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Milchzucker sind essentiell fiir die Ausbildung der Mikrobiota von Sauglingen und zeichnen sich durch eine hohe struk-

turelle Komplexitat aus. Es existieren iiber hundert Variationen mit einer Vielzahl von unterschiedlichen Isomeren, die in

wechselnden Verhaltnissen in Muttermilch vorkommen. Fiir die schnelle Charakterisierung dieser komplexen Molekiile

kann die lonenmobilitatspektrometrie in Kombination mit Massenspektrometrie eine zentrale Rolle einnehmen.

Kohlenhydrate umgeben uns im tdglichen Leben, ihre biologische Rolle
in lebenden Organismen wird jedoch haufig unterschétzt. Die biologische
Funktion ist dhnlich wie bei Proteinen von der zugrundeliegenden Struktur
abhéngig. Zucker kommen beispielsweise als kovalent gebundene Spezies
an Proteinen und Lipiden vor und spielen dort eine wichtige Rolle als Sen-
soren fir die Kommunikation zwischen Zellen. Dartber hinaus findet man
Zucker auch in freier Form zum Beispiel als Geriststoffe in Zellulose oder
als Energiequelle in Form von Stérke. Der Gberwiegende Teil dieser Molekdle
sind Polysaccharide die aus repetitiven Einheiten bestehen und eine be-
grenzte strukturelle Vielfalt aufweisen. Die biologische Funktion und die
Komplexitdt von kleineren, weniger regelméfigen freien Zuckern kann je-
doch viel weiter gehen. Ein besonderes Beispiel hierfur sind menschliche
Milchzucker (human milk oligosaccharides, HMO's). Lactose, der hdufigste
Zucker in Milch, ist ein relativ simples Disaccharid. Die wesentlichen Funkti-
onen werden jedoch von deutlich komplexeren Strukturen Gbernommen.
Diese bestehen aus mehreren Lactose bzw. N-Acetyllactosaminkernen, die
unterschiedlich verknlpft und durch Fucose oder Sialinsaure funktionalisiert
sein kénnen. Uber hundert verschiedene Varianten, die sich in ihrer chemi-
schen Struktur unterscheiden, sind bekannt [1]. Viele dieser Milchzucker
kommen in unterschiedlichen Verhéltnissen in Muttermilch vor und wirken
dort prabiotisch.

Aufbau von komplexen Zuckern
Die Grundbausteine komplexer Zucker sind Monosaccharide, Polyhydroxy-

aldehyde und Polyhydroxyketone, die sich oft lediglich in der stereochemi-
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schen Orientierung einzelner Hydroxygruppen unterscheiden (z.B. Glucose
vs. Galactose). Zwei solcher Monosaccharide kénnen potentiell an jeder
Hydroxygruppe miteinander verknlpft werden, wodurch theoretisch eine
Vielzahl von Konnektivitatsisomeren maéglich ist. Zusétzlich entsteht bei
jeder Verkniipfung ein neues Stereozentrum, sodass zwei unterschiedliche
Konfigurationsisomere gebildet werden kénnen. Die Kombination dieser
drei Strukturmerkmale (Komposition, Konnektivitét und Konfiguration) fhrt
zu einer immensen strukturellen Vielfalt mit einer Vielzahl unterschiedlicher
biologischer Funktionen [2]. Aufgrund des isomeren Charakters lassen sich
komplexe Kohlenhydrate nur schwer durch ein Messen der Molekilmasse
mittels Massenspektrometrie (MS) unterscheiden. Auch alternative Metho-
den wie die Hochleistungsflissigchromatographie (high performance liquid
chromatography, HPLC) stoRen bei Zuckern aufgrund ihrer hohen Polaritét
oft an ihre Grenzen. Dieser Mangel an geeigneten analytischen Techniken
ist einer der Griinde dafir, dass Zucker im Vergleich zu DNA und Proteinen
bisher nur unzureichend verstanden sind.

Strukturaufklarung mittels IM-MS

Im letzten Jahrzehnt hat sich mit der lonenmobilitatsspektrometrie (IMS)
eine vielversprechende Methode zur schnellen und umfangreichen Struktur-
aufklarung von komplexen Oligosacchariden herauskristallisiert. Sie basiert
auf der Trennung von lonen in einer mit Gas geflllten Zelle, durch die die
Probenmolekile mithilfe eines elektrischen Feldes geleitet werden (Abb. 1).
Auf ihrem Weg durch die Driftzelle kollidieren die lonen mit dem Puffergas
und werden dabei gebremst. Die resultierende mittlere Geschwindigkeit,
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Abb. 1: Schematische Darstellung einer Trennung von Molekiilen unterschiedlicher GroBe und
Form mittels lonenmobilitdatsmassenspektrometrie (IM-MS).
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Abb. 2: a) Darstellung der Milchzucker Lacto-N-neohexaose (LNnH) und Lacto-N-hexaose (LNH)
in der vereinfachten Symbolnomenklatur fiir Glycane (SNFG). b) Driftzeiten von LNH und

LNnH als Natriumaddukt (oberes Mobilogramm) und als deprotonierte Spezies (mittleres und
unteres Mobilogramm).
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die sogenannte Driftzeit, ist unter anderem abhangig von der GréBe und
Form der lonen, was es in vielen Féllen mdglich macht Isomere zu unter-
scheiden. Da die Trennung sehr schnell ist und meist nur einige Millisekun-
den dauert, l&sst sich die IMS sehr gut mit Flugzeit-MS kombinieren, wo-
durch multidimensionale Daten erhalten werden.

Das Potential der lonenmobilitdtsmassenspektrometrie (IM-MS) zur Unter-
suchung von Milchzuckern konnte unter anderem am Beispiel der isomeren
Milchzucker Lacto-N-hexaose (LNH) und Lacto-N-neohexaose (LNnH) ge-
zeigt werden [3]. Beide Molekile bestehen aus denselben Bausteinen und
unterscheiden sich lediglich in der Konnektivitat einer der terminalen
Galactose. Solche kleinen Unterschiede sind mit traditionellen Analyse-
methoden kaum nachzuweisen. Die Driftzeiten beider Molekdle in der IMS
unterscheiden sich jedoch mitunter deutlich, sodass die Isomere wie in
Abbildung 2 gezeigt basislinienrein getrennt werden kénnen. Ahnlich deut-
liche Unterschiede konnten auch fir das Isomerengemisch Lacto-N-triose
(LNT) und Lacto-N-neotriose (LNNT) [3], sowie fur eine Reihe von weiteren
fucosylierten Milchzuckern beobachtet werden [4,5]. Von besonderer Be-
deutung ist dabei jedoch die Art und Polaritdt der lonen. Wahrend Natrium-
addukte im Falle von LNH und LNnH kaum zu unterscheiden sind, lassen
sich deprotonierte lonen sehr gut trennen. Durch eine systematische
Variation der Adduktionen kénnen so bestimmte Trennungen optimiert
werden [6].

Erkennung von Strukturmotiven in Zuckern

Nicht immer lassen sich vergleichsweise grof3e Molekile wie das gezeigte
Hexasaccharid derart gut mittels IM-MS auflésen. Die Trennbarkeit von
Isomeren nimmt mit zunehmender GréRe ab und kleinere Tri-, Tetra-, und
Pentasaccharide sind oft am besten trennbar. Viele Milchzucker sind jedoch
deutlich gréBer und komplexer und mussen deshalb vorher mittels Tan-
dem-Massenspektrometrie, beispielweise durch kollisionsinduzierte Disso-
ziation, in kleinere Fragmente zerlegt werden. Durch eine Fragmentanalyse
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Abb. 3: Erkennung charakteristischer Strukturmotive in Zuckern mittels IM-MS. a) Tandem-MS-
Spektrum des Blutgruppen Epitops Le' und der Vergleich der Fragmentdriftzeiten mit den
Driftzeiten der intakten Trisac-charide Le* und Blutgruppe H2.

b) Mobilogramme von sialylier-ten Trisaccharidfragmenten, die im Massenspektrometer

von Glycopeptiden unterschiedlichen Ursprungs (oben: synthetisch, Mitte: Hamster, unten:
Mensch) abgespalten wurden.

ist es zum Beispiel sehr leicht moglich, verzweigte und lineare Milchzucker-
isomeren voneinander zu unterscheiden [7]. Noch leistungsfahiger ist die
IMS, wenn nicht die gesamte Struktur des Milchzuckers, sondern nur be-
stimmte Strukturelemente charakterisiert werden sollen [8]. Diese Features
sind meist an den Extremitdten groRerer Glycokonjugate zu finden, dienen
dort als Sensoren bzw. Epitope und bestimmen so zum Beispiel die Blut-
gruppenzugehorigkeit. Die beiden wichtigsten Vertreter sind das Fucosilye-
rungs- und das Sialylierungsmuster die exemplarisch in Abb. 3 gezeigt sind.

Typische Fucosylierungsmuster wurden in unserer Arbeitsgruppe anhand
von Blutgruppenepitopen untersucht [9]. Dabei handelte es sich um iso-
mere Tri- und Tetrasaccharide, welche denselben Disaccharidkern teilen und
sich nur in der Art der Verknlpfung der Fucoseeinheiten unterscheiden
(siehe Abb. 3a). Diese Strukturen lassen sich von groReren Glycanen direkt
im Massenspektrometer als Fragmente abspalten und kénnen anschlieend
mittels IMS getrennt und zugeordnet werden. Auf diese Weise ist es zum
Beispiel moglich die typischen, auch in Milch relevanten, fucosylierten
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Epitope LeY, LeX und Blutgruppe HTyp 2 schnell und einfach nachzuweisen.
Ein dhnliches Prinzip kann auch zur Analyse des Sialylierungsmusters ver-
wendet werden. Abbildung 3b zeigt Trisaccharidfragmente verschiedener
Glycopeptide, die urspringlich aus Hamsterzellen und humanem Plasma
stammen [10]. Eine Fragmentation und anschlieende IMS-Analyse ermdg-
licht eine einfache Unterscheidung zwischen einer a2-3 und einer a2-6-
Sialylierung.

Zusammenfassung und Ausblick
IM-MS ist eine vielversprechende Technik zur Strukturaufkldrung von
Zuckern und Glycokonjugaten. Schon jetzt kénnen neben allgemeinen
Aus-sagen zum Aufbau eines Molekuls auch Informationen zu charakteris-
tischen Motiven wie der Sialylierung und Fucosylierung erlangt werden.
DarlUber hinaus kann IM-MS relativ einfach mit orthogonalen Methoden
wie der HPLC gekoppelt werden. Bereits vorhandene LC-MS Methoden
kénnen so ohne wesentliche Einschrdnkungen um die IMS-Dimension er-
ganzt werden. Auch eine Nutzung der IMS als Methode zur Isolation und
Selektion von lonen flr weitere Gasphasenuntersuchungen wurden
bereits demonstriert. Diese Beispiele zeigen die vielfdltigen Moglichkeiten
der lonenmobilitdtsspektrometrie als orthogonale Mess- und Trenntechnik,
die in Zukunft nicht nur als Analysemethode fir Zucker, sondern generell
im omics-Bereich Anwendung finden wird.
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