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Abstract: Die Vielfalt der in Glykanen und ihren Konjugaten
vorhandenen stereochemischen Isomere stellt eine Herausfor-
derung fgr ihre Strukturanalyse dar. 3blicherweise wird Mas-
senspektrometrie (MS) in Kombination mit Flgssigchromato-
graphie oder Ionenmobilit-tstrennung verwendet. Allerdings
machen strukturell -hnliche Isomere, die h-ufig koexistieren,
eine eindeutige Identifizierung unmçglich. Andere Methoden
wie Gasphasen-Infrarot-Spektroskopie waren bisweilen auf
kleinere Glykane beschr-nkt, da die r-umliche Flexibilit-t und
die thermische Aktivierung w-hrend der Messung eine man-
gelnde spektrale Auflçsung verursachen. Dieses Defizit kann
durch Kaltionen-Spektroskopie gberwunden werden. Die
spektralen Fingerabdrgcke kalter Oligosaccharid-Ionen
weisen eine betr-chtliche Anzahl hochaufgelçster Absorpti-
onsbanden auf, die selbst minimale Strukturvariationen an-
zeigen. Kaltionen-Spektroskopie kçnnte sich in Verbindung
mit sequenzieller MS als Schlgsseltechnologie zur Struktur-
bestimmung komplexer Glykome erweisen.

Kohlenhydrate sind in der Natur allgegenw-rtig und werden
historisch bedingt mit ihren bedeutenden Funktionen als
Energiespeicher oder als biologisches Baumaterial assoziiert.
Kurzkettige Kohlenhydrate, die oft als Oligosaccharide oder
Glykane bezeichnet werden, sind hingegen in einer Vielzahl
biologischer Signalprozesse von enormer Bedeutung.[1] Der
Bereich der Glykomik umfasst die ausfghrliche Aufkl-rung

der Struktur und Funktion von Glykanen und profitiert der-
zeit von technischen Fortschritten in der Analytik und der
automatisierten chemischen Synthese. Im Vergleich zu den
Gebieten der Genomik und Proteomik bleibt sie jedoch
weitestgehend unterentwickelt. Die inh-rente strukturelle
Vielfalt von Oligosacchariden stellt die Glykobiologie vor
enorme Herausforderungen. W-hrend Proteine und DNA
ausschließlich linear und Templat-gesteuert aufgebaut
werden, sind Glykane hingegen nicht von einem Templat
abgeleitet, verzweigt und weisen eine komplexe Stereo- und
Regiochemie auf. Die Aufkl-rung von Struktur, Form und
den daraus resultierenden Funktionen von Glykanen ist
daher -ußerst schwierig.

Zur detaillierten Strukturaufkl-rung von Glykanen
werden h-ufig Methoden der Flgssigchromatographie und/
oder Massenspektrometrie (MS) herangezogen, die nur ge-
ringe Probenmengen bençtigen.[2] Neben der molekularen
Summenformel kçnnen durch aufwendigere Methoden, wie
sequenzielle Massenspektrometrie (MSn) oder chemische
Derivatisierung, auch Informationen gber die Sequenz oder
die Konnektivit-t einzelner Monosaccharidbausteine ge-
wonnen werden.[3] Weiterhin hat sich die Ionenmobilit-ts-
Massenspektrometrie (IM-MS) als leistungsstarke Methode
zur schnellen Trennung und Identifizierung von Konnektivi-
t-ts- und Konfigurationsisomeren von Kohlenhydraten eta-
bliert.[4]

Die Kombination aus MS und Infrarot(IR)-Spektroskopie
bietet eine sehr empfindliche Alternative, bei der die
Schwingungen isolierter Molekgle in der kontrollierten Um-
gebung der Gasphase erforscht werden. Charakteristische
Absorptionsbanden werden hierbei routinem-ßig untersucht,
um Strukturinformationen, etwa gber funktionelle Gruppen,
Wasserstoffbrgcken-Netzwerke oder bevorzugte Molekgl-
konformationen, abzuleiten. Aufgrund dieser Vorteile ist die
Gasphasen-IR-Spektroskopie eine weitverbreitete Methode
zur Strukturanalyse von Peptiden, Proteinen und kleinen
Molekglen.

Die Grundlagen der Gasphasen-IR-Spektroskopie zur
Strukturaufkl-rung von Glykanen wurden w-hrend der ver-
gangenen zwanzig Jahre entwickelt. Insbesondere fgr grçßere
Glykane war jedoch die spektrale 3berlappung durch Ban-
denverbreiterung ein maßgebliches Problem, das den Infor-
mationsgehalt der resultierenden IR-Signaturen begrenzte.
Die spektrale Auflçsung in IR-Multiphotonendissoziations-
Experimenten (IRMPD) bei etwa 300 K ist bereits fgr
Mono-[5] und Disaccharid-Ionen[6] stark eingeschr-nkt (siehe
Abbildung S1). Urs-chlich fgr die Bandenverbreiterung sind
vermutlich zwei Faktoren. Zun-chst scheint die r-umliche
Flexibilit-t von Oligosaccharid-Ionen bei Raumtemperatur
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allgemein hoch zu sein. Viel wichtiger allerdings ist die se-
quenzielle Absorption von mehreren Photonen im IRMPD-
Prozess, welche die Ionen thermisch erheblich aktiviert und
dazu fghrt, dass Spektren von heißen Molekglen erhalten
werden.[7] Um diese Einschr-nkung experimentell zu gber-
winden, wurden kleinere Kohlenhydrate bei den tiefen
Temperaturen einer Molekularstrahl-Expansion untersucht.
In Kombination mit UV-IR-Doppelresonanzspektroskopie
lieferten die IR-Spektren mit verbesserter Auflçsung wichtige
Informationen gber die bevorzugten Strukturen isolierter
Mono- und Disaccharide sowie deren Neigung zur Bildung
intramolekularer Wasserstoffbrgcken-Netzwerke.[8] In diesen
Studien wurden Oligosaccharide allerdings haupts-chlich
durch thermisches Verdampfen in die Gasphase gberfghrt,
wodurch diese Methode – neben anderen technischen
Schwierigkeiten – auf kleinere Molekgle begrenzt ist. Diese
Herausforderung bew-ltigen wir durch die Kombination von
Nanoelektrospray-Ionisation (nESI), Massenspektrometrie
und ultrakalter Gasphasen-IR-Spektroskopie, die zu dia-
gnostischen Fingerabdrgcken mit außergewçhnlich hoher
Auflçsung und hohem Informationsgehalt fghrt.

Der experimentelle Aufbau (Abbildung 1 a) besteht aus
einem Massenspektrometer, das mit dem IR-Freie-Elektro-
nen-Laser des Fritz-Haber-Instituts (FHI-FEL[9]) verbunden
ist und gber eine Quelle fgr suprafluide Heliumtrçpfchen
verfggt (fgr Details siehe die Hintergrundinformationen).
Isolierte molekulare Ionen werden durch Nanoelektrospray-
Ionisation in die Gasphase gberfghrt, wodurch auch die Io-
nisation grçßerer Molekgle mçglich ist. Diese Ionen werden
nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verh-ltnis selektiert und in

einer linearen Ionenfalle gespeichert. Suprafluide Helium-
trçpfchen mit einer durchschnittlichen Grçße von 105 He-
liumatomen durchqueren anschließend die Ionenfalle,
nehmen dort einzelne Ionen auf und kghlen diese rasch auf
die Gleichgewichtstemperatur des Trçpfchens von 0.37 K ab.
W-hrend das Heliumtrçpfchen selbst optisch transparent ist,
kann die intensive, schmalbandige IR-Strahlung dazu fghren,
dass das eingebettete Ion nach Absorption resonanter Pho-
tonen aus dem Trçpfchen ausgeworfen wird. Als Folge kann
ein hçchst reproduzierbares IR-Spektrum (siehe Abbil-
dung S2) von ultrakalten molekularen Ionen erhalten
werden, indem die gemessene Intensit-t der ausgeworfenen
Ionen als Funktion der Wellenl-nge aufgetragen wird.

Um das Potenzial der Kaltionen-Spektroskopie zur Auf-
kl-rung struktureller Details komplexer Oligosaccharide
systematisch zu beurteilen, wurde eine Reihe wohldefinierter,
aminoalkylgebundener Standards mittels automatisierter
Glykansynthese hergestellt (fgr Details siehe die Hinter-
grundinformationen). Monosaccharide sind die einfachsten
Zucker und stellen die grundlegenden Bausteine fgr Oligo-
saccharide dar. Verschiedene Monosaccharide weisen oft die
gleiche Masse auf und unterscheiden sich lediglich in der
stereochemischen Konfiguration einzelner Kohlenstoffatome
(wie etwa Glucose und Galactose, Abbildung 1b). Unter
Verwendung der Kaltionen-Spektroskopie wurden IR-Spek-
tren der protonierten, aminopentylgebundenen Monosac-
charide a- und b-Galactose 1 and 2 sowie b-Glucose 3 auf-
gezeichnet (Abbildung 1c). Jedes Spektrum zeigt ein einzig-
artiges Absorptionsmuster mit einer Vielzahl gut aufgelçster
Banden, die fgr jedes Monosaccharid charakteristisch sind. In

Abbildung 1. a) Experimenteller Aufbau (schematisch). Ionen in der Gasphase werden nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verh-ltnis selektiert und
anschließend in einer Ionenfalle gespeichert. Heliumtrçpfchen kçnnen diese Ionen aufnehmen, wodurch sie unmittelbar auf 0.37 K abgekfhlt
werden. Anschließend werden diese mit dem Freie-Elektronen-Laser untersucht. b) Strukturen einiger Kohlenhydrate, die in dieser Arbeit unter-
sucht wurden, sowie die zugehçrige Symbolnomenklatur ffr Glykane (SNFG[11]). c) IR-Spektren der aminoalkylgebundenen Mono- und Disacchari-
de a-Galactose 1, b-Galactose 2, b-Glucose 3, b-Lactose 4 sowie freie Lactose 5, die als [M++H]+-Ionen untersucht wurden.
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einigen F-llen gleicht die Linienbreite sogar der entspre-
chenden Bandbreite der Laserstrahlung (FWHM& 4 cm@1).
Diese beispiellose Auflçsung offenbart bemerkenswerte
Unterschiede der jeweiligen Spektren und ermçglicht eine
einfache Unterscheidung der isomeren Monosaccharide 1, 2
und 3 auf der Grundlage ihrer spektralen Fingerabdrgcke.

Geht man zu Disacchariden gber, in denen zwei Bau-
steinen gber eine glykosidische Bindung verkngpft sind,
nimmt die strukturelle Komplexit-t enorm zu. Einzelne Mo-
nosaccharide kçnnen gber verschiedene Hydroxygruppen
(Konnektivit-tsisomere) und mit unterschiedlicher Stereo-
chemie (Konfigurationsisomere) verkngpft werden, woraus
eine Vielzahl an isomeren Disacchariden resultiert. Die zu-
nehmende Grçße des Systems und die Torsionswinkel der
glykosidischen Bindung erzeugen zus-tzlich eine weitere
Dimension der konformativen Komplexit-t, also der r-umli-
chen Orientierung einzelner Isomere. Obwohl ein zus-tzli-
cher Baustein vorhanden ist, weist das IR-Spektrum des
Lactose-Derivats 4 (Abbildung 1c) -hnlich wie die Mono-
saccharid-Spektren ein diagnostisches Muster hochaufgelçs-
ter Absorptionsbanden auf. Zum Vergleich wurde das IR-
Spektrum freier Lactose 5 aufgenommen, das zwischen
950 cm@1 und 1450 cm@1 ebenfalls ein hochaufgelçstes Ab-
sorptionsmuster aufweist. Obwohl freie Lactose sowohl als a-
als auch als b-Anomer vorliegen kann und die Protonie-
rungsstelle unklar ist, -hneln manche Banden denen des
Lactose-Derivats 4. Die beobachteten feinen Unterschiede
kçnnen sich sowohl durch die Wechselwirkungen des gela-
denen Linkers in 4 als auch durch eine bestimmte Ladungs-
verteilung in 5 ergeben. Das Fehlen charakteristischer Ab-
sorptionsbanden oberhalb 1450 cm@1 fgr 5 zeigt außerdem an,
dass Absorptionen in diesem Bereich gberwiegend durch den
Aminoalkyl-Linker hervorgerufen werden.

Als n-chstes wurden sechs Trisaccharide 6–11 untersucht,
die das gleiche Aminopentyl-verkngpfte b-Lactose-Gergst
teilen und sich lediglich in der Konnektivit-t (Regiochemie
der glykosidischen Bindung), Konfiguration (Stereochemie
der glykosidischen Bindung) oder der Komposition (Art des
Monosaccharids) des letzten Bausteins unterscheiden.[4a]

Diese Molekgle stellen einen Extremfall struktureller Iso-
mere dar; da sie sich nicht durch herkçmmliche LC-MS-
Methoden unterscheiden lassen, kçnnen sie als Maßstab fgr
die systematische Beurteilung dieser Methode dienen. Die
Strukturen der Trisaccharide 6–11 sowie deren IR-Spektren
sind in Abbildung 2 dargestellt. Generell weist jedes Spek-
trum eine große Zahl hochaufgelçster Absorptionsbanden
und keine Form signifikanter spektraler 3berlappung auf.
Die Glykanpaare 7/8 und 9/10 haben dieselbe Komposition
und Konnektivit-t, unterscheiden sich jedoch in der Stereo-
chemie der terminalen glykosidischen Bindung (a oder b).
Anhand deutlicher Unterschiede in ihren Absorptionsmus-
tern lassen sich diese Konfigurationsisomere leicht vonein-
ander unterscheiden. ihnliche Ergebnisse liegen fgr die
Konnektivit-tsisomere 6/11, 7/10 sowie 8/9 vor, bei denen der
letzte Baustein entweder eine 1!3- oder eine 1!4-Glyko-
sidbindung aufweist. Die Feinstrukturen, die in den jeweili-
gen IR-Spektren vorliegen, ermçglichen erneut eine eindeu-
tige Identifizierung dieser Konnektivit-tsisomere. Am ein-
drucksvollsten sind jedoch die Beobachtungen der Kompo-

sitionsisomere 6/7 und 10/11, welche dieselbe Konnektivit-t
und Konfiguration aufweisen, aber entweder eine Glucose-
oder Galactoseeinheit als terminalen Baustein enthalten.
Jedes Trisaccharidpaar unterscheidet sich somit lediglich in
der stereochemischen Orientierung einer einzigen Hydroxy-
gruppe. Dieser kleine Strukturunterschied l-sst sich mit her-
kçmmlichen Methoden nur schwer nachweisen. 3berra-
schenderweise bringt die Kaltionen-Spektroskopie deutliche
Unterschiede in den Schwingungsmustern, insbesondere
oberhalb von 1300 cm@1, hervor. Eine charakteristische
Bande hoher Intensit-t findet sich zum Beispiel bei 1450 cm@1

im Spektrum von Trisaccharid 7, sie fehlt jedoch fgr das zu-
gehçrige Kompositionsisomer 6. Zusammengefasst zeigt
jedes der sechs Trisaccharid-Isomere 6–11 eine einzigartige
IR-Signatur, die eine eindeutige Identifizierung ermçglicht.
In Anbetracht der marginalen Unterschiede zwischen diesen
Isomeren und der im Allgemeinen flexiblen Konformation
von Kohlenhydraten verdeutlichen diese Ergebnisse das au-
ßergewçhnliche Auflçsungsvermçgen des vorgestellten ex-
perimentellen Ansatzes.

Um den Anwendungsbereich der Methode von syntheti-
schen Standards auf natgrliche Glykane zu erweitern, wurden
die verwandten der Blutgruppen-Antigene Lewis b (Leb, 12)

Abbildung 2. Die synthetischen Trisaccharide 6–11 unterscheiden sich
lediglich in der Konnektivit-t (1!3 oder 1!4), Konfiguration (a oder
b) oder Komposition (Glucose oder Galactose) des terminalen Bau-
steins. Trotz der marginalen Strukturunterschiede zwischen diesen
Spezies kann jedes Trisaccharid leicht durch sein einzigartiges Absorp-
tionsmuster unterschieden werden, da es eine Vielzahl aufgelçster
Banden enth-lt. Die Strukturen sind nach der in Abbildung 1b gezeig-
ten SNFG-Nomenklatur[11] dargestellt.
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und Lewis y (Ley, 13) als Natriumaddukte untersucht. Diese
isomeren Tetrasaccharide bestehen jeweils aus einer N-Ace-
tylglucosamin-, einer Galactose- sowie zwei Fucose-Einhei-
ten und unterscheiden sich in ihren glykosidischen Bindun-
gen. Durch die Abwesenheit eines Linkers ist das anomere
Zentrum nicht definiert und kann sowohl eine a- als auch eine
b-Konfiguration annehmen. W-hrend die Anzahl der zu er-
wartenden Absorptionsbanden fgr Molekgle dieser Grçße
enorm ist, zeigen die gemessenen IR-Spektren in Abbildung 3

nur eine auffallend kleine Anzahl hoch aufgelçster Banden,
die eine eindeutige Unterscheidung der beiden isomeren
Spezies zulassen. Das Gleiche trifft auf die beiden ausgiebig
charakterisierten Milchzucker Lacto-N-neotetraose 14 und
Lacto-N-tetraose 15 zu, die sich lediglich in der Konnektivit-t
der terminalen Galactoseeinheit unterscheiden. Beide Te-
trasaccharide lassen sich anhand ihrer eindeutigen und hoch
aufgelçsten Absorptionsbanden leicht voneinander unter-
scheiden.

Zusammengefasst hat Kaltionen-Spektroskopie das Po-
tenzial, alle bisher dagewesenen Probleme der Oligosaccha-
ridanalyse zu gberwinden. Das beispiellose Auflçsungsver-
mçgen liefert hçchst diagnostische Absorptionsmuster – ein
spektraler Fingerabdruck der fgr jedes Oligosaccharid ein-
zigartig ist. Fgr grçßere Glykane kçnnen durch die Vielzahl
an Fragmenten in sequenzieller MS auch Fragment-basierte
Fingerabdrgcke erhalten werden. Diese Spektren ließen sich
in Datenbanken hinterlegen, um beispielsweise Referenzda-

ten fgr die Qualit-tskontrolle bereitzustellen oder als Inkre-
mente fgr die Identifizierung unbekannter Proben zu dienen.
Der hier vorgestellte aufw-ndige Versuchsaufbau wird in der
Glykoanalytik wohl keine kommerzielle Anwendung finden.
Allerdings liegt es nahe, dass -hnliche Ergebnisse mit weiter
verbreiteten Instrumenten erzielt werden kçnnen, bei denen
Kaltionen-Spektroskopie unter Verwendung von kalten Io-
nenfallen und handelsgblichen Labor-Lasersystemen durch-
gefghrt wird.[10] Obwohl es sehr anspruchsvoll ist, kçnnen
auch theoretische Spektren berechnet werden (siehe Details
in den Hintergrundinformationen). Von daher hat die Kal-
tionen-Spektroskopie das Potenzial, als ultimative analytische
Methode zur vollst-ndigen Entschlgsselung der komplexen
Strukturen von Oligosacchariden zu dienen und sich als
wegweisende Technologie auf dem Gebiet der Glykomik zu
entwickeln.
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