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Fucose-Migration in intakten protonierten Glykan-Ionen – ein univer-
selles Ph-nomen in der Massenspektrometrie
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Abstract: Fucose ist ein essenzieller Desoxyzucker, der in einer
Vielzahl biologisch relevanter Glykane und ihrer Konjugate
vorkommt. Ein verbreitetes Problem in massenspektrometri-
schen Analysen von fucosylierten Glykanen ist der intramo-
lekulare Transfer von Fucoseeinheiten, der zu fehlerhaften
Sequenzzuordnungen fghren kann. Diese Migrationsreaktion
wird typischerweise der Aktivierung w-hrend der kollisions-
induzierten Dissoziation in der Tandem-Massenspektrometrie
(Tandem-MS) zugeordnet. Hier wird erstmals mit Kaltionen-
Spektroskopie gezeigt, dass Fucose-Migration nicht auf Frag-
mente beschr-nkt ist, die in der Tandem-MS erhalten werden,
sondern auch in intakten Glykan-Ionen beobachtet werden
kann. Diese Beobachtung l-sst auf eine mçgliche niedrige
Energiebarriere fgr diese Transferreaktion schließen und ver-
allgemeinert die Fucose-Migration zu einem Problem, das bei
jeder Art von Massenspektrometrie-Experiment auftreten
kann.

Kohlenhydrate – oder Glykane – sind eine der vier wich-
tigsten Klassen von Biomolekglen. Ihre immense Struktur-
vielfalt ermçglicht vielf-ltige biologische Funktionen wie
Zellsignalisierung oder molekulare Erkennung.[1] Die kom-
plexe Natur von Glykanen erschwert jedoch detaillierte

Strukturanalysen. Typischerweise werden anspruchsvolle
Massenspektrometrie(MS)-basierte Techniken in Kombina-
tion mit Chromatographie[2] oder Ionenmobilit-ts-Spektro-
metrie[3] eingesetzt. Eine weitere leistungsf-hige Methode zur
Untersuchung von Molekglen in der Gasphase ist die Kom-
bination aus MS und Infrarot(IR)-Spektroskopie. Dieser
Ansatz wird beispielsweise fgr Peptide und Proteine genutzt,
um Informationen gber funktionelle Gruppen, Sekund-r-
strukturelemente oder bevorzugte Molekglkonformationen
abzuleiten. Neuere Studien zeigen, dass auch fgr Kohlenhy-
drate hochdiagnostische IR-Fingerabdrgcke durch Kaltio-
nen-Spektroskopie erhalten werden kçnnen.[4] Dies gilt nicht
nur fgr intakte Glykan-Ionen, sondern auch fgr deren dia-
gnostische Fragmente, die oft zur Strukturaufkl-rung genutzt
werden.[5]

Kgrzlich untersuchten wir isomere, fucosehaltige Tetra-
saccharide mit Kaltionen-IR-Spektroskopie und zeigten ihre
charakteristischen, optischen Signaturen, die eine eindeutige
Unterscheidung ermçglichen.[4a] Fucose ist ein weit verbrei-
teter Monosaccharid-Baustein, der in N-Glykanen, O-Gly-
kanen oder Milchzuckern enthalten ist und typischerweise im
letzten Schritt der Glykan-Prozessierung eingebaut wird. Im
Unterschied zu den meisten Monosacchariden fehlt Fucose
die Hydroxygruppe an der C-6-Position, weshalb sie ein so
genannter Desoxyzucker ist (Abbildung 1b). Biologisch re-
levante Beispiele fucosehaltiger Glykane sind das ABO- und
Lewis-Blutgruppensystem. Darunter befindet sich auch das
Lewis-b(Leb)-Antigen, ein fucosyliertes Tetrasaccharid-
Epitop, das im menschlichen Kçrper weit verbreitet ist. Das
isomere Lewis-y(Ley)-Antigen hingegen wird auf einer Viel-
zahl von Tumoren exprimiert und kann als Biomarker genutzt
werden[6] (Abbildung 1c). Glykokonjugate wie Glykoprotei-
ne weisen h-ufig charakteristische Fucosylierungsmuster auf,

Abbildung 1. a) Symbolnomenklatur ffr Glykane (SNFG[8]). b) l-Fucose
ist ein ubiquit-rer Monosaccharidbaustein, dem eine Hydroxygruppe
an der C-6-Position fehlt. c) Lewis-b- und Lewis-y-Tetrasaccharide als
Beispiele ffr fucosylierte Oligosaccharide. d) Ein stark fucosyliertes N-
Glykan, das aus der Ohrspeicheldrfse extrahiert wurde.[9]
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die sich bei Krebserkrankungen dynamisch ver-ndern
kçnnen.[7]

Ein h-ufig beobachtetes Ph-nomen fgr fucosehaltige
Glykane in Tandem-MS-Experimenten ist der intramoleku-
lare Transfer von terminalen Fucoseeinheiten zu benachbar-
ten oder entfernten Monosacchariden.[10] Diese so genannte
Fucose-Migration fghrt oft zu irrefghrenden Fragmenten, aus
denen wiederum fehlerhafte Strukturzuordnungen resultie-
ren kçnnen. Hier zeigen wir eine spektroskopische Untersu-
chung von fucosylierten Glykanen und pr-sentieren den
ersten direkten Beleg fgr Fucose-Migration in intakten pro-
tonierten Glykan-Ionen. Unsere Ergebnisse zeigen, dass
Fucose-Migration nicht nur in Tandem-MS-Experimenten
vorkommt, sondern ein allgemeines Problem in allen Berei-
chen der Massenspektrometrie ist.

Der experimentelle Aufbau wurde zuvor ausfghrlich be-
schrieben, und wir verweisen die interessierten Leser auf die
entsprechende Literatur.[4a, 11] Kurz gefasst werden moleku-
lare Ionen durch Nanoelektrosprayionisation erzeugt, nach
ihrem Masse-zu-Ladungs-Verh-ltnis mittels Quadrupol-
Massenfilter ausgew-hlt und in einer Hexapol-Ionenfalle
gesammelt. Suprafluide Heliumtrçpfchen mit durchschnitt-
lich 105 Heliumatomen durchqueren anschließend die Falle
und nehmen Ionen auf, die danach schnell auf die Gleichge-
wichtstemperatur des Trçpfchens (0.4 K) abgekghlt werden.
Daraufhin werden die nun kalten Ionen in den Helium-
trçpfchen mit dem IR-Freie-Elektronen-Laser des Fritz-
Haber-Instituts (FHI-FEL[12]) untersucht, und es wird ein
hoch reproduzierbares IR-Spektrum aufgenommen. Fgr in-
takte Glykan-Ionen werden sanfte Transferbedingungen
verwendet, um eine gberm-ßige Aktivierung der Ionen beim
3bergang in das Massenspektrometer zu vermeiden (Abbil-
dung S1 der Hintergrundinformationen). Fragmente hinge-
gen werden durch harschere Bedingungen erhalten, bei denen
die Dissoziation von intakten Glykan-Ionen induziert wird
(Abbildung S2).

Zun-chst wurden Glykane der Ley-Reihe als Natriumad-
dukte untersucht. Die Aktivierung der [Ley + Na]+-Vorl-u-
ferionen (m/z = 698) erzeugt ein intensives Signal, das aus
dem neutralen Verlust einer einzelnen Fucoseeinheit her-
vorgeht (m/z = 552). Je nachdem, welcher der beiden Fuco-
sereste bei der Fragmentierung verloren geht, sind zwei ver-
schiedene Fragmentstrukturen mçglich (Abbildung 2a). Da
diese beiden Trisaccharidfragmente die gleiche Masse auf-
weisen, kann eine massenspektrometrische Analyse allein
nicht zeigen, ob eines der beiden Fragmente vorzugsweise
gebildet wird. Beide Trisaccharidstrukturen sind jedoch auch
als Standards verfggbar: Lewis x (Lex) und das Blutgrup-
penantigen H-2 (BG-H2). Unter Verwendung des oben be-
schriebenen experimentellen Aufbaus wurden IR-Spektren
fgr die Natriumaddukte des Ley-Fragments sowie der Tri-
saccharidstandards Lex und BG-H2 aufgezeichnet (Abbil-
dung 2b). Alle drei IR-Spektren zeigen gut aufgelçste Ab-
sorptionsmerkmale zwischen ñ = 1000 und 1700 cm@1. Starke
Absorptionen um ñ = 1100 cm@1 werden dabei gblicherweise
CO-Streckschwingungen zugeschrieben. Die Banden bei ñ =

1520 und 1680 cm@1 hingegen stammen wahrscheinlich aus
den charakteristischen Bereichen Amid II (NH-Biege-
schwingungen) und Amid I (C=O-Streckschwingungen) des

N-Acetylglucosaminrestes. W-hrend die beiden Trisaccharide
Lex und BG-H2 eindeutig durch ihre einzigartigen spektralen
Signaturen unterschieden werden kçnnen, weist das Ley-
Fragmentspektrum Absorptionsmerkmale der beiden Tri-
saccharidspektren auf. Wenn beide Trisaccharide w-hrend
der Fragmentierung gebildet werden, kann man davon aus-
gehen, dass das resultierende IR-Spektrum eine Linearkom-
bination der beiden individuellen Trisaccharidspektren ist.
Tats-chlich zeigt die Linearkombination (Abbildung 2c) eine
gute 3bereinstimmung mit dem Fragmentspektrum und l-sst
auf ein ungef-hres Fragmentverh-ltnis von 1:1 schließen
(Lex/BG-H2).

Frghere Studien verwendeten Ionenmobilit-ts-Massen-
spektrometrie (IM-MS), um Lewis- und Blutgruppenantigene
sowie ihre charakteristischen Fragment-Ionen zu untersu-
chen. Fgr die Natriumaddukte der Lex- und BG-H2-Trisac-
charide wurden charakteristische Kollisionsquerschnitte
(collision cross-section, CCS) erhalten, und beide Strukturen
konnten nach Aktivierung des Ley-Vorl-uferions als Frag-
mente identifiziert werden.[3b] Die protonierten Spezies
zeigen dagegen sowohl fgr die Trisaccharide als auch fgr das
Ley-Fragment identische CCS-Werte (siehe Hintergrundin-

Abbildung 2. a) Schematisches Tandem-MS-Spektrum des Ley-Tetrasac-
charids als [M++Na]+-Spezies. Das Hauptfragment (m/z =552) resul-
tiert aus dem neutralen Verlust einer Fucoseeinheit. Das experimentel-
le Massenspektrum ist in den Hintergrundinformationen gezeigt.
b) IR-Spektren des [Ley-Fuc +Na]+-Fragments und der intakten Stan-
dards Lex und BG-H2 (m/z = 552). c) Das IR-Spektrum des Ley-Frag-
ments als Natriumaddukt kann durch eine Linearkombination der indi-
viduellen Trisaccharidspektren von Lex und BG-H2 dargestellt werden.
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formationen). Um zu untersuchen, inwieweit -hnliche CCS-
Werte fgr diese protonierten Glykane auf -hnliche dreidi-
mensionale Strukturen zurgckzufghren sind, wurde die Kal-
tionen-IR-Spektroskopie eingesetzt.

Die protonierten Ley-Vorl-uferionen (m/z = 676) weisen
ein -hnliches Fragmentierungsmuster wie die zuvor be-
schriebenen Natriumaddukte auf. Ein starkes Signal ent-
spricht dem neutralen Verlust einer einzelnen Fucoseeinheit
(m/z = 530). Abh-ngig davon, welche Fucoseeinheit bei der
Fragmentierung verloren geht, sind erneut zwei resultierende
Fragmentstrukturen mçglich (Abbildung 3a). Das entspre-

chende IR-Spektrum dieses Fragments wurde aufgezeichnet
(Abbildung 3b) und zeigt eine Vielzahl von aufgelçsten
Banden zwischen ñ = 1000 und 1200 cm@1 und eine einzelne
Bande um ñ = 1680 cm @1. Als n-chstes wurden die beiden
Trisaccharid-Standards Lex und BG-H2 einzeln untersucht,
da sie die beiden verschiedenen Strukturen der mçglichen
Fragment-Ionen aufweisen. Interessanterweise sind die IR-
Spektren der protonierten Vorl-uferionen Lex und BG-H2
sowie das Ley-Fragmentspektrum nahezu identisch. Jede si-
gnifikante Absorptionsbande ist in den einzelnen Spektren
vorhanden, und nur die relative Intensit-t einiger Banden
unterscheidet sich leicht zwischen dem Ley-Fragment und den
Trisaccharid-Standards. Dieser Befund ist besonders gberra-
schend und im Widerspruch zu frgheren Ergebnissen, die
zeigen, dass diese experimentelle Technik in der Lage ist,
selbst kleinste Strukturvariationen, wie die stereochemische
Orientierung einer einzelnen Hydroxygruppe, aufzulçsen.

Doch warum liefert diese hochdiagnostische Methode iden-
tische IR-Signaturen fgr diese Strukturisomere?

Die Wahrscheinlichkeit, dass beide Trisaccharide zuf-llig
das gleiche IR-Spektrum ergeben, ist vernachl-ssigbar gering,
sodass nur eine einzige plausible Erkl-rung bleibt: Sowohl
das protonierte Ley-Fragment als auch die beiden protonier-
ten Trisaccharidstandards Lex und BG-H2 durchlaufen eine
Umlagerungsreaktion – eine Fucose-Migration – und kon-
vergieren zur selben Struktur, die wiederum zu den drei
identischen IR-Signaturen fghrt. Eine mçgliche Erkl-rung fgr
leicht unterschiedliche Absorptionsintensit-ten einzelner
Banden (wie die Bande bei ñ = 1040 cm@1) ist ein anderes
Verh-ltnis von a- und b-Anomeren zwischen den intakten
Ionen und dem aktivierten Fragment. Die schwache Ab-
sorptionsbande bei ñ = 1145 cm@1, die nur im Spektrum von
BG-H2 gefunden wird, stammt mçglicherweise von einem
kleinen Bruchteil einer anderen Molekglkonformation oder
eines anderen Umlagerungsprodukts.

Im Unterschied zu frgheren Tandem-MS-Experimenten,
die indirekt eine Fucose-Migration durch das Auftreten ir-
refghrender Fragmente nachweisen, sind diese Ergebnisse
der erste direkte Beleg fgr diese r-tselhafte Umlagerungsre-
aktion. In der Literatur[10a] wurde vorgeschlagen, dass die
Fucose-Migration durch Aktivierung der Ionen w-hrend der
kollisionsinduzierten Dissoziation (CID) von Vorl-uferionen
verursacht wird. Der Nachweis dieser Umlagerung in intak-
ten Ionen zeigt jedoch deutlich, dass Fragmentierung keine
Voraussetzung fgr die Fucose-Migration ist. Die Energie-
barriere fgr diese Reaktion kann wahrscheinlich nicht ver-
allgemeinert werden und h-ngt stark von der Glykanstruktur
ab. Hier wurden jedoch sanfte Transferbedingungen ver-
wendet, um die intakten Trisaccharid-Ionen zu untersuchen
und die Aktivierung w-hrend des 3bergangs in das Massen-
spektrometer zu minimieren. Daher kann fgr diesen Prozess
eine niedrige Aktivierungsenergie erwartet werden. Die Na-
triumaddukte durchlaufen hingegen keine Fucose-Migration
und zeigen daher charakteristische IR-Signaturen (Abbil-
dung 2b). Diese Beobachtung stimmt mit frgheren Studien
gberein, die ergaben, dass die Fucose-Migration unter Ver-
wendung von Natrium- anstelle von Protonenaddukten effi-
zient unterdrgckt werden kann.

Transferreaktionen von Fucoseeinheiten sind im Allge-
meinen mit dem Vorhandensein mobiler Protonen assoziiert,
aber das endggltige Strukturmotiv sowie der zugrunde lie-
gende Mechanismus sind noch nicht aufgekl-rt. Um Einbli-
cke in den Reaktionsmechanismus der Fucose-Migration zu
erhalten, kçnnen die hochaufgelçsten IR-Spektren dieser
Arbeit prinzipiell mit denen von Strukturkandidaten vergli-
chen werden, die aus Ab-initio-Methoden generiert werden.
Allerdings machen die große Anzahl von mçglichen Umla-
gerungsprodukten und der unbekannte Mechanismus dies zu
einer -ußerst schwierigen, wenn nicht praktisch unmçglichen
Aufgabe.

Interessanterweise zeigen die verwandten isomeren Tri-
saccharide Lewis a (Lea) und BG-H Typ 1 (BG-H1) der
Lewis-b-Reihe sowohl fgr die protonierten Spezies als auch
fgr die Natriumaddukte unterschiedliche IR-Signaturen
(Abbildungen S3 und S4). Die unterschiedlichen IR-Spektren
der protonierten Lea- und BG-H1-Trisaccharide haben eine

Abbildung 3. a) Schematisches Tandem-MS-Spektrum des Ley-Tetrasac-
charids als [M++H]+-Spezies. Das Hauptfragment (m/z =530) resultiert
aus dem neutralen Verlust einer Fucoseeinheit. Das experimentelle
Massenspektrum ist in den Hintergrundinformationen gezeigt. b) IR-
Spektren des [Ley-Fuc +H]+-Fragments sowie der intakten Standards
Lex und BG-H2 (m/z 530).
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gewisse ihnlichkeit mit dem einfach defucosylierten Lewis-
b-Fragment. Diese Beobachtung kann darauf hinweisen, dass
die Fucose-Migration fgr diese Strukturen entweder inhibiert
ist oder dass die Produkte nach einer mçglichen Umlage-
rungsreaktion unterschiedlich sind.

Die Kaltionen-Infrarot-Spektroskopie zeigt, dass Fucose-
Migration in intakten Ionen auftreten kann und nicht not-
wendigerweise ein Ergebnis der kollisionsinduzierten Disso-
ziation (CID) ist. Daher muss die Fucose-Migration als ein
allgemeines Problem in der massenspektrometrischen Ana-
lyse von protonierten Glykan-Ionen betrachtet werden, das
universell bei jeder Art von MS-Experiment auftreten kann.
Der genaue Mechanismus und das Endprodukt der Trans-
ferreaktion sind noch nicht bekannt, aber es ist wahrschein-
lich, dass mobile Protonen die Umlagerung einzelner Fuco-
sereste zu r-umlich benachbarten Stellen katalysieren. Das
Beobachten von Fucose-Migrationsreaktionen in intakten,
protonierten Vorl-uferionen l-sst weiterhin auf eine mçgli-
cherweise niedrige Aktivierungsenergie schließen. In Metall-
addukten kann hingegen kein Protonentransfer auftreten,
und die lokalisierte Ladung verhindert die Umlagerungsre-
aktion. Weitere Experimente unter Verwendung von spezi-
fisch isotopenmarkierten Glykanen und umfangreiche
Rechnungen werden erforderlich sein, um die zugrunde lie-
genden Prozesse vollst-ndig aufzukl-ren.
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