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Die Massenspektren von acetylierten Di- und Tripeptiden des Phenylalanins, Tyrosins, Histi-
dins und Tryptophans werden diskutiert. Der EinfluB der aromatischen Seitenkette auf den
Zerfall des Acetylpeptids steigt in der Reihe Phenylalanin < Histidin << Tyrosin << Tryp-
tophan stark an und fiihrt wie bei den Acetylaminosiduren zu intensiven Fragmenten der
Typen R und G. Eine einfache Sequenzanalyse ist nur bei den Peptiden des Phenylalanins
oder bei C-terminaler Position der {ibrigen Aminosiuren in den Peptiden moglich.

Uber die massenspektrometrische Sequenzanalyse von acylierten Peptiden und
Peptidestern ist in den letzten Jahren mehrfach berichtet worden. Neben den von uns
eingehend untersuchten N-Acetyl-peptiden2-4 haben vor allem Weygand und Mit-
arbeiter? die Massenspektren von Trifluoracetyl-peptid-methylestern ausfithrlich
beschrieben. Die Mehrzahl der bisher massenspektrometrisch untersuchten Peptide
enthielt nur einfache aliphatische Aminosduren, die besonders iibersichtliche Frag-
mentierungsmuster gaben. Im folgenden Formelschema sind die Fragmentierungs-
reaktionen zusammengestellt, die zu den charakteristischen intensiven Peaks fiihren.

Das Fragmentierungsmuster einfacher N-Acetyl-peptide wird im wesentlichen
durch die Bildung von drei verschiedenen Ionen-Typen bestimmt. Acyl-immonium-
Ionen des Typs A und Acylium-Ionen des Typs C entstehen im primédren Zerfalls-
schritt aus den Molekiil-Tonen durch Spaltung einer der Bindungen in «-Stellung zu
einer Peptid-Carbonylgruppe. Als Ionen gerader Elektronenzahl kénnen A und C nur
durch Eliminierung neutraler Molekiile weiterzerfallen. Aus C entsteht durch Ab-
spaltung eines CO-Molekiils das entsprechende Ion A. Die Acyl-immonium-Ionen A
zerfallen durch Eliminierung des Acylrestes zu Immonium-Ionen des Typs B, wobei
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in einem vier- oder fiinfgliedrigen cyclischen Ubergangszustand ein H-Atom vom
Acylrest iibertragen wird. Diese Reaktion bleibt aus, wenn der Acylrest im Ion A eine
Trifluoracetylgruppe ist. Im {ibrigen werden die Zerfallsreaktionen durch die Natur
des Acylrestes der N-terminalen Aminosdure wenig beeinfluf3t®. Ionen, die durch Spal-
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tungsreaktionen in den Aminosidureseitenketten entstehen, besitzen fiir die Massen-
spektren einfacher aliphatischer N-Acetyl-peptide geringe Bedeutung und werden mit
grofleren Intensitédten nur bei Peptiden des Valins, Leucins und Isoleucins beobachtet.
Durch McLafferty-Umlagerung unter Eliminierung der Seitenkette als Olefin und
anschlieBende Abspaltung der Aminkomponente oder von Wasser entstehen dabei
fonen der Typen E und F.

Diese tibersichtliche Fragmentierung eines einfachen aliphatischen N-Acetyl-peptids
im Massenspektrometer kommt einer Sequenzanalyse entgegen. An Hand der im
allgemeinen sehr groflen Peaks der Ionen B konnen die im Peptid enthaltenen ver-
schiedenen Aminosdurereste leicht erkannt werden. Die Sequenz wird dann durch
Auszidhlen der Massendifferenzen zwischen den verschiedenen Tonen A und C be-
stimmt, die durch ihre charakteristische Intensitit im Massenspektrum schnell auf-
gefunden werden kdnnen.

Eine Erklarung fiir die bevorzugte Bindungsspaltung im Peptidgeriist ist mit Hilfe von Vor-
stellungen mdglich, die Djerassi und Mitarbeiter? fiir den Zerfall organischer Molekiil-
lonen entwickelt haben. Danach ist die positive Ladung des Molekiil-Ions weitgehend in
leicht ionisierbaren Atomgruppen des Molekiils lokalisiert und steuert von dort den Zerfall.
Einfache aliphatische Acetylpeptide besitzen als leicht ionisierbare Gruppen nur die Peptid-
bindungen. Im Molekiil-Ion wird daher eine der Peptidbindungen eine positive Ladung tragen
und der Zerfall erfolgt bevorzugt in Richtung einer Stabilisierung dieser Ladung durch Meso-
merie in Ionen des Typs A oder C. Ein groBer EinfluB der Aminosiureseitenkette auf das
Fragmentierungsmuster eines Acetylpeptids ist demnach nur dann zu erwarten, wenn in ihr
leicht ionisierbare Atome oder Atomgruppen enthalten sind, die mit den Peptidbindungen um
die positive Ladung des Molekiil-Tons konkurrieren kénnen. Formal kénnen dann neben Mole-
kiil-lonen mit einer positiv geladenen Peptidgruppierung auch solche angenommen werden,
die die positive Ladung in der Aminosaureseitenkette tragen und durch Reaktionen zerfallen,
die spezifisch fiir diese Seitenkette sind. Entsprechende Bruchstiicke treten tatséchlich in den
Massenspektren acetylierter trifunktioneller Aminosiuren® und Aminosiuremethylester?
auf. Diese Reaktionen kénnen das Fragmentierungsschema eines Peptids erheblich &ndern und
eine massenspektrometrische Sequenzanalyse empfindlich stéren.

Eine Analyse der Massenspektren acetylierter Peptide von Serin, Threonin, Hy-
droxyprolin, Lysin, Asparaginsdure und Glutaminsiure zeigt, dafl die ,,Seitenketten-
Reaktionen* dieser Aminosdurereste den Zerfall des Peptidmolekiil-Ions nicht ent-
scheidend beeinflussen.

Bei Serin, Threonin, Asparaginsdure und Glutaminsdure beobachtet man eine Wasserab-

spaltung aus der Seitenkette, so daBl neben Peaks der Ionen A, B und C solche mit einer um
18 kleineren Massenzahl auftreten. Wegen der leichten Bildung von Pyroglutaminsidure-
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derivaten ist die Wasserabspaltung bei Peptiden der Glutaminsidure besonders ausgeprigt.
Tonen der Pyroglutaminsdure werden auch nach eciner Veresterung der y-Carboxylgruppe im
Peptid mit groBer Intensitit gebildet, wihrend bei den Peptiden der anderen drei Aminosduren
die der Wasserabspaltung entsprechenden Reaktionen nach einer vorhergehenden Methylierung
oder Acetylierung der Hydroxyl- und Carboxylgruppe in den Seitenketten zuriickgedringt
werden konnen.

Dagegen ist in den Massenspektren von Peptiden der aromatischen Aminosiauren
Phenylalanin, Tyrosin, Histidin und Tryptophan ein viel groflerer Einfluf3 der Seiten-
kette auf die Fragmentierung zu erwarten. Die Seitenketten dieser Aminosiuren, die
alle vom ,,Benzyl-Typ sind, bilden besonders stabile Kationen. Wir haben daher die
Massenspektren der Acetylpeptide 1 bis 20 aufgenommen *), um den EinfluB jeweils
eines aromatischen Aminosédurerestes und seiner Stellung in der Peptidkette auf das
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Abbildung 1. Massenspektrum des Acetyl-leucyl-alanyl-phenylalanins (9)**%)

*)Die Massenspektren wurden durch direkten EinlaB mit einem MAT-CH4-Massen-
spektrometer bei 70 eV erhalten; Probentemperatur ca. 150°.

**)In den Abb. 1—3 ist auf der Ordinate die relative Intensitit in % des hiufigsten Ions
aufgetragen. (Abb. 1: 100% = 13.3% 2; Abb.2: 100% = 10,9% X; Abb.3: 100% =
16.294 %). 25 25

25
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Fragmentierungsmuster festzustellen. Als Beispiele sind in den Abb. 1—3 die
Massenspektren der Peptide 9, 15 und 13 wiedergegeben.

1 Ac-Phe-Gly-OH 11 Ac-Try-Ala-OCHj3
2 Ac-Phe-Leu-OH 12 Ac-Ala-Try-OH
3 Ac-Gly-Phe-OH 13 Ac-Ala-Try-Leu-OH
4 Ac-Ala-Phe-OH 14 Ac-Ala-Try-Leu-OCHj3
5 Ac-Ala-Phe-Gly-OH 15 Ac-Tyr-Ala-OH
6 Ac-Leu-Phe-Gly-OH 16 Ac-Gly-Tyr-OH
7 Ac-Val-Phe-Leu-OH 17 Ac-Ala-Tyr-OH
8 Ac-Val-Phe-Leu-OCHj3 18 Ac-His-Ala-OH
9 Ac-Leu-Ala-Phe-OH 19 Ac-Leu-His-OH
10 Ac-Try-Ala-OH 20 Ac-Leu-His-Ala-OCHj3
100}
R
G-CO,
G
A C ®
b MT,[K.,‘,I\L—
50 100 150 200 250 mje

1 37/66.2

Abbildung 2. Massenspektrum des Acetyl-tyrosyl-alanins (15)

Die Massenspektren nicht nur der freien und N-acetylierten aromatischen Amino-
siuren® sowie der Methylester%.10, sondern auch der acetylierten Peptide dieser
Aminosduren enthalten alle die erwarteten groflen Peaks der aus der Seitenkette
gebildeten Tonen des Typs R. Thre Massenzahlen (MZ) betragen 91 fiir Phenylalanin,
81 fiir Histidin, 107 firr Tyrosin und 130 fiir Tryptophan. In dieser Reihenfolge steigt
auch die relative Intensitit von R an. Wihrend bei acetylierten Peptiden des Histi-
dins und Phenylalanins die GroBe der Peaks MZ 81 bzw. 91 der der tibrigen intensiven
Peaks im Massenspektrum vergleichbar ist, bilden bei Peptiden des Tyrosins und Tryp-

10} K. Biemann, J. Seibl und F. Gapp, J. Amer. chem. Soc. 83, 3795 (1961).
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tophans die Seitenketten-Ionen R (MZ 107 bzw. 130) stets den Hauptpeak im Massen-
spektrum. Ein Vergleich der Massenspektren inverser Dipeptidpaare wie 1/3, 10/12
und 15/17 zeigt, daB die Intensitdt von R bei einer N-terminalen Stellung des aro-
matischen Aminosdurerestes geringfiigig erhoht ist. Einen wesentlich groBeren Einfluf3
auf die relative Intensitidt des Bruchstiickes R besitzen jedoch die tibrigen Aminosiure-
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Abbildung 3. Massenspektrum des Acetyl-alanyl-tryptophyl-leucins (13)

reste im Peptid. So betrigt z. B. die relative Intensitit des Peaks MZ 91 in den Massen-
spektren der Peptide 1—5 zwischen 80 und 1009, bei den {iibrigen Peptiden des
Phenylalanins aber nur 30 bis 50%,. Es ist daher nicht moglich, die Stellung des aro-
matischen Aminosiurerestes an Hand einer charakteristischen Intensitidtsabstufung
der Tonen R zu bestimmen,

Acetyl-phenylalanin gibt auBer einem Fragment R bei MZ 91 noch drei charakte-
ristische Bruchstiicke bei den MZ 148, 131 und 104. Das Ton 148 (Typ G) entsteht
durch Eliminierung von Acetamid aus dem Molekiil-Ion. Die Abspaltung eines OH-
Radikals oder von CO; aus G liefert die Ionen der MZ 131 (Typ G} und 104 (Typ G”).
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Analoge Bruchstiicke beobachtet man auch bei den Acetylderivaten des Histidins,
Tyrosins und Tryptophans, nicht aber bei aliphatischen Acetylaminosiduren. Die
Ausbildung der zum aromatischen Ring konjugierten Doppelbindung in G ermdglicht
eine bessere Stabilisierung der positiven Ladung.
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Aus dem C-terminalen Phenylalaninrest eines Peptids werden gleichfalls Ionen der
MZ 148, 131 und 104 gebildet. In diesem Fall wird statt Acetamid die Aminogruppe
des Phenylalanins mit dem anhaftenden substituierten Aminoacylrest eliminiert.
Vollig analog verhalten sich die Peptide mit C-terminalem Histidin, Tyrosin oder
Tryptophan. In jedem Fall tritt ein deutlicher Peak des Ions G und zwei kleinere der
Tonen G’ und G” (G” > G’) auf. Dagegen sind bei N-terminaler oder mittelstindiger
Position des aromatischen Aminosdurerestes die Intensitdtsverhiltnisse der Frag-
mente G” und G’ umgekehrt. G’ kann bei diesen Peptiden auch aus C entstehen,

Ar:
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wobei das aromatische System in die Mesomerie des Acylium-Ions C mit einbezogen
wird. Daneben ist zu erwarten, daBl auch hier den Ionen G analoge Fragmente ge-
bildet werden. In der Tat lassen sich derartige Ionen in den Massenspektren der
untersuchten Di- und Tripeptide nachweisen. Ihre Intensitit ist jedoch nicht so grof3
wie bei C-terminaler Stellung der aromatischen Aminosiure. Dies liegt an der grofien
Zahl von Zerfallsreaktionen des Ions G, die wegen der iibrigen darin enthaltenen
Aminosduren moglich sind.
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Ein Beispiel fiir das massenspektrometrische Verhalten eines Peptids mit N-ter-
minaler aromatischer Aminosidure liefert Verbindung 15 (Abb. 2). Der Peak MZ 235
zeigt, daB hier wie bei Acetyl-tyrosin ein Ion G durch Eliminierung von Acetamid
gebildet wird. Durch Abspaltung von CO; aus der C-terminalen Carboxylgruppe von
G entsteht ein Ton MZ 191. Neben den intensiveren Peaks bei 235 und 191 werden im
oberen Massenbereich nur noch die kleineren Peaks des Molekiil-Ions (294) und des
Tons C; (206) beobachtet. Ein Bruchstiick A, (Bindungsspaltung im C-terminalen
Alaninrest) fehlt ebenso wie Peaks der Jonen M—18 und M—61, die bei Peptiden
aliphatischer Aminosduren auftreten.

Als Beispiel fiir ein Peptid mit mittelstindiger aromatischer Aminosiure ist in Abb.
3 das Massenspektrum von 13 angefiihrt. Aus diesem Peptid entsteht ein Ion G durch
Eliminierung von Acetylalaninamid. Es besitzt die gleiche ganzzahlige MZ 300 wie das
Ion C;, das durch Spaltung der zum Tryptophan C-stindigen Peptidbindung ent-
stehen wiirde. Die genaue Massenbestimmung des Peaks 300 (siehe Tab. 1) ergibt, daf3
ausschlieBlich Ionen des Typs G entstehen. Diese Zuordnung wird durch das Massen-
spektrum des Acetyl-peptidmethylesters 14 bestitigt, in dem der Peak 300 nach 314
verschoben erscheint. Das ist nur moglich, wenn im Bruchstiick 300 die C-terminale
Carboxylgruppe vorhanden ist. Dies trifft fiir G zu, nicht aber fiir C,.

Tabelle 1. Genaue Massenbestimmung der Ionen des Peptids 132

MZ exp. Formel MZ ber. Fehler® Ionentyp
300.1499 C17H30N,03 300.1474 + 2.5 G
299.1641 C17H21N30; 299.1639 + 0.2 D;
257.1153 Ci14H5N30, 257.1164 — 1.1 D,
256.1560 C16H29N>O 256.1575 — 1.6 G—-CO,
244.0859 C13H132N>20;3 244.0848 + 1.1 G-—-C4H;
170.0608 C11HgNO 170.0606 + 0.2 G’
143.0735 CioHoN 143.0735 0.0 G’

a) Aufgenommen mit einem doppelfokussierenden MAT-SM 1-Massenspektrometer.
b) in Millimasseneinheiten.

Mit Hilfe der in Tabelle 1 angefithrten genauen Ionenmassen konnten auch weitere
Zerfallsreaktionen des Ions G aus 13 bestétigt werden. Neben der Bildung von G’ und
G’" (MZ 170 und 143) beobachtet man Eliminierung von H,0, CO, und C4Hg (aus
der Leucin-Seitenkette) zu Ionen der MZ 182, 256 und 244. Es ist bemerkenswert,
daB bei 13 ebenso wie bei 15 der Peak des Ions G der letzte groBere ist und nicht Peaks
der nach dem Fragmentierungsschema zu erwartenden Ionen A oder C.

Bei Peptiden mit N-terminalem oder mittelstindigem Phenylalanin anstelle von
Tyrosin oder Tryptophan sind die Jonen G weniger charakteristisch. So enthilt das
Massenspektrum des Peptids 7 neben den iiblichen Fragmenten der Reihen A und C
im oberen Massenbereich mit 7.3 % relativer Intensitit einen Peak bei MZ 261, der
sowohl aus G (durch Eliminierung von Acetylvalinamid nach a) als aus A, (durch



32 H.-F. Griitzmacher und K. Heyns Bd. 698

Abspaltung von —CONHCH[C4H¢]JCOOH nach b) gebildet werden kann. Die genaue
Massenbestimmung ergibt ein Dublett beider Ionen bei MZ 261, wobei A, iiberwiegt.
. ®
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Die acetylierten Peptide der aromatischen Aminosduren geben demnach Ionen der
gleichen Typen R, G, G' und G” wie die aromatischen Acetylaminosduren. Dies
spricht fiir das zu Beginn diskutierte Auftreten eines weiteren Schwerpunktes der
positiven Ladung des Molekiil-Ions in der aromatischen Seitenkette auch bei den Pep-
tiden. Dabei nimmt in der Reihe der Peptide des Phenylalanins, Histidins, Tyrosins
und Tryptophans die Bedeutung dieses neuen Ladungszentrums fiir den Zerfall der
Peptid-Molekiil-Ionen zu. Ein ungefihres MaB fiir den Einflul der aromatischen
Seitenkette erhélt man, wenn man in den Massenspektren der verwandten Dipeptide
1, 10, 15 und 18 die Intensitidten der Ionen R, G, G—CO,, G’ und G” addiert und
mit der Summe der Intensitidten der Ionen A, B und C ins Verhiltnis setzt. Die Ionen
der ersten Art sollten ndmlich aus Molekiil-lonen mit der positiven Ladung in der
aromatischen Seitenkette entstehen, wihrend die anderen auf dem iiblichen Wege
aus Molekiil-Ionen gebildet werden, die die positive Ladung an einer der Pepiuid-
bindungen tragen. Driickt man 2 Ay, Az, By, B;, C;, C; in Prozenten von R, G,
G—CO,, G', G” aus, so ergeben sich fiir die Verbindungen 1, 18, 15 und 10 Werte von
63, 44, 37 und 27%,.

Fiir die Abhingigkeit der relativen Intensititen von R, G, G’ und G”* von der Stellung
der aromatischen Aminoséure in der Peptidkette folgt aus dem vorliegenden Versuchsmaterial
nur, daB3 die Ionen der Reihe G bei einer C-terminalen Position bevorzugt gebildet werden,
wihrend bei den anderen Positionen G’ intensiver gefunden wird. Im einzelnen iiben aber
die Ubrigen Aminosidurereste des Peptids ebenfalls einen groBen EinfluB aus, der sich noch
nicht iiberschauen 148t.

Fiir die massenspektrometrische Sequenzanalyse ist es wichtig, die Spektren der
acetylierten Peptide aromatischer und einfacher aliphatischer Aminosiuren mitein-
ander zu vergleichen. Das Massenspektrum des Phenylalanin-peptids 9 in Abb. 1
zeigt neben den charakteristischen Ionen des Phenylalaninrestes alle Peaks, die nach
den oben angefiihrten Zerfallsreaktionen aliphatischer Peptide zu erwarten sind.
Gleiches gilt fiir Peptide mit einem N-terminalen oder mittelstindigen Phenylalanin-
rest. Der Einflul der Benzylseitenkette auf die Fragmentierungen des Molekiil-Ions
ist nicht so groB3, daB die normalen Spaltungsreaktionen lings der Peptidkette unter-
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driickt werden. Eine Sequenzanalyse von Phenylalanin-peptiden ist daher nach dem iib-
lichen Verfahren moglich, wobei die Zuordnung der einzelnen Peaks durch die fiir das
Phenylalanin typischen lonen erleichtert wird.

Durch den Einbau von Histidin, Tyrosin, besonders aber Tryptophan in das Pep-
tid wird das Fragmentierungsmuster seines Massenspektrums viel stiarker veridndert.
Bei C-terminaler Position dieser Aminosiduren konnen die Bruchstiicke der Rejhen A,
B und C (Spaltung der Peptidkette) mit verringerter Intensitdt noch nachgewiesen
werden. Die Peaks der Ionen A, B und C, die durch Spaltungen der zum aromatischen
Aminosdurerest benachbarten Peptidbindung gebildet werden, sind-aber besonders
gering oder fehlen vollstindig. Dafiir entsteht das fir die C-terminale aromatische
Aminosdure charakteristische Ion G mit groBerer Intensitit. Spaltungsreaktionen
des Molekiil-Tons am aromatischen Aminosédurerest fithren also bevorzugt zur Bil-
dung der Ionen G oder R. Die Sequenzanalyse wird dadurch nicht gestort, da die Rei-
henfolge der iibrigen Aminosdurereste nach dem normalen Verfahren festgelegt
werden kann und die C-terminale Stellung der aromatischen Aminosiure durch die
charakteristische Intensitit und MZ des Ions G leicht erkannt werden kann. Fir
Peptide mit N-terminalem oder mittelstindigem Histidin, Tyrosin oder Tryptophan
bedeutet die bevorzugte Bildung von G jedoch, daBl Peaks der Ionen A, B und C der
benachbarten Aminosédurereste sehr klein sind. Diese Aminoséurereste sind im Yon
G enthalten und werden bei seinem Zerfall bevorzugt als neutrale, massenspektro-
metrisch nicht nachweisbare Fragmente abgespalten. Bei Di- und Tripeptiden,
wie sie in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, ist eine Ableitung der Amino-
sduresequenz aus dem Massenspektrum immer moglich. Bei groBeren Oligopeptiden
mit mittelstindiger aromatischer Aminosdure mul} sich die Sequenzbestimmung auf
die richtige Zuordnung sehr kleiner Peaks stiitzen. Dies ist mit hinreichender Sicher-
heit nur durch Aufnahme hochaufgeloster Massenspektren moglich. Bei den empfind-
lichen Peptiden trifunktioneller Aminoséduren ist eine thermische Zersetzung wihrend
der massenspektrometrischen Untersuchung schwer zu vermeiden. Dadurch treten
zusitzliche Peaks auf, z. B. die mit D gekennzeichneten Bruchstiicke (Abb. 1 und 3),
die durch Ionen mit Dioxopiperazin-Struktur gebildet werden, und der Peak MZ 310
(Abb. 3), dessen Intensitéit bei Erh6hung der Ionenquellentemperatur rasch zunimmt
und der durch ein unbekanntes Zersetzungsprodukt des Peptids 13 entsteht. Beson-
ders storend ist die thermische Zersetzung bei acetylierten Peptiden des Histidins. Es
ist uns bisher nicht gelungen, von Tri- oder héheren Oligopeptiden des Histidins
reproduzierbare Massenspektren zu erhalten. Erst die Veresterung der C-terminalen
Carboxylgruppe erhoht die thermische Stabilitét dieser Peptide so weit, daB fiir eine
Sequenzanalyse brauchbare Massenspektren erhalten werden.

Dem Bundesminister fiir wissenschaftliche Forschung danken wir fiir finanzielle Unter-
stiitzung? dieser Arbeit; den Friedrich-Krupp-MAT-Werken, Bremen, fiir die freundliche Hilfe
bei der Aufnahme der hochaufgelosten Massenspektren. 137/66}
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