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1.1. Glykobiologie

Die Funktion von Kohlenhydraten in biologischen Vorgangen wurde erst spat erkannt,
da ihre Rolle anfangs ausschlieldlich auf die Energieversorgung und die Bildung von
Struktursubstanzen beschrankt wurde. Heute findet sich ein ganzes Fachgebiet — die
Glykobiologie — welches sich mit den Eigenschaften und Aufgaben von Kohlenhydra-
ten in Organismen beschaftigt. Glykobiologie wird definiert als Untersuchung von
Struktur, Biosynthese, Biologie und Evolution von Sacchariden und den Proteinen die
sie erkennen [1]. Eine Erklarung, warum sich dieses Gebiet vergleichsweise langsam
entwickelt hat, konnte darin liegen, dass Glykokonjugate weitaus komplexer und vari-
abler aufgebaut sind als beispielsweise Proteine und Nucleinsduren und ihre Analyse
daher ungleich komplizierter ist [2].

Die Vielfaltigkeit der Glykane ergibt sich aus den Eigenschaften ihrer Monomere.
Nicht nur die Sequenz der Monosaccharide ist entscheidend fur die Variabilitat, son-
dern auch Anomerie, Ringgro®e und Anzahl der Verknupfungsstellen spielen eine
Rolle [3]. Schon an einem Pyranosering befinden sich bis zu finf mdgliche Bindungs-
stellen, an denen ein oder mehrere Monosaccharide ankntpfen kdnnen. Die daraus
entstehenden Verzweigungsmoglichkeiten erhdhen die Komplexitat der Kohlenhyd-
ratstrukturen noch weiter.

Glykane liegen meist, in Form von Glykokonjugaten, an andere Molekule gekoppelt
vor. Dazu zahlen Glykoproteine, Glykolipide, Proteoglykane, sowie die Glykanbri-
cken-bildenden GPI-Anker. Den Kohlenhydratstrukturen fallen dabei folgende Funkiti-
onen zu: Zum einen haben sie einen strukturellen und regulierenden Einfluss auf die
Gykokonjugate, zum anderen kdnnen sie auf deren Oberflache spezifisch durch ande-
re Molekule erkannt werden und damit Interaktionen vermitteln [1]. Daher ist es nicht
verwunderlich, dass Glykane auch an pathologischen Vorgangen beteiligt sind. Eine
Vielzahl von Erkrankungen, wie beispielsweise rheumatoide Arthritis [4], oder Tumor-
erkrankungen [5] geht mit Veranderungen im Glykosylierungsmuster einher, wobei die
Rolle der Glykane in den seltensten Fallen geklart ist.

Auch eine Reihe von Arzneistoffen basiert auf Kohlenhydratstrukturen (s. 1.1.6). Die-
se werden zum Beispiel zur Behandlung viraler und bakterieller Infektionen, als
Thrombozytenaggregationshemmer oder zur unterstutzenden Therapie bei Diabetes

eingesetzt [6].
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1.1.1. Glykokonjugate

Als Glykokonjugate werden Glykanstrukturen definiert, die an ein sogenanntes Agly-
kon gebunden vorliegen. Die vier am haufigsten vorkommenden Gruppen sind Gly-
koproteine, Glykolipide, Proteoglykane und Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-
Anker). Der Anteil der Glykane an der Gesamtstruktur kann dabei sehr stark variieren,
von wenigen Monosacchariden bis hin zu komplexen Glykanstrukturen, die einen
Grofteil des Molekuls ausmachen.

Von diesen Glykokonjugaten gilt ein wesentlicher Teil der Aufmerksamkeit den Gly-
koproteinen, die mehr als die Halfte aller Proteine ausmachen. Hier werden die Gly-
kane als posttranslationale Modifikationen N- oder O-glykosidisch an ein Protein ge-
bunden (siehe 1.1.3/4). Es herrscht eine enorme Vielfalt innerhalb dieser Glykosylie-
rungen, hervorgerufen durch die unterschiedliche Anzahl von Glykosylierungsstellen,
die Art der Glykosylierung und die Tatsache, dass an jeder Glykosylierungsstelle ei-
nes Proteins verschiedene Ausfuhrungen eines Glykans vorkommen kénnen (Mikro-
heterogenitat). Folglich kann jedes einzelne Glykoprotein in mehreren Glykosylie-
rungsvarianten vorliegen. Das Ausmal} der Mikroheterogenitaten unterscheidet sich
innerhalb der verschiedenen Glykosylierungsstellen, ebenso wie zwischen den unter-
schiedlichen Glykoproteinen [1]. Der Einfluss dieser Variabilitdt auf die Funktion des

Proteins ist bis zum jetzigen Zeitpunkt allerdings noch unklar.

1.1.2. Biologische Funktionen von Glykanen

Die Funktionen der auf Proteinen vorkommenden Glykane lassen sich in zwei Katego-
rien einteilen [1]. Auf der einen Seite Ubernehmen sie strukturelle und modulierende
Aufgaben, wie beispielsweise bei der korrekten Faltung der Proteine, oder als Barriere
im Falle der Glykokalix. Auf der anderen Seite sind sie an den Zell-Zell-Interaktionen
beteiligt. Hier treten die Glykanstrukturen mit sogenannten Glykan-bindenden Protei-
nen in Verbindung, die sowohl korpereigen, als auch korperfremd sein konnen. Als
Glykan-bindende Proteine agieren Lektine, Antikdrper, Adhasionsmolekule oder Gly-
kosaminoglykan-bindende Proteine [1,4]. Hiervon wird insbesondere den Lektinen

erhdohte Aufmerksamkeit gewidmet. Lektine sind ubiquitar in Pflanzen und Tieren ver-
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breitet. lhre Fahigkeit spezifisch an bestimmte Kohlenhydratstrukturen binden zu kon-
nen wurde schon frihzeitig zur Blutgruppenbestimmung genutzt [7]. In Tieren und im
Menschen Ubernehmen sie vielfaltige Aufgaben, angefangen bei Transport und Wei-
terleitung von Glykoproteinen, uber Endozytose, bis hin zur Erkennung korperfremder
oder anormaler Glykanstrukturen. Auch an Zellwachstum, Einleitung der Apoptose,
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen sind Lektine beteiligt [3].

Da uber Glykane eine Vielzahl an Prozessen induziert wird, kbnnen Veranderungen in
der Glykosylierung dazu fuhren, dass Krankheiten ausgelost werden. Insbesondere
angeborene Defekte im Glykanmuster (congenital disorders of glycosylation — CDG)
kénnen zu schwerwiegenden Schaden in der Entwicklung fuhren. Inzwischen sind fast
50 verschiedene Krankheiten bekannt, von denen die meisten auf Fehlern in der
N-und/ oder O-Glykosylierung beruhen [8]. Liegt beispielsweise ein angeborener De-
fekt der Phosphomannose-Isomerase vor, so kommt es letztendlich zu einem Mangel
an Guanosindiphosphat (GDP)-Mannose. Dieser wiederum flhrt dazu, dass die
N-Glykosylierung im endoplasmatischen Retikulum nicht korrekt zu Ende gefuhrt wer-
den kann (siehe 1.1.3). Folgen davon sind LebervergroRerung und Fibrose, sowie
Funktionstérungen des Verdauungstraktes [9]. Gleichzeitig ist dieser Defekt einer der
wenigen unter den CDG, der medikamentds behandelbar ist. Zur Therapie werden
hohe Dosen an Mannose gegeben, wodurch das defekte Enzym umgangen werden
kann.

Auch bei vielen anderen Erkrankungen kommt es zu Modifikationen im Glykosylie-
rungsmuster. So ist beispielsweise bei rheumatoider Arthritis die Glykanstruktur am
Immunglobulin G (IgG) verandert, wobei es einen Zusammenhang zwischen Dauer
und Schwere der Erkrankung und Grad der Deglykosylierung gibt [4]. Diese Korrelati-
on ermoglicht die Nutzung von IgG als Marker zur Diagnose und Prognose der Er-
krankung [10].

1.1.3. Monosaccharide

Monosaccharide sind die Grundbausteine aller Glykane. Sie haben die allgemeine

Formel (CH,O) , mit n = 3. Zucker kdnnen nach ihren funktionellen Gruppen in Aldo-

sen und Ketosen eingeteilt werden. Die Anzahl der chiralen C-Atome im Zuckermole-
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kUl — bei Aldosen (n — 2), bei Ketosen (n — 3), wobei n gleich der Anzahl der vorhan-
denen C-Atome ist — sorgt fur eine Vielzahl an isomeren Strukturen. Dabei gibt das
von der funktionellen Gruppe am weitesten entfernte chirale C-Atom die Gesamtkon-
figuration der Monosaccharide an. Die meisten in Wirbeltieren vorkommenden Zucker
besitzen D-Konfiguration, mit Ausnahme von Fucose und lduronsaure [1].

Auch Derivate der einfachen Monosaccharide sind weit verbreitet. Dazu gehoren
Aminozucker, wie das N-Acetylglucosamin, oder phosphorylierte Zucker wie Gluco-
se-6-Phosphat. Reduktion oder Oxidation der Aldehydfunktion fuhrt zu den entspre-
chenden Zuckeralkoholen beziehungsweise Carbonsauren. Eine weitere Abwandlung
ist die Desoxygenierung zu Desoxyzuckern wie Fucose oder Desoxyribose [11]. Die
Reaktionsfahigkeit der Monosaccharide wird auch zu Derivatisierungs- und Nachweis-
reaktionen genutzt (siehe 1.2).

In Lésung liegen Monosaccharide hauptsachlich in ringgeschlossener Form vor. Uber
die offenkettige Form stellt sich dabei ein Gleichgewicht zwischen a- und B-Anomer
ein (Mutarotation). Bei der glykosidischen Bindung wird ebenfalls zwischen a- und
B-Anomerie unterschieden, jedoch ist durch die Verknuipfung des anomeren C-Atoms
keine Mutarotation mehr moglich.

Von allen in der Natur vorkommenden Monosacchariden sind es nur neun, aus denen
Glykane hauptsachlich aufgebaut sind [1]. Je nach Spezies und Position sind ver-

schiedene Variationen der Glykane mdglich.

CHs

OH OH
B-D-Mannose B-D-Galactose B-L-Fucecse B-D-Xylose
OH
OH OH T“ HO COCH
e} N ‘ -
| “OH
oH HC \[ -
o—=( o
AY \
CH3 CH3
B-D-Glucuronsaure N-Acetylglucosamin N-Acetylgalactosamin N-Acetylneuraminsdure

Abbildung 1-I: Die am hé&ufigsten vorkommenden Monosaccharide in Glykanen, adaptiert
nach Varki et al. [1]
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1.1.4. N-Glykane

N-Glykane sind Uber N-glykosidische Bindungen an Asparagingruppen von Proteinen
geknupft. Allerdings kommen nur Asparaginreste in einer Sequenz von Asn-X-Thr/Ser
in Frage, wobei X jede Aminosaure aulder Prolin sein darf. Die Asn-Sequenz ist zwar
zwingend notig um ein Glykan anzuknupfen, umgekehrt muss aber nicht jede pas-
sende Asparagingruppe notwendigerweise durch ein Glykan besetzt sein [12].

Es werden drei Gruppen von N-Glykanen unterschieden: Die High-Mannose oder Oli-
gomannose-Glykane, die Komplex-Glykane und die Hybrid-Glykane. Allen gemein-
sam ist die Grundstruktur aus zwei N-Acetylglucosamin- und drei Mannoseeinheiten

(Core-Struktur), die Antennen sind dagegen unterschiedlich gestaltet.

N-Acetylglucosamin

Mannose

Galactose

Sialinsaure

>» ¢ O @ =

Fucose

Core-Struktur

High-Mannose Komplex Hybrid

Abbildung 1-1I: Strukturbeispiele der drei Gruppen von N-Glykanen

High-Mannose-Glykane weisen in den Antennen ausschlieB3lich a-glykosidisch ver-
bundene Mannoseeinheiten auf, wogegen bei Komplex-Glykanen haufig sich wieder-
holende Acetyllactosamineinheiten auftreten. Zusatzlich konnen Sialinsdure- oder Fu-
cosereste an die terminale Galactoseeinheit geknupft sein. Auch die Kopplung von
Fucose an die Corestruktur ist moglich. Weitere Vielfalt entsteht durch die Anzahl der
Antennen, sowie die Moglichkeit eine N-Acetylglucosamineinheit (GIcNAc) an die
Corestruktur zu knupfen. Diese sogenannten bisecting GIcNAcs kdnnen auch bei den

Hybrid-Glykanen zutage treten, die eine Mischung aus High-Mannose und Komplex-
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Glykanen darstellen. Eine Antenne ist hier dementsprechend mit Mannoseeinheiten
besetzt, die andere analog den Komplex-Glykanen aufgebaut.

Die Synthese der N-Glykane erfolgt zunachst auf der cytosolischen Seite des endo-
plasmatischen Retikulums. Eingangs erfolgt die Ubertragung von GlcNAc-P durch
Uridindiphosphat (UDP)-GIcNAc auf das Tragermolekul Dolicholphosphat (Dol-P). Im
Anschlul} werden eine weitere N-Acetylglucosamineinheit und finf Mannoseeinheiten
von UDP-GIcNAc und GDP-Man auf Dol-P-P-GIcNAc transferiert. Diese Reaktionen
werden jeweils von einer spezifischen Glykosyltransferase katalysiert [13]. Das
Dol-P-P-GIcNAc,-Mans-Molekll wird nun vom Cytosol in das Lumen des endoplasma-
tischen Retikulums Uberfuhrt. Dort werden weitere vier Mannose- sowie drei Glucose-

reste auf das Glykanvorlaufermolekul Gbertragen [14].

Abbildung 1-1ll: N-Glykansynthese im endoplasmatischen Retikulum mit anschlieBender Ab-

spaltung durch die Oligosaccharyltransferase, adaptiert nach Burda et al. [14]

Anschlielend kann der, nun aus vierzehn Monosaccharideinheiten bestehende Gly-
kanvorlaufer an die Asn-Sequenz eines Proteins gekoppelt werden. Katalysiert wird
diese Reaktion durch eine Oligosaccharyltransferase (OST), die die energiereiche

GIcNAc-P-Bindung spaltet und das freiwerdende Glykan an das translatierte Protein
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bindet [1]. Durch die Abspaltung der ersten Glucoseeinheit durch a-Glucosidase | wird
die Glykankopplung stabilisiert und die hydrolytische Abspaltung des Glykans damit
verhindert [3]. Die weiteren beiden Glucosereste werden mittels a-Glucosidase |l ab-
gespalten. Nach Abspaltung der zweiten Glucoseeinheit wird das Glykan von den
Lektinen Calnexin und Calreticulin erkannt, welche die Proteinfaltung vermitteln. So-
bald das Glykoprotein korrekt gefaltet ist, kommt es zum Umbau der Glykane durch
sogenanntes , Trimming“. Zunachst entsteht durch Abspaltung einer Mannose ein
MansGIlcNAc,-Glykan, welches Grundbaustein fur die verschiedenen Glykanarten ist
[1]. Im Golgi-Apparat werden die Glykane schliel3lich durch Acetylglucosaminyltrans-
ferasen und Mannosidasen zu Komplex- und Hybridglykanen umgewandelt. Weitere
Modifikationen der Glykane werden durch Addition von Zuckern an die Corestruktur
(Fucose) und die Antennen (Galactose-GIcNAc-Einheiten), sowie durch ,Dekoration®

der Antennen mit Sialinsaure, Fucose oder Galactose durchgefuhrt [1].

1.1.5. O-Glykane

O-Glykosylierungen treten an den Hydroxygruppen von Serin oder Threonin auf. Im
Gegensatz zu den N-Glykanen gibt es aber keine einheitliche Aminosauresequenz,
die fur die Glycosylierung notwendig ist. Haufig werden als O-Glykane jene Oligosac-
charide bezeichnet, die terminal durch N-Acetylgalactosamin (GalNAc) mit der Ami-
nosaure verbunden sind (Mucin-Typ). Daruber hinaus sind auch Verkntpfungen von
Fucose, Mannose, Glucose und anderen Zuckern moglich. Die Mucin-Glykane kon-
nen Uber 20 Monosaccharideinheiten umfassen, wobei nur bestimmte Zucker wie
GIcNAc, Fucose oder Sialinsaure zum Aufbau verwendet werden, nicht jedoch Man-
nose oder Glucose [1]. Es sind acht verschiedene Core-Strukturen bekannt, diese
werden, anders als bei den N-Glykanen, im Golgi-Apparat direkt am Protein aufge-
baut. Zunachst kommt es zur Ubertragung von GalNAc auf Serin- oder Threoninreste
durch eine Polypeptid-GalNAc-Transferase, dann zum weiteren Glykanaufbau durch
verschiedene spezifische Transferasen [15]. Zusatzliche Modifikationen werden durch

Sulfatierung, Methylierung, Acetylierung, Fucosylierung und Sialylierung eingebracht

3].
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1.1.6.

Kohlenhydrate als Pharmaka

Inzwischen gibt es eine Reihe von Arzneistoffen auf Kohlenhydratbasis, die gegen die

unterschiedlichsten Krankheiten im Einsatz sind, angefangen bei Viruserkrankungen

Uber Diabetes bis hin zur Thromboseprophylaxe. Es werden verschiedene Strategien

verfolgt, Uber die diese Strukturen in das Krankheitsgeschehen eingreifen kénnen [3].

Zur Behandlung von

Influenza beispielsweise, werden N-Acetylneuraminsaure-

derivate wie Oseltamivir oder Zanamivir eingesetzt, die die Neuraminidase der Viren

kompetitiv inhibieren. Die Neuraminidase spaltet die Sialinsaurereste, mit denen die

Viren an die Oberflachen der Wirtszellen gebunden sind, wodurch sich die Viren wei-

ter im Korper verbreiten konnen [16]. Enzyminhibitoren auf Zuckerbasis werden auch

bei Diabetes mellitus angewandt. Miglitol und Acarbose hemmen die a-Glucosidase

im Darm und verlangsamen somit den Abbau von Polysacchariden [6].

HN'

Zanamivir

Oseltamivir

CH;

OH

Acarbose Miglitol

Abbildung 1-1V: Arzneistoffe auf Basis von Kohlenhydratstrukturen

Ein weiteres Beispiel der zuckerbasierten Therapie ist die Hemmung der Blutgerin-

nung durch Antikoagulantien. Heparine sind korpereigene Polysaccharide, die durch

Bindung an Antithrombin Il deren inhibierende Wirkung auf die Gerinnungsfaktoren

Xa und Thrombin erhdhen.

Auch verschiedene Impfstoffe zum Beispiel gegen Salmonella typhi [17], Neisseria

meningitides [18] oder Haemophilus influenza b [19] basieren auf bakterieneigenen

Kohlenhydratstrukturen.

DarUber hinaus ist eine grol’e Anzahl an therapeutischen Glykoproteinen, wie etwa

Erythropoetin oder verschiedene Antikorper, im Handel. Da die Glykananteile dieser

Proteine einen Einfluss auf Stabilitat, Aktivitat und Pharmakodynamik der Substanzen

haben, ist es von zentraler Bedeutung, dass die Glykosylierung der produzierten Arz-

. _OH
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neistoffe kontrolliert wird. Unterglykosyliertes Erythropoetin beispielsweise wird we-
sentlich schneller von der Niere ausgeschieden, als das korrekt glykosylierte Molekdl
[1]. Besonders flr die Zulassung neuer Biotherapeutika gelten daher seitens der zu-
standigen Behorden strenge Vorgaben fur zulassige Abweichungen in der Glykosylie-

rung.

10
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1.2. Derivatisierung von Zuckern und Glykanen

1.2.1. Hintergrinde

Die Untersuchung von Zuckern und Glykanen ist aus verschiedensten Grunden eine
Herausforderung. Zum einen besitzen vor allem Glykane eine grofe strukturelle
Diversitat, was sich in der Anzahl der Isomere, der Verzweigungen und der raumli-
chen Anordnung &aulert. Des Weiteren sind natlrliche Saccharide polar, relativ
schwer fluchtig, thermisch instabil und besitzen kein Chromophor. Dadurch werden
sowohl Trennung, als auch Detektion erschwert. Mit Hilfe von Derivatisierungen kon-

nen diese Molekule fur die Analyse zuganglich gemacht werden.

Derivatisierungen haben die Funktion Substanzen so umzuwandeln, dass ihre Analy-
se durch die gewulnschten Detektionsmethoden erleichtert wird. Dabei sollte die
Grundstruktur der Substanz erhalten bleiben und nur ihre chemischen oder physikali-
schen Eigenschaften verandert werden. Dazu muss das Derivatisierungsreagenz ge-

wisse Voraussetzungen erflllen [20]:

1. Die Derivatisierung sollte quantitativ, schnell und reproduzierbar ablaufen und nur
an der gewunschten funktionellen Gruppe stattfinden. Im Idealfall ist die Derivatisie-
rung spezifisch fur eine Gruppe von Substanzen (z.B. Zucker).

2. Die Substanz sollte durch die Derivatisierung nicht beeintrachtigt werden, wie etwa
durch den Verlust von Gruppen (z.B. Sialinsauren).

3. Die eingefuhrten Strukturen sollten stabil sein und den analytischen Bedingungen
standhalten.

4. Der Uberschuf® an Derivatisierungsreagenz und eventuelle Nebenprodukte sollten
leicht entfernt werden kdnnen, oder die weitere Untersuchung nicht storen.

5. Die Resonanz der Derivate sollte bei der Detektion unabhangig von Zusammenset-

zung und GroRe der zu derivatisierenden Substanz sein.

Durch die Derivatisierung der Zucker und Glykane kdnnen folgende Parameter opti-
miert werden: Zum einen kommt es zur Verbesserung der chromatographischen
Trennung unter Einsatz apolarer Derivatisierungsreagenzien. Zum anderen erleichtert
die Kopplung an Fluoro- oder Chromophore die Detektion mittels photometrischer Me-
thoden. Bei der massenspektrometrischen Untersuchung erhéhen sich haufig auf-

grund der verringerten Polaritat lonisationsfahigkeit und Signalintensitat. Damit wird

11
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die Sensitivitdt der Nachweismethoden um ein Vielfaches gesteigert. Zudem werden
durch den Anstieg des Molekulargewichts vor allem kleinere Zuckermolekule, wie
Mono- oder Disaccharide, in hohere Messbereiche gebracht und dadurch weniger
durch niedermolekulare, unspezifische Verschmutzungen gestort. Ein weiterer Vorteil
fur die Massenspektrometrie ist die erhohte Stabilitat der Zucker, sowohl in strukturel-
ler als auch in thermischer Hinsicht. Zusatzlich kdnnen durch die Derivatisierung
Gruppen eingebracht werden, die als Linker dienen. Dadurch ergibt sich die Mdglich-
keit die Derivate an Oberflachen zu binden, somit zu isolieren und fur weitere Reakti-
onen zuganglich zu machen (siehe 1.2.4).

Zucker und Glykane haben nur eine begrenzte Auswahl an funktionellen Gruppen, die
fur eine Derivatisierung geeignet sind, zum einen die Hydroxygruppen an den Mono-
saccharideinheiten, zum anderen eine Carbonylgruppe am reduzierenden Ende, die
durch Gleichgewichtseinstellung zwischen ringoffener und ringgeschlossener Form
verfugbar ist. Ausnahmen sind die nichtreduzierenden Zucker, deren Carbonylgruppe
durch Verknipfung an Position 1 blockiert ist. Bei Glykanen sollte daher darauf ge-
achtet werden, dass eine Methode zur Abspaltung vom Protein gewahlt wird, die das

reduzierende Ende erhalt.

1.2.2. Freisetzung von Glykanen

Die Abspaltung der Glykane kann auf enzymatischem oder chemischem Wege erfol-
gen, wobei beide Verfahren Vor- und Nachteile haben. Enzymatische Methoden ha-
ben den Vorteil, dass sowohl Protein als auch Glykan nach der Umsetzung noch in-
takt sind und fur die weitere Analyse zur Verfigung stehen, wahrend bei chemischer
Umsetzung das Protein oft zerstort wird. Dagegen kénnen mit Enzymen hochspezi-
fisch nur bestimmte Glykane abgespalten werden, wodurch fur eine komplette Analy-

se verschiedene Enzyme notwendig sind [21].

12
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1.2.2.1. Enzymatische Freisetzung

Fiar die Freisetzung von N-Glykanen stehen verschiedene Enzyme zur Verfugung,
zum einen die Peptid-N-Glycosidasen (PNGase) A und F, zum anderen eine grolde
Auswahl an Endoglycosidasen.

Das am haufigsten eingesetzte Enzym ist PNGase F, da es einen Groliteil aller
N-Glykane abspalten kann, ausgenommen denen, die am endstandigen
N-Acetylglucosaminrest eine a-(1-3)- verknupfte Fucose tragen [3]. PNGase A ist in
der Lage auch diese abzuspalten, hat aber im Gegensatz zu PNGase F, aufgrund
seiner Grolie, eine wesentlich niedrigere Aktivitat gegenlber Glykoproteinen [4].
Beide Enzyme schneiden die Bindung zwischen dem endstandigen
N-Acetylglucosamin des Glykans und dem Asparagin am Peptidrickgrat. Dabei wird
das Asparagin zu Aspartat umgewandelt. Durch diese Massendifferenz kdnnen die
Bindungsstellen der Glykane am Protein nachgewiesen werden. Eine weitere
Einschrankung von PNGase F ist allerdings, dass Glykane an Asparaginresten, die

den N- oder C-Terminus des Proteins bilden, nicht geschnitten werden.

Legende
—> Enzymschnittstellen
O Mannose
Endoglycosidase —» - N-Acetylglucosamin
Peptid-N-Glycosidase AIF —» Asn Asparagin

. . O~ Proteinkette

Abbildung 1-V: Darstellung der Schnittstellen der Peptid-N-Glycosidasen A und F, sowie der

Endoglycasen an der Struktur eines N-Glykans

Endoglycosidasen haben teilweise eine sehr hohe Spezifitat fur bestimmte Glykan-
strukturen, jedoch ist keine in der Lage ebenso unspezifisch alle N-Glykane abzuspal-
ten wie die Peptid-N-Glycosidasen. Endoglycosidase H beispielsweise schneidet
High-Mannose-Glykane und einen Groliteil der Hybrid-Glykane, ist aber inaktiv bei
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Komplex-Glykanen [22]. Daher werden diese Enzyme dazu eingesetzt, selektiv be-
stimmte Glykanstrukturen abzuspalten. Im Gegensatz zu den PNGasen schneiden die
Endoglycosidasen das Glykan zwischen den beiden N-Acetylglucosamineinheiten der
Chitobioseeinheit, die endstandige Einheit verbleibt dadurch am Protein.

Die enzymatische Freisetzung von O-Glykanen ist stark eingeschrankt, da die be-
kannten O-Glykanasen von einer Vielzahl von Strukturen nur einige wenige erkennen
und abspalten [22]. Daher wird zur Untersuchung der O-Glykane meist auf die chemi-

sche Freisetzung zuruckgegriffen.

1.2.2.2. Chemische Freisetzung

Die chemische Abspaltung von Zuckern wird meist mittels Hydrazinolyse [23] oder
B-Elimination [24,25] durchgefihrt. Die Hydrazinolyse erlaubt die Freisetzung von
N-und O-Glykanen mit intaktem reduzierendem Ende. Bei niedrigeren Temperaturen
(60 °C/ 5 h) kdénnen selektiv die O-Glykane gewonnen werden, die zusatzliche Spal-
tung der N-Glykane findet erst bei hdheren Temperaturen statt (95 °C/ 4 h). Nachteil
dieser Reaktion ist, dass es zur Zerstorung samtlicher Peptidbindungen kommt. Das
fuhrt zum einen dazu, dass keinerlei Informationen Uber die Bindungsstellen der Gly-
kane mehr vorhanden sind, zum anderen, dass es ebenfalls zum Verlust glykaninter-

ner N-Acetyl und N-Glycolyl-Gruppen kommt [26].

oH OH OH
R Acetanhydrid
o + NHaNH o +NaHCO 0
Glykan—0 i ILH ————» Glykan—0 N, — > Glkan—o0 N
Ho : i”ar‘agm HO TNH; Ho “NHAe
Nrac ) - Acetylreste NH, NHAc
R
&} OH
]
Glykan——0 o OH Cu(ll)-acetat

NHAc

Abbildung 1-VI: Freisetzung eines Glykans durch Hydrazinolyse; Hydrolyse der Amidbindun-
gen durch wasserfreies Hydrazin; Reacetylierung primédrer Aminogruppen und anschlieBende

Umsetzung zum reduzierenden Glykan in Gegenwart von Cu?**-lonen [23]

Die alkalische B-Elimination verwendet starke Basen um die Glykane vom Protein zu
spalten. Um zu verhindern, dass auch Monosaccharideinheiten zersetzt werden (Pee-

ling), mussen die Glykane sofort im Anschlul® zu ihren Alditolen reduziert werden. In

14



Einleitung

Folge dessen stehen die hierbei gewonnen Glykane nicht mehr fur Derivatisierungs-
reaktionen des reduzierenden Endes zur Verfigung. Ein weiterer Nachteil ist, dass
die Extraktion von kleinen Mengen an Glykanen durch die grolRen Mengen an einge-
setzten Salzen erschwert wird.

Mit der Umstellung auf mildere Bedingungen (Ammonium-basierte (3-Elimination [25])
kénnen die reduzierenden Enden der Glykane erhalten werden, ohne das Zerset-
zungs-Reaktionen (Peeling) auftreten. Auf diese Weise wird auch die anschlielRende

Durchflhrung von Derivatisierungen ermoglicht.

OH

R" OH CH
o) | OH o}
Glykan——O H NH3/H,0 Glykahn——0 Glykan——0
d mh’ NH Tphd-b Y HO =° === ykan HO OH
NHAC NHAG

NHAC

H,0 ﬂ NH;

OH OH

R o

o]
HBO: 0
Glykan o et J—
-
y HO OH Glykan——07 NH,

NHAc NHAc

Abbildung 1-VII: Abspaltung eines Glykans mittels Ammonium-basierter 3-Elimination und an-

schlieBende Umsetzung zum reduzierenden Glykan mittels Borséure [25]

1.2.3. Derivatisierungsreagenzien

1.2.3.1. Derivatisierung der Hydroxylgruppen

Die am haufigsten verwendete Methode flr die Derivatisierung der Hydroxylgruppen
von Zuckern ist die Permethylierung. Durch Reaktion mit einer Base und einem Me-
thylierungsreagenz werden alle Hydroxylgruppen des Zuckers/Glykans in Methylester
umgewandelt. Auch vorhandene Carboxyl- und Aminogruppen reagieren zu den ent-
sprechenden Methylderivaten. Standardreagenz fur die Permethylierung ist eine Mi-
schung aus Natriumhydroxid, Methyliodid und Dimethylsulfoxid, mit denen die Glyka-
ne innerhalb kirzester Zeit umgesetzt werden [27]. Neuere Methoden verwenden mit
Natriumhydroxid bepackte Mikrosaulen, auf denen noch kleinste Mengen von mit Me-

thyliodid und Dimethylsulfoxid gemischten Glykanenproben quantitativ und schnell de-
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rivatisiert werden konnen [28]. Jedoch mussen die Derivatisierungsreagenzien vor der
Analyse der Zucker entfernt werden.

Auch die Umsetzung der Hydroxylgruppen zu Acetaten [29], Boronaten [30] und an-
deren Derivaten ist moglich, dennoch bleibt die Permethylierung Methode der Wahl.
Dies lasst sich hauptsachlich darauf zurtckfuhren, dass der Massenanstieg durch die
kleineren Methylgruppen geringer ausfallt, als beispielsweise durch Acetylgruppen.
Dadurch kénnen selbst groRere methylierte Glykane noch ohne Einschrankungen mit-
tels Massenspektrometrie analysiert werden.

Permethylierung bringt verschiedene Vorteile fur die Analyse von Zuckern. Zum einen
wird die Polaritat der Molekule verringert und gleichzeitig die thermische Stabilitat er-
hoht, wodurch die Untersuchung durch Fast-Atom-Bombardement-Massen-
spektrometrie (FAB-MS), oder Kopplung von Gaschromatographie und Massenspekt-
rometrie (GC-MS) ermdglicht wird. Bei neueren Verfahren wie MALDI (matrix-assisted
laser desorption/ ionisation) oder ESI (electrospray ionisation) kommt es aullerdem
zur Verbesserung der lonisierung und Erhéhung der Signalintensitat [31]. Zum ande-
ren kdnnen sowohl neutrale als auch saure, sialylierte Glykane gleichzeitig im positi-
ven Modus bestimmt werden, da es durch die Derivatisierung auch zur Permethylie-
rung der Carboxylgruppen kommt. Dariber hinaus werden die Sialinsauregruppen
stabilisiert, wodurch verhindert wird, dass diese bei der lonisation abgespalten und
dadurch nicht detektiert werden konnen [32].

Allerdings hat die Permethylierung von Glykanen auch verschiedene Nachteile [31].
Zum einen kénnen bereits vorher vorhandene Methylierungen des Glykans nicht mehr
nachgewiesen werden, zum anderen kann es aufgrund der Reaktionsbedingungen zu
basenkatalysierten Abspaltungen von Monosaccharideinheiten kommen (Peeling).
Darlber hinaus kann eine ,Ubermethylierung® der Glykane auftreten, in dem aus einer
Nebenreaktion der Derivatisierungsreagenzien entstandener lodomethyl-methylether
mit den Hydroxylgruppen der Zucker zu Methoxymethylgruppen reagiert. Dies fuhrt
dazu, dass in den entsprechenden Spektren lonen mit héheren Massen als die des
normal methylierten Glykans auftreten.

Die Analyse methylierter Glykane liefert jedoch wertvolle Hinweise auf Verknlpfungs-
stellen und Verzweigungen, da nach Fragmentierung oder Hydrolyse der Zucker an
den Spaltstellen underivatisierte Hydroxylgruppen zurtickbleiben. Ursprung dieser Me-
thoden ist die Methylierungsanalyse nach Lindberg [33]. Hier werden die methylierten

Polysaccharide erst hydrolysiert und dann reduziert, um die Entstehung von a- und
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B-Anomeren zu vermeiden. Die entstandenen Zuckeralkohole kénnen nun noch ace-
tyliert und sowohl Position, als auch Anzahl der Verknlpfungen mittels GC/MS detek-
tiert werden.

Mittels ESI- oder MALDI-MS/MS konnen die Bindungsstellen auch direkt aus den me-
thylierten Zuckern bestimmt werden. Durch Fragmentierung der protonierten Glykane
[34] oder ihrer Natriumaddukte [35] kann aus den Spaltungen der glycosidischen Bin-
dungen die Sequenz und zusatzlich durch Spaltungen in den Zuckerringen die Ver-

knupfungsstellen ermittelt werden.

1.2.3.2. Derivatisierung der Carbonylgruppe

Die Carbonylgruppe des reduzierenden Terminus von Zuckern und Glykanen kann
auf verschiedenste Weisen derivatisiert werden. Wie schon oben erwahnt, wird dies
dazu genutzt den Molekulen bestimmte Eigenschaften zu verleihen. Dazu zahlen
UV- oder Fluoreszenzaktivitat, positive oder negative Ladungen, oder die Fahigkeit
mit anderen Substanzen kovalente Bindungen eingehen zu kénnen. Dies wiederum

erleichtert Aufreinigung, Trennung, Detektion und Strukturaufklarung.

|. Reduktive Aminierung

Die reduktive Aminierung ist eine der am haufigsten verwendeten Derivatisierungsme-
thoden fur Saccharide. Dazu wird der reduzierende Zucker, in Gegenwart eines Re-
duktionsmittels, mit einem groBen Uberschuss Amin versetzt. Es bildet sich eine

Schiffsche Base, die sofort weiter zum sekundaren Amin reduziert wird.

OH

R\O o)
HO
OH HoN o) OH HoN o) OH HoN 0
OH
R OH Reduktion R OH
+  HN —» RN — % R H
OH 2 O N O N
HO = HO
R\ OH OH OH
o)
Ho A
o]
reduzierender Zucker 2-AB Schiffsche Base derivatisierter Zucker

H

Abbildung 1-VIII: Reduktive Aminierung am Beispiel von 2-Aminobenzamid
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Diese Reaktion wird meist unter leicht sauren Bedingungen in Dimethylsulfoxid
durchgefihrt, um die Ring6ffnung des Zuckers zu beglnstigen und eine optimale
Ausbeute zu gewahrleisten. Der Reduktionsschritt dient der Stabilisierung des Deriva-
tes, als Reduktionsmittel wird in der Regel Natriumcyanoborhydrid verwendet [36].
Aufgrund des hohen Uberschusses an Reagenzien missen Reinigungsschritte
durchgefuihrt werden, um zu vermeiden, dass gro3e Mengen an Salzen die Analyse

der Zucker storen.

Verbreitete Derivatisierungsreagenzien sind 2-Aminobenzamid (2-AB) [36], 2-Amino-
pyridin (AP) [37] und 2-Aminobenzoesaure (AA). Fir Anwendungen in der Kapillar-
elektrophorese stehen negativ geladene Substanzen wie 8-Aminonaph-
talen-1, 3, 6-trisulfonsaure (ANTS) oder 8-Aminopyren-1, 3, 6-trisulfonsaure (APTS)
zur Verfigung. Diese und andere erhaltliche Aminierungsreagenzien ermdglichen die
UV-/fluorimetrische Detektion und erleichtern die massenspektrometrische Analyse.
2-Aminobenzoesaure beispielsweise zeigt starke Fluoreszenz [38] und eignet sich
durch die negative Ladung sehr gut fur die Massenspektrometrie im negativen Modus
[39]. Allerdings kdnnen Sialinsauren nicht mit diesem Reagenz derivatisiert werden.
Sobald die Struktur der 2-Aminobenzoesaure verandert wird, kommt es zur Verringe-
rung der Fluoreszenz, jedoch kénnen dadurch andere Funktionalitdten gewonnen
werden. Das verwandte 2-Aminobenzamid etwa zeigt im Vergleich zur Saure eine
schlechtere Fluoreszenz [40] und auch die Fragmentierung mittels MALDI liefert we-
niger aussagekraftige Details [39]. Andererseits kann 2-Aminobenzamid durch das

Fehlen der negativen Ladung verstarkt zur Trennung von Zuckern mittels RP-HPLC

0,8 NH,
+
Na
R
o OH o NH, Na
NH, S0,
NH; NH, N NH,
X
| N + + +
a Na N
/ - - a-
HO.S S0, 0,5 SO,

2-Aminobenzoesaure 2-Aminobenzamid 2-Aminopyridin  8-Aminonaphtalen-1,3,6-trisulfonsaure 8-Aminopyren-1,3,6-trisulfonséure
(AA) (2-AB) (AP) (ANTS) (ABTS)

eingesetzt werden.

Abbildung 1-IX: Gebréuchliche Derivatisierungsreagenzien zur reduktiven Aminierung
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Durch Chromatographie auf Normalphasensaulen kbnnen anhand der Retentionszei-
ten von 2-AB-derivatisierten Oligosacchariden, Glykangréf’e und Molekullgewicht be-
stimmt und damit strukturelle Untersuchungen von Glykanen durchgeflihrt werden
[31]. Dazu werden die Retentionszeiten mit denen einer Dextranleiter verglichen und
als ,glucose units* angegeben. Entsprechende Datenbanken zur Auswertung wurden
bereits veroffentlicht [41].

Eine weitere Moglichkeit der Anwendung von Aminierungsreagenzien besteht in der
Umsetzung von Zuckern zu ihren Glykosylaminen. Diese entstehen durch Auslassen
des Reduktionsschrittes der reduktiven Aminierung [42] und liegen im Gleichgewicht
mit der Schiffschen Base vor. Im Unterschied zu den reduzierten Aminen besitzen die
Glykosylamine einen geschlossenen, terminalen Zuckerring. Die entsprechend deriva-
tisierten Zucker wiesen bei chromatographischer Trennung und massenspektrometri-
scher Detektion im Vergleich zu den reduzierten Aquivalenten verbesserte Eigen-
schaften auf. Beispielsweise konnte durch die Umsetzung von Disacchariden zu Gly-
kosylaminen mit para-Aminobenzoesaure (ABA) gezeigt werden, dass diese mehr In-
formationen in Bezug auf Verknipfung und Anomerie lieferten als die reduzierten De-
rivate [43]. Daruber hinaus kdnnen die nativen Oligosaccharide aus den Derivaten un-
ter schwach sauren Bedingungen zurtickgewonnen und fir weitere Methoden einge-
setzt werden [44]. Problematisch ist dagegen, wie oben bereits erwahnt, die geringere

Stabilitat der Produkte insbesondere unter sauren Bedingungen.

II: Hydrazine und Hydrazide

Die Derivatisierung der Carbonylgruppe mit Hydrazinen/ Hydraziden ist ein wesentlich
schonenderes Verfahren als die reduktive Aminierung, da die Reaktion ohne Redukti-
onsmittel in wassrigen LOosungsmitteln ablauft. Ein weiterer Vorteil ist, dass weder
Salze eingesetzt, noch wahrend der Reaktion gebildet werden. Dadurch entfallen
aufwendige Reinigungsschritte und das Produkt kann sofort im Anschluss vermessen
werden. Dies er6ffnet die Mdglichkeit von ,,on-target‘-Derivatisierungen fir MALDI-MS
Analytik [45]. Hierzu werden die Glykanproben direkt auf dem MALDI-Target mit dem
Derivatisierungsreagenz vermischt, kurz erhitzt und mit Matrix versetzt. Im Anschluss
kann die nun derivatisierte Probe ohne weitere Zwischenschritte vermessen werden.

Ein positiver Aspekt der Kopplung von Zuckern mit Hydrazinen ist auch, dass der ter-

minale Zuckerring nach der Derivatisierung groftenteils in einer ringgeschlossenen,
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B-anomeren Form vorliegt [46,47]. Bei der reduktiven Aminierung dagegen entstehen
ausschlielich die ringoffenen Zucker. Dadurch sind die Einsatzmdglichkeiten dieser
Derivate in funktionellen Studien begrenzt, da die Affinitat zu den Bindungspartnern
verringert ist.
OH
0]

HO
HO
OH

OH
H Q H
+  HN—N—R —> HO HN—N—R
OH HO
OH
OH
HO
HO A

OH

OH

Abbildung 1-X: Derivatisierung von reduzierenden Zuckern mit Hydrazinen

Die Hydrazin-derivatisierten Saccharide sind bei neutralen Bedingungen in wassriger
Losung Uber langere Zeit stabil, jedoch werden sie bei niedrigeren pH-Werten schnell
hydrolysiert [48]. Dies bringt einerseits Einschrankungen bei Lagerung und Losungs-
mitteln, andererseits kdnnen die Zucker dadurch unter leicht sauren Bedingungen zu-
rickgewonnen werden [49].

Haufig eingesetzte Derivatisierungsreagenzien sind  Phenylhydrazin  [50],
N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-Hydrazid ((FMOC)-Hydrazid) [51] und Pyrenbutter-
saurehydrazid [52] um Chromophore oder Fluorophore einzufluihren, beziehungsweise

Girard's T [53] um ein geladenes Derivat zu erhalten.

Phenylhydrazin FMOC-Hydrazid Pyrenbuttersaurehydrazid Girard's T

Abbildung 1-XI: Gangige Derivatisierungsreagenzien auf Hydrazinbasis

Analog zu den Derivaten der reduktiven Aminierung werden hier durch die hydropho-
ben aromatischen Systeme die Trennungen durch HPLC und CE verbessert sowie
photometrische und massenspektrometrische Detektion von geringsten Probenmen-

gen ermoglicht. Die Einfihrung einer positiven Ladung, beispielsweise durch
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Girard's T-Reagenz, erhoht wiederum die lonisierungsfahigkeit in ESI- und MALDI-
Massenspektrometrie und somit auch die Signalintensitat [54,55]. Jedoch zeigten spa-
tere Untersuchungen, dass, insbesondere bei der Analyse von N-Glykanen, mit neut-
ralen Derivatisierungsreagenzien bessere Ergebnisse erzielt werden [56,57]. Eine
weitere Moglichkeit ist die Kopplung von Biotinderivaten an die reduzierenden Enden
der Zuckermoleklle, mit deren Hilfe Glykane an Streptavidin/Avidin-beschichtete

Oberflachen geheftet werden kénnen (siehe Kapitel 1.2.4).

Ein Nachteil der Hydrazinderivate ist, dass es durch die Derivatisierung haufig zur
Entstehung von Isomeren kommt. Dies aullert sich in der Detektion massegleicher
Doppelpeaks bei der Durchfihrung chromatographischer Methoden. Zum einen kann
das durch die Bildung von ringoffener und ringgeschlossener Form verursacht wer-
den, zum anderen kdnnen auch Stereoisomere an der Kopplungsstelle entstehen
[68,59].

OH OH OH

OH OH Oﬂ OH

—Q
HO HO HO
HO

Abbildung 1-XlII: Mégliche Produkte der Derivatisierung von Mannose mit einem Hydrazinderi-

vat; a: B-D-Mannosederivat; b: a-D-Mannosederivat; c: ringoffenes Derivat

lll: Weitere Derivatisierungsreagenzien

Eine weitere Moglichkeit der Derivatisierung an der
Carbonylgruppe ist die Bildung von Pyrazolon- HN-
Derivaten mittels 1-Phenyl-3-methyl-5-pyrazolon (PMP) OH o

[60]. Dabei reagieren zwei Aquivalente PMP mit dem

entsprechenden reduzierenden Zucker unter Entste- oA }NH

hung eines zweifach derivatisierten Produkts. o”
Die Kondensationsreaktion lauft unter milden Bedin-
gungen ab, so dass auch sialylierte Glykane ohne Zer- PMP-Glucosederivat
setzung umgesetzt werden kénnen [61]. Auch leicht Abbildung 1-XII:

abgewandelte Formen von PMP wurden erfolgreich zur PMP-derivatisierter Zucker
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Derivatisierung von Zuckern eingesetzt. Weitere Varianten zur Derivatisierung des re-
duzierenden Terminus sind vorhanden, haben sich aber nicht im gleichen Ausmafl
durchgesetzt, wie die bisher erwahnten. Daher wird auf diese Methoden hier nicht

weiter eingegangen.

1.2.4. Biotinylierung von Glykanen

Biotin hat eine hohe Affinitat zu den Proteinen Avidin und Streptavidin (Ka~10" M™).
Diese Bindung ist sehr spezifisch, so dass fast ausschlief3lich Biotin und Biotinkonju-
gate nichtkovalent gebunden werden [62]. Daher eignen sich biotinhaltige Derivatisie-
rungsreagenzien gut fur die Isolierung und Fixierung von Molekulen, um sie fur bio-
analytische Detektionssysteme verfligbar zu machen. Biotin hat den zusatzlichen Vor-
teil, dass es aufgrund seiner geringen MolekulgroRRe die biologische Aktivitat der Deri-
vate nicht beeinflusst [62].

Alle Biotinylierungsreagenzien sind nach dem gleichen Prinzip aufgebaut. An einem
Ende befindet sich die Biotingruppe, an die, durch einen Spacer raumlich getrennt,
eine reaktive Gruppe geheftet ist. Der Spacer bringt Abstand zwischen die an die re-
aktive Gruppe gekoppelten Molektle und die Biotingruppe, um eine bessere Bindung

an Avidin zu gewahrleisten [63].

SR

an A —
NH
b 0
S N \/\/\)J\ N7 N
& H Abbildung 1-XIV:
\ / \ J Grundlegender Aufbau eines Biotiny-
Biotin Spacer Reaktive lierungsreagenzes am Beispiel von

Gruppe BACH

Die zur Derivatisierung von Glykanen verwendeten Biotinylierungsreagenzien enthal-
ten groltenteils Hydrazide als reaktive Gruppe. Im Falle des Biotinyldiaminopyridins
(BAP) [64] kdnnen die Glykane auch uUber die reduktive Aminierung derivatisiert wer-

den. BAP hat zwar den Vorteil der UV- und Fluoreszenzaktivitat, 6ffnet aber den ter-
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minalen Zuckerring der Oligosaccharide. Dadurch kann die Affinitat zu Lektinen und
anderen Bindungspartnern verringert werden, insbesondere bei kleineren Glykan-
strukturen [65]. Bei Hydrazidstrukturen wie Biocytinhydrazid [66], Biotinamidocapro-
ylhydrazid (BACH) [67], Biotinyl-L-3-(2-naphtyl)-alaninhydrazid (BNAH) [65] und 4-
(Biotinamido)phenylhydrazid (BPH) [68] dagegen, bleibt der geschlossene Ring des
endstandingen Zuckers erhalten. Ein Nachteil ist, dass einzig Biocytinhydrazid und
BACH heute noch kommerziell erhaltlich sind, wodurch die Auswahl an Reagenzien

zur Biontinylierung von Glykanen stark eingeschrankt ist.
0

HNJ(

NH
Biotinyldiaminopyridin (BAP) d/\/wﬂ N _NH,
S | ~

0 =
0
HN" N
Biocytinhydrazid H o
g g QLV\HVN\/\AHJ\N/NHZ
H
o © NH;
HN™ “NH
Biotinamidocaproylhydrazid (BACH) H\/\/\)CJJ\ NH,
S N7
5 H
o]
e @
Biotinyl-L-3-(2-naphtyl)-alaninhydrazid gj\/vYH O
(BNAH) S 0
O HN
J(Z NH,
HN™ “NH
4-(Biotinamido)phenylacetylhydrazid dwﬂ
S O
(BPH) I ©\/U\N,NH2
H

Abbildung 1-XV: Biotinreagenzien zur Derivatisierung von Glykanen

Durch die Befestigung von biotinylierten Glykanen auf den Streptavidin-beschichteten
Oberflachen von Mikrotiterplatten [69] oder Glaschips [70] kdnnen nun die Interaktio-

nen mit Antikdrpern, Proteinen oder Lektinen beobachtet werden. Insbesondere die
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Bestimmung von Glykanstrukturen durch bekannte Lektine (glycan-profiling) ist eine
weitverbreitete Technik, um die Glykanbesetzung von Proteinen zu untersuchen. Lek-
tine sind Proteine oder Glykoproteine, die Glykanstrukturen spezifisch erkennen und
binden koénnen [71]. Concanavalin A beispielsweise bindet nur an endstandige
a-Mannose und a-Glucoseeinheiten, wodurch etwa High-Mannoseglykane detektiert
werden kénnen. Durch Markierung der Lektine mit Fluoreszenzmarkern lasst sich der

Glykanbesatz von Proteinen sowohl qualitativ als auch quantitativ erfassen.
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1.3. Massenspektrometrie

Anfang des 20. Jahrhunderts entwickelte Francis William Aston, aufbauend auf Stu-
dien von J.J.Thomson [72] das erste Massenspektrometer und konnte damit 212 der
287 stabilen Isotope nachweisen [73]. Dafiur erhielt er 1922 den Nobelpreis fir Che-
mie. Ausgehend von dieser Entdeckung kam es bis zur heutigen Zeit zur Entwicklung
einer Vielzahl an unterschiedlichen Massenspektrometern, die in den verschiedensten
Bereichen Anwendung finden.

Im Wesentlichen sind alle Massenspektrometer nach dem gleichen Prinzip aufgebaut.
Sie bestehen aus drei Einheiten: der lonenquelle, die die Probenmolekile ionisiert,
dem Analysator, in dem die lonen nach ihrer Masse getrennt werden und dem Detek-
tor, der die lonen anschliel3end erfasst. Als Detektoren dienen ublicherweise Elektro-
nenvervielfacher, wie Mikrokanalplatten oder Photomultiplier.

In den Anfangen der Massenspektrometrie waren die lonisierungsmethoden haupt-
sachlich auf thermisch stabile, flichtige Substanzen ausgerichtet. Erst in den letzten
Jahrzehnten wurden Instrumente entwickelt, die auch fur polare, nichtflichtige Mole-
kile weitgehend geeignet sind. Durch diese Entwicklungen wurde die Massenspekt-
rometrie auch fur Biomolekule zuganglich.

Fur grol3e Molekulle, wie Proteine oder Glykane, sind gegenwartig ESI- und MALDI-
Massenspektrometrie die Mittel der Wahl. Beide gelten auch als weiche lonisierungs-
arten, was bedeutet, dass sie zur Bildung von intakten Analytionen flihren und die
Fragmentierung des primar erzeugten Analyten vermieden wird. Im folgenden Kapitel

werden die Prinzipien dieser beiden lonisationsmethoden naher erlautert.

1.3.1. ESI- und MALDI-Massenspektrometrie

1.3.1.1. ESI-lonenfalle und ESI-Triplequadrupol

.Electrospray ionization“ (ESI) ist eine der schonendsten lonisierungsmethoden der
Massenspektrometrie und eignet sich zudem gut zur Kopplung an Flussigchromato-
graphische Methoden, da die Gewinnung der lonen aus der Losung erfolgt.

Der lonisierungsvorgang kann in drei Schritte unterteilt werden [74]:

1. Vernebelung der Probenlésung zu elektrisch aufgeladenen Tropfchen
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2. Verkleinerung der Tropfchen
3. Freisetzung der lonen in die Gasphase und Transport in das Hochvakuum des
Massenspektrometers

Die Zerstaubung der Probenlosung erfolgt beim Verlassen der durch ein elektrisches
Feld aufgeladenen Elektrospraykapillare. Bei Annahme, dass im positiven Modus ge-
messen wird, reichern sich positiv geladene lonen an der Oberflache der Lésung an.
Durch das starke elektrische Feld entsteht an der Spitze der Kapillare ein sogenann-
ter Taylor-Konus. In Kombination mit einem Trocknungsgas, das konzentrisch um die
Kapillarspitze ausgestof3en wird, wird die Losung aus der Kapillare in Richtung Ge-
genelektrode gezogen und in geladene Tropfchen dispergiert [71-73]. Durch den kon-
stanten Gasfluss verdunstet das Losungsmittel, wodurch die Tropfchen kleiner wer-
den und die Ladungsdichte zunimmt. Es werden zwei Theorien zur Freisetzung der
lonen in die Gasphase diskutiert. Die Erste lautet, dass es durch die Verringerung des
Tropfchendurchmessers zur Erhdhung der Ladung bis zu dem Punkt kommt, an dem
die Oberflachenspannung Uberwunden wird (Raleigh Limit) und das Tropfchen in
mehrere kleinere gespalten wird (Coulomb-Explosion). Dieser Prozess wiederholt sich
solange bis nur noch ein Analytion pro Tropfchen vorhanden ist und dieses in die
Gasphase Ubergeht. Die andere Theorie nach Iribarne und Thomson [76] besagt,
dass die lonen durch Absto3ungsreaktionen direkt in die Gasphase Ubergehen, so-

bald die Tropfchen eine gewisse GrofRe unterschritten haben.

. @
Nebulizer Gas > O
@ P @
Faz t@® + + F
N @ ® o+
Probenlésung > ® @+ 4
g & + @ . 4
- @ . L@ + + .
@ .9,
I ® . *
| ’ J
Taylor Konus
Elektrospray Verdunstung des Lésungsmittels,
Kapillare Verkleinerung der Trépfchen,

Ubergang der lonen in die Gasphase

Abbildung 1-XVI. Entstehung der lonen bei der Elektrosprayionisierung, adaptiert nach
P.Kebarle [75]
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ESI-Quellen kdnnen generell an alle Arten von Massenspektrometern gekoppelt wer-
den, besonders bewahrt haben sich aber Quadrupolmassenspektrometer, sowie lo-

nenfallen.

1. Quadrupolmassenspektrometer

In Quadrupolanalysatoren durchlaufen die lonen vier parallel liegende Stabelektroden
(Quadrupol). Dem jeweils gegenlberliegenden Stabepaar liegt eine Gleichspannung
an, das, kombiniert mit einem Hochfrequenzfeld, jeweils nur lonen einer bestimmten
Masse in einer spiralformigen Flugbahn passieren lasst. Die Flugbahn der lonen, die
eine andere Masse haben, wird dagegen instabil, sie treffen auf die Stabelektroden
und werden entladen. Durch Variationen der Spannung am Quadrupol kann der kom-
plette Massenbereich gescannt werden [77].

Durch Reihenschaltung zweier oder mehrerer Quadrupolsysteme kdnnen Fragmentie-
rungsexperimente durchgefuhrt werden. Der klassische Aufbau eines Triplequads be-
steht aus drei linear angeordneten Quadrupolen, wobei der mittlere als Kollisionszelle
dient. Im ersten Quadrupol werden die lonen der gewlnschten Masse selektiert
(Precursor), in die Kollisionszelle geleitet und dort mit einem inerten Kollisionsgas be-
schossen. Dieser Vorgang wird als ,Collision-induced dissociation“ (CID) bezeichnet.

Der dritte Quadrupol leitet die Produktionen dann weiter zum Detektor [78].

2. lonenfallenmassenspektrometer

Das Prinzip einer lonenfalle besteht darin, dass die lonen in einem Quadrupolfeld ge-
fangen gehalten und kontrolliert freigegeben werden konnen. Der Analysator besteht
aus drei hyperboloid angeordneten Elektroden- einer Ringelektrode und zwei End-
kappenelektroden, die jeweils eine Offnung fiir Eintritt und Austritt der lonen haben.
Durch eine variable Hochfrequenzspannung auf der Ringelektrode werden die lonen
nach ihrem Eintritt in den Analysator auf einer stabilen, komplexen Flugbahn gehal-
ten. Wird zusatzlich an beiden Endkappenelektroden eine Wechselspannung ange-
legt, kdnnen die lonen aus ihrer stabilen Flugbahn gerissen und damit in den Detektor
gelenkt werden [79]. Der Vorteil einer lonenfalle besteht darin, dass die lonen mehr-
fach fragmentiert werden konnen. Dazu werden die Precursor-lonen auf einer stabilen
Bahn gehalten und mit Kollisionsgas (Stickstoff oder Helium) beschossen. Die daraus
entstehenden Produktionen kénnen nun entweder zum Detektor entlassen oder er-

neut selektiert und fragmentiert werden [78].
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1.3.1.2. MALDI-TOF und MALDI-TOF/TOF

.Matrix-assisted laser desorption/ ionisation® (MALDI) erlaubt die Detektion sehr ge-
ringer Mengen an Substanzen. Dazu wird die Probe zu einem Uberschuss an Matrix
auf eine Target-Platte gegeben. Durch das Verdampfen des Lésungsmittels kristalli-
siert die Matrix aus und schliel3t den Analyten dabei ein. Dies bewirkt eine homogene
Verteilung des Analyten und fuhrt dazu, dass bei Laserbeschuss die Laserenergie
gleichmafig aufgenommen und verteilt werden kann [80]. Als Matrix werden meist
kleine organische Substanzen eingesetzt, die ein UV- oder IR-Maximum bei der Wel-
lenlange des verwendeten Lasers haben. Haufig verwendete Matrizes fur die Analyse
von Glykanen und Glykoproteinen sind a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure, 2,5-Dihydroxy-
benzoesaure (DHB), oder Super-DHB — eine Mischung aus 2,5-Dihydroxybenzoe-
saure und 10 % 2-Hydroxy-5-methoxybenzoesaure [39]. Die Beimischung von Additi-
ven zum DHB steigert die Auflosung, verbessert das Kristallisationsverhalten und

macht die Messung weniger empfindlich gegen Verschmutzungen [81].

HO 0 HO o]
0
OH OH
X OH
CN
HO HO ~o
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure 2,5-Dihydroxybenzoesaure 2-Hydroxy-5-methoxybenzoesaure

Abbildung 1-XVII: MALDI-Matrizes fiir die Analyse von Glykanen

Diese Matrizes sind geeignet flr Laser im UV-Bereich, wie Stickstoff-Laser (337 nm)
oder Nd:YAG-Laser (Neodym-dotierter Yttrium-Aluminium-Granat-Laser) (355 nm/
266 nm). Durch die Aufnahme der Laserenergie wird die Matrix ionisiert und reif3t die
Probenmolekile mit in die Gasphase. Dabei wird die Ladung der durch die
Sauregruppe als Protonendonor dienenden Matrixmolekile auf den Analyten
Ubertragen [80]. Die Detektion der Molekile erfolgt meist mittels Kopplung an
Time-of-flight-Detektoren (TOF) [82], die Messungen in einem nahezu unbegrenzten
Massenbereich ermdglichen. TOF-Analysatoren messen die Zeit, die die Molekule
bendtigen, um am Detektor anzukommen. Die Teilchen werden in einem elektrischen
Feld beschleunigt und anschlieend in einer feldfreien Flugréhre nach ihrem Masse-

zu-Ladungsverhaltnis getrennt. Dabei erreichen schwere Teilchen den Detektor
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spater als leichte Teilchen [83]. Je nach lonisationsmodus, werden die Molekulionen
als einfach geladene positive oder negative lonen erfasst. Dabei kdnnen sowohl
Protonen als auch Metallionen (Me) auf den Analyten Ubertragen werden ([M+H]",
[M+Me]", bzw. ([M-H], [M-Me]) [84,85]. Kohlenhydrate werden in der Regel im
positiven Modus als [M+Na]*- oder [M+K]"-lonen bestimmt [86,87].

Dass ein Teil der Molekulionen wahrend des Fluges zum Analysator Fragmentie-
rungsreaktionen unterliegt, wird beim PSD-MALDI genutzt. Der sogenannte ,post-
source decay“ (PSD) erfolgt dabei einerseits durch Kollisionen mit Matrixmolekulen
wahrend der Beschleunigungsphase und andererseits durch Zusammenstole mit
Gasteilchen auf der Driftstrecke zum Detektor [88]. Entscheidende Nachteile des
PSD-MALDI, z.B. lange Messzeiten und geringe Fragmentierungseffizienz, flhrten
durch Weiterentwicklung zu MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometern. Die Reihen-
schaltung zweier TOF-Analysatoren in Kombination mit einer LIFT-Einheit ermdglicht
eine hohe Massenauflosung und eine sensitive Messung von Fragmentspektren in-
nerhalb kirzester Zeit. Zunachst werden die lonen in der Kollisionszelle fragmentiert
und anschliefend die Precursor-lonen und ihre zugehorigen Fragmentionen im lo-
nenselektor ausgewahlt (TOF 1). In der LIFT-Einheit kommt es nun zu einer Potenti-
alerhéhung (,potential lift) und Beschleunigung der lonen hin zu TOF 2. Dort werden
die restlichen, unfragmentierten Precursor-lonen im lonendeflektor ausselektiert und

die Fragment-lonen zum Detektor gelenkt [89].

Target mit in Matrix

auskristallisierter  Kollisionszelle Reflektor
Probe

lonenselektor lonendeflektor Detektor 1

! |

—

]

Detektor 2
L I 1 J1 ]
lonenquelle TOF 1 LIFT TOF 2

Abbildung 1-XVIII: Schematischer Aufbau eines MALDI-LIFT-TOF/TOFs, adaptiert nach
Suckau et al. [89]
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1.3.2. Fragmentierung von Zuckern und Glykanen

Die Fragmentierung von Molekullen wird genutzt um Informationen Uber deren Aufbau
zu gewinnen. Dabei wird die Tatsache genutzt, dass die Spaltungen in der Molekul-
struktur meist nicht willkirlich entstehen, sondern abhangig von der Zusammenset-

zung nach bestimmten Mustern ablaufen.

Das Fragmentierungsverhalten von Kohlenhydraten hangt von mehreren Faktoren ab.
Ein Kriterium ist die auf das zu fragmentierende lon Ubertragene Energie. Bei
CID-Fragmentierungen wird beispielsweise mehr Energie eingesetzt als bei
PSD-Fragmentierungen. Ebenfalls eine Rolle spielt, ob der Zucker als einfach oder
mehrfach geladenes lon vorliegt und welche Art von Addukten gebildet wird. So sind
die MS/MS-Spektren von mehrfach geladenen lonen weniger aussagekraftig als die
einfach Geladener [87]. Auch sind die Fragmentspektren von [M+Na]® oder [M+Li]’-
lonen aufschlussreicher als die von [M+H]*-lonen, da hier vermehrt Spaltungen in den
Zuckerringen auftreten (cross-ring cleavages) [90], [91]. Diese Spaltungen wiederum
sind interessant im Hinblick auf Art und Verknupfung der Zucker miteinander, die mit-
unter sehr komplex sein kénnen.

Da einige Bruchstlcke bei der Fragmentierung von Glykanen mit sehr hoher Regel-
maRigkeit auftreten, wird dies auch als Methode zur Detektion von Glykanen genutzt.
Dafur eignen sich vor allem Triplequadrupolmassenspektrometer. Die ionisierten Mo-
lekile werden dazu direkt in die Kollisionszelle eingeleitet und fragmentiert. Anschlie-
Rend werden alle Vorlauferionen, die ein bestimmtes Fragment abspalten, detektiert

(Precursor ion scan).

Aufgrund der Komplexitat der entstehenden Spaltungen im Zuckermolekil wurde von
Domon und Costello [92] eine Nomenklatur zur Bezeichnung der Bruchstellen entwi-
ckelt, abgeleitet von der Nomenklatur der Peptide. Spaltungen bei denen die Ladung
an dem Teil des Zuckers verbleibt, welches das reduzierende Ende enthalt, werden
mit X, Y und Z bezeichnet. Wird das nicht-reduzierende Ende abgespalten, ist dies
durch A, B oder C gekennzeichnet. Der Index gibt an, an welcher glykosidischen Bin-
dung - vom jeweiligen Ende aus gesehen - gespalten wurde. A und X bezeichnen
Spaltungen innerhalb des Zuckerrings, hier wird zusatzlich angegeben, welche beiden

Bindungen gespalten wurden.
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Abbildung 1-XIX: Nomenklatur nach Domon und Costello [92],

mit freundlicher Genehmigung von Springer Science und Business Media

Liegen verzweigte Zucker vor, so wird mit griechischen Buchstaben angegeben, wel-
che Kette abgespalten wurde, wobei die groRte Kette mit a bezeichnet wird.

Eine weitere Besonderheit bei der Interpretation von Fragmentspektren ist die
Entstehung von Umlagerungen, sogenannter ,Rearrangements®. Diese durch die
Fragmentierung verursachten Umgruppierungen im Molekul treten bei einem Grofteil
aller Substanzen auf. Dabei wird unterschieden zwischen zufalligen und spezifischen
Umlagerungen [93]. Interessant sind hauptsachlich die spezifischen Umlagerungen im
Molekul, da sie zur Strukturaufklarung beitragen koénnen. Auch bei der
Fragmentierung von Kohlenhydratstrukturen wurde gezeigt, dass es durch
Umstrukturierungen zum Verlust innenliegender Monosaccharide [94] oder zur
Migration von Fucoseeinheiten kommen kann [95]. Die genauen Mechanismen, die zu
diesen Rearrangements flihren, sind, trotz verschiedener Vorschlage, noch nicht
genau bekannt [96]. Allerdings sind davon hauptsachlich protonierte Molekule
betroffen, bei Natriumaddukten oder deprotonierten Substanzen scheint dieses
Phanomen nur selten aufzutreten [97]. Daher sind vor allem Fragmentspektren
betroffen, die durch Tandemmassenspektrometrie aufgenommen wurden. Als
Nomenklatur wurde, als Erganzung zu Domon und Costello (s.0.), vorgeschlagen, die
entstehenden Strukturen als Y*,, lonen zu bezeichnen. N und M stehen fur die
Bindungen, vom reduzierenden Ende aus zahlend, zwischen denen es zum Verlust

der Monosaccharideinheit kommt [98].
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1.4. Ziel der Arbeit

Im Zuge dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss verschiedene Derivatisie-
rungsreagenzien auf das Verhalten von Kohlenhydraten in Bezug auf Detektion und
Fragmentierung in LC-ESI- und MALDI-Massenspektrometrie haben und in wie fern
sich dies auf die Aufklarung der Saccharidstrukturen auswirkt.

Dazu wurden drei Derivatisierungsreagenzien auf Hydrazidbasis mit dem
Standardderivatisierungsreagenz ~ 2-Aminobenzamid, @ wie auch mit den
underivatisierten Zuckern verglichen. Die verwendeten Hydrazide waren zum einen
das bereits von P. Kapkova bearbeitete BACH [99], sowie die erstmals zu diesem
Zweck verwendeten Substanzen Isonicotinsaurehydrazid (INH) und das davon
abgeleitete biotinhaltige BINH (1-(6-Biotinylhexyl)-2-oxo-isonicotinsaurehydrazid).

Die zu derivatisierenden Kohlenhydrate umfassten die in N-Glykanen vorkommenden
Monosaccharide, sowie verschiedene Di- und Trisaccharide. Auch die nativen
N-Glykane von Ribonuclease B und Ovalbumin, sowie mehrere Standardglykane

wurden mit den verschiedenen Derivatisierungsreagenzien umgesetzt.
Die Zuckerderivate wurden im Hinblick auf folgende Punkte untersucht:

» Vollstandigkeit der Umsetzung der Zucker und Glykane mit den neuen Deriva-

tisierungsreagenzien INH und BINH
» Verklrzung des Derivatisierungsablaufes mittels Mikrowelle

» Veranderung des Trennverhaltens bei fllissigchromatographischen Methoden
auf HILIC- und RP-Phasen

» Veranderung der Signalintensitat bei Erfassung durch massenspektrometrische
Methoden

» Veranderung des Fragmentierungsverhalten, insbesondere in Bezug auf die

Strukturanalyse von Oligosacchariden

» Madglichkeit der Kopplung BINH-derivatisierter Zucker an Streptavi-
din-beschichtete Oberflachen mit anschliel3iender Bindung durch fluoreszenz-

markierte Lektine
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2. Ergebnisse und Diskussion
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2.1. Derivatisierung und Analyse von Mono-/ Di- und Trisaccha-

riden

2.1.1. Hintergrinde
|. Kompositionsanalyse

Die strukturelle Untersuchung eines Glykans oder Polysaccharids beinhaltet zunachst
dessen Sequenzanalyse, da Art und Haufigkeit der vorkommenden Monosaccharide
wertvolle Hinweise auf die Natur des vorliegenden Kohlenhydrats geben. Hierflr wer-
den die Zucker zunachst hydrolysiert, indem sie in 2-4 M Trifluoressigsaure (TFA) o-
der Salzsaure (HCI) fur circa sechs Stunden auf 100-120 °C erhitzt werden. Dabei
wird TFA fur die Spaltung der neutralen Monosaccharide verwendet, HCI fur die der
Aminozucker, wodurch die Gefahr von Zersetzungsreaktionen verringert wird [96,97],
[102]. Jedoch werden auch Methoden angewandt, die beide Zuckerarten mit TFA frei-
setzen [103,104]. Durch die Hydrolyse kommt es zur Deacetylierung der Aminozu-
cker, diese werden daher in einem weiteren Schritt mit Acetanhydrid reacetyliert
[101]. Sialinsduren mussen separat durch Enzyme, wie beispielsweise Neurami-
nidasen, abgespalten werden.

Im Anschluss an die Hydrolyse folgt meist die Derivatisierung der Monosaccharide.
Durch Verringerung der Polaritat und Kopplung mit Chromophoren wird die Trennung
auf gangigen Saulenmaterialien mittels HPLC ermdglicht, sowie die Detektion durch
UV- und Massenspektrometrie erleichtert. Anhand der im Hydrolysat bestimmten Mo-
nosaccharide konnen Ruckschlusse auf die vorhandenen Glykane gezogen werden.
Die Anwesenheit von N-Acetylglucosamin weist beispielsweise auf die Gegenwart von
O-Glykanen hin, da dieses Monosaccharid nur selten in anderen Arten von Glykanen
vorkommt. Werden dagegen groRere Mengen an Mannose nachgewiesen, so deutet
dies auf N-Glykane hin [3].

Il. Trennung mittels HPLC

Eine oft verwendete Methode zur Trennung nativer Monosaccharide ist die Hochleis-
tungsanionenaustauschchromatographie (high performance anion exchange chroma-
tography — HPAED) gekoppelt mit gepulster amperometrischer Detektion (pulsed am-
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perometric detection — PAD) [105]. Hier erfolgt die Separation mittels stark alkalischer
mobiler Phasen auf positiv geladenen Anionenaustauschern. Durch geringfugige Un-
terschiede in den pKs-Werten der Hydroxy-Gruppen kommt es zur Trennung der Zu-

cker, auch isomere Strukturen kdnnen durch diese Methode aufgetrennt werden.

Zur Trennung auf herkdbmmlichen RP-Saulenmaterialien missen die Monosaccharide
dagegen zunachst derivatisiert werden, da die Auftrennung der Zucker durch ihre Po-
laritdt meist stark beeintrachtigt wird. Die fur diese Arbeit verwendeten stationaren

Phasen werden im Nachfolgenden naher beschrieben.

Die gangigste stationare Phase in der Flissigchromatographie ist die Umkehrphase
(Reverse Phase — RP). Basis dieses Saulenmaterials ist Kieselgel, welches Uberwie-
gend mit Octadecyl- oder Octylgruppen modifiziert wird. Zusatzlich sind verschiedene
Varianten mit Isobutylseitenketten, Pentafluorphenyl- (PFP) oder Phenylhexylresten
und anderen Endgruppen mdglich. RP-Saulen eignen sich durch ihre Hydrophobizitat
nur bedingt zur Trennung sehr polarer Substanzen. Zucker werden auf dieser Phase
kaum zuruckgehalten, durch Derivatisierung kann die Retention jedoch verbessert

werden.

Eine Alternative fur die Trennung polarer Substanzen ist die HILIC-Phase (Hydrophilic
Interaction Chromatography), eine Weiterentwicklung der Normal-Phasen-Chromato-
graphie (NP), bei der die Substanzen auf einer hydrophilen stationaren Phase mit Hil-
fe einer weniger polaren mobilen Phase separiert werden. Im Gegensatz zu den sehr
unpolaren Losungsmitteln wie Hexan, die in der NP-Chromatographie Verwendung
finden, kénnen die gleichen FlieRmittel wie in der RP-Chromatographie eingesetzt
werden, was nicht nur zu einer besseren Handhabung fuhrt, sondern auch zu einer
einfachen Kopplung an massenspektrometrische Detektion. Zudem wird durch den
hohen Anteil an organischer Phase im FlieBmittel die Sensitivitat bei Elektrosprayioni-
sation erhoht [106]. Ahnlich wie bei den Umkehrphasen sind auch bei der HILIC ver-
schiedene Oberflachen im Handel erhaltlich. Die einfachste stationare Phase besteht
aus underivatisiertem Kieselgel, welches allerdings einige Nachteile gegenuber modi-
fizierten Kieselgelen mit sich bringt. Beispielsweise kommt es leicht zum Uberladen
der Saule, aulerdem kann es zur irreversiblen Bindung an die Oberflache der statio-
naren Phase kommen, da die Trennung der Analyten hauptsachlich durch deren Ad-
sorption an der Saulenoberflache erfolgt. Im Gegensatz dazu beruht das Trennprinzip

der HILIC-Phasen hdchstwahrscheinlich auf Verteilungsvorgangen zwischen der
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Wasserschicht auf dem hydrophilen Saulenmaterial und der relativ hydrophoben mo-
bilen Phase [107].
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Abbildung 2-I: Stationdre Phasen in der HPLC

Durch Derivatisierung der Kieselgeloberflache mit Aminopropyl-, Amid- oder Hydro-
xylgruppen werden die negativen Effekte minimiert. Auch geladene oder zwitterioni-
sche Phasen wie Sulfobetainstrukturen werden zur Trennung eingesetzt, da diese zu-
satzlich Uber elektrostatische Wechselwirkungen verfliigen. Fir die vorliegende Arbeit
wurde eine HILIC-Saule mit Diol-Phase (Kinetex HILIC, Phenomenex) verwendet. Di-
ol-Phasen haben eine ahnliche Polaritat wie normales Kieselgel, sind durch die Modi-
fizierung jedoch stabiler und neigen weniger zu Adsorptionsvorgangen. Durch die Fa-
higkeit zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen und die hohe Polaritat wird die
Trennung von stark polaren Substanzen, wie beispielsweise Zuckern, stark begunstigt
[1086].

Eine weitere stationare Phase die sich zur Kohlenhydratanalytik eignet, ist pordser
Graphit-Kohlenstoff (porous graphitized carbon — PGC), ein Material, das aus gitterar-
tig, hexagonal angeordneten Kohlenstoffatomen besteht. Die Substanz zeichnet sich
durch eine groRe Oberflache mit gleichmafligen Poren aus, die gleichzeitig sehr wi-
derstandsfahig gegen saure und basische Lésungsmittel, sowie hohe Temperaturen
und Dricke sind [108]. Der Trennmechanismus beruht zum gréfdten Teil auf hydro-
phoben Wechselwirkungen, vergleichbar mit einer Umkehrphase. Zusatzlich spielen

aber auch elektronenabhangige Faktoren, wie beispielsweise 1-1m-Wechselwirkungen,
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eine Rolle [108,109]. Damit lasst sich auch die Fahigkeit von PGC zur selektiven
Trennung isomerer Substanzen erklaren. Durch die unterschiedliche raumliche An-
ordnung der polaren und unpolaren Gruppen von Isomeren treten verschieden starke
Wechselwirkungen mit der stationaren Phase auf, was dazu flhrt, dass die Molekile
auf der Saule getrennt werden kénnen [109]. Insbesondere in der Zuckeranalytik, bei
der eine Vielzahl von Epimeren und Stereoisomeren vorkommen, kann diese Eigen-

schaft von groRem Nutzen sein.

[1l. Detektion

Die Detektion der Zucker und Glykane erfolgte in der vorliegenden Arbeit mittels UV-
und Massenspektrometrie. Fur die Mono-, Di- und Trisaccharide wurde die
ESI-lonenfallen-Massenspektrometrie gewahlt (siehe 1.3.), zum einen aufgrund der
mdglichen Kopplung an die HPLC, zum anderen wegen des messbaren Massenbe-
reichs. Dieser reicht bis zu vergleichsweise niedrigen Massen im zweistelligen Be-
reich. Mittels MALDI-Massenspektrometrie waren die kleinen Zuckermolekile eher
schwer zu bestimmen, da dort im unteren Messbereich Matrixeffekte einen starken

Einfluss haben.

V. Ziele

Angesichts der Tatsache, dass die Glykobiologie, und damit auch die Glykananalytik,
ein rapide wachsendes Forschungsfeld ist, sind zuverlassige Methoden mit ubiquitar
verfugbaren Derivatisierungsreagenzien und Geratschaften elementar. Dazu zahlen
sowohl Trennung und Nachweis von kleinen Zuckern, als auch Ermittlung und ldenti-
fikation von Glykanen. Daher wurde im Verlauf dieser Arbeit einerseits die Untersu-
chung von P. Kapkova [99] am Derivatisierungsreagenz BACH weitergefuhrt und an-
dererseits zwei neue Derivatisierungsreagenzien auf Eignung zur Markierung von Zu-
ckern und Glykanen getestet. Folgendes Kapitel beschaftigt sich zunachst mit der De-
rivatisierung der Mono-, Di- und Trisaccharide, der Trennung auf verschiedenen Sau-

len sowie dem Verhalten bei Detektion und Fragmentierung.
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2.1.2. Derivatisierung

Fur die Derivatisierung wurden folgende Monosaccharide ausgesucht: Xylose (Xyl),
Fucose (Fuc), Glucose (Glc), Mannose (Man), Galactose (Gal), N-Acetylglucosamin
(GlcNAc) und N-Acetylneuraminsaure (Sialinsaure/ SS). Diese Zucker dienen in bio-
logischen Systemen als die wesentlichen Grundbausteine fur N-Glykane, bezie-
hungsweise sind, im Falle von Glucose, an deren Aufbau beteiligt [110]. Zusatzlich
wurden die Disaccharide Lactose (Lac), Maltose (Mal) und Cellobiose (Cel) und die
Trisaccharide 3’Sialyl-N-acetyllactosamin (3'SLN) und 6Sialyl-N-acetyllactosamin
(6"SLN) derivatisiert. Hier lag das Augenmerk darauf, ob die strukturell sehr ahnlichen
Zucker mit Hilfe der Kopplungsreagenzien getrennt und identifiziert werden kénnen
[110].
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Abbildung 2-1I: Derivate der verschiedenen Derivatisierungsreagenzien am Beispiel von Man-

nose
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Als Derivatisierungsreagenzien wurden Biotinamidocaproylhydrazid (BACH), Isonico-
tinsaurehydrazid (INH), 1-(6-Biotinylhexyl)-2-oxo-isonicotinsaurehydrazid (BINH), so-
wie 2-Aminobenzamid (2-AB) als gut untersuchtes Standardderivatisierungsreagenz
verwendet.

Fur INH und BINH als neue Derivatisierungsreagenzien wurde zunachst die Derivati-
sierungsreaktion optimiert. Die Derivatisierung von Zuckern mit Hydrazinen oder Hyd-
raziden wird Ublicherweise in wassrigem Ethanol oder Methanol (10 - 85 %), teils mit
Zusatz von schwachen Sauren (meist Essigsaure), bei Temperaturen zwischen
37 °C - 90 °C durchgefuhrt und dauert zwischen 20 Minuten und 16 Stunden
[50,52,53,61].

|. Derivatisierung im Thermomixer®

Zur Derivatisierung der verschiedenen Zucker mit INH und BINH wurden zunachst die
gleichen Bedingungen gewahlt, die auch fur das bereits in dieser Hinsicht untersuchte
BACH beschrieben waren [99]. Dafir wurde ein fiinffacher Uberschuss an Derivatisie-
rungsreagenz zu den jeweiligen Zuckern gegeben und in 95 % Methanol fir 60 Minu-
ten bei 90 °C im Thermomixer® erhitzt. Die Umsetzung wurde im Anschluss mittels
Direkteinspritzung in die ESl-lonenfalle Uberpruft. Dabei zeigte sich, dass sowohl bei
der Kopplung mit INH, als auch mit BINH die Zucker nicht komplett umgesetzt worden
waren. Daher wurde die Reaktionszeit zunachst auf 75 Minuten verlangert, doch auch
hier zeigten sich in den Massenspektren noch Reste der urspringlichen Saccharide.
Bei einer Reaktionszeit von 90 Minuten schlie3lich wurde nur noch das Reaktionspro-
dukt in Form des derivatisierten Zuckers nachgewiesen. Auf Zugabe von Saure, wie
beispielsweise Essigsaure, zum Derivatisierungsansatz wurde aus Stabilitatsgrinden
verzichtet [48], ebenso wie auf den Zusatz von Salzen, um zusatzliche Reinigungs-
schritte zu vermeiden.

In Abbildung 2-Ill sind exemplarisch die Spektren der Umsetzung mit BINH darge-
stellt. Der hochste Peak im Spektrum zeigt jeweils das Derivatisierungsreagenz BINH
mit einer Masse von m/z 480.3. Zusatzlich zu diesem Massenpeak und dem des deri-
vatisierten Zuckers erscheinen jeweils noch einige andere in den Spektren. Da diese
Massen (z.B. m/z 259.1, m/z 539.2) jedoch regelmalig in fast allen Spektren vor-

kommen, ist davon auszugehen, dass dies keine Nebenprodukte der Derivatisierung
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Abbildung 2-1ll: Komplette Umsetzung von verschiedenen Zuckern durch das Derivatisie-

rungsreagenz BINH. Die durchgehenden Kreise kennzeichnen das umgesetzte Produkt, die

gestrichelten Kreise die Stelle, an der der underivatisierte Zucker auftreten wiirde.
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sind, sondern aus Verunreinigungen des im Hause hergestellten Derivatisierungsrea-
genzes BINH stammen.

Um diese Vermutung zu bestatigen, wurden Losungen von BINH vor und nach dem
Derivatisierungsvorgang vermessen. Dabei zeigte sich, dass sowohl vor, als auch
nach dem Erhitzen des Reagenzes die gleichen Stérmassen auftraten, die auch bei
der Derivatisierung der Zucker vorhanden waren. Dadurch ist zum einen auszuschlie-
Ren, dass bei der Derivatisierung der Zucker zur Entstehung unerwinschter Neben-
produkte kam und zum anderen, dass sich das Derivatisierungsreagenz selbst wah-
rend der Reaktion zersetzt.

Die Umsetzung der Zucker mit INH wurde auf gleiche Weise gepruft. Auch hier ergab
sich, dass alle Zucker komplett durch das Derivatisierungsreagenz umgesetzt werden.
Im Gegensatz zu BINH wurden jedoch kaum zusatzliche Peaks, welche auf Verunrei-

nigungen hinweisen wirden, detektiert.
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Abbildung 2-1V: Vollsténdige Umsetzung verschiedener Mono-, Di- und Trisaccharide durch
das Derivatisierungsreagenz INH. Die durchgehenden Kreise kennzeichnen das umgesetzte
Produkt, die gestrichelten Kreise die Stelle, an der die underivatisierten Zucker auftreten wiir-
de.

Abbildung 2-1V zeigt einen Auszug der Spektren verschiedener INH-derivatisierter Zu-
cker. Im Gegensatz zu der Umsetzung mit BINH wurde das Derivatisierungsreagenz

hier nur in geringen Spuren detektiert, da es sich in einem niedrigen Massenbereich
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befindet (m/z 138.2). Die Zucker wurden sowohl in protonierter Form, als auch als
Natriumaddukte nachgewiesen.

Fur BACH und 2-AB wurden diese Untersuchungen nicht durchgefuhrt, da beide Sub-
stanzen bereits zur Derivatisierung von Zuckern verwendet wurden und entsprechen-

de Vorschriften zur Umsetzung vorhanden sind [36,63,95].

[M+H]* [M+H]* [M+H]* [M+H]* [M+H]*
underivatisiert INH BINH BACH 2-AB

Xyl 151.13 270.25 612.70 504.61 271.28
Fuc 165.16 284.28 626.73 518.64 285.31
Glc 181.16 300.28 642.73 534.64 301.31
Man 181.16 300.28 642.73 534.64 301.31
Gal 181.16 300.28 642.73 534.64 301.31
GIcNAc 222.21 341.33 683.78 575.69 342.36
SS 310.27 429.39 771.84 663.75 430.42
Mal 343.30 462.42 804.87 696.78 463.45
Cel 343.30 462.42 804.87 696.78 463.45
Lac 343.30 462.42 804.87 696.78 463.45
3'SLN 675.60 794.72 1137.17 1029.08 795.75
6'SLN 675.60 794.72 1137.17 1029.08 795.75

Tabelle 2-1: Berechnete Massen der protonierten, derivatisierten und underivatisierten Zucker

Il. Derivatisierung in der Mikrowelle

Zusatzlich zur Derivatisierung im Thermomixer® wurde die Umsetzung von Zuckern
mit INH auch mittels Mikrowellentechnologie durchgefihrt.

Reaktionsablaufe, die in der Mikrowelle durchgefiihrt werden, haben eine Reihe von
Vorteilen. Zum einen konnen Synthesen schneller und mit einer hoheren Ausbeute
ausgefuhrt werden, zum anderen wird die Entstehung von Nebenprodukten verringert
und die Reproduzierbarkeit erhoht [111]. Die Effektivitat der Mikrowelle beruht auf der

Art der Erwarmung - wahrend bei herkdmmlicher Warmezufuhr durch Heizplatten o.a.
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zunachst das Gefal erhitzt wird, welches die Warmeenergie dann von aul3en auf das
Reaktionsgemisch weiterleitet, wird durch die Mikrowellenstrahlung das Reaktions-
gemisch selbst erwarmt. Dadurch kommt es zu einer gleichmafigeren und vor allem
schnelleren Erhitzung der Probe. Dabei hangt die Fahigkeit zur Absorption von Mik-
rowellen zu einem grofRen Teil von dem verwendeten Losungsmittel und dessen Die-
lektrizitatskonstante ab. Polare Losungsmittel wie Alkohole oder DMSO (Dimethylsul-
foxid) lassen sich leicht erhitzen, im Gegensatz zu apolaren Losungsmitteln wie He-
xan oder Toluol. Die Absorptionsfahigkeit eines Losungsmittels wird auch durch den
Verlust-Tangens tan 6 angegeben. Je hoher dieser ist, umso besser konnen Mikrowel-
len aufgenommen und in Warme umgewandelt werden. Dennoch kénnen auch apola-
re Losungsmittel fur die Mikrowellensynthese verwendet werden, da mit hoher Wahr-
scheinlichkeit zumindest eines der zugesetzten Reagenzien eine ausreichend hohe
Polaritat besitzt, um zur Erhitzung genutzt zu werden [111,112]. Zur Reaktionskontrol-
le werden NMR, FTIR oder chromatographische Methoden wie HPLC oder Dunn-
schichtchromatographie eingesetzt [113].

Das Ziel der Derivatisierung von Zuckern in der Mikrowelle war, die Reaktionszeit bis
zu vollstandigen Umsetzung der Saccharide zu verklrzen. Dazu wurde Glucose mit
einem Uberschuss an INH-Reagenz versetzt und in Methanol gelést. Im Anschluss an
die Derivatsierung wurde, analog zur Derivatisierung im Thermomixer®, der Grad der
Umsetzung durch Direkteinspritzung in die lonenfalle Gberprift. Zunachst wurden die
Proben bei 110 °C tber 30 min bzw. 40 min erhitzt, hier zeigte sich jedoch keine voll-
standige Umsetzung des Zuckers. Nach Erhohung der Temperatur auf 120 °C und
Reaktionzeiten von 20 min, 30 min und 40 min zeigte sich bereits nach 30 min nur
noch ein schwacher Peak des ursprunglichen Zuckers im Spektrum. Nach 40 min Re-
aktionsdauer war ausschlielRlich der Peak des Derivates zu sehen. Durch weitere Er-
hohung der Temperatur auf 130 °C konnte bereits nach 20 min die komplette Umset-
zung der Glucose detektiert werden. Eine weitere Verkurzung der Reaktionszeit auf
15 min fuhrte jedoch wiederum zu einer unvollstandigen Reaktion. Die Erhdhung der
Temperatur auf 130 °C und Verklrzung der Reaktionszeit auf 20 min hatte den weite-
ren Vorteil, dass im vorderen Teil des Spektrums weniger Neben-/ Abbauprodukte zu
sehen waren. Eine Ubertragung dieser Reaktionsbedingungen auf weitere Zucker
fand bisher nicht statt, es ist jedoch zu erwarten, dass diese analog zur Derivatisie-

rung im Thermomixer® ein ahnliches Verhalten zeigen wie Glucose.
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Abbildung 2-V:
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Daher kdnnte die Derivatisierung von Zuckern in Zukunft durch dieses Verfahren er-
heblich beschleunigt werden. Ein Nachteil dieser Methode ist allerdings, dass wesent-
lich groRere Mengen an Zucker und Derivatisierungsreagenz bendtigt werden, als fur
die Umsetzung im Thermomixer®, da das Fullvolumen der Mikrowellengefalle 1 ml

nicht unterschreiten sollte.
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2.1.3. Trennung mittels HPLC-MS

Ziel dieser Untersuchungen war es, die durch die Derivatisierung der Kohlenhydrate
hervorgerufenen Veranderungen in den Retentionszeiten und in der Signalintensitat
zu detektieren. Hierfir wurden die underivatisierten Monosaccharide mit den INH-/
BINH- und BACH-Derivaten verglichen sowie zusatzlich mit denen des Standardderi-
vatisierungsreagenzes 2-AB. Zur Trennung wurden eine Kinetex C18- und eine Ki-
netex HILIC-Saule verwendet; detektiert wurde mittels ESI-lonenfallen-
Massenspektrometrie.

Als mobile Phasen wurden fur die C18-Saule Methanol und Ammoniumacetatpuffer
und fir die HILIC-Saule Acetonitrii und Ammoniumacetatpuffer gewahlt. Als fur die
Trennung am besten geeigneter Puffer stellte sich ein 100 mM Ammoniumacetatpuf-
fer mit pH 5.8 heraus. Die Variationsmoglichkeiten bei der Herstellung des Puffers wa-
ren durch die verringerte Stabilitat der Hydrazine in sauren Lésungen jedoch be-
schrankt [48]. Andererseits ist durch die Zugabe von Saure zur mobilen Phase die lo-
nisationsfahigkeit der Zuckermolekile verbessert, daher wurden auch Puffer im neut-
ralen pH-Bereich ausgeschlossen. Zu den organischen Fliefdmitteln Acetonitril und
Methanol wurde daher ebenfalls 0.1 % Ameisensdure gegeben. Ein Austausch des
Puffers gegen Wasser auf der C18-Phase stellte sich ebenso als ungeeignet heraus,
da es dadurch zu starker Peakverbreiterung kam. Die Trennung auf HILIC-Phasen
erfordert in jedem Fall die Verwendung eines Puffers, da dieser, abhangig von pH-
Wert und lonenstarke, die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen geladenen
Substanzen und ungeladenen Silanolgruppen verringert [106].

Aus den oben genannten Stabilitatsgrinden wurde ebenfalls von der Verdlinnung der
zu injizierenden Proben mit der jeweiligen mobilen Phase abgesehen. Diese wurden
in reinem Millipore®-Wasser beziehungsweise Acetonitril oder Methanol geldst.

Alle Trennungen wurden mehrfach durchgefihrt um die Reproduzierbarkeit zu ge-

wabhrleisten.

2.1.3.1. Monosaccharide

Zur Trennung wurden die Monosaccharide Xylose, Fucose, Glucose, Galactose,
Mannose, N-Acetylglucosamin und Sialinsdure verwendet. Dabei wurden sowohl die

nativen, underivatisierten Zucker eingesetzt, als auch samtliche Derivate.
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Auf C18-Phasen ist die Trennung underivatisierter Monosaccharide nach bisherigem
Stand der Analytik fast nicht moglich [114], auf HILIC-Phasen dagegen sind verschie-
dene Methoden vorhanden. Diese nutzen Amino- [115], Carbamoyl- [116] oder Poly-
succinimidphasen [117] zur Untersuchung der Zucker. Auch Diol-Phasen konnten er-
folgreich zur Trennung kleiner Zucker eingesetzt werden, jedoch kam es dabei haufig
zur Trennung der a- und B-Anomere der Monosaccharide, wodurch die ldentifikation
und die Trennung der einzelnen Zucker voneinander erschwert wird [118,119]. Zwar
kann dies durch Zusatz von Aminen (z.B. Triethylamin) zum Fliemittel unterdrickt
werden, allerdings flhrt dies zu starker Kontamination von Saule und Kapillaren und
wirkt sich nachteilig auf die Detektion niedermolekularer Substanzen durch massen-
spektrometrische Methoden aus [120].

Durch Derivatisierungen wird die Trennung der Monosaccharide auch mittels RP-
Chromatographie ermdglicht. Einige Hydrazid-Reagenzien wurden bereits zu diesem
Zweck eingesetzt, wie beispielsweise Phenylhydrazin [50], Fmoc-Hydrazid [51], oder
DABS-Hydrazid [121]. Alle fuhrten dazu, dass die Trennung der Zucker auf
C18-Phasen wesentlich verbessert werden konnte, wenn es auch nicht immer zu ei-
ner vollstandigen Trennung kam. Insbesondere die Epimere Glucose, Galactose und
Mannose erwiesen sich in dieser Hinsicht oft als problematisch.

Ein weiterer Aspekt der Derivatisierung von Kohlenhydraten ist die Erhdhung der Sig-
nalstarke zur Erleichterung der Detektion [122]. Daher sollten auch die Auswirkungen

in diesem Bereich beobachtet werden.

l. RP-C18

Bei Betrachtung der Extracted-lon-Chromatogramme nach Trennung auf der C18-
Phase in Hinsicht auf die Signalh6he, zeigten die Derivate mit BINH und BACH die
starksten Intensitaten, mit etwa einer Zehnerpotenz Erhohung gegenuber den underi-
vatisierten Zuckern. Nach Derivatisierung mit INH und 2-AB kam es ebenfalls zu einer
leichten Erhéhung der Signalstarke, allerdings in geringerem Umfang als bei den bio-
tinylierten Reagenzien.

Wie erwartet, konnten die underivatisierten Zucker (Chromatogramm A, Abb. 2-VI) auf
der apolaren Phase nicht getrennt werden, alle sieben Substanzen wurden unveran-

dert von der Saule eluiert.
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Die Derivatisierung mit INH (Chromatogramm B, Abb. 2-VI) brachte in der Hinsicht
Fortschritte, als dass Fucose und Sialinsdure abgetrennt werden konnten. Auch
N-Acetylglucosamin zeigte eine leicht verlangerte Retentionszeit im Vergleich zu den
Ubrigen Zuckern. Dagegen wurde Xylose jedoch kaum zurlickgehalten, obwohl auch
hier, ebenso wie bei Fucose, nur vier Hydroxygruppen im Zuckerring vorhanden sind.
Moglicherweise lasst sich dies durch die, im Vergleich zu Fucose, fehlende Methyl-
gruppe an Position 5 des Pyranoserings erklaren und die dadurch leicht erhdhte Pola-
ritat. Die starke Retention von Sialinsdure-INH ist hingegen schwer zu erklaren, da
dieses Monosaccharid sowohl Uber mehr Hydroxygruppen, als auch Uber eine Car-
boxylgruppe verfigt. Dennoch trat dieses Phanomen nicht nur im Falle der
INH-Derivate auf, sondern auch bei den ubrigen Reagenzien.

Bei den BINH-Derivaten (Chromatogramm C, Abb. 2-VI) konnten die einzelnen Mono-
saccharide besser aufgetrennt werden. Fucose-BINH, Sialinsaure-BINH und Xylose-
BINH wurden zuletzt eluiert, was bei Fucose und Xylose auf die geringere Anzahl an
Hydroxygruppen zuruckgefuhrt werden konnte. N-Acetylglucosamin-BINH dagegen
zeigte die geringste Retention aller Zucker. Galactose-BINH und Mannose-BINH lie-
Ren sich trotz Derivatisierung nicht trennen, wahrend Glucose-BINH zumindest teil-
weise isoliert werden konnte. Auch die Peaks von Glucose und N-Acetylglucosamin,
bzw. Xylose und Sialinsaure Uberschnitten sich, jedoch kdnnen diese Substanzen auf
Grund ihrer Masse unterschieden werden.

Die Trennung der BACH-derivatisierten Monosaccharide (Chromatogramm D,
Abb. 2-VI) verlief etwas besser, als die der BINH-Derivate. Fucose-BACH und Sialin-
saure-BACH wurden wiederum am starksten retiniert, auch N-Acetylglucosamin-
BACH konnte von den anderen Zuckern abgetrennt werden. Zwar waren Galactose-
BACH und Mannose-BACH in diesem Chromatogramm separiert, stattdessen eluierte
Glucose-BACH zur gleichen Zeit wie Mannose-BACH. Auch Xylose-BACH zeigte
Uberschneidungen mit Glucose-BACH, die verschiedenen Massen ermdglichen aller-
dings die Differenzierung.

Im Vergleich zu den vorigen Derivaten, konnten die 2-AB-Derivate (Chromato-
gramm E, Abb. 2-VI) am besten getrennt werden. Breite und Form der Peaks waren
ebenfalls besser, einzig Sialinsaure-AB entwickelte ein deutliches Tailing. Trotzdem
lieRen sich die Epimere Glucose-AB und Mannose-AB nicht vollstandig trennen. Sia-

linsdure-AB, Fucose-AB, N-Acetylglucosamin-AB und Xylose-AB eluierten in einer
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Abbildung 2-VI: Extracted-lon-Chromatogramme der Monosaccharide nach Trennung auf Ki-

netex RP-C18, Trennbedingungen siehe Kapitel 5.2.3.
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vergleichbaren Reihenfolge wie die INH-Derivate, konnten im Unterschied dazu kom-

plett abgetrennt werden.

[I: HILIC

In Bezug auf die Signalintensitat der verschiedenen Derivate wiesen die Chromato-
gramme der HILIC-Phase ein ahnliches Bild auf. Der grofte Anstieg in der Hohe der
Peaks lie® sich bei den BACH-Derivaten verzeichnen, die INH-, BINH- und
2-AB-derivatisierten Kohlenhydrate zeigten jeweils eine etwas geringere Intensitat,
waren aber im Vergleich zu den nativen Zuckern erkennbar erhoht.

Chromatogramm A (Abb. 2-VII) zeigt die Trennung der underivatisierten Zucker. Es
deutete sich bereits hier eine Trennung der Monosaccharide an, obwohl die Intensitat
der Peaks zum Teil sehr gering war. Im Gegensatz zu der apolaren C18-Phase soll-
ten in diesem Fall die unpolareren Zucker mit dementsprechend weniger Hydroxy-
gruppen zuerst von der Saule eluieren, wahrend die Hexosen und die Sialinsaure
starker zurtckgehalten werden. Im Hinblick auf Xylose und Fucose erwies sich diese
Vorhersage als korrekt, bei N-Acetylglucosamin dagegen, welches auf verschiedenen
Aminophasen ebenfalls weniger stark retiniert wurde [115,116], zeigte sich dieses
Verhalten jedoch nicht. Offensichtlich unterscheidet sich die Interaktionfahigkeit der
Diolphase mit N-Acetylglucosamin von der der Aminophase. Die Sialinsaure hatte mit
Abstand die langste Retentionszeit.

Nach Derivatisierung mit INH (Chromatogramm B, Abb. 2-VII) konnten die Monosac-
charide nahezu komplett getrennt werden. Lediglich Galactose-INH und Mannose-INH
konnten nicht basisliniengetrennt werden. Die Elutionsreihenfolge der Zucker veran-
derte sich leicht im Gegensatz zu den underivatisierten Aquivalenten, da
N-Acetylglucosamin-INH vor Galactose-INH und Mannose-INH detektiert wurde. Eine
mogliche Erklarung dafur ware, dass sich zwischen Derivatisierungsreagenz und Ace-
tamidogruppe des Glucosamins Wechselwirkungen ausbilden kénnen, die die Polari-
tat des Molekuls verringern. Des Weiteren kam es zur Ausbildung von massegleichen
Doppelpeaks bei der Trennung der Monosaccharide. Wie bereits einleitend erwahnt,
sind HILIC-Phasen in der Lage die Anomere von Zuckern zu trennen. Dies hangt vor
allem davon ab, ob der reduzierende bzw. anomere Teil des Saccharids die Kontakt-

region zur Oberflache der stationaren Phase ist [117].
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siehe Kapitel 5.2.3.
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Die Identifizierung und Zuordnung der jeweiligen Anomere zu den entsprechenden
Signalen fand im Rahmen dieser Untersuchungen jedoch nicht statt.

Die BINH-Derivate in Chromatogramm C (Abb. 2-VII) zeigten im Vergleich zu den un-
derivatisierten Zuckern nur wenig Verbesserung in der Trennung. Einige der Zucker
erschienen im Chromatogramm als Doppelpeaks, an der Elutionsreihenfolge anderte
sich jedoch nichts. Ebenso wie bei den INH-Derivaten wurde die Peakform durch die
BINH-Derivatisierung deutlich verbessert.

Bei den BACH-derivatisierten Zuckern (Chromatogramm D, Abb. 2-VII) ergab sich
ebenfalls die gleiche Reihenfolge der Detektion wie schon bei den nativen Kohlenhyd-
raten. In Bezug auf die Trennung zeichnete sich eine Verbesserung im Bereich von
Glucose-BACH und deren Epimeren Galactose-BACH und Mannose-BACH ab. Eine
Trennung von Galactose und Mannose erfolgte jedoch nicht. Auch hier kam es zum
Auftreten teils ausgepragter Doppelpeaks, was wiederum ein Hinweis auf die Tren-
nung der Anomere ist.

Im Vergleich zu den anderen Derivaten zeigten die 2-AB-Derivate (Chromato-
gramm E, Abb. 2-VII) eine relativ geringe Retention auf der HILIC-Phase. Zwar konn-
ten Sialinsaure-AB und N-Acetylglucosamin-AB deutlich abgetrennt werden, die restli-
chen Zucker eluierten jedoch sehr frih. Auch die Reihenfolge der Elution veranderte
sich, Fucose-AB wurde bereits vor Xylose-AB detektiert, Galactose-AB und Manno-
se-AB hatten ebenfalls die umgekehrte Abfolge. Es ist anzunehmen, dass dies mit der
ringoffenen Form der Zucker zusammenhangt, die durch Reduktion im Derivatisie-
rungsverfahren entsteht. Auch die Bildung von Anomeren wird dadurch unterbunden;
daher lagen alle Substanzen als Einzelpeaks vor. Die Trennung von Glucose-AB, Ga-
lactose-AB und Mannose-AB war nur sehr rudimentar ausgepragt und zur Unter-

scheidung dieser Substanzen nur schlecht geeignet.

Insgesamt ergab sich durch die Trennexperimente der derivatisierten Monosaccharide
folgendes Bild. Die Derivatisierung mit INH fuhrte bei der RP-Chromatographie nur zu
einer unzureichenden Trennung, bei der HILIC dagegen konnten die Zucker und
sogar deren Anomere nahezu komplett getrennt werden. Dies war gleichzeitig die
einzige Derivatisierungsart, die zur fast vollstandigen Separierung der Epimere
Glucose, Galactose und Mannose fuhrte. Nach Derivatisierung mit BINH wurde
ebenfalls hauptsachlich die Trennung auf der polaren HILIC verbessert. Hier konnten
alle Zucker bis auf Glucose und Galactose getrennt werden, wahrend auf der

Umkehrphase die Peaks teilweise Uberlappten. Die BACH-Derivatisierung erlaubte
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eine ahnlich gute Trennung auf der hydrophilen Phase und auch mittels C18 konnten
Fortschritte gegenuber BINH erzielt werden. Jedoch war auch hier keine Aufspaltung
von Mannose und Galactose zu erreichen. 2-Aminobenzamid erlaubt die beste
Separation der Zucker auf der C18-Phase, dennoch konnten Glucose und deren
Epimere nicht komplett aufgetrennt werden. Alles in allem sind die, flr eine Trennung
auf einer C18-Phase, am besten geeignetsten Derivatisierungsreagenzien 2-AB und
BACH, die nahezu vollstandigste Auftrennung der Substanzen wurde jedoch mittels
INH auf der HILIC-Saule erreicht. Trotz der verschiedenen Trennmechanismen der
Saulenmaterialien erwiesen sich beide als hilfreich bei der Trennung von
Zuckerderivaten. Daher spielt auch die Art des zu lI6senden Trennproblems bei der
Auswahl der stationaren Phase in Kombination mit der entsprechenden

Derivatisierung eine entscheidende Rolle.

2.1.3.2. Disaccharide

Zur Analyse der Disaccharide wurden Maltose (Mal), Cellobiose (Cel) und Lactose
(Lac), sowie ihre Derivate verwendet (Abb. 2-XIIl). Maltose und Cellobiose bestehen
jeweils aus zwei (1 — 4)-verknupften Glucoseeinheiten und unterscheiden sich nur in
ihrer Anomerie — Maltose ist das a-Anomer, Cellobiose das -Anomer. Lactose ist aus
Galactose und Glucose aufgebaut, welche B-(1 — 4)-glycosidisch verbunden sind.

Schwierigkeiten, die sich bei der Analyse dieser Zucker ergeben, sind einerseits durch
die schlechte Retention auf apolaren Saulenmaterialien wie C18 und andererseits
durch die groRe strukturelle Ahnlichkeit der Disaccharide untereinander begriindet.
Die Trennung verschiedenster Disaccharide wurde bereits auf unterschiedlichen,
meist Amin-modifizierten Kieselgelphasen durchgefuhrt [111,119,120]. Dadurch konn-
ten gewisse Regeln aufgestellt werden, die das Verhalten der Zucker auf der Saule
charakterisieren sollen. So lasst sich fur (1 - 2)-, (1 - 3)- und (1 — 4)-verknUpfte
Disaccharide sagen, dass die B-Anomere auf NH>-Phasen meist vor den a-Anomeren
eluieren [123]. Des Weiteren haben (1 — 6)-verbundenen Disaccharide eine hohere
Retentionszeit als die an anderen Positionen verknupften Zucker. Dies hangt mit der
erhdhten Flexibilitat dieser Position zusammen, wodurch der Zucker mehr Kontakt mit
der Oberflache der Saule bekommt. Dagegen wird durch die Anwesenheit von Fuco-

se, Fructose oder N-Acetylglucosamin im Disaccharid die Retention auf der Saule ver-
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ringert, da diese weniger Interaktion mit der Trennphase zeigen. Wird einer der Zu-
cker im Disaccharid gegen einen in der Elutionsreihe der Monosaccharide spater elu-
ierenden Zucker ausgetauscht, so eluiert auch das Disaccharid spater [115]. Auch die
Trennung derivatisierter Disaccharide wurde bereits mittels CE/UV untersucht [43].
Hier konnten nach Kopplung mit para-Aminobenzoesaure sowohl die verschieden

verknupften Saccharide, als auch ihre Anomere getrennt werden.

RP-C18:

Wie erwartet, konnten die underivatisierten Disaccharide (Abb. 2-VIII - A) auf der un-
polaren C18-Phase nicht getrennt werden. Alle drei Substanzen eluierten ohne Re-
tention von der Saule.

Nach Derivatisierung mit INH (Abb. 2-VIII - B) konnte die Verweildauer auf der Saule
nicht wesentlich erhdht werden. Auch die Trennung der Zucker erfolgte nur in sehr ge-
ringem Male, da die Polaritat der Derivate immer noch zu hoch war, um eine starkere
Interaktion mit der C18-Phase zu zeigen.

Dieses Bild anderte sich nach Umsetzung mit BINH (Abb. 2-VIII - C) und BACH (Abb.
2-VIIl - D). Insbesondere Lactose lie3 sich im Anschluss deutlich von Maltose und
Cellobiose abtrennen. Maltose und Cellobiose selbst konnten aber nur als
BACH-Derivate ansatzweise getrennt werden. Die Elutionsreihenfolge der
BACH-Zucker war Lactose, gefolgt von Cellobiose und Maltose.

Dies entspricht den Erwartungen, da Galactose bei der Trennung der Monosacchari-
de ebenfalls vor Glucose eluiert wurde. Daher wird auch das Galactose-haltige Disac-
charid Lactose zuerst detektiert. Die weitere Abfolge des [-anomeren Zuckers vor
dem entsprechenden a-Anomer lasst sich damit begrinden, dass, im Vergleich zu
den in den oben genannten Studien verwendeten polaren Sdulenmaterialien, hier eine
apolare Phase eingesetzt wurde und sich die Reihenfolge damit umkehrt. Jedoch
scheinen auch diese Derivatisierungen daher nur bedingt zur Auftrennung von Ano-
meren auf einer C18-Phase geeignet zu sein.

Anders stellt sich dies bei den 2-AB-Derivaten (Abb. 2-VIII - E) dar. Hier konnten alle
drei Substanzen komplett voneinander getrennt werden. Ebenso wie bei den vorigen
Derivaten eluierte zunachst Lactose, im Folgenden zeigte sich aber die umgekehrte

Reihenfolge. Eventuell konnte dies darauf zurickzufihren sein, dass die
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2-AB-Derivatisierung zu Reaktionsprodukten flihrt, die im Gegensatz zu den Hydra-

zid-Derivaten, einen geoffneten Zuckerring besitzen. Durch die daraus folgende ver-

anderte raumliche Anordnung des Disaccharides konnte demnach zu einer Verander-

ten Retention der Substanzen auf der Saule fihren.

5
Abbildung 2-VIII: A
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HILIC:

Im Vergleich zur RP18-Phase zeigte sich bei der HILIC-Phase ein wesentlich homo-
generes Bild. Zwar konnten auch hier die underivatisierten Saccharide (Abb. 2- IX - A)
nicht komplett getrennt werden, dennoch zeigt sich eine verstarkte Retention der Lac-
tose. Bereits nach Umsetzung mit INH (Abb. 2-IX - B) lieRen sich dagegen alle drei
Substanzen auftrennen. Die Reihenfolge war dabei bei allen Derivaten die Gleiche.
Zunachst wurde Maltose eluiert, gefolgt von Cellobiose und Lactose. Die hohe Re-
tentionszeit der Lactose lasst sich, wie bereits bei der RP18-Phase, mit der spateren
Elution von Galactose im Vergleich zu Glucose begrinden. Bei den anomeren Struk-
turen sollte hingegen nach einer weiteren Regel, die besagt, dass bei der Trennung
(1 — 4)-verknupfter Disacchariden auf Amin-Phasen die [-Anomere vor den
a-Anomeren eluieren, in diesem Fall zunachst Cellobiose detektiert werden. Das
stattdessen jeweils Maltose zuerst eluierte, lasst sich moglicherweise mit dem ver-
wendeten Saulenmaterial erklaren. Im Vergleich zu den in den Studien eingesetzten
Amin- oder Aminopropylphasen wurde in dieser Arbeit eine Diolphase genutzt. Die
Interaktion zwischen den Hydroxygruppen der HILIC-Phase und denen der Zucker hat
vermutlich starkere Auswirkungen auf die Retention der Anomere, als die der Amin-
phasen. Auch die Derivatisierung konnte Einfluss auf die Elutionsreihenfolge haben,
was jedoch schwer zu beweisen war, da bei den underivatisierten Anomeren keine
Trennung stattfand. Da allerdings eine weitere Studie [125], die gleichermalRen mit
Amin-modifizierten Saulen arbeitete, ebenfalls die umgekehrte Reihenfolge der Ano-
mere detektierte, ist ein Zusammenhang mit dem Saulenmaterial wahrscheinlicher.
Daher sind die oben genannten Regeln nicht als absolut anzusehen, sondern abhan-
gig von den verwendeten Materialien.

Im Vergleich zu den BINH-Derivaten (Abb. 2- IX - C) zeigten die BACH-Derivate
(Abb. 2- IX - D) eine weniger gute Trennung von Maltose und Cellobiose. Auffallig wa-
ren auch in diesem Falle die teilweise sehr deutlich ausgepragten Doppelpeaks der
Hydrazid-derivatisierten Zucker. Bei den 2-AB-derivatisierten Zuckern (Abb. 2- IX - E)
dagegen konnte wie schon auf der RP-Phase eine komplette Trennung erreicht wer-
den.

Damit Iasst sich zusammenfassend sagen, dass durch die Derivatisierung der Disac-

charide eine wesentliche Verbesserung der Trennung erreicht wurde. Insbesondere
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die Analyse auf der HILIC-Phase zeigt ihr Potential in Hinblick auf die Trennung von

anomeren Zuckern.

Abbildung 2-IX: Trennung der Disacchari- ' A 338
de mittels Kinetex HILIC, Trennbedingun- .
gen siehe Kapitel 5.2.3.
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2.1.3.3. Trisaccharide

Als Trisaccharide wurden 3’Sialyl-N-acetyllactosamin (3’SLN) und
6’Sialyl-N-acetyllactosamin (6’SLN) gewahlt (Abb. 2-XVII). Diese und andere Sialyl-
oligosaccharide kommen in freier Form in Urin und Milch des Menschen vor
[126,127]. Die daran beteiligten Sialinsauren, ebenso wie die an Glykoproteinen oder
Glykolipiden, sind dabei stets Uber eine a-(2 — 3)- oder eine a-(2 — 6)-glykosidische
Bindung an Galactose oder N-Acetylglucosamineinheiten geknupft [128].

Auch die hier verwendeten Zucker unterscheiden sich nur in der Sialinsdurebindestel-
le, bei 3'SLN ist die Sialinsaure Uber eine a-(2 - 3)-glykosidische Bindung an die Lac-
tosamin-Einheit geknupft, bei 6'SLN uber eine a-(2 — 6)-glykosidische Bindung.
Dadurch ergibt sich bei gleichem Molekulgewicht eine unterschiedliche raumliche An-
ordnung.

Die Trennung solcher saurer Oligosaccharide mittels HPLC kann uber lonenaus-
tausch- oder Aminopropyl-Phasen erfolgen [127, 129], auf C18-Phasen erfolgt jedoch,
wie schon bei den Mono- und Disacchariden keine Retention.

Trotz der anionischen Eigenschaften der Zucker wurde die massenspektrometrische
Detektion im positiven Modus vorgenommen. Zwar geben Zucker, die eine Saure-
gruppe enthalten, normalerweise im Negativen bessere Signale, doch die Entstehung

aussagekraftiger Fragmente bei MS(n)-Experimenten ist verringert [131].

RP-C18:

Wie schon oben erwahnt, konnten die beiden underivatisierten Trisaccharide (Chro-
matogramm A, Abb. 2-X) auf der C18-Phase nicht getrennt werden. Beide Peaks la-
gen bei etwa 2.3 min.

Auch bei den INH-Derivaten (Chromatogramm B, Abb. 2-X) zeigte sich kaum ein Un-
terschied in der Trennzeit der Zucker, beide Zucker kamen bereits kurz nach der Tot-
zeit von der Saule.

Nach Derivatisierung mit den groReren, unpolareren Biotinderivaten (Abb. 2-X, Chro-
matogramm C: BINH; Chromatogramm D: BACH) konnten beide Trisaccharide vonei-
nander basisliniengetrennt werden. Dabei eluierte 6’SLN jeweils vor 3’'SLN. Ein Grund

dafur kdnnte sein, dass 6°'SLN durch die hohere Flexibilitdt der a-(2 — 6)-Verknupfung
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eine grolRere polare Oberflache zeigt und daher schlechter mit der apolaren Phase
der Saule interagieren kann [115].

Im Vergleich konnten die BINH-Derivate besser voneinander getrennt werden als die
BACH-Derivate, es zeigten sich allerdings jeweils kleinere Doppelpeaks, hinter denen

sich die Anomere der entsprechenden Zucker verbergen konnten.
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Abbildung 2-X: Chromatogramme der Sialyl-N-acetyllactosamine nach Trennung auf Kinetex
RP-C18, Trennbedingungen siehe Kapitel 5.2.3.
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Auch die 2-AB-Derivate (Chromatogramm E, Abb. 2-X) konnten voneinander getrennt
werden, obwohl die Trisaccharide nur wenig auf der Saule zuruckgehalten wurden.
Moglicherweise hangt dies mit der ringoffenden Form des 2-AB-derivatisierten Zu-
ckers zusammen, der mit den anderen Zuckerringen des Trisaccharides leichter in
Wechselwirkung treten kann, als beispielsweise das ringgeschlossene INH-Derivat.
Die mehr oder weniger starke Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen zwi-
schen der offenen Kette und den Ringen wurde dann wiederum zu unterschiedlich
grol3en polaren Oberflachen der Sialyl-N-acetyllactosamine fihren und die Trennung

begulnstigen.

HILIC:

Auf der polaren Diol-HILIC-Phase konnten bereits die underivatisierten Trisaccharide
(Abb. 2-XI, Chromatogramm A) basisliniengetrennt werden (3’'SLN: 5,8 min; 6’SLN:
7,8 min). Hier zeigte sich, im Vergleich zur C18-Phase (Abb. 2-X), die umgekehrte
Elutionsreihenfolge. Dies spricht ebenfalls daftir, dass durch die groere Flexibilitat
der Verknupfung der Sialinsaure bei 6°'SLN mehr Wechselwirkung mit der diesmal po-
laren Phase entstehen konnen. In diesem Fall fuhrt es dazu, dass 6'SLN starker zu-
ruckgehalten wird als 3’SLN.

Auch die INH-Derivate (Abb. 2-XI, Chromatogramm B), BINH-Derivate (Abb. 2-XI,
Chromatogramm C) und BACH-Derivate (Abb. 2-XI, Chromatogramm D), konnten ba-
sisliniengetrennt werden. Bei den BINH- und BACH-Zuckern erschienen erneut Dop-
pelpeaks der gleichen Masse im Chromatogramm. Ebenso wie bei den Mono- und
Disacchariden ist dies wahrscheinlich auf die Bildung isomerer Strukturen bei der De-
rivatisierung zurickzufuhren.

Im Gegensatz zur RP18-Phase konnten die 2-AB-derivatisierten Oligosaccharide
(Abb. 2-XI, Chromatogramm E) an der HILIC-S&ule nicht komplett voneinander ge-
trennt werden. Moglicherweise hangt dies mit den, im Vergleich zu den Hydraziden,

unterschiedlichen strukturellen Eigenschaften der Derivate zusammen.

Alles in allem zeigten sich die Trenneigenschaften der HILIC-Phase jedoch sehr vor-
teilnaft zur Separation der beiden Trisaccharide. Innerhalb relativ kurzer Laufzeiten
konnten sowohl die nativen Zucker, als auch ein Grofdteil der Derivate aufgetrennt

werden. Dagegen liel sich die Trennung auf der RP18-Phase nur mit einem Teil der
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Derivate durchfiihren, wahrend die starker polaren Substanzen, wie beispielsweise

die INH-Derivate, sowie die nativen Zucker, fast unverandert eluierten.
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2.1.4. Fragmentierungsexperimente

2.1.4.1. Hintergrinde

Die herkdmmliche Vorgehensweise zur Ermittlung der Verknupfungsstellen eines Oli-
gosaccharides beinhaltet die Methylierung der freien Hydroxygruppen und die an-
schlielende Totalhydrolyse des Kohlenhydrates (siehe Kapitel 1.2.3.1). Diese Metho-
dik erfordert sowohl einen hohen Arbeits- als auch Zeitaufwand, sowie ausreichende
Probenmengen. Um darlUber hinaus die Anomerie der glykosidischen Bindungen be-
stimmen zu kénnen, werden meist Enzyme eingesetzt, was zusatzliche Kosten verur-
sacht. Eine wesentlich einfachere und schnellere Methode ist die Strukturaufklarung
mittels massenspektrometrischer Fragmentierung, da sich mit Hilfe reproduzierbarer
Fragmentierungsmuster ldentifizierungsregeln fur bestimmte Strukturelemente ablei-
ten lassen. Anhand spezifischer Spaltungen in den Zuckerringen kdnnen dadurch so-
wohl Verlinkungsstelle, als auch Anomerie ermittelt werden (siehe Kapitel 2.1.4.2). So
kann die Fragmentierung underivatisierter und derivatisierter Saccharide zur Struktur-
bestimmung genutzt werden.

In wie weit die Fragmentierung von Di- und Trisacchariden durch die Derivatisierung
mit INH, BINH, BACH und 2-AB beeinflusst wird, wurde im Folgenden naher unter-

sucht.

2.1.4.2. Fragmentierung von Disacchariden

Untersuchungen zur Fragmentierung von Glucopyranosyl-Disacchariden mittels
FAB-MS (Fast atom bombardment-Massenspektrometrie), ES-MS
(Electrospray-Massenspektrometrie) oder anderen Massenspektrometern wurden
bereits von verschiedenen Gruppen durchgeflhrt [127-130]. Bei der Differenzierung
zwischen den verschiedenen Verknupfungsmodglichkeiten der Zweifachzucker
(1= 1), 1-2)-, (1> 3)-, (1> 4)-, (1- 6)- Verknipfung) wird meist auf Messungen
im negativen Modus zurlUckgegriffen, da hier strukturspezifischere Fragmente zu
finden sind. Dies wird vor allem darauf zurickgefuhrt, dass im negativen Messmodus
selektiv die freie, anomere Hydroxygruppe des Zuckers deprotoniert wird. Dadurch
kommt es zur Ring-6ffnung und die Ladung wird auf den Ringsauerstoff Ubertragen.

Ist das anomere C-Atom blockiert, so wird das Disaccharid am C(2) des ersten
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Zuckers deprotoniert [136]. Im positiven Modus dagegen kann das Saccharid an
verschiedenen Stellen protoniert werden, was zu einer verringerten Selektivitat der
Fragmentierung fuhrt [134]. Die Art der VerknUpfung lasst sich dann anhand der Ring-
Spaltungen des reduzierenden Zuckers erkennen, welche im Bereich zwischen m/z
179 (Masse nach glykosidischer Spaltung) und m/z 341 (Masse des deprotonierten,
intakten Molekules) auftreten. Durch Vergleich der beiden jeweils hochsten Peaks in
diesem Bereich kann auf die Verlinkungsstelle geschlossen werden. Befindet sich der
hochste Peak etwa bei einer Masse von m/z 161, so kann davon ausgegangen
werden, dass ein (1 — 4)-glykosidisch verknlpftes Glucopyranosyl-Disaccharid
vorliegt [133].

Auch die Anomerie der VerknUpfungsstellen kann mit Hilfe der erhaltenen Fragmente
bestimmt werden. So spielen beispielsweise bei der Unterscheidung von Maltose
(a-(1 — 4)-glykosidische Bindung) und Cellobiose (B-(1 — 4)-glykosidische Bindung)

die Fragment-lonen der Massen m/z 179, m/z 221 und m/z 281 eine entscheidende

Rolle.
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Abbildung 2-XII: Fragmentierungswege von Cellobiose zu den zur Differenzierung bendétigten
Fragmenten [136]; Zugehérige Spaltungen benannt nach Nomenklatur von Domon und
Costello [92]
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Diese erscheinen im Spektrum der Maltose wesentlich prasenter als beim B-Anomer
Cellobiose [133]. Die unterschiedlich ausgepragte Entstehung dieser Fragmente
hangt mit der sterischen Anordnung der Anomere sowie deren Fragmentierungswe-
gen zusammen. So lasst sich im Vergleich zwischen den Anomeren zum Beispiel die
héhere Haufigkeit des Fragments m/z 221 bei der a-VerknlUpfung darauf zurtickflh-
ren, dass der Abbau zu dem Fragment der Masse m/z 161 aufgrund der raumlichen
Anordnung verringert ist. Gleiches gilt fur die Entstehung des lons der Masse m/z 179
[136]. Ebenso wie auf Glucopyranosyl-Disaccharide konnen diese Regeln auch auf

Galactopyranosyl-Disaccharide wie Lactose angewandt werden [133].

Des Weiteren wurde auch bereits das Fragmentierungsverhalten verschieden deriva-
tisierter Di- und Oligosaccharide beschrieben [43,137—139]. Anhand unterschiedlicher
Aminierungs-Derivate von Glucopyranosyl-Disacchariden, beispielsweise der ABBE-
Derivate (Aminobenzoesaurebutylester), konnten hier in gleicher Weise Anomerie und
Art der Verknupfung festgestellt werden. Dabei zeigte sich, dass zur Bestimmung der
Anomerie die gleichen Fragmente herangezogen werden konnten wie bei den underi-
vatisierten Zuckern. Im Unterschied dazu konnten die von den nativen Zuckern be-
kannten Fragmente zur Ermittlung der Verlinkungsstellen bei den Derivaten nicht ver-
wendet werden, stattdessen konnten jedoch andere signifikante Spaltungen detektiert
werden. Daruber hinaus fiel bei den in den obigen Studien beschriebenen Derivaten
auf, dass die Fragmentierung ringgeschlossener derivatisierter Zucker zur Entstehung
wesentlich aussagekraftigerer Spaltungen fuhrt, als die Fragmentierung der durch

Reduktion entstandenen ringoffenen Derivate.

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde die Differenzierung der verschiedenen Disac-
charide im negativen Modus durchgefuhrt. Zur Untersuchung des Fragmentierungs-
verhaltens wurden die drei (1- 4)-verknupften Zucker Maltose, Cellobiose und Lacto-

se verwendet.

CH,0H CH,0H

CH;0H CH,0H ° o
R R
o o CH,OH OH CH,OH or .
OH OH R o. O 4 OH o O T Rz. -OH
OH ¢} OH OH R<: -INH
OH OH on R®: -BINH
OH OH R* -BACH
Maltose Cellobiose Lactose RS -2-AB

Abbildung 2-XllII: Strukturen der verwendeten Disaccharide
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Die Glucopyranosyl-Disaccharide Maltose und Cellobiose variieren ausschliefl3lich in
der Anomerie ihrer glykosidischen Bindung, Lactose als Galactopyranosyl-

Disaccharid unterscheidet sich zusatzlich in der Art der verknupften Hexosen.

In Abbildung 2-XV sind die Fragmentspektren der verschiedenen Derivate von Malto-
se und Cellobiose dargestellt. Um die Reproduzierbarkeit der Spektren zu gewahrleis-
ten wurden die Fragmentierungen jeweils funffach durchgeflhrt.

Die Spektren der underivatisierten Disaccharide in der ersten Reihe zeigen jeweils ei-
nen Hauptpeak der Masse m/z 161 (gemessen bei m/z 160.9). Dieser entsteht durch
die Spaltung der glycosidischen Bindung (B+1-Fragment) und ist, wie oben bereits er-
wahnt, ein Hinweis auf die (1 - 4)-Verknupfung der beiden Monosaccharide. Bei den
Derivaten der Disaccharide zeigt sich dieses Fragment jedoch kaum mehr, nur bei
den INH-gekoppelten Zuckern ist an der entsprechenden Stelle noch ein kleiner Peak
vorhanden. Analog dazu konnten auch bei den bereits durchgefihrten Studien mit
Aminierungsreagenzien [137] oder PMP (1-Phenyl-3-methyl-5-pyrazolon) [139], in
Bezug auf die Verknlipfungsstellen keine Gemeinsamkeiten mit den Fragmenten der
nativen Zuckern gefunden werden. Die Spektren der BINH- und BACH-Derivate zei-
gen, neben den fur die Ermittlung der Anomerie bendtigten Peaks, Hauptpeaks bei
den Massen m/z 463 bzw. m/z520 und m/z 355. Dabei entspricht das
BINH-Fragment der Masse m/z 463 (gemessen bei m/z 463.2 und m/z 463.1) dem an
der Hydrazingruppe abgetrennten Derivatisierungsreagenz, das Fragment der Masse
m/z 520 (gemessen bei m/z 520.1 und m/z 520.0) wird durch die °?X-Spaltung des
anschliefenden Zuckers gebildet. Durch Abspaltung des BACH-Derivatisierungs-
reagenzes an der Hydrazingruppe entsteht das Fragment der Masse m/z 355 (ge-
messen bei m/z 355.2). Auf gleiche Weise wird in den Spektren der INH-Derivate das

Fragment der Masse m/z 121 (gemessen bei m/z 121.1 und m/z 121.0) ausgebildet.

121 (INH) 0
'355 ( BACH)
re-s HN” M
o1 50 A63(BINH)
CHOH CH0H N O
o) o) N N S
OH o} I’:ll A o O
OH o)
OH OH
179 281 325

Abbildung 2-XIV: Spaltstellen eines BINH-derivatisierten Disaccharids mit den daraus entste-

henden Massen
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Ob diese Massen spezifisch fur die (1 - 4)-Verknupfung der Disaccharide sind, kann
anhand dieser Daten jedoch nicht belegt werden. Dazu mussten Vergleichsmessun-
gen mit an anderen Stellen verknlpften Disacchariden durchgefiihrt werden.

Im Gegensatz dazu zeigten die 2-AB-Derivate keine erwahnenswerten Fragmente
aullerhalb des Anomerie-Bereichs. Dies konnte mit der wahrend der Derivatisierung
stattfindenden Reduktion der Zucker zusammenhangen, die dazu flhrt, dass die vor-
mals reduzierenden Zucker in ihrer ringoffenen Form vorliegt. Das unterschiedliche
Verhalten von reduzierten und nicht-reduzierten aminierten Disacchariden wurde be-
reits untersucht [138], wobei der Informationsgehalt und die Signalstarke der reduzier-
ten, ringoffenen Derivate im Vergleich deutlich hdher waren.

Zur Unterscheidung der a- und B-Anomere wurden die Ringfragmente des reduzie-
renden Zuckers herangezogen. Diese liegen im Massenbereich zwischen m/z 179
und m/z 341. Insbesondere die Hohe des Fragments m/z 221 sollte sich zwischen
den beiden Disacchariden deutlich unterscheiden [133], wobei das Verhaltnis von
Maltose zu Cellobiose bei etwa 4:1 liegt.

In den Spektren der underivatisierten Zucker (Abb. 2-XV) erschien die Masse m/z 221
(gemessen bei m/z 220.7) in der Tat nur bei Maltose, die Signalintensitat war jedoch
sehr gering. Auch das Fragment der Masse m/z 281 (gemessen bei m/z 280.8, bzw.
m/z 280.9) trat bei Mulroney et al. etwa dreimal haufiger beim a-Anomer auf, in den
vorliegenden Spektren aber war dieses bei beiden nativen Zuckern etwa gleich haufig
vertreten. Die Masse m/z 263 (gemessen bei m/z 262.6 und m/z 262.7) dagegen,
welche durch Wasserabspaltung aus m/z 281 entsteht, trat vermehrt bei der Messung
von Cellobiose auf. Dieses Fragment wird meist im Verhaltnis zum lon der Masse m/z
221 beurteilt [138]. Erscheint die Masse m/z 221 in einer hoheren Intensitat als die
Masse m/z 263, so liegt das a-Anomer vor, bei umgekehrten Verhaltnissen dagegen
das B-Anomer. Bei Untersuchung der vorliegenden Derivate bestatigte sich dies je-
doch nur im Falle der BINH- und BACH-Derivate.

Im Falle der INH-derivatisierten Disaccharide waren die Unterschiede in der Fragmen-
tierung deutlich erkennbar. Sowohl m/z 221 (gemessen bei m/z 220.8 und m/z 220.9),
als auch m/z 281 (gemessen bei m/z 280.8) traten bei der a-verknlpften Maltose in
wesentlich hoherer Intensitat auf, als bei der B-verknupften Cellobiose. Erneut zeigte
sich das Fragment m/z 263 (gemessen bei m/z 262.8), wie schon bei den nativen Zu-
ckern, starker bei Cellobiose. Da die Spektren der INH-Derivate, bis auf die zur Be-

stimmung der Anomerie bendtigten Peaks, kaum andere Fragmente aufwiesen, fiel
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Abbildung 2-XV: -MS2-Spektren von Maltose und Cellobiose und ihren Derivaten mittels Di-
rektinjektion, Details siehe Kapitel 5.2.4.
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die Differenzierung hier leicht.

Auch die mit BINH und BACH derivatisierten Saccharide prasentierten bei naherer
Betrachtung des entsprechenden Bereiches ein ahnliches Muster, wie zuvor die
INH-Derivate. Insbesondere das Fragment m/z 221 (gemessen m/z 220.9 bei BINH;
m/z 221.1 bei BACH), welches bei Maltose jeweils das héchste Ringfragment war,
ermoglichte eine einfache Unterscheidung der Anomere. Das m/z 281 lon (gemessen
m/z 281.0 bei BINH; m/z 281.1 bei BACH) erschien zwar etwas schwacher als bei
Maltose-INH, dennoch war ein Unterschied zum -Anomer erkennbar. Im Gegensatz
zu den vorherigen Spektren zeigte sich das Fragment m/z 263 (gemessen m/z 263.0
bei BINH; m/z 263.1 bei BACH) bei Cellobiose-BACH jedoch nicht mehr als dominan-
testes Ringfragment.

Die Spektren der 2-AB-Derivate erwiesen sich im Vergleich zu den Hydra-
zid-Derivaten als wesentlich weniger aussagekraftig. Zum einen war das Fragmentie-
rungsverhalten erheblich schlechter, was sich in der geringen Gesamtintensitat der
Spektren aullerte, zum anderen traten nur geringe Unterschiede zwischen den Ano-
meren auf, vergleichbar mit der Fragmentierung der underivatisierten Zucker. Es ist
anzunehmen, dass auch dies, ebenso wie bei der Bestimmung der VerknlUpfungsstel-

len, mit der ringoffenen Form der Disaccharide zusammenhangt.

Im Vergleich zu Cellobiose unterscheidet sich Lactose (Abb. 2-XVI) nur in der Zu-
sammensetzung der Hexosen. Die Detektion der Verknupfungsstellen konnte daher,
ebenso wie bei den Glucopyranosen, nur anhand des underivatisierten Zuckers be-
stimmt werden. Jedoch zeigten sich auch hier die gleichen Hauptpeaks, wodurch wei-
terhin die Moglichkeit besteht, dass diese spezifisch fur die (1 — 4)-Verkntpfung der
verschiedenen Derivate sind.

Auch die Fragmente, die auf die Anomerie hinweisen, sollten bei Lactose in aquiva-
lenter Form vorkommen wie bei Cellobiose. Tatsachlich konnten die Massen m/z 221
und m/z 281 jeweils nur in sehr geringem Umfang nachgewiesen werden, was den
vorherigen Erkenntnissen entspricht. Auffallig dagegen war, dass das Fragment
m/z 263 (gemessen bei m/z 262.8 und m/z 262.9) deutlich weniger prasent war. Dies
konnte ein Hinweis auf das Vorhandensein der Galactoseeinheit im Molekul sein, da
bekannt ist, das durch die Anwesenheit von Galactose das Fragmentierungsmuster
verandert werden kann [132]. Da das Verhaltnis der lonen m/z 263 und m/z 221 auch
ein Anhaltspunkt auf die Anomerie des Disaccharides ist, lasst sich aus den Spektren

der Lactose durch die im Vergleich hdhere Intensitat der Masse m/z 263 die
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B-Anomerie bestatigen. Das Fragmentspektrum des 2-AB-Derivates wies wiederum

eine geringe Intensitat auf, wodurch die Unterscheidung von Maltose-AB und Cellobi-

ose-AB erschwert wurde.

Lactose
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2.1.4.3.

|. Sialyl-N-acetyllactosamine

Die bereits in Bezug auf ihre Trenneigenschaften untersuchten Trisaccharide 3’Sialyl-
N-acetyllactosamin (3'SLN) und 6’Sialyl-N-acetyllactosamin (6’SLN) wurden nun
Fragmentierungsexperimenten unterzogen, um festzustellen, ob sie sich, ebenso wie

Maltose und Cellobiose, anhand ihres Fragmentierungsmusters differenzieren lassen.
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Abbildung 2-XVII: Strukturen von 3’SLN und 6’'SLN

Auch diese beiden Zucker besitzen die gleiche Masse und weichen nur an der Ver-
knupfungsstelle der Sialinsaure voneinander ab, welche bei 3'SLN an Position 3 des
Lactosamins geknupft ist, bei 6°SLN dagegen an Position 6. Dadurch unterscheiden
sich die raumliche Strukturen voneinander, was, wie schon bei den Disacchariden,
dazu beitragen kann, das bestimmte Fragmente seltener oder haufiger gebildet wer-
den.

Verschiedene Studien, die sich bereits mit der Unterscheidung a-(2 - 3)- und
a-(2 — 6)-verknupfter Sialinsauren mittels MALDI-PSD oder ESI-MS beschaftigt ha-
ben, zeigten, dass die Sialinsaure im Falle der (2 — 3)-Verknlpfung wesentlich leich-
ter abgespalten wird, als bei der (2 — 6)-Verknupfung [140]. Daher konnte die Detek-
tion des Sialinsaurefragments bei m/z 290 im negativen Modus zur Differenzierung
verwendet werden. Im Gegensatz zu den Disacchariden konnten diese Unterschiede
auch im positiven Modus detektiert werden, wodurch die Anzahl der Applikationsmog-
lichkeiten steigt [141]. Des Weiteren wurde das Fragment der Masse m/z 454 zur Ab-
grenzung der Substanzen verwendet, das durch B,-Spaltung des protonierten lons
entsteht (Abb. 2-XVIII). Dieses erschien ausschliel3lich im Spektrum des 6'SLNs
[129]. In den Spektren von sialylierten N-Glykanen zeigte sich auch das Ringfragment
der Masse m/z 306 (®*A,— CO,) im negativen Messmodus als geeigneter Parameter
zur Unterscheidung [131].

Wie die Fragmentierung durch das Einfuhren von Derivatisierungsreagenzien beein-
flusst wird, wurde am Beispiel von mit 1-Pyrenyldiazomethan (PDAM) derivatisierten
Glykanen dargestellt [142]. Hier zeigten sich ebenfalls deutliche Unterschiede in den
Spektren der verwendeten N-Glykane, wodurch die (2 - 3)- und (2 - 6)- Verknupfun-
gen differenziert werden konnten. Das Fragmentierungsverhalten von derivatisierten

Sialyl-N-acetyllactosaminen wurde bisher noch nicht beschrieben.
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In Abbildung 2-XIX sind die im negativen Modus gemessenen MS/MS-Spektren der
verschiedenen Sialyl-N-acetyllactosamine zu sehen. Nummer 1 zeigt die underivati-
sierten Oligosaccharide. Wie schon von Yamagaki et al. [141] beschrieben, war die
Abspaltung der Sialinsaure bei 3'SLN erheblich gréfier, als bei 6°SLN (m/z 289.8).
Ebenfalls auffallig war der Peak der Masse m/z 572 (gemessen bei m/z 572.1 und
m/z 572.0). Dieser entsteht durch ®2A-Spaltung des N-Acetylglucosaminrings und trat
in bedeutend hoherer Intensitat bei 6’'SLN auf. Weitere diagnostische lonen, die zur
Unterscheidung beitragen sollen, sind die Massen m/z 408 (B, — CO;) und m/z 468
(>**As— CO,) im Falle des 3'SLNs und m/z 306 (**A,— CO,), m/z 470 (C5) und m/z 512
(>**A3) im Fall von 6’'SLN [131]. In den vorliegenden Spektren der underivatisierten
Sialyl-N-acetyllactosamine waren von diesen Fragmenten nur die mit den Massen m/z
470 (gemessen bei m/z 469.9) und m/z 408 (gemessen bei m/z 407.8) zu sehen. Al-
lerdings unterschied sich die Intensitat der C,-Spaltung bei beiden Substanzen nur in
geringem Male und konnte daher nicht zur Differenzierung beitragen. Das Fragment
m/z 408 dagegen konnte, wie schon in der vorliegenden Studie, nur bei 3'SLN detek-
tiert werden, wenn auch nur in sehr geringer Konzentration. Dennoch lief3 sich anhand
der Intensitaten von m/z 290 und m/z 572 eindeutig zuordnen, welche Art von Ver-
knupfung bei den underivatisierten Trisacchariden vorlag.

Die INH-Derivate (Abb. 2-XIX, Nr. 2) wiesen nur sehr geringe Unterschiede unterei-
nander auf, der Hauptpeak entstand in beiden Fallen durch das Fragment der
Ringspaltung %?A; (m/z 572, gemessen bei m/z 572.2). Auch durch die Abspaltung

der Sialinsaure wurden keine aussagekraftigen Fragmente gebildet, die Masse
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Abbildung XIX: Fragmentspektren von 3'SLN und 6’SLN im negativen Modus, Bedingungen
siehe Kapitel 5.2.4.

71



Ergebnisse und Diskussion

m/z 290 (gemessen bei m/z 290.1/ m/z 290.0) war jeweils nur in geringer Intensitat
auffindbar.

Offenbar wurde die Bereitschaft zur Sialinsaureabspaltung durch die Derivatisierung
mit INH vermindert, wodurch auf diese Weise keine definitive Einordnung der Zucker
moglich war. Einzig die C2-Spaltung bei m/z 470 (gemessen bei m/z 470.1/
m/z 470.3) hatte im Spektrum von 6’SLN eine deutlich hohere Intensitat. Auch bei m/z
512 (gemessen: m/z 512.1) konnte im 6’SLN-Spektrum ein Peak detektiert werden,
was den Ergebnissen von Wheeler et al. [131] entspricht.

Nach BINH-Derivatisierung (Abb. 2-XIX, Nr. 3) ergaben die MS/MS-Spektren von
3'SLN und 6’SLN wiederum offenkundigere Unterschiede. Zwar war das Sialinsau-
refragment bei m/z 290 (gemessen bei m/z 289.9/ m/z 289.8) bei beiden Trisacchari-
den gleich stark vertreten, doch das Ringfragment m/z 572 (gemessen bei m/z 572.0/
m/z 572.1) zeigte eine starke Praferenz im Spektrum von 6’'SLN. Des Weiteren traten
die diagnostischen Fragmente m/z 470 und m/z 512 (gemessen bei m/z 512.1) beim
(2 —» 6)-verknupften Zucker auf, im Spektrum des anderen Zuckers dagegen nicht.
Stattdessen waren bei 3'SLN intensive Peaks bei m/z 463.1 und m/z 561.1 zu sehen.
Diese entsprechen dem abgespaltenen Derivatisierungsreagenz, sowie einem Ring-
fragment des N-Acetylglucosamins, sagen aber nur wenig Uber die Art der Verknlp-
fung aus. Fragmente bei m/z 408 und m/z 468 wurden nicht detektiert, dennoch konn-
te aufgrund der unterschiedlichen Fragmentierung eine Abgrenzung der Zucker von-
einander erfolgen.

Bei den BACH-Derivaten (Abb. 2-XIX, Nr. 4) zeigten sich ebenfalls betrachtliche Un-
terschiede in den Spektren. Auch hier bildete sich bei 3'SLN ein Fragment des abge-
spaltenen Derivatisierungsreagenzes (m/z 355.0). Offenbar konnen die vergleichs-
weise grolen, biotinhaltigen Hydrazide durch die sterische Anordnung des 3'SLNs
leichter abgespalten werden, als bei 6’'SLN. Im Gegensatz zu den vorigen Derivaten
und im Einklang mit den nichtderivatisierten SLNs zeigte das Sialinsaurefragment
m/z 290 (gemessen bei 289.8/ m/z 289.9) wiederum eine hohere Intensitat beim
(2 — 3)-verknupften Zucker. Der Hauptpeak des Spektrums von 3’'SLN wurde jedoch
durch die B,-Spaltung (m/z 452.1) erzeugt. Wahrenddessen entstanden im Spektrum
von 6'SLN erneut die Fragmente der Massen m/z 470.0, m/z 512 (gemessen bei
m/z 512.1) und m/z 572 (gemessen bei m/z 572.1), welche sich ebenfalls zur Diffe-

renzierung der Substanzen eignen.
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Im Gegensatz zu den Disacchariden konnten auch bei den AB-Derivaten (Abb. 2-XIX,
Nr. 5) der Trisaccharide aussagekraftige Spektren aufgenommen werden. Als Haupt-
fragment bildete sich jeweils das underivatisierte Trisaccharid (m/z 657, gemessen bei
m/z 656.7), Unterschiede zeigten sich vor allem in der Entstehung der B4- und
B,-Spaltungen (gemessen bei 289.9 m/z und m/z 452.7) bei 3’'SLN und des Lactosa-
minfragmentes (m/z 382.6), sowie der Ringspaltung (m/z 573.2) bei 6°SLN.

Zusatzlich zu den MS/MS-Spektren im negativen Modus wurden auch im positiven
MelBmodus Fragmentspekiren der Sialyl-N-acetyllactosamine  aufgenommen
(Abb. 2-XX). Durch zwei vorhergehende Studien [129,141] wurde bereits gezeigt,
dass die protonierten Dreifachzucker ebenfalls unterschiedliche Fragmentspektren
bilden, insbesondere durch verstarktes Aufkommen der B4- und By-Fragmente bei
3’SLN.

In den MS(2)-Spektren der underivatisierten Zucker (Nr. 1) der Abbildung 2-XX konnte
dieser Sachverhalt nicht bestatigt werden, sondern erwies sich eher als umgekehrt.
Sowohl das Bj- (m/z 292, gemessen bei m/z 291.8) als auch das B,-Fragment
(m/z 454, gemessen bei m/z 453.9) hatten eine hdhere Intensitat im Spektrum von
6 SLN.

Zusatzlich wurden in einem weiteren Fragmentierungsschritt MS(3)-Spektren der je-
weiligen Fragmentionen der Masse m/z 657 durchgefuhrt (ohne Abbildung). Diese
Masse entspricht dem vom Derivatisierungsreagenz abgespaltenem Trisaccharid.
Hier konnte ebenfalls kein Unterschied in der Intensitat von m/z 454 (B,-Fragment)
festgestellt werden. Auch die B4-Spaltung (m/z 292) konnte nur unwesentlich dazu
beitragen, die Art der Verknipfung zu detektieren. Dagegen =zeigte das
(B1 - H,O)-Fragment bei m/z 274 eine deutlich hohere Intensitat im Falle von 3'SLN.
Stattdessen zeigte sich in den MS(2)-Spektren der nativen Trisaccharide vor allem ein
Unterschied in der Entstehung des Y,-Fragments (m/z 384), welches durch Abspal-
tung der Sialinsaure entsteht. Demnach spielt auch hier der Verlust der Sialinsaure-
gruppe eine Rolle, jedoch scheint die Ladung verstarkt am Lactosaminrest zu sitzen
und nicht ausschlielich an der abgespaltenen Sialinsaure. Dieses Fragment, ebenso
wie das durch Abgang der Sialinsaure-Galactose-Einheit geformte Yi-Fragment
(m/z 222), bildete sich hauptsachlich bei 3'SLN.

Ein ahnliches Bild stellte sich bei den INH-Derivaten (Abb. 2-XX, Nr. 2) dar. Sowohl
das Yi-Fragment (m/z 341), als auch das Y,-Fragment bei m/z 503 (gemessen bei

m/z 503.1) manifestierte sich fast ausnahmslos im Spektrum des (2 - 3)-verknUpften
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Abbildung 2-XX: Fragmentspektren der verschiedenen SLN-Derivate im positiven Modus, Be-

dingungen siehe Kapitel 5.2.4.
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Zuckers. Im Gegenzug hatte das Lactosaminfragment (m/z 366) bei 6'SLN eine er-
hohte Intensitat.

Bei den BINH-derivatisierten Sacchariden (Abb. 2-XX, Nr. 3) dagegen war das
Y,-Fragment (m/z 845, gemessen bei m/z 845.4) in beiden Spektren der Hauptpeak.
Das Y -Fragment (m/z 683, gemessen bei m/z 683.4) jedoch zeigte das gleiche Ver-
halten wie bereits bei den vorigen Derivaten, indem es hauptsachlich im Spektrum
des 3'SLN erschien.

Auch im Falle der BACH-Derivate (Abb. 2-XX, Nr. 4) wurde das gleiche Muster in der
Fragmentierung erkennbar. Die Y1- und Y,-Spaltungen (m/z 575.2 und m/z 737.5)
dominierten wiederum bei 3’'SLN, wahrend bei 6’SLN vor allem das Fragment der
Masse m/z 657.2 auffiel, dass durch Abspaltung des Derivatisierungsreagenzes ent-
steht.

Die AB-derivatisierten Zucker (Abb. 2-XX, Nr. 5) konnten ebenfalls fragmentiert wer-
den, zeigten aber nur sehr wenige zuordenbare Signale. Nichtsdestotrotz wurde auch
hier das Y,-Fragment (m/z 504.2) beim (2 — 3)-verknupften Zucker detektiert, bei
6'SLN jedoch nicht. Das Y4-Fragment (m/z 342.2 und m/z 342.4) andererseits war in

beiden Spektren vorhanden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl im negativen als auch im positiven
Modus eine Unterscheidung der verschieden verknulpften Trisaccharide mdglich ist.
Zwar konnten keine fur alle gemessenen Derivate geltenden Regeln formuliert wer-
den, dennoch waren stets genug aussagekraftige Fragmente vorhanden, die eine Dif-
ferenzierung erlaubten. Im negativen Messmodus kann anhand des Fragments
m/z 572 (®2A3) in Kombination mit der Masse m/z 512 (**As) das Vorhandensein des
(2 = 6)-verknupften Zuckers bestatigt werden. Auch im Positiven kann die Verbindung
aus Y- und Yz-Fragmenten dazu genutzt werden, das (2 — 3)-verknupfte Trisaccharid
zu ermitteln. Werden beide Messmodi miteinander kombiniert, so erlaubt dies die

zweifelsfreie Bestimmung des vorliegenden Zuckers.
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[l. Nichtreduzierende Trisaccharide
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Abbildung 2-XXI: Strukturen von Melezitose und Raffinose

Zusatzlich zu den Sialyl-N-acetyllactosaminen wurden die beiden nichtreduzierenden
Zucker  Melezitose (Glc a-(1-3)-Fru B-(2->1)-a-Glc) und Raffinose
(Gal a-(1 - 6)-Glc a-(2 = 1)-p-Fru) chromatographisch und massenspektrometrisch
analysiert.

Diese beiden Trisaccharide besitzen kein freies anomeres C-Atom und kdnnen somit
auch nicht derivatisiert werden. Auch hier wurde untersucht, ob sich diese Substanzen

trennen und auf Grund ihrer Fragmentspektren unterscheiden lassen.

Wie in Abbildung 2-XXII zu sehen ist, konnte die Trennung auf der HILIC-Phase prob-
lemlos durchgefuhrt werden. Dabei wurde Melezitose (1) nach etwa 7.5 min eluiert,
Raffinose (2) nach 9.4 min. Diese Reihenfolge entspricht der Theorie, nach der Oli-
gosaccharide, die eine (1 — 6)-glykosidische Bindung enthalten starker zurlickgehal-

ten werden, als Zucker ohne diese Bindungsart [115].

Die Fragmentierung im negativen Modus zeigte wesentliche Unterschiede in den
Spektren der beiden Zucker. Wahrend bei Melezitose das Fragment der Masse
m/z 323 dominierte, welches durch Abspaltung einer Hexose entsteht, war das Haupt-
fragment von Raffinose bei einer Masse von m/z 179 zu sehen, was einer Hexose-
Einheit entspricht. Eine weitere Auffalligkeit war das ausschlief3lich im Spektrum der
Raffinose erscheinende Fragment m/z 221, das, analog zu den Disacchariden, aus
einer Ringspaltung des mittleren Zuckerrings entsteht. Dies geht konform mit den Er-
kenntnissen von Dallinga et al., die eben diese Fragmente zur Unterscheidung der

Trisaccharide heranzogen [132].
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Abbildung 2-XXII: Trennung und Fragmentierung von Melezitose (1) und Raffinose (2), adap-
tiert nach Bank et al. [143], Bedingungen siehe Kapitel 5.2.4.

Von den MS(3)-Spektren des lons der Masse m/z 341 (C,-Spaltung) lasst sich wiede-
rum ableiten, welche Disaccharidstruktur zu Grunde liegt. Dallinga et al. fihrten um-
fangreiche Studien zu den Fragmentierungseigenschaften von Di- und Trisacchariden
durch. Dadurch lief3 sich durch Vergleich der MS(3)-Spektren obiger Trisaccharide mit
den MS(2)-Spektren verschiedener Disaccharide bestatigen, dass diese bei Melezito-
se aus einem Glucose-Fructose-Disaccharid entstehen, bei Raffinose dagegen aus
Galactose und Glucose. Erkennbar ist dies vor allem durch das Vorhandensein oder
Fehlen der Fragmente m/z 221, m/z 251 und m/z 281 [132]. Dadurch lassen sich wie-
derum wertvolle Hinweise auf die Struktur des urspringlichen Trisaccharides gewin-
nen. Moglich wurde dies allerdings nur, weil die beiden Strukturen durch die voraus-
gegangene Chromatographie auf der HILIC-Phase voneinander getrennt werden

konnten.
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2.1.5. Zusammenfassung

Derivatisierungsreagenzien sind zur Analyse von Zuckern oft unverzichtbar geworden.
Die Umsetzung mit Hydraziden hat dabei entscheidende Vorteile gegenuber anderen
Substanzen, wie beispielsweise die Erhaltung des geschlossenen Zuckerrings, sowie
eine einfache Derivatisierungsreaktion (siehe Kapitel 1.2.3.2.11.). In dieser Arbeit wur-
den zwei neue Reagenzien dieser Art getestet, INH und BINH, sowie weiterflhrende
Studien an BACH durchgefliihrt, einem Hydrazidreagenz, das bereits zur Derivatisie-
rung von Glykanen verwendet wurde [99]. Dabei wurden die Auswirkungen dieser
Kopplungen auf das Verhalten von Mono-, Di- und Trisacchariden bei Trennung mit-
tels HPLC, sowie auf Detektion und Fragmentierung durch Massenspektrometrie un-
tersucht.

Isoniazid wurde auf Grund seiner kleinen MolekulgroRe, seines Chromophors, sowie
der guten und preiswerten Verfugbarkeit des Produktes ausgewahlt. Bereits 1953
wurde es mit verschiedenen Zuckern gekoppelt, damals zu dem Zweck die Toxizitat
der Substanz zu verringern [144]. In Verbindung mit Biotin wurde daraus BINH entwi-
ckelt, das durch seine hohe Affinitat zu Avidin und Streptavidin auch zum Einsatz in
Bindungsstudien geeignet ist. Das bereits teilweise untersuchte BACH [67,99] ist ei-
nes der wenigen kommerziell verfligbaren Biotinylierungsreagenzien, dennoch waren
bis zu diesem Zeitpunkt noch keine Untersuchungen in Verbindung mit kleinen Zu-
ckern vorhanden.

Zunachst wurden die Bedingungen der Umsetzung der Zucker mit INH und BINH op-
timiert. FUr die komplette Umwandlung der Saccharide in ihre Derivate mussten diese
in 95 % Methanol gelost und 90 Minuten auf 90 °C erhitzt werden. Im Vergleich der
verschiedenen Hydrazidderivatisierungen variiert die Umsetzungszeit sehr stark von
20 min/80 °C bei Pyrenbuttersdurehydrazid [52] und 16 h/60 °C bei BNAH [65].

FUr diese Arbeit wurde die INH-Derivatisierung zusatzlich in der Mikrowelle bei 130 °C
durchgefuhrt, was zu einer Verringerung der Reaktionszeit auf 20 Minuten flhrte. Da-
her kann die Derivatisierung mittels Mikrowelle als gute Alternative zur Reduktion der

Derivatisierungszeit gesehen werden.

Im nachsten Schritt wurden die verschiedenen Mono-, Di- und Trisaccharide, sowie
ihre Derivate, mittels HPLC-ESI-MS auf verschiedenen Saulenmaterialien hinsichtlich
ihrer chromatographischen Eigenschaften untersucht. Bei den von den N-Glykanen

abgeleiteten Monosacchariden fuhrte vor allem die Trennung der Epimere Glucose,

78



Ergebnisse und Diskussion

Galactose und Mannose zu Problemen. Die restlichen Monosaccharide konnten, auch
auf Grund der Unterschiede in den Massen, leichter isoliert und zugeordnet werden.
Verglichen wurden die Hydrazidderivate mit dem  Aminierungsreagenz
2-Aminobenzamid, das haufig zur Derivatisierung von Oligosacchariden eingesetzt
wird. Jedoch waren hier ebenfalls bisher keine Daten zur Trennung der in N-Glykanen
vorkommenden Monosaccharide vorhanden.

Die Chromatogramme der Monosaccharide auf einer C18-Phase unterschieden sich
stark in Hinblick auf die Trennleistung. INH erwies sich als ungeeignete Derivatisie-
rung fir dieses Saulenmaterial, auch BINH konnte die Zucker nur teilweise trennen.
Zur besten Trennung auf der Umkehrphase fiihrten die Derivatisierungen mit 2-AB
und BACH, dennoch war die Methode nur wenig selektiv fur die massengleichen Zu-
cker Glucose, Galactose und Mannose.

Die HILIC-Phase fuhrte diesbezlglich zu einer Verbesserung. Bereits die underivati-
sierten Monosaccharide konnten separiert werden, durch den Einsatz von INH war
sogar eine Trennung der drei oben genannten Epimere nahezu vollstandig maoglich.
Auch die Biotinylierungsreagenzien brachten eine deutliche Verbesserung der Tren-
nung, jedoch nicht im Bereich der drei Hexosen.

Die Erhdhung der Signalstarke bei massenspektrometrischer Detektion durch die De-
rivatisierung war ein weiterer Aspekt der untersucht wurde. Hier erwiesen sich vor al-
lem BINH und BACH als besonders effektiv. INH und 2-AB konnten ebenfalls zur Er-
héhung der Intensitaten beitragen. Dadurch kénnen die Kohlenhydrate leichter detek-
tiert werden, dariber hinaus sinkt die Nachweisgrenze der betreffenden Substanzen.
Ein ahnliches Bild zeigte sich auch bei der Trennung der Disaccharide Lactose, Mal-
tose und Cellobiose. Auf der RP18-Saule zeigte sich wiederum die
2-AB-Derivatisierung als die Geeignetste, um die strukturell sehr ahnlichen Zucker zu
trennen. Dagegen lielen sich die derivatisierten Disaccharide, mit Ausnahme der
BACH-Derivate, auf der hydrophilen HILIC-Phase gut separieren.

Die Derivate der Trisaccharide 3’'SLN und 6‘SLN zeigten, bis auf INH, bereits auf der
Umkehrphase eine gute Trennung. Mittels HILIC konnten auch die nativen Oligosac-
charide getrennt werden. Dies bestatigte sich bei der Trennung der nichtreduzieren-
den Zucker Raffinose und Melezitose.

Auffallig waren jeweils die auf der HILIC-Phase erzeugten Zweifachpeaks der
Hydrazid-derivatisierten Zucker. Diese entstehen hochstwahrscheinlich durch

Trennung der Anomere, die durch die ringgeschlossene Form des Derivates erhalten
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bleiben. Die Fahigkeit zur Anomerentrennung ist eine bekannte Eigenschaft
bestimmter HILIC-Phasen.

Da die Di- und Trisaccharide erfolgreich getrennt werden konnten, erfolgte im nachs-
ten Schritt die Fragmentierung der massegleichen Zucker mittels lonenfallen-
Massenspektrometrie. Hierdurch sollte bei den vorliegenden Derivaten die Unter-
scheidung der Substanzen ohne vorherige Kenntnis der Strukturen untersucht wer-
den.

Dabei zeigte sich, dass die Hydrazid-Derivatisierungen die Differenzierung der Disac-
charide deutlich erleichtern, wahrend sich 2-AB dagegen nur bedingt flr diesen
Zweck eignete. Durch die Fragmentierung der Trisaccharide, die sowohl im positiven
als auch im negativen lonisations-Modus durchgefuhrt wurde, lieRen sich ebenfalls
verschiedene Merkmale detektieren, die eine Unterscheidung der Substanzen ermog-
lichen. Werden beide Messmodi kombiniert, so lassen sich die verschieden verknuipf-
ten Oligosaccharide zweifelsfrei identifizieren. Gleiches gilt flir die Fragmentierung der
nichtreduzierenden Trisaccharide, welche sowohl im MS(2), als auch im MS(3) struk-

turtypische Spaltprodukte zeigten, die eine Zuordnung der isomeren Zucker erlauben.

Insgesamt lasst sich bestatigen, dass die Derivatisierung von kleinen Zuckern zu ei-
ner Verbesserung von sowohl Trenneigenschaften, als auch Fragmentierungsverhal-
ten fuhrt und damit zu einer Vereinfachung der Identifizierung und Zuordnung von
Kohlenhydratstrukturen. Besonders die Kopplung mit den Hydraziden INH, BINH oder
BACH, deren zusatzliche Vorzige in einer einfachen, salzfreien Derivatisierungsreak-
tion mit Entstehung eines stabilen, ringgeschlossenen Endproduktes liegen, hat sich

hierbei als vorteilhaft erwiesen.
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2.2. Derivatisierung und Analyse von N-Glykanen

2.2.1. Hintergrinde

|. Ribonuclease B und Ovalbumin

Nach erfolgreicher Umsetzung und Analyse der kleinen Zucker wurde die Derivatisie-
rung im nachsten Schritt auf die N-Glykane zweier Proteine, Ribonuclease B und

Ovalbumin, Ubertragen. Durch die Wahl dieser beiden Glykoproteine standen fur die

Analyse alle drei Typen von N-Glykanen zur Verfugung.

Zusammen- | [M+Na]® | [M+Na]® | [M+Na]® | [M+Na]® | [M+Na]" Stukt
uktur
setzung nativ INH BINH BACH 2-AB
HsN, 1257 .4 1376.5 1719.0 1610.9 1377.6 :>:>‘""_‘
+ |somere
HeN» 1419.5 1538.6 1881.1 1773.0 1539.7 b_._H
H-N, 1581.5 1700.6 2043.1 1935.0 1701.7 o E :)' -
+ |somere
HsN> 1743.6 1862.7 2205.2 2097 1 1863.8 : E :) -
+ |somere
HgN, 1905.7 2024.8 2367.3 2259.2 2025.9 Eb_._._,

Tabelle 3-I: Ubersicht der Highmannose-Glykane von Ribonuclease B, H: Anzahl der

Hexoseeinheiten, N: Anzahl der N-Acetylglucosamineinheiten

Ribonuclease B ist ein Glykoprotein aus dem bovinen Pankreas, das fur die enzyma-
tische Spaltung der Phosphodiesterbindungen zwischen den Nukleotiden der RNA
und damit fur deren Abbau verantwortlich ist. Es exisitieren mindestens vier Ribonu-

cleasen in der Rinderbauchspeicheldrise, die sich in Aufbau und Glykanbesatz unter-
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scheiden. Ribonuclease A ist das einzige Enzym dieser Gruppe, das Uber keinerlei
Glykosylierung verfugt, Ribonuclease B, C und D besitzen jeweils eine Glykosylie-
rungsstelle. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Ribonuclease B besteht aus
124 Aminosauren mit einer Glykosylierungsstelle an Position 34 der Aminosaurese-
quenz. Diese ist ausschliel3lich mit High-Mannose-Glykanen besetzt, welche sich Uber
einen Bereich von 5 bis 9 Mannoseeinheiten erstrecken (Tabelle 3-l). Mittels NMR
und massenspektrometrischer Studien konnten bisher 13 isomere Strukturen dieser
Glykane identifiziert werden [143 - 145].

Das aus dem Eiklar von Hihnereiern gewonnene Ovalbumin ist aus 385 Aminosauren
aufgebaut und weist ebenfalls eine einzelne Glykosylierungsstelle an Position 292 der
Sequenz auf. Obwohl es das am haufigsten im Eiklar vorkommende Protein ist, ist
seine Funktion bis heute nahezu ungeklart [148].

Im Gegensatz zu Ribonuclease B besitzt die Glykosylierungsstelle des Ovalbumins
eine wesentlich héhere Heterogenitat, da sie mit allen drei Arten von N-Glykanen —
High-Mannose-, Komplex- und Hybridtyp — besetzt sein kann (Tabelle 3-11). Dabei lie-
gen fast ausschliel3lich neutrale Strukturen vor, nur ein kleiner Teil besitzt durch Sulfa-
tierung hervorgerufene saure Eigenschaften. Durch die isolierungsbedingte Verunrei-
nigung des Ovalbumins mit anderen im Eiweil3 enthaltenen Glykoproteinen, wie
Ovomucoid oder Riboflavin-bindendem Protein, kommt es haufig zur Detektion weite-
rer Glykane. Diese sind meist vom Komplextyp, welcher jedoch den kleinsten Anteil
der Ovalbuminglykane ausmacht. Das grof3te dem Ovalbumin entstammende Glykan
ist das Hybridglykan der Masse m/z 2028. Alle héhermassigen Strukturen sind dem-
nach anderen, aus Verunreinigungen stammenden Proteinen zuzuordnen [144, 145].
Tabelle 3-11 enthalt sowohl die Glykane des Ovalbumins, als auch die Glykane der co-

isolierten Proteine.

Zusammen- | [M+Na]® | [M+Na]* | [M+Na]® | [M+Na]® | [M+Na]* Stukt
uktur
setzung nativ INH BINH BACH 2-AB
1 HaN; 933.3 | 1052.5 | 1394.9 | 1286.8 | 1053.5 oo-m-m—
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2 HJN, 1095.4 | 12146 | 1557.0 | 14489 | 12156 'f)»r-—a
3 HaNs 1136.4 | 1255.6 | 1598.0 | 1489.9 | 1256.6 ._:>.—I—I—l
4 HsN, 12574 | 13766 | 1719.0 | 16109 | 13776 :>>.—I—I—l
5 HJN3 12985 | 1417.7 | 1760.1 | 1652.0 | 1418.7 :}»r-—a
6 HaN, 1339.5 | 1458.7 | 1801.1 | 1693.0 | 1459.7 . 9’ i
+ [somer
7 HeN, 14195 | 1538.7 | 1881.1 | 1773.0 | 1539.7 b_m
8 HsNs 1460.5 | 1579.7 | 1922.1 | 1814.0 | 1580.7 b_FH
9 HJN, 1501.5 | 1620.7 | 1963.1 | 1855.0 | 1621.7 }EH
10 HaNs 15426 | 1661.8 | 20042 | 1896.1 | 1662.8 : 9’ i
+|lsomer
11 HN, 15815 | 1700.7 | 2043.1 | 1935.0 | 1701.7 %
12 HeNs 1622.6 | 17418 | 20842 | 1976.1 | 1742.8 &b_._ﬁ
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13 HsN4 1663.6 1782.8 2125.2 2017 1 1783.8 9_._._(
14 H4Ns5 1704.6 1823.8 2166.2 2058.1 1824.8 E %""—‘
15 HsNg 1745.7 1864.9 2207.3 2099.2 1865.9 ;

+|lsomer
16 HsNs5 1866.7 1985.9 2328.3 2220.2 1986.9 EE

+|lsomer

O_

17 H4Ng 1907.7 2026.9 2369.3 2261.2 2027.9 EE

+ Isomer
18 HsN- 1948.7 2067.9 2410.3 2302.2 2068.9 %"—h

+|lsomer
19 HeNs 2028.7 2147 .9 2490.3 2382.2 2148.9 O_?—I—h
20 HsNg 2069.8 2189.0 25314 2423.3 2190.0 22 0— ;}_"h
21 H4N- 2110.8 2230.0 2572.4 2464.3 2231.0 o—,?—n—h
22 HsNg 2151.8 2271.0 2613.4 2505.3 2272.0
23 HsN- 2272.8 2392.0 2734 .4 2626.3 2393.0 20— ?—I—h
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24 H4Ng 2313.9 | 24331 2775.5 | 2667.4 | 24341 o—
25 HsNg 24759 | 25951 2037.5 | 2829.4 | 2596.1 2x0—
26 HeNg 2638.0 | 2757.2 | 3099.6 | 2991.5 | 2758.2 30—

Tabelle 3-1I: N-Glykane von Ovalbumin nach Harvey et al. [150], H: Anzahl der Hexoseeinhei-

ten, N: Anzahl der N-Acetylglucosamineinheiten

Da die Glykanstrukturen dieser beiden Proteine bereits ausfuhrlich untersucht wurden
und ihre Zusammensetzungen bekannt sind, waren sie ideal flr den Vergleich der De-

rivatisierungsmethoden geeignet.

Il. Massenspektrometrische Methoden

Die Analyse von Glykanen beinhaltet die Untersuchung des intakten Glykoproteins,
der Glykopeptide und der freigesetzten Glykane. Anhand der Glykoproteine lasst sich
die Gesamtglykosylierung des Proteins bestimmen, dies kann mittels elektrophoreti-
scher Techniken, Massenspekirometrie oder Lektin-basierter Methoden erfolgen.
Durch Charakterisierung der Glykopeptide, meist mit Hilfe von Kombinationen aus
Chromatographischen Methoden und Massenspektrometrie, lassen sich Informatio-
nen uber Ort und Haufigkeit der Glykosylierungsstellen des Proteins gewinnen. Der
nachste Schritt betrifft die Untersuchung der mittels chemischer oder enzymatischer
Methoden abgespaltenen Glykane. Von Interesse sind hier vor allem Art und Zusam-
mensetzung der Monosaccharide sowie deren Verknupfung [21,151].

Die Analyse der Glykane erfolgt vorwiegend mittels ESI-MS oder MALDI-MS. Beide
lonisierungsmethoden haben sowohl Vorteile als auch Nachteile. Der grofte Vorteil
der Elektrosprayionisation ist die einfache Kopplung mit flissigchromatographischen

Geraten, die es ermdglicht, die Substanzen vor der Detektion zu trennen. Dartber
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hinaus kdénnen auch fragile Zucker, wie beispielsweise sialylierte Glykane, unveran-
dert in die Gasphase uberfuhrt werden. Nachteile sind jedoch, dass, mit Ausnahme
von Nano-LC-ESI-MS-Apparaturen, relativ grof3e Probenmengen bendtigt werden.
Darlber hinaus ist die lonisationsfahigkeit nativer Glykane im héheren Massenbereich
eher gering. Daher ist die Kopplung an apolare Derivatisierungsreagenzien meist un-
vermeidbar. Des Weiteren besteht durch die Verbindung mit lonenfallen- oder
Triplequadrupolanalysatoren die Moglichkeit der Fragmentierung der Substanzen.
Insbesondere die lonenfalle hat dabei den Vorteil, dass mehrfach fragmentiert werden
kann, so dass die Strukturaufklarung der Glykane wesentlich vereinfacht wird.
Dagegen konnen mittels MALDI-TOF auch sehr grof3e native Glykane noch effizient
ionisiert werden, auch wenn, ebenso wie bei ESI, die Signalintensitat bei steigender
Masse nachlasst. Die Detektion leicht abspaltbarer Sialinsauren ist hier dagegen er-
schwert. Ein weiterer Vorteil des MALDI-TOF-MS ist, dass anhand kleiner Proben-
mengen schnell eine Ubersicht Uber die freigesetzten Glykanstrukturen eines Gly-
koproteins gewonnen werden kann. Durch Fragmentierung an MALDI-TOF/TOF-
Geraten kdonnen auch hier Informationen Uber die strukturelle Zusammensetzung der
Zucker gewonnen werden. Hilfreich dabei ist vor allem die Tatsache, dass Glykane
meist als Natriumaddukte ([M+Na]") vorliegen. Dadurch kommt es wahrend der Frag-
mentierung verstarkt zur Bildung von Ringspaltungen innerhalb der Glykane. Bei den
im ESI erhaltenen protonierten lonen ([M+H]"), Gberwiegen dagegen Spaltungen der
glykosidischen Bindungen [152—154].

Fur die vorliegende Arbeit wurden hauptsachlich MALDI-TOF und MALDI-TOF/TOF
zur Analyse der N-Glykane von Ribonuclease B und Ovalbumin genutzt. Zum einen
solite der Einfluss der verschiedenen Derivatisierungsreagenzien auf die Detektion
des Glykanpools der beiden Proteine erfasst werden. Zum anderen sollten mdgliche
Veranderungen im Fragmentierungsverhalten der derivatisierten Oligosaccharide be-
obachtet werden, da anhand der Fragmentierung der Natriumaddukte von Glykanen
mittels MALDI-TOF/TOF  nicht nur Hinweise auf die Monosaccharid-
Zusammensetzung, sondern auch auf deren Verknipfung gewonnen werden kénnen.
Zusatzlich wurden zum Vergleich Spektren mittels ESI-Triplequadrupol-MS aufge-

nommen.
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2.2.2. MALDI-TOF-MS von N-Glykanen

Im Allgemeinen ist die Derivatisierung von Glykanen zur massenspektrometrischen
Analyse nicht zwingend notwendig. Dennoch kann auch hier die lonisierung der Zu-
cker durch die Kopplung mit geladenen oder leicht protonierbaren Reagenzien ver-
bessert werden, wodurch eine Erhéhung der Intensitat erreicht wird.

Verschiedene Derivatisierungsreagenzien wurden schon fir diesen Zweck eingesetzt.
Beispielsweise zeigten die MALDI-Spektren von Phenylhydrazin (PNH)-derivatisierten
N-Glykanen einen deutlichen Anstieg der Signalintensitat gegenuber den underivati-
sierten Strukturen [50]. Auch die Derivatisierung der Ovalbumin-Glykane mit BACH
und 2-AB flhrte zu einer Steigerung im Vergleich zu den nativen Glykanen [99]. Da-
gegen zeigte eine weitere Studie, die den Einfluss von PNH, 2-AB und
1-Phenyl-3-Methyl-5-Pyrazolon (PMP) auf die lonisierung von Glykanen untersuchte,
dass die Erhdhung der Intensitat auch stark von der Art des verwendeten Zuckers ab-
hangt [155]. Jedoch konnte auch hier gezeigt werden, dass samtliche Derivatisierun-
gen eine deutlich verbesserte Detektion mittels MALDI-TOF ermdglichten.

Die hier verwendeten N-Glykane von Ribonuclease B und Ovalbumin wurden in Form
ihrer INH-, BINH, BACH- und 2-AB-Derivate vermessen. Die erhaltenen Spektren
wurden einerseits auf die Vollstandigkeit der Derivatisierungsreaktion untersucht, zum
anderen erfolgte der Vergleich mit den Spektren der nativen Glykane in Hinblick auf

Veranderungen in der Signalintensitat.

Dazu wurden die N-Glykane enzymatisch mittels PNGase F (siehe Kapitel 1.2.2.1.)
von den Proteinen abgespalten und uUber GlycoClean™S Cartridges gereinigt
(Durchfuhrung siehe Kapitel 5.2.1). Die Derivatisierung fand analog dem
Reaktionsablauf der kleinen Zucker statt, wurde jedoch aufgrund der geringen
Probenmengen im kleineren Malistab durchgefuhrt. Als Matrix fur die
MALDI-Messung wurde zunachst die fur die Analyse von Zuckern haufig verwendete
2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) gewahlt [39]. Auf diese Weise lielden sich von den
nativen, sowie den INH- und 2-AB-Derivaten gut interpretierbare Spektren herstellen.
Fur die Messung der BINH- und BACH-derivatisierten Zucker erwies sich die DHB-
Matrix jedoch als ungeeignet, die Signale der Glykane konnten hier nur unzureichend
detektiert werden. Alternativ wurden die Messungen unter Verwendung der Matrizes

Super-DHB und a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure durchgefuhrt.

87



Ergebnisse und Diskussion

Super-DHB ist eine Mischung aus 90 % 2,5-Dihydroxybenzoesaure und 10 %
2-Hydroxy-5-methoxy-benzoesaure (HMB). Reines DHB bildet lange, nadelférmige
Kristalle, in denen die Probenmolekile eingeschlossen werden. Bei der Messung
kénnen sich dadurch Schwierigkeiten ergeben probenreiche Spots zu finden, die den
Nachweis der Analyten ermdglichen. Durch die Bildung gleichmaRig kleiner Kristalle
kann die Detektion hingegen deutlich erleichtert werden. Bei der Zumischung des
strukturell ahnlichen HMBs wird dieses in das Kristallgitter des DHBs einlagert,
wodurch dessen Ordnung gestort wird. Dies fuhrt zu einer weicheren Desorption und
damit zu einer erhdhten Produktion von Analytionen bei Super-DHB [39,81].
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure zeigt ebenfalls eine gleichmalRigere Kristallisation als
DHB [156]. Beide Substanzen wurden bereits zur Analyse von Glykanen verwendet
und lieferten gute Ergebnisse [81].

Fur die BINH- und BACH-Derivate stellte sich Super-DHB als besonders geeignet
heraus, a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure dagegen zeigte keine Verbesserung gegentber
der DHB-Matrix. Die nativen Glykane, ebenso wie die INH- und 2-AB-Derivate wurden
ebenfalls mit Super-DHB vermessen, jedoch konnte in diesen Fallen nicht die gleiche
Qualitat wie zuvor mit DHB erreicht werden. Daher wurde fur alle weiteren
MALDI-TOF-Messungen die DHB-Matrix fir native, INH- und 2-AB-Glykane
beibehalten, die BINH- und BACH-Spektiren wurden dagegen mit Hilfe von Super-

DHB aufgenommen.

|. Ribonuclease B

Die Spektren der underivatisierten und derivatisierten N-Glykane von Ribonuclease B
sind in Abbildung 3-l dargestellt. Analog zur Analyse der kleinen Zucker wurde hier
zunachst auf Vollstandigkeit der Umsetzung gepruft. Wirden die Signale der underi-
vatisierten Zucker auch in den Spektren der Derivate erscheinen, so ware davon aus-
zugehen, dass die Derivatisierungsreaktion nicht quantitativ abgelaufen ist. Dies war
bei keinem der Derivate der Fall, allerdings zeigten sich im Falle des
BINH-Reagenzes verschiedene andere Peaks, die jedoch keine regelmaligen Ab-
stande zu den Glykanen aufwiesen. Daher ist davon auszugehen, dass diese Signale
nicht durch eine unvollstandige Derivatisierung oder Entstehung von Spaltprodukten

herbeigefuhrt wurden, sondern ebenso wie bei der Derivatisierung der Mono- und
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Disaccharide durch Verunreinigungen des Derivatisierungsreagenzes BINH entstan-
den. Ob die Storpeaks durch dieselben Verunreinigungen verursacht wurden wie bei
den kleinen Zuckern konnte nicht geklart werden, da sich die Messbereiche der ver-
schiedenen Methoden stark unterschieden. Die Fragment-Analyse der Zucker wird
durch die Verunreinigungen nicht beeinflusst, fur die Lektin-Bindungsstudien jedoch

wurden die Zucker im Vorfeld mittels HPLC gereinigt, um unerwinschte Wechselwir-
kungen zu vermeiden.

Abbildung 3-I:

MALDI-TOF-Spektren der nativen und
derivatisierten N-Glykane von Ribonu-
clease B; \:}’
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Beim Vergleich der Signalintensitaten der nativen Glykane mit denen der Derivate
zeigte sich nur eine geringe Steigerung der Gesamtintensitaten durch die Derivatisie-
rungen. Allerdings profitierten die Zucker der hdheren Massen mit 7, 8 und 9 Manno-
seeinheiten wesentlich starker von der Kopplung. Waren diese im Spektrum der unde-
rivatisierten Zucker nur sehr schwach zu erkennen, so konnte die Intensitat durch De-
rivatisierung mit INH, BINH, BACH und 2-AB um mindestens Faktor 3 gesteigert wer-
den. Besonders stark zeigte sich dieser Effekt in den Spektren von INH und BINH, wo
speziell fur das Mannose-9-Glykan eine hohe Intensitatszunahme zu verzeichnen

war.

[I. Ovalbumin

Bei Vermessung der underivatisierten Glykane (Abb. 3-II) von Ovalbumin konnten 22
der 26 Strukturen detektiert werden, wobei die Intensitaten einzelner Zucker, wie bei-
spielsweise m/z 1581.7 oder m/z 2028.8, sehr gering waren. Die Gesamtintensitat
hingegen war im Vergleich zu den Derivaten, wie auch schon bei den Glykanen der

Ribonuclease B, nur unwesentlich schwacher.
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Abbildung 3-11: MALDI-TOF-Spektrum der underivatisierten N-Glykane des Ovalbumins
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Ausgehend von der Tatsache, dass das Glykan der Masse m/z 2028.8 das grofdte
dem Ovalbumin zuzuordnende Kohlenhydrat ist [150], liegt die Vermutung nahe, dass
auch die fur die vorliegende Arbeit verwendete Ovalbuminprobe weitere Glykoprotei-
ne als Co-lsolate enthielt. Da jedoch Detektions- und Fragmentierungsverhalten der
Glykane im Vordergrund stand und nicht deren Herkunft, wurden die Spektren ausge-
hend von Tabelle 3-II interpretiert. Diese enthalt sowohl die Glykane des Ovalbumins,
als auch die am haufigsten vorkommenden Glykane der Co-Isolate.

Nach Aufnahme der Spektren der verschiedenen Derivate wurde erneut auf Vollstan-
digkeit der Derivatisierungsreaktion gepruft. Es zeigten sich auch hier keinerlei Hin-
weise auf Reste von underivatisierten Zuckern. Im Unterschied zu den INH-Derivaten
traten bei den Biotinylierungsreagenzien, insbesondere in den Spektren der BINH-
Glykane eine Reihe von nicht zuzuordnenden Massen auf. Bereits von den Glykanen
der Ribonuclease war bekannt, dass bei BINH zusatzliche Signale auftreten, die je-
doch nicht in direktem Zusammenhang mit den Zuckerstrukturen stehen. Eine andere
mogliche Erklarung fur diese Tatsache ware, dass die in dem Derivatisierungsreagenz
vorhandenen Verunreinigungen ebenfalls teilweise in der Lage waren, mit den Zu-
ckern zu reagieren. Dagegen spricht, dass bei der Derivatisierung der kleinen Zucker
keine diesbezliglichen Massen gefunden wurden. Es ist unklar, wodurch die Stérsig-
nale im Spektrum der BACH-Derivate ausgebildet wurden, jedoch zeigten sich diese
nur im niedrigeren Massenbereich und waren daher wahrscheinlich nicht durch den

Derivatisierungsvorgang verursacht.

Wie bereits bei Ribonuclease B erwahnt, kam es durch die Kopplung mit den ver-
schiedenen Reagenzien auch bei Ovalbumin zu einer Intensitatserhohung der zuvor
nur schwach detektierbaren Glykane, vor allem im hoheren Massenbereich. Als Bei-
spiel ist hier das im Spektrum der nativen Zucker bei einer Masse von m/z 2313.9 er-
scheinende Komplexglykan zu nennen, dessen Signalstarke nach Derivatisierung
deutlich erhoht ist (INH: m/z 2432.9; BINH: m/z 2775.4; BACH: m/z 2667.4, 2-AB:
m/z 2434). Zudem konnten, im Vergleich zu den underivatisierten Glykanen, drei zu-
satzliche Zuckerstrukturen erfasst werden. Diese wurden in Abbildung 3-11l/ 3-IV mit-
tels eines roten Sterns markiert, es handelt sich dabei um ein Hybridglykan, sowie
zwei Komplexglykane. Damit wurden mit Hilfe der Derivatisierungen 25 der 26 vor-
handenen Glykane detektiert.
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Abbildung 3-1ll: Spektren der INH, BINH und BACH Derivate von Ovalbumin, die zusétzlich

gefundenen Glykane sind durch Sternchen gekennzeichnet
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Daraus folgt, dass durch die Derivatisierungen die Sensitivitat der Messungen deutlich
gesteigert wurde. Auf Seiten der Ribonuclease-B-Glykane fuhrte dies dazu, dass die
bei den nativen Zuckern schlecht detektierbaren Strukturen der Mannose-7, Manno-
se-8 und Mannose-9-Glykane hervorgehoben wurden. Bei den Glykanen des Oval-
bumins auRerte sich die erhdhte Empfindlichkeit sowohl in der Intensivierung niedriger
Signale, als auch in der Detektion dreier zusatzlicher Strukturen. Des Weiteren liel3
sich bestatigen, dass die Derivatisierungsmethode auch hier zu einer quantitativen
Umsetzung der N-Glykane in ihre entsprechenden Derivate fuhrte, unabhangig von

deren strukturellem Aufbau.
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2.2.3. Fragmentierung von N-Glykanen

2.2.3.1. Hintergrinde

Durch die Fragmentierung von Glykanstrukturen kénnen Informationen Uber deren
Zusammensetzung erlangt werden. Es treten zwei Arten von Spaltungen auf, zum ei-
nen die der glykosidischen Bindungen zwischen den einzelnen Monosacchariden,
zum anderen Ringspaltungen in den nichtreduzierenden Zuckern des Glykans. Die
am haufigsten auftretenden Fragmente entstehen durch glykosidische Spaltungen,
anhand deren Monosaccharidsequenz und Verzweigungen bestimmt werden. Mit Hil-
fe der Ringspaltungen kénnen dagegen auch Hinweise auf die Verknupfungsstellen
der Monosaccharide gewonnen werden [157].

Wie bereits erwahnt, hangt das Vorkommen der verschiedenen Spaltungen von der
Art des fragmentierten lons ab. Protonierte lonen [M+H]" neigen hauptséchlich zur
Bildung glykosidischer Fragmente (Y- und Z-, bzw. B- und C-Spaltungen), wahrend
es bei Natriumaddukten [M+Na]® zusétzlich zu Spaltungen der Zuckerringe kommen
kann. Ebenso spielen die Grolze und Verzweigungen des Molekuls eine Rolle. Umso
groler die zu fragmentierenden Oligosaccharide sind, umso geringer ist die Wahr-
scheinlichkeit, dass Ringspaltungen auftreten [152].

In Bezug auf den Informationsgehalt sind auch bei den glykosidischen Spaltungen
Unterschiede vorhanden. Meist dominieren, nach der Nomenklatur von Domon und
Costello [92] benannte, B- und Y-Spaltungen die Fragmentspektren der Glykane. Von
besonderem Interesse sind dabei vor allem die Y-Fragmente, da diese detaillierte
Hinweise auf die Sequenz des Glykans geben. Mit Hilfe von Derivatisierungen am re-
duzierenden Ende kann die Bildung von Y-lonen erleichtert werden, da durch die Re-
agenzien eine Ladung des Molekuls und somit seine Detektion gewahrleistet wird
[157]. Ein weiteres diagnostisches Fragment, das die Zusammensetzung der an der
Core-Mannose in Position 6 befindlichen Antenne wiedergibt, ist das sogenannte
D-lon. Es entsteht im positiven Messmodus durch B/Y-Spaltung, beziehungsweise im
negativen Modus durch C-/Z-Abspaltungen, der 3‘-Antenne, sowie der beiden
N-Acetylglucosamineinheiten der Grundstruktur des Glykans (Abb. 3-V) [153,154].
Durch die Massendifferenz, die durch Abspaltung der 3’Antenne entsteht, lassen sich
gleichzeitig Informationen Uber deren Zusammensetzung gewinnen [39]. Auch zusatz-

liche N-Acetylglucosamineinheiten an der Core-Struktur (bisecting Glycans), wie sie
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bei Hybrid- und Komplexglykanen vorkommen, kénnen mit Hilfe des D-lons identifi-
ziert werden.

Die Fragmentierungswege, die zur Entstehung der glykosidischen Spaltungen fuhren,
gleichen denen der kleineren Oligosaccharide. Durch den Zusatz von Natriumionen
kann auch bei ESI-MS die Bildung von Natriumaddukten provoziert und damit eine

Veranderung im Fragmentierungsverhalten herbeigefluhrt werden.
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Abbildung 3-V: Entstehung des D-lons eines High-Mannose-Glykans [153,154]

Die in den Spektren der [M+Na]*-lonen am haufigsten vorkommenden Ringspaltun-
gen sind A-Fragmente, diese haben jedoch im Vergleich zu den glykosidischen Frag-
menten eine relativ geringe Intensitat. Beim Einsatz von hoheren Fragmentierungs-
energien erhoht sich auRerdem die Haufigkeit von X-Spaltungen in den Monosaccha-
ridringen des Glykans. Grundlegend fur die veranderten Fragmentierungseigenschaf-
ten ist die Bildung eines stabilen Komplexes aus Natriumionen und Kohlenhydraten.
Dadurch wird zum einen die Wahrscheinlichkeit zur Bildung mehrfachgeladener lonen
stark verringert, zum anderen werden auch Umlagerungen (siehe Kapitel 1.3.2) gly-
kaninterner Monosaccharide verhindert [140,160]. Zudem werden die Zuckermolekule
durch die Interaktion der Natriumionen mit den zahlreichen in der Glykanstruktur ent-
haltenen Sauerstoffmolekilen stabilisiert. Dies wirkt sich auch auf die Fragmentierung
der Glykane aus, so werden beispielsweise (1 — 6)-verknupfte Monosaccharide weni-
ger schnell gespalten, als die an anderen Positionen verkntpften. Dies hangt mit der
hoheren Flexibilitat dieser Bindung zusammen, die eine starkere Wechselwirkung mit
dem Natriumion ermdglicht [140].

Am aussagekraftigsten sind Ringspaltungen, die in den Mannoseeinheiten der
Core-Struktur auftreten und damit die Zusammensetzung und Verlinkung der Anten-

nen anzeigen. Die Haufigkeit solcher Spaltungen hangt, bei Messung mittels MALDI,
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nicht nur von der Wahl der Matrix, sondern auch von der fir die Fragmentierung ein-

gesetzten Energie ab.

.
.
Na CH,OH o Na
R 0 CH,OH
CH,OH o OH o o
o] o
RO OH + OH R
RO NHAc
oH OH
NHAc NHAC
NHAC
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CH,OH Na CH,OH CH,OH Na CH,0H
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Abbildung 3-VI: Vorgeschlagene Fragmentierungswege der Natriumaddukte von Glykanen;
1.: glykosidische Spaltung zweier N-Acetylglucosamineinheiten zum Y-Fragment;

2.: Ringspaltung zweier Mannoseeinheiten zum **A-Fragment [90,140]

Die Analyse von nativen, neutralen Glykanen erfolgt nahezu ausschlieRlich im positi-
ven Modus, da diese im Negativen, im Gegensatz zu sialinsaurehaltigen Kohlenhyd-
raten, nur schwer zu detektieren sind. Bei der Fragmentierung im negativen Modus
dagegen zeigen sich oft Unterschiede in Bezug auf Art und Haufigkeit der Spaltungen.
Insbesondere die Haufigkeit von A-Spaltungen nimmt stark zu, was dazu fuhrt, dass
die Identifizierung von Glykanen vereinfacht wird [39,152].

Auch der Einsatz von Derivatisierungsreagenzien soll die Fragmentierungs-
eigenschaften von Glykanen beeinflussen. Nach Permethylierung oder Peracetylie-
rung der Hydroxygruppen des Zuckers entstehen spezifische Fragmente, durch die
sich Sequenz und Verknupfung eines Kohlenhydrates bestimmen lassen (siehe Kapi-
tel 1.2.3.1). Nachteile dieser Methode liegen in den relativ grollen bendtigten Pro-
benmengen, die zudem eine hohe Reinheit aufweisen mussen, um eine vollstandige
Methylierung zu gewahrleisten [152]. Derivatisierungen am reduzierenden Ende be-
wirken ebenfalls Veranderungen im Fragmentierungsmuster, sowohl bei ESI-MS/MS-,
als auch bei MALDI-TOF/TOF-Anwendungen. Vergleiche zwischen Phenylhydrazin-,
Phenylmethylpyrazolon- (PMP) und 2-AB-derivatisierten Glykanen ergaben, dass
durch die Kopplung mit Phenylhydrazin die aussagekraftigsten Fragmentspektren er-
halten werden konnten. Nur bei der Spaltung von High-Mannose-Glykanen konnten

mit den 2-AB-Derivaten ahnlich gute Ergebnisse erzielt werden [155]. Eine weitere
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Untersuchung kam zu dem Ergebnis, dass die Derivatisierung am reduzierenden En-
de nur wenig Einfluss auf die Fragmentierung hat, wobei auch hier die Umsetzung mit
3-Aminoquinolin zur effektiven ldentifizierung von Glykanen genutzt werden konnte
[161].

2.2.3.2. Fragmentierung von Glykanen mittels ESI-Tripelquadrupol

Die Analyse der BACH-Derivate von Ribonuclease B und Ovalbumin wurden zu-
nachst mittels ESI-MS und ESI-MS-MS durchgefuhrt. Wie bereits in Kapitel 1.3.1.1
beschrieben, kdnnen durch die drei linear in Reihe geschalteten Quadrupole eines
Triplequad-Massenspektrometers Fragmentierungsexperimente durchgefihrt werden.
Dabei sind die folgenden vier Messmodi moglich, die jeweils zu unterschiedlichen In-
formationen bezlglich der untersuchten Probe fuhren [78,162] (Abbildungen adaptiert
nach Domon et al [162]).

I. Product-lon-Scan

Bei dieser Anwendung wird der erste Quadrupol (Q1) so eingestellt, dass nur lonen
einer bestimmten Masse passieren kdnnen. Alle anderen in der Probe vorhandenen
lonen werden zu den Staben hin abgelenkt und entladen. Die selektierten Massen
werden in der Kollisionszelle (CID) fragmentiert und anschlieRend im dritten Quadru-
pol (Q3) gescannt. Dadurch ergibt sich das Fragmentspektrum einer bestimmten

Masse, das zur Untersuchung der Struktur des Molekuls genutzt werden kann.

Q1 CID Q3
O= — —1
® @ @
— —— —

[lI: Precursor-lon-Scan

Hier wird Q3 so ausgerichtet, dass nur Fragmente einer bestimmten Masse aus der
Kollisionszelle zum Detektor gelangen. Gleichzeitig erfasst Q1 alle lonen, aus denen
diese speziellen Fragmente erzeugt werden. Diese Methode dient dazu, eine Sub-

stanzmischung nach Molekulen mit bestimmten Gruppen zu durchsuchen. Beispiels-
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weise konnen N-Glykane Uber die Abspaltung einer N-Acetylglucosamineinheit
(m/z 204) detektiert werden.

Q1 CID Q3
—— —— —
————— [ | [ |

[1l: Neutral-Loss-Scan

Der Neutral-Loss-Scan dient der Auffindung von Molekulen, die durch die Fragmentie-
rung bestimmte ungeladene Gruppen abspalten. Dafur wird Q3 um die Differenz des
Neutralteilchens niedriger eingestellt als Q1. Dann werden analog zum Precursor-lon-
Scan durch Q1 alle lonen aus der Probe herausgefiltert, die nach Fragmentierung in
der Kollisionszelle um die entsprechende Masse verringert sind. Auf diese Weise las-
sen sich Molekule mit kleinen, leicht abspaltbaren funktionellen Gruppen detektieren,

wie etwa phosphorylierte Peptide.

Q1 CID Q3
e — ———
@®o-e -
.O o e e® —
| — 1 [ —

IV: Multiple-Reaction-Monitoring

Diese Einstellung wird meist fur die Quantifizierung von Substanzen mit charakteristi-
schem Fragmentierungsmuster verwendet. Dabei sind sowohl Q1, als auch Q3 auf
eine bestimmte Masse eingestellt - die des Vorlauferions, sowie die des daraus ent-
stehenden Fragments. Wahrend der Messung wird die Haufigkeit der Ubergénge von
einer Masse zur anderen chromatographisch aufgetragen, wodurch eine hohe Spezi-

fizat und Sensitivitat erreicht wird.

Q1 CID Q3
 — — —
OOO ©-e e ® —
— Sy
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Fur die Analyse von N-Glykanen eignen sich vor allem die beiden ersten Methoden.
Mittels Precursor-lon-Scan wird Aufschluss Uber die Anwesenheit und Menge von Zu-
ckerstrukturen an einem Protein gewonnen. Dazu erfolgt zunachst ein enzymatischer
oder chemischer Verdau des Proteins, der zu einer Mischung von Peptiden und Gly-
kopeptiden fuhrt und/oder zur Abspaltung der Glykane von der Proteinoberflache. Als
diagnostische lonen werden hauptsachlich die Massen m/z 204 (Masse einer
Hexosamineinheit), m/z 163 (Masse einer Hexose), m/z 292 (Masse einer Sialinsau-
re), oder m/z 366 (Masse einer Hexose-Hexosamin-Einheit) verwendet. Dabei treten
die Fragmente der Massen m/z 204 und m/z 366 bei fast allen Typen von N- und
O-Glykanen auf und erlauben daher eine relativ unspezifische Bestimmung der vor-
handenen Kohlenhydratstrukturen. Dies lasst sich dadurch begrinden, dass die
Fragmente nicht zwangslaufig aus endstandigen Gruppen gebildet werden, sondern
auch durch Spaltungen in der Grundstruktur des Glykans entstehen kdnnen [163].
Generell werden fiur die Erstellung von Precursor-lon-Spektren héhere Energien zur
Fragmentierung eingesetzt, als fur die anderen Methoden, um sicherzustellen, dass

ausreichend kleine, detektierbare Fragmente entstehen [164].
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Abbildung 3-VII: Precursor-lon-Spektrum der Masse m/z 163 der BACH-derivatisierten Glyka-
ne von Ribonuclease B, detektiert als [M+HJ?*, adaptiert nach Bank et al. [143]
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Abbildung 3-VII zeigt die BACH-derivatisierten Glykane von Ribonuclease B, die mit-
tels Precursor-lon-Scan der Masse m/z 163 ermittelt wurden. Das Hexose-Fragment
eignet sich besonders zum Nachweis von High-Mannose-Glykanen, da diese, auf-
grund ihrer Struktur, einen hohen Anteil dieses Fragmentes bilden. Die Messung wur-
de bei drei verschiedenen Kollisionsenergien im Bereich zwischen 15 V und 50 V
durchgefuhrt, wobei die besten Ergebnisse bei 15 V erzielt wurden.

Alle funf N-Glykan-Derivate der Ribonuclease B wurden in Form ihrer [M+H]**-lonen
detektiert. Das Auftreten von Mehrfachladungen bei der ESI-MS hangt von der Grolke
des ionisierten Molekuls ab, bei Proteinen geht man von etwa einer Ladungszunahme
pro 1000 Da Massenzunahme aus [79]. Im Gegensatz zu den MALDI-TOF-Spektren
der BACH-Derivate von Ribonuclease B (Abb. 3-l), ist die Intensitat des Manno-
se-5-Glykans hier geringer als die des Mannose-6-Glykans. Aller Wahrscheinlichkeit
nach ist dies auf die Art der Messung zurtckzufihren, da bisherige Untersuchungen
von Ribonuclease B stets das Mannose-5-Glykan als den am haufigsten vertretenen
Zucker angaben [145]. Da dieser Zucker weniger Mannoseeinheiten hat, als die ande-
ren in diesem Protein vertretenen Glykane, ist es mdglich, dass dadurch wahrend der
Fragmentierung auch weniger spezifische Fragmente fur den Precursor-lon-Scan ent-
stehen.

Der nachste Schritt zur Identifizierung der im Protein vorhandenen Glykane ist die
Fragmentierung mittels Product-lon-Scan. Dazu werden die vorher im Precur-
sor-lon-Scan detektierten Glykanstrukturen fragmentiert, um detailliertere Informatio-
nen Uber ihre Struktur zu gewinnen. In Abbildung 3-VIII ist das Produkt-lonen-
Spektrum des Mannose-6-Glykans bei m/z 876.4 zu sehen. Die Fragmente erschie-
nen sowohl als einfach, als auch als zweifach geladene lonen. Auffallig war, dass vor
allem die Fragmente, die noch das Derivatisierungsreagenz BACH enthielten, in Form
von doppelt geladenen Signalen auftraten.

Anhand des Fragmentierungsmusters lasst sich klar erkennen, welche Art von Glykan
zugrunde liegt. Die doppelt-geladenen Y-Fragmente (Nomenklatur siehe Abb. 1-XVI)
im Abstand von 81 Da zeigen ausschliel3lich den Abbau der Antennen des Zuckers,
bei den einfach-geladenen lonen kam es sowohl zur Abspaltung des Derivatisierungs-
reagenzes und einer N-Acetylglucosamineinheit (Bs/Bs-Spaltungen), als auch zur Ab-
spaltung der Mannoseeinheiten der Antennen. Vereinzelt traten auch C- (m/z 1032.1),

und X-Spaltungen (m/z 761.0) der Corestruktur des Glykans auf.
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(m/z 876.4) der Ribonuclease; doppelt geladene Fragmente sind mit Sternchen gekennzeich-
net, adaptiert nach Bank et al. [143]

Da sich der Fragmentierungsverlauf der High-Mannose-Glykane untereinander nur
wenig unterscheidet, wurde zusatzlich das ebenfalls BACH-derivatisierte Standard-
glykan NA2 vermessen.

Dieses Komplex-Glykan besitzt zwei Antennen, die jeweils mit Galacto-
se-N-Acetylglucosamin-Einheiten besetzt sind. Ein charakteristisches Merkmal dieser
Strukturen ist, dass im Verlaufe einer Fragmentierung diese Galacto-
se-N-Acetylglucosamin-Einheiten meist gemeinsam abgespalten werden [165]. Im
Produkt-lonen-Spektrum von NA2 (Abb. 3-IX) zeigten sich daher keine Ys-Fragmente,
die die alleinige Abspaltung von Galactose anzeigen wurden, sondern bei m/z 1264.0
und m/z 1630.0 die entsprechenden Y4-Spaltungen. Auch die B4 und Bs-Fragmente
(m/z 731.0, m/z 851.7, m/z 893.1, m/z 1054.5) wiesen in den Antennen die spezifi-
schen Spaltungen auf. Ebenfalls kennzeichnend fur die Anwesenheit von N-Acetyl-
hexosamin-Gruppen in den Antennen ist das Signal der Masse m/z 366.2, welches
durch die Abspaltung des N-Acetylhexosamins in Verbindung mit einer Hexose, wie
hier Galactose oder Mannose, entsteht [165]. Im Gegensatz zum Fragmentspektrum
des High-Mannose-Glykans traten bei NA2, trotz vergleichbarer Masse, ausnahmslos

einfach geladene lonen auf.
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Abbildung 3-IX: Fragmentspektrum eines Standard-Komplex-Glykans (m/z 998.3), adaptiert
nach Bank et al. [143]

AbschlieRend lasst sich sagen, dass die Fragmentierung mittels ESI-Triplequadrupol
sowohl zu aufschlussreichen Precursor-, als auch Product-lon-Spektren gefiihrt hat.
Mittels Detektion des Mannosefragments bei m/z 163 konnten samtliche
BACH-derivatisierten Glykane von Ribonuclease B nachgewiesen werden.

Die Fragmentierung der Glykane fuhrte fast ausnahmslos zu Spaltungen der
glykosidischen Bindungen. Ein Grol3teil der entstandenen Fragmente war dabei auf
informationsreichere Y-Spaltungen zurlickzufihren. Dadurch konnten Art und
Zusammensetzung der Glykane bestatigt werden. Es konnten allerdings weder
Ringspaltungen innerhalb der Glykane detektiert werden, noch kam es zur Bildung
von D-lonen. Deshalb wurde ein direkter Vergleich der BACH-Derivate mit den INH,
BINH und 2-AB-Derivaten, sowie den underivatisierten Zuckern mittels
MALDI-TOF-TOF durchgefuhrt. Dies hatte zum einen den Grund, dass durch die
Fragmentierung von Natrium-Glykan-Addukten die Wahrscheinlichkeit von
Ringspaltungen innerhalb der Monosaccharideinheiten steigt. Folglich erhoht sich der
Informationsgehalt der Spektren in Bezug auf Verzweigungen und
Verknupfungsstellen der Glykane. Zum anderen wird die Analyse der Glykane mit
Hilfe des MALDI-TOF/TOF dadurch vereinfacht, dass nur geringe Probenmengen zur

Analyse bendtigt werden.
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2.2.3.3. Fragmentierung mittels MALDI-TOF/TOF

Die Fragmentierung von Molekilen am MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometer erfolg-
te mittels Laser-induced-dissociation (LID). Dafur wird die Laserenergie nach Ermitt-
lung der Precursor-lonen erhoht, was zum verstarkten Zerfall der Molekule fuhrt. Die
bendtigte Laserstarke hangt zusatzlich von der Art der verwendeten Matrix ab. Soge-
nannte ,cool matrices“ wie DHB erreichen eine hohe Geschwindigkeit durch den La-
serbeschuss, wodurch die Wahrscheinlichkeit von Kollisionen zwischen den Moleki-
len geringer ist als bei ,hot matrices®, wie a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure, die eine ge-
ringere Geschwindigkeit erlangen und somit mehr Fragmentionen produzieren
[89,166]. Im Vergleich zur ESI-MS verlauft die Fragmentierung der Glykane mittels
MALDI-TOF/TOF von einfach geladenen Natriumaddukten zu ebenfalls als Natriumi-
onen vorliegenden Fragmenten. Dadurch steigt auch die Wahrscheinlichkeit des Auf-
tretens von Spaltungen innerhalb der Zuckerringe. Die am haufigsten auftretenden
Ringspaltungen sind die, speziell flir die (1 — 4)-verknlpften Monosaccharide typi-
schen, ®2A-Spaltungen. Von besonderem Interesse sind die *°A- und %*A-Spaltungen
der Core-Mannose. Da dieses Monosaccharid mit den Antennen des Glykans besetzt
ist, konnen durch diese Ringspaltungen, ahnlich wie durch Detektion des D-lons,

natzliche Hinweise in Bezug auf deren Aufbau gewonnen werden [39].

l. High-Mannose-Glykane

Die Fragmentierung am MALDI-TOF/TOF wurde zunachst mit den Glykanen der Ri-
bonuclease B durchgeflhrt. Anhand des Vergleichs der verschiedenen Derivate (un-
derivatisiert, INH, BINH, BACH und 2-AB) der Mannose-6-Glykane wurden die Frag-
mentierungsmuster, sowie deren potentielle Unterschiede untersucht. Da das High-
Mannose-Glykan im Gegensatz zu anderen in der Ribonuclease B vorhandenen Gly-
kanen keine isomeren Strukturen aufweist, kdnnen Abhangigkeiten von Intensitat und
Verteilung der Spaltprodukte von verschiedenen raumlichen Strukturen ausgeschlos-
sen werden. DarlUber hinaus erwiesen sich die Strukturen der hoheren Massen als
ungeeignet, da aufgrund der geringeren Intensitat nicht von allen Derivaten aussage-

kraftige Spektren aufgenommen werden konnten.
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Abbildung 3-X: MALDI-TOF/TOF-Spektrum des nativen Mannose-6-Glykans (m/z 1419.5) der
Ribonuclease B; Ringspaltungen sind zusétzlich zur Angabe der Spaltstellen in den Pikto-

grammen gekennzeichnet; Nomenklatur nach Domon und Costello [92]

Abbildung 3-X zeigt das MALDI-TOF/TOF-Fragmentspektrum des nativen Glykans.
Den Signalen wurden die, den jeweiligen Massen entsprechenden Fragmentionen
zugeordnet, fur die am wenigsten Bindungsspaltungen bendtigt wurden. Ringspaltun-
gen wurden sowohl durch Angabe der Spaltstellen mittels Nomenklatur nach Domon
und Costello [92] gekennzeichnet, als auch durch Markierungen der betreffenden
Stellen in den Piktogrammen dargestellt. Pfeile geben die Differenzen zwischen den
Fragmenten der Glykane an, wodurch die Identifizierung der Gesamtstruktur erleich-
tert wird. Dabei stehen gestrichelte Pfeile fur den Verlust eines N-Acetylglucosamins,
durchgezogene Pfeile flr die Abspaltung einer Mannose-Einheit. Durch die kleineren
Pfeile werden Wasserabspaltungen angezeigt.

Die dominierenden Signale des Fragmentspektrums des underivatisierten Manno-
se-6-Glykans (Abbildung 3-X) waren Y-Spaltungen an der Gesamtstruktur
(m/z1257.4, m/z 1095.4, m/z 933.3, m/z 447.1), sowie an den Bs- (m/z 1036.3,
m/z 874.3, m/z712.2, m/z 550.2) und Bs-Fragmenten (m/z 833.3, m/z 671.2,
m/z 509.1, m/z 347.1) des Glykans, welche durch Abspaltung von einer oder beiden
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N-Acetylglucosamineinheiten am reduzierenden Ende des Zuckers entstehen. In die-
ser Hinsicht gleicht dieses Spektrum dem am ESI-Triplequadrupol aufgenommenen.
Auf der anderen Seite konnten durch Fragmentierung der Natriumaddukte zusatzliche
signifikante lonen detektiert werden, wie etwa das Bs-lon bei m/z 995.2. Aufgrund sei-
ner Zusammensetzung aus ausschlieBlich Mannoseeinheiten lasst sich das Vorhan-
densein eines High-Mannose-Glykans bestatigen und des Weiteren auch die GroRRe
des Glykans vorhersagen [167]. Ein weiteres aufschlussreiches Fragment ist das
D-lon bei m/z 671.2. Dieses entsteht, wie bereits einleitend erwahnt, durch
B/Y-Spaltung an der Core-Mannose, welche zum Verlust der N-Acetylglucosamin-
einheiten, wie auch der Antenne an 3‘-Position fihrt. Anhand seiner Masse lasst sich
die Monosaccharidzusammensetzung der Antenne an Position 6° der Core-Mannose
aufklaren. Ebenfalls charakteristisch fur dieses High-Mannose-Glykan war der Frag-
mentierungsverlauf Uber die Y-Abspaltung von einer (m/z 1257.4), zwei (m/z 1095.4),
drei (m/z 933.3) oder sechs (m/z 447.1) Mannoseeinheiten, wahrend die Fragmentio-
nen nach Abspaltung von vier bzw. funf Mannoseeinheiten fehlten [162,164,165]. Ein
ahnliches Fragmentierungsmuster wurde von Harvey beobachtet [167]. Ringspaltun-
gen traten in den N-Acetylglucosamineinheiten der Core-Struktur auf (*°As,
m/z1069.4 und >°As, m/z 1272.4), die wesentlich aussagekraftigeren in der Manno-
seeinheit der Core-Struktur (3’5A3) zeigten sich jedoch nicht. Aulerdem konnte die
Spaltung einer peripheren Mannoseeinheit beobachtet werden (>°X4; m/z 1315.4),
welche jedoch keine Auswirkungen auf die Interpretation des Spektrums hat. Insge-
samt zeigte das Spektrum nur wenige Ringspaltungen, was jedoch auch durch das
relativ schlechte Signal-Rausch-Verhaltnis begriindet sein mag.

Bei Betrachtung des MS(2)-Spektrums des INH-derivatisieren Mannose-6-Glykans
(Abbildung 3-XI, oben) zeigte sich bei den glykosidischen Spaltungen ein ahnliches
Bild wie bereits beim underivatisierten Glykan. Der Abbau der Antennen am
INH-haltigen Molekul (m/z 1376.4, m/z 1214.5, m/z 1052.4, m/z 566.3) erfolgte nach
dem gleichen Muster wie beim nativen Mannose-6-Glykan. Es entstanden wiederum
keine Fragmente mit nur einem oder zwei Mannoseresten an der GIcNAc-Core-
Einheit. Auch die Bildung der B/Y-Fragmente (m/z 1036.3, m/z 874.3, m/z 712.2,
m/z 550.2, sowie m/z 833.3, m/z 671.2, m/z 509.1, m/z 347.1) verlief identisch zu dem
underivatisierten Glykan, jedoch hatten die Signale beim INH-Derivat eine deutlich

héhere Intensitat, was die Zuordnung erleichterte. Ebenso konnten sowohl das Bs-lon
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1881.1, unten) des Mannose-6-Glykans, Ringspaltungen sind zusétzlich markiert
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(m/z 995.3) als auch das D-lon (m/z 671.2) detektiert werden, die beide eine wichtige
Rolle bei der Identifizierung des Glykans spielen. Daruber hinaus zeigte sich die cha-
rakteristische Wasserabspaltung des D-lons, welche bereits bei weiteren Hydra-
zid-Derivaten beobachtet wurde [168].

Zusatzlich zeigten sich Ringspaltungen an den N-Acetylglucosaminen der Glykan-
grundstruktur (>°A4, m/z 1069.3; °?A,, m/z 1115.4; %*As, m/z 1258.4) und dariiber
hinaus Spaltungen in der Core-Mannose des Glykans (*°As, m/z 583.3; 2*Xy,
m/z 1154.4). Anhand dieser Fragmente konnen Aussagen Uber die Zusammensetzung
der Antennen, einschlieBlich ihrer Verknupfung an die Core-Mannoseeinheit getroffen
werden, da die Massen der Fragmente spezifisch fur die jeweiligen Verbindungsstel-
len sind. So lasst sich anhand des >°As-lons bei m/z 583.3 bestétigen, dass die An-
tenne, welche aus drei Mannoseeinheiten besteht in 6°-Position an die Core-Mannose
geknupft ist. Im Gegenzug kann daraus geschlossen werden, dass daher die aus zwei
Mannoseeinheiten bestehende Antenne an die 3'-Position geknupft sein muss. Glei-
ches gilt fir die >*Xs-Spaltung bei m/z 1154.4. Zudem wurde eine °®?As-Spaltung
(m/z 1318.5) als Fragment mit der hochsten Intensitat im Spektrum detektiert. Ein wei-
teres Merkmal der Fragmentierung von Glykanen, welche bereits bei Phenylhydrazin-
Derivaten beobachtet wurde, ist die erleichterte Abspaltung der Antenne in 3'-Position,
im Gegensatz zu der in 6-Position der Core-Mannose [168]. Dies lie3 sich in den
Spektren des INH-derivatisierten Glykans anhand der hoheren Signalintensitaten der
B/Y3-Fragmente bei m/z 874.3 und m/z 671.2, im Vergleich zu den Fragmenten bei
m/z 712.2 und m/z 509.1 ablesen. Zusatzlich zeigte auch das Ysg-Fragment bei
m/z 1214.5 eine wesentlich grolere Signalstarke, als das durch die Abspaltung der
6'-Antenne entstehende Y3,-Fragment bei m/z 1052 .4.

Im  MALDI-TOF/TOF-Spektrum des BINH-Derivates des Mannose-6-Glykans
(Abbildung 3-XI, unten) konnten erheblich mehr Fragmentspaltungen beobachtet
werden, sowohl der glykosidischen Bindungen, als auch Ringspaltungen. So konnte
im Falle dieses Derivates der komplette Abbau der Antennen am Gesamtglykan
verfolgt werden (m/z 1719.1, m/z 1556.9, m/z 1394.9, m/z 1232.8, m/z 1070.8,
m/z 908.7), ohne dass es zum Ausschluss der Fragmente mit einer oder zwei
Mannoseeinheiten kam, wie zuvor beim INH-Derivat oder dem underivatisierten
Glykan. Bei den ABDEAE-Derivaten (4-Aminobenzoesaure-2-(diethylamino)-ethyl-
ester) der N-Glykane von Ribonuclease B wurde dieser Fragmentierungsverlauf der

Hexosen ebenso detektiert [169]. Die Spaltungen an den Antennen der
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Bs- (m/z 995.3 (B3), m/z 833.3, m/z 671.2, m/z 509.1, m/z 347.1) und Bs-Fragmente
(m/z 1198.5 (B4), m/z 1036.3, m/z 874.3, m/z 712.2, m/z 550.2) verliefen dagegen
analog zu denen des underivatisierten Glykans, waren aber, ebenso wie die des
INH-Derivates, bedeutend hoher in der Signalintensitat. D-lon (m/z 671.2) und
Bs-Fragment (m/z 995.3) konnten wiederum leicht identifiziert werden und zeigten
ebenfalls eine gute Signalstarke. Gegenuber den vorher beschriebenen Spektren
nahm auch die Anzahl der Ringspaltungen deutlich zu. Die Signale mit den hochsten
Intensitaten wurden durch Abspaltung des BINH-Derivatisierungsreagenzes
(m/z 486.3), sowie wiederum durch das ®?As-lon der Masse m/z 1318.4 gebildet,
welches jedoch flr die Aufklarung der Verknipfungsstellen keine Rolle spielt. Weitere
Ringspaltungen in den terminalen N-Acetylglucosamineinheiten lieRen sich bei den
Massen m/z 1329.5 ("*As), miz 1272.4 (*°As), m/z 1258.5 (**As), m/z 1170.4 (*°A,)
und m/z 11154 (*?A;) wie auch bei m/z 630.2 (>°Xo) und m/z 530.2 (°Xo)
detektieren. Des Weiteren traten zwei Ringfragmente der Core-Mannose auf, die
zum einen zur Abspaltung beider Antennen (°?As; m/z 953.3) filhrten, zum anderen zu
dem aussagekraftigen Fragment 3°A; bei m/z 583.2, welches bereits beim
INH-Derivat aufgefunden werden konnte. Daruber hinaus zeigten sich zwei
X-Spaltungen in den Antennen des Glykans, zum einen bei m/z 1644.6 (*°Xs), zum
anderen bei m/z 1436.6 (°2Xa).

Das Fragmentspektrum des BACH-derivatisierten Glykans (Abb. 3-XII, oben) zeigte
neben zahlreichen glykosidischen Spaltungen auch eine Vielzahl interessanter
Ringspaltungen. Zum einen traten wiederum die bereits beim BINH-Derivat beobach-
teten Ringfragmente der N-Acetylglucosamineinheiten auf (*°A4, m/z 1069.4; °2A,,
m/z 1115.3; "°A4, m/z 1170.4; >*As, m/z 1258.5; >°As, m/z 1272.5; ®?As, m/z 1318.4),
wobei das letztgenannte Fragment den zweithdchsten Peak des Spektrums darstellte.
Das héchste Signal entstand durch eine ®?Xo-Spaltung (m/z 477.2) des dem Derivati-
sierungsreagenz nachstliegenden N-Acetylglucosamins. Fragmente der
Core-Mannose wurden bei m/z 407.2 (**As), m/z 583.2 (*°As) und m/z 950.3 (®2X»)
detektiert. Mit Hilfe der Differenz des X-Fragments zur Gesamtmasse liel3 sich der
Mannose-Aufbau der Antennen bestatigen, durch die zwei A-Fragmente, die je-
weils eine der Antennen darstellten, konnte spezifisch deren Aufbau aus zwei res-
pektive drei Hexosen nachgewiesen werden. Aulderdem konnten auch in diesem De-
rivat X-Spaltungen der Antennen (°*Xs bei m/z 1520.6 und *>°X3 bei m/z 1536.5) ge-
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funden werden, die jedoch lediglich die unverzweigte Antenne des Glykans betrafen.
Im Unterschied zum BINH-derivatisierten Mannose-6-Glykan folgte der Abbau des
BACH-Derivates (m/z 1610.9, m/z 1448.8, m/z 1286.8, m/z 799.5) dem Muster des
INH-derivatisierten und des nativen Glykans. Demnach lieen sich analog zu Harvey
[167] erneut keine Fragmente mit ein oder zwei Mannoseeinheiten am derivatisierten
Rest detektieren. Der Fragmentierungsverlauf der Bs- (m/z 995.3 (Bs), m/z 833.3,
m/z 671.2, m/z 509.1, m/z 347.1) und Bs-Fragmente (m/z 1198.3 (B4), m/z 1036.3,
m/z 874.3, m/z 712.2, m/z 550.2) dagegen verlief wie bereits in den vorigen Spektren
vollstandig Uber alle Zwischenstufen. Sowohl Bs-lon (m/z 995.3) als auch D-lon
(m/z 671.2) waren aufgrund ihrer guten Signalintensitat leicht zu identifizieren. Insge-
samt war die Signalstarke des Spektrums vergleichbar mit der des INH-Derivates und
lag damit deutlich Uber der des underivatisierten Glykans.

Die Fragmentierung des 2-AB-Derivates zeigte einige Unterschiede im Vergleich zu
den vorhergehenden Derivaten. Zum einen lie} sich eine wesentlich kleinere Anzahl
an Ringspaltungen im Spektrum nachweisen, zum anderen war deren Intensitat we-
sentlich geringer. Waren zuvor im Fragmentspektrum des BACH-Derivates die hdchs-
ten Signale noch durch Ringspaltungen entstanden, so konnten diese beim
2-AB-Derivat ausschlielich auf glykosidische Spaltungen zurlickgefuhrt werden. So
konnte beispielsweise das Fragment %?As bei m/z 1318.4 bei dem 2-AB-derivatisierten
Glykan nicht mehr detektiert werden, was moglicherweise durch den gedffneten ter-
minalen Zuckerring begrindet ist. Dementsprechend konnten auch keine anderen
Fragmente des terminalen N-Acetylglucosamins nachgewiesen werden. Schwachere
Signale zeigten sich jedoch fur Ringfragmente der zweiten N-Acetylglucosamineinheit
bei m/z 1069.1 (*°A4), m/z 1099.1 (*°A4) und m/z 1115.6 (®?As). Auch in der Core-
Mannose lieRen sich Spaltungen feststellen (m/z 583.3, *°As und m/z 599.3, %°A;), die
beide zur Abtrennung der Antenne in 6’Position fuhrten. Des Weiteren kam es zu
X-Spaltungen bei m/z 447.2 (°*X1) und m/z 1317.6 (**X3), deren Informationsgehalt
allerdings eher gering war. Der Verlauf der glykosidischen Spaltungen erfolgte ebenso
wie bereits beim BINH-Derivat Uber samtliche Stufen des Glykans (m/z 1377.5,
m/z 1215.4, m/z 1053.4, m/z 891.3, m/z 729.3, m/z 567.2), mit voller Deckung der er-
warteten Fragmente. Als lonen der hochsten Intensitaten zeigten sich das Bs-lon bei
m/z 1198.4 und das Y;-lon bei m/z 567.2. Bs-lon (m/z 995.3) und D-lon (m/z 671.2)

wiesen ebenfalls hohe Intensitaten auf. Alles in allem war die Signalintensitat des
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2-AB-Fragmentspektrums jedoch etwas geringer als die der vorhergehenden Deri-

vate.

Beim Vergleich der MALDI-TOF/TOF-Spektren aller Derivate des Mannose-6-Glykans
I&sst sich sagen, dass mit Hilfe der verschiedenen Derivatisierungen die Fragmentie-
rung deutlich verbessert werden konnte. Im Fall des underivatisierten Glykans war die
Signalintensitat des Spektrums gering, es wurden hauptsachlich glykosidische Spal-
tungen detektiert. Anhand des Fragmentierungsverlaufes des Glykans liel} sich des-
sen Zusammensetzung nachvollziehen, doch die Einzigen zur Identifizierung der je-
weiligen Antennen nuitzlichen Fragmente waren die des D-lons, sowie des Bs-lons.
Nach Derivatisierung mit INH und BACH veranderten sich Art und Haufigkeit der gly-
kosidischen Bindungen nicht, doch sowohl die Signalintensitat, als auch die Anzahl
der Ringspaltungen im Molekul konnten deutlich gesteigert werden. Insbesondere
Spaltungen in der Core-Mannose zeigten sich beim INH-Derivat in Form einer
3°As-Spaltung und beim BACH-Derivat zusatzlich als >*As-Spaltung. Dadurch wurde
die Zuordnung der Antennen erheblich erleichtert. Im Spektrum des BINH-Derivates
trat neben verschiedensten Ringfragmenten sowohl die bereits bekannte
3°As-Spaltung auf, als auch ein “?As-Fragment der Core-Mannose, das zur Abspal-
tung beider Antennen flihrte. Zudem wurden bei BINH-Man6, sowie auch bei
2-AB-Man6 glykosidische Fragmente mit einer oder zwei Mannoseeinheiten in den
Antennen detektiert, welche bei der Fragmentierung nativer Glykane nur selten vor-
kommen [167]. Im Vergleich aller Derivate erschien in den MALDI-TOF/TOF-Spektren
der beiden Biotin-Derivate BINH und BACH der groRte Anteil an Ringspaltungen, so-
wohl peripherer, als auch an der Core-Mannose. DarUber hinaus offenbarten die mit
diesen beiden Reagenzien derivatisierten Glykane in den Fragmentspektren die
hdchsten Signalintensitaten und erleichterten die Identifizierung der Strukturen damit
betrachtlich. Zwar konnte bereits anhand der Fragmente von underivatisierten, nati-
ven Glykanen deren Aufbau geklart werden [167,170], doch mit Hilfe der angewand-
ten Derivatisierungen wurde die Detektion der Fragmente durch die erhdhte Signal-
starke verbessert, sowie die Anzahl der informativen Ringspaltungen erhdht. Dadurch
verringert sich die Detektionsgrenze und auch kleinste Mengen von Glykanen kénnen

noch zuverlassig identifiziert werden.
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Il. Komplex-Glykane

Im nachsten Schritt wurden die nativen und derivatisierten N-Glykane des Ovalbumins
Fragmentierungsexperimenten unterzogen. Ovalbumin ist mit allen drei Arten von
N-Glykanen besetzt (Komplex-, Hybrid- und High-Mannose-Glykane), von denen ein
Teil in Form mehrerer Isomere vorliegt (siehe Tabelle 3-II). Ein entscheidender
Unterschied zwischen dem Aufbau von High-Mannose-Glykanen und dem der Hybrid-
und Komplex-Glykane ist das haufige Auftreten sogenannter ,bisecting GIcNAcs", also
eines zusatzlichen N-Acetylglucosaminrestes, der an Position 4 der Core-Mannose
geknupft ist. Abbildung 3-XIIl zeigt ein solches Komplex-Glykan sowie dessen
ebenfalls im Ovalbumin vorkommende Isomere [150,171]. Die Anwesenheit eines
.bisecting GIcNAcs* 1asst sich im Fragmentspektrum des Glykans mit Hilfe des D-lons
nachweisen. Tritt zusatzlich zum D-lon ein um die Masse m/z 221 kleineres Fragment
auf, so weist diese Z-Spaltung darauf hin, dass von besagtem D-lon das ,bisecting
GIcNAc" abgespalten wurde [172,173]. Daruber hinaus kdnnen mit Hilfe der D-lonen
auch Hinweise Uber das Vorhandensein von Isomeren gewonnen werden, da
aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung der Antennen auch die D-lonen
unterschiedliche Massen haben. Im Allgemeinen ist der Nachweis verschiedener
Isomere und die ldentifizierung ihrer Struktur anhand ihrer Fragmentspektren durch
die strukturelle Ahnlichkeit problematisch. Meist erlauben die hauptsachlich
auftretenden glykosidischen Spaltungen keine Unterscheidung, wie beispielsweise im
Fall der Isomere I und II in Abbildung 3-XIII. Bei Isomer III dagegen konnen infolge
der andersartigen Verteilung der endstandigen N-Acetylglucosamineinheiten auch
spezifische glykosidische Fragmente auftreten, wie beispielsweise durch Abspaltung
einer einzelnen Mannoseeinheit, oder der mit drei N-Acetylglucosamineinheiten
besetzten Antenne. Weitere Unterscheidungsmaoglichkeiten ergeben sich bei
Betrachtung der Ringspaltungen in der Core-Mannose der Isomere (Tabelle in
Abbildung 3-XIII). Isomer III ermoglicht wiederum die Differenzierung anhand
mehrerer charakteristischer Spaltungen (gelb hinterlegt), bei Struktur I und II flhrt
lediglich die *°As-Spaltung zur Bildung diagnostischer Fragmente, da alle weiteren
Massen bei jeweils beiden Isomeren auftreten konnen.

Eine Unterscheidung der Isomere anhand der Signalintensitaten der Fragmente, wie
im Falle der Di- und Trisaccharide, erfordert entweder eine vorherige Trennung der

Substanzen, oder den Vergleich mit isomerenreinen Standardsubstanzen [174]. Auch
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die weitergehende Fragmentierung von spezifischen Spaltprodukten aus den
MS(2)-Spektren mittels lonenfallen-Massenspektrometrie zeigte sich in verschiedenen
Untersuchungen als geeignet zur Differenzierung von Isomeren. Als hilfreich erwies
sich dabei vor allem die verstarkte Bildung von Ringfragmenten im negativen Modus,

sowie die zusatzliche Permethylierung der Glykane [175-177].

(|)R
CH>
4 0.0 OR
OR oH
3 1
RO 2

A-Fragmente der

Core-Mannose als

[M+Na]"-lonen — —— A

02p, 1279.5 1279.5 1279.5
03A, 681.2 884.3 1087.4
04A; 448.2 651.2 854.3
37, 651.2 4482 2451
YA, 884.3 681.2 478.2
oA, 1293.5 1293.5 1293.5
24N 854.3 651.2 448.2
257 1263.5 1263.5 1263.5
oA, 665.3 868.3 1071.4

Abbildung 3-XllI: Ringspaltungen der Core-Mannose bei den verschiedenen Isomeren eines
Komplex-Glykans; Fragmente die spezifisch fiir eines der Isomere sind, sind gelb hinterlegt
[150,171]
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Demnach liel sich das Isomerengemisch des Komplexglykans nicht anhand der
Signalintensitaten der Fragmente analysieren, da die alleinige Anwendung der
MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie keine ausreichenden Hinweise auf deren
Verteilung bot. Die Messung der Substanzen im negativen Melimodus war ebenfalls
nicht mdglich, da die Derivate der Glykane ausschliellich im Positiven Signale
bildeten.

Von den von Ovalbumin freigesetzten N-Glykanen wurde insbesondere das Precur-
sor-lon bei m/z 1745 betrachtet, hinter dem sich die oben abgebildeten Isomere ver-
bergen (Abbildung 3-XIIl). Besonderes Augenmerk wurde darauf gelegt, inwiefern die
Derivatisierung der Glykane das Auftreten und die Intensitat von Isomeren-typischen
Fragmenten beeinflusst. Den Signalen in den Spektren wurden wiederum die Frag-
mente mit den am wenigsten bendtigten Spaltungen zugeordnet. Unspezifische
Fragmente wurden an den Piktogrammen des Isomers II dargestellt, bei den fur ein
Isomer charakteristischen Spaltungen wurde das Piktogramm dieser Struktur in Kom-
bination mit der zugehorigen Nummer (I, II oder III) verwendet. Im Fall von mehreren
moglichen Ringspaltungen wurden sowohl alle passenden Ringfragmente sowie das

zugehdrige Isomer angegeben.
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Abbildung 3-XIV: MALDI-TOF/TOF-Fragmentspektrum der underivatisierten Komplex-Glykane
mit m/z 1745.7
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Abbildung 3-XIV zeigt das Spektrum aus der Fragmentierung des Precursor-lons bei
m/z 1745.7. Ebenso wie bei der Fragmentierung des High-Mannose-Glykans entstan-
den die dominierenden lonen durch glykosidische Spaltungen. Dabei bildeten sich die
starksten Signale durch Abspaltung einer endstandigen N-Acetylglucosamineinheit
(m/z 1542.6) und durch Bs- und Bs-Spaltungen (m/z 1524.6 und m/z 1321.5) der
Corestruktur. Der Abbau der Antennen konnte sowohl am Gesamtglykan als auch an
den Bs-Fragmenten verfolgt werden. Als Isomer-spezifische Spaltung trat zum einen
das lon m/z 1583.6 auf, welches durch Abspaltung einer Mannose-Einheit entsteht
und damit nur aus Isomer III gebildet werden kann, zum anderen erschienen die
D-lonen der drei Isomere bei m/z 753.3 (Isomer I), m/z 956.3 (lsomer II), und
m/z 1159.5 (Isomer I1I). Durch die im Abstand von m/z 221 vorhandenen Signale bei
m/z 532.2 und m/z 735.3 bestatigt sich das Vorhandensein eines ,bisecting GIcNAcs*
bei Isomer I und Isomer I1. Dagegen liel3 sich dieses Signal in Verbindung mit Isomer
111, welches bei m/z 938 auftreten musste, nicht feststellen. Jedoch konnte dies auch
auf die geringe Gesamtintensitat des Spektrums zuruckzufuhren sein, da die entspre-
chenden Massen auch bei den anderen beiden Isomeren nur sehr niedrig sind. Es
lieRen sich Ringspaltungen der Core-N-Acetylglucosamineinheiten detektieren bei
m/z 1411.5 (°*A4), m/z 1441.6 (°?A4) und m/z 1496.6 ("°A,), sowie eine Ringspaltung
der Core-Mannose bei m/z 1279.4 (®?As). Diese Fragmente, ebenso wie die zwei
X-Spaltungen in den Antennen (X3 bei m/z 1481.4 und "X, bei m/z 1644.5), tragen
allerdings nicht zur Identifizierung der Antennen und damit zur Unterscheidung der
Isomere bei. Dementsprechende Ringspaltungen traten in diesem Fragmentspektrum

nicht auf.

Durch die Derivatisierung mit INH (Abbildung 3-XV, oben) verbesserte sich die Signal-
intensitat des Spektrums deutlich von 2.5 x 10* auf 3.2 x 10° (bezogen auf den héchs-
ten Peak, auch die Anzahl charakteristischer Ringfragmente und glykosidischer Spal-
tungen stieg erheblich. Die starksten Signale des Fragmentspektrums des
INH-Derivates entstanden — im Gegensatz zum underivatisierten Glykan — nicht nur
durch die Abspaltung einer N-Acetylglucosamineinheit in den Antennen (m/z 1661.9)
und durch B4- (m/z 1524.5) und Bs-Spaltungen (m/z 1321.5), sondern auch durch eine
dominante Ringspaltung in der Corestruktur (®?As bei m/z 1644.4). Ahnlich wie bei der

Fragmentierung der High-Mannose-Glykane zeigte sich beim Fragmentierungsverlauf
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derivatisierten (m/z 2207.3, unten) Komplex-Glykane
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der Antennen am Komplex-Glykan eine Licke bei den mit einer oder zwei Manno-
seeinheiten besetzten Strukturen (zwischen m/z 1093.6 und m/z 566.5). Spezifische
Spaltungen des Isomers III wurden bei m/z 1702.9 (Y-Abspaltung einer Mannoseein-
heit) und bei m/z 794.3 (B-Spaltung der Antenne an 6 Position) detektiert, wenn auch
nur mit geringer Intensitat. Das D-lon von Isomer III (m/z 1159.3), ebenso wie die
D-lonen der Isomere 1 (m/z 753.2) und II (m/z 956.3) waren dagegen in ausreichen-
der Starke nachweisbar und damit die Zusammensetzung der Antenne in 6’Position
erkennbar. Des Weiteren konnten bei allen drei D-lonen im Abstand von m/z 221 die,
durch Abspaltung des ,bisecting GIcNAcs" verursachten, Z-Fragmente (fur Isomer I:
m/z 532.2, Isomer II: m/z 735.2, Isomer I1I: m/z 938.3) beobachtet werden. Weitere
Ringspaltungen traten vor allem in den N-Acetylglucosamineinheiten der Corestruktur
auf (>*As: miz 1381.5; *°Ay: miz 1395.5; °?As: m/z 1441.6; >*As: m/z 1584.6; >°As:
m/z 1598.7), aber auch in der Core-Mannose. Dort kam es einerseits zu X-Spaltungen
(m/z 1236.5), auf die mehrere Fragmentierungsmdglichkeiten zutreffen, wie "*X, fiir
Isomer 1 oder ?*X, und °*X, fiir Isomer II. Andererseits zeigten sich auch
A-Fragmente bei m/z 868.2 (*°As) und m/z 1279.5 (®?As3), von denen vor allem das
Erstere interessant ist, da es nur aus Isomer II entstehen kann. Damit lassen sich im
Spektrum des INH-Derivates sowohl Isomer II als auch Isomer III problemlos nach-

weisen.

Bei dem BINH-derviatisierten Glykan (Abbildung 3-XV, unten) lie® sich im Bereich der
glykosidischen Spaltungen ein ahnliches Muster wie im Falle der INH-Derivate erken-
nen. Im Fragmentierungsablauf des Komplex-Glykans fehlten ebenfalls die nach Ab-
spaltung des ,bisecting GIcNAcs® folgenden lonen, deren Antennen nur noch mit ein
bzw. zwei Mannoseeinheiten besetzt sind (m/z 1232, m/z 1070). Auch am
Bs-Fragment (m/z 1321.5) konnte der Abbau der Antennen verfolgt werden, wie be-
reits bei den vorigen Derivaten gezeigt. Neben den D-lonen der drei Isomere (Iso-
mer I: m/z 753.3, Isomer II: m/z 956.3, Isomer I1I: m/z 1159.4), konnten wiederum die
fur Isomer 111 spezifischen Fragmente bei m/z 2045.0 (Y-Abspaltung einer Manno-
seeinheit) und m/z 794.4 (B-Spaltung der 6’Antenne) detektiert werden. Daruber hin-
aus waren im Abstand von 221 m/z zu den D-lonen mit guten Signalintensitaten die
strukturbestatigenden Fragmente fur das ,bisecting GIcNAc“ zu sehen (Isomer I:
m/z 532.2, Isomer II: m/z 735.3, Isomer III: m/z 938.3). Im Vergleich zum INH-Glykan

stieg die Anzahl der Ringspaltungen in Folge der BINH-Derivatisierung deutlich an.
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Weitere Ringfragmente der N-Acetylglucosamineinheiten mit hohen Signalintensitaten
zeigten sich bei m/z 1441.5 (*?A;), m/z 1584.5 (>**As) und m/z 1699.6 ("°As). Die we-
sentlich aussagekraftigeren Ringspaltungen der Core-Mannose hatten dagegen meist
nur sehr geringe Signalstarken. Core-Mannose-Fragmente, die zu zwei oder drei der
Isomeren zugeordnet werden konnten, wurden bei m/z 448.3 (>*A; bei Isomer 1 und
'3A; bei Isomer II), m/z651.2 ("3As bei Isomer I und ?*A; bei Isomer II) und
m/z 1279.5 (®?A3) nachgewiesen. Spezifische Fragmente fiir die jeweiligen Isomere,
in Form des die Antenne in 6’Position abspaltenden *°As-lons, waren bei m/z 665.2
(Isomer I), m/z 868.4 (Isomer II) und m/z 1071.1 (Isomer III). Anhand dieser Spaltun-
gen konnte die Anwesenheit aller drei Isomere bestatigt werden. Zusatzlich waren
auch dementsprechenden X-Spaltungen in besagter Core-Mannose sichtbar, die
ebenfalls nur einem Isomer zuordenbar waren. Diese zeigten sich bei m/z 1361.6
(3’5X2 bei Isomer II) und m/z 1375.6 (3'5X2 bei Isomer I), das jeweilige Fragment fur

Isomer III konnte jedoch nicht detektiert werden.

Die Fragmentierung des BACH-Derivates (Abbildung 3-XVI, oben) wies im Bereich
der glykosidischen Spaltungen einige Unterschiede im Vergleich zu den INH- und
BINH-Derivaten auf. Zum einen kam es beim Abbau der Antennen im Kom-
plex-Glykan zu anderen Zwischenstufen — die Fragmente mit einem und zwei Manno-
seresten in der Core-Struktur (m/z 963.5; m/z 1124.8) erschienen im Spektrum, dafur
fehlten jedoch die Fragmentionen bei m/z 1286 (Y-Abspaltung aller vier GIcNAc in
den Antennen) und bei m/z 1327 (Y-Spaltung von drei GIcNAc und einer Mannose).
Zum anderen lie3en sich auch die fur Isomer III charakteristischen lonen, die durch
Abspaltung einer Mannoseeinheit, bzw. durch Abspaltung der Antenne in 6’Position
entstehen, nicht detektieren. Am Bs-Fragment (m/z 1321.5) dagegen verlief der Frag-
mentierungsweg wie gewohnt, sowohl D-lonen (Isomer 1. m/z 753.3, Isomer II:
m/z 956.3, Isomer III: m/z1159.4), als auch die zugehdrigen ,bisecting
GIcNAc*“Fragmente (Isomer I: m/z 532.2, Isomer II: m/z 735.2, Isomer I11: m/z 938.4)
zeigten sich in guter Signalstarke. Insgesamt hatte, wie schon im Falle des INH-
Derivates, das Ringfragment %?As (m/z 1644.6) die hdchste Intensitat des Spektrums.
Ansonsten dominierten wiederum die Signale der glykosidischen Spaltungen das
Fragmentspektrum. Bei Betrachtung der Ringspaltungen im Fragmentspektrum des

BACH-Glykans zeigten sich erneut Isomer-unspezifische Spaltungen der

118



Ergebnisse und Diskussion

|pm .._ILJ
E
I
M i
I
& T %
[=¢] 1 [
— 1 = -
o ! =
L& I
& © ! A8
- w NV
© 288 O m e e e -
BAH () recceccmcccmcmccccscmcccmesecscscmssccccsasasanana O
! — 1 o
=1 | o
' | F©
1 = \ -
_ E !
oY H 248
BacH ! RN
O --------- Y;m % (h. |||||||||||||
©o — I <t 1
T 1 o - =4
I« H B ! LS
= 1 4 - 1 -
(-] 1 |
1
mY |
[+e N
< 1
w.;w»n.. % ||||||||| [T} L\ Tv.i.ijﬁw
ki e v.l.luu»m o IAEEEEEEEEEEE ATt EEEEEP TR
L2 o
2 & B
o
-m Tv.-i»ﬁw
«© Al o
_rv.l.Fm»nz % |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 8=
— -
= w
248
; 0 g D
BACH % ||||||||| s
»
% W o
Lo
®
e o ~
—m-m-BACH S5 .nn.u
0
1
Iics
1
! g
1 .
mav o FE-m-2AB @
rmBacH =Y L8
2] )
'e]
]
o L
L =+
oy @ E —-2AB
) < ©
A LS 1 o qleo
= =
o o~ S 18
T T T r T T T T
Yo " o 0 o = e % @ < o =
o - =l =1 15 - = o a <] o =]

Abbildung 3-XVI: MALDI-TOF/TOF-Spektren der Komplex-Glykane derivatisiert mit BACH

(m/z 2099.2, oben) und 2-AB (m/z 1865.9, unten)
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N-Acetylglucosamineinheiten in  der  Corestruktur (**As; m/z 1381.5; 3°A4:
m/z 1395.6; “?As;: miz 1441.6; **As: m/z 1584.7; *°As: m/z 1598.7), sowie der
Core-Mannose (I - "X, 1I - %3X,: m/z 1237.5; °As: m/z 1263.4; *?As: m/z 1279.5).
Spezifische Spaltungen der *°As-Position der Core-Mannose traten jedoch nur fiir
Isomer II (m/z 868.4) und Isomer III (m/z 1071.5) auf, die entsprechende
3’5A3-Spaltung far Isomer 1 bei m/z 665 fehlte. Auch die beim BINH-Derivat teilweise
vorhandenen X-Aquivalente der *°As-Fragmente waren beim BACH-derivatisierten

Glykan nicht nachzuweisen.

Das Spektrum des 2-AB-Derivates (Abbildung 3-XVI, unten) zeigte nur wenig Unter-
schiede im Vergleich zum underivatisierten Glykan. So konnten zwar alle drei D-lonen
aufgefunden werden (lsomer 1. m/z 753.3, Isomer II: m/z 956.3, Isomer III:
m/z 1159.4), doch ebenso wie bei dem nativen Glykan, lieBen sich nur zu Isomer I
und II die dem abgespaltenen ,bisecting GIcNAc*“ entsprechenden Fragmente zuord-
nen (Isomer I: m/z 532.1, Isomer II: m/z 735.3). Daruber hinaus war auch in diesem
Fragmentspektrum nur das zu Isomer III gehdrende lon m/z 1703.6 zu sehen, die Ab-
spaltung der 6’Antenne des Isomers III dagegen nicht. Im Bereich der Ringspaltun-
gen waren nur wenige in den N-Acetylglucosaminen der Corestruktur zu sehen (*°A4:
m/z 1381.5; °?A4: m/z 1441.5; *°As: m/z 1615.6), in der Core-Mannose trat eine spezi-
fische Spaltung ein (*°As: m/z 868.3), die Isomer 1I zuzuordnen war. Weitere Frag-
mente der Core-Mannose wurden bei m/z 1237.4 (Isomer I: "*X5; Isomer II: %*X, und
94%,) und m/z 1279.4 (®?As) detektiert. Sonstige charakteristische Spaltungen zu den
jeweiligen Isomeren traten nicht auf. Die glykosidischen Spaltungen die zum Abbau
des Glykans fuhrten, entsprachen denen des INH-Derivates, auch hier zeigten
Bs- (m/z 1321.5) und Bs-Fragment (m/z 1524.5), sowie ein Y4-Fragment (m/z 1662.6)
die hochsten Intensitaten. Dominiert wurde das Spektrum jedoch durch ein starkes
Signal bei m/z 1820.8, welches durch eine Spaltung im Derivatisierungsreagenz ent-

stand.

AbschlielRend lasst sich sagen, dass durch den Einsatz der Derivatisierungsreagenzi-
en meist eine deutliche Verbesserung der Spektren in Hinblick auf Detektierbarkeit
und Entstehung bestimmter Fragmente erreicht wurde. Wahrend bei der Fragmentie-
rung der nativen Glykane nur die D-lonen, sowie die Isomer IIlI-spezifische Manno-

se-Abspaltung einen Hinweis auf die verschiedenen Isomere lieferten, zeigte das
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INH-Glykan eine zusatzliche Ringspaltung des Isomers II (*°As3), sowie das
Bo-Fragment (m/z 794.3) von Isomer III. Auch die Anzahl der unspezifischen
Ringspaltungen stieg erheblich an. Das beste Ergebnis ergab sich durch die Derivati-
sierung mit BINH. Obwohl die Gesamtintensitat des Spektrums relativ gering war und
damit auch die Signale der spezifischen Spaltungen, zeigten sich doch alle zur Identi-
fikation der Isomere wichtigen Fragmente. Dazu zahlen sowohl die in Tabelle 3-XIII
aufgefiihrten diagnostischen Ringspaltungen (insbesondere bei *°As), als auch glyko-
sidische Fragmente und D-lonen. Bei dem BACH-derivatisierten Glykan konnten zu
Isomer II und III gehérige spezifische Ringfragmente (*°A3) detektiert werden, in
Kombination mit diversen weiteren Ringfragmenten der Core-Struktur. Dagegen lie-
Ren sich die zu Isomer III gehodrigen glykosidischen Spaltungen nicht detektieren.
Auffallig war auch das im Spektrum von BACH und INH dominierende Ringfragment
%274 welches jedoch im Spektrum des BINH-Derivates nicht auftrat. In welchem Zu-
sammenhang dies mit der Struktur des Derivatisierungsreagenzes oder des endstan-
digen Zuckers steht, ist hingegen unklar. Demgegenuber zeigten sich beim
2-AB-Derivat insgesamt nur wenige Ringspaltungen, von denen eine Isomer 11 zuge-
ordnet werden konnte. Ansonsten liel3 sich lediglich eine weitere charakteristische

Spaltung in Form der zu Isomer III gehérigen Mannose-Abspaltung nachweisen.

Insgesamt gesehen brachte die Derivatisierung mit BINH den grof3ten Nutzen zur
Bewertung der Isomeren-Spektren. Bereits von Lattova et al. [150,166] durchgefuhrte
Untersuchungen an den Phenylhydrazin-, 2-AB- und PMP-Derivaten dieses Komplex-
Glykans ergaben, dass zwar 2-AB die hdchste Signalintensitat erzielte, jedoch auch
den geringsten Anteil an Ringspaltungen hatte. In diesem Fall erwies sich ebenfalls
das Hydrazin-Derivat als das aussagekraftigste Produkt, wobei, trotz vergleichbarer
Messung mittels MALDI-MS/MS, nicht annahernd so viele charakteristische lonen auf-
traten, wie bei den in dieser Arbeit verwendeten Derivaten. Zwar lieRen sich auch mit
Phenylhydrazin die D-lonen der drei Isomere, inklusive der entsprechenden Abspal-
tungen des ,bisecting Glycans®, detektieren. Im Vergleich zu den hier verwendeten
INH-, BINH- und BACH-Derivaten jedoch, fehlten die diagnostischen Asz- und
Xo-Spaltungen. Auch die fur Isomer III typischen glykosidischen Spaltungen, wie sie
im Fall des BINH-Derivates auftraten (Y-Abspaltung einer Mannose, B- Abspaltung
der Antenne), kamen im Spektrum des Phenylhydrazin-Derivates nicht vor. Harvey et

al. [167] analysierte ebenfalls dieses Glykan in seiner nativen Form, konnte aber auf
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diese Weise anhand der D-lonen nur eines der Isomere nachweisen. Demgegenuber
zeigten die am permethylierten Glykan durchgefuhrten Experimente wesentlich detail-
lierte Spektren [177]. Die durch die Permethylierung aller am Glykan vorhandenen
Hydroxygruppen erhaltenen Informationen sind denen, die durch Hydrazid-
Derivatisierung am reduzierenden Ende erhalten wurden, Uberlegen, da wesentlich
mehr spezifische Spaltungen vorhanden sind. Trotzdem bietet die Derivatisierung der
Carbonylgruppe auch Vorteile. Zum einen ist dies die potentielle Ruckgewinnung der
nativen Glykane durch Abspaltung des Derivatisierungsreagenzes, zum anderen die
Mdglichkeiten die sich beispielsweise durch die Umsetzung mit Biotin ergeben. Des
Weiteren bietet die Derivatisierung am reduzierenden Ende eine einfache und schnel-
le Option, mit geringen Substanzmengen eine Ubersicht Giber die an einem Glykopro-
tein vorhandenen Glykane sowie deren Strukturen zu gewinnen. Ein Vergleich der
verschieden derivatisierten Hybrid-Glykane ist hier nicht dargestellt, da durch ihn kei-

ne weitergehenden Erkenntnisse gewonnen werden konnten.
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2.2.4. Zusammenfassung

Nachdem der Einfluss der Derivatisierungsreagenzien INH, BINH, BACH und 2-AB
auf das Verhalten von Mono-, Di- und Trisacchariden beobachtet wurde, erfolgte im
nachsten Schritt die Anwendung dieser Substanzen an den N-Glykanen zweier Gly-
koproteine. Zur Gewinnung der Glykane wurden Ribonuclease B und Ovalbumin ge-
wahlt, da diese mit allen drei Arten von N-Glykanen besetzt sind — Ribonuclease B
ausschlieBlich mit High-Mannose-Glykanen, Ovalbumin sowohl mit High-Mannose-,
als auch mit Komplex- und Hybrid-Glykanen. Nach der enzymatischen Abspaltung der
Zucker mit PNGase F wurde die Derivatisierung auf gleiche Weise im Thermomixer®
durchgefuhrt, wie zuvor mit den niedermolekularen Zuckern, jedoch in kleinerem
Malstab.

Die nativen und derivatisieten  Glykane  wurden  zundchst  mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie in Bezug auf die Vollstandigkeit der Umsetzung
und zusatzlich auf Steigerung der Signalintensitat untersucht. Als geeignetste Matrix
zur Messung der nativen, INH- und 2-AB-derivatisierten N-Glykane stellte sich DHB
heraus, wahrend fur die BINH- und BACH-Derivate Super-DHB verwendet wurde. Es
zeigte sich, dass einerseits alle Glykane komplett umgesetzt wurden und zum
anderen, dass die Sensitivitat der Detektion erheblich verbessert wurde. Dadurch
konnten bei der Analyse der Glykane des Ovalbumins nach Derivatisierung drei
zusatzliche Strukturen nachgewiesen werden.

Auch mittels Precursor-lon-Scan am ESI-Triplequadrupol-Massenspektrometer liel3en
sich samtliche BACH-derivatisierten N-Glykane der Ribonuclease B in Form ihrer
doppelt geladenen lonen detektieren. Im Product-lon-Scan des Mannose-6-Glykans
fanden sich ausschlieBlich glykosidische Spaltungen in Form einfach und zweifach
geladener Fragmente. Dadurch konnte die Struktur des BACH-Derivates zwar verifi-
ziert werden, genauere Hinweise auf Verzweigungen und VerknlUpfungen lieferte das
Spektrum aber nicht. Ein BACH-derivatisiertes Standard-Komplex-Glykan, welches
auf gleiche Weise fragmentiert wurde, zeigte das gleiche Verhalten. Auch in diesem
Fall entstanden weder Ringfragmente, noch kam es bei einem der Glykane zur Bil-
dung der entsprechenden D-lonen.

Im Folgenden wurde daher das Fragmentierungsverhalten der Derivate mittels
MALDI-TOF/TOF untersucht. Dabei wurde differenziert zwischen Glykanen, bei denen

nur eine Struktur einer Masse vorhanden ist und denen, die in Form zweier oder
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mehrerer Isomere vorliegen. Im Fall der Ribonuclease B konzentrierte sich die
Untersuchung auf das Mannose-6-Glykan, das keine isomeren Strukturen aufweist.
Die Spektren der unterschiedlichen Derivate wurden, ebenso wie bereits am
ESI-Triplequadrupol, von glykosidischen Spaltungen dominiert. So konnte auf diese
Weise der Aufbau des Glykans bestatigt werden, doch im Gegensatz zur vorherigen
Methode lieRen sich auch verschiedenste Ringspaltungen feststellen. Sowohl
D-lonen, als auch Bs-Fragmente, welche beide Ruckschlusse auf die Besetzung der
Antennen zulassen, traten in den Spektren aller Mannose-6-Glykane auf. Dagegen
stieg die Anzahl der Ringspaltungen insbesondere nach Derivatisierung mit BINH und
BACH stark an. Wahrend beim underivatisierten Glykan nur einzelne Ringfragmente
der peripheren Zucker auftraten, zeigten sich bereits beim INH-Derivat spezifische
Spaltungen der Core-Mannose, wie auch eine deutliche Verbesserung der
Signalstarke. Im Spektrum des BINH-Derivates steigerte sich die Signalintensitat des
charakteristischen Fragments 35A; deutlich, wodurch die Identifikation deutlich
erleichtert wurde. Das BACH-Derivat zeigte ein zusatzliches Ringfragment durch
Abspaltung der Antenne an 3’Position, womit die Aufklarung der
Antennenzusammensetzung noch vereinfacht wurde. Bei der Fragmentierung des
2-AB-Glykans ergab sich ein ahnliches Bild, wie im Falle des INH-Derivates, die
charakteristische *°As-Spaltung lieR sich feststellen, hatte aber nur eine geringe
Signalstarke.

Zum Vergleich wurde anhand eines Komplex-Glykans des Ovalbumins das Verhalten
isomerer Strukturen vor und nach der Derivatisierung untersucht. Besagtes Kom-
plex-Glykan besteht aus einer Mischung von drei isomeren Strukturen, die sich in ih-
ren D-lonen, sowie in einigen spezifischen Fragmenten unterscheiden. Am nativen
Glykan entstanden durch die Fragmentierung alle zugehdérigen D-lonen, wie auch wei-
tere spezifische glykosidische Fragmente. Diagnostische Ringspaltungen konnten je-
doch nicht detektiert werden. Nach der Derivatisierung zeigte wiederum BINH die bes-
ten Resultate, da sowohl charakteristische glykosidische Fragmente, als auch
Ringspaltungen zu den jeweiligen Isomeren vorhanden waren. Durch die
INH-Derivatisierung kam es ebenfalls zu einer Verbesserung der Fragmentierungsei-
genschaften, gleichwertig mit denen die durch die Derivatisierung mit 2-AB erreicht
wurden. Demgegenuber steht jedoch der bei INH erheblich einfachere Derivatisie-

rungsvorgang. BACH zeigte ebenfalls eine Steigerung der Fragmentierung, wenn
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auch nicht im gleichen Ausmalf wie BINH. Dennoch war bei allen Derivaten eine deut-
liche Verbesserung zum nativen Glykan zu erkennen.

Zusammengefasst profitierte die Analyse der N-Glykane durch die Umsetzung mit den
verschiedenen Derivatisierungsreagenzien. Sowohl die Sensitivitat der Detektion, als
auch das Fragmentierungsverhalten der Glykane wurden entscheidend verbessert.
Insbesondere die Kopplung an BINH flhrte zu einer deutlichen Steigerung der Frag-
mentierung in Bezug auf spezifische Ringspaltungen in den Glykanen. Bei der
Vermessung mittels MALDI erwies sich auch die Hydrazid-Derivatisierung erneut als
vorteilhaft gegenuber der reduktiven Aminierung. Durch die Abwesenheit von Salzen
im Reaktionsgemisch lieRen sich die Hydrazid-derivatisierten Glykane schon bei we-
sentlich geringeren Mengen fragmentieren, als die entsprechenden 2-AB-Derivate,
selbst wenn diese einem Reinigungsschritt unterzogen wurden. Daher zeigten sich

die Hydrazide auch in dieser Anwendung dem Aminierungsreagenz Uberlegen.

125



Ergebnisse und Diskussion

2.3. Glykan-Array von BINH-Derivaten

2.3.1. Hintergrinde

Das Prinzip eines Glykan-Arrays besteht in der Interaktion von Glykanen und Glykan-
bindenden Substanzen, wie Lektinen oder Antikdrpern. Einer der Interaktionspartner
ist dabei an eine Oberflache gebunden und somit immobilisiert. Die andere Substanz
liegt so modifiziert vor, dass ihre Bindung an den Partner fluorimetrisch oder kolori-
metrisch detektiert werden kann. Dabei kdnnen, je nach Ziel der Untersuchung, so-
wohl die Glykan-bindenden Substanzen, als auch die Glykane an die Oberflache ge-
knupft werden [178]. Anwendung finden Glykan-Arrays nicht nur in der Analyse von
Kohlenhydratstrukturen, sondern auch bei der Suche nach Kohlenhydrat-bindenden
Liganden. Ziel dieser Untersuchungen ist es, herauszufinden, welche Kohlenhyd-
ratstrukturen mit welchen Kohlenhydrat-bindenden Liganden interagieren, um einen
Hinweis zu bekommen, was fir Prozesse dadurch ausgeldst werden. Da Glykane an
zahlreichen biologischen Ablaufen, sowohl physiologischer, als auch pathologischer
Art, beteiligt sind, ergeben sich dadurch Moéglichkeiten zur diagnostischen Anwendung
von Glykan-Arrays. So kommt es beispielsweise durch Krebserkrankungen zu Veran-
derungen des Glykanmusters von Zellen; diese lassen sich mit Hilfe von Glykan-
Arrays ausfindig machen [178,179]. Auch Infektionskrankheiten konnen uber das Vor-
handensein Bakterien-spezifischer Glykanmuster, oder die Detektion von Anti-
Kohlenhydrat-Antikdrpern im Serum ermittelt werden [178,180].

Zur Untersuchung von Glykanstrukturen werden meist Lektine eingesetzt, da diese
spezifisch an Mono- oder Oligosaccharidstrukturen binden. Lektine sind Proteine, die
ubiquitar in allen Lebensformen vorkommen, wobei meist pflanzliche Lektine als ana-
lytische Reagenzien Verwendung finden [1]. Zwar ist die Spezifitat von Antikdrpern fur
Glykane meist hoéher, doch im Gegensatz zu Lektinen sind sie weniger stabil und
meist wesentlich teurer. Daruber hinaus ist die Herstellung von Glykan-Antikdrpern
aufgrund der grof3en Diversitat von Glykanstrukturen sehr aufwendig, wahrend mit Hil-
fe von leicht gewinnbaren Lektinen ein grolRes Spektrum an Glykanen charakterisiert
werden kann [1,176,177].

Die Immobilisierung von Lektinen oder Glykanen auf Mikrotiterplatten oder zweidi-
mensionalen Oberflachen (,Chips®) kann sowohl Uber kovalente, als auch Uber

nicht-kovalente Bindungen erfolgen. Kovalente Bindungen werden uber derivatisierte
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Oberflachen hergestellt, diese sind beispielsweise mit Hydrazid-, oder Aminooxygrup-
pen besetzt, die mit den reduzierenden Enden von Kohlenhydraten reagieren
[183,184]. Mittels Polystyren- [185] und Nitrocellulose-modifizierten [180] Oberflachen
konnten Kohlenhydrate nicht-kovalent gebunden werden. Insbesondere bei der Ver-
wendung der nicht-kovalenten Methoden ergeben sich jedoch Probleme bei der Effek-
tivitat der Immobilisierung der Kohlenhydrate. Dort kann, je nach Struktur der verwen-
deten Zucker und Glykane, die Adsorptionsfahigkeit an die Oberflache stark variieren
[186].

Als verlassliches System hat sich dagegen die Kombination von (Strept-)Avidin und
Biotin erwiesen. Auch hier erfolgt die Bindung des Biotins nicht-kovalent, doch auf-
grund der sehr hohen Affinitit von Avidin und Streptavidin zu Biotin (K ~ 10" M™),
wird davon ausgegangen, dass die Struktur des Kohlenhydrates keinen Einfluss auf
die Effektivitat der Bindung hat [181,182]. Avidin ist ein Glykoprotein, das in den Eilei-
tern von Vogeln sowie im Eiweil® der Eier vorhanden ist [188], wogegen Streptavidin
von dem Bakterium Streptomyces avidinii gebildet wird. Der grofte Unterschied die-
ser Substanzen besteht darin, dass Avidin an jeder seiner vier Untereinheiten glyko-
syliert ist und aullerdem eine hohe Basizitat (Isoelektrischer Punkt [pl] > 10) besitzt.
Dadurch kann es zur Bildung unspezifischer Wechselwirkungen mit negativ gelade-
nen Molekulen oder Zucker-bindenden Proteinen kommen [189], wodurch der Einsatz
fur analytische Methoden beeintrachtigt wird. Stattdessen wird haufig das neutrale
(pl 5-6) Streptavidin eingesetzt, welches keine Glykosylierungen besitzt und somit
auch weniger unspezifische Bindungen eingeht [62]. Anwendung findet das Auvi-
din-Biotin-System nicht nur in Arrays, sondern auch in der Affinitatschromatographie,
bei Blots und weiteren Methoden, die es notwendig machen, Substanzen auf Zucker-

basis zu isolieren oder fixieren [62,189].
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2.3.2. Durchfihrung des BINH-Glykan-Arrays

Der Einsatz des Avidin-Biotin-Systems flir Glykan-Protein-Interaktionsstudien wird
dadurch ermoglicht, dass zur Erkennung von Biotin nur dessen bicyclischer Ring be-
notigt wird [187]. Aus diesem Grund kann zum einen das Biotin an der Carboxylgrup-
pe modifiziert werden, zum anderen kann es an hdéhermolekulare Substanzen wie
Glykane oder Proteine gekoppelt werden. Darlber hinaus ist die Struktur des Biotins
so klein, dass die biologische Aktivitat der gekoppelten Substanzen meist nicht beein-
flusst wird (allgemeiner Aufbau siehe Kapitel 1.2.4.) [62]. Das in dieser Arbeit bearbei-
tete BACH gehort zu den Biotinylierungsreagenzien, die bereits zur Derivatisierung
von Glykanen flur Glykan-Interaktionsstudien eingesetzt wurden. Anhand der Interak-
tion von verschiedenen Glykanen mit den dazu passenden Lektinen konnte gezeigt
werden, dass BACH sowohl dazu geeignet ist, Glykane auf Streptavidin beschichteten
Mikrotiterplatten [61,185] oder Sensorchips [67] zu immobilisieren, als auch, dass die
dabei verwendeten Lektine in der Lage sind, die derivatisierten Glykane spezifisch zu
binden. Beispielsweise konnte die Bindung von BACH-derivatisierten High-Mannose-
Glykanen an Concanavalin A nachgewiesen werden [190]. Auch die Identifikation der
Glykanbesetzung eines Schnecken-Proteins (keyhole limpet hemocyanin, KLH) mit-
tels Kohlenhydrat-bindender Proteine (CBP) wurde mittels BACH-Derivatisierung
durchgefuhrt [191].

Inwiefern sich BINH als Derivatisierungsreagenz fur den Einsatz in Gly-
kan-Interaktionsstudien eignet, wurde anhand eines Fluoreszenz-Arrays getestet, der
sowohl die Bindung der BINH-Derivate an Streptavidin, als auch die Wechselwirkung
mit spezifischen Lektinen nachweisen sollte. Als Zucker-Derivate dienten zum einen
die High-Mannose-Glykane von Ribonuclease B, zum anderen das Monosaccharid
Mannose.

Legende

Fluoreszenz-markiertes
Lektin

Biotin-markiertes
Glykan
e —>

U Streptavidin-beschichtete
Oberflache

Abbildung 4-1: Ablauf eines Fluoreszenz-Arrays mit biotinylierten Glykanen
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Fur den spezifischen Nachweis dieser Strukturen wurde Fluoreszenz-markiertes Con-
canavalin A (Con A) eingesetzt, da dieses Lektin in der Lage ist endstandige Manno-
se- und Glucose-Einheiten zu binden [192].

Zunachst erfolgte der Versuch in Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatten, in de-
nen die BINH-Derivate erst inkubiert, anschliefend mit Con A versetzt und vermessen
wurden. Da die Empfindlichkeit des Fluoreszenzmessgerates jedoch zu gering war
um die Signale des Lektins zu detektieren, wurde der Versuch auf Streptavidin-
beschichtete Glas-Chips umgestellt (Versuchsbeschreibung siehe Kapitel 5.2.6.). Die-
se hatten den weiteren Vorteil, dass geringere Probenmengen bendtigt wurden. Zu-
satzlich erfolgte die praparative Aufreinigung von Mannose-BINH, um Uberschissiges
Derivatisierungsreagenz zu entfernen, welches ebenfalls an Streptavidin bindet und
somit die Konzentration an gebundenem Glykan verringert. Die Glykane der Ribonu-
clease B wurden keinem weiteren Reinigungsschritt unterzogen, um Substanzverluste
zu vermeiden.

Auf den Streptavidin-beschichteten Glas-Chips wurden drei verschiedene Konzentra-
tionen des Mannose-BINH-Derivates (10 pg/ml, 25 pg/ml, 75 pg/ml) sowie die mit
BINH-derivatisierten Glykane von 1 mg Ribonuclease B mittels Pipette aufgetragen.
Die Auftragung der Substanzen mit Hilfe des Printers war nicht durchfiihrbar, da die
Spots stark verliefen und dadurch keine genaue Abgrenzung der verschiedenen Kon-
zentrationen moglich war (siehe Abbildung 4-II, Reihe 2). Zum Abblocken des Uber-
schissigen Streptavidins wurde Biotin-haltiger Puffer verwendet. Dadurch sollten un-
spezifische Bindungen des Streptavidins verhindert, und somit ein niedriges Hinter-
grundsignal gewahrleistet werden. Nach anschlieRender Inkubation mit dem Fluores-
zenz-markierten Con A wurden die Chips bei einer Wellenlange von 670 nm vermes-

sen.

Abbildung 4-1l zeigt die Aufnahme der Fluoreszenz der beiden BINH-Derivate. Zur
Auswertung wurden zwei verschiedene Kontrastfarben (rot/blau) gewahlt, um eine
bessere Abgrenzung der Probenfluoreszenz vom Hintergrund zu erreichen. Die Rei-
hen 1-4 des Glaschips zeigen die Auftragepunkte der BINH-Glykane von Ribonuclea-
se B, die Reihen 5, 6 und 7 die der verschieden konzentrierten Manno-
se-BINH-Proben. Die beiden unteren Felder (Reihe 8) dienten als Blindwerte zur Hin-
tergrundmessung.

Anhand der linken Abbildung war die durch die N-Glykane verursachte Fluoreszenz

gut sichtbar, auch wenn nur vier der acht Felder ein Signal gaben. Besonders Rei-
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he 1 zeigte, dass sowohl eine Bindung der biotinylierten Glykane an das Streptavidin
stattgefunden hatte, als auch, dass diese durch Con A spezifisch erkannt wurden. Aus
welchem Grund nicht bei allen Glykanproben eine Fluoreszenz nachweisbar war, ist
unklar. Mdégliche Ursachen daflrr sind eine Verletzung der Chipoberflache durch den
Kontakt mit anderen Materialien (Pipettenspitzen, Handschuhe, etc.), oder eine unzu-

reichende Durchmischung der Probe.

N-Glykane, Ribonuclease B,
Spots

Abbildung 4-1I: Fluoreszenzmessung der BINH-Derivate der High-Mannose-Glykane von Ri-
bonuclease B, sowie von Mannose-BINH. Die Probenspots sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
Fiir die linke Abbildung wurden rote Kontrasteinstellungen gewéhlt um die Fluoreszenz der
Ribonuclease-B-Derivate hervorzuheben, rechts zeigt sich anhand der blauen Kontraste die

Fluoreszenz der Mannose-Derivate.

Mit Hilfe der rechten Abbildung konnte die Bindungsfahigkeit von Mannose-BINH be-

statigt werden. Der Konzentrationsanstieg der Proben lield sich anhand der Fluores-
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zenzzunahme verfolgen, wobei jedoch eine der Mannose-Proben mit der Konzentrati-
on 25 pyg/ml eine Ausnahme bildete. Diese zeigte trotz mittlerer Konzentration die
hochste Fluoreszenz der Mannose-Derivate. Wahrend Untersuchungen an den Bio-
tinylierungsreagenzien BNAH und BAP ergaben, dass Glykane-Derivate, die aus we-
niger als drei Mannose-Einheiten bestanden, durch Con A nicht gebunden werden
konnten [65], liel3 sich dies an den BINH-Derivaten nicht bestatigen. Auch durch die
einzelne Mannose-Einheit des Mannose-BINHs konnte eine Bindung an Con A nach-
gewiesen werden.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass die Versuche mittels Glykan-Array vielverspre-
chende Ergebnisse in Bezug auf das Potential von BINH als Derivatisierungsreagenz
fur Glykan-Interaktionsstudien ergaben. Um sicherzustellen, dass die fur diese Deri-
vate gewahlten Bedingungen auch fur andere BINH-Derivate geeignet sind, muss

durch weitere Messungen bestatigt werden.
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2.3.3. Zusammenfassung

Kohlenhydrate sind an den verschiedensten biologischen Prozessen beteiligt, dabei
spielt auch die Interaktion mit Lektinen und anderen Kohlenhydrat-bindenden Protei-
nen eine Rolle. Mit Hilfe von Glykan-Arrays konnen sowohl die Glykane eines Glyko-
konjugates charakterisiert, als auch die Bindungsspezifitaten von Lektinen bestimmt
werden. Dadurch lassen sich Glykan-Arrays nicht nur flr analytische Zwecke anwen-
den, sondern kénnen auch fur die Diagnostik von Krankheiten eingesetzt werden.

Fur die Immobilisierung der BINH-derivatisierten Glykane wurden Streptavi-
din-beschichtete Glas-Chips verwendet, da diese eine sehr hohe Affinitat zu Biotin
und Biotin-Derivaten aufweisen. Auf diese Oberflache wurden die derivatisierten
N-Glykane von Ribonuclease B, sowie Mannose-BINH gebunden und anschlielend
mit dem Mannose-spezifischen Lektin Concanavalin A nachgewiesen. Anhand der
entstehenden Fluoreszenz konnte bewiesen werden, dass die Derivate sowohl in der
Lage waren, an das Streptavidin zu binden, als auch durch das Lektin erkannt zu
werden. Durch diese Experimente zeigte sich die grundlegende Eignung von BINH-
Derivaten fur Glykan-Arrays und damit auch fur Interaktionsstudien und andere bio-

chemische Methoden.
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3. Zusammenfassung
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Glykane sind weitverbreitete Biomolekule, die meist in Form von Glykokonjugaten,
wie beispielsweise als Glykoproteine oder Glykolipide, vorliegen. Durch die Interaktion
von Glykanen mit Glykan-bindenden Proteinen wird eine Vielzahl an biochemischen
Prozessen ausgelost, sowohl physiologischer, als auch pathologischer Art. Die Auf-
klarung der beteiligten Glykanstrukturen ist daher nicht nur wichtig fur das Verstandnis
dieser Prozesse, sondern kann auch Hinweise auf verschiedene Erkrankungen ge-
ben.

Die ldentifizierung von Glykanstrukturen kann uber verschiedene Wege erfolgen. In
der instrumentellen Analytik spielt dabei vor allem die ESI- und
MALDI-Massenspektrometrie eine wichtige Rolle, da diese sowohl fur Detektion, als
auch Fragmentierung grof3er Biomolekile geeignet sind. Um die Analyse von Zuckern
mittels chromatographischer und massenspektrometrischer Methoden zu erleichtern,
werden haufig Derivatisierungsreagenzien eingesetzt. Diese verringern die Polaritat
der Zucker und erleichtern die Detektion durch das Einbringen von Chromo- oder
Fluorophoren. Zur Derivatisierung am reduzierenden Terminus von Glykanen und
Zuckern eignen sich vor allem Aminierungsreagenzien oder Hydrazide. Hydrazide
haben gegenuber anderen Derivatisierungsreagenzien den Vorteil einer einfachen,
salzfreien Umsetzung, aus der ein stabiles Derivat mit geschlossenem terminalen

Zuckerring hervorgeht.

Fur die vorliegende Arbeit wurde die Derivatisierung mit den neuen Hydra-
zid-Reagenzien INH und BINH, sowie dem bereits von Dr. P. Kapkova [99] bearbeite-
ten BACH untersucht. Als Vergleich dienten die underivatisierten Kohlenhydrate, wie
auch das standardmafig eingesetzte Aminierungsreagenz 2-AB. Dabei sollte das
Verhalten verschiedener Zucker und Glykane in Bezug auf chromatographische Tren-
nung, Signalintensitat und Fragmentierung analysiert werden.

Zunachst wurde die Umsetzung von Mono-, Di- und Trisacchariden mit den neuen
Derivatisierungsreagenzien INH und BINH optimiert. Dadurch konnte bei beiden Sub-
stanzen die komplette Umsetzung der Zucker in ihre Derivate gewahrleistet werden.
Auch die Derivatisierung mit Hilfe der Mikrowelle konnte bei INH erfolgreich durchge-
fuhrt werden. Auf diese Weise liel® sich die Reaktionszeit, im Vergleich zu den im
Thermomixer® bendtigten 90 Minuten, auf 20 Minuten verklrzen. Aufgrund der gro-
Ren Mengen an Zucker und Derivatisierungsreagenz, die flr die Umsetzung in der

Mikrowelle notig sind, war der Versuch jedoch nur fur INH geeignet.
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Im nachsten Schritt wurde das Trennverhalten der verschiedenen Mono-, Di- und Tri-
saccharid-Derivate auf RP-C18- und HILIC-Phasen untersucht. Bei den Monosaccha-
riden konnte durch keines der Derivate eine vollstandige Trennung auf einer der Pha-
sen erreicht werden. Das beste Ergebnis wurde durch INH auf der HILIC-Saule er-
zielt, doch auch dort konnten die Epimere Glucose, Mannose und Galactose nicht
vollstandig separiert werden. Die Trennung der Disaccharide Maltose, Cellobiose und
Lactose konnte auf der HILIC-Phase mit allen Derivaten auflier BACH erfolgreich
durchgefuhrt werden, auf der RP-C18 erwies sich dagegen nur 2-AB als geeignet. Bei
den Trisacchariden 3'SLN und 6‘SLN konnten sowohl underivatisierte Zucker, als
auch samtliche Derivate mittels HILIC getrennt werden. Auch auf der C18-Phase war
eine Trennung der BINH, BACH und 2-AB-Derivate mdglich. Des Weiteren konnte
durch die Derivatisierungen die Signalintensitat gegenuber den underivatisierten Zu-
ckern deutlich gesteigert werden.

Nach ihrer Trennung lassen sich massegleiche Di- und Trisaccharide anhand des
Fragmentierungsmusters unterscheiden. Wahrend bei den underivatisierten Disac-
chariden Maltose, Cellobiose und Lactose die charakteristischen Fragmente nur
schwach sichtbar waren, konnte mit Hilfe der Hydrazide INH, BINH und BACH die Dif-
ferenzierung deutlich erleichtert werden. Die 2-AB-Derivatisierung zeigte dagegen
keine Verbesserung der Fragmentierungseigenschaften. Bei der Unterscheidung der
Trisaccharide 3'SLN und 6’SLN waren ebenfalls sowohl underivatisierte, als auch
Hydrazid-derivatisierte Zucker im Vorteil gegenltber den 2-AB-Derivaten.

Die Derivatisierung der N-Glykane von Ribonuclease B und Ovalbumin flhrte bei der
Analyse mittels MALDI-TOF zu einer deutlichen Steigerung der Sensitivitat. Bei-
spielsweise lielden sich bei den Glykanen des Ovalbumins durch die Derivatisierungen
drei zusatzliche Strukturen im Vergleich zu den nativen Glykanen detektieren. Auch
das Fragmentierungsverhalten der Glykane am MALDI-TOF/TOF konnte mit Hilfe der
Derivatisierungen erheblich verbessert werden. Besonders die Umsetzung mit BINH
fUhrte zu einer Vielzahl charakteristischer Ringfragmente, wodurch die Aufklarung der
verschiedenen Glykanstrukturen deutlich vereinfacht wurde. Auch im Vergleich zu
2-AB zeigten die Hydrazid-Derivate sowohl bessere Fragmentierungseigenschaften,

als auch eine einfachere Handhabung fur die Messung mittels MALDI-MS.

Eine weitere Moglichkeit zur ldentifikation von Glykanstrukturen liegt in der spezifi-

schen Bindung durch Lektine. Diese Untersuchung gibt des Weiteren auch einen
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Hinweis auf funktionelle Eigenschaften der Glykane. Daflr wird die hohe Affinitat von
Biotin-haltigen Derivatisierungsreagenzien zu Avidin und Streptavidin genutzt. Nach
der auf diese Weise erfolgten Immobilisierung der Glykane kénnen diese mittels spe-
zifischer Lektine nachgewiesen werden. Die Eignung des neuen Derivatisierungsrea-
genzes BINH fur diese Zwecke wurde anhand eines Glykan-Arrays getestet. Dadurch
liel® sich bestatigen, dass BINH-derivatisierte Glykane und Zucker sowohl in der Lage
sind an Streptavidin zu binden, als auch durch Lektine nachgewiesen werden kdnnen.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass BINH grundsatzlich fur den Einsatz in

biochemischen Methoden geeignet ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Derivatisierung von Kohlenhydraten mit
INH, BINH und BACH zu einer deutlichen Verbesserung der Trenn- und Fragmentie-
rungseigenschaften fuhrten. Dadurch konnten Identifizierung und Strukturanalyse so-
wohl von kleinen Zuckern, als auch von Glykanen erleichtert werden. Im Vergleich zu
dem Standard-Derivatisierungsreagenz 2-AB zeigten die Hydrazide nicht nur im Be-
reich der Fragmentierungen, sondern auch durch die einfachere Derivatisierungsreak-

tion wesentliche Vorteile.
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4. Summary
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Glycans are widely spreaded biomolecules, which are commonly presented as gly-
coconjugates, e.g. glycoproteins or glycolipids. The interaction of glycans with glycan-
binding proteins triggers numerous physiological and pathological processes in bio-
chemistry. Therefore the determination of the participating glycanstructures is of im-
mens interest for the understanding of such processes. The structures of the involved
glycans may even provide evidence on several diseases.

Identification of glycan structures can be performed by means of various techniques.
Favorable techniques in analytical chemistry are ESI- and MALDI- mass spectrome-
try, since they can be used for the detection, as well as for the fragmentation of large
biomolecules. To simplify the analysis of carbohydrates by means of chromatographic
and mass spectrometric methods, different derivatization reagents are available. The
chemical modification of the sugars leads to a decrease in polarity and to an en-
hanced detection by coupling to chromo- or fluorophores. Derivatization at the reduc-
ing end of saccharides and glycans can be performed through reductive amination, or
coupling to hydrazide reagents. The advantage of hydrazides in comparison to other
derivatization reagents lies in a simple, salt-free reaction and results in a stable deriv-

ative with closed terminal sugar ring, as the reduction step is not necessary.

The present work concentrates on the derivatization of sugars and glycans using the
newly developed hydrazides INH and BINH, in addition to BACH, which was already
used by Dr. P. Kapkova [99]. The derivatives of those reagents were compared to the
underivatized carbohydrates, as well as to the commonly used derivatization reagent
2-AB, in order to observe the characteristics related to liquid chromatography, signal

intensity and fragmentation behavior.

In the first step, the derivatization reaction of mono, di- and trisaccharides with INH
and BINH was optimized, in order to ensure a complete transformation of the carbo-
hydrates into their derivatized equivalents. The derivatization with INH was also per-
formed via microwave. In this way, the reaction time was reduced from 90 minutes us-
ing the thermomixer®, to 20 minutes. Since this method required a high amount of

sample, it was only performed with INH.

Next, the chromatographic behaviour of the different saccharide derivatives was ana-
lyzed by reversed phase and HILIC high performance liquid chromatography. In case
of the monosaccharides, none of the mixtures of derivatives could be separated com-

pletely on either of these columns. For HILIC the best effect was achieved with INH,
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even though glucose and its epimers, mannose and galactose could not be separated
completely. On reversed phase, derivatization with BACH and 2-AB showed the best
results for the separation of the monomers, but here as well the epimers were not dis-
solved. The separation of the INH, BINH and 2-AB derivatives of the disaccharides
maltose, cellobiose and lactose was performed successfully on HILIC, with RP-C18
only 2-AB was proved to be suitable. For the trisaccharides 3’'SLN and 6’SLN the na-
tive forms, as well as all of the derivatives were separated using HILIC. Even by using
reversed-phase, the separation of the BINH, BACH and 2-AB derivatives was possi-
ble. Furthermore the signal intensity of the derivatized carbohydrates was considera-
bly enhanced compared to the native saccharides. The chromatography of sugars on
HILIC phase showed presence of isomers (very probably the anomers) of the ana-
lyzed sugars. If the appearance of these isomers is not desirable, separation on re-

versed-phase can be applied.

After separation, di- and trisaccharides of the same mass can be distinguished, based
on their fragmentation pattern. Whereas the native disaccharides maltose, cellobiose
and lactose showed only slight differences in fragmentation, the derivatization with
INH, BINH and BACH increased the number of characteristic fragments. In contrast,
with 2-AB no improvement was achieved. The discrimination between 3'SLN and
6'SLN was also simplified by derivatization with the different hydrazides. In contrast to
the 2-AB derivatives, the native trisaccharides showed a high content of characteristic

fragments as well.

For the glycans of ribonuclease B and ovalbumin, the sensitivity was clearly improved
through derivatization. In the case of ovalbumin, three additional structures were
detected, compared to the native glycans. Regarding the fragmentation by means of
MALDI-TOF/TOF, the fragmentation behaviour of the glycans was considerably better
after derivatization. Especially the BINH derivatives generated a high amount of
characteristic cross-ring fragmentations. This way, the elucidation of different isomeric
glycan structures was enhanced. Again, 2-AB had worse characteristics in terms of
fragmentation behaviour and application properties, compared to the hydrazide

derivatives.

Another option for the investigation of glycan structures is the specific recognition by
lectins. This kind of study also provides information on the functional properties of gly-

cans. Biotinylated derivatives possess a high affinity to avidin and streptavidin. This
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feature is used to immobilise glycans on (strept-)avidin coated surfaces, so they can
be further analyzed by specific lectins. Due to this, the suitability of BINH for functional
studies was tested. In initial studies BINH derivatized glycans and sugars were con-
firmed to bind to streptavidin and were recognized by lectins as well. Hence, it can be

assumed that BINH derivatives are suitable for this kind of biochemical analysis.

In summary, the derivatization of carbohydrates using INH, BINH and BACH improved
the behaviour of the analytes during liquid chromatography and mass spectrometric
fragmentation. Hence, identification and structural analysis of small saccharides, as
well as glycans were considerably simplified. Compared to common derivatization re-
agents like 2-AB, the hydrazides showed significant advantages, not only in terms of
mass spectrometric fragmentation, but also because of their simple derivatization re-

action.
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5. Experimenteller Tell
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5.1. Materialien

5.1.1. Gerate und Software

Gerat

Firma

Fluoreszenzmel3gerat:
GenePix Personal 4100A

Molecular Devices, LLC

(Sunnyvale, Kalifornien, USA)

HPLC-MS:
System I

Vakuum-Entgaser: G1379A
Binare Pumpe: G1312A
Autosampler: G1329A
Autosampler-Thermostat: G1330B
Diodenarraydetektor: G1315B
LC/MSD Trap: G2445D
Software: ChemStation, Version:

System II:
Vakuum-Entgaser: G1379B
Binare Pumpe: G1312B
Autosampler: G1367D
Saulen-Thermostat: G1316B
Diodenarraydetektor: G1315C
Triplequadrupol: G6460A
Software: MassHunter, Version:

System lll:
Vakuum-Entgaser: G1379B
Kapillarpumpe: G1376A
Nanopumpe: G2226A
Saulen-Thermostat: G1316A
Micro-Wellplatesampler: G1377A
ChipCube: G4240
Triplequadrupol: G6460A

Software: MassHunter, Version:

Agilent (Waldbronn, Deutschland)
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HPLC-Saulen:
Kinetex C18 (100 x 2.1mm, 2.6um)
Kinetex HILIC (100 x 2.1mm, 2.6um)
Nucleosil C8 (250 x 4mm, 5um)
HPLC-Saule fur ChipCube:
PGC-Chip (Enrichment-Saule: 40nl,
Trennsaule: 0.075 x 43 mm)

Phenomenex

(Aschaffenburg, Deutschland)
Knauer (Berlin, Deutschland)
Agilent (Waldbronn, Deutschland)

MALDI-MS:
System I
Autoflex TOF
Software: Flex Control/ Analysis
System II:
Ultraflex TOF/TOF

Software: Flex Control/ Analysis

Bruker (Billerica, Massachusetts, USA)

Microarray-Kit:
MicroCASTer 8-Pin System

Schleicher&Schuell Bioscience

(Dassel, Deutschland)

Mikrowelle MLS (Leutkirch, Deutschland)
MLS-Ethos 1600
pH-Meter: Radiometer Analytical SAS,
MeterLab PHM 220 (Lyon, France)
Pipetten: Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf Reference
Spritzenpumpe: KD Scientific
KDS100 (Holliston, Massachusetts, USA)

Thermomixer:

Thermomixer® comfort

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Ultraschallbad:
Bandelin Sonorex RK 100

Bandelin Electronic,

(Berlin, Deutschland)

Vakuumkonzentrator:

Eppendorf concentrator 5301

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Vortex:
Vortex Genie 2

Scientific Industries
(Bohemia, New York, USA)

Waagen:
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Analysenwaage, AB 104-S/PH
Prazisionswaage, CPA225D-0CE

Mettler Toledo (Giel3en, Deutschland)

Sartorius (Goéttingen, Deutschland)

Zentrifugen:
EBA 12
Multifuge 1 L-R

Fisherbrand Mini-Zentrifuge

Hettich (Tuttlingen, Deutschland)
Heraeus Instruments

(Osterode, Deutschland)

Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland)

Tabelle 5-1: Verwendete Geréte

5.1.2. Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Verbrauchsmaterialien

Firma

GlycoClean S Cartrigdes

Prozyme
(San Leandro, Californien, USA)

HPLC-Vials, Glas

Phenomenex

(Aschaffenburg, Deutschland)

HPLC-Vials, Polypropylen

Agilent (Waldbronn, Deutschland)

Mikrovolumeneinsatze fur Vials

Agilent (Waldbronn, Deutschland)

Pipettenspitzen

Hartenstein (Wurzburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
VWR (Darmstadt, Deutschland)

ReaktionsgefalRe, 1.5ml, Polypropylen

Hartenstein (Wurzburg, Deutschland)

Reaktionsgefale, 1.5ml, Polypropylen,
Safe-Lock

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Streptavidin-beschichtete Glastrager

PolyAn (Berlin, Deutschland)

Tabelle 5-1I: Verbrauchsmaterialien
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Chemikalien

Reinheit

Firma

Acetonitril

HPLC

gradient grade

VWR (Darmstadt, Deutschland)

N-Acetylglucosamin puriss. p.a. Serva (Heidelberg, Deutschland)
Ameisensaure puriss. p.a. Fluka (Buchs, Schweiz)
ACTH puriss. p.a. Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
Ammoniumacetat =299 % Fluka (Buchs, Schweiz)
Angiotensin | puriss. p.a. Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
Anthranilsaureamid 298 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
D-(+)-Biotin =98 % Alfa Aesar

(Ward Hill, Massachusetts, USA)
Biotinamidocaproylhydrazid 295 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
BSA =98 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
Calciumchlorid =297 % Grussing (Filsum, Deutschland)
Cellobiose puriss. p.a. Merck (Darmstadt, Deutschland)
ConA-Alexa 647 puriss. p.a. Life Technologies

(Darmstadt, Deutschland)
2,5-Dihydroxybenzoesaure =299 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
Dimethylsulfoxid puriss. p.a Merck (Darmstadt, Deutschland)
Dinatriumhydrogenphosphat 99,5 % Merck (Darmstadt, Deutschland)
Essigsaure puriss. p.a Fluka (Buchs, Schweiz)
Ethanol, absolut =299 % Honeywell Riedel-de Haén

(Seelze, Deutschland)
Fucose puriss. p.a. Serva (Heidelberg, Deutschland)
Galactose =299 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
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Glucose =299 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
Insulin B-Kette puriss. p.a. Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
Isoniazid =299 % Fluka (Buchs, Schweiz)
Kaliumchlorid 299 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
Kaliumdihydrogenphosphat 99,5 % Grussing (Filsam, Deutschland)
Lactose-Monohydrat 299 % Fluka (Buchs, Schweiz)
Magnesiumchlorid =98 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
Maltose-Monohydrat =299 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
Man6-Standardglykan puriss. p.a. Prozyme

(San Leandro, Californien, USA)
Mannose 299 % Fluka (Buchs, Schweiz)
Melezitose-Dihydrat puriss. p.a. Ega-Chemie

(Steinheim, Deutschland)
NA2-Standardglykan puriss. p.a. Prozyme

(San Leandro, Californien, USA)
Natriumchlorid 299,5 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
Natriumcitrat =98 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
Natriumcyanoborhydrid =295 % Fluka (Buchs, Schweiz)
Ovalbumin =98 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)
PnA-Alexa 647 puriss. p.a. Life Technologies

(Darmstadt, Deutschland)
PNGase F 2.0 U/ml Europa Bioproducts

(Cambridge, England)
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Raffinose-Pentahydrat =98 % Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland)
Ribonuclease B =280 % Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland)
3'Sialyllactosamin =298 % Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland)
6 Sialyllactosamin 298 % Fluka (Buchs, Schweiz)
Super-DHB puriss. p.a Fluka (Buchs, Schweiz)
TRIS 99,9 % Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland)
Tween 20 p.a. Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland)
Wasser hochrein Millipore
(Schwalbach, Deutschland)
Xylose 299 % Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland)

Tabelle 5-1l: Chemikalien
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5.2. Methoden

5.2.1. Deglykosylierung der Glykoproteine

Etwa 1 mg Glykoprotein wurde in 40 yl Wasser (Millipore) geldst, mit 10 pl Puffer ver-
setzt und fur 10 Minuten bei 99 °C im Thermomixer® denaturiert. Nach dem Abkuhlen
auf Raumtemperatur wurden 3 yl PNGase-L6osung zugesetzt und fur 18 h bei 37 °C
im Thermomixer® inkubiert.

Nach Zugabe von 200 ul gekihltem Ethanol wurde die Probe 2 h lang bei -27 °C ge-
lagert, um das Protein auszufallen. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert, der Uber-
stand abgenommen und in einem Eppendorfgefald zur Trockne eingedampft. Die
dadurch erhaltenen Glykanpellets wurden in 10 pyl Wasser geldst und nach Hersteller-
anleitung auf ein GlycoClean S Cartridge gegeben (aul3er bei 2-AB-Derivatisierung,
s.u.). Die auf diese Weise gereinigten Glykane wurden im Anschluss wieder einge-

dampft und konnten nun vermessen, beziehungsweise derivatisiert werden.

5.2.2. Derivatisierung

|. Hydrazid-Derivate

Zu jeweils 20 ug der Zucker (Mono-, Di- und Trisaccharide) wurde der 5fache Uber-
schuss an Derivatisierungsreagenz (INH, BINH oder BACH in 50 % Methanol) gege-
ben. Diese Losung wurde in einem Eppendorfgefald im Vakuumkonzentrator (30 °C)
zur Trockne eingedampft. Zum Ruckstand wurden 40 pl 95 % Methanol gegeben und
die Mischung im Thermomixer® bei 90 °C 1.5 h inkubiert. Im Anschluss wurde wiede-
rum zur Trockne eingedampft und das Derivat schlieRlich in 100 pl 50 % Methanol ge-

|6st (Probenlésung).

Analog der Derivatisierung der Zucker, wurden auch die gereinigten Glykane aus der
Protein-Deglykosylierung mit einem 5facher Uberschuss an Derivatisierungsreagenz
versetzt, inkubiert und eingedampft. Fur die Verwendung am MALDI-TOF oder MAL-
DI-TOF/TOF wurde anschlie®end in 10 pl 50 % Methanol geldst, fur die Analyse mit-
tels Nano-LC-MS in 25 pl 30 % Methanol.
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[I. 2-Aminobenzamid-Derivate

Fur das Derivatisierungsreagenz wurden Anthranilsaure (5 mg) und Natriumcyano-
borhydrid (7.5 mg) in DMSO (500 ul) und Essigsaure (200 ul) geldst. Von diesem Re-
agenz wurden 50 pl zu 20 ug der Zucker gegeben und bei 65 °C im Thermomixer® fur
2.5 h inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde anschlieBend eingedampft und mit

50 % Methanol auf 100 ul aufgefullt (Probenldsung).

Die Glykane wurden auf die gleiche Weise derivatisiert, aber hier, aufgrund der hohen
Salzkonzentration im Produkt, erst nach der Derivatisierung Uber ein GlycoClean-
Cartridge gereinigt. Daraufhin wurde die Derivate in 10 pl Wasser gelost und fur die
Untersuchungen an MALDI-TOF und MALDI-TOF/TOF verwendet.

Hydrazide 2-AB

Xylose
Fucose
Glucose
Monosaccharide Galactose
Mannose
GIcNAc

Sialinsaure INH

>~BINH 15h L oag 25N
Lactose BACH 90°C 65 °C

Disaccharide Maltose
Cellobiose

Raffinose
Melezitose
3'SLN
6'SLN / _

Trisaccharide

High-Mannose | ) Aufreinigung 3
Ovalbumin Komplex INH
Glykane Hybrid > BINH

_ BACH
Ribonuclease | High-Mannose - J
B ) Aufreinigung

1.5h 25h
90 °C 2-AB 65 °C

Tabelle 5-1V: Derivatisierungsschema fiir die verschiedenen Zucker und Glykane
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lll. Derivatisierung mittels Mikrowelle

5 mg Glucose und 25 mg Isoniazid wurden in ein Mikrowellengefal} eingewogen und
in 1.2 ml 90 % Methanol geldst. Diese Mischungen wurden bei verschiedenen Tempe-
raturen unterschiedlich lange in der Mikrowelle erhitzt. AnschlieRend wurden 50 ul der
Lésung entnommen, in ein Vial mit 1 ml Methanol + 0.1 % FA gegeben und mittels

HPLC und lonenfalle der Grad der Umsetzung bestimmt.

Einstellungen Mikrowelle:

1. 110 °C, Rampe: 2:00 min, Max. 500 W
Dauer: 30 min, 40 min

2. 120 °C, Rampe: 2:30 min, Max. 600 W
Dauer: 20 min, 30 min, 40 min

3. 130 °C, Rampe: 3:00 min, Max. 700 W

Dauer: 15 min, 20 min

5.2.3. HPLC-MS-Analytik

5.2.3.1. Vollstandigkeit der Derivatisierungsreaktion

Zum Nachweis, dass die Derivatisierungsreaktion mit BINH und INH die Zucker
vollstandig umsetzt, wurden jeweils 10 ul der Probenldsungen in ein Vial mit 50 %
Methanol + 0.1 % FA gegeben. Von diesen, ebenso wie von den in der Mikrowelle
hergestellten Losungen, wurden daraufhin 10 pl mittels HPLC injiziert und ohne Saule

direkt in die lonenfalle geleitet.

Einstellungen:

HPLC: FlieBRmittel A: Wasser + 0.1 % FA, FlieBmittel B: Methanol + 0.1 % FA, Fluss:

0.3 ml/min

lonenfalle: Scanmodus: Standard Normal, Averages: 2, Nebulizer: 50 psi, Drying
Gas: 10 I/min, Drying Temperature: 350 °C, Kapillarspannung: -3500 V, Scanbereich

entsprechend den untersuchten Substanzen angepasst
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5.2.3.2. Trennung der Zucker

Zur Analyse der verschiedenen Mono-, Di- und Trisaccharide wurden jeweils 5ul der
Probenlésungen in ein Vial gegeben und mit Wasser (RP-C18-Saule) oder Acetonitril
(HILIC-Saule) auf 250 pl verdunnt.

Bei der Trennung von Xylose, Fucose, Glucose und N-Acetylglucosamin wurden die
vier Zucker in einem Vial gemischt und zusammen injiziert. Alle anderen Zucker wur-
den einzeln vermessen. Die gereinigten Glykane wurden in lediglich 25 ul Wasser ge-
I6st und in ein Polypropylen-Vial uberfuhrt. Samtliche Trennungen wurden mindestens
dreifach durchgefuhrt um die Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten

Wenn nicht anders angegeben, wurden folgende Trennparameter verwendet:

Zucker:

HILIC-Saule: FlieBmittel A: 100 mM Ammoniumacetatpuffer, pH 5.8, FlieBmittel B:

97 % Acetonitril + 0.1 % Ameisensaure, Fluss: 0.3 ml/min, Injektionsvolumen: 5 pl

C18-Saule: FlieBmittel A: 100 mM Ammoniumacetatpuffer, pH 5.8, FlieBmittel B:

Methanol + 0.1 % Ameisensaure, Fluss: 0.3 ml/min, Injektionsvolumen: 5 pl

lonenfalle: Positiver Modus, Scanmodus: Standard Normal, Averages: 9, Nebulizer:
50 psi, Drying Gas: 10 I/min, Drying Temperature: 350 °C, Kapillarspannung: -3500 V,

Scanbereich entsprechend den vermessenen Zuckern

Datenauswertung: Agilent Data Analysis Software, Erstellung von Extracted-lon-

Chromatogrammen (EIC) der einzelnen Zucker

Glykane:

ChipCube: PGC-Chip, FlieBmittel A: Wasser + 0.1 % Ameisensaure, FlieRmittel B:
97 % Acetonitril + 0.1 % Ameisensaure, Kapillarpumpe: Fluss: 1 pl/min, Nanopumpe:

Fluss: 0.4 ul/min, Ladevolumen: 3 pl

Triplequadrupol: Positiver Modus, Precursor-lon-Scan von m/z 366, m/z 204 und
m/z 163, Kollisionsenergie 15V — 50 V, Scanbereich m/z 100 — 2400

Datenauswertung: Agilent MassHunter Analysis Software
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|. Underivatisierte Zucker

Fur die Analyse der underivatisierten Zucker wurden die Probenlésungen analog den

derivatisierten Proben hergestellt. Dazu wurden 20 pg Zucker mit Wasser auf 100 pl

verdinnt.

Es wurden die in der Tabelle aufgefihrten Gradienten verwendet:

Zucker

Xylose
Fucose
Glucose
Galactose
Mannose
GIcNACc
Sialinsaure

Lactose
Maltose
Cellobiose

3'SLN
6 SLN

Raffinose
Melezitose

Tabelle 5-V: Trennungen der underivatisierten Zucker auf HILIC- und RP18-Phase

Methode C18-Saule

Methode HILIC-Saule

Zeit (min) % B Zeit (min) % B
0 4 0 99

15 4 12 99

16 92

27 65

30 99

Zeit (min) % B Zeit (min) % B
0 4 0 99

15 4 8 99

25 80

30 99

Zeit (min) % B Zeit (min) % B
0 4 0 85

15 4 5 85

25 60

30 85

Zeit (min) % B

0 93

5 93

20 75

25 93
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Il. INH-Derivate
Zucker Methode C18-Saule Methode HILIC-Saule
Xylose Zeit (min) % B Zeit (min) % B
Fucose 0 4 0 99
Glucose 8 4 12 99
Galactose 20 8 16 92
Mannose 25 50 30 60
30 4 35 60
GleNAc 40 99
Sialinsaure
Zeit (min) % B Zeit (min) % B
Lactose 0 5 0 95
Maltose 5 5 15 94.5
Cellobiose 30 93
Fluss: 0.4 ml/min
Zeit (min) % B Zeit (min) % B
3'SLN 0 5 0 87
6°SLN 5 5 7 87
25 76
30 87

Tabelle 5-VI: Gradienten zur Trennung der INH-Derivate
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[1l. BINH-Derivate

Zucker

Xylose
Fucose
Glucose
Galactose
Mannose
GIcNACc
Sialinsaure

Lactose
Maltose
Cellobiose

3'SLN
6'SLN

Tabelle 5-VII: Gradienten zur Trennung der BINH-Derivate

Methode C18-Saule

Methode HILIC-Saule

Zeit (min) % B Zeit (min) % B
0 15.5 0 15.5
15 16.5 13 16.5
25 20.0 35 20.0
30 70.0 40 70.0
35 15.5
Fluss: 0.4 ml/min
Zeit (min) % B Zeit (min) % B
0 29 0 93
8 32 10 93
25 39 25 87
30 29 30 93
Zeit (min) % B Zeit (min) % B
0 14 0 85
6 14 5 85
25 18 15 72
28 50 25 55
30 14 30 85
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V. BACH-Derivate

Zucker Methode C18-Saule Methode HILIC-Saule
Xylose Zeit (min) % B Zeit (min) % B
Fucose 0 11 0 93
Glucose 17 11 13 93
Galactose 25 50 27 75
Mannose 30 11 30 93
GIcNAc
Sialinsaure
Lactose Zeit (min) % B Zeit (min) % B
Maltose 0 12 0 93
Cellobiose 7 12 10 93
25 18 27 88
30 12 30 93
3°SLN Zeit (min) % B Zeit (min) % B
6°SLN 0 10 0 85
8 10 5 85
20 20 25 68
22 30 26 60
30 10 30 85

Tabelle 5-VIII: Gradienten zur Trennung der BACH-Derivate
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V. 2-AB-Derivate

Zucker

Xylose
Fucose
Glucose
Galactose
Mannose
GIcNACc
Sialinsaure

Lactose
Maltose
Cellobiose

3'SLN
6'SLN

Tabelle 5-IX: Gradienten zur Trennung der 2-AB-Derivate

VI. Glykane

Zucker

BACH-N-Glykane

BACH-Standardglykane

Methode C18-Saule

Methode HILIC-Saule

Zeit (min) % B Zeit (min) % B
0 5 0 99
8 5 9 99
25 8 14 90
30 5 27 50
30 99
Zeit (min) % B Zeit (min) % B
0 5 0 97.5
5 5 5 97
15 15 20 80
Fluss: 0.45 ml/min
Zeit (min) % B Zeit (min) % B
0 5 0 97.5
7 5 20 60
FluR: 0.4 ml/min

Methode PGC-Chip

Zeit (min) %B
0 10
10 50
35 95

Tabelle 5-X: Gradient zur Analyse der N-Glykane
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5.2.4. MS(n)-Experimente an der LC/MSD-Trap

Fur die Fragmentierungen der Di- und Trisaccharide wurden 10 ul der derivatisierten
und underivatisierten Zucker mit 240 pl Methanol (0.1 % Ameisensaure) versetzt,
gemischt und mit Hilfe der Spritzenpumpe bei unten genannten Einstellungen direkt in

die lonenfalle eingespritzt.
Spritzenpumpe: Flussrate: 0.40 ml/h

LC/MSD-Trap: Scanmodus: Standard Normal, Averages: 2, Nebulizer: 15 psi, Drying
Gas: 5 I/min, Drying Temperature: 325 °C, Kapillarspannung: -3500 V

Fragmentierungen der Monosaccharide wurden mittels Kopplung an die HPLC durch-
gefuhrt. Dazu wurden jeweils 10 pl der Probenlésungen in ein Vial mit 50 % Methanol
+ 0.1 %FA gegeben. Davon wurden dann 10 pl injiziert und ohne Saule direkt in die
lonenfalle geleitet. Die entsprechenden Massen der Zucker wurden fragmentiert, so-

wohl im positiven, als auch im negativen Modus.
Einstellungen:

HPLC: FlieBRmittel A: Wasser + 0.1 % FA, FlieBmittel B: Methanol + 0.1 % FA, Fluss:

0.3 ml/min

lonenfalle: Scanmodus: Standard Normal, Averages: 2, Nebulizer: 50 psi, Drying
Gas: 10 I/min, Drying Temperature: 350 °C, Manual MS(2), Cut-Off: 15 %

Auswertung: Die Fragmentspektren wurden mittels Agilent ChemStation Data Analy-
sis Software bearbeitet. Dazu wurden jeweils die Durchschnittsspektren von 0.5 min
Injektionszeit verwendet (entspricht 5 Einzelspektren). Zusatzlich wurden samtliche
Fragmentierungen 5fach durchgefuhrt, um die Reproduzierbarkeit der Spektren zu

gewahrleisten.
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5.2.5. MALDI-MS-Analytik

Die aus der Derivatisierung erhaltenen Glykane wurden in 10 yl Wasser gelost und
zentrifugiert. Als Matrizes fur die MALDI-TOF und MALDI-TOF/TOF Analyse wurden
DHB (80 mg/ml in 30 % Acetonitril) und Super-DHB (10 mg/ml in 50 % Acetonitril)
verwendet.

Von diesen Matrizes wurden 0.5 pl auf die MALDI-Tragerplatte aufgetragen. Im An-
schluss wurden 0.5 pl des Glykan-Uberstandes zur Matrix gegeben, kurz mit der Pi-
pette durchmischt und bei Raumtemperatur zum Auskristallisieren stehen gelassen.
Die Proben wurden innerhalb des gleichen Tages vermessen.

Vor den Messungen wurde das Gerat mit einer Standardmischung, bestehend aus
Angiotensin | (m/z 1297.5), ACTH [18-39] (m/z 2466.7) und Insulin [chain B]
(m/z 3494) kalibriert.

I. MALDI-TOF

Einstellungen:
MS-Modus: Shots: 50, Frequence: 50, Laserpower: 50-80 %, Scanbereich:
m/z 800-3200 , positiver Modus

Wahrend der Messung wurden jeweils ca. 10 Spektren von verschiedenen Stellen des
Probenspots zusammengefasst, um einen Durchschnitt der Probe zu erhalten. Die

Auswertung erfolgte mittels Bruker FlexAnalysis.

|. MALDI-TOF/TOF

Einstellungen:

MS-Modus: Shots: 50, Frequence: 50, Laserpower: 50-80 %, Scanbereich:
m/z 200-3200 , positiver Modus

MS/MS-Modus: Shots: 200, Frequence: 50, Laserpower: 100-150 %, Scanbereich:
m/z 200-3200, Window Range: 16 Da
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FUr die Messung der MS-Spektren wurden 3-5 Spektren zusammengefasst, bis eine
fur den MS/MS-Modus ausreichende Intensitat erreicht war. Im MS(2)-Modus wurden
jeweils die hochsten Peaks des MS-Spektrums fragmentiert. Von den Fragmentspek-
tren wurden 10 Einzelspektren zu einem Gesamtspektrum zusammengefasst.

Die Auswertung erfolgte wiederum mit Bruker FlexAnalysis und GlycoWorkbench
[193]. Den Signalen wurden jeweils die Strukturen zugeordnet, fur die am wenigsten

Spaltungen bendtigt wurden.

5.2.6. Streptavidin-Assay

Fur den Nachweis der Bindungsfahigkeit BINH-gekoppelter Zucker und Glykane wur-
den Mannose-BINH und die BINH-derivatisierten Glykane von Ribonuclease B ver-
wendet. Mannose-BINH wurde vor der Testung uber die HPLC praparativ aufgereinigt
um das Uberschussige Derivatisierungsreagenz abzutrennen, am Vakuumkonzentra-
tor eingedampft und in Konzentrationen von 10 ug/ml, 25 ug/ml und 75 pg/ml einge-
setzt. Die Glykane der Ribonuclease B wurden, wie unter 5.2.2 angegeben, derivati-
siert und aufgereinigt.

Sowohl Glykane als auch Zucker wurden in Probenpuffer gelost (Pufferzusammen-
setzung siehe Tabelle 5-XI), bei Mannose-BINH zu einem Endvolumen von mindes-
tens 100 pl, bei den Glykanen zu einem Endvolumen von 50 ul. Der Streptavidin-
beschichtete Glastrager wurde mit Wasser abgesplilt, in einen Halter eingespannt und
die Proben sowohl mit einem Printer, als auch mit der Pipette (0.5 ul) aufgetragen.
AnschlieRend erfolgte eine einstindige Inkubation bei erhdhter Luftfeuchtigkeit. Dann
wurde der Glastrager erneut mit Wasser gewaschen, in ein mit Abblock-Puffer gefull-
tes Falcon-Tube gegeben und 2 h lang durchmischt.

Nach Spulen mit SSC-Puffer und anschlieRendem dreimaligen abspulen mit Wasser
wurde die restliche Flussigkeit abzentrifugiert, und jeweils 40 pl Alexa 647-markiertes
Lektin auf die Probenspots pipettiert. Es wurde 1 h lang im Dunkeln inkubiert und im
Anschluss die Lektinlosung abpipettiert. Nun wurde der Glastrager drei weiteren
Waschschritten unterzogen, angefangen mit PBST-Puffer, gefolgt von PBS-Puffer und

Wasser. Der trockenzentrifugierte Trager konnte anschlieRend vermessen werden.
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Die Fluoreszenz der Proben wurde bei einer Laserwellenlange von 670 nm gemes-

sen.
Puffer Zusammensetzung
Probenpuffer 20 mM TRIS, 150 mM NacCl, 0.05 % Tween 20, 1 % BSA, pH 7.4

Abblockpuffer

100 mM TRIS, 150 mM NacCl, 0.05 % Tween 20, 0.5 % BSA,
1 % Biotin, pH 9.0

Waschpuffer

SSC (saline-sodium-citrate) (0.1-fach konzentriert): 15 mM NacCl,
1.5 mM Natriumcitrat, pH 7.0

PBS (phosphate buffered saline): 137 mM NaCl, 2.7 mM KClI,
10 mM Nay,HPQy4, 2 mM KH,POy4, pH 7.4

PBST (phosphate buffered saline with tween): 137 mM NaCl,
2.7 mM KCI, 10 mM NayHPO4, 2 mM KHyPOy4, 0.1 % Tween 20,
pH 7.4

Tabelle 5-XI: Fiir den Streptavidin-Assay verwendete Puffer und deren Zusammensetzung
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6.2. Abkilrzungsverzeichnis

2-AB 2-Aminobenzamid

ACTH Adrenocorticotropes Hormon

3'SLN 3’Sialyl-N-acetyllactosamin

6'SLN 6’Sialyl-N-acetyllactosamin

AA 2-Aminobenzoesaure

ABA Para-Aminobenzoesaure

ABBE Aminobenzoesaurebutylester

ANTS 8-Aminonaphtalen-1,3,6-trisulfonsaure

AP 2-Aminopyridin

APTS 8-Aminopyren-1,3,6-trisulfonsaure

BACH Biotinamidocaproylhydrazid

BAP Biotinyldiaminopyridin

BINH (1-(6-Biotinylhexyl)-2-oxo-
isonicotinsaurehydrazid

BNAH Biotinyl-L-3-(2-naphtyl)-alaninhydrazid

BPH 4-(Biotinamido)-phenylhydrazid

BSA Bovines Serumalbumin

CDG Congenital disorders of glycosylation

Cel Cellobiose

CE Kapillarelektrophorese

CID Collison-Induced-Dissociation

Con A Concanavalin A

DHB 2,5-Dihydroxybenzoesaure

Dol-P Dolicholphosphat

EIC Extracted-lon-Chromatogram

ESI-MS Electrospray-lonisations-
Massenspektrometrie

FAB-MS Fast-Atom-Bombardement-

Massenspektrometrie

FMOC-Hydrazid

N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-Hydrazid

FTIR

Fourier-Transformations-Infrarotspektrometer

Fuc

Fucose
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Gal Galactose

GalNAc N-Acetylgalactosamin

GC Gaschromatographie

GDP Guanosindiphosphat

Glc Glucose

GIcNAc N-Acetylglucosamin

GPI-Anker Glykosylphosphatidylinositol-Anker

HCI Salzsaure

HILIC Hydrophilic-Interaction-Chromatography

HPAED High-Performance-Anion-Exchange-
Chromatography

HPLC High-Performance-Liquid-Chromatography

IgG Immunglobulin G

INH Isonicotinsdurehydrazid

Lac Lactose

m/z Masse zu Ladung-Verhaltnis

Mal Maltose

MALDI-MS Matrix-Assisted-Laser-Desorption/ lonisation-
Massenspektrometrie

Man Mannose

Man5 Mannose-5-Glykan

Man6 Mannose-6-Glykan

NA2 Mannotriose-di-(N-acetyl-D-glucosamine)

NMR Nuclear-Magnetic-Resonance-Spectroscopy

NP Normal-Phasen-Chromatographie

PAD Pulsed-Amperometric-Detection

PBS Phosphat-buffered-saline

pl Isoelektrischer Punkt

PDAM 1-Pyrenyldiazomethan

PFP Pentafluorphenyl-

PGC Porous-Graphitized-Carbon

PMP 1-Phenyl-3-methyl-5-pyrazolon

Pn A Peanut Agglutinin

PNGase Peptid-N-Glycosidase

PSD Postsource Decay
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RNA Ribonucleinsaure

RP Reversed Phase

SLN Sialyl-N-acetyllactosamin

SS N-Acetylneuraminsaure/ Sialinsaure
TFA Trifluoressigsaure

TOF Time-of-Flight-Detektor

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
UDP Uridindiphosphat

Xyl Xylose
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169]
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Abbildung 3-XIV

MALDI-TOF/TOF-Fragmentspektrum der underivatisierten
Komplex-Glykane mit m/z 1745.7

114

Abbildung 3-XV

Fragmentspektren der INH-derivatisierten (m/z 1864.9,
oben) und BINH-derivatisierten (m/z 2207.3, unten) Kom-
plex-Glykane
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Abbildung 3-XVI

MALDI-TOF/TOF-Spektren der Komplex-Glykane derivati-
siert mit BACH (m/z 2099.2, oben) und 2-AB (m/z 1865.9, 119

unten)

Abbildung 4-1

Ablauf eines Fluoreszenz-Arrays mit biotinylierten Glyka- 128
nen

Abbildung 4-11

Fluoreszenzmessung der BINH-Derivate der High-
Mannose-Glykane von Ribonuclease B, sowie von Manno-

se-BINH. Die Probenspots sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Fiir die linke Abbildung wurden rote Kontrasteinstellungen 130
gewéhlt um die Fluoreszenz der Ribonuclease-B-Derivate
hervorzuheben, rechts zeigt sich anhand der blauen Kon-

traste die Fluoreszenz der Mannose-Derivate.
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