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Abbildung 1: Die in dieser Arbeit relevanten Monosaccharideinheiten und ihre
symbolische Schreibweise in der cfg-Notation.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Struktur und Funktion von Glycanen

Die Glycosylierung gehort zu den wichtigsten posttranslationalen Modifikationen von
Proteinen und besitzt viele biologische Funktionen.»2 Glycosylierungen konnen die
Loslichkeit von Proteinen beeinflussen oder diese vor Proteasen schiitzen.! Vor allem sind
Glycokonjugate an Bindungsereignissen zwischen Proteinen und Zellen beteiligt.3
Oligosaccharide konnen, ausgehend von wenigen Kohlenhydratbausteinen, sehr viele
verschiedene Strukturen bilden und sind aus diesem Grund gut fiir die Vermittlung von
hoch-spezifischen Wechselwirkungen in biologischen Systemen geeignet.4 Beispielsweise
binden Selectine in den Endothelzellen der BlutgefiBe an Kohlenhydratstrukturen auf den
Leukozyten und ermoglichen so die Leukodiapedese.5¢ Die Glycosylierung ist extrem wichtig
fiir den Organismus, so fithren die meisten genetischen Defekte der Glycosylierung zu
schwerwiegenden Erkrankungen.” Kohlenhydratstrukturen bilden aber auch Angriffspunkte
fiir Viren, so bindet das Hamagglutinin des Influenzavirus an Sialinsauren des bronchialen
Epithels und ermoglicht die Ansteckung.® Durch Anfiigen weiterer Saccharidbausteine
konnen die Zielstrukturen maskiert werden, sodass das Virus nicht mehr binden kann. Im
Laufe der Evolution haben sich auf diese Weise sehr lange und komplexe

Oligosaccharidstrukturen gebildet.¢

26
Hoo Glucose
O OH OH OH
HO ﬁo & Oﬁo o Oﬁo oK Galactose
HO NHAC NHAc W/\Protein
Ho %? o Mannose

OH

N-Acetylglucosamin

N-Acetylgalactosamin

B4.B 4.B Asn

T 1

Fucose

N-Acetylneuraminsaure

Cep[HO®Oe

. . . N-Glycolylneuraminsaure
Trimannosyl -chitobiose yeoy

Abbildung 2: Die Core-Struktur von N-Glycanen. Alle N-Glycane besitzen einen Core,
bestehend aus drei Mannosen und zwei N-Acetylglucosaminen, der N-glycosidisch an
eine Asparaginseitenkette des Proteins gebunden ist. Das Asparagin muss Teil der
Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr sein, wobei X jede beliebige Aminosiure auBer
Prolin sein darf. Zur vereinfachten Darstellung der Oligosaccharide dient die cfg-
Notation, bei der jede Monosaccharideinheit als Kreis, Quadrat oder Dreieck in einer
bestimmten Farbe dargestellt wird.
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Es werden zwei Arten von Glycosylierungen unterschieden, die N-Glycosylierung und die
O-Glycosylierung. Die Biosynthese der N-Glycosylierung beginnt im Lumen des
Endoplasmatischen Reticulums (ER), hier wird das Vorlauferglycan GlcNAc.ManyGlecs
kotranslational an eine Asparaginseitenkette des Proteins gebunden. Dabei muss das
Asparagin Teil der Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr sein, wobei X jede beliebige
Aminosidure auBer Prolin sein darf. Die drei terminalen Glucosen dienen der korrekten
Faltung des Proteins und werden noch im ER abgespalten. Im Golgi-Apparat werden
anschlieBend  posttranslational = weitere = Mannosen abgespalten und  andere
Monosaccharidbausteine schrittweise angefiigt.89 Der sogenannte Trimannosylchitobiose-
Core, bestehend aus drei Mannosen und zwei N-Acetylglucosaminen, bleibt dabei stets
erhalten und ist bei allen N-Glycanen identisch (Abbildung 2). Es wird aber zwischen hoch-
mannosidischen, komplex-Typ und hybrid-Typ N-Glycanen unterschieden; Beispiele fiir die
einzelnen Typen sind in Abbildung 3 dargestellt.

hoch-mannosodisch

komplex-Typ
biantennéar

hybrid-Typ

Abbildung 3: Beispiele fiir hoch-mannosidische, komplex-Typ wund hybrid-Typ
N-Glycane. Bei den hoch-mannosidischen N-Glycanen sind weitere a-Mannosen an den
Core gebunden, welche nicht vom Vorliufer Glycan (GlcNAc.ManyGlc;) abgespalten
wurden. Die komplex-Typ N-Glycane zeichnen sich durch die sogenannten Antennen
aus, welche an den Core gebunden sind. Die Antennen beginnen mit einem
N-Acetylglucosamin und kénnen mit einer Galactose und N-Acetylneuraminsiduren
fortgesetzt werden. AuBlerdem ist hier das am proximalen N-Acetylglucosamin
fucosylierte komplex-Typ N-Glycan gezeigt. Der Hybrid-Typ stellt eine Mischung aus
hoch-mannosidischem und Komplex-Typ dar.

O-Glycane sind an die Hydroxylgruppen von Serin- oder Threoninseitenketten des Proteins
gebunden, wobei mehrere Konsensussequenzen bekannt sind. Bei O-Glycanen wird ebenfalls
zwischen einem Core und Antennen unterschieden, es existieren allerdings acht verschiedene
Core-Strukturen. die Antennen der O-Glycane weisen dhnliche Strukturen wie bei den

N-Glycanen auf.8
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An einer Glycosylierungsstelle eines Proteins kommen in der Regel verschiedene
Glycanstrukturen vor, dies wird als Mikroheterogenitat bezeichnet. Die Glycosylierung kann
dabei groBen Einfluss auf die Funktion des Proteins haben. Ein gutes Beispiel hierfiir sind die
Immunoglobuline (Antikorper), welche Pathogene spezifisch binden konnen und somit
wichtig fiir unser Immunsystem sind. Die Wirkungsweise von Immunoglobulinen ist
abhiangig von ihrer Glycosylierung. Antikérper mit galactosylierten, sialylierten
Glycanstrukturen wirken immunosuppressiv. und enziindungshemmend, wéihrend
Antikorper mit kurzen Glycanstrukturen entziindungsfoérdernd wirken.3° (Abbildung 4)
Dartiber hinaus wird die Aktivitat des Antikorpers durch die Core-Fucosylierung des Glycans
reguliert, nicht-fucosylierte Antikorper rufen eine 100-fach starkere Immunantwort hervor

als fucosylierte Antikorper.3

Yy

enziindungshemmend entziindungsférdernd
immunsuppressiv pathogen

@ Leichte Kette
@ schwere Kette

Abbildung 4: Es sind zwei Immunoglobuline mit ihren Glycosylierungsstrukturen
dargestellt. Antikorper mit galactosylierten, sialylierten Kohlenhydratstrukutren
wirken entziindungshemmend und immunsuppressiv, wihrend Antikorper mit kurzen
Kohlendydratstrukturen entziindungsfordernd wirken. AuBlerdem wird die Aktivitiat
von Antikorpern iiber die Core-Fucosylierung reguliert, nicht-fucosylierte Antikorper
rufen eine 100-fach stiirkere Immunantwort hervor als fucosylierte Antikorper.

In einem gesunden Organismus stehen Zellproliferation und Zelltod im Gleichgewicht. Bei
einer Krebserkrankung ist dieses Gleichgewicht gestort. Signale, die zum Zelltod fiihren,
werden nicht erkannt und Zellen konnen sich unkontrolliert vermehren.2 Die fehlerhafte
Zellkommunikation ist mit Veranderungen der Glycosylierung verbunden. In Krebszellen
werden beispielsweise groBere Mengen verzweigter, sialylierter oder fucosylierter N-Glycane
gebildet.’317 Diese Strukturen scheinen die Metastasierung von Tumoren zu férdern. In stark
metastasierenden Krebszelllinien wurden groBe Mengen p1-6-verzweigter N-Glycane
gefunden, wiahrend die Metastasierung bei GnT-V knockout Mausen unterdriickt ist.:8-20
(GnT-V Kkatalysiert die Ubertragung des p1-6 verzweigenden N-Acetylglucosamins auf den

Core.) Sialylierung und Fucosylierung sind zwar essentielle Strukturen von humanen



Einleitung

N-Glycanen, Krebszellen bilden aber vermehrt sowohl Core-fucosylierte als auch Antennen-
fucosylierte und sialylierte Strukturen. Vor allem die in Abbildungs5 gezeigten
Lewis-Antigene werden mit der Metastasierung von Krebszellen in Verbindung gebracht, da

sie an Selectine in den Endothelzellen der Blutgefae binden.20-23

Die Untersuchung von Glycanstrukturen aus Glycoproteinen ist daher ein vielversprechender
Ansatz zur Erkennung von Krebserkrankungen.2425 Viele Studien beschaftigen sich mit der
Entwicklung von Biomarkern, beispielsweise fiir Lungenkrebs26-29, Eierstockkrebss?:3: und

Darmkrebs3233, basierend auf der Analyse von Glycanstrukturen.

Lewis X sialyl Lewis X Lewis Y
B 4 B 3 R o 3 B 4 B 3 R B 4 B 3 R
3 3 2 3
Lewis A sialyl Lewis A Lewis B

3 3 3 3 3 3 3
B B R o B B R B B R
o o o [0}
4 4 2 4

Abbildung 5: Strukturen der Lewis-Antigene, welche bei humanen N- und O-Glycanen
vorkommen. Die Lewis-Antigene binden an Selectine in den Endothelzellen der
BlutgefiBBe und ermoglichen so die Leukodiapedese. Auf der Oberfliche von
Tumorzellen fordern die Lewis-Antigene die Metastasierung.

1.2 Analytik von Glycanen

Die wichtigsten Methoden zur Untersuchung von Glycoproteinen sind die Fliissigkeits-
chromatographie (LC), die Massenspektrometrie (MS) sowie die NMR-Spektroskopie. Fiir
die Analyse mittels LC-MS wird das Glycoprotein meist mit verschiedenen Enzymen
behandelt, sodass Glycopeptide oder freie Glycane entstehen.3+ Diese werden
chromatographisch getrennt und mittels Massenspektrometrie analysiert.3537 Haufig werden
die freien Glycane chemisch modifiziert um die chromatographische Trennung oder die
Detektion durch ein Fluoreszenzlabel zu verbessern.34 Der gesamte Prozess des sogenannten
bottom-up Verfahrens ist zeitaufwendig, kostenintensiv und bendtigt gut ausgebildetes

Personal. Fiir die klinische Anwendung ist das bottom-up Verfahren daher ungeeignet.

Durch den technischen Fortschritt im Bereich der Massenspektrometrie ist es inzwischen
moglich Proteine von bis zu 150 kDa intakt zu ionisieren und mit ausreichender Auflosung zu

detektieren, um verschiedene Glycoformen zu unterscheiden.3®-4t Aufgrund des schnellen
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und einfachen Arbeitsablaufes ist dieses Verfahren gut fiir die klinische Anwendung geeignet

und konnte zur Fritherkennung von Krebserkrankungen eingesetzt werden.

Bei der massenspektrometrischen Untersuchung eines Glycans oder Glycoproteins wird die
exakte Masse erhalten, aus der lediglich die Glycankomposition bestimmt werden kann.
Durch tandem-MS Experimente konnen zwar gewisse Riickschliisse auf die Sequenz der
Monosaccharide getroffen werden4243, die genaue Verkniipfung kann mittels
Massenspektrometrie aber nicht ermittelt werden. Hierfiir ist die NMR-Spektroskopie eine
geeignete Methode. Im 'H-NMR-Spektrum eines typischen N-Glycans gibt es neben dem
sogenannten Bulk-Bereich zwischen 3.2 und 3.9 ppm, indem sich die Signale vieler Protonen
iiberlagern, mehrere Bereiche in denen isolierte Signale zu finden sind. Dabei handelt es sich
vor allem um die Signale der anomeren Protonen und der Methylgruppen von
N-Acetylgruppen und Desoxyzuckern.44-46 Diese werden als structural reporter group-
Signale bezeichnet, da anhand ihrer chemischen Verschiebung die Struktur des Glycans
ermittelt werden kann. Zu diesem Zweck wurden die chemischen Verschiebungen tausender

Oligosaccharide in Datenbanken gesammelt.47:48

Fir die NMR-spektroskopische Charakterisierung werden ca. 15pmol des reinen
Oligosaccharids benotigt.4o Leider liefert die chromatographische Reinigung freier N-Glycane
haufig kein reines Produkt, da die Elutionsbereiche der chemisch dhnlichen Glycane stark
iiberlappen. Eine Losung fiir dieses Problem ist die von Behnken und Fellenberg entwickelte

dreidimensionale Kreuzkorrelation von NMR- und MS-Daten.50-53

reine NMR-Spektren
Massen- EICs MATLAB

> der Analyten
spektrometrie Korrelation von MS- und NMR-Daten w
A
_ JMJLM
b am _
Flussigkeits- ] NVR-Spekiren

chromatographie [ > | Flussteiler MLWWLA
l 19/20 R

NMR-
Spektroskopie

Fraktionssammler —— >

Interpretation

Abbildung 6: Arbeitsschema der dreidimensionalen Kreuzkorrelation (3DCC). Das
Eluat der Fliissigkeitschromatographie wird geteilt und zum Teil
massenspektrometrisch detektiert, wodurch die extracted ion-Chromatogramme
erhalten werden. Der grof3ere Teil des Eluats wird fraktioniert aufgefangen und NMR-
spektroskopisch untersucht. Durch mathematische Korrelation der NMR- und
MS-Daten werden die reinen Spektren der Probenbestandteile erhalten.
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Das Arbeitsschema der dreidimensionalen Kreuzkorrelation (3DCC) ist in Abbildung 6
dargestellt. Das Eluat der Fliissigkeitschromatographie wird geteilt. Der kleinere Teil des
Eluats wird massenspektrometrisch untersucht, wodurch fiir jeden Analyten ein extracted
ion-Chromatogramm erhalten wird. Der groBere Teil des Eluats wird fraktioniert
aufgefangen und NMR-spektroskopisch untersucht. Durch mathematische Korrelation der
NMR- und der MS-Daten konnen reine Spektren der einzelnen Bestandteile erhalten werden.

In Abschnitt 3.4 wird das Verfahren in seinen Einzelheiten beschrieben.

1.3 Leberkrebs

Leberkrebs ist die fiinfthaufigste Krebsart weltweit und mit etwa 746.000 Todesfillen im
Jahr 2012 die weltweit zweithaufigste Todesursache unter allen Krebsarten.54 In Deutschland
erkranken ungefahr 8.600 Personen jahrlich an Leberkrebs mit anndhernd gleicher Anzahl
an Todesfillen.5s Die 5-Jahres-Uberlebensrate von Leberkrebs betrigt nur ca. 15%, damit
gehort Leberkrebs zu den Krebsarten mit der schlechtesten Prognose. Das hepatozellulare

Karzinom (HCC) stellt die haufigste Art von Lebertumoren dar.

Der wichtigste Risikofaktor fiir Leberkrebs ist Leberzirrhose, welche hauptsachlich durch
Infektion mit Hepatitisviren (HBV oder HCV), Alkoholmissbrauch oder nichtalkoholischer
Steatohepatitis (NASH) verursacht wird.5657 Die niedrige Uberlebensrate von Leberkrebs ist
vor allem durch die spate Diagnose bedingt. Es konnte gezeigt werden, dass eine halbjahrige

Untersuchung auf HCC die Sterblichkeitsrate um 37% reduziert.58

Neben der Sonographie werden zur Erkennung von Leberkrebs verschiedene Biomarker
eingesetzt.59-% Der wichtigste Biomarker fiir HCC ist Alpha-Fetoprotein (AFP), ein humanes
Glycoprotein, welches normalerweise wiahrend der Embryogenese exprimiert wird. Die
Messung der AFP-Konzentration im Blut ergibt eine Sensitivitdt von 65% und eine Spezifitat
von 89%.6° Durch Bestimmung der fucosylierten AFP-Glycoform L3 konnen Sensitivitat und
Spezifitit zwar auf 97% bzw. 92% erhoht werden®-¢2, trotzdem werden dringend neue
Biomarker fiir HCC benétigt. Vor allem die Analyse fucosylierter Plasmaproteine hat sich als

vielversprechender Ansatz zur Erkennung von HCC erwiesen.63-69
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1.4 Fibrinogen

Fibrinogen ist ein 360 kDa schweres Glycoprotein, welches mit einer Konzentration von etwa
2.5 mg/mL im Blut vorhanden ist.7° Fibrinogen wird hauptséachlich von der Leber produziert
und stellt daher ein ideales Ziel fiir die Erkennung von Leberkrebs dar. Bei der Blutgerinnung
entsteht aus Fibrinogen durch Polymerisation Fibrin, welches ein stabiles Gerinnsel
bildet.7o7* AuBerdem iibernimmt Fibrinogen wichtige Funktionen bei der Hamostase,

Angiogense und bei Entziindungsreaktionen.”

Abbildung 7: Rontgenkristallstruktur von humanem Fibrinogen nach Kollman et al.”2
Die Aca-Untereinheiten sind in Gelb, die Bfp-Untereinheiten in Griin und die
y-Untereinheiten in Blau dargestellt. Das stibchenformige Fibrinogenmolekiil setzt sich
aus zwei Aa-, zwei Bp- und zwei y-Untereinheiten zusammen. Die zentrale Domine und
die beiden duBeren globuliren Dominen sind durch die sogennanten coiled-coil-
Regionen verbunden. Die duBlere C-terminale Region der Aa-Untereinheit (etwa 2/3 der
Sequenz) ist in der Kristallstruktur nicht vorhanden. Die N-Glycane an Asparagin-364
der Bp-Untereinheit und Asparagin-52 der y-Untereinheit sind in Rot dargestellt. Die
N-Glycane an der y-Untereinheit sind in der Kristallstruktur nicht aufgelost und wurden
nachtriaglich eingefiigt.

Fibrinogen setzt sich aus drei verschiedenen Untereinheiten zusammen, welche als Aa-,
BB- und y-Untereinheit bezeichnet werden. Ein Fibrinogenmolekiil besteht aus zwei Aa-,
zwei BB- und zwei y-Untereinheiten, welche durch insgesamt 29 Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind. Die Rontgenkristallstruktur von humanem Fibrinogen ist in
Abbildung 7 gezeigt.” Das stabchenformige Molekiil besitzt eine zentrale und zwei terminale
globulire Dominen, welche durch alpha-helicale sogenannte coiled-coil-Regionen
verbunden sind.”>7* Die C-terminale Region der Aa-Untereinheit ist in der Kristallstruktur
nicht vorhanden. An den N-terminalen Enden der Ao~ und Bp-Untereinheit in der zentralen
Domaéne befinden sich die Fibrinopeptide A und B. Die Abspaltung der Fibrinopeptide durch

Thrombin leitet die Polymerisation ein. Dabei werden in der zentralen Domaéne
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Bindungsstellen freigelegt, die mit den aduBeren Domanen interagieren. Dies fiihrt zur
Bildung von doppelstrangigen Protofibrillen. Die C-terminale Region der Ao-Untereinheit
kann nach Abspaltung des Fibrinopeptid B intermolekulare Wechselwirkungen zur zentralen

Doméne eingehen, die zur Quervernetzung der Fibrillen fiihren.70:7:

Die BB- und y-Untereinheiten von humanem Fibrinogen sind an Asparagin-364 bzw.
Asparagin-52 N-glycosyliert. Die Oligosaccharide sind in Abbildung 7 rot dargestellt. Es
handelt sich um biantenndre komplex-Typ N-Glycane mit einer oder zwei
N-Acetylneuraminsduren.”37s Es wurde gezeigt, dass die Glycosylierung schwerwiegende
Auswirkungen auf das Polymerisationsverhalten und die Struktur des Fibrins hat.7¢77 Die
Ao-Untereinheit von humanem Fibrinogen ist nicht N-glycosyliert, kann aber

Phosphorylierungen und eine O-Glycosylierung tragen.78-85
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2 Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und statistische Validierung eines Biomarkers fiir
Leberkrebs. Zu diesem Zweck wurde eine LC-MS Methode zur Analyse der
posttranslationalen Modifikationen von humanem Fibrinogen entwickelt. Da Fibrinogen
hauptsachlich in der Leber hergestellt wird, stellt es ein optimales Ziel zur Erkennung von
Lebererkrankungen dar. Fibrinogen wird aus Blutplasma isoliert und die intakten
Untereinheiten werden massenspektrometrisch analysiert. Anhand der erhaltenen
Massenspektren konnen die verschiedenen Glycoformen wund Proteinspezies der

Fibrinogenuntereinheiten quantifiziert werden.

Es sollten Blutplasmaproben von gesunden Spendern, HCC- und Leberzirrhosepatienten
untersucht werden, um quantitative Verdnderungen in den posttranslationalen
Modifikationen der Fibrinogenuntereinheiten festzustellen. Die erhaltenen Daten sollten mit
statistischen Methoden ausgewertet werden. Die Betrachtung von jeweils nur einer
Glycoform oder Proteinspezies liefert nur geringe Sensitivitdt und Spezifitiat und ist daher
nicht als Biomarker geeignet. Aus diesem Grund sollte eine Methode entwickelt werden, die
eine Kombination aus allen quantifizierten Glycoformen und Proteinspezies der
Fibrinogenuntereinheiten zur Unterscheidung der Proben von gesunden Spendern,
HCC- und Leberzirrhosepatienten verwendet. Hierzu sollten multivariate statistische
Verfahren, wie die Hauptkomponentenanalyse und die multivariate Varianzanalyse
(MANOVA) verwendet werden.

Die entwickelte Methode zur Unterscheidung von gesunden Spendern, HCC- und
Leberzirrhosepatienten sollte validiert werden. Hierzu sollte ein zweiter Datensatz von
Proben mit unbekanntem Status untersucht werden, welche mit der zuvor entwickelten
Methode einer der Gruppen zugeordnet werden sollten. Durch den Vergleich mit den
Diagnosen der Proben aus der Validierungskohorte sollte die Leistungsfahigkeit der Methode

ermittelt werden.

Die Identitdt und Reinheit des isolierten Fibrinogens sollte durch Analyse der tryptischen
Peptide untersucht werden. Die beim Fibrinogen durch SNPs auftretenden
Aminosaureaustausche sollten auf Peptidebene bestitigt werden. AuBerdem sollten die
posttranlationalen Modifikationen, welche am intakten Protein gefunden wurden, durch

einen Pronaseverdau untersucht werden.

In einem zweiten Projekt sollte eine graphische Benutzeroberfliche (GUI) fiir die

dreidimensionale Kreuzkorrelation entwickelt werden. Die dreidimensionale Kreuz-
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korrelation dient der Berechnung von reinen NMR-Spektren aus einem chromatographisch
nicht vollstandig getrennten Substanzgemisch. Dabei werden NMR- und LC-MS-Daten
mathematisch korreliert. Um die Methode moglichst vielen potentiellen Anwendern nutzbar
zu machen, sollte eine einfach zu benutzende, graphische Benutzeroberfliche entwickelt
werden. Hierzu sollte die Software MATLAB verwendet werden, welche eine Funktion zu
Programmierung von graphischen Benutzeroberflichen besitzt. Bei der Entwicklung des
GUIs wurde ein Testdatensatz benoétigt, dieser sollte auch als Anleitung zur Benutzung des
GUIs fiir externe Anwender dienen. Hierzu sollte die Gesamtheit aller N-Glycane einer

Blutplasmaprobe isoliert werden und mittels 3DCC untersucht werden.
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3 Methoden

3.1 Massenspektrometrische Analyse intakter Proteine

In dieser Arbeit wurden die Untereinheiten von humanem Fibrinogen als intakte Spezies
massenspektrometrisch analysiert. Organische Molekiile besitzen aufgrund der natiirlichen

Anwesenheit der schwereren Isotope (2H, 13C etc.) eine Isotopenverteilung,.

haufigste Masse
5806.64 Da

monoisotopische Masse ! durchschnittliche Masse
5803.64 Da | 5807.59 Da

|

nominelle Masse
5801 Da

1

I I I I I I I I
5800 5802 5804 5806 5808 5810 5812 5814 5816  [Da]

Abbildung 8: Isotopenverteilung von humanem Insulin (C:;5,H383Ne650,,S6). Die
nominelle Masse (5801 Da), die monoisotopische Masse (5803.64 Da), die hiufigste
Masse (5806.64 Da) und die durchschnittliche Masse (5807.59 Da) sind markiert.

Abbildung 8 zeigt die theoretische Isotopenverteilung von humanem Insulin. Die nominelle
Masse, die monoisotopische Masse, die haufigste Masse und die durchschnittliche Masse
sind markiert. Bei organischen Molekiilen, die nur die Elemente CHNOSP enthalten, stellt
die monoisotopische Masse stets das Signal geringster Masse dar. Die haufigste Masse
berechnet sich aus der statistisch wahrscheinlichsten Isotopenzusammensetzung und stellt
das intensivste Isotopensignal im Spektrum dar. Je groBer das untersuchte Molekiil, umso
weiter ist die haufigste Masse von der monoisotopischen Masse entfernt. Bei intakten
Proteinen ist die monoisotopische Masse meist so wenig intensiv, dass sie nicht mehr

beobachtet werden kann.

Die Elektrosprayionisierung (ESI) intakter Proteine liefert viele hochgeladene Spezies,
welche als charge envelope-Massenspektrum beobachtet werden (Abbildung 9, oben). Je

hoher der Ladungszustand des Proteins, umso naher liegen die Isotopensignale zusammen.

11
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Bei groBeren Proteinen, wie den Fibrinogenuntereinheiten, ist die Auflosung des
Massenspektrometers meist nicht ausreichend, um die Isotopensignale aufzulosen. In diesem

Fall ist das Isotopenmuster nicht zu erkennen.

Intens.
x10¢ 50+ 48+ 46+ 44+ 42+ 42+ 40+ 38+ 36+ 34+ 32+ 30+

1.5 1

1.0 4

0.5 -

MW“«" N hhh Mo b
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0.0

i maximum entropy-Deconvolution i

Intens.
x104 +

0 N e e
47800 48000 48200 48400 48600 48800 49000 49200 [Da]

Abbildung 9: Maximum entropy-Deconvolution. Oben ist das charge-envelope-
Massenspektrum der y-Untereinheit von humanem Fibrinogen gezeigt. Die maximum
entropy-Deconvolution des Bereiches von ca. 950 -1750 Da liefert das virtuelle
Spektrum der ungeladenen y-Untereinheit (unten).

Im Massenspektrum der y-Untereinheit von humanem Fibrinogen (Abbildung 9, oben) sind
die Ladungszustande 28+ bis 51+ zu erkennen. Je hoher die Ladungszustande, umso kleiner
sind die Abstinde zwischen diesen. Die Auswertung eines solchen charge envelope-
Spektrums ist kompliziert, da die Signalmuster verschiedener Ladungszustinde teilweise
iiberlappen. AuBerdem wird die Intensitit auf alle Ladungszustande aufgeteilt, wodurch das
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis sinkt. Die maximum entropy-Deconvolution berechnet aus
dem charge envelope-Spektrum das virtuelle Spektrum der ungeladenen Spezies

(Abbildung 9, unten). Im deconvolierten Massenspektrum der y-Untereinheit ist nur noch
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eine Signalgruppe bei der realen Masse des Proteins vorhanden. Die Auswertung des

deconvolierten Spektrums ist daher deutlich einfacher.

3.2 Quantifizierung der Glycoformen und Proteinspezies von Aa-, BB- und

v-Untereinheit

Die verschiedenen Glycoformen und Proteinspezies, welche fiir die Aa-, Bp- und
v-Untereinheit von humanem Fibrinogen beobachtet wurden, sollten quantifiziert werden.
Hierfiir wurden die berechneten Isotopenmuster aller Glycoformen und Proteinspezies an
das experimentelle, deconvolierte Massenspektrum angepasst. Die theoretischen
Isotopenmuster aller Glycoformen und Proteinspezies wurden in MATLAB mit dem Befehl
isotopicdist berechnet und durch least squares-Optimierung mit dem Befehl Isgnonneg an
das experimentelle, deconvolierte Spektrum angepasst. Dabei werden Koeffizienten erhalten,
die die jeweiligen Anteile der Glycoformen oder Proteinspezies repriasentieren. Mit den
berechneten Koeffizienten wurde das theoretische Massenspektrum berechnet, welches die
geringste Abweichung zum experimentellen Spektrum aufweist. Da jedes experimentelle
Spektrum mit einer individuellen Massenungenauigkeit behaftet ist, welche z. B. durch
fehlerhafte Kalibrierung des Massenspektrometers zustande kommt, musste die x-Achse
jedes Spektrums korrigiert werden. Die jeweilige Verschiebung wurde ermittelt, indem die
Anpassung fiir Verschiebungen im Abstand von 0.01 Da im Bereich +5.00 Da durchgefiihrt
wurde. Die Anpassung mit der geringsten Abweichung zwischen experimentellem und

berechnetem Spektrum wurde fiir die Quantifizierung verwendet.

Fiir die Quantifizierung der Glycoformen der Bp- und y-Untereinheit wurden die

theoretischen Isotopenmuster folgender sechs Glycoformen verwendet:

Tabelle 2: Glycoformen der Bf- und y-Untereinheit, welche durch Anpassung der
theoretischen Isotopenmuster an das experimentelle, deconvolierte Massenspektrum,
mittels least squares-Optimierung quantifiziert wurden. H = Hexose, N = N-Acetyl-
glucosamin, S = N-Acetylneuraminsiure, F = Fucose.

Bezeichnung Glycankomposition
G2 H5N4
G1S1 H4N4S1
S1 H5N4S1
S1F H5N4S1F1
S2 H5N4S2
S2F H5N4S2F1
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In Abbildung 10 sind das experimentelle, deconvolierte Massenspektrum (griin), das
berechnete Massenspektrum (blau) und die Differenz zwischen experimentellem und
berechnetem Spektrum (rot) der y-Untereinheit fiir drei verschiedene Proben (N, F und
HCCo17, vgl. Abschnitt 7.7, Tabelle 15) gezeigt. Um eine gute Anpassung zu erreichen wurden
neben den Signalen des nativen Proteins zusitzlich die Signale der oxidierten (+16 Da)
Spezies und der Verlust eines Wassermolekiils (-18 Da) beriicksichtigt, sodass insgesamt 18
Isotopenmuster fiir die Anpassung der Spektren der y-Untereinheit verwendet wurden. Zur
Berechnung der Anteile der sechs Glycoformen wurden nur die Koeffizienten des nativen

Proteins verwendet.

experimentell

——— berechnet

HCCO017 ——— Differenz

A .
F
N

O O\
1 1 1 1
48200 48400 48600 48800 [Dal

Abbildung 10: Anpassung der theoretischen Isotopenmuster aller Glycoformen der
y-Untereinheit an die experimentellen, deconvolierten Massenspektren der
y-Untereinheit aus den Proben N, F und HCCo17. Griin: experimentelles, deconvoliertes
Massenspektrum, blau: berechnetes Massenspektrum, rot: Differenz zwischen
experimentellem und berechnetem Massenspektrum.

Bei Proben, welche heterozygot in Bezug auf den SNP rs6063 sind, wurden die
Isotopenmuster der nativen und der veranderten Proteinsequenz (Gly165 - Arg) addiert. Die
resultierenden Isotopenmuster, welche die Signale beider Spezies im Verhiltnis 1:1
enthalten, wurden dann fiir die Anpassung verwendet. Die Anpassung wurde zunichst mit
den Isotopenmustern der vollstindig reduzierten y-Untereinheit durchgefiihrt. Dabei zeigte

sich, dass die experimentellen und berechneten Spektren um etwa 4 Da verschoben waren.
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Es ist davon auszugehen, dass die beiden internen Disulfidbriicken der y-Untereinheit unter
den gewahlten Bedingungen nicht reduziert werden. Daher wurden die Isotopenmuster der
y-Untereinheit mit zwei Disulfidbriicken verwendet. Die in Abbildung 10 gezeigten
Ergebnisse der Anpassung fiir die Proben N, F und HCCo017 zeigen nur geringe Differenzen

zwischen experimentellem und berechnetem Spektrum.

Abbildung 11 zeigt das experimentelle, deconvolierte Massenspektrum der BB-Untereinheit
(griin), das berechnete Massenspektrum (blau) und die Differenz zwischen experimentellem
und berechnetem Spektrum (rot) fiir die Proben N, H, HCCo17 und ZIR031 (vgl. Tabelle 15).
Zur Quantifizierung der Glycoformen der Bp-Untereinheit wurden die Signale folgender
Proteinspezies beriicksichtigt:

Tabelle 3: Proteinspezies der Bf-Untereinheit, welche bei der Anpassung der

theoretischen Isotopenmuster an das experimentelle, deconvolierte Massenspektrum
verwendet wurden.

Proteinspezies Anderung der

Proteinsummenformel

Nativ

Nativ oxidiert (Met) +0
Trunkiert (-Gln) -C;HsN,O,
Trunkiert (-Gln), oxidiert -C5;HsN,O
Wasserverlust -H.0
Carbamidiert +CHNO
Carbamidiert, oxidiert +CHNO,

Neben den Signalen des nativen Proteins, des oxidierten Proteins sowie dem Verlust eines
Wassermolekiils, zeigten sich in vielen Spektren intensive Signale bei einer um 128 Da
niedrigeren Masse. Es ist davon auszugehen, dass diese Signale durch Abspaltung der
C-terminalen Glutamineinheit verursacht werden. Die Signale der um eine Glutamineinheit
verkiirzten Bf-Untereinheit und die Signale der carbamidierten Bf-Untereinheit wurden
daher ebenfalls beriicksichtigt (Tabelle 3). Insgesamt wurden bei der Anpassung der
Spektren der Bp-Untereinheit 42 Isotopenmuster verwendet. Zur Berechnung der
prozentualen Anteile der Glycoformen, dienten nur die Koeffizienten der nativen
Proteinspezies. Bei Proben, welche heterozygot in Bezug auf den SNP rs4220 sind, wurden
die Isotopenmuster der nativen und veridnderten Proteinsequenzen (Argq48 - Lys) addiert,
sodass die Isotopenmuster, welche beide Signale im Verhiltnis 1:1 enthalten, fiir die
Anpassung verwendet wurden. Bei Proben die homozygot in Bezug auf rs4220 sind, wurden

die Isotopenmuster der veranderten Proteinsequenz verwendet. In Abbildung 11 sind die
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Ergebnisse der Anpassung fiir die Proben N, H, HCCo17 und ZIR031 gezeigt. Es ist zu
erkennen, dass bei allen Proben nur eine geringe Differenz zwischen experimentellem und
berechnetem Spektrum auftritt, sogar die breiten Signale in den Spektren der Proben
HCCo17 und ZIR031, welche durch das gleichzeitige Auftreten von Oxidation und des SNPs

rs4220 verursacht werden, konnten gut angepasst werden.

experimentell
—— Dberechnet
——— Differenz

ZIR031

HCCO017
s
H
N
54000 54200 54400 54600 [Da]

Abbildung 11: Anpassung der theoretischen Isotopenmuster aller Glycoformen der
BB-Untereinheit an die experimentellen, deconvolierten Spektren der Bf-Untereinheit
aus den Proben N, H, HCCo17 und ZIRo031. Griin: experimentelles, deconvoliertes
Massenspektrum, blau: berechnetes Massenspektrum, rot: Differenz zwischen
experimentellem und berechnetem Massenspektrum.

Bei der Ao-Untereinheit von humanem Fibrinogen sollten die vier Phosphorylierungs-
zustande sowie die O-glycosylierten Zustinde quantifiziert werden. Da in vielen Proben bei
der Aa-Untereinheit ein hohes MaBl an Oxidation beobachtet wurde, wurden bei der
Anpassung die Signale der einfach und zweifach oxidierten Spezies beriicksichtigt. AuBerdem
wurden sowohl der Verlust eines Wassermolekiils sowie Carbamidierung berticksichtigt. Bei
vielen Proben trat ein groBes Signal der um die C-terminale Valineinheit verkiirzten
Aoa-Untereinheit auf. Die daraus resultierende Massendifferenz von -99 Da fiihrt zu einer

starken Uberlagerung der Signale von nativer und verkiirzter Spezies im jeweils non-,
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mono- und diphosphorylierten Zustand. Da die Anpassung unter Beriicksichtigung der
Isotopenmuster der verkiirzten Spezies aller Phosphorylierungszustinde zu absurden
Ergebnissen fiihrte, wurden nur die Isotopenmuster der verkiirzten und
nicht-phosphorylierten Aa-Untereinheit verwendet. Insgesamt wurden die Isotopenmuster

von 46 Proteinspezies fiir die Anpassung der Spektren der Aa-Untereinheit verwendet.

experimentell
——— berechnet
——— Differenz
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Abbildung 12: Anpassung der theoretischen Isotopenmuster aller Proteinspezies der
Aqg-Untereinheit an die experimentellen, deconvolierten Massenspekiren der
Ao-Untereinheit aus den Proben N, HCCo17 und ZIRo043. Griin: experimentelles,
deconvoliertes Massenspektrum, blau: berechnetes Massenspektrum, rot: Differenz
zwischen experimentellem und berechnetem Massenspektrum.

Die prozentualen Anteile der einzelnen Proteinspezies wurden nur ausgehend von den
Koeffizienten des nativen Proteins berechnet. In Abbildung 12 sind das experimentelle,
deconvolierte Massenspektrum der Ao-Untereinheit (griin), das berechnete Massenspektrum
(blau), sowie die Differenz zwischen experimentellem und berechnetem Massenspektrum
(rot) fiir die Proben N, HCCo17 und ZIR043 (vgl. Tabelle 15) gezeigt. Es ist zu erkennen, dass

nur geringe Abweichungen zwischen experimentellem und berechnetem Spektrum auftreten.
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3.3 Statistische Methoden

3.3.1 ANOVA

Die Varianzanalyse (ANOVA: Analysis of Variance) dient der Untersuchung eines
Datensatzes, bei welchem die unabhangigen Variablen in mehr als zwei Gruppen eingeteilt
sind. Im hier vorliegenden Fall gibt die unabhéngige Variable den Gesundheitszustand des
Spenders wieder und ist in drei Gruppen eingeteilt: Gesund, HCC und Zirrhose. Die
abhingige Variable ist der Anteil einer bestimmten Glycoform oder Proteinspezies von
humanem Fibrinogen. Ziel der ANOVA ist es herauszufinden, ob sich eine Gruppe signifikant
von den anderen unterscheidet. Hierzu stellt die ANOVA die Varianz innerhalb der Gruppen
und die Varianz zwischen den Gruppen ins Verhiltnis und priift mittels F-Verteilung, ob das
Ergebnis signifikant ist. Durch Post-Hoc-Tests kann ermittelt werden, zwischen welchen

Gruppen Unterschiede bestehen.86-89

Die Varianzanalyse wurde in dieser Arbeit verwendet, um Unterschiede in den Anteilen der
einzelnen Glycoformen bzw. Proteinspezies zwischen gesunden Spendern, HCC- und
Zirrhosepatienten zu erkennen. Da allerdings insgesamt 32 Glycoformen und Proteinspezies
analysiert wurden, welche dariiber hinaus zum Teil miteinander korrelieren, miissen

multivariate statistische Methoden angewendet werden.

3.3.2 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse (PCA: principal component analysis) ist eines der
wichtigsten Verfahren der multivariaten Statistik, sie dient der Vereinfachung eines
komplexen multivariaten Datensatzes. Dabei wird durch eine Hauptachsentransformation
ein neues Koordinatensystem berechnet, in welchem die Daten die grotmogliche Varianz
aufweisen. Die groBte Varianz liegt auf der ersten Hauptkomponente, die zweitgrote Varianz
auf der zweiten Hauptkomponente usw. Dabei sind die Hauptkomponenten orthogonal
zueinander. Die Koordinaten der einzelnen Datenpunkte werden durch Linearkombination

aus den normierten urspriinglichen Koordinaten berechnet.87.90

In dieser Arbeit wurde die Hauptkomponentenanalyse verwendet, um einen Datensatz mit
mehreren quantifizierten Glycoformen und Proteinspezies zu analysieren. Das Ziel war, eine
Trennung zwischen den Proben von gesunden Spendern, HCC- und Zirrhosepatienten zu
beobachten. Da die Hauptkomponentenanalyse allerdings keine Information dariiber

verwendet, welche Probe zu welcher Gruppe gehort, lieferte sie nicht das optimale Ergebnis.
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3.3.3 MANOVA

Die multivariate Varianzanalyse dient der Untersuchung eines Datensatzes mit mehreren
abhingigen Variablen und einer unabhingigen Variablen, welche mehr als zwei Stufen
(Gruppen) besitzt. Die Teststatistik der MANOVA ist eine Matrix, daher gibt es verschiedene
Moglichkeiten um auf Signifikanz zu priifen (Pillai-Spur, Wilks-Lambda, Hotelling-Spur,
Roys Largest Root). Bei der MANOVA wird, wie bei der PCA, eine Hauptachsen-
transformation durchgefiihrt. Auf der ersten Hauptachse, welche als erste kanonische
Variable bezeichnet wird, wird die beste Trennung zwischen den Gruppen beobachtet. Die
kanonischen Variablen werden ebenfalls durch Linearkombination aus den normierten
urspriinglichen Variablen erhalten. Dabei ist die erste kanonische Variable die
Linearkombination, welche in einer univariaten ANOVA das signifikanteste Ergebnis

liefert.86-90

3.4 Dreidimensionale Kreuzkorrelation (3DCC)

Die dreidimensionale Kreuzkorrelation (3DCC) dient der Berechnung von reinen
NMR-Spektren aus einem chromatographisch  nicht vollstindig getrennten
Substanzgemisch.5°53 Das Prinzip der dreidimensionalen Kreuzkorrelation ist in
Abbildung 13 dargestellt. Das Eluat der Fliissigkeitschromatographie wird geteilt. Der
kleinere Teil wird fiir die Massenspektrometrie verwendet, wiahrend der Hauptteil
fraktioniert aufgefangen wird. Dabei werden extracted ion-Chromatogramme (EICs) fiir alle
Bestandteile erstellt. AnschlieBend werden alle Fraktionen NMR-spektroskopisch analysiert,
wobei zeitabhidngige NMR-Daten erhalten werden. Der zeitliche Verlauf eines NMR-Signals
wird als extracted delta-Chromatogramm (EDC) bezeichnet. Die MS-Daten und die
NMR-Daten werden nun iiber die gemeinsame Zeitdomane mathematisch korreliert, hierfiir
stehen drei Methoden zur Verfiigung, welche als 3DCC¢, 3DCC. und 3DCCs bezeichnet

werden.
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Abbildung 13: Graphische Darstellung des Prinzips der dreidimensionalen
Kreuzkorrelation. Die einzelnen Schritte sind in der Abbildung erlautert.
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3.4.1 3DCCc

Die dreidimensionale Kreuzkorrelation basiert auf der Tatsache, dass das EIC und das EDC
eines Analyten den gleichen zeitlichen Verlauf zeigen. Bei der Methode 3DCCc werden die
Korrelationskoeffizienten zwischen EICs und EDCs gebildet. Dabei werden die EICs als
Spaltenvektoren in der Matrix MStm und die EDCs als Spaltenvektoren in der Matrix
NMR; gesammelt. (Die Matrix NMRg;s enthdlt demnach die NMR-Spektren als
Zeilenvektoren.) Die EICs und die EDCs miissen dabei die gleiche Anzahl an Datenpunkten
besitzen, die Matrizen MSm und NMR(; haben daher die gleiche Zeitdomine t. In
Anlehnung an die Dirac-Notation werden die Spaltenvektoren von MSm) als |MS) und die
Spaltenvektoren von NMR(; als |[NMR) bezeichnet. Der Korrelationskoeffizient nach
Pearson ist somit definiert als:

_ Cov(IMS),INMR))

C. 5= .
" O\Ms) * O|NMR) Gleichung 1

Dabei ist Cov(|MS),|NMR)) die Kovarianz zwischen einem EIC und einem EDC und ojsy -
o\vmr) stellt das Produkt der Standardabweichungen von [MS) und |[NMR) dar. Fiir 3DCCc
wird jeder Zeilenvektor |MS) mit jedem Spaltenvektor |[NMR) korreliert, sodass eine Matrix
Cn, erhalten wird, die die Korrelationskoeffizienten zwischen jedem EIC und jedem EDC
enthilt. Der Korrelationskoeffizient nimmt bei hoher Ubereinstimmung zwischen einem EIC
und einem EDC einen Wert nahe Eins an, tritt keine Ubereinstimmung zwischen EIC und
EDC auf, betragt der Wert des Korrelationskoeffizienten Null. Korrelationskoeffizienten mit

negativem Wert werden gleich Null gesetzt, da eine anti-Korrelation nicht zu erwarten ist.

Die Extraktion der 3DCCc-Korrelationsspektren erfolgt durch paarweise Multiplikation der

entsprechenden Korrelationskoeffizienten mit dem NMR-Summenspektrum S,.

S = E(NMRl Gleichung 2
t

Das NMR-Summenspektrum ergibt sich durch Summieren der Zeilenvektoren (NMR| von
NMR(,;). Durch Multiplikation der Elemente von Cim 5 mit den Elementen von S, ergibt sich

die Matrix Em,s), welche die Korrelationsspektren als Zeilenvektoren enthalt.

ems = Cm,s " S8 Gleichung 3
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Jedes Korrelationsspektrum gehort zu einem EIC und ist somit einem m/z-Verhaltnis

zuzuordnen.5°-53

3.4.2 3DCC.

Die Methode 3DCCy, basiert auf der Tatsache, dass jedes EDC als Linearkombination aller
EICs darstellbar ist. Dies ist in Abbildung 14 am Beispiel eines EDCs dargestellt, welches
Anteile der Signale B und C enthilt. Diejenigen Koeffizienten, fiir die die Abweichung
zwischen experimentellem und berechnetem EDC am geringsten ist, werden bei 3DCC.

durch least squares-Optimierung ermittelt.

m 2
F = mxin (lNMR) - Z inMS)l-) Gleichung 4
1

Fiir jedes EIC wird durch Auftragung der Koeffizienten gegen die chemische Verschiebung

ein Korrelationsspektrum erhalten.

[EDC] = 0.00*[EIC,] + 0.65*[EIC,] + 0.35*[EIC]

Intensitat
EDC =
EIC,
+
EIC,
+
EIC,

t

Abbildung 14: Least squares-Anpassung der EICs an ein EDC. Das in schwarz gezeigte
EDC zeigt die Signale der Bestandteile B und C. Die least squares Anpassung ergibt fiir
EIC; einen Koeffizienten von 0.65 und fiir EIC¢ einen Koeffizienten von 0.35.
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3.4.3 3DCCs

Die Methode 3DCCs basiert auf dem gleichen Prinzip wie 3DCCy. Der Unterschied besteht
darin, dass die Koeffizienten nicht durch least squares-Optimierung berechnet werden,

sondern durch Multiplikation der inversen MS-Daten mit den NMR-Daten.

(m,9)
e 3
CORR-NMR
CORR-NMR
CORR-NMR
~
\\ J
e 3 e 3
m NMR
o |m m NMR
O |m 8
Ms(tm) O |m gl R, NMR(tS)
’ O m O m 7
@) W)
O “ns
|\ J \\ J

Abbildung 15: Darstellung der NMR-Daten (einzelne Spektren als Zeilen, EDC als
Spalten), MS-Daten (EICs als Spalten) und der Korrelationsspektren (als Zeilen) als
Matrizen. Durch Multiplikation der MS-Daten mit den Korrelationsspektren werden die
MS-Daten erhalten.

In Abbildung 15 sind die NMR-Daten, MS-Daten und die Korrelationsspektren als Matrizen
dargestellt. Durch Multiplikation der MS-Daten (EICs als Spalten) und der
Korrelationsspektren (als Zeilen) konnen die NMR-Daten (Spektren als Zeilen, EDCs als
Spalten) erhalten werden. In Dirac-Notation kann dies mit folgender Gleichung dargestellt

werden:

(MS|E) = nmrys Gleichung 5

Dabei ist (MS| eine Zeilenvektor von MS m), welcher die Datenpunkte aller EICs zu einem
bestimmten Zeitpunkt enthilt, und |E) ist ein Spaltenvektor von Emgs, welcher die
entsprechenden Koeffizienten enthalt. Daraus folgt, dass die Korrelationsspektren durch
Multiplikation der NMR-Daten mit der inversen Matrix der MS-Daten erhalten werden

konnen.

MS(tm) " Eam,s) = NMR (4 5) Gleichung 6
MS(m) ' NMR(;5) = E(ms) Gleichung 7
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Da bei der dreidimensionalen Kreuzkorrelation die EDCs bzw. die NMR-Spektren gegeben,
die Korrelationsspektren hingegen gesucht sind, muss die inverse Matrix der MS-Daten
ermittelt werden. Die inverse Matrix der MS-Daten kann durch Singularwertzerlegung (SVD:

singular value decomposition) erhalten werden.
Jede Matrix M besitzt mindestens eine Singuldrwertzerlegung der Form:

M = UxV* Gleichung 8

Dabei ist M eine beliebige m x n Matrix mit dem Rang r, U ist eine unitiare m x m Matrix, V*

ist die Adjungierte einer unitiren n x n Matrix und X ist eine reelle m x n Matrix folgender

Gestalt:
g 0 0 0
o - 0 0
= 0 0 Oy 0 Gleichung 9
o oo -0

Die Diagnonaleintrage o; der Matrix X werden als Singularwerte von M bezeichnet. Fiir die

inverse M der Matrix M gilt:

M-t =viTtUr Gleichung 10

Die Elemente der inversen 2! der Matrix ¥ konnen wie folgt berechnet werden:

1 .

_ —fallsi=j<r

@ 1)ij = {‘8 ) J Gleichung 11
sons

Auf diese Weise kann die inverse Matrix der MS-Daten erhalten werden, welche durch

Multiplikation mit den NMR-Daten die Korrelationsspektren ergibt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Entwicklung eines Biomarkers fiir Leberkrebs basierend auf den

posttranslationalen Modifikationen von Fibrinogen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Biomarker fiir Leberkrebs entwickelt. Hierfiir wurde
eine Methode zur Untersuchung der posttranslationalen Modifikationen von humanem
Fibrinogen entwickelt.9* Fibrinogen wird hauptsachlich in der Leber hergestellt und stellt
daher ein optimales Ziel zur Erkennung von Leberkrankheiten dar. Fibrinogen wurde durch
Ethanolfillung aus humanem Blutplasma isoliert. Nach Denaturierung und Reduktion
wurden die drei Fibrinogenuntereinheiten (Aa, B und y) fliissigkeitschromatographisch
getrennt und als intakte Spezies massenspektrometrisch analysiert. Mittels maximum
entropy-Deconvolution wurden die Massenspekiren der virtuell neutralen Fibrinogen-

untereinheiten erhalten.

4.1.1 Analyse der intakten Fibrinogenuntereinheiten gesunder Spender

Es wurden zunichst 20 Proben von gesunden Spendern untersucht, welche mit den
Buchstaben A-T bezeichnet werden (Tabelle 15). Die Proben wurden vom Zentralinstitut fiir
Transfusionsmedizin GmbH, Hamburg erhalten. Die deconvolierten Massenspektren von

jeweils vier Proben (N, F, H und L) werden im Folgenden diskutiert.

4.1.1.1 Die Ao-Untereinheit

Die deconvolierten Massenspektren der Aa-Untereinheit aus den Proben N, F, H, und L sind
in Abbildung 16 gezeigt. Auf der linken Seite der Spektren, im Bereich 66100 — 66300 Da,
sind drei intensive Signale im Abstand von jeweils 80 Da zu erkennen. Es handelt sich hierbei
um die Signale der unmodifizierten, der monophosphorylierten und der diphosphorylierten
Ao-Untereinheit. AuBerdem ist bis zu 7% der triphosphorylierten Aa-Untereinheit zu
erkennen. Die Phosphorylierung der Ao-Untereinheit von humanem Fibrinogen ist
bekannt.”8-8¢ Diese Spektren zeigen dariiber hinaus, dass die un-, mono- und
diphosphorylierten Spezies der Aa-Untereinheit ungefahr im Verhailtnis 1:1:1 vorkommen.
Die drei weniger intensiven Signale im Bereich 66700 — 67000 Da stammen von einer

O-glycosylierten Spezies der Aa-Untereinheit, welche ebenfalls un-, mono- und
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diphosphoryliert vorliegen kann. Bei dem O-Glycan handelt es sich um das in Abbildung 16

gezeigte sialyl-T-Antigen.85:92:93

N

homozygot nativ

F

homozygot nativ

T312A

<
AN
™
—

T312A

H

heterozygot S| 8| §
fur T312A ol 2| B
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homozygot
fur T312A
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Abbildung 16: Deconvolierte Massenspektren der Aa-Untereinheit von Fibrinogen aus
den Proben N, F, H und L. Die drei intensiven Signale im Bereich 66100 — 66300 Da
zeigen die un-, mono- und diphosphorylierte Spezies der Aa-Untereinheit. Die drei
weniger intensiven Signale im Bereich 66700 — 67000 Da stammen von einer
O-glycosylierten Spezies der Ao-Untereiheit, welche ebenfalls in un-, mono- oder
diphosphorylierter Form vorliegen kann. Im Spektrum von Probe H sind alle Signale
dupliziert. Dies ist auf den Aminosiureaustausch Thr3i2Ala zuriickzufiihren, welcher
durch den SNP rs6050 verursacht wird. Spender H ist demnach heterozygot in Bezug
auf rs6050. Spender L ist homozygot fiir rs6050, da in diesem Spektrum nur die Signale
der verinderten Proteinsequenz vorhanden sind.
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Im Spektrum von Spender H sind alle Signale dupliziert. Der Grund hierfiir ist der
Aminosaureaustausch Thr3i12Ala, welcher durch den single nucleotide polymorphism (SNP)
rs6050 auf dem Gen der Ao-Untereinheit verursacht wird.’4 Die Aa-Untereinheit mit dem
Aminosaureaustausch Thr3i12Ala hat eine um 30 Da geringere Masse. Da im Spektrum der
Aa-Untereinheit von Spender H sowohl die Signale der nativen, als auch die Signale der
verdnderten Proteinsequenz vorliegen, ist Spender H heterozygot in Bezug auf rs6050. Im
Spektrum der Ao-Untereinheit von Spender L sind nur die Signale der veradnderten

Proteinsequenz vorhanden, Spender L ist demnach homozygot in Bezug auf rs6050.

Die Phosphorylierung der Ao-Untereinheit ist medizinisch relevant, es wurde beispielsweise
gezeigt, dass neugebildetes Fibrinogen von Patienten, die nach einem Herzinfarkt mit
Streptokinase behandelt wurden, bis zu dreimal mehr Phosphat enthielt, als vor der
Behandlung.95 AuBerdem wurde im Blut von Patientinnen mit Eierstockkrebs ein erhohter

Gehalt der phosphorylierten Ao-Untereinheit nachgewiesen.%®

Der SNP rs6050 wurde bei den gesunden Spendern mit einer Allelfrequenz von 25%
beobachtet. Dieser Wert steht in guter Ubereinstimmung mit den Literaturdaten, welche fiir
europdische Bevolkerungsgruppen Werte von ca. 24% angeben.?4 Die durch den SNP rs6050
verursachte Fibrinogenvariante Aco-Thr3i12Ala bildet festere Gerinnsel als natives
Fibrinogen.?” Aus diesem Grund wird der SNP rs6050 mit einem hoheren Risiko fiir

Schlaganfalle98.99, Hirnblutungen°® und venose Thromboembolien'o*102 assoziiert.

Die O-Glycosylierung der Aa-Untereinheit von humanem Fibrinogen wurde 1995/96 von
L’Ho6te et al. durch Lectinbindung des sialyl-T-Antigens entdeckt.9293 Seit 2012 haben
mehrere Gruppen das sialyl-T-Antigen auf der Ao-Untereinheit auch massenspektrometrisch
nachgewiesen.85193.104 Die entsprechenden O-Glycopeptide wurden im Urin von Patienten mit
Harnwegsinfektion gefunden und als Biomarker dafiir vorgeschlagen.'°s Die in dieser Arbeit
gewonnen Daten zeigen, dass die Aa-Untereinheit von humanem Fibrinogen bei gesunden

Spendern zu 13-21% O-glycosyliert vorliegt.

4.1.1.2 Die BB- und y-Untereinheiten

In Abbildung 17 sind die deconvolierten Massenspektren der Bf-Untereinheit aus den
Proben N, F, H und L gezeigt. Die Strukturen von sechs Glycoformen sind iiber den Spektren
dargestellt. Die beiden dominanten Signale stammen von den Glycoformen S1 und S2, welche
ein mono- oder disialyliertes biantennires N-Glycan vom komplex-Typ tragen. Die Signale
verkiirzter und fucosylierter Glycoformen (G2, G1S1, S1F und S2F) sind in Abbildung 17
markiert, in den Spektren gesunder Spender sind diese Signale aber nur schwach zu

erkennen
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Abbildung 17: Deconvolierte Massenspektren der Bf-Untereinheit von Fibrinogen aus
den Proben N, F, H und L. Die Strukturen von sechs Glycoformen sind iiber den
Spektren dargestellt. Die beiden dominanten Signale stammen von den Glycoformen S1
und S2. Die Glycoformen G2, G1S1, S1F und S2F sind in den Proben gesunder Spender
kaum vorhanden. AuBBerdem sind Signale der um eine Glutamineinheit verkiirzten
BB-Untereinheit zu erkennen, welche mit den Signalen der Glycoformen G1S1 und S1F
iiberlagern. Im Spektrum von Spender H sind alle Signale dupliziert, da Spender H
heterozygot beziiglich des SNPs rsg4220 ist, welcher den Aminosidureaustausch
Argq48Lys verursacht. Im Spektrum von Spender N sind nur die Signale der
veranderten Proteinisoform vorhanden, daher ist Spender N homozygot in Bezug auf
rs4220.
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Die Identifizierung der Glycoformen G1S1 und S1F ist zusatzlich erschwert, da ihre Signale
von den Signalen einer trunkierten Form der Bp-Untereinheit iiberlagert werden, welche um
die C-terminale Glutamineinheit verkiirzt ist. Im Spektrum der Bp-Untereinheit von Spender
H sind zusitzlich die Signale der Proteinisoform mit dem Aminosaureaustausch Arg448Lys
zu erkennen, welche durch den SNP rs4220 verursacht wird,°¢ und zu einer um 28 Da
geringeren Masse fiihrt. Spender H ist demnach heterozygot in Bezug auf rs4220. Im
Spektrum der BB-Untereinheit von Spender N sind nur die Signale des veranderten Proteins

vorhanden, Spender N ist daher homozygot in Bezug auf rs4220.

Unter den gesunden Spendern trat rs4220 mit einer Allelfrequenz von 18% auf. Dieser Wert
stimmt gut mit den Literaturdaten iiberein, welche Werte von ca. 20% angeben.°¢ Es wurde
gezeigt, dass rs4220 in Verbindung mit erhohten Fibrinogenkonzentrationen im Blut steht
und damit zum Risiko fiir kardiovaskuldre Krankheiten beitragt.1o7-109 Auferdem wurde

rs4220 in einer Studie mit verringerter Leukozytenanzahl verbunden.°

Die deconvolierten Massenspektren der y-Untereinheit aus den Proben N, F, H und L sind in
Abbildung 18 gezeigt. Bei den iiber den Spektren dargestellten Glycanen handelt es sich um
die gleichen Strukturen, die auch auf der BB-Untereinheit zu finden sind. Die beiden
dominanten Signale stammen ebenfalls von den Glycoformen S1 und S2. Die Signale der
Glycoformen G2 und G1S1 sind wenig intensiv, aber in den Spektren der y-Untereinheit gut
zu erkennen. Die fucosylierten Glycoformen S1F und S2F sind auch auf der y-Untereinheit
gesunder Spender nicht vorhanden. Das Spektrum der y-Untereinheit von Spender F zeigt
zusitzliche Signale bei einer 99 Da hoheren Masse, welche durch den Aminosaureaustausch
Gly165Arg verursacht werden. Diese Mutation wird durch den SNP rs6063, auf dem fiir die
y-Untereinheit codierenden Gen, verursacht.!* Spender F ist demnach heterozygot fiir
rs6063. Insgesamt wurde der SNP rs6063 nur bei einem von 20 gesunden Spendern
beobachtet. In der Literatur kommt rs6063 mit einer Allelfrequenz von 0.3% vor2, und

wurde mit erhohter Erythrozytenverteilungsbreite in Verbindung gebracht.1°

Aus Abbildung 17 und Abbildung 18 geht hervor, dass die BB- und y-Untereinheiten von
humanem Fibrinogen fast identisch glycosyliert sind. Bei gesunden Spendern liegt die
BB-Untereinheit durchschnittlich zu 39% in der Glycoform S2 vor, wihrend die
v-Untereinheit nur zu 29% disialyliert vorliegt. Im Mittel liegt humanes Fibrinogen also zu
34% disialyliert vor. Dieser Wert stimmt gut mit den Ergebnissen von Adamczyk et al.
iiberein, welche die Glycoform S2 zu 33% fanden.?s Der Sialylierungsgrad des Fibrinogens
beeinflusst die Struktur des gebildeten Fibrins: ein hoher Sialylierungsgrad fiihrt zu diinnen,
quervernetzten Fibrinfasern, wiahrend desialyliertes Fibrinogen dicke, unvernetzte

Fibrinfasern bildet.77:113
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Abbildung 18: Deconvolierte Massenspektren der y-Untereinheit von Fibrinogen aus den
Proben N, F, H und L. Die Strukturen der sechs Glycoformen sind iiber den Spektren
dargestellt. Die beiden dominanten Signale stammen von den Glycoformen S1 und S2.
Die Signale der Glycoformen G2 und Gi1S1 sind mit sehr geringer Intensitit zu
erkennen. Die fucosylierten Glycoformen S1F und S2F sind in den Spektren gesunder
Spender nicht vorhanden. Im Spektrum der y-Untereinheit von Spender F sind
zusiatzliche die Signale der Proteinisoform mit dem Aminosidureaustausch Gly165Arg
vorhanden. Spender F ist daher heterozygot in Bezug auf den SNP rs6063, welcher
diesen Aminosiureaustausch verursacht.
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4.1.2 Chromatographische Trennung der Glycoformen bzw. Proteinspezies der

Fibrinogenuntereinheiten

Die chromatographische Trennung der Fibrinogenuntereinheiten wurde auf einer, fiir intakte
Proteine geeigneten, C8-reversed phase-Saule durchgefiihrt. Dabei werden zum Teil auch die
Glycoformen oder Proteinspezies der Ao-, BB- und y-Untereinheit chromatographisch
voneinander getrennt. Dies ist gut an dem in Abbildung 19 gezeigten Ausschnitt des total ion
current von Probe Q zu erkennen. Die drei Untereinheiten von humanem Fibrinogen
eluieren in den Bereichen 40.0-41.6 min (Aa), 42.2-43.9 min (BB) und 46.7-48.7 min (y). Fiir
jede der drei Untereinheiten sind deutlich zwei Maxima zu erkennen, welche durch partielle
Trennung der Glycoformen bzw. Proteinspezies entstehen. In Abbildung 19 sind jeweils zwei
Bereiche fiir eine Untereinheit markiert, in welchen die Massenspektren gemittelt wurden.

Die dazugehorigen deconvolierten Spektren sind ebenfalls in Abbildung 19 gezeigt.

Die beiden Spektren der Aca-Untereinheit von Probe Q in den Bereichen Aa-1
(40.0-40.7min) und Aa-2 (40.7-41.6 min) zeigen einen deutlichen Unterschied. Im
Spektrum des Bereichs Ao-1 nimmt die Intensitit der Signale der unglycosylierten
Ao-Untereinheit von links nach rechts ab. Der Anteil der unphosphorylierten
Ao-Untereinheit ist am groBSten, der Anteil der diphosphorylierten Ao-Untereinheit am
geringsten. Im Spektrum des Bereiches Aa-2 ist die Verteilung umgekehrt, die Intensitit der
Signale der unglycosylierten Spezies nimmt von links nach rechts zu. Der Anteil der
unphosphorylierten Aa-Untereinheit ist niedriger als der Anteil der diphosphorylierten
Ao-Untereinheit. Diese Beobachtung zeigt, dass die hoher phosphorylierten Spezies der

Aa-Untereinheit spater eluieren als die niedrig phosphorylierten Spezies.

Die Massenspektren der Bp- und y-Untereinheit zeigen ebenfalls groBe Unterschiede. Das
Spektrum der BB-Untereinheit im Bereich Bp-1 (42.2-42.8 min) zeigt einen deutlich
geringeren Anteil der Glycoform S2 als das Spektrum im Bereich Bf-2 (42.8-43.9 min). Bei
der y-Untereinheit ist der Effekt noch groBer. Im Spektrum des Bereichs y-1 (46.7-47.7 min)
ist fast kein Signal der Glycoform S2 zu erkennen. Im Spektrum des Bereichs y-2
(47.8-48.7 min) betrigt der Anteil der Glycoform S2 etwa 44%. Diese Beobachtungen zeigen,
dass die disialylierten Glycoformen der BB- und y-Untereinheit hohere Retentionszeiten

besitzen als die monosialylierten Glycoformen.

Die partielle Trennung der Phosphorylierungszustinde der Ao-Untereinheit und der

Glycoformen der BB- und y-Untereinheit muss beachtet werden, um eine verlassliche und
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reproduzierbare Quantifizierung der verschiedenen Spezies zu erreichen. Dieses Problem

wird in Abschnitt 4.1.5.3 untersucht.
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Abbildung 19: Ausschnitt aus dem total ion current der chromatographischen Trennung
der Fibrinogenuntereinheiten aus Probe Q (Aa: 40.0-41.6 min; Bf: 42.2-43.9 min; y:
46.6-48.7 min). Fiir jede Untereinheit sind zwei Maxima zu erkennen, welche durch
partielle Trennung der Glycoformen bzw. Proteinspezies zustande kommen. Die
deconvolierten Massenspektren wurden erhalten, indem die Massenspektiren in den
markierten Bereichen gemittelt wurden. Es ist zu erkennen, dass die hoher
phosphorylierten Spezies der Aa-Untereinheit spiter eluieren als die niedrig
phosphorylierten Spezies. AuBBerdem eluieren die disialylierten Glycoformen der
Bp- und y-Untereinheit spiter als die monosialylierten Glycoformen.
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4.1.3 Untersuchung der intakten Fibrinogenuntereinheiten von HCC- und

Zirrhosepatienten

Es wurden 19 Proben von HCC-Patienten sowie 17 Proben von Leberzirrhosepatienten
untersucht (Tabelle 15). Der GroBteil der HCC-Patieten hatte auch eine Leberzirrhose, welche
in den meisten Fillen die Ursache fiir den Krebs darstellt. Aus diesem Grund ist die
Unterscheidung zwischen Leberzirrhosepatienten ohne HCC und denen, die bereits HCC
entwickelt haben, von entscheidender Bedeutung. Die deconvolierten Massenspektren der

Proben von drei HCC-Patienten und drei Leberzirrhosepatienten sind im Folgenden gezeigt.

4.1.3.1 Die Ao-Untereinheit

Abbildung 20 zeigt die deconvolierten Massenspektren der Ao-Untereinheit aus den Proben
verschiedener HCC- und Zirrhosepatienten. Die Patienten HCCo024 und ZIR043 sind
heterozygot in Bezug auf rs6050. Im Vergleich zu den in Abbildung 16 gezeigten Spektren
gesunder Spender sind einige Unterschiede zu erkennen. Der Phosphorylierungsgrad der
Ao-Untereinheit ist bei den Patienten HCCo24, HCCo20 und ZIR031 deutlich geringer als
bei gesunden Spendern. Im Gegensatz dazu zeigt das Spektrum der Aa-Untereinheit von

Probe ZIR043 einen extrem hohen Phosphorylierungsgrad.

In den Spektren der Proben ZIR031 und ZIR041 sind zusitzlich die Signale der um eine
Valineinheit verkiirzten Ao-Untereinheit zu erkennen. Das Signal, welches von der
unphosphorylierten Spezies der Aa-Untereinheit ausgeht, ist in Abbildung 20 markiert, die
von der mono- und diphosphorylierten Spezies ausgehenden Signale iiberlagern allerdings
mit den Signalen der unverkiirzten Ao-Untereinheit. Da diese Signale nur in wenigen Proben
auftraten, ist davon auszugehen, dass die trunkierte Form der Aa-Untereinheit nicht durch
Fragmentierung in der Ionenquelle des Massenspektrometers, sondern durch
proteolytischen Verdau entsteht. Ob die proteolytische Aktivitit eine Folge der Leberzirrhose
ist, konnte allerdings nicht geklart werden. AuBerdem sind im Spektrum der Aoa-Untereinheit
von Probe HCCo17 deutlich die Signale der oxidierten Aa-Untereinheit zu erkennen, welche

jeweils um 16 Da verschoben sind.

33



Ergebnisse und Diskussion

HCCO017

:
P
|

—T312A4

HCC024 ZIR041 [

——T312A4

HCCO020 ZIR043

—T312A4

| | 1 1 1 1 | | 1 1 1 1
66000 66200 66400 66600 66800 67000 [Da] 66000 66200 66400 66600 66800 67000 [Da]

Abbildung 20: Deconvolierte Massenspektren der Aoa-Untereinheit von humanem
Fibrinogen aus den Proben HCCo17, HCCo24, HCCo20, ZIR031, ZIR041 und ZIR043.
Die Patienten HCCo024 und ZIR043 sind heterozygot in Bezug auf rs6050. Die Signale
der mono- und diphosphorylierten Spezies der Aa-Untereinheit sind in den Spektren
von ZIRo31, HCCo24 und HCCo20 deutlich kleiner als in den Spektren gesunder
Spender (Abbildung 16). Im Gegensatz dazu zeigt das Spektrum von ZIR043 einer sehr
hohen Phosphorylierungsgrad. In den Spektren von ZIR031 und ZIRo041 sind zusitzlich
Signale einer trunkierten, um die C-terminale Valineinheit verkiirzten, Ao-Untereinheit
zu erkennen. Im Spektrum von HCCo17 sind auBBerdem die Signale der oxidierten
Aqa-Untereinheit vorhanden.

4.1.3.2 Die BB- und y-Untereinheiten

Die deconvolierten Massenspektren der BB-Untereinheit aus verschiedenen Proben von HCC
und Zirrhosepatienten sind in Abbildung 21 gezeigt. Die auffillig breiten Signale in allen
Spektren, auBer dem von Probe HCCo020, werden durch zwei Gegebenheiten verursacht. Zum
einen sind die Spender dieser Proben heterozygot in Bezug auf den SNP rs4220 und besitzen
demnach zur Halfte Fibrinogen mit dem Aminosaureaustausch Argq48Lys auf der

BB-Untereinheit. Zum anderen zeigen fast alle HCC- und Zirrhosepatienten einen auffallig
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hohen Grad an Oxidation. Die Oxidation der Thioetherfunktion in Methioninseitenketten
zum Sulfoxid fithrt zu einer um 16 Da hoheren Masse, welche sich als Schulter in der rechten
Flanke der Peaks zeigt. In den Spektren der Bp-Untereinheit aus den Proben HCCo17,
HCCo24, ZIR031, ZIR041 und ZIR043 iiberlagern die Signale von nativer und veranderter
Proteinsequenz mit den Signalen der oxidierten Spezies und fithren so zu den auffillig

breiten Signalen.
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G2

$ S2F
G2
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Abbildung 21: Deconvolierte Massenspekiren der Bf-Untereinheit von humanem
Fibrinogen aus den Proben HCCo17, HCCo24, HCCo20, ZIR031, ZIR041 und ZIR043.
Die breiten Signale in den Spektren entstehen durch die Uberlagerung der Signale von
nativer und veridnderter Proteinsequenz mit den Signalen der oxidierten Spezies. Die
um eine Glutamineinheit verkiirzte Form der Bf-Untereinheit ist in den Spektren von
ZIR031 und HCCo20 markiert, im Spekirum von ZIRo31 sind diese Signale sehr
intensiv und diirfen nicht mit den Signalen der Glycoformen G1S1 und S1F verwechselt
werden. Die fucosylierte Glycoform SiF ist in den Spektren der Proben HCCo17,
HCCo24 und ZIR041 gut erkennbar, die disialylierte, fucosylierte Glycoform S2F ist nur
im Spektrum von Probe ZIRo041 als breite Schulter erkennbar. Mit Ausnahme der Probe
ZIRo043 ist der Anteil der disialylierten Glycoform S2 hoher als in den Proben gesunder
Spender (vgl. Abbildung 17).

35



Ergebnisse und Diskussion

Im Spektrum der BB-Untereinheit von Probe ZIR031 sind die Signale der um eine
Glutamineinheit verkiirzten Proteinsequenz (—Q) sehr intensiv. Diese diirfen nicht mit den
Signalen der Glycoformen Gi1S1 und SiF verwechselt werden, mit denen sie sich
iiberschneiden. Da die Signale der Glycoformen Gi1S1 und SiF im Spektrum der
y-Untereinheit von Probe ZIR031 (vgl. Abbildung 22) nur schwach zu erkennen sind, ist

davon auszugehen, dass es sich hauptsiachlich um die trunkierte Proteinsequenz handelt.

Die deconvolierten Massenspekiren der y-Untereinheit aus den Proben von HCC- und
Zirrhosepatienten sind in Abbildung 22 gezeigt, der Vergleich mit den Spektren der
BB-Untereinheit zeigt, dass die N-Glycosylierung der Bp- und y-Untereinheit weitestgehend
iibereinstimmt. In den Spektren der Bp- und y-Untereinheit von HCCo17, HCCo24 und
ZIR041 sind die Signale der monosialylierten, fucosylierten Glycoform S1F gut zu erkennen,
allerdings ist die disialylierte, fucosylierte Glycoform S2F nur in der Probe ZIR041 deutlich
vorhanden. In den Spektren der Proben HCCo20 und ZIR043 sind die fucosylierten

Glycoformen nicht vorhanden.

Der Vergleich zwischen gesunden und erkrankten Spender zeigt auBerdem, dass der
Sialylierungsgrad in den Proben von HCC und Zirrhosepatienten erhoht ist. Bei gesunden
Spendern lag der Anteil der disialylierten Glycoform S2 bei 22-35%. In den Spektren der
BB- und y-Untereinheit aus den Proben HCCo1i7, HCCo024 und ZIR031 liegen die
Glycoformen S1 und S2 ungefahr zu gleichen Teilen vor. In der Probe von Patient ZIR041 ist
der Anteil der disialylierten Glycoform S2 sogar deutlich hoher, wahrend die Probe von

Patient ZIR043 einen sehr geringen Sialylierungsgrad aufweist.

Das Spektrum der y-Untereinheit aus der Probe von Patient HCCo20 zeigt ungewohnlich
breite Signale. Die genauere Betrachtung zeigt, dass die Signale nur zu einer Seite um ca.
11 Da verbreitert sind, was die Vermutung nahe legt, dass der Patient heterozygot in Bezug
auf einen SNP ist. Hierfiir infrage kommen eine Reihe von SNPs (rs766346280,
rS747416023, 15748671641, 15138511699, rs751212238) auf dem fiir die y-Untereinheit
codierenden Gen, welche alle den Aminosaureaustausch Threonin - Isoleucin, mit einer

Massenzunahme von 12 Da, verursachen.!14
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Abbildung 22: Deconvolierte Massenspektren der 7y-Untereinheit von humanem
Fibrinogen aus den Proben HCCo17, HCCo24, HCCo20, ZIR031, ZIR041 und ZIR043.
Die fucosylierte Glycoform S1F ist in den Spektren der Proben HCCo17, HCCo24 und
ZIR041 gut erkennbar. Die disialylierte, fucosylierte Glycoform S2F ist nur im Spektrum
der Probe ZIR041 vorhanden. In den Spekiren der Proben HCCo020 und ZIR043 sind die
Signale der fucosylierten Glycoformen Si1F und S2F nicht vorhanden. Im Vergleich zu
den Spektren gesunder Spender (Abbildung18) ist der Anteil der disialylierten
Glycoform S2 hoher. Nur die Probe ZIR043 zeigt einen niedrigen Sialylierungsgrad. Im
Spektrum von Probe HCCo20 ist eine einseitige Signalverbreiterung um ca. 11 Da zu
erkennen, welche vermutlich durch einen heterozygoten SNP verursacht wird.
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4.1.4 Untersuchung des Fibrinogens mittels enzymatischen Verdaus

Bei der Untersuchung der intakten Untereinheiten von humanem Fibrinogen wurde die
Phosphorylierung und O-Glycosylierung der Aa-Untereinheit sowie die N-Glycosylierung der
BB- und y-Untereinheit gezeigt. Die posttranslationalen Modifikationen wurden auch auf
Peptidebene untersucht. Auerdem wurden auf allen Untereinheiten durch SNPs verursachte
Aminosaureaustausche gefunden, welche anhand der tryptischen Peptide nachgewiesen
wurden. Dariiber hinaus wurde die Identitdt und Reinheit des isolierten Fibrinogens durch

die Analyse der tryptischen Peptide bestatigt.

4.1.4.1 Analyse der SNPs anhand der tryptischen Peptide

Die SNPs, die zum Austausch einer Aminosaure fithren, wurden auch anhand der tryptischen
Peptide identifiziert. Hierzu wurde Fibrinogen der Spender N, F, H und L mit Trypsin
verdaut und mittels LC-MS untersucht. In den Daten wurde nach den Signalen der

entsprechenden Peptide mit und ohne den Aminosaureaustausch gesucht.

Der SNP rs6050 fithrt zum Aminosaureaustausch Thr3i12Ala auf der Ao-Untereinheit von
humanem Fibrinogen. Threonin-312 befindet sich auf dem 45 Aminosduren langen
tryptischen Peptid Asn29°-Args34, welches dominant im drei- und vierfach positiv geladenen
Zustand auftritt. In Abbildung 23 sind die extracted ion-Chromatogramme (EICs) des
nativen Peptides (rot und griin) und des verdnderten Peptides (schwarz und blau) dargestellt.
In den Chromatogrammen der Proben N und F sind nur die Signale des nativen Peptids zu
erkennen. Die Chromatogramme von Probe H zeigen sowohl die Signale des nativen als auch
des verdanderten Peptids, da Spender H heterozygot in Bezug auf rs6050 ist. In den
Chromatogrammen von Probe L sind nur die Signale des veranderten Peptids vorhanden, da

Spender L homozygot fiir rs6050 ist.

Der SNP rs4220 verursacht den Aminosiaureaustausch Arg448Lys auf der Bp-Untereinheit
von humanem Fibrinogen. Da Trypsin das Peptidriickgrat sowohl hinter Arginin als auch
hinter Lysin schneidet, bleibt die Schnittstelle vorhanden. In Abbildung 24 sind die EICs des
nativen tryptischen Peptids 442GSWYSMR#48 in griin (einfach positiv geladener Zustand) und
in rot (zweifach positiv geladener Zustand) dargestellt. Die EICs des Peptids 442GSWYSMK#48,
welches den Aminosdureaustausch Arg448Lys trigt, sind in blau (einfach positiv geladen)
und schwarz (zweifach positiv geladen) dargestellt. In den Chromatogrammen der Proben F

und L sind nur die Signale des nativen Peptids vorhanden, da die Spender F und L. den SNP
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Abbildung 23: Extracted ion-Chromatogramme des tryptischen Peptids Asn290-Arg334
der Ac-Untereinheit von humanem Fibrinogen. In Rot und Griin sind die EICs des
dreifach und vierfach positiv geladenen Zustands des nativen Peptids dargestellt. In
Schwarz und Blau sind die EICs des dreifach und vierfach positiv geladenen Zustands
des Peptids mit dem Aminosidureaustausch Thr3i12Ala gezeigt. In den
Chromatogrammen der Proben N und F sind nur die Signale des nativen Peptids (rot
und griin) zu erkennen. In den Chromatogrammen von Probe H, sind sowohl die
Signale des nativen als auch des verianderten Peptids vorhanden, da Spender H
heterozygot in Bezug auf rs6050 ist. In den Chromatogrammen von Probe L sind nur die
Signale des verinderten Peptids vorhanden, da Spender L homozygot fiir rs6050 ist.
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nicht tragen. In den Chromatogrammen von Probe H sind die Signale beider Peptide zu
erkennen, da Spender H heterozygot in Bezug auf rs4220 ist. Spender N ist homozygot fiir
rs4220, aus diesem Grund sind in den Chromatogrammen von Probe N nur die Signale des

verdanderten Peptids vorhanden.

Der SNP rs6063 fiihrt zum Aminosaureaustausch Gly165Arg auf der y-Untereinheit von
humanem Fibrinogen. Dabei wird eine neue Schnittstelle fiir Trypsin eingefiihrt. Die EICs
des nativen tryptischen Peptids *3QSGLYFIKPLK!73 sind in Abbildung 25 dargestellt (griin:
zweifach positiv geladener Zustand, rot: dreifach positiv geladener Zustand). AuBerdem sind
die EICs des um drei Aminosduren verkiirzten Peptids *°LYFIKPLK'3 dargestellt (blau:
zweifach positiv geladener Zustand, schwarz: dreifach positiv geladener Zustand). In den
Proben N, H und L ist nur das native Peptid vorhanden, da keiner der Spender den SNP
rs6063 tragt. Im Chromatogramm der Probe F sind die Signale des verkiirzten Peptids neben
den Signalen des nativen Peptids zu erkennen, da Spender F heterozygot in Bezug auf rs6063

ist.

Leider waren bei diesen Experimenten die Retentionszeiten der Peptide nicht
reproduzierbar, dies hat aber keine Auswirkungen auf die Interpretation, da die Peptide
eindeutig anhand ihrer Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse identifiziert werden konnen. Die in
den Spektren der intakten Fibrinogenuntereinheiten gefundenen Aminosiaureaustausche

konnten somit auf Peptidebene bestétigt werden.
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Abbildung 24: Extracted ion-Chromatogramme des tryptischen Peptids 442GSWYSMK448
der nativen BB-Untereinheit von humanem Fibrinogen (griin: einfach positiv geladener
Zustand, rot: zweifach positiv geladener Zustand) und des tryptischen Peptids
442GSWYSMR448, welches den Aminosiaureaustausche Arg448Lys tragt (blau: einfach
positiv geladener Zustand, schwarz: zweifach positiv geladener Zustand). Die
Chromatogramme der Proben F und L zeigen nur das native Peptid. In den
Chromatogrammen von Probe H sind sowohl die Signale des nativen als auch des
verinderten Peptids zu erkennen, da Spender H heterozygot beziiglich rs4220 ist. In
den Chromatogrammen von Probe N ist nur das verinderte Peptid vorhanden, da
Spender N homozygot fiir rs4220 ist.
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Abbildung 25: Extracted ion-Chromatogramme des tryptischen Peptids
163QSGLYFIKPLK!73 der nativen y-Untereinheit von humanem Fibrinogen (griin:
zweifach positiv geladener Zustand, rot: dreifach positiv geladener Zustand) und des
tryptischen Peptids 19LYFIKPLK!73, welches durch den Aminosidureaustausch G165R
entsteht, da eine zusitzliche Trypsinschnittstelle eingefiigt wird (blau: zweifach positiv
geladener Zustand, schwarz: dreifach positiv geladener Zustand). Die
Chromatogramme der Proben N, H, und L zeigen nur die Signale des Peptids
163QSGLYFIKPLK!73. Im den Chromatogrammen von Probe F sind auch die Signale des
Peptids 1 LYFIKPLK!73 zu erkennen, da Spender F heterozygot in Bezug auf rs6063 ist.

42



Ergebnisse und Diskussion

4.1.4.2 Identifizierung des Fibrinogen anhand der tryptischen Peptide

Die Identitdat und Reinheit des isolierten Fibrinogens wurde durch einen tryptischen Verdau
analysiert. Hierfiir wurde Fibrinogen aus den Proben N, O, Q und T mit Trypsin verdaut und
mittels LC-MS/MS untersucht. Die erhaltenen Daten wurden manuell nach den Signalen der
tryptischen Peptide von Fibrinogen durchsucht. Falls vorhanden, wurden die
MS/MS-Spektren extrahiert und nach den fiir die Aminosduresequenz spezifischen
Massendifferenzen durchsucht. AuBerdem wurde eine MASCOT-Suche durchgefiihrt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Ergebnisse der MASCOT-Suchen der Proben N, O, Q und T. Der Protein score,
die Anzahl der identifizierten Sequenzen (Seq.) und der emPAI (Exponentially Modified
Protein Abundance Index) sind fiir alle Proteine, die in mindestens einer Probe mit
einem Score von iiber 100 identifiziert wurden, angegeben. Die drei
Fibrinogenuntereinheiten und Albumin wurden in allen Proben mit sehr hohen scores
identifiziert. In den Proben Q und T wurde auBBerdem Fibronectin mit sehr hohem score
identifiziert. Bei allen anderen identifizierten Proteinen handelt es sich um abundante
Plasmaproteine wie Immunoglobuline, Serotransferrin, a1-Antitrypsin oder
Komplementfaktoren.

Probe N Probe O Probe Q Probe T

Protein Score | Seq. | emPAl | Score | Seq. | emPAl | Score | Seq. | emPAl | Score | Seq. | emPAl

ALBU_HUMAN 1948 23 244 2316 24 2.62 2339 27 331 2368 26 3.04

FIBA_HUMAN 1776 19 1.14 2062 21 1.32 2224 22 143 2203 19 1.14

FIBB_HUMAN 1530 15 1.75 2071 19 2.60 2012 19 2.64 2024 18 2.37

FIBG_HUMAN 1564 13 1.59 1712 14 1.79 1807 16 2.26 1760 16 2.23

FINC_HUMAN 463 8 0.12 585 9 0.14 2599 21 0.36 2261 21 0.36
IGHG1_HUMAN 782 7 1.07 924 7 1.06 1008 7 1.08 665 6 0.86
IGHG2_HUMAN 301 4 0.52 230 4 0.52 209 4 0.52 174 3 0.37

IGKC_HUMAN 622 5 3.78 815 5 3.77 900 5 3.82 827 5 3.78
LAC2_HUMAN 575 4 2.62 768 4 2.61 798 4 2.65 527 4 2.62
IGLL5_HUMAN 554 4 0.90 739 4 0.90 778 4 0.91 517 4 0.90
TRFE_HUMAN 182 1 0.05 187 1 0.05 106 1 0.05 269 4 0.21
APOA1_HUMAN | 107 1 0.13 244 2 0.28 137 1 0.13 371 3 0.45

CO3_HUMAN 156 3 0.06 468 7 0.15 774 9 0.20 163 3 0.06
A1AT_HUMAN 144 2 0.18 246 2 0.18 238 2 0.18 237 2 0.18
A2MG_HUMAN 117 2 0.05 183 2 0.05 283 6 0.15 305 6 0.15
IGHA1_HUMAN - - - - - - 125 1 0.10 179 2 0.22
APOA2_HUMAN | 113 1 0.38 120 1 0.38 90 1 0.39 153 2 0.91
IGHM_HUMAN 271 4 0.36 247 3 0.26 96 2 0.16

C1QC_HUMAN 121 2 0.34 131 2 0.34 121 2 0.34 - - -

C1R_HUMAN 110 1 0.05 60 1 0.05 103 2 0.10 - - -
HV305_HUMAN - - - 151 1 0.32 - - - - - -
IGHG3_HUMAN - - - 410 5 0.57 431 5 0.57 - - -
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In Tabelle 4 sind der Protein score, die Anzahl der identifizierten Sequenzen und der emPAI
(Exponentially Modified Protein Abundance Index) fiir alle Proteine, die in mindestens einer
Probe mit einem score von {iiber 100 identifiziert wurden, angegeben. Die drei
Fibrinogenuntereinheiten sind in allen Proben mit einem sehr hohen score identifiziert
worden und befinden sich unter den ersten fiinf Treffern. In allen Proben wurde Albumin mit
einem noch hoheren score identifiziert. Dies ist nicht verwunderlich, da Albumin mit sehr
hoher Konzentration im Blutplasma vorkommt (35 — 50 mg/mL) und Fibrinogen bindende

Eigenschaften besitzt.7°

Die manuelle Suche nach den tryptischen Peptiden der Fibrinogenuntereinheiten und
Albumin ergab Sequenzabdeckungen von 83 -—88%. Die Sequenzabdeckung der
BB-Untereinheit von humanem Fibrinogen aus Probe N ist in Abbildung 26 dargestellt, die
griin markierten Bereiche wurden massenspektrometrisch nachgewiesen, die dunkelgriin
markierten Bereiche wurden anhand von MS/MS-Spektren eindeutig identifiziert. In Tabelle
4 sind die Sequenzabdeckungen der Fibrinogenuntereinheiten sowie Albumin aus Probe N
zusammengefasst. Im Anhang ist die Liste aller identifizierten Peptide zu finden
(Abschnitt 9.1).
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Abbildung 26: Aminosiuresequenz der Bf-Untereinheit von humanem Fibrinogen. Die
griin markierten Bereiche der Sequenz wurden massenspektrometrisch nachgewiesen.
Die Sequenzabdeckung betrigt 88%. Die dunkelgriin markierten Bereiche wurden
anhand von MS/MS-Spektren eindeutig identifiziert.
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Tabelle 5: Sequenzabdeckungen der Fibrinogenuntereinheiten und Albumin aus Probe
N sowie Fibronectin aus Probe Q.

. Sequence MS/MS
Protein
coverage coverage
Aa-Untereinheit 83% 38%
BB-Untereinheit 88% 60%
v-Untereinheit 86% 63%
Albumin 86% 61%
Fibronectin (Probe Q) 70% 29%

Da Fibronectin in den Proben Q und T mit sehr hohem score identifiziert wurde (Tabelle 4),
wurde in den Daten von Probe Q manuell nach den tryptischen Peptiden von Fibronectin
gesucht. Tatsdchlich wurde Fibronectin mit einer Sequenzabdeckung von 70% identifiziert.
Fibronectin bindet spezifisch an Fibrinogen und ist bei der Isolierung daher nur schwierig
von Fibrinogen zu trennen.7>’5 Bei den anderen in der MASCOT-Suche identifizierten
Proteinen handelt es sich um hoch abundante Plasmaproteine wie Immunoglobuline,
Serotransferrin, a1-Antitrypsin und Komplementfaktoren, welche aber deutlich niedrigere

scores aufweisen.

Die Identitit des isolierten Fibrinogens konnte durch die LC-MS/MS-Analyse der tryptischen
Verdaue bestitigt werden. Es zeigte sich aber, dass das isolierte Fibrinogen
Verunreinigungen aufweist. Die abundantesten Verunreinigungen sind Albumin und
Fibronectin, welche in sehr hohen Konzentrationen im Blutplasma vorkommen und an
Fibrinogen binden. Bei der Isolierung des Fibrinogens im kleinen MaBstab konnen pH-Wert,
Salzkonzentration und Temperatur nicht immer exakt eingehalten werden. AuBerdem ist bei
der Zugabe kleiner Volumina Ethanols mit einem groSen Fehler zu rechnen. Aus diesen
Griinden ist es nicht verwunderlich, dass neben Fibrinogen auch einige andere Proteine
isoliert werden. Aufgrund der Fibrinogen-bindenden Eigenschaften von Albumin und
Fibronectin kann aber vermutlich nicht verhindert werden, dass diese, selbst bei perfekter
Einhaltung der Bedingungen, mitgefallt werden. Die Verunreinigungen storen bei der hier
entwickelten Methode nicht, da die Proteine im intakten Zustand analysiert werden.
AuBerdem werden die Verunreinigungen durch die Fliissigkeitschromatographie von den

Fibrinogenuntereinheiten getrennt.
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4.1.4.3 Analyse der glycosylierten und phosphorylierten tryptischen Peptide von

humanem Fibrinogen

In Abschnitt 4.1.1 wurde die Phosphorylierung und O-Glycosylierung der Ao-Untereinheit
sowie die N-Glycosylierung der Bf- und y-Untereinheit diskutiert. Es wurde deshalb gezielt
nach phosphorylierten und glycosylierten tryptischen Peptiden gesucht.

Alle literaturbekannten Phosphorylierungsstellen der Aca-Untereinheit sind in Tabelle 6
aufgefiihrt. Es konnten insgesamt fiinf phosphorylierte Peptide identifiziert werden. Die
beiden Phosphorylierungsstellen Serin-3 und Serin-345 konnten mit hoher Intensitit
detektiert werden, wiahrend die Phosphorylierungsstellen Thr-393, Serin-272/Serin-275
sowie Ser-482/Thr-486 nur mit geringer Intensitit nachgewiesen werden konnten. (Die
beiden letzten Phosphorylierungsstellen liegen jeweils auf den gleichen tryptischen Peptiden
und kénnen daher nicht differenziert werden.) Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung
mit der Literatur, in der Serin-3 und Serin-345 als die dominanten Phosphorylierungsstellen

angegeben werden.79-81

In Abbildung27 sind die EICs und die MS/MS-Spektren des Peptids
ADSGEGDFLAEGGGVR®* im unphosphorylierten und phosphorylierten Zustand gezeigt.
Beide Peptide konnten eindeutig anhand der y-Fragmentionenserie identifiziert werden.
Beim unphosphorylierten Peptid kann die y-Fragmentionenserie bis zum Serin-3 verfolgt
werden, beim phosphorylierten Peptid bricht die y-Fragmentionenserie nach Glycin-4 ab, da
Serin-3 phosphoryliert ist.
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Tabelle 6: Ubersicht der literaturbekannten Phosphorylierungsstellen der
Aca-Untereinheit von humanem Fibrinogen. Neben der phosphorylierten Aminosiure
und der Literaturstelle sind die Peptidsequenz wund das m/z-Verhiltnis
(Ladungszustand) angegeben.

Phosphorylierungsstelle | Peptid m/z
Ser-3 78,7981 'ADS(PO,)GEGDFLAEGGGVR'® 808.83 (2+)

Ser-26 84 *HQS(PO,)ACK? 810.30 (1+)
Ser-31 8 *Ds(PO,)DWPFCSDEDWNYK*

681.91 (3+)
Ser-37 84 *DSDWPFCS(PO,)DEDWNYK*
Ser-262 8 >3GGSTSYGTGS(PO,)ETESPR*®® 826.83 (2+)
Ser-272 8 *9NPSS(PO,)AGSWNSGSSGPGSTGNR?®

681.94 (3+)
Ser-275 8 *9NPSSAGS(PO,)WNSGSSGPGSTGNR?®
Ser-345 80-82,84 35pGSTGTWNPGS(PO,)SER**® 756.81 (4+)

82 *9GSAGHWTSESSVSGSTGQWHSESGSFRPDSP 1211.73
Thr-393
GSGNARPNNPDWGT(PO,)FEEVSGNVSPGTR*® (5+)

Ser-432 8 BOVTS(PO,)GSTTTTR™ 545.74 (2+)
Ser-482 8 *2EVVTSEDGSDCPEAMDLGTLS(PO,)GIGTLDGFR*! 1070.13
Thr-486 8 2EVVTSEDGSDCPEAMDLGTLSGIGT(PO,)LDGFR*! (3+)
Ser-505 8284 HPDEAAFFDTAS(PO,)TGK® 837.35 (2+)
Ser-530 82 >GS(PO,)ESGIFTNTK* 610.76 (2+)
Ser-541 84 >%ES(PO,)SSHHPGIAEFPSR™* 859.37 (2+)
Ser-590 8284 % MADEAGS(PO,)EADHEGTHSTK®™ 651.58 (3+)
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Abbildung 27: Extracted ion-Chromatogramme und MS/MS-Spektren des zweifach
geladenen  Peptids *ADSGEGDFLAEGGGVR!* im  unphosphorylierten und
phosphorylierten Zustand. Beide Peptide konnten anhand der y-Fragmentionenserie
eindeutig identifiziert werden. Beim unphosphorylierten Peptid kann die
y-Fragmentionenserie bis zum Serin-3 verfolgt werden. Beim phosphorylierten Peptid
bricht die y-Fragmentionenserie nach Glycin-4 ab, da Serin-3 phosphoryliert ist.

In der Verdffentlichung von Zauner et al. wurden verschiedene O-glycosylierte Peptide im
C-terminalen Bereich der Ao-Untereinheit von humanem Fibrinogen identifiziert.85 In
Tabelle 7 sind die potentiellen O-glycosylierten Peptide der Aa-Untereinheit
zusammengefasst, vier davon konnten in Probe N beobachtet werden. Auf eine
Quantifizierung wurde verzichtet, da glycosylierte Peptide deutlich schlechter ionisierbar

sind als unglycosylierte Peptide.
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Tabelle 7: Potentielle O-glycosylierte Peptide der C-terminalen Region der
Aca-Untereinheit von humanem Fibrinogen nach Zauner et al.85 Vier O-glycosylierte
Peptide konnten in Probe N nachgewiesen werden.

Peptidsequenz m/z

*HPDEAAFFDTASTGK>*® 750.65 (3+)
>29GSESGIFTNTK® 898.90 (2+)
>*°ESSSHHPGIAEFPSR™ 765.34 (3+)
>29GSESGIFTNTKESSSHHPGIAEFPSR>>* 854.64 (4+)
>SQFTSSTSYNR®"? 023.89 (2+)
>3GDSTFESK>® 763.81 (2+)
> QFTSSTSYNRGDSTFESK>®° 900.05 (3+)
>2GSESGIFTNTKESSSHHPGIAEFPSRGK™® 000.92 (4+)
>>’5SSYSKQFTSSTSYNRGDSTFESK>® 835.11 (4+)
>>’5SSYSKQFTSSTSYNR®"? 829.36 (3+)
*7SSSYSK*? 657.77 (2+)

Die extracted ion-Chromatogramme und MS/MS-Spektren des N-glycosylierten Peptids
3VDKDLQSLEDILHQVENKS3 der y-Untereinheit von humanem Fibrinogen in der
mono- und disialylierten Glycoform sind in Abbildung 28 gezeigt. Anhand der Peakflichen
der EICs wurde der Anteil der disialylierten Glycoform zu 34.5% bestimmt. Die
MS/MS-Spektren beider Glycoformen zeigen die Fragmentierung des komplexen N-Glycans.
Die Spektren sind sich sehr dhnlich, einzig das Signal des Fragmentions bei m/z = 1224.56 ist
im Spektrum des disialylierten Glycopeptids vorhanden, im Spektrum des monosialylierten
jedoch nicht. AuBerdem ist die Intensitit des sialylierten Antennenfragmentes m/z = 657.24
im Spektrum des disialylierten Glycopeptids deutlich hoher. Das Glycopeptid der
BB-Untereinheit = 3#7GTAGNALMDGASQLMGENRS3¢5,  welches an  Asparagin-364

N-glycosyliert ist, wurde nur mit schwacher Intensitat nachgewiesen.
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Abbildung 28: Oben: Extracted ion-Chromatogramme des N-glycosylierten Peptids
36VDKDLQSLEDILHQVENKS 3 der y-Untereinheit von humanem Fibrinogen in der
mono- und disialylierten Glycoform (Probe N). Mitte: MS/MS-Spektrum der
disialylierten Glycoform des obigen Peptids. Unten: MS/MS-Spektrum der
monosialylierten Glycoform des obigen Peptids. Die Fragmentierung des komplexen
N-Glycans ist gut erkennbar.
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4.1.4.4 Untersuchung der N-Glycosylierung von humanem Fibrinogen durch Verdau mit

Pronase

Fibrinogen aus den Proben R, T, HCCo17, HCCo24 und ZIRo031 (Tabelle 15) wurde mit
Pronase verdaut. Pronase ist eine Mischung verschiedener Proteasen, welche das Protein in
Peptide von ca. 1-4 Aminosiauren schneidet. Auf diese Weise entstehen Glycopeptide mit
einem kleinen Peptidanteil, welche sich gut zur Untersuchung der Glycanstruktur eignen. Die
Analyse des Glycopeptidgemisches erfolgte mittels LC-MS/MS mit einer porous graphitized
carbon-Saule. Leider arbeitet die Pronase nicht homogen, sodass Glycopeptide mit
unterschiedlichem Peptidanteil entstehen. AuBerdem enthalt das isolierte Fibrinogen, wie in
Abschnitt 4.1.4.2 gezeigt, grofere Mengen anderer Glycoproteine, wie Fibronectin,
Immunoglobuline und Serotransferrin. Daher konnte eine Vielzahl verschiedener

Glycopeptide anhand ihrer MS/MS-Spektren identifiziert werden (Anhang, Tabelle 22).

Abbildung 29 zeigt die EICs der Glycopeptide GEN(H5N4S1)R und GEN(H5N4S1F)R, welche
eindeutig der Bp-Untereinheit von humanem Fibrinogen zugeordnet werden konnen.
Wihrend das unfucosylierte Glycopeptid in allen Proben beobachtet werden kann, ist das
fucosylierte Glycopeptid nur in den Proben HCCo17 und HCCo024 vorhanden. Dies bestitigt
die Ergebnisse aus Abschnitt 4.1.3.2, in welchem die intakte BB-Untereinheit untersucht
wurde. In Abbildung 21 wurde gezeigt, dass die monosialylierte, fucosylierte Glycoform der
BB-Untereinheit in den Proben HCCo17 und HCCo024 vorhanden ist. Im Spektrum von Probe
ZIR031 waren intensive Signale der trunkierten Spezies zu erkennen, es war aber unklar, ob
auch die fucosylierte Glycoform vorhanden ist. Die durch den Pronaseverdau erhaltenen
Daten zeigen eindeutig, dass die fucosylierte Glycoform in Probe ZIR031 nicht vorhanden ist.
Die betrachtlichen Unterschiede der Retentionszeiten in den verschiedenen Proben sind auf
eine Fehlfunktion der Saule zuriickzufiihren, beeinflussen das Ergebnis allerdings nicht, da
alle Glycopeptide eindeutig anhand ihres m/z-Verhiltnisses und MS/MS-Spektren
identifiziert wurden. Abbildung3o =zeigt die MS/MS-Spektren der Glycopeptide
GEN(H5N4S1)R und GEN(H5N4S1F)R. Das Vorhandensein der fucosylierten Glycoform
konnte durch das MS/MS-Spektrum eindeutig nachgewiesen werden, die exakte Position der
Fucose kann aber aufgrund der Fucose migration® nicht bestimmt werden. Die hohe
Intensitat des Fragmentions m/z = 512.19 (N;H,F,) ist aber ein Hinweis auf die Fucosylierung
an der Antenne (Lewis-Strukturen). Die Fucose wird trotzdem stets als Core-Fucose

dargestellt.
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Abbildung 29: Extracted ion-Chromatogramme der Glycopeptide GEN(H5N4S1)R und
GEN(H5N4S1F)R aus der Bp-Untereinheit von humanem Fibrinogen. Die Signale der
nicht-fucosylierten Glycoformen (blau und schwarz) sind in allen Proben vorhanden.
Die Signale der fucosylierten Glycoform (rot und griin) sind nur in den Proben HCCo17
und HCCo24 zu erkennen.
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Abbildung 30: MS/MS-Spekiren der Glycopeptide GEN(H5N4S1)R (unten) wund
GEN(H5N4S1F)R (oben). Die Fragmentierung der komplexen N-Glycanstruktur ist in
beiden Spektren gut erkennbar. Die Fucosylierung konnte anhand verschiedener
Fragmentionen eindeutig nachgewiesen werden, die genaue Position der Fucose kann
mittels MS/MS allerdings nicht bestimmt werden. Die Fucose wird trotzdem stets als
Core-Fucose dargestellt.
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4.1.5 Statistische Analyse der quantitativen Daten

Die Unterschiede in der Glycosylierung und Phosphorylierung von humanem Fibrinogen
zwischen gesunden Spendern, HCC- und Zirrhosepatienten wurden statistisch analysiert.
Hierzu wurden die Anteile aller Glycoformen und Proteinspezies der Fibrinogen-
untereinheiten durch Anpassung der theoretischen Isotopenmuster an die experimentellen,
deconvolierten Spektren bestimmt. (Das Verfahren ist in Abschnitt 3.2 genau erlautert und
die vollstandigen Ergebnisse sind im Anhang, Abschnitt 9.3, zu finden.) Um festzustellen, ob
signifikante Unterschiede zwischen gesunden Spendern, HCC- und Zirrhosepatienten
vorliegen, wurden einfaktorielle Varianzanalysen fiir jede Glycoform bzw. Proteinspezies
durchgefiihrt. (Die vollstindigen Ergebnisse der Varianzanalysen sind im Anhang,

Abschnitt 9.4, zu finden.)
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Abbildung 31: Boxplot-Diagramme der Anteile an unphosphorylierter,
monophosphorylierter, diphosphorylierter und O-glycosylierter Aa-Untereinheit von
humanem Fibrinogen fiir gesunde Spender, HCC- und Zirrhosepatienten. Der Median
ist als roter Strich, der Interquartilbereich als blaue Box dargestellt. Unter den
Diagrammen sind die 95%-Konfidenzintervalle der Differenzen der Mittelwerte sowie
die dazugehorigen p-Werte angegeben. Der Anteil der wunphosphorylierten
Aca-Untereinheit ist bei HCC-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern erhoéht
(p-Wert = 0.130), wihrend der Anteil der diphosphorylierten Ao-Untereinheit
verringert ist (p-Wert = 0.227). Der Anteil der monophosphorylierten Aa-Untereinheit
ist bei Zirrhosepatienten signifikant erhoht (p-Werte < 0.001). Der Anteil
O-glycosylierter Aa-Untereinheit ist bei Zirrhosepatienten im Vergleich zu gesunden
Spendern und HCC-Patienten signifikant verringert (p-Werte < 0.001).

In Abbildung 31-33 sind die Boxplot-Diagramme der wichtigsten Glycoformen bzw.

Proteinspezies der Aa-, BB- und y-Untereinheit von humanem Fibrinogen gezeigt. Die
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95%-Konfidenzintervalle der Differenzen der Mittelwerte sowie die dazugehorigen p-Werte
sind unterhalb der Boxplots angegeben. Es sind einige Unterschiede zwischen gesunden
Spendern, HCC- und Zirrhosepatienten zu erkennen. So ist der Anteil der
unphosphorylierten Ao-Untereinheit bei HCC-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern
leicht erhoht (p-Wert = 0.130), wihrend der Anteil der diphosphorylierten Aa-Untereinheit
leicht verringert ist (p-Wert = 0.227). Die Unterschiede sind zwar nicht signifikant, trotzdem
deuten die Ergebnisse drauf hin, dass die Ao-Untereinheit bei HCC-Patienten weniger
phosphoryliert ist. Der Anteil der monophosphorylierten Ao-Untereinheit ist bei
Zirrhosepatienten interessanterweise signifikant erhoht (p-Wert < 0.001). AuBerdem ist der
Anteil der O-glycosylierten Aa-Untereinheit bei Zirrhosepatienten im Vergleich zu gesunden

Spendern und HCC-Patienten signifikant verringert (p-Werte < 0.001).
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Abbildung 32: Boxplot-Diagramme der Anteile der Glycoformen S1, S1F, S2 und S2F der
Bp-Untereinheit von humanem Fibrinogen fiir gesunde Spender, HCC- wund
Zirrhosepatienten. Der Median ist als roter Strich, der Interquartilbereich als blaue Box
dargestellt. Die 95%-Konfidenzintervalle der Differenzen der Mittelwerte sowie die
dazugehorigen p-Werte sind unterhalb der Boxplots angegeben. Der Anteil der
Glycoform Bp-S1 ist bei HCC-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern verringert
(p-Wert = 0.044). AuBBerdem ist zu erkennen, dass der Anteil der fucosylierten
Glycoformen Bf-S1F und BB-S2F bei HCC- und Zirrhosepatienten erhoht ist.

Die Boxplot-Diagramme der Glycoformen der Bf- und y-Untereinheit zeigen, dass der
Sialylierungsgrad bei HCC-Patienten erhoht ist. Der Anteil der Glycoform vy-S1 ist bei

HCC-Patienten im Vergleich zu gesunden Spender verringert (p-Wert = 0.001), wiahrend der
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Anteil der Glycoform y-S2 erhoht ist (p-Wert = 0.007). Bei Zirrhosepatienten weisen die

Daten eine grofe Streuung auf, sodass keine Aussagen getroffen werden konnen.
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Abbildung 33: Boxplot-Diagramme der Anteile der Glycoformen S1, S1F, S2 und S2F der
v-Untereinheit von humanem Fibrinogen fiir gesunde Spender, HCC- wund
Zirrhosepatienten. Der Median ist als roter Strich, der Interquartilbereich als blaue Box
dargestellt. Die 95%-Konfidenzintervalle der Differenzen der Mittelwerte sowie die
dazugehorigen p-Werte sind unterhalb der Boxplots angegeben. Es ist zu erkennen, dass
der Anteil der Glycoform y-S1 bei HCC-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern
verringert ist (p-Wert = 0.001), wihrend der Anteil der Glycoform y-S2 erhoht ist
(p-Wert = 0.007). Aulerdem sind die Anteile der fucosylierten Glycoformen y-S1F und
v-S2F bei HCC- und Zirrhosepatienten im Vergleich zu gesunden Spendern erhoht.

AuBerdem ist ein klarer Trend bei der Fucosylierung der Bf- und y-Untereinheit von
humanem Fibrinogen zu erkennen. Die Anteile der Glycoformen SiF und S2F sind bei
HCC- und Zirrhosepatienten im Vergleich zu gesunden Spendern deutlich erh6ht. Auerdem
zeigt sich, dass Zirrhosepatienten einen noch héheren Grad an Fucosylierung besitzen als

HCC-Patienten.

Die Boxplot-Diagramme und FErgebnisse der univariaten Varianzanalysen aller
quantifizierten Glycoformen und Proteinspezies sind im Anhang zu finden (Abschnitt 9.4).
Diese zeigen unter anderem, dass die Anteile der oxidierten Fibrinogenuntereinheiten sowie
der trunkierten Spezies der Ao- und Bf-Untereinheit bei HCC- und Zirrhosepatienten im
Vergleich zu gesunden Spendern erhoht sind. Eine Erklarung hierfiir konnte sein, dass die

fortschreitende Leberschadigung oxidative und proteolytische Prozesse fordert.
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Die statistische Analyse der quantitativen Daten zeigte, dass es Unterschiede in den
posttranslationalen Modifikationen von humanem Fibrinogen zwischen gesunden Spendern,
HCC- und Zirrhosepatienten gibt. Dabei ist zu beachten, dass die meisten der HCC-Patienten
auch eine Leberzirrhose aufweisen, sodass teilweise unklar bleibt, ob die Unterschiede durch
den Krebs oder die Zirrhose verursacht werden. Die Unterscheidung zwischen krebsfreien
Zirrhosepatienten und denen, die bereits ein hepatozellulares Karzinom entwickelt haben, ist

aber von groBem Interesse.

Die Zuordnung einer unbekannten Probe zu einer Gruppe ist allerdings nicht durch die
Betrachtung von jeweils nur einer Glycoform oder Proteinspezies moglich, sondern muss
durch Kombination mehrerer Glycoformen oder Proteinspezies geschehen. Hierfiir stehen

verschiedene multivariate statistische Methoden zur Verfiigung.

4.1.5.1 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse dient der Vereinfachung eines multivariaten Datensatzes.
Dabei wird eine Hauptachsentransformation durchgefiihrt, welche die grofite Varianz der

Daten auf der ersten Hauptkomponente abbildet.

Eine entscheidende Frage in dieser Arbeit war, welche der quantifizierten Anteile der
Glycoformen und Proteinspezies der Fibrinogenuntereinheiten als abhéingige Variablen der
Hauptkomponentenanalyse und MANOVA (Abschnitt 4.1.5.2) verwendet werden sollten.
Eine vollstindige Diskussion dieser Frage ist im Anhang (Abschnitt 9.5.1) zu finden. Im
Folgenden werden stets die vier Glycoformen BB/y-S1 und Bf/y-S1F als abhingige Variablen

verwendet, welche sich als bestes Motiv fiir die multivariaten Methoden erweisen haben.

Das Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse mit vier Variablen ist in Abbildung 34
dargestellt, die erste und zweite Hauptkomponente sind gegeneinander aufgetragen. Die
Datenpunkte der gesunden Spender (griine Kreuze) liegen in einem kleinen Bereich im
unteren rechten Teil des Diagrammes, wihrend sich die meisten Datenpunkte von HCC- und
Zirrhosepatienten auBerhalb dieses Bereiches befinden. Eine deutliche Trennung zwischen
HCC- und Zirrhosepatienten ist nicht zu erkennen. Die Datenpunkte der HCC-Patienten
(blaue Punkte) liegen fast alle in einem Bereich links von den Datenpunkten der gesunden
Spender, wahrend die Datenpunkte der Zirrhosepatienten iiber einem groferen Bereich

verteilt liegen.
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Abbildung 34: Auftragung der ersten und zweiten Hauptkomponente aus der
Hauptkomponentenanalyse mit vier Variablen fiir alle 56 Proben. Die Datenpunkte
gesunder Spender sind als griine Kreuze dargestellt, die Datenpunkte von
HCC-Patienten als blaue Punkte und die Datenpunkte von Zirrhosepatienten als
schwarze Kreuze. Es ist deutlich zu erkennen, dass alle Datenpunkte gesunder Spender
in einem kleinen Bereich im unteren linken Teil des Diagramms liegen. Die meisten
Datenpunkte von HCC- und Zirrhosepatienten liegen auBerhalb dieses Bereiches.
Zwischen HCC- und Zirrhosepatienten ist keine klare Trennung zu erkennen. Die
Datenpunkte der HCC-Patienten liegen fast alle in einem Bereich links von den
Datenpunkten gesunder Spender, wihrend die Datenpunkte der Zirrhosepatienten iiber
den gesamten Bereich des Diagrammes verteilt liegen.

In Abbildung 35 sind neben den Datenpunkten aller Proben auch die Vektoren gezeigt,
welche die Koeffizienten der einzelnen Variablen in der Hauptkomponentenanalyse
darstellen. Die Richtung der einzelnen Vektoren gibt Auskunft iiber den Zusammenhang der

jeweiligen Glycoform bzw. Proteinspezies mit HCC oder Zirrhose.

Die Vektoren der Glycoformen Bp-S1 und y-S1 zeigen nach rechts in Richtung der
Datenpunkte der gesunden Spender. Dies steht in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis, dass
der Anteil der monosialylierten Glycoformen bei HCC-Patienten niedriger als bei gesunden
Spendern ist. Die Vektoren der fucosylierten Glycoformen zeigen nach oben links, zu den
Datenpunkte von HCC- und Zirrhosepatienten, da der Anteil der fucosylierten Glycoformen
bei HCC- und Zirrhosepatienten erhoht ist.
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Abbildung 35: Darstellung der PCA-Koeffizienten aller vier Variablen als Vektoren.
Jeder in Rot dargestellte Vektor zeigt die Koeffizienten der ersten und zweiten
Hauptkomponente der Hauptkomponentenanalyse fiir eine Variable. Es ist zu beachten,
dass sich die Achsenbeschriftung nicht auf die Datenpunkte, welche als griine Kreuze
(gesunde Spender), blaue Punkte (HCC-Patienten) und schwarze Kreuze
(Zirrhosepatienten) dargestellt sind, sondern auf die Vektoren bezieht. Die
Datenpunkte sind so skaliert, dass sie in den dargestellten Bereich passen.

Die orthogonalen Hauptkomponenten stellen absteigend eine immer geringere Varianz dar.
In Abbildung 36 sind die Anteile jeder Hauptkomponente der Hauptkomponentenanalyse
mit vier Variablen an der Gesamtvarianz des Datensatzes angegeben. Demnach decken die
ersten beiden Hauptkomponenten 97% der Gesamtvarianz ab. Die Hauptkomponenten-
analyse verwendet keinerlei Information iiber die zu trennenden Gruppen des Datensatzes
(in diesem Fall gesunde Spender, HCC- und Zirrhosepatienten). Eine Trennung zwischen den
einzelnen Gruppen kann daher auch in den hoheren Hauptkomponenten vorliegen. Bei der
vorliegenden Problemstellung sind multivariate statistische Methoden, welche die Gruppen

beriicksichtigen, daher vorzuziehen.
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Abbildung 36: Anteile aller Hauptkomponenten der Hauptkomponentenanalyse mit vier
Variablen an der Gesamtvarianz. Die ersten beiden Hauptkomponenten beinhalten 97%
der Gesamtvarianz.
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4.1.5.2 MANOVA

Die multivariate Varianzanalyse (MANOVA: multivariate analysis of variance) dient der
Untersuchung eines multivariaten Datensatzes mit zwei oder mehr Gruppen. Die Ergebnisse
der MANOVA sind denen der Hauptkomponentenanalyse dhnlich. Neben der in Tabelle 8
gezeigten MANOVA-Tabelle generiert die MANOVA eine Reihe von kanonischen Variablen
(CVs), welche mit den Hauptkomponenten der PCA verglichen werden konnen. Die
kanonischen Variablen werden, wie die Hauptkomponenten, durch Linearkombination aus
den abhéngigen Variablen gebildet. Die Koeffizienten sind dabei so gewahlt, dass die erste
kanonische Variable die beste Trennung zwischen den Gruppen aufweist (die zweite

kanonische Variable die zweitbeste Trennung zwischen den Gruppen usw.).

In Tabelle 8 ist die Standard MANOVA-Tabelle der MANOVA mit vier Variablen gezeigt, die
verschiedenen Tests auf Unterschiede zwischen den Gruppen fallen alle signifikant aus

(p-Werte < 0.001).

Tabelle 8: Ergebnisse der MANOVA mit vier Variablen. Die Pillai-Spur Wilks-Lambda,
die Hotelling-Spur und Roys grofSte charakteristische Wurzel sind verschiedene Arten
die Signifikanz der Trennung zwischen den Gruppen zu bestimmen. In diesem Fall sind
alle Werte klar signifikant (p-Wert < 0.001).

Hypothesen | Fehler )
Wert F p-Wert | EffektgroBe
df df

Pillai-Spur 0.787 | 8.278 8 102 <0.001 0.397
Wilks-Lambda 0.329 | 9.278 8 100 <0.001 0.426
Hotelling-Spur 1.681 | 10.297 8 98 <0.001 0.457
GroBte charakteristische 808 3

1. 18.2 1 <0.001 0.
Wurzel nach Roy 434 3 4 > 5%9

Die Werte der ersten drei kanonischen Variablen der MANOVA mit vier Variablen sind in
Abbildung 37 als Boxplot-Diagramme fiir gesunde Spender, HCC- und Zirrhosepatienten
gezeigt. Die kanonischen Variablen wurden univariaten Varianzanalysen unterzogen, die 95%
Konfidenzintervalle der Differenzen der Mittelwerte sowie die dazugehorigen p-Werte der
Folgetests sind unter den Boxplots angegeben. In Abbildung 37 ist zu erkennen, dass
HCC- und Zirrhosepatienten in der ersten kanonischen Variablen signifikant von gesunden
Spendern getrennt sind (p-Werte < 0.001). In der zweiten kanonischen Variablen tritt eine
Trennung zwischen gesunden Spendern und HCC-Patienten (p-Wert = 0.039) bzw. zwischen
HCC- und Zirrhosepatienten (p-Wert = 0.003) auf. In der dritten kanonischen Variablen

zeigen sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen (p-Werte =1.000). Die Varianz
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zwischen den Gruppen wird demnach vollstindig durch die ersten beiden kanonischen

Variablen abgebildet, die dritte und vierte kanonische Variable brauchen daher nicht

betrachtet werden.
4 ]
2 3 4 3 °
I 5 ; .
3 ° (. I 25 I
* 151 : |
. : e 2 "
2 v 1 b8 e *
- I .
. ° 15 o
! ¢ (] 051 1% : A
1 Food
HEH 0 H . O S
e a °
o § ° s T 0.5 : S °
1 e
. $ -05) & . ol Le : .
2 3 .‘ b4 v ~ ® °
4l 8 ‘ i - ! s : H
e WO
H -15 I L4 14 :
-1r ® ° b
-2 ® | ]
‘ -2 I I °
° ° -15+ e |
30 e -25 . Sl s
Gesund  HCC ZIR Gesund  HCC ZIR Gesund  HCC ZIR
95% ClI p-Wert 95% Cl p-Wert 95% ClI p-Wert
Gesund vs. HCC -2.78--1.24 <0.001 0.03-1.58 0.039 -0.77-0.77 1.000
Gesund vs. ZIR -3.53--1.94 <0.001 -1.16-0.43 0.516 -0.80-0.80 1.000
HCCvs. ZIR -1.53-0.08 0.083 -1.97--0.36 0.003 -0.81-0.81 1.000

Abbildung 37: Boxplot-Diagramme der ersten drei kanonischen Variablen (CV1-3) der
MANOVA mit vier Variablen fiir gesunde Spender, HCC- und Zirrhosepatienten. Der
Median ist als rote Linie, der Interquartilbereich als blaue Box dargestellt. Die 95%
Konfidenzintervalle der Differenzen der Mittelwerte, sowie die dazugehorigen p-Werte
sind unterhalb der Boxplots angegeben. In der ersten kanonischen Variable weisen die
HCC- und Zirrhosepatienten einen signifikanten Unterschied zu gesunden Spendern auf
(p-Werte < 0.001). In der zweiten kanonischen Variable tritt eine Trennung zwischen
HCC-Patienten und gesunden Spendern (p-Wert = 0.039) sowie zwischen HCC- und
Zirrhosepatienten (p-Wert = 0.003) auf. In der dritten kanonischen Variable sind keine
Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen (p-Werte = 1.000).

In Abbildung 38 sind die ersten beiden kanonischen Variablen aller Proben gegeneinander
aufgetragen. Es ist eine ausgezeichnete Trennung zwischen gesunden Spendern und
HCC- bzw. Zirrhosepatienten zu erkennen. Die eingezeichneten Grenzlinien wurden mittels
Diskriminanzanalyse berechnet. Hierzu wurden die ersten beiden kanonischen Variablen
aller 56 Proben fiir die Diskriminanzanalyse verwendet. Alle gesunden Spender sind korrekt
klassifiziert. Zwei Datenpunkte von HCC-Patienten (HCCo016 und HCCo020) sowie ein
Datenpunkte eines Zirrhosepatienten (ZIR035) liegen im Bereich der gesunden Spender und
sind somit falsch negativ klassifiziert. Die Trennung zwischen HCC- und Zirrhosepatienten
ist weniger deutlich. Vier Datenpunkte von HCC-Patienten liegen im Bereich der
Zirrhosepatienten und vier Datenpunkte von Zirrhosepatienten liegen im Bereich der
HCC-Patienten.
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Abbildung 38: Ergebnisse der MANOVA mit vier Variablen. Die ersten beiden
kanonischen Variablen jeder Probe sind gegeneinander aufgetragen. Griine Kreuze:
gesunde Spender, blaue Punkte: HCC-Patienten, schwarze Kreuze: Zirrhosepatienten.
Es ist eine ausgezeichnete Trennung zwischen den Datenpunkten von gesunden
Spendern, HCC-Patienten und Zirrhosepatienten zu erkennen.
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T

4-ZIR034

Anhand der a posteriori-Wahrscheinlichkeiten der Diskriminanzanalyse konnen
ROC-Kurven (receiver operating characteristic) berechnet werden. Die in Abbildung 39
gezeigte ROC-Kurve fiir die Klassifizierung der Proben von HCC- und Zirrhosepatienten
gegen gesunde Spender (griin) weist einen fast perfekten area-under-the-curve-Wert von
0.989 auf. Die area-under-the-curve-Werte fiir die Klassifizierung von HCC- und

Zirrhosepatienten betragen 0.898 bzw. 0.920.

In Abbildung 40 sind die Koeffizienten der MANOVA mit vier Variablen als Vektoren
dargestellt. Der Vektor der Variable y-S1 zeigt in Richtung der Datenpunkte von gesunden
Spendern, da der Anteil der Glycoform y-S1 bei diesen hoher war als bei HCC-Patienten. Der
Vektor der Variable BB-SiF zeigt erwartungsgemaB in Richtung der HCC- und
Zirrhosepatienten. Die Vektoren der Variablen y-SiF und Bp-S1 erscheinen allerdings
unlogisch, da der Vektor der Variablen y-S1F in Richtung der Datenpunkte gesunder Spender
bzw. der Vektor der Variable BB-S1 in Richtung der Datenpunkte von HCC- und
Zirrhosepatienten zeigt. Nichtsdestotrotz liefern diese Koeffizienten die beste Trennung
zwischen gesunden Spendern, HCC- und Zirrhosepatienten und stellen somit das beste

Modell zur Klassifizierung einer unbekannter Proben dar.
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Abbildung 39: Receiver operating characteristic-Kurve fiir die Klassifizierung der
Proben von gesunden Spendern (griin), HCC-Patienten (blau) und Zirrhosepatienten
(schwarz) basierend auf den a posteriori Wahrscheinlichkeiten der
Diskriminanzanalyse, welche die ersten beiden kanonischen Variablen der MANOVA
mit vier Variablen verwendet. Die area-under-the-curve-Werte betragen 0.989
(Gesund), 0.898 (HCC) und 0.920 (Zirrhose).
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Abbildung 40: Darstellung der Koeffizienten aller vier Variablen der MANOVA als
Vektoren. Die Koeffizienten der ersten beiden kanonischen Variablen jeder Variable
sind als Vektoren dargestellt. Zusitzlich sind die Datenpunkte aller Proben gezeigt.
Dabei ist zu beachten, dass sich die Achsenbeschriftung nicht auf die Datenpunkte der
Proben, sondern auf die Koeffizienten bezieht.
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Tabelle 9: Koeffizienten der MANOVA mit vier Variablen, welche zur Berechnung der
ersten und zweiten kanonischen Variablen verwendet werden. AuBlerdem sind die
Mittelwerte der vier Proteinspezies aus den 56 verwendeten Proben angegeben. Zur
Berechnung der ersten und zweiten kanonischen Variablen werden die jeweiligen
Mittelwerte von den Anteilen der Proteinspezies abgezogen. Die normierten Werte
werden mit den Koeffizienten multipliziert und summiert, um die kanonische Variable
zu ergeben (Gleichung 12).

o Koeffizienten der Koeffizienten der Mittelwert der
Abhingige : . . : :
Variab] ersten kanonischen | zweiten kanonischen | Proteinspezies aus den
ariable
Variablen [COEFF1] | Variablen [COEFFi] 56 Proben [MEAN]
Bp-S1 31.51 0.34 0.504
BB-S1F 37.25 -8.93 0.064
v-S1 -33.80 20.85 0.600
y-S1F -30.21 66.53 0.031

Die kanonischen Variablen einer unbekannten Probe werden nach Gleichung 12 berechnet.
Die hierzu verwendeten Koeffizienten (vgl. Abbildung 40) sind in Tabelle 9 gezeigt.

AuBerdem werden die Mittelwerte der Anteile jeder Variable aus den 56 Proben benotigt.

4
CV, = Z COEFFx; x (OBSERVED; — MEAN;)
i=1

Gleichung 12

Die jeweiligen Mittelwerte (MEAN) werden von den beobachteten Werten (OBSERVED)
einer Probe abgezogen. Die normierten Werte werden dann mit den Koeffizienten (COEFFx)

multipliziert und summiert.
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4.1.5.3 Einfluss verschiedener Parameter auf die Lage der Datenpunkte im Diagramm

der ersten und zweiten kanonischen Variablen der MANOVA

Die Lage eines Datenpunktes im Plot der ersten und zweiten kanonischen Variablen der
MANOVA wird, wie jeder Messwert, einer gewissen Streuung unterliegen. Um das AusmaB
dieser Streuung abzuschitzen, wurde der Einfluss verschiedener Parameter untersucht. Wie
bereits in Abschnitt 3.2 beschrieben, wird bei der Quantifizierung der Glycoformen und
Proteinspezies der Fibrinogenuntereinheiten ein shift angewendet, um experimentelle
Ungenauigkeiten der Massenspektrometrie auszugleichen. Dabei wird zu den x-Werten (in
Dalton) des experimentellen Massenspektrums ein konstanter Wert, welcher als shift
bezeichnet wird, addiert. Der shift wurde bestimmt, indem die Anpassung mit Werten im
Bereich +5.00 Da und einem Abstand von 0.01Da durchgefiihrt wurde. Diejenige
Anpassung, welche die geringste Abweichung zwischen experimentellem und berechnetem

Spektrum lieferte, wurde fiir die Quantifizierung herangezogen.

Es wurde untersucht, welche Auswirkung der shift auf die Lage eines Datenpunktes im
Diagramm der ersten und zweiten kanonischen Variablen der MANOVA hat. Hierzu wurden
die drei Proben T, HCCo19 und ZIR044 ausgewihlt. Die Spektren der BB- und y-Untereinheit
der drei Proben wurden mit verschiedenen Werten fiir den shift quantifiziert. Dabei wurden
Werte von +0.5 Da und +1.0 Da ausgehend vom optimalen shift verwendet, sodass fiir jede
Untereinheit fiinf verschiedene Quantifizierungen erhalten wurden. Durch Kombination der
jeweils fiinf Quantifizierungen der BB- und y-Untereinheit entstehen fiir jede Probe
25 Datensitze, welche in das Diagramm der ersten und zweiten kanonischen Variablen der
MANOVA eingefiigt werden konnen. Abbildung 41 zeigt die durch Variation des shift
erhaltenen 25 Datenpunkte der Proben T, HCC019 und ZIR044 im Diagramm der ersten und
zweiten kanonischen Variablen der MANOVA mit vier Variablen. Es ist nur eine sehr kleine

Streuung, von kleiner als +0.1 in den ersten beiden kanonischen Variablen, zu erkennen.

Ein weiterer Faktor der sich auf die Streuung der Datenpunkte im Diagramm der ersten und
zweiten kanonischen Variablen der MANOVA auswirkt, ist der chromatographische Bereich
iiber welchen die Massenspektren vor der Deconvolution gemittelt werden. Dieser wurde
manuell fir jede Probe gewahlt und unterliegt daher einer gewissen Unsicherheit. In
Abschnitt 4.1.2 wurde gezeigt, dass die verschiedenen Glycoformen und Proteinspezies der
Fibrinogenuntereinheiten leicht unterschiedliche Retentionszeiten aufweisen. Aus diesem
Grund wirkt sich der Bereich in welchem die Massenspektren gemittelt werden auf das

Ergebnis der Quantifizierung aus.
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Abbildung 41: Streuung der durch Variation des shift generierten Datenpunkte der
Proben T, HCCo19 und ZIR044 im Diagramm der ersten und zweiten kanonischen
Variablen aus der MANOVA mit vier Variablen. Griine Kreise: T, blaue Kreise: HCCo19,
schwarze Kreise: ZIR044. Die beobachtete Streuung der jeweils 25 Datenpunkte fillt
sehr gering aus.
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Abbildung 42: Bereiche des Chromatogramms von Probe T, in denen die
Massenspektren gemittelt wurden, um die Streuung in Diagramm der ersten und
zweiten kanonischen Variable der MANOVA zu untersuchen. Der Start des
Elutionsbereiches ist gut zu erkennen, daher wurde nur der Endpunkt variiert.
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Abbildung 43: Die durch Variation der in den Chromatogrammen gemittelten Bereiche
erhaltenen jeweils neun Datenpunkte der Proben T, HCC019 und ZIR044 im Diagramm
der ersten und zweiten kanonischen Variablen der MANOVA mit vier Variablen.

Es wurde untersucht, wie sich die Wahl des gemittelten Bereiches im Chromatogramm auf
die Lage der Datenpunkte im Diagramm der ersten und zweiten kanonischen Variablen der
MANOVA auswirkt. Hierzu wurden fiir die Proben T, HCCo019 und ZIR044 jeweils drei
verschiedene Bereiche der Aa-, BB- und y-Untereinheit gemittelt, deconvoliert und
quantifiziert. In Abbildung 42 sind diese Bereiche am Beispiel des Chromatogramms von
Probe T gezeigt. (Die Ao-Untereinheit wird in der MANOVA mit vier Variablen nicht
benotigt. Der Vollstindigkeit halber sind die Bereiche der Aa-Untereinheit trotzdem
angegeben.) Der Start des zu wihlenden Bereiches ist in der Regel gut zu erkennen, daher
wurde nur das Ende des gewahlten Bereiches variiert. Aus den drei Quantifizierungen fiir die

BB- und y-Untereinheit ergeben sich fiir jede Probe neun verschiedene Kombinationen.

In Abbildung 43 sind diese neun Datenpunkte der Proben T, HCCo19 und ZIR044 im
Diagramm der ersten und zweiten kanonischen Variablen der MANOVA mit vier Variablen
dargestellt. Die Streuung der Datenpunkte von Probe T ist sehr klein (ca. +0.1). Die Streuung
der Datenpunkte der Proben HCCo019 und ZIR044 ist etwas groBer (ca. £0.5). Aufgrund des
Unterschiedes der Retentionszeiten von mono- und disialylierter Bp/y-Untereinheit wirkt
sich der Bereich iiber welchen die Spektren gemittelt werden stark auf die Quantifizierung
aus. (vgl. Abschnitt 4.1.2) Ist der fiir die Quantifizierung gemittelte Bereich der Bp- oder
y-Untereinheit zu klein, fillt der Anteil der Glycoform S1 zu hoch aus, da die Glycoform S1
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frither als die Glycoform S2 eluiert. Aus diesem Grund ist es bei der Extraktion der
Massenspektren wichtig den Bereich, tiber welchen gemittelt wird, groB genug zu wéhlen,

damit alle Glycoformen vollstandig erfasst werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der shift und der chromatographische Bereich, tiber welchen
die Massenspektren vor der Deconvolution und Quantifizierung gemittelt werden, einen
gewissen Einfluss auf die Lage der Datenpunkte im Diagramm der ersten und zweiten
kanonischen Variablen der MANOVA haben. Durch die Optimierung des shift kann dieser
sehr genau bestimmt werden. Der Einfluss auf die Position der Datenpunkte im Diagramm
der ersten und zweiten kanonischen Variablen der MANOVA mit vier Variablen fillt daher

gering aus.

Um eine zuverlissige und reproduzierbare Einordnung unbekannter Proben zu
gewihrleisten, muss der gemittelte Bereich der Massenspektren so gro gewihlt werden,
dass alle Glycoformen vollstindig erfasst werden. Ist der chromatographische Bereich, iiber
welchen die Massenspektren gemittelt wurden, gro genug, haben die Datenpunkte im
Diagramm der ersten und zweiten kanonischen Variablen der MANOVA nur einen kleinen
Fehlerbereich. Werden diese Aspekte bei der Analyse unbekannter Proben beriicksichtigt, ist

eine zuverldssige und reproduzierbare Einordnung maoglich.
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4.1.6 Validierung

Fir die Validierung der entwickelten Methode zur Detektion von Leberkrebs und
Leberzirrhose wurde eine zweite Kohorte von Proben untersucht. Die Validierungskohorte
bestand aus insgesamt 55 Proben. Zehn Proben stammen von gesunden Spendern (vom
Zentralinstitut fiir Transfusionsmedizin GmbH) und 39 Proben stammen von HCC- oder
Zirrhosepatienten, deren Krankheitszustand unbekannt war. Weitere sechs Proben stammen

von Patienten mit anderen Erkrankungen.

Die Proben der Validierungskohorte wurden exakt wie die anderen Proben analysiert und
nach der in Abschnitt 4.1.5.2 beschriebenen Methode in das existierende Koordinatensystem
der MANOVA mit vier Variablen eingeordnet. Die Ergebnisse wurden danach mit den

tatsachlichen Gesundheitszustianden der Patienten (Tabelle 16) verglichen.
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Abbildung 44: Einordnung der Proben des Validierungsdatensatzes in das
Koordinatensystem der MANOVA mit vier Variablen. Es sind die ersten beiden
kanonischen Variablen jeder Probe gegeneinander aufgetragen. Griine Kreuze: gesunde
Spender, blaue Punkte: HCC-Patienten, schwarze Kreuze: Zirrhosepatienten, rote
Rauten: Patienten mit anderen Erkrankungen (Tabelle 16). Es ist eine gute Trennung
zwischen gesunden Spendern und HCC- oder Zirrhosepatienten zu erkennen. Die
Trennung zwischen HCC- und Zirrhosepatienten konnte nicht best:itigt werden.

Abbildung 44 zeigt die Ergebnisse der Validierungskohorte bei Einordnung in das
Koordinatensystem der MANOVA mit vier Variablen. Die Trennung zwischen gesunden

Spendern und HCC- oder Zirrhosepatienten ist sehr gut. Neun der zehn Datenpunkte von
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gesunden Spendern liegen im korrekten Bereich. Einzig der Datenpunkt von Probe AD liegt
im Bereich der HCC-Patienten. Nur zwei Datenpunkte von Proben von HCC- oder
Zirrhosepatienten liegen im Bereich der gesunden Spender (Voo4 und Voi4). Demnach
konnte die Unterscheidung zwischen HCC/Zirrhosepatienten und gesunden Spendern mit
einer Sensitivitidt von 94.9% und einer Spezifitit von 90.0% erreicht werden. Die Trennung
zwischen HCC- und Zirrhosepatienten wird durch den Validierungsdatensatz nicht bestétigt.
Nur zwolf von 22 HCC-Patienten bzw. fiinf von 17 Zirrhosepatienten wurden richtig
klassifiziert. Im Anhang (Abschnitt 9.5.1) werden MANOVA-Modelle mit acht und zwolf
abhiangigen Variablen diskutiert. Die Einordnung der Validierungskohorte in die
Koordinatensysteme dieser Modelle (Daten nicht gezeigt) brachte keine besseren Ergebnisse.
Die Verwendung von mehr als vier Glycoformen oder Proteinspezies als abhingige Variablen

bringt demnach keinen Vorteil.

Sechs Proben des Validierungsdatensatzes stammen von Patienten, die weder ein
hepatozelluldares Karzinom noch eine Leberzirrhose hatten. Da diese Patienten allerdings
andere Erkrankungen aufweisen, sind die entsprechenden Datenpunkte in Abbildung 44 rot
dargestellt. Zwei dieser Patienten (Vo15 und Vo016) wiesen gutartige Lebertumore auf. Der
Datenpunkt der Probe V016 liegt im Bereich der HCC-Patienten, wihrend der Datenpunkt
von Proben Vo15 weit links im Bereich der gesunden Spender liegt. Da der gutartige
Lebertumor von Patient Vo15 sehr klein ist (<1 em) und kein Transformationsrisiko besteht,
kann diese Probe als richtig klassifiziert angesehen werden. Der Patient Vo010 weist einen
semimalignen Lebertumor (Angiomyolipom) auf und wird daher wie ein HCC-Patient
behandelt. Der Datenpunkt von Probe Vo010 liegt im Bereich der HCC-Patienten. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch gutartige Lebertumore das Glycosylierungsmuster
von Fibrinogen beeinflussen und mit der hier entwickelten Methode erkannt werden. Der
Datenpunkt der Probe Vo037 liegt im Bereich gesunder Spender. Dieses Ergebnis ist korrekt,
da der Patient keine Lebererkrankungen, sondern koronare Herzkrankheiten aufweist. Die
Datenpunkte der Proben Vo33 (chronische Pankreatitis) und Vo47 (Hashimoto Thyreoiditis)
liegen im Bereich der HCC-Patienten. Es ist moglich, dass sich diese Krankheiten, da sie
entziindliche Prozesse darstellen, auf die Glycosylierung von Fibrinogen, welches ein

Akut-Phase-Protein ist, auswirken und somit zu einem positiven Ergebnis fithren.

Die receiver-operating-characteristic-Kurven fiir die Einordnung der Validierungskohorte
mit der MANOVA mit vier Variablen ist in Abbildung 45 gezeigt. Die ROC-Kurven basieren
auf den a posteriori-Wahrscheinlichkeiten, welche mittels Diskriminanzanalyse berechnet
wurden. Hierzu wurden nur diejenigen 49 Proben verwendet, welche eindeutig einer Gruppe
zugeordnet werden konnten. Die sechs Proben mit anderen Erkrankungen wurden nicht

berticksichtigt. Es ist zu erkennen, dass die Klassifizierung von HCC- und Zirrhosepatienten
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nicht funktioniert. Die area-under-the-curve-Werte betragen 0.534 (HCC) bzw. 0.678
(Zirrhose). Dies liegt vor allem an der schlechten Differenzierung von HCC- und
Zirrhosepatienten. Die ROC-Kurve fiir die Unterscheidung von HCC- und Zirrhosepatienten

von gesunden Spendern ist mit einem AUC-Wert von 0.959 sehr gut.
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Abbildung 45: Receiver operating characteristic-Kurven fiir die Klassifizierung der
Proben des Validierungsdatensatzes, basierend auf der Einordnung in das
Koordinatensystem der MANOVA vier Variablen. Die ROC-Kurve basiert auf den a
posteriori-Wahrscheinlichkeiten, welche mittels Diskriminanzanalyse berechnet
wurden. Es wurden nur diejenigen 49 Proben verwendet, welche eindeutig einer
Gruppe zugeordnet werden konnten.
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Abbildung 46: Ergebnisse der Vierfachbestimmung der Proben U und AD im Diagramm
der ersten beiden kanonischen Variablen der MANOVA mit vier Variablen. Die
Streuung der vier Datenpunkte beider Proben betrigt ca. £0.2 in den ersten beiden
kanonischen Variablen. Anhand dieser Werte wurde ein Unsicherheitsbereich um die
Grenzlinien gebildet.

In Abschnitt 4.1.5.3 wurde bereits der Einfluss des shift und des gemittelten Bereiches der
Massenspektren auf die Lage der Datenpunkte im Diagramm der ersten und zweiten
kanonischen Variablen untersucht. Um die verbleibende Streuung eines Datenpunktes
abzuschitzen, wurden zwei Proben des Validierungsdatensatzes (U und AD) jeweils viermal
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 46 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die
Streuung der jeweils vier Datenpunkte der Proben U und AD ca. +0.2 in den ersten beiden
kanonischen Variablen betragt. Anhand dieser Werte lasst sich ein Unsicherheitsbereich um

die Grenzlinien abschétzen, welcher in Abbildung 46 dargestellt ist.

Im Laufe dieser Studie wurden von einigen Patienten mehrere Proben zu unterschiedlichen
Zeitpunkten genommen (vgl. Tabelle 10). Die Lage dieser Datenpunkte im Diagramm der
ersten und zweiten kanonischen Variablen der MANOVA mit vier Variablen ist in
Abbildung 47 ist dargestellt. Die zeitliche Anderung der Datenpunkte eines Patienten ist mit

Pfeilen gekennzeichnet.

Der Datenpunkt der Probe Vo14 liegt zunachst klar im Bereich gesunder Spender und ist
somit falsch negativ klassifiziert. Der Datenpunkt der Probe Vo023, welche ca. zwei Monate
spater genommen wurde, liegt bereits deutlich im Bereich der HCC-Patienten und ist somit

richtig klassifiziert. Weitere sieben Monate spiter liegt der Datenpunkt der Probe Vo20 noch
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weiter unten rechts im Bereich der HCC-Patienten. Diese Veranderung ist vor allem auf die
Glycoform y-S1 zuriickzufiihren, deren Wert von Probe Vo014 iiber V023 zu Vo020 stetig

kleiner wird.

Der Datenpunkt von Probe HCCoo07 liegt rechts im Bereich der HCC-Patienten. Die Probe
Vo003, welche ca. 18 Monate spater genommen wurde liegt deutlich weiter links. Die Probe
Vo25, welche weitere vier Monate spiater genommen wurde, liegt noch weiter oben links,
bereits im Bereich der Zirrhosepatienten. Eine mogliche Ursache fiir die Veranderung dieses
Patienten ist die Therapie. Zum Zeitpunkt der ersten Probe (HCC007) hatte der Patient noch
keine Therapie erhalten. Danach wurde der Patient mit Tyrosinkinaseinhibitoren behandelt
(vgl. Tabelle 10). Die Verschiebung der anderen Datenpunkte von Proben, welche von
denselben  Patienten zu  unterschiedlichen Zeitpunkten genommen  wurden
(HCCo08/HCCo018, Voo1/Vo17, HCCo02/Vo22), ist deutlich kleiner. Die Klassifizierung

dieser Proben dndert sich dabei nicht.

Die genaue Ursache fiir die Veranderung dieser Patienten konnte allerdings nicht endgiiltig
geklart werden. Sowohl das Fortschreiten der Krebserkrankung als auch die Therapie konnen
Einfluss auf die posttranslationalen Modifikationen von Fibrinogen haben und somit die
Lage des Datenpunktes beeinflussen. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass sich

die Proben aufgrund des Lebensstils des Patienten verandern.
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Abbildung 47: Datenpunkte von Patienten, welche im Laufe dieser Studie mehrere
Proben beigetragen haben im Diagramm der ersten beiden kanonischen Variablen der
MANOVA mit vier Variablen. Die zeitliche Verinderung der Lage der Datenpunkte ist
mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Tabelle 10: Liste der Proben von Patienten, welche im Laufe dieser Studie mehrere
Proben beigetragen haben.

Patient Probe Blutentnahmedatum Anderungen
HCCoo8 05.01.2015 -
HCCo008/HCCo18
HCCo018 05.10.2015 -
HCCoo7 05.01.2015 keine Therapie
HCCo07/Vo03/Vo25 Voo3 27.06.2016 TKI
Voz2s 24.10.2016 TKI
Voo1 27.06.2016 < Mailand
Voo1/Voiy i
Vo1y 08.05.2017 > Mailand
Voi4 01.08.2016 -
Vo14/Vo023/V020 Vo23 10.10.2016 -
Vo20 15.05.2017 -
HCCoo2 01.12.2014 > Mailand, keine Therapie
HCCo02/Vo22
Voa22 10.10.2016 Metastasen, Resektion
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4.1.7 Diskussion und Fazit zur Entwicklung eines Biomarkers fiir Leberkrebs

Die Ergebnisse der Untersuchung der Validierungskohorte zeigen, dass die Unterscheidung
zwischen Proben gesunder und kranker Spender moglich ist, die Differenzierung zwischen
HCC- und Zirrhosepatienten ist allerdings problematisch. Die Methode zur Einordung
unbekannter Proben wurde daher auf Grundlage aller 105 Proben des Trainings- und
Validierungsdatensatzes verfeinert (Anhang, Abschnitt 9.5.3). Die univariaten
Varianzanalysen unter Verwendung aller 104 Proben (Daten nicht gezeigt) bestatigten die

folgenden Ergebnisse:

- Der Fucosylierungsgrad der BB- und y-Untereinheit ist bei HCC-Patienten im
Vergleich zu gesunden Spendern erhoht.

- Bei Zirrhosepatienten ist der Anteil fucosylierter Glycoformen sogar noch hoher als
bei HCC-Patienten.

- Der Sialylierungsgrad der y-Untereinheit ist bei HCC- und Zirrhosepatienten im
Vergleich zu gesunden Spendern erhoht.

- Bei HCC-Patienten ist die Aa-Untereinheit weniger phosphoryliert als bei gesunden
Spendern.

- Der Anteil der monophosphorylierten Spezies der Aa-Untereinheit ist bei
Zirrhosepatienten erhoht.

- Der Anteil an O-glycosylierter Ao-Untereinheit ist bei Zirrhosepatienten verringert.

- Die Anteile der oxidierten und trunkierten Spezies der Aa- und B-Untereinheit sind

bei HCC- und Zirrhosepatienten erhoht.

Da der GroBteil der HCC-Patienten auch eine Leberzirrhose aufwies, kann nicht eindeutig
geklart werden, ob die Unterschiede durch die Zirrhose oder den Krebs verursacht werden.
Es wurden nur acht Proben von HCC-Patienten ohne Leberzirrhose untersucht (siehe
Tabellen 15 & 16). Die Untersuchung dieser Proben lasst vermuten, dass die Unterschiede
zum groBeren Teil, aber nicht ausschlieBlich, durch die Leberzirrhose verursacht werden.
AuBerdem muss der Einfluss des Krebsstadiums, der Genese, des Alters und Geschlechts
sowie der Begleiterkrankungen Dberiicksichtigt werden. Statistische Untersuchungen
beziiglich dieser Parameter blieben allerdings groBtenteils ohne eindeutiges Ergebnis. Dies
liegt zum Teil an der kleinen Probenmenge und an der ungleichen Verteilung der Proben,
zum anderen an der grofen Varianz der Daten. Um diese Fragen eindeutig zu klaren, miissen
deutlich mehr Proben untersucht werden, dabei ist auf eine systematische Probennahme zu
achten. Bei den in dieser Studie verwendeten Proben von gesunden Spendern handelt es sich
um abgelaufene oder nicht verwendbare Blutspenden vom Zentralinstitut fiir

Transfusionsmedizin GmbH. AuBer Alter und Geschlecht der Spender sind deshalb keinerlei
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Informationen zu den Proben verfiigbar. Zur Weiterentwicklung und Etablierung dieser
Methode ist ein Datensatz von Proben gesunder Spender, die unter medizinischer Kontrolle

genommen wurden, essentiell.

Einige Proben stammen von denselben Patienten, wurden aber zu unterschiedlichen
Zeitpunkten genommen. Die zeitliche Verschiebung der Datenpunkte dieser Proben im
Diagramm der ersten und zweiten kanonischen Variablen der MANOVA ist in Abbildung 47
gezeigt. Die Frage, wie sich das Fortschreiten der Krankheit oder die Therapie auf das
Ergebnis der hier entwickelten Methode auswirkt, konnte anhand dieser Proben nicht
endgiiltig geklart werden. AuBerdem wurden sechs Proben von Patienten mit anderen
Erkrankungen untersucht, welche kein hepatozellulires Karzinom und keine Zirrhose
aufwiesen (Abbildung 44). Die Lage der Datenpunkte dieser Proben zeigte, dass gutartige
Lebertumore und entziindliche Prozesse in der hier entwickelten Methode zu einem positiven
Ergebnis filhren konnen. Es sind daher weitere Studien notig, um den Einfluss von
Begleiterkrankungen oder der Therapie auf das Glycosylierungsmuster von Fibrinogen zu

untersuchen.

Die hier entwickelte Methode basiert auf den prozentualen Anteilen der einzelnen
Glycoformen und Proteinspezies von humanem Fibrinogen. Die Quantifizierung der
Glycoformen und Proteinspezies der drei Fibrinogenuntereinheiten ist deshalb von
entscheidender Bedeutung. Hierzu wurden die theoretischen Isotopenmuster aller einzelnen
Glycoformen und Proteinspezies berechnet und an die experimentellen Massenspektren
angepasst. Um eine gute Anpassung zu erreichen, mussten dabei die Signale vieler
Proteinspezies beachtet werden (z.B. Oxidation, Wasserverlust, Carbamidierung,
Trunkierung). Die Quantifizierungsmethode wird dadurch sehr komplex. AuBerdem
erschwert die Uberlagerung verschiedener Signale die Quantifizierung bestimmter
Glycoformen erheblich. Beispielsweise iiberlappen die Signale der trunkierten
BB-Untereinheit mit den Glycoformen G1S1 und G1F. SchlieBllich stellt sich die Frage, ob die
Anteile der einzelnen Glycoformen nur durch jeweiligen Koeffizienten der unmodifizierten
Spezies oder durch alle zu dieser Glycoform beitragenden Spezies berechnet werden sollten.
Die hier verwendeten Daten wurden nur ausgehend von den Signalen der ummodifizierten
Spezies berechnet. Um eine zuverlédssige Einordnung zu erreichen, miissen alle Proben mit
guter Anpassung quantifiziert werden. Um dies zu erreichen wurde fiir jedes Spektrum ein
shift angewendet, welcher kleine Fehler in der Massengenauigkeit korrigiert. AuBerdem
miissen Spektren von hetero- oder homozygoten Tragern eines der gefunden SNPs mit den

jeweiligen Isotopenmustern der veranderten Proteinsequenzen angepasst werden.
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Die drei single nucleotide polymorphisms rs6050 (Aa-Thr312Ala), rs4220 (BB-Arg448Lys)
und rs6063 (y-Gly165Arg), welche in den Spektren der intakten Fibrinogenuntereinheiten
beobachtet wurden, konnten durch Verdau mit Trypsin bestitigt werden. Die Allelfrequenzen
im Datensatz mit allen 105 Proben stimmen sehr gut mit den Literaturdaten iiberein.
Unterschiede in den Allelfrequenzen zwischen gesunden Spendern, HCC- und

Zirrhosepatienten konnten mit Chi-Quadrat-Tests nicht identifiziert werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten multivariaten statistischen Methoden wurden stets mit
folgenden vier Variablen durchgefiihrt: Bp-S1, BB-SiF, y-S1 und y-S1F. Im Anhang
(Abschnitt 9.5.1) ist erlautert, aus welchen Griinden diese vier Variablen ausgewahlt wurden.
Die Anwendung der Varianzanalysen (ANOVA bzw. MANOVA) unterliegt einigen

Voraussetzungen:

- Die Beobachtungen (Proben) miissen unabhéngig voneinander sein.

- Die abhangigen Variablen miissen innerhalb jeder Gruppe normalverteilt sein.

- Die Fehlervarianzen der unabhangigen Variablen miissen in allen Gruppen ungefahr
gleich sein (Homogenitat der Varianz-Kovarianz-Matrizen).

- Die abhingigen Variablen diirfen keine Kollinearitit zeigen.

- Der Stichprobenumfang muss ausreichend groB sein.

Obwohl ANOVA und MANOVA robust gegeniiber Verletzungen der obigen Voraussetzungen
sind, sollten diese trotzdem diskutiert werden. Die in Abschnitt 4.1.5 gezeigten
Boxplot-Diagramme geben einen groben Eindruck iiber die Verteilung der Daten. Zweifel an
der Normalverteilung der Daten besteht nur fiir die fucosylierten Glycoformen der Bp- und
v-Untereinheit. Genauere Analysen durch QQ-Plots und Shapiro-Wilk-Tests bestatigen, dass
die Daten fiir die Variablen BB/y-SiF und BpB/y-S2F nicht normalverteilt sind. Durch
Kruskal-Wallis-Tests, welche keine Normalverteilung der Daten voraussetzen, konnten die
Unterschiede in der Fucosylierung der BB- und y-Untereinheit von gesunden Spendern,
HCC- und Zirrhosepatienten dennoch nachgewiesen werden. Bei der MANOVA haben die
fucosylierten Glycoformen einen groBen Einfluss auf die Trennung zwischen gesunden
Spendern, HCC- und Zirrhosepatienten. Es erscheint daher sinnvoll die Variablen Bp/y-S1F

trotzdem zu verwenden.

Die Gleichheit der Fehlervarianzen kann durch Box‘ M- und Levene-Tests iiberpriift werden.
Diese Tests zeigen, dass die Fehlervarianzen in den drei Gruppen nicht gleichgrof3 sind.
Dieses Ergebnis ist auch in den Boxplot-Diagrammen zu erkennen. Die Zirrhosepatienten

zeigen haufig eine deutlich groBere Streuung als die gesunden Spender und die
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HCC-Patienten. Die Ergebnisse der MANOVA (Tabelle 8) zeigen allerdings, dass diese robust

gegeniiber Verletzungen dieser Voraussetzung ist.

Bei der MANOVA muss darauf geachtet werden, dass die Anzahl der abhdngigen Variablen
im Verhéltnis zur Anzahl der Beobachtungen nicht zu hoch ist, da es sonst zu einer
Uberanpassung (engl.: Overfitting) kommen kann. Aus diesem Grund wurde die Anzahl der
als Variablen verwendeten Glycoformen auf vier festgesetzt (Anhang, Abschnitt 9.5.1). Um
die Anzahl der benétigten Proben fiir die MANOVA zu bestimmten, wurde eine Power-
Analyse durchgefiihrt (G*Power 3.1.9.2). Bei einer mittleren EffektgroBe von 0.4, einem
Signifikanzniveau von 5%, drei Gruppen, vier abhéngigen Variablen und einer Teststarke von
99% betragt die bendtige Anzahl an Proben 45. Der untersuchte Trainingsdatensatz besteht
aus 56 Proben. Mit einem 14-fachen Uberschuss von Beobachtungen im Verhiltnis zu

abhingigen Variablen kann davon ausgegangen werden, dass keine Uberanpassung vorliegt.

Im Endeffekt dient die MANOVA allerdings nur der Berechnung der Koeffizienten, welche
zur Einordnung unbekannter Proben verwendet werden. Es ist daher eine Validierung mit
unbekannten Proben notig (Abschnitt 4.1.6). Diese ergab, dass die Unterscheidung zwischen
den Proben gesunder Spender und kranker Patienten mdglich ist. Eine Differenzierung
zwischen HCC- und Zirrhosepatienten war nicht zu erreichen. Es zeigte sich allerdings, dass
das MANOVA-Modell zur Einordnung unbekannter Proben weiterentwickelt werden muss,
indem mehr als 56 Proben verwendet werden. Hierfiir sind weitere Studien mit deutlich

mehr Proben erforderlich.

Die hier entwickelte Methode ist ein vielversprechender Ansatz zur Detektion von
Krebserkrankungen. Es handelt sich um die erste Studie, in der multivariate Datenanalyse in
Verbindung mit der massenspektrometrischen Analyse intakter Proteine genutzt wird, um
Proben von Krebspatienten zu identifizieren. Viele andere Studien beschiftigen sich mit der
Analyse von Glycoproteinen von HCC- und Zirrhosepatienten. So wurde gezeigt, dass
Haptoglobin bei HCC-Patienten starker fucosyliert ist.»7-120 Comunale et al. untersuchten
unter anderem Hemopexin und a-1-Antitrypsin und fanden heraus, dass die Fucosylierung
bei Zirrhosepatienten in a1-3 Position an der Antenne vorliegt, wihrend bei HCC-Patienten
eine core-Fucosylierung vorliegt.04121122 Callewaert et al. entwickelten verschiedene Tests zur
Diagnose von HCC®”, Zirrhose'23 und Fibrose!24, basierend auf der Analyse von N-Glycanen

aus Serum mittels Kapillarelektrophorese.

In den meisten dieser Studien werden die Glycane vom Protein abgespalten oder dieses wird
proteolytisch verdaut. Dieser Prozess ist zeit-/kostenintensiv und benétigt gut ausgebildetes
Personal. Aus diesem Grund sind die meisten dieser Methoden schlecht fiir die medizinische

Routinediagnostik geeignet. Die in dieser Arbeit vorgestellte Methode basiert auf der
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massenspektrometrischen Analyse der intakten Untereinheiten von humanem Fibrinogen.
Fibrinogen kommt in hoher Konzentration im Blutplasma vor und lasst sich einfach durch
Ethanolfallung isolieren. Nach der Reduzierung wird die Probe direkt mittels LC-MS
analysiert, um Spektren der intakten Untereinheiten zu erhalten. Dieser Prozess bendtigt
etwa drei Stunden und ist einfach durchzufiihren, sodass er gut in der Routinediagnostik

eingesetzt werden kann.

Obwohl die entwickelte Methode noch statistische Validierung bendétigt, konnte gezeigt
werden, dass das Verfahren prinzipiell zur Detektion von Krebs geeignet ist. Die
Vorgehensweise kann auch auf andere Plasmaproteine und Krebsarten erweitert werden. Aus

diesen Griinden konnte diese Arbeit die Fritherkennung von Krebs revolutionieren.
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4.2 Entwicklung einer graphischen Benutzeroberflache fiir die

dreidimensionale Kreuzkorrelation

In Abschnitt 1.2 wurde bereits erlautert, dass zur Untersuchung der exakten Stereochemie
von Glycanen eine Kombination von bottom-up Massenspektrometrie und
NMR-Spektroskopie erforderlich ist. Die von Behnken und Fellenberg entwickelte Methode
der dreidimensionalen Kreuzkorrelation (3DCC) wurde mehrfach erfolgreich zur
Untersuchung von N-Glycanen aus Glycoproteinen eingesetzt.5:5%125 Das Prinzip der
dreidimensionalen Kreuzkorrelation ist in Abschnitt 3.4 erklart. Die Verarbeitung der Daten
wurde mit dem Programm MATLAB (The MathWorks, Inc.) durchgefiihrt. Da die
Vorbereitung der Daten dabei von groBer Bedeutung ist, werden erweiterte Kenntnisse in der
MATLAB-Programmierung benétigt, um die dreidimensionale Kreuzkorrelation
anzuwenden. Fiir die meisten potentiellen Anwender ist 3DCC deshalb nicht geeignet. Um
dies zu andern wurde eine graphische Benutzeroberfliche entwickelt, die den Anwender
durch alle wichtigen Schritte der dreidimensionalen Kreuzkorrelation fiihrt. Hierzu wurde
das in MATLAB integrierte Graphical User Interface Development Environment (GUIDE)

verwendet.

In Abbildung 48 ist der Workflow der Datenverarbeitung fiir die dreidimensionale
Kreuzkorrelation in MATLAB dargestellt. Fiir den Import der NMR-Spektren wird das script
rbnmr von Nils Nyberg verwendet. Nach dem Import der NMR-Daten miissen diese
bearbeitet werden, um Storsignale zu entfernen und eine Kalibrierung durchzufiihren. Die
Kalibrierung von NMR-Spektren ist von entscheidender Bedeutung, um reproduzierbare
chemische Verschiebungen zu gewéhrleisten. Bei der dreidimensionalen Kreuzkorrelation ist
es auBerdem wichtig, dass alle NMR-Spektren exakt dieselbe x-Achse besitzen, da sonst
fehlerhafte EDCs resultieren. Die Kalibrierung in TopSpin generiert fiir jedes Spektrum eine
eigene x-Achse, deshalb muss vor der Korrelation eine Kalibrierung in MATLAB
durchgefiihrt werden. Die Signale von Verunreinigungen oder dem Losungsmittel sollten vor
der Korrelation ausgeschnitten werden, da sie zu Artefakten in den Korrelationsspektren

fithren.
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Importieren der NMR-Spektren Importieren der MS-Daten (EICs)

Bearbeitung der NMR Spektren
- Kalibrierung
- Ausschneiden von Stérsignalen
(Lésungmittel, Verunreinigungen etc.)

A Y

Anpassen von NMR- und MS-Daten
- Die EICs und EDCs mussen die gleiche
Anzahl an Datenpunkten aufweisen.
- Hierzu muss das Zeitfenster gewahlt werden,
indem NMR-Spektren aufgenommen wurden.
- Die EICs werden dementsprechend reduziert.

Erstellen von Sub-EICs
- EICs, die die Signale zweier isobarer Strukutren
zeigen, mussen getrennt werden.

Y

Berechnung der Korrelationsspektren
- 3DCC,, 3DCC,, 3DCC

A

Betrachtung und Export der Korrelationsspektren
- JCAMP.dx (TopSpin), .xIs (Excel), .mat (MATLAB)

Abbildung 48: Workflow der Datenverarbeitung fiir die dreidimensionale
Kreuzkorrelation in MATLAB. Nach dem Import der NMR-Daten miissen diese
bearbeitet werden. Dabei wird eine Kalibrierung vorgenommen, damit alle
NMR-Spektren dieselbe x-Achse besitzen. AuBlerdem konnen Bereiche aus den
NMR-Spektren ausgeschnitten oder auf Null gesetzt werden. Da die EDCs und EICs fiir
die Korrelation die gleiche Anzahl an Datenpunkten haben miissen, werden die EICs
reduziert. Danach kéonnen aus EICs, welche die Signale mehrerer isobarer Strukturen
ausweisen, mehrere sub-EICs gebildet werden. Es folgt die eigentliche Korrelation der
NMR- und MS-Daten durch 3DCC¢c, 3DCCL. oder 3DCCs. Die erhaltenen
Korrelationsspektren konnen exportiert werden.

Die EICs haben in der Regel eine deutlich hohere Auflésung als die EDCs, da pro Fraktion
mehr als ein MS-Spektrum aufgezeichnet wurde. Fiir die Korrelation miissen EICs und EDCs
allerdings die gleiche Anzahl an Datenpunkten besitzen. Aus diesem Grund miissen die
MS-Daten vor der Korrelation reduziert werden. Aulerdem werden meistens nur in einem
bestimmten Bereich des Chromatogramms NMR-Spektren aufgenommen. Zur Reduzierung
der MS-Daten werden die EICs in den Intervallen der Fraktionen gemittelt, hierzu muss der
Benutzer den Zeitpunkt wihlen zu dem die erste Fraktion beginnt. Dieser Zeitpunkt sollte
dem Benutzer ungefihr bekannt sein, aufgrund technischer Ungenauigkeiten muss der

exakte Wert aber empirisch bestimmt werden. Hierzu kann die Abweichung zwischen dem
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total ion current (TIC) und dem total delta-Chromatogramm (TDC) minimiert werden.
Funktioniert dies nicht, muss der Anwender ein EIC und ein EDC von denen er weiB}, dass sie
zusammengehoren, manuell vergleichen. Die Reduzierung der MS-Daten und die damit
verbundene zeitliche Abstimmung der MS- und NMR-Daten ist von entscheidender
Bedeutung fiir die dreidimensionale Kreuzkorrelation, da kleine Abweichungen groBe
Auswirkungen auf das Ergebnis haben konnen. Im Fall isobarer Strukturen sind in einem
EIC die Signale mehrerer Bestandteile vorhanden. Um fiir alle Bestandteile
Korrelationsspektren zu erhalten, miissen aus diesem EICs mehrere sogenannte Sub-EICs

erstellt werden.

Die Korrelation von MS- und NMR-Daten mittels 3DCCc verwendet die
Korrelationskoeffizienten zwischen den EICs und EDCs. Vor der Multiplikation mit dem
Summen-NMR-Spektrum konnen die Korrelationskoeffizienten mit verschiedenen
Funktionen gewichtet werden.5> Dabei muss der Anwender einige Parameter der
Gewichtungsfunktion angeben. Fiir die Korrelation mittels 3DCC. oder 3DCCs sind keine
weiteren Eingaben notig. Bei der Methode 3DCCy, werden durch die Methode der kleinsten
Fehlerquadrate (least squares optimization) die Koeffizienten gebildet, welche gegen die
chemische Verschiebung aufgetragen das Korrelationsspektrum ergeben. 3DCCs verwendet
die Singularwertzerlegung (singular value decomposition), um die inverse Matrix der
MS-Daten zu bilden, welche dann mit der Matrix der NMR-Daten multipliziert wird, um die
Korrelationsspektren zu ergeben. Die erhaltenen Korrelationsspektren konnen in MATLAB
betrachtet und ausgewertet werden. AuBerdem ist es moglich die Korrelationsspektren als
Excel-Datei oder als JCAMP.dx-Datei, welche in TopSpin gedffnet werden kann, zu

exportieren.
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4.2.1 Funktion und Anwendung des 3DCC-GUI

Die wesentlichen Aspekte des hier entwickelten User Interface werden im Folgenden

erlautert.

4.2.1.1 Das Hauptmenii

Durch den Befehl TDCC wird das Programm gestartet, es offnet sich zunachst das in
Abbildung 49 gezeigte Hauptmenii. Zunachst sind nur die Schaltflachen ,/mport NMR data“
und ,Jmport EICs“ verfiigbar. Das Programm ist modular aufgebaut, die weiteren
Funktionen werden schrittweise freigeschaltet. Mit den Schaltflachen ,Jmport NMR data“
und ,Import EICs* konnen die NMR-Spektren und die EICs importiert werden. Dabei
miissen alle NMR-Spektren, die verwendet werden sollen, im Standard Bruker Format in
aufsteigender Reihenfolge in einem Ordner vorhanden sein. Die EICs miissen als .xy- oder

.txt-Datei vorliegen.

B Toce = B8 0=

Menu kel

‘Welcome to TOCC (Three Dimensienal Cross Correlation)
Version: beta

Import NMR data

Import EICs Calculste 3DCC-L spectra

Close

Abbildung 49: TDCC (Three dimensional cross correlation) Hauptmenii. Das
Programm ist modular aufgebaut. Zunichst sind nur die Funktionen ,Import NMR
data“ und ,Jmport EICs“ verfiigbar. Die anderen Funktionen werden schrittweise
freigeschaltet.
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4.2.1.2 Bearbeiten der NMR-Spektren

Nach dem Import der NMR-Spektren, wird die Schaltfliche ,Edit NMR spectra“
freigeschaltet, ein Klick darauf 6ffnet das in Abbildung 50 gezeigte Fenster. Die Bearbeitung
der NMR-Spektren ist von entscheidender Bedeutung fiir die dreidimensionale
Kreuzkorrelation. Zum einen miissen die NMR-Spektren kalibriert werden, damit sie eine
gemeinsame x-Achse besitzen, zum anderen sollten Storsignale aus den Spektren entfernt

werden.

Das Programm bietet zwei Moglichkeiten zur Kalibrierung der NMR-Spektren. Ist in allen
Spektren das Signal einer Referenzsubstanz vorhanden, kann dieses zur Kalibrierung
verwendet werden. (Dabei kann es sich auch um ein Signal einer ubiquitiaren Verunreinigung
handeln.) Hierzu wird der Bereich ausgewahlt, in dem das Signal liegt. Das Programm sucht
den hochsten Datenpunkt in diesem Bereich und setzt ihn auf die angegebene chemische
Verschiebung. Ist kein Referenzsignal vorhanden, kann der Anwender einen Punkt im
Spektrum auswihlen, welcher auf die angegebene chemische Verschiebung gesetzt wird.
Dabei werden die Spektren nur um maximal einen Datenpunkt gegeneinander verschoben.
Liefern beide Moglichkeiten kein zufriedenstellendes Ergebnis, kann jedes Spektrum einzeln,

datenpunktweise verschoben werden.

CORR_CAL =
[T E ~

x10°

Limits for calbration window [ppm]

. : i e . *“‘“LMM‘ ‘J& — JLL i

Abbildung 50: Fenster zur Bearbeitung der NMR-Spektren. In diesem Fenster konnen
die NMR-Spekiren kalibriert werden. Dies ist fiir die dreidimensionale
Kreuzkorrelation von entscheidender Bedeutung, da alle NMR-Spektren dieselbe
x-Achse besitzen miissen. AuBBerdem bietet dieses Fenster die Moglichkeit Bereiche aus
den NMR-Spektren auszuschneiden oder auf Null zu setzen.
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In den meisten Fallen ist es nicht notig die Korrelation {iber den gesamten spektralen Bereich
durchzufiihren. Zu diesem Zweck bietet das Programm die Moglichkeit einen Bereich aus den
Spektren auszuschneiden. AuBerdem ist es notig Storsignale, z.B. vom Losungsmittel oder
von Verunreinigungen, zu entfernen. Hierzu wird der betreffende Bereich ausgewihlt und
entweder in allen oder in einem einzelnen Spektrum auf Null gesetzt. Wird ein Bereich, in
dem wichtige Signale liegen, in einem Spektrum auf Null gesetzt, kommt es im
entsprechenden EDC zu einem Einschnitt, welcher die Korrelation stort. Aus diesem Grund
gibt es die Moglichkeit die Datenpunkte in einem Bereich eines Spektrums auf den
Mittelwert des vorherigen und folgenden Spektrums zu setzen. AuBerdem bietet das
Programm die Moglichkeit die Intensitat einzelner Spektren zu erhohen oder zu verringern,

falls einzelne Spektren mit einer anderen Anzahl von Scans gemessen wurden.

4.2.1.3 3D Plot der NMR-Daten

Zur Veranschaulichung der NMR-Daten wurde die Funktion ,,3D Plot“ implementiert. Diese
dient lediglich der Veranschaulichung der Daten und hat keinen Einfluss auf die Korrelation.
Das Fenster der Funktion ,3D Plot“ ist in Abbildung 51 gezeigt. Die ausgewdhlten
NMR-Spektren sind im linken Teil des Fensters dreidimensional dargestellt. Der Bereich der
chemischen Verschiebung und die NMR-Spektren, die dargestellt werden sollen, konnen im
rechten Teil des Fensters gewahlt werden. AuBerdem kann der Benutzer bestimmte EDCs

anzeigen lassen.

B DREDPLOT =
% % UEE )

select displayed ppm region
- [ppm]

select displayed spectra

chemical shift of EDC (494896

4258

Abbildung 51: Fenster fiir die dreidimensionale Darstellung der NMR-Spektren. Der
Benutzer hat auBBerdem die Moglichkeit EDCs anzeigen zu lassen.
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4.2.1.4 Reduzierung der MS-Daten

Fiir die Korrelation von MS- und NMR-Daten miissen die MS-Daten (EICs) genauso viele
Datenpunkte besitzen, wie NMR-Spektren vorhanden sind. Die EICs miissen daher in den
Bereichen der einzelnen Fraktionen gemittelt werden. Hierfiir muss der Zeitpunkt gewihlt

werden zu dem die erste Fraktion beginnt, dieser Zeitpunkt wird als ,waittime“ bezeichnet.

CORR_MSCALOPT [=[E )

1

0 L L L L L L L
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

1100 E 1400 01

L L I I L
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Abbildung 52: Fenster zur Reduzierung der MS-Daten durch Optimierung. Das
Programm berechnet fiir alle Werte der waittime im angegebenen Bereich die
Abweichung zwischen TDC und TIC. Die Kurve unten links stellt die Abweichung als
Funktion der waittime dar. Die waittime mit der geringsten Abweichung ist mit dem
roten Strich markiert. Das TIC und das TDC dieser waittime sind oben rechts
dargestellt. Die neu berechneten EICs sind oben links gezeigt. Die waittime kann durch
den Schieberegler verindert werden.

Das Programm bietet zwei Moglichkeiten die waittime zu bestimmen. Die erste Moglichkeit
besteht darin die Abweichung zwischen total ion-Chromatogramm (TIC) und total delta-
Chromatogramm (TDC) zu minimieren. Die Schaltfliche ,Reduce MS data (Optimization)*
offnet das in Abbildung 52 gezeigte Fenster. Hier kann ein Bereich und ein Intervall
angegeben werden, in dem die waittime optimiert werden soll. Das Programm berechnet fiir
jede waittime in diesem Bereich die reduzierten EICs sowie die Quadratsumme der
Abweichung zwischen TIC und TDC und stellt diese im unteren linken Diagramm dar.
Diejenige waittime mit der geringsten Abweichung wird automatisch ausgewihlt und die
entsprechenden EICs werden im oberen linken Diagramm dargestellt. Oben rechts sind das

entsprechende TIC sowie das entsprechende TDC gezeigt. Durch den Schieberegler kann die
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gewiinschte waittime manuell verstellt werden, die Auswirkungen auf die EICs sowie das TIC
sind sofort sichtbar. Es ist drauf zu achten, dass die FraktionsgroBe korrekt angegeben wird,
da sonst falsche EICs berechnet werden. Die im unteren linken Diagramm von Abbildung 52
dargestellt Kurve der Abweichungen zischen TIC und TDC gegen die waittime hat die Form
einer Parabel. Um die optimale waittime zu finden kann die Kurve an eine quadratische

Funktion angepasst werden, deren Minimum als waittime definiert wird.

Die zweite Moglichkeit besteht darin die waittime vollstindig manuell zu ermitteln. Hierfiir
muss der Anwender einem NMR-Signal ein EIC zuordnen konnen. Die Schaltfliche ,,Reduce
MS data (manually)“ 6ffnet das in Abbildung 53 gezeigte Fenster. Im oberen rechten
Diagramm dieses Fensters kann sich der Anwender ein EIC und ein EDC anzeigen lassen.
Stammen das EIC und das EDC von derselben Substanz, sollten sie den gleichen Verlauf
zeigen. Der Anwender kann nun die waittime manuell variieren und das EIC mit dem EDC
vergleichen. Auf diese Weise kann die korrekte waittime ermittelt werden. Die chemische
Verschiebung des angezeigten EDCs ist in den NMR-Spektren oben links markiert. Dartiber
hinaus kann ein Bereich der NMR-Spektren ausgewahlt werden, der summiert und als delta-

Chromatogramm dargestellt wird. Die reduzierten EICs sind unten links gezeigt.

B CORR_MSCAL (=] = [
% OE B

T
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—— Single EDC: 5.13249 ppm
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18 T T T T T T T Displayed EIC (blue)
Legend onlot
t6)- A 1 St

Displayed NMR data (red)

© Single EDC 513249

Detta chromatogram 524393 405003

Set Waittime
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&
-
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Continue

Abbildung 53: Fenster zu Reduzierung der MS-Daten durch manuelles Einstellen der
waittime. Der Benutzer hat die Maoglichkeit ein TDC (oder einen Bereich der
NMR-Spektren) auszuwihlen, welches im oberen rechten Diagramm zusammen mit
einem EIC dargestellt wird. Mit dem Schieberegler kann die waittime angepasst
werden, sodass EIC und TDC iibereinstimmen. Auf diese Weise kann die waittime
manuell bestimmt werden.
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4.2.1.5 Erstellen von sub-EICs

Sind in einem EIC die Signale mehrerer isobarer Bestandteile vorhanden, miissen aus diesem
EIC mehrere sogenannte sub-EICs erstellt werden. Hierzu dient die Funktion ,Build
Sub-EICs“, das entsprechende Fenster ist in Abbildung 54 gezeigt. Der Benutzer kann ein
EIC auswahlen und an einer bestimmten Stelle schneiden, sodass zwei EICs entstehen. Dabei

werden die Datenpunkte auf jeweils einer Seite der Schnittstelle auf Null gesetzt. Ist die

Funktion ,smooth tails“ aktiviert, werden auf diesen Seiten Flanken erzeugt.

B CORR_MsSUB

x 10 EIC 732.29.xy
18 T T T T T EIC 813315y
EIC 833.83.xy
EIC 858.32.xy
EIC 894 34 xy
EIC 914.85.xy
EIC 960.69.xy
EIC 966.86.xy
EIC 995 88.xy
EIC 1039.88.xy
EIC 1112.41.xy - SUB - Right
EIC 1141.43.xy
EIC 1185.44 xy
EIC 1112.41.xy - SUB - Left

CutEIC

[¥] smooth tails

3
L Reset
1900 2000

a L | L |
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

delete

Name of left SUB-EIC

SUB - Left

Name of right SUB-EIC

SUB - Right

Abbildung 54: Fenster fiir die Erstellung von sub-EICs. In diesem Fenster kann der
Benutzer ein EIC zerschneiden. Die Datenpunkte auf jeweils einer Seite der
Schnittstelle werden dabei auf Null gesetzt und zwei sub-EICs werden gebildet. Mit der

Funktion ,,smooth tails“ werden an der Schnittstelle Flanken gebildet.
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4.2.1.6 Berechnung der Korrelationsspektren

Sind alle Voraussetzungen erfiillt, werden die Schaltflichen zur Berechnung der
Korrelationsspektren aktiv. Zur Berechnung von 3DCCs- und 3DCCi-Spektren sind keine
weiteren Eingaben erforderlich. Bei der Berechnung von 3DCCc-Spektren kann eine
Gewichtungsfunktion angewendet werden. Ein Klick auf die Schaltflache ,,Calculate 3DCC-C
spectra“ offnet das in Abbildung 55 gezeigte Fenster. Hier kann der Benutzer die Parameter
der Gewichtungsfunktion angeben, es stehen Polynomial- und Sigmoidalfunktion zur
Verfiigung. AuBerdem kann der Benutzer einen cut-off-Wert  definieren.

Korrelationskoeffizienten unterhalb dieses Wertes werden auf Null gesetzt.

CORR_C (=2

1

VR

06F

04r

02f

0 1 1 1 1 1 . . . 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 07 08 0.9 1

Choose weighting function type Cut off

Polynomial - 0.5

Exponent of polynomial function Slope of sigmoid function

1 Position of sigmoid turning peint

Choose correlation type

Pearson hd

Calculate 30CC-C spectra & continue

Abbildung 55: Fenster zur Berechnung von 3DCCc-Korrelationsspektren. Fiir die
Berechnung von 3DCCc-Korrelationsspektren muss eine Gewichtungsfunktion gewihlt
werden. Hierfiir stehen Polynomial- und Sigmoidalfunktion zur Verfiigung. Die
Parameter konnen beliebig angepasst werden. AuBerdem kann ein cut-off-Wert
bestimmt werden unterhalb dessen alle Korrelationskoeffizienten auf Null gesetzt
werden.
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4.2.1.7 Betrachtung der Korrelationsspektren

Die ,View spectra“-Funktion bietet die Moglichkeit die Korrelationsspektren direkt zu
betrachten. In Abbildung 56 ist das Fenster zur Betrachtung der Korrelationsspektren
gezeigt. Rechts sind alle berechneten Korrelationsspektren aufgelistet, die ausgewéihlten
Spektren werden links dargestellt. Die chemische Verschiebung an der Position des

Mauszeigers wird im Spektrum angezeigt. AuBerdem hat der Benutzer die Moglichkeit

Abstande im Spektrum (z. B. Kopplungskonstanten) zu messen.

B CORRVIEW

[EE

5.3057 ppm

1 1
Coupling constant

——— SVD-EIC 732.29.xy
— SVD - EIC 1112.41.xy

i

| S\D - EIC 732.29. -

SWD - EIC 813313y
SWD - EIC 833.83.xy
SWD - EIC 858.32.xy
SWD - EIC 894.34.xy
SWD - EIC 914.85.xy
SWD - EIC 960,680y
SWD - EIC 966.86.xy
SWD - EIC 995.88.xy
SWD - EIC 1039.89.

SWD - EIC 1141.43.xy
SWD - EIC 1185.44.xy
LSQ - EIC 732.29.xy
LSQ- EIC 813.31.xy
LSQ - FIC 833.83.xy
LSQ - EIC 858.32.xy
LSQ - FIC 394.34.xy
LSQ - EIC 914.85.xy
L5Q - EIC 850.69.xy
LSQ - EIC 966.86.xy
LSQ - EIC 995.58.xy
LSQ - EIC 1039.89.xy
LSQ- EIC 1112.41xy
LSQ- EIC 1141.43.xy
LSQ- EIC 1185.44.xy
CORR - EIC 732292y
CORR - EIC 813,310y
CORR - EIC 833.83.xy
CORR - EIC 858.32.xy
CORR - EIC 894 34y
CORR - EIC 914.85.xy
CORR - EIC 550 692y
CORR - EIC 966.86.xy
CORR - EIC 595 882y
CORR - EIC 1039.89.%ty
CORR - EIC 1112.41.xy
CORR - EIC 1141433y
CORR - EIC 1185.44.xy

44

42

Abbildung 56: Fenster fiir die Betrachtung der Korrelationsspektren. In diesem Fenster
konnen alle berechneten Korrelationsspektren ausgewiihlt und betrachtet werden. Die
chemische Verschiebung an der Position des Mauszeigers wird im Diagramm angezeigt.
AuBerdem kann ein Abstand (z. B. eine Kopplungskonstante) im Spektrum bestimmt

werden.
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4.2.1.8 Export der Korrelationsspektren

Fiir die Bearbeitung oder Auswertung der Korrelationsspektren konnen diese exportiert
werden. Ein Klick auf die Schaltflache ,,Export results“ 6ffnet das in Abbildung 57 gezeigte
Fenster. Hier kann der Benutzer die Korrelationsspektren als Excel-Datei, JCAMP-DX-Datei
oder als MAT-Datei exportieren. Die JCAMP-DX-Datei kann dann in TopSpin geoffnet

werden.

(B corr exe EE)

Export to Excel

SVD

Export to JCAMP-DX
Lsa

CORR

Export to MAT-file

Close

Abbildung 57: Fenster fiir den Export der Korrelationsspektren. Die berechneten
Korrelationsspektren konnen als Excel-Datei, JCAMP-DX-Dateien oder als MAT-Datei
exportiert werden. Die JCAMP-DX-Dateien konnen in TopSpin geoffnet werden.

4.2.1.9 Speichern und Laden von Daten

Uber die Schaltfliche ,Menu“ im TDCC Hauptmenii und die Funktionen ,Save project as*
und ,Load project” konne die Daten jederzeit gespeichert und geladen werden. So kann der
Benutzer die Daten nach dem Import oder nach der Bearbeitung der NMR-Spektren
speichern und muss diese Schritte nicht wiederholen, wenn beispielsweise eine andere

waittime ausprobiert werden soll.
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4.2.2 Analyse der N-Glycane aus humanem Plasma mittels 3DCC

Bei der Entwicklung und zum Testen des User Interface wurde der im Folgenden diskutierte
Datensatz verwendet. Hierfiir wurden die N-Glycane aus humanem Plasma untersucht. Nach
der Abspaltung und Reinigung aller N-Glycane aus humanem Plasma wurden diese mittels
HPLC auf einer porous graphitized carbon-Saule getrennt (siehe Abschnitt 7.8). Die sieben
extracted ion-Chromatogramme, fiir welche Korrelationsspektren erhalten werden konnten,

sind in Abbildung 58 gezeigt.

Intens.
x10° EIC m/z = 833.81
—— EIC m/z=914.85
151 —— EIC m/z = 966.86
EIC m/z=732.29
— EICm/z=1112.41
—— EIC m/z = 813.31
104 —— EIC m/z=894.34
0.5 1

20 22 24 26 28 30 32 34 t [min]

Abbildung 58: Extracted ion-Chromatogramme der Trennung von N-Glycanen aus
humanem Plasma auf einer porous graphitized carbon-Siule. Die Signale zeigen starke
Uberlappung. Die dreidimensionale Kreuzkorrelation kann in diesem Fall reine
Spektren der einzelnen Bestandteile berechnen. Es sind nur diejenigen EICs gezeigt, fiir
die gute Korrelationsspektren erhalten wurden.

Um die Trennung von o- und B-Anomeren bei der Chromatographie zu vermeiden, wurde
dem Laufmittel 50 mM Ammoniak zugesetzt. Dies fiihrt allerdings auch zu einer
Verbreiterung der Signale. Die Signale in Abbildung 58 zeigen daher deutliche Uberlagerung.
In einem solchen Fall ist die dreidimensionale Kreuzkorrelation eine geeignete Methode um
reine NMR-Spektren der einzelnen Bestandteile zu erhalten. Zu diesem Zweck wurde der
Fluss der Fliissigkeitschromatographie geteilt und das Eluat wurde in Fraktionen zu je 10
Sekunden aufgefangen. 75 Fraktionen wurden NMR-spektroskopisch untersucht,

Ausschnitte aus den NMR-Spektren sind in Abbildung 59 dreidimensional dargestellt.
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Fraktion

Abbildung 59: Dreidimensionale Darstellung aller 75 NMR-Spektren im Bereich 4.05 —
5.25 ppm. Die EDCs mit den chemischen Verschiebungen 4.949 ppm und 4.598 ppm
sind in Blau und Rot dargestellt.

In Abbildung 60 ist das EIC des abundantesten Glycans (Hexs;HexNAc,NeuAc.) mit dem
m/z-Verhaltnis 1112.41 gezeigt. Das EIC weist zwei Signale bei etwa 25 und 29 Minuten auf.
Die Massenspektren zeigen allerdings, dass nur das rechte Signal bei 29 Minuten eine
monoisotopische Masse von 1112.41 besitzt. Das linke Signal bei 25 Minuten hat eine
monoisotopische Masse von m/z = 1111.92, sodass das erste Isotopensignal des zweifach
geladenen Zustandes auf m/z = 1112.42 fillt. Bei dem linken Signal handelt es sich um die
1-Amino Form des Glycans, welche von der PNGaseF freigesetzt wird und sich im leicht
alkalischen nur langsam in die 1 Dalton schwerere 1-Hydroxy Form umwandelt. In diesem
LC-Lauf hatte sich die 1-Amino Form noch nicht vollstindig in die 1-Hydroxy Form
umgewandelt, sodass fiir alle Glycane zwei Signale zu beobachten sind. Da vor der Messung

der NMR-Spektren geniigend Zeit vergangen war, zeigen diese nur die 1-Hydroxy Form.

Fiir die dreidimensionale Kreuzkorrelation stellt die Tatsache, dass alle EICs zwei Signale
aufweisen kein Problem dar. Im Gegenteil, die zusatzlichen Signale sorgen fiir eine bessere
Differenzierung zwischen den einzelnen Bestandteilen. Beispielsweise waren die drei Glycane
mit den m/z-Verhaltnissen 1112.41 (schwarz, Hex;HexNAc,NeuAc.), 732.29 (gelb,
Hex;HexNAc,Fuc;) und 966.86 (blau, Hex;HexNAc,NeuAc,) anhand des rechten Signals der
EICs nicht zu trennen gewesen. Das linke Signal der 1-Amino Form zeigt aber deutliche
Unterschiede in der Retentionszeit, sodass fiir alle drei Glycane gute Korrelationsspektren

berechnet werden konnten.

94



Ergebnisse und Diskussion

OH

OH

HO. HO.
AcHN  [“NH, AcHN  [Mon
Intens 1111.92 Intens. 1112.40
B X108 1112.42 x10° 1112.91
1.25
1.0
1.00
0.8
1112.92 0.75
0.6 1113.41
0.4 0.50
1113.42 1113.92
02 0.25
1113.92 1114.41
0.0 0.00+
1111 1112 1113 1114 1115 mz 1111 1112 1113 1114 1115

Intens.
A x10°

1.5

/

EIC m/z =1112.41

1.0

0.51

0.0

22 24 26 28 30 32

t [min]

Abbildung 60: Das EICs des Glycans Hex;HexNAc,NeuAc, mit einem m/z-Verhiltnis von
1112.41 zeigt zwei Signale bei etwa 25 und 29 Minuten (A). Die Massenspektren (B)
zeigen, dass das linke Signal eine monoisotopische Masse von m/z = 1111.92 besitzt,
sodass das erste Isotopensignal des zweifach geladenen Zustand auf 1112.42 fillt und
von dem EIC erfasst wird. Das linke Signal stammt von der um 1 Da leichteren 1-Amino
Form des N-Glycans, welche von der PNGaseF freigesetzt wird und sich nur langsam in
die 1-Hydroxy Form umwandelt.

Fiir die dreidimensionale Kreuzkorrelation wurden die EICs der 13 in Abbildung 61 gezeigten
N-Glycane verwendet (In Abbildung 58 sind nur die EICs der Glycane gezeigt, fiir die gute
Korrelationsspektren erhalten werden konnten). Die besten Ergebnisse lieferte die Methode
3DCCs, fiir sieben Glycane wurden gute Korrelationsspektren erhalten, diese sind in den
Abbildungen 62 — 67 gezeigt. (Die Spektren der Glycane GOF und G2F sind zweimal gezeigt,
um die Unterschiede zwischen den Spektren zu verdeutlichen.) Die jeweiligen Strukturen
sowie die Vergleichsdaten fiir die chemischen Verschiebungen der structural reporter group-

Signale sind rechts neben den Spektren gezeigt.:26-130
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Mannose

¢ O0H O«

N-Acetylneuraminsaure G2S2BE  m/z = 858.32

Abbildung 61: Strukturen der 13 N-Glycane deren EICs fiir die dreidimensionale
Kreuzkorrelation verwendet wurden. Fiir die sieben N-Glycane, deren EICs in
Abbildung 58 gezeigt sind, wurden gute Korrelationsspektren erhalten.

In Abbildung 62 sind Ausschnitte im Bereich 4.05 — 5.25 ppm der
3DCCs-Korrelationsspektren der Glycane GOF (m/z = 732.29), GOBF (m/z = 833.83) und
G1BF (m/z = 914.85) gezeigt. Die Signale von GlcNAc-1 H-1 (5.180 ppm), GlcNAc-2 H-1
(4.658/4.667) und Fuc H-1 (4.898/4.907) sind in allen drei Spektren vorhanden. Das H-1
Signal der Mannose-3 liegt in den Bisec-Strukturen bei 4.687 (G1BF) bzw. 4.697 ppm
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(GOBF). Ist kein Bisec-GlcNAc vorhanden, befindet sich das Signal bei 4.773 ppm und ist
nicht zu erkennen, da es im Bereich der Wasserunterdriickung liegt. Die H-1 Signale der
Mannosen 4 und 4‘ liegen in GOF bei 5.114 bzw. 4.916 ppm. Das Bisec-GlcNAc hat groBen
Einfluss auf die chemische Verschiebung dieser Signale. Das Signal vom Man-4 H-1 liegt in
GOBF und G1BF bei ca. 5.058 ppm, das Signal von Man-4° H-1 liegt in GOBF bei 4.998 ppm

und in G1BF aufgrund der zusitzlichen Galactose bei 5.011 ppm.

Fiir das Glycan GOF weisen die H-1 Signale von GlcNAc-5 und 5° dieselbe chemische
Verschiebung von 4.554 ppm auf. Im Spektrum von GOBF sind zwei leicht verschobene
Signale bei 4.546 und 4.555 ppm zu erkennen, da das Bisec-GlcNAc einen kleinen Einfluss
auf die chemische Verschiebung des H-1 von GlcNAc-5° hat. Im Spektrum von G1BF liegt das
H-1 Signal von GlcNAc-5 wie erwartet bei 4.556 ppm, das H-1 Signal von GlcNAc-5° liegt
durch den Einfluss der zusatzlichen Galactose bei 4.579 ppm. Das H-1 Signal des
Bisec-GlcNAc liegt in den Spektren von GOBF und G1BF bei 4.464 ppm und ist im Spektrum
von GOF wie erwartet nicht vorhanden. Im Spektrum von G1BF ist zusatzlich das Signal vom
Gal-6° H-1 bei 4.478 ppm vorhanden, welches sich mit dem H-1 Signal des Bisec-GlcNAc

iiberlagert.

Die H-2 Signale der core-Mannosen befinden sich am Rand des bulk-Bereiches. Im
Korrelationsspektrum von GOF sind die H-2 Signale von Man-3 (4.250 ppm) Man-4
(4.188 ppm) und Man-4‘ (4.104 ppm) gut zu erkennen. In den Spektren von GOBF und G1BF
sind in diesem Bereich viele Storsignale vorhanden. Das H-2 Signal von Man-4 befindet sich
in den Spektren der Bisec-Strukturen bei etwa 4.250 ppm, wihrend das H-2 Signal der
Man-3 bei ca. 4.175 ppm zu finden ist. Das H-2 Signal von Man-4° liegt in Spektrum von

G1BF bei 4.142 ppm und im Spektrum von GOBF bei 4.149 ppm.

In Abbildung 63 sind Ausschnitte im Bereich 1.95 — 2.2 ppm der Korrelationsspektren der
Glycane GoF (m/z =732.29) GOBF (m/z = 833.83) und GiBF (m/z = 914.85) gezeigt. In
diesem Bereich befinden sich die Signale der N-Acetylgruppen von N-Acetylglucosaminen
und N-Acetylneuraminsauren. Im Korrelationsspektrum des Glycans GOF sind drei Signale
zu erkennen: Das NAc-Signal des proximalen GlcNAc bei 2.039 ppm, das NAc-Signal der
beiden terminalen N-Acetylglucosamine 5 und 5° bei 2.052 ppm sowie das NAc-Signal von
GlcNAc-2 bei 2.095 ppm. Im Korrelationsspektrum von GOBF ist zusatzlich das NAc-Signal
des Bisec-GlcNAc bei 2.065 ppm vorhanden. AuBerdem sind die NAc-Signale der terminalen
N-Acetylglucosamine durch den Einfluss des Bisec-GlcNAc etwas verschoben (2.050 ppm
bzw. 2.058 ppm). Das mit einem Sternchen markierte Signal kann nicht erklart werden. Bei
dem Glycan G1BF ist das NAc-Signal von GlcNAc-5° durch den Einfluss der Galactose zu

2.039 verschoben und iiberlagert mit dem NAc-Signal des proximalen GlcNAc.
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Abbildung 62: 3DCCs Korrelationsspektren
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der Glycane GOF (m/z =732.29), GOBF

(m/z = 833.83) und G1BF (m/z = 914.85) im Bereich 4.05 — 5.25 ppm.
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Abbildung 63: 3DCCs Korrelationsspektren der Glycane GOF (m/z = 732.29), GOBF
(m/z = 833.83) und G1BF (m/z = 914.85) im Bereich 1.95 — 2.20 ppm.

Die Ausschnitte im Bereich 4.05 — 5.25 ppm der 3DCCs-Korrelationsspektren der Glycane
GOF (m/z =732.29) G1F (m/z = 813.31) und G2F (m/z = 894.34) sind in Abbildung 64
gezeigt. Das Korrelationsspektrum von GOF, welches bereits erlautert wurde, ist hier zum

Vergleich nochmal dargestellt. Die Signale von GlcNAc-1, GlcNAc-2, Man-4 und der Fucose
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sind in den drei Spektren weitestgehend identisch. Die H-1 Signale der terminalen
N-Acetylglucosamine-5 und 5° im Glycan GOF befinden sich bei 4.554 ppm. Im Spektrum des
Glycans G1F ist nur noch ein Signal bei 4.554 ppm vorhanden, da das Signal des zweiten
GlcNAc durch den Effekt der Galactose zu 4.581 ppm verschoben ist. AuBerdem ist das H-1
Signal der Mannose-4° bei 4.925 ppm zu erkennen. Die Verschiebung im Vergleich zum
Glycan GoF (Man-4° H-1 4.916 ppm) deutet darauf hin, dass die zusitzliche Galactose
dominant am «1-6 verkniipften Arm lokalisiert ist. Die H-1 Signale der terminalen
Galactosen befinden sich bei 4.466 bzw. 4.471 ppm. Im Korrelationsspektrum von G1F ist nur
das Signal von Gal-6° bei 4.473 ppm zu erkennen, wiahrend im Korrelationsspektrum von

G2F zwei liberlappende Signale bei 4.467 und 4.473 ppm zu erkennen sind.

Der Bereich der N-Acetylsignale aus den Korrelationsspektren der Glycane GOF
(m/z = 732.29) G1F (mm/z = 813.31) und G2F (m/z = 894.34) ist in Abbildung 65 gezeigt. Die
NAc-Signale von GlcNAc-1 und GleNAc-2 befinden sich in allen Spektren bei 2.039 bzw.
2.097 ppm. Im Korrelationsspektrum von GOF liegen die NAc-Signale der beiden terminalen
N-Acetylglucosamine bei 2.052 ppm. Der Effekt der zusitzlichen Galactosen auf die
chemische Verschiebung dieser Signale ist zwar gering, trotzdem sind in den Spektren von

G1F und G2F jeweils zwei Signale zu erkennen.

Die Ausschnitte im Bereich 4.05 — 5.25 ppm aus den Korrelationsspektren der Glycane G2F
(m/z = 894.34), G2S1 (m/z =966.86) und G2S2 (m/z =1112.41) sind in Abbildung 66
gezeigt. In den Korrelationsspektren der nicht fucosylierten Glycane G2S1 und G2S2 ist das
H-1 Signal der Fucose, welches sich im Spektrum von G2F bei 4.897/4.890 ppm befindet,
nicht vorhanden. AuBerdem hat die Fucose einen Einfluss auf die chemische Verschiebung
der H-1 Signale von GlcNAc-1 und GlcNAc-2. In der o-Form des fucosylierten Glycans
befindet sich das H-1 Signal von GlcNAc-1 bei 5.180 ppm. Im nicht fucosylierten Glycan
befindet sich dieses Signal bei 5.189 ppm. Erstaunlicherweise hat das Vorhandensein der
Fucose in der B-Form kaum Einfluss auf die chemische Verschiebung des H-1 von GlcNAc-1.
Die H-1 Signale von GlcNAc-2 befindenden sich im Korrelationsspektrum von G2F bei
4.668/4.664 ppm. In den Spektren der nicht fucosylierten Strukturen G2S1 und G2S2
befinden sich diese Signale bei ca. 4.606/4.614 ppm und sind durch Uberlagerung mit den

H-1 Signalen der N-Acetylglucosamine-5 und 5° nur schwer zu erkennen.

Im Korrelationsspektrum von G2F liegen die H-1 Signale von Man-4 und Man-4‘ bei 5.118
bzw. 4.926 ppm. Im Spektrum von G2S1 befinden sich diese Signale bei 5.136 bzw.
4.932 ppm. Die deutliche Verschiebung des H-1 Signals von Man-4 deutet darauf hin, dass
sich die N-Acetylneuraminsaure dominant am a1-3 verkniipften Arm befindet. Ist wie bei

G2S2 auch am a1-6 verkniipften Arm eine N-Acetylneuraminsiure vorhanden, liegt das H-1
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Signal von Man-4‘ bei 4.949 ppm. Die N-Acetylneuraminsduren haben auBerdem grofSen
Einfluss auf die chemische Verschiebung der N-Acetylglucosamine-5 und 5° sowie der
Galactosen-6 und 6°. Im Korrelationsspektrum von G2F befinden sich die H-1 Signale von
GlcNAc-5 und 5° bei 4.581 ppm. Im Spektrum des disialylierten Glycans G2S2 sind diese
Signale bei 4.604 ppm zu finden, wihrend im Spektrum des monosialylierten Glycans G2S1
sowohl bei 4.582 ppm als auch bei 4.607 ppm ein Signal zu erkennen ist. Die H-1 Signale der
Glactosen-6 und 6° befinden sich im Korrelationsspektrum von G2F bei 4.467 bzw.
4.473 ppm. Im Spektrum von S2S2 sind die beiden Signale aufgrund der zusitzlichen
N-Acetylneuraminsdauren zu 4.444 bzw. 4.448 ppm verschoben. Das Spektrum der
monosialylierten Struktur G2S1 weist zwei Signale bei 4.473 ppm (Gal-6° H-1) und 4.445 ppm
(Gal-6 H-1) auf.

Der Bereich der N-Acetylsignale aus den Korrelationsspektren der Glycane G2F
(m/z = 894.34), G251 (m/z = 966.86) und G2S2 (m/z = 1112.41) ist in Abbildung 67 gezeigt.
Das NAc-Signal von GlcNAc-2 ist in den Spektren der fucosylierten Strukturen bei 2.097 ppm
zu finden. In den Spektren der nicht fucosylierten Strukturen G2S1 und G2S2 befindet sich
das NAc-Signal von GlcNAc-2 bei 2.081 bzw. 2.085 ppm. Die chemische Verschiebung des
NAc-Signals von GlcNAc-1 ist weitestgehend unabhingig von der core-Fucose und liegt in
allen Spektren bei etwa 2.039 ppm. Die NAc-Signale von GlcNAc-5 und 5° befinden sich im
Spektrum der nicht sialylierten Struktur G2F bei 2.048 bzw. 2.051 ppm. Im Spektrum des
disialylierten Glycans G2S2 sind diese Signale bei 2.070 bzw. 2.066 ppm zu finden. Im
Spektrum des monosialylierten Glycans G2S1 liegt das NAc-Signal von Gal-6 bei 2.070 ppm,
da diese sialyliert ist, wahrend das NAc-Signal der unsialylierten Gal-6‘ bei 2.048 zu finden
ist. Das N-Acetylsignal der N-Acetylneuraminsauren ist in den Korrelationsspektren der
Glycane G2S1 und G2S2 bei 2.030 ppm zu erkennen, im Spektrum von G2S2 ist das Signal
erwartungsgemaB3  deutlich groBer als im  Spektrum von G2S1, da zwei

N-Acetylneuraminsiuren vorhanden sind.
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Abbildung 64: 3DCCs Korrelationsspekiren der Glycane GOF (m/z=732.29),
(m/z = 813.31) und G2F (m/z = 894.34) im Bereich 4.05 — 5.25 ppm.
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Abbildung 67: 3DCCs Korrelationsspektren der Glycane G2F (m/z = 894.34), G1S1
(m/z = 966.86) und G2S2 (m/z = 1112.41) im Bereich 1.95 — 2.20 ppm.
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4.2.3 Fazit zur Entwicklung einer graphischen Benutzeroberfliche fiir die

dreidimensionale Kreuzkorrelation

Die im Vorherigen diskutierten Spektren zeigen ausschlieBlich die Signale des jeweils
erwarteten Glycans. Signale anderer Glycane wurden durch die Korrelation vollstindig
entfernt, sodass die reinen Spektren der jeweiligen Glycane erhalten wurden. Dies gilt auch
fiir die Signale der CHj-Protonen der Fucosen wund H-3-Protonen der
N-Acetylneuraminsauren, welche nicht gezeigt wurden. Dieses Ergebnis verdeutlicht die

Leistungsfahigkeit der dreidimensionalen Kreuzkorrelation.

Die Moglichkeit reine NMR-Spektren zu erhalten, ohne die Analyten chromatographisch
vollstindig zu trennen, kann eine erhebliche Zeitersparnis bedeuten. Insbesondere fiir die
Untersuchung von Oligosacchariden aus Glycoproteinen, welche sich strukturell sehr ahnlich
sind und chromatographisch schwer trennen lassen, wurde die dreidimensionale

Kreuzkorrelation erfolgreich eingesetzt.5125

Die dreidimensionale Kreuzkorrelation kann aber auch in anderen Bereichen von groBem
Nutzen sein. Die hier entwickelte graphische Benutzeroberflache vereinfacht die Anwendung
der dreidimensionalen Kreuzkorrelation erheblich und wird die Methode vielen potentiellen

Nutzern zugénglich machen.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde eine Methode zur Erkennung von Leberkrebs entwickelt. Leberkrebs
wird hiufig spit entdeckt und hat daher eine der niedrigsten 5-Jahres-Uberlebensraten. Der
Hauptrisikofaktor fiir Leberkrebs ist Leberzirrhose, welche meist durch Alkoholmissbrauch,
NASH (non-alcoholic steatohepatitis) oder Infektion mit Hepatitisviren ausgelost wird. Aus
diesem Grund sind einfache und schnelle Detektionsmethoden fiir Leberkrebs von grofStem

medizinischem Interesse.

Fibrinogen wird hauptsachlich in der Leber hergestellt und stellt daher ein optimales Ziel zur
Erkennung von Leberkrankheiten dar. Bei der hier entwickelten Methode wird Fibrinogen
aus humanem Blutplasma mittels Ethanolfallung isoliert. Die drei Untereinheiten (Ao, Bf
und y) werden reduziert, fliissigkeitschromatographisch voneinander getrennt und
massenspektrometrisch analysiert. Die deconvolierten Massenspektren zeigen die
Phosphorylierung und O-Glycosylierung der Aa-Untereinheit sowie die N-Glycosylierung der
BB- und y-Untereinheit. AuBerdem wurden auf jeder Untereinheit single nucleotide
polymorphisms beobachtet, welche zum Austausch einer Aminosaure fithren. Durch Verdau
mit Trypsin konnte die Identitit des Fibrinogen und das Auftreten der SNPs bestatigt
werden. Es zeigte sich aber auch, dass das isolierte Fibrinogen Verunreinigungen wie z. B.
Albumin und Fibronectin enthilt, welche allerdings bei der Fliissigkeitschromatographie

abgetrennt werden und die Analyse der intakten Fibrinogenunterheiten nicht storen.

Es ist bekannt, dass die posttranslationalen Modifikationen von Proteinen in Krebszellen
verdndert sind. So ist zum Beispiel die Fucosylierung von Glycanstrukturen in Krebszellen
erhoht. Deshalb wurden Proben von HCC-Patienten, Zirrhosepatienten und gesunden
Spendern untersucht, um Unterschiede im Glycosylierungs- und Phosphorylierungsmuster
von humanem Fibrinogen festzustellen. Die verschiedenen Glycoformen und Proteinspezies
wurden durch Anpassung der theoretischen Isotopenmuster an das experimentelle,
deconvolierte Spektrum quantifiziert. Die Ergebnisse wurden statistisch analysiert. Hierzu
wurden univariate Varianzanalysen (ANOVA) durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass
der Anteil sialylierter und fucosylierter Glycoformen der BB- und y-Untereinheit bei
HCC-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern erhoht ist. Der Anteil fucosylierter
Glycoformen ist bei Zirrhosepatienten sogar noch hoher als bei HCC-Patienten. AuBerdem ist
der Anteil phosphorylierter Spezies bei HCC-Patienten verringert. Der Anteil einer einzigen
Glycoform oder Proteinspezies eignet sich allerdings nicht als Biomarker. Es wurde daher

eine Methode entwickelt, die eine Kombination verschiedener Proteinspezies zur
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Unterscheidung von gesunden Spendern, HCC- und Zirrhosepatienten verwendet. Hierzu
wurden multivariate statistische Methoden wie die Hauptkomponentenanalyse (PCA) und
die multivariate Varianzanalyse (MANOVA) verwendet. Hauptkomponentenanalyse und
MANOVA wurden mit den vier wichtigsten Glycoformen und Proteinspezies durchgefiihrt.
Die Hauptkomponentenanalyse verwendet keine Informationen iiber die zu trennenden
Gruppen und liefert daher nicht das optimale Ergebnis. Es zeigte sich aber bereits eine gute
Trennung zwischen den Proben von gesunden Spendern und HCC-/Zirrhosepatienten. Mit
der MANOVA, welche die Information iiber die zu trennenden Gruppen verwendet, konnte
eine ausgezeichnete Trennung zwischen den Datenpunkten von gesunden Spendern,
HCC- und Zirrhosepatienten erreicht werden. Die Receiver-operating-characteristic-Kurven
ergaben ausgezeichnete area-under-the-curve-Werte von 0.989 (HCC/Zirrhose vs. gesund),
0.898 (HCC) und 0.920 (Zirrhose). Zur Validierung der entwickelten Methode wurde ein
zweiter Datensatz von Proben mit unbekanntem Status analysiert (blinded data set). Die
Proben der HCC- und Zirrhosepatienten konnten dabei sehr gut von denen gesunder
Spender unterschieden werden. Eine Unterscheidung zwischen Proben von HCC- und

Zirrhosepatienten konnte allerdings nicht beobachtet werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die hier entwickelte Methode zur Detektion von Leberkrebs
und Leberzirrhose geeignet ist. Es handelt sich um die erste Studie, welche multivariate
Datenanalyse in Verbindung mit massenspektrometrischer Anaylse intakter Proteine
verwendet, um Proben von Krebspatienten zu identifizieren. Aufgrund der einfachen und
schnellen Vorgehensweise, hat diese Methode das Potential die Krebsfritherkennung zu

revolutionieren.

In einem zweiten Projekt wurde eine graphische Benutzeroberflache fiir die dreidimensionale
Kreuzkorrelation (3DCC) entwickelt. Die dreidimensionale Kreuzkorrelation dient der
Berechnung reiner NMR-Spektren aus einem chromatographisch nicht vollstandig
getrennten Substanzgemisch. Dabei werden NMR-Spektren und extracted ion-
Chromatogramme mathematisch korreliert. Hierfiir miissen die Rohdaten vorbereitet
werden. Dies geschieht beispielsweise in MATLAB und bedarf fortgeschrittener Kenntnisse
im Umgang damit. Um die dreidimensionale Kreuzkorrelation méglichst vielen Benutzern
zuginglich zu machen, wurde ein Programm mit graphischer Benutzeroberflache entwickelt,
welches den Nutzer durch alle erforderlichen Schritte fithrt. Zum Zweck eines
Testdatensatzes wurden die N-Glycane aus humanem Plasma mittels 3DCC analysiert. Dabei
konnten saubere NMR-Spektren von sieben N-Glycanen erhalten werden. Anhand dieses
Testdatensatzes wurde ein Tutorial fiir die entwickelte graphische Benutzeroberfliche
verfasst. Diese wird die dreidimensionale Kreuzkorrelation fiir viele potentielle Benutzer

anwendbar machen und zu einer Verbreitung der Methode beitragen.
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6 Summary

A method for detection of liver cancer has been developed. Liver cancer is often diagnosed
late and hence its 5-year-survival-rate is very low. The main risk factor for liver cancer is
cirrhosis, primarily caused by alcohol abuse, NASH (non-alcoholic steatohepatitis) or viral
hepatitis (HBV or HCV). Therefore, fast and easy methods for detection of liver cancer are of

great medical interest.

Fibrinogen is dominantly synthesized in the liver and thus an optimal target for detection of
liver diseases. The method developed here uses ethanol precipitation to purify fibrinogen
form human plasma. The three fibrinogen subunits (Ao, Bf and y) are reduced, separated by
liquid chromatography and analyzed by mass spectrometry. The deconvoluted mass spectra
display phosphorylation and O-glycosylation of the Ao-subunit and N-Glycosylation of
BB- and y-subunits. Furthermore, single nucleotide polymorphisms that lead to exchanges of
an amino acid were found at all subunits. The identity of the fibrinogen and the presence of
the SNPs were confirmed by tryptic digests. But it was also shown that the isolated fibrinogen
contains impurities like albumin and fibronectin. However, these impurities are separated by

liquid chromatography and do not interfere in the analysis of the intact fibrinogen subunits.

It is known that the posttranslational modifications of proteins are changed during cancer.
For example fucosylation of glycan structures is increased in cancer cells. Therefore, samples
of HCC patients, cirrhosis patients and healthy controls were analyzed to detect differences in
the glycosylation and phorsphorylation pattern of human fibrinogen. The different
glycoforms and protein species were quantified by fitting the theoretical isotopic patterns to
the experimental deconvoluted spectra. The results were analyzed statistically. Univariate
analyses of variance (ANOVA) show that the amount of sialylated and fucosylated glycoforms
is increased in HCC patients compared to healthy donors. The amount of fucosylated
glycoforms is even higher in cirrhosis patients. Furthermore, the amount of phosphorylated
species is decreased in HCC patients. However, a single glycoform or proteinspecies cannot
be used as a biomarker. Therefore, a method that uses a combination of different protein
species for differentiation of healthy donors, HCC- and cirrhosis patients was developed. For
this purpose, multivariate statistical methods like principal component analysis (PCA) and
multivariate analysis of variance (MANOVA) were used. Principal component analysis and
MANOVA were performed with the four most important protein species. Since principal
component analysis does not use information about the groups that are to be separated, it

does not give the optimal results. It shows, however, a good separation between samples of
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healthy donors and HCC/cirrhosis patients. With MANOVA that uses the information about
the groups, an excellent separation between healthy donors, HCC- and cirrhosis patients was
achieved. The area-under-the-curve-values of the receiver-operating-characteristic-curves
were 0.989 (healthy vs. HCC/cirrhosis), 0.898 (HCC) and 0.920 (cirrhosis). For validation a
second dataset containing samples of unknown status (blinded data set) was analyzed.
Samples of HCC- and cirrhosis patients could be distinguished from samples of healthy

donors, but differentiation between HCC- and cirrhosis samples is not yet possible.

It was shown that the method developed here is applicable for detection of liver cancer and
liver cirrhosis. It is the first study that uses multivariate data analysis in conjunction with
mass spectrometry of intact proteins to identify samples of cancer patients. Due to its fast

and simple approach, this method could have great impact on cancer screening.

In a second project a graphical user interface for three dimensional cross correlation (3DCC)
was developed. Three dimensional cross correlation calculates pure NMR-spectra from a
mixture of analytes that is not completely resolved by chromatography. Therefore,
NMR-spectra and extracted ion chromatograms are correlated mathematically. Data
preparation is usually performed with MATLAB. For this, advanced knowledge in MATLAB
programming is required. To make 3DCC applicable for more potential users, a program with
a graphical user interface was developed that leads the user through all important steps of
three dimensional cross correlation. As an example dataset, the N-glycans from human
plasma were analyzed by 3DCC. Pure NMR-spectra of seven N-glycans were obtained. On the
basis of this example dataset, a tutorial for the graphical user interface for 3DCC was written.
This will make 3DCC applicable for more potential users and help to increase the methods

publicity.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Materialien

Tabelle 11: Verwendete Chemikalien und Biomaterialien

Verwendete Chemikalie /

Biomaterialien

Firma

Acetonitril HPLC grade > 99.9%

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Ameisensaure 98% VWR International GmbH
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol | Sigma Aldrich Chemie GmbH
Ammoniumformiat Fluka Chemie AG
Ammoniumhydrogencarbonat Griissing GmbH

Zentralinstitut fiir Transfusionsmedizin

Blutplasmakonserven

GmbH
Calciumchlorid Honeywell International Inc.
Deuteriumoxid Deutero GmbH
1,4-D/L-Dithiothreitol AppliChem GmbH
Ethanol k. A.
Harnstoff Merck KGaA
Iodacetamid AppliChem GmbH
Natriumdodecylsulfat Merck Schuchardt OHG

Nonident P-40

Sigma Aldrich Chemie GmbH

N-Glycosidase F

F. Hoffman — La Roche AG

Pronase E

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Tuning Mix ES (ESI) (Pos)

Agilent Technologies GmbH

Trypsin Gold Mass Spectrometry Grade

Promega Corporation

Tabelle 12: Verwendete Geriite

Verwendete Gerite

Firma

5 mm TXI-Cryoprobenkopf

Bruker BioSpin GmbH

Aeris WIDEPORE XB-C8

Phenomenex Inc.

Analysenwaage ABS 220-4 Kern & Sohn GmbH
Analysenwaage AE240 Mettler-Toledo GmbH
Centrifuge 5415 D Eppendorf AG
Centrifuge 5417 R Eppendorf AG
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Centrifuge 5804 R

Eppendorf AG

ESI-q/TOF Massenspektrometer (maXis)

Bruker Daltonik GmbH

Hypercarb 3 um, PGC, 250 A, 150 x 2.1 mm Thermo Fisher Scientific Inc.

Kinetex 1.7um, C18, 1004, 150 x 2.1 mm Phemomenex Inc.

. CHRIST® Gefriertrocknungsanlagen
Lyophilisator, Alpha 1-2

GmbH
NMR (700 MHz, Avance I) Bruker Corporation
Reinstwasseranlage Ultra Clear UV 18.2 MQ SGwater GmbH
Thermomixer comfort Eppendorf AG

Sicherheitswerkbank HERAsafe Kendro Laboratory Products GmbH

Vortex Mixer, REAX top Heidolph Instruments GmbH & Co. KG

7.2 Software und Datenbanken

Tabelle 13: Verwendete Software

Verwendete Software Firma/Literatur
MATLAB R2012a The MathWorks, Inc.
SPSS (Version 22) IBM Corp.
DataAnalysis 4.2 Bruker Daltonik GmbH
Microsoft Excel 2010 Microsoft Corp.

Ceroni, A., Maass, K., Geyer, H., Dell, A., Haslam,

Glycoworkbench 2.113
S.M. J Proteome Res, 7, 1650-1659 (2008)

TopSpin 3.2 Bruker BioSpin GmbH

Mascot 2.6 Matrix Science Inc.

Faul, F., Erdfelder, E., Lang, A.-G. Behavior
Research Methods, 39, 175-191, (2007)

Faul, F., Erdfelder, E., Buchner, A., Lang, A.-G.
Behavior Research Methods, 41, 1149-1160,
(2009)

G*Power 3.1.9.2132133
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Tabelle 14: Verwendete Datenbanken

Verwendete Datenbank Organisation/Literatur

Vankuik, J.A., Hard, K. & Vliegenthart,
Sugabase

J.F.G. Carbohyd Res 235, 53-68 (1992)

Deutsches Krebsforschungszentrum
GlycomeDB )

Heidelberg
UniProt The UniProt Consortium

National Center for Biotechnology
NCBI SNP database .

Information

7.3 Untersuchung der intakten Untereinheiten von humanem Fibrinogen

Ein Volumenanteil Blutplasma (ca. 400 uL) wurde mit einem Volumenanteil Ethanol (16%,
v/v) versetzt, sodass eine Ethanolkonzentration von 8% erreicht wurde. Die Losung wurde
15 min bei 5000 RPM und -5°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit Ethanol (8%, v/v)
gewaschen und in 200 pL einer Losung aus Dithiothreitol (100 mM) und Harnstoff (6 M)
gelost. Die Losung wurde 30 min bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert und mit 1300 pL

Ameisensaurelosung (0.1%) verdiinnt.

Es wurden ca. 30 uL (ca. 64 pmol Fibrinogen) der Losung fiir die HPLC-MS verwendet. Die
Trennung wurde auf einer fiir intakte Proteine geeigneten C8-reversed phase Saule (Aeris
WIDEPORE XB-C8) bei einer Flussrate von 250 puL./min und einer Temperatur von 60 °C
durchgefiihrt. Als Losungsmittel A wurde Wasser (0.1% Ameisensaure) verwendet,
Losungmittel B war Acetonitril (0.1% Ameisensidure). Die Trennung erfolgte mit folgendem
Gradienten: o min: 5% B, 5 min 5% B, 82 min: 60% B, 84 min: 90% B, 87 min: 90% B,
89 min 5% B, 90 min: 5% B.

Die massenspektrometrische Detektion erfolgte unter folgenden Parametern: End Plate
Offset: 500 V; Capillary Voltage: 4500 V; Nebulizer Pressure: 3.0 bar; Dry Gas Flow Rate:
9.0 L/min; Dry Gas Temperature: 190 °C; Mass Range: 500-4000 m/z; Ion Polarity:
Positiv; isCID: 40 eV; Quadrupole Ion Energy: 5eV; Quadropole Low Mass: 1200 m/z;
Collision Cell Energy: 5.0 eV; Collison Cell RF: 1200 Vpp; Collision Cell Transfer Time:
200 ps; Collision Cell Pre Pulse Storage: 20.0 pus; Transfer Funnel 1 RF: 400.0 Vpp; Spectra
Rate: 0.5 Hz; Multipole RF: 300 Vpp.
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7.4 Untersuchung der tryptischen Peptide von humanem Fibrinogen

Jeweils 500 uL. Blutplasma wurde mit 500 pL Ethanol (16%, v/v) versetzt und 15 min bei
5000 RPM und -5 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit Ethanol (8%, v/v) gewaschen und in
100 pL. Dithiothreitollosung (10 mM) gelost. Es wurde 20 min bei 60 °C unter schiitteln
inkubiert. Nach Zugabe von 20 uL Iodacetamid (0.3 M) wurde weitere 30 min bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Die Losung wurde mit 450 pL
Ammoniumhydrogencarbonatlosung (50 mM) verdiinnt und es wurde 1 pL Trypsin (1 ug/uL)
hinzugegeben. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C wurde nochmals 1pL Trypsin
(1 ug/uL) zugegeben und weitere 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Proben wurden filtriert
und jeweils 100 puL wurden fiir die HPLC-MS Analyse verwendet.

Die Trennung wurde auf einer C18-reversed phase Siure (Kinetex 1.7u, C18, 1004, 150 x
2.1 mm) mit einer Flussrate von 250 pul/min und einer Temperatur von 55 °C durchgefiihrt.
Als Losungsmittel A wurde Wasser (0.1% Ameisensaure) verwendet, Losungsmittel B war
Acetonitril (0.1% Ameisensoure). Die Trennung erfolgte mit folgendem Gradienten. 0 min:
2% B, 4 min: 2% B, 42 min: 60% B, 44 min: 90% B, 50 min: 90% B, 55 min: 2% B, 60 min:
2% B.

Die massenspektrometrische Detektion erfolgte unter folgenden Parametern: End Plate
Offset: 500 V; Capillary Voltage: 4500 V; Nebulizer Pressure: 4.0 bar; Dry Gas Flow Rate:
9.0 L/min; Dry Gas Temperature: 200 °C; Mass Range: 150-2500 m/z; Ion Polarity:
Positiv; isCID: 0 eV; Quadrupole Ion Energy: 4eV; Quadropole Low Mass: 322 m/z;
Collision Cell Energy: 8.0 eV; Collison Cell RF: 1200 Vpp; Collision Cell Transfer Time:
120 ps; Collision Cell Pre Pulse Storage: 10.0 us; Transfer Funnel 1 RF: 400.0 Vpp; Spectra
Rate: 1 Hz; Multipole RF: 400 Vpp; Absolute Threshold (MS/MS): 500 cts per 1000 sum.;

Exclude after: 3 Spectra; Release after: 1.00 min; Exclude Singly: yes

7.4.1 MASCOT MS/MS lons Search

Die MS/MS-Spektren der Proben N, O, Q und T wurden mit folgenden Parametern als
mascot generic file aus Compass DataAnalysis exportiert: Intensity threshold: 1000;
Maximum number of compounds: 1200; Fragments filtered by: Amino Acids. Die MASCOT
MS/MS Ions Search wurde mit folgenden Parametern durchgefiihrt: Database: SwissProt;
Taxonomy: homo sapiens; Enzyme: Trypsin; Allow up to 1 missed cleavages; Fixed
modifications: Carbamidomethyl (C); Peptide tol.: 0.2 Da; MS/MS tol.: 0.2 Da; Peptide

charge: 2+, 3+ and 4+, monoisotopic.
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7.5 Untersuchung der Glycopeptide von humanem Fibrinogen durch

Verdau mit Pronase

Jeweils 500 uL Blutplasma der Proben T, R, HCCo17, HCC024 und ZIR031 wurden mit
500 pL Ethanol (16%, v/v) versetzt und 15 min bei 5000 RPM und -5 °C zentrifugiert. Das
Pellet wurde mit Ethanol (8%, v/v) gewaschen und in 9o uL TRIS-Puffer (100 mM) mit
Calciumchlorid (50 mM) aufgenommen. Es wurden 10 uL Pronaselosung (1 mg/mL)
zugegeben und bei 37 °C inkubiert. Nach 24 Stunden wurden weitere 10 uL. Pronaselosung
(1 mg/mL) zugegeben und weitere 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Proben wurden

filtriert und 100 pL wurden fiir die HPLC-MS Analyse verwendet

Die Trennung erfolgte auf einer porous graphitized carbon Saule (Hypercarb) mit einer
Flussrate von 150 uL/min, bei einer Temperatur von 40 °C. Als Losungsmittel A wurde
Wasser (0.1% Ameisensidure) verwendet, Losungsmittel B war Acetonitril (0.1%
Ameisensoure). Die Trennung erfolgte mit folgendem Gradienten: 0 min: 0% B, 5 min: 0% B,

68 min: 40% B, 70 min: 90% B, 72 min: 90% B, 75 min: 0% B, 80 min: 0% B.

Die massenspektrometrische Detektion erfolgte unter folgenden Parametern: End Plate
Offset: 500 V; Capillary Voltage: 5000 V; Nebulizer Pressure: 3.0 bar; Dry Gas Flow Rate:
6.0 L/min; Dry Gas Temperature: 180 °C; Mass Range: 100-2800 m/z; Ion Polarity:
Positiv; isCID: 0 eV; Quadrupole Ion Energy: 4eV; Quadropole Low Mass: 322 m/z;
Collision Cell Energy: 8.0 eV; Collison Cell RF: 1200 Vpp; Collision Cell Transfer Time:
80 us; Collision Cell Pre Pulse Storage: 10.0 us; Transfer Funnel 1 RF: 400.0 Vpp; Spectra
Rate: 0.5 Hz; Multipole RF: 400 Vpp; Absolute Threshold (MS/MS): 160 cts per 1000 sum.;
Exclude after: 5 Spectra; Release after: 1.00 min; Exclude: m/z = 100-700; Exclude Singly:

yes

7.6 Blutplasmaproben

Die Blutplasmaproben von gesunden Spendern (A-AD) wurden vom Zentralinstitut fiir

Transfusionsmedizin GmbH erhalten.

Blutplasmaproben von HCC- und Leberzirrhosepatienten wurden in Kooperation mit Prof.
Dr. Ansgar Lohse, Dr. Henning Wege und Dr. Inez Gil-Ibanez vom Universitatsklinikum
Hamburg Eppendorf erhalten. Vor der Blutentnahme wurde die Einverstandniserklarung der
Patienten eingeholt. Der Untersuchung von Blutplasmaproben zur Entwicklung neuer

Biomarker fiir Leberkrebs wurde von der lokalen Ethikkommission zugestimmt (PV3578).
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7.7 Probeninformationen
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7.8 3DCC

Die N-Glycane aus humanem Blutplasma wurden wie folgt isoliert. 2 mL Blutplasma
(Probe D) wurden mit 4 mL Natriumdodecylsulfatlosung (2%) versetzt und fiir 30 min bei
60 °C inkubiert. Es wurden 2 mL Nonoxinol 40 (4%) und 1 uL. PNGaseF (10 u) zugegeben
und 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Es wurden erneut 1 uL. PNGaseF (10 u) zugegeben und
weitere 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Die Losung wurde mit 42mL Ethanol (96%) versetzt und 10min bei
Raumtemperatur/5000 RPM zentrifugiert. Der Uberstand wurde unter vermindertem Druck
vom Ethanol befreit und mittels C18-RP-SPE gereinigt. Hierzu wurde der Riickstand auf die
SPE-Kartusche aufgebracht und mit etwa 10 mL Wasser eluiert. Das Eluat der C18-RP-SPE
wurde gefriergetrocknet und mittels PGC-SPE gereinigt. Hierzu wurde der Riickstand in
1mL Wasser (0.1% Ameisensaure) aufgenommen und auf die PGC-SPE-Kartusche
aufgebracht. Der Durchfluss wurde insgesamt zehnmal erneut auf die PGC-SPE-Kartusche
aufgebracht. Anschliefend wurde dreimal mit jeweils 2 mL Wasser (0.1% Ameisensaure)
gewaschen und zweimal mit Wasser/Acetonitril (1:1, 0.1% Ameisensdure) eluiert. Das Eluat
wurde unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde in 50 uL
Wasser (0.1% Ameisensdure) aufgenommen und vollstindig fiir die LC-MS-Analyse

verwendet.

Die fliissigkeitschromatographische Trennung erfolgte auf einer porous graphitized carbon-
Saule (Hypercarb, 4.6 x 150 mm) mit einer Flussrate von 0.8 mL/min, bei einer Temperatur
von 40 °C. Als Losungsmittel A wurde Wasser (65 mM Ammoniumformiat, 50 mM
Ammoniak) verwendet, Losungsmittel B war Acetonitril (0.1% Ameisensaure). Die Trennung
erfolgte mit folgendem Gradienten: 0 min: 0% B, 2 min: 8% B, 53 min: 25% B, 55 min: 90%
B, 60 min: 90% B, 62 min: 0% B, 65 min: 0% B. Der Fluss wurde nach der Saule geteilt, etwa
50 uL/min wurden zur massenspektrometrischen Detektion verwendet, wiahrend etwa

750 uL/min in Fraktionen von jeweils 10 s gesammelt wurden.

Die massenspektrometrische Detektion erfolgte unter folgenden Parametern: End Plate
Offset: 500 V; Capillary Voltage: 5000 V; Nebulizer Pressure: 3.0 bar; Dry Gas Flow Rate:
7.0 L/min; Dry Gas Temperature: 200 °C; Mass Range: 150-3000 m/z; Ion Polarity:
Positiv; isCID: 0 eV; Quadrupole Ion Energy: 4eV; Quadropole Low Mass: 322 m/z;
Collision Cell Energy: 10.0 eV; Collison Cell RF: 1200 Vpp; Collision Cell Transfer Time:
120 ps; Collision Cell Pre Pulse Storage: 2.0 us; Transfer Funnel 1 RF: 400.0 Vpp; Spectra
Rate: 1 Hz; Multipole RF: 400 Vpp.
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Die Fraktionen wurden unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit und in jeweils
180 pL Deuteriumoxid aufgenommen. Die Aufnahme von NMR-Spektren erfolgte an einem
700 MHz Spektrometer mit TXI-Kryoprobenkopf. Es wurde die Pulssequenz zgesgp mit
einem 180° shaped-Puls von 8 ms zur Wasserunterdriickung mittels excitation sculpting

verwendet.

'H-NMR 00 MHz, DCCs, 00K
GOF m/z=732.29 (700 Mz, 3DCCs, = 30019
S [ppm] = 5.179 (d, 3J = 3.5 Hz, 0.3 H, GlcNAc-1

GIcNAc-5" Man-4' Fuc a H-1), 5.114 (s, 1 H, Man-4 H-1), 4.916 (s, 1 H,

Man-4‘ H-1), 4.984 (d, 3J = 4.6 Hz, 0.3 H, Fuc o
H-1), 4.888 (d, 3J = 4.3 Hz, 0.7 H, Fuc p H-1),
4.669 (d, 3J = 9.2 Hz, 0.3 H, GlcNAc-2 o H-1),
4.664 (d, 3J=8.3Hz, 0.7H, GlcNAc-2 H-1),
4.554 (d, 3J = 9.4 Hz, 2 H, GlcNAc-5/5° H-1), 4.250 (s, 1 H, Man-3 H-2), 4.188 (d, 3J = 3.1 Hz,
1 H, Man-4 H-2), 4.104 (s, 1 H, Man-4‘ H-2), 2.095 (s, 2 H, GlcNAc-2  NAc), 2.092 (s, 1 H,
GlcNAc-2 o NAc), 2.052 (s, 6 H, GlcNAc-5/5° NAc), 2.039 (s, 3 H, GlcNAc-1 NAc), 1.219 (d,
3J = 7.3 Hz, 2 H, Fuc B CHs), 1.209 (d, 3J = 7.3 Hz, 1 H, Fuc oo CHj).

GIlcNAc-1
Man-3 GIlcNAc-2
GIcNAc-5 Man-4

GOBF m/z=833.83 ‘H-NMR (700 MHz, 3DCCs, 300 K)

d[ppm] =5179 (d, 3J=3.6Hz, 0.3H,
GIcNACc-5" Man-4' GlecNAc-1 o H-1), 5.057 (s, 1 H, Man-4 H-1),

i 4.998 (s, 1H, Man-4° H-1), 4.899 (d,

Bisec-GIcNAC . . GlcNAc-1 3 =4.5Hz, 0.3H, Fuc o H-1), 4.892 (d,

Man-3  GlcNAC-2 3J = 4.5 Hz, 0.7 H, Fuc B H-1), 4.697 (s, 1 H,

Man-3 H-1), 4.663 (d, 3J=8.5Hz, 0.3H,

GIcNAc-5 Man-4 GlecNAc-2 o H-1), 4.658 (d, 3J = 9.0 Hz, 0.7 H,

GlcNAc-2 H-1), 4.555 (d, 3J = 9.4 Hz, 1 H, GlcNAc-5 H-1), 4.546 (d, 3J = 9.6 Hz, 1 H, GlcNAc-

5°H-1), 4.464 (d, 3J = 9.2 Hz, 1 H, Bisec-GlcNAc H-1), 4.248 (m, 1 H, Man-4 H-2), 2.095 (s,

2 H, GlcNAc-2 B NAc), 2.092 (s, 1 H, GIcNAc-2 o NAc), 2.066 (s, 3 H, Bisec-GlcNAc NAc),

2.058 (s, 3 H, GlcNAc-5 NAc), 2.050 (s, 3 H, GlcNAc-5° NAc), 2.038 (s, 3 H, GlcNAc-1 NAc),
1.217 (d, 3J = 7.3 Hz, 2 H, Fuc B CHj3), 1.207 (d, 3J = 7.1 Hz, 1 H, Fuc a. CHy).
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G1BF m/z=914.85

Gal-6' GIcNAc-5' Man-4'

Bisec-GIcNAc . . GlcNAc-1

Man-3 GlcNAc-2

GIcNAc-5 Man-4

'H-NMR (700 MHz, 3DCCs, 300K)
§ [ppm] =5.179 (d, 3J=3.5Hz, 0.3H,
GlcNAc-1 o H-1), 5.059 (s, 1H, Man-4
H-1), 5.011 (s, 1 H, Man-4‘ H-1), 4.907 (d,
3J = 4.3 Hz, 0.3 H, Fuc o H-1), 4.900 (d,
3J = 4.5 Hz, 0.7 H, Fuc B H-1), 4.687 (s,
1H, Man-3 H-1), 4.660 (d, 3J = 9.0 Hz,
0.3H, GlcNAc-2 o H-1), 4.657 (d,

3J =9.2Hz, 0.7H, GlcNAc-2 H-1), 4.579 (d, 3J=9.8 Hz, 1 H, GlcNAc-5° H-1), 4.556 (d,
3J = 9.4 Hz, 1 H, GlcNAc-5 H-1), 4.478 (d, 3J = 8.8 Hz, 1 H, Gal-6° H-1), 4.464 (d, 3J = 9.8 Hz,
1 H, Bisec-GlcNAc H-1), 4.250 (m, 1 H, Man-4 H-2), 4.175 (d, 3J = 3.1 Hz, 1 H, Man-3 H-2),
4.142 (s, 1 H, Man-4‘ H-2), 2.099 (s, 2 H, GIcNAc-2 B NAc), 2.097 (s, 1 H, GlcNAc-2 o NAc),
2.066 (s, 3 H, Bisec-GIcNAc NAc), 2.056 (s, 3 H, GlcNAc-5 NAc), 2.039 (s, 3 H, GlcNAc-5°
NAc), 2.039 (s, 3 H, GlcNAc-1 NAc), 1.218 (d, 3J=7.5 Hz, 2 H, Fuc B CH3), 1.208 (d,

3J =7.3 Hz, 1 H, Fuc o CH,).

G1F m/z=813.31

Gal-6' GIcNAc-5 Man-4' Fuc

GlcNACc-1

Man-3 GlcNAc-2

GlcNAc-5 Man-4

1H-NMR (700 MHz, 3DCCs, 300K)
8 [ppm] =5.180 (d, 3J=3.5Hz, 0.3H,
GlecNAc-1 o H-1), 5.115 (s, 1 H, Man-4
H-1), 4.926 (s, 1 H, Man-4‘ H-1), 4.896 (d,
3J = 4.3 Hz, 0.3 H, Fuc o H-1), 4.890 (d,
3J = 4.1 Hz, 0.7 H, Fuc B H-1), 4.693 (d,
3J = 8.5 Hz, 0.7 H, GlcNAc-1 B H-1), 4.670

(d, 3J = 8.8 Hz, 0.3 H, GlcNAc-2 o H-1), 4.664 (d, 3J = 8.8 Hz, 0.7 H, GlcNAc-2  H-1), 4.582
(d, 3J =9.4 Hz, 1 H, GlcNAc-5° H-1), 4.554 (d, 3J = 9.4 Hz, 1 H, GlcNAc-5 H-1), 4.473 (d,
3J = 8.8 Hz, 1 H, Gal-6‘ H-1), 4.252 (d, 3J = 1.9 Hz, 1 H, Man-3 H-2), 4.189 (m, 1 H, Man-4
H-2), 4.105 (s, 1 H, Man-4‘ H-2), 2.097 (s, 2 H, GlcNAc-2  NAc), 2.095 (s, 1 H, GlIcNAc-2 a
NAc), 2.053 (s, 3 H, GlcNAc-5 NAc), 2.047 (s, 3 H, GlcNAc-5° NAc), 2.039 (s, 3 H, GlcNAc-1
NAc), 1.220 (d, 3J = 7.3 Hz, 2 H, Fuc B CH;), 1.209 (d, 3J = 7.3 Hz, 1 H, Fuc oo CHj).

124



Experimenteller Teil

G2F m/z=894.34

GIcNAc-5' Man-4'

Gal-6 Fuc

Man-3 GIcNAc-2

Gal-6

GIcNAc-5 Man-4

GIlcNACc-1

'H-NMR (700 MHz, 3DCCs,

3J = 3.4 Hz,
GlcNAc-1 o H-1), 5.118 (s, 1 H, Man-4
H-1), 4.926 (s, 1 H, Man-4‘ H-1), 4.897 (d,
3J = 4.5 Hz, 0.3 H, Fuc o H-1), 4.890 (d,
3J = 4.3 Hz, 0.7 H, Fuc B H-1), 4.693 (d,

3J = 8.5 Hz, 0.7 H, GlcNAc-1 B H-1), 4.669

300 K)

d [ppm] =5.180 (d, 0.3 H,

(d, 3J = 8.8 Hz, 0.3 H, GIcNAc-2 o H-1), 4.665 (d, 3J = 8.8 Hz, 0.7 H, GlcNAc-2  H-1), 4.582
(d, 3J=9.2 Hz, 2 H, GlcNAc-5/5° H-1), 4.473 (d, 3J = 9.0 Hz, 1 H, Gal-6° H-1), 4.467 (d,
3J = 8.5 Hz, 1 H, Gal-6 H-1), 4.252 (d, 3J = 2.6 Hz, 1 H, Man-3 H-2), 4.191 (m, 1 H, Man-4
H-2), 4.105 (s, 1 H, Man-4° H-2), 2.097 (s, 2 H, GlcNAc-2 § NAc), 2.094 (s, 1 H, GlcNAc-2 a
NAc), 2.051 (s, 3 H, GlcNAc-5 NAc), 2.048 (s, 3 H, GIcNAc-5° NAc), 2.039 (s, 3 H, GlcNAc-1
NAc), 1.220 (d, 3J = 7.1 Hz, 2 H, Fuc 8 CHs), 1.210 (d, 3J = 7.1 Hz, 1 H, Fuc o CHj).

G251

Gal-6'

m/z = 966.86

GIcNAc-5' Man-4'

¢ OH

NeuAc-7 Gal-6 GIcNAc-5 Man-4

'H-NMR (700 MHz, 3DCCs, 300 K)
d[ppm] =5.189 (d, 3J=2.9Hz,
0.3 H, GlcNAc-1 o H-1), 5.136 (s, 1 H,
Man-4 H-1), 4.932 (s, 1 H, Man-4'
H-1), 4.606 (d, 3J=9.0Hz, 0.7H,
GlcNAc-1 B H-1), 4.607 (d,
3J=8.8Hz, 1H, GlcNAc-5 H-1),

Man-3 GIcNAc-2 GlcNAc-1

4.582 (d, 3J = 9.4 Hz, 1 H, GlcNAc-5° H-1), 4.473 (d, 3J = 8.8 Hz, 1 H, Gal-6° H-1), 4.445 (d,
3J = 8.8 Hz, 1 H, Gal-6 H-1), 4.255 (s, 1 H, Man-3 H-2), 4.197 (d, 3J = 3.4 Hz, 1 H, Man-4
H-2), 4.111 (s, 1 H, Man-4‘ H-2), 2.667 (dd, 3Ju-siq, v-4 = 5.5 Hz, 3Ju-3iq, H-3ax = 13.9 Hz, 1 H,
NeuAc-7 H-34q), 2.081 (s, 3 H, GlcNAc-2 NAc), 2.070 (s, 3 H, GlcNAc-5 NAc), 2.048 (s, 3 H,
GleNAc-5° NAc), 2.039 (s, 3 H, GlcNAc-1 NAc), 2.030 (s, 3 H, NeuAc-7 NAc), 1.725 (dd,
3JH-3ax, H-4 = 14.0 Hz, 3JH-3ax, H-34q = 13.9 Hz, 1 H, NeuAc-7 H-3ax).
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G252 m/z=1112.41
NeuAc-7' Gal-6’ GIcNAc-5' Man-4'

- OH
- OH

NeuAc-7 Gal-6 GIcNAc-5 Man-4

Man-3 GIcNAc-2 GlcNAc-1

H-NMR (700 MHz, 3DCCs, 300 K)
S [ppm] =5.189 (d, 3J =3.1 Hz, 0.3 H,
GlcNAc-1 a H-1), 5.133 (s, 1 H, Man-4
H-1), 4.949 (s, 1 H, Man-4°‘ H-1), 4.693
(d, 3J=8.2Hz, 0.7H, GlcNAc-1 B
H-1), 4.614 (d, 3J=8.5Hz, 0.3H,
GlcNAc-2 o H-1), 4.604 (d,

3J = 9.4 Hz, 2.7 H, GlcNAc-5/5° H-1, GlcNAc-2 B H-1), 4.448 (d, 3J = 8.8 Hz, 1 H, Gal-6° H-1),
4.444 (d, 3J = 8.8 Hz, 1 H, Gal-6 H-1), 4.259 (s, 1 H, Man-3 H-2), 4.199 (d, 3J = 3.4 Hz, 1 H,
Man-4 H-2), 4.119 (d, 3J = 3.4 Hz, 1 H, Man-4° H-2), 2.673 (dd, 3Ju-siq, u-4 = 4.6 Hz, 3Ju3iq,

H-sax = 13.6 Hz, 1 H, NeuAc-7 H-34q), 2.667 (dd, 3Ju-siq, v-4 = 4.4 HZ, 3JH-34q, H-30x = 13.6 Hz,
1 H, NeuAc-7* H-34q), 2.085 (s, 3 H, GlcNAc-2 NAc), 2.070 (s, 3 H, GlcNAc-5 NAc), 2.066 (s,
3 H, GlcNAc-5° NAc), 2.038 (s, 3 H, GlcNAc-1 NAc), 2.030 (s, 6 H, NeuAc-7/7 NAc), 1.722
(dd, 3Ju-gax, H-4 = 13.8 Hz, 3JH-3ax, H-3iq = 13.8 Hz, 1 H, NeuAc-7/7° H-3ax).
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7.9 Sicherheitshinweise

Tabelle 17: Gefahrenpiktogramme, H- und P-Siitze der in dieser Arbeit verwendeten
Chemikalien.

Substanz Gefahrenpiktogramm H/P-Sitze

H225, H332, H302, H312, H319,
Acetonitirl P210, P240, P302+P352,
P305+P351+P338, P403+P233

H226, H302, H314, H331,

EUHo71, P210, P28o0,
Ameisensaure 98% @ P303+P361+P353,

P304+P340+P310,

P305+P351+P338, P403+P233

2-Amino-2-(hydroxy- . .
) Kein gefahrlicher Stoff nach GHS
methyl)- propan-1,3-diol

H315, H319, H335, P261,

Ammoniumformiat
P305+P351+P338
Ammoniumhydrogen-
H3o02, P301+P312, P330
carbonat
Calciumchlorid H319, P305+P351+P338
Deuteriumoxid Kein gefahrlicher Stoff nach GHS

H302, H315, H319, H335, P261,
1,4-D/L-Dithiothreitol 3 315, H319, H335

P305+P351+P338
H225, H319, P210, P240,
Ethanol 5 H319 4
P305+P351+P338, P403+P233
Harnstoff Kein gefahrlicher Stoff nach GHS

. H3o01, H317, H334, H413, P261,
Iodacetamid %
P280, P301+P310, P342+P311

H228, H302+H332, H315, H318,

H335, H412, P210, P261, P280,
Natriumdodecylsulfat @ P301+P312+P330,
P305+P315+P338+P310,
P370+P378
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Substanz Gefahrenpiktogramm H/P-Sitze
H302, H318, H411, P273, P280,
Nonident P-40 % 3 3 4 73
P305+P451,P338
N-Glycosidase F Kein gefahrlicher Stoff nach GHS
H315, H319, H334, H335, P261,
Pronase E
P305+P351+P338, P342+P311
Tuning Mix ES (ESI) H225, H302+H332, H319, P210,
(Pos) P305+P351+P338
H315, H319, H , H335, P264,
Trypsin Gold Mass 315, 11319, 1334, £335 4
P28o0, P284, P302+P352,
Spectrometry Grade
P305+P351+P338, P312

7.9.1 Arbeiten mit biologischem Probenmaterial

Nicht gezielte Tatigkeiten mit Blutplasmaproben, welche negativ auf HIV, HBV und HCV
getestet wurden, wurden der Risikogruppe 1 zugeordnet und unter den Bedingungen der
Schutzstufe 1 durchgefiihrt (BioStoffV, TRBA100).

Nicht gezielte Tatigkeiten mit Blutplasmaproben, welche nicht auf HIV, HBV und HCV
getestet wurden bzw. positiv getestet sind, wurden der Risikogruppe 2 zugeordnet und unter
den Bedingungen der Schutzstufe 2 durchgefiihrt (BioStoffV, TRBA100).
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Abbildung 68: Aminosiuresequenz der Aa-Untereinheit von humanem Fibrinogen. Die
griin markierten Bereiche der Sequenz wurden massenspektrometrisch nachgewiesen.
Die Sequenzabdeckung betrigt 83%. Die dunkelgriin markierten Bereiche wurden
anhand von MS/MS-Spektren eindeutig identifiziert.
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Abbildung 69: Aminosiuresequenz der Bf-Untereinheit von humanem Fibrinogen. Die
griin markierten Bereiche der Sequenz wurden massenspektrometrisch nachgewiesen.
Die Sequenzabdeckung betrigt 88%. Die dunkelgriin markierten Bereiche wurden
anhand von MS/MS-Spektren eindeutig identifiziert.
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Abbildung 70: Aminosiuresequenz der y-Untereinheit von humanem Fibrinogen. Die
griin markierten Bereiche der Sequenz wurden massenspektrometrisch nachgewiesen.
Die Sequenzabdeckung betrigt 86%. Die dunkelgriin markierten Bereiche wurden
anhand von MS/MS-Spektren eindeutig identifiziert.
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Abbildung 71: Aminosiduresequenz humanem Albumin. Die griin markierten Bereiche
der Sequenz wurden massenspektrometrisch nachgewiesen. Die Sequenzabdeckung
betrigt 86%. Die dunkelgriin markierten Bereiche wurden anhand von MS/MS-
Spektren eindeutig identifiziert.
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9.2 Ubersicht der beim Verdau mit Pronase gefundenen Glycopeptide

Tabelle 22: Ubersicht der bei der LC-MS-Analyse des mit Pronase verdauten
Fibrinogens aus den Proben R, T, HCCo17, HCCo24 und ZIRo031 gefundenen
Glycopeptide.

Peptid Glycan m/z Ladungszustand Protein

NK H5N4S1 1087.92 2+ Fibrinogen y
NST H4N4F1 964.364 2+ IgG

NST H5N4F1 1045.39 2+ IgG

HN H5N4S1 1092.40 2+ Fibronectin
ENK/NRT H5N4S1 1152.44 2+ Fibrinogen v/Bp
NK H5N4S2 1233.47 2+ Fibrinogen y
GENR H5N4S1F1 1267.99 2+ Fibrinogen Bf3
GENR H5N4S1 1194.96 2+ Fibrinogen Bf3
NST H5N4S1F1 1190.94 2+ I1gG

N H5N4S1 1023.87 2+ -

ENK/NRT H5N4S2 1297.98 2+ Fibrinogen y/Bf
NH H5N4S2 825.63 3+ Fibronectin
GENR H5N4S2 1340.50 2+ Fibrinogen Bf3
NVT H5N4S2 846.65 3+ Serotransferrin
NET H5N4S2 856.65 3+ Fibronectin
ENR H5N5S2F1 991.38 3+ Fibrinogen Bf3
EN H5N4S2 822.96 3+ Fibrinogen v/Bf
NDT H5N4S2 851.97 3+ Fibronectin
ENR H5N4S2F1 923.68 3+ Fibrinogen Bf3
GEN H5N4S2 841.97 3+ Fibrinogen Bf3
GEN/SVN H5N5S2F 958.36 3+ Fibrinogen BB/Fibronectin
NVT H6N5S2 968.36 3+ Serotransferrin
N H5N4S2 1169.42 2+ -
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Inspezies

der Glycoformen und Prote
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der Fibrinogen Aa-, BB- und y-Untereinheit
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9.4 Boxplots und Ergebnisse der Varianzanalysen
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Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 266.41 2 133.21 2.076 0.136
Within groups 3401.30 53 64.18
Total 3667.72 55
Mean SE 95% Cl p-value
Healthy 32.83% 1.79% Healthy vs. HCC -11.34-1.14% 0.130
HCC 37.88% 1.84% Healthy vs. ZIR -7.60 - 5.14% 0.888
ZIR 34.06% 1.94% HCCvs. ZIR -2.63-10.27% 0.334
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 192.39 2 96.20 14.01 <0.011
Within groups 361.85 53 6.83
Total 554.24 55
Mean SE 95% Cl p-value
Healthy 23.65% 0.58% Healthy vs. HCC -2.12-1.91% 0.991
HCC 23.75% 0.60% Healthy vs. ZIR -6.16 - -2.0% <0.001
ZIR 27.73% 0.63% HCCvs. ZIR -6.08 --1.87% <0.001
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 110.17 2 55.09 1.69 0.194
Within groups 1727.52 53 32.60
Total 1837.69 55
Mean SE 95% ClI p-value
Healthy 21.83% 1.28% Healthy vs. HCC -1.36 - 7.46% 0.227
HCC 18.78% 1.31% Healthy vs. ZIR -4.34 - 4.74% 0.994
ZIR 21.63% 1.38% HCCvs. ZIR -7.45-1.75% 0.301

181




Anhang

[%]

9t

8

7t

Ao-3 X PO,
L
° g
s
¢ oL
: 3
Gesund  HCC ZIR

Aa-0 X PO4- O-glycosyliert

[%]

Aa-1 X PO4- O-glycosyliert

[%]

8 F

.
|
s
* . 9
_ .
g (s8]
HEHEE
g 5] |s
, ® °
Y S o
o . H
g
e
|
. 7.‘7
Gesund  HCC ZIR

.
°
I
I
I
® | |
2 . A4
8 &
0o
| 0 3
¢ . H |
; ()
* e s
'S °
° *
I )
. o |
.
Gesund  HCC ZIR

Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 3232 2 16.16 4.55 0.015
Within groups 188.04 53 3.55
Total 220.35 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 3.95% 0.42% Healthy vs. HCC 0.27 - 3.18% 0.017
HCC 2.23% 0.43% Healthy vs. ZIR -1.20 - 1.80% 0.880
ZIR 3.65% 0.46% HCCvs. ZIR -2.94 - 0.09% 0.070
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 69.64 2 34.82 5.02 0.010
Within groups 367.58 53 6.94
Total 437.22 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 7.61% 0.59% Healthy vs. HCC -3.15-0.92% 0.389
HCC 8.73% 0.60% Healthy vs. ZIR -0.44 - 3.75% 0.146
ZIR 5.95% 0.64% HCCvs. ZIR 0.66 - 4.90% 0.007
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 11.25 2 5.63 3.92 0.026
Within groups 76.05 53 1.44
Total 87.31 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 5.16% 0.27% Healthy vs. HCC -0.13-1.72% 0.105
HCC 4.36% 0.27% Healthy vs. ZIR 0.09 - 2.00% 0.029
ZIR 4.12% 0.29% HCCvs. ZIR -0.72-1.21% 0.718
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Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 35.15 2 17.57 6.76 0.002
Within groups 137.70 53 2.60
Total 172.84 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 4.45% 0.36% Healthy vs. HCC -0.34-2.15% 0.194
HCC 3.55% 0.37% Healthy vs. ZIR 0.67 - 3.24% 0.002
ZIR 2.50% 0.39% HCCvs. ZIR -0.25 - 2.35% 0.136
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 1.16 2 0.58 0.93 0.402
Within groups 33.10 53 0.62
Total 34.25 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 0.51% 0.18% Healthy vs. HCC -0.81-0.41% 0.708
HCC 0.71% 0.18% Healthy vs. ZIR -0.47 - 0.78% 0.822
ZIR 0.35% 0.19% HCCvs. ZIR -0.28 - 0.99% 0.372
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 254.77 2 127.39 13.15 <0.001
Within groups 513.33 53 9.69
Total 768.10 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 17.73% 0.70% Healthy vs. HCC -2.02-2.79% 0.921
HCC 17.35% 0.71% Healthy vs. ZIR 2.34-7.29% <0.001
ZIR 12.92% 0.75% HCCvs. ZIR 1.92-6.93 <0.001

183




Anhang

Ao~ 1 x oxidiert

[%]

Y

Gesund  HCC ZIR

Ao-2 X oxidiert
[%]

18| -
. ‘
[
16 s
e
14 °
[ ]
2] s
A °
o 8[| %
e
o4
°
s I
5 o
°
£ I °
4 |
|
2f I
of b

Gesund  HCC ZIR

Ao-Wasserverlust

[%]

22

20

o-00 o010

Gesund  HCC ZIR

Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 408.83 2 204.42 12.57 <0.001
Within groups 861.87 53 16.26
Total 1270.70 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 19.08% 0.90% Healthy vs. HCC -7.58--1.35% 0.003
HCC 23.54% 0.93% Healthy vs. ZIR -9.64 - -3.23% <0.001
ZIR 25.51% 0.98% HCCvs. ZIR -5.22-1.28% 0.316
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 339.71 2 169.85 15.63 <0.001
Within groups 576.09 53 10.87
Total 915.80 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 7.39% 0.74% Healthy vs. HCC -6.16 - -1.06% 0.003
HCC 11.01% 0.76% Healthy vs. ZIR -8.62 --3.37% <0.001
ZIR 13.39% 0.80% HCCvs. ZIR -5.04-0.27% 0.086
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 39.49 2 19.75 2.03 0.141
Within groups 514.98 53 9.71
Total 554.47 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 16.36% 0.70% Healthy vs. HCC -1.41-3.41% 0.579
HCC 15.36% 0.72% Healthy vs. ZIR -0.41 - 4.55% 0.118
ZIR 14.29% 0.76% HCCvs. ZIR -1.44 -3.58% 0.562
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Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 58.52 2 29.26 7.63 0.001
Within groups 203.36 53 3.84
Total 261.88 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 7.83% 0.44% Healthy vs. HCC -24-0.63% 0.344
HCC 8.71% 0.45% Healthy vs. ZIR -4.06 - -0.95% 0.001
ZIR 10.33% 0.48% HCCvs. ZIR -3.20 - -0.04% 0.043
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 394.36 2 197.18 6.31 0.003
Within groups 1656.88 53 31.26
Total 2051.23 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 3.83 1.25 Healthy vs. HCC | -10.64 --2.00% 0.002
HCC 10.15 1.28 Healthy vs. ZIR -6.89 - 2.01% 0.389
ZIR 6.27 1.36 HCCvs. ZIR -0.62 - 8.38% 0.104
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 1.11 2 0.56 7.19 0.002
Within groups 4.11 53 0.08
Total 522 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 0.33% 0.06% Healthy vs. HCC 0.04 - 0.47% 0.016
HCC 0.08% 0.06% Healthy vs. ZIR 0.10 - 0.55% 0.002
ZIR 0.01% 0.07% HCCvs. ZIR -0.15-0.29% 0.728
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Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 15.82 2 791 3.98 0.025
Within groups 105.37 53 1.99
Total 121.19 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 4.10% 0.32% Healthy vs. HCC -0.61-1.57% 0.546
HCC 3.63% 0.32% Healthy vs. ZIR 0.18-2.43% 0.019
ZIR 2.80% 0.34% HCCvs. ZIR -0.31-1.96% 0.193
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 368.66 2 184.33 3.238 0.047
Within groups 3017.11 53 56.93
Total 3385.77 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 53.69% 1.69% Healthy vs. HCC 0.12-11.78% 0.044
HCC 47.74% 1.73% Healthy vs. ZIR -1.70-10.31% 0.204
ZIR 49.39% 1.83% HCCvs. ZIR -7.72-4.42% 0.791
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 452.47 2 226.24 15.78 <0.001
Within groups 759.70 53 14.33
Total 1212.18 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 2.90% 0.85% Healthy vs. HCC -7.10--1.25% 0.003
HCC 7.07% 0.87% Healthy vs. ZIR -9.93--3.91% <0.001
ZIR 9.82% 0.92% HCCvs. ZIR -5.80 - 0.30% 0.085

186




Anhang

BB-S2
[%]
55 s
\
|
50 - . [
o $
@ [ [
45 T s
[ ]
o 1
H
e °
35+ @ e
*
30 b
25
Y
20
Gesund  HCC ZIR
[%]
]
5|
]
sl
3l
-
2 I | 7
|
L ]
I
1k ]
s 2
- o °
0 —0— == @ q
Gesund  HCC ZIR
Bp-oxidiert
%]
-
45 ¢ :
|
[
40 ¢ * ;
@
a ]
35 ¢ * °
« (& s
0f 9 s
Y |
. ° |
P H ¢
: ‘ .
- [ ]
° |
20 @
: .
[
15+ &
Gesund  HCC ZIR

Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 172.83 2 86.42 249 0.092
Within groups 1838.58 53 34.69
Total 2011.42 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 38.96% 1.32% Healthy vs. HCC -7.00 - 2.10% 0.403
HCC 41.41% 1.35% Healthy vs. ZIR -2.77 - 6.60% 0.589
ZIR 37.04% 1.43% HCCvs. ZIR -0.38-9.11% 0.077
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 9.62 2 4.81 5.80 0.005
Within groups 43.95 53 0.83
Total 53.56 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 0.01% 0.20% Healthy vs. HCC -0.77 - 0.64% 0.974
HCC 0.08% 0.21% Healthy vs. ZIR -1.65--0.21% 0.009
ZIR 0.94% 0.22% HCCvs. ZIR -1.60 --0.13% 0.017
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 1068.07 2 534.04 17.17 <0.001
Within groups 1648.21 53 31.10
Total 2716.28 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 23.39% 1.25% Healthy vs. HCC | -11.58 --2.96% <0.001
HCC 30.66% 1.28% Healthy vs. ZIR -14.81 - -5.94% <0.001
ZIR 33.77% 1.35% HCCvs. ZIR -7.59-1.38% 0.227
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Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 1.07 2 0.54 1.33 0.274
Within groups 21.43 53 0.40
Total 22.51 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 1.03% 0.14% Healthy vs. HCC -0.33-0.65% 0.713
HCC 0.87% 0.15% Healthy vs. ZIR -0.16 - 0.85% 0.242
ZIR 0.69% 0.15% HCCvs. ZIR -0.33-0.69% 0.670
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 0.01 2 0.01 0.00 0.999
Within groups 307.79 53 5.81
Total 307.80 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 3.59% 0.54% Healthy vs. HCC -1.88 - 1.85% 1.000
HCC 3.61% 0.55% Healthy vs. ZIR -1.89 - 1-94% 1.000
ZIR 3.57% 0.58% HCCvs. ZIR -1.90 - 1.98% 0.999
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 927.33 2 463.67 9.78 <0.001
Within groups 2514.12 53 47.44
Total 3441.45 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 65.46% 1.54% Healthy vs. HCC 3.49-14.13% 0.001
HCC 56.65% 1.58% Healthy vs. ZIR 2.62-13.57% 0.002
ZIR 57.36% 1.67% HCCvs. ZIR -6.26 - 4.83% 0.949
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Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 150.70 2 75.35 11.24 <0.001
Within groups 355.21 53 6.70
Total 505.91 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 1.10% 0.58% Healthy vs. HCC -4.14--0.14% 0.033
HCC 3.24% 0.59% Healthy vs. ZIR -6.10 --1.98% <0.001
ZIR 5.14% 0.63% HCCvs. ZIR -3.98-0.19% 0.082
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 380.83 2 190.42 5.05 0.010
Within groups 2000.45 53 37.74
Total 2381.28 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 28.65% 1.37% Healthy vs. HCC | -10.97 - -1.48% 0.007
HCC 34.87% 1.41% Healthy vs. ZIR -7.37 - 2.40% 0.443
ZIR 31.13% 1.49% HCCvs. ZIR -1.21 - 8.68% 0.172
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 35.70 2 17.85 9.64 <0.001
Within groups 98.10 53 1.85
Total 133.79 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 0.17% 0.30% Healthy vs. HCC -1.64 - 0.46% 0.372
HCC 0.76% 0.31% Healthy vs. ZIR -3.02 --0.86% <0.001
ZIR 2.11% 0.33% HCCvs. ZIR -2.44 --0.25% 0.012
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Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 200.19 2 100.09 3.87 0.027
Within groups 1370.09 53 25.85
Total 1570.27 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 10.61% 1.14% Healthy vs. HCC -4.33-3.53% 0.967
HCC 11.01% 1.17% Healthy vs. ZIR -8.33--0.25% 0.035
ZIR 14.90% 1.23% HCCvs. ZIR -7.98 - 0.20% 0.066
Source of variance Sum of squares df Mean squares F-ratio P-value
Between groups 25.27 2 12.63 3.25 0.047
Within groups 206.33 53 3.89
Total 231.59 55
Mean SE 95% Cl P-value
Healthy 12.99% 0.44% Healthy vs. HCC -2.13-0.92% 0.607
HCC 13.59% 0.45% Healthy vs. ZIR -0.51-2.63% 0.243
ZIR 11.93% 0.48% HCCvs. ZIR 0.08 - 3.25% 0.038
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9.5 Erweiterte Diskussion der statistischen Datenauswertung

9.5.1 Entwicklung der Methode zur Klassifizierung unbekannter Proben

In Abschnitt 4.1.5 wurden stets vier Variablen als Motiv fiir die Hauptkomponentenanalyse
und die MANOVA verwendet. Dabei handelt es sich um folgende vier Glycoformen bzw.
Proteinspezies: BB-S1, BB-S1F, y-S1 und y-S1F. Die Frage, warum diese vier Variablen fiir die
Hauptkomponentenanalyse und MANOVA ausgewahlt wurden, soll im Folgenden diskutiert

werden.

Die Hauptkomponentenanalyse wurde zundchst mit 26 Variablen durchgefiihrt. Dabei
wurden alle quantifizierten Glycoformen und Proteinspezies als Variablen verwendet, auler
die Anteile der carbamidierten Untereinheiten und die Spezies mit Wasserverlust, da diese
ausschlieBlich bei der Probenvorbereitung bzw. in der Quelle des Massenspektrometers
entstehen. Die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse mit 26 Variablen sind in
Abbildung 72 gezeigt. Im Diagramm der ersten und zweiten Hauptkomponente fiir jede
Probe ist zu erkennen, dass die Datenpunkte der gesunden Spender in einem kleinen Bereich
im unteren rechten Teil des Diagrammes liegen. Die Datenpunkte von HCC- und
Zirrhosepatienten liegen auBerhalb dieses Bereiches. Eine klare Trennung zwischen
HCC- und Zirrhosepatienten ist nicht zu erkennen, die Datenpunkte der HCC-Patienten
liegen allerdings alle im zentralen Bereich des Diagrammes, wihrend die Datenpunkte der

Zirrhosepatienten iiber den gesamten oberen Bereich des Diagrammes verteilt liegen.

In Abbildung 72 sind auBerdem die Koeffizienten der ersten beiden Hauptkomponenten aller
26 Variablen als Vektoren dargestellt. Die Vektoren geben Auskunft dariiber, wie sich die
einzelnen Variablen auf die Lage eines Datenpunktes im Diagramm der ersten beiden
Hauptkomponenten auswirken. So zeigen zum Beispiel die Vektoren der Bf/y-S1 nach rechts
in Richtung der Datenpunkte von gesunden Spendern, widhrend die Vektoren der
Glycoformen Bf/y-S2 nach unten links zu den Datenpunkten der HCC- Patienten zeigen.
Dies stimmt mit dem Ergebnis iiberein, dass die Anteile der Glycoformen Bf/y-S2 bei
HCC-Patienten erhoht sind. AuBerdem ist zu erkennen, dass sechs Datenpunkte von
Zirrhosepatienten isoliert im oberen rechten Teil des Diagrammes liegen, da diese Proben
einen sehr geringen Sialylierungsgrad aufweisen. Die anderen Vektoren stimmen ebenfalls
mit den Ergebnissen aus Abschnitt 4.1.5 tiberein. Die kurzen Vektoren sind in Abbildung 72
nicht beschriftet. Diese Variablen besitzen nur kleine Koeffizienten und haben daher nur
wenig Einfluss auf die Lage eines Datenpunktes im Diagramm der ersten beiden
Hauptkomponenten. Es wurde deshalb {iberpriift, ob auf diese Variablen in der

Hauptkomponentenanalyse verzichtet werden kann.
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1. Hauptkomponente

Abbildung 72: Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse mit 26 Variablen. Oben:
Auftragung der ersten beiden Hauptkomponenten jeder Probe. Unten: Darstellung der
Koeffizienten der ersten beiden Hauptkomponenten jeder Variable als Vektoren.

Die Hauptkomponentenanalyse wurde mit 16 Variablen wiederholt, dabei wurden die

folgenden Variablen weggelassen: Aa-3xPO,, BB-G2, BB-S2F, BB-G1S1, y-G2, y-S2F, y-G1S1.

Die O-glycosylierten Glycoformen der Aa-Untereinheit wurden zu einer Variablen vereint.

Die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse mit 16 Variablen sind in Abbildung 73
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dargestellt. ErwartungsgemalB ist kein groBer Unterschied zur Hauptkomponentenanalyse

mit 26 Variablen festzustellen.

Hauptkomponentenanalyse BB-Ox

05 L  56Proben S
16 Variablen B_m'? n

04 - +

03

011 4

Aoa-0xPO \
-0.1 - o i px % By «

752 ° ¥
¢ oo X X Gesund
-0.2 - o Aa-Orglycosyliert -,

e . N ® HCC
-03 | x + ZIR

2. Hauptkomponente

—04 I I I I I I I I I I
-0.5 -04 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
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Abbildung 73: Darstellung der Koeffizienten der ersten beiden Hauptkomponenten der
Hauptkomponentenanalyse mit 16 Variablen als Vektoren.

Die MANOVA wurde deshalb zunachst mit diesen 16 Variablen durchgefiihrt. Es zeigte sich
allerdings, dass die beiden Variablen BB-S2F und y-S2F groBen Einfluss besitzen. Die
Variablen Bf-S2F und y-S2F wurden daher fiir die MANOVA mit 18 Variablen verwendet,
deren Ergebnisse in Tabelle 29 und Abbildung 74 dargestellt sind. Die Trennung zwischen
den Datenpunkten von gesunden Spendern, HCC- und Zirrhosepatienten ist ausgezeichnet,
nur drei Proben sind falsch klassifiziert. Der Datenpunkt von Probe H liegt knapp im Bereich
der HCC-Patienten, der Datenpunkt von Probe HCC016 liegt knapp im Bereich gesunder
Spender und der Datenpunkt von ZIR035 liegt im Bereich der HCC-Patienten.

In Abbildung 74 sind auBerdem die Koeffizienten der ersten und zweiten kanonischen
Variablen aller 18 verwendeten Variablen als Vektoren dargestellt. Die Vektoren erscheinen
teilweise unlogisch. Beispielsweise zeigen die Vektoren der Glycoformen BB-S2F und y-S1F in
Richtung der Datenpunkte von gesunden Spendern, obwohl die Anteile dieser Glycoformen
bei HCC- und Zirrhosepatienten erhoht sind. Andere Vektoren, wie zum Beispiel BB-S1F und
y-S2F zeigen erwartungsgemialB in Richtung der Datenpunkte von HCC- und

Zirrhosepatienten.
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Abbildung 74: Ergebnisse der MANOVA mit 18 Variablen. Oben: Auftragung der ersten
und zweiten kanonischen Variablen jeder der 56 Proben. Unten: Darstellung der
Koeffizienten der ersten und zweiten kanonischen Variablen jeder Variable als Vektor.
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Tabelle 29: Ergebnisse der MANOVA mit 18 Variablen. Die Pillai-Spur Wilks-Lambda,
die Hotelling-Spur und Roys grofSte charakteristische Wurzel sind verschiedene Arten
die Signifikanz der Trennung zwischen den Gruppen zu bestimmen. In diesem Fall sind
alle Werte klar signifikant (p-Wert < 0.001).

Hypothesen | Fehler .
Wert F p-Wert | EffektgroBe
df df
Pillai-Spur 1.486 | 5.939 36 74 <0.001 0.743
Wilks-Lambda 0.062 | 6.022 36 72 <0.001 0.751
Hotelling-Spur 6.274 | 6.100 36 70 <0.001 0.758
Grofte charakteristische g g 806
.150 .530 1 <0.001 0.80
Wurzel nach Roy 415 53 37

In Abschnitt 4.1.5.3 wurde der Einfluss des shift und des gemittelten Bereiches des
Chromatogrammes auf die Lage der Datenpunkte im Diagramm der ersten und zweiten
kanonischen Variablen der MANOVA diskutiert. In Abbildung 75 sind die durch Variation
des shift erhaltenen 125 Datenpunkte der Proben T, HCCo19 und ZIR044 im Diagramm der
ersten und zweiten kanonischen Variablen der MANOVA mit 18 Variablen dargestellt. Es ist
eine extrem groBe Streuung der jeweils 125 Datenpunkte zu erkennen. Die genaue Analyse
der Daten zeigt, dass die Streuung hauptsachlich auf die Quantifizierung der BB-Untereinheit
zuriickzufithren ist. Die Quantifizierung der Anteile oxidierter und trunkierter
BB-Untereinheit ist stark abhidngig vom shift, so variiert der Anteil an Oxidation bei Probe T
zwischen 16.8% und 29.5% (+1.0 Da) und der Anteil trunkierter BB-Untereinheit zwischen
14.4% und 21.8% (+1.0 Da). Diese grofen Unterschiede fithren im Diagramm der ersten und
zweiten kanonischen Variablen zu einer groBen Streuung der Datenpunkte, da die MANOVA
mit 18 Variablen die Anteile oxidierter und trunkierter B3-Untereinheit zur Berechnung der

kanonischen Variablen verwendet.

Die MANOVA mit 18 Variablen ist aus diesem Grund schlecht zur Einordnung unbekannter
Proben geeignet, da bereits ein kleiner Fehler des shift groe Auswirkung auf die Lage eines
Datenpunktes haben kann. Die MANOVA wurde daher ohne die Anteile der oxidierten und
trunkierten Spezies als Variablen wiederholt. In Tabelle 30 und Abbildung 76 sind die
Ergebnisse der MANOVA mit zwolf Variablen (Ao-0xPO,, Aa-1xPO,, Aa-2xPO,,
Aa-O-Glycosyliert, BB-S1, BB-S1F, Bp-S2, BB-S2F, y-S1, y-S1F, y-S2 und y-S2F) dargestellt.
Die Streuung der durch Variation des shift erhaltenen 125 Datenpunkte bei der MANOVA mit
zwolf Variablen ist sehr klein (Abbildung 77).
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Abbildung 75: Die durch Variation des shift erhaltenen jeweils 125 Datenpunkte der
Proben T, HCCo19 und ZIR044 im Diagramm der ersten und zweiten kanonischen

Variablen der MANOVA mit 18 Variablen.

Tabelle 30: Ergebnisse der MANOVA mit 12 Variablen. Die Pillai-Spur Wilks-Lambda,
die Hotelling-Spur und Roys groBte charakteristische Wurzel sind verschiedene Arten
die Signifikanz der Trennung zwischen den Gruppen zu bestimmen. In diesem Fall sind
alle Werte klar signifikant (p-Wert < 0.001).

Hypothesen | Fehler .
Wert F p-Wert | EffektgroBe
df df
Pillai-Spur 1.289 | 6.491 24 86 <0.001 0.644
Wilks-Lambda 0.125 | 6.419 24 84 <0.001 0.647
Hotelling-Spur 3.714 | 6.344 24 82 <0.001 0.650
GroBte charakteristische 68
2.21 . 12 12 <0.001 0.
Wurzel nach Roy 7 7% ?
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Abbildung 76: Ergebnisse der MANOVA mit zwolf Variablen. Oben: Auftragung der
ersten und zweiten kanonischen Variablen jeder der 56 Proben. Unten: Darstellung der
Koeffizienten der ersten und zweiten kanonischen Variablen jeder Variable als Vektor.
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Abbildung 77: Die durch Variation des shift erhaltenen jeweils 125 Datenpunkte der
Proben T, HCCo19 und ZIR044 im Diagramm der ersten und zweiten kanonischen
Variablen der MANOVA mit zwolf Variablen.

Die Trennung zwischen den Datenpunkten von gesunden Spendern, HCC- und
Zirrhosepatienten in der MANOVA mit zwolf Variablen ist sehr gut. Alle Datenpunkte
gesunder Spender liegen im korrekten Bereich. Nur drei Datenpunkte von HCC- oder

Zirrhosepatienten sind falsch klassifiziert (HCCo14, HCC016 und ZIR035).

Die Reduzierung der Anzahl der verwendeten Variablen hat einen weiteren Grund. Da die
MANOVA im Gegensatz zur Hauptkomponentenanalyse die zu trennenden Gruppen
beriicksichtigt, birgt sie die Gefahr von Uberanpassung (engl.: Overfitting). Uberanpassung
entsteht, wenn die Anzahl der verwendeten Variablen im Verhaltnis zur Anzahl der
Beobachtungen zu hoch ist. Daher wurde, um Uberanpassung zu vermeiden, die Anzahl der

fiir die MANOVA verwendeten Variablen weiter verringert.

Hierzu wurden zunichst die vier Aa-Spezies als Variablen weggelassen und eine MANOVA
mit acht Variablen (BB-S1, BB-S1F, BB-S2, BB-S2F, y-S1, y-S1F, y-S2 und y-S2F) durchgefiihrt.
Die Ergebnisse der MANOVA mit acht Variablen sind in Tabelle 31 und Abbildung 78 gezeigt.
Die Trennung zwischen gesunden Spendern, HCC- und Zirrhosepatienten ist immer noch
sehr gut, es sind allerdings zwei HCC-Patienten und zwei Zirrhosepatienten falsch
Kklassifiziert. Trotzdem wurde die Anzahl der verwendeten Variablen auf vier verringert.

Hierzu erschien es sinnvoll Variablen wegzulassen deren Informationsgehalt redundant ist.
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Die Korrelationskoeffizienten zwischen den zwolf wichtigsten Glycoformen und
Proteinspezies sind in Tabelle 32 gezeigt.
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Abbildung 78: Ergebnisse der MANOVA mit acht Variablen. Oben: Auftragung der
ersten und zweiten kanonischen Variablen jeder der 56 Proben. Unten: Darstellung der
Koeffizienten der ersten und zweiten kanonischen Variablen jeder Variable als Vektor.
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Tabelle 31: Ergebnisse der MANOVA mit acht Variablen. Die Pillai-Spur Wilks-Lambda,
die Hotelling-Spur und Roys grofSte charakteristische Wurzel sind verschiedene Arten
die Signifikanz der Trennung zwischen den Gruppen zu bestimmen. In diesem Fall sind
alle Werte klar signifikant (p-Wert < 0.001).

Hypothesen | Fehler .
Wert F p-Wert | EffektgroBe
df df

Pillai-Spur 1.117 7.438 16 94 <0.001 0.559
Wilks-Lambda 0.189 | 7.464 16 92 <0.001 0.565
Hotelling-Spur 2.661 | 7.485 16 90 <0.001 0.571
Grofte charakteristische g 6

1.71 10.0 <0.001 0.632
Wurzel nach Roy 719 9 47 3

So sind zum Beispiel die Variablen Bf-S1 und Bp-S2 sowie y-S2 und y-S2 antikorreliert
(p =-0.82 bzw. -0.87), die Variablen BB-SiF und BB-S2F sowie y-S1F und y-S2F sind
hingegen positiv korreliert (p = 0.62/0.80). Deshalb wurden wie Variablen Bp-S2, BB-S1F,
v-S2 und y-S2F weggelassen, sodass die MANOVA mit den vier Variablen BB-S1, BB-S1F, y-S1
und y-S1F durchgefiihrt wurde. Die hohen Korrelationskoeffizienten zwischen den Variablen
BB-S1 und y-S1 sowie BB-S1F und y-S1F (r = 0.93 bzw. 0.95) mussten akzeptiert werden.
Andere Kombinationen von jeweils vier der acht Variablen der BB- und y-Glycoformen

erzielten dhnliche Ergebnisse.

In Abschnitt 4.1.5 wurden alle multivariaten statistischen Methoden stets mit den vier
Variablen BB-S1, BB-S1F, y-S1 und y-S1F durchgefiihrt. Das Verhiltnis von Beobachtungen zu
abhiingigen Variablen betriigt somit 14 zu 1. Die Gefahr von Uberanpassung der Daten ist
somit weitestgehend eliminiert. Weitere Aspekte der statistischen Auswertung werden in

Abschnitt 4.2.3 diskutiert.
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Tabelle 32: Matrix der Korrelationskoeffizienten zwischen den wichtigsten zwolf
Glycoformen und Proteinspezies der Aca-, BB- und y-Untereinheit von humanem
Fibrinogen.

>l > |lw | @ |lw|w |3 |3 |3 |
AR A A AR AR RN
= N 05] )] w2 7]
< X X @ = = N S = 5
g 8 oo ® & !
12|25
o
wn
=
@]
ot
Aa-0xPO, 100 | 048 | -094 | 013 | 039 | 011| 048 | 003 | -036 | 006 | 051 | 0.12
Aa-1xPO, 048 | 1.00| 053 | -075 | 009 | 052 | -031| 042 | 021 | 050 | -0.10 | 0.38
Ao-2xPO, 094 | 053 | 100/ -037| 034 | -003| 047 | 001 | 031 -001| 048 | -0.13

Aa-O-glycosyliert | 13 | 075 | -037 | 1.00 | 012 | 056 | 027 | 035 | 022 | -045 | 0.07 | -0.25

BB'SI -0.39 | -0.09 0.34 0.12 1.00 | -0.69 | -0.82 | -0.70 0.93 | -0.72 | -0.89 | -0.70
BB'SIF 0.11 0.52 | -0.03 | -0.56 | -0.69 1.00 0.19 0.62 | -0.76 0.95 0.44 0.69
BB-S2 0.48 | -0.31 | -0.47 0.27 | -0.82 0.19 1.00 0.41 | -0.68 0.26 0.90 0.39
BB'S2F 0.03 0.42 0.01 | -0.35 | -0.70 0.62 0.41 1.00 | -0.70 0.68 0.50 0.84
’Y'Sl -0.36 | -0.21 0.31 0.22 093 | -0.76 | -0.68 | -0.70 1.00 | -0.79 | -0.87 | -0.78
Y‘SIF 0.06 0.50 | -0.01 | -0.45 | -0.72 0.95 0.26 0.68 | -0.79 1.00 0.44 0.80
7_82 0.51 | -0.10 | -0.48 0.07 | -0.89 0.44 0.90 0.50 | -0.87 0.44 1.00 0.54
’Y'S2F 0.12 0.38 | -0.13 | -0.25 | -0.70 0.69 0.39 0.84 | -0.78 0.80 0.54 1.00
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9.5.2 Einordnung des Validierungsdatensatzes in das Koordinatensystem der

Hauptkomponentenanalyse

In Abbildung 79 sind die Ergebnisse des Validierungsdatensatzes bei Einordnung in das
Koordinatensystem der Hauptkomponentenanalyse mit vier Variablen gezeigt. Die Trennung
zwischen den Datenpunkten gesunder Spender und HCC- bzw. Zirrhosepatienten ist sehr
gut. Neun der zehn Datenpunkte gesunder Spender liegen im korrekten Bereich. Einzig der
Datenpunkt von Probe AD liegt knapp auBerhalb des Bereiches gesunder Spender. Drei
Datenpunkte von Proben von HCC- oder Zirrhosepatienten (V012, Vo22 und Vo45) liegen im
Bereich der gesunden Spender. Die Datenpunkte der Proben Vo155 (Leberadenom, <1 cm)
und Vo47 (Hashimoto Thyreoiditis) liegen ebenfalls im Bereich gesunder Spender und sind
Die Vo16
(Leberadenom) Vo33 (chronische Pankreatitis) und Vo37 (koronare Herzerkrankung) liegen

somit korrekt Kklassifiziert. Datenpunkte Vo010 (Leberangiomyolipom),

im Bereich der HCC- bzw. Zirrhosepatienten. Eine Trennung zwischen den Datenpunkten

von HCC- und Zirrhosepatienten war nicht zu erkennen.
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Abbildung 79: Einordnung der Proben des Validierungsdatensatzes in das Koordinaten-
system der Hauptkomponentenanalyse mit vier Variablen. Es sind die ersten beiden
Hauptkomponenten gegeneinander aufgetragen. Griine Kreuze: gesunde Spender,
blaue Punkte: HCC-Patienten, schwarze Kreuze: Zirrhosepatienten, rote Rauten:
Patienten mit anderen Erkrankungen (Tabelle 16). Es ist eine gute Trennung zwischen
den Datenpunkten von Proben gesunder Spender und den Datenpunkten von Proben
von HCC- bzw. Zirrhosepatienten zu erkennen.
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9.5.3 Verfeinerung der Methode durch die Proben der Validierungskohorte

In Abschnitt 4.1.6 wurde die Einordnung der Proben der Validierungskohorte in das
Koordinatensystem der MANOVA mit vier Variablen diskutiert. Die Ergebnisse zeigen, dass
die Unterscheidung von HCC- und Zirrhosepatienten nicht moglich ist. Die allgemeine
Unterscheidung zwischen Proben gesunder und kranker Spender ist aber sehr

erfolgversprechend.

Um die Stabilitit des MANOVA-Models zu iiberpriifen wurde die MANOVA auf Basis aller
105 Proben des Trainings- und Validierungsdatensatzes durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
MANOVA mit 105 Proben und vier Variablen sind in Abbildung 80 dargestellt. Die Trennung
der Datenpunkte gesunder Spender zu den Datenpunkten von HCC- und Zirrhosepatienten
ist sehr gut. Die Trennung zwischen den Datenpunkten von HCC- und Zirrhosepatienten ist
allerdings schlecht. Die Vektoren, welche die Koeffizienten der vier Variablen in der ersten
und zweiten kanonischen Variablen darstellen, sind in Abbildung 80 gezeigt. Die Vektoren
der MANOVA mit 105 Proben unterscheiden sich nur geringfiigig von denen der MANOVA
mit 56 Proben (Abbildung 40). Das MANOVA-Model scheint demnach stabil zu sein, sodass
davon ausgegangen werden kann, dass es sich um das optimale Model zur Einordnung

unbekannter Proben handelt.
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2. kanonische Variable

2. kanonische Variable
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Abbildung 80: Ergebnisse der MANOVA mit vier Variablen und allen 105 Proben des
Trainings- und Validierungsdatensatzes. Oben: Auftragung der ersten und zweiten
kanonischen Variablen jeder der 104 Proben. Unten: Darstellung der Koeffizienten der
ersten und zweiten kanonischen Variablen jeder Variable als Vektor.
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