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(57) Hauptanspruch: Verfahren zum Auswerten von Da-
ten einer Massenspektrometrie zur Analyse einer Vielzahl
von Peptiden aus einer biologischen Probe, insbesonde-
re einer MALDI-TOF-Massenspektrometrie, mit folgenden
Schritten:

a) Bereitstellung erwarteter Massendefekte fiir die Vielzahl
von Peptiden, wobei die erwarteten Massendefekte be-
rechnet werden aus

my p,

wobei my die ganzzahlige Nominalmasse eines Peptids auf
einer m/z-Skala bezeichnet und rp ein Faktor ist, der die
Nominalmasse my mit einer zugehorigen erwarteten Pep-
tidmasse my, Uber die Gleichung m,, = (1+rp)my in Bezie-
hung setzt, wobei die erwartete Peptidmasse mp auf einer
m/z-Skala am dichtesten an einer gemessenen Masse m
liegt;

b) Bestimmung gemessener Massendefekte, namlich der
sich aus den Daten der Massenspektrometrie ergebenden
Massendefekte, wobei der Massendefekt zu einer gemes-
senen Masse m auf einer m/z-Skala berechnet wird aus

m
1+p

m- roor( +0,5),

wobei die Funktion floor(x) fiir ein beliebiges x > 0 den ganz-
zahligen Anteil von x bezeichnet;

¢) Vergleich der gemessenen Massendefekte mit den er-
warteten Massendefekten flr die Vielzahl von Peptiden
aus der biologischen Probe unter Ausnutzung eines Pep-
tidmassendefektdiagramms, welches durch eine Transfor-

einer Massenspektrometrie und

mation erzeugt wird, die Positionen der theoretisch erwar-
teten Peptidmassendefekte flir die Vielzahl von Peptiden
auf einer Referenzlinie abbildet, die eine waagerechte Null-
linie ist, wobei eine vertikale Achse sich von -0,5 bis 0,5 er-
streckt und eine vorzeichenbehaftete Diskrepanz zwischen
dem fiir ein Peptid erwarteten und dem tatséchlich gemes-
senen Massendefekt darstellt.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Auswerten von Daten einer Massenspektrometrie zur Analy-
se von Peptiden aus biologischen Proben, insbesondere einer MALDI-TOF-Massenspektrometrie. Daneben
betrifft die Erfindung ein massenspektrometrisches Verfahren zur Analyse von Peptiden aus biologischen Pro-
ben, inshesondere unter Verwendung eines MALDI-TOF-Massenspektrometers.

[0002] Bei der sogenannten Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time-offlight Massenspektrometrie
(MALDI-TOF-MS) wird eine biologische Gewebeprobe nach einer geeigneten Probenpraparation mit einer Ma-
trixlosung Giberzogen und in Vakuum mit einem Laser beschossen. Dabei werden biologische Makromolekiile
aus dem Gewebe herausgeldst und ionisiert, typischerweise mit einer einfach positiven Ladung. Die lonen
werden anschlieBend in einem elektrischen Feld beschleunigt und von einem Detektor registriert. Aus der
Flugzeit lasst sich der m/z-Wenrt, d.h. das Verhaltnis zwischen Masse und Ladung des Molekils bestimmen.
Das gemessene Massenspektrum stellt die relative Zahl der registrierten lonen (spektrale Intensitat) als Funk-
tion ihrer m/z-Werte dar. Unter der Annahme einer einfach positiven lonisierung ist der m/z-Wert aquivalent
zur Masse m des ionisierten Molekiils. Nachfolgend wird zur Vereinfachung unter der Masse m des ionisierten
Molekils der m/z-Wert verstanden.

[0003] Der m/z-Wert bzw. die molekulare Masse wird in Dalton (Da) angegeben als ein Vielfaches der atoma-
ren Masseneinheit (1 Da = 1 amu, atomic mass unit). Naherungsweise entspricht die Masse eines Molekills
in Da der Gesamtzahl der Protonen und Neutronen, aus denen die Atomkerne des Molekils zusammenge-
setzt sind. Die Differenz zwischen dieser ganzzahligen Nominalmasse und der tatsachlichen Masse wird als
Massendefekt bezeichnet. Der Massendefekt eines Molekiils ist die Summe der Massendefekte der einzelnen
Atome, die wiederum fur jedes chemische Element bzw. Isotop verschieden sind.

[0004] Der Ausdruck ,Massendefekt wird in der Literatur nicht einheitlich verwendet. Eine erste Bedeutung
des Begriffs bezieht sich auf die Differenz der Massen in der Sl-Einheit kg. Eine zweite Bedeutung bezieht
sich ebenfalls auf die Differenz der Massen, geht aber von der atomaren Masseneinheit u aus, die mit Bezug
zum Kohlenstoff-Isotop 12C definiert ist. Aufgrund dieser Festlegung ist der Massendefekt des Kohlenstoff-
Isotops 12C gleich Null. Fir diese zweite Bedeutung wird anstelle des Begriffs ,Massendefekt* auch der Begriff
.Massenuberschuss” verwendet, um den Unterschied zur oben genannten ersten Bedeutung herauszustellen.
In der Biologie und Chemie, insbesondere im Zusammenhang mit massenspektrometrischen Verfahren, wird
aber trotzdem der Begriff ,Massendefekt® verwendet, also im Sinne der zweiten Bedeutung, so auch hier.

[0005] Bei der Akquisition von MALDI-TOF-Massenspektrometriedaten von biologischen Gewebeschnitten
wird eine Vielzahl von Informationen tber die proteomische Struktur der Gewebeproben gewonnen. Gleichzei-
tig unterliegt die Messung einer Reihe von potentiellen Stérungen, die zu Verzerrungen und Verfalschungen
der gewonnenen Informationen filhren kénnen. Aufgrund der hohen Komplexitat der Daten ist eine objektive
Beurteilung ihrer Qualitdt und Genauigkeit oftmals nicht moglich. Aktuell existieren keine breit akzeptierten
und leicht anwendbaren Malstabe, die eine Aussage darliber erlauben, welche Datenqualitat eine Messung
aufweist oder ob zwei Messungen Daten von vergleichbarer Qualitat liefern.

[0006] Aus der US 2016/0003842 A1 ist ein massenspekirometrisches Verfahren zur Analyse von Pep-
tiden bekannt. Ziel ist dabei die Erkennung sogenannter Glykopeptide. In den Fig. 2a, Fig. 2b der
US 2016/0003842 A1 sind Massendefekte (iber nominalen Massen m/z aufgetragen. Unterschieden werden
Bereiche mit Peptiden einerseits und mit Glykopeptiden angereicherte Bereiche andererseits.

[0007] Die Verdffentlichung US 2007/0038387 A1 bezieht sich auf ein Verfahren zum Filtern von Massenspek-
trometerdaten unter Verwendung eines variablen Filterfensters. Die Breite des Fensters kann von der Masse
selbst und den Massendefekten fUr eine Familie von Verbindungen abhangen. Das Verfahren soll mit einer
Vielzahl von Verbindungen verwendbar sein, einschlie8lich, aber nicht beschrankt auf Peptide, und auf einer
Reihe verschiedener Massenspektrometer eingesetzt werden kdnnen.

[0008] Der Artikel von Lekha Sleno ,The use of mass defect in modem mass spectrometry* (J. Mass.
Spectrom. 2012, 47, 226-236) soll laut der Autorin als Einflihrung in die verschiedenen Einsatzméglichkeiten
von Massendefekten bei Anwendungen mit modernen Massenspektrometern dienen.

[0009] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Schaffung eines Verfahrens zur Qualitatskontrolle von Mas-

senspektrometriedaten (bei der Analyse von Peptiden aus biologischen Proben) bzw. ein massenspektrome-
trisches Verfahren, mit einer entsprechenden Kontrolle.
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[0010] Zur Losung der Aufgabe weist das Verfahren die Merkmale des Anspruchs 1 auf. Vorgesehen ist dem-
nach ein Verfahren zum Auswerten von Daten einer Massenspekirometrie zur Analyse einer Vielzahl von
Peptiden aus einer biologischen Probe, insbesondere einer MALDI-TOF- Massenspektrometrie, mit folgenden
Schritten:

a) Bereitstellung erwarteter Massendefekte fiir die Vielzahl von Peptiden, wobei die erwarteten Massen-
defekte berechnet werden aus my rp,
wobei my die ganzzahlige Nominalmasse eines Peptids auf einer m/z-Skala bezeichnet und rp ein Faktor
ist, der die Nominalmasse my mit einer zugehdrigen erwarteten Peptidmasse m,, Uber die Gleichung m,,
= (1+rp)my in Beziehung setzt, wobei die erwartete Peptidmasse mp auf einer m/z-Skala am dichtesten
an einer gemessenen Masse m liegt;

b) Bestimmung gemessener Massendefekte, ndmlich der sich aus den Daten der Massenspekirometrie
ergebenden Massendefekte, wobei der Massendefekt zu einer gemessenen Masse m auf einer m/z-Skala
berechnet wird aus

m—floor{ m +0,5}

1+rp

wobei die Funktion floor(x) fiir ein beliebiges x > 0 den ganzzahligen Anteil von x bezeichnet;

¢) Vergleich der gemessenen Massendefekte mit den erwarteten Massendefekten fur die Vielzahl von
Peptiden aus der biologischen Probe unter Ausnutzung eines Peptidmassendefektdiagramms, welches
durch eine Transformation erzeugt wird, die Positionen der theoretisch erwarteten Peptidmassendefekte
fur die Vielzahl von Peptiden auf einer Referenzlinie abbildet, die eine waagerechte Nulllinie ist, wobei
eine vertikale Achse sich von -0,5 bis 0,5 erstreckt und eine vorzeichenbehaftete Diskrepanz zwischen
dem flr ein Peptid erwarteten und dem tatsachlich gemessenen Massendefekt darstellt.

[0011] Je nach Groflde der Abweichung der gemessenen Massendefekte von den erwarteten Massendefekten
kénnen die Daten bzw. eine zugrunde liegende Messung als fehlerhaft oder akzeptabel bewertet werden. Auch
kann durch eine geeignete Signalquelle ein zur Bewertung der Daten korrespondierendes Signal ausgegeben
werden, etwa eine Anzeige auf einem Bildschirm.

[0012] Soferm die Daten bzw. die Messung als akzeptabel bewertet werden, wird mit den Daten weiter gear-
beitet und/oder es werden weitere Messungen durchgeflinrt. Bei als fehlerhaft bewerteten Daten konnen diese
beispielsweise flr die weitere Verarbeitung verworfen werden und/oder die fur die Durchfiihrung der Massen-
spektrometrie verwendete Vorrichtung wird einer Uberpriifung unterzogen.

[0013] Das Verfahren basiert unter anderem auf einer rechnergestiitzten Visualisierung der Massendefekte
der in einem Spektrum aufgefundenen Peaks. Dabei wird ausgenutzt, dass eine Vielzahl der Peaks von Pep-
tiden herriihren, deren Massendefekte einem charakteristischen Muster folgen. Durch Vergleiche der gemes-
senen Massendefekte mit einem theoretisch erwarteten Muster der Massendefekte / den erwarteten Massen-
defekten lassen sich rechnerisch und visuell Rickschllisse auf die Qualitat der gemessenen Daten ziehen.

[0014] Die Massendefekte werden im massenspektrometrischen Verfahren natlrlich nicht direkt gemessen,
sondern aus den ermittelten Massen (welche in einem TOF-Massenspektrometer aus gemessenen Flugzei-
ten bestimmt werden) berechnet. Zur Vereinfachung wird aber der Begriff ,gemessener Massendefekt* zur
Abgrenzung gegenliber dem ,erwarteten Massendefekt” verwendet. Letzterer ergibt sich anhand von Berech-
nungen aufgrund der besonderen Eigenschaften der Peptide.

[0015] Die erwarteten Massendefekte werden berechnet aus
MNP

wobei my die Nominalmasse eines Peptids bezeichnet und
re vorzugsweise zwischen 10 und 10 liegt, insbesondere etwa 4,95 x 10 betragt.

[0016] Flir die Berechnung der erwarteten Massendefekte werden somit flir eine gegebene (ganzzahlige)

Nominalmasse my, die Differenz zu der sich aus dem Produkt mit 1+r; ergebenden Masse m beriicksichtigt. rp
ist vorzugsweise der Faktor 4,95 x 10. Auch davon abweichende Werte sind grundsatzlich méglich.
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[0017] Nach der Erfindung ist vorgesehen, dass der Massendefekt zu einer gemessenen Masse m berechnet
wird aus

m- roor[ m +0,5],
1+rP

wobei die Funktion floor(x) fiir ein beliebiges x > 0 den ganzzahligen Anteil von x bezeichnet.

[0018] Der gemessene Massendefekt wird also als Differenz zwischen m und derjenigen Nominalmasse my
bestimmt, deren zugehdrige erwartete Peptidmasse mp = (1+rp)my am dichtesten an m liegt.

[0019] In Fortbildung der Erfindung ist vorgesehen, dass die Diskrepanz dp zwischen dem gemessenen und
dem erwarteten Massendefekt direkt aus der gemessenen Masse m berechnet wird als

Sp (m) =(l{

+0,5J— 0,5
1+rp

wobei die Funktion ¢(x) = x - floor(x) den Nachkommaanteil von x fiir ein beliebiges x > 0 bezeichnet.

[0020] Nach einem weiteren Gedanken der Erfindung ist vorgesehen, dass zum Vergleich der gemessenen
Massendefekte mit den erwarteten Massendefekten liber Teilintervalle einer Massenachse jeweils der Median
der gemessenen Massendefekte gebildet und mit dem erwarteten Massendefekt verglichen wird.

[0021] In Fortbildung der Erfindung werden bei weiterer Verwendung der Daten die Messwerte (der ermittelten
Massen) korrigiert, namlich in Abhangigkeit von der Abweichung der gemessenen Massendefekte von den
erwarteten Massendefekten. Im einfachsten Fall werden die ermittelten Massen um die Differenzen der Mas-
sendefekte korrigiert.

[0022] Nach einem weiteren Gedanken der Erfindung werden die gemessenen Massendefekte flr lokale Ma-
xima der spektralen Intensitaten berechnet. Jedes lokale Maximum wird als Peak einer bestimmten gemesse-
nen Masse angesehen.

[0023] Ein weiteres erfindungsgemaies Verfahren weist die Merkmale des Anspruchs 8 auf. Vorgesehen ist
demnach ein Verfahren zum Auswerten von Daten einer Massenspektrometrie zur Analyse einer Vielzahl von
Peptiden aus einer biologischen Probe, insbesondere einer MALDI-TOF- Massenspektrometrie, vorzugsweise
nach einem der zuvor erdrterten Verfahren, mit folgenden Schritten:

a) Bereitstellung erwarteter Massendefekte fiir die Vielzahl von Peptiden, wobei die erwarteten Massen-
defekte berechnet werden aus

mNrP,

wobei my die ganzzahlige Nominalmasse eines Peptids auf einer m/z-Skala bezeichnet und rp ein Faktor
ist, der die Nominalmasse my mit einer zugehdrigen erwarteten Peptidmasse mp tiber die Gleichung mp
= (14rp)my in Beziehung setzt,

wobei die erwartete Peptidmasse m; auf einer m/z-Skala am dichtesten an einer gemessenen Masse m
liegt;

b) Bestimmung gemessener Massendefekte, ndmlich der sich aus den Daten der Massenspekirometrie
ergebenden Massendefekte, wobei der Massendefekt zu einer gemessenen Masse m auf einer m/z-Skala
berechnet wird aus

m—ﬂoor( L +0,5],
1+fp

wobei die Funktion floor(x) fiir ein beliebiges x > 0 den ganzzahligen Anteil von x bezeichnet;

4/21



DE 10 2016 012 302 B4 2020.10.29

¢) Bestimmung der Diskrepanzen zwischen den gemessenen Massendefekten und den erwarteten Mas-
sendefekten.

d) Bestimmung der Streuung der Diskrepanzen um deren Mittelwert;

e) Vergleich der Streuung mit einer definierten zuldssigen Streuung.

[0024] Je nach Abweichung der Streuung von der definierten zulassigen Streuung kdnnen die Daten bzw. eine
zugrunde liegende Messung als fehlerhaft oder akzeptabel bewertet werden. Auch kann durch eine geeignete
Signalquelle ein zur Bewertung der Daten korrespondierendes Signal ausgegeben werden, etwa eine Anzeige
auf einem Bildschirm.

[0025] Sofem die Daten bzw. die Messung als akzeptabel bewertet werden, wird mit den Daten weiter gear-
beitet und/oder es werden weitere Messungen durchgeflinrt. Bei als fehlerhaft bewerteten Daten konnen diese
beispielsweise flr die weitere Verarbeitung verworfen werden und/oder die fur die Durchfiihrung der Massen-
spektrometrie verwendete Vorrichtung wird einer Uberpriifung unterzogen.

[0026] In Fortbildung der Erfindung ist vorgesehen, dass zur Bestimmung einer Streuung der Massende-
fektdiskrepanzen Interquartilsabstande der ermittelten Diskrepanzen lber Teilintervalle der Massenachse be-
stimmt werden, und dass bei Uberschreitung eines Grenzwertes der Streuung insbesondere die Daten als
fehlerhaft verworfen werden.

[0027] Nach einem weiteren Gedanken der Erfindung ist ein Korridor flir zulassige Streuungen gebildet durch
die Grenzwerte

di? (m) = 2u Jv (m)

wobei

und
op (My) = g +Spmy, mit gy ~ 0,02 und sp ~2,0x10°°,

und Am(m) die Breite von m/z-Bins an der Massenposition m bezeichnet,

und m/z-Bins die sich durch Diskretisierung der Massenachse ergebenden Intervalle reprasentieren,

und p > 0 einen Skalierungsfaktor angibt, vorzugsweise = 2,

und wobei insbesondere die Daten als fehlerhaft verworfen werden, wenn die Streuung der Massendefektdis-
krepanzen auf3erhalb des derart vorgegebenen Korridors liegt.

[0028] In Fortbildung der Erfindung ist vorgesehen, dass der Massebereich mit erkennbarem Peptidsignal be-
stimmt wird als die Gesamtheit aller Teilintervalle der Massenachse, fir die der Quotient aus der tatsachlichen
Streuung und der maximal zuldssigen Streuung dp(m) einen festgelegten Schwellwert t nicht Gberschreitet,
wobei vorzugsweise t = 1,2 festgelegt wird. Die untere bzw. obere Grenze dieses Massebereiches geben die
Ausdehnung des Peptidsignalbereiches an.

[0029] Je nach Unterschreitung eines Toleranzwertes flir die obere Grenze oder die Ausdehnung des Peptid-
signalbereiches, bzw. Uberschreitung eines Toleranzwertes fiir die untere Grenze des Peptidsignalbereiches
kénnen die Daten bzw. eine zugrunde liegende Messung als fehlerhaft oder akzeptabel bewertet werden. Auch
kann durch eine geeignete Signalquelle ein zur Bewertung der Daten korrespondierendes Signal ausgegeben
werden, etwa eine Anzeige auf einem Bildschirm.

[0030] Soferm die Daten bzw. die Messung als akzeptabel bewertet werden, wird mit den Daten weiter gear-
beitet und/oder es werden weitere Messungen durchgeflinrt. Bei als fehlerhaft bewerteten Daten konnen diese
beispielsweise flr die weitere Verarbeitung verworfen werden und/oder die fur die Durchfiihrung der Massen-
spektrometrie verwendete Vorrichtung wird einer Uberpriifung unterzogen.
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[0031] Das erfindungsgeméfie massenspektrometrische Verfahren weist die Merkmale des Anspruchs 12 auf.
Zur Analyse einer Vielzahl von Peptiden aus einer biologischen Probe, insbesondere unter Verwendung eines
MALDI-TOF-Massenspektrometers, sind folgende Schritte vorgesehen:

a) Durchfiihrung eines oder mehrerer massenspektrometrischer Untersuchungen an der biologischen Pro-
be und Bereitstellung von sich aus den massenspektrometrischen Untersuchungen ergebenden Daten;

b) Durchfiihrung eines der Verfahren zum Auswerten von Daten, wie zuvor dargestellt.

[0032] Weitere Merkmale der Erfindung ergeben sich aus der Beschreibung im Ubrigen und aus den Ansprii-
chen. Vorteilhafte Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung werden nachfolgend anhand von Zeichnungen naher
erlautert. Es zeigen:

Fig. 1 einen Ausschnitt aus einem Mittelwertspektrum mit deutlich erkennbarer, wellenférmiger Grundlinie
mit charakteristischer Wellenlange von etwas mehr als 1 Da;

Fig. 2 ein herkdmmliches Massendefektdiagram eines Mittelwertspektrums mit erkennbarem Peptidband;

Fig. 3 ein Peptidmassendefektdiagramm (PMD) des Mittelwertspektrums zu, ndmlich mit Darstellung einer
Massenverschiebung Uber der Masse (m/z), mit horizontaler Referenzlinie fir einen erwarteten Massen-
defekt und Referenzkorridor (gestrichelte Linien), Massendefektdiskrepanz und deren Streuung (durch-
gezogene Linien) sowie erwarteter Streuung (Strich-Punkt-Strich Linien) und oberer Grenze des Masse-
bereichs mit erkennbarem Peptidsignal (gepunktete Linie);

Fig. 4 ein PMD eines Mittelwertspektrums mit stark reduziertem Signal-Rauschverhaltnis, erkennbar am
verkiirzten Peptidsignalbereich, der nur bis ca. 1300 Da reicht;

Fig. 5 ein PMD eines Spektrums mit deutlicher Massenverschiebung um ca. 0,15 bis 0,35 Da;

Fig. 6 ein PMD mit deutlich erkennbarer Linienstruktur aufgrund einer aquidistant gesampelten Massen-
achse;

Fig. 7: ein PMD eines Mittelwertspektrums mit sehr grob gesampelter Massenachse; aufgrund des groben
Samplings ist die Struktur des Peptidbandes kaum noch zu erkennen,;

Fig. 8 ein PMD eines Mittelwertspektrums mit fehlerhaft durchgeflihrter Kalibrierung, erkennbar am Bruch
im Peptidband ab ca. m/z=1700.

[0033] Die in einer MALDI-Messung registrierten Moleklle beinhalten insbesondere Metabolite und Peptide.
Metabolite sind Stoffwechselprodukte und kdnnen unterschiedliche chemische Formen aufweisen, z.B. Lipide,
Kohlehydrate oder Abbauprodukte von aus der Nahrung oder der Umwelt aufgenommenen Substanzen. |hre
Massen betragen typischerweise weniger als 1000 Da. Demgegeniiber sind Peptide Verkettungen von Ami-
nosauren mit Massen von bis zu 5000 Da und mehr.

[0034] Alle 23 in Proteinen vorkommende Aminosauren - und damit alle Peptide - bestehen aus den finf
chemischen Elementen Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauerstoff, Stickstoff und Schwefel. Das relative Verhéltnis
dieser Elemente zueinander ist bei allen Peptiden ndherungsweise und unabhangig von ihrer Gesamtmasse
gleich, so dass der Massendefekt eines Peptides im Wesentlichen durch dessen Nominalmasse bestimmt
wird. Es ergibt sich ein nahezu linearer Zusammenhang zwischen der Masse m eines Peptids und seiner
Nominalmasse my:

m~mp(my) = (1+7p) My, Mitrp ~ 4,95x1074,

[0035] Die Streuung der wahren Massen um den theoretischen Mittelwert m, ist relativ klein, ihre Standard-
abweichung kann mit

op (My) = 0g +Spmy, mit oy =0,02, s, =2,0x107°

abgeschatzt werden.
[0036] Aufgrund der grof3en Zahl von unterschiedlichen Proteinen und daraus resultierenden Peptiden in bio-

logischen Gewebezellen weist ein typisches MALDI-Spektrum Signalintensitaten an praktisch allen mp(my)
far einen breiten Bereich von Nominalmassen my auf. Bildet man aus mehreren wéhrend der Vermessung
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einer Gewebeprobe gewonnen Spekfren ein Summen- oder Mittelwertspektrum, siehe Fig. 1, so ist darin eine
charakteristische, gleichmafige Wellenlinie als Grundlinie 20 zu erkennen, die insbesondere oberhalb von ca.
1000 Da deutlich hervortritt und eine Wellenlange von ndherungsweise 1+rp Da aufweist.

[0037] Die Bestimmung der Masse eines Molekdls ist mit einem Fehler behaftet, der im Wesentlichen von
zwei Ursachen herriihrt: Zum einen kann die Flugzeit eines Moleklls nur mit einer gewissen Genauigkeit und
in diskreten Intervallen gemessen werden, woraus sich eine Diskretisierung der Massenachse, also eine Ein-
teilung in aufeinanderfolgende Intervalle (m/z-Bins) ergibt. Ublicherweise ist die Breite der m/z-Bins nicht kon-
stant sondern nimmt zu héheren Massen hin zu.

[0038] Zum anderen héngt die Flugzeit des Molekiils nicht nur von seiner Masse ab sondern auch von dessen
Anfangszustand innerhalb der lonenwolke zu Beginn der Beschleunigung. Dieser Anfangszustand, insbeson-
dere Geschwindigkeit und Bewegungsrichtung des Molekiils, sind weitestgehend unbekannt und fihren zu
einem deutlichen Messfehler, der liblicherweise durch eine Kalibrierung nach der Messung korrigiert wird.

[0039] Zu den gangigen Kalibrierungsmethoden gehodren die externe Kalibrierung und die statistische Pep-
tidkalibrierung. Bei der externen Kalibrierung werden vor der Messung mehrere Tropfen einer Lésung mit de-
finierten Inhaltsstoffen neben der Gewebeprobe platziert. Die darin gemessenen Spektren werden nach der
Messung mit den erwarteten Massen der bekannten Inhaltsstoffe verglichen und es wird eine Kalibrierungs-
kurve fUr die m/z-Achse eines Spektrums bestimmt. Bei der Peptidkalibrierung wird der oben beschriebene Zu-
sammenhang zwischen wahrer Masse eines Peptids und dessen Nominalmasse ausgenutzt, um die mutmaf-
lich zu einem Peptid gehdrenden Peakpositionen auf die theoretisch erwarteten m/z-Werte zu verschieben,
siehe Wool A, Smilansky Z: Precalibration of matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight spectra
for peptide mass fingerprinting. Proteomics 2002, 2, 1365-1373.

[0040] Beide Kalibrierungsmethoden kénnen die Fehler in den m/z-Werten nicht vollstandig korrigieren. Die
externe Kalibrierung erfordert dartiber hinaus eine manuelle Interaktion, wahrend die Peptidkalibrierung sehr
rechen- und zeitaufwandig ist.

[0041] Zur Visualisierung der in einem Spektrum beobachteten Massendefekte werden die m/z-Werte der in
einem Spektrum gefundenen Peaks in einem Diagramm aufgetragen, dessen horizontale Achse der Masse m
(bzw. dem m/z-Wert) entspricht, wahrend auf der vertikalen Achse deren Nachkommaanteil m-floor(m) abge-
tragen wird, siehe Fig. 2. Solche Diagramme werden benutzt, um unterschiedliche Zusammensetzungen kom-
plexer Molekiilmischungen sichtbar zu machen. Eine Variante sind sog. Kendrick-Massendefektdiagramme,
die zur Charakterisierung von chemischen Verbindungen einer bestimmten Gruppe verwendet werden, siehe
Wikipedia: Kendrick mass. https://en.wikipedia.org/wiki/Kendrick_mass. Im Zusammenhang mit Untersuchun-
gen an Peptiden kbnnen Massendefektdiagramme zur Abgrenzung zwischen Peptiden und sog. Glykopeptiden
herangezogen werden, siche US 2016/0003842 A1 und Froehlich J et al.: A Classifier Based on Accurate Mass
Measurements to Aid Large Scale, Unbiased Glycoproteomics. Mol. Cell. Proteomics 2013, 12, 1017-1025.

[0042] Aus einem Uber mehrere Spekiren einer MALDI-Messung gebildeten Mittelwertspektrum lasst sich ein
Diagramm erstellen, das wir als Peptidmassendefektdiagramm (PMD) bezeichnen. Hierzu bestimmt man eine
Liste aller lokalen Maxima und ihrer jeweiligen m/z-Werte, sowie fur jeden m/z-Wert die Abweichung von der
jeweils nachstgelegenen, dem theoretischen Peptidmassenmodell entsprechenden Masse. Die Positionen al-
ler lokalen Maxima werden nun in ein Diagramm eingetragen, dessen horizontale Achse wiederum der Masse
bzw. dem m/z-Wert entspricht, und auf dessen vertikaler Achse die oben bestimmte Abweichung vom Peptid-
massenmodell abgetragen ist.

[0043] Gegenliber dem bekannten Massendefektdiagramm wird das PMD also durch eine Transformation
erzeugt, die die Positionen der theoretisch erwarteten Peptidmassendefekte auf die Referenzlinie 22 abbildet,
die eine waagerechte Nulllinie ist. Die vertikale Achse erstreckt sich von -0,5 bis 0,5 und stellt die vorzeichen-
behaftete Diskrepanz zwischen dem flir ein Peptid erwarteten und dem tatsachlich gemessenen Massendefekt
dar. Zusatzlich zur Referenzlinie 22 kann ein Referenzkorridor mit Linien 23, 24 eingezeichnet werden, der die
erwartete Streuung der Peptidmassendefekte um ihren Mittelwert darstellt, unter Berticksichtigung der fir eine
Messung gegebenen Diskretisierung der Massenachse.

[0044] An einem PMD lassen sich leicht folgende Qualitatseigenschaften eines Spektrums ablesen:
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1. Massenbereich mit Peptidsignalen: Ein klar erkennbares Band (,Peptidband 21“) in der Néhe der Re-
ferenzlinie 22 1asst auf das Vorhandensein von Peptidsignalen in dem jeweiligen Massenbereich schlie-
Ren. Wo sich die Bandstruktur in einer unstrukturierten Punktwolke verliert (typischerweise erkennbar am
oberen Ende der Massenachse, rechts von einer oberen Grenze 30), geht das Peptidsignal im Rauschen
unter (Fig. 3,Fig. 4).

2. Massenverschiebung: Weicht das Peptidband 21 erkennbar von der Referenzlinie 22 ab, so lasst dies
auf eine Diskrepanz zwischen den wahren und den gemessenen Molekililmassen schlie3en. Die GroRke
der Diskrepanz entspricht dem vertikalen Versatz zwischen der Referenzlinie 22 und der Mittellinie 25 des
Peptidbands 21. Der Referenzkorridor gibt dabei den Bereich an, in dem eine Verschiebung durch die
jeweilige Diskretisierung der Massenachse erklarbar ist (Fig. 3,Fig. 5).

3. Aquidistant oder zu grob gesamplete Massenachse: Ein MALDI-TOF Massenspektrometer diskretisiert
die Massenachse typischerweise nicht aquidistant sondern mit zu hohen Massen hin zunehmender Bin-
breite. Bei der Nachverarbeitung von Spektraldaten werden die Daten haufig auf eine aquidistante Mas-
senachse mit niedrigerer Auflosung resamplet, wodurch ein Genauigkeitsverlust entsteht. Eine aquidis-
tante Massenachse istim PMD deutlich durch eine lineare Struktur der aufgetragenen Punkte erkennbar
(Fig. 6). Ist die Auflosung der Daten nach dem Resampling zu niedrig, verliert sich die Struktur des Pep-
tidbandes 21 (Fig. 6,Fig. 7).

4. Fehlerhafte Kalibrierung der Massenachse: Bei der Kalibrierung der Massenachse konnen Fehler auf-
treten, die zu einer unstetigen Verzerrung der Massenachse fiihren. Solche Verzemrungen treten im PMD
als ein Bruch bzw. Versatz im Peptidband 21 auf (Fig. 8).

[0045] Im Vergleich zur Visualisierung mittels herkémmlicher Massendefektdiagramme sind in einem PMD
die oben genannten Qualitatsmerkmale eines Spektrums sehr viel deutlicher erkennbar, insbesondere kdnnen
auch kleinere oder auf Teilabschnitte der Massenachse beschrankte Massenverschiebungen als Abweichun-
gen von der horizontalen Referenzlinie 22 leichter erfasst werden.

[0046] Statt fur ein Mittelwertspektrum kann ein PMD auch fiir ein Einzelspektrum oder fir das Maximums-
pektrum Uber mehrere Einzelspektren (sog. Skyline-Spektrum) gebildet werden, diese Darstellung ist jedoch
weniger aussagekraftig.

[0047] Neben der reinen Visualisierung konnen die in einem PMD dargestellten Informationen auch wie folgt
quantitativ ausgewertet werden (siehe auch mathematische Formulierung weiter unten):

1. Bestimmung der Diskrepanz zwischen gemessenem und erwartetem Peptidmassendefekt in Abhan-
gigkeit von der Masse. Hierzu wird der Median der Massendefekte iber Teilintervalle der Massenachse
gebildet und mit dem erwarteten Wert verglichen.

2. Bestimmung der Streuung der Massendefekte um deren Mittelwert. Hierzu wird der Interquartilsabstand
der Massendefekte Uber Teilintervalle bestimmt und in ein vorgegebenes Vielfaches der Standardabwei-
chung einer angenommenen Normalverteilung umgerechnet.

3. Bestimmung des Massebereiches mit erkennbarem Peptidsignal. Hierzu wird die aus den Daten be-
stimmte Streuung der Massendefekte (Bereich zwischen Linien 26, 27) mit der Breite des Referenzkorri-
dors (Bereich zwischen Linien 23, 24) verglichen und der Bereich ermittelt, in dem die Abweichung inner-
halb einer gewahlten Toleranz bleibt.

[0048] Diese quantitativen Informationen kénnen sowohl im PMD dargestellt als auch numerisch angezeigt
bzw. zur Qualitadtsbewertung der Messung weiterverarbeitet werden.

[0049] Wir bezeichnen mit

S =(sj,mj)j n,mitne N,0<my <...<m,

=1..

ein (Einzel-, Mittelwert- oder Skyline-) Spektrum, bestehend aus den n Intensitaten s, ... s, zu den m/z-Werten
my...m,. Mit

floor (x) fur x >0
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bezeichnen wir den ganzzahligen Anteil einer positiven Zahl x, mit
¢(x) = x - floor(x) fur x >0

bezeichnen wir den Nachkommaanteil einer positiven Zahl x.

[0050] Das PMD der lokalen Maxima von S besteht aus der grafischen Darstellung der Punkte

{(m,-,ép(mi)) S >o$?i)|(susj}

wobei ueN den Radius der lokalen Umgebung bezeichnet, lber die die lokalen Maxima gebildet werden, und
die Funktion die vorzeichenbehaftete Diskrepanz zwischen dem flr ein Peptid erwarteten und dem tatsachlich
gemessenen Massendefekt beschreibt. Die obige Darstellung der Diskrepanz dp(m) ergibt sich wie folgt:

[0051] Der theoretisch erwartete Massendefekt eines Peptids mit Nominalmasse my betragt
Mp - My =(1+rp)mN - My =rpMpy.-

[0052] Zu einer tatsachlich gemessenen Masse m eines Peptids wird dessen Nominalmasse als diejenige
ganzzahlige Masse my angenommen, fiir die die absolute Differenz

|m— (1 +rp)mN|

minimiert wird. Dies fuhrt zu

mN=roor( m +0,5J.
1+rp

[0053] Die Diskrepanz dp(m) ergibt sich aus der Differenz zwischen gemessenem und erwarteten Massen-
defekt zu

5 (m)z(m—m,\,)—(mp—m,\,)=m—(1+rp)mN= m__aoorl M _ L0
P 1+rp 1+rp 1+rp 1+rp ’
m
= 0,51-0,5
(p(1+rp+ J

[0054] Die Gewichtung der Differenz der Massendefekte mit 1/(1+rp) dient der Normalisierung von dp(m) auf
den Wertebereich [-0,5 ... 0,5].

[0055] Die Referenzlinie 22 der theoretisch erwarteten mittleren Massendefekte von Peptiden wird durch die
Nulllinie p = 0 beschrieben. Zur Bestimmung des Referenzkorridors (Linien 23, 24) betrachten wir die erwartete
Varianz v(m) der Positionen der lokalen Maxima in Abhangigkeit von der Masse, die durch die Summe aus
der Varianz der wahren Peptidmassen g%, und der von der Diskretisierung der Massenachse herriihrenden
Varianz abgeschatzt werden kann,

Am(m)?

[0056] Darin bezeichnet Am(m) die Breite der m/z-Bins an der Massenposition m. Der Referenzkorridor wird
durch die Begrenzungslinien 23, 24 bzw.
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d,152(m) = x,Jv (m)

gebildet, wobei der Skalierungsfaktor y > 0 die Breite des Korridors als Vielfaches einer Standardabweichung
angibt (typischerweise y = 2).

[0057] Zu dem Spekirum S sei eine Partitionierung / der Massenachse in paarweise disjunkte Intervalle I,
gegeben:

I=(Ik)k=1...K mit K e N, Uklk =[m1,mn].

[0058] Zu einem PMD, in dem die Punkte

(midp (m;)),, mitL ={ie {1...n} :5; >0$_a’_|xsusj}

dargestellt sind, wird zur Bestimmung der Massendiskrepanz E(m) fur die Teilintervalle |, die Diskrepanz
E, =median{dp (m;) :ie Ly}

gebildet. Die E, werden als Punkte tber den jeweiligen Mittelpunkten der zugehdrigen Teilintervalle I, darge-
stellt, dazwischen wird geeignet interpoliert (z.B. linear).

[0059] Die Streuung e(m) der Massendefekte wird in analoger Weise aus den Interquartilsabstanden (IQR)
gebildet,

IQR{Sp (m;) tie LAl
22erf"1(0,5)

ek =M

wobei der Skalierungsfaktor y > 0 wiederum die Breite des Korridors als Vielfaches einer Standardabweichung
angibt, typischerweise J = 2, und erf die gaudsche Fehlerfunktion bezeichnet.

[0060] Als Massebereich mit erkennbarem Peptidsignal wird derjenige Teil der Massenachse bestimmt, flr
den das Verhaltnis zwischen beobachteter (Linien 26, 27) und erwarteter Streuung (Linien 28, 29) unterhalb
einer festgelegten Toleranzschwelle t bleibt:

Mp ={me [my,my] :Mst}

U (m)

[0061] Ein typischer Toleranzwertistt = 1,2. Die Positionen der aufteren Rander von MP kénnen im PMD als
vertikale Linien eingezeichnet werden.

Bezugszeichenliste

20  Grundlinie

21 Peptidband

22  Referenzlinie

23  Linie fur Referenzkorridor

24  Linie fur Referenzkorridor

25  Mittellinie als Massendefektdiskrepanz

26 Linie flir Massendefektstreuung
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27 Linie flir Massendefektstreuung
28 Linie flr erwartete Streuung
29 Linie flr erwartete Streuung

30 obere Grenze
Patentanspriiche

1. Verfahren zum Auswerten von Daten einer Massenspektrometrie zur Analyse einer Vielzahl von Peptiden
aus einer biologischen Probe, insbesondere einer MALDI-TOF-Massenspektrometrie, mit folgenden Schritten:
a) Bereitstellung erwarteter Massendefekte fir die Vielzahl von Peptiden, wobei die erwarteten Massendefekte
berechnet werden aus

my I'p,

wobei my die ganzzahlige Nominalmasse eines Peptids auf einer m/z-Skala bezeichnet und rp ein Faktor
ist, der die Nominalmasse my mit einer zugehorigen erwarteten Peptidmasse m, Uber die Gleichung m, =
(1+r,)my in Beziehung setzt, wobei die erwartete Peptidmasse mp auf einer m/z-Skala am dichtesten an einer
gemessenen Masse m liegt;

b) Bestimmung gemessener Massendefekte, namlich der sich aus den Daten der Massenspektrometrie erge-
benden Massendefekte, wobei der Massendefekt zu einer gemessenen Masse m auf einer m/z-Skala berech-
net wird aus

m- roor(m +0,5),

1+p

wobei die Funktion floor(x) fiir ein beliebiges x > 0 den ganzzahligen Anteil von x bezeichnet;

¢) Vergleich der gemessenen Massendefekte mit den erwarteten Massendefekten fur die Vielzahl von Pepti-
den aus der biologischen Probe unter Ausnutzung eines Peptidmassendefektdiagramms, welches durch eine
Transformation erzeugt wird, die Positionen der theoretisch erwarteten Peptidmassendefekte flr die Vielzahl
von Peptiden auf einer Referenzlinie abbildet, die eine waagerechte Nulllinie ist, wobei eine vertikale Achse
sich von -0,5 bis 0,5 erstreckt und eine vorzeichenbehaftete Diskrepanz zwischen dem fir ein Peptid erwarte-
ten und dem tatsachlich gemessenen Massendefekt darstellt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass rp zwischen 10 und 10 liegt.
3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass rp etwa 4,95 x 10 betragt.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Diskrepanz &, zwischen
dem gemessenen und dem erwarteten Massendefekt direkt aus der gemessenen Masse m berechnet wird als

5p (m) =(p(m +0,5) -0,5

T+p

wobei die Funktion ¢(x) = x-floor(x) den Nachkommaanteil von x fiir ein beliebiges x > 0 bezeichnet.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass zum Vergleich der ge-
messenen Massendefekte mit den erwarteten Massendefekten Uber Teilintervalle einer Massenachse jeweils
der Median der gemessenen Massendefekte gebildet und mit dem erwarteten Massendefekt verglichen wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass bei weiterer Verwendung
der Daten die Messwerte korrigiert werden, namlich in Abhangigkeit von der Abweichung der gemessenen
Massendefekte von den erwarteten Massendefekten.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die gemessenen Massen-
defekte fur lokale Maxima der spektralen Intensitaten berechnet werden.
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8. Verfahren zum Auswerten von Daten einer Massenspektrometrie zur Analyse einer Vielzahl von Peptiden
aus einer biologischen Probe, insbesondere einer MALDI-TOF-Massenspektrometrie, vorzugsweise nach ei-
nem der voranstehenden Anspriiche, mit folgenden Schritten:

a) Bereitstellung erwarteter Massendefekte fir die Vielzahl von Peptiden, wobei die erwarteten Massendefekte
berechnet werden aus

my I'p,

wobei my die ganzzahlige Nominalmasse eines Peptids auf einer m/z-Skala bezeichnet und r, ein Faktor
ist, der die Nominalmasse my mit einer zugehorigen erwarteten Peptidmasse m, Uber die Gleichung m, =
(1+r,)my in Beziehung setzt, wobei die erwartete Peptidmasse mp auf einer m/z-Skala am dichtesten an einer
gemessenen Masse m liegt;

b) Bestimmung gemessener Massendefekte, namlich der sich aus den Daten der Massenspektrometrie erge-
benden Massendefekte, wobei der Massendefekt zu einer gemessenen Masse m auf einer m/z-Skala berech-
net wird aus

m- roor(m +0,5),

1+p

wobei die Funktion floor(x) fiir ein beliebiges x > 0 den ganzzahligen Anteil von x bezeichnet;

¢) Bestimmung der Diskrepanzen zwischen den gemessenen Massendefekten und den erwarteten Massen-
defekten;

d) Bestimmung der Streuung der Diskrepanzen um deren Mittelwert;

e) Vergleich der Streuung mit einer definierten zulassigen Streuung.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass zur Bestimmung einer Streuung der Mas-
sendefektdiskrepanzen Interquartilsabstande der ermittelten Diskrepanzen lber Teilintervalle der Massenach-
se bestimmt werden, und dass bei Uberschreitung eines Grenzwertes der Streuung insbesondere die Daten
als fehlerhaft verworfen werden.

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass ein Korridor fiir zuldssige Streuun-
gen gebildet ist durch Grenzwerte

dE? (m) = £p v (m)

wobei

und
op(my) =0p 1sp my, mit 6y ~0,02 und sp ~2,0x10°°,

und Am(m) die Breite von m/z-Bins an der Massenposition m bezeichnet, und m/z-Bins die sich durch Diskre-
tisierung der Massenachse ergebenden Intervalle reprasentieren,

und p > 0 einen Skalierungsfaktor angibt, vorzugsweise = 2,

und dass insbesondere die Daten als fehlerhaft verworfen werden, wenn die Streuung der Massendefektdis-
krepanzen auf3erhalb des derart vorgegebenen Korridors liegt.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Massebereich
mit erkennbarem Peptidsignal bestimmt wird als die Gesamtheit aller Teilintervalle der Massenachse, fir die
der Quotient aus der tatsachlichen Streuung und der maximal zuldssigen Streuung dp(m) einen festgelegten
Schwellwert t nicht iberschreitet, wobei vorzugsweise t = 1,2 festgelegt wird, und dass bei Uber- oder Unter-
schreitung eines Grenzwertes flr die untere bzw. obere Grenze dieses Massebereiches oder dessen Ausdeh-
nung insbesondere die Daten als fehlerhaft verworfen werden.
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12. Massenspektrometrisches Verfahren zur Analyse einer Vielzahl von Peptiden aus einer biologischen
Probe, insbesondere unter Verwendung eines MALDI-TOF-Massenspektrometers, mit folgenden Schritten:
a) Durchfiihrung eines oder mehrerer massenspektrometrischer Untersuchungen an der biologischen Probe
und Bereitstellung von sich aus den massenspektrometrischen Untersuchungen ergebenden Daten;

b) Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der voranstehenden Anspriiche.

Es folgen 8 Seiten Zeichnungen

13/21



DE 10 2016 012 302 B4 2020.10.29

Anhangende Zeichnungen
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