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1 Einfiihrung

1.1 Metabolomik

Die Metabolomik befasst sich mit der Erforschung der am Stoffwechsel (Metabolis-
mus) beteiligten Substanzen (Metabolite) und wurde in Analogie zu den Begriffen
Genomik und Proteomik geprigt. Die Gesamtheit aller Metabolite wird als Meta-
bolom bezeichnet. Deren Identifizierung und Quantifizierung ist somit das Anwen-

dungsgebiet der Metabolomik.

Beispiele fiir die genutzten analytischen Methoden zur Separierung sind die Gaschro-
matographie (GC) und Fliissigkeitschromatographie (HPLC und UPLC). Die am
weitesten verbreiteten Methoden zur Detektion von Metaboliten sind die Kernspin-

resonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) und die Massenspektrometrie (MS).

1.2 Strukturaufklarung mittels LC/MS

Ein typisches Vorgehen zur Identifizierung einer unbekannten Verbindung ist in Ab-
bildung 1.1 dargestellt. Damit nicht alle Verbindungen zur gleichen Zeit am Mas-
senspektrometer detektiert werden, und dadurch Koelutionen und somit Ungenau-
igkeiten in der Summenformelbestimmung entstehen, wird die Probe durch ein spe-
zielles Einlasssystem nach ihrer Polaritdat aufgetrennt (zum Beispiel LC/MS). Die
Probe wird danach im Massenspektrometer gemessen. Das Gerét nimmt viele hun-
dert bis tausende Spektren zu verschiedenen Zeitpunkten (Retentionszeiten) auf.
Diese Spektren enthalten Signale (Ionen), welche einen Riickschluss auf die Mas-
se der gemessenen Verbindungen ermoglichen. Strukturhinweise von interessanten

Peaks, zum Beispiel aus verschiedenen Experimenten hoch- oder herunterregulierte,




1 Einfithrung

bekommt man durch die Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) Messung. Hierfiir
wird das entsprechende Vorlduferion (Peak) ausgewéhlt (Abbildung 2.2) und durch
Kollision mit einem Stofigas (CID - , collision induced dissociation®) unter Verwen-
dung verschiedener Stoflenergien fragmentiert. Das resultierende MS/MS Spektrum

enthélt Fragmentionen (Peaks), die Substrukturen des Analyten sind.

Durch die hohe Massenauflosung neuer Instrumente kann auflerdem die Summen-
formel von Verbindungen bestimmt oder eingegrenzt werden. Mit diesen MS/MS
Spektrum wird im Anschluss eine Spektrendatenbank (siehe Kapitel 2.2.2) durch-
sucht und womogliche Treffer durch Messung einer Referenzsubstanz bestétigt. In
den meisten Féllen reicht eine Spektrensuche (siehe Kapitel 2.2.2) nicht aus, da
diese Datenbanken noch nicht geniigend Verbindungen (ca. 15000) enthalten (Ab-
schnitt 2.2.2). Es wird vermutet, dass es alleine in Pflanzen iiber 200000 Meta-
bolite vorhanden sind [PG00]. Daher werden auch Strukturdatenbanken (siehe Ab-
schnitt 2.2.1), die keine Spektreninformation sondern unter anderem Summenformel
und Struktur enthalten, abgefragt. Eine solche Suche liefert keine bis viele tausend
Strukturen, was das Identifizieren von Analyten &uflerst schwierig und sehr zeit-
aufwendig macht. Auflerdem gibt es noch viele unbekannte Verbindungen, die noch
nicht in den Datenbanken enthalten sind. In Frage kommende Kandidaten kénnen
gekauft oder synthetisiert werden und durch eine erneute MS/MS Messung, kénnen
die Retentionszeit und das Spektrum mit dem Analyten abgeglichen und verifiziert

werden.

1.3 Ziele und Aufbau der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Strukturaufklarung durch MS/MS mit Hilfe von Ver-
bindungen aus verschiedensten Quellen zu erleichtern und zu beschleunigen. Dafiir
werden neben Molekiildatenbanken auch Strukturgeneratoren genutzt, um geeig-
nete Kandidatenmolekiile zu finden. MetFrag [WSMHN10], die im Rahmen dieser
Arbeit entwickelte Software, fithrt eine Vorverarbeitung und Fragmentierung der
Kandidaten durch und ordnet den generierten Fragmenten die gemessenen Peaks
zu. Das Ergebnis ist eine nach Score sortierte Liste von Kandidaten. MetFrag er-

zielt mit hochauflosenden MS/MS Daten bessere Ergebnisse als MassFrontier 4 und
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Abbildung 1.1. Strategie zur Identifizierung von Verbindungen nach [WHD™08]. Eine
erste LC/MS Messung sucht nach interessanten Peaks, auf die man in Metabolomikda-
tenbanken Hinweise finden kann. Die anschlieende Identifizierung des Analyten kann mit
einer MS/MS Messung durchgefiihrt werden. Mit dem resultierenden Spektrums kénnen
Kandidaten aus Spektren- und Strukturdatenbanken gesucht werden. Zur Verifizierung
des Kandidaten wird eine Messung mit einem Standard durchgefiihrt.

kann dariiber hinaus mit GC/MS Daten verwendet werden. Auflerdem ist im Rah-
men dieser Arbeit MassStruct [HWN11] entwickelt worden, was es ermoglicht durch
MetFrag annotierte Peak — Fragment Assoziationen zu lernen und dadurch eine
Reihenfolge der Kandidaten zu bestimmen. Da zuerst besonders relevante Verbin-
dungen zuriickgeliefert werden, kann die Laufzeit von MetFrag verringert werden.
In [SGK™] wurde neben dem MetFrag Score auch andere (experimentellen) Daten
verwendet, um potentielle Kandidaten auszuschlieen bzw. in die engere Auswahl
zu nehmen. Es wurde von [SGK™] gezeigt, wie ein solches Vorgehen zu einer erfolg-
reichen Identifizierung von Unbekannten fithren kann. Durch die im Rahmen dieser
Dissertation entwickelte Software kann der zeitaufwendige Schritt der Identifizierung

des gemessenen Analyten erheblich beschleunigt und erleichtert werden.
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Diese Arbeit beschéftigt sich mit den Grundlagen (Kapitel 2) der Massenspektrome-
trie von niedermolekularen Verbindungen, beschreibt deren Identifizierung, gibt eine
Ubersicht iiber die wichtigsten Molekiilreprisentationen und der verwendeten Algo-
rithmen. Auflerdem wird die Geometrieoptimierung von Verbindungen genauer be-
trachtet. Weiterhin werden bereits verfiighare Algorithmen zur Fragmentvorhersage
vorgestellt. Kapitel 3 beschreibt die Architektur und Implementation von MetFrag
sowie die entwickelte Weboberfliche. MassStruct, ein Verfahren zur intelligenten
Kandidatensuche wird in Abschnitt 3.3 vorgestellt. Im darauffolgenden 4. Kapitel
wird beschrieben, wie die Scoring Funktion von MetFrag aufgebaut, optimiert und
evaluiert wurde. Mafle zur Evaluierung von Software zur Fragmentvorhersage und
Vergleiche von MetFrag mit kommerzieller Software auf GC/MS und MS/MS Da-
ten sind auch Bestandteil dieses Kapitels. Aulerdem werden die Ergebnisse von
MassStruct vorgestellt. Schliefilich werden Anwendungsgebiete von MetFrag in der

Massenspektrometrie Community beschrieben.
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Das folgende Kapitel gibt einen Uberblick iiber die Massenspektrometrie. Dabei
wird vor allem auf MS/MS eingegangen, da dies das hauptséchliche Anwendungsge-
biet, der im Rahmen der Arbeit entwickelten Software, darstellt. Auflerdem wird das
,»Chemistry Development Kit“ [SHK*03], eine in Java geschriebene Cheminformatik
Bibliothek (siehe Kapitel 2.4), ndher vorgestellt und verschiedene Molekiilreprésen-
tationen beschrieben. Im letzten Teil dieses Kapitels werden Methoden zur Geome-
trieoptimierung von Verbindungen eingefiihrt, die spéter in der Vorverarbeitung von
Molekiilen eine Rolle spielen. In der vorliegenden Arbeit werden fiir die Molekiile
eindeutige PubChem CIDs verwendet, da diese frei verfiighar sind und sich daraus
auch die CAS (,,Chemical Abstracts Service®) Nummer ableiten ldsst. Dies ist zum
Beispiel mit dem ,,Chemical Identifier Resolver“! einem Service zum Ubersetzen von

chemischen IDs moglich.

2.1 Massenspektrometrie (MS)

Massenspektrometer sind Instrumente, um kleinste Konzentrationen von chemischen
Verbindungen in einer Probe festzustellen und zu analysieren. Weiterhin sind es
wichtige Werkzeuge zur Strukturaufklarung. Die heutigen Anwendungsbereiche um-
fassen vor allem biochemische Fragestellungen (z.B. Proteom-, Metabolom- und
Pharmaforschung), kriminaltechnische Untersuchungen, sowie Lebensmittel- und
Dopingkontrollen. Diese Arbeit befasst sich mit der Identifizierung von niedermo-
lekularen Molekiilen, bei der die Massenspektrometrie die Methode der Wahl ist
[Dun0g].

"http://cactus.nci.nih.gov/chemical/structure - Abgerufen im November 2011
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Die wesentlichen Elemente eines Massenspektrometers nach [BS05] sind das Ein-

lasssystem fiir die Probe, die Ionenquelle, der Analysator und der Detektor.

Uber das Einlasssystem des Massenspektrometers wird die Probe in das Hochvaku-
um des Instrumentes eingebracht. In der Tonenquelle findet der Prozess der Ionisie-
rung statt, welcher positiv bzw. negativ geladene Teilchen, die Ionen, erzeugt, da
nur diese im Massenspektrometer detektiert werden kénnen. Der Analysator dient
zur Trennung der Ionen nach ihrem Masse-zu-Ladung Verhéltnis (m/z). Das Spek-
trum einer gemessenen Probe wird durch einen Detektor aufgenommen und erlaubt

Riickschliisse auf dessen Masse.

In der Massenspektrometrie sind unterschiedliche Massenbegriffe gebrauchlich. Die
Nominalmasse entspricht der Summe der auf ganze Zahlen gerundeten Masse der
Elemente eines Molekiils. Die ezakte Masse addiert (mit Nachkommastellen) die
Massen individueller Isotope einer Verbindung. Im Gegensatz dazu nimmt die mo-
noisotopische Masse fiir die Berechnung das am haufigsten auftretende Isotop der
Elemente einer Verbindung. Desweiteren wird bei der durchschnittlichen Masse die
relative Auftrittswahrscheinlichkeit der Isotope mit einbezogen. Dabei gilt folgende

Definition:

m(12c> .

1u=1Da=1,660540 - 10~*"kg = 5

Tabelle 2.1 zeigt die unterschiedlichen Massen am Beispiel von CH3Cl . Chlor besteht
zu 24,23% aus 37Cl mit einer exakten Masse von 36,966 Da und zu 75,77% aus
35C1 mit 34,969 Da (durchschnittliche Masse: 34,969 - 0, 7577 + 36, 966 - 0, 2423 =~
35,453 Da). Die durchschnittliche Masse von Kohlenstoff betréigt 12,011 Da (*2C
= 12,0 Da mit 98,93% und ¥C = 13,003 Da mit 1,07% — 12 -0,9893 + 13,003 -
0,0107 ~ 12,011 Da). Wasserstoff besitzt eine durchschnittliche Masse von 1,008 Da
(*H = 1,008 Da mit 99,989% und *H = 2,014 Da mit 0,0115% — 1,008-0, 99989 +
2,014 -0,000115 ~ 1,008 Da).

Alle Massen (gerundet) und Isotopenverhéltnisse stammen aus den Veroffentlichun-
gen [BW11, AWT03, WB09].
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durchschnittliche Masse monoisotopische Masse Nominalmasse
12,011 4 (3-1,008) + 35,453 12,0+ (3-1,008) + 34,969 12+ (3-1)+ 35
~ 50,488 Da ~ 49,993 Da = 50 Da

Tabelle 2.1. Berechnung der durchschnittlichen, monoisotopischen und Nominalmasse
von CH3Cl1

2.1.1 Probentrennungs- und lonisierungsverfahren

LC/MS Systeme benutzen zur Auftrennung komplexer Stoffgemische einen Fliissig-
chromatographen (LC - ,liquid chromatography*), der mit dem Massenspektrometer
gekoppelt ist. In diesem Verfahren wird die geloste Probe (auch Gemische) nach ih-
rer Polaritdt aufgetrennt und dann durch ein Ionisierungsverfahren, zum Beispiel

Elektrospray Ionisierung (ESI), fein zerstaubt.

Als Beispiele fiir einen Fliissigchromatographen seien hier die ,high performance
liquid chromatography“ (HPLC) und neuere ,ultra performance liquid chromato-
graphy“ (UPLC) genannt. Letztere kann unter anderem einen héheren Druck in der
Saule aufbauen und besitzt mit einer Partikelgrofie von 1, 7um wesentlich feineres
chromatographisches Material im Vergleich zur HPLC. Letztendlich ermoglicht dies
eine bessere und stabilere Trennung der Verbindungen, wie in [CTMDO05] gezeigt

wurde.

Im Gegensatz zum Fliissigchromatographen kann die Probe auch mit einem Gaschro-
matographen verdampft werden. Die Trennung erfolgt hier nach dem Siedepunkt.
Sie wird durch ein Tragergas (meist Helium) und ein Tragermaterial in der Saule
hervorgerufen. Ein solches GC/MS wurde unter anderen von [FKD*00] verwendet.
Typischerweise wird die Probe durch ElektronenstoBionisation (EI) ionisiert, wo-
durch im Gegensatz zur sanften ESI, der Analyt stark fragmentiert wird. Weitere
Ionisierungsmethoden und Details zur ESI werden im folgenden Kapitel nédher be-
trachtet.

lonisierungstechniken

Massenspektrometer kénnen nur Ionen, d.h. elektrisch geladene Teilchen, messen.

Daher muss die zu messende Probe ionisiert werden, bevor sie im Geréat analy-
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siert werden kann. Es gibt viele unterschiedliche Ionisierungsverfahren, da nicht
jede Technik alle Klassen von Verbindungen, zum Beispiel polare oder unpolare,
ionisieren kann. ElektronenstoBionisation (EI), chemische lonisation (CI), MALDI
(Matrix-Assisted Laser Desorption Ionisation) oder auch Atmosphérendruck lonisa-
tion (API) sind Beispiele verschiedener lonisierungsmethoden. Letztere beinhaltet
beispielsweise ,,atmospheric pressure chemical ionization“ (APCI) und die Elektro-

spray lonisierung (ESI), die im folgenden genauer betrachtet wird.

Fiir die Entdeckung dieser weichen lonisierungsmethode, die im Gegensatz zur (har-
ten) Elektronenstofionisation (EI) Molekiile mit nur geringer Energie anregt, wurde
2002 der Nobelpreis fiir Chemie an John B. Fenn [FMM™89], als einer von drei
Preistragern, vergeben. Diese Methode transferiert unter Atmosphérendruck Ionen
aus einer Losung in die Gasphase (Desolvatisierung). Dabei finden folgende Prozesse

statt (nach [LELO6]):

1. Bildung kleiner, geladener Trépfchen aus Elektrolyten

2. kontinuierlicher Losungsmittelverlust durch Verdampfung

3. wiederholter, spontaner Zerfall der Trépfchen in Mikrotrépfchen

4. Desolvatisierung von Molekiilen beim Transfer in das Massenspektrometer

Abbildung 2.1 zeigt beispielhaft diesen Prozess fiir den positiven Modus, d.h. es
werden nur positiv geladene Ionen im Massenspektrometer beschleunigt. Die geloste
Probe passiert die Zerstduberkapillare, wobei das elektrische Feld zwischen Kapillar-
spitze und Massenspektrometer ein Fliissigkeitskonus bildet. Daraus entstehen mi-
krometergrofle Tropfchen, die durch zunehmende Verdampfung des Losungsmittels
schrumpfen. Durch Abnahme des Tropfchenradius wird die Oberfliche mit positiven
Ladungen angereichert. Anschlielend gelangen die Ionen in das Vakuum des Mas-
senspektrometers. Der entsprechende negative Modus kann durch Umpolung des

elektrischen Feldes erreicht werden.
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Abbildung 2.1. Bildung positiv geladener Ionen mit einem Elektrospray nach [BS05]:
Das elektrisches Feld zwischen Kapillarspitze (1) und Gegenelektrode (6) erzeugt den
sogenannten Taylor-Konus (2). Das daraus entstehende Tropfchen (3) wird durch Ver-
dampfung des Losungsmittels kleiner (4). Anschlielende Weiterleitung der Ionen (5) an
das Massenspektrometer.

2.1.2 Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)

Spezielle Massenspektrometer konnen neben der Masse des Molekiilions (MS1 - ohne
bzw. nur geringe Fragmentierung) auch Fragmentionen von Vorlduferionen erzeugen.
Dadurch kann auf die Struktur der gemessenen Verbindung geschlossen werden.
Das Prinzip einer solchen Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) Messung ist in
Abbildung 2.2 veranschaulicht. Das obere Spektrum zeigt einen MS1 Peak, von dem
zusétzlich zur Masse noch die Struktur von Interesse ist. Daher selektiert das MS/MS
Gerét in einem ersten Schritt die Masse dieses Peaks (Vorlduferion - ,, precursor ion“),

das durch eine Fragmentierung (CID) in kleinere lonen aufgespalten wird, die im

MS/MS Spektrum als Peaks erkennbar sind.

Der Aufbau eines solchen MS/MS Gerites ist am Beispiel eines QqTOF Massen-
spektrometers in Abbildung 2.3 dargestellt. Ein solches Instrument besteht aus drei
Quadrupolen (QO0, Q1, q2) gefolgt von einem Flugzeitanalysator (TOF). Die lo-
nen werden durch eine ESI-Schnittstelle in das Vakuum des Massenspektrometers
geleitet und im ersten Quadrupol (Q0) fokussiert. Die Selektion des Vorlduferions
findet schlieBlich im Q1 statt. In der nachfolgenden Kollisionszelle (q2) werden die

selektierten Ionen mit Hilfe eines Stofgases (zum Beispiel Argon oder Stickstoff)
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Abbildung 2.2. Prinzip der MS/MS nach [HS07]: Ausgangspunkt ist ein MS1 Spektrum
mit einem zu analysierenden Peak (rot). Um die Struktur des Ions aufklidren zu kénnen
wird eine MS/MS Messung durchgefiihrt, bei welcher die Struktur der Verbindung frag-
mentiert wird. Das resultierende Spektrum enthilt Peaks (Fragmentionen), die Hinweise
auf die gemessene Struktur geben.

fragmentiert. Diese kollisions-induzierte Fragmentierung (CID) kann in ihrer Starke
durch Regelung der Kollisionsenergie variiert werden. Je hoher diese gewéhlt ist
und je nachdem wie stabil das Molekiil ist, desto stdarker fragmentiert es. Im Flug-
zeitanalysator (TOF) werden die Ionen anschlieBend nach ihrem Masse-zu-Ladung
Verhéltnis, durch die unterschiedliche Flugzeit, aufgetrennt und schliefllich im De-
tektor gemessen. Wenn statt eines TOF als Analysator ein weiterer Quadrupol einge-
setzt wird, dann spricht man von einem sogenannten Triple-Quadrupol Gerét, wobei

dieses Instrument eine geringere Massengenauigkeit hat (siehe Kapitel 2.1.3).

Ein Beispiel fiir ein derartiges MS/MS Spektrum ist in Abbildung 2.4 dargestellt.

Dieses wurde im positiven Modus mit 10 eV Kollisionsenergie auf einem Bruker

10
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Abbildung 2.3. Vereinfachtes Schema eines QqTOF Massenspektrometers (nach
[CLTO01]): Das Elektrospray-Interface dient zur Probenionisierung und im QO werden die
Ionen fokussiert. Im Quadrupol Q1 findet die Massenselektion statt. Die Kollisionszelle
q2 fragmentiert die Ionen mit Hilfe eines Stofigases (CID). Der Flugzeitmassenanalysator
(TOF) dient zur Trennung der Ionen nach ihrem Masse-zu-Ladung Verhéltnis (m/z) und
das resultierende Spektrum wird am Detektor aufgenommen.

micrOTOF IT aufgenommen. Das Spektrum von Epicatechin (CID: 72276) zeigt ne-
ben den annotierten Peaks auch das Vorlduferion mit 291,0758 m/z. Im Gegensatz
dazu ist im PubChem Eintrag dazu eine monoisotopische Masse von 290,079038 Da
angegeben, welche der Masse des neutralen Molekiils entspricht. Diese Massendiffe-

renz ist durch die zusétzliche Ladung des Molekiils zu erkléren.

2.1.3 Massengenauigkeit

Die Massengenauigkeit eines Massenspektrometers spielt eine entscheidende Rolle
bei der spéteren Analyse der Spektren. Diese gibt die Abweichung der berechneten
exakten Masse zur gemessenen Masse an und wird iiblicherweise in ppm (,,parts per
million®) angegeben. Das Vorlauferion in Abbildung 2.4 weist eine gemessene Masse
von 291,0758 Da auf. Die berechnete exakte Masse von Cy5H140¢ betriagt 290,079 Da
(geladen: 290,079 - 5,486E-4 + 1,008 = 291,0865 Da). Dies entspricht einer Abwei-
chung von -0,011 Da (2259758 Da_— 291,086 Da . 10000 ~ —35 ppm). GC/MS Geriite

291,086 Da
messen oft nur Nominalmassen, was die spétere Identifizierung schwerer macht, weil
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Abbildung 2.4. Handannotiertes MS/MS Spektrum von Epicatechin. Das Vorlduferion
mit 291,0758 m/z und dessen Neutralverlust von Wasser (Massendifferenz von 18,01 Da),
sowie weitere Fragmentionen sind dargestellt. (nach [WSMHN10])

ein Peak mehrere Erklarungen haben kann. Beispielsweise hat CgHg eine exakte
Masse von 78,047 Da und wére dadurch nicht unterscheidbar von CsH7FO mit einer
exakten Masse von 78,048 Da.

2.2 Ildentifizierung von Metaboliten

Aus den aufgenommenen LC/MS Spektren kann die Retentionszeit, die Masse und
im besten Fall die Summenformel einer Verbindung bestimmt (Abbildung 1.1) wer-
den. Mit diesen Daten kann in Metabolomikdatenbanken, die auf bestimmte biolo-
gische Kontexte zugeschnitten sind, gesucht werden. HMDB [WTK*07] und Metlin
[SMW*05] sind Beispiele solcher Datenbanken und enthalten vor allem Spektren
von humanen Metaboliten. Die Anzahl der Eintrége ist allerdings sehr gering (siehe
Kapitel 2.2.2). Daher miissen weitere Schritte durchgefiihrt werden, um eine Verbin-
dung eindeutig zu bestimmen. Durch eine MS/MS Messung werden Strukturhinweise

gewonnen, die zur Identifizierung des Analyten herangezogen werden kénnen.

Aus einem MS/MS Spektrum kann man auf die Struktur eines Molekiils schlielen,
wenn man eine Idee hat, um welche Substanzklasse es sich handelt bzw. bereits

ein Referenzspektrum gemessen wurde. Um mogliche Kandidaten zu finden, kann
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2.2 Identifizierung von Metaboliten

auf verschiedene Datenbanken zuriickgegriffen werden. Zum einen gibt es Spek-
trendatenbanken, die durch einen Spektrenvergleich mogliche Kandidaten finden
konnen. In Strukturdatenbanken kann man eine Verbindung unter anderem nach
der Summenformel oder der exakten Masse heraussuchen. Auflerdem gibt es noch
die Moglichkeit der Strukturgenerierung, die vollig auf Datenbanken verzichtet und
alle moglichen Strukturen zu einer Summenformel erzeugen kann. Im folgenden Ab-

schnitt werden drei Mo6glichkeiten zur Kandidatensuche néaher betrachtet.

2.2.1 Strukturdatenbanken

Strukturdatenbanken beinhalten Strukturformeln, sowie verschiedene chemische Ei-
genschaften von bekannten Molekiilen. Drei bekannte Vertreter sind ChemSpider
[PW10], PubChem [WXS*09, BWT*08] und KEGG (,,Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes“) [OGS199, KG00, KGKNO02]. Tabelle 2.2 zeigt die Anzahl der Ein-
trige, die von 16 262 (KEGG) bis 28,3 Millionen (PubChem) Strukturen reicht, und
wie auf die entsprechenden Datenbanken zugegriffen werden kann. KEGG ist eine
auf Reaktionsnetzwerke spezialisierte Datenbank, die Genominformationen (, KEGG
GENES*) mit chemischen Strukturen und Reaktionen (,KEGG LIGAND®) ver-
kniipfen und schliefllich in Stoffwechselnetzwerken ([, KEGG PATHWAY*) darstel-
len kann. KEGG COMPOUND ist ein auf chemische Strukturen spezialisierter Teil
von KEGG LIGAND und beinhaltet nur stoffwechselrelevante Verbindungen, deren
biologische Funktion geklart ist.

Die Strukturdatenbank PubChem besteht aus drei Teilen: ,,Substance*, ,, Compound*
und , BioAssay“ und beinhaltet viele Millionen Strukturen. ,Substance“ enthélt
Strukturen von externen Quellen, die einer SID zugeordnet werden. ,,Compound“
ordnet diesen SIDs eindeutigen CIDs zu, um Redundanzen aus verschiedenen Quel-
len zu vermeiden. Auf diese Weise sind viele Datenbanken, zum Beispiel KEGG,
in PubChem eingefiigt worden. Des Weiteren enthilt die ,BioAssay“ Datenbank

Informationen iiber die Bioaktivitdt von Verbindungen.

Genau wie PubChem ist auch ChemSpider eine Datenbank fiir chemische Verbin-

dungen, welche zu 400 verschiedenen Datenquellen verlinkt [PW10] sind. Dabei wird
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vor allem auf die Mithilfe der Nutzer zur Verbesserung und Ergénzung der Daten

gesetzt.
Datenbank Verbindungen Zugriff Lizenz
KEGG 16 2622 Download, Webservice Freie akademische Lizenz
PubChem 28389 7383 Download, Webservice Freie Lizenz

ChemSpider = 26000000* Weboberfliche, Webservice ~Open Source Lizenz

Tabelle 2.2. Aktuelle Statistiken zu den Strukturdatenbanken auf dem Stand von Okto-
ber 2011.

Als Beispiel fiir einen Eintrag in einer Strukturdatenbank zeigt Abbildung 2.5 den
PubChem Eintrag von Naringenin (CID: 932) mit Summenformel und einer Auswahl

an chemischen Eigenschaften.

';_-; NCBI Resources [¥] HowTo (%)

Pu b©hem PubChem Compound ~ ‘ ‘ m
Comp ound Limits Advanced search Help
naringenin - Compound summary CID 932) ﬂ ‘;2 & IEM%_ 505_ » Links and Related Information

Properties
Table of Contents 2D 3D Compound 1D: 932

Identification and Related Records Molecular Weight: 272

ular Formula: C1sH12

| Effects and Toxicity
Safety and Handling

Biome!

Literature

Biological Test Results H -0, ////\\
Classification ﬂ\
Chemical and Physical Properties SN z 0 BioActivity Data Links

0. o
\L /‘r This Compound
Expand all contents with Similar Compounds
=

\n r with Similar Conformers

0
OH

Vi \\

Related Compounds
Same, Connectivity (3)
Similar Comp s (4077)
Similar Conformers (2188)

Abbildung 2.5. PubChem Eintrag von Naringenin mit CID 932. Auf dem Screenshot ist
die Molekiilstruktur und eine Auswahl an chemischen Eigenschaften dargestellt.

Auf alle genannten Datenbanken kann per Webservice zugegriffen werden, um ent-
sprechende Strukturen zu suchen. Doch nur KEGG (kostenlos fiir akademische Be-
nutzer) und PubChem erlauben die kompletten Daten herunterzuladen und somit

einen lokalen Spiegel anzulegen.

2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?term=all’%5Bfilt%5D&cmd=search&db=
pccompound - Abgerufen im Oktober 2011

3http://www.genome. jp/dbget-bin/www_bfind?compound - Abgerufen im Oktober 2011

“http://www.chemspider.com/About.aspx - Abgerufen im Oktober 2011
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2.2 Identifizierung von Metaboliten

2.2.2 Spektrendatenbanken

Spektrendatenbanken enthalten neben der chemischen Struktur unter anderem auch
Daten iiber das verwendete Massenspektrometer, die Kollisionsenergie sowie die ei-
gentlichen Spektren. Daher kann man Messungen einer unbekannten Verbindung
mit den bereits aufgenommenen Spektren vergleichen, um dadurch Riickschliisse
auf dessen Struktur zu ziehen. Abbildung 2.6 zeigt als Beispiel ein Spektrum von
Naringenin (CID: 932) aus der MassBank [HAK'10] mit der ID PB000123°.

Naringenin; ESI-QqTOF; MS2; CE:25 ¢V; [M+H]+

Mass Spectrum Chemical Structure

52.018

af 04 Y o

73076 o o /\xLu
19S5
Tr

ACCESSICN: PBDOOLZ3

RECORD_TITLE: Naringenin; EST-QgTOF: MSZ: CE:Z5 eV: [M+H]+

DATE: Z011.1Z2.13

AUTHORS: Boettcher C, Institute of Plant Biochemistry, Halle, Germany
LICENSE: CC BY-SA

COPYRIGHT: Copyright (C) 2008 Institute of Plant Biochemistry, Halle, Germany
COMMENT: TPE_RECORD: 83

COMMENT: CONFIDENCE: confident structure

CHYMANE: Naringenin

CHSMAME: 5,7-dihydroxy-2- (4-hydroxyphenyl) chroman-4-one

CH{COMPOUND _CLASS: Natural Product; Flavanons

CH§FORMULA: C15H1205

CHQEXACT_HASS: 272.0£847

CH§SMILES: CLC(OC2=CC (=CC(=C2C1=0)0)0)C3=CC=C(C=C3} 0

CHS§TUPAC: InChI=13/CLl5HL1205/c16-9-3-1-8(2-4-8)13-7-12 (18)15-11(18)5-10(L17)&-14(15)20-13/hl-£,13, 16-18H, 7H2
CHYLINK: PUBCHEM CID:93Z

CHYLINK: INCHIKEY FTVWIRXFELQLPI-UHFFFAOYSA-I

CH{LINE: KEGG CO0509

AC§INSTRUMENT: API QSTAR Pulsar i

AC§ INSTRUMENT_TYPE: EST-QqTOF

ACSANALYTICAL CONDITION: MS_TYPE MS2
ACSANALYTICAL COMDITION: IOMIZATION EST
AC$ANALYTICAL CONDITION: MODE POSITIVE
AC§ANALYTICAL COWDITION: PRECURSCR_TYPE [M+H]+
AC$ANALYTICAL COWDITION: PRECURSCR_SELECTICN Q
AC§ANALYTICAL CONDITION: COLLISICN_ENERGY 25 eV

PR{NUM PEAE: 12

PKSPEAE: m/z int. rel.int.
118.051 4E7.616 45
123.044 370.662 36
147.044 €078.145 e0E

273.076 5286.093 527
274.081 246.682 23
/

aht @ since 2006 JST-BIRD MassBank

Abbildung 2.6. MassBank Eintrag mit der ID PB100123 von Naringenin. Unter ande-
ren ist das verwendete Massenspektrometer, messungsrelevante Einstellungen sowie die
Peakliste abgebildet.

EI-MS hat den Vorteil, vergleichbare Spektren aufzunehmen, da hier meist eine Kol-

lisionsenergie von 70 eV eingesetzt wird. Daher ist es moglich eine Spektrendaten-

Shttp://www.massbank. jp/jsp/FwdRecord.jsp?id=PB000123 - Abgerufen im November 2011
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2 Grundlagen

bank, zum Beispiel NIST 116 mit 243 893 EI Spektren, aufzubauen. Durch Vergleich
von einem gemessenen Spektrum mit einem bereits in einer Datenbank vorhandenen
kann einen starken Hinweis auf die gemessene Verbindung liefern. ESI-MS Spektren
sind in der Regel hochaufgelost und mit unterschiedlichen Kollisionsenergien aufge-
nommen. Unterschiedliche Instrumente und Kollisionsenergien erzeugen allerdings
verschiedene Spektren. Abbildung 2.7 zeigt einen Vergleich von einem API QSTAR
Pulsar i (ESI-QqTOF, griin, PB000123, 25 V) und einem Q-Tof Premier von Waters
(ESI-QTOF, rot, PR040043, 30 eV). Die beiden MS/MS Spektren von Naringenin

unterscheiden sich sowohl in der Intensitat als auch in der Anzahl der Peaks.

999 4
799
599
399

199 A

25 50 75 ’ '100 ° I1725 14c 174 199 224 249 274

199 +
399 §
599

799

999 4

Abbildung 2.7. Vergleich zweier MS/MS Spektren von Naringenin mit den MassBank
IDs PB000123 (griin) und PR040043 (rot). Ersteres wurde mit einer Kollisionsenergie von
25 eV auf einem API QSTAR Pulsar i (ESI-QqTOF) am IPB in Halle gemessen. Das
rote MS/MS Spektrum wurde vom RIKEN Plant Science Center auf einem UPLC Q-Tof
Premier von Waters (ESI-QTOF) mit einer Kollisionsenergie von 30 eV gemessen.

Dies macht den Aufbau einer umfassenden Spektrendatenbank schwierig. Tabel-
le 2.3 gibt einen Uberblick iiber derzeitige (ESI) Spektrendatenbanken und zeigt die
Anzahl der gemessenen Verbindungen, wobei pro Verbindung mehrere Messungen
moglich sind. NIST ’11 besitzt eine kommerzielle Lizenz, wobei METLIN, HMDB

und MassBank auch kostenlos durchsucht werden konnen.

Insgesamt umfassen diese Datenbanken 14273 verschiedene Verbindungen, wobei
nicht ausgeschlossen werden kann, dass Redundanzen vorhanden sind. Selbst im
besten Fall decken diese Datenbanken nur einen Bruchteil von Verbindungen ab, die

in einer Strukturdatenbank vorhanden sind.

Shttp://www.sisweb.com/software/ms/nist.htm - Abgerufen im Oktober 2011
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Datenbank Verbindungen Spektren Genauigkeit Kommentar

NIST 11 8505 95409 Exakt/Nominal Kommerzielle Lizenz
METLIN 5327 29500 Exakt Weboberflache

HMDB 921 2565 Nominal Weboberflidche

MassBank 2189 9218 Exakt/Nominal Weboberfliche, Webservice

Tabelle 2.3. Ubersicht iiber die Spektrendatenbanken mit der Anzahl der enthaltenen
ESI-MS/MS Spektren und Verbindungen [NB10].

2.2.3 Strukturgenerierung

Strukturgeneratoren kénnen datenbankunabhéngig Strukturen generieren und da-
durch bisher unbekannte Verbindungen gefunden werden. MOLGEN 4.0 [KLGM98]
ist ein Strukturgenerator, der ohne Redundanzen alle Strukturen einer bestimmten
Summenformel aufzéhlen kann. Ohne Einschrankungen zu der gemachten Formel
kann die Zahl der generierten Strukturen sehr grof3 werden. Zum Beispiel generiert
MOLGEN 4.0 zu der Summenformel C4gH Oy 2 558 517 Isomere [KLGMO98]. Eine Re-
duzierung dieser kann durch das Erzwingen chemischer Merkmale in den generierten

Strukturen erreicht werden.

2.3 Systeme und Algorithmen zur

Spektreninterpretation

Das folgende Kapitel beschéftigt sich mit den bereits verfiigharen Methoden zur
Fragmentvorhersage von EI-MS und MS/MS Spektren. Kombinatorische Algorith-
men haben in der Vergangenheit zu viel Rechenzeit benotigt. Deshalb ist vor allem
Software entwickelt worden, dass sich auf Expertenwissen stiitzt. Aus den Verdoffent-
lichungen sind Regeln zur Fragmentierung erstellt worden, die in einem Regelwerk
abgespeichert sind. Im folgenden Abschnitt wird Software zur regelbasierten Frag-

mentvorhersage vorgestellt.
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2.3.1 Regelbasierte Fragmentvorhersage

Regelbasierte Algorithmen versuchen Verbindungen so zu fragmentieren, wie es in ei-
nem Regelwerk abgespeichert wurde. Auflerdem sind unterschiedliche Regelmengen
fiir bestimmte Ionisierungstechniken, zum Beispiel ESI oder EI, vorhanden. Das hat
den Vorteil bereits bekannte Bindungsbriiche zuverldssig vorhersagen zu konnen,
liefert aber bei unbekannten Molekiilen oder neuen Ionisierungstechniken hochst-

wahrscheinlich unbefriedigende Ergebnisse.

MassFrontier’, ACD/MS Fragmenter® und MOLGEN-MS [KLMV01] sind Program-
me, die nach diesem Prinzip arbeiten. Ersteres hat eine aus der Literatur gesammelte
Regelmenge gespeichert und kann auflerdem um eine durch den Benutzer angeleg-
te Regeldatenbank erweitert werden. Dies verlédngert die Laufzeit so sehr, dass nur
wenige Kandidaten prozessiert werden kénnen [SMB09, HKF*08]. Abbildung 2.8
zeigt ein Beispiel einer solchen Regel. Das Experiment von [HKF108] hat gezeigt,
dass MassFrontier (getestete Version 4.0) in der Lage ist fiir im positiven Modus
gemessene MS/MS Spektren gute Ergebnisse zu erreichen. Die Autoren haben 102
Verbindungen auf einem Micromass Q-TOF II (MS/MS) mit jeweils fiinf verschie-
denen Kollisionsenergien (positiver Modus) gemessen und die Kandidaten sind nach
der Anzahl der erkliarten Peaks geordnet worden. Abschnitt 4.6.2 zeigt diese Ergeb-
nisse und vergleicht diese mit der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Software.
Auf der anderen Seite hat [HRM™08] gezeigt, dass MassFrontier 5.0 keine Peaks von
MS/MS Daten, die im negativen Modus gemessen worden sind, annotieren konnte.
Die Ursache kénnte an dem Fehlen von Regeln zur Fragmentvorhersage im negativen

Modus begriindet sein.

ACD/MS Fragmenter ist ein Teil des ACD/MS Managers, der &hnlich MassFrontier
Regeln zur Fragmentierung aus der Literatur enthélt. Diese werden genutzt, um
Fragmente von Kandidatenstrukturen vorherzusagen. Aulerdem erlauben es beide
Programme, die Anzahl der Fragmentierungschritte festzulegen, was einen grofien
Einfluss auf das Ergebnis und die Laufzeit hat [SMB09]. Die genauen Details der
Algorithmen, sowie der Quellcode der kommerziellen Programme MassFrontier und
ACD/MS Fragmenter sind nicht verfiigbar.

"http://www.thermoscientific.com/massfrontier/ - Abgerufen im November 2011, aktuelle
MassFrontier Version: 7.0
8http://acdlabs.com/products/adh/ms/ms_frag/ - Abgerufen im November 2011
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Abbildung 2.8. Beispiel einer Fragmentierungsregel aus MassFrontier. Abspaltung von
zwei Acylgruppen. (nach [CGP98])

MOLGEN-MS [KLMVO01] hat sich auf die Interpretation von EI-MS Spektra (No-
minalmassen) spezialisiert. Das besondere ist, dass die Kandidatenstrukturen zu
einer bestimmten Summenformel unabhéngig von Molekiildatenbanken mit MOL-
GEN generiert werden konnen. AnschlieBend werden diese fragmentiert und eine
Rangordnung berechnet. Auch dieses Programm wird im Abschnitt 4.7 mit Met-

Frag verglichen.

Ein Vergleich zwischen MassFrontier, ACD/MS Fragmenter und MOLGEN-MS wur-
de von [SMBO09] mit EI-MS (Nominalmassen) Spektren angefertigt. Dabei wurden
die Kandidaten mit MOLGEN 3.5 generiert, mit allen drei Programmen prozessiert
und schliefllich mit den experimentellen Spektren verglichen. Zur Auswertung ist
die ,relative ranking position“ RRP (siehe Kapitel 4.2) berechnet worden. Es konn-
te gezeigt werden, dass MOLGEN-MS den besten RRP hat, wenn man maximal 500
Kandidaten betrachtet. MassFrontier mit drei Fragmentierungsschritten ist &hnlich
gut und sogar besser als MOLGEN-MS je mehr Kandidaten prozessiert werden (bis
10000 Strukturen). Auffallig ist, dass ACD/MS Fragmenter stets den grofiten RRP
liefert und damit am schlechtesten abschneidet. Somit ist diese Software fiir EI-MS

nur bedingt geeignet, da auch die Laufzeit bei wenigen Kandidaten sehr lang ist
[SMB09].

2.3.2 Kombinatorische Fragmentvorhersage

Kombinatorische Algorithmen brauchen viel Rechenleistung und wurden erst mit

schneller werdenden Rechnern durchfiihrbar, da sie jede mogliche Substruktur eines
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Kandidaten aufzihlen. Die Anzahl an resultierenden Fragmenten wichst sehr stark,
wenn keine geeigneten Einschrinkungen vorgenommen werden. Auflerdem muss die
Isomorphie von bereits erstellten Substrukturen beachtet werden, da sonst viele

Fragmente doppelt generiert werden.

In [Swe03] wurde festgestellt, dass sich viele Peaks durch einfache Fragmentierung
des Molekiilgraphen erklédren lassen. Die Autoren haben Annahmen zur Vereinfa-
chung des Problems gemacht: Neutralverluste und Umlagerungen, die innerhalb der
gemessenen Verbindungen auftreten konnen, werden nicht beachtet. Auflerdem ist
angenommen worden, dass die einfachste Losung einen Peak mit einem Fragment zu
erkldaren die Beste sei. Alle Vereinfachungen treten jedoch mehr oder weniger héufig
in realen Experimenten auf, vor allem bei ESI-MS Messungen werden Neutralverlu-
ste sehr hdufig beobachtet (siehe Abbidung 2.4).

EPIC [HMO5] ist eine nicht ffentlich verfiigbare Software, die mit Hilfe eines Bin-
dungsbrechungsalgorithmus versucht Peaks zu annotieren. Es ist fiir eine Kandida-
tenstruktur jedes mogliche Fragment generiert und mit den Peaks aus dem gemesse-
nen Spektrum verglichen worden. Auflerdem kénnen Fragmente zu Peaks zugeordnet
werden, die sich nur durch das Gewicht von wenigen Wasserstoffen unterscheiden.
Wenn ein Peak von mehreren Fragmentstrukturen erklirt wird, dann ist eine Sco-
ring Funktion verwendet worden: Diese bestraft Wasserstoffadditionen (oder Sub-
traktionen) und schwer zu brechende Bindungen. Zur Auswertung ist die Anzahl
der mit Strukturen annotierten Peaks von zwei gemessenen Verbindungen verwen-
det worden. EPIC hat mehr Peaks erklért als MassFrontier 4 und ACD MS Manager

Version 8.13, wobei keine weitere Evaluierung durchgefiihrt worden ist.

»Fragment Identificator (FiD) von [HRM*06, HRM*08] ist ein Prgramm zur Identi-
fizierung von Fragmentionen aus MS/MS Spektren. Die Software versucht Fragmente
der Kandidatenstruktur den gemessenen Peaks zuzuordnen. [HRM™06] verwendet
Bindungsdissoziationsenergien (BDE) als Kantengewichte im Molekiilgraphen, um
einfach bzw. schwer brechende Bindungen zu annotieren. FiD kann alle Fragmente
direkt aus dem Ausgangsmolekiil erzeugen (Einzelschrittverfahren) oder bereits ge-
nerierte Fragmente weiter fragmentieren (Mehrschrittverfahren). Es sind durch einen
Experten annotierte MS/MS Spektren von 27 Verbindungen untersucht worden. FiD
ist in der Lage 90% der Fragmente im Einzelschrittverfahren richtig zuzuordnen. Das

Mehrschrittverfahren liefert schlechtere Ergebnisse. Es ist auch festgestellt worden,
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2.4 Cheminformatik Software

CDK

Java Bibliothek

Lesen und schreiben vieler Datenformate fiir Molekiilstrukturen
GroBter gemeinsamer Subgraph (MCS)

Integration in Statistiksoftware R

OpenBabel

C++ Bibliothek, die in den meisten Linux Distributionen enthalten ist
Spezialisiert auf Umwandlung zwischen Molekiildatenformaten
2D und 3D Struktur Layout

Strukturoptimierung mit Kraftfeldern

Open Babel Version 2.3 kann 110 Formate lesen und schreiben.

Tabelle 2.4. Ausgewihlte Funktionen vom Chemistry Development Kit (CDK) und
OpenBabel. Ersteres ist eine Java Bibliothek, die viele Funktionen im Umgang mit Mo-
lekiilen bereitstellt. OpenBabel ist spezialisiert auf das Umwandeln in verschiedene Mo-
lekiildatenformate.

dass die Laufzeit extrem ansteigt je grofler die Kandidatenstruktur ist. Deshalb ist
eine Obergrenze von 50 Atomen (ohne Wasserstoffe) festgelegt worden, die maximal
mit FiD berechenbar ist. Eine zweite Untersuchung [HRM*08| hat gezeigt, dass FiD
mehr Peaks als MassFrontier 5.0 erkldren kann, wobei mit sinkender Genauigkeit

des Massenspektrometers beide Programme vergleichbare Ergebnisse erreichen.

2.4 Cheminformatik Software

Um die Programmierung von MetFrag zu beschleunigen, wurde bei der Entwicklung
von MetFrag auf bereits verfiighbare Software Bibliotheken gesetzt, die verschiedene
chemische Datenformate, zum Beipiel MDL Moldateien, SMILES oder SD Datei-
en, lesen, schreiben und visualieren konnen. Da nur quelloffene Software fiir Met-
Frag verwendet werden soll, kommen keine kommerziellen Pakete wie OEChem®
oder Daylight'? in Frage. Tabelle 2.4 gibt einen Uberblick iiber die aktiv weiterent-
wickelten Cheminformatik Open Source Pakete ,,OpenBabel“!! [OBJ11] und das
,Chemistry Development Kit“!? [SHK03, SHK*06].

Yhttp://wuw.eyesopen.com/oechem-tk/
Onttp: //www.daylight . com/
Uhttp://openbabel .org/
2nttp://cdk.sf.net/
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Im folgenden Abschnitt werden einige Funktionen des CDK, das als Cheminformatik
Bibliothek fiir MetFrag verwendet wurde, nidher betrachtet.

2.4.1 Graphentheorie in der Cheminformatik

Chemische Molekiile werden iiblicherweise als molekulare Graphen gespeichert. Ein
Molekiil ist definiert als ungerichteter, verbundener, gewichteter und beschrifteter
Graph G = (V, E ty,tg, wy,wr) [HRMT06]. Die Atome werden durch die Kno-
tenmenge V' (,,vertices“) beschrieben und die Kantenmenge F (,,edges”) entspricht
den Bindungen eines Molekiils. Die Funktion ¢y : V' — A ordnet jedem Atom den
Typ (Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff,...) zu und tg : £ — B bestimmt den
Bindungstyp (Einfachbindung, aromatische Bindung,...). Knoten besitzen Atom-
gewichte, die mit der Funktion wy : V — R, zugeordnet werden und die Bin-
dungsgewichte, zum Angeben der Stérke einer Bindung, werden durch die Funktion
wg : F — R angegeben. Im folgenden Abschnitt wird anhand einer CML Datei

gezeigt, wie die Informationen abgespeichert werden koénnen.

CML

CML (,,chemical markup language®) bietet die Moglichkeit Molekiile computerles-
bar abzuspeichern. Dieses Format stiitzt sich auf XML (,,extensible markup langua-
ge“) und bringt alle Vorteile (Lesbarkeit, Erweiterbarkeit, verfiighare Software) und
Nachteile (Dateigrofie) von XML mit sich [MRR99]. Es wurden verschiedene Er-
weiterungen auf CML aufbauend von [MRRO1, GMRRWO01, MRR03, MRRWWO04,
HMRRO06, KHL"07] publiziert, was zeigt wie flexibel und erweiterbar dieses Format
ist. In Abbildung 2.9 ist der Inhalt der CML Datei von Ethanol (CID: 702) darge-
stellt. Der Abschnitt atomArray enthélt neben den Atomsymbolen auch Atomko-
ordinaten und um welches Isotop es sich handelt. Die Bindungen werden innerhalb
des Tags bondArray gespeichert und kénnen mit der Bindungsordnung (bondOrder)
(siche Kapitel 3.1.2), ein heuristisches Maf zur Bestimmung der Bindungsstéarke, an-

notiert sein.
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1| <?xml version="1.0" encoding="1SO—8859—1"7>

2| <molecule id="m1” title="702" xmlns="http://www.xml—cml.org/schema” >

3| <atomArray>

4 <atom id="0" elementType="0" x2="2.5369" y2="-0.25" formalCharge="0" isotopeNumber="16"/>
5 <atom id="1" elementType="C" x2="3.403" y2="0.25" formalCharge="0" isotopeNumber="12" />

6 <atom id="2" elementType="C" x2="4.269” y2="—0.25" formalCharge="0" isotopeNumber="12" />
7 <atom id="3" elementType="H" x2="3.8015” y2="0.7249” formalCharge="0" isotopeNumber="1"/>
8 <atom id="4" elementType="H" x2="3.0044" y2="0.7249” formalCharge="0" isotopeNumber="1"/>
9 <atom id="5" elementType="H" x2="3.959” y2="—0.7869" formalCharge="0" isotopeNumber="1"/>
10 <atom id="6" elementType="H" x2="4.8059" y2="-0.56" formalCharge="0" isotopeNumber="1"/>
11 <atom id="7" elementType="H" x2="4.579” y2="0.2869” formalCharge="0" isotopeNumber="1"/>
12 <atom id="8" elementType="H" x2="2.0" y2="0.06" formalCharge="0" isotopeNumber="1"/>

13 </atom>

14| </atomArray>
15| <bondArray>

16 <bond id="0" atomRefs2="0 1" order="5">

17 <scalar title ="bondOrder” dataType="xsd:string” >0.593136< /scalar>
18 </bond>

19 <bond id="1" atomRefs2="0 8” order="S"></bond>

20 <bond id="2" atomRefs2="1 2” order="5">

21 <scalar title ="bondOrder” dataType="xsd:string” >1.029438< /scalar>
22 </bond>

23 <bond id="3" atomRefs2="1 3” order="S"></bond>

24 <bond id="4" atomRefs2="1 4” order="S"></bond>

25 <bond id="5" atomRefs2="2 5" order="5"></bond>

26 <bond id="6" atomRefs2="2 6” order="S"></bond>

27 <bond id="7" atomRefs2="2 77 order="S"></bond>
28| </bondArray>
29| </molecule>

Abbildung 2.9. CML Datei von Ethanol mit der Bindungsordnung annotierten Bindun-
gen.

SD Datei

Eine weitere sehr weit verbreitete Art Molekiile auszutauschen sind SD Dateien,
die standardméflig von sehr vielen Programmen unterstiitzt werden. Diese bestehen
aus einer oder mehreren Moldateien, die Strukturinformationen enthalten, sowie
dazugehoriger Eigenschaften, welche pro Verbindung angegeben werden konnen. Die
Spezifikation'® wurde urspriinglich 1992 von [DNH92] entwickelt. Ein Beispiel einer
SD Datei von Ethanol ist in Beispielcode A.1 dargestellt.

3http://download.accelrys.com/freeware/ctfile-formats/ctfile-formats.zip von 2010
- Abgerufen im Oktober 2011
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Ringsuche in Molekiilgraphen und Aromatendetektion

Das Auffinden von Ringen spielt eine grofie Rolle in der Cheminformatik, da es
dadurch ermdoglicht wird, Strukturen zu klassifizieren, zu benennen, graphisch dar-
zustellen und Aromaten zu detektieren. Das CDK [SHK'03] verwendet den Algo-
rithmus von [HJK96] zur schnellen Suche von Ringen in Molekiilgraphen. Dieser
Algorithmus basiert auf der Kontraktion des Pfadgraphen, der am Anfang das Ab-
bild des Molekiilgraphen (Abbildung 2.10) darstellt.

. , [a-x] . [x-b] b s [a-x-b] "

[a-b]

b b
/ \ [b-‘/ \b—d] Pae
X
d c d
¢ [c-d] / \
" Pox Pex / \
Molekiilgraph Pfadgraph . ) ) / \\ )
b ¢ ) ¢

Pox D Pex

S ‘2

Abbildung 2.10. Zusammenfiihren von Kanten und deren Beschriftung nach dem Al-
gorithmus von [HJK96|. Links ist der Molekiilgraph dargestellt, aus dem der Pfadgraph
abgeleitet werden kann. Die Zusammenfassung der Kanten erfolgt nach dem rechten Sche-
ma. Falls ein Weg a — x — b im Molekiilgraph existiert, dann kann im Pfadgraph diese
Kante durch eine mit der Beschriftung [a-x-b] reprisentiert werden (@ ist der Operator
fiir die Konkatenation zweier Zeichenketten). Der Knoten z und dessen Kanten kénnen
demnach aus dem Pfadgraph ohne Verlust von Informationen entfernt werden, da eine
neue Kante zwischen a — b hinzugefiigt wurde. (Abbildung nach [HJK96])

Durch die Reduktion werden entsprechende Knoten des Pfadgraphen entfernt und
in der Bezeichnung der neuen Kante gespeichert (Abbildung 2.10). Pfade, d.h. alle
Knoten v; auf dem Weg W sind unterschiedlich (V 7,5 € {1,...,n} gilt v; # v; falls
i # j), werden aus dem Pfadgraphen entfernt, damit nur Kreise iibrig bleiben. Das
Label eines Zyklus entspricht dem gefundenen Kreis. Der Algorithmus terminiert
sobald der Pfadgraph nicht weiter reduziert werden kann. Abbildung 2.11 zeigt dieses

Vorgehen fiir ein einfaches Beispiel.
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Durch die Ringdetektion kann im Algorithmus von MetFrag unterschieden werden,
ob eine linearen oder zyklische Bindung vorliegt. Dies spielt bei der Fragmentierung
von Molekiilen eine Rolle (siehe Abschnitt 3.1.3).

Molekilgraph

b b P
| / a\
i ,// N
c—————d c

[c-b] [a-b-c-a]
Pfadgraph Reduzierter Pfadgraph

Abbildung 2.11. Beispiel zur Ringsuche in einem Beispielgraphen mit dem Algorithmus
von [HJK96]. Nach der Reduzierung des Pfadgraphen entspricht das Label [a-b-c-a] des
Zyklus dem gefundenen Kreis (Abbildung nach [HJK96]).

Aromatendetektion

Durch die Ringdetektion aus dem vorherigen Abschnitt, kann nun die Annotati-
on von Aromaten durchgefithrt werden. Beginnend mit dem grofiten Ring werden
die Elektronen der alternerienden Doppel- und Dreifachbindungen und die freien
Elektronenpaare von Heteroatomen gezihlt. Danach wird {iberpriift, ob der Ring
entsprechend der Hiickel-Regel 4n + 2 m-Elektronen besitzt. Benzol ist demnach aro-
matisch, da es 6 (n = 1) w-Elektronen besitzt. Entsprechend dieser Regel werden

alle Bindungen des Ringes als aromatisch markiert [SHK*03].

2.4.2 Molekiilreprasentation
Serialisierung von Molekiilgraphen mit SMILES™ und InChI™

Die SMILES™ [Wei88] (,,Simplified Molecular Input Line Entry Specification®) No-

tation bietet eine einfache Moglichkeit, um Molekiile in einer Zeichenkette zu re-
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prasentieren. Dabei wird die Konnektivitat des Molekiilgraphen beschrieben, wobei
die Wasserstoffatome nicht explizit mit angegeben werden miissen. Atome werden
durch ihre Symbole aus dem Periodensystem der Elemente angegeben. Nicht organi-
sche Substanzen werden durch eckige Klammern ,,[Au]“ beschrieben, wobei auch die
verbundenen Wasserstoffe durch diese Notation angegeben werden koénnen. Einfach-
(,-“), zweifach- (,=%), dreifach- (,#“) und aromatische- (,,:*“) Bindungen werden
durch die jeweiligen Symbole angegeben. Einfachbindungen werden implizit ange-
nommen, wenn kein explizites Bindungssymbol angegeben wird, wobei aromatische
Bindungen {iiblicherweise durch Grofi- und Kleinschreibung der Atomsymbole ange-
zeigt werden. Verzweigungen im Molekiilgraph werden durch Klammern () gekenn-
zeichnet, wie in Abbildung 2.12 am Beispiel von Mesityloxid dargestellt ist. Ringe
werden durch das Weglassen einer Bindung und der Nummerierung des ringtffnen-
den bzw. ringschlieBenden Atomes notiert. Abbildung 2.12 zeigt Cyclohexan, bei
dem das Start- und Endatom mit einer 1 gekennzeichnet ist. Der resultierende SMI-
LES™ dieser Verbindung ist C1CCCCC1 nach [Wei88].

-
S

Abbildung 2.12. Der SMILES™ von Mesityloxid (CID: 885, links) ist CC(=CC(=0)C)C.
Cyclohexan (CID: 8078, rechts) besitzt folgenden SMILES™: C1CCCCC1

Da ein Molekiil viele unterschiedliche SMILES™ haben kann, wurden von [WWW89)
die eindeutigen (,,canonicalized*) SMILES™ entwickelt, bei denen jedes Atom kano-
nisch geordnet und bezeichnet wird. Daher gibt es fiir eine Verbindung nur einen
eindeutigen SMILES™, was in Abbildung 2.13 dargestellt ist.

Yhttp://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=702 - Abgerufen im Oktober
2011
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SMILES mit explizitem Wasserstoff: [HIOC([HD)([HD)C(H)([H])[H]
\ Kanonischer SMILES: cco
° InChl: InChl=1S/C2H60/c1-2-3/h3H,2H2,1H3
InChlKey: LFQSCWFLIHTTHZ-UHFFFAQYSA-N

Abbildung 2.13. Ethanol (PubChem ID 702!* dargestellt als Strukturformel mit expli-
ziten Wasserstoffen, sowie der dazugehorige (kanonische) SMILES, InChI™ und InChIKey.

Ein InChI™ [SHTO3] ist ein eindeutiger Identifizierungsstring der TUPAC fiir che-
mische Verbindungen. Dieser wurde eingefiihrt, um Molekiilinformationen zu spei-
chern und diese im Internet und in Datenbanken leicht zugénglich zu machen. Der
Quellcode zum Generieren eines InChI™ wurde unter einer Open Source Lizenz
(LGPL) verdffentlicht. Ein InChI™ (siehe Beispielcode 2.1) besteht aus verschiede-
nen Info Blocken, die mit einem ,/*“ getrennt sind. Jeder abgetrennte Teil steht
fiir eine bestimmte Klasse von strukturellen Informationen iiber das Molekiil, z.B.
Summenformel, Konnektivitéit, Ladung und Stereochemie. Abbildung 2.13 zeigt den
Standard (S in der Versionsschicht) InChI™ von Ethanol.

InChI = 18,/ C2H60, /cl—2—3/h3H,2H2, 1H3 (2.1)
~—~ ~ — AN — -,
Version Summenformel Konnektivitit Verbundene H

Standard InChl werden mit festgelegten Optionen, zum Beispiel fiir Stereochemie,

generiert, damit diese untereinander vergleichbar sind.

Der InChIKey ist ein 25 Zeichen langer Hash (Beispielcode 2.2) eines InChI™, der

vor allem zum Suchen im Internet genutzt wird.

5International Union of Pure and Applied Chemistry - Institution fiir einheitliche Standards und
Empfehlungen fiir verschiedene Bereiche der Chemie
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LFQSCWFLJHTTHZ —UHFFFAQOY S A - N (2.2)
NG ~ v -~ S~~~ v
14-stellige Konnektivitit Eigenschaften InChl Version Priifsumme

Ein InChIKey ist eindeutig fiir eine Verbindung, aber Kollisionen kénnen mit gerin-
ger Wahrscheinlichkeit auftreten. Abbildung 2.14 zeigt eine Kollision zweier InChl-
Keys von Molekiilen mit unterschiedlichen InChI™, aber gleichen InChIKey*S.

R R e e R T i e e

(o]
InChl: InChl=1S/C57H1140/c1-36(2)42(8)32-43(9)38(4)26-24-25-27-40(6)50(16)45(11)33-46(12)51(17)47(13)34-
48(14)53(19)55(21)57(23)56(22)54(20)52(18)41(7)31-29-37(3)28-30-39(5)44(10)35-49(15)58/h36-48,50-57H,24-35H2,1-23H3
InChlKey: OCPAUTFLLNMYSX-UHFFFAOYSA-N

IR e SR

OH
InChl: InChl=1S/C50H1020/c1-17-18-19-20-21-24-36(2)33-45(11)43(9)31-29-41(7)37(3)25-22-27-39(5)46(12)34-47(13)40(6)28-23-26-
38(4)42(8)30-32-44(10)48(14)35-49(15)50(16)51/h36-51H,17-35H2,1-16H3
InChlKey: OCPAUTFLLNMYSX-UHFFFAOYSA-N

Abbildung 2.14. Gleicher InChIKey trotz unterschiedlicher InChI™ (siehe 1°).

Substruktursuche mit SMARTS

Eine weitere wichtige Funktion von Cheminformatik Software ist die Suche von Sub-
strukturen, die durch SMARTS (,,SMiles ARbitrary Target Specification® [JWD])
ermoglicht wird. SMARTS sind eine Erweiterung von SMILES™, wobei fast jeder
SMILES™ auch ein giiltiger SMARTS ist.

SMARTS &hneln regulidren Ausdriicken zur Suche von Mustern in einer Zeichenkette.
Statt einer Zeichenfolge wird ein Molekiil durchsucht. Beispielsweise sucht folgen-
der SMARTS [c,n;H1] [JWD] nach einem aromatischen Kohlenstoff ¢ oder einem

aromatischen Stickstoff n mit genau einem verbundenen Wasserstoff H1. SMARTS

16Kollision zweier InChIKeys von Antony John Williams: http://www.chemconnector.com/
2011/09/01/an-inchikey-collision-is-discovered-and-not-based-on-stereochemistry/
- Abgerufen im November 2011
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kénnen aus Symbolen zum Beschreiben von Atomen (z.B. C - aliphatischer Kohlen-
stoff, ¢ - aromatischer Kohlenstoff, [#6] - beliebiges Kohlenstoffatom, [R] - beliebi-
ges Atom in einem Ring) und Bindungen (z.B. [#6]-[#6] - Einfachbindung zwischen
zwei Kohlenstoffatomen, [#6]~[#6] - beliebige Bindung zwischen zwei Kohlenstof-
fatomen) bestehen. Auflerdem ist es moglich, logische Operatoren zu verwenden:
[!'c;R] sucht nach einem nicht-aromatischen Kohlenstoff in einem Ring. Rekur-
sive SMARTS konnen benutzt werden, um bestimmte Atomeigenschaften zu be-
schreiben und zusammenzufassen: SMARTS $ ([0H1] [#6]1) beschreibt (siehe Ab-
bildung 3.7) einen Hydroxylrest [0H1], der mit einem Kohlenstoffatom [#6] ver-
bunden ist. Durch rekursive SMARTS $() ist es moglich, ein spezielles Atom mit
einer bestimmten , Figenschaft zu finden, ohne dies mit in das Ergebnis aufzuneh-
men. Umfangreichere Informationen, weitere Atom- und Bindungssymbole, sowie
weiterfithrende SMART'S Beispiele sind unter [JWD] zu finden. MetFrag verwendet
SMARTS Regeln zum Auffinden von Substrukturen haufiger Neutralverluste (siehe
Tabelle 3.2).

2.4.3 Fingerprints und Strukturahnlichkeit

Fingerprints stellen eine abstrakte Reprasentation von speziellen Molekiilmerkmalen
dar [JWD]. Diese werden verwendet, um moglichst schnell dhnliche Verbindungen zu
finden, oder dienen als Vorfilter fiir eine zeitaufwendige [somorphieiiberpriifung. Es
existieren unterschiedliche Algorithmen zur Fingerprintgenerierung und diese liefern
unterschiedlich gute Ergebnisse!”. Die Funktionsweise eines Fingerprinter wird bei-
spielhaft an dem in PubChem!® verwendeten beschrieben: Grundlage ist ein Bitvek-
tor der Léange 881. Jede Position ist bindr kodiert und beschreibt, ob ein bestimmtes
Merkmal vorhanden ist (1) oder nicht (0). Wenn beispielsweise das Molekiil > 16 H-
Atome enthélt, dann wird der Bit an Position 2 auf 1 gesetzt. Insgesamt werden 881
verschiedene Merkmale, die beispielsweise die Art und das Vorhandensein von Rin-
gen oder die Nachbarschaft von Atomen beschreiben, analysiert. Um diese Merkmale
ausfindig zu machen, werden unter anderem SMARTS (siche Abschnitt 2.4.2) ver-

"http://rguha.wordpress.com/2008/10/11/do-the-cdk-fingerprints-work/ - Abgerufen
im November 2011

18ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pubchem/specifications/pubchem_fingerprints.txt - Ver-
sion 1.3, Abgerufen im Januar 2012

29


http://rguha.wordpress.com/2008/10/11/do-the-cdk-fingerprints-work/
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pubchem/specifications/pubchem_fingerprints.txt

2 Grundlagen

wendet. Die resultierenden Bitvektoren kénnen genutzt werden, um eine chemische

Ahnlichkeit zwischen Molekiilen zu bestimmen.

Das Review von [WBD9S] gibt einen Uberblick iiber die gebréuchlichen Ahnlichkeits-
suchen in chemischen Datenbanken. Um die chemische Ahnlichkeit zu bestimmen
werden Fingerprints (Bitvektor bestimmter Linge) von beiden Molekiilen berech-
net. Diese konnen genutzt werden, um mit einem geeigneten Distanzmafl vergli-
chen zu werden. [JWD] hat festgestellt, das in diesem Fall der Tanimoto Koeffizient
(Gleichung 2.3) die besten Ergebnisse liefert. Die folgenden Gleichungen beschrei-

ben die Berechnung des Tanimoto Koeffizienten aus den Fingerprints von Molekiil
A und B.

Xa = (z14,%24,...,%j4,...,%p4) Vektor des Molekiils A
Xp = (®iB,%2B,...,%jB,...,2Zyp) Vektor des Molekiils B
j=n
a = xj4 Anzahl der Bits in A, die auf 1 gesetzt sind
j=1
j=n
b = xjp Anzahl der Bits in B, die auf 1 gesetzt sind
j=1
j=n
c = xjax;p Anzahl der Bits, die auf 1 gesetzt sind in A und B
j=1
Sap = ﬁ Tanimoto Ahnlichkeit (2.3)

Der Tanimoto Koeffizient fiir dichotome Werte liefert eine Ahnlichkeit zwischen 0
und 1, wobei 0 sehr undhnliche und 1 identische Molekiile beschreibt. Abbildung 2.15
zeigt als Beispiel zwei Bitvektoren von den Molekiilen A und B, die aus Darstellungs-
griinden 18 lang sind. Mit 1 sind erfiillte Strukturmerkmale notiert und mit 0 nicht
vorhandene. Die Anzahl der gemeinsamen Merkmale betrigt ¢ = 8. Daraus ldsst
mit Hilfe des Tanimoto Koeffizienten die chemische Ahnlichkeit S A5 bestimmen,
die von MetFrag benutzt wird, um gleichartigee Strukturen zusammenzufassen (sie-
he Abschnitt 3.1.7)
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Abbildung 2.15. Beispiel zur Berechnung der Tanimoto Distanz von zwei Bitvektoren
der Lange 18 nach [LGO3].

2.5 Energieoptimierung von Molekiilen

Ein weiteres Gebiet der Cheminformatik bzw. des Molecular Modelling beschéftigt
sich mit der Strukturoptimierung von Molekiilen. Durch diese ist es moglich, aus
dem Molekiilgraph die dreidimensionale Struktur eines Molekiils zu bestimmen, die

von MetFrag in der Vorverarbeitung (siche Abschnitt 3.1.2) verwendet wird.

2.5.1 Empirische Methode

Um eine erste Ndherung der 3D Struktur eines Molekiils zu erreichen, werden haufig
Kraftfelder eingesetzt. Dabei handelt es sich um eine Methode der Molekiilmechanik,
die im Gegensatz zur Quantenmechanik (Kapitel 2.5.2) Elektronen und Nuklei von
Atomen nicht mit in der Berechnung berticksichtigt. Es wird angenommen, dass die
Atome eines Molekiiles untereinander durch harmonische Kréfte interagieren. Das
Hookesche Gesetz (elastische Verformung einer Feder) bildet dabei die Grundlage
zur Berechnung. Vereinfacht kann man sich Atome als Gummibélle unterschiedlicher
GroBe, die durch Federn unterschiedlicher Lange (Bindungen) verbunden sind, vor-
stellen. Zur Berechnung der Geometrie wird die Gesamtenergie (E;,;) des Molekiiles

minimiert [HSRFO08]:

Etot - Estr + Ebend + Etors + Evdw + Eelec + ...
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Dabei werden die einzelnen Energieterme Eg, (Bindungslinge), Epe,q (Bindungs-
winkel), Ej,.s (Torsionswinkel), F,q, (Van-der-Waals-Wechselwirkungen) und FEee.
(elektrostatische Wechselwirkungen) addiert. Unterschiedliche Kraftfelder nutzen
andere Energieterme und Berechnungen dieser fiir die Ermittlung der Gesamtener-
gie. Die Kraftfelder beinhalten empirisch bestimmte Idealwerte fiir die Parameter
und jede Abweichung von diesen erhoht die Gesamtenergie. Zur Minimierung der
Energiefunktion kann ein Gradientenabstieg verwendet werden. Dabei wird die Ge-
samtenergie des initialen Molekiiles berechnet und bei der Bewegung eines Atomes
in verschiedene Richtungen wird diese weiter beobachtet. Dieser Prozess wird fiir
alle Atome wiederholt, bis die Abbruchbedingung erfiillt ist und damit ein lokales
Minimum erreicht wurde. Eine nachfolgende weitere Optimierung ist unerlésslich.
Als Beispiel fiir verschiedene Kraftfelder sei MMFEFF94 [Hal96], Ghemical [HP01] und
UFF [RCC192] genannt, die alle in OpenBabel [OBJ*11] enthalten sind.

2.5.2 Ab-initio und semi-empirische Methoden

Im Gegensatz zur Molekiilmechanik verwenden ab-initio Methoden keine empiri-
schen Parameter und werden vor allem in Bereichen ohne experimentelle Daten
eingesetzt. Als Beispiel einer solchen quantenchemischen Methode ist die Dichte-
funktionaltheorie (DFT), die eine grofie Laufzeit hat, aber sehr genaue Ergebnis-
se liefert. Zwischen den ab-initio Berechnungen und der Molekiilmechanik gibt es
riesige Unterschiede in Genauigkeit und Geschwindigkeit. Semi-empirische Metho-
den versuchen das Beste aus den beiden Welten, d.h. Schnelligkeit und Prézision,
zu vereinen. Ahnlich den quantenmechanischen Berechnungen, aber auf empirische
Werte fiir rechenintensive Aufgaben zuriickgreifend, eignen sie sich auch fiir grolere
Molekiile. Des Weiteren werden nur Valenzelektronen (Auflenelektronen) bei der Be-
rechnung beachtet, das in einer weiteren Beschleunigung resultiert. MOPAC [Ste90]
ist ein Programm, dass verschiedene semi-empirische Methoden, zum Beispiel AM1
[DZHSS85], implementiert hat.
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3 MetFrag Architektur und Implementation

Der Hauptteil der Dissertation beschreibt MetFrag, das im Rahmen der Arbeit ent-
wickelt worden ist. Ziel des Programmes ist es, die gemessene Verbindung eines
MS/MS Spektrums zu identifizieren beziehungsweise passende Kandidaten zu lie-
fern. MetFrag ist fiir hochauflésende ESI-MS/MS Spektren entwickelt worden, aber
kann auch mit GC/EI-MS Daten (Nominalmassen, siche Abschnitt 4.7) genutzt

werden.

3.1 Arbeitsphasen

Die grundlegende Idee von MetFrag ist, alle moglichen Fragmente eines Kandidaten
zu generieren und diese mit den Peaks aus dem gemessenen Spektrum zu verglei-
chen. Passende Kandidaten kénnen beispielsweise nach Masse oder Summenformel
ausgewahlt werden. Das Resultat eines MetFrag Laufes ist eine Liste von Molekiilen,
die nach einem Score geordnet sind. Aulerdem werden sehr dhnliche Kandidaten zu-
sammengefasst, um die Resultate iibersichtlicher anzeigen zu kénnen. Das Flussdia-
gramm in Abbildung 3.1 gibt einen Uberblick iiber die Schritte, die in MetFrag

durchgefiihrt werden.

3.1.1 Kandidatensuche

Um passende Kandidatenmolekiile zu finden, wird mit der exakter Masse oder Sum-
menformel in einer Molekiildatenbank gesucht. Hierfiir kann man entweder einen
verfiigharen WebService nutzen oder den kompletten Datenbestand, zum Beispiel
von KEGG oder PubChem, herunterladen. ChemSpider kann nur iiber den WebSer-

vice abgefragt werden, da kein Download der kompletten Daten angeboten wird.
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Exakte Masse oder MS/MS Spektrum Rangfolge der Kandidaten
Summenformel e
m/z rel. Intensitit f] o Score: 1,0
272,06847 Da oder 119,051 45 IS
CasH120s 123,044 36 @)
147,044 606
153,019 999 1
179,036 13 e \1\» Score: 0,964
189,058 16 ..
Datenbanksuche 273,076 999 :\r""‘

Score: 0,525

MetFrag
1. Vorverarbeitung
2. In-silico Fragmentierung des Molekiils
3. Peakvergleich mit generierten Fragmenten
4. Bewertungsfunktion
5. Kandidatenclustering

Molekiildatenbank

KEGG
PubChem
ChemSpider

Score: 0,435

Abbildung 3.1. Aus einem MS Spektrum kann man die exakte Masse oder sogar die
Summenformel der gemessenen Verbindung bestimmen. Dies wird genutzt, um eine Mo-
lekiildatenbank abzufragen. Jeder Kandidat wird darauthin fragmentiert und die generier-
ten Fragmente werden den Peaks zugeordnet. Das Scoring sortiert die Kandidaten nach
ihrer Bewertung, wobei dhnliche Kandidaten mit gleichem Score in einem Clustering zu-
sammengefasst werden.

Fiir die Evaluierung ist eine Kopie PubChem und KEGG in eine lokale Daten-
bank importiert worden. Das relationales Datenbankmanagementsystem (RDBMS)
Postgres 9.0 mit der Chemie-Erweiterung pgchem'® 1.3-GiST [Sch10] ist verwen-
det worden. Das Datenbank Schema ist in Abbildung 3.2 dargestellt und umfasst
vier Tabellen: library, substance, compound und name. Hervorzuheben ist, dass
compound nur eindeutige Strukturen enthélt. Die Spalte mol_structure ist vom
Typ molecule, der durch die pgchem Erweiterung bereitgestellt wird. Die Beson-
derheit dabei ist, dass hier die komplette Struktur eines Molekiils gespeichert wird
und dadurch verschiedene Operationen wie zum Beispiel die Fingerprintgenerierung
oder das Abgleichen von Substrukturen direkt als Operationen in der Datenbank
zur Verfiigung stehen. Die Tabelle substance kann zu einer Struktur verschiedene
Datenbank IDs speichern. Die Namen der Strukturen sind in name enthalten und

die verfiigharen Molekiildatenbanken in library.

Diese lokale Datenbank wird im Weiteren fiir MassStruct (Kapitel 3.3) verwen-

det und bildet auch die Datengrundlage fiir die Weboberfliche. Downloads von

Yhttp://pgfoundry.org/projects/pgchem - Abgerufen im Mai 2011
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library substance compound
PK | library_id PK | substance_id PK | compound_id
D E—— E—
library_name FK2 | library_id mol_structure
last_updated FK1 | compound_id exact_mass
library_link accession formula
smiles
inchi
name inchi_key_1
inchi_key_2
inchi_key_3
name
FK1 | substance_id

Abbildung 3.2. Datenbankschema zum Speichern der Verbindungen aus KEGG und
PubChem. Die Tabelle compound speichert alle Verbindung (eindeutig) und unter anderem
auch deren Struktur in der Spalte molstructure. Durch den Fremdschliissel compound_id
von compound kann in substance einer Struktur mehrere accession (Datenbank ID aus
der Ursprungsdatenbank) zugeordnet werden. Dadurch wird eine redundante Speicherung
der Strukturen in compound vermieden. Die Tabelle library enthélt die hinzugefiigten
Datenbanken (z.B. Pubchem und KEGG) und name die moglichen vorhandenen Namen
(entsprechend des Eintrags in der Ursprungsdatenbank) einer Verbindung.

PubChem und KEGG vom 4. Quartal 2010 sind eingefiigt worden. Eine Ausnahme
bildet ChemSpider, das nur {iber ein WebService abgefragt werden kann.

Eine typische Anfrage von MetFrag sucht alle Kandidaten in einem bestimmten
Massenbereich, was oft hunderte bis tausende Kandidatenmolekiile zuriickliefert.

Diese werden, wie im folgenden Abschnitt beschrieben, vorverarbeitet.

3.1.2 Molekiilvorverarbeitung

Die Molekiilvorverarbeitung ist notwendig, um die Stéarke der Bindungen eines Mo-
lekiils beschreiben zu kénnen. Diese Werte werden in der Scoring Funktion (Kapi-
tel 3.1.6) von MetFrag verwendet, damit eine genauere Rangordnung der Kandidaten

berechnet werden kann.

Abbildung 3.3 zeigt die einzelnen Vorverarbeitungsschritte, die alle Kandidaten
durchlaufen. Ein Kandidat mit 2D Atomkoordinaten wird mit einem Kraftfeld (Open-
Babel) und einer semi-empirischen Methode (MOPAC) strukturoptimiert. Die re-
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Protonierung

Kraftfeld +

- + = = Kraftfeld >
MOPAC +
MOPAC
Kandidat mit 2D Koordinaten Kandidat mit 3D Koordinaten Am Stickstoff protonierter
Kandidat
Falls keine Koordinaten Diese Struktur ist Ausgangspunkt fur
vorhanden, z.B. Molekiil vom die nachfolgenden Protonierung an Dieses Molekiil ist erneut
Smiles, dann werden 2D den Heteroatomen. In diesem Beispiel strukturoptimiert (Kraftfeld und
Koordinaten generiert. kann ein Proton am Sauerstoff (rot) MOPAC) worden.
oder Stickstoff (blau) hinzugefiigt
werden.
Auswahl des protonierten Molekiils mit der geringsten Standardbildungsenthalpie
- Die Standardbildungsenthalpie wird mit MOPAC berechnet
- Die Bindungsordnungen dieses Molekiils werden weiter verwendet

Abbildung 3.3. Exemplarisches Vorgehen zur Vorverarbeitung von CID: 20097272, um
die Bindungen mit der Bindungsordnung zu annotieren. Im ersten Schritt wird ein mit
2D Koordinaten versehenes Molekiil mit einer Kraftfeldmethode und MOPAC struktu-
roptimiert. Im néchsten Schritt wird diese Struktur einzeln an den Heteroatomen pro-
toniert und daraufhin erneut struktoroptimiert. Am Ende wird das protonierte Molekiil
ausgewihlt, das die geringste Standardbildungsenthalpie besitzt. Die daraus resultierenden
Bindungen, die mit der Bindungsordnung annotiert sind, werden in der Scoring Funktion
(Kapitel 3.1.6) verwendet.

sultierende Struktur wird einzeln an den Heteroatomen protoniert und nochmals
strukturoptimiert. Das protonierte Molekiil mit der kleinsten Standardbildungsent-
halpie (von MOPAC berechnet) wird verwendet, um die Bindungen des Kandidaten
zu annotieren. Zur Annotation werden die Bindungsordnungen aus dem Ergebnis von
MOPAC verwendet. Bei der ESI Ionisierung (sieche Abschnitt 2.1.1) wird der Analyt
protoniert und im Falle einer MS/MS Messung fragmentiert. Die Vorverarbeitung
von MetFrag stellt eine Heuristik dar, dieses Prinzip mit ausreichend genauen, aber
schnellen Verfahren nachzuahmen. Im folgenden werden die einzelnen Schritte, die

nacheinander ausgefiihrt werden, genauer beschrieben.

Zum Spektrum passende Molekiile werden in der Regel aus einer Molekiildatenbank
(siche Abschnitt 3.1.1) heruntergeladen. Die Atomkoordinaten der Strukturen sind

iiblicherweise bereits vorhanden. Wird ein Molekiil aus einem SMILES™ oder InChI™

generiert, so miissen zuerst 2D-Koordinaten (--gen2D) bestimmt werden. Implizite
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Wasserstoffe werden explizit in die Molekiilstruktur angefiigt und die Koordinaten
um den Nullpunkt (0,0,0) zentriert (-c):

OpenBabel: babel --gen2D -c¢ -i sdf input.sdf -o sdf outputGen2D.sdf

Somit besitzen alle Molekiile den gleich Ausgangspunkt fiir die darauffolgende Kraft-
feldoptimierung (siehe Kapitel 2.5.1), die eine erste Annéherung an die 3D-Struktur
des Molekiils darstellt:

OpenBabel: obminimize -n 4800 -sd -ff UFF outputGen2D.sdf > outputFF.pdb.

Die Anzahl der Schritte -n 4800, -sd Gradientenabstieg und -ff das gewéhlte
Kraftfeld -ff UFF werden durch die Parameter angegeben. Ghemical, MMFF94 und
UFF stehen in OpenBabel (Version 2.3.0) zur Verfiigung. Die besten Ergebnisse sind
mit dem ,,Universal Force Field“ (siche Abschnitt 4.1) erzielt worden. Die resultieren-
de Datei (outputFF.pdb) im , Protein Data Bank* Format wird im néchsten Schritt
in das , MOPAC Input Format* umgewandelt und mit den folgenden MOPAC (siche
Abschnitt 2.5.2) Paramtern versehen: AM1 - die verwendete semi-empirische Metho-
de, T=4800 - die maximal zur Verfiigung stehende Laufzeit in Sekunden, GEO-OK -
verhindert den Abbruch bei zu weit aneinander liegenden Atomen, XYZ - kartesisches

Koordinatensystem, BONDS - Ausgabe der Bindungsordnungsmatrix:

MOPAC Parameter: AM1 T=4800 AM1, GEO-OK, MMOK, XYZ, BONDS

Die resultierende angendherte 3D-Struktur des Molekiils wird einzeln an den He-
teroatomen protoniert und erneut strukturoptimiert. Das protonierte Molekiil mit
der geringsten (von MOPAC berechneten) Standardbildungsenthalpie wird als das
,, Wahrscheinlichste® angenommen. Die Bindungsordnungen dieses Molekiils werden
verwendet, um die Bindungen des Kandidaten zu annotieren, und im CML Format
(sieche Abbildung 2.9) abgespeichert. Bindungen zu Wasserstoffen werden nicht an-
notiert, weil diese nicht vom Fragmentierungsalgorithmus (siche Abschnitt 3.1.3)
betrachtet werden. Je kleiner der Wert der Bindungsordnung desto schwécher ist
die Bindung zwischen den beiden Atomen. Beispielsweise besitzt die Kohlenstoff-

bindung von Ethan, Ethen und Ethin eine Bindungsordnung von 1,0, 2,0 bzw. 3,0
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3 MetFrag Architektur und Implementation

[Ste90]. Zusitzlich kann auch die Bindungslédnge zwischen dem neutralen und pro-
tonierten Molekiil mit der geringsten Standardbildungsenthalpie bestimmt werden.
Abschnitt 4.1 beschreibt, warum letztendlich die Bindungsordnung statt der Bin-

dungslédnge in der Scoring Funktion von MetFrag verwendet wird.

3.1.3 In silico Fragmentierung

Das durch die Vorverarbeitung annotierte Molekiil wird im folgenden Schritt in Frag-
mente zerlegt, das die Fragmentierung des Vorlduferions in Fragmentionen nachahmt
(MS/MS). Dieses Vorgehen kann mit Hilfe eines Fragmentierungsbaumes (Abbil-
dung 3.4) dargestellt werden. Durch Entfernen einer linearen Bindung zerfillt ein
Molekiil in zwei Fragmente. Bei Ringen und Ringsystemen miissen mindestens zwei

Bindungen gebrochen werden, damit dieses auseinander bricht.

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der Fragmentierung (Abbildung 3.5)
beschrieben, die fiir jeden Kandidaten einzeln durchgefiihrt werden. Als erstes wird

das Kandidatenmolekiil in eine Warteschlange eingereiht.

Im folgenden Schritt wird aus dieser Datenstruktur ein Kandidat bzw. eine Sub-
struktur entnommen und alle Bindungen, die gebrochen werden konnen, in einer
Liste gespeichert. Diese Liste wird nun nacheinander abgearbeitet, wobei fiir jede
Bindung zwei Félle unterschieden werden konnen: Zum einen kann eine Bindung
Teil eines Ringes sein, zum anderen eine lineare Bindung. Falls der erste Fall zu-
trifft, dann muss eine weitere Bindung im Ring gebrochen werden. MetFrag entfernt
jede Kombination der aktuellen Bindung mit einer weiteren aus dem Ring, um so
alle moglichen Fragmente zu generieren. Bei einer linearen Bindung entstehen pro
[teration immer zwei Substrukturen, wobei bei einer Ringbindung maximal zwei
Fragmente entstehen kénnen, da es passieren kann, dass der Graph durch die bei-

den Bindungspaltungen noch immer an anderer Stelle verbunden ist.

Von diesen Strukturen wird die Masse bestimmt und iiberpriift, ob diese schwerer als
der leichteste Peak aus dem gemessenen Spektrum sind. Falls dies nicht zutrifft, dann
wird dieses Fragment nicht weiter betrachtet. Durch die Fragmentierung entstehen

viele Strukturen doppelt, die im folgenden herausgefiltert werden.
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OH Kandidat

HO

(6] OH

H
HO

Y ) 4 A, ) 4

. o} OH
Baumtiefe 1 -+ | Fragment Fragment \@/ Fragment Fragment
|
HO

Y A 4 HO A, ) 4

Baumtiefe 2 Fragment Fragment Fragment Fragment

Abbildung 3.4. Ausschnitt eines Fragmentierungsbaumes des Kandidaten Epicatechin
(CID: 72276). In der Mitte ist ein Ringbruch (Baumtiefe 1) dargestellt. In der darauffolgen-
den Fragmentierung wird eine lineare Bindung gebrochen, um das abgebildete Fragment
in Baumtiefe 2 zu erhalten.

Um Fragmente, die bereits in einer vorhergehenden Iteration generiert wurden her-
auszufiltern, muss eine Redundanziiberpriifung durchgefiihrt werden. Dafiir kann
eine Isomorphiepriifung benutzt werden, wodurch nur eindeutige Strukturen gene-
riert werden. Durch die immense Anzahl an generierten Fragmenten pro Kandidat,

ist diese Methode nicht in angemessener Zeit durchfithrbar (siche Kapitel 3.1.5).

Letztendlich verwendet MetFrag fiir die Filterung von doppelten Strukturen eine
Summenformel basierte Redundanziiberpriifung: Fiir jedes generierte Fragment wird
die Summenformel bestimmt und {iberpriift, ob diese bereits vorhanden ist. Falls dies
zutrifft, wird iiberpriift, ob die Generierung dieses Fragmentes energetisch giinstiger
ist, als das bereits vorher entstandene Fragment: Die Bindungsordnungen (Kapi-
tel 3.1.6) der gebrochenen Bindungen, um dieses Fragment zu generieren, werden

aufsummiert und das Fragment mit dem grofleren Ergebnis verworfen. Der Nach-
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Kandidat Warteschlange Struktur Gr?phtraver.ﬂerung
- Liste von Bindungen

1 |

Lineare Bindung Ringbindung

Jede Kombination von der
aktuellen und einer anderen
Bindung des Ringes werden
entfernt = maximal 2 neue
Fragmente pro Kombination

Entfernung dieser Bindung
- 2 neue Fragmente

Fragmente

Redundanz und
Masseniberprifung|

A,
Liste von
Fragmenten

Abbildung 3.5. Fragmentierungsalgorithmus von MetFrag: Der Kandidat wird in die
Warteschlange eingefiigt. Je nach Bindungstyp, linear oder zyklische Bindung, wird eine
oder jede Kombination von zwei Bindungen im Ring entfernt. Es resultieren maximal zwei
Fragmente pro Kombination im Ring bzw. immer zwei Fragmente wenn eine lineare Bin-
dung gebrochen wird. Die darauffolgende Massen- und Redundanziiberpriifung verhindert
das Substrukturen doppelt oder zu leichte Fragmente generiert werden. Die resultierenden
Fragmente werden zum einen gespeichert und zum anderen erneut in die Warteschlange
eingefiigt, wenn die vorher festgelegte Baumtiefe noch nicht erreicht wurde.

teil dieser Methode ist, dass nicht jedes mogliche Fragment generiert wird, aber
die ,energetisch“ Sinnvollsten. In Abschnitt 3.1.5 wird am Beispiel von Naringenin
gezeigt, dass eine Isomorphiiiberpriifung sehr zeitaufwendig und nicht unbedingt
notwendig ist. AuBlerdem wird in Abschnitt 4.6.1 gezeigt, dass mit Baumtiefe 1 die
besten Ergebnisse erzielt werden. Dadurch ist es wenig sinnvoll eine langsame Iso-
morphieiiberpriifung durchzufiithren, da durch die Summenformeliiberpriifung die
gleichen Massen (Baumtiefe 1) abgedeckt werden. Erst mit steigender Baumtiefe
kann die genaue Uberpriifung der Isomorphie Sinn machen, da aus den Fragmenten

wieder neue generiert werden.

Nicht redundante Fragmente, die schwerer sind als der leichteste Peak, werden wieder

in die Warteschlange eingefiigt und konnen im néchsten Durchlauf weiter fragmen-
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| [M4+H]* | [M-H]~ | Mt | M-

Resultierende Fragmentmasse: ‘ FM + WM - EM ‘ FM - WM + EM ‘ FM - EM ‘ FM + EM

Tabelle 3.1. Unterschiedliche Massenspektrometer und Modi erfordern unterschiedliche
MetFrag Einstellungen. Je nach Messmethode werden die neutralen Fragmentstrukturen
nach diesen Regeln modifiziert. (M - Molekiil, H - Wasserstoff, FM - Fragmentmasse, WM
- Wasserstoffmasse, EM - Elektronenmasse)

tiert werden. Alle entstandenen Fragmente werden nachverarbeitet, da zum Beispiel
Neutralverluste auftreten konnen und sich dadurch die Anzahl der Wasserstoffe des
Fragmentions &ndern kann. Der folgende Abschnitt gibt einen genauen Einblick, wie

die (neutralen) Fragmentstrukturen den Peaks (Ionen) zugeordnet werden konnen.

3.1.4 Peak-Fragment Vergleich

Im Massenspektrometer konnen nur geladene Verbindungen (Ionen) gemessen wer-
den. Die im vorherigen Schritt generierten Fragmente sind in der Regel ungeladen
und miissen daher noch modifiziert werden, um eine Ubereinstimmung zwischen
Peak und Fragmentmasse zu erreichen. Diese Massendifferenz wird je nach Messme-
thode und Tonisierungsquelle des Instrumentes ([M+H]™, [M-H]~, M*, M~) ausge-
glichen (siehe Abschnitt 2.1.1), indem die Masse von Wasserstoff und einem Elektron
zu der neutralen Fragmentmasse addiert oder subtrahiert wird. Tabelle 3.1 zeigt die

Vorgehensweise von MetFrag fiir die gebrauchlichsten Ionisierungsmethoden.

Da jedes Instrument einen mehr oder weniger groffen Messfehler besitzt, wird Met-
Frag die gerédtespezifische Abweichung als Parameter iibergeben. Hierfiir konnen
zwei Parameter angegeben werden: Ein absoluter (mzabs) und relativer (mzppm)
Wert. Beispielsweise betrégt der relative Fehler bei einer Masse von 800 Da und
10 mzppm 0,008 Da und 0,001 Da bei 100 Da. Diese Abweichung ist bei kleinen
Massen sehr gering, sodass zusétzlich eine absolute verwendet wird. Beide Werte,
mzabs und mzppm, werden addiert und bilden zusammen die erlaubte Abweichung,

um einen Peak einer Fragmentstruktur zuzuordnen.

Weiterhin ist zu beachten, dass der Fragmentierungsalgorithmus von MetFrag keine
Wasserstoffe abspaltet. Diese kénnen zum Beispiel auch in Form von Neutralver-

lusten (Massendifferenz des Ions vor und nach der Fragmentierung) mit anderen
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Atomen abgespalten werden. Ein Beispiel eines Neutralverlustes in Form von Was-
ser ist in Abbildung 3.6 dargestellt.

291.0758

273.0666

249.0667

2 18.01 3

" [ A .0
T T T T T 1 ) T
240 260 280 300 miz

Abbildung 3.6. Ausschnitt des MS/MS Spektrums von Epicatechin: HoO (Masse:
18,0105 Da) wird als Neutralverlust abgespalten.

Der in Abbildung 3.6 dargestellte Neutralverlust von Wasser, kann nicht durch Frag-
mentierung von MetFrag erklart werden, da keine Wasserstoffe abgespalten werden.
MetFrag nutzt daher Regeln, die es dennoch erméglichen sollen, dass Fragment
zuordnen zu konnen. Tabelle 3.2 zeigt die verwendete Regelmenge, die hiufig auf-
tretende Neutralverluste abdeckt. Die Tabelle ist einfach erweiterbar und benutzt
SMARTS fiir das Suchen von typischen Strukturen des Neutralverlustes. Es konnen
mehrere SMARTS pro Zeile eingetragen werden, wobei nur ein SMARTS zutreffen

muss, damit die Regel angewendet wird.

Abbildung 3.7 zeigt ein Beispiel fiir alle moglichen Wasserverluste mit dem SMARTS:
[(H] [$ ([OH1] [#6])] [#6] [#6] [H]. Gesucht wird eine Hydroxylgruppe, die mit ei-
nem Kohlenstoffatom verbunden ist. Dessen Nachbar ist mindestens ein CH, damit

dieser SMARTS den Subgraphen zugeordnet werden kann.

Die Tabelle 3.2 deckt nur haufig vorkommende Neutralverluste ab, aber MetFrag
besitzt auch einen Mechanismus, um Fragmente mit abweichender Anzahl von Was-

serstoffen zuordnen zu konnen: Fiir jede Substruktur wird {iberpriift, ob durch die
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Masse  Summenformel SMARTS

18,011 H20 [H][$([OH1][#6])] [#6] [H]
[H][$([OH1][#6])] [#6] [#6][H]

[H][$ ([OH1][#6])] [#6] [#6] [#6] [H]

27,011 HCN [N][#6][H]

17,027 NH3 [8([NH2][#6])] ([H]) ([H]) [#6][H]
[8([NH2][#6])]([H]) ([H])[#6][#6][H]
[8([NH2][#6])]([H]) ([H]) [#6][#6] 6] [H]

46,005 HCOOH [H][O] [#6] ([#6][H])=([O]

[H][O] [#6] ([#£6][#6][H])=[O]
[H][O] [#6] [#£6][#£6][#6][H])=[O]
31,042  CH3NH2 [#GH3|[NR][#6H2]

Tabelle 3.2. Die von MetFrag verwendeten Neutralverlustregeln. Bei mehreren SMARTS
muss nur eine der Regeln zutreffen. Es sind nur die Neutralverluste von Bedeutung, bei
denen Wasserstoffe mit abgespalten werden.

Abbildung 3.7. Epicatechin mit griin hervorgehobenen Substrukturen, die durch den
SMARTS String [H] [$([0H1] [#6]1)] [#6] [#6] [H] zugeordnet werden kénnen.

Addition oder Subtraktion der Masse eines oder mehrerer Wasserstoffe (1,0078 Da)
die Zuordnung des Fragmentes zu einem Peak ermoglicht. Die Anzahl der maxi-
mal zu addierenden Wasserstoffe richtet sich nach der Baumtiefe, in welcher das
Fragment generiert worden ist. Das heif3t, fiir ein Fragment, das sich im Fragmentie-
rungsbaum in Tiefe 2 befindet, werden maximal zwei variable Wasserstoffe erlaubt.
In [WD11] sind einige Beispiele von ESI-MS/MS Spektren mit Massendifferenzen
von £1,0078 Da gezeigt worden.

Auflerdem kann es vorkommen, dass von einem Fragment mehrere Neutralverluste
abgespalten werden. Daher erlaubt MetFrag verschiedene Kombinationen von Re-

geln, die pro Fragment angewendet werden. Standardméfig wird die Maximalzahl
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von Regelkombinationen mit 3 angegeben, d.h. eine Regel kann maximal drei mal
kombiniert werden, um dem Fragment ein Peak zuzuordnen zu konnen. Dies hat
sich als guter Kompromiss zwischen Geschwindigkeit und Leistung der Identifizie-

rung herausgestellt.

Eine Moglichkeit, um die exponentiell wachsende Laufzeit (siehe Kapitel 4.4) ein-
zuschrianken, ist die Baumtiefe zu reglementieren, die vorher beschriebenen Redun-

danziiberpriifung, sowie zu leichte Fragmente zu ignorieren.

3.1.5 Beispiel einer Fragmentierung

Um einen Uberblick der bisher angewendeten Schritte zu gewinnen, wird im folgen-
den am Beispiel eines MS/MS Spektrums von Naringenin (MassBank ID: PB000123)
die bisherige Vorgehensweise erlautert. Finziger Kandidat ist die gemessene Verbin-
dung (CID: 932), die mit MetFrag prozessiert wird.

Im ersten Schritt werden alle moglichen Fragmente des Kandidaten generiert (Ab-
schnitt 3.1.3). In Baumtiefe 1 generiert MetFrag mit der Summenformel als Redun-
danziiberpriifung 25 Fragmente in 1,7 Sekunden. Erhoht man die Baumtiefe auf 2
werden in 2,1 Sekunden 57 Fragmente generiert. Wird anstelle der Summenformel ei-
ne richtige Isomorphieiiberpriifung durchgefiihrt, dann werden 39 (Baumtiefe 1: 2,6s)
bzw. 151 (Baumtiefe 2: 5,7s) Fragmente generiert. Naringenin hat eine monoisoto-
pische Masse von 272,068 Da und ist nicht besonders komplex aufgebaut. Schon bei
diesem kleinen Molekiil braucht eine echte Isomorphieiiberpriifung mehr als doppelt
so lang (Baumtiefe 2), wie die Redundanziiberpriifung mit Summenformel. Auch bei
dem Test auf Isomorphie von zwei Graphen ist vorher die Summenformel verglichen
worden, sodass nur in Frage kommende Strukturen iiberpriift werden. Im néchsten
Schritt werden den generierten Fragmenten Peaks zugeordnet (Abschnitt 3.1.4). Es
macht in diesem Beispiel keinen Unterschied, welche Redundanziiberpriifung oder
Baumtiefe verwendet wird, da zu jeden Peak ein Fragment zugeordnet werden kann.
Abbildung 3.8 zeigt die wichtigsten Fragmente des MS/MS Spektrums von Narin-
genin (MassBank ID: PB000123), die von einem Experten annotiert worden sind.

Abbildung 3.9 zeigt die Fragmente, die durch MetFrag zugeordnet werden konn-

ten. Die abgebildeten Strukturen mit impliziten Wasserstoffen entsprechen den un-
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3.1 Arbeitsphasen

Naringenin CID: 932

OH
HOO O

OH OH
OH
HO OH OH
1" |
OH O " i
+ + o +
153,01824 119,04914 147,04406
+
OH HO o)
N
Ox X O
+
OH O
C11HgO3" CoH,04*
189,05462 179,03443

Abbildung 3.8. Annotierte Fragmente zu den wichtigsten Peaks des MS/MS Spektrums
von Naringenin (MassBank ID: PB000123).

geladen Strukturen und dienen nur zur Verdeutlichung, wie der Algorithmus von
MetFrag funktioniert. Diese Strukturen entsprechen nicht den als Peaks sichtbaren
Fragmentionen aus dem Spektrum, kénnen aber daraus abgeleitet werden. MetFrag
ist in der Lage, die richtige Fragmentstruktur fiir die Peaks 119, 147, 153 und 179
zuzuordnen. Die Neutralverluste sind durch SMARTS (Tabelle 3.2) identifiziert und
deren Masse von der des Fragmentes (FM) subtrahiert worden. Die Struktur von

Peak 189 ist erklart worden, jedoch hélt ein Experte eine andere fiir wahrscheinlicher
(Abbildung 3.8).

3.1.6 Bewertungsfunktion

Nachdem die Peaks zu den Fragmenten zugeordnet worden sind, wird durch eine
Scoring Funktion die Rangfolge der Kandidaten bestimmt. Kandidaten, deren Frag-

mente schwere Peaks mit hoher Intensitit erkldren und bei denen die Bindungsord-
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HO Naringenin HO Peak: 119,051 m/z
Neutrale Fragmentmasse: 136,052 Da
Masse: 272,068 Summenformel: CgHgO,
Summenformel: Cy5H;,0: Neutralverlust: H,O
o OH CID: 932 e O Wasserstoffdifferenz: 0

Gefundene Masse: 119,049 (CgH0,")
Bindungsordnung: 0.938656,0.851387;1.064256

(o] HO

HO HO

o) (o] OH (o] OH o)

(o} o HO o HO 0
Peak: 147,044 m/z Peak: 153,019 m/z Peak: 179,036 m/z Peak: 189,058 m/z
Neutrale FM: 164,047 Da Neutrale FM: 152,011 Da Neutrale FM: 179,034 Da Neutrale FM: 188,047 Da
Summenformel: CgHgO5 Summenformel: C;H,O, Summenformel: CgH;0, Summenformel: C4;HzO3
Neutralverlust: H,O Neutralverlust: - Neutralverlust: - Neutralverlust: -
Wasserstoffdifferenz: 0 Wasserstoffdifferenz: 0 Wasserstoffdifferenz: 1 Wasserstoffdifferenz: 0
Gefundene Masse: 147,044 Da (CgHyO3") Gefundene Masse: 153,018 Da (C;Hs0,") Gefundene Masse: 179,034 Da (CgH;0,") Gefundene Masse: 189,055 Da (C4;HyO;")
Bindungsordnung: 0.991214,0.851387;1.064256  Bindungsordnung: 0.938656,0.5004 Bindungsordnung: 1.05032 Bindungsordnung: 1.404907,1.292878

Abbildung 3.9. Von MetFrag zugeordnete Fragmente zum MS/MS Spektrum von Nar-
ingenin (MassBank ID: PB000123). Die abgebildeten Fragmentstrukturen dienen nur zur
Veranschaulichung der Vorgehensweise von MetFrag und stellen bewusst keine Ionen dar.
Abbildung 3.8 zeigt die korrekt annotierten Fragmentionen. Durch Komma getrennte Wer-
te der Bindungsordnung verdeutlichen zwei gebrochene Bindungen (Ring) und ein ,,;“ zeigt
einen weiteren Bruch an. Im Falle des Peaks 119 liegt ein Ringbruch vor und die Abspal-
tung von Wasser als Neutralverlust (Bindungsordnung des verbundenen Sauerstoffs) mit
einbezogen wird.

nung der fragmentierten Bindungen besonders klein ist, sollen eine moéglichst gute
Bewertung bekommen. Da schwere Fragmentionen in der Regel charakteristischer
sind als leichte [SS94], bekommen diese Kandidaten einen besseren Score. Analog
werden erkldarte Peaks mit hoher Intensitdt besser bewertet als mit niedriger, da
wenig intensive Peaks auch Rauschen darstellen konnen. Je kleiner die Bindungs-
ordnung einer Bindung, desto leichter bricht diese (Abbildung 4.4). Deshalb werden
kleine Bindungsordnungen der gebrochenen Bindung belohnt. Gleichung 3.1 zeigt
die verwendete Scoring Funktion von MetFrag, die neben der Masse und Intensitét

auch die Bindungsordnung des zugeordneten Fragmentes beriicksichtigt.

Ni a 3 b Kn

massy, wmnt,

max (mass) max (int)

n=1 k=1
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3.1 Arbeitsphasen

bOn,k 7b0n,k <2
f(bon,k’) -

2 7b0n,k 2 2

Der endgiiltige Score S; eines Kandidaten ¢ ergibt sich aus der Summe der Produkte

der drei Terme, die mit den Parametern a, b und c potenziert werden. Die Terme

a . b
(M) und < it ) berechnen die gewichtete Masse und gewichtete Inten-

max(mass) mazx(int)

sitdt des erklarten Peaks n. Beide Werte werden iiber alle Kandidaten normiert und
liegen jeweils zwischen 0 und 1. Es wird die schwerste Masse bzw. gréfite Intensitét,
die durch ein Fragment eines Kandidaten erklédrt wird, auf 1 normiert. Je grofler die
jeweiligen Werte ausfallen, desto grofler ist deren Anteil am Score. Im letzten Teil
der Scoring Funktion wird das Produkt der Bindungsordnungen HkK:’Ll (1 — M)C
der entfernten Bindungen k eines Fragmentes n berechnet. Jeder Wert der Bindungs-
ordnung bo,, ;, wird durch die Funktion f auf maximal 2 begrenzt und auf 0 bis 1
normiert. Es wird als Heuristik angenommen, dass je grofler die Bindungsordnung,
desto stérker ist die Bindung und desto schwerer fragmentiert diese. Daher wird in

(bon,k)
2

der Scoring Funktion 1 — ! verwendet. Fragmente, die durch das Entfernen
einer Bindungsordnung > 2 einem Peak zugeordnet werden kénnen, haben keinen
Einfluss auf den Score S; des Kandidaten, da das Produkt 0 wird. Fiir jeden Term
der Gleichung sind die Parameter a,b und c¢ trainiert worden, um die optimale Ge-
wichtung der Teilgleichungen zu finden. Abschnitt 4.5 beschreibt die durchgefiihrte

Parameteroptimierung, mit a = 0,99, b = 0,87 und ¢ = 0,17 als Ergebnis.

3.1.7 Strukturclustering

Viele Kandidaten besitzen dhnliche Strukturen und bekommen deshalb auch gleiche
Scores zugeordnet. Abbildung 3.10 zeigt die neun besten Kandidaten mit der Anzahl
von MetFrag erklarten Peaks. Hier ist zu sehen, dass die blau und griin hinterlegten
Strukturen Stereoisomere und dadurch nicht durch MS/MS unterscheidbar sind.
Deshalb werden diese Molekiile nach der Vorgehensweise von [But99] zusammen-
gefasst. Es werden Fingerprints von allen Strukturen erstellt, wobei solche zusam-
mengefasst werden, die eine Tanimoto Ahnlichkeit (siche Kapitel 2.4.3) > 0,95 und

denselben Score besitzen. Der Repréasentant eines Clusters ist der Kandidat, der in
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3 MetFrag Architektur und Implementation

CID: 932 (Peaks: 6) CID: 10333412 (Peaks: 6)

CID: 439246 (Peaks: 6) CID: 667495 (Peaks: 6) CID: 113638 (Peaks: 6)

CID: 23724670 (Peaks: 6) CID: 13889010 (Peaks: 6) CID: 125100 (Peaks: 5)

Abbildung 3.10. Ergebnis von MetFrag mit den neun besten Kandidaten aus
[WSMHN10]. Die besten acht Kandidaten erkldren alle sechs Peaks. Die griin und blau
hinterlegten Strukturen sind Stereoisomere, die durch MS/MS nicht unterscheidbar sind
und daher zusammengefasst werden konnen. Die Tanimoto Ahnlichkeit der restlichen drei
Strukturen (CID: 10333412, CID: 113638 und CID: 23724670) ist kleiner als 0,95 und
somit nicht geclustert. (aus [WSMHN10])

der Ergebnisliste als erstes aufgetreten ist. Dies erhoht vor allem die Ubersichtlich-
keit der Ergebnisse, da weniger Kandidaten angeschaut werden miissen. Es werden
trotzdem alle Kandidaten gespeichert, sodass immer eine vollzéhlige Ergebnisliste

vorhanden ist.

3.2 Weboberflaiche und API

Dieser Abschnitt beschreibt, wie MetFrag iiber einen Web Browser und in eigener
Software verwendet werden kann. Zum einen kann MetFrag Spektren im MassBank
Format automatisiert als Kommandozeilenversion verarbeiten. Auflerdem steht ein
BioMoby [Con08] WebService bereit, der es beispielsweise ermoglicht MetFrag auf
einfache Weise in Workflows zu benutzen. Biomoby stellt neben einer zentralen Re-
gistrierung auch Ontologien bereit, um beispielsweise eine Zeichenkette vom Typ
KEGG ID iibergeben zu kénnen.
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3.2 Weboberflache und API

Zum anderen kann MetFrag (ohne Vorverabeitung [WSMHN10]) komfortabel iiber
eine Weboberfliche (Abbildung 3.11) bedient werden. Diese basiert auf Java Server
Faces?® mit der JSF RI 1.2%! und benutzt ICEFaces 1.8.2%2 als Komponentenbi-
bliothek. Tomcat 6% wird als Servlet Container verwendet. Dadurch ist es moglich
die in Java geschriebenen Klassen von MetFrag auch fiir die Weboberflache zu ver-
wenden. Auflerdem kann auf einfache Weise Feedback gesammelt werden, um den

Algorithmus weiter zu verbessern.

MetFrag
fra
- In silico fragmentation for computer assisted identification of metabolite mass spectra
) MetFrag MzAnnotate Viewer About/ News
Database Settings I ——
............... s . . ) o Parent ion: Neutral | \ Calculate |
Database: @ KEGG ) PubChem ) ChemSpider O Local SDF —
Peaks:
119.051 467.516
Neutral exact mass 272.06847 Search PPM: |10 193.044 370,662
147.044 5078.1456
Molecular formula: 153.018 10000.0
. 179.036 141192
Only biclogical compounds: 189.088 176,358
) 273.076 10000.000
Limit # of structures: 100 274083 318.003
Database ID's:
‘ Search upstream DB | 15 hits!
MetFrag Seftings
Mode: ® [M+H] O [M-H] O [M]
Charge: @ pos. O neg.
Mzabs (2.g. 0.01). 0.01
Mzpprm (e.g. 10) 10 Fragments
599 -~
@
788
o fiew spectrum
O Lo 188
158
K| €€ € 2 ¥ 3N E3 50 75 FT T O T o T 1 table: @
. - Wass: 272 DBES [CrgH1z0e 35571890545 C1yHeD3 +H] 1a35179.0338 [CgHr O+ .
Score # Explained Peaks Trivial Hame [DnmnalCan-:?.lm;J = f—‘SDDDr‘r‘ﬂB 3 7 W“f Actions
'
o
.
] f T //\ - \
U 1 l
« Naringenin chalcone LA
10 5 + 2'4 4 B-Tetrahydroxycha | I Eragments
. + Isosalipurpol o0 o c Download
+ Chalconaringenin . o A
w @ @
Mass: 163.0162 [CrHaD4 *H]+ Mass: 1 47.0441 [CaHg D +HI- Mass: 123.0441 [C7Hg0y +HI+
5.2 pprmy 7 ppm) .3 oy
- - AN - [+

Abbildung 3.11. Beispielspektrum von Naringenin (PubChem CID: 932) mit der nach
Score geordneten Rangfolge. Das Detailfenster zeigt durch MetFrag annotierte Fragmente.

2Onttp://java.sun.com/javaee/javaserverfaces/ - Abgerufen Mai 2011
2lhttp://javaserverfaces.java.net/ - Abgerufen Mai 2011
Zhttp://www.icefaces.org/ - Abgerufen Mai 2011
Zhttp://tomcat.apache.org/ - Abgerufen Mai 2011
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3 MetFrag Architektur und Implementation

Die Weboberfldche besitzt eine einfache API, die es externer Software erlaubt, direkt

4

Daten an diese zu iibergeben. GET-Variablen?* {ibermitteln die Peakliste, exakte

Masse und die Summenformel des Analyten direkt in der URL.

Durch eine begrenzte Rechenzeit auf dem WebServer ist standardméfig eine Li-
mitierung auf 100 Kandidaten pro Anfrage eingestellt, die vom Nutzer auch belie-
big erhoht werden kann. Damit nicht unnétig viele Kandidaten bearbeitet werden,
wird im folgenden Abschnitt eine Moglichkeit vorgestellt, um die wahrscheinlichsten

Strukturen als erstes zu prozessieren.

3.3 Intelligente Kandidatensuche - MassStruct

Die Suche in Molekiildatenbanken (Abschnitt 3.1.1) liefert die Kandidaten in un-
geordneter Reihenfolge zuriick. Das hat den Nachteil, dass sich unter Umstdnden
bei 12000 Kandidaten der Richtige erst an hinterer Position befindet. Um dieses
Szenario zu vermeiden, wird im folgenden MassStruct [HWN11] vorgestellt, das die

Kandidaten in eine bestimmte Reihenfolge bringt.

Typischerweise besitzt Naringenin (Abbildung 3.11) einen Peak mit der Masse 147 Da
und 153 Da. Das Auftreten beider Fragmentionen lédsst Riickschliisse auf die Stoff-
klasse der Flavonoide zu. Dieses Wissen kann genutzt werden, um Kandidaten
als erste zuriickzuliefern, die Substrukturen der Flavonoide enthalten. Daher lernt
MassStruct in einem Vorverarbeitungsschritt eine Zuordnung von Masse und Frag-
ment. Diese gespeicherten Informationen konnen fiir ein Anfragespektrum genutzt

werden, um die Rangfolge der Kandidaten aus der Datenbank zu bestimmen.

Als Trainingsgrundlage dienen MassBank Spektren, deren Strukturen mit Hilfe von
MetFrag fragmentiert werden. Die entstandenen Fragmente werden den Peaks zuge-
ordnet und in einer Postgres Datenbank (Abbildung 3.13) mit pgchem? 1.3-GiST
[Sch10] Erweiterung gespeichert. Abbildung 3.12 zeigt das beschriebene Training

und das Prinzip, wie die Ergebnisse an MetFrag zuriickgegeben werden. MetFrag

24nttp://msbi.ipb-halle.de/MetFrag/LandingPage.jspx?mass=272.06847&peaks=119.051%
20467.616;147.044%206078.145&formula=C15H1205&database=pubchem - Beispiel einer
URL - Abgerufen im Dezember 2011

25http://pgfoundry.org/projects/pgchem

50


http://msbi.ipb-halle.de/MetFrag/LandingPage.jspx?mass=272.06847&peaks=119.051%20467.616;147.044%206078.145&formula=C15H12O5&database=pubchem
http://msbi.ipb-halle.de/MetFrag/LandingPage.jspx?mass=272.06847&peaks=119.051%20467.616;147.044%206078.145&formula=C15H12O5&database=pubchem
http://pgfoundry.org/projects/pgchem

3.3 Intelligente Kandidatensuche - MassStruct

MassStruct
il MassBank 4
o
P 3.
W =
]
|
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<
g — MassStruct Suche
% . PubChem e e
o0 L Kandidaten g
> Kandidaten S
v v 100 100 100 o
g oy v v v
Y :—:rag
Fragment
N~ T

Abbildung 3.12. Workflow von MassStruct: In der oberen Abbildung ist dargestellt, wie
Assoziationen gelernt und in einer Datenbank gespeichert werden. Im unteren Teil ist die
Arbeitsphase zu sehen, die die vorher gelernten Informationen nutzt, um die Reihenfolge
der zuriickgelieferten Kandidaten bestimmen zu kénnen. (nach [HWN11])

ist iiblicherweise nicht in der Lage, jeden Peak mit einer Substruktur zu annotieren
und es kann vorkommen, dass unterschiedliche Fragmente einem Peak zugeordnet

worden sind. In letzteren Fall werden beide Substrukturen gespeichert.

Die MassStruct Datenbank wird bei der Suche nach passenden Kandidaten wie folgt
benutzt: Peaks der gemessenen unbekannten Verbindung werden verwendet, um be-
reits gelernte Substrukturen aus der Trainingsdatenbank zu erhalten. Fiir alle Treffer
aus einer Molekiildatenbank, z.B. PubChem, wird dann getestet, ob die Substruk-
tur in diesem Kandidaten enthalten ist und ggf. der Score fiir diesen Kandidaten
um eins erhoht. Abbildung 3.14 zeigt dieses Vorgehen fiir ein Spektrum von Epi-
catechin fiir zwei bereits gelernte Substrukturen. Die orange (165,0483 m/z), griin
(249,0667 m/z) und blau (207,0577 Da) markierten Peaks sind bereits im Vorverar-
beitungsschritt gelernt worden und kénnen somit fiir eine Substruktursuche in der

Molekilldatenbank verwendet werden. Kandidat 1 wird als erstes mit einem Score
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3 MetFrag Architektur und Implementation

Molekiildatenbank(en) | MassStruct
library compound fragments
PK | library_id PK | compound_i ek |id
library_name mol_structure FK1 | mz_cluster_id
last_updated exact_mass m_z
library_link formula structure
smiles chemdb_id
* inchi parent_id
substance inchi_key_1
inchi_key_2 1
PK | substance_id inchi_key_3 mn duser
FK1 | compound_id PK | cluster_id
FK2 | library_id
accession mass

Abbildung 3.13. Datenbankschema von MassStruct: Im linken Teil sind die Tabellen ab-
gebildet, die Strukturen aus Molekiildatenbanken gespeichert haben. MassStruct benutzt
zwei Tabellen zum Speichern der Peak-Fragment Information, die wihrend des Trainings
gelernt werden. Die hervorgehobenen Tabellenspalten sind vom Typ molecule und spei-
chern somit die Strukturinformationen der Molekiile bzw. Fragmente. (nach [HWN11])

von 2 zuriickgeliefert, da dieser die Substrukturen von den Fragmenten mit Masse
165,0483 Da und 207,0577 Da enthélt.

Die SQL Abfrage in Abbildung 3.15 zeigt, wie MassStruct die Kandidaten bewertet
und nach Score geordnet zuriickgibt. Die Kandidatensuche selektiert alle Verbindun-
gen, die sich innerhalb einer erlaubten Abweichung, die abhéngig vom verwendeten
Massenspektrometer ist, befinden. Das von pgchem bereitgestellte Priadikat <= ist
ein Substruktur Operator der iiberpriift, ob fragment.structure ein Subgraph von
compound. structure ist. Der resultierende score eines Kandidaten (accession)
berechnet sich aus der Anzahl der gefundenen Substrukturen. Eine solche Substruk-
tursuche vergleicht in einem ersten Schritt mit Hilfe eines ,, Generalized Search Tree
index“ (GiST) [HNP95] die chemischen Fingerprints zwischen Fragment- und Kan-
didatenstruktur. Erst Anschliefend wird auf den ausgewéhlten Strukturen eine zeit-

aufwendige Substruktursuche durchgefiihrt.
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3.4 Zusammenfassung

139,0344| "0 OH oH

OH
291,0758
CH,*
HO. 0.
OH
v
123,0400 165,0483

207,0577
‘ 273,0666

Intensitat

249,0667

<

m/z Fragment | Kandidat 1 | Kandidat 2 ‘ / Kand -

249,0667 Struktur :>

Score=2 Score=1 \ Scor -

Abbildung 3.14. MassStruct Scoring am Beispiel des Spektrums von Epicatechin (Abbil-
dung 2.4). Zu den Peaks passende Fragmentstrukturen, die in der Datenbank gespeichert
sind, werden den gemessenen Peaks zugeordnet. Eine nachfolgende Substruktursuche lie-
fert die Kandidaten aus PubChem oder KEGG als erstes zuriick, deren Struktur die mei-
sten Substrukturen beinhaltet. (nach [HWNT11])

3.4 Zusammenfassung

MetFrag beinhaltet einen kombinatorischen Fragmentierungsalgorithmus, der alle
moglichen Fragmente der Kandidatenstrukturen, die aus einer Molekiildatenbank
mit Summenformel oder passender Masse gefunden worden sind, generieren kann.
In einem Vorverarbeitungsschritt werden die Bindungen entsprechend ihrer Stérke
annotiert. Durch die Begrenzung der Baumtiefe und der Verwendung einer Sum-
menformel Redundanziiberpriifung kann die Laufzeit von MetFrag niedrig gehalten
werden, sodass tausende Kandidaten prozessiert werden kénnen. Die Fragmentionen
eines MS/MS Spektrums von Naringenin sind mit Hilfe von MetFrag identifiziert
und mit annotierten Fragmenten verglichen worden. Die entwickelte Scoring Funk-
tion verwendet die Bindungsordnung aus den vorverarbeiteten Kandidaten und er-
stellt eine Rangfolge dieser. Kandidaten mit dem gleichen Score und einer Tanimoto
Ahnlichkeit > 0,95 werden zusammengefasst. Neben der Weboberflache ist auch die

intelligente Kandidatensuche MassStruct vorgestellt worden. Diese ist in der Lage
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1| SELECT accession, count(fragment.id) AS score

2| FROM compound, fragment

3l WHERE compound.mass BETWEEN 290.2 AND 290.3
4| AND ( fragment.mass BETWEEN 123.0 AND 123.1
5 OR fragment.mass BETWEEN 139.0 AND 139.1
6 OR fragment.mass BETWEEN 165.0 AND 165.1
7 OR fragment.mass BETWEEN 207.0 AND 207.1
8 OR fragment.mass BETWEEN 249.0 AND 249.1
9 OR fragment.mass BETWEEN 273.0 AND 273.1)
10| AND fragment.structure <= compound.structure

11| GROUP BY accession

12| ORDER BY score;

Abbildung 3.15. Vereinfachte SQL Abfrage von MassStruct an die Postgres Daten-
bank. Es werden Kandidaten selektiert, die eine Molekiilmasse (compound.mass) zwischen
290.2 Da und 290.3 Da besitzen. Auflerdem werden fragment Strukturen gesucht, die
den Peakmassen (mit gewisser Abweichung) entsprechen, und auch Substruktur (<=) des
Kandidaten compound.structure sind. Letztendlich wird das Ergebnis nach dem score,
die Anzahl der enthaltenen Substrukturen in den Kandidaten, absteigend sortiert. (nach
[HWN11])

aus gelernten Peak Fragment Assoziationen, geeignete Kandidaten als erstes zuriick-

zuliefern, die am wahrscheinlichsten die Peaks des Anfragespektrums erkléren.
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4 Evaluierung und Optimierung von
MetFrag und MassStruct

Im folgenden Kapitel werden die Experimente vorgestellt, die im Rahmen der Ar-
beit durchgefiihrt worden sind. Als erstes wird ein geeignetes Mafl zur Angabe der
Bindungsstérke und zur Auswertung der Ergebnisse von Software zur Fragmentvor-
hersage ausgewéhlt. Es wird beschrieben, wie die Scoring Funktion optimiert wor-
den ist. Im darauffolgenden Abschnitt wird MetFrag mit hochauflésenden MS/MS
Spektren von [HKFT08] evaluiert und mit der kommerziellen Software MassFron-
tier verglichen. Weiterhin werden GC/EI-MS Daten (Nominalmassen) von [SMB09]
ausgewertet und mit dhnlicher Software verglichen. Am Ende des Kapitels wird die
Evaluierung von MassStruct und die weiteren Anwendungen von MetFrag vorge-
stellt.

4.1 Methodenauswahl zur Vorverarbeitung

Eine geeignete Methode zur Annotation der Bindungsgewichte wird im folgenden
Abschnitt beschrieben. Es ist von [AHPT09] gezeigt worden, dass durch den Ver-
gleich der Bindungslénge zwischen neutralen und protonierten Molekiil (jeweils mit
DFT strukturoptimiert) die Fragmente von ESI-MS/MS Spektren vorhersagt wer-

den konnen.

4.1.1 Auswahl eines geeigneten Kraftfeldes

Abschnitt 3.1.2 beschreibt die Verwendung des ,,Universal Force Field (UFF) zur

Bestimmung einer ersten Ndherung der 3D-Struktur eines Kandidaten. Ghemical
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4 Evaluierung und Optimierung von MetFrag und MassStruct

und MMFF94 sind neben dem UFF auch in OpenBabel 2.3.0 implementiert und
somit auch als Kraftfelder in Frage gekommen. Um die Zuverldssigkeit aller drei
Varianten zu evaluieren, sind zum einen die Strukturen von 1000 zufillig gezogenen
Spektren [KMRO6] mit den jeweiligen Kraftfeldern und danach mit MOPAC (ver-
wendete Parameter aus Abschnitt 3.1.2) strukturoptimiert worden. Zum anderen
sind alle drei Kraftfelder mit dem MMFF94 Validierungsdatensatz®® (698 Molekiile)

[Hal99] in gleicher Weise ausgewertet worden.

Tabelle 4.1. Zuverldssigkeit der in OpenBabel 2.3.0 implementierten Kraftfelder UFF,
Ghemical und MMFF94. Zur Evaluierung sind die Strukturen von 1000 zufillig gezoge-
nen NIST Spektren [KMRO6] und der MMF94 Validierungsdatensatz [Hal99] mit dem
jeweiligen Kraftfeld strukturoptimiert worden. Die Tabelle zeigt die fehlgeschlagenen
(Programmabsturz bzw. Standardbildungsenthalpie < —10000 oder > 100000) Optimie-
rungen des jeweiligen Kraftfeldes in Kombination mit MOPAC. ([SGK™])

UFF + MOPAC Ghemical + MOPAC MMFF94 + MOPAC

1000 Strukturen 5 0 0
MMFF94 Validierungsdaten 0 o1 50

Tabelle 4.1 zeigt das Ergebnis dieses Experimentes. Die Kombination aus UFF und
MOPAC hat insgesamt die wenigsten Fehler produziert und wird daher fiir die Vor-
verarbeitung der Molekiile verwendet. Die Zuverléssigkeit der Vorverarbeitung ist
fiir den Workflow von MetFrag von Bedeutung, da alle weiteren Schritte darauf

aufbauen.

4.1.2 Auswahl eines MaBes zur Bestimmung der Bindungsstarke

Neben MOPAC kann auch die Dichtefunktionaltheorie (DFT) (ab-initio Methode -
sieche Abschnitt 2.5.2) zur Strukturoptimierung von Molekiilen verwendet werden.
Die (ab-initio) DFT Berechnungen von [AHPT(09] werden als Referenzwerte fiir die
folgende Evaluation verwendet. Dieser Abschnitt untersucht, ob die Bindungsord-
nung oder Bindungsldngendnderung als ein Maf} fiir die Bindungsstiarke geeignet

sind.

26http://www.ccl.net/cca/data/MMFF94/ - Abgerufen im Dezember 2011
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4.1 Methodenauswahl zur Vorverarbeitung

Die Bindungen der drei Teststrukturen aus [AHP*09] (PubChem CID: 20097272,
3365 und 5231054) sind mit der in Abschnitt 3.1.2 beschriebenen Vorverarbeitung
annotiert worden. Abbildung 4.1 zeigt einen Vergleich der MetFrag Vorverarbeitung
mit MOPAC und der in [AHPT09] verwendeten DFT am Beispiel des Molekiils mit
PubChem CID: 20097272. Sowohl bei der Verwendung von DFT, als auch MOPAC
hat die Bindungsldnge bei den drei annotierten Bindungen am meisten zugenom-
men. [AHP109] hat festgestellt, dass diese leicht im Massenspektrometer fragmen-
tieren und dadurch entsprechende Fragmentionen im Spektrum als Peak sichtbar
sind. Das intensivste Fragment des gemessenen Spektrums (Abbildung 4.1 unten)
entsteht durch Abspaltung einer C5 Gruppe, welche durch die Bindungslédngenénde-

rung vorhergesagt worden ist.

+0.069A\
+0.077A
+0.079A\ +
N
\rH
DFT MOPAC MOPAC
Bindungsléangenénderung Bindungslangenanderung Bindungsordnung
100 -
O 270.19
80 -
80 1 133.06 on
40 CgHgo 183.08 N
20 C13r110 YH
25 49 74 98 123 147 172 197 221 246 270

Abbildung 4.1. Vergleich der gréfiten Bindungsldngendnderung bzw. kleinsten Bindungs-
ordnung des neutralen und mit dem am Stickstoff protonierten Molekiil. Die DFT Berech-
nung von [AHP*09] (und anschlieender Messung im Massenspektrometer) sind vergleich-
bar mit denen von MOPAC, da alle drei fiir die Abspaltung von drei Kohlenstoffe sprechen,
das auch das intensivste Fragment (270,19 Da) darstellt.

MetFrag verwendet im Gegensatz zu [AHP09] neben der Bindungsldngeninderung
auch die Bindungsordnungen der stabilsten Protonierung. Diese wird fiir jede Bin-

dung mit Hilfe von MOPAC im Molekiil bestimmt. Je geringer die Bindungsordnung,
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4 Evaluierung und Optimierung von MetFrag und MassStruct

desto wahrscheinlicher bricht diese Bindung. Abbildung 4.1 (rechts) zeigt die klein-
sten Bindungsordnungen des Molekiils. Auch aus diesen Daten kann geschlussfolgert
werden, dass die Kohlenstoffbindung mit der geringsten Bindungsordnung bricht.
MetFrag verwendet kein DFT, da diese (ab initio) Methode fiir tausende Molekiile

mit mehreren Protonierungsstellen zu zeitaufwendig ist.

PubChem ID: 3365 Standardbildungsenthalpie  80.43 kcal/mol
F2
Bindung Bindungslingendnderung Bindungsordnung
c16 03-C10 2,042 0
C20—— N5-C12 0,01 0,865
N4-C11 0,002 0,906
17 c1a—F 1 €10-C12 -0,063 1,012
/ C10-C11 -0,07 1,013
C10-C13 -0,056 1,019
——N 8 ’ ’
C“\\N 515"“3 03 C19— F1-C14 0,01 1,023
/ ‘ \ e / F2-C20 -0,003 1,036
N.9 C10 Cc22
N\ B e
N4 c12 N7
c18
100 238.08
80
60 220.07
0 289.10
20
26 53 79 105 131 158 184 210 237 263 289

Abbildung 4.2. Spektren und Fragmentionen von [AHPT(09] - ID 3365: Geringste Stan-
dardbildungsenthalpie (80,43 kcal/mol) bei der Protonierung am Sauerstoff. Die Fragmen-
te lassen sich durch die Spaltung der Bindung O3-C10 (Peak: 289,1004 m/z), N5-C12 oder
N4-C11 (Peak: 238,0782 m/z) und beide Abspaltungen zusammen (Peak: 220,0677) er-
kléren.

Im folgenden sind die beiden anderen Verbindungen aus [AHP*09] mit PubChem
CID: 3365 und 5231054 unter Benutzung der Bindungsordnung und Bindungsléngen-
anderung untersucht worden. Auch in diesem Fall sind die beiden Molekiile vorver-
arbeitet worden (Abschnitt 3.1.2). Im Gegensatz zu [AHPT09] verwendet MetFrag
nur die stabilste Protonierung, um die Bindungsordnungen zu bestimmen. Abbil-
dung 4.2 zeigt die Struktur, sowie dessen annotierten Bindungen. Die Verbindung
mit PubChem CID: 3365 besitzt die stabilste Protonierung am O3 mit einer Stan-
dardbildungsenthalpie von 80,43 kcal/mol. Die im Massenspektrometer intensivsten
Peaks lassen sich durch die Spaltung der Bindung 03-C10 (289,1004 m/z), N5-C12
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4.1 Methodenauswahl zur Vorverarbeitung

oder N4-C11 (238,0782 m/z) und beiden Bindungsbriichen zusammen (220,0677 m/z)
erklaren. Alle drei Bindungen besitzen die mit Abstand kleinste Bindungsordnung,
wobei auch die Bindungsldnge zwischen neutralem und protonierten Molekiil zuge-
nommen hat. Jedoch verlédngert sich die Bindung von F1-C14 genau wie N5-C12
um 0,01 A. Dadurch ist keine genaue Vorhersage der Bindungsbriiche mit der Bin-

dungsldngendnderung moglich.

PubChem ID: 5231054
F3

Standardbildungsenthalpie -16,94 kcal/mol

Bindung Bindungsldngendnderung Bindungsordnung

c22—C19 N5-C12 0,002 0,92
€10-C12 0,001 0,934
c20 c16—F 1 Cl0-C11 -0,001 0,937
// €10-C13 0,001 0,948
N1 C11-C15 -0,01 0,974
c25 - 04 C11-C14 0,003 0,978
\
/ TSNT \C 10/ 04-C10 0,004 0,091
N8 ‘ = c14 F2-C18 0,002 1,027
\\ ns—C12 \011/ F1-C16 -0,001 1,027
21 / F3-C22 0 1,033
F.2 _c15
7:/18 \N .
c23 X
__—caa
100 \Nzg 281.09
80
60
40 224.06
20 127.07 |
26 51 77 102 128 153 179 204 230 256 281

Abbildung 4.3. Spektren und Fragmentionen von [AHPT09] - ID 5231054: Geringste
Standardbildungsenthalpie bei der Protonierung von N6. Der Peak 281,09 m/z kann erklért
werden durch Auftrennen der Verbindung N5-C12. Die Peaks 224,06 m/z und 127,067 m/z
konnen durch die Spaltung der Bindung C10-C12 erklért werden.

Das gleiche Prinzip ist auch bei der Verbindung mit PubChem CID: 5231054 ange-
wendet worden (Abbildung 4.3). Die stabilste Protonierung, mit einer Standardbil-
dungsenthalpie von -16,94 kcal/mol, ist am Atom N6. Auch in diesem Beispiel wer-
den die intensivsten Peaks durch die Spaltung der Bindungen mit der geringsten Bin-
dungsordnung erkldrt: Durch die Aufspaltung der Bindung N5-C12 kann der Peak
281,09 m/z erklirt werden. Die beiden anderen Peaks (224,0632 m/z und 127,0666
m/z) konnen durch die Aufspaltung der Bindung C10-C12 zugeordnet werden, die
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4 Evaluierung und Optimierung von MetFrag und MassStruct

die Verbindung in zwei Fragmente teilt. Auch in diesem Beispiel gelingt es nicht mit
der MetFrag Vorverarbeitung und unter Benutzung der Bindungsléngendnderung
eindeutig vorherzusagen welche Bindung bricht, da die Anderung mit 0,004 A bei
04-C10 am grofiten ist.

Um herauszufinden, ob die Bindungsordnung oder die Bindungsldngenénderung am
besten fiir die Scoring Funktion geeignet ist, ist folgendes Experiment durchgefiihrt
worden: Fiir alle 102 Verbindungen aus [HKFT08] sind die Strukturen der richti-
gen Kandidaten vorverarbeitet und mit MetFrag (Baumtiefe 1) fragmentiert (Ab-
schnitt 3.1.3) und den Peaks zugeordnet (Abschnitt 3.1.4) worden. Fiir jedes Frag-
ment, das einen Peak erklart, ist die Bindungsldngendnderung bzw. Bindungsord-
nung der gebrochenen Bindung gespeichert worden. Zusétzlich werden alle Fragmen-
te, die kein Peak erkldren, mit den entsprechenden Werten fiir die Bindungsldngen-

anderung bzw. Bindungsordnung gespeichert.

Abbildung 4.4 zeigt das kumulative Histogramm iiber die Bindungsléingenanderung
und die Bindungsordnung. Die rote Kurve zeigt die Werte fiir Fragmente, die keinen
Peak erklért haben. Werte der Bindungsordnung bzw. Bindungslangenédnderung fiir

Fragmentionen, die durch MetFrag erklédrt werden konnten, sind in der griinen Kurve

dargestellt.
Bindungsordnung Bindungslangenanderung
o | I 5
— e — f——'fk
«© © {
o S ] [ S ] 4
=4 =
3 3
3 3
= £ 2
2 2
[ [
2 < 2 <
g 3 g 3
E E
2 2
N N
o 7| o 7|
o | ol . J
o o
T T T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 -2 0 2 4

Bindungsordnung Bindungslangenanderung

Abbildung 4.4. Die Bindungsordnung und Bindungslingenénderung der Bindung(en)
die entfernt worden sind, um ein Fragment zu erklidren (griine Kurve) bzw. kein Fragment
erkliart haben (rote Kurve) sind dargestellt. Die Fragmentierung und Zuordnung der Frag-
mente ist mit MetFrag und den Daten von [HKF*08] durchgefiihrt worden. Dabei ist nur
der richtige Kandidat prozessiert worden.
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4.2 Mafle zur Bestimmung der Rangordnung

Fiir die Bindungsordnung ist ein Unterschied im Anstieg zwischen der griinen und
roten Kurve in einem Bereich von 0 und 0,5 sowie zwischen 0,8 und 1,2 erkenn-
bar. Bindungen, die eine solche Bindungsordnung besitzen erklédren haufiger einen
gemessenen Peak. Die grauen Linien zeigen die Bindungsordnung einer Einfachbin-
dung (= 1,0), einer aromatischen Bindung (= 1,5) bzw. Doppelbindung (=~ 2,0)
an. Ein sprunghafter Anstieg ist bei Bindungsordnung 1,5 zu erkennen, das durch
die Festlegung der aromatischen Bindung auf diesen Wert zustande kommt. Abbil-
dung 4.4 (rechts) zeigt die entsprechenden Werte fiir die Bindungslangenidnderung,.
Hier ist ein Unterschied zwischen 1,5 und 2,5 A zu erkennen. Diese Werte fiir die
Bindungslangenidnderung erscheinen allerdings recht hoch und deuten auf eine nicht
ausreichende Optimierung des Molekiils hin. Auflerdem ist bei diesem Experiment
festgestellt worden, dass die Bindungsordnungen wesentlich weniger schwanken. Da-
her wird in der Scoring Funktion von MetFrag (sieche Abschnitt 3.1.6) die Bindungs-

ordnung verwendet.

4.2 MaBe zur Bestimmung der Rangordnung

Die Ergebnisse von in silico Fragmentierungssoftware konnen nicht alleine durch
den Rang der korrekten Losung in der sortierten Ergebnisliste interpretiert werden,
da dieser stark von der Anzahl der (&hnlichen) Kandidaten abhéngt. Dies kann bei
dem Vergleich der Ergebnisse von MetFrag unter der Verwendung von PubChem
aus dem Jahr 2006 und 2009 beobachtet werden, da sich hier der Rang der rich-
tigen Verbindung verschlechtert, je mehr (dhnliche) Kandidaten verwendet werden
(siche Abschnitt 4.6.1 und 4.6.2). Weiterhin macht es einen Unterschied, ob die
richtige Verbindung auf Platz 50 gefunden wurde und 100 oder 10000 Kandidaten
bearbeitet worden sind. Daher wurde von [KMRO6] die ,relative ranking position®
(RRP) eingefiihrt, die das Verhéltnis zwischen Rang und Anzahl der Kandidaten
beschreibt:

(4.1)

RRP:0,5<1+M>

TC -1
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4 Evaluierung und Optimierung von MetFrag und MassStruct

BC (,,better candidates®) steht fiir die Anzahl an besseren Kandidaten, WC (,,worse
candidates“) - Anzahl von schlechteren Kandidaten und TC (,total candidates®)
fiir die Gesamtzahl der prozessierten Kandidaten. Ein RRP von 0 bedeutet, dass
die richtige Struktur Rang 1 besitzt und RRP 1 ist der schlechteste Fall. In der fol-
genden Auswertung wird der RRP immer {iber den Rang berechnet und nicht iiber
den Tanimoto Cluster Rang, da in die Berechnung die Anzahl der Kandidaten mit
einbezogen wird und durch das Clustern diese verzerrt werden wiirde. Auflerdem
kann MetFrag dadurch mit &hnlicher Software verglichen werden, die kein Zusam-

menfassen der Strukturen erméglicht.

Der RRP sagt trotzdem nicht viel dariiber aus, wie brauchbar das Ergebnis fiir
einen Anwender wirklich ist. Der RRP 0,02 wird fiir eine Verbindung auf Rang 200
zugeordnet, wenn insgesamt 10000 Kandidaten bearbeitet worden sind. Obwohl der
RRP sehr niedrig ist, ist es fraglich, dass wirklich alle Strukturen bis zum Rang 200
angeschaut werden. Daher wird in den folgenden Experimenten neben dem RRP
auch der Median des Ranges der korrekten Losung in der sortierten Ergebnisliste
mit angegeben. Obwohl es sich bei einem Rang um ein ordinalskaliertes Merkmal
handelt, wird das arithmetische Mittel angegeben, damit veranschaulicht werden
kann, auf welchen Platz sich der richtige Kandidat im Durchschnitt befindet.

4.3 Test- und Trainingsdaten

Um verschiedene Tests durchzufithren, Parameter zu schéatzen und Vergleiche mit
dhnlicher Software zu erstellen, sind verschiedene Datensétze verwendet worden: 510
hochauflésende Spektren von [HKF08] sind mit einem MicroMass IT MS/MS (po-
sitiver Modus) mit fiinf unterschiedlichen Kollisionsenergien (10, 20, 30, 40 und 50
eV) gemessen worden. Die gemessenen Verbindungen haben eine durchschnittliche
Masse von 372,48 Da (Abbildung 4.5) und decken einen Bereich zwischen 137 Da und
609 Da ab. Das Massenspektrometer hat eine gute Genauigkeit, weshalb mzppm auf
10 und mzabs auf 0,0 festgelegt worden sind, wie es auch von [HKF*08] vorgenom-
men wurde. Da alle Spektren im positiven Modus von einem [M+H]" Vorlauferion
aufgenommen worden sind, ist auch in MetFrag die entsprechende Option gewéhlt

worden (siehe Tabelle 3.1). In der folgenden Evaluierung werden diese Parameter in
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4.3 Test- und Trainingsdaten

MetFrag verwendet, sofern es nicht explizit anders angegeben wird. Im Gegensatz
zu [HKFT08] sind alle Messungen einer Verbindung mit unterschiedlichen Kollisi-
onsenergien zu einem Spektrum zusammengefasst worden. Dadurch werden alle zur
Verfiigung stehenden Peaks genutzt. Tabelle A.1 zeigt alle 102 Verbindungen mit
den dazugehorigen MassBank IDs.

Anzahl

| ﬁ |

o o

r T T T T T T 1 r T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700

Masse in Da Masse in Da

Abbildung 4.5. Histogramm iiber die Masse der Analyten aus dem MS/MS Datensatz
von [HKF108] (links) und den GC/MS Daten von [SMB09] (rechts).

MetFrag ist auch mit GC/EI-MS Daten von [SMB09] evaluiert worden. Dieser Test-
datensatz enthélt 100 Spektren (Nominalmassen) aus der NIST 05, wobei die Kan-
didaten mit MOLGEN 3,5 generiert worden sind. Die gemessenen Analyten haben
eine durchschnittliche Masse von 123,19 Da (Abbildung 4.5 rechts) und reichen von

56 Da bis 188 Da. Dieser Datensatz enthalt somit wesentlich kleinere und leichtere
Molekiile als die ESI-MS/MS Daten.

Neben den beiden beschriebenen Datensétzen zur Evaluierung von MetFrag, ist ein
dritter Datensatz verwendet worden. Dieser enthélt 240 Spektren vom Riken Plant
Science Center, die mit einem ESI-MS/MS Massenspektrometer gemessen wurden.
Es handelt sich um ,,Ramp* Spektren, d.h. die Kollisionsenergie wurde wiahrend der
Messung erhoht, um moglichst viele Fragmente zu messen. Tabelle A.8 enthélt alle
MassBank IDs der verwendeten Spektren. Die Daten decken einen Bereich zwischen
73,05 Da und 837,16 Da ab und die durchschnittliche Masse betragt 289,22 Da
(Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6. Histogramm iiber die Masse der Analyten der MS/MS Daten vom RI-
KEN Plant Science Center.

4.4 Theoretische und empirische Laufzeitanalyse

Im folgenden Abschnitt wird die theoretische Laufzeit, die von MetFrag zum Frag-
mentieren eines Molekiils gebraucht wird, abgeschétzt. Die Zeit zum Zuordnen der
Peaks hiangt sehr stark von dem untersuchten Spektrum und dessen Peaks (Anzahl
und Masse) ab und wird daher nicht betrachtet. Ebenso ist die Laufzeit fiir die
Vorverarbeitung, die hauptséchlich von MOPAC abhéngt, nicht Bestandteil dieser
Arbeit. Jedoch ist die Gesamtlaufzeit von MetFrag fiir den Datensatz von [HKEFT08]
mit den Kandidaten aus PubChem 2009 in Tabelle A.2 angegeben. Fiir die Evaluie-
rung ist ein virtualisierter Linux Rechner mit 8 Kernen und 16 GB RAM verwendet
worden. Die virtuellen Maschinen laufen auf einen Server mit zwei 12 Kern AMD
Opteron (2300 MHz) und 98GB RAM.

Fiir die Fragmentierung eines einzelnen Kandidaten ist die Anzahl der Ringe ¢, die
Anzahl von Bindungen im groten Ring [, die Anzahl von Bindungen im Ring r
und die Gesamtzahl der Bindungen im Molekiil b von Bedeutung. Insgesamt kénnen
maximal 2° Fragmente aus einem Molekiil generiert werden. AuBerdem wird der
Molekiilgraphen traversiert, was durch |b| beschriankt ist. Die Gesamtlaufzeit, um

alle Fragmente moglichen Fragmente zu generieren, ist in Formel 4.2 dargestellt.

O (b-2") (4.2)
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4.4 Theoretische und empirische Laufzeitanalyse

Da MetFrag iiblicherweise alle Fragmente bis zu einer gewissen Baumtiefe k& be-
rechnet, wird diese im Folgenden betrachtet. Hierbei muss zwischen linearen und
zyklischen Bindungen unterschieden werden. Zwei neue Fragmente entstehen, wenn
eine lineare Bindung gebrochen wird und somit kénnen maximal 2b Fragmente pro
Baumtiefe generiert werden, was insgesamt 2b* Fragmente ergibt. Wenn eine Bin-
dung Teil eines Ringsystems ist, wird jede Kombination der aktuellen Bindung und
einer weiteren entfernt, sodass pro Kombination maximal zwei neue Fragmente ent-
stehen. Somit werden T(rz—*l) Bindungen gebrochen und maximal r-(r — 1) Fragmente
generiert. Die Laufzeit in Abhéngigkeit der Baumtiefe k ist in Formel 4.3 angege-

ben.

@ (b. (1 (1= 1)) 2b)k> (4.3)

Zusétzlich zur theoretischen ist auch die praktische Laufzeit von MetFrag unter-
sucht worden. Die folgenden Experimente sind auf einen PC mit Intel Q9400 CPU
(2,66Ghz) und 8Gb RAM unter Ubuntu 10.04 (x64) durchgefithrt worden. Zur Be-
stimmung der Laufzeit sind zufallig Molekiile gezogen und fragmentiert worden. Die
Masse der Molekiile ist in PubChem nicht gleichverteilt. Daher ist der Bereich zwi-
schen 100 und 1000 Da in 90 gleichgrofle Teile geteilt worden. Zum Beispiel sind
zwischen 100 Da und 200 Da ein Abschnitt pro 10 Da erstellt worden, der jeweils
500 Molekiile enthélt. Dadurch wird gewéhrleistet, das pro Massenbereich gleich vie-
le Verbindungen bearbeitet werden. Insgesamt sind auf diese Weise 45 000 Molekiile
zwischen 100 und 1000 Da mit Baumtiefe 1 und 2 prozessiert worden. Abbildung 4.7
zeigt die Laufzeit von MetFrag, die fiir die Fragmentierung der Molekiile bené6tigt

wurde.

Zur besseren Ubersicht ist die Ordinate logarithmiert, wodurch der exponentielle An-
stieg der Laufzeit nicht direkt sichtbar ist. Rote bzw. schwarze Punkte beschreiben
die Laufzeit der Molekiile, die durch MetFrag benétigt wurde, um alle Fragmente
bis Baumtiefe 1 bzw. 2 zu berechnen. Die dunkelblaue und hellblaue Linie gibt die
nichtlineare Regression der jeweiligen Baumtiefe an. Je schwerer, dadurch in der
Regel auch grofler und verzweigter, das Molekiil ist, desto mehr Zeit wird fiir die
Fragmentierung benotigt. In der theoretischen Betrachtung ist bereits festgestellt

worden, dass Strukturen mit groflen Ringsystemen die Laufzeit verschlechtern. Ab-
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Abbildung 4.7. Laufzeit mit zufallig gezogenen Molekiilen mit einer Masse zwischen
100 Da bis 1000 Da mit einer Baumtiefe (BT) 1 und 2. Pro 100 Da sind 10 Teile mit je
500 Molekiilen erstellt worden, sodass der gesamte Bereich mit gleich vielen Molekiilen
abgedeckt ist. Abbildung 4.7 zeigt die Strukturen der beiden griin markierten Punkte, die
besonders lange fiir die Fragmentierung gebraucht haben.

bildung 4.8 zeigt die Strukturen der griin markierten Ausreifler, die aus vielen Ringen
aufgebaut sind. Es gibt eine ganze Reihe von Molekiilen bzw. Elemente die nur 1 ms
bzw. 2 ms zur Fragmentierung benotigten. Dies sind vor allem einzelne Elemente,
wie zum Beispiel Cd oder Xe, bei denen keine Bindung gebrochen werden muss, aber

alleine schwerer als 100 Da sind.

4.5 Parameteroptimierung der Scoring Funktion

Fiir die Parameter a, b und ¢ der Scoring Funktion (Gleichung 3.1), ist eine Para-
meteroptimierung durchgefiihrt worden. Als Grundlage der Optimierung dient der
510 Spektren umfassende Datensatz von [HKF*08] mit den PubChem Kandida-
ten aus Juni 2009. Fiir diese zeitaufwendige Optimierung wird der Bergsteigeral-
gorithmus [NRO3] verwendet, da dieser schnell das Abbruchkriterium erreicht und

somit ein lokales Optimum gefunden hat. Konkret minimiert der Bergsteigeralgo-
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5062380 11966341

Abbildung 4.8. CID: 5062380 und 11966341 sind Beispiele fiir Molekiile, die mit Baum-
tiefe 2 besonders lang fiir die Berechnung der Fragmente gebraucht haben. CID: 5062380
(Summenformel: C gH,,AICINg) besitzt eine monoisotopische Masse von 774,163 Da und
braucht fiir die Fragmentierung 45 Sekunden. 67s ist fiir CID: 11966341 (Summenformel:
C5yH5,NgOg) mit einer monoisotopischen Masse von 890,400 Da benétigt worden.

rithmus die Zielfunktion f(x), mit x = (a,b,c) und f berechnet pro Iteration den
durchschnittlichen RRP {iiber alle Testspektren entsprechend der Scoring Funktion
in Gleichung 3.1. Das heifit pro Iteration werden 102 zusammengefiigte Spektren mit
durchschnittlich 2544 Kandidaten und den jeweiligen Parametersatz evaluiert. Nach
der Initialisierung werden die Nachbarn berechnet. Diese werden durch Addition und
Subtraktion mit einer randomisierten Zahl zwischen 0 und 1 zu den vorherigen Pa-
rametern berechnet. Danach bildet der beste Nachbar, d.h. der mit dem geringsten
durchschnittlichen RRP {iber alle Testspektren, den Ausgangspunkt fiir eine erneu-
te Berechnung aller Nachbarn. Das Abbruchkriterium ist dann erreicht, wenn keine
Verbesserung mehr gefunden werden kann und somit ein lokales Optimum erreicht
wurde. Damit bessere Losungen gefunden werden, wird der Bergsteigeralgorithmus
mehrfach mit zufélligen Initialisierungen gestartet und auch die Schrittweite, mit

der die Parameter variiert werden, ist randomisiert zwischen 0 und 1 gewahlt.

Es besteht die Gefahr die Trainingsdaten auswendig gelernt zu haben (,,Overfit-
ting*). Dies soll vermieden werden, da sonst auf anderen Datensétzen kein gutes
Ergebnis erreicht werden kann. Zur Uberpriifung ist eine zehnfache Kreuzvalidie-
rung durchgefithrt worden. Dabei wird der Datensatz zuféllig in Trainings- (90%)
und Testdaten (10%) aufgeteilt. Auf diese Weise werden 10 verschiedene (rando-
misierte) Partitionen, die jeweils aus einem Trainings- und Testdatensatz bestehen,
erstellt. Auf jeder dieser Partitionen wird ein (lokaler) optimaler Parametersatz auf

den Trainingsdaten mit Hilfe des Bergsteigeralgorithmus bestimmt. Mit den opti-
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Tabelle 4.2. Testfehler der zehnfachen Kreuzvalidierung auf dem Datensatz von
[HKF108]. Es sind 90% zum Training und 10% zum Testen verwendet worden.

Partition RRP Testdaten Testfehler
1 0,0956 0,0002
2 0,1200 0,0016
3 0,0995 0,0003
4 0,0191 0,0052
5 0,0634 0,0005
6 0,0992 0,0003
7 0,0788 0,0000
8 0,0539 0,0011
9 0,0964 0,0002
10 0,1140 0,0011
Durchschnitt: 0,0840 0,0011

mierten Werten fiir a,b und ¢ wird auf dem Testdatensatz der durchschnittliche RRP
bestimmt. Tabelle 4.2 zeigt die zehn Partitionen und den durchschnittlichen RRP
auf den Testdaten. Der Testfehler Err (Gleichung 4.4) wird wie folgt berechnet:

X durchschnittlicher RRP der Testpartitionen i
N = 10 (zehnfache Kreuzvalidierung)
r = (.CCl, ey iL'N)

Err(z;) = (xi—x;-)2

iy
I
=z
I —_
—_
S
S

Err(z) = %ZETT’ (x;) . (4.4)

Der durchschnittliche Testfehler (Gleichung 4.4) ist mit 0, 0011 sehr gering und daher
kann davon ausgegangen werden, dass keine Uberanpassung stattgefunden hat. Die

endgiiltigen Parameter fiir a,b und ¢ sind anschliefend auf allen Daten trainiert
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worden [HTF08]: a = 0,99, b = 0,87 und ¢ = 0,17 und fiir die Evaluierung mit den
GC/EI-MS (Abschnitt 4.7) verwendet worden. Zur Auswertung der MS/MS Daten
werden die entsprechend trainierten Parameter der einzelnen Partitionen fiir die
Scoring Funktion verwendet, sodass die Testdaten nicht zum Trainieren verwendet

wurden.

4.6 Evaluierung von MS/MS Daten

Die Evaluierung von MetFrag mit hochauflssenden MS/MS Spektren wird im Fol-
genden beschrieben. Auflerdem wird ein Vergleich mit MassFrontier angestellt. Diese
Tests verwenden die Spektren von [HKF108] mit unterschiedlichen PubChem Ver-
sionen aus den Jahren 2006 und 2009. Fiir die Evaluierung wird im Folgenden neben
dem Rang der korrekten Verbindung in der sortierten Ergebnisliste auch der Tani-
moto Cluster Rang mit angegeben. Dieser fasst strukturell sehr dhnliche Kandidaten

mit gleichem Score zusammen.

4.6.1 MetFrag - Hill Daten mit PubChem 2009

Das erste Experiment umfasst die Evaluierung von MetFrag auf den Daten von
[HKF*08] unter der Verwendung von PubChem 06/2009. Die Parameter der Sco-
ring Funktion sind entsprechend der durchgefiihrten zehnfachen Kreuzvalidierung
(Abschnitt 4.5) gewihlt worden, sodass kein auswendig lernen stattgefunden hat.
Es sind nur Kandidaten, die aus den Elementen CHONPS aufgebaut sind und min-
destens ein Heteroatom enthalten, verwendet worden. Abbildung 4.9 veranschau-
licht im linken Diagramm die Anzahl an Kandidaten, die pro Spektrum bearbeitet
worden sind. Durchschnittlich sind, mit einer erlaubten Abweichung von 10ppm
von der berechneten Masse, 2 544 Strukturen als Treffer in der Datenbank gefunden
worden. Wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben, sind alle Kandidaten vorverabeitet wor-
den, sodass jede Bindung mit der Bindungsordnung annotiert ist. In der Mitte von
Abbildung 4.9 (rechts logarithmiert) ist der Tanimoto Cluster Rang der richtigen

Verbindung dargestellt. Im rechten Diagramm kann abgelesen werden (gestrichelte
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4 Evaluierung und Optimierung von MetFrag und MassStruct

Linien), dass der Rang des richtigen Kandidaten in der Hélfte der Félle besser als
9,5 ist. Der durchschnittliche RRP betrégt 0, 084.

MetFrag Kandidatensuche in PubChem MetFrag Rang MetFrag log Rang

5000
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Abbildung 4.9. Kandidatensuche (10 ppm erlaubte Abweichung) in PubChem mit ex-
akter Masse des Analyten (links). MetFrag (Baumtiefe 1) Tanimoto Cluster Rang des
richtigen Molekiils (mitte) und mit logarithmierter Ordinate (rechts).

Im folgenden Abschnitt wird ein Vergleich zwischen der aktuellen und der Met-
Frag Version von [WSMHN10] durchgefiihrt. Diese &ltere Version ist im Mérz 2010
publiziert worden und verwendet als Bindungsgewichte statische Bindungsdissozia-
tionsenergien (BDE) aus [Luo03]. Dieser Wert beschreibt, wieviel Energie benétigt
wird, um die Bindung zwischen zwei Atomen zu brechen. Beispiele sind die Einfach-
bindung zwischen zwei Kohlenstoffatomen C-C mit 348 % oder eine Kohlenstoffdop-
pelbindung C=C: 612 =~ [Luo03]. Die BDE beriicksichtigt somit weder, ob sich die
Bindung in einem Ring befindet, noch die ndhere Umgebung der verbundenen Ato-
me. Weiterhin ist in [WSMHN10] eine andere Scoring Funktion verwendet worden,
die statt der Bindungsordnung, die BDE beriicksichtigt. Neutralverluste werden, im
Gegensatz zu Kapitel 3.1.4, am Anfang direkt im Molekiilgraph abgespalten und
bilden somit die erste Ebene (Baumtiefe 1) im Fragmentierungsbaum. Baumtiefe 2
(BT2) aus [WSMHN10] entspricht somit BT1 der aktuellen Version.

Abbildung 4.10 zeigt die Verteilung der Rénge, die jeweils individuell nach Rang des
Korrekten in der Ergebnisliste sortiert sind. Die griine Linie beschreibt die Tanimoto
Cluster Range von MetFrag (BT 1) mit Bindungsordnung, das in 50% der Félle den
Richtigen auf Rang 9,5 (gestrichelte Linie) oder besser eingeordnet hat. Erhoht man
die Baumtiefe auf 2, dann verschlechtert sich der Median auf 14,5. Die Massensuche
in PubChem mit einer erlaubten Abweichung von 10ppm hat durchschnittlich 2544
Kandidaten zuriickgeliefert. Der durchschnittliche RRP betragt 0,084 bzw. 0,104
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Abbildung 4.10. Vergleich der Tanimoto Cluster Rénge zwischen MetFrag aus
[WSMHN10] und der aktuellen Version (Baumtiefe 1 und 2) mit der Bindungsordnung
als Maf fiir die Stérke einer Bindung. Die Rénge sind jeweils individuell aufsteigend sor-
tiert worden.

unter Verwendung von Baumtiefe 2. Die blaue Linie in Abbildung 4.10 zeigt die Er-
gebnisse aus [WSMHN10] mit einem Median von 14,5 und einem durchschnittlichen
RRP von 0,089. Im Mittel sind 2509 Kandidaten bearbeitet worden.

Vergleicht man den RRP zwischen der aktuellen (BT 1) und der MetFrag Version aus
[WSMHN10] zeigt sich, dass durch die Verwendung der Bindungsordnung ein besse-
res Ergebnis erzielt wird. Der Median ist von 14,5 auf 9,5 reduziert worden. Abbil-
dung 4.10 unterstreicht diesen Eindruck, da vor allem die Anzahl der Top 10 Rénge
von 46 auf 54 zugenommen hat. Es sind wenigen Verbindungen schlechtere Rénge
zugewiesen worden. Vor allem Strychnin und Strychnin N-oxid (Abbildung 4.11) mit
einem Tanimoto Cluster Rang von 3261 bzw. 5386 haben einen schlechteren Rang
als in [WSMHN10], denen Rang 997 und 3632 zugeordnet worden ist. Beide Ergeb-
nisse sind trotz allem keine Hilfe bei der Identifizierung der unbekannten gemessenen
Verbindung. Durch Verwendung einer grofleren Baumtiefe erhélt man im Mittel ein
schlechteres Ergebnis. Zum Beispiel ist Terbutaline (CID: 5403) durch Erhohung der
Baumtiefe auf Cluster Rang 8, statt 102 (BT 1), eingeordnet worden. Auf der an-
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Abbildung 4.11. Strychnine (CID: 5304) und Strychnine N-oxide (CID: 73393) werden
von MetFrag auf einen schlechten Rang eingeordnet.

deren Seite verschlechtert sich zum Beispiel der Rang von Anileridine (CID: 8944)
von Rang 3 auf 917. Die leicht unterschiedliche Anzahl der Kandidaten zwischen
der aktuellen und der MetFrag Version aus [WSMHN10] ist durch die verschiedenen
CDK Versionen zu erklédren, das im Bereich der Typisierung von Atomen deutlich

verbessert wurde.

Letztendlich erzielt MetFrag mit den aus der Bindungsordnung abgeleiteten Bin-
dungsgewichten ein besseres Ergebnis, als das mit den Bindungsdissoziationsenergi-
en aus [WSMHN10] moglich gewesen ist. Jedoch ist die in Kapitel 3.1.2 vorgestellte
Vorgehensweise zeitaufwendig, da die Struktur der Kandidaten mindestens einmal
protoniert und optimiert werden muss. Insgesamt sind 259 507 Kandidaten vorverar-
beitet worden, wobei manche Kandidaten, zum Beispiel Dobutamine (CID: 36811)
und Isoxsuprine (CID: 3783) identische Summenformeln und dadurch die selben
Kandidaten haben. Die detaillierten Ergebnisse der MetFrag Versionen sind in Ta-
belle A.3 (Bindungsordnung) bzw. Tabelle A.4 (BDE) zu finden.

4.6.2 Vergleich mit MassFrontier - PubChem 2006

Um einen Vergleich zwischen MassFrontier, MetFrag (BDE) [WSMHN10] und Met-
Frag mit Bindungsordnungen durchzufiihren, ist im Folgenden auf die Spektren und
Kandidaten von [HKF*08] zuriickgegriffen worden. In dieser Veréffentlichung ist ein
Verfahren vorgestellt worden, dass es ermoglichen soll Kandidatenmolekiile entspre-

chend einer Rangfolge zu ordnen. Dafiir ist von den Kandidaten (10 ppm erlaubte
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Abweichung) aus PubChem (Februar 2006) mit Hilfe von MassFrontier 4 ein in
silico Spektrum generiert worden. Dieses wurde mit dem experimentell aufgenom-
menen Spektrum verglichen und die Anzahl der {ibereinstimmenden Peaks bilden
die Grundlage der resultierenden Rangfolge. Fiir die im Hauptteil von [HKFT0§]
vorgestellten Ergebnisse, ist nachtréglich das Spektrum einer bestimmten Kollisions-
energie ausgewahlt worden, dass das beste Ergebnis liefert. Dieser Schritt benotigt
jedoch Vorwissen, sodass ein unverfélschter Vergleich nicht moglich ist. Deshalb ist
MetFrag mit den Ergebnisse aus dem Anhang von [HKF*08] verglichen worden. Die
Autoren haben hierfiir das Spektrum mit der kleinsten Kollisionsenergie ausgewéhlt,
dessen Intensitdt des Molekiilions kleiner als 22% ist. MetFrag benutzt wieder iiber

alle Kollisionsenergien zusammengefasste Spektren.

Als Grundlage fiir die Kandidatensuche dient PubChem vom Februar 2006 mit 6-10°
Eintragen. Diese Abfrage liefert im Durchschnitt 341 Kandidaten zuriick, wobei
[HKEF08] im Mittel 272 Strukturen pro Spektrum verarbeitet hat. Es sind nur Ver-
bindungen verwendet worden, die aus den Elementen CHONPS aufgebaut sind und
die nicht nur aus Kohlenstoff und Wasserstoff bestehen. Eine mogliche Ursache fiir
die Diskrepanz zwischen der Anzahl an Kandidaten sind unterschiedliche PubChem
Daten oder moglicherweise nachtréglich gedinderten Eintrédge. Obwohl MetFrag den
Nachteil hat, mehr Kandidaten pro Spektrum zu prozessieren, wird es im Folgenden

mit den Ergebnissen aus [HKF108] verglichen.

Abbildung 4.12 zeigt die Verteilung (logarithmierter Ordinate) der Range von Mass-
Frontier (rot) [HKF*08], MetFrag mit BDE [WSMHN10] (blau - Tanimoto Cluster
Rang) und der aktuellen MetFrag Version (griin - Tanimoto Cluster Rang). Der
Median betriagt 4 fir MassFrontier und MetFrag (BDE) bzw. 2 mit der aktuellen
MetFrag Version. Tabelle 4.3 zeigt die Ergebnisse fiir eine Auswahl der 102 Spektren
(alle Ergebnisse in Tabelle A.5).

Der durchschnittliche RRP von MassFrontier ist 0,1180. MetFrag (BDE) erreicht
im Mittel einen RRP von 0,1102. Das arithmetische Mittel des RRP der aktuellen
MetFrag Version betrigt 0,0952.

Da unterschiedlich viele Kandidaten verwendet worden sind, kann man objektiv
nur den RRP vergleichen, der auch die Cluster Rénge nicht mit in die Berech-

nung einbezieht. MassFrontier und MetFrag (BDE) liegen sehr dicht beieinander
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Abbildung 4.12. Vergleich der Réinge zwischen MetFrag (Tanimoto Cluster Rang) aus
[WSMHN10], der aktuellen Version mit Bindungsordnung (Tanimoto Cluster Rang) und
MassFrontier. Es wurden nur Kandidaten verwendet, die im oder vor Februar 2006 zu
PubChem hinzugefiigt worden sind.

wobei letzteres besser abschneidet, wie dies auch in [WSMHN10] gezeigt wurde. Ei-
ne bessere Rangordnung ermoglicht die aktuelle MetFrag Version, die den geringsten
RRP aufweisen kann. Ausreifler sind wiederum Strychnin und Strychnin N-oxide,
die auch MassFrontier Probleme bereiten. Zusammenfassend erreicht die aktuelle
MetFrag Version die beste Leistung, wobei auch mit der BDE als Bindungsgewicht
[WSMHN10] bessere Ergebnisse erzielt werden als mit MassFrontier 4.0.
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Tabelle 4.3. Ausschnitt aus dem Vergleich zwischen den Ergebnissen von MassFrontier 4
[HKF*08] und MetFrag. Die MS/MS Spektren stammen aus [HKF*08] und die Kandida-
ten sind mit exakter Masse (10 ppm erlaubte Abweichung) in PubChem (Februar 2006)
gesucht worden. Der durchschnittliche RRP von MetFrag ist mit 0,0952 besser als der von
MassFrontier mit 0, 1180. Die kompletten Ergebnisse sind in Tabelle A.5 zu finden.

MassFrontier MetFrag Bindungsordnung
Verbindung Kand. Rang Kand. Rang Tan. Rang
Adenosine Diphosphate 32 3 46 6 1
Alfentanil 134 1 162 1 1
Ampicillin 615 1 780 5 1
Apramycin 54 1 58 3 1
Dihydroergotamine 35 1 38 2 1
Diphenoxylate 333 4 369 1 1
Ergocristine 16 1 27 6 1
Ergoloid Mesylate 7 1 10 1 1
Etodolac 420 1 579 1 1
Fenoterol 370 5 519 5 1
Gallamine 10 1 8 1 1
Leucine Enkephalin 53 2 60 3 1
Methionine Enkephalin 66 1 68 2 1
Methylergonovine 515 1 629 6 1
Morphine-3-Glucuronide 179 2 170 2 1
Oxybutynin 114 6 155 3 1
Oxytetracycline 483 4 617 11 1
Piperacetazine 494 1 625 1 1
Naltrexone 1035 34 1421 359 196
Strychnine 664 575 882 824 540
Strychnine N-oxide 1185 1098 1667 1338 830
Durchschnitt: 272,24+24,2 44,2+14,1 | 340,6+31,8 39,84+15,6  25,1+9,8
Standardabweichung: 244,17 142,47 320,67 157,95 99,25
Median: 183,5 4 248 5 2
75% Quantil: 431,25 17,5 513,25 21 13

4.6.3 Einfluss der Massengenauigkeit auf die Leistung von
MetFrag

Nominalmassen allein machen es viel schwieriger, das richtige Fragment einem Peak
zuzuordnen. Um dies zu verdeutlichen, ist die aktuelle MetFrag Version zum einen

mit einer relativen Abweichung von 10 ppm auf den Daten von [HKFT08] evaluiert
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worden und zum anderen mit einer erlaubten absoluten Abweichung von 0,5 Da, um

Nominalmassen simulieren zu konnen.
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Abbildung 4.13. Vergleich der von MetFrag zuriickgelieferten Rénge der korrekten Ver-
bindung mit einer erlaubten Abweichung von 10 ppm (blau) und mit einer absoluten
Abweichung von 0,5 Da (griin).

Abbildung 4.13 zeigt die Verteilung der Rénge mit logarithmierter Ordinate und
Tabelle A.6 die detaillierten Ergebnisse. Der Median erhoht sich von 9,5 auf 74,5
und der RRP von 0,084 auf 0,238. Trotzdem ist im folgenden Abschnitt versucht
worden, MetFrag mit GC/MS Daten gegen die kommerzielle Software MassFrontier
5, ACD/MS Fragmenter und MOLGEN-MS zu vergleichen.

4.7 Grenzen von MetFrag mit GC/EI-MS Daten

Neben hochauflésenden ESI-MS Geriten, werden haufig GC/MS Gerite eingesetzt,
die meist tiber kein Flugzeitanalysator (TOF) verfiigen und somit nur Nominal-
massengenauigkeit erreichen. MetFrag wird im folgenden Kapitel auf GC/EI-MS
Daten (ElektronenstoBionisation) evaluiert und mit kommerzieller Software vergli-
chen. EI-MS ist besser untersucht und verstanden als ESI-MS, weshalb viele Regeln
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zur Fragmentierung bekannt und alleine in NIST ’11 243 893 Spektren von 212961
verschiedenen Verbindungen verfiigbar sind. Diese GC/MS (Nominalmassen) Spek-
tren (sieche Kapitel 4.3) aus der dlteren NIST 05 wurden von [SMB09] verwendet,
um einen Vergleich zwischen bestehender Software zur Fragmentvorhersage durch-

zufiithren.

4.7.1 Vergleich mit dhnlicher Software

MetFrag ist das einzige Programm in diesem Vergleich, dass keine regelbasierten
Algorithmen einsetzt, sondern nur kombinatorisch alle moglichen Fragmente erzeugt
und mit der Scoring Funktion eine Reihenfolge der Kandidaten erstellt. Insgesamt
sind 183 872 Kandidaten, wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben, vorverarbeitet worden.
Da nicht jeder Kandidat ein Heteroatom enthélt, sind auch Kohlenstoffe protoniert

worden. Die verwendeten MetFrag Einstellungen sind im Kapitel 4.3 beschrieben.

Tabelle 4.4. GC/MS Resultate von [SGK™] mit 100 bzw. 27 GC/EI-MS Spektren aus
NIST ’05. MetFrag (BDE) [WSMHN10] ist mit Baumtiefe (BT) 2 und 3 verwendet wor-
den. AuBerdem ist die aktuelle MetFrag Version mit Bindungsordnungen (BT 1 und 2)
mit MassFrontier (3 bzw. 5 Schritt Fragmentierung und mit/ohne Bibliothek), ACD Frag-
menter (3 bzw. 5 Schritt Fragmentierung) und MOLGEN-MS verglichen worden. Die Er-
gebnisse von MassFrontier, ACD Fragmenter und MOLGEN-MS stammen aus [SMBO09].

RRP 100 Spektren ‘ RRP 27 Spektren

MetFrag BT 1 0,3430 0,4850
MetFrag BT 2 0,3803 0,4146
MetFrag (BDE) BT 2 0,3587 0,4302
MetFrag (BDE) BT 3 0,4806 0,4510
MassFrontier 3 Schritt 0,2685 0,3754
MassFrontier 5 Schritt 0,3527 0,3926
MOLGEN-MS 0,2734 0,3519
ACD Fragmenter 3 Schritt 0,5197
ACD Fragmenter 5 Schritt 0,5349
MassFrontier 3 Schritt mit Bibliothek 0,3887
MassFrontier 5 Schritt mit Bibliothek 0,3815
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Es wird zwischen 100, der komplette Datensatz, und 27, eine Auswahl mit nur
wenigen Kandidatenstrukturen, Spektren unterschieden. Diese Einteilung ist von
[SMBO09] vorgenommen worden, da die Laufzeit von ACD Fragmenter und MassFron-
tier mit Benutzerbibliothek zu lang gewesen ist. Tabelle 4.4 zeigt das arithmetische

Mittel der RRPs der einzelnen Programme.

Die 27 Spektren haben durchschnittlich 55 Kandidaten (maximal 200). MOLGEN-
MS erreicht mit einem durchschnittlichen RRP von 0,3519 das beste Ergebnis vor
MassFrontier (3 Schritt) 0,3754 und 0,3815 (3 Schritt mit Bibliothek) und MetFrag
(BT 2) mit 0,4146 bzw. 0,4850 (BT 1). Die MetFrag Version aus [WSMHN10] hat im
Mittel einen RRP von 0,4302 mit Baumtiefe 2. Bei Verwendung von Baumtiefe 3 ver-
schlechtert sich das Ergebnis auf 0,4510. Die Ergebnisse von ACD Fragmenter sind
mit einem durchschnittlichen RRP von 0,5197 (3 Schritt) bzw. 0,5349 (5 Schritt)
wesentlich schlechter. Insgesamt hat dieser Test mit nur 27 Spektren wenig Aussa-
gekraft, da die Datenbasis zu klein gewihlt ist. Zudem besitzen 10 Spektren weniger
als 20 Kandidaten und 6 davon 8 oder weniger, sodass dadurch jede Verschlech-
terung des Ranges einen grofien Einfluss auf den mittleren RRP hat. Insgesamt
erreicht die regelbasierte Software (ohne ACD Fragmenter) bessere Ergebnisse als
MetFrag. Interessanterweise hat MetFrag mit BT 2 den besten RRP unter den Met-
Frag Versionen, das durch die kleine Datenbasis mit sehr wenigen Kandidaten erklért
werden kann: Schwankungen vom Rang der richtigen Verbindung haben einen sehr
groflen Einfluss auf den durchschnittlichen RRP. Normalerweise werden mit stei-
gender Baumtiefe mehr Peaks erklirt, welches aber nicht unbedingt den Rang des
Richtigen in der Ergebnisliste verbessert (siche Abschnitt 4.6.1).

Um ein reprisentativeres Ergebnis zu erhalten, ist aulerdem der gesamte Datensatz
mit 100 Spektren evaluiert worden. Den besten durchschnittlichen RRP erreicht
MassFrontier (3 Schritt) mit 0,2685 vor MOLGEN-MS (0,2734) und MetFrag (BT 1)
mit einem mittleren RRP von 0,3430. MassFrontier mit 5 Schritt Fragmentierung
hat einen durchschnittlichen RRP von 0,3527, MetFrag (BT 2, BDE) 0,3587. Die
groBeren Baumtiefen fithren zu einem grofieren RRP mit 0,3803 (MetFrag BT 2)
und 0,4806 (MetFrag BDE BT 3). Im Gegensatz zu dem kleinen Datensatz mit
27 Spektren wird hier bestétigt, dass geringere Baumtiefen besser fiir das Scoring

sind.
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Insgesamt ist MOLGEN-MS und MassFrontier (3 Schritt Fragmentierung) das beste
Programm fiir (diese) GC/MS Spektren. Da Umlagerungen in EI-MS Spektren we-
sentlich hdufiger auftreten als in ESI-MS, haben die regelbasierten Programme (mit
Ausnahme von ACD Fragmenter) bessere Ergebnisse. Trotz eines anderen Ionisie-
rungsverfahrens, dass mit keiner Protonierung des Analyten einhergeht, erreicht das
aktuelle MetFrag mit Bindungsordnungen bessere Ergebnisse als die dltere Version
aus [WSMHN10].

Tabelle A.7 zeigt die kompletten Ergebnisse, wobei fett gedruckte NIST IDs Teil des

kleineren Datensatzes sind.

4.8 MassStruct Evaluation

Im folgenden Abschnitt werden die Resultate von MassStruct [HWN11] genauer
betrachtet. Zum einen wird der Rang der korrekten Verbindung mit unterschied-

lich groflen Trainingdatensétzen ausgewertet, zum anderen wird die Laufzeit mit
PubChem (Q4 2010) evaluiert.

Ergebnisse zur Vorsortierung der Kandidaten

Es sind 240 MS/MS Spektren mit unterschiedlichen Kollisionsenergien von 218 Ver-
bindungen (siehe komplette Ergebnistabelle A.8 und Abschnitt 4.3) verwendet wor-
den. Insgesamt enthalten die Spektren 2 083 Peaks, von denen MetFrag 1280 Peaks
annotieren konnte. Der PubChem Snapshot (Q4 2010) enthélt 28 838421 Verbin-
dungen und belegt in der PostgreSQL Datenbank mit pgchem Erweiterung inklusive
aller Indizes 150 GB an Speicherplatz.

Es ist eine zehnfache Kreuzvalidierung durchgefithrt worden, um zu untersuchen
ob iibertrainiert wurde. Hierfiir ist auf 216 (90%) zufillig gezogenen Spektren trai-
niert und auf 24 (10%) getestet worden. Das Training umfasst die Speicherung der
mit MetFrag annotierten m/z—Struktur Paare in der Datenbank. Dieser Vorgang ist
zehnmal wiederholt worden, sodass insgesamt 10 Partitionen vorhanden sind. Tabel-

le 4.5 zeigt die durchschnittlichen RRPs auf den jeweiligen Testdaten. Durch einen
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4 Evaluierung und Optimierung von MetFrag und MassStruct

geringen Testfehler (Gleichung 4.4) von 0,00260 kann davon ausgegangen werden,
dass kein Overfitting stattgefunden hat.

Tabelle 4.5. MassStruct Testfehler der zehnfachen Kreuzvalidierung mit den 240 MS/MS
Spektren. Es sind 90% zum Training und 10% zum Testen verwendet worden.

Partition RRP Testdaten Testfehler
1 0,24116 0,00025
2 0,29130 0,00159
3 0,22100 0,00146
4 0,29397 0,00183
5 0,25591 0,00000
6 0,27391 0,00042
7 0,26313 0,00007
8 0,30908 0,00355
9 0,26566 0,00013
10 0,13915 0,01669
Durchschnitt: 0,00260

Tabelle 4.6. MassStruct RRPs mit unterschiedlichen Partitionierungsgréfien, um eine
groflere Abdeckung zu simulieren.

RRP
Partitionierung Median ¢
1:1 0,50 0,35
2:1 0,30 0,29
3:1 0,31 0,30
4:1 0,25 0,29
9:1 0,16 0,28

Zur Auswertung sind zuféllig Spektren gezogen und die mit MetFrag annotierten
m/z—Struktur Paare in der Trainingsdatenbank gespeichert worden. Die Aufteilung
von Trainings- und Testspektren ist in verschiedenen Verhéltnissen (1:1, 2:1, 3:1, 4:1
und 9:1) vorgenommen worden, um den Einfluss der Anzahl von Trainingsspektren

zu iiberpriifen. Tabelle 4.6 zeigt die Ergebnisse dieses Experimentes.
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4.8 MassStruct Evaluation

Tabelle 4.7. Auszug aus dem Ergebnis der 1:1 Partitionierung. Alle Ergebnisse sind
in Tabelle A.8 zu finden. Die Trainingsdaten sind zufillig in zwei gleichgrofle Partitionen
aufgeteilt und jeweils auf dem einen trainiert und dem anderen getestet worden. Im zweiten
Schritt sind die Datensétze zum Trainieren und Testen getauscht worden. Die angegebene
Laufzeit beinhaltet nur die Zeit der SQL-Anfrage. (nach [HWN11])

MassBank ID CID RRP Kand. Laufzeit in s
PR100121 PR100122 13804 0,000 50910 477
PR100113 PR100114 834 0,000 34491 283
PR100317 13804 0,001 50910 448
PR100239 5319853 0,001 72127 867
PR100390 165627 0,001 8743 100
PR100329 717531 0,001 29828 252
PR100198 439155 0,001 105691 950
PR101031 5274585 0,001 46649 526
PR100359 6441269 0,001 72127 793
PR100296 92136 0,002 8743 84
PR100076 34755 0,002 108138 932
PR100363 442456 0,002 9745 200
PR100119 PR100120 6132 0,698 48529 561
PR100414 4687 0,699 18873 186
PR100185 637540 0,703 13098 191
PR101040 6433206 0,714 9765 57
PR100394 649 0,739 4175 42
PR100413 70346 0,750 22378 209

Durch eine bessere Abdeckung der Trainingsspektren verbessert sich der durch-
schnittliche RRP von 0,35 auf 0,28 und der Median verbessert sich von 0,50 auf
0,16. Ein Teil der Ergebnisse der 1:1 Partitionierung ist in Tabelle 4.7 dargestellt.
Insgesamt liefert MassStruct, verglichen mit einer randomisierten Reihenfolge, den
korrekten Kandidaten im Durchschnitt eher zuriick. MassStruct &dndert nichts an
der Kandidatenauswahl, da lediglich die Reihenfolge beeinflusst wird. Somit sollte
MassStruct verwendet werden, auch wenn keine grofie Trainingsmenge vorhanden

ist, da der richtige Kandidat im Durchschnitt deutlich friither prozessiert wird.
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4 Evaluierung und Optimierung von MetFrag und MassStruct

Laufzeit

Im folgenden Abschnitt wird die Zeit, die MassStruct fiir eine Datenbankanfrage auf
dem kompletten Datensatz benotigt, genauer betrachtet. Im Durchschnitt werden
31700 Kandidaten (griiner Kreis in Abbildung 4.14), 16360 im Median, und bis
zu 100000 bearbeitet. Eine Anfrage dauert durchschnittlich 330s, oder 10ms pro
Kandidat.

Der (virtualisierte) Datenbankserver verfiigte tiber 2 CPUs, 2 GB RAM und lief auf
einem VMWare ESX Cluster mit 2,6 GHz Intel Xeon CPUs. Die Datenpartition
befand sich auf einen FC-SAN Speichersystem.

Laufzeitin s
1000 1500 2000
|

500

0 20000 40000 60000 80000

Kandidaten

Abbildung 4.14. Laufzeiten der SQL Abfragen fiir den kompletten Datensatz. Der An-
stieg der Regressionsgerade betrigt 10ms/Kandidat, wobei der Durchschnitt (32000 Kan-
didaten in ~5 min) markiert ist. (nach [HWN11])

Die Laufzeit ist abhéngig von der Anzahl der Kandidaten, was bedeutet je genau-
er das Massenspektrometer ist, desto weniger Kandidaten und desto schneller ist
die Abfrage. Normalerweise sind bei groflen Datenbanken die Ausfithrungszeiten
abhéngig von der Festplattenleistung, in diesem Fall wird die meiste Zeit fiir die

Substruktursuche benotigt.
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4.9 Anwendungen von MetFrag in der Massenspektrometrie Community

4.9 Anwendungen von MetFrag in der

Massenspektrometrie Community

Im folgenden Abschnitt wird die Nutzung von MetFrag?”, weitere Anwendungen und

Feedback von Benutzern vorgestellt.

Die Webseite ermoglicht es, direkt Feedback abzusenden, was im Laufe der Zeit zu
einer stetigen Verbesserung von MetFrag und der Weboberfliche gefiihrt hat. Ab-
bildung 4.15 zeigt die Besucherzahlen von Mérz 2010, dem Verdffentlichungsdatum
von MetFrag [WSMHN10], bis zum Dezember 2011. Von anfinglich ca. 400-800 Be-
suchern pro Monat im Jahr 2010 ist die Anzahl der Besucher im Dezember 2011
auf 1295 angestiegen. In dem beobachteten Zeitraum sind insgesamt 180 Feedback

Anfragen beantwortet worden.
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Abbildung 4.15. Benutzerzahlen der MetFrag Weboberfliche von Mérz 2010 bis Dezem-
ber 2011.

Weiterhin wird der Fragmentierungsalgorithmus von MetFrag fiir die Vorhersage von
Fragmentstrukturen in METLIN (siehe Abschnitt 2.2.2) verwendet. Das , National

2"http://msbi.ipb-halle.de/MetFrag/ - Abgerufen im Dezember 2011

83


http://msbi.ipb-halle.de/MetFrag/

4 Evaluierung und Optimierung von MetFrag und MassStruct

Physical Laboratory* fiir ,,Surface and NanoAnalysis“ (Middlesex, Grofibritanni-
en) hat MetFrag erfolgreich mit G-SIMS (,,Gentle Secondary Ion Mass Spectrome-
try“) [GS00] Spektren getestet. Tabelle 4.8 zeigt die Ergebnisse mit vier Beispiel-

molekiilen.

Tabelle 4.8. MetFrag Ergebnisse fiir 4 mit G-SIMS gemessenen Verbindungen und pas-
senden Kandidaten aus PubChem.

Molekiil Kand. Peaks erklirte Peaks Rang

Irganox 1010 30 8 6 1
Folsdure 414 4 3 2
Koffein 1705 7 2 5
Cholesterol 499 14 3 19

Des Weiteren wurde der MetFrag Score, neben weiteren (experimentellen) Daten,
verwendet um zwei unbekannte Verbindungen (GC/EI-MS Spektren) zu identifizie-
ren [SGKT].

MetFrag ist an die Herstellersoftware Smart Formula 3D (Bruker) angebunden.
Durch Ubergabe von Peakliste, Masse, Summenformel und Molekiildatenbank (mit-
tels GET Parameter, Abschnitt 3.2) kann die Weboberflache direkt aufgerufen wer-
den. Abbildung 4.16 zeigt die Ubermittlung der Messdaten in die entsprechenden
Eingabefelder.

Neben Smart Formula 3D kann auch SIRIUS [BLLP09] die Daten direkt an die
Webseite iibergeben.

4.10 Zusammenfassung

In diesem Kapitel ist die Wahl der Vorverarbeitung mit verschiedenen Experimen-
ten erldutert worden und wieso letztendlich die Bindungsordnung statt der Bin-
dungslangendnderung verwendet wird. Die exponentielle theoretische Laufzeit ist
analysiert und praktisch untersucht worden. Die durchgefiihrte Parameteroptimie-
rung resultiert in a = 0,99, b = 0,87 und ¢ = 0,17, als verwendete Parameter der Sco-
ring Funktion. Die Kreuzvalidierung bestétigt, dass kein Overfitting durchgefiihrt

worden ist. Der RRP, als ein Mal zur Bestimmung der Giite von Software zur
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4.10 Zusammenfassung
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Abbildung 4.16. Ubertragung der Peakliste, Masse und Summenformel des Analyten
von Smart Formula 3D (Bruker) zu der MetFrag Weboberflache.

Fragmentvorhersage, und der Median werden benutzt, um die Ergebnisse von Met-
Frag und &hnlicher Programme auszuwerten. Als erstes ist ein 510 Spektren umfas-
sender ESI-MS/MS Datensatz von [HKFT08] evaluiert worden. Die beste Leistung
erreicht MetFrag mit Bindungsordnungen mit einem durchschnittlichen RRP von
0,084 (BT 1) bzw. 0,104 (BT 2) verglichen mit 0,089 der MetFrag Version mit BDE
aus [WSMHN10]. Unter Verwendung der Kandidaten aus Pubchem vom Februar
2006 ist MetFrag mit Bindungsordnungen (RRP 0,095) besser als MetFrag mit BDE
(RRP 0,110) und MassFrontier 4 (RRP 0,118). Es ist festgestellt worden, dass eine
Nominalmassenauflosung den durchschnittlichen RRP von 0,084 auf 0,2384 erhoht.
MetFrag ist auf 100 GC/MS Spektren aus der NIST ’05 [SMB09] evaluiert und mit
ahnlicher regelbasierter Software verglichen worden. Den besten durchschnittlichen
RRP erreicht MassFrontier (RRP 0,2685) vor MOLGEN-MS (RRP 0,2734) und
MetFrag mit Bindungsordnungen (RRP 0,3430) bzw. mit Bindungsdissoziations-
energien (RRP 0,3587). Die MassStruct Auswertung zeigt, dass durch eine erhohte
Abdeckung Trainingsspektren der durchschnittliche RRP des richtigen Kandidaten
gesenkt wird und dadurch weniger Kandidaten prozessiert werden miissen. Die Be-
sucherzahlen der MetFrag Weboberfliche zeigen einen Anstieg auf 1295 Besucher
im Dezember 2011 von ehemals ~ 400 Besuchern in den ersten Monaten nach der
Veréffentlichung von [WSMHN10].
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Metabolomik ist ein wichtiger Zweig zur Erforschung der Funktion von biolo-
gischen Systemen. Zur Identifizierung von Metaboliten ist die Massenspektrometrie
auch heute noch die Methode der Wahl. Vor allem hochauflésende ESI-MS/MS
Instrumente erméoglichen die Messung von Analyten mit einer sehr hohen Massen-
genauigkeit. Die benétigte Zeit zur Durchfithrung einer Messung ist durch die Kopp-
lung mit einer UPLC deutlich verringert. Dadurch ist immer noch die Identifizierung

von Analyten der grofite Flaschenhals im Metabolomik Workflow.

Die Identifizierung von Verbindungen anhand von GC/MS und vor allem MS/MS
stellt immer noch ein Problem dar, da bis heute die Spektreninterpretation nicht
komplett automatisiert werden konnte. Fiir GC/MS Spektren stehen umfangreiche-
rere Spektrenbibliotheken zur Verfiigung, die die Identifizierung einer Verbindung
wesentlich erleichtern. ESI-MS/MS Massenspektrometer erlauben es die Probe mit
unterschiedlichen Modi und Kollisionsenergien zu messen, die jeweils in unterschied-
lichen Spektren resultieren und den Aufbau von einer umfangreichen Spektrenbiblio-

thek zuséatzlich erschwert.

MetFrag, die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Software, setzt an diesen Punkt
an und ermdglicht eine Vielzahl von Kandidaten zu annotieren bzw. die gemessene

Verbindung sogar zu identifizieren.

Software zur Fragmentvorhersage kénnen in regelbasierende und kombinatorische
Algorithmen eingeteilt werden. Erstere extrahieren Regeln aus Publikationen, die
in einer Datenbank abgespeichert werden. Das hat den Nachteil, dass unbekannte
Verbindungen nicht problemlos identifiziert werden kénnen. Kombinatorische Algo-
rithmen hingegen funktionieren mit allen Stoffklassen, beanspruchten aber bisher

viel Zeit oder waren nicht offentlich verfiigbar.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

MetFrag, eine kombinatorische Software zur Fragmentvorhersage, ist im Rahmen
dieser Arbeit entwickelt worden. Der Quellcode steht unter einer Open Source Li-
zenz, (GPL) und ist somit das bis dato einzige quelloffene Programm zur Fragment-

vorhersage.

Das MetFrag System nutzt die Masse oder Summenformel einer gemessenen Verbin-
dung, um passende Kandidaten in einer Molekiildatenbank zu finden. Jedes dieser
Molekiile wird vorverarbeitet, damit die Bindungen mit der Bindungsordnung anno-
tiert werden konnen. Danach findet die eigentliche Fragmentierung der Kandidaten
statt, die durch die Verwendung geringer Baumtiefen und einer heuristischen Red-
undanziiberpriifung auch fiir tausende Kandidaten schnell realisiert werden kann.
Durch die Verwendung , beweglicher* Wasserstoffe und weniger Neutralverlustre-
geln kénnen die Fragmente den Peaks zugeordnet werden. Die auf MS/MS Daten
optimierte Scoring Funktion berechnet fiir jeden Kandidaten einen Score und stellt
somit eine Rangfolge dieser her. Ein zusétzliches Clustering kann Kandidaten mit
gleichem Score zusammenfassen, sofern diese eine hohe chemische Ahnlichkeit be-

sitzen.

Zur Evaluierung ist ein 510 Spektren umfassender Datensatz verwendet worden,
der Messungen von insgesamt 102 Verbindungen (102 zusammengefiigte Spektren)
enthélt. Neben der theoretisch bestimmten exponentiellen Laufzeit ist diese auch
praktisch an 45000 Kandidaten aus PubChem evaluiert worden. Auflerdem wurde die
Gesamtlaufzeit von MetFrag fiir das Prozessieren aller 102 Spektren mit PubChem
2009 betrachtet. Es wurden Experimente fiir die Auswahl eines geeigneten Mafles
zur Angabe der Bindungsstirke durchgefithrt. Die mit MOPAC berechneten Bin-
dungsordnungen sind letztendlich verwendet worden, um das Scoring der einzelnen
Kandidaten zu verbessern. Um eine optimale Gewichtung zwischen Masse, Intensitét
und Bindungsordnung zu erreichen, wurde eine Parameteroptimierung auf Basis der
102 Spektren durchgefiihrt. Der Vergleich zwischen den einzelnen MetFrag Versio-
nen (BDE und Bindungsordnung), unter Verwendung von Pubchem Daten aus 2009,
fallt zugunsten der aktuellen Version aus. Weiterhin wurde festgestellt, dass durch
die Erhohung der Baumtiefe kein besseres Ergebnis erzielt werden kann. Die kom-
merzielle, regelbasierte Software MassFrontier 4, die ebenfalls auf diesen Daten eva-
luiert wurde (PubChem 2006), lieferte schlechtere Ergebnisse als MetFrag. Durch
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eine simulierte Nominalmassenauflosung verschlechtern sich erwartungsgeméafl die

Ergebnisse von MetFrag enorm.

Neben dem hochauflésenden ESI-MS/MS Datensatz wurde auch ein GC/MS Daten-
satz (Nominalmassen) verwendet, um die Grenzen von MetFrag auszutesten. Dabei
reichen MassFrontier, MetFrag und ACD Fragmenter nicht an die Ergebnisse der
speziell fir GC/EI-MS Spektren entwickelten Software MOLGEN-MS heran.

Verbesserungspotential von MetFrag ist im Bereich des Parametertrainings vorstell-
bar. Es konnten unterschiedliche Parametersétze fiir verschiedene Ionisierungstech-
niken bzw. Massenspektrometer unterschiedlicher Hersteller trainiert werden, um
bessere Ergebnisse zu erzielen. Hierfiir miissten jedoch ausreichend viele Trainings-
spektren vorhanden sein. Weiterhin kénnten Summenformeln anstelle von Peakmas-
sen verwendet werden. Smart Formula 3D und SIRIUS [BLLP09] sind Beispiele fiir
solche Software, die Summenformeln zu Peaks mit Isotopeninformation zuordnen
kann. Diese Information kann direkt im Fragmentierungsalgorithmus genutzt wer-
den, um zu entscheiden, ob eine weitere Fragmentierung der Substruktur fiir die An-
notation von Peaks von Nutzen ist. Desweiteren kann dadurch die Massendifferenz
auf 0 gesenkt werden, sodass nur passende Summenformeln den Peaks zugeordnet

werden.

Neben MetFrag wurde auch eine Methode zur intelligenten Kandidatensuche (Mass-
Struct) vorgestellt. Dieser Ansatz lernt Peak — Fragment Assoziationen, die durch
MetFrag bereitgestellt werden. Bei einer Massensuche mit einem Anfragespektrum
kann die aufgebaute Trainingsdatenbank genutzt werden, um bereits bekannte Struk-
turen zu den gemessenen Peaks zu finden. Eine Substruktursuche sucht schliefilich
passende Kandidaten mit den zuvor gefunden Strukturen. Das Ergebnis ist eine
sortierte Liste von Molekiilen, die nach der Anzahl der gefundenen Substrukturen

geordnet ist.

Zur Auswertung wurde ein 240 MS/MS Spektren umfassender Datensatz in verschie-
den grofle Partitionen aufgeteilt. Auf jeweils einem Teil wurde trainiert und auf dem
anderen getestet. Je mehr Trainingsdaten zur Verfiigung stehen, desto besser ist die
Position des richtigen Kandidaten. Die durchschnittliche Laufzeit von MassStruct
betrdgt 330s fiir eine typische Anfrage in PubChem (10ms pro Kandidat). Durch
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5 Zusammenfassung und Ausblick

MassStruct kann die Laufzeit von MetFrag verringert werden, da das korrekte Mo-
lekiil héufig eher aus der Datenbank zuriickgeliefert wird und dadurch abgebrochen
werden kann, sobald ein gutes Ergebnis vorliegt. Es kénnen trotzdem alle Kandi-
daten prozessiert werden, sodass auch wenn keine Trainingsdaten vorhanden sind,

keine Verschlechterung eintritt.

Eine weitere Verbesserung von MassStruct kénnte durch ein verbessertes Training
erzielt werden. Vorstellbar wére, dass Fragmente die Peaks mit der gleichen Masse
erkldren, mit einem hierarchischen Clusterverfahren iiber die Tanimoto Ahnlichkeit
der Fingerprints geclustert werden. Der resultierende Baum wird in einer bestimmten
Hohe abgeschnitten und aus den immer noch zusammenhéngenden Knoten kann mit
Hilfe der ,Maximum Common Substructure® ein Reprédsentant berechnet werden.
Dadurch ware es moglich weniger spezialisierte Fragmentstrukturen zu lernen und

dadurch womdglich bessere Ergebnisse, trotz weniger Trainingsdaten, zu erzielen.

Fiir die auf Java Server Faces basierenden Weboberfliche von MetFrag wurden die
steigenden Benutzerzahlen vorgestellt. Die Herstellersoftware Bruker Smart Formu-
la 3D und SIRIUS besitzen eine Schnittstelle zu MetFrag. Diese kann direkt aus
dem Programm angesprochen werden. Sobald das noch im Beta Stadium befind-
liche Smart Formula 3D an die Kunden ausgeliefert wird, ist mit voraussichtlich

weiter ansteigenden Besucherzahlen zu rechnen.

Diese Arbeit liefert einen Beitrag zur Beschleunigung der Strukturaufkldrung von
massenspektrometrischen Daten. Die fortschreitende Entwicklung von Massenspek-
trometern ermdoglicht eine bessere automatisierte Auswertung, die durch den erhéhten
Durchsatz an Proben auch notwendig ist. Letztendlich ist die Metabolomik ein wich-
tiger Bestandteil der Systembiologie und hilft, in Kombination mit der Proteomik

und Genomik, biologische Organismen besser zu verstehen.
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6 Glossar

MS

Massenspektrometrie

MS/MS

Tandem-Massenspektrometrie

ESI

Elektrospray lonisierung

El

Elektronenstofiionisation

GC/MS

Gaschromatographie gekoppelt mit einem Massenspektrometer

GC/EI-MS
Gaschromatographie gekoppelt mit einem Massenspektrometer mit der Elektronen-

stoflionisation als Ionisierungsmethode

GC/TOF-MS
Gaschromatographie gekoppelt mit einem Massenspektrometer und einem Flugzeit-

analysator

91



6 Glossar

LC/MS

Fliissigchromatographie gekoppelt mit einem Massenspektrometer

HPLC

Hochleistungsfliissigchromatographie

UPLC
, Ultra Performance Liquid Chromatography*

ESI-MS/MS

Elektrospray lonisierung in Verbindung mit einem MS/MS Instrument

ESI-MS

Elektrospray Ionisierung in Verbindung mit einem Massenspektrometer

CDK
,Chemistry Development Kit*

RDBMS

Relationales Datenbankmanagementsystem
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A Anhang

Beispiel einer SD Datei

Die SD Datei von Ethanol (Beispielcode A.1) beinhaltet den Header (Zeilen 1-3),
die Atome (Zeilen 4-13) und die Konnektivitédtsinformationen (Zeilen 14-22), das

zusammen die Moldatei ergibt. Zusétzlich zu diesen Informationen kann die SD

Datei dazugehorige Daten, wie zum Beispiel eine PubChem ID (Zeilen 23-24), ab-

speichern.

702

—OEChem—10081105562D

980 0000 0 0999 V2000

2.5369 —0.2500 0.00000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3.4030  0.2500 0.0000C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O
42690 —0.2500 0.0000C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O
3.8015 0.7249 0.0000H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O
3.0044 07249 0.0000H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3.9590 —0.7869 0.0000H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48059 —0.5600 0.0000H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
45790  0.2869 0.0000H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2.0000 0.0600 0.0000H 0 0 0 0 0 0 0 00 0 0 0
1210000

1910000

2310000

2410000

2510000

3610000

3710000

3810000

M END

> <PUBCHEM_COMPOUND_CID>

702

Beispielcode A.1. Ausschnitt einer SD Datei von Ethanol (http://pubchem.ncbi.nlm.

nih.gov/summary/summary.cgi?cid=702&disopt=DisplaySDF - Abgerufen im Oktober
2011) mit der dazugehorigen PubChem ID.
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A Anhang

Hill Daten

Tabelle A.1. Testspektra von [HKF108] mit dazugehorigen MassBank ID’s und exakter

Masse der Verbindung.

Verbindung

MassBank ID’s

Masse

4-amino-Antipyrine
6a-Methylprednisolone
Acepromazine
Acetophenazine
Adenosine Diphosphate
Adiphenine
Albuterol
Alfentanil
Amfenac
Aminophylline
Ampicillin
Anileridine
Antipyrine
Apomorphine
Apramycin
Betaxolol
Boldenone Undecylenate
Bumetanide
Buprenorphine
Buspirone
Cholesterol
Cromolyn
Cymarin
Daunorubicin
Dextromethorphan
Dihydroergotamine
Dimefline
Diphenoxylate
Dobutamine
Doxorubicin
Drofenine
Enalapril
Enalaprilat
Ephedrine
Ergocristine
Ergoloid Mesylate
Etamiphylline
Etodolac
Fenbendazole
Fenoterol

Folic Acid
Gallamine
Gingerol
Hematoporphyrin I
Hydrocortisone

C0O000001 CO000002 CO000003 CO000004 CO000005
C0O000006 CO000007 CO000008 CO000009 CO000010
CO000011 CO000012 CO000013 CO000014 COO00015
C0O000016 CO000017 CO000018 CO000019 COO00020
C0O000021 CO000022 CO000023 CO000024 CO0O00025
C0O000026 CO000027 CO000028 CO000029 COO00030
C0O000031 CO000032 CO000033 CO000034 COO00035
CO000036 CO000037 CO000038 CO000039 COO00040
CO000041 CO000042 CO000043 CO000044 COO00045
CO000046 CO000047 CO000048 CO000049 COO00050
CO000051 CO000052 CO000053 CO000054 COO00055
CO000056 CO000057 CO000058 COO00059 COO00060
CO000061 CO000062 CO000063 COO00064 COO00065
CO000066 CO000067 CO000068 COO00069 COO00070
CO000071 CO000072 CO000073 COO00074 COO00075
CO000076 CO000077 CO000078 COO00079 COO00080
C0O000081 CO000082 CO000083 CO000084 CO000085
C0O000086 CO000087 CO000088 CO000089 CO0O00090
CO000091 CO000092 CO000093 CO000094 COO00095
CO000096 CO000097 CO000098 CO000099 COO00100
C0O000101 CO000102 CO000103 CO000104 COO00105
C0O000106 CO000107 CO000108 CO000109 COO00110
C0O000111 CO000112 CO000113 CO000114 CO0O00115
C0O000116 CO000117 CO000118 CO000119 COO00120
C0O000121 CO000122 CO000123 CO000124 CO0O00125
C0O000126 CO000127 CO000128 CO000129 COO00130
C0O000131 CO000132 CO000133 CO000134 CO0O00135
C0O000136 CO000137 CO000138 CO000139 COO00140
C0O000141 CO000142 CO000143 CO000144 CO0O00145
C0O000146 CO000147 CO000148 CO000149 COO00150
C0O000151 CO000152 CO000153 CO000154 COO00155
C0O000156 CO000157 CO000158 CO000159 COO00160
C0000161 CO000162 CO000163 CO000164 CO000165
C0000166 CO000167 CO000168 CO000169 CO000170
C0000171 CO000172 CO000173 CO000174 CO000175
C0O000176 CO000177 CO000178 CO000179 CO0O00180
C0O000181 CO000182 CO000183 CO000184 CO0O00185
C0O000186 CO000187 CO000188 CO000189 COO00190
C0O000191 CO000192 CO000193 CO000194 CO0O00195
C0O000196 CO000197 CO000198 CO000199 COO00200
C0O000201 CO000202 CO000203 CO000204 COO00205
C0O000206 CO000207 CO000208 CO000209 CO000210
C0O000211 CO000212 CO000213 CO000214 CO000215
C0O000216 CO000217 CO000218 CO000219 CO000220
C0O000221 CO000222 CO000223 CO000224 CO000225

203,106
374,209
326,145
411,198
427,029
311,189
239,152
416,254
255,090
180,065
349,110
352,215
188,095
267,126
539,280
307,215
452,329
364,109
467,304
385,248
386,355
468,069
548,299
527,179
271,194
583,279
323,153
452,246
301,168
543,174
317,236
376,200
348,169
165,115
609,295
591,342
279,170
287,152
299,073
303,147
441,140
510,464
294,183
598,279
362,209
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Hydroxybutorphanol
Hydroxyphenethylamine
Isoxsuprine
Ketorolac

Leucine Enkephalin
Mebeverine
Mefenamic Acid
Meprobamate
Methionine Enkephalin
Methotrexate
Methylergonovine
Morphine-3-Glucuronide
Naltrexone
Nandrolone
Nimesulide
Norpropoxyphene
Noscapine
Ormetoprim
Oxaprozin
Oxybutynin
Oxycodone
Oxytetracycline
Perindopril
Piperacetazine
Poldine

Prazosin
Prednisolone
Prednisolone Tebutate
Prednisone
Prolintane
Pyrilamine
Remifentanil
Reserpine
Rolitetracycline
Salmeterol
Spectinomycin
Streptomycin
Strychnin

Strychnin N-oxide
Sufentanil
Sulfadimethoxine
Sulfasalazine
Taurocholate
Tenoxicam
Terbutaline
Terfenadine
Testosterone Propionate
Tetracaine
Tetracycline
Tetramisole
Theobromine

Thiethylperazine

C0000226 CO000227 CO000228 CO000229 CO000230
C0000231 CO000232 CO000233 CO000234 CO000235
C0O000236 CO000237 CO000238 CO000239 CO000240
C0000241 CO000242 CO000243 CO000244 CO000245
C0O000246 CO000247 CO000248 CO000249 CO000250
C0O000251 CO000252 CO000253 CO000254 CO000255
C0O000256 CO000257 CO000258 CO000259 CO000260
C0O000261 CO000262 CO000263 CO000264 CO000265
C0O000266 CO000267 CO000268 CO000269 CO0O00270
C0O000271 CO000272 CO000273 CO000274 CO0O00275
C0O000276 CO000277 CO000278 CO000279 COO00280
C0O000281 CO000282 CO000283 CO000284 COO00285
C0000286 CO000287 CO000288 CO000289 CO000290
C0000291 CO000292 CO000293 CO000294 CO000295
C0000296 CO000297 CO000298 CO000299 CO000300
C0O000301 CO000302 CO000303 CO000304 COO00305
C0O000306 CO000307 CO000308 CO000309 CO000310
C0O000311 CO000312 CO000313 CO000314 CO000315
C0O000316 CO000317 CO000318 CO000319 CO000320
C0O000321 CO000322 CO000323 CO000324 CO000325
C0O000326 CO000327 CO000328 CO000329 CO000330
C0O000331 CO000332 CO000333 CO000334 CO000335
C0O000336 CO000337 CO000338 CO000339 CO000340
C0O000341 CO000342 CO000343 CO000344 CO000345
C0O000346 CO000347 CO000348 CO000349 CO0O00350
C0O000351 CO000352 CO000353 CO000354 CO0O00355
C0O000356 CO000357 CO000358 CO000359 COO00360
C0O000361 CO000362 CO000363 CO000364 COO00365
C0O000366 CO000367 CO000368 CO000369 COO00370
C0O000371 CO000372 CO000373 CO000374 CO000375
C0000376 CO000377 CO000378 CO000379 CO000380
C0000381 CO000382 CO000383 CO000384 CO000385
C0O000386 CO000387 CO000388 CO000389 CO0O00390
C0O000391 CO000392 CO000393 CO000394 CO0O00395
C0O000396 CO000397 CO000398 CO000399 CO000400
C0O000401 CO000402 CO000403 CO000404 CO0O00405
C0O000406 CO000407 CO000408 CO000409 CO0O00410
C0O000411 CO000412 CO000413 CO000414 CO0O00415
C0O000416 CO000417 CO000418 CO000419 CO0O00420
C0O000421 CO000422 CO000423 CO000424 CO0O00425
C0O000426 CO000427 CO000428 CO000429 COO00430
C0O000431 CO000432 CO000433 CO000434 CO0O00435
C0O000436 CO000437 CO000438 CO000439 CO0O00440
C0O000441 CO000442 CO000443 CO000444 CO0O00445
C0O000446 CO000447 CO000448 CO000449 CO0O00450
C0O000451 CO000452 CO000453 CO000454 CO000455
C0O000456 CO000457 CO000458 CO000459 CO000460
C0O000461 CO000462 CO000463 CO000464 CO000465
C0O000466 CO000467 CO000468 CO000469 CO0O00470
C0O000471 CO000472 CO000473 CO000474 CO000475
C0O000476 CO000477 CO000478 CO000479 CO0O00480
C0O000481 CO000482 CO000483 CO000484 CO0O00485

343,215
137,084
301,168
255,090
555,260
429,252
241,110
218,127
573,226
454,171
339,195
461,169
341,163
274,193
308,047
325,204
413,147
274,143
293,105
357,230
315,147
460,148
368,231
410,203
340,191
383,159
360,194
458,267
358,178
217,183
285,184
376,200
608,273
527,227
415,272
332,158
581,266
334,168
350,163
386,203
310,074
398,069
515,292
337,019
225,137
471,314
344,235
264,184
444,153
204,072
180,065
399,180
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A Anhang

Thioridazine C0O000486 CO000487 CO000488 CO000489 CO000490 370,154
Thiothixene C0O000491 CO000492 CO000493 CO000494 CO000495 443,170
Thonzide C0O000496 CO000497 CO000498 CO000499 CO000500 511,438
Tripelennamine CO000501 CO000502 CO000503 CO000504 CO000505 255,174
Vecuronium CO000506 CO000507 CO000508 CO000509 CO000510 557,431

Empirische Laufzeiten von MetFrag

Tabelle A.2. Die Laufzeit von MetFrag die zum Fragmentieren und Zuordnen der
Fragmente zu den Peaks benétigt worden ist. Die verwendeten Spektren stammen von
[HKF*08] mit den passenden Kandidaten von PubChem 2009. Die Zeit zur Vorverarbei-
tung wird nicht mit betrachtet.

Verbindung CID Kand. Laufzeit in s Laufzeit in min
Thonzide 5456 16 20,14 0,34
Gallamine 3450 32 27,02 0,45
Vecuronium 39765 26 58,82 0,98
Ergoloid Mesylate 592735 117 64,70 1,08
Prolintane 14592 1018 70,18 1,17
Tenoxicam 5282194 138 71,38 1,19
Tetramisole 3913 483 79,95 1,33
Hydroxyphenethylamine 5610 783 85,20 1,42
Aminophylline 2153 634 92,02 1,53
Meprobamate 4064 498 99,17 1,65
Tripelennamine 5587 614 107,37 1,79
Boldenone Undecylenate 25702 294 108,07 1,80
Theobromine 5429 634 109,04 1,82
Ergocristine 98255 217 111,52 1,86
Dihydroergotamine 3066 269 127,78 2,13
Nimesulide 4495 535 139,13 2,32
Reserpine 5052 236 139,66 2,33
Adenosine Diphosphate 197 197 142,70 2,38
Methionine Enkephalin 42785 329 149,03 2,48
Drofenine 3166 932 157,69 2,63
Ephedrine 5032 1635 160,46 2,67
Terbutaline 5403 1114 161,59 2,69
Cholesterol 304 377 162,66 2,71
Doxorubicin 1691 279 163,38 2,72
Terfenadine 5405 522 169,60 2,83
Sulfadimethoxine 5323 672 174,06 2,90
Cromolyn 2882 281 175,84 2,93
Betaxolol 2369 1102 176,65 2,94
Ketorolac 3826 1382 182,13 3,04
Hematoporphyrin I 11103 245 183,97 3,07
Dextromethorphan 3008 1187 190,79 3,18
Antipyrine 2206 1437 208,65 3,48
Daunorubicin 2958 541 214,99 3,58
Leucine Enkephalin 3903 555 216,45 3,61
Etamiphylline 28329 1234 217,52 3,63

96



Amfenac
Rolitetracycline
Streptomycin
Taurocholate
Gingerol
Albuterol
Apramycin
Nandrolone
Buprenorphine
Cymarin
Pyrilamine
Mefenamic Acid
Mebeverine
Sulfasalazine
Buspirone
4-amino-Antipyrine
Salmeterol
Oxaprozin
Norpropoxyphene
Tetracaine
Fenbendazole
Apomorphine
Hydroxybutorphanol
Oxybutynin
Acepromazine
Fenoterol
Testosterone Propionate
Dobutamine
Ormetoprim
Adiphenine
Isoxsuprine
Alfentanil
Morphine-3-Glucuronide
Spectinomycin
Enalaprilat
Sufentanil
Anileridine
Etodolac

Poldine

Dimefline
Perindopril
Bumetanide
Enalapril
Prazosin
Prednisolone Tebutate
Remifentanil
Piperacetazine
Ampicillin
Acetophenazine
Methylergonovine
Diphenoxylate
Oxytetracycline

2136
6420073
19649
8959
3473
2083
71428
9904
2476
539061
4992
4044
4031
5384001
2477
2151
5152
4614
18804
5411
3334
2215
3064246
4634
6077
3343
5701990
36811
23418
2031
3783
51263
4318740
2021
5362033
41693
8944
3308
11018
3078
107807
2471
3222
4893
4898
60815
19675
2174
441185
4140
13505
5280972

1382
727
381
452

2014

1211
700

1547
557
496

2236

2362

1425
924

1652

1497

1206

2058

2699

2891

1828

2663

2291

2015

1823

3200

2530

3904

2503

3967

3904

1956

1941

2585

4603

3682

5228

4090

3981

5329

5203

5239

4928

3289

1716

4928

5181

4692

5300

6004

4029

3572

221,35
228,43
235,83
237,64
251,28
258,95
271,52
272,08
282,28
290,48
296,20
307,02
318,30
320,04
322,10
325,91
338,23
338,46
338,70
348,07
363,06
364,71
388,98
414,28
443,71
444,71
453,02
474,83
491,51
535,30
552,60
555,31
568,93
573,33
576,36
609,86
625,74
627,88
637,02
696,82
708,93
720,22
814,88
818,98
832,61
958,32
967,87
982,45

1067,37

1138,53

1166,43

1303,73

3,69
3,81
3,03
3,96
4,19
4,32
4,53
4,53
4,70
4,84
4,94
5,12
5,30
5,33
5,37
5,43
5,64
5,64
5,64
5,80
6,05
6,08
6,48
6,90
7,40
7,41
7,55
7,91
8,19
8,92
9,21
9,26
9,48
9,56
9,61

10,16

10,43

10,46

10,62

11,61

11,82

12,00

13,58

13,65

13,88

15,97

16,13

16,37

17,79

18,98

19,44

21,73
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Prednisolone 4894 3597 1337,35 22,29
Thiethylperazine 5440 7644 1356,78 22,61
Oxycodone 4635 4743 1368,19 22,80
Tetracycline 5353990 3818 1377,09 22,95
Hydrocortisone 3640 3938 1427,62 23,79
Prednisone 4900 3615 1445,09 24,08
Thiothixene 941651 5808 1566,97 26,12
Folic Acid 3405 7399 1579,81 26,33
Noscapine 4544 3609 1586,00 26,43
Strychnine 5304 5414 1668,30 27,80
6a-Methylprednisolone 4159 3727 1675,52 27,93
Thioridazine 5452 10487 1814,95 30,25
Methotrexate 4112 9054 1894,25 31,57
Naltrexone 4428 8827 2334,17 38,90
Strychnine N-oxide 73393 10741 4103,26 68,39
Durchschnitt: 2544,19 577,80 9,63

MetFrag - Hill Daten mit PubChem 2009

Tabelle A.3. MetFrag (Baumtiefe 1 und 2) mit vorverabeiteten Bindungen (siehe Ab-
schnitt 3.1.2) und der Scoring Funktion aus Abschnitt 3.1.6. Die MS/MS Daten stammen
von [HKFT08]. Es wurde PubChem vom Juni 2009 verwendet, um Kandidaten mit pas-
sender exakter Masse (10 ppm Abweichung) zu finden. Der durchschnittliche RRP betrigt
0,084 bzw. 0,104 (BT 2).

Verbindung CID Kand. Rang Tan. Rang Tan. Rang
BT1 BT1 BT2
4-amino-Antipyrine 2151 1497 339 281 186
6a-Methylprednisolone 4159 3727 660 415 248
Acepromazine 6077 1823 11 11
Acetophenazine 441185 5300 2 2 2
Adenosine Diphosphate 197 197 17 2 2
Adiphenine 2031 3967 15 11 45
Albuterol 2083 1211 159 98 34
Alfentanil 51263 1956 2 2 29
Amfenac 2136 1382 146 121 113
Aminophylline 2153 634 6 6 13
Ampicillin 2174 4692 20 1 6
Anileridine 8944 5228 3 3 917
Antipyrine 2206 1437 526 454 135
Apomorphine 2215 2663 14 10 19
Apramycin 71428 700 12 1 2
Betaxolol 2369 1102 51 32 13
Boldenone Undecylenate 25702 294 54 34 3
Bumetanide 2471 5239 6 6 8
Buprenorphine 2476 557 71 46 96
Buspirone 2477 1652 53 32 117
Cholesterol 304 377 241 30 25
Cromolyn 2882 281 9 9 7
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Cymarin
Daunorubicin
Dextromethorphan
Dihydroergotamine
Dimefline
Diphenoxylate
Dobutamine
Doxorubicin
Drofenine
Enalapril
Enalaprilat
Ephedrine
Ergocristine
Ergoloid Mesylate
Etamiphylline
Etodolac
Fenbendazole
Fenoterol

Folic Acid
Gallamine

Gingerol
Hematoporphyrin I
Hydrocortisone
Hydroxybutorphanol
Hydroxyphenethylamine
Isoxsuprine
Ketorolac

Leucine Enkephalin
Mebeverine
Mefenamic Acid
Meprobamate
Methionine Enkephalin
Methotrexate
Methylergonovine
Morphine-3-Glucuronide
Naltrexone
Nandrolone
Nimesulide
Norpropoxyphene
Noscapine
Ormetoprim
Oxaprozin
Oxybutynin
Oxycodone
Oxytetracycline
Perindopril
Piperacetazine
Poldine

Prazosin
Prednisolone
Prednisolone Tebutate

Prednisone

539061
2958
3008
3066
3078

13505
36811
1691
3166
3222
5362033
5032
98255
592735
28329
3308
3334
3343
3405
3450
3473
11103
3640
3064246
5610
3783
3826
3903
4031
4044
4064
42785
4112
4140
4318740
4428
9904
4495
18804
4544
23418
4614
4634
4635
5280972
107807
19675
11018
4893
4894
4898
4900

496
541
1187
269
5329
4029
3904
279
932
4928
4603
1635
217
117
1234
4090
1828
3200
7399
32
2014
245
3938
2291
783
3904
1382
555
1425
2362
498
329
9054
6004
1941
8827
1547
535
2699
3609
2503
2058
2015
4743
3572
5203
5181
3981
3289
3597
1716
3615

98
36
268
17
177

37

40
10
138
15

100
23
10
10
19

18
106
918

11

28

17

12
11
153

498
10
608

44

156

130

608

130

150
239

477

13

10

338

414

162

250

20

152

15
244

56
61

42

32
63
190
175

2995
129

33
605

101

1716
10
47

50
210
35
749
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A Anhang

Prolintane 14592 1018 20 13 26
Pyrilamine 4992 2236 20 8 11
Remifentanil 60815 4928 3 3 7
Reserpine 5052 236 42 16 33
Rolitetracycline 6420073 727 11 3 5
Salmeterol 5152 1206 28 19 16
Spectinomycin 2021 2585 56 30 19
Streptomycin 19649 381 17 2 5
Strychnine 5304 5414 4990 3261 3505
Strychnine N-oxide 73393 10741 8747 5386 5868
Sufentanil 41693 3682 1 1 1
Sulfadimethoxine 5323 672 4 4 2
Sulfasalazine 5384001 924 5 4 5
Taurocholate 8959 452 52 2 13
Tenoxicam 5282194 138 9 6 5
Terbutaline 5403 1114 153 102 8
Terfenadine 5405 522 4 1

Testosterone Propionate 5701990 2530 208 109 114
Tetracaine 5411 2891 248 151 2
Tetracycline 5353990 3818 136 41 83
Tetramisole 3913 483 101 80 239
Theobromine 5429 634 66 57 81
Thiethylperazine 5440 7644 3 3 1
Thioridazine 5452 10487 4 2 1
Thiothixene 941651 5808 3 1 1
Thonzide 5456 16 1 1 1
Tripelennamine 5587 614 1 1 14
Vecuronium 39765 26 11 1 1
Durchschnitt: 2544,19 241,6 +99,8 152,5 +62,4 205,1 +74,3
Standardabweichung: 2365,65 1007,97 630,49 749,92
Median: 1825,5 18,5 9,5 14,5
75% Quantil: 3904 104,75 62,25 92,75

MetFrag (BDE) - Hill Daten mit PubChem 2009

Tabelle A.4. MetFrag mit Bindungsdissoziationsenergien [WSMHN10] und den MS/MS
Daten von [HKF108]. Es wurde PubChem vom Juni 2009 verwendet, um Kandidaten
mit passender exakter Masse (10 ppm Abweichung) zu finden. Der durchschnittliche RRP
betréagt 0, 089.

Verbindung CID Kand. Rang Tan. Rang
4-amino-Antipyrine 2151 1496 146 130
6a-Methylprednisolone 4159 3727 58 18
Acepromazine 6077 1822 15 13
Acetophenazine 441185 5300 2 2
Adenosine Diphosphate 197 197 19 3
Adiphenine 2031 3967 7 6
Albuterol 2083 1211 325 174
Alfentanil 51263 1959 2 2
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Amfenac
Aminophylline
Ampicillin
Anileridine
Antipyrine
Apomorphine
Apramycin
Betaxolol
Boldenone Undecylenate
Bumetanide
Buprenorphine
Buspirone
Cholesterol
Cromolyn

Cymarin
Daunorubicin
Dextromethorphan
Dihydroergotamine
Dimefline
Diphenoxylate
Dobutamine
Doxorubicin
Drofenine
Enalapril
Enalaprilat
Ephedrine
Ergocristine
Ergoloid Mesylate
Etamiphylline
Etodolac
Fenbendazole
Fenoterol

Folic Acid
Gallamine

Gingerol
Hematoporphyrin I
Hydrocortisone
Hydroxybutorphanol
Hydroxyphenethylamine
Isoxsuprine
Ketorolac

Leucine Enkephalin
Mebeverine
Mefenamic Acid
Meprobamate
Methionine Enkephalin
Methotrexate
Methylergonovine
Morphine-3-Glucuronide
Naltrexone
Nandrolone

Nimesulide

2136
2153
2174
8944
2206
2215
71428
2369
25702
2471
2476
2477
304
2882
539061
2958
3008
3066
3078
13505
36811
1691
3166
3222
5362033
5032
98255
592735
28329
3308
3334
3343
3405
3450
3473
11103
3640
3064246
5610
3783
3826
3903
4031
4044
4064
42785
4112
4140
4318740
4428
9904
4495

1382
634
4692
5228
1435
2566
736
1102
294
5242
558
1685
377
281
496
541
1187
269
4550
4024
3916
280
933
4927
4603
1636
217
119
1234
4091
1826
3207
7401
32
2014
245
3938
2294
783
3916
1382
555
1430
2362
498
329
9053
6004
1941
8827
1547
535

117

83
13
503
97
12

27

60
41
288

68
33
131
18
1609

43
41
40
171
49
53
53

88
10
19

28
47
96

80
160
37
13

451
13
12
11

466
114
150

30

94

38

446
70

16

34
24
47

21

79

1056

21
10
32
85
29
22
28

75

15

14
36
23

63
79
31

372
10
10

248
68
90
27
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Norpropoxyphene 18804 2699 27 19
Noscapine 4544 3609 562 337
Ormetoprim 23418 2502 1441 1117
Oxaprozin 4614 2058 487 357
Oxybutynin 4634 2024 9 5
Oxycodone 4635 4729 146 81
Oxytetracycline 5280972 3572 37 6
Perindopril 107807 3041 18 4
Piperacetazine 19675 5181 1 1
Poldine 11018 3997 13 9
Prazosin 4893 2385 174 127
Prednisolone 4894 3598 62 27
Prednisolone Tebutate 4898 1716 12 9
Prednisone 4900 3615 138 74
Prolintane 14592 1018 106 64
Pyrilamine 4992 2236 8 6
Remifentanil 60815 4927 21 14
Reserpine 5052 237 52 27
Rolitetracycline 6420073 727 10 2
Salmeterol 5152 1206 22 15
Spectinomycin 2021 2584 17 1
Streptomycin 19649 374 43 25
Strychnine 5304 5103 1525 997
Strychnine N-oxide 73393 10782 5751 3632
Sufentanil 41693 3734 13 11
Sulfadimethoxine 5323 675 3 3
Sulfasalazine 5384001 926 11 8
Taurocholate 8959 458 46 7
Tenoxicam 5282194 138 9 6
Terbutaline 5403 1390 239 162
Terfenadine 5405 538 20 14
Testosterone Propionate 5701990 2554 65 32
Tetracaine 5411 2937 5 5
Tetracycline 5353990 3825 92 10
Tetramisole 3913 483 353 309
Theobromine 5429 634 249 61
Thiethylperazine 5440 7668 3 3
Thioridazine 5452 10504 4 2
Thiothixene 941651 5827 3 1
Thonzide 5456 16 1 1
Tripelennamine 5587 626 49 36
Vecuronium 39765 31 20 7
Durchschnitt: 2509 175,3 +61,5 111,5 +39,7
Standardabweichung;: 2339,44 620,77 400,51
Median: 1824 31,5 14,5
75% Quantil: 3893,25 96,75 62,5
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Vergleich von MetFrag mit MassFrontier - Hill Daten
mit PubChem 2006

Tabelle A.5. Vergleich von MassFrontier 4 [HKF*08] mit MetFrag. Der PubChem Daten-
bestand vom Februar 2006 ist verwendet worden. Der durchschnittliche RRP von MetFrag
ist mit 0,0952 besser als der von MassFrontier mit 0, 1180.

MassFrontier MetFrag

Verbindung CID Kand. Rang Kand. Rang Tan. Rang
4-amino-Antipyrine 2151 226 16 273 40 34
6a-Methylprednisolone 4159 226 11 295 39 28
Acepromazine 6077 281 4 338 6

Acetophenazine 441185 435 1 544 2 2
Adenosine Diphosphate 197 32 3 46 6 1
Adiphenine 2031 623 6 796 11 7
Albuterol 2083 143 15 205 21 13
Alfentanil 51263 134 1 162 1 1
Amfenac 2136 344 11 380 41 36
Aminophylline 2153 94 21 173 2 2
Ampicillin 2174 615 1 780 5 1
Anileridine 8944 563 251 666 2 2
Antipyrine 2206 306 97 341 123 98
Apomorphine 2215 453 12 639 4 2
Apramycin 71428 54 1 58 3 1
Betaxolol 2369 190 5 259 29 16
Boldenone Undecylenate 25702 21 2 32 3 3
Bumetanide 2471 619 10 769 2 2
Buprenorphine 2476 40 2 49 14 6
Buspirone 2477 36 1 29 4 3
Cholesterol 304 52 52 78 44 7
Cromolyn 2882 33 2 37 4 4
Cymarin 539061 61 8 83 20 5
Daunorubicin 2958 110 12 129 18 4
Dextromethorphan 3008 166 23 237 52 29
Dihydroergotamine 3066 35 1 38 2 1
Dimefline 3078 644 644 1000 32 26
Diphenoxylate 13505 333 4 369 1
Dobutamine 36811 447 44 642 5 2
Doxorubicin 1691 60 3 81 17 2
Drofenine 3166 117 4 148 2 2
Enalapril 3222 246 1 286 6 2
Enalaprilat 5362033 370 2 455 3 2
Ephedrine 5032 246 5 307 26 15
Ergocristine 98255 16 1 27 6 1
Ergoloid Mesylate 592735 7 1 10 1 1
Etamiphylline 28329 100 3 104 4 4
Etodolac 3308 420 1 579 1 1
Fenbendazole 3334 403 92 479 3 3
Fenoterol 3343 370 5 519 5 1
Folic Acid 3405 602 13 826 4 2
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Gallamine 3450 10 1 8 1

Gingerol 3473 182 2 196 3
Hematoporphyrin I 11103 42 33 45 21 18
Hydrocortisone 3640 260 4 301 97 62
Hydroxybutorphanol 3064246 180 2 201 2 2
Hydroxyphenethylamine 5610 166 166 173 14 10
Isoxsuprine 3783 447 5 642 4 2
Ketorolac 3826 344 37 380 5 4
Leucine Enkephalin 3903 53 2 60

Mebeverine 4031 96 2 75 2 2
Mefenamic Acid 4044 579 328 631 31 29
Meprobamate 4064 85 19 84 12 12
Methionine Enkephalin 42785 66 1 68 2

Methotrexate 4112 644 116 763 5 2
Methylergonovine 4140 515 1 629 6
Morphine-3-Glucuronide 4318740 179 2 170 2 1
Naltrexone 4428 1035 34 1421 359 196
Nandrolone 9904 124 18 129 29 20
Nimesulide 4495 136 136 148 2
Norpropoxyphene 18804 392 15 476 6 5
Noscapine 4544 275 3 363 54 22
Ormetoprim 23418 270 124 317 25 22
Oxaprozin 4614 461 101 607 76 60
Oxybutynin 4634 114 6 155 3 1
Oxycodone 4635 776 102 997 136 92
Oxytetracycline 5280972 483 4 617 11 1
Perindopril 107807 102 2 119 5 3
Piperacetazine 19675 494 1 625 1 1
Poldine 11018 682 19 493 3
Prazosin 4893 185 4 352 2 2
Prednisolone 4894 269 13 362 52 39
Prednisolone Tebutate 4898 143 4 165 3 1
Prednisone 4900 344 6 418 76 50
Prolintane 14592 105 9 118 7 6
Pyrilamine 4992 268 1 296 1 1
Remifentanil 60815 246 1 286 1 1
Reserpine 5052 28 3 31 10 5
Rolitetracycline 6420073 105 1 149 1
Salmeterol 5152 32 1 37 2 2
Spectinomycin 2021 310 1 360 5
Streptomycin 19649 37 1 43 5 1
Strychnine 5304 664 575 882 824 540
Strychnine N-oxide 73393 1185 1098 1667 1338 830
Sufentanil 41693 445 1 496 1 1
Sulfadimethoxine 5323 94 18 145 4 4
Sulfasalazine 5384001 106 5 116 3 2
Taurocholate 8959 59 4 65 10 1
Tenoxicam 5282194 28 1 34 3 1
Terbutaline 5403 175 31 225 25 19
Terfenadine 5405 34 1 35 1 1
Testosterone Propionate 5701990 134 3 183 15 5
Tetracaine 5411 308 22 362 33 25
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Tetracycline 5353990 529 5 675 43 13
Tetramisole 3913 120 1 122 23 19
Theobromine 5429 94 14 173 18 17
Thiethylperazine 5440 569 2 670 2 2
Thioridazine 5452 849 1 1091 1 1
Thiothixene 941651 726 1 909 3 1
Thonzide 5456 4 1 4 1 1
Tripelennamine 5587 97 3 102 1 1
Vecuronium 39765 3 1 4 3 1
Durchschnitt: 272,2+24,2 44,2+14,1 | 340,6+31,8 39,8+15,6 25,1+9,8
Standardabweichung: 244,17 142,47 320,67 157,95 99,25
Median: 183,5 4 248 5 2
75% Quantil: 431,25 17,5 513,25 21 13

MetFrag mit simulierten Nominalmassen - Hill Daten

Tabelle A.6. MetFrag mit Vorverarbeitung und den MS/MS Daten von [HKF108]. Es
wurde PubChem vom Juni 2009 verwendet, um Kandidaten mit passender exakter Masse
(10 ppm Abweichung) zu finden. Die erlaubte Abweichung zum Zurodnen von Peak und
Fragment wurde auf 0,5 Da festgelegt, um zu simulieren, dass das Massenspektrometer
nur Nominalmassen messen kann.

Verbindung CID Kandidaten Rang Tan. Rang
4-amino-Antipyrine 2151 1497 786 650
6a-Methylprednisolone 4159 3722 2632 1692
Acepromazine 6077 1823 877 590
Acetophenazine 441185 5300 311 203
Adenosine Diphosphate 197 197 19 3
Adiphenine 2031 3967 680 458
Albuterol 2083 1211 280 172
Alfentanil 51263 1956 120 68
Amfenac 2136 1382 40 40
Aminophylline 2153 634 157 147
Ampicillin 2174 4691 13 2
Anileridine 8944 5228 7 6
Antipyrine 2206 1437 929 821
Apomorphine 2215 2663 2110 1540
Apramycin 71428 700 14 2
Betaxolol 2369 1102 32 22
Boldenone Undecylenate 25702 294 42 27
Bumetanide 2471 5238 754 554
Buprenorphine 2476 557 544 349
Buspirone 2477 1652 60 44
Cholesterol 304 377 107 17
Cromolyn 2882 281 10 10
Cymarin 539061 496 147 73
Daunorubicin 2958 541 191 95
Dextromethorphan 3008 1187 354 190
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Dihydroergotamine 3066 269 25 9
Dimefline 3078 5328 32 17
Diphenoxylate 13505 4028 2210 1339
Dobutamine 36811 3904 24 13
Doxorubicin 1691 279 133 72
Drofenine 3166 932 41 25
Enalapril 3222 4928 115 63
Enalaprilat 5362033 4603 7 4
Ephedrine 5032 1635 60 27
Ergocristine 98255 217 41 23
Ergoloid Mesylate 592735 117 4 3
Etamiphylline 28329 1234 1029 621
Etodolac 3308 4089 413 287
Fenbendazole 3334 1828 499 404
Fenoterol 3343 3200 9 3
Folic Acid 3405 7398 945 631
Gallamine 3450 32 20 18
Gingerol 3473 2014 69 42
Hematoporphyrin I 11103 245 161 116
Hydrocortisone 3640 3935 3445 2221
Hydroxybutorphanol 3064246 2290 682 432
Hydroxyphenethylamine 5610 783 28 14
Isoxsuprine 3783 3904 28 7
Ketorolac 3826 1382 10 8
Leucine Enkephalin 3903 555 5

Mebeverine 4031 1425 13 8
Mefenamic Acid 4044 2362 256 221
Meprobamate 4064 498 183 130
Methionine Enkephalin 42785 329 4 3
Methotrexate 4112 9053 218 125
Methylergonovine 4140 6002 817 534
Morphine-3-Glucuronide 4318740 1941 116 89
Naltrexone 4428 8824 3172 1865
Nandrolone 9904 1547 958 640
Nimesulide 4495 535 289 263
Norpropoxyphene 18804 2699 392 254
Noscapine 4544 3605 1042 559
Ormetoprim 23418 2503 397 293
Oxaprozin 4614 2058 115 97
Oxybutynin 4634 2015 567 324
Oxycodone 4635 4738 3503 2308
Oxytetracycline 5280972 3568 286 165
Perindopril 107807 5202 11 3
Piperacetazine 19675 5181 8 5
Poldine 11018 3981 63 46
Prazosin 4893 3288 80 57
Prednisolone 4894 3597 1492 1042
Prednisolone Tebutate 4898 1716 341 224
Prednisone 4900 3598 2329 1618
Prolintane 14592 1018 106 43
Pyrilamine 4992 2236 61 46
Remifentanil 60815 4927 53 31
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Reserpine 5052 236 32 12
Rolitetracycline 6420073 727 37 21
Salmeterol 5152 1206 52 37
Spectinomycin 2021 2585 487 277
Streptomycin 19649 381 27 12
Strychnin 5304 5408 5332 3472
Strychnin N-oxide 73393 10427 10395 6110
Sufentanil 41693 3681 15 8
Sulfadimethoxine 5323 672 7 7
Sulfasalazine 5384001 924 5 4
Taurocholate 8959 452 62 9
Tenoxicam 5282194 138 30 19
Terbutaline 5403 1114 476 341
Terfenadine 5405 522 4 1
Testosterone Propionate 5701990 2529 1649 812
Tetracaine 5411 2891 839 444
Tetracycline 5353990 3801 491 303
Tetramisole 3913 483 101 76
Theobromine 5429 634 499 293
Thiethylperazine 5440 7625 835 452
Thioridazine 5452 10487 689 434
Thiothixene 941651 5806 519 356
Thonzide 5456 16 1 1
Tripelennamine 5587 614 71 50
Vecuronium 39765 26 25 12
Durchschnitt: 2540,13 596,1 +130,3 379,7 +£80
Standardabweichung: 2354,03 1315,90 807,79
Median: 1825,5 118 74,5
75% Quantil: 3904 561,25 392

MetFrag Ergebnisse mit GC/MS Daten

Tabelle A.7. Ergebnisse von MetFrag mit den GC/MS Testdatensatz von [SMB09]. Der
durchschnittliche RRP iiber alle 100 Spektren betrégt 0,3430 (BT1) bzw. 0,3803 (BT2).
Die Kandidaten sind vorverarbeitet (siche Abschnitt 3.1.2) und mit MetFrag prozessiert
worden. Fett gedruckte Nummern sind Spektren, die in dem kleineren Datensatz verwendet
worden sind (siehe Tabelle 4.4). R - Rang; LZ - Laufzeit; BT - Baumtiefe

NIST ID Summenformel Kand. Rang BT1 LZ BT1 Rang BT2 LZ BT2
61627 C9H16 1901 733 219,74 118 160,444
26708 C8H17N1 2258 477 436,434 32 386,689
113790 C9H2001 405 57 120,362 182 53,307
158384 CTH14 55 43 32,201 26 14,219
38909 C10H18 5567 687 410,744 1861 346,77
61924 C10H20 851 310 167,376 644 97,734
60708 C8H12 2081 160 231,472 484 119,446

1911 C6H1202 1313 52 326,09 31 177,689
61640 C13H28 801 59 41,7 405 90,819
4617 C1IN3F5 11 5 14,629 5 13,679
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194167
186524
38120
146109
73456
61694
42198
109982
120
154091
71109
162833
249757
3238
113090
63698
74975
185578
61113
160559
46389
46612
105465
61433
113438
215368
20664
62859
69684
629
152851
114082
196609
204405
28546
113901
193841
604
73972
63639
135135
63008
61471
60569
41785
66064
160476
73870
108516
4169
46224
158830

C4H8N201
C6H901Br1
C1H58Si1Br1

C4H2N2F1Cl1
C5H11Br1
C9H14
C6H1101Br1
C4H7Si1Cl13
C2H3N101
C8H14
C6H14N2
C10H18
C5HIN1
C5H100281
C8H14
C3H4N201
C6H1203
C5H1004
C10H20
C4H13N1P2
C5H1003
C9H1801
CTH16Si1
C11H24
C8H16
C6H1001
C9H20
C8H14
C11H2401
C5H13N1
C4H702Cl1
C6H1401
C5H11N102
C9H14
C5H1202
C9H16
C6H16018i1
C4H602
C9H21IN101
C2H602
C4H8N101ClI1
C5H6
C13H28
C8H17Cl1
C8H1601
C9H14
C6H1001
C8H12
C4H12N2
C3H3CI13
C5H13N1
CTH9Br1

6754
3703

6393

7242
1115
729
26
653
2338
5567
313
4560
653
1371
6171
5841
851
396
1656
4745
889
158
138
747
34
653
2426
17
487
32
6418
7243
69
1901
425
263
7769

1371
39
801
89
1684
7243
747
2081
38

17
2732

1168
123

1491

1069
149
124

17
406
899

1036

72
633
441
101

2119

2116
192
209

41

2313

66
129
541

16
515

100
15
3691
3931
21
198
102
122
3269

435

316
44
400
2749
292
155
14

14
531

650,25
309,207
12,472
837,046
13,102
253,97
66,264
58,358
14,604
45,438
250,335
260,16
40,539
488,356
32,574
151,917
731,185
970,678
81,507
75,678
184,196
379,718
66,032
25,348
25,529
61,993
13,935
50,147
207,772
14,917
69,394
16,317
765,784
289,997
29,152
92,877
57,869
42,674
708,978
12,118
170,049
13,703
80,961
20,238
106,89
219,206
62,359
62,024
26,402
13,029
13,514
160,807

4113
1625
2
2820
4
7140
519
557
17
315
1214
1035
127
3354
375
1188
22
342
457
169
150
10
231
21
31
263
14
82
697

150
10
3607
5262
34
1869
81
10
2119

193

525

143
5211
105
1091
31

10
239

1036,27
483,84
11,748

700,998
12,839
484,514
107,419
59,603
14,032
52,091
378,874
560,887
37,138
402,191
41,295
136,404
764,185
1251,724
117,911
91,282
164,773
407,675
67,23
53,769
51,605
63,298
24,02
54,468
334,523
14,03
81,333
15,14
983,766
338,488
28,063
149,034
67,608
39,995
741,312
12,213
228,347
13,282
127,991
39,784
119,171
239,924
69,305
60,988
26,983
12,454
14,064
234,781
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61715 C8H14 653 340 44,795 428 54,694
1123 C4H403 1073 64 101,803 72 101,088
156613 C9H22N1P1 9660 201 883,76 2 1791,093
176 C2H7P1 2 2 11,672 2 11,813
114550 C7H1401 596 260 60,659 166 70,603
214253 C5H13N101 149 25 36,525 80 35,296
70751 CTH19N3 4238 712 533,813 1184  1145,338
62909 C6H1201 211 98 39,709 19 37,697
37206 CTH13N1 3809 2957 280,484 2897 360,779
229049 C4H11N101 56 26 18,081 7 17,503
19272 C6H10 76 38 15,302 45 17,069
831 C2N1F3 5 1 12,31 1 12,072
114407 C7H12 221 80 22,385 93 20,413
5393 C4H602CI2 1131 94 120,04 171 224,584
30409 C5H18Si3 521 324 58,638 225 91,653
60785 C9H2001 405 44 41,639 277 93,971
72642 C9H22N2 4994 3973 412,893 1593 492,881
118272 C3H7N101 84 53 19,913 12 29,668
108346 C3H702Br1 38 3 15,683 13 26,819
26687 C8H14 653 517 45,764 337 58,074
113772 C7H1401 596 49 60,81 1 83,299
1614 C8H16 138 31 20,092 45 27,213
107506 C9H19F1 211 1 33,869 11 52,699
98625 C6H14Si1 314 35 31,445 107 45,666
1908 C6H1202 1313 990 122,792 46 249,093
134724 C3H4N1S1Br1 480 98 61,686 141 65,72
50930 C9H18 337 6 23,306 43 35,292
64555 C5H10N2 2668 1374 170,209 1534 209,514
113750 C9H2001 405 96 40,403 164 57,396
114530 C8H1601 1684 497 124,314 1326 198,587
61453 C12H24 5511 4 249,111 33 787,438
37233 C9H16 1901 100 64,897 975 188,779
60877 C12H24 5512 117 235,572 1055 594,571
63617 C3H401 13 9 12,919 10 12,957
72945 C4H501Cl11 175 82 35,002 104 36,479
113601 C12H24 5512 91 204,344 366 546,487
52322 C5H13N3 4054 1438 333,255 2368 498,184
215367 C6H801 1623 1268 82,459 1350 118,947
Durchschnitt 1838,76 511 +89 160,91 687 +125,8 215,87
Standardabweichung: 2334,45 890,09 212,51 1258,40 309,67
Median: 738 109,5 62,1915 150 82,32
75% Quantil: 2360 515,5 219,3395 657,25 242,22

109



© W N D Uk W N

W oW W W W W W NN NN NN NN NN 2 R e s e
S R X R~ O © 0 N O A W N = O © 00N g A W N = O

A Anhang

Komplette MassStruct SQL Anfrage

SELECT substance.accession, Score

FROM substance, compound, library,

(SELECT inchikey_1,
COUNT(DISTINCT PeakFragments.mz_cluster_id) AS Score
FROM substance, library, compound AS Candidates

(SELECT MIN(compound-id)
FROM compound
WHERE exact-mass BETWEEN 290.24 AND 290.28
GROUP BY inchi_key_1) AS FirstCandidates
LEFT OUTER JOIN
(SELECT fragments.structure, mz_cluster_id
FROM fragments, mz_cluster
WHERE fragments.mz_cluster_id = mz_cluster.id
AND  ((mz_cluster.mass between 123.035 AND 123.045
OR (mz_cluster.mass between 139.030 AND 139.040
OR (mz_cluster.mass between 165.040 AND 165.050
OR (mz_cluster.mass between 207.050 AND 207.060
OR (mz_cluster.mass between 249.060 AND 249.070
OR (mz_cluster.mass between 273.060 AND 273.070
AS PeakFragments
ON (PeakFragments.structure <= Candidates.mol_structure)

=

N NNl

)

WHERE substance.compound_id = FirstCandidates.compound_id
AND substance. library_id = library. library_id

AND library_name = ’pubchem’

AND Candidates.compound_id = FirstCandidates.compound_id
GROUP BY accession, inchi_key_1

ORDER BY Score DESC) AS Results

WHERE exact_mass BETWEEN 290.24 AND 290.28
AND substance.compound_id = compound.compound_id
AND substance. library_id = library. library_id

AND library_name = ’pubchem’

AND compound.inchi_key_1 = results.inchi_-key_1;

Beispielcode A.2. Ausfiihrliche SQL Query von MassStruct. In dieser Abfrage wird
zuséatzlich beriicksichtigt, dass Kandidaten aus unterschiedlichen Molekiildatenbanken
vorhanden sind. Auflerdem werden die Stereoisomere durch den ersten Teil des InChIKeys

(Konnektivitit) gefiltert und nur der zuerst auftretende verwendet.
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MassStruct Ergebnisse der 1:1 Partitionierung

Tabelle A.8. Die Trainingsdaten sind zufillig in zwei gleichgrofle Parititionen geteilt
worden. Das MassStruct Training ist zuerst auf dem Einen durchgefiihrt und auf dem An-
deren getestet worden. Im zweiten Schritt sind die Datensétze zum Trainieren und Testen

getauscht worden. Die Angegebene Laufzeit beinhaltet nur die Zeit der SQL-Anfrage.

MassBank ID CID RRP BC WC TC Laufzeit
PR100121PR100122 13804 0,000 0 50902 50910 477
PR100113PR100114 834 0,000 0 34475 34491 283
PR100317 13804 0,001 0 50852 50910 448
PR100239 5319853 0,001 0 72031 72127 867
PR100390 165627 0,001 5 8735 8743 100
PR100329 717531 0,001 0 29768 29828 252
PR100198 439155 0,001 48 105480 105691 950
PR101031 5274585 0,001 16 46540 46649 526
PR100359 6441269 0,001 35 71951 72127 793
PR100296 92136 0,002 7 8717 8743 84
PR100076 34755 0,002 12 107657 108138 932
PR100363 442456 0,002 12 9711 9745 200
PR100277 160556 0,003 98 63536 63768 497
PR100249 92794 0,003 35 80451 80855 898
PR100447 5320863 0,003 106 70812 71109 854
PR100395 65065 0,003 17 11783 11839 113
PR100256 5280459 0,003 118 69911 70272 587
PR101033 5280459 0,003 118 69911 70272 893
PR101047 5280459 0,003 118 69911 70272 423
PR100386 1029 0,004 19 11782 11855 140
PR101022 5318759 0,004 153 54264 54545 687
PR100001PR100002 2901 0,004 3 4936 4974 26
PR100351 101781 0,004 209 71749 72127 1147
PR100248 5281673 0,004 81 59419 59828 879
PR101027 5281673 0,005 196 59464 59828 469
PR101007 5316673 0,005 285 78101 78553 639
PR101024 5316673 0,005 313 78082 78553 1020
PR100243 5282102 0,005 256 69786 70272 1327
PR100253 5281643 0,006 208 59338 59828 405
PR101012 5281643 0,006 232 59356 59828 2163
PR101021 5481882 0,007 178 89873 90914 1483
PR100240 5318645 0,007 232 55942 56492 738
PR101025 5282102 0,007 351 69641 70272 832
PR100335 65127 0,007 161 36266 36630 350
PR100254 5280804 0,008 327 59166 59828 318
PR100469 25674 0,009 39 8969 9090 97
PR100475 5281417 0,010 220 80697 82100 803
PR100175 6288 0,010 11 2027 2059 25
PR100315 99289 0,010 11 2027 2059 16
PR100366 5321576 0,010 120 26692 27134 425
PR100334 439574 0,012 5 2970 3036 28
PR100449 441031 0,012 5 2970 3036 25
PR100326 123938 0,012 427 41563 42144 400
PR100367 5321577 0,012 265 26740 27134 232
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PR100436PR100437
PR101030
PR100314
PR100221
PR100137
PR100258
PR100166
PR100035PR100036
PR100157PR100158
PR100303
PR100368
PR100163PR100164
PR101023
PR100252
PR100322
PR100153PR100154
PR100420
PR100093
PR100349
PR100241
PR100244
PR100354
PR100304PR100305
PR100267PR100268
PR100162
PR101009
PR100199
PR101034
PR101046
PR100325
PR100448
PR100456
PR100280
PR100306
PR100320
PR100299
PR100290
PR100260
PR100259
PR100263
PR100338
PR100161
PR101055
PR100211
PR100013
PR100220
PR100067PR100068
PR101041
PR100272
PR100242
PR100291
PR100286

439227
5481224
440018
137
14982
14982
439579
6057
6322
6322
5320686
5961
5320686
5484066
5962
439277
70914
637775
5883291
5481663
5318767
10621
439232
6950385
33032
5323562
193653
5323562
5323562
2724705
9750
5320835
2761525
439389
10917
439406
2761558
107982
1548943
182232
16211048
88513
11953815
23724461
5280567
119
439217
8655
99478
5281693
5706676
1502076

0,013
0,018
0,018
0,019
0,019
0,019
0,020
0,020
0,021
0,021
0,021
0,022
0,022
0,023
0,024
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,026
0,028
0,029
0,029
0,029
0,030
0,030
0,033
0,033
0,040
0,042
0,044
0,048
0,049
0,056
0,058
0,059
0,062
0,064
0,083
0,085
0,085
0,091
0,094
0,101
0,103
0,108
0,109
0,110
0,112
0,113
0,117

23
351
1203
10

512

165
165

134
14
61

143

329
468
84
10
21
12
280
265
161
304
35
326
326

305
187
177
307
234
1486
128
119
71
1655
350
2501
4901
215
555
7
2371
453
474
83
313
71

4863
68928
92875

4160

1245

1245
47480
13183
14779
14779

7828

8505

7822

7750

8158

309
15535
31226

8449

5710

8383

7509
14931
14002

5843
10838
10482
10792
10792
11343
11068

4896

5843

8199

7721
27520

3785
34592
41713
54277

5552
52074
72002

3515
13063

1210
32269
14331

5176

1419

3132

1648

4974
71109
95106

4316

1296

1296
48887
13733
15256
15256

8174

8758

8174

8057

8417

326
15995
32403

8815

6007

8815

7950
15546
14585

6035
11203
11125
11203
11203
12319
11761

5160

6269

8743

8426
29428

4147
39387
47808
63106

6269
59736
82100

4068
15656

1427
38088
17731

6035

1724

3643

2059

47
436
751

17
22
443
55
184
160
47
86
119
131
85

45
294
183

90
173
125

86
135

58

89
109
183

57
144

41

86

59

27

40
225

35
333
444
544

57
568

1212

65
220

13
377
245

58

24

30

20

112



PR100212
PR100336
PR100279
PR100169PR100170
PR100282
PR100006
PR100324
PR100380
PR100365
PR100441
PR100222
PR100215
PR100121PR100122
PR100332PR100333
PR100048
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