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Abbildung 2: Strukturen der untersuchten Oligosacctaride (Strukturen 1-10)
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Abbildung 3: Bibliothek der Strukturen I-XIlI
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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 N-Glycane — Struktur und Funktion

Das Glycom bezeichnet in Analogie zum Proteom ued dsenom alle Glycane eines
Organismus:> Dazu gehéren Glycolipide, Glycosaminoglycane untycGproteine. Die
Glycosylierung von Proteinen stellt ihre haufigsted komplexeste Modifikation darDie
statistische Auswertung bekannter Proteinstruktuesultiert in der Schatzung, dass etwa
50 % aller Proteine glycosyliert vorliegénDas humane Proteom ist nach aktuellen

Erkenntnissen sogar zu mehr als 70 % glycosyliert.

Die Verknupfung der Glycane kann dabei hauptsdichlio N-Typ und O-Typ
Glycosylierungen unterteilt werdeN-Glycane sind im Rahmen der Konsensussequenz Asn-
X-Ser/Thr an die Seitenkette des Asparagins gebungad weisen eine gemeinsame
Grundstruktur auf, derore bestehend aus MgBIcNAc,. X kann dabei jede beliebige
Aminosaure auf3er Prolin sein. Die an dieseme verknipften Monosaccharidbausteine
entscheiden Uber die Klassifizierung als hochmadno&omplex- oder hybrid-Typ. Der
Aufbau vonN-Glycanen erfolgt zunachst im endoplasmatischernk&atn (ER) durch die
Ubertragung des uniformen  OligosaccharidbausteinslcsMannGIcNAc,  vom
membrangebunden Dolichylpyrophosphat zum ProteinscAlieRend wird dieser durch
enzymatische Ab- und Aufbaureaktionen cotranslatiom ER und posttranslational im
Golgi-Apparat modifizierf. Schon wéhrend der Translation des Proteins kondien
Zuckerstrukturen entscheidenden Einfluss auf dikufi@ haber!:® Den Glycanen kommen
dariiber hinaus stabilisierende, schiitzende und ittetnde Funktionen z{™*® Das
Glycosylierungsmuster kann dabei essentiell fur. zEBBkennungsprozesse von Zellen,
Antikdrpern oder Pathogenen sein, aufgrund deréraBkungen abgewehrt werden oder

entstehen kénneh.

Eins der unzahligen Beispiele hierfir ist der Itieksbeginn durch Influenza A Viren, der
durch die Wechselwirkung des Virusproteins Hamaggh mit terminalen Sialinsdureresten
der Wirtszellen zustande kommt. Dabei ist die Bmgluler Hamagglutininspezies abhangig
vom Virustyp entweder hochspezifisch fur die 2,@lei02,3-Verknipfung der terminalen
Sialinsaurereste und damit fur die von der Infektii@troffene Spezies (z.B. Mensch (H3N2
und HIN1) oder VoggH5N1))

Abweichende Glycosylierungsmuster werden haufigZusammenhang mit Krebs erkannt.
Die Zusammensetzung der Glycanstrukturen codiewtisgermal3en den physiologischen
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Zustand einer Zell®® Diese Veranderung kann als Biomarker fiir diageoké Zwecke oder
alstarget fiir Medikamente und Vakzine genutzt werdéhBeispielsweise wurde bei Brust-
und Darmkrebs ein verstarktes Auftreten von GIcNiAc31,6-Verknipfung am Man-
al1,6-Man-Arm beobachtéf;*?

Krebs wird haufig mit chimaren, rekombinant erzemghumanen Antikdrpern adressiert und
behandelt. Dabei kann die Rolle der Glycane enidehd fiir die Wirksamkeit und/oder die
Vertraglichkeit des Medikaments sein. Retuximaln, mir Behandlung von non-Hodgkin-
Lymphom-Erkrankungen eingesetztes Medikament, nistdiner Wirksamkeit durch einen
hohen Fucosylierungsgrad reduzi@t® Patienten mit hypersensitiven Reaktionen auf
Cetuximab, einem gegen Darm- und Hautkrebs zugmlass Medikament, zeigten eine
erhohte Antikorper-Produktion gegen das-Gal-Epitop (Galel,3-Galfi1,4-GIcNAC)
welches im Glycosylierungsmuster von Cetuximabriauff?® Eben dieses Epitop ist auch
dafur verantwortlich, dass im Menschen eine Abstg@reaktion von porcinen Organen
stattfindet (Xenotransplantatioff).

Auch bei Erythropoietin (EPO), einem Glycoproteim EEinsatz zur Therapie von Anamie, ist
das Glycosylierungsmuster von entscheidender BadgutDer Grad an Sialylierung
entscheidet hier tiber die Aktivitat des Proteind die Lebensdauer im BlutstrdthEPO ist
mit einem weltweiten Umsatz von dber 10 Milliardd®$ das kommerziell erfolgreichste
Biopharmazeutikurfi.

Fur alle hier vorgestellten Beispiele ist eine 2&nte Analytik essentiell, um die Funktion
von Glycanen besser verstehen zu kénnen, um digefkénnung von Krebs und mogliche
Behandlungsstrategien auszubauen und um die Qslititrolle von Biopharmazeutiazu
gewabhrleisten.

1.2 Analytik von Oligosacchariden

Die Analytik von Oligosacchariden ist aus mehrer&niinden eine komplexe und
zeitaufwandige Aufgabe. Zum einen gibt es fir Sadde keine Amplifikationsmethode, wie
sie beispielsweise bei DNA eingesetzt wird, sodasgane in physiologischen Mengen
untersucht werden miiss€n. Zum anderen ergibt sich aus den vielfaltigen
Verknupfungsmoglichkeiten und den daraus resulidea Verzweigungen eine ungleich
hohere Diversitdt an verschiedenen GlycanstruktunerVergleich zu linear aufgebauten
DNA- und Proteinsequenzen. Beispielsweise errecsinbtdie Anzahl méglicher Oligomere
bei der Verkniipfung von sechs Bausteinen zu 4006lticleotide, 64 Millionen fur Peptide
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und 192 Milliarden fir  Kohlenhydrate (berechnet fiirlO verschiedene
Monosaccharidbausteine, die @ und B-Konfiguration auftreten kénnef§. Auch wenn
durch den Biosyntheseweg eine gewisse Limitieruiag mdglichen Strukturen angenommen
werden kann, so sind in der bisher umfangreichS@mmlung von Zucker-Daten — der bis
1998 gefiilhrtenComplex Carbohydrate Structure Databag€CSD) — Uber 20000
verschiedene Strukturen von Glycanen und Glycogagn zu findeA>>! Innerhalb eines
einzelnen Proteins kann Mikroheterogenitat beolsoherden, die dazu fuhrt, das Proteine
durch verschiedene Glycosylierungen mehrere Glyoado ausbilden, die in ihrer Aktivitat
variieren koénner? Beispielsweise wurden an der einzigen Glysoyligastelle der
o-Untereinheit des oLH oline luteinizing hormone mehr als 20 verschiedene

Glycanstrukturen gefundéh.

Experimentelle Methoden zur Analytik von Glycan@msenzymatische Ansétze wie Lectin-
Bindungsstudien, HPLCh{gh performance liquid chromatographyn Verbindung mit
Exoglycosidase-Verdaustudien und HPLC in Verbindumigy Massenspektrometrie (MS),
sowie der Einsatz von NMR-Spektroskopidufgrund der Komplexitdt von Glycanen ist
eine einzelne Methode allein meist nicht ausreidhi&m eine zuverlassige und vollstdndige
Charakterisierund®** Fir die meisten Verfahren wird zunachst die Atspal der Glycane
vom Glycoprotein oder von Glycopeptiden vorgenommdédese kann enzymatisch
beispielsweise  durch  Glycosidasen wie PNGase F tiffdd*-(N-Acetyl-p-
glucoaminyl)asparagine amidase) NuGlycane oder chemisch durch Hydrazinolyse erreicht
werden®®>%® Weitere mégliche Schritte sind dann je nach ddarBernissen der verwendeten
Methode dadabelling der Strukturen, die Reduktion des reduzierendeseErzum Alditol
oder die Behandlung mit Exoglycosidasen wie der rAminidase zur Abspaltung von
definierten, terminal auftretenden Zuckerresten.

1.2.1 Chromatographische Methoden zur Trennung von Giican

Da von naturlichen Proben aufgrund der zuvor beasibbnen Mikroheterogenitat
Glycangemische erhalten werden, ist der Einsatz mwdernen Trennmethoden meist
unumganglich. Der Einsatz von HPLC fur die Trennung Saccharidgemischen wird dabei
seit den 1980er Jahren weiterentwicRelypischerweise werden die Saccharidstrukturen fiir
die Trennung reduziert und/oder mit Modifikationem anomeren Zentrum versehen, um
damit die Trennproblematik durch das Auftreten va#p-Gemischen zu umgehen und
beispielsweise durch Fluoreszenzmarker einen 3dt@#ggewinn bei der Detektion zu
erreichert® Dadurch sind einerseits zusatzliche Schritte nétiglererseits erschwert es die
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Auswertung von NMR-Daten (s. a. Abschnitt 1.2.35ukg fur die Trennung von Glycanen
eingesetzt werden HILIC- higdrophilic-interaction chromatographyund PGC-Saulen
(porous graphitized carbgnDie Entwicklung von PGC-Saulen erméglicht diedmung von
underivatisierten Glycanstrukturen und ergibt ckemastische Retentionszeiten, die die
Charakterisierung vereinfachen koénriéf? Einfluss auf die noch nicht vollstandig
verstandenen Trennmechanismen haben hydrophob®nisdhe Wechselwirkungeh:* Je
komplexer aber die Gemische werden, umso schwreggstaltet sich gerade bei strukturell
ghnlichen Isomeren die TrennuHgLC ist eine Methode, die sehr gut fiir die Kopplung
weiteren analytischen Verfahren wie MS aber aucHR\Spektroskopie geeignet fst.

1.2.2 Massenspektrometrie zur Analytik von Glycanen

Die Massenspektrometrie ist eines der am haufigstegesetzten Verfahren zur Analytik von
Glycanen und Glycopeptiden. Die hohe Sensitivdé,das Messen von Substanzmengen im
Bereich von Picomol bis Femtomol erlaubt, und diefaehe Kombinierbarkeit mit LC-
Methoden sind groRe Vorteile dieses Verfahrénallerdings sind die Unterscheidung von
isobaren Strukturen, die Identifikation von Verkhimpgen und das Auftreten von
Verzweigungen meist schwierig und nur mit groRenfindund losbar. Haufig werden aus dem
Abgleich mit Datenbanken und auf der Grundlage Bessynthesewegs von Glycanen
Strukturvorschlage erstellit. Genaue Informationeberti anomere Konfiguration und
Verknipfungen sind dadurch aber nicht erhéltfth. Abhilfe  bezuglich der
Verknlpfungsinformationen kénnen Methylierungsasaly und die Aufnahme von MS
Daten bringen. Durch die Notwendigkeit von quantiex chemischer Umsetzung bei
Methylierungsreaktionen ist eine Automatisierungveierig. MS'-Daten wiederum benétigen
die volistandige Trennung der Analyten und gebehtrimmer zuverlédssige Information&h.
Beispiel hierfur ist die Umlagerung von Fucosenestie zu fehlerhaften Interpretationen

fuhren kanr?®

“® Die Entwicklung von Programmen zur automatischarrdnung von
Fragmentspektren kann eine Vereinfachung der Irgtagion und die Eingrenzung maoglicher
Strukturen mit sich bringen. Eine Erh6hung der infationsdichte ergibt sich durch die

Kombination mit den aus LC erhaltlichen Retenti@ien?’

1.2.3 NMR-Spektroskopie — Das Konzept dtructural reporter groups

Durch NMR-spektroskopische Daten ist die zuvergssind vollstandige Aufklarung von
Glycanen mit der Information Uber Verknupfungsposign, anomere Konfigurationen und

Unterscheidung der Monosaccharidbausteine mdgli€fafir stehen diverse zwei-
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dimensionale Methoden wie TOCSY, COSY, NOESY, HS@@ HMBC zur Verfligung,
die allerdings aufgrund der relativ geringen Sevisit der NMR-Spektroskopie gegentber
anderen Verfahren wie MS viel Substanz erfordermwies Expertise in der
Spektreninterpretation bendtigen. Meist wird eiralstdndige Trennung der Substanzen
bendtigt und automatische Methoden zur Zuordnurmgihaich hier noch nicht durchgesetzt.
Doch auch in 10'H-NMR-Spektren sind umfassende Informationen vodean die durch
Anwendung destructural reporter grougkonzepts nach Vliegenthaet al. genutzt werden
konnen*®*% Als gructural reporter groupsverden Protonen-Signale bezeichnet, die separiert
vom bulk-Bereich der meisten Skelettprotonen (etwa 3.40-phm) bei genau definierten
chemischen Verschiebungen auftreten. Dazu gehtreomere Protonen, H-2 von
Mannoseresten, H-3 von Neuraminsdurederivaten, HH3} und H-5 Protonen von
Galactoseresten, die H-5 und £Prrotonen von Fucoseeinheiten, soNidcetylsignale von
Hexosaminen undN-Acetyl- bzw. N-Glycolylsignale von Neuraminsaureresten. Die Grol3e
der Kopplungskonstanten der H-1-Protonen, die mF@enstruktur der Signale erkennbar ist,
erlaubt schnellen Zugriff auf die anomere Konfigima. Die genaue chemische
Verschiebung ist abhéangig von Art und Positiondknipften Zuckerreste und ergibt unter
Standardbedingungen {0, 300 K, Aceton-Cklals Standard bei 2.225 ppm) vergleichbare
Ergebnisse. Durch den Aufbau der Datenbsmgabaselokumentierten van Kuikt al. die
'H-NMR-Daten von tber 1400 verschiedenen Sacchaunkistren, die sich anhand ihrer
structural reporter groupSignale unterscheiden lasseén® So kénnen reine Spektren von
Strukturen durch den Abgleich mit dieser Datenbaiek eindeutigen Charakterisierung
dienen. Im Rahmen der dieser Arbeit vorausgehe&ladien konnte gezeigt werden, dass
durch Anwendung destructural reporter grougonzepts die Charakterisierung eines
komplex-Typ-Glycans in Substanzmengen von nur 186lpndglich ist (s. a. Abschnitt 2.25.
Relevant hierfur war die Entwicklung der Cryoteclogie beim Bau von NMR-
Probenkopfen, durch die bis zu vierfach besseresi®atét und damit einhergehend die
16fache Reduktion der Messzeit erreicht wu¥d®adurch treten die Vorteile der NMR-
Spektroskopie in Form einer zerstorungsfreien uandedassigen Analytik gegenltber der
geringeren Sensitivitat in den Vordergrund, wed 8pektrenakquisition von physiologischen

Mengen in der Groéf3enordnung von nur noch einigemiyeamm moglich ist.

1.2.4 Datenbanken — CCSBugabasgglycosciences.dend GlycomeDB

Die erste Zusammenstellung von glycoassoziiertei@ibarfolgte 1986 durch die Grindung
der Complex Carbohydrate Structure Databaf@CSD), héaufig auch nach dem damit
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verbundenen Datenverarbeitungsprograf@arbBank genannt®3' CarbBank beinhaltete
Struktur- und Literaturinformation von Saccharidéafbauend auCarbBankwurde Anfang
der 1990er die Datenbankugabaseentwickelt, in der NMR-Daten entsprechend des
structural reporter grougkonzepts unter Verwendung der gleichen Terminoldamerlegt
wurden. Aufgrund mangelnder Finanzierung wurdenaddvwarbBankals auchsugabase
Mitte bzw. Ende der 1990er nicht mehr fortgeféiAtt> beide Datenbanken waren aber bis
Oktober 2011online verfiigbar:®>’ Sweet-DB spater zuglycosciences.deambenanntstelite
schlie3lich eine Fortsetzung vaugabasedar, in der vieleCarbBankEintrage, sowie ein
GrofRteil der sugabaseEintrage (ibernommen wurdéh® Allerdings wurde eine neue
Identifikationsnomenklatur eingefiihrt, die eine Mdéigkeit zur linearen Reprasentation von
Saccharidstrukturen bietet, und den Namen Linu¢kl®ear Notation for Unique Description
of Carbohydrate Sequences, entwickelt fir autowlais computerbasierte Prozessierung)
erhielt®® Eine Suche anhand der CCSD-Nummern isfiyiosciences.deicht moglich.

Ho OH

&

AcHN

CFG-Notation:

ﬁﬁ
@4&

AcHN
6

CCSD-Schreibweise (CCSD sugabase42857, LINUCS-ID: 1124):

5

a- L- Fucp-(1-6) +
b- D- Gal p-(1-4)-b-D-d cpNAc- (1- 2) - a- D- Manp- (1-6) + D-d !:NAc
b-D-l\/lanp-(l-4)-b-D-G| cpNAc-(1-4)|+
b- D- Gal p-(1-4)-b-D-d cpNAc- (1- 2) - a- D- Manp- (1-3) +
Abbildung 4: Struktur eines komplex-Typ Oligosacchaids und die entsprechende Darstellung in CFG-
und CCSD -Schreibweise

Glycosciences.dst zusatzlich mit weiteren NMR-Dateneintragenymsoder Moglichkeit zur
Berechnung der chemischen Verschiebungen von Kbykatprotonen anhand von

empirischen Eintragen ausgestatigfigmical shift estimatiodurch CASPER>° Die durch
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CASPER berechneten Spektren sind in Form von Sighminmen dargestellt, die als
alleinige Information die chemische Verschiebungnibelten. Neben der Mdéglichkeit, die
Qualitat der Dateneintrage bezulglich Vollstandigkeind plausibler Zuordnung zu
Uberpriifen, kénnen auch die Daten unbekannter tBierk errechnet werdénVermutlich
fuhrte diese Uberprufung zu dem Ausschluss einsggjabaseEintrage wie beispielsweise
eines Dodecasaccharids (B42857, LinucsID: 23928, Wwelchem einige wesentliche
structural reporter grougsignale nicht dokumentiert sind.

Die Datenbanksuche zur Interpretation eines gemeasedMR-Spektrums erfolgt sowohl bei
sugabaseaals auch beglycosciences.danmer anhand der reinen chemischen Verschiebung,
also ohne die Verwendung von Intensitats- und Kapgdinformation. Die Struktursuche
erfolgt in beiden Datenbanken anhand der CCSD-8uhedse (Abbildung 4), die eine

intuitive Suche erschwert.

Auch fur die Auswertung von MS-Daten kann auf Datmken zurtickgegriffen werden. Ein
Werkzeug dazu stellt die GlycoWorkbench dar, welblre eine Datenbanksuche und die
Annotation von M& Daten entwickelt wurde, aber keiseoring Funktion zur Bewertung der
Suchergebnisse beinhalfétSie nutzt beispielsweise GlycomeDB, eine Meta-bBlaaak, die
Daten aller frei verfigbaren Datenbanken integriet CFG (Consortium for Functional
Glycomics) KEGG, glycosciences.deBDSDB CarbBank EuroCarbDB Glycobase,sowie
Kohlenhydrat-assoziierte Daten d&DB). GlycomeDB kann nach den verschiedenen
Datenbank IDs der integrierten Datenbanken durdiisuerden. Im August 2010 waren
35873 unterschiedliche Saccharidsequenzen in GlgBdBnaufgefiihrt, von denen 11822
volistandig charakterisiert sirfd®

1.3 Konzepte zur Kombination von analytischen Methoden

MS und NMR-Spektroskopie werden meist als komplddrenMethoden betrachtet, deren
Informationsgewinn separat interpretiert und damsammengefuhrt wird. Es gibt Methoden,
die eine Kombination analytischer Verfahren vorsetigeispielsweise wurde in Studien zur
Untersuchung von Metaboliten im menschlichen Uimeeopplung von HPLC-NMR-MS
genutzt. Aus der Auftragung von chemischer Verduimg gegen die Zeit konnten so anhand
der aus MS erhaltlichen Retentionszeit einzelngeRtionen fur die Auswertung entnommen
werden®® Relevant ist hierbei die vollstandige chromatobisghe Trennung der
Substanzen, die durch Uberlappung im NMR-SpektrienGharakterisierung verhindeth.
Ein weiterer Ansatz zur Integration von NMR-Spekkopie und MS sieht dastatistical
heterospectroscopf{SHY) Modell vor, welches ebenfalls in der Detektivon Metaboliten
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Einsatz findet. Bei dieser Methode zur Koanalyse gpektroskopischen Daten lber eine
Vielzahl an Proben wurde das Auftreten von NMR-&lgn in einzelnen Proben mit dem
Auftreten von MS-Signalen in den gleichen Probenrréd@rt, um daraus eine
Zusammengehorigkeit ableiten zu kénfiéfkir den Einsatz bei Metabonomstudien wurde
aul3erdem diestatistical total correlation spectroscog¢TOCSY) entwickelt, die auf LC-
NMR basiert. Bei dieser Methode werden im NMR-Spaktdriver-Signale definiert, die zu
einzelnen Verbindungen gehdren. Alle weiteren NMgna8le werden innerhalb von
aufeinander folgenden NMR-Spektren mit den einzebirever-Signalen korreliert. Dadurch
werden ahnlich wie bei TOCSY-Experimenten die clsemen Verschiebungen einer
Komponente (eines Spinsystems) identifizf&ft

Eine weitere Mdglichkeit zur optimierten Datennutgustellt die Kombination von NMR-
Spektroskopie mit Computer-basierten Methoden darch kiinstliche neuronale Netzwerke
konnten beispielsweise Spektren von Komponenteanatkwerden, die sich lediglich in
einem von 20 Saccharidresten unterschieden. Ske#sgeringfligigen Abweichungen der
chemischen Verschiebungen, wie sie durch Messungngerschiedlichen Geraten auftreten
kbnnen, konnten Spektren mit einem Signal-zu-Ra¥srhaltnis von 1.25 und weniger

erkannt werden®’*
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2 Methoden

2.1 Mathematische Beschreibungen der Korrelation zwésrablen

Die Korrelation zweier Variablen x und y ist einedilichkeit zur Uberpriifung, ob eine
Verknupfung beider Variablen besteht. Es gibt JVelestene Modelle, nach der die
Ahnlichkeit der beiden Variablen bewertet werdenrkalm Rahmen dieser Arbeit wird die
Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach fears bzw. der

Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman odedkk verwendef? "

Der Korrelationskoeffizient nach Pearson

Der Korrelationskoeffizient nach Pearson (auch Bis¥earson) errechnet sich Uber die
Kovarianz, normiert Giber die Standardabweichungieméariablen (Gleichung 1). Er gilt fur
die lineare Beziehung zweier Variablen. Die Kovazigst ein MaR fur die Ahnlichkeit von x
und y (Gleichung 2). Wird die Variable y im gleich#ald grol3er wie X, so zeigen sie eine
lineare Abhangigkeit und damit eine positive Kozam. Entsprechend bedeutet negative
Kovarianz, dass die Variable y im gleichen Mal3enidewird wie x gré3er wird, sie zeigen
umgekehrt proportionale Verlaufe. Ist kein Zusamhaety erkennbar, wird die Kovarianz

null.
Cov(x,
c= J Gleichung 1
Ox " 0y
1 n
Cov(x,y) = ;2(3@ -0 —y) Gleichung 2
i=1

¢ — Korrelationskoeffizient, x, y; — Werte von x,y,x, y — Mittelwerte von x,y,

Cov(x,y) - Kovarianz von X,y,0xy— Standardabweichung von x,y

Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman

Rang- oder ordinalskalierte Merkmale sind Dateng diwar durch Einstufung in

Rangpositionen eine Vergleichbarkeit aufweisenendeAbstande aber keine quantitative
Aussage zulassen. Ein Beispiel ist die Korrelation Schwefeldioxidgehalt und der
Einstufung der geschmacklichen Qualitat von Weie fthch Spearman einen Koeffizienten
von 0.93 ergibtf? Wahrend die Schwefeldioxidkonzentrationen untdestitther Weine als

absolute Werte auf einer metrischen Skala eingestgrden konnen, so ist die
Kategorisierung des Geschmacks ein ordinalskasieiterkmal. Die einzige zulassige

Aussage ist, dass ein Wein mit der Rangpositioedsér bewertet wurde, als ein Wein mit
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der Rangposition 2 und dieser als ein Wein mit Rasgion 3. Es kann keine Aussage
getroffen werden ob der Wein mit Rangposition 2cgesacklich eher dem mit Rang 1 oder
dem mit Rang 3 &hnelf. Spearman erweiterte die Korrelation nach Pearamehddie

Verwendung dieser Rangpositionen anstelle der atesoMerte bzw. Daten. So lassen sich
ordinalskalierte Daten in kardinale Merkmale (alstahlenwerte) umwandeln und
vergleichen. Die Rangkorrelation ist auch fur nseine Daten, also solche, fir die ein
quantifizierbarer Zusammenhang besteht, anwendloa ist hier toleranter gegenuber
einzelnen Werten mit grofRer Abweichung vom lineanerlauf. Allerdings geht der

metrische Informationsinhalt dabei verloren.

n o (re(x;) —1g.,.)(re(y;) — g
¢, = i=1(rg(x;) — 18, ) (rg(y;) — 18y) Gleichung 3
Org(x) " 9rg(y)

¢s — Korrelationskoeffizient nach Spearman, rg(x),rgy) — Rang von x,y

Rangkorrelation nach Kendall

Ebenso wie die Methode nach Spearman wird die kadime durch Zuordnung von Rangen
erreicht. Anschliel3end wird die Korrelation dartkeemittelt, ob die Entwicklung der Range
in die gleiche Richtung erfolgt, d.h. ob der Ramy Hdeiden Variablen x und y vom ersten
Datenpunkt zum zweiten Datenpunkt bei beiden anstdohw. abnimmt usw. Im Gegensatz
zur Korrelation nach Spearman werden jeweils ner r@dlativen Ranganderungen zweier
Wertepaare betrachtet. Durch den Vergleich derdibgimmenden Rangentwicklungen mit
den unterschiedlich verlaufenden Rangpositionerr e Gesamtanzahl an verglichenen
Daten ergibt sich hier der Rangkorrelationskoedfiti Im Ergebnis zeigt die Verwendung des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Kendall groBe  nliEhkeiten zum

Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearrfi.

2.2 Optimierte Wasserunterdriickung bei der NMR-Spelkikgnisition

Da es fur Glycane keine Amplifikationsmethode wie DNA-Strange gibt, missen diese in
physiologischen Mengen gemessen werden. Meist wiie@l NMR-Spektroskopie als
unsensitive Methode betrachtet, die nur fur Sulastemgen von einigen nanomol einsetzbar
ist.”®’" Dabei liefert die NMR-Spektroskopie wie in Absdhri.2.2 vorgestellt eindeutige und
zuverlassige Ergebnisse und ist somit eine aufdemstolle Methode zur Charakterisierung
von Strukturen. In dieser Arbeit vorausgehendenelénichungen wurde gezeigt, dass
Substanzmengen von 15 pmol fur eine Charakterisgeranhand destructural reporter
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groupKonzepts reichen. Dafir missen die experimenteBamameter an die geringen

Substanzmengen angepasst werden.

Neben einer optimierten Probenpraparation ist dierwéndung einer geeigneten
Wasserunterdriickung essentiell, da DeuteriumoxidOjDaufgrund der Ahnlichkeit zu
physiologischen Bedingungen das Standardlosungdmitir Glycane ist. Neben der
Moglichkeit zur Unterdrickung des Lésungsmittelsign durch watergaté®- und
presaturatiori®-Pulssequenzen wurde digcitationsculpting®-Pulssequenz nach Shadtzal.
als die geeignetste Methode eingestufbas excitation sculptingoasiert auf einedouble
pulsed field gradient spin-ecHeequenz, bei der durch einen selektiven Puls die
Solvenzresonanz invertiert wird, sodass diese algige eine Dephasierung durch die
flankierenden Gradienten erfahrt und so unterdrihtd.®* Unter Verwendung der
Standardparameter wurde beobachtet, dass SignalerimNahe zur Einstrahlfrequenz des
selektiven Pulses (50-200 Hz) drastisch reduziestden (Abbildung 6, oben). Aul3erdem
lasst sich bei Spektren mit geringem Signal-zu-Rlatv&erhaltnis eine intensive Stérung der
Basislinie beobachten (Abbildung 5).

Fru/Glc H-6
Fru H-1

Fru H-3

% Glc H-1
HDO

E

&— Gic H-3

Fru H-4

ru/Glc H-5
Glc H-2
Glc H-4

5‘.0‘ 14[5‘ 14.‘0 |

3 (ppm)
Abbildung 5: Auswirkung der Standardparameter der excitation sculptingPulssequenz. Oben:
Referenzspektrum einer 5 mM (0.4 pmoW,,9 Sucrose-Probe in RO. Unten: Spektrum von 13 pmol¥/ops
der Sucrose. Beide Spektren wurden mit den Standaphrametern der excitation sculptingPulssequenz
akquiriert. Wahrend im oberen Spektrum eine gute Waserunterdriickung erreicht wird, zeigt sich bei
der geringkonzentrierten Probe eine intensive Stémyg der Basislinie. Trotzdem sind die Signale der

Sucrose neben einigen geringen Verunreinigungen déiah erkennbar.
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Abbildung 6: Auswirkung der optimierten Wasserunterdriickung (excitation sculpting am Beispiel eines
komplex-Typ Decasaccharids (Struktur 2). A und B: $ektren einer 1 mM Probe des Saccharids
(entspricht 80 nmol/Ve,y) in H,O/D,0 9:1. Spektrum A wurde mit den von Shakaet al® publizierten
Parametern aufgenommen, wahrend Spektrum B mit opthierten Parametern akquiriert wurde. C:
Aufnahme von 25 pmol/\,ps des Decasaccharids in f», akquiriert mit optimierter
Wasserunterdriickung. Durch die Optimierung kénnen fir die Charakterisierung wichtige structural
reporter groupSignale benachbart zum HO- bzw. HDO-Signal beobachtet werden, die unter Vavendung
der Standardparameter unterdriickt bzw. in ihrer Int ensitat reduziert werden. Diese sind selbst bei dem
Spektrum von nur 25 pmolNy,s besser erkennbar als bei Spektrum A von der um Fakr 3000 gré3eren
Substanzmenge. Aul3erdem ist durch die Optimierungiee ungesttrte Basislinie zu beobachten (s. a.
Abbildung 5).%

Durch die Verlangerung des selektiven Rechteckpulgen 2 ms auf 8 ms wird die
Anregungsbreite auf etwa 30 Hz reduziert, die acisteum das Ldsungsmittelsignal zu
unterdricken. Dabei wird die Detektion der Signale Abstdnden von 40-200 Hz zur
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Einstrahlfrequenz entscheidend verbessert und aktefin der Form der gestorten Basislinie
werden verhindert. Bei der Messung einer Probe2BpmolNqyps(Vobs — in der NMR-Spule
beobachtbares Volumen) eines komplex-Typ Decasadshkonnte so eine Reduktion des
HDO-Signals um Faktor 500000 erreicht werden, die die Auswertbarkeit der NMR-
Spektren essentiell ist. Abbildung 6 zeigt, dasshldiese Optimierung Signale im Spektrum
der Probe von nur 25 pmvulis des Decasaccharids sichtbar sind, die nicht einmal
Spektrum der 3000fach konzentrieren Probe unterw®edung der Standardparameter

auftretert®

Begleiterscheinung der Verlangerung des selektifses ist das verstarkte Auftreten eines
Dispersionsanteils im Signal durch anti-Phasenntigiering® der in Abhangigkeit von der
Grol3e der Kopplungskonstanten zu einer VerzerraigSignale fihren kann. Daraus kann
eine ungenaue Bestimmung der Kopplungskonstantsnltisren. Dieser Effekt muss
gegenuber dem Informationsgewinn durch detektierb&ignale in der Nahe des

Lésungsmittels und der Vermeidung des Basislintefakts abgewogen werden.

2.3 Strukturaufklarung mit selektiven TOCSY-Experimante

Die Aufnahme von selektiven TOCSY-Experimentenwdtadie gezielte Detektion einzelner
Spinsysteme, wie sie jede Monosaccharideinheitsef@gcans darstellt. Dazu wird eine
einzelne Resonanz durch einen selektiven Puls eggesodass der TOCSY-Transfer
wahrend des in der Pulssequenz integriegeimlock-Feldes nur auf Spins des gleichen
Spinsystems erfolgt. Gerade bei Kohlenhydratenbergich so die Moéglichkeit, auch in
Uberlappungsbereichen die Signale einzelner Saicthate zu identifizieren. Ein Vorteil der
1D-Sequenz ist die gezielte Informationsextraktioie dann entsprechend mit besserer
Auflésung und gegebenenfalls einer Reduktion arotigter Messzeit, wie sie fur ein 2D-

Experiment erforderlich wére, einhergéht®#*

2.4 Terminologie in der Massenspektrometrie

Bei der Aufnahme von LC-MS-Daten werdéotal ion currents(TIC) erhalten, die dem
Chromatographieprofil entsprechen, da sie die Detelkles gesamten lonenstroms zu jedem
Zeitpunkt beinhalten. Ein TIC ist somit die Sumnfieradetektierten lonen Utber die Zeit. Eine
bereinigte Darstellung des TICs ist dasse peak chromatografBPC), welches zu jedem
Zeitpunkt jeweils nur das intensivste Signal dditsteie Spur eines lona{/2 Uber die Zeit,
also entlang der aufeinanderfolgenden MS-Spekwed, extracted ion chromatograrilC,

selten auchextracted ion curreftgenannt®
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3 Aufgabenstellung

Den Oligosaccharidstrukturen von Glycoproteinen kwan vielfaltige Aufgaben zu. Sie
kénnen schitzende, stabilisierende, aber auch ttehmdie Aufgaben erfillen und sind an
zellularen Ereignissen wie der Zell-Zell-Erkennumig Apoptose beteiligf Sie sind somit
involviert in viele physiologische und pathologisciProzesse wie beispielsweise der
Entstehung und Ausbreitung von Krebs. Bei vieleieArvon Krebs werden verdnderte
Glycosylierungsmuster beobachtet, sodass die Gdyads Biomarker fir Diagnose und
Behandlung fungieren konnen. Fir das Verstandnis Fdektion von Glycanen, fur die
Erkennung von krankhaften Veranderungen und fur dpealitatssicherung von
Biophamarzeutika ist eine konsequente und effizieAhalytikstrategie notwendig. Die
Charakterisierung von Glycanen ist eine kompligenhd haufig zeitaufwendige Aufgabe, da
Oligosaccharide durch die Vielzahl an mdglichen ké@pfungen und dem Auftreten von
Verzweigungen eine hohe Komplexitat aufweisen umdstmur limitierte Substanzmengen
zur Verfugung stehen. Die Mikroheterogenitat volyd@proteinen fuhrt dazu, dass Glycane
meist in komplexen Gemischen erhalten werden, dérennung durch &hnliche und haufig
massenisobare Strukturen aufwendig ist. Zurzeitebi&eine der vielfach eingesetzten
Methoden, wie NMR-Spektroskopie, MS, HPLC oder ematische Verfahren alleine eine
zuverlassige und schnelle Charakterisierung vomc@lgemischen.

Ziel dieser Arbeit ist somit die Entwicklung neueStrategien zur Analytik von
Glycoproteinen. Dabei stehen zwei Aspekte im Vaydend: zum einen soll durch die
Berechnung von NMR-Spektren anhand von Datenbanitdfjen eine automatisierte
Identifikation von'H-NMR-Spektren von Glycanstrukturen entwickelt urmerpriift werden.
Zum anderen soll durch die Integration von MS umMdRNSpektroskopie tber den zeitlichen
Zusammenhang durch LC eine Nutzung aller im Chrograimm vorhandener Information
ermoglicht werden, auch wenn eine unvollstandigenfiung der Substanzen vorliegt. Dazu
soll die Nutzbarkeit von Kreuzkorrelation von LCSMund NMR-Daten zur Extraktion von
reinen NMR-Spektren tberpruft und daraus eine nde¢hode zur 3D-Kreuzkorrelation
entwickelt werden. Die Methodik soll dabei zun&dchsihand eines simulierten Systems
getestet werden, um sie dann auf ein vom bovinbrrfeigen erhaltenes Gemisch als reales
Beispiel auszuweiten. Dabei soll eine mdglichstassénde Charakterisierung aller Glycane
des bovinen Fibrinogens erfolgen. Schliel3lich 8b&rpruft werden, ob beide Strategien der
automatischen Interpretation und der Spektrenetibrmkzusammengefligt werden kdnnen,

um eine automatische Erkennung der extrahiertearDai erhalten.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Entwicklung einer Methode zur automatischen Speaidentifikation

Durch Anwendung destructural reporter grougkonzepts kénnen 1BH-NMR-Spektren
von Oligosacchariden zur Charakterisierung der Ktren verwendet werden. Eine
automatische Zuordnung von Spektren ist insofeoblpmatisch, da die Datenbanksuche
nicht fur die Identifikation mehrerer Komponentemsgelegt ist und auf den reinen
chemischen Verschiebungen basiert. Kopplungen umiensitaten werden nicht
bertcksichtigt. Im Folgenden wird gezeigt, dass Alegleich von berechneten Spektren mit
experimentell erhaltenen Spektren eine automatiZcleednung erlaubt. Die Berechnung der
Spektren basiert dabei auf den Eintragesuigabase

4.1.1 Berechnung von Spektren anhand von Datenbankegtirag

Die NMR-Datenbank, die im spateren Verlauf den Namsggabaseerhielt, wurde 1992 in
der Literatur vorgesteli:*? Sie entstand in Anlehnung an die wenige JahrerzingoLeben
gerufene Complex Carbohydrate Structure Databag€CSD), die den Zugriff auf
Publikationen zu komplexen Zuckerstrukturen vemshen solité’*' Sugabasewurde
entsprechend der Nomenklatur und der hinterlegtbhographischen Daten der CCSD
aufgebaut und mit vereinheitlichten NMR-Datensateeweitert. Zunachst wasugabase
noch als kostenpflichtige Version auf Diskette étich, inzwischen istsugabase onlinérei
verfiigbar’? Essentiell fir diese Datenbank ist das Konzeptstieictural reporter groups
welches auf den27th International Congress of Pure and Applied @fstry in Helsinki,
1979 vorgestellt und anschlieRend weiter ausgebautie?®**° Signale, die separiert vom
bulk-Bereich der meisten Protonensignale auftreten ahdrakteristisch fur bestimmte
Verknupfungen und Zuckerreste sind, wurden nach BEablikation flr sugabasein
standardisierter tabellarischer Form erfasst. Rim zJahr 1997 wurden 1758 Datensatze
hinterlegt, von denen insgesamt etwa 14BONMR-Spektren entnommen sind. Seitdem
erfolgten keine neuen Eintrage, die letzte Aktilisng wurde auf das Jahr 2000 datiert.
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Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Dagn aussugabase

In sugabasewurden innerhalb der Jahre 1989-1998 Daten audikBtibnen, die

zwischen 1981 und 1997 veroffentlicht wurden, etragen.

- Insgesamt wurden 1758 Datensatze sigabasenotiert, davon beinhalten 1411
Eintrage Signale votH-NMR-Daten und 557 Eintrage niftC-Daten. 210 Datensatze
davon beinhalten sowot- als auchH>C-Signale.

- Fur diese Arbeit wurden 1403 Eintrage importieried® beinhalten 156 verschieden
notierte Monosaccharideinheiten.

- Davon wurden fur die Spektrenberechnung Eintrageidisichtigt, die nicht-
reduzierte Derivate von Glucose, Mannose, Galactbseose und Neuraminséure
beinhalten (insg. 17 Derivate)

- Es wurden 523 Spektren berechnet. Dies entsprictt der gesamten Datenbank-
Eintrage.

- Diese 523 Spektren bestehen aus insgesamt 1258&l&3g

Ende 2010 / Anfang 2011 war die Webseite der Datelkbugabasevoriibergehendnline
nicht verfigbar. Nachdem sie anschlie3end bis Mitkkober 2011 gemal3 der Version von
2000 abgerufen werden konnte, ist sie inzwischaawgmicht mehr zuganglich. Um nicht auf
die permanente Verflugbarkeit vosugabaseangewiesen zu sein und aul3erdem ein
automatisches Verwenden aller Daten zu erméglichemden die Datemffline gesichert.
Diese offline-Daten konnten fir das Importieren und Berechnen 8pektren verwendet
werden. Dazu wurden zunachst die textbasiertendgahgen mithilfe voawk einer Linux-
gestutzten Programmiersprache zur InterpretationTvextdateien, eingelesen. Durawk ist

es mdglich, jedes Leerzeichen innerhalb einer Zeiteeln auszulesen und bestimmten
Spalten zuzuordnen. AnschlieRend wurden zwischeschidenen Eintrdgen Semikola als
Trennzeichen eingefugt und alle Daten als Textapspeichert (B. Meyer, unveroffentlichte
Ergebnisse). Im Folgenden wurden die Dateneintrégematlab importiert und in eine
automatisch interpretierbare Formatierung umgesbbn (s. Abbildung 7). Im Rahmen
dieser Arbeit wurden fur die weiteren Untersuchumgeur Spektren von Strukturen
interpretiert, die sich aus folgenden funf Zuckstea und ihren Derivaten ergeben: Glucose,
Galactose, Mannose, Fuco$¢Acetyl- bzw. N-Glycolylneuraminséure. Aul3erdem wurden
zum Alditol reduzierte Derivate nicht verwendet.eBe Auswahl wurde getroffen, da der
Abgleich mit experimentellen Daten, die anhand &tukturen der klassischeN-Typ-
Glycosylierung gewonnen wurden, im Vordergrund dtaDie Eintrdge, auf die die
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vorgenannten Vorgaben zutreffen wurden selekttbes entspricht 523 Eintragen und damit
etwa 37 % alletH-NMR-Datensétze ausigabase

sugabase=intrag (Ausschnitt CCSD-Nr. 42857)

Resi due Li nkage Prot on PPM J Hz Not e
D- d cNAc H1la 5.180

H1b  4.694

NAc 2.039
a- L- Fucp 6 H 1(a) 4.897

H 1(b) 4.889

H5(a) 4.096

H 5(b) 4.133

CH3(a) 1.210

CH3(b) 1.222

i

Formatierung nach Interpretation raivk

Record: ;1330; CCSD: ; 42857 ;

D- d cNAc ; ; H1la ; 5.180 ;
D- d cNAC ; :H 1b 4,694 ;
D- @ cNAc ; ; NAc ; 2.039 ;
a- L- Fucp ;6 ;H1(a) ; 4.897 ;
a- L- Fucp ; ;H1(b) ; 4.889 ;
a- L- Fucp ; ;H5(a) ; 4.096 ;
a- L- Fucp ; ;H5(b) ; 4.133 ;
a- L- Fucp ; ;CH3(a) ; 1.210 ;
a- L- Fucp ; ; CH3(b) ; 1.222 ;
Formatierung nach Bearbeitung mmaitlab
'CCSD' 'Residue’ 'Linkage’ 'Proton’' "ppm' 'Jl (Hz)' 'J2 (Hz)' 'J3 (Hz)"
142857" 'D-GlcNAc' T "H-la' '5.180'" [ 3.2000] [ 0] [ 0]
142857" 'D-G1lcNAc' - "H-1b' '4.694" [ 8] [ 0] [ 0]
142857" 'D-GlcNAc' -t 'NAC' 12.039" [ 0] [ 0] [ 0]
142857" 'a-L-Fucp' 6! "H-1(a) "' 14.897" [ 3.7000] [ 0] [ 0]
142857" 'a-L-Fucp' 6! "H-1(b) " 14.889" [ 3.7000] [ 0] [ 0]
142857" 'a-L-Fucp' 6! "H-5(a) " '4.096" [ 6.7000] [ 6.7000] [ 6.7000]
142857" 'a-L-Fucp' 6! "H-5(b) ' 14.133" [ 6.7000] [ 6.7000] [ 6.7000]
142857" 'a-L-Fucp' 6! "CH3 (a) ' '1.210° [ 6.7000] [ 0] [ 0]
142857" 'a-L-Fucp' 6! "CH3 (b) ' '1.222" [ 6.7000] [ 0] [ 0]

Abbildung 7: Ausschnitt dessugabaseEintrags der CCSD-Nr. 42857 (Decasaccharid 2) unfbrtlaufende
Prozessierung. Oben: Ausschnitt des Originaleintrag) in sugabase Mitte: Nach Interpretation mit awk
werden die einzelnen Inhalte durch Verwendung dese#nikola getrennt, jede Spalte enthalt hier genau ei
Zeichen. Unten: Texteintrag nach Bearbeitung mitmatlab, jede Spalte enthélt einen Informationseintrag
(CCSD, Residue, Linkageusw.). Zu diesem Zeitpunkt wurden die Kopplungskostanten bereits
zugeordnet. J1, J2 und J3 beziehen sich auf drei terschiedliche Kopplungskonstanten, die den Wert O
erhalten, wenn sie nicht benétigt werden. Die aus ed Einbeziehung der Kopplungskonstanten
resultierenden chemischen Verschiebungen der einmelin Multiplett-Linien werden zur besseren
Ubersichtlichkeit nicht dargestellt.

Anschlieend wurden in Abhangigkeit von Zuckerrastd anomerer Konfiguration

Kopplungskonstanten zugeordnet, die dann fir diee®d®ung der Signale mit den
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entsprechenden Multiplizitaten verwendet wurdene Berechnung ist in Abbildung 8

genauer beschrieben.

5 (ppm)
}
d (Hz)

Abbildung 8: Berechnung der Multiplizitdten. Die chemische Verschiebung, die anhand desugabase
Eintrags vorgegeben ist, entspricht dem oben genaten & Jedem Signal werden drei
Kopplungskonstanten J1, J2 und J3 zugeordnet. JedenMaximum des Multipletts kann durch
Anwendung der Matrix M auf die drei Kopplungskonstanten Uber einen Schl&nbefehl ein neues
6 zugeordnet werden. Das Erste ist beispielhaft durclPfeile dargestellt und resultiert daraus, dass jesl
der drei Kopplungskonstanten mit +1/2 eingeht. Daras ergibt sich automatisch die korrekte
Intensitatsverteilung. Ist beispielsweise J1=J2=3®), so ergibt sich ein Quartett mit der zu erwartenén
Intensitatsverteilung von 1:3:3:1. Entspricht ein $gnal einem Singulett, so wurden diesem die
Kopplungskonstanten J1=J2=J3=0 zugeordnet, alle Lian fallen also beim urspriinglichend zusammen
welches gegeniiber dem Quartett dann eine relativentensitat von 8 aufweist, sodass sich bei gleicher
Protonenzahl ein identisches Integral ergibt. Aus ieem Spaltenvektor der Lange n, der die
urspringlichen chemischen Verschiebungen aller Sigie enthalt, wird so eine 8 x n-Matrix berechnet,
deren Spaltenvektoren jeweils einer Linie und dererZeilen jeweils dem Signal einer Protonenspezies

entsprechen.

Weiterhin wurden die Intensitaten der Protonenede&hemische Verschiebung abhangig von
der Konfiguration am reduzierenden Ende ist, ee@pend einberechnet. Dazu wurde ein
Verhaltnis dem- zu 3-Konfiguration von 0.6 zu 0.4, entsprechend dermadralverhéltnis im

experimentellen Spektrum des Decasaccharids (strakt angenommen. Die Bevorzugung
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der a-Konfiguration von Oligosacchariden mit-Acetylglucosamin am reduzierenden Ende

entspricht den Literaturangab&if’

Ein Abgleich der berechneten Spektren mit experteiam Daten vereinfacht nicht nur die
manuelle Interpretation, sondern ermdglicht audle @utomatische Identifikation durch den
Vergleich von Spektren, ohne dass vorab eine Irggapon notig ist. Dazu ist eine hohe
Genauigkeit der berechneten Spektren erforderiine. Qualitat der erzeugten Spektren ist
abhangig von:

)] korrekt zugeordneten Signalen in der Originettttur

i) korrekter Ubertragung isugabase

i) korrekter Referenzierung unter Verwendung &tandardbedingungen
(Temperatur, pH-Wert, Losungsmittel, interner/eméerStandard)

iv) korrekter Verwendung der vorgegebenen Formaigr

V) Qualitat des Skripts zum Einlesen und Konveetier

Vi) den verwendeten Kopplungskonstanten.

Wahrend die Parameter i)-iv) intrinsisch dustlyabaserorgegeben sind, stellen die Qualitat
der Parameter v)-vi) einen Tell dieser Arbeit adaAbschnitt 4.1.4 wird auf Fehler innerhalb
der Datenbank und daraus resultierende Problemgegamgen. Weitere zu beachtende
Faktoren sind die fur die Berechnung verwendeteebioreite, sowie die Bertcksichtigung
der fur die Messung der experimentellen Daten vedsgen Basisfrequenz des NMR-
Spektrometers. Als ldentifikationsmerkmal wurde @ESD-Nummer gewahlt. Diese wird
fur das Generieren von Namen fur Variablen verwgmndiEnen dann in einem automatischen
Schritt das zugehdrige Spektrum zugeordnet vBudgabas@der GlycomeDB kénnen direkt
nach dieser CCSD-Nummer durchsucht werden. Die Kimggkonstanten wurden anhand
experimenteller und in der Literatur genannter Dageisgewahft® Dabei kann nur ein
Standardwert verwendet werden, von dem die tatishehl Kopplungskonstante in

Abhangigkeit von Verknupfung und Substituenten abken kann.

4.1.2 Vergleich von berechneten und experimentellen $pekt

Beispielhaft ist in Abbildung 9 das berechnete $pek fir das Decasaccharid) (mit der
CCSD-Nummer 42857 gezeigt. Sfaueeigt die Auftragung der chemischen Verschiebungen
die im Datenbank-Eintrag aufgelistet sind. Die hsigatsinformation ist zunachst nur indirekt
Uber die Benennung der Protonen gegeben. $puaeigt das berechnete Spektrum im
Vergleich zu einem akquirierten Spektrum des Dexdsaids (Abbildung &. Ein Mal3 fur
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die Ahnlichkeit zweier Variablen, in diesem Fallr @&pektrena undb, ist der Pearson’sche
Korrelationskoeffizient (s. Abschnitt 2.1). Aus sken ergibt sich eine 98%ige
Ubereinstimmung von gerechnetem gegeniiber gemessgpektrum des Decasaccharids im

Bereich destructural reporter grougSignale.

i .

1 1 1 1 1

| | | | 1
5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 210 2.05 1.25 1.20
S (ppm)
Abbildung 9: Berechnung eines'H-NMR-Spektrums am Beispiel des Decasaccharids (14: Auftragung

der chemischen Verschiebung entsprechend des unvederten sugabaseEintrages ohne
Intensitatsinformation, die Region der Methylprotonen ist auf 1/3 skaliert._b: berechnetes Spektrum de
Decasaccharids (berechnet mit einem Faktora. fur die Linienbreite von 1.5). c¢: experimentelles
Spektrum des Decasaccharids, das HDO-Signal wurdérfdie Darstellung entfernt. Fir die Berechnung
von b wurden die entsprechenden Kopplungskonstantenugeordnet und einberechnet. Die verminderten
Intensitdten der Protonen, deren chemische Versctheng abhéngig von der Konfiguration des
reduzierenden Endes ist, wurden ebenso wie die Veilung der Intensitat durch Aufspaltung zu
definierten Multiplizitaten bertucksichtigt. Im Bereich der structural reporter groupSignale weisen

Spektren b und ¢ eine Ahnlichkeit von 98 %, betractet (iber die Korrelation beider Spektren, auf.

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Skript kaan Berechnung von Spektren unter
Vorgabe von Basisfrequenz (z.B. 500 MHz oder 700 zlHAnzahl an Datenpunkten,

minimaler und maximaler chemischer Verschiebungweadet werden. Grundsatzlich ist das
Skript dazu ausgelegt, alle importierten Datensétmerhalb eines Durchgangs in Spektren
umzurechnen. Die verwendeten Kopplungskonstantedemeanhand einer externen Tabelle
zugeordnet. Die Auswahl der Spektren, die erzewggden sollen, kann durch Vorgabe der
Standardreste und Erweiterung der Tabelle angepassten. Zudem wurde das Skript mit
einer userAbfrage versehen, die es ermdglicht, einzelne ewaglte Spektren anhand der
CCSD-Nummer zu erzeugen. Dieses ist insbesondama dmnvoll, wenn ein konkreter

Strukturvorschlag besteht, der manuell abgeglicwenden soll. Die Berechnung der 523
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Spektren mit 32k Datenpunkten dauerte insgesamd &80 min (Prozessor: Intel Core i5,
2.66 GHz, 8 GB RAM). Dementsprechend wird ein eimezge Spektrum im Schnitt innerhalb
von ca. 15 s erzeugt. Durch die Auswahl einzelnertr&ge kann also schneller auf
ausgesuchte Daten zugegriffen werden. Um auch éeeiBe&rechnung der Spektren den
internen Speicher nicht zu Uberlasten, werden daeilsatze durch Verwendung von
Schleifen in Datenpaketen von bis zu 140 Spektraerteilt, in denen sie gesichert und
geloscht werden, bevor die Bearbeitung des nacH3tkets erfolgt. Aus diesen Paketen
koénnen die Daten wiederum durch eine Schleifengbfriir die weitere Bearbeitung in

matlabeingelesen werden.

4.1.3 Automatische Identifikation von Spektren

Eine automatische Interpretation von Spektren bidém Vorteil, nicht auf eine manuelle
Auswertung und die manuellen Suche innerhalb deteribank angewiesen zu sein.
Ungeachtet dessen ist eine kritische Begutachtueig nur wahrend der Erprobungsphase
notwendig, um die automatische Zuordnung zu bestédtioder zu verwerfen. FlUr diese
Begutachtung ist der Vergleich von Spektren gegeniiler Verwendung von Signallisten
deutlich vereinfacht, da fur die Erstellung der riilljsten die Interpretation der Spektren
erforderlich ist. Zum einen ist es mdglich, Unt&isde von experimentellen und ermittelten
Spektren durch Differenzspektren zu visualisierénom anderen entfallen als mdgliche
Fehlerquellen beispielsweise fehlerhafte Zuordnangen Signalen bei Uberlagerungen und
die Vernachlassigung der Intensitat von Signalea. IBtensitat ist in desugabasdPeakliste
nicht direkt verschlisselt. Die Suche erfolgt arthdar zuvor erzeugten und in Datenpakete
unterteilten Spektren. Diese bilden eine Matixaus der die Spektren ausgewéhlt werden
sollen, die die hochste Ubereinstimmung mit einamuntersuchenden experimentellem
Spektrum U aufweisen. Fir jedes Spektrum der Madriwird ein Faktorx bestimmt, mit
dem es zum Spektrubh beitragt.

K-x=U Gleichung 4
rnxinIIU - K- x||? Gleichung 5

x — Faktor, K — zu tUberprifende Datenséatzel) — zu identifizierendes Spektrum

Dieser Faktor kann mittels der mathematischen Mighder kleinsten Fehlerquadrate zur
Losung linearer Systeme bestimmt werden (s. GleighG). Dazu wird ein inmatlab
implementierter Algorithmus eingesetzt. Alle Spektrwerden dazu normiert, sodass bei

perfekter Ubereinstimmung eines einzigen Spektrdendaktor x eins betragen sollte.
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Um die Identifikation anhand der relevantestructural reporter grougsignale
durchzufiihren, wird das Spektrdghentsprechend beschnitten. Es wird auf den Bersoch
0=1.18 bis 6.00 ppm eingegrenzt. Weiterhin werden Idtensitaten in den Bereichen des
HDO-Signals (4.72-4.76 ppm), debulk-Protonen (3.4-3.9 ppm) und prominenter
Verunreinigungen (1.28-1.36: Lactat, 1.88-1.93: tAt&pezies) gleich null gesetzt. Analog
erfolgt die Bearbeitung der berechneten Spektredeken Signale davon im Wesentlichen
nicht betroffen sind. Fir jedes berechnete Spekiwird der zuvor beschriebene Faktor
bestimmt, mit dem es in das zu untersuchende Spekti eingeht. Anhand eines frei
definierbaren cut offs werden Spektren aussortiert, deren Beteiligungsfakam
Untersuchungsspektrulbn gleich demcut off oder unterhalb dieses Wertes liegt. Die Anzahl
an Spektren innerhalld reduziert sich also, sodass sich fur die verbtedba Spektren ein
neuer Faktor ergeben kann. Durch Programmierungr éxchleife wird der Faktor fur die
verbleibenden Spektren solange neu bestimmt, bi®\dzahl der Spektren KK konstant ist.
AnschlieRend erfolgt die Erweiterung um das nacH3tgenpaket. Das Ergebnis wird
ausgegeben, wenn alle 523 Spektren durchsucht wunae sichK nur noch aus Spektren,
deren Beteiligungsfaktoren am Untersuchungsspektrum oberhalb descut offs

liegen, zusammensetzt.

Die Anwendung wurde anhand eines Decasaccharidskamplexen Typ Uberprift. Dazu
wurde ein experimentelles Spektrum des Decasacdshanit 523 berechneten Spektren
verglichen, die in ihrer Linienbreite, der Basisfuenz, sowie der Anzahl an Datenpunkten
dem experimentellen Spektrum angepasst wurden WD, Faktor fur Linienbreitex, 1.5,

32k Datenpunkte fur spektrale Breite von 10 ppm).

Das Spektrum des Decasaccharids wird bei eiognofffir x von 0.2 eindeutig der korrekten
CCSD-Nummer zugeordnet. Diese kann in eine Struormation umgewandelt werden.
Wird der cut off bei O gesetzt, wird die korrekte Zuordnung miteeifPraferenz von 21:1
gegeniiber dem nachsthoheren Hit getroffen. Ube€C@8D Nummer kann dann zum einen
der eingelesene und modifizierte Datensatz demgefioen Spektren ausgelesen, zum anderen

Ubersugabasealer originale Datensatz aufgerufen werden.

Auch hier ist die Qualitdt der hinterlegten Datessemtiell. Das Nonasaccharid
beispielsweise wird nur dann eindeutig gefundemmaie chemischen Verschiebungen des
gesamtersugabase=intrags eine Verschiebung von 0.003 ppm erfalHbegse Verschiebung
ist die mittlere Abweichung aller im Rahmen dies@rbeit gemessenen chemischen
Verschiebungen gegenuber desugabaseAngaben. Die Messungen wurden mit
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verschiedenen Proben des Nonasacchdridsederholt, um hier eine zuverlassige Aussage
Uber die chemischen Verschiebungen treffen zu kdfsmea. Abschnitt 4.1.4).

Hit(s):

'No.' 'CCSD! 'x,norm (co: 0.2)'

[501] 142857 [ 1]

'CCSD' 'Residue’ 'Linkage' 'Proton' 'ppm'’ 'Jl (Hz)' 'J2 (Hz)' 'J3 (Hz)
142857 'D-GlcNAc' - 'H-1la' '5.180" [ 3.2000] [ 0] [ 0]
142857 'D-GlcNAc' -t 'H-1b' '4.694" [ 8] [ 0] [ 0]
142857 'D-GlcNAc' -t 'NAc' '2.039" [ 0] [ 0] [ 0]
'42857" 'a-L-Fucp' '6' 'H-1(a)" '4.897" [ 3.7000] [ 0] [ 0]
142857 'a-L-Fucp' '6' "H-1(b)"' '4.889" [ 3.7000] [ 0] [ 0]
142857 'a-L-Fucp' 'e!' 'H-5(a)"’ '4.096" [ 6.7000] [ 6.7000] [ 6.7000]
142857 'a-L-Fucp' '6!' 'H-5(b) "' '4.133" [ 6.7000] [ 6.7000] [ 6.7000]
142857 'a-L-Fucp' '6’ 'CH3(a)' '1.210" [ 6.7000] [ 0] [ 0]
142857 'a-L-Fucp' ‘6’ '"CH3 (b) "' '1.222" [ 6.7000] [ 0] [ 0]
142857 'b-D-G1lcpNAc' T4 'H-1(a)" '4.664" [ 8] [ 0] [ 0]
'42857" 'b-D-GlcpNAc' r4 "H-1(b) "' '4.668"' [ 8] [ 0] [ 0]
'42857" 'b-D-GlcpNAc' '4 'NAc (a)' '2.096" [ 0] [ 0] [ 0]
142857 'b-D-GlcpNAc' "4 'NAc (b) ' '2.094" [ 0] [ 0] [ 0]
142857 'b-D-Manp' '4,4" 'H-2" '4.250" [ 3.3000] [ 0.9000] [ 0]
142857 'a-D-Manp' '6,4,4 'H-1" '4.925" [ 1.3000] [ 0] [ 0]
142857 'a-D-Manp' 6,4,4 'H-2" '4.108" [ 3.3000] [ 1.3000] [ 0]
142857 'b-D-GlcpNAc' '2,6,4,4 'H-1" '4.582" [ 8] [ 0] [ 0]
142857 'b-D-GlcpNAc' '2,6,4,4" 'NAc' '2.047" [ 0] [ 0] [ 0]
142857 'b-D-Galp' '4,2,6,4,4" 'H-1" '4.473" [ 7.8000] [ 0] [ 0]
142857 'a-D-Manp' '3,4,4" '"H-1" '5.119" [ 1.3000] [ 0] [ 0]
142857 'a-D-Manp' '3,4,4 '"H-2" '4.189" [ 3.3000] [ 1.3000] [ 0]
142857 'b-D-GlcpNAc' '2,3,4,4" 'H-1" '4.582" [ 8] [ 0] [ 0]
142857 'b-D-GlcpNAc' '2,3,4,4" 'NAc' '2.051" [ 0] [ 0] [ 0]
142857 'b-D-Galp' '4,2,3,4,4" '"H-1" '4.467" [ 7.8000] [ 0] [ 0]

>>

Abbildung 10: matlab command window -Ausgabe des Suchergebnisses. Zunachst wird eine &b
ausgegeben, die die interne Nummer (No.), die CCSummer, sowie den Faktor x,norm enthalt. Faktor
x wird normiert als prozentualer Anteil an allen Hits fur die gilt x > cut off (co). In der Kopfzeile wird
zusétzlich benannt, mit welchencut off die Suche durchgefihrt wurde. In einer zweiten Tabiée werden
die Daten der gefundenen CCSD-Nummer(n) aufgefiihrtDie CCSD-Nummer kann dazu verwendet

werden, den Originaleintrag beisugabaseru tiberpriifen und ist damit strukturassoziiert.

Die automatische Erkennung von Spektren, die hashnunter grundlegenden Aspekten
getestet wurde, ist vielversprechend, sodass einsgeaveitete Untersuchung und
Verfeinerung der Suchalgorithmen beispielsweisechiuntegration von MS Daten in die

Suchfunktion sinnvoll erscheint.

4.1.4 Fehlerhafte Eintrage isugabaseind daraus resultierende Probleme

Einige Eintrage irsugabaseind fehlerhaft oder wegen der Aufnahmeparameterugrunde
liegenden Spektren ungenau. Die hier vorgestepit@ilembehafteten Eintrage lassen sich
meist auf die Originalliteratur zurtickfihren unahdsihier rein dokumentarisch aufgefuhrt.
Ungenauigkeiten der Eintrdge konnen die automagisclspektreninterpretation
beeintrachtigen. Beispielsweise wird das SpektresmiMlonasaccharids erst erkannt, wenn der
sugabase=intrag um 0.003 ppm tieffeldverschoben wird.
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Tabelle 1: Fehlerdokumentation vonsugabase=intragen.

CCSD | BezeichnungBeobachtung Uberpriifung Literatur
6518 Nonal Ad (ppm) = Messung verschiedeneBendiak et
90
(-0.002) - (-0.003) ppnh Proben des Nonal, | al.
Vergleich zum
Decasaccharid (42857)
42857 | Dec@ Vertauscht: Intensitatsverhaltnia: | Bergwerff
H-1(c) und H-1@) von| ~ 0.6:0.4 deckt sichet al.®*
Fuc z.B. bei Fuc H-5 und
Fuc H-6
42859 | Dodeca4 keine Unterscheidung] 700 MHz Spektren: Bergwerffet
und und H-1 von Gal-6/Gal-6‘| verbesserte Auflésung.al. **
42858 | Undecss H-1a von Gal-7/Gal-7¢| eindeutige
fehlend (Dodeca): Unterscheidbarkeit
(s. Abbildung 38)
H-1, H-5 von Fuc
3910 - Falscher Syntax |nH-2a: Konfiguration des Van Pelt et
sugabase Restes al. %
H-2a statt H-2(a) vonH-2(a): abhangig von
Man Konfiguration des

reduzierenden Endes

Durch falschen-/B-Zuordnung oder nicht korrekt verwendemrgabaseSyntax kbnnen die

Intensitatsverhaltnisse oder die Kopplungszuordroeginflusst werden. Gerade die beiden

letzteren Probleme sind in dersgogabaselirekt implementierten Suche allerdings irrelevant,

weil dort lediglich die chemische Verschiebung dtagt wird. Somit ergeben sich erst bei

der automatischen Interpretation Probleme. Da lmereDatenbank mit mehr als 1500

Eintrdgen Ungenauigkeiten zu erwarten sind, musstetiberpriuft werden, ob einige Fehler

bei der Umsetzung der Daten in Spektren korrigrediad und ob die Suchabfragen bei der

automatischen Spektreninterpretation mit entspresdreFlexibilitat ausgestattet werden, um

inkorrekte Referenzierungen zu kompensieren.
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4.2 I|dentifikation von Komponenten in komplexen Gemesch

Aufgrund der Heterogenitat von Glycoproteinen werdeei Abspaltungsprozessen der
Glycane komplexe Gemische erhalten. Die Aufklardegdarin enthaltenden Komponenten
ist dann aufgrund von Uberlagerungen erschwert adetdglich. Eine Erweiterung zu der
bisher beschriebenen Identifikation von Spektren veinen Komponenten stellt also die
Charakterisierung von Gemischen dar. Am BeispieéreBibliothek von 13 Glycanen und
vier zunachst unbekannten Gemisch&rD, die sich aus einer beliebigen Anzahl an
Komponenten dieser Bibliothek zusammensetzten, wrd=olgenden diskutiert, inwiefern
eine direkte Identifikation von Substanzen im Gemmismoglich ist. Dabei steht die
Interpretation der NMR-Daten im Vordergrund. AlleliStanzen und Gemische wurden von
der Firma TheraProteins bezogen. Die Bibliothelztseich aus zwei hochmannosidischen
Strukturen und 11 sialylierten komplex-Typ-Glycarmrsammen, die sich in Anzahl ihrer
Reste und Antennen, sowie im Vorkommen vepeats(1,4-Gal{31,3-GIcNAc) und Fuc-
bzw. al,3-Gal-Resten unterscheiden (s. Abkirzungsveraects. VII, Abbildung 3,
Strukturen |-XIII). Alle Strukturen liegen in absmén Mengen von 230-450 pmol als
Referenzsubstanzen vor. Die Gemische setzten sglsabstanzmengen von 200-1000 pmol
zusammen. In vorangegangen Arbeiten konnte gezeigtden, dass diese geringen
Substanzmengen unter  Berlcksichtigung optimierter robéhpraparation und
Spektrenakquisition NMR-spektroskopisch gemessemlevekoénnen (s. a. Abschnitt 2%3).
Alle Spektren weisen entsprechend dé&sictural reporter grougkonzepts Charakteristika
auf, die sie eindeutig unterscheidbar machen. Bdsspeise zeigt Struktur X, welche als
einzige Struktur der Bibliothek einen zusatzlichad,3-Gal-Rest aufweist, im NMR-
Spektrum ein charakteristisches Signal beb.146 ppm (Gal-7* H-1) auf, welches ihr
Alleinstellungsmerkmal ist (vgl. Abbildung 11). Zewh kann Uuber die chemische
Verschiebung der anomeren Protonen der Gal-6/6'Vidiknipfung desxl,3-Gal an der

Man-6-Antenne identifiziert werden.

Ausgehend von der An- bzw. Abwesenheit einzelngn&@e kann eine eindeutige Aussage
dazu getroffen werden, ob eine Komponente im Gdmgeliegt, ohne dass eine Trennung
erforderlich ist. Dieses ist allerdings nicht mehdglich, wenn die Bibliothek auf mehrere

Hundert Strukturen ausgeweitet wird, weil dann mach die Kombination aus vielen

charakteristischenstructural reporter groupgsSignalen, die in Spektren der reinen
Verbindungen auftreten, zu einer eindeutigen Zuandrfihrt.
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Abbildung 11: Vergleich der Spektren von Gemisch Cund Komponente X. Wahrend die
Charakterisierung der Komponente X im Spektrum von Gemisch C nicht eindeutig vorgenommen
werden kann, da beispielsweise das anomere SignatrdGal-6* Uberlagert ist, ist diese Komponente
eindeutig als Bestandteil von Gemisch C identifizibar. Beispiel hierfir ist das H-1 der Gal-7*, welhe

eine chemische Verschiebung b&=5.146 ppm aufweist.

Durch manuelle Interpretation der NMR-Daten und ldembinierten Analyse von MS-Daten
der Gemische konnten die in Tabelle 2 notiertenaAusensetzungen ermittelt werden.
Beispielhaft ist in Abbildung 12 zudem der Vergkeides gemessenen Spektrums von
GemischA mit dem Summenspektrum der einzelnen Komponengggedtellt. Dabei ist
erkennbar, dass aufgrund des starken Rauscher&gheale im Erscheinungsbild variieren,
obwohl sie mit gleicher Prozessierung bearbeitetden. Das Differenzspektrum zeigt, dass
trotzdem eine relativ gute Ubereinstimmung der Bajegeben ist, da die Abweichungen
hauptséchlich imbulk-Bereich auftreten. MS von Gemischen ermdglicht alsatzliche
Informationsquelle einen schnellen Zugriff auf dignzahl massenunterschiedlicher
Strukturen im Gemisch. NMR-Daten erlaubten auf3erdeme Quantifizierung der
Substanzmengen der einzelnen Komponenten, sowie ¥earifikation der gegebenen
Strukturen. Beispielsweise konnte in einem Faliyl@ur X) eine 2,6-, statt der angegebenen
2,3-Verknupfung der terminalen Neuraminsaurereshanad der chemischen Verschiebungen
der NeuAc H-3a/e Protonen nachgewiesen werden. rdaf@ekonnten die Verknupfungen
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der Neuraminsaure am 3-Arm und det,3-Gal am 6-Arm bestimmt werden. Probe VI
konnte zudem als Gemisch zweier triantennérer gtrek mit dem Auftreten dagpeatsan

unterschiedlichen Antennen nachgewiesen werden.

._J\JIL M M Gemisch A

SummeKomponenten

(I+ 1+ V+1X)
MWMW‘WWWM Differenzspektrum
52 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6
8 (ppm)

Abbildung 12: Gemisch A — Vergleich des experimentien Spektrums mit dem Summenspektrum der
Einzelkomponenten (I, 1ll, V, IX). Unten ist das Differenzspektrum abgebildet, welches im Bereich der
structural reporter grou gute Ubereinstimmung der beiden Spektren (obenkigt. Abweichungen sind im
Bereich des HDO-Signals, bei 4.1 ppm (Lactat als Yienreinigung) und im bulk Bereich erkennbar.

Allerdings konnten nicht von allen 13 SubstanzenRlbliothek die Isomerenunterscheidung

vorgenommen werden, was neben starken Uberlagerungegen Spektren auch daran lag,

dass nicht alle potentiellen Strukturensingabaseverfigbar waren. In diesem Fall sind die

moglichen Verknupfungen durch eine geschweifte Kiemangedeutet. Um eine Zuordnung

von neuen Strukturen anhand der HBNMR-Spektren machen zu kénnen, miissen die
Daten ahnlicher Strukturen zur Verfugung stehenmarDeGnnen durch den Vergleich von

identischen und abweichenden Signalen Zuordnungearlassig getroffen werden. Stehen

solche Daten nicht zur Verfigung, missen die Zuamden anhand von 2D-Spektren

durchgefuhrt werden, fir die allerdings im Gegensati 1D-Spektren mehr Substanz

und/oder Messzeit notig ist.
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Tabelle 2: Identifikation der Komponenten in vier Gemischen (A-D) anhand einer Bibliothek von 13
Glycanstrukturen (s. Abbildung 3, S. VII)

Gemisch Komponenten Anteil [%] Substanzmenge im
manuelle Gemisch (manuell)
Bestimmung (pmol)
A I 21 % 420
1 16 % 310
\Y 46 % 910
IX 17% 340
B I 31 % 340
Vi 19% 210
Vil 49 % 530
C I 27 % 590
Vi 29 % 650
X 23 % 510
X 21 % 450
D I 15 % 420
v 26 % 730
Vil 22 % 620
Vil 26 % 730
X 10 % 270

Die manuelle Bestimmung der Anteile der Komponentem Gemisch ist insofern

fehlerbehaftet, da beispielsweise gerade Ilmalk Bereich Unterschiede nur schwer
wahrnehmbar sind. Eine zuverlassige automatischenBung und Quantifizierung der
Spektren im Gemisch wirde hier eine Erleichterund eine Verbesserung der Genauigkeit

mit sich bringen.

Die in Abschnitt 4.1.3 vorgestellte Methode derind¢éen Fehlerquadrate zur ldentifikation
von Komponenten wurde hier angewendet, um zu Ubfnpr ob auch mehrere
Komponenten, aus denen sich ein Summenspektrumilpeitlappenden Signalen ergibt,

identifiziert werden kdnnen.



ERGEBNISSE UNDDISKUSSION 29

Wird das Summenspektrum aus den Einzelspektren ideTabelle 2 aufgelisteten
Komponenten mit den ermittelten prozentualen Aetegines Gemisches zusammengesetzt,
so werden die Komponenten eindeutig erkannt. Audserkann auch der prozentuale Anteil
anhand des Faktors x abgelesen werden. Weiterhidengine einzelne Komponente, die zu
mindestens 5 % vertreten ist, aus dem Summenspekbre 4 verschiedenen Substanzen in
variierender Zusammensetzung zu 100 % eindeutignetk solange das Summenspektrum

aus den zuvor gemessenen Einzelspektren zusamre&zigsts

Wird der gleiche Algorithmus angewendet, um die Komenten im gemessenen
Summenspektrum zu ermitteln, so erfolgt keine eitige und zuverlassige Zuordnung.
Bildung von Differenzspektren zeigt hier, dass eipate Ubereinstinmung uber den
Gesamtbereich erreicht wird, aber einzelne esdlenti®ignale vernachlassigt werden.
Vermutlich resultiert diese Problematik aus gerilgggen experimentellen Unterschieden des
gemessenen Summenspektrums im Gegensatz zu dealshekiren, die umso starker
hervortreten, je geringer das Signal-Rausch-Vamigl{S/N) ist. Aufgrund der geringen
Substanzmengen weisen alle Spektren ein geringés &ff. Dieses liegt in der
GroRenordnung von 4-9 fir das Man-4 H-1 (komplep-Glycane, Prozessierung:
Multiplikation des FIDs mit Exponentialfunktion (EMnit einemline broadening facto(lb)
von 1 vor der Fouriertransformation). Beispielsweismstt nicht jedes Signal genau tberein,
weil es teilweise durch das Rauschen moduliert ist.

Denkbar ist eine Optimierung durch Erweiterung @&sgiptes durch Zyklen, in denen
einzelne Bereiche des Spektrums nach charaktehstis Signalen der Komponenten
untersucht werden und daraus Restriktionen fir Klienge der zu untersuchenden
Komponenten abzuleiten. Die Anwendung von neuranaletzwerken konnte die
Interpretation von Spektren mit geringem S/N soden Fehler durch rauschmodulierte
Signale verbessern. Dazu beschrieben Radoetslal. und Meyeret al, dass neuronale
Netzwerke dazu trainiert werden kdnnen, Spektrenedkennen, die genau die zuvor
beschriebenen Probleme des geringen S/N und deerimgntellen Ungenauigkeit
aufweiser’®® In einem Datensatz von mehr als 100 NMR-Spektrerden 90 % der Daten
bei einem S/N von nur 1.25 erkannt. Au3erdem kanmteuronale Netzwerke imperfekte
Spektren erkennen, nachdem sie mit Daten traimarten, die durch das Einbringen von
geringfigigen Abweichungen den intrinsisch experitaben Fehler beinhalten. Dieser
resultiert einfach daraus, dass die Spektren zwRieben einer Substanz niemals perfekt

identisch sein werden.
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Grundsatzlich ist es also moglich, auch aus NMRk8pa von Gemischen Informationen
Uber die einzelnen Bestandteile zu erhalten, wiearesler Bibliothek der 13 Substanzen

gezeigt wurde.

4.3 3D-Kreuzkorrelation (3DCC) von LC, MS und NMR — Bmtklung einer

neuen Methode zur Charakterisierung von Glycanen

Die in diesem Abschnitt 4.3, sowie in Abschnitt didkutierten Ergebnisse sind in
Zusammenarbeit mit Henning N. Behnken entstandaigeEErgebnisse der Abschnitte 4.3.3,
4.4.4 und 4.4.5.1 stammen aul3erdem aus den vofunsrbetreuten Bachelorarbeiten von
Tim Nagel und Raffael Jirmartf®

In den vorherigen Abschnitten wurde gezeigt, dasge @utomatische ldentifikation von
Glycanen anhand von NMR-Daten dann zuverlassig ictbgkt, wenn Spektren reiner
Substanzen vorliegen. Auch aus Spektren von Sufggtamschen kdnnen noch einzelne
Informationen gewonnen werden. Die Auswertung kaater auch durch zu starke
Uberlagerungen verhindert werden. Gerade bei strekt ahnlichen Substanzen wie
Glycanen kann die chromatographische Trennung vomplexen Gemischen jedoch

schwierig sein.

Das Konzept der 3D-KreuzkorrelatiorBX cross correlation— 3DCC) ist eine neu

entwickelte Methode zur Verknipfung von LC-, MSduUudMR-Daten, die eine schnelle und
zuverlassige Charakterisierung von Glycanen errabgli3DCC ist dabei nicht auf Glycane
als Substanzklasse limitiert, sondern ist fur d@Heblemstellungen mit unvollstandiger
Trennung einsetzbar. Die Entwicklung und Anwenduag 3DCC wird in dieser Arbeit am

Beispiel von Oligosacchariden diskutiert, die durdive komplexen Strukturen eine
analytische Herausforderung darstellen. Die Kontmnavon MS und NMR-Spektroskopie
ist eine konsequente Analytikstrategie, die diet¥ite beider Methoden vereint.

MS- und NMR-Daten werden anhand einer gemeinsaregalhangigkeit korreliert, die aus
der LC entsteht. Massenspektrometrie und NMR-Spektipie sind zwei in der Analytik von
Glycanen meist unabhangig voneinander eingesetathdden zur Charakterisierung der
Saccharidstrukturen. MS- oder MS/MS Daten bieterhnslien Zugriff auf die

Zusammensetzung der Strukturen und Angaben UbeKaéxistenz mehrerer Strukturen.
Eine Unterscheidung isomerer Monosaccharidbaustem&ie der anomeren Konfiguration
ist jedoch im Regelfall nicht zuganglich und audk ®erknupfungsinformation ist nicht
immer unzweifelhaft erhaltlich. Im Gegensatz dazetdm NMR-Spektren anhand der
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charakteristischen chemischen Verschiebung undKdeplungskonstante schnellen Zugriff
auf diese Informationen. Sobald eine Probe abereneiKomponenten beinhaltet, ist hier die
Auswertung erschwert oder nicht mehr durchfihrBamn mussen die Komponenten durch
chromatographische Methoden getrennt werden. Getsdesehr ahnlichen Strukturen
erfordert die chromatographische Trennung Expediseé durch die Notwendigkeit, ideale
Bedingungen zu finden, Zeit und Substanz. Eine ridathode, die also die Vorteile von
Massenspektrometrie mit denen der NMR-Spektroskegreint und dabei keine vollstandige
chromatographische Trennung erfordert, kann dielydikavon Glycanstrukturen wesentlich

vereinfachen.

4.3.1 Schematische Darstellung der 3D-Kreuzkorrelation

Das Prinzip der 3D-Keuzkorrelation ist in Abbildufh§ anhand eines berechneten Beispiels
dargestellt und kann in funf Abschnitte untertevWiterden: A: Durchfiihrung einer
Chromatographie zur Trennung oder Antrennung debstamzen (1. Dimension), B:
Aufnahme von MS- und NMR-Daten in gleicher Zeitafdigkeit (2. und 3. Dimension), C:
mathematische Korrelation der MS- und NMR-DatenERtraktion der NMR-Signale, die im
Rahmen dieser Arbeit auch als Dekonvolution bezstiwird, und E: Charakterisierung
durch Kombination vonm/z mit den zugehorigen extrahierten NMR-Spektren und

Retentionszeiten.

Liegt eine komplexe Mischung vor, so kann diese aisnédchst durch LC partiell getrennt
werden, eine vollstdndige Separation ist nicht moihg. Das Chromatographieprofil kann
beispielsweise durch Kopplung mit MS anhandtdés ion currentg TIC) detektiert werden.
Durch LC ergibt sich die Zeit als Dimension Ubez dine Korrelation vorgenommen werden
kann. Die Extraktion vom TIC ergibt bei einem bestitenm/z zeitabhéngige Profile jedes
einzelnen lonsgxtracted ion chromatogramgIC). Die EICs bilden die Zeilenvektoren einer
Matrix My, die in Anlehnung an die Dirac-Notation dur@¥| (bra) beschrieben werden
kénnen. Entsprechend kénnen in gleicher Zeitablgiegi entweder durch Fraktionierung
oder durchon-lineLC-NMR *H-NMR-Spektren akquiriert werden. Von jedem NMR-
Datenpunkt kann &hnlich zum EIC ein zeitabhangiBesfil Gber alle aufgenommenen
Spektren erstellt werden. In Analogie zum EIC wudieses Profil alsextracted delta
chromatogram (EDC) benannt. Die EDCs bilden die Spaltenvektoi@r (kef) der
Matrix Ns).
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Darstellung der Methode anhand eines gerechneten Bpiels. A: Verlauf eines LC-Laufs ohne erkennbare
Trennung nach Detektion durch MS (TIC). B: Extraktion von EICs aus dem TIC ergibt die gezeigten
Intensitatsverlaufe der Komponenten A-C. Analog ergben konsekutiv aufgenommene NMR-Spektren
zeitabhéangige Profile jedes einzelnen Datenpunkt€EDCs). Jedes hervorgehobene EDC (cyan: ERC
blau: EDCg, rot: EDC¢) korreliert mit genau einem EIC (gleiche Farbkodieung). C: Kreuzkorrelation
der MS-Daten mit den NMR-Daten ergibt Matrix C(x 5, die die Korrelationskoeffizienten jedes EDCs mit
jedem EIC beinhaltet. D: Durch Multiplikation der K orrelationsmatrix C i 5 mit dem Summenspektrum
S5 Uber alle Fraktionen lassen sich reine NMR-Spektrenassoziiert mit einem definierterm/z extrahieren
(Emg). E: Aus Retentionszeitm/z und NMR-Signalen ergibt sich die eindeutige Charaterisierung der
Substanzen A, B und C.
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Jeder ZeilenvektofM| wird mit jedem SpaltenvektofN) mathematisch korreliert, es
resultiert daraus die Korrelationsmati®@mzs (Gleichung 6). Bei hoher Ubereinstimmung
eines EDC-Verlaufs mit einem EIC-Verlauf (z.B. Aloling 13, EDG und EIG) ergibt sich
ein Korrelationskoeffizient ~1, sind die Vektoreapch stochastisch unabhangig (z.B. EDC
und EDG im Vergleich zu EIg), so ergibt sich ein Koeffizient von ~0. Schenwtisvird
dieses in Abbildung 13B dargestellt, hier sind BIE€s von drei Verbindungen A, B und C
gezeigt, die jeweils mit den EDCs eines NMR-Signh& s, s bzw.dc eine hohe
Korrelation aufweisen, wahrend sie mit den anddreiden (nahezu) nicht korrelieren. Da
eine anti-Korrelation nicht zu erwarten ist, werdeorrelationskoeffizienten mit negativem
Wert gleich Null gesetzt. Ein zu einer definiert®lolektlionenspezies gehérendes NMR-
Spektrum kann extrahiert werden, indem das Sumnegtigpn S mit dem entsprechenden
Vektor der KorrelationsmatriCmg paarweise multipliziert wird, woraus sich eine Natr
Emg) ergibt. Beispielsweise errechnet sich das in Abinitf 13D gezeigte extrahierte NMR-
Spektrum der Verbindung A durch Multiplikation d8simmenspektrums mit dem ersten
Zeilenvektor vornCmg. Cmg) beinhaltet die Korrelationskoeffizienten jedes ED@it EIG,

die nur in der Region voda von 0 verschieden sind (s. a. Abbildung 14).

Nach Pearson errechnet sich der Korrelationskoefffizweier Vektoren tber die Kovarianz
Cov normiert Uber die Standardabweichungehbeider Vektoren (s. a. Abschnitt 2.1). Die
Elementecy sder MatrixCim g lassen sich also folgendermaf3en berechnen:

_ Cov({(M],IN)

Gleichung 6
O(m| * O|N)

m,8

Der VektorSg), der das Summenspektrum Uber alle NMR-Daten begthadtgibt sich aus

dem Summieren der Zeilenvektor@ von N5
S@) = 2(1\” Gleichung 7
t

Um die extrahierten NMR-Spektren zu erhalten, dieweils einer definierten
Molekulionenspezies zuordenbar sinB{(s), erfolgt die paarweise Multiplikation der

Elemente vor€C s mit denen vorgg) entlang der delta-Dimension.

em,s = Cms " Ss Gleichung 8
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Das Einfuhren einer gewichteten Extraktion (s. Aimsit 4.4.1.1), bei der der
Korrelationskoeffizient mit der 4. Potenz in dierBehnung der extrahierten NMR-Spektren

eingeht resultiert in der Matr&4m g):
edms = (Cms)* - Ss Gleichung 9

Im oben gezeigten Beispiel (Abbildung 13) wurdeai dihromatographische Peaks, die eine
starke Uberlappung aufweisen anhand einer Gauf®lety berechnet. Im TIC, welches hier

der Summe der drei Peaks entspricht, ist keinentneg beobachtbar. Dieses Beispiel soll
verdeutlichen, dass trotz der starken UberlappuamgChromatogramm eine Extraktion von

NMR-Spektren moglich ist. Die Intensitat der dréViR-Signale in den jeweiligen Spektren

wurde anhand der Chromatographiepeaks berechnet.

.

- e e e = e = -

4

C) Extrahierte Spektren von A, B und C
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Abbildung 14: Darstellung der Spektrenextraktion. A) Summenspektrum, B) Verlauf der
Korrelationskoeffizienten, die sich aus der Korreldion jedes EDCs mit EIG,, EICg oder EICc berechnen
lassen. C) Multiplikation jedes Datenpunktes des Sumenspektrums mit jedem Datenpunkt der einzelnen

Korrelationskoeffizienten ergibt die extrahierten Sektren der Verbindungen A,B und C.
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AnschlieRend wurde die Korrelationsmatrix wie zuw@schrieben bestimmt und mit dem
Summenspektrum multipliziert (Abbildung 14). Dadurkonnten die drei gezeigten NMR-
Spektren, die jeweils nur genau ein Signal beiemalextrahiert werden.

Die Methode ist nicht darauf beschrankt, den Peéssben Korrelationskoeffizienten zu
verwenden, sondern kann analog mit den Rangkooeskoeffizienten nach Kendall

(EK (mg) oder Spearman verwendet werdESf, ).

Diese Methode ist prinzipiell fur jede Substanz&&ginsetzbar und mit beliebigen weiteren
analytischen Verfahren wie MS/MS und/oder Infrabpiektroskopie kombinierbar.

Durch 3DCC lassen sich extrahierte NMR-Spektremlezh, die eindeutig einem definierten

m/z zuordenbar sind, obwohl in jedem einzelnen aufgenenen Spektrum alle Signale

auftauchen kdnnen. Daraus lassen sich die Infoomani aus der Massenspektrometrie mit
denen aus der NMR-Spektroskopie verknlUpfen, sodass eindeutige Charakterisierung

vorgenommen werden kann. Die Uberpriifung der Megrardder Klasse der Oligosaccharide
anhand eines simulierten Chromatographielaufes b 4.3.3) und die Anwendung bei

komplexen Gemischen (Abschnitt 4.4) werden im Fadiga diskutiert.

4.3.2 Vergleich der Korrelation nach Kendall, Spearmad Bearson

Bei der Korrelation der Intensitatsverlaufe von NMRd MS-Signalen missen zwei Aspekte
bertcksichtigt werden. Zum einen ist die Extraktider korrekten NMR-Signale einer

Verbindung B von der Uberlappung des Chromatogegasks von B mit dem von

Verbindung A abhéngig. Dieses wird in AbbildungthBmatisiert.

Zum anderen ist gerade bei Kohlenhydraten relewaiet,gut NMR-Signale, die zu beiden
Komponenten zuordenbar sind und daher im Folgeralenglobale Signale bezeichnet
werden, mit den EICs der jeweiligen Verbindungerréleeren und dementsprechend korrekt
extrahierbar sind (s. Abbildung 16).

Zwar liegt der Berechnung des Pearson’schen Kaioakkoeffizienten die metrische Skala
und damit die umfassendere Verwendung der zur garf§ stehenden Informationen zu
Grunde, trotzdem kann im experimentellen Beispiehadie Anwendung der Rangkorrelation
nach Spearman oder Kendall eine geeignete Moglichikedie Datenextraktion darstellen.
Deshalb wurden die Abhangigkeiten der drei Korrefeberechnungen von Peakabstand und
Intensitatsverhaltnis am berechneten Beispiel GliérpAbbildung 15 zeigt den Vergleich der
Verlaufe der Korrelationskoeffizienten, berechnatim Kendall, Spearman und Pearson, in
Abhangigkeit vom Abstand des Peaks B zu Peak A.
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Abbildung 15: Vergleich der Korrelationskoeffizienten nach Kendall, Spearman und Pearson anhand
eines berechneten Beispiels. Peak A in Ausschnittiat in Rot dargestellt, die Verschiebung von PeaB

relativ zu Peak A ist in Grau angedeutet, schwarz arkiert sind vier Beispiele, fir die oben die
Summensignale von A und B dargestellt sind. Ausschite B-D zeigen die Verlaufe der Koeffizienten von
B zum Summensignal (A+B) in schwarz und zu Peak AiRot. Dabei zeigt der Rangkoeffizient nach
Kendall einen nahezu linearen Verlauf, wahrend nachSpearman die Peaks A und B auch bei
waschsenden Abstdnden stark korrelieren und sich mdn Pearson ein schmalerer Verlauf ergibt. Durch
die Verwendung des Pearson’schen Korrelationskoeffienten lassen sich Spektren von

Chromatographiepeaks mit groRerer Uberlappung extraieren.
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Der Pearson’sche Korrelationskoeffizient fallt amhrsellsten ab, sodass er am besten
geeignet ist, NMR-Signale der Verbindung B auch dreier Uberlappung mit Peak A im
Chromatographielauf eindeutig der richtigen Verhingl zuzuordnen. Bei der Korrelation
eines NMR-Signals, welches fur Verbindungen A undb& der gleichen chemischen
Verschiebung auftritt und demzufolge dem SummenpeakA und B entspricht, ndhern sich
die Korrelationskoeffizienten bei grol3en Abstan@enzwerten von 0.6 (Kendall, Pearson)
bzw. 0.8 (Spearman) an. Damit liegen sie oberhatbalgentlichen Anteils von Peak B am
Summenpeak von 0.5, woraus sich die Problematikbterglass nur innerhalb eines
extrahierten NMR-Spektrums eine zuverlassige latiggn erhaltlich ist, wahrend der
Vergleich zu den gemessenen Spektren oder zu eeiextrahierten Daten Abweichungen

ergeben muss.

In Abbildung 16 ist aufgetragen, wie sich die Irsiédt eines globalen, extrahierten NMR-
Signals in Abhangigkeit vom Abstand der Peaks B #ndm Chromatogramm und in
Abhangigkeit vom Intensitatsverhaltnis der KompdearB und A verhalt. Ein NMR-Signal,
welches alleinig Peak B zuordenbar ist, weist @lalverlauf auf, bei dem die Intensitat des
Signals exakt das Verhdltnis von Komponente B zwiderspiegelt. Ein globales Signal,
welches zu beiden Komponenten A und B gehdrt, wdidch die Extraktion unter
Verwendung des Pearson’schen Korrelationskoeffigiemnterreprasentiert und zwar umso
starker, je grofRer der Abstand der Peaks A unddBjeigeringer der Anteil von Komponente
B im Gemisch ist. Die Intensitatsverlaufe, die sas Extraktion unter Verwendung des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman bzwndg# ergeben, zeigen deutlich

geringere Abweichungen.

Daraus ergibt sich, dass der Pearson'sche Kowakkoeffizient gegenuber der
Rangkorrelation umso effizienter ist, je groRer digerlappung im Chromatogramm ist, weil
sich dann auch der Effekt der Unterreprasentati@ningkonzentrierter Komponenten
verringert. Je gro3er der Abstand der Komponeniarso eher kdnnen globale Signale der
geringkonzentrierten Verbindung durch Korrelaticacim Kendall oder Spearman extrahiert
werden. Ist eine vollstdndige Trennung der Kompternrerreicht, ist die Korrelation

allerdings nicht mehr notwendig.
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Abbildung 16: Vergleich der Intensitdtsabnahme vonextrahierten globalen Signalen berechnet mit den
Korrelationskoeffizienten nach Kendall, Spearman ud Pearson. Peak A ist in Abschnitt A rot dargestedl
Der Abstand von Peak B zu Peak A wird durch Graustten dargestellt (schwarz:A(B-A) geht gegen O,
hellgrau: Der Abstand A(B-A) geht gegen unendlich). Fir jeden Abstand wurd berechnet, wie gut die
Korrelation den realen Anteil am Summensignal widespiegelt, wenn Peak B vom Verhaltnis A zu B von
1:1 gegen 1:0 abnimmt. In Abschnitt B stellt die rte Linie den idealen Verlauf (Int,, B) dar, die in
Graustufen gezeigten Verlaufe geben wieder, wie ska der Intensitatsverlauf, der sich aus der
Korrelation ergibt, in Abh&angigkeit vom Abstand (A(B-A)) abweicht. Dabei wird sichtbar, dass nach

Pearson’schem Korrelationsberechnung die Abweichungm starksten auftritt.

Im Folgenden wurde fur die Experimente die Korietatnach Pearson durchgefiihrt. Ein
Vergleich zu den Ergebnissen der Kendall'schen d&j@earman’schen Korrelation ist in

Einzelfallen diskutiert und ist dann entsprecheeadannt.
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4.3.3 3DCC am Beispiel eines simulierten Chromatographikels

4.3.3.1 Dekonvolution von NMR-Spektren

Zur Uberpriifung des in Abschnitt 4.3.1 vorgestalli€éonzepts der 3D-Kreuzkorrelation
wurde ein Chromatographielauf simuliert, um die e€terbarkeit von MS- und NMR-Daten
unabhéangig von LC als zusétzlichen experimentdlarameter nachweisen zu kdnnen. Dazu
wurden mathematisch Verlaufe zweier Substanzercbeet (Abbildung 17). Ausgehend von
den berechneten Verlaufen wurden 15 Fraktionen eawdigit und diese dann mit den
berechneten Mengen jeder Komponente prépariertSAlsstanzen fur dieses Modellsystem
wurden zwei Oligosaccharidd (ind 2) vom komplexen Typ ausgewahlt, die sich lediglich
durch eine Fucose-Einheit unterscheiden. (s. Abhgdl7). Diese sind im Folgenden mit
Nona @) und DecaZ) benannt (s. Abbildung 17).

TG
3 pAREp 4
o

(Ll

Nona 1

Fraktionsnr.

Abbildung 17: Planung des Experiments. Die EICs wuten anhand einer Gauld'schen Normalverteilung
so berechnet und gegeneinander verschoben, dassTilC keine Trennung von Nona und Deca erkennbar
ist. Die Kreuze markieren die 15 Fraktionen, die pépariert wurden um so den Chromatographielauf zu

simulieren. Von diesen Fraktionen wurden jeweils MSund NMR-Daten aufgenommen.
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Abbildung 18: Darstellung der Kovarianz am Beispieldes Fuc H-6 mit den EICs von Nona 1 und Deca 2.

Projektion A zeigt das EDC welches einen dem EIC v Deca &hnlichen Verlauf aufweist und mit diesem

einen Korrelationskoeffizienten von 0.9 bildet, wahend es mit EICyon, mit einem Koeffizienten von -0.1

korreliert. Die Auftragung des EDCs gegen ElG.., zeigt deutlich den linearen Zusammenhang, der duic
eine Regressionsgerade charakterisierbar ist (D). i® Darstellung der Kovarianz des EDCs mit ElGona

zeigt, dass die Werte zuféllig verteilt sind, esti&eine Abhangigkeit beobachtbar.
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Von den 15 Fraktionen wurden jeweils ESI-TOF-MSd ud-'H-NMR-Spektren akquiriert.
Die EICs jeder einzelnen Fraktion flibzw. 2 wurden gegen die Fraktionen aufgetragen, um
daraus einen rekonstruierten EIC-Verlauf iiber &fektionen zu erhalten ([M+2N&d}
Addukte, Nonal: m/z=843.2859, Dec®: m/z916.3147). Daraus ergab sich die Matrix
M my, Mit zwei ZeilenvektoreM |, die den Verlaufen den/zfir 1 und2 entsprechen. Jeder
der 32k Datenpunkte der NMR-Spektre& |(V)) wurde in gleicher zeitproportionaler
Abhangigkeit mit den EIC-Verlaufen von Nona- bzwedasaccharid verglichen. Die
Kovarianz des EDC bed=1.214 ppm, welches dem Fuc H-6 des D2antspricht, ist in
Abbildung 18 dargestellt. Es ist deutlich erkennl#ass sich nur fur die Auftragung des
EDCs gegen das EMeca €ine lineare Abhangigkeit ergibt. Niedrige bzwhaoWerte des
EDCs gehen also mit niedrigen bzw. hohen WerterEdi€s.c..einher. Die Auftragung gegen
das ElGonahingegen zeigt eine zufallige Verteilung, die sicidem Koeffizienten von -0.1
widerspiegelt. Dieser errechnet sich aus der notemekovarianz (s. a. Abschnitt 2.1).

EICNona EICDeca

Korrelationskoeffizienten

Intensitat

EICNona EICDeca

EDCnona| 091  0.08

EDCNona  EDCpeea| -0.06 0.92

3 (ppm) 15 Fraktionsnr.

3

1

Abbildung 19: Vergleich der EIC-Verlaufe (gemessenyu den EDCs beid=2.081 und 2.095 ppm (jeweils
GIcNAc-2, N-Acetylsignal). Der vergleichbare Anstieg und Abfdlin den Signalintensitaten ist deutlich
erkennbar (gestrichelte Linie: Deca, durchgezogendinie: Nona). Die Korrelationskoeffizienten der

gezeigten EDCs mit den EICs ist in der nebensteheed Tabelle aufgefihrt.

In Abbildung 19 ist beispielhaft das¥-Acetylsignal des GIcNAc-2 von Nona bzw. Deca
gezeigt. Hier zeigt das Signal @&i2.08 ppm ein dem EIC-Verlauf des Nona entspreatend
Verlauf. Es korreliert mit Elona mit einem Korrelationskoeffizienten von 0.91, weind sich

mit EICpeca €in Koeffizient von 0.08 ergibt. Somit kann die§&2gnal eindeutig dem EIC des
Nonasaccharids zugeordnet und fur eine Charaldarisy verwendet werden. Analog verhalt

sich der Verlauf des Signals @&2.10 ppm mit dem EIC des Decasaccharids.
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Die Korrelationskoeffizienten kénnen fur die in Absitt 4.3.1 beschriebene Extraktion der
Spektren mit den fiir das Nona- bzw. Decasacchpadiischen Signalen verwendet werden.
Daraus ergeben sich die in Abbildung 20 gezeigekodvulierten Spektren.

Nona 1 Deca 2
6! 5’ 4,

/PG

3 p4=Ep 4

B4=Ep2 3 2 1
6 5 4
GIcNAc-1 Man-4 Man-4 Fue GIcNAc-2
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5.20 512 4 8 210
T edesy | ms T
| |
: : I I
| | |
S(S) :J\__k: ILM: 1 M___MJ\‘__
|
(Mg 8) —— Ay E A i | S W W
) e A a1 M AN A
1 50 ! 4.5
| . .
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Abbildung 20: Durch 3DCC dekonvulierte NMR-Spektren von Nona (1) und Deca (2). Aus dem in
Abbildung 17 gezeigten simulierten Chromatographieduf ergibt sich das Summenspektrum Uber alle
Fraktionen (oben). Es ist deutlich erkennbar, dasses Signale von beiden Strukturen beinhaltet
(beispielsweise GIcNAc-1, H4 bei 8=5.19 ppm und GIcNAc-2,N-Acetylsignal bei 8=2.08-2.10 ppm).
Durch 3DCC kodnnen diese Signale eindeutig dem Non@nitte) bzw. Deca (unten) zugeordnet werden,
wodurch die Charakterisierung moglich wird. Beispidsweise sind die Fucose Signale H-1 und H-6

(6=4.9 und 1.2 ppm) im Spektrum des unfucosylierten dha 1 nicht erkennbar.

Die obere Spur von Abbildung 20 zeigt jeweils dasnBienspektrumSs). Dieses zeigt
beispielsweise im Bereich vod=5.18-5.20 zwei einander Uberlappende Dubletts duef,
jeweils dem anomeren Proton des Nona- bzw. Dechsdds entsprechen. Durch die
beschriebene Dekonvolution der Spektren kdonnenDdibletts eindeutig dem jeweliligen



ERGEBNISSE UNDDISKUSSION 43

Saccharid zugeordnet werden, da sie nur in eingnbalden extrahierten Spektren auftreten.
Die structural reporter groupgsignale der Fucose sind selektiv im dekonvulie®gektrum
des Decasaccharids, welches alleiniger Trager deode ist, zu erkennen. Gleichzeitig sind
sie im Spektrum des Nonasaccharids vollstandigrdniekt. Auch die in Abbildung 19
aufgefuhrtenN-Acetylsignale des GIcNAc-2 kénnen eindeutig einegn bleiden Saccharide
zugeordnet werden. Sogar minimale Verschiebungentttd der Man-4‘ werden in den
dekonvulierten Spektren aufgelost. Signale, die Haide Saccharide identisch sind, wie
beispielsweise das des H-1 von Man-4 und der HefoRen der Mannosereste, sind in beiden
Spektren in korrekter Intensitat aufzufinden. Seisen im Summenspektrum etwa doppelte
Intensitdt durch den Beitrag durch beide Sacchaadé und korrelieren mit einem
Korrelationskoeffizienten von etwa 0.5 bzw. 0.6gsAbschnitt 4.3.2). Die durch Integration
erhaltliche Information Uber die Anzahl zu einengri&il beitragender Protonen konnte auch
nach Extraktion der Spektren erhalten werden. Daatden die Flachen der Signale der
extrahierten Spektren mittels numerischer Integratin den Integrationsgrenzen der
Vergleichsspektren bestimmt und auf das H-1 der -Mamrmiert. Tabelle 3 listet die

erhaltenen Integrale im Vergleich zu den theorbtBscerwartenden Werten auf.

Tabelle 3: Integration der dekonvulierten Spektren,die Integrale sind auf das H-1 von Man-4 normiert.

Proton(en) Nona : beca :

Ems | theor. | Ain% | Egg | theor. | Ain%
GlcNAc H-1a 0.31 0.60 | -48% | 0.39 0.60 | -36%
Man-4 H-1* 1.0 1.0 - 1.0 1.0 -
Man-4’ H-1 0.87 1.0 -13% 1.0 1.0 0%
Fuc H-1 0.0 0.02 2% 0.90 1.0 -10%
GIcNACc5/5’ H-1 + GIcNAc-2 H-1(Nona] 2.6 3.0 -14% 1.7 2.0 -16%
Gal-6/6’ H-1 1.6 2.0 -19% 15 2.0 -24%
Man-3 H-2 1.0 1.0 2% 1.2 1.0 2%
Man-4 H-2 11 1.0 5% 1.2 1.0 19%
Man-4’ H-2 + Fuc H-5 (Deca) 11 1.0 10% 1.9 2.0 -5%
N-Acetylregion 1 12 12 4% 2.8 3.0 -7%
N-Acetylregion 2 - - - 9.5 9.0 6%
Fuc H-6 0.10 0 6% 3.0 3.0 -1%
bulk (4.05-3.40 ppm) 45 51 -11% 58 54 7%

A — Abweichung der Integrale (berechnet - theor.) i

* — Integral wurde fiir Normierung verwendet
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Abbildung 21: Grafische Darstellung der prozentuale Abweichung der Integrale vom theoretisch zu
erwartenden Wert. Die Asterisk-Markierung bezeichné das Integral des Man-4 H-1, welches fir die
Normierung verwendet wurde. Die Abweichungen betragn im Schnitt 10 %. GroRere Abweichungen
resultieren aus den experimentellen Bedingungen. Bpielsweise sind die H-@ Protonen des GIcNAc-1
auch in experimentellen Spektren meist reduziert. [@ Abweichung der Integrale der H-1 von Gal-6/6
und GIcNAc-5/5‘ erfahren eine leichte Reduktion duch den Einfluss der Wasserunterdriickung. Anhand
der in den Korrelationsspektren erhaltenen Integrak lassen sich eindeutige Rickschliisse auf die Anzah
der zu einem Signal beitragenden Protonen ziehen.

Die bestimmten Integrale bestétigen nochmals dmgeeiche Extraktion der beiden NMR-
Spektren. Beispielsweise werden fur das H-1 undMi¢hylgruppe (H-6) des Fucoserests
beim Spektrum des Nonasaccharids Integrale vordandem des Decasaccharids Integrale
von 1 bzw. 3 erhalten. Auch das H-5-Proton der Bacavelches in Abhangigkeit von
anomerer Konfiguration des GIcNAc-1 unterschiedichemische Verschiebungen aufweist
und dessen quartett-dhnliche Signale (dq) sicheim Blanken des Man-4‘ H-2 befinden,
tragen nur beim Decasaccharid zum Integral beie Albweichungen von Integralen vom
theoretischen Wert resultieren aus den experimentBledingungen. Beispiel hierfir sind die
H-1 Protonen der Galactosereste, deren Integrdl euexperimentellen Spektren vermutlich
aufgrund der Losungsmittelunterdriickung leicht meit ist.

Durch die Anwendung von 3DCC auf diesen simulie@dmomatographielauf konnten also
fur beide Saccharide NMR-Spektren extrahiert werdenzu einem definiertem/zgehdren.
Aus den extrahierten NMR-Daten ergeben sich diemtdehen Verschiebungen wichtiger

structural reporter groupssowie das Integral der Signale. Die Kombination 1S und den
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extrahierten NMR-Daten ermoglicht so eine eindeut@harakterisierung der Strukturen mit
vollstandiger Verknipfungs- und Konfigurationsinfaation.

4.3.3.2 Automatische Zuordnung der dekonvulierten Spektren

Durch die in Abschnitt 4.3.3.1 gezeigte Dekonvalntivon NMR-Spektren kann in
Kombination mit den MS-Ergebnissen eine eindeu#g®rdnung vorgenommen werden.
Neben der erfolgreichen manuellen Interpretationne® auch dekonvulierte Spektren der
automatischen Identifikation unterzogen werden Asschnitt 4.1.3). So werden die
dekonvulierten Spektren von Nona- und Decasacchanter gleichen Bedingungen
identifiziert wie die reinen Spektren. Damit ergdith aus 1.) chromatographischer Trennung
mit starker Uberlappung der Komponenten im Chrogramm 2.) Akquisition von NMR-
und MS-Daten 3.) 3D-Kreuzkorrelation und 4.) auttsther Spektreninterpretation die

eindeutige Strukturzuordnung.

Abbildung 22 zeigt das extrahierte Spektrum desaBaccharid® (s. Abschnitt 4.3.3.1) im
Vergleich mit dem durch automatische Zuordnung dem#ébschnitt 4.1.3 ermittelten
Spektrum. AuRerdem ist das Differenzspektrum (digrées Spektrum — berechnetes
Spektrum) abgebildet. Unterschiede werden im Daffiespektrum durch negative oder
positive Abweichungen von der Basislinie kenntlggmacht. Diese resultieren einerseits aus
unterschiedlicher Linienbreite (z. B. Man-4, H-apdererseits aus Signalmodulation durch
die Wasserunterdrickung in den experimentellenid&eispielsweise sind die H-1 Protonen
des GIcNAc-2 ¢,3) aufgrund der Nahe zum HDO-Signal nahezu vollsginohterdrickt,
wéhrend die Signale der anomeren Protonen von GieBIB und Gal-6/6° einen
Dispersionsanteil tragen, der an dem ,Einschnitkeanbar ist. Unterschiede bei den H-1 der
Fucose-Einheit resultiert aus dersimgabasdehlerhaften Zuordnung vom- und [3-Signalen

(s. a. Tabelle 1, Abschnitt 4.1.4). Unterschiede wten experimentell erhaltenen Daten
gegenuber den berechneten Spektren sind zu erwardan beispielsweise von
Durchschnittswerten fur Kopplungskonstanten undeunhreiten ausgegangen wird und die
berechneten Daten perfekte Linienformen aufweisehkeine Verunreinigungen beinhalten.
Durch optimierte Anpassung der berechneten Datetieaexperimentellen Spektren kénnte
eine weitere Verbesserung erreicht werden. Denkfdae beispielsweise, die Auswirkungen
der Wasserunterdrickung, die abhangig von der Kogskonstante und der gewdahlten
Pulslange in der Unterdriickungssequeszcitation sculpting sind, in die Berechnung der
Signale einzubeziehen. Gezeigt ist jedoch, dassutiematische Spektrenerkennung tolerant
gegenuber geringfligigen Unterschieden ist, solamgexperimentellen Daten ein hohes S/N
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aufweisen. Durch die Verwendung von 3DCC geht gdheine S/N-Verbesserung einher, da
fur die Berechnung des extrahieren Spektrums dasr&umnspektrum verwendet wird (s. a.
Abschnitt 4.4.1.2).

GN1 M4 M4’ F GN2 GN5/5 G6/6° M3,4,4’, H-2,
H-1a H-1 H-1 H-1 H-1 H-1 H-1 F, H-5
c
(a-b)
ﬂ J/\ b
ﬂ M a
1 | | | | | |
52 5.0 4.8 46 44 4.2 4.0
3 (ppm)

Abbildung 22: Automatische Spektrenidentifikation, a: zu untersuchendes Spektrum U, entspricht hier
dem durch Korrelation mit dem EIC der Massem/z=916.3147 extrahierten Decasaccharid-Spektrum; b:
durch automatische Spektreninterpretation gefundens, berechnetes Spektrum, entspricht hier der
CCSD-No. 42857 (Decasaccharid 2), also der korrekteZuordnung; c: Differenzspektrum (a-b).
Verwendete Kurzschreibweise: G (Gal), GN (GIcNAc)M (Man), F (Fuc). Signale die in ¢ negativ sind,
entsprechen also Bereichen, die im berechneten Spekn b zu stark vertreten sind. Signale die in ¢
positiv sind, entsprechen Signalen, die im berechten Spektrum b nicht oder vermindert auftreten. Es
sind einige Abweichungen erkennbar, was zeigt, dagine gewisse Toleranz gegentber Linienbreite (M4,
H-1) und z.B. durch Wasserunterdrickung modulierte(z.B. G6/G6‘ H-1) oder unterdriickte Signale (z.B.
GNZ2 H-1) gegeben ist.

Eindeutige Zuordnung von Korrelationsspektren

Das Korrelationsspektrum des Decasaccharids wineh lurchsuchen von 523 mdglichen
berechneten Spektren bei eineot off von 0.2 eindeutig der richtigen CCSD-Nr. 42857
zugeordnet. Das Korrelationsspektrum des Nona woedn gleichencut off ebenfalls
eindeutig der richtigen CCSD-Nr. zugeordnet, wemie, zuvor beschrieben, alle Eintrdge um
0.0026 ppm zu tieferem Feld verschoben werden G1a4).
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4.4 Analytik der Glycane des bovinen Fibrinogens

Bovines Fibrinogen ist ein Glycoprotein, welchesdan Blutgerinnungskaskade beteiligt ist.
Es weist eine dimere Struktur auf, deren monomelahdien aus jeweils drei

unterschiedlichen Ketten @A BB undy) aufgebaut sind®®’ Die Glycane sind an zwei

Glycosylierungsstellen innerhalb dpf und y-Kette verknupft und bilden einen Anteil am
Glycoprotein von 3.9 Gew.-%%:°® Aufgrund der guten Verfiigbarkeit eignet es sich al
Modellsystem. Im Folgenden wird dargelegt, dasscliutie Kombination von MS- und

NMR-Daten Strukturen nachgewiesen werden konntenfinl das bovine Fibrinogen bisher
nicht publiziert sind. Aul3erdem konnten NMR-Datén massenisobare Strukturen erhalten
werden, die bisher nicht literaturbekannt sind.faigenden Abschnitt wird zudem gezeigt,
dass aus einem Chromatographielauf mit starker laji@ung der einzelnen Komponenten
durch die Anwendung von 3DCC Strukturinformatiorerhalten werden kénnen, die eine

eindeutige Charakterisierung erlauben.

4.4.1 3DCC zur Charakterisierung der neutralen Glycama kovinen Fibrinogen

Die Glycane des bovinen Fibrinogens wurden nach ifm@atem literaturbekannten
Protokoll abgespalten und gereinigt® Dazu wurde das Protein zunédchst denaturiert,
anschlieBend durch einen tryptischen Verdau initkepind Glycopeptide gespalten und die
Glycane nach zwischenzeitlicher Dialyse durch Verdait PNGase F abgespalten. Die
Umsetzung mit Sialidase lieferte neutrale Glycandtren, die Uber eine anschlielRende
gemischte lonentauschersaule gereinigt wurden. iDabdief die Umsetzung mit der
Sialidase nicht quantitativ, was in einer Anreichey von in der nativen Form desialylierten
Strukturen resultierte (s. a. Abschnitt 4.4.4). \desem Gemisc1 wurde eine modifizierte
chromatographische Trennung nach Muddireaml. an PGC durchgefiiht?® Jede der fiinf
Hauptkomponenten weist unter den verwendeten Badgen im Chromatogramm zwei
Peaks auf, je einen fix unda-Anomer. Daraus resultiert eine starke UberlappiergPeaks
und die Substanzen sind nur sehr unvollstandigegetr(s. Abbildung 23), da entwedeyr
oderB-Peak oder aber beide eine starke Uberlappung @akdanderer Substanzen zeigten.
Trotz dieser extremen Uberlagerung der Chromatdugppaks kénnen durch 3DCC die zur
Strukturaufklarung notwendigen Informationen eryakverden.
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Abbildung 23: 3DCC am Beispiel eines Gemisches kongxer biantennarer Glycanstrukturen aus dem
bovinen Fibrinogen mit samtlichen Informationen die im Chromatogramm enthalten sind. A:
Chromatogramm, detektiert als TIC, mit EICs. B: Tabelle mit Retentionszeiten und Auswertung der MS-
Daten. C: extrahierte NMR-Daten (Emg bzw. mit Asterisk*: E4,g), die zusammen mit den extrahierten

m/z den rechts dargestellten Zuckerstrukturen zugeordat werden kénnen.
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Durch Anwendung von 3DCC kdnnen nach Akquisitiom \MS- und NMR-Daten in der
zeitlichen Abhangigkeit des ChromatographielaufiesSpektren a-e) extrahiert werden. Die
Kombination der extrahierten NMR-Spektren mit deefiderten m/z resultiert in der

Zuordnung der als Piktogramme gezeigten Strukturen.

Extraktion der MS-Daten

Anhand des TIC konnen die in Abbildung 23 gezeidi@s extrahiert werden. Diese sind
zusammengefasst in der MatrMmy. Zu erkennen ist, dass jedes EIC zwei Maxima
aufweist, die aus der Trennung aerund 3-Anomere resultieren. Die Peaks zeigen starke
Uberlappungen. Aus der Integration der EICs errenlsich die Anteile der Komponenten zu
a=40 %, b=20 %, c=18 %, d=14 % und e=9 %.

Tabelle 4: Korrelation der EICs untereinander, grau hinterlegt sind die paarweise maximalen

Korrelationskoeffizienten.

EIC, EIC, EIC. EICy EIC,
(Deca2) (fuc. Nona3) (Nonal) (Dodecad) (Undecab)
EIC, (Deca?) 1.00 0.27 0.20 -0.11 0.00
EIC, (fuc. Nonad) 0.27 1.00 0.11 -0.27 0.10
EIC, (Nonal) 0.20 0.11 1.00 -0.28 -0.33
EIC4 (Dodecad) -0.11 -0.27 -0.28 1.00 0.04
EIC. (Undecab) 0.00 0.10 -0.33 0.04 1.00

Eine Abschéatzung des minimalen Korrelationskoedfiten um ein NMR-Signal (EDC)
eindeutig einem EIC zuweisen zu konnen, ergibt saals der Korrelation der EICs
untereinander (s. Tabelle 4). Beispielsweise kmmteldas EIG (fuc. Nona3) mit EIC,

(Deca2) mit einem Koeffizienten von 0.27. Demzufolge kénmur EDCs die mit dem E}C
des fucosylierten Nonasaccharidseinen Korrelationskoeffizienten von >0.27 aufwaise

eindeutig EIG zugeordnet werden.

Komponente a: Decasaccharid (2)

Das Decasaccharid 2)( ist die Hauptkomponente des Gemisches (Spektran,
Abbildung 23a). Durch 3DCC kann das Subspektraimaxtrahiert werden, das mit dem
experimentellen Spektrum des Decasaccharids imid&emer structural reporter groups

vollstandig Gbereinstimmt.
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Komponente b: fucosyliertes Nonasaccharid (3)

Die Auswertung des MS-Spektrums ergibt die Zusanseiznng Hex4HexNAc4dHex (Hex:
Hexose, HexNAc: N-Acetylhexosamin, dHex: Deoxyhexose), woraus siclis a
Strukturvorschlag das um ein Galactoserest redezigecasaccharid ergibt. Die Struktur und
Position der Galactose kann durch Anwendung sllesctural reporter groupgkonzepts aus
einem reinen NMR-Spektrum schnell bestéatigt bzwenidiziert werden, wahrend diese
Information anhand eines Mischungsspektrums odematurch MS oder MS/MS nicht
erhaltlich ist. Die 1,4-Verknipfung des Galactosege am 3-Arm ist sichtbar an der
Verschiebung des H-1 des Galactoserestes, sowi&@tschiebung des anomeren Protons
des Man-4'. Das dekonvulierte Spektrum zeigt gegenidem Summenspektrum die
Verstarkung der Intensitat des Gal-6 H-1 und des-MtaH-1 (s. Abbildung 24, jeweils durch
Pfeile hervorgehobenen Signale), welche die Posiaon 3-Arm im Vergleich zu den
Signalen einer mdglichen Verknipfung am 6-Arm begé. Jedoch ist eine eindeutige
Aussage so erschwert. Das Einfuhren einer gewihté&ekonvolution ermdglicht die
eindeutige Zuordnung. Dazu geht der Korrelationffkoent in vierfacher Potenz in die
Multiplikation mit dem Summenspektrum ein. Daraesultiert die starkere Gewichtung
hoher Korrelationskoeffizienten gegentber niedrig@nrelationskoeffizienten im Vergleich
zur linearen Gewichtung (s. a. Abbildung 28). Abbilg 24 zeigt einen Ausschnitt des
dekonvulierten, sowie des gewichtet-dekonvulier@gmektrums im Vergleich mit einem
experimentell erhaltenen Spektrum des isoliertenig@d@accharids 3 sowie dem
Summenspektrum aller NMR-Date84).

Die Zuordnung des Isomers erfolgt tUber das Dulilett Galactoserestes W@&i4.467 ppm,
sowie das anomere Proton der Man-4‘ Bei4.916 ppm, welches durch die fehlende
Galactose gegenuber dem Signal @ei4.925 ppm eines galactosetragenden 6-Arms
verschoben ist. Auch das GIcNAc-5° H-1 Signal b®i4.554 ppm bestatigt die in
Abbildung 24 gezeigte Struktur, sodass diese in HKaation mit MS zweifelsfrei
charakterisiert werden kann. Weiterhin ist auche eduflosungsverbesserung im gewichtet-
dekonvulierten Spektrum erkennbar, die beispielssvedie Auswertung des Fuc H-1
erleichtert. Beim Durchsuchen vengabaseindglycosciences.deird eindeutig die korrekte
Struktur gefunden, wenn die Signalliste anhandREakmaxima von Man-4' H-1, Fuc H-1
(a,B), GIcNAc-5 und GIcNAc-5' H-1, und des anomerentBns von Gal-6 im gewichtet-

extrahierten Spektrum erzeugt wird.
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Abbildung 24: Fucosyliertes Nonasaccharid (3): Vergich von extrahierten Spektren mit dem
Summenspektrum (%) und einem experimentellen Spektrum (Exp) der geisigten Komponente. Die
chemischen Verschiebungen des H-1 der Man-4‘ und G& sind essentiell fir die Unterscheidung der
Position der Galactosylierung. Durch die Gewichtungwird neben der Verbesserung des S/N eine
zusétzliche Auflésungsverbesserung durch die besgebiskriminierungseigenschaft der mit der 4. Potenz

gewichteten Korrelationskoeffizienten erreicht (E4ns)).

Die im einfach-dekonvulierten NMR-Spektrum auftreten Signale bed=4.473 ppm und
0=4.925 ppm, die nicht zu der gezeigten Strukturbgem resultieren vermutlich aus einer

partiellen Korrelation mit dem im Chromatogramm ildggpenden Decasaccharid. Die
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Korrelation von EIG (fuc. Nona3) und EIG ergibt einen Koeffizienten von 0.27, sodass

dieser einen Grenzwert fur die Unterscheidbarkaistbllt.

Das Isomer, welches den Galactoserest am 6-Arnt, tséigrde zwar ebenso die zuvor
genannten Signale aufweisen, in diesem Falle miabstedie Intensitat der beiden anomeren
Protonen von GIcNAc-5 bzw. 5' bé&=4.580 ppm und=4.554 ppm identisch sein. Da die
Intensitat des Dubletts b&+4.580 ppm im einfach-dekonvulierten Spektrum hdsgrmuss
sich diese aus den zwei GIcNAc-5/5° H-1 des Deahdem GIcNAc-5 H-1 des fucosylierten
Nona 3 zusammensetzen. Im Gegensatz dazu entspricht igaal $ei d=4.554 ppm nur
einem Signal, dem H-1 des GIcNAc-5' v8nDas bestatigt sich auch darin, dass laut MS-
Daten einer vergleichbaren Probe das Verhéltnis fdessylierten Nonasaccharid8) (zu
einer isomeren Struktur von 14:1 ergibt und sonaitldtensitat deutlich geringer sein misste.

Komponente c: Nonasaccharid (1)

Anhand der MS-Daten kann Komponemtals Hex5HexNAc4 nachgewiesen werden. Die
structural reporter groupsignale im dekonvulierten NMR-Spektrum bestatigere d
Abwesenheit der Fucose und filhren zu der Zusamreemge eines biantennéaren Glycans
vom komplexen Typ. Wichtige Merkmale des gewiclaetrahierten Spektrums sind die
Position des GIcNAc-1 H€l bei 8=5.188 ppmdie Unterdriickung der Fucose-Signale (H-1
bei d=4.89 ppm und H-6 bé=1.21 ppm), die anomeren Protonen zweier Galactseteund
die Position der anomeren Protonen von Man-4 uhtheéd=5.119 ppm und=4.927 ppm.
Allerdings erfahren einige Signale, wie beispiels#&edie H-2 Protonen der Mannosereste,
sowie dadN-Acetylsignal von GIcNAc-5 eine Reduktion gegentutem einfach extrahierten
Spektrum oder einem experimentellem Spektrum. Bi¢st insbesondere dann auf, wenn
NMR-Signale global auftreten, also identisch furhneee verschiedene Strukturen sind.
Dieses Problem wird in Abschnitt 4.4.1.1 diskutiefnhand der eindeutigestructural
reporter groupSignale in Kombination mit der aus dem Massenspakterhaltlichen
Information ergibt sich zwingend die oben gezefgriktur (s. Abbildung 23).

Komponente d: Dodeca 4

Komponente d hat nach MS die Zusammensetzung Hex7HexNAc4dHexm D
Korrelationsspektrum sowie dem gewichtet-korrediariSpektrum kénnen folgende NMR-
Signale sicher entnommen werden: i) die dd-Aweier 1,3-verknupfter Galactosereste bei
0=5.147 und 5.145 ppm, ii) die H31Protonen beid=4.54 ppm, charakteristisch fur die

Galactosereste 6 und 6°, an deren 3-Position emieere Verknipfung zu finden ist, sowie
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iii) ein intensives Signal im Bereich von 4.20 18 ppm, bei dem neben dem Man-4 H-2 die
H-5 Protonen von Gal-7/7, sowie die H-4 von G&-‘&u finden sind, und iv) ein Signal bei
4.02 ppm, welches charakteristisch fur das H-4dPrebnal,3-verknipften Galactoseresten
ist (s. a. Abschnitt 4.4.5). Weitere Information@erden beispielsweise durch die nur im
einfach korrelierten Spektrum sichtbaren Signale @ENAc-5/5° H-1 Protonen erhalten.
Fehlende Signale resultieren wiederum daraus, Sigsgle global auftreten. Es werden also
bei geringer konzentrierten Komponenten im Wesgmel die charakteristischen Signale,
wie die zuvor beschriebenen der zusatzlichen Gadactste, hervorgehoben. Auch durch die
Berechnung von Kendalls Rangkoeffizienten konnter lieine Verbesserung beobachtet

werden.

Alle fehlenden Signale missen aber zumindest imrsemspektrum auffindbar sein. Deshalb
kann beispielsweise mit grolRer Sicherheit von eideB-verknlpften Fucose-Einheit
ausgegangen werden, da die fur eine 1,3-verknifpft®se charakteristischen Signale auch
im Summenspektrum nicht auftreten. Auch dasoHdes proximalen GICNAc-1 muss sich
mit der chemischen Verschiebung der Hauptkompondetken, da es bei individueller
Verschiebung im Korrelationsspektrum auftreten velirdinhand der wichtigen Signale kann
in Kombination mit der Information aus den MS-Datha in Abbildung 23 gezeigte Struktur

erhalten werden.

Komponente e: Undeca 5

Bei Komponentee handelt es sich nach MS um ein Oligosaccharid Kemposition
Hex6HexNAc4dHex. Die Zuordnung erfolgt anhand &idr Argumente wie
Komponented. Wiederum werden die Signale hervorgehoben, die won den Signalen der
weiteren Strukturen unterscheiden. Die chemischesdhiebung des H-1 voml,3-
verknupften Gal-7* beid=5.147 ppm, tieffeldverschoben gegentber dem e@®er7, ist
charakteristisch fur die Verkntpfung mit der Gal-Bul3erdem erscheint zumindest partiell
das Dublett des H-1 der terminalen Gal-6 &&1.47 ppm. So kann eindeutig gesagt werden,
an welcher der beiden Antennen der zusétzlichec@edarest verknlpft ist. Weiterhin ist im
einfach-dekonvulierten Spektrum neben demcHvbn GIcNAc-1, sowie den H-1 von Man-
4' und Fuc-1', auch das Auftreten der weiteren Siglhale (H-4, H-5) zu erkennen. Ein
Vergleich der Extraktion durch Verwendung der Kéatien nach Pearson, Spearman und
Kendall ist in Abbildung 25 aufgefihrt. Beispielsseist das H-1 der Man-4 b&5.12 ppm
nach Kendall und Spearman deutlich besser exttahyggichzeitig ist im Bereich von

0=4.47 ppm nur anhand der Pearson-Korrelation dieetdoheidung der H-1 von Gal-6 und
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Gal-6* und damit eine Unterscheidung von isomergrukBuren moglich. Detailliertere
Angaben zur Zuordnung finden sich in Abschnitt3.4.
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Abbildung 25: Extraktion des Undecasaccharids nachPearson, Spearman und Kendall. Die
Korrelationsspektren, die nach Pearson (g 5), Spearman (EQng) und Kendall (ESm ) erhalten wurden
sind im Vergleich zum Summenspektrum (&) und einem experimentellen Spektrum des gereinigte
Undecas (Exp) gezeigt. Beispielsweise wird das MdnH-1 Signal deutlich besser durch die Korrelation
nach Spearman und Kendall erhalten, jedoch ist dafilidie Unterscheidung des Gal-6 H-1 bed=4.467 ppm
gegeniiber dem Gal-6' H-1, welches im Undeca vob=4.473 zué=4.544 ppm verschoben ist, durch
Pearson besser gegeben. Zusammen mit der chemischéerschiebung des H-& des 1,3-Gal-Restes bei

6=5.147 ppm lasst sich so das Undecaisomer identiéizen.
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Informationsgewinn durch 3DCC

Das hier gezeigte Chromatogramm stellt ein Extrasplie beziiglich suboptimaler Trennung
der Komponenten dar. Selbst bei diesem Lauf, ben dke Komponenten sehr starke
Uberlappungen aufwiesen, konnten die zur Struktindniung notigen Informationen erhalten
werden. Entsprechend universell ist 3DCC also beaiwvolistdndig getrennten

Substanzgemischen einsetzbar.

4.4.1.1 Methoden zur Optimierung der Spektrenextraktion

In den oben genannten Beispielen (Abschnitt 4 wid) ersichtlich, dass in Abhangigkeit der

Substanzmenge und des Uberlappungsgrades der E&D-Bmzelne Signale nicht perfekt

korreliert werden, d. h. entweder nicht vollstandigerdriickt oder zu stark unterdrtickt sind.
Aus diesem Grund wurden unterschiedliche Methodéih Grundlage der Pearson’schen
Korrelation darauf hin Gberpruft, ob eine Verbeasgrder extrahierten Daten erreicht werden
kann (Tabelle 5).

Tabelle 5: Methoden zur Optimierung der Spektrenextaktion.

Methode Beschreibung der Methode

RT NMR-Spektren von Fraktionen fur die giligd<max(lec)/100 werden
(Retentionszeit)t gleich Null gesetzt.

Filter

cut off Korrelationskoeffizientewr, s < cut off werden = 0 gesetztcift off wird

entsprechend Tabelle 4 gewahlt)

Signifikanztest | Es gilt: wenn ggepc <0.05, dann ist die Korrelation gg epc)

signifikant, Konfidenzlevel 5 %

Gewichtung Gewichtung mit 4. Potenz:

Cno>Cno

Gewichtung durch sigmoide Funktion:

1
(Cmok 2 Fems
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Abbildung 26 zeigt das Ergebnis der verschiedeneethbtden am Beispiel der
Korrelationsdaten des fucosylierten Nonasacchaf®)s Eingerahmt ist das Spektrum,
welches durch gewichtete ExtraktioB4(mgs) erhalten und als die optimale der verglichenen

Methoden bewertet wurde.
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Abbildung 26: Vergleich verschiedener Optimierungsarianten am Beispiel des fucosylierten

Nonasaccharids. Die Pfeile 1-4 markieren unterschiéiche Signale, die hier detaillierter betrachtet
werden. Mit Rahmen versehen ist das gewichtet-exthéerte Spektrum, welches fir die Charakterisierung
ausgewahlt wurde (s. a. Abbildung 24). Pfeil 1 mailkrt das H-1 der Man-4‘, Pfeil 2 den Bereich der Ht-
Protonen von terminalen 1,4-verknipften Galactosersen. Beide Signalgruppen sind nur im Spektrum B
eindeutig zuordenbar. Pfeil 3 markiert die verbessge Auflosung desN-Acetylsignals des GIcNAc-2 d
und B), Pfeil 4 das in den Spektren A, C-F zu viel aufetendeN-Acetylsignal eines galactosylierten 6-Arm
GIcNAc (5). Insgesamt wurde die Methode der mit \érter Potenz des Korrelationskoeffizienten
gewichteten Extraktion, aus der Spektrum B erhaltenwerden kann, als die optimale der vorgestellten
Methoden im Vergleich zur einfachen Extraktion bewetet.
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Wichtig fir die Unterscheidung, welcher Arm galasstitert vorliegt, sind die chemischen
Verschiebungen der Signale von Man-4‘ H-1 und G&l-& (markiert in Abbildung 26 mit
den Pfeilen 1 und 2). Die Spektren A und C-F weib@r doppelte Signalsatze auf, die
vermutlich aus der Uberlappung mit dem Decasacthé) resultieren (Man-4' H-1:
0=4.916 ppm und=4.925 ppm, Gal H-16=4.467 ppm und=4.473 ppm). Dadurch ist eine

eindeutige Interpretation nur anhand des gewidaatgthierten Spektrums mdglich.

Am Beispiel der EDCs der Signale [@ei4.926 ppm un@d=4.916 ppm werden im Folgenden
die Resultate der verschiedenen Methoden erla#tbtildung 27).

Einfache Extraktion ohne Gewichtung

Die beiden Signale beé=4.926 (A) und 4.916 ppm (B) weisen im Summenspektein
Intensitatsverhaltnis von 1:0.6 auf. EP&orreliert mit EIGyc. nonaMit 0.90, wahrend EDC
entsprechend mit 0.36 korreliert. Daraus ergibh diir das einfach extrahierte Spektrum
(ohne Filter, Abbildung 26A) ein Intensitatsverinét von A zu B von 0.7:1, beide Signale

sind also vorhanden.

Extraktion nach Gewichtung des Korrelationskoeffizenten mit der 4. Potenz

Durch die gewichtete Extraktion ergibt sich dann ¥erhaltnis von 0.04:1, wodurch eine
eindeutige Interpretation mdglich ist. Erkennbal, dass die NMR-Signalverlaufe von
groBRerem Rauschen betroffen sind als die EICs, w@f aus der intrinsischen
Geratesensitivitat  ergibt.  Vermutlich ergeben sicldaraus Variationen des

Korrelationskoeffizienten.

Signifikanztest

Der p-Filter ist die Einbeziehung eines Signifikeasts, der die Wahrscheinlichkeit einer
zufalligen Korrelation ermittelt und damit ein Mdil¥ die Zuverlassigkeit des bestimmten
Korrelationskoeffizienten darstellt. Fir p<0.05 @it Wahrscheinlichkeit einer zufalligen
Korrelation <5%. Generell gilt, dass die Bestimmuigs Korrelationskoeffizienten umso
genauer ist, desto mehr Datenpunkte fir die Kaioglazur Verfigung stehen. Dadurch, dass

die Korrelation von g, omakic, =0-36 signifikant ist (far p<0.05), kann durch die

Anwendung des Signifikanztests hier keine Optimmgriezuglich der Unterscheidung der

Signale erwirkt werden.
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Abbildung 27: Vergleich von EICs und EDCs bei6=4.926 ppm undd=4.916 ppm. Im Summenspektrum
sind in cyan die nach sugabasevorgegebenen chemischen Verschiebungen der Verbumben 1-5
markiert. Das NMR-Signal bei 8=4.916 ppm (EDG, rot) ist essentiell, um die Struktur des fucosyéirten
Nonasaccharids (3) eindeutig charakterisieren zu kinen. Es korreliert mit dem EIC von 3 mit einem
Koeffizienten von 0.90. EDG entspricht dem Verlauf des NMR-Signals bed=4.926 ppm. Diese chemische
Verschiebung weist das H-1 der Man-4' auf, wenn dié-Arm Antenne mindestens eine Galactose tragt,
wie es fir die Verbindungen 1,2,4 und 5 der Fall iSEDC, (6=4.926 ppm) korreliert mit dem EIC von 3
mit einem Korrelationskoeffizienten von 0.36. Daduch erscheint dieses Signal im Korrelationsspektrum
des fucosylierten Nonasaccharids, obwohl es keineltoton zuordenbar ist. Durch die Gewichtung wird
das Verhdltnis von Signal A:B von 0.7:1 (im einfachextrahierten Spektrum) zu 0.04:1 (im gewichtet
extrahierten Spektrum) verschoben.
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Definition descut off Filters

Tabelle 4 zeigt, dass die EICs von De2aund fucosyliertem Non&B) eine Korrelation von
0.27 aufweisen, weshalb dieser Wert @lg off fur die Extraktion der Spektren D und F
gewahlt wurde. Analog kdonnen die Werte fur die Bition der anderen vier Komponenten
gewahlt werden. Derut off Filter wurde hier so definiert, dass die Korrelatkoeffizienten
gleich Null gesetzt werden, wenn sie unterhalb akfgiertencut offsliegen. Daraus ergibt
sich allerding ein unstetiger Verlauf des Gewiclysfaktors beimcut off Werte knapp
oberhalb descut offs sind also Uberbewertet gegentiber Werten, die hadterliegen
(s. Abbildung 28).
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lineare Gewichtung ,"
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% 04_ ’/ —
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Abbildung 28: Entwicklung des Korrelationskoeffizienten bei verschiedener Gewichtung. Ahnlich wie
beim hier gewahltencut off von 0.27 werden auch bei der Gewichtung des Koefiienten mit der 4. Potenz

Werte unterhalb von 0.3 nahezu vollstandig unterdrizkt.

Dadurch, dasscgicy,, yon.ric, OPerhalb descut offs liegt, wird hier keine verbesserte
Unterscheidung der Signale erreicht. Prinzipied3é sich dercut off sicherlich manuell

anpassen, sodass eine Verbesserung auftreten Xiatsetzung ist jedoch, ein automatisch
einsetzbares Verfahren zu entwickeln, das auchumiaekannten Verbindungen die korrekte
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Extraktion erlaubt, ohne dass abgeschatzt werdessmwelchercut off fur welche

Komponente im Gemisch geeignet sein kbnnte.

Anwendung eines Retentionszeit-Filters

Weist das EIC einer Komponente in einer Fraktiomiger als 1% der maximalen Intensitat
auf, so sind die NMR-Signale dieser Komponente pek&um der entsprechenden Fraktion
vernachlassigbar gering. Deshalb wurden beim Retesteit-Filter (RT-Filter) diese
Spektren parallel zu den MS-Daten entweder gleigh §esetzt, wie es fur das Spektrum in
Abbildung 26 (E) vorgenommen wurde oder kbnnerradtiev aus der Korrelation komplett
entfernt werden. Ein Problem bei der Anwendung Ri€ég-ilters ist, dass die Anzahl an fur
die Korrelation relevanten Datenpunkten verringevird, sodass im Endeffekt die
Wahrscheinlichkeit einer zufalligen Korrelation énh werden kann. Entsprechend kann die
zuféallige Korrelation eines Datenpunktes durch diessere zeitliche Auflosung, also die
Aufnahme von mehr Datenpunkten, verringert werdéoch die Einbeziehung des
Signifikanztests ist denkbar. Allerdings wurdenrhabenfalls keine optimalen Ergebnisse
beobachtet, da essentielle Signale nicht erhalterdem (Spektrum nicht gezeigt). Haufig
ahnelten die Korrelationsspektren, welche durch é&miung des RT-Filters gewonnen

wurden, dem Summenspektrum der verbleibenden Braii

Kombination des Retentionszeitfilters mit einencut off

Die Kombination mit einemcut off kann sinnvoll sein, unterliegt aber den gleichen
Problemen, wie zuvor beschrieben. Der RT-Filterdestn gut einsetzbar, wenn Substanzen
im Chromatogramm Peaks ohne starke Uberlappungedsdgw, wie es fiir dea-Peak des
Dodeca der Fall ist (Abbildung 27). Beispielswemsgt EDG in den letzten Fraktionen
(27-31) ein Profil, welches eindeutig dexrPeak im EIC des Dodeca entspricht. Trotzdem
betragt der Korrelationskoeffizient beider Verlaufeir 0.02, weshalb das Signal im
extrahierten Spektrum des Dodecasaccharids nidtritalDas liegt daran, dass das anomere
Signal der Man-4‘ bed=4.926 ppm fur 4 der 5 Verbindungen bei der gleicbhkemischen
Verschiebung und somit global auftritt und deshalk Profil eher der Summe der EICs
entspricht. So ist die Korrelation zu den héherzamrierten Substanzen wie dem De2a (
starker ausgepragt. Hier kann durch den Retenwutfiter die Korrelation verbessert
werden, da der globale Charakter des Signals gamntirwird. Allerdings ist dea-Peak des
Dodeca von keiner Uberlappung betroffen, sodass hiech die Verwendung des
Summenspektrums tber die Fraktionen 27-31 eingreégerbares Spektrum ergibt, wobei die

Signalintensitaten der Spektren im Bereich [gl¢%aks verloren gehen.
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Einfluss der gewichteten Extraktion auf die Korrelaion globaler Signale

Die gewichtete Extraktion wurde hier als am begierignete der verwendeten Methoden
vorgestellt, ist aber ebenfalls von der Problemgtdbal auftretender Signale betroffen. Das
wird am Beispiel desN-Acetylsignals in den Spektren des Nonasaccharidstlicke
(Abbildung 29).

fucosyliertes Nona (3) Nona (1)

N2 GN-5/5’ GN-5’
- b GN-2 GN-5 |GN—1

Yk A
N

®

s P A

. . . ] . . . . | .
2.1 2.04 2.1 2.04

S (ppm) S (ppm)
Abbildung 29: Auswirkung der Gewichtung am Beispiel der N-Acetylregion des fucosylierten

Nonasaccharids (3) und des Nona (1). (k- E4mg: bezeichnen die Potenz mit der der
Korrelationskoeffizient ¢ in die Berechnung der Spektren eingeht. Gezeigt tisdie Region der
N-Acetylprotonen der GIlcNAc-Reste (GN) fur das fucodierte Nona 3 und das Nona 1. Die Pfeile a-c,
sowie die gestrichelte Linie markieren Besonderheainh in den Spekiren. Am Beispiel des fucosylierten
Nona 3 ist die Optimierung des Spektrums durch stdere Gewichtung erkennbar. Pfeil a markiert das
GlcNAc-2 (GN-2) des fucosylierten Nona 3, welchesicth das Auftreten von a- und B-Konfiguration des
benachbarten GIcNAc-1 zwei Signale im Spektrum aufeist. Hier ist eine deutliche Unterscheidung des
zum a-Anomer gehérenden Signals im Gegensatz zu dem d@sAnomers zu erkennen, was einer
Aufldsungsverbesserung entspricht. Dieses ist audim reinen Spektrum erst bei entsprechend harter
Prozessierung erkennbar. Pfeil b weist auf ein Sigh hin, welches nicht zum fucosyliertem Nona gehort
und durch die Gewichtung mit 4. Potenz weitgehend liminiert wird. Gleichzeitig wird im Fall des
Nonasaccharids das mit Pfeil ¢ markierteN-Acetylsignal des GIcNAc-5 des Nona 1 unterdriicktnd das
Signal des GIcNAc-1 (gestrichelte Linie) in der Irgénsitdt vom a- zum B-Maximum verschoben. Dieses

resultiert aus dem globalen Charakter der Signaleq; a. Abbildung 30).
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Hierbei wurde der Korrelationskoeffizient mit demt€nzen 1-4 in die Berechnung der
extrahierten Spektren einbezogen. Wahrend dNeAcetylregion des fucosylierten
Nonasaccharids durch die starkere Gewichtung -eindlogungsverbesserung erfahrt
(Abbildung 29, GN-2, Pfeil a) und das mit Pfeil ankierte Signal besser unterdrickt wird,
ist in der gleichen Region des Norg éine Modulation der Signale erkennbar. Zwar wird
das Signal bed=2.096 ppm ebenfalls unterdrtickt, gleichzeitig lerféaber auch das zum
Spektrum gehorenddN-Acetylsignal des GIcNAc-5 eine drastische Intéitsiteduktion
(Pfeil ¢). Aulerdem lasst sich beiN-Acetylsignal eine Hochfeld-Verschiebung des
Maximums beobachten, die beim gleichen Signal desdylierten Nonasaccharids nicht
auftritt (jeweils gestrichelte Linie). Das Signaédt bei beiden reinen Komponenten bei
0=2.039 ¢) und 2.037 ppmf{). Im Falle des Nonasaccharids wird die Intensgétn
guantitativ geringer vorkommendefy-Signal bei 6=2.037 ppm verschoben. Die NMR-
Spektren deN-Acetylregion sind in Abbildung 30 zusammen mit &DCs beid=2.039 ppm
und0=2.037 ppm aufgefuhrt. Auerdem sind die EICs zwargiéich abgebildet.

Es ist erkennbar, dass beide EDCs ein dem EIC des M) folgenden Verlauf aufweisen
und dann den Anstieg entsprechend der weiteren Koemgen im Gemisch durchlaufen.
Dabei verlauft das ED£gs7in den Fraktionen 27-31 flach und weist somit ing&esatz zum
EDG; 030 keine Zugehdrigkeit zum Dodeca auf. Daraus restilgin Korrelationskoeffizient
von 0.76 bzw. 0.52 der beiden EDCs (2.037 bzw. 2.ppm) zum EIC des Nona.
Demzufolge wird dasN-Acetylsignal des GIcNAc{l bei starkerer Gewichtung starker

hervorgehoben woraus eine Umkehr der Intensitébem\zu 3 erfolgt.

Eine Verbesserung kdnnte die Verwendung der Gewnghdurch eine sigmoide Funktion
mit sich bringen (Abbildung 31). Bei dieser Funktioerfahren alle hohen

Korrelationskoeffizienten eine starke und alle nigeh in Abhangigkeit von dem gewéhlten
Wendepunkt eine schwache Gewichtung. Dadurch kodiet@roblematik der Verschiebung
des Maximums von GIcNAc-1 reduziert werden. Es bedaber noch weiterer

Untersuchungen zur Optimierung. Grundséatzlich s¢ &roblem der Zuordnung globaler
Signale zu niedrig konzentrierten Komponenten ei@esnisches damit aber noch nicht

gelost.
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Abbildung 30: Ausschnitt desN-Acetylbereichs von GIcNAc-1 mit den EDCs der Signalbei$=2.039 und
2.037 ppm im Vergleich zu den EICs. Beide EDCs zeig anféanglich einen parallelen Verlauf zu EDE
(rot, Nona 1), entsprechen im weiteren Profil abereher der Summe der EICs und werden deshalb als
globale Signale bezeichnet. Erkennbar ist, dass EDgz; (cyan) einen geringeren Anteil des Dodeca
beinhaltet (Fr. 27-31) und deshalb einen héheren Krelationskoeffizienten in der Korrelation zum EIC,
aufweist als das EDGqzg (blau). Deshalb verschiebt sich bei der Gewichtungmit 4. Potenz im
Korrelationsspektrum des Nonas (1) das Maximum desSignals vom a- (2.039 ppm) zum B-Signal
(2.037 ppm).

Grundlage fiir weitere Optimierungen

Jedes Signal, welches einerseits charakteristisicheihe bestimmte Verbindung ist und
andererseits nur bei dieser Verbindung auftrittdwaweifelsfrei auch in der einfachen
Extraktion dieser Verbindung zugeordnet. Ein Babpdafir ist das Man-4‘ H-1 bei

0=4.916 ppm des fucosylierten Nonasacchar8)s Qurch die Anwendung von Filtern kann
die Spektreninterpretation dann vereinfacht werdemn Korrelationskoeffizienten durch die
starke Uberlappung im Chromatogramm hoher als ¢etvaind. Dann hat sich die gewichtete
Extraktion als vorteilhaft erwiesen. Neben der bems Unterscheidbarkeit der Signale wird
beispielsweise im Vergleich zurout off auch die naturliche Signalform beibehalten.
Probleme resultieren aus Signalen, die bei mehr&m@nponenten die gleiche chemische
Verschiebung aufweisen und deshalb globaler Nand. Diese globalen Signale werden
umso starker durch die Korrelation unterdricktgginger der Anteil der Komponente im

Gemisch ist.
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Abbildung 31: Sigmoide Gewichtung des Korrelationskeffizienten (G, 5)s als alternative Méglichkeit zur
mathematischen Gewichtung des Korrelationskoeffizisten. Dabei erfahren die Korrelationskoeffizienten
in der Nahe des Wendepunktes (hier: x=0.5, k=20) r Umkehrung der Gewichtung, sodass hohe
Korrelationskoeffizienten mdéglichst &hnlich hoch ur niedrige Korrelationskoeffizienten &hnlich gering

gewichtet werden.

Dieser Umstand kann auch die Integrierbarkeit hsstden, wenn stark gewichtete Signale
gegenuber globalen Signalen ein ungleich intenssreintegral aufweisen. Auch die
Korrelation nach Kendall oder Spearman hat in diedeall keine Verbesserung der
Extraktion gebracht, wie es am Beispiel des UndeiteAbbildung 25 diskutiert wurde. Fur
die Interpretation kann helfen, dass wichtige Sghavie beispielsweise das H-1 der
zuséatzlicherol,3-verknipften Galactose(n) (Dodeca und Undeca)eeitig zugeordnet sind
und alle fehlenden Signale zumindest im Summensp@ktertreten sein missen. Dadurch
kann beispielsweise 1,6-verknupfte von 1,3-verktgipfFucose unterschieden werden.
Wichtig ist hier der Einbezug der MS-Daten um eieendeutige Charakterisierung
durchfiihren zu kénnen. Aul3erdem konnte in AbscHnitgezeigt werden, dass auch anhand
von Spektren von Substanzgemischen Informationesr die Zusammensetzung erhalten
werden konnen. Demzufolge konnten auch Verbindungédie aufgrund zu starker
Uberlappung im Chromatogramm keine vollstandigeaBiepung in zwei unabhangige NMR-
Spektren ermoglichen, identifiziert werden.

3DCC konnte hier als Methode am praktischen Bdigpprobt werden. Durch 3DCC war die
Charakterisierung der funf Hauptkomponenten mdéglinodem Informationen aus MS und
NMR-Spektroskopie verknipft wurden und zusammere eiignifikante Verbesserung des
Informationsgehalts erfolgte. Damit konnte die Giage fir weitere Optimierungen gelegt

werden.
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4.4.1.2 S/N-Verbesserung durch Spektrendekonvolution

Mit der Verwendung von 3DCC geht meist eine SignaRausch-Verbesserung einher, da
die einzelnen Spektren nur fir die Korrelation degtowerden, die eigentliche Extraktion
aber anhand der Summe aller aufgenommenen NMR-Dadésn Chromatographielaufes
erfolgt. Damit geht jedes gemessene Signal in @@ nung des Korrelationsspektrums ein.
Durch die Einfuhrung von Gewichtungsfaktoren koni&gnale gegeniber dem Rauschen
weiter intensiviert werden. Abbildung 32 zeigt déargleich von einfach- und gewichtet-
extrahierten NMR-Spektren des Naohan Vergleich zum NMR-Spektrum der Fraktion 5, bei

der der3-Peak des Nona im Chromatogramm maximal ist.

Man-4, S/N von
H-1 Man-4 H-1
NMR-Spektrum Il i |
Fraktion 5 ‘ ! (L My \ I 3.9
<N | R | |
4,5 l L L 2070

E(m.s) J_J ) l M 570

5.2 5.0 4.8 4.6 44 4.2 4.0
S (ppm)
Abbildung 32: Verbesserung des S/N am Beispiel d&na 1. Gezeigt sind das einfach- und das gewichtet
extrahierte Spektrum (Emg bzw. E4mg, es gilt fur die Intensitéat 1@ 1(1<0) wurde gleich O gesetzt) im
Vergleich zum Spektrum der Fraktion 5, dem Maximumdesp-Peaks des Nona im Chromatogramm. Alle
Spektren sind mit einem gleitenden Durchschnitt gdgttet. Das S/N wird hier durch die Extraktion und
die Reduktion des Rauschens um einen Faktor von 14dr die einfache und einen Faktor von 500 fur die

gewichtete Extraktion verbessert (s. a. Tabelle 6).

Die Verbesserung im S/N ist deutlich erkennbar. eEiQuantifizierung kann durch
Berechnung des S/N nach Gleichung 10 vorgenommerdenge ist aber durch die
Schwierigkeit, vergleichbare Bedingungen zu findarihren absoluten Werten vorsichtig zu
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interpretieren. Die nach Gleichung 10 erhaltendd-\%¢rhaltnisse liegen im Schnitt 5-7 %
unterhalb der mit TopSpin (Bruker BioSpin) erhadtenWerte, da bei der Berechnung in
TopSpin zuvor eine Magnitudenkalkulation anhand Real- und Imaginarteil des Spektrums
durchgefuhrt wird. Da fur alle Berechnungen immesshliel3lich der Realteil der Spektren
verwendet wurde, ist die Vergleichbarkeit des SiMeu Verwendung von Gleichung 10

gegeben.

S/N = max(Iymr) Gleichung 10

2 Onoise
S/N — Signal-zu-Rausch-Verhaltnis, max{ur) — Intensitdétsmaximum des
NMR-Signals, onoise— Standardabweichung des Rauschbereichs
Tabelle 6 zeigt den Vergleich der erhaltenen NMRebDaFur die Komponenten Noria
Deca?2 und fucosyliertes Nond wurde das Man-4, H-1 als Signal fur die Berechndeg
S/N gewahlt. Fur die beideal,3-galactosylierten Oligosaccharidé (nd 5) wurde die
Intensitdt des charakteristischen H-Ier zusatzlichen Galactose zur S/N-Berechnung

verwendet.

Tabelle 6: S/N-Verbesserung der extrahierten Spekém gegentber einzelnen Fraktionen (F), berechnet

mit Gleichung 10.

_ S/N einzelner R .
Signal _ S/N VOrEm g S/N vorE4m g
Fraktionen
Nona 1 Fr.5 3.9 570 2070
Deca 2 Man-4, H-1 | Fr. 16 12 730 9480
Fuc. Nona 3 Fr. 13 6.9 1170 24600
Dodeca 4 Gal-7/7¢, |Fr.29 4.6 250 4190
Undeca 5 H-1a Fr. 21 1.7 95 140

Rauschen: 8.5-9.5 ppm, Prozessierung mit EMp 1, Glattung (gleitender Durchschnitt), *es gilt fir
Korrelationskoeffizienten ¢ und Intensitaten I: ¢(c<0) = 0, 1(I<0)=0

Fur die Bewertung der S/N muss bericksichtigt werdass durch den Ausschluss negativer
Korrelation alle Korrelationskoeffizienten kleinBiull gleich Null gesetzt werden (Spalte 4,
SIN VOnEmg). Aullerdem wurden in den meisten Beispielen liti&esn kleiner Null
ebenfalls gleich Null gesetzt, sowie eine Glatt(gigitender Mittelwert, n=5) durchgefihrt,

wodurch sich eine Verbesserung des S/N ergibt.
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Die Gegentiberstellung zeigt, dass charakteristiSadpeale durch die einfache Extraktion und
die mathematische Prozessierung um Faktoren vdbB80rerbessert wurden, wahrend durch
die Gewichtung des Korrelationskoeffizienten mitPétenz im Schnitt eine Verbesserung in
der GréRenordnung von 2Q0® erreicht wurde. Neben der Dekonvolution von Signddann
diese Verbesserung des S/N durch mathematische atpem essentiell fur die

Auswertbarkeit der Spektren sein.

4.4.2 3DCC zur Charakterisierung von massenisobaren sk

3DCC kann auch bei massenisobaren Strukturen etmjewerden. Bedingung fir die
Verwendung von 3DCC sind lediglich geringfugig ustiiedliche Retentionszeiten. Ein
weiteres Gemiscl2 vom bovinen Fibrinogen (s. a. Abbildung 36) wumiesmal unter
Zusatz von Ammoniak an PGC chromatographiert. Dadwurde die Mutarotation so
beschleunigt, dass keine Trennungainund 3-Peaks der Glycanstrukturen auftritt. Daraus

resultiert ein Sensitivitatsgewinn, da die Substaioht mehr Uber zwei Peaks verteilt ist.

Es wurde ein Bereich des Chromatogramms untersuctiem vier massenisobare Strukturen
mit der anhand von MS bestimmbaren ZusammensetadagSHexNAc4 auftreten
(Nonaisomerel,7,8 und 9, Charakterisierung s. Abschnitt 4.4.5.3). DurclakiEionierung
resultiert ein Auflosungsverlust des EIC-Verlautsetidie Fraktionen gegeniber dem direkt
aus LC-MS erhaltenen EIC. Eine Unterscheidung aeeéen Isomere im EIC kann anhand
der unterschiedlichen Retentionszeiten vorgenommeamden. Dazu wurde das nach
Fraktionierung erhaltene rekonstruierte EIC auf imim untersucht, die den Ubergang von
einem Chromatographiepeak zum nachsten markiereh damit die Abgrenzung der
sogenannten sub-EICs (sEICs) mit gleichaia darstellen (Abbildung 33A). Dabei wurden
funf Zeitprofile erhalten, so dass mindestens eimitdum zufallig auftrat. Aus der
Korrelation der NMR-Daten mit sEICresultierte ein nahezu perfekt extrahiertes Spektr
des Hauptisomers, welches das zuvor diskutierteaMast und im weiteren Verlauf als 4,4-

Isomer bezeichnet wird.

Die weiteren Isomere werden im Folgenden entspretlier Verkniupfung der terminalen
Galactosereste als 4,3-, 3,4- und 3,3-Isomer beaeic Die Spektren dieser Isomere wurden
unvolistandig erhalten. Eine Verfeinerung der sEl@d somit Identifikation des artifiziellen

Minimums kann prinzipiell durch den Vergleich voBE-Verlaufen vorgenommen werden.
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Abbildung 33: Korrelation von massenisobaren Kompoenten aus Gemisch G2 vom bovinen Fibrinogen.
Chromatographische Trennung unter Zusatz von Ammorgk fuhrt dazu, dassa- und B-Peaks bei gleicher
Retentionszeit auftreten. A) EIC beim/z=821.3038, getrennt in subEICs lber die Minima. Bhusgewahlte
EDCs der chemischen Verschiebungen, die in den NMBpektren in C) durch Striche markiert sind. Die
vertikalen Linien deuten eine mogliche Neuzuordnungler sEICs anhand der EDCs an. Es ist erkennbar,
dass ein Minimum innerhalb von sSEIG zuféllig war. Jedes gezeigte EDC weist zwei Maximauf
(markiert mit jeweils roten *), weil es von zwei I®meren erzeugt wird. Die gezeigten NMR-Spektren
entsprechen jeweils den Fraktionen der markierten Mxima.
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Beispielsweise ist in Abbildung 33 erkennbar, dsfSKG, sich aus zwei zunachst gefundenen
Verlaufen zusammensetzt. Auch sklGnd sEIG lieRen sich durch die EDC-Verlaufe
verfeinern. Allerdings muss dabei berlcksichtigtrdesm, dass beispielsweise EDCs von
globalen Signalen ebenfalls zu mehreren Komponegedroren kénnen. Gerade weil bei
massenisobaren Strukturen haufig sehr ahnliché&tstraerkmale und demzufolge auch sehr
ahnliche chemische Verschiebungen auftreten, ergibh allerdings auch bei dieser
Fragestellung wieder der Effekt der globalen Sigral a. Abschnitt 4.4.1.1).

Jedes in Abbildung 33 gezeigte EDC gehort zu mireshsszwei isomeren Strukturen. Dieses
ist in Abbildung 33B und C deutlich erkennbar. Dudie Korrelation wird das Signal dem
intensivsten seElC zugewiesen. Obwohl also beispate im EDG deutlich zwei Maxima
erkennbar sind, korreliert es mit einem Korrelaskweffizienten 0.97 nahezu ausschlief3lich
mit SEIG. Die Komponente, die im Verhaltnis am geringstentreten ist (Verhaltnisse der
vier Komponenten sind etwa 17:6:3:1, bestimmt (d#es Verhaltnis der sEICs des LC-MS-
Laufs), weist hingegen im Spektrum nahezu keine&eauf, da jedes Signal dominanter in

einem der Spektren der anderen Isomere auftritt.

Eine Verbesserung bringt an dieser Stelle die Veduag der Korrelationsberechnung nach
Kendall oder Spearman, wodurch neben dem Hauptisaoeh zwei der drei Nebenisomere
(Korrelation mit sElG, sEIG und sEIG) identifizierbar sind (s. Abbildung 34). Im Gegats
zur Dekonvolution nach Pearson’scher Korrelatiomrign hier fur das 4,3- und das 3,4-
Isomer auch globale Signale extrahiert werden. d&@s 3,3-Isomer sind die extrahierten
Signale auch hier nicht ausreichend, um die Unteidang vornehmen zu kdnnen. Die
Aufklarung der Strukturen wird in Abschnitt 4.418qnaisomerd., 7, 8, 9) diskutiert.

An diesem Beispiel wird nochmals deutlich, das® dlendétigten Informationen in den
Spektren vorhanden sind, die Extraktion dieser rmédionen aber noch nicht optimal
funktioniert. Einerseits konnten Optimierungsvar@éam auf Basis der in Abschnitt 4.4.1.1

gezeigten Methoden eine Verbesserung mit sich éning

Andererseits kbnnte eine alternative Herangehesswan die Extraktion, beispielsweise
durch Anwendung von Clusteranalysen, das Verwends#mtlicher vorhandener

Informationen ermdglichen. Das hier gezeigte Beisist tatsdchlich gut genug getrennt, um
aus einzelnen ausgewahlten Fraktionen die ZuordrdergNMR-Signale vornehmen zu

kénnen (s. Abbildung 33C und Abschnitt 4.4.5 —Aafkihg der Nonaisomere 1,7,8 und 9).



70 ERGEBNISSE UNDDISKUSSION

4 3-lsomer 3,4-Isomer 3,3-Isomer
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Abbildung 34: Vergleich der Korrelation der drei Nebenisomere nach Kendall, Spearman und Pearson.
Die Extraktion der charakteristischen Signale des 8- und des 3,4-Isomers ist bei Kendall und Spearma
gegeben, wie der Vergleich zu den experimentellerp&ktren zeigt. Dadurch ist die Charakterisierung

mdglich. Die Signale des 3,3-Isomer als Komponentait dem geringsten Anteil am Gemisch werden

unvollstandig erhalten, sodass keine eindeutige Ztanung anhand der Extraktionsspektren méglich ist.

Es eignet sich insofern als Modellsystem fur weitExtraktionsexperimente, weil durch den
Abgleich mit den zugeordneten Spektren gezieltdizienz der Methode Uberprift werden

kann.

Die Korrelation nach Pearson ist also dann voradtjlwenn Substanzen im Chromatogramm
starker Uberlappung ausgesetzt sind, wahrend dieeléion nach Kendall oder Spearman
vorteilhaft fir die Extraktion globaler Signale einniedrig konzentrierten Substanz sein

kann.
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4.4.3 Automatische Spektrenerkennung der extrahierten NDARN

Die automatische Erkennung des extrahierten Spektreon Dec&, Hauptkomponente im
GemischG1, ist unter den gleichen Parametern mdglich wieorlbeschrieben (Abschnitte
4.1.3 und 4.3.3.2). Allerdings kann die Erkennung zwei Faktoren kompromittiert werden.
Zum einen kdnnen Substanzen nicht erkannt werdemnvdie Strukturen nicht oder nur
unvollstandig insugabaseeingetragen sind. Zum anderen bendtigt das akueeWendete
Skript vollstandige Signalséatze im Bereich démctural reporter groupsAus den beiden
vorgenannten Grunden ist die Spektrenerkennungghiehider meisten Komponenten der
Gemische G1 und G2 nicht erfolgreich. Eine Verfeinerung der Suche Itgoleine
Verbesserung der ldentifikation ermoglichen. Grangsch zeigt aber das positive Beispiel
des Decasaccharid®)( dass Korrelationsspektren fur die automatischHesffhung genauso
nutzbar sind, wie direkt von reinen Komponenterakkeime NMR-Daten.

4.4.4 Untersuchungen zum Abspaltungsprozess vom boviilemé&gen

Das in Abschnitt 4.4.1 verwendete Glycan-Gemi&dhwurde aus dem bovinen Fibrinogen
durch mehrere enzymatische Schritte gewonnen. Eengleich der Spektren nach den
einzelnen Schritten des Abspaltungsprozesses zefgtmationen uber die sialylierten
Spezies (in Abbildung 35 von einem vergleichbarem@chG3).%*

Das bovine Fibrinogen wurde dazu zunéchst durclretnyptischen Verdau in Peptide und
Glycopeptide aufgespalten. Das nach anschlieReDadyse aufgenommene Spektrum A
zeigt, dass die Antenne am 3-Arm quantitativ siatylist (Man-4 bed=5.134 ppm), wahrend
der 6-Arm etwa zu 50 % sialyliert vorliegt und derfwdge zwei Signale der Man-4‘ bei
0=4.926 ppm un®=4.943 ppm auftreten. Durch den PNGaseF-Verdaugerde Abspaltung
der Glycane von den Peptiden, wodurch keine Andgrum Sialylierungsmuster erhalten
wird (Abbildung 35B). Der anschlieende Neuramis@&/erdau zur Abspaltung der
terminalen Sialinsdurereste verlief im gezeigtems@el etwa zu 50%, was daran erkennbar
ist, dass das Verhdltnis des Man-4 H-1 W®5.143 ppm gegenidber dem neu
hinzugekommenen Signal der desialylierten Speze$+H.120 ppm etwa 1:1 ist, wahrend
die Signale der H-1 von Man-4* etwa 1:3 vorliegEnste Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die als sialylierte Spezies verbleibenden Glycamstiren verknipft an eine definierte
Peptidsequenz vorliegen und in Form dieses Komjugatht von der PNGaseF und der
Neuraminiadase erkannt werddteqining N. Behnken, unveroffentlichte ErgebnisBeirch
die anschlieRende Reinigung mittels gemischterdtaeschersdule wurden in Spektrum D
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nur noch Strukturen erhalten, die desialyliert iegegn. Erkennbar ist, dass das Signal bei

0=5.15 ppm (markiert mit einem Pfeil) gegentiber 8pektren A-C deutlich angereichert ist.
Man-4 (+ NeuAc) Man-4’ (+ NeuAc)

' Man-4 (- NeuAc) Man-4’ (- NeuAc)

Trypsin-
Verdau

PNGaseF-
Verdau

Neuraminidase-
Verdau

€«<---

Glycan-

gemisch G3 3,8 Zo¥%.

-/ -9
I~ ST

| [ [ | [ | |
5.2 5.0 4.8
d (ppm)

Abbildung 35: Spektren von verschiedenen Schritterdes Abspaltungsprozess einer Probe vom bovinen

Fibrinogen. Markiert sind die anomeren Signale der Man-4 und Man-4° an denen sich der
Sialylierungsgrad ablesen lasst. Durch den nur paiell verlaufenen Neuraminidase-Verdau zur
Abspaltung der terminalen Sialinsduren ergibt sicheine Anreicherung der nicht-sialylierten Glycane we
z.B. Dodeca 4 und Undeca 5 zu denen das mit Pfeilarkierte Signal bei 8=5.15 ppm gehoért. Das

Glycangemisch ist gegentber Spektrum C von Peptideabgetrennt worden.

Das in Abschnitt 4.4.1 verwendete Gemisgh wurde nach gleichem Verfahren erhalten,
allerdings ist der Neuraminidase-Verdau nur zu é?W#&o erfolgreich verlaufen, weshalb die
Anreicherung von anfanglich nicht-sialylierten Sturen noch dominanter ist. Die

Uberreprasentation derl,3-galactosylierten Spezies (Dodecand Undecd) vereinfachte

deren Identifikation und Charakterisierung.
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4.4.5 |dentifikation bisher unbekannter Glycanstruktuirbovinen Fibrinogen

Glycangemisch 2 £
LC-MS: Gradient 1

Glycangemisch 4
LC-MS: Gradient 2

62 68 74
t (min)
Abbildung 36: Gezeigt sind diebase peak chromatogram@PCs) zweier Chromatographielaufe der
vergleichbaren Gemische 2 und 4. Lauf 1 zeigt dieré&nnung bei Verwendung eines gegeniiber Lauf 2
steileren Gradienten im Bereich von t>65 min. Lauf2 wurde zur Charakterisierung der Undecaisomere
(5 und 6), sowie der triantennéren Struktur 10 vervendet.
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In weiteren Untersuchungen von kommerziell erleéigim bovinen Fibrinogen (GemisG)
konnten neue Strukturen nachgewiesen werden. Zuranehandelt es sich dabei um
biantennére Strukturen, die umi,3-Galactosereste (Dodedaund Undecdb, sowie dessen
Isomer6) erweitert sind. Auf das Auftreten dieser Strukturm bovinen Fibrinogen deuteten
bisher nur biologische Tests durch Bindung \amii-Gal Antikérpern hirf> Die genauen
Strukturen konnten durch NMR-Spektroskopie und NMShgewiesen werden. Zum anderen
konnten 3 Isomere des Nonasaccharids die von Altmann et al*’ durch
massenspektrometrische Untersuchungen und Vergleimit enzymatisch aufgebauten
Strukturen gezeigt wurden, erstmals NMR-spektroskitpbelegt werden. Aul3erdem wurde
eine triantennare Strukturl@ nachgewiesen, die bisher nicht literaturbekamsnt Neue
Erkenntnisse ergeben sich daraus, dass die Stemkemtweder unbekannt fur das bovine
Fibrinogen sind (Dodecd, Undeca5 und Undecaisome8), es fur sie keine Eintrage in
NMR-Datenbanken gibt (Undecaisomér Nonaisomere7,8 und 9) oder keine Daten

literaturbekannt sind (Triantennare StrukiGy.

Abbildung 36 zeigt Ausschnitte aus zwei chromatphischen Laufen, bei denen durch Wahl
des Gradienten einerseits die biantenndren Strrktumit niedrigeren Retentionszeiten,
andererseits dienl,3-galactosylierten biantenndren Strukturen, soeiee triantennare

Struktur aufgeklart werden konnten.

4.4.5.1 Aufklarung des Dodecasaccharils

In Untersuchungen der Glycangemiscd+{G4) von zwei von unterschiedlichen Herstellern
erworbenen Chargen des bovinen Fibrinogens konet&tiduktur des Dodecasaccharid$ (
nachgewiesen und um estructural reporter grougSignal erweitert werden. Durch die
Verwendung hoherer Feldstarke (700 MHz) konntenemudlie anomeren Signale der
terminalenal,3-Gal (7,7°), sowie der benachbarfgh,4-Gal (6,6)-Reste separiert werden,
die bei der bisherigen Dokumentation und dem Datekéintrag insugabaseaufgrund
geringerer Aufldsung als ein gemeinsames Signa¢gelgen sind Dieses wird insbesondere
dann relevant, wenn bei mownd-,3-Galactosylierung der Undecaisomeseund 6 die
Antennen unterschieden werden sollen (s. a. Abbgd®8). Abbildung 37 zeigt die
Anwendung von selektiven TOCSY-Experimenten zur k#rfing der Struktur des
Dodecasaccharids. Die Spektren wurden von einebePmnes Glycangemisches vom
bovinen Fibrinogen aufgenommen, sodass in den SpekEignale unterschiedlicher

Strukturen auftreten kdnnen. Trotzdem ist d4s3-Gal Epitop deutlich erkennbar. Die mit
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Pfeilen markierten Regionen wurden selektiv angeseglass nur Sighale beobachtet werden,
die im gleichen Spinsystem auftreten wie das amger8ignal und so den TOCSY Transfer
erfahren. Spektrum E zeigt als Vergleich HdsSpektrum der Probe.

Man-4 H-2
Gal-6/6’ H-4
Man-4 Dodeca: Gal-7/7" H-5
H-1 Gal-6/6" Nona/Deca:
| H-1 Gal-6/6’ ! Gal-7/7" H-4
| \4 |
Gal-7/7,, H-1

H-1a

|

|

|
A4

|
|
|
|
Y

|
|
\4

) \
D
\
C
B
A
'5.'2' | '5.'0! | ’4.|8[ | !4!6‘ 44 42
d (ppm)

Abbildung 37: Selektive TOCSY-Spektren einer Probeeines Oligosaccharidgemisches. Untersuchung der
al,3-verknipften Galactosereste. E: Vergleichsspekim der Probe. A-D: Selektive Anregung bei der mit
rotem Pfeil markierten Resonanz. Spektren A und B eigen, dass die Signale bé&=5.15 und 4.02 ppm
einem gemeinsamen Spinsystem zuzuordnen sind (H-hduH-4 der Gal-7/7‘). Spektren C und D zeigen,
dass die H-1 Protonen bed=4.54 ppm und das H-4 bed=4.18 ppm den Gal-6/6' als einem gemeinsamen

Spinsystem zuzuordnen sind.

Bei Spektrum A wurde im Bereich der H-1 Protones alg,3-Gal beid=5.15 ppm angeregt,
wovon das H-& des GIcNAc-1, sowie das H-1 der Man-4 ebenfaltsdfien sind. Durch den

TOCSY-Transfer sind ebenfalls das H-2 der Man-4 alsdneuestructural reporter group-
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Signal das H-4 dem-Gal zu erkennen, welches anhand des Kopplungsmusierdenbar ist.
Spektrum B bestatigt bei Anregung 8e#4.02 ppm den TOCSY Transfer zuriick zum é¢d-1
der Gal-7/7‘, auRerdem wird ein weiteres GICNAci@nal angeregt, weshalb ebenfalls das
GIcNAc-1 H-1a erkennbar ist. Anregung b&+4.19 ppm (Abbildung 37C) resultiert in der
Detektion der beiden anomeren Dubletts von Gal-8 t6i, welche im Gemisch nicht
eindeutig erkennbar waren und die um 0.1 ppm gdpmnden H-1 der Gal-6/6° des Nona-
bzw. Decasaccharidsl (und 2) verschoben sind, welche keine zusatzlicheh,3-
Galactosereste tragen. Daraus ergibt sich die dobmiVerschiebung der H-4 Protonen von
Gal-6 und -6° bei der angeregten Resonanz. Spekiduralegt diesen Transfer von den H-1
zu den H-4. Der TOCSY Transfer ausgehend von dem Ptotonen von Gal-7 und -7°
ebenfalls beid=4.19 ppm wird aufgrund der kleinen Kopplungskonstazum H-4
unterbrochen. Das Multiplett bed=4.19 ppm sowie das Integral bestatigen aber die

chemische Verschiebung fir die H-5 Protonen, disugabasezintrag notiert sind.

4.4.5.2 Aufklarung der Undecaisomebeund6

Beide Undecaisomere konnen durch Vergleich zum Badleindeutig zugeordnet werden.

Gal-6'/6
H-1

Gal-6/6’
MJ\/\/JVUW

I [|{
Vi
(L
(0 it
[N
4 I}
g
[
[

WMWW\M\WW

] Struktur 6
5.18 5.14 510 460 4.

Gal-7'/7
H-1a

- P
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Abbildung 38: Vergleich der structural reporter groupSignale deral,3-galactosylierten Strukturen 4-6
(Dodeca, Undeca 5, Undecaisomer 6). Markiert mit gérichelter Linie sind Signale, die charakteristist
fur die am 6-Arm verknlpfte al,3-Gal sind, wahrend mit durchgezogener Linie die3-Arm Signale

hervorgehoben sind. * - Signal stammt von einer tantenndren Struktur
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Dafur ist die Auflosungsverbesserung durch Messamginem 700 MHz Spektrometer im
Vergleich zum 500 MHz Spektrometer notwendig. Béindecab ist genau ein Datensatz an
anomeren Protonen von Gal-7° und Gal-6' in gleicharschiebung wie im Dodecal)(
vorhanden &=5.147 ppm und &=4.544 ppm), wahrend das anomere Proton der
ungalactosylierten Gal-6 im hohen Feld be#.467 ppm, entsprechend dem H-1 der Gal-6
im Decasaccharid?}, zu erkennen ist. Analog dazu ist der zweite Bsdéz, der also zu den
H-1 der Gal-7 und Gal-6 des Undecaisontrgehort, zu erkennen, wahrend das anomere
Proton der Gal-6' hochfeldverschoben Bei4.473 ppm auftritt. Dieses ist flankiert von
einem weiteren Signal (Abbildung 38, Asterisk-Marking) welches sich aber aus einer

partiellen Uberlagerung mit einer triantennaremigtir ergibt.

4.4.5.3 Aufklarung der Nonaisomerk7,.8 und9

Durch die Kombination von MS- und NMR-Daten konnamch Strukturen der in
Abbildung 39 gezeigten Nonaisomere (Struktufen/, 8 und 9) eindeutig charakterisiert
werden. Das untere NMR-Spektrum zeigt das bekaNnt@gsaccharid, bei dem die beiden
terminalen Galactosereste 1-4 verknupft sind (d4¢tvler). Die weiteren drei Spektren wurden
von massenisobaren Strukturen mit leicht verandeRetentionszeiten aufgenommen (s.
Abbildung 36 und Abschnitt 4.4.2). Struktdr weist im Spektrum bed=4.445 ppm ein
gegeniubed um 0.020 ppm verschobenes Dublett auf, welchesdender Gal-6 entspricht
(Abbildung 39, Pfeil a). Gleichzeitig erscheint daignal des H-1 der Gal-6, die sich am 6-
Arm befindet, an gleicher Stelle wie das des 4¢trars bed=4.473 ppm. Auch das H-1 des
GIcNAc-5 erfahrt eine Verschiebung, diese ist ckiamastisch fur die Verknipfung des
nachfolgenden Restes. Allerdings kann hier keingetdoheidung von GIcNAc-5 und
GIcNAc-5° vorgenommen werden, da beide bei gleickerknipfung nahezu identische
chemische Verschiebungen aufweisen. AulRerdem veldchsich das Signal der
N-Acetylgruppe von GIcNAc-5 voR=2.051 ppm zw= 2.044 ppm. Daraus ergibt sich die
zwingende Interpretation, dass Strukiuim Gegensatz za eine 1,3-verknlpfte Galactose
am 3-Arm aufweist also dem 4,3-Isomer entspricimaldg verschiebt sich bei Struki8idas
Dublett des H-1 von Gal-6' (z&d=4.453 ppm), sowie die GIcNAc-5'-Signale, wahrerab d
Signal des anomeren Protons von Gal-63i.467 ppm verbleibt (Abbildung 39, Pfeil b).
AulBerdem reagiert das H-1 der Man-4‘ empfindlichaf die veranderte Verknipfung des
terminalen Restes, es ist eine Hochfeld-Verschigbton 0.010 ppm beobachtbar. Deshalb
kann Struktur8 als 3,4-Isomer charakterisiert werden, bei dem@la-6° am 6-Arm 1-3
verknupft ist, wahrend die Gal-6 am 3-Arm eine Yetknipfung aufweist.
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Abbildung 39: Charakterisierung der Nonaisomere 1, 7-9. Spektrum a zeigt das insugabase
charakterisierte 4,4-Isomer. Die neue Zuordnung derisomeren Strukturen 7-9, die sich in der
Verknlpfung der terminalen Galactosereste unterschiden, ergibt sich aus der Verschiebung einzelner
Signale. Pfeil a markiert die Verschiebung des Ga- H-1 zu 6=4.445 ppm, woraus sich die 1,3-
Verknupfung des Gal-6 erschlieR3en lasst. Analog zgtiPfeil b die Verschiebung des Gal-6‘ im Spektrunt.

Beide Signale sind im Spektrum d des 3,3-Isomers tiafeldverschoben. Auch die Verschiebung der

N-Acetylsignale, sowie des Man-4' H-1 (vertikale Liren) zeigen signifikante Verdnderungen der
Spektren.

Struktur 9 vereint die vorher beschriebenen charakteristiséherdnderungen voi und 8
und kann mit beiden verschobenen Gal H-1 Signdleijen verschobenen GIcNAc-5/5'-
Signalen sowie dem verschobenen Man-4‘ H-1 eindealt 3,3-Isomer identifiziert werden.
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AulRerdem kann fir das literaturbekannte 4,4-Isonjgy die Unterscheidung der
N-Acetylsignale von GIcNAc-5 (2.051 ppm) und GIcNAc(8.047 ppm) verifiziert werden,
welche imsugabaséintrag und in der Originalliteratur nicht eindeutiugewiesen sint.

4.4.5.4 Aufklarung der triantennaren Strukti®

Die monoa1,3-galactosylierte triantennare Struklxmit einer Retentionszeit von 73.1 min
und einemm/z von 1166.44 (M+H+NH)** kann durch 3DCC eindeutig charakterisiert
werden (s. Abbildung 41). Sie ist bis jetzt wedesugabasedokumentiert, noch ist sie als
Teil der Glycanstrukturen des bovinen Fibrinogerkamt. In glycosciences.deund
GlycomeDB st sie zwar verzeichnet, aber es sirehfils keinerlei Daten hinterlegt. Durch
die Informationen aus den MS-Daten und den Verglent ahnlichen Strukturen kann eine
eindeutige Zuordnung vorgenommen werden. Zunashstufgrund der starken Uberlappung
mit dem Dodeca im Chromatogramm die Anwendung \DE8G ndtig.

TIC
TICR
!
TDC
¢ric, pC) = 0.95
L | 1 1 1 1 1 1 J
72 73 74 75 76

t (min)
Abbildung 40: Vergleich TIC und TDC. Da MS uber die Zeit eine bessere Auflosung als die fraktionierten
NMR-Daten hat, werden die Daten des TIC auf die glehe Anzahl an Datenpunkten wie im TDC
reduziert, daraus ergibt sich das TIG. Durch den Abgleich von TDC und TIC kann eine Ubepriifung

der korrekten Zeitberechnung der Fraktionen erfolgen.

Werden die MS-Daten in besserer zeitlicher Aufligsuaufgenommen als durch die
Fraktionierung erreichbar ist, so muss die Anzadl Datenpunkte der MS-Daten reduziert
werden, um eine Korrelation mit den NMR-Daten zumé@glichen. Ein Abgleich des

reduzierten TICs (TIg) mit demtotal delta chromatogramn(TDC), welches der Summe

aller NMR-Signale jeder Fraktion, aufgetragen utierZeit entspricht, kann zur Uberpriifung
der korrekten zeitlichen Zuordnung benutzt werdem wm gegebenenfalls zeitliche
Verschiebungen zwischen MS- und NMR-Daten korrgimezu kbnnen (Abbildung 40).
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Abbildung 41: Charakterisierung der mono-a1l,3-galactosylierten triantennaren Struktur 10. A:EICs von
Dodeca (4) und der triantennéren Struktur 10 als Haptkomponenten im Bereich von 72-76 min des in
Abbildung 36 gezeigten LC-Laufs von G4, sowie drdieispielhafte EDCs mit Korrelationskoeffizienten.
B: mittels 3DCC extrahiertes NMR-Spektrum vonm/z = 1166.44 (Triant. 10). EDG entspricht dem fur
triantennére Strukturen charakteristischen N-Acetylsignal bei 8=2.08 ppm des GIcNAc-T5, der Verlauf
korreliert stark mit EIC 1o, nicht aber mit dem des Dodeca. EDgentspricht dem H-1 desal,3-Gal bei
6=5.15 und gehort somit zu beiden Strukturen und karliert mit beiden EICs. EDC. entspricht dem
Man-3 H-2 Signal beid=4.25 ppm, welches ausschlief3lich zum biantennar&odeca (4) gehdrt. Aufgrund
des partiell &hnlichen Verlaufs zum EIG, erscheint es als Restsignal in Spektrum B. Die Vanreigung am
3-Arm ergibt sich aus der Position des H-1 der Ma®' bei 8=4.925 ppm, sowie der Verschiebung des H-2
von Man-3 von 4.25 ppm zu héherem Feld. Die Positicdesal,3-Gal-Restes am 6-Arm ergibt sich aus den
chemischen Verschiebungen der H-1 von Gal-6/T6 b&=4.463 und$=4.467, sowie der galactosylierten
Gal-6' bei 8=4.542 ppm. *Asterisk-Markierung: H-2 von Man-4 ode Man-3.
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AuBBerdem lasst sich durch den Vergleich von TDC Uitdr schnell Aufschluss dariiber
erhalten, ob Verbindungen im MS unterschiedlichesisierungsverhalten aufweisen und
deshalb die Intensitat im MS nicht dem Anteil eit@rmponente am Gemisch entspricht.
Abbildung 40 zeigt, dass eine gute Ubereinstimmuoag TICz und TDC besteht, die sich
durch einen Korrelationskoeffizienten von 0.95 hbgt.

Abbildung 41 zeigt die Charakterisierung der treamtaren StruktutO. Die Identifikation der
Verzweigungsposition der dritten Antenne am 3-Arrar dStruktur kann anhand der
chemischen Verschiebungen von Man-4‘ H-1, sowieaadhder Hochfeldverschiebung des
H-2 von Man-3 erfolgen. Das H-1 der Man-4' mit einéerschiebung vord=4.924 ppm
schliel3t die Verzweigung am 6-Arm aus, da es amsorigchfeldverschoben 2¢4.90 ppm
auftrate. Das Korrelationsspektrum zeigt weiterlgiass das Signal der H-2 der Man-3 von
0=4.250 ppm hochfeldverschoben wird. Diese Hochfalsikhiebung des Man-3 H-2 ist
ebenfalls charakteristisch fur die benannte Vergumsgy am 3-Arm. Das Signal bei
0=4.21 ppm, welches eindeutig korreliert, entsprientweder dem H-2 von Man-3 oder
Man-4. Die Uberlagerung mit den H-5 von Gal-7* uRd4 von Gal-6‘ verhindert die
Identifikation des Kopplungsmusters und des zwetteéh Signals (s. Abbildung 41, Asterisk-
Markierung).

DasN-Acetylsignal des GIcNAc-T5 bé=2.078 ppm ist charakteristisch fur den zusatzhche
Arm. T bezeichnet hier den bei der Triantenne zlishtauftretenden Arm, der an der Man-4
1,4-verknipft auftritt. Die Identifikation als 4-Wlenipfung basiert auf Daten von ahnlichen
Strukturen, allerdings existieren keine Daten varul@uren mit 1,6-verknipftem Arm am
3-Mannosearm. Die Position degl,3-Gal-Restes ergibt sich aus den chemischen
Verschiebungen der anomeren Protonen der Gal-6 GadT6 bei =4.463 ppm und
0=4.468 ppm, sowie dem durch diel,3-Galactosylierung tieffeldverschobenen Signal de
Gal-6* beid=4.542 ppm. Dieses trate ungalactosyliertdei.473 ppm auf. Somit kann durch
die Information aus MS und den Vergleich zu Stru&ituwie dem Deca2f und dem Dodeca
(4), sowie in sugabaseauftretenden ahnlichen tri- und tetraantennaremk8tren eine

eindeutige Charakterisierung vorgenommen werden.
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5 Zusammenfassung

Als haufigste und komplexeste Modifikation von Rinen haben Glycane Einfluss auf viele
zellulare Prozesse und sind beispielsweise an distéhung von Krebs beteiligt'%%'%Die
systematische Charakterisierung des Glycoms igrand limitierter Substanzmengen, der
vielfaltigen Verknupfungsmdoglichkeiten und dem weemten Aufbau aufwendig und
schwierig!® Dabei ist eine effiziente und prazise Analytiketgge notwendig, um die
Funktion der Glycane besser verstehen zu kénnen.

Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit Methoden eurfachen und schnellen
Charakterisierung von Glycanen entwickelt. Zum ein@urde die Madoglichkeit einer
automatischen Spektrenerkennung durch Abgleictberitchneten NMR-Spektren tberpruift.
Zum anderen wurde das Konzept der dreidimensior&leunzkorrelation (3DCC) entwickelt,
welches durch die gemeinsame Interpretation von M&d NMR-Daten entlang einer
zeitichen Doméane der LC selbst bei unvollstandigtregnnten Substanzen eine
Spektrenextraktion erlaubt.

Fur eine automatische Spektrenerkennung wurdenahen dieser Arbeit die tabellarisch
gelisteten chemischen Verschiebungen von 523 etraon der Datenbardugabasezur
Berechnung von NMR-Spektren verwendet. Dazu wurlepplungsmuster und relative
Intensitaten einbezogen, um die Spektren zu beegclumd vergleichbar machen. Anhand
dieses Datensatzes konnte das experimentelle Spelkdines komplex-Typ Decasaccharids
eindeutig der korrekten Struktur zugeordnet werd&omit war eine automatisierte
Erkennung der Daten moéglich, ohne auf die manuelkrpretation der Spektren angewiesen
zu sein. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass &MdR-Spektren von Gemischen unter
bestimmten Bedingungen eine Zuordnung der einzeldemponenten erlauben. Ein
relevanter Faktor fur eine zuverlassige Zuordnuedt $ier das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis
der Spektren dar.

3DCC konnte als geeignete Methode zur Charakteuisge von Glycanen in komplexen
Gemischen vorgestellt werden. Dabei wurden MS- NIMR-Daten Uber die gemeinsame
Zeitdoméne, die auch aus einer unvollstandigenmatographischen Trennung erhaltlich ist,
mathematisch korreliert und damit zur Extraktiom\MR-Daten der reinen Komponenten
genutzt. Nachdem das Prinzip zunachst mathematisldygt werden konnte, zeigte sich am
Beispiel eines simulierten Chromatographielaufes wmvei biantenndren komplex-Typ
Glycanen die erfolgreiche Spektrendekonvolution.h@md dieser extrahierten Spektren
konnte eine eindeutige Zuordnung der einzelnen I@axtstrukturen vorgenommen werden,
die sich lediglich durch eine Fucoseeinheit untaesten. Die Ausweitung auf ein komplexes
Gemisch vom bovinen Fibrinogen erlaubte anschlidl3die Charakterisierung der funf
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Hauptkomponenten, die im Chromatogramm starke dpptingen ihrer Peaks zeigten. Diese
Komponenten waren biantennare Strukturen, die sialch Fucose-, sowie terminale
Galactoseeinheiten unterschieden. Fiir sehr stadkerlappungen wurden verschiedene
Optimierungsmethoden Uberprift, um eine verbesdexteaktion zu erreichen. Durch die
Gewichtung des Korrelationskoeffizienten mit deiPdtenz konnte die Unterscheidung von
Signalen verscharft werden, sodass beispielswaseiber biantenndren Komponente des
Gemisches die Identifikation der Verknupfung deszigien Galactoserestes am 3-Arm
erreicht werden konnte. AuRerdem wurde gezeigts dasch 3DCC eine Verbesserung des
S/N sowie der Auflosung im Spektrum erreichbar Mteiterhin wurde diskutiert, dass
Signale, die zu mehreren Komponenten gehéren und gleichen chemischen
Verschiebungen aufweisen und deshalb als globgliea%i bezeichnet werden, problematisch
fur die Spektrenextraktion sein konnen. Hierflr eam neben der Korrelation nach Pearson
die Rangkorrelation nach Spearman und Kendall b#rpdie eine Verbesserung der
Extraktion von Signalen von Komponenten mit germgénteil am Gemisch ergeben
kénnen. Schliel3lich konnte gezeigt werden, dassEl#iaktion der Hauptkomponente des
analysierten Gemisches, sowie bei den dekonvulier®pektren des simulierten
Chromatographielaufes die automatische Spektreniti@tion durch Abgleich mit den
anhand vonsugabaseEintragen berechneten Spektren erfolgreich duréinge werden
konnte.

In kommerziell erhaltlichen Proben des Fibrinogkosnten auRerdem unbekannte Strukturen
mit zusatzlichenul,3-verknipften Galactoseresten nachgewiesen wedier,eil eines flr
den Menschen immunogenen Epitops darstéfiddiese Strukturen sind bisher nicht in der
Literatur als Teil der Glycane des bovinen Fibriang publiziert. Weiterhin konnten
erstmalig NMR-Daten von vier Strukturen dokumentiarerden. Bei drei biantennaren
Glycanen konnte die variierender Verknupfung dembealen Galactosereste gezeigt werden,
die entweder am 3- oder am 6-Arm oder an beidenstadt 1,4-Verknupfungen aufwiesen.
Die Struktur einer triantennaren Verbindung konetst durch Anwendung von 3DCC
aufgeklart werden, wodurch die Verzweigung der BteAine am 3-Arm und die Position des
al,3-Galactoserestes am 6-Arm identifiziert wurde.

Die hier erhaltenen Ergebnisse dienen als Grundiageine effiziente, konsequente und
automatisierbare Analytikstrategie zur Charakterieng von Glycanstrukturen, die die
Vorteile von MS und NMR-Spektroskopie vereint, unuverlassige und schnelle
Strukturinformationen zu erhalten. Die Methode @&®-Kreuzkorrelation kann weitere
analytische Verfahren wie IR und MS/MS einschlieltend fir jede Substanzklasse, die
chromatographischen Trennproblemen unterworfemmgewendet werden.
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6 Summary

Glycan structures are the most common and most leampodifications of proteins and
contribute to pathological processes such as cdnt®Br'®A systematic characterization of
the glycome is tedious and complicated as glycarcttres are often of limited availability
and exhibit complex structural properties, suchh@soccurrence of diverse linkage isomers
and branching. In order to understand their biaabfunction, an efficient approach to a fast
and reliable characterization of glycan structusasecessary.

Therefore, the scope of this study is to developlytical strategies for an easy and
unambiguous identification of glycans. First of @lmethod to automatically identify NMR

spectra by comparison of experimental and calcd|&lgIR data is described. Secondly, the
development of 3DCC - three dimensional cross tatiom - is discussed. This method
integrates LC, MS and NMR to extract pure NMR speetven from incompletely separated

structures.

For the automatic recognition of spectra, 523 estrof the databassugabasewere
transformed from chemical shift tables to NMR sp&co every proton species a relative
intensity and a correspondent coupling patternagsagyned. The mathematical comparison of
these 523 spectra with the experimental spectruancoimplexXN-type decasaccharide yielded
the unequivocal identification of the correct stuwe. Therefore, the interpretation of the
experimental data was obtained without the negess$imanual interpretation of the spectra.
Furthermore, identification of components in spectf unseparated mixtures could be
demonstrated, although some limitations, such stsicBons due to low signal-to-noise ratio,

were documented.

In order to overcome problems of signal overlappectra of mixtures, 3DCC was developed
to extract pure NMR spectra. This method was prqu@nmerful for obtaining data hidden in
chromatographic profiles of poorly separated commb®mr NMR and MS data were
mathematically correlated along a common time dsienprovided through LC. Correlation
data were used for the deconvolution of the sunctsp@ into subspectra of the contributing
structures. Proof of principle was establishechanfirst place with a mathematical model and
was subsequently verified for a constructed chrograiphic run of two biantennary
oligosaccharides, which differed only by one fucassidue. 3DCC vyielded pure NMR
spectra for both structures without interferingnsily of the other component. Thus, the
unambiguous assignment of both glycans was realzedher expansion of the method to a
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mixture of glycans, obtained by enzymatic digestmibovine fibrinogen, allowed the
characterization of the five main components. THegestructures were all biantennary and
differed in presence of terminal galactose and gacresidues. The components exhibited
strong overlap in the chromatographic profile. Efere, several strategies to optimize the
extraction of spectra with severe overlap wereutised. For example, the weighting of the
correlation by raising correlation coefficients tile power of four yielded the definite
assignment of a biantennary structure with only gakctose residue. The position of this
residue was confirmed to be at the 3-man branchth&umore, 3DCC can yield enhanced
signal-to-noise ratios and enhanced resolutionpeaictsa. Some problems arose from the
occurrence of so called global signals, which atentical signals for several of the
components in mixtures. Thus, calculation of thearBen correlation coefficient was

compared to the use of rank correlation accordnigendall or Spearman.

Finally, combination of both analytical strateggelded the automatic assignment of the
deconvolved spectra to a structure by comparisaimé¢ocalculated NMR spectra. This was
proven to be successful for both spectra of thailsitad chromatographic run as well as for

the main component of the mixture discussed above.

Additionally, the studies revealed the occurrentend,3-galactosylated glycan species in
commercially available samples of bovine fibrinog@imis is of particular interest as the
motif is part of an epitope which is immunogenichtamans. These structures have so far not
been documented in literature. Also, NMR data af fglycan structures were documented for
the first time. Three of these structures show warylinkage position of the terminal
galactose residues, which were either 1,3- or ibkkd. The fourth component is a
triantennary structure, which was identified by meaf 3DCC. The position of the third
antenna at the 3-man branch and the position addidéionalal,3-galactose residue at the 6-

man branch were assigned from the extracted NMBtspa.

The results presented are the basis for an effi@ed consequent analytical strategy for
automatic and reliable characterization of glycanctures. 3DCC combines the advantages
of MS and NMR for fast and reliable assignmentsweieer, 3DCC is not limited to glycan
structures, but can be used for all classes of cutde that are difficult to separate
chromatographically. Also, it could prove to be moful if combined with other methods
such as IR and MS/MS.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Verwendete Gerate, Software und Chemikalien

Gerate und Software

NMR-Spektrometer | DRX500
5 mm TXI-Probenkopf

Avance 700
Probenkopfe: 5 mm TXGryoprobe 5 mm TXI-Probenkopf

Avancelll 500
5 mm TCICryoprobe

(Bruker BioSpin GmbH)
LC-MS LC-ESI-Q/TOF maXi¢Bruker Daltonics)
UHPLC: UltiMate 3000(Dionex)

LC-ESI-TOF MS 6224
LC 1200(Agilent Technologies)

PC Optiplex 980 Intel Core i5, 2.66 GHz, 8 GB RAM (Dell)

Software matlalh Version 7.11.0.584 (R2010b), 64bit, Mathworks,. In

TopSpin Versionen 2.1 (pl 0) und 3.0 (pl 3), Bruker Bios@mbH

Chemikalien

Deutero Deuteriumoxid, 99.9 % / 99.98 %

Die Gemische G1-G4 wurden freundlicherweise zuftigmg gestellt (s. 7.2.2 und 7.2.3).

Die Proben der Substanzen I-XIII, sowie die Genmes&kD wurden freundlicherweise von
der Hexal AG (Dr. Seidl) zur Verfugung gestellt. ZBgen wurden die Substanzen von

TheraProteins.
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7.2 Probenpraparation

7.2.1 Préparation des simulierten Chromatographielaufes

Es wurden 15 Fraktionen mit unterschiedlichen Aatedes Nonal) und des Deca2] in
200 pL DO prapariert. Dazu wurden anhand eines Gaul3ph&élSubstanzmengen in jeder
Fraktion berechnéf Die Akquisition der NMR-Daten erfolge entsprechefdschnitt 7.4.
Fur die Aufnahme der MS-Daten wurden die Probemigygktrocknet und in 200 pL @
gelost. Davon wurde 1 pL fir die massenspektrosetein Untersuchungen direkt injiziert
(Abschnitt 7.3)%

Tabelle 7: Praparation der Fraktionen 1-15

Fraktion ®iona Cbeca
(nmol/200uL) (nmol/200uL)

1 18.4 0

2 29.9 4.4

3 42.8 10.1
4 50 18.4
5 48.4 24.9
6 45 29.9
7 40.4 35.1
8 37.8 37.8
9 35.1 40.4
10 29.9 45

11 24.9 48.4
12 18.4 50

13 8.8 40.4
14 3.6 27.3
15 0 18.4

7.2.2 Préparation der GemisckEl undG3

Die GemischeG1l und G3 wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von Tim Natekch
enzymatische Abspaltung vom bovinen Fibrinogen legha Die Isolierung erfolgte nach
modifiziertem Protokoll nach Tamuet al®*'°G1 entspricht dem Abspaltungsprodukt vom
Fibrinogen, welches von der Firma Sigma erhaltender(Fibrinogen vom bovinen Plasma
(Type I-S, 65-85 % protein))G3 entspricht dem Abspaltungsprodukt vom Fibrinogen d
Firma Calbiochem (Fibrinogen, Bovine Plasma). Dientgsche wurden jeweils nach
Denaturierung und Alkylierung des Glycoproteins,ypiin-Verdau, PNGase F-Verdau,
Neuraminidase-Verdau und  anschlieBender  Abtrennurdpr  Peptide  durch
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saulenchromatographische Trennung an gemischteemtamscher erhalteii( 0.9 mg,G3
0.4 mg)*

GemischG1 wurde fur die in den Abschnitten 4.4.1 und 4.4.8idkutierte Analytik der
Glycane des bovinen Fibrinogens verwendet. GemiSéhist das Endprodukt des in
Abschnitt 4.4.4 vorgestellten Abspaltungsprozesgis. Daten entstammen ebenfalls der
Bachelorarbeit von Tim Nag&.

7.2.3 Gemische52 undG4

Das Gemisci2 wurde freundlicherweise von Miriam Kotzler zur Yegung gestellt. Es
wurde fur die Aufklarung der Nonasaccharidisomersbschnitte 4.4.2 und 4.4.5.3,
Abbildung 36 oben) verwendet.

Das Gemisctz4 wurde freundlicherweise von Henning Behnken zurfiging gestellt. Es
wurde fur die in den Abschnitten 4.4.5.2 und 43l.%50rgestellte Auswertung der
Undecaisomere und der triantenndren Struktur MWessdet (s. a. Abbildung 36 unten).

Der Abspaltungsprozess wurde jeweils analog zu iintc7.2.2 durchgefiihrt.

7.3 Aufnahme und Auswertung der LC-MS-Daten

Alle massenspektrometrischen Messungen wurden eoniiky N. Behnken konzipiert und
durchgefuhrt (Henning N. Behnken, DissertatiorBe@arbeitung).

Aufnahme der Gemische A-D (Bibliothek I-XIII)

Die GemischeA-D wurden jeweils in 20 pL ¥D gel6st. Es wurde jeweils 1 pL ipositive
ion modeam ESI-TOF (Agilent) gemessen. Die Auswertung lgtéo mit der Software
Masshunte(Version B.03.01, Agilent Technologies).

Tabelle 8: Ubersicht tiber die nach MS bestimmten Kmponenten der Gemische A-D

Gemisch | Komponente [M+2H]gemessen [M+2H] theoretisch
A I 1228.1079 ([M+3H{" 1228.1079 (IM+3H])
1 1471.5419 (IM+3H}" 1471.5419 (M+3H])
\Y, 1513.5324 1513.5415
IX 1112.3937 1112.3988
B I 1228.0956 ([M+3H]" 1228.1060 ([M+3H])
\ 1696.1085 1696.1076
VIl 1185.4223 1185.4277
C Il 2024.2319 2024.2214
\ 1696.0999 1696.1076
X 1120.9043 1120.9064
Xl 1258.4464 1258.4567
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Gemisch | Komponente [M+2H]gemessen [M+2H] theoretisch
D I 1841.6335 1841.6553

Y 1768.6038 1768.6264

Vil 1440.5030 1440.5126

Vi 1185.4227 1185.4277

Xl 1337.3849 ([M+H]) 1337.3890 ([M+H])

Simulierter Chromatographielauf

Die MS-Daten des simulierten Chromatographielawiesden durch Messung von 1/200
jeder Fraktion erhalten. Die Substanzen wurdempagitive ion modam ESI-TOF (Agilent)
gemessen® Die Auswertung erfolgte mit der SoftwaMasshunter Fir die Korrelation
wurden die Intensitaten der [M+2N&JAddukte verwendet. Fiir die Korrelationsberechnung
wurde die Intensitatsinformation von Fraktion 2 lgtelwert der MS-Daten der Fraktionen

1 und 3 verwendet.

Gemisch G1

GemischG1 wurde in 20 pL HO geldst. Die Trennung erfolgte an PGC nach einaohn
Muddimanet al*** modifiziertem Protokoll (HyperCat, 2.1x150 mm, 3 um PartikelgréRe,
(Thermo-Fischer), Losungsmittel A: Wasser, B: Acgttd, Gradient: 0 min, 2% B, 2 min,
2% B, 4 min, 20% B, 16 min, 98% B, 22min, 2% B, @m, 2%B, Flussrate: 200 puL/min) .
Die Substanzen wurden ipositive ion modam ESI-TOF (Agilent) gemessen. Beim ersten
Lauf wurden 10 pL des 1/10 verdinnten Gemischegienj und direkt im ESI-TOF
gemessen. Beim zweiten Lauf wurden 10 pL des Gémsscnjiziert und tropfenweise
fraktioniert. Jede Fraktion wurde mit 200 pL®verdinnt und es wurde jeweils 1L mittels
Direktinjektion nochmal am MS-ESI-TOF gemesSeBie Datenauswertung erfolgte mit der
SoftwareMasshunter Die Fraktionen wurden lyophilisiert und fur dieMR-Messungen in
180 puL D20 geldst. Fur die Korrelation wurden dieiialle Fraktionen rekonstruierten EICs
der [M+2HF*-Addukte verwendet (entsprechen im Chromatogrammn dgereich von
10-13.5 min).
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Gemisch G2

Es wurden 8 mg des Gemis@2 fUr eine erste chromatographische Trennung verateiie

erhaltenen Fraktionen wurden in 100 pL gelost. jeder Fraktion wurden je 20 pL
entnommen, vereinigt und lyophilisiert. Das Gemiseirde in 15 pL HO gel6st. Es wurde
dann filtriert, mit HO gespdilt, lyophilisiert und in 12 pL.B geldst. Davon wurden 10 pL
injiziert. Die LC-MS-Daten wurden irmpositive ion modam ESI-TOF (Agilent) erhalten. Die

1*” modifizierten Protokolls

Trennung erfolgte an PGC anhand eines nach Altnetna
(HyperCarB™, 2.1x150 mm, 3 pm PartikelgréBe, (Thermo-Fischémdsungsmittel A:
Wasser, B: Acetonitril, jeweils mit 20 mM NibH 9.6, Gradient: 0 min, 2% B, 2 min, 9 % B,
65 min, 17% B, 75 min, 40%B, 80 min, 100% B, 85 mid0% B, 90 min 2% B, Flussrate:
200 pL/min). Die Fraktionen fir die Korrelation vden tropfenweise fraktioniert. Die
Fraktionen wurden im Exsikkator getrocknet und O 2L HO/Acetonitril (1:1) gelost.
Davon wurde jeweils 1puL fur die Messung am ESI-T@Fekt injiziert. AnschlieRend
wurden die Fraktionen erneut im Exsikkator getratkumd jeweils drei Fraktionen in 160 pL
D,O fur die nachfolgenden NMR-Messungen vereinigt. & Korrelation wurden die tber

die Fraktionen rekonstruierten EICs der [M+2HAddukte verwendet.
Gemisch G4

Es wurden 2.6 mg des Gemisches in 25 O Hyelost. Davon wurden 20 pL fur die
Trennung injiziert. LC-MS-Daten wurden am ESI-QTOIS/MS (Bruker) impositive ion
modeerhalten. Die Trennung von Gemisch erfolgte natl&C nach einem nach Altmann
et al*’ modifiziertem Protokoll. (HyperCafl}, 4.6x150 mm, 3 pm PartikelgréRe, (Thermo-
Fischer), Losungsmittel A: Wasser, B: Acetonitghveils mit 10 mM NH, pH 9.6, Gradient:

0 min, 2% B, 2 min 9% B, 65 min 17% B, 105 min 28%4R0 min, 90% B, 112 min, 90% B,
115 min, 2% B, Flussrate: 800 pL/min). 1/20 desaEHuwurde direkt gemessen, 19/20 des
Eluats wurden in Fraktonsgrof3en von 15 s gesamfRediction Collector (Advantec) SF-
3120). Die Auswertung erfolgte midata Analysis(Version 4.0, SP 4, (build 281), Bruker
Daltonics GmbH). Fur die anschlieRenden NMR-Messungurden die Proben lyophilisiert
und in 180 pL RO aufgenommen. Fiir die Korrelation wurden die Ed€s[M+2H+NH,]*-
Addukte verwendet.
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7.4 Aufnahme und Prozessierung der NMR-Daten

Alle NMR-Daten wurden entweder mit eineivance700oder einemAvancelll 500
gemessen. Die Substanzen wurden jeweils in Mengechkzen 150 und 200 pL:D in 3 mm
NMR-Probenréhrchen gemessen. Zur Unterdrickung KBXO-Resonanz wurde eine
excitation sculptingPulssequenz nach Shagtal. verwendef® Der selektive Rechteckpuls
wurde mit einer Lange von 8 ms und eingBy/21t von 62.5 Hz eingesetzt. Alle Daten
wurden mit einer spektralen Breite von 10 ppm, @Bk Datenpunkten und einem
Relaxationsdelay von 1 s aufgenommen. Alle Daterdem auf internes oder externes Aceton

(6=2.225 ppm) referenziert.

Aufnahme der NMR-Spektren der Bibliothek (I-XIIl) u nd der Gemische A-D

Alle NMR-Daten wurden amAV700mit cryoprobeaufgenommen.

Tabelle 9: Ubersicht tiber Probenpraparation der Prden I-XIIl und der Gemische A-D

Struktur Bezeichnung Menge (ca. pmol) Gel6st in pL| NS
(Herstellerangaben) D,O
I 4A+F 270 150 16k
Il AA+1R+F 250 180 4k
1 AA+2R+F 230 180 6k
v 4A 280 180 10k
V 3A(2,6)+F 330 150/ 180 3k / 10k
VI 3A(2,6)+1R+F 290 180 4k
Vil 3A(2,6) 350 180 6k
VIl 2A+F 420 170 1k
IX 2A 450 200 1k
X 2A+1al,3Gal+F 450 180 1k
Xl 2A+LX+F 400 180 2k
Xl Man5-6P 380 180 2k
XIlI Man6-6P 340 180 3k
Gemisch A [++V+IX 543+226+1320+450 170 10k
Gemisch B [+VI+VIII 543+295+676 200 10k
Gemisch C +VI+X+XI 988+295+446+397 180 10k
Gemisch D [+IV+VII+VII+XII | 543+565+700+844+38(0 180 10k

A — Antenne, F — Fucoseeinheit, R repeat (2,6)—Verzweigung der 3. Antenne
(1,6-verknlpft an Man-4‘), Lx —Lewis* Struktur, P — Phosphorylierung, NS —

number of scans
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Aufnahme der NMR-Spektren fir die Korrelationsberechnung

Tabelle 10: Akquisitions- und Prozessierungsparamet der NMR-Daten fir die Korrelationsberechnung

Proben MHz Probenkopf NS Prozessierung
500 700

Simulierter TD: 32k
Chromatographielauf, X TXI Probenkopf 1k | SI: 32k
Fraktionen 1-15 EM, b1

TD: 32k
GemischG1 X TXI Probenkopf 1k | SI: 32k

EM, b 0.5

TD: 32k
GemischG2 X TClcyroprobe 1k | SI: 32k

EM, b1

TD: 32k
GemischG4 X TClcryoprobe 2k | Sl: 64k

GM, Ib -2,gb0.1

TD — Anzahl aufgenommener Datenpunkte, SI — AnzahDatenpunkte des

prozessierten Spektrums,

EM -

Multiplikation des FD mit

einer

Exponentialfunktion, Ib — line broadening factor, GM — GaufRmultiplikation,

gb —gaussian broadening factor

Aufnahme der NMR-Spektren einzelner Verbindungen

Deca (2)

Es wurde eine 1 mM Probe des Decasaccharids nstcdfsam Avance700mit cryoprobe

gemessen (Pulsprogramzg, Bruker). Fur Abbildung 9 verwendete Prozessierusigl, b

0.3.

Dodeca (4)

Eine Probe des Dodecasaccharids wurde Aarance700mit cryoprobe gemessen. Das

'H-NMR-Spektrum mit Wasserunterdriickung wurde mit deen beschriebenen Parametern

mit 2k scansakquiriert. (Pulsprogrammgesgp Bruker). Ein TOCSY wurde mit ein@nlev

Pulsabfolge mit folgenden Parametern akquirieranSc 600, Datenpunkte in F2 und F1: 8k,
256; Mischzeit: 100 ms; Relaxationsdelay: 0.1 £ Diasserunterdriickung erfolgte mit der

esPulssequenz wie oben beschrieben. Prozessieruddliildung 38: GMgb 0.1,1b -2.
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NMR-Daten einzelner Fraktionen

Die Proben wurden amAvance700gemessen. Die Spektren wurden mit der oben
beschriebenen Wasserunterdrickung akquiriert. AReoben entstammen weiteren

Chromatographieldufen vas2 oderG4.

Tabelle 11: Aufnahme und Prozessierungsparameter d&lMR-Daten ausgewahlter Substanzen

Substanz Probenkopf Scans Abbildung Prozessieruiry| f
Abbildung
Undecas cryoprobe 3k Abbildung 25 EM, b1
TXI-Probenkopf | 2k Abbildung 38 GM, gb0.1,lb 2
Undecaisome6 TXI-Probenkopf 38k Abbildung 38 GMyb0.1,lb 2
Cryoprobe 4k Abbildung 24 EM, Ib 0.5,

average smooth

fucosyliertes Non&
TXI-Probenkopf 2k

Nona () TXI-Probenkopf 512

average smooth siehe Datenbearbeitung mitmatlalx Export von Grafiken

Die Aufklarung der Nonaisomere erfolgte anhand d&pektren von GemischG2.
Prozessierung fir Abbildung 39: Bereiche 4.43-4pf#n und 4.55-5.2 ppm, EMb 1;
N-Acetylregion GM,Ib -2,gb 0.1.

Aufnahme der selektiven TOCSY-Experimente

Das Glycangemisch G1 wurde mit der Pulsseqseimlgp.2(Bruker) mit 1kscansan einem
DRX500Spektrometer gemessen. Es wurden ein selektivar3-®als und einemlev
Pulsabfolge verwendet. Die in Abbildung 37 gezeig&pektiren A, B und D wurden mit
einem selektiven Puls mit der Pulslange 60 yi& € 20 Hz) und Spektrum C mit 30 ms
(yB1=20 Hz) gemessen. Es wurde eispin-lock Zeit von 200 ms verwendet, die
Einstrahlpunkte (vor Referenzierung) lagen bei 298 ppm, B: 3.972 ppm, C: 4.141 ppm
und D: 4.498 ppm. Fur die Abbildung verwendete Bssierung: EMIb 1. Die Spektren sind

auf externes Aceton referenzief=@3.6 Hz)*

7.5 Datenbearbeitung mmatlab

7.5.1 Berechnung von Spektren anhand von Datenbankearirag

Die sugabasébaten wurden als Textdatei vawk Gbergeben. JedsugabaseEintrag enthalt
eine Record-Zeile, die die CCSD-Nummer beinhaltefhd in weiteren Zeilen die
Spaltenmerkmale ,Residue”, ,Linkage®, ,Proton”, D&, und drei weitere Spalten fir
Bemerkungen und Kopplungskonstanten. Einige Feldethalten keine Eintrdge. Die
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Textdatei wurde imatlabtber dert ext scan-Befehl eingelesen. Dieut put -Variable ist
eine 1x7 Zelle, die in ihren Spalten die zuvor lidneeten Merkmale beinhaltet. Diese wurde
Uber einen Schleifenbefehl in einzelne Zeilen zgrlém Folgenden wird nicht mehr jede
f or - bzw. whi | e-Schleife gesondert aufgefihrt. Diese wurden etigéswenn bestimmte
Aktionen fur mehrere Eintrdge durchgefihrt werdediten. Leerzeichen wurden durch
st rt ri mentfernt. Die Gesamtmatrix wurde mit den Spalteasjdue®, ,Linkage®, ,Proton*
und ,Delta* definiert. Durch eih ogi cal i ndexi ng wurde der Beginn jeden Eintrags
anhand destri ngs ‘Record’ identifiziert §t r cnp). Bei leerem ,Linkage“-Feld in der
ersten Zeile wurde diesem ein ‘-* zugeordnet. AheBend wurde die CCSD-Nummer aus
jeder Record-Zeile in jede zugehorige Eintragszg#schrieben. Die Record-Zeile wurde
anschlieBend geldscht. Jedes leere ,Linkage“-Feldlesznun durch Abgleich mit den vorigen
Zeilen mit der korrekten Verknipfungsinformation fgafullt. Die nachfolgend
implementierteuserAbfrage erlaubt die Wahl der Spektrometerbasisfeeg und eines
linebroadeningFaktors { nput ). Anschlieend wurden alle nicht-reduzierten Degigvvon
Glucose, Mannose, Galactose, Fucose und Neuramesésl Standardreste definiert. Nur
wenn jeder Rest eines Eintrags ein Standardrestwade dieser Eintrag weiterprozessiert
(i smenber). Dann wurden die Kopplungskonstanten anhand @rern abgelegten Excel-
Tabelle zugeordnet, diese enthédlt als Zeileninfoiona den Zuckerrest und als
Spalteninformation die Protonenspezies (Tabelle ZBnhachst wurde Uberegexp jeder
Rest der Gesamtmatrix matlab mit den Resten der Tabelle abgeglichen, sodassmiein
Zeilenidentifikator zugewiesen wurde. Die ProtompEzses der Gesamtmatrix werden uber
st rcnp/st rncnp mit denen der Tabelle abgeglichen, wobei allen #hdl H-2 Protonen
bei offener Konfiguration die des vorstehenden &estzugewiesen wurde. Jede
Protonenspezies der Gesamtmatrix erhielt so eipattefidentifikator. Die Zuordnung der
Kopplungskonstanten erfolgte fur jede Zeile anhded zuvor zugewiesenen Spalten- und
Zeilenidentifikators. Jeder Zeile wurden bis zuidepplungskonstanten zugeordnet, sodass
die Gesamtmatrix um drei Spalten erweitert wurdgnibwurde eine 3x8-Matrix erzeugt, die
die Eintrdge +1 oder -1 als Faktor fur die Koppkkwnstanten fur die Bestimmung der
Maxima jedes Signals beinhaltete (s. a. Abbildung Bs wurde eine nx8 delta-Matrix
erzeugt, in der jede Zeile alle zu einem Protordgefden Maxima beinhaltet. Jedem Eintrag
wurde zunachst die Intensitat 1 zugeordnet. Dannd&vwur Berechnung der relativen
Intensitaten Uber egexp die Protonenspalte der Gesamtmatrix auf Zuordnusig-aoder
B-Anomer durchsucht und der entsprechende Eintrag v bzw. 0.4 multipliziert.

Methylgruppen wurden mitstrcncnp identifiziert und die Intensitditen mit drei



EXPERIMENTELLERTEIL 95

multipliziert. Anschliel3end wurde einserAbfrage implementierti (nput ), in der zunachst
gepruft wird, ob einzelne Spektren ausgelesen wesddlen. Wird diese Abfrage mit ‘y*
bestatigt, kann anschliel3end die Anzahl angegeleeden und dann eine Eingabe der CCSD-
Nummer(n) der einzelnen Eintrage, sowie ein Dataader abschlie3end durch ein Datum
erganzt wird, erfolgen. Es wurde aul3erdem die Rét#nmg integriert, ob die entsprechende
CCSD-Nummer im (reduzierten) Datensatz vorhandénZar Berechnung der Spektren
wurden nun die CCSD-Nummern ausgelesan Que) und die Anzahl an Datenpunkten fur
die Berechnung, sowie die minimale und maximalenubehe Verschiebung definiert.
Anhand dieser Daten wurde die Berechnung eineruemskala durchgefiihrt. Weiterhin
wurde eine Schleifenabfrage zur Prozessierung vateripaketen mit maximal 140
Spektren/Paket geschrieben. In einer weiteren Behhurde jeder einzelne CCSD-Eintrag
prozessiert. Dazu wurde zunachst die CCSD-Nummeikiellen Eintrags vorgegeben und
anhand dieser die zugehdrigen Daten selektiertcibden Einsatz vogenvar nane wurde
eine VariableintCCSD-No erzeugt. Durch den Befebht wurden die 8 Spalten der delta-
Matrix aneinandergehangt, sodass ein einzelnertepaktor resultierte. Dieser wurde fir
die Berechnung der Intensitat an jedem einzelnderipankt der Frequenzskala entsprechend
der Linienform einer Lorentzfunktion verwendet és.Gleichung 12). AnschlieRend wurde
das so berechnete Spektrum der erzeugten Varialgaordnet, sodass ein eindeutiges
Identifikationsmerkmal durch die CCSD-Nummer gegebst. Nach Durchlaufen eines
Datenpakets wurden die berechneten Spektren zusammbesiner CCSD-Tabelle als .mat-
File gespeichert und anschlieRend geléscht, beasrndchste Datenpaket berechnet wurde.
Ein .mat-File ist eimmatlabinternes Datenformat zur Speicherung beliebigenaéden. Die

in dieser Arbeit verwendeten Spektren wurden mitemi Faktor fur die Linienbreite
(a.,HWHM) von 1.5 berechnet.
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Tabelle 12: Tabelle der Kopplungskonstanten, die fiidie Abfrage der Kopplungskonstanten genutzt
wird. Alle Werte in Hz.

H-la H-1b H-2 H-3 H-3e H-3a H-4 H-5 H-6 H-6'
D-Glc 3.2 8 9.6 9.2 9.2 1.6 12 4.8
3.2 9.6 9.2 9.2 1.6 12
8 4.8
D-Gal 3 7.8 9.9 3 1 8.2 12 4.6
3 9.9 3 1 8.2 12
7.8 4.6
D-Man 1.3 0.9 3.3 10 10 1.9 12 5.8
1.3 3.3 10 10 1.9 12
0.9 5.8
D-Neu 12.3 12 4.9
4.9 12 12
L-Fuc 3.7 6.7 6.7 6.7
6.7
6.7

Fur die Zuordnung der Kopplungskonstanten wird jedem eingetragenen
Proton ein Spalten- und ein Zeilenindex zugeordneAnhand dieser beiden
Identifikatoren kdnnen jedem Proton die entsprecheden, in dieser Tabelle

verzeichneten Kopplungskonstanten zugeordnet werden

7.5.2 Automatische Identifikation von Spektren

Fur die automatische Identifikation von Spektrenrdem diesugabaseEintrage mit dem
gleichen Punkt-Punkt-Abstand wie die experimentelfgpektren in gerechnete Spektren
umgewandelt. Alle Daten wurden normiert auf dasimale Signal im jeweiligen Spektrum.
Zu identifizierende Spektren wurden fur den Abdieso kalibriert, dass sie eine identische
Indexierung, also gleiche minimale und maximalenaisehe Verschiebung erhielten. Die in
.mat-files gespeicherten berechneten Spektren wuideihren Datenpaketen ausgelesen,
wobei einer Variablen die CCSD-Nummern in alphao¢ter Sortierung zugeordnet wurden
und einer weiteren die Spektrenr@derfiel ds, fieldnanmes, struct2cell).
AuBBerdem wurde die ppm-Achse aus diesem Datensginriiert. Die Daten wurden in
einem ppm-Bereich von 1.18-6.0 ppm verglichen, wobaten in den Bereichen
1.28-1.36 ppm, 1.88-1.93 ppm 3.4-4.0 ppm und 4.78-$pm gleich 0 gesetzt wurden. In
einer while-Schleife wurde nun durch ddnsql i n-Befehl der Faktor x, mit dem jedes
Spektrum in das zu untersuchende Spektrum eingedttinmt (s. a. Gleichung 5). Fur alle
Spektren mit einem Faktor x eut off wurden die Eintrage aus dem Datenpaket entfernt.

Veranderte sich die Zuordnung der verbleibenderki®ge nicht mehr, so wurde das nachste
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Datenpaket hinzugefligt. AnschlieRend wurde eineell@lyeneriert, die die verbleibenden
Spektren in Form ihrer CCSD-Nummer benennt, sovee dormierten Faktor x. In einer
grafischen Darstellung wurden das zu untersuch&muadtrum, die Summe der gefundenen

Eintrage, sowie eine Differenz beider Spektren hlget.

7.5.3 Berechnung des 3DCC-Beispiels

Anhand der Gauf3'schen Normalverteilung (Gleichurj Wurden drei EICs mit 20
Datenpunkten fur 1< x < 5, mit den Erwartungswemieri.8, 3.0 und 4.3, den Intensitaten
0.6, 1.0 und 0.8 und einer Standardabweichmmagn 1.0 berechnet.

Int 1(x—u)2

2 e_E o
V2w o

f(x) = o Gleichung 11

Gaulverteilung: Int — Intensitat, o — Standardabweichung, Mal fur Breite und
Hohe der Kurve, p — Mittelwert, bei x=pp Maxmimum de Verteilung
Es wurden anschlieRend 20 NMR-Spektren mit drei N®8ghalen in Form der
Lorentzverteilung berechnet, von denen funf graghiaufgetragen wurden. Jedes NMR-
Spektrum bestand aus 200 Datenpunkten, die Halbbreite (HWHM) der NMR-Signale
betrug a.=1.1. Von jedem EIC wurden die Datenpunkte fir kgensitatsberechnung des

zugehdorigen NMR-Signals verwendet.

) =~ Gleichung 12
x) = T —x)? +a,? eichung

Lorentzfunktion: Int — Intensitat, ai — HWHM, x,— chemische Verschiebung

Die Berechnung der Korrelationsmatrix nach Peatsahder Spektrendekonvolution erfolgte

entsprechend der in Abschnitt 7.5.6 beschriebenenHilihrung.

7.5.4 Berechnung der Beispiele zum Vergleich verschiedKnerelationsmethoden

Es wurde eine Lorentzfunktion entsprechend Abstini.3 berechnet (-1<x<1, Datenpunkte
1000, a1=0.1, %=0). AnschlieBend wurde eine zweite identische Hankin dem Bereich -
0.75<x<0.75 mit 51 Inkrementen verschoben und jswder Korrelationskoeffizient zur
Ursprungsfunktion und zur Summenfunktion nach Kédn&pearman und Pearson berechnet
(Abschnitt 7.5.6). In einem zweiten Beispiel wurde zweite Funktion im Bereich von
0<x<0.8 mit 10 Inkrementen verschoben und fur jgdeschiebung die Intensitat von 1 bis
0.01 mit 10 Inkrementen reduziert. Es wurde jeweallsr Korrelationskoeffizient zur
Summenfunktion nach Kendall, Spearman und Pearestimimt. Dieser wurde jeweils mit
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der Intensitat der zweiten Funktion multiplizieidas Ergebnis wurde gegen die reale

Intensitat der zweiten Funktion aufgetragen.

7.5.5 Import und Bearbeitung von MS- und NMR-Daten

MS-Daten

Wurden die MS-Daten mit héherer zeitlicher Aufloguremessen als fraktioniert wurde, so
mussten die Daten entsprechend der Anzahl an &rektireduziert werden. Dazu wurde

zunéchst eine Wartezeit definiert, die dem Begienaisten Fraktion, die fur die Korrelation

verwendet wurde, entspricht. Anhand der Fraktiosldgrwurde aulRerdem bestimmt, wie
viele MS-Datenpunkte einer Fraktion entsprechenvobausgehend wurde entweder Uber die
Summe der Datenpunkte oder den Mittelwert die riediez Datenmenge berechnete@n,

sum). Die Daten wurden nach Normierung als .mat-féspgeichert.

NMR-Daten

NMR-Daten wurden nach Prozessierung in TopSpimatlab importiert fnatlab funtion

r bnnr , Nils Nyberg, SLU, 2001-05-02, nn@farma.ku.dkschlieRend wurden die Daten in
matlab nachkalibriert. Dazu wurden die Signale bei 2.Z2&eton), 0.157 (prominente
Verunreinigung, kalibriert auf externes Aceton) ioie320 (Dublett von Lactat, kalibriert auf
externes Aceton) gewahlt. In Abhangigkeit vom gelteith Kalibriersignal wurde der
entsprechende Spektrenbereich definiert. Innerltaises Bereichs wurde mithilfe des
f i ndpeaks-Befehls bzw. durclrax ein peakpickingdurchgefihrt und dadurch der Index
des Peakmaximums erhalten. Die Intensitatsdatedesmudaraufhin so beschnitten, dass der
Index genau dem der entsprechenden chemischenhiiaag der delta-Achse entsprach.
Die delta-Achse entspricht der x-Achse, gegen @elatensitdten aufgetragen wurden. Die

Daten wurden anschlieRend in einem .mat-file gebpei.

Die Berechnung des S/N erfolgte anhand von Gleightth Dazu wurde der Rauschbereich
zwischen 8.5 und 9.5 ppm definiert. Der Signalldrevurde fur das Man-4, H-1 von 5.11-
5.13 ppm, der des Gal-7/7* Helvon 5.13-5.16 ppm gewéhlt. Es wurde jeweils dumatxdie
maximale Intensitat und durat d die Standardabweichung im Rauschbereich bestimmat. D
in Tabelle 6 aufgefihrten S/N wurden nach Glattaey Daten durch einen gleitenden
Durchschnitt (n=5) erhalters oot h).

Zur Integralberechnung wurde der apz-Befehl verwendet, dieser nutzt eine trapezoide

numerische Annaherung. Die Bereiche wurden entweadguell definiert oder es wurden die
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zuvor in TopSpin definierten Integralregionen auisem vergleichbaren NMR-Spektrum

importiert { npor t dat a, <Dateipfad>\Name des Spektrums\Expno\pdata\Protnay).

7.5.6 Korrelation, Extraktion und Optimierung

Korrelation und Optimierungsvarianten

Die MS- und NMR-Daten wurden entsprechend Absciit5 bearbeitet. Nach Einlesen der
Daten (oad) wurden diese micorr coef odercorr Kkorreliert. Dafir wurde in einer
doppelten Schleifenabfrage je eine Laufvariabledi@rverschiedenen EICs und eine fur die
EDCs definiert. Dercor r coef -Befehl wurde fir die Berechnung der Koeffizientaach
Pearson eingesetzt. Implementiert in dieser Funkisd auch der Signifikanztest. Fur die
Anwendung des Signifikanztest wurden alle Korrelaskoeffizienten mit einer Signifikanz
von < 95 % gleich Null gesetzt (p<0.05). Deor r -Befehl wurde fur den Vergleich der
Korrelation nach Kendall, Spearman und Pearson emdet und bendtigt nur fur die
verschiedenen EDCs eine Laufvariable.

FUr den Einsatz des Retentionszeitfilters wurdend@ NMR- und die MS-Daten jeder
Fraktion, bei der die Intensitat im EIC weniger &l86 der maximalen Intensitat des EICs

betrug, entweder gleich Null gesetzt oder geléscht.

Der Wert descut offswurde anhand der maximalen Korrelation der ElCgnm@nander
definiert. Diese wurde wie oben beschrieben bemtchieder Korrelationskoeffizient der

kleiner als diesecut offwar, wurde gleich Null gesetzt.

Zur Gewichtung mit der Potenzfunktion wurde firgadKorrelationskoeffizienten die n.te
Potenz bestimmt. Zur Gewichtung mit der sigmoidank&ion wurden erste Experimente mit
folgender Funktion durchgefiihrt:

1
1+ exp~*(ms=x)

(Cmes)s = Gleichung 13

(cm,gs — Korrelationskoeffizient nach Gewichtung mit signoider Funktion, k —

Mal fir die Steigung, x — Wendepunktcn, s— Korrelationskoeffizient
Die Extraktion der NMR-Spektren erfolgte durch edertweise Multiplikation des einfachen
oder optimierten Korrelationskoeffizienten mit deBummenspektrum. Im Falle des
Retentionszeitfilters wurde das Summenspektrum rahhder bereinigten NMR-Spektren

gebildet.
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7.5.7 Export von Grafiken

Korrelationsspektren und zum Vergleich gezeigte NSfektren, die im Abschnitt 4.4
abgebildet sind, wurden vor dem Export als Gratfithand des gleitenden Durchschnitts
geglattet (oving average,snoot h). Alle MS-Daten wurden mit einem Savitzky-Golay
Filter mit einer Polynomregression 2. Ordnung gegla Einzelne EDCs wurden durch
fi ndpeaks oder fi nd gefunden und ohne Glattung exportiert. Zur Darstgl von
dreidimensionalen Abbildungen wurden die Dimensioderchnmeshgri d generiert. Alle

Grafiken wurden ausiatlabim eps-Format exportiert.
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7.6 Charakterisierunqg der untersuchten Glycanstrukturen

Struktur 1: Nona

Cs2H104N4O46, monoisotopisches MW = 1640.59
[M+2H]?* = 821.3038 (theoretisch: 821.3034)

p a6
3 p4™Ep 4
(el

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny

Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
D-GIcNAc - H-1a 5.189 2.9
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc(a) 2.039 S -
NAc(b) 2.037 S -
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a) 4.613 d 8.5
H-1(b) 4.604 d 8.1
NAc(a) 2.082 S -
NAc(b) 2.080 s -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.248 dd 2,1:*
2,3:3.9
a-D-Manp 6.,4,4 H-1 4.927 * *
H-2 4.112 dd 2,1:1.6
2,3:35
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.582 d 8.5
NAc 2.047 S -
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.474 d 8.2
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.119 * *
H-2 4.191 dd 2,1:1.8
2,3:33
b-D-GlcpNAc 2,3,4,4 H-1 4.582 d 8.5
NAc 2.051 S -
b-D-Galp 42,344 H-1 4.467 d 8.2

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

Weitere Signale: 4.00-3.4BlK), 4.76 (HDO), 2.72 (s, DMSQ), 2.59, 0.157 (s, Waet)
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Struktur 2: Deca

CossH114N4O0s0; monoisotopisches MW=1786.65 g/mol

[M+2H]?" = 894.3329 (theoretisch: 894.3323)

"H-NMR (700 MHz, BO, 300K,

internes AcetontH-Spektrum ohnexcitation sculptiny

Rest Verknupfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
D-GIcNAc - H-1a 5.180 d 3.4
H-1b 4.693 d 8.1
NAc(a) 2.039 S -
NAc(b) 2.037 s -
a-L-Fucp 6 H-1(a) | 4.889 d 3.9
H-1(b) 4.896 d 4.0
H-5(a) 4.097 dq 5,4:0.9
56:7.1
H-5(b) 4.133 dq 54:1.3
5,6: 6.6
CH3(a) | 1.209 d 6.8
CH3(b) | 1.219 d 6.8
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a) 4.668 d 8.1
H-1(b) 4.664 d 8.1
NAc(a) 2.096 S -
NAc(b) 2.093 s -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.250 dd 2,1:1.0
2,3:35
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4.925 d 1.7
H-2 4.108 dd 2,1:1.3
2,3:3.0
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.581 d 7.7
NAc 2.047 S -
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.473 d 7.9
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.119 d 1.3
H-2 4.191 dd 2,1:15
2,3:34
b-D-GlcpNAc 2,3,4,4 H-1 4.581 d 7.7
NAc 2.051 S -
b-D-Galp 4,2,3,4,4 H-1 4.467 d 7.7

Weitere Signale: 4.02-3.4%lK), 4.10 + 1.32 (g+d, Lactat), 2.225 (s, AcetonR11(s,

unbekannt)
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Struktur 3: fucosyliertes Nona

Cs2H104N4O45, monoisotopisches MW=1624.60 g/mol

[M+2H]%" = 813.3065 (theoretisch: 813.3059)

o o
B2 6 6

il 3 p4MEg 4

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, internes AcetonH-Spektrum mitexcitation sculpting

Rest Verknupfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
D-GIcNAc - H-1a 5.180 d 3.9
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.038 S -
a-L-Fucp 6 H-1(a) | 4.887 d 4.5
H-1(b) 4.894 d 4.7
H-5(a) 4.096 q 6.9
H-5(b) n.d. n.d. n.d.
CH3(a) | 1.209 d 6.8
CH3(b) | 1.219 d 6.8
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a) 4.664 d 7.9
H-1(b) 4.669 d 7.9
NAc(a) 2.095 S -
NAc(b) 2.091 s -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.250 dd 2,1:*
2,3:34
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4915 * *
H-2 4.107 dd 2,1:1.4
2,3:4.1
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.554 d 9.5
NAc 2.051 s -
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.118 * *
H-2 4.190 dd 2,1: 1.7
2,3:3.8
b-D-GlcpNAc 2,3,4,4 H-1 4.580 d 7.6
NAc 2.051 S -
b-D-Galp 42,344 H-1 4.467 d 8.1

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

Weitere Signale: 4.03-3.3D4lk), 1.32 (d, Lactat), 2.225 (s, Aceton), 2.72 (s, 8D), 2.59,
0.157 (s, unbekannt)
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Struktur 4: Dodeca

CgoH134N40s0; monoisotopisches MW=2110.76 g/mol

[M+2H]?* = 1056.3857 (theoretisch: 1056.3851)

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny

Rest Verknupfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
D-GIcNAc - H-1a 5.180 d 3.6
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.039 S -
a-L-Fucp 6 H-1(a) | 4.890 d 4.5
H-1(b) 4.897 d 4.7
H-5(a) 4.096 q 7.5
H-5(b) 4.133 q 7.0
CH3(a) | 1.209 d 7.1
CH3(b) | 1.219 d 7.1
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a) 4.663 d 8.2
H-1(b) n.d. n.d. n.d.
NAc(a) 2.097 -
NAc(b) 2.093 -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.249 dd 2,1:1.2
2,3:35
a-D-Manp 6.,4,4 H-1 4.925 * *
H-2 4.111 dd 2,1:1.6
2,3:3.0
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.583 d 8.5
NAc 2.047 S -
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.544 d 8.3
H-4 4.183 * *
a-D-Galp 3,4,2,6,4,4 H-1 5.147 d 43
H-4 4.02 * *
H-5 4.191 * *
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.120 * *
H-2 4.191 dd 2,1: 1.7
2,3:35
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 4.583 d 8.5
NAc 2.051 S -
b-D-Galp 4,2,3,4,4 H-1 4.539 d 8.6
H-4 4.183 * *
a-D-Galp 3.4,2,3,4,4 H-1 5.144 d 41
H-4 4.02 * *
H-5 4.191 * *

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

# _ vermutlich Anteil virtueller Kopplung (Spinsystem héherer Ordnung)



EXPERIMENTELLERTEIL

105

Weitere Signale: 4.01-3.4BlK), 3.35, 2.13, 2.11, (s, unbekannt), 2.29 - 2.238 2 2.15,
1.65-1.52,1.29 - 1.25, 0.90 - 0.83 (m, unbekarni57 (s, unbekannt)

Struktur 5: Undeca

C74H124N4Os5, monoisotopisches MW=1948.70 g/mol

[M+2H]?* = 975.3593 (theoretisch: 975.3587)

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny

Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
D-GIcNAc - H-1a 5.180 d 3.4
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.038 S -
a-L-Fucp 6 H-1(a) | 4.890 d 4.5
H-1(b) 4.896 d 4.6
H-5(a) 4.096 q 5,6:7.4
H-5(b) 4.132 q 5,6:7.0
CH3(a) | 1.209 d 7.1
CH3(b) | 1.219 d 7.1
b-D-GlcpNAc 4 H-1 n.d. n.d. n.d.
NAc(a) 2.097 S -
NAc(b) 2.093 s -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.249 dd 2,1:15
2,3:3.9
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4.925 * *
H-2 4.111 dd 2,1:15
2,3:34
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.581 d 8.8
NAc 2.047 s -
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.544 d 8.4
H-4 4.21-4.18 m* *
a-D-Galp 3.4,2,6,4,4 H-1 5.147 d 43
H-4 4.022 dd 4,3:3.6
45:1.1
H-5 4.21-4.18 m* *
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.120 d 1.5
H-2 4.21-4.18 m* *
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 4.581 d 8.8
NAc 2.050 S -
b-D-Galp 42,344 H-1 4.467 d 8.5

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

# _ vermutlich Anteil virtueller Kopplung (Spinsystem héherer Ordnung)
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Weitere Signale: 4.01-3.46lK), 4.10 + 1.32 (g+d, Lactat), 2.78 DMSO), 2.59, 0.157 (je
S, unbekannt)

Struktur 6: Undecaisomer

C74H124N4Os5, monoisotopisches MW=1948.70 g/mol

[M+2H]?* = 975.3593 (theoretisch: 975.3587)

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny

Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
D-GIcNAc - H-1a 5.180 d 3.4
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.039 S -
a-L-Fucp 6 H-1(a) | 4.890 d 4.1
H-1(b) 4.896 d 4.3
H-5(a) 4.097 q 7.4
H-5(b) 4.133 q 7.5
CH3(a) | 1.209 d 7.1
CH3(b) | 1.219 d 6.9
b-D-GlcpNAc 4 H-1 n.d. n.d. n.d.
NAc(a) 2.096 S -
NAc(b) 2.093 s -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.250 dd 2,1:1.2
2,3:2.8
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4.925 * *
H-2 4.11 * *
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.582 d 8.8
NAc 2.046 S -
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.473 d 8.4
H-4 4.23-4.17 m* *
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.121 * *
H-2 4.23-4.17 m* *
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 4.582 d 8.8
NAc 2.051 S -
b-D-Galp 42,344 H-1 4.539 d 8.3
a-D-Galp 3.4,2,3,4,4 H-1 5.144 d 33
H-4 4.019 dd 4,3:3.4
4,5:1.5
H-5 4.23-4.17 m* *

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

# _ vermutlich Anteil virtueller Kopplung (Spinsystem héherer Ordnung)
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Weitere Signale: 4.01-3.4%lk), 4.468 (d, von triantennarer Struktur), 2.09-2#02.054
(Signale von triantennarer Struktur), 4.10 + 1.§2d, Lactat), 2.72 (s, DMSO), 2.91, 2.89,
2.59, 0.89, 0.157 (je s, unbekannt), 1.36-1.26ufmbekannt)

Struktur 7: 4,3-Nonaisomer

Cos2H104N4O46; monoisotopisches MW=1640.59 g/mol

[M+2H]?* = 821.3038 (theoretisch: 821.3034)

"H-NMR (500 MHz, DO, 300K, externes Acetoft-Spektrum mitexcitation sculptiny

/TP

p3TTp 2

4
ot3B

B4

Rest Verknupfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
D-GIcNAc - H-1a 5.188 d 2.4
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc(a) 2.039 S
NAc(b) 2.037 s -
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a) 4.613 d 8.4
H-1(b) 4.604 d 9.0
NAc(a) 2.082
NAc(b) 2.080 -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.249 dd 2,1:1.0
2,3:23
a-D-Manp 6.,4,4 H-1 4.928 * *
H-2 4.112 dd 2,1:1.0
2,3:2.8
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.582 d 8.7
NAc 2.046 s
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.474 d 8.2
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.120 * *
H-2 4.199 dd 2,1:1.6
2,3:3.7
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 4.602 d 8.8
NAc 2.044 S
b-D-Galp 3,2,3,4,4 H-1 4.445 d 8.2

Weitere Signale: 4.00-3.4Blk), 4.10 + 1.32 (g+d, Lactat), 3.35, 0.156 (je fhekannt)

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined
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Struktur 8: 3.4-Nonaisomer

Cos2H104N 4046, monoisotopisches MW=1640.59 g/mol
[M+2H]?* = 821.3038 (theoretisch: 821.3034)

DEa PG
A5G4
p 4G

'H-NMR (500 MHz, DO, 300K, externes Acetoft-Spektrum mitexcitation sculptiny

Multiplizitat J (Hz)

Rest Verknupfung Proton ppm
D-GIcNAc - H-1a 5.188 3.3
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc(a) 2.038 -
NAc(b) 2.036 -
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a) 4611 d 9.0
H-1(b) n.d. n.d. n.d.
NAc 2.079 -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.250 dd 2,1:1.3
2,3:2.9
a-D-Manp 6.,4,4 H-1 4915 * *
H-2 4.118 dd 2,1:1.3
2,3:2.9
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.603 d 8.2
NAc 2.044 S -
b-D-Galp 3,2,644 H-1 4.453 d 8.1
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.119 * *
H-2 4.189 dd 2,1:21
2,3:3.9
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 4.580 d 8.2
NAc 2.050 s -
b-D-Galp 4,2,3,4,4 H-1 4.467 d 8.0

Weitere Signale: 4.02-3.44\lk), 4.10 + 1.32 ¢+d, Lactat), 4.35, 4.31 (je d, unbekannt),

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

2.13, 2.11 (je s, unbekannt), 2.25-2.15, 1.30-{n25unbekannt), 0.157 (s, unbekannt)
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Struktur 9: 3.3-Nonaisomer

Cos2H104N 4046, monoisotopisches MW=1640.59 g/mol

[M+2H]?* = 821.3038 (theoretisch: 821.3034)

'H-NMR (500 MHz, DO, 300K, externes Acetoft-Spektrum mitexcitation sculptiny

DEa PG

p3Tp2

P
a3B

B4

Multiplizitat J (Hz)

Rest Verknupfung Proton ppm
D-GIcNAc - H-1a 5.189 d 3.0
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.038 S -
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a) n.d. n.d. n.d.
H-1(b) n.d. n.d. n.d.
NAc 2.080 S -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.251 * *
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4914 * *
H-2 n.d. n.d. n.d.
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.603 d 9.0
NAc 2.044 S -
b-D-Galp 3,2,644 H-1 4.453 d 8.1
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.119 * *
H-2 4.19 * *
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 4.600 d 8.7
NAc 2.044 S -
b-D-Galp 3,2,34/4 H-1 4.445 d 9.0

Weitere Signale: 3.97-3.4dlK), 4.10 + 1.32 ¢+d, Lactat), 2.12, 2.11 (je s, unbekannt),

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

2.10-2.06, 1.30-1.25 (je m, unbekannt), 0.157 ribglkiannt)
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Struktur 10: Triantennare Struktur

CggH147/N5065 monoisotopisches MW=2313.84 g/mol

[M+H]* = 2313.8447, [M+2H] = 1157.9302, [M+H+NE|*" = 1166.4435, [M+2NK]*

1174.9567

Auswertung anhand des Korrelationsspektrums, asieauf Datensatzaufnahme:

'H-NMR (500 MHz, DO, 300K, internes AcetonH-Spektrum mitexcitation sculpting

Multiplizitat J (Hz)

Rest Verknipfung Proton ppm
D-GIcNAc - H-1a 5.180 d 3.5
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.039 S -
a-L-Fucp 6 H-1(a) | 4.891 d 3.6
H-1(b) 4.898 d 3.6
H-5(a,b) | n.d. n.d. n.d.
CH3(a) | 1.210 d 6.9
CH3(b) | 1.220 d 6.9
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a,b) | n.d. n.d. n.d.
NAc(a) 2.097 S -
NAc(b) 2.094 s -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.22-4.17 m *
a-D-Manp 6.,4,4 H-1 4.922 * *
H-2 n.d. n.d. n.d.
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.582 d 7.9
NAc 2.048 s -
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.545 d 8.4
H-4 4.22-4.17 m *
a-D-Galp 3,4,2,6,4,4 H-1 5.148 d 41
H-4 4.023 dd 4,3:3.4
4.5:0.8
H-5 4.22-4.17 *
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.118 * *
H-2 4.22-4.17 m *
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 4.567 d 7.5
NAc 2.048 S -
b-D-Galp 42,344 H-1 4.463 d 8.5
b-D-GlcpNAc 4,3,4,4 H-1 4.545 d 8.4
NAc 2.078 S -
b-D-Galp 4,4,3,4,4 H-1 4.468 d 8.1

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

# _ vermutlich Anteil virtueller Kopplung (Spinsystem héherer Ordnung)
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Weitere Signale: 4.0-3.48(lk), 4.26-4.24 (Man-3, H-2, von Dodecj, 2.91, 3.89 (s,
unbekannt), 4.10+1.32 (g+d, Lactat), 0.157 (s, kabst)

Strukturen der Bibliothek I-XIlI

Die Proben wurden von Hexal zusammen mit einer kBirinformation zur Verfliigung
gestellt. Eine Verifikation, sowie falls angegelzb® Isomerenunterscheidung erfolgte anhand

desstructural reporter grougkonzepts.

Die Berechnung der Substanzmengen in den Gemisehnfaigte lber die manuelle
Bestimmung eines Beteiligungsfaktors des jeweiliggaierenzspektrums am Spektrum des
jeweiligen Gemischs. Dieser wurde normiert tberMenge an verwendetem Losungsmittel
und die Anzahl anscans Aus den Herstellerangaben Uber die Substanzmetege

Referenzverbindung wurde dann anhand des Faktigeinge im Gemisch berechnet.

Struktur |

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetofti-Spektrum mitexcitation sculptiny

Rest Verknupfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz) rBerkung
D-GIcNAc - H-1a 5.182 d 4.0
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.039 S -
a-L-Fucp 6 H-1(a) | 4.902 d 5.1
H-1(b) 4.909 d 4.8
H-5(a,b) | 4.17-4.07 m *
CH3(a) | 1.212 d 7.4
CH3(b) | 1.222 d 7.0
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a,b) | 4.69-4.64 m *
NAc(a) 2.094 S -
NAc(b) 2.091 s -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.204 dd 2,1:2.0
2,3:35
a-D-Manp 6,4,4 H-1 n.d. n.d. n.d.
H-2 4.17-4.07 m *
b-D-GlcpNAc 6,6,4,4 H-1 b
NAc 2.039 S -
b-D-Galp 4,6,6,4,4 H-1 4.560 d 9.2
H-3 4.17-4.07 m *
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Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz) rBerkung
a-D-Neup5Ac 3,4,6,6,4,4 H-3a 1.805 dd 3a,3e:%13.
3a,4:13.8
H-3e 2.756 dd 3e,3a: 14.4
3e,4: 5.4
NAC 2.031 s -
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.594 d 9.0
NAC 2.039 s -
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 b
H-3 4.17-4.07 m *
a-D-Neup5Ac 3,4,2,6,4,4 H-3a 1.805 dd 3a,3e:%13.
3a,4:13.8
H-3e 2.756 dd 3e,3a: 14.4
3e,4: 5.4
NAC 2.031 s -
a-D-Manp 3,44 H-1 5.130 d 1.5
H-2 4.220 dd 2,1:*
2,3:3.2
b-D-GlcpNAc 4344 H-1 b
NAC 2.075 s -
b-D-Gal 4,43,4,4 H-1 b
H-3 4.17-4.07 m *
a-D-Neup5Ac 3,4,4,3,4,4 H-3a 1.805 dd 3a,3e:%13.
3a,4:13.8
H-3e 2.756 dd 3e,3a: 14.4
3e,4: 5.4
NAC 2.031 s -
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 4.560 d 9.2
NAC 2.048 s -
b-D-Galp 4,2,3,4,4 H-1 b
H-3 4.17-4.07 m *
a-D-Neup5Ac 3,4,2,3,4,4 H-3a 1.805 dd 3a,3e:%13.
3a,4:13.8
H-3e 2.756 dd 3e,3a: 14,4
3e,4: 5.4
NAC 2.031 -
b) 2 GIcNAc + H-1 4.546 d 8.5 Zub
3 Gal H-1 4.542 d 7.9

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined
$ — vermutlich ist die Kopplungskonstante aufgrundeines Dispersionsanteils im
Signal zu grofR3
Weitere Signale: 4.07-3.3%lk), 4.17-4.07, 1.32 (m+d, Lactat), 1.91, 1.39, 1.248 (s,
unbekannt), 1.31-1.27, 0.89-0.82 (m, unbekannth D (s, unbekannt)
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Struktur |l

T

Q Q

l

Q

l

Q

1

Vermutlich handelt es sich um ein Gemisch aus isarneren.

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny

Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizite‘lit J (Hz) rBerkung
D-GIcNAc - H-1a 5.182 d 3.1
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.038 S -
a-L-Fucp 6 H-1(a) | 4.900 d 5.3
H-1(b) 4.907 d 5.3
H-5(a) n.d. n.d. n.d.
H-5(b) 4.15-4.12 m *
CH3(a) | 1.210 d 7.9
CH3(b) | 1.221 d 7.5
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a,b) | 4.70-4.64 m *
NAc(a) 2.094/2.090| sI/s -/-
NAc(b) 2.092/2.088| sis -/-
b-D-Manp 4,4 H-2 4.207 * *
2,3:4.0
a-D-Manp 6,4,4 H-1 n.d. n.d n.d
H-2 4.10-4.07 m *
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.129 d 2.2
H-2 4.219 dd 2,1:2.0
2,3:4.0
b-D-GlcpNAc 4,3,4,4 NAc 2.075 -
b-D-GlcpNAc 2,3,4,4 NAc 2.048 -
5 b-D-Gal 3 ohne R H-1 4.61-4.52 m *
H-3 4.13-4.10 m *
1 mitR H-1 4.41-4.43 m *
H-4 4.162/4.154, d/d 2.9/2.3 Cc
1imR H-1 4.61-4.52 m *
H-3 4.13-4.10 m *
5 b-D-GlcpNAc | 4 H-1 4.61-4.52 m *
(2/6,6,4,4) NAc 2.038 S -
1imR H-1 n.d. n.d. n.d
NAc 2.038 -
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Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz) rBerkung
5 a-D-Neup5Ac H-3a 1.803 dd 3a,3e: f4l6
3a,4: 14.8
H-3e 2.756 dd 3e,3a: 14.2
3e,4:5.8
NAc 2.031 S -
c - vermutlich zwei Substanzen, R tepeat,* — Kopplungskonstante konnte
nicht bestimmt werden, n.d. — not determined $ - vermutlich ist die

Kopplungskonstante aufgrund eines Dispersionsanteslim Signal zu grof3

Weitere Signale: 4.02-3.3®lk), 4.896 (d, 3.6 Hz) + 4.890 (d, 4.7 Hz, vermuticFH-1),
4.10 +1.32 (g+d, Lactat), 2.29-2.12 (m, unbekana@25 (s, Aceton), 2.06, 1.91, 1.41,1.24
(s, unbekannt), 1.34-1.25, 0.90-0.82 (m, unbekalritp7 (s, unbekannt)

Struktur |

Q

74

7

Q

7

!

a3

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, internes AcetonH-Spektrum mitexcitation sculpting

Multiplizitat J (Hz)

Rest Verknipfung Proton ppm
D-GIcNAc - H-1a 5.181 3.8
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.037 S -
a-L-Fucp 6 H-1(a) | 4.897 d 4.8
H-1(b) 4.904 d 4.2
H-5(a) n.d. n.d. n.d.
H-5(b) 4.14-4.12 m *
CH3(a) | 1.209 d 7.5
CH3(b) | 1.220 d 7.1
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a,b) | 4.71-4.63 m *
NAc(a) 2.091 S -
NAc(b) 2.088 s -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.24-4.19 m *
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4.854 * *
H-2 4.09-4.07 m *
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.128 * *
H-2 4.24-4.19 m *
b-D-GlcpNAc 4,3,4,4 H-1 4.540 d 8.3
NAc 2.075 S -
b-D-GlcpNAc 2,3,4,4 H-1 4.61-4.50 m *
NAc 2.047 S -
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Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
6 b-D-Gal 2 ohne R H-1 4.540 d 8.3
H-3 4.116 d 3,2:10.9
3,4:3.4
2mitR H-1 4.48-4.44 m *
H-4 4.161 d 4,3:4.0
2imR H-1 4.556 d 8.3
H-3 4.116 d 3,2:10.9
3,4:3.4
4 b-D-GlcpNAc | 2 (2/6,6,4,4) H-1 4.61-4.50 m *
NAc 2.037/2.035| s/s -/-
2imR H-1 4.71-4.63 m *
NAc 2.037/2.035| sis -/-
5 a-D-Neup5Ac H-3a 1.800 dd 3a,3e: 4.7
3a,4: 14.9
H-3e 2.757 dd 3e,3a: 18.6
3e,4:4.5
NAc 2.030 S -

R - repeat * — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werén, n.d. —not

determined $ —vermutlich ist die Kopplungskonstante aufgrud eines

Dispersionsanteils im Signal zu grof3
Weitere Signale: 4.02-3.3D(lK) 4.84 - 4.82, 4.37-4.32, 2.29-2.12, 1.31-1.259@&B3 (m,
unbekannt), 2.37, 2.06, 1.91, 1.42, 1.40, 1.3%,11220, 1.18, 1.16 (s, unbekannt), 2.225 (s,
Aceton), 1.32 (d, Lactat), 0.98 (d, unbekannt)5@.(s, unbekannt)

Struktur IV

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny

Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz) rBerkung
D-GIcNAc - H-1a 5.191 d 3.5
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.038 S -
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a,b) | n.d. n.d. n.d.
NAc 2.080 S -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.204 dd 2,1:15
2,3:35
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4.860 * *
H-2 4.09 dd 2,1:0.9
2,3*
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Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz) rBerkung
b-D-GlcpNAc 6,6,4,4 H- 1 4.548 d 8.5
NAC 2.038 s -
b-D-Galp 4,6,6,4,4 H-1 4.56 * *
H-3 4.119 * *
a-D-Neup5Ac 3,4,6,6,4,4 H-3a 1.804 dd 3a,3e:%13.
3a,4:13.8
H-3e 2.756 dd 3e,3a: 14.1
3e,4:5.6
NAC 2.031 s -
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.594 d 8.5
NAC 2.038 s -
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.547 d 8.5 a
H-3 4.119 * *
a-D-Neup5Ac 3,4,2,6,4,4 H-3a 1.804 dd 3a,3e:%13.
3a,4:13.8
H-3e 2.756 dd 3e,3a: 14.1
3e,4:5.6
NAC 2.031 s -
a-D-Manp 3,44 H-1 5.130 * *
H-2 4.220 * *
H-3 n.d. n.d. n.d.
b-D-GlcpNAc 4344 H-1 4.542 d 9.4 a
NAC 2.074 s -
b-D-Gal 4,43,4,4 H-1 4.542 d 9.4 a
H-3 4.119 * *
a-D-Neup5Ac 3,4,4,3,4,4 H-3a 1.804 dd 3a,3e:%13.
3a,4:13.8
H-3e 2.756 dd 3e,3a: 14.1
3e,4:5.6
NAC 2.031 s -
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 4.564 d 8.8
NAC 2.048 s -
b-D-Galp 4,2,3,4,4 H-1 4.542 d 9.4 a
H-3 4.119 * *
a-D-Neup5Ac 3,4,2,3,4,4 H-3a 1.804 dd 3a,3e:%13.
3a,4:13.8
H-3e 2.756 dd 3e,3a: 14.1
3e,4:5.6
NAC 2.031 s -

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

$ — vermutlich ist die Kopplungskonstante aufgrundeines Dispersionsanteils im

Signal zu grof3, a — sugabasé&ssignments may have to be interchanged
Weitere Signale: 4.01-3.49 (bulk), (4.10+1.32 (g+tactat), 4.08, 4.05 (d, unbekannt),
3.44,3.40, 3.38, 2.06, 1.91, 1.24, 1.20 (s, unhatyani.35-1.25, 0.91-0.82 (m, unbekannt),
0.157 (s, unbekannt)
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Struktur V

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, internes AcetofH-Spektrum mitexcitation sculpting

Multiplizitat J (Hz)

Rest Verknipfung Proton ppm
D-GIcNAc - H-la 5.181 d 3.4
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAC 2.039 s -
a-L-Fucp 6 H-1(a) | 4.899 d 4.7
H-1(b) | 4.906 d 4.9
H-5(a,b) | 4.16-4.07 m *
CH3(a) |1.211 d 7.7
CH3(b) |1.221 d 7.2
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a,b) | 4.68-4.64 m .
NAc(a) 2.094 S -
NAc(b) | 2.091 s -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.252 dd 2,1:1.3
2,3:3.4
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4.871 * *
H-2 4.16-4.07 m *
b-D-GlcpNAc 6,6,4,4 H-1 4.544 d 9.2
NAC 2.039 s -
b-D-Galp 4,6,6,4,4 H-1 4.559 d 9.5
H-3 4.16-4.07 m *
a-D-Neu5pAc 3,4,6,6,4,4 H-3a 1.803 dd 3a,3e:%14.2
3a,4:14.3
H-3e 2.757 dd 3e,3a: 14.0
3e,4:5.5
NAC 2.031 s -
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.588 d 7.9
NAC 2.039 s -
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.544 d 9.2
H-3 4.16-4.07 m *
a-D-Neup5Ac 3,4,2,6,4,4 H-3a 1.803 dd 3a,3e:%14.2
3a,4:14.3
H-3e 2.757 dd 3e,3a: 14.0
3e,4:5.5
NAC 2.031 s -
a-D-Manp 3,44 H-1 5.122 d 1.4
H-2 4.195 d 2,1:1.7
2,3:3.7
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 4.578 d 9.2
NAC 2.052 s -
b-D-Galp 4,2,3,4,4 H-1 4.544 d 9.2
H-3 4.16-4.07 m *
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Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
a-D-Neup5Ac 3,4,2,3,4,4 H-3a 1.803 dd 3a,3e:%14.2
3a,4:14.3
H-3e 2.757 dd 3e,3a: 14.0
3e,4:5.5
NAC 2.031 s -

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

$ — vermutlich ist die Kopplungskonstante aufgrundeines Dispersionsanteils im

Signal zu grof3

Weitere Signale: 4.03-3.3b{lK), 4.16-4.07+1.32 (m+d, Lactat), 2.225 (s, Acetdhf)63
(NAc-Spezies), 1.91, 0.157 (s, unbekannt)

Struktur VI (a,b)

Mischung aus zwei Strukturerepeat3,46,6,4,4 (6R) und 3,2,6,4,4 (2R) verknupft

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, internes AcetonH-Spektrum mitexcitation sculpting

Rest Verknupfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz) rBerkung
D-GIcNAc - H-1a 5.182 d 3.2 6R+2R
H-1b n.d. n.d. n.d. 6R+2R
NAC 2.038 S - 6R+2R
a-L-Fucp 6 H-1(a,b) | 4.91-4.88 m * 6R+2R
H-5(a,b) | 4.15-4.07 m * 6R+2R
CH3(a) | 1.210 d 7.7 6R+2R
CH3(b) | 1.220 d 7.3 6R+2R
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a,b) | 4.71-4.64 m * 6R+2R
NAc(a) 2.092 S - 6R+2R
NAc(b) 2.090 S - 6R+2R
b-D-Manp 4,4 H-2 4.27-4.23 m * 6R+2R
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4.869 * * Mitte
6R+2R
H-2 4.15-4.07 m * 6R+2R
b-D-GlcpNAc 6,6,4,4 H-1 4.554 d 8.1 R6+R2
NAC 2.038 S - 6R+2R
b-D-Galp 4,6,6,4,4 H-1 4.467/4.560 d/d 7.9/9.3 R/2
H-3 n.d./ n.d./m n.d./* 6R/2R
4.15-4.07
H-4 4.17-4.15/ | m/n.d. */n.d. 6R/2R
n.d.
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Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz) rBerkung
a-D-Neu5pAc 3,4,6,6,4,4 H-3a 1.800 dd 3a,3e:*14.8lur 2R
3a,4:14.8
H-3e 2.757 dd 3e,3a: 14.3 Nur 2R
3e,4: 6.6
NAC 2.031 s - Nur 2R
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 n.d. n.d. n.d. 6R+2R
NAC 2.038 s - 6R+2R
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.554/4.445  d/d 8.1/8.5 R/2
H-3 4.15-4.07/ | m/n.d. *In.d. 6R/2R
n.d.
H-4 n.d./ n.d./m n.d./* 6R/2R
4.17-4.15
a-D-Neup5Ac 3,4,2,6,4,4 H-3a 1.800 dd 3a,3e: 14.9 Nur 6R
3a,4:14.8
H-3e 2.757 dd 3e,3a: 14.3 Nur 6R
3e,4: 6.6
NAC 2.031 s - Nur 6R
a-D-Manp 3,44 H-1 5.126/5.12p  */* *[% 6R/2R
H-2 4.21-4.19 m * 6R+2R
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 n.d./4.578 | n.d./d /8.5 6R/2
NAC 2.051 s - 6R+2R
b-D-Galp 4,2,3,4,4 H-1 4.554 d 8.1 6R+2R
H-3 4.15-4.07 m * 2R+6R
a-D-Neup5Ac 3,4,2,3,4,4 H-3a 1.800 dd 3a,3e:*14.8R+2R
3a,4:14.8
H-3e 2.757 dd 3e,3a: 14.5 6R+2R
3e,4: 6.6
NAC 2.031 s - 6R+2R
Repeat 6R: ?=6, 2R: ?=2
b-GlcpNAc 3,4,7,6,4,4 H-1 n.d. n.d. n.d. 6R+2R
NAC 2.038 s - 6R+2R
b-D-Galp 4,3,4,2,6,4,4 H-1 4.556/4.560 d/d 8.1/9.4 | 6R/2R
H-3 4.15-4.07 m * 2R+6R
Neup5Ac 3,434,644 | H-3a 1.800 dd 3a,3e14.6R+2R
3a,4:14.8
H-3e 2.757 dd 3e,3a: 14.5 6R+2R
3e,4: 6.6
NAC 2.031 s - 6R+2R

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined
$ — vermutlich ist die Kopplungskonstante aufgrundeines Dispersionsanteils im
Signal zu grofR3
Weitere Signale: 4.03-3.3b{lK), 4.15-4.07+1.32 (m+d, Lactat), 2.225 (s, Acetdhf)62
(NAc-Spezies), 1.91 (s, unbekannt), 1.43-1.24, -1.2@ (m, unbekannt), 0.156 (s,

unbekannt)
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Struktur VII

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny

Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz) rBerkung
D-GIcNAc - H-la 5.190 d 3.4
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAC 2.038 s -
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a) 4.605 d 9,1
H-1(b) n.d. n.d. n.d.
NAc(a) | 2.080 -
NAc(b) | 2.079 -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.250 * *
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4.874 * *
H-2 n.d. n.d. n.d.
b-D-GlcpNAc 6,6,4,4 H-1 b)
NAC 2.038 s -
b-D-Galp 4,6,6,4,4 H-1 4.559 d 8.1
a-D-Neu5pAc 3,4,6,6,4,4 H-3a 1.802 dd 3a,3e:*14.4
3a,4: 143
H-3e 2.757 dd 3e,3a: 18.9
3e,4: 4.5
NAC 2.031 s -
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.588 d 9.3
NAC 2.038 s -
b-D-Galp 4,2.6,4,4 H-1 b)
a-D-Neup5Ac 3,4,2,6,4,4 H-3a 1.802 dd 3a,3e:*14.4
3a,4: 143
H-3e 2.757 dd 3e,3a: 18.9
3e,4: 4.5
NAC 2.031 s -
a-D-Manp 3,44 H-1 5.122 d 1.3
H-2 4.197 * *
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 4.578 d 7.9
NAC 2.052 s -
b-D-Galp 4,2,3,4,4 H-1 b)
a-D-Neup5Ac 3,4,2,3,4,4 H-3a 1.802 dd 3a,3e:*14.4
3a,4: 143
H-3e 2.757 dd 3e,3a: 18.9
3e,4: 4.5
NAC 2.031 s -
3 b-D-Galp H-3 4.119 dd 3,2:10.4
3,4:3.3
H-3 4.114 dd 3,2:10.6

3,4:3.1
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Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz) rBerkung
b) 2 b-Galp + H-1 4.547 d 8.3 Zu b)
GlcpNAC H-1 4.544 d 8.3

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined
$ — vermutlich ist die Kopplungskonstante aufgrundeines Dispersionsanteils im

Signal zu grof3

Weitere Signale: 4.04-3.364lK), 4.10-4.08 (m, unbekannt), 2.062 (NAc-Spezie91M.83,
1.43-1.13 (m, unbekannt), 0.157 (s, unbekannt)

Struktur VIII

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny

Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
D-GIcNAc - H-1a 5.181 d 3.2
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.038 S -
a-L-Fucp 6 H-1(a) | 4.889 d 4.3
H-1(b) 4.895 d 4.9
H-5(a) 4.10 * *
H-5(b) 4.134 * *
CH3(a) | 1.209 d 7.4
CH3(b) | 1.220 d 6.9
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a) 4.666 d 8.8
H-1(b) 4.669 d 9.1
NAc(a) 2.099 S -
NAc(b) 2.095 S -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.257 dd 2,1:1.3
2,3:3.1
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4.941 * *
H-2 4.114 dd 2,1:1.4
2,3:33
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.604 d 8.3
NAc 2.066 S -
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.446 d 8.8
a-D-Neup5Ac 6,4,2,6,4,4 H-3a 1.719 dd 3a,3e:%13.4
3a,4: 134
H-3e 2.673 dd 3e,3a: 18.1
3e,4:3.8
NAc 2.030 S -
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.132 d 1.9
H-2 4.197 dd 2,1:15
2,3:4.0
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Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
b-D-GlcpNAc 2,3,4,4 H-1 4.604 d 8.3
NAc 2.069 S -
b-D-Galp 4,2,3,4,4 H-1 4.442 d 8.8
a-D-Neup5Ac 6,4,2,3,4,4 H-3a 1.719 dd 3a,3e:%13.4
3a,4: 13.3
H-3e 2.666 dd 3e,3a: 18,5
3,4:3.4
NAc 2.030 S -

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined
$ — vermutlich ist die Kopplungskonstante aufgrundeines Dispersionsanteils im

Signal zu grofR3

Weitere Signale: 4.02-3.4®lK), 4.10 + 1.32 (g+d, Lactat), 1.91, 0.157 (je. sbekannt),

1.35-1.25 (m, unbekannt)

Struktur IX

6B 3

a6~p3

p2 o8

P
OL3B

B2

B4

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny

Multiplizitat J (Hz)

Rest Verknipfung Proton ppm
D-GIcNAc - H-1a 5.189 3.4
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc (a) | 2.038 -
NAc(b) 2.036 -
b-D-GlcpNAc 4 H-1 n.d. n.d. n.d.
NAc(a) 2.085 -
NAc(b) 2.083 -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.257 dd 2,1:1.4
2,3:35
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4.948 * *
H-2 4.119 dd 2,1:1.2
2,3:3.1
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.604 d 8.8
NAc 2.066 S -
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.448 d 8.8
a-D-Neup5Ac 6,4,2,6,4,4 H-3a 1.719 dd 3a,3e: 13.7
3a,4:12.8
H-3e 2.673 dd 3e,3a: 13
3e,4:3.6
NAc 2.030 S -
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.132 * *
H-2 4.198 * *
b-D-GlcpNAc 2,3,4,4 H-1 4.604 d 8.8
NAc 2.069 s -
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Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
b-D-Galp 4,2,3,4,4 H-1 4.443 d 8.5
a-D-Neup5Ac 6,4,2,3,4,4 H-3a 1.719 dd 3a,3e:%13.7
3a,4:12.8
H-3e 2.667 dd 3e,3a: 13.8
3e,4:4.1
NAc 2.030 S -

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

$ — vermutlich ist die Kopplungskonstante aufgrundeines Dispersionsanteils im

Signal zu grofi3

Weitere Signale: 4.00-3.504lk), 4.10 + 1.32 (g+d, Lactat), 2.44, 3.38, 0.151(hekannt)

Struktur X

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny

Multiplizitat J (Hz)

Rest Verknipfung Proton ppm
D-GIcNAc - H-1a 5.180 d 3.6
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.038 S -
a-L-Fucp 6 H-1(a) | 4.889 d 4.5
H-1(b) 4.896 d 4.7
H-5(a) 4.096 * *
H-5(b) 4.134 q 7.9
CH3(a) | 1.209 d 7.3
CH3(b) | 1.219 d 7.0
b-D-GlcpNAc 4 H-1 n.d. n.d. n.d.
NAc(a) 2.097 S -
NAc(b) 2.094 s -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.255 dd 2,1:*
2,3:2.8
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4.928 * *
H-2 4.11 * *
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.581 d 9.2
NAc 2.048 S -
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.544 d 9.0
H-4 4.185 * *
a-D-Galp 3.4,6,4,4 H-1 5.146 d 45
H-4 4.023 dd 4,3:3.7
4,3:1.2
H-5 4.21-4.18 m* *
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.134 d 0.8
H-2 4.195 * *




124 EXPERIMENTELLERTEIL
Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
b-D-GlcpNAc 2,344 H-1 4.605 d 9.2
NAC 2.068 s -
b-D-Galp 4,2,3,4,4 H-1 4.445 d 8.5
a-D-Neup5Ac 6,4,2,3,4,4 H-3a 1.720 dd 3a,3e:13.1
3a,4:13.1
H-3e 2.667 dd 3e,3a: 18.2
3e,4: 6.7
NAC 2.029 s -

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

$ — vermutlich ist die Kopplungskonstante aufgrundeines Dispersionsanteils im

Signal zu groR,” — vermutlich Anteil virtueller Kopplung (Spinsystem hoherer

Ordnung)

Weitere Signale: 4.02-3.4DlK), 4.10 + 1.32 (g+d, Lactat), 0.157 (s, unbekanhi35-1.25

(m, unbekannt)

Struktur Xl

ok

a
3 oM | O 6
ANp
¢ O 5| Oc P
'"H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny
Rest Verknupfung Proton ppm Multiplizitat J (Hz) Berkung
D-GIcNAc - H-1a 5.181 d 3.2
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc 2.039 S - C
a-L-Fucp 6 H-1(a,b) | 4.94-4.88 m *
H-5(a,b) | 4.14-4.06 m *
CH3(a) | 1.211 d 7.5
CH3(b) | 1.226 d 7.2
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a,b) | 4.70-4.63 m *
NAc(a) 2.096 S -
NAc(b) 2.093 s -
b-D-Manp 4,4 H-2 4.251 * *
a-D-Manp 6,4,4 H-1 4.94-4.88 m *
H-2 4.14-4.06 m *
b-D-GlcpNAc 2,6,4,4 H-1 4.60-4.48 m *
NAC n.d. n.d. - c
b-D-Galp 4,2,6,4,4 H-1 4.60-4.48 m *
a-D-Neup5Ac 3,4,2,6,4,4 H-3a 1.797 m *
H-3e 2.78-2.74 * *
NAc 2.031 S - C
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Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizitat J (Hz) Berkung
a-D-Manp 3.4,4 H-1 5.13-5.09 m *

H-2 4.187 dd 2,1:*

2,3:34

b-D-GlcpNAc 2,3,4,4 H-1 4.60-4.48 m *

NAC n.d. n.d. c
b-D-Galp 4,2,3,4,4 H-1 4.60-4.48 m *
a-D-Neup5Ac 3,4,2,3,4,4 H-3a 1.797 m *

H-3e 2.78-2.74 * *

NAc 2.031 S - C
a-L-Fucp 32,244 H-1 5.13-5.09 m *

H-5 4.94-4.88 m *

CH3(a) 1.165 d 6.6

CH3(b) 1.171 d 7.3

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined
¢ — siehe Kommentar

Kommentar zu c:

Die N-Acetylregion weist 10 Signale unterschiedlicheéetsitat auf. Aul3erdem wurden viele
Signalgruppen nur als Multipletts erhalten. Esdisshalb zu vermuten, dass die Verbindung
nicht rein vorlag.

N-Acetylregion - Signal in ppm (relatives Integral):

2.099 (0.87), 2.096 + 2.093 (3), 2.062 (0.5), 2.048B), 2.044 (2.0), 2.041+2.039+2.038
(7.2), 2.031 (7.8)

Weitere Signale: 4.03-3.44lK), 4.14-4.06 + 1.32 (m+d, Lactat), 1.91 (s, unbekpr0.156
(s, unbekannt)
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Struktur XII

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny

Rest Verknipfung Proton ppm Multiplizité{it J (Hz)
D-GIcNAc - H-1a 5.191 d 3.3
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc (a) | 2.037 S -
NAc(b) 2.036 s -
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a) 4.597 d 8.5
H-1(b) 4.590 d 9.1
NAc(a) 2.063 S -
NAc(b) 2.061 S -
b-D-Manp 4,4 H-1 n.d. n.d. n.d.
H-2 4.210 dd 2,1:*
2,3:3.1
4 a-D-Manp H-1 5.408 d 14
5.110 * *
5.030 * *
4.903 d 1.1
H-2 4.142 dd 2,1:1.6
2,3:3.7
4.103 * *
2 Signale| 4.08-4.06 m *
Unbekannt 4.009 dd 3.7
10.7

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

Weitere Signale: 3.99-3.51bi{lk), 4.10 + 1.32 (g+d, Lactat), 3.44, 3.43, 1.91 g (
unbekannt), 4.14-4.11, 1.34-1.15 (m, unbekannth D (s, unbekannt)
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Struktur XlII

'H-NMR (700 MHz, DO, 300K, externes Acetot-Spektrum mitexcitation sculptiny

Multiplizitat J (Hz)

Rest Verknipfung Proton ppm
D-GIcNAc - H-1a 5.191 3.6
H-1b n.d. n.d. n.d.
NAc (a) | 2.037 S -
NAc(b) 2.036 s -
b-D-GlcpNAc 4 H-1(a) 4.598 d 9.3
H-1(b) 4.590 d 9.2
NAc(a) 2.063 S -
NAc(b) 2.062 S -
b-D-Manp 4,4 H-1 n.d. n.d. n.d.
H-2 4.211 dd 2,1:1.9
2.3:3.8
5 a-D-Manp H-1 5.424 d 1.7
5.103 * *
5.024 * *
4916 * *
4.877 * *
H-2 4.152 dd 2,1:1.9
2,3:3.6
4.071 dd 2,1:1.8
2,3:3.8
4.065 dd 2,1:1.8
2,3:35
4.112 dd 2,1:15
2,3:3.2
n.d. n.d. n.d.

* — Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werdenn.d. —not determined

Weitere Signale: 4.03-3.5dilk), 4.10+1.32 (g+d, Lactat), 3.44, 3.43, 3.79, 3A157 (s,

unbekannt), 1.36-1.16 0.89- 0.83 (m, unbekannt)
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7.7 Toxikologie

Deuteriumoxid Kein geféahrliches Produkt im Sinmeg Richtlinie 67/548/EWG

7.8 KMR-Substanzen

Es wurden keine KMR-Substanzen der Kategorien GN8rid 1B verwendet.
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