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61. Nachweis von Fragment-Genesen im Massenspektrometer 
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Summary 
The amino acid sequence in tripeptides and tetrapeptides has been analyzed by 

DADUMIKE and B/E-‘linked stun ’ spectrometry, as well as by collisional activation 
in the first and second field free region of a mass spectrometer embodying the 
inverse Nier-Johnson geometry. Collisional activation enhances the intensity of 
fragment ions. 

Einleitung. - Schon seit langerer Zeit wird die Massenspektrometrie in der 
Peptidanalytik eingesetzt. Die Aminosauresequenz von Oligopeptiden lasst sich 
damit an kleinen Substanzmengen ermitteln [ l ]  [ 2 ] .  In Peptiden - wie in anderen 
Polymeren -I wiederholt sich ein Grundstrukturelement periodisch; das fuhrt zu 
einer Periodizitat in der massenspektrometrischen Fragmentierung. Entsprechende 
ionisierte Fragmente lassen sich im konventionellen Massenspektrum nachweisen. 
Oft sind aber diese wichtigen, sequenzcharakteristischen Ionen nicht leicht zu 
erkennen, da sie durch Signale konkurrenzierender Fragmentierungen uberdeckt 
werden. 

Neue Wege eroffnete die DADI/MIKE-Spektrometrie’), weil damit genetische 
Beziehungen zwischen einem Ion und dessen Folge-Ionen nachgewiesen werden 
[3] [4]. Auf diese Weise lassen sich auch sequenzcharakteristische Fragment-Ionen 
aus Oligopeptiden selektiv verfolgen. Die genetische Reihenfolge und die Masse 
dieser ausgewahlten Ionen fuhren zur Aminosaure-Sequenz des untersuchten 
Oligopeptides [5 ] .  Eine solche Analyse lasst sich grundsatzlich auch an unreinen 
Proben [6] oder an Peptid-Gemischen [7] durchfuhren. 

’) DADVMIKE= Direct Analysis of Daughter IondMass-analyzed Ion Kinetic Energy Spectrometry. 
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Zusatzliche Informationen sind von der Anwendung der sogenannten Kolli- 
sionsaktivierung*) zu erwarten [8]. Dabei werden die Ionen durch Kollision mit 
Gas-Teilchen - meistens Helium - zusatzlich angeregt, was eine starkere Fragmen- 
tierung bewirkt. Dadurch entstehen in der Regel mehr und intensivere Signale von 
Folge-Ionen [9- 111. 

Es war zu prufen, ob solche ionenreichere Fragmentierungen und die neue B/E- 
‘linked scan’-Technik3) [ 121 [ 131 die Aminosauresequenzanalyse erleichtern. 

Messmethoden. - DADI/MIKE-Spektrometrie. Mit der DADI/MIKE-Spektro- 
metrie werden Fragmentierungen von Ionen im zweiten feldfreien Raum (FFR)4) 
erfasst. Durch Konstanthalten von Beschleunigungsspannung und Magnetfeld wird 
eine einzige Ionen-Spezies ausgewahlt, deren Folge-Ionen aus Zerfallen im zweiten 
FFR durch Verandern des elektrischen Feldes gemessen werden. Das Prinzip der 
DADUMIKE-Spektrometrie in der Aminosaure-Sequenzanalyse wurde fruher [ 5 ]  
eingehend behandelt. Ausgehend vom Molekel-Ion werden die nacheinander ab- 
gespaltenen CO- und Aminfragmente bis zur N-terminalen Aminosaure erfasst. 

Ein Nachteil der DADI/MIKE-Spektren sind die oft breiten Signale5), wodurch 
die Massenzuordnung erschwert ist. 

BIE-‘linked scan’. Mit dieser Messtechnik werden die im ersten FFR gebildeten 
Folge-Ionen untersucht. Bei gleichbleibender Beschleunigungsspannung werden 
das magnetische Feld (B) und das elektrische Feld (E) gleichzeitig so verandert, 
dass B/E konstant bleibt. So erhalt man zu einem Vorlaufer-Ion alle Signale der 
Folge-Ionen, die im ersten FFR entstehen. Die Doppelfokussierung6) bewirkt eine 
Energiediskriminierung, so dass die registrierten Signale schmal und gut aufgelost 
sind. Somit lassen sich die Massen der Folgeprodukte leicht bestimmen. Deshalb 
ist diese Messtechnik eine willkommene Erganzung zur DADI/MIKE-Spektro- 
metrie. 

Kollisionsaktivierung. Es wurde erkannt, dass die Fragmentierung der Vorlaufer- 
Ionen stark erhoht werden kann, wenn diese durch Kollision mit Neutralteilchen 
zusatzlich angeregt werden [9] [ 141 [ 151. Dank der dadurch erzielten grosseren 
Ausbeute an Folge-Ionen, erhalt man wertvolle Hinweise auf die Struktur der 
Molekel und ihrer Zerfalle. Besonders bei Vorlaufer-Ionen, die sich kaum fragmen- 
tieren, ist die CA-Methode sehr hilfreich. 

Vergleicht man die DADIIMIKE- mit den entsprechenden B/E- ‘linked scan’- 
Spektren, so ist zu beachten, dass sich die Vorlaufer-Ionen bei den beiden Mess- 
techniken nicht zum gleichen Zeitpunkt nach ihrer Entstehung fragmentieren. 
Deshalb sind Unterschiede in der Anzahl der registrierten Signale und deren Inten- 
sitaten zu erwarten. 

Im folgenden werden die DADI/MIKE-, B/E-‘linked scan’- und CA-Spektren 
eines Oligopeptides vergleichend dargestellt. 

2, 
3, Vgl. unten: Messmethoden. 
4, 

5 ,  

6 ,  

Collisional Activation: CA, auch Stossaktivierung genannt. 

In einem Massenspektrometer mit inverser NierJohnson-Geometrie. 
Ein Teil der ffberschussenergie der angeregten Ionen wird in Form von Translationsenergie frei- 
gesetzt, was eine Signalverbreiterung bewirkt [ 121. 
Die Folge-Ionen passieren das B- und das E-Feld. 
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Resultate. - Zehn Tri- und Tetrapeptidmethylester mit Acetyl- oder Trifluor- 
acetyl-Schutzgruppen wurden untersucht. Die Oligopeptide waren aus den aliphati- 
schen Aminosauren Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin, Leucin und Prolin aufgebaut'). 

Am Beispiel von Ac-Pro-Ala-Leu-OMe ist im Schema 1 das typische Frag- 
mentierungsverhalten der sequenzcharakteristischen Ionen dargestellt. 

Schema 1. Sequenzcharakteristische Ionen eines Peptides 

112, 110, ie.3, 211, 236, 321 \I 
! I  I t  4 ,  I ,  

I ,  
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Ausgehend vom Molekel-Ion mit mlz 355 wurden alle Ionen der Aminosaure- 
Sequenz mit mlz 324, 296, 21 1, 183, 140, 112 untersucht. Das Molekel-Ion hat eine 
relative Intensitat von 3%9. 

Das DADI/MTKE-Spektrum vom Molekel-Ion zeigt folgende Fragmentie- 
rungen: Verlust von CH,OH (mlz 323), C,H, (rnlz 299, Leucin-Seitenkette), 
[COOCH,]' (mlz 296, Sequenz-Ion), [Leu-COOCH, + HI (mlz 210, Sequenz-Ion), 
[CO-Leu-COOCH,]' (mlz 183, Sequenz-Ion), [CO-Ala-CO-Leu-COOCHJ 
(mlz 112, Sequenz-Ion). Das Ion mlz 146 besteht aus dem in [lo] und [16] beschrie- 
benen C-terminalen [Leu-COOCH,]+'-Bruchstuck, das nach Umlagerung von zwei 
H-Atomen entsteht. 

Mit Stossaktivierung im zweiten FFR treten zusatzliche Signale bei mlz 140, 97, 
86 und 69 auf, die den einzelnen Aminfragmenten oder [Aminfragment+ CO] 
entsprechen. Die Intensitaten der Fragmente mlz 210, 183, 146 und 112 sind 
deutlich grosser als im normalen DADIlMIKE-Spektrum. Es muss beachtet werden, 
dass die Massenzahl wegen der Signalbreite nur auf & 1 Masseneinheit genau 
bestimmt wurde. 

Das BIE-'linked scan'-Spektrum zeigt die gleichen Fragmente wie das DADIl 
MIKE-Spektrum, wobei die Sequenz-Ionen mlz 296 und 210 sehr intensiv sind. Die 
integren Massen sind sicher bestimmbar und erganzen damit die Resultate der 
DADI/MIKE-Spektren. 

Mit CA im ersten FFR erhalt man grossere Signalintensitaten, aber nur wenig 
zusatzliche Fragmente, die vor allem im unteren Massenbereich zu finden sind 
(mlz 140, 100,99). Vgl. Figur I .  

Das nachste Ion mit Masse m/z 324 zeigt im DADIlMIKE-Spektrum die Ab- 
spaltung von CO. Dieses charakteristische Triplett-Signal [7] tritt in allen Spektren 
als sehr intensives Sequenz-Ion auf (m/z 296). Im CA-Spektrum erscheinen zu- 
satzlich die Signale mlz 21 1 (Verlust des Leucin-Aminfragmentes), mlz 140 und 112 
(Sequenz-Ionen). 

') Siehe exper. Teil. 
8, Bei Oligopeptid-Methylestern besitzen die Molekel-, [ M -  OCH#'- und [ M -  COOCH#-Ionen 

allgemein eine schwache Intensitat (rel. Int. < 1%). 
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Fig. 1. Vergleich der DADI-, BIE- und CA-Spekiren von Ac-Pro-Ala-Leu-OMe 
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Der BIE-Scan ergibt die gleichen Resultate wie die DADVMIKE-Methode. 
Auch nach der Kollision rnit Helium im ersten FFR werden nur wenig neue 
Fragmente beobachtet (mlz 140, 113,88). 

Die Messreihe wird nun so fortgesetzt, dass von jedem sequenz-charakteristi- 
schen Ion die Folge-Ionen bestimmt werden und so die vollstandige Aminosaure- 
sequenz des Peptides ermittelt wird. Dieses Vorgehen ist in Schema 2 vereinfacht 
dargestellt. 

Schema 2. Konsekutive Mehchritte. 

296 I -85 (Leucin ) 

211 +--- -28(CO) 
183 

-43 ( Alanin) 

I -42(Keten) 
70 

Diskussion. - Die rnit oben beschriebener Analysentechnik durchgefuhrte 
Aminosaure-Sequenzbestimmung war bei jedem untersuchten Oligopeptid erfolg- 
reich. Beim Vergleich der verschiedenen Messtechniken und bei der Beurteilung 
der einzelnen Spektren wurden folgende Feststellungen gemacht: 

1) Im allgemeinen zeigte sich, dass die DADVMIKE- und BIE-Spektren der 
untersuchten Peptide sehr ahnlich sind. In beiden feldfreien Raumen zerfallen 
die einander entsprechenden Ionen zu gleichen Fragmenten. Beim DADVMIKE- 
Scan ist die Intensitat der Fragmente oft grosser als beim BIE-'linked scan: 

2) Die Kollisionsaktivierung erlaubt, rnit beiden Messtechniken vom Molekel- 
oder (Molekel- COOCH,)-Ion aus, mehrere Ionen der Aminosaure-Sequenz zu 
beobachten. Die Fragmentierung wird in diesem Fall so ausgepragt, dass auch 
Ionen rnit kleineren Massen registriert werden, die ohne Bedeutung fur eine 
Sequenzanalyse sind; 

3) Die Signale in den DADIIMIKE-Spektren werden durch CA verbreitet; 
dagegen wird beim BIE-'linked scan' die gute Auflosung durch CA nicht beein- 
trachtigt; 

4) Manchmal beobachtet man Fragment-Ionen mit einer Masse, die um eine 
Masseneinheit hoher oder tiefer liegt als erwartet. Dies ist dann der Fall, wenn die 
Ionen durch Umlagerung ein Proton aufnehmen oder abgeben (vgl. [ 171); 

5) Bei Vorlauferionen rnit sehr kleinen Intensitaten im Normalspektrum (rel. Int. 
60,1%) treten in den Folge-Ionen-Spektren oft etliche schwache Signale auf, die 
keinem einfachen Zerfall zuzuordnen sind. Das sind meistens Artefakte. Sie ent- 
stehen bei der DADUMIKE-Spektrometrie z. B. durch Zerfalle im ersten FFR und 
bei der BIE-'linked scan'-Spektrometrie im zweiten FFR. Unter gewissen Voraus- 
setzungen (siehe [ 18-20]) werden diese Zerfalle aber trotzdem registriert. Auch bei 
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Fig.2. Artefakt-Signal im BIE-'linked scan'-Spektrum von Fragment-Ion mlz 227 aus 

Ac-Leu-Ala-Leu-OMe 

intensiven Vorlaufer-Ionen treten solche Artefakte auf, wie das Beispiel in Figur 2 
zeigt. 

Das Ion mlt 227 verliert CO und (CO + Alanin-Aminfragment). Ein Zerfall zu 
mlz 188 ist aber nicht vernunftig (es waren 39 Masseneinheiten). Die Berechnung 
zeigt, dass es sich um den Ubergang mlz 156jml.z 128 (-CO) im zweiten FFR 
handeln muss9). Solche Artefakte sind in den Spektren der metastabilen Ionen von 
Peptiden selten. Sie sind meistens leicht erkennbar, weil sie sich mit dem Fragmen- 
tierungsverhalten von Peptiden nicht erklaren und sich durch Berechnung Zerfallen 
im nicht beboachteten FFR zuordnen lassen; 

6) Allgemein wurde bei den N-terminalen acetylierten Aminosauren eine 
Keten-Abspaltung festgestellt. Diese ist im Falle von Glycin sehr schwach, kann 
aber durch Kollisionsaktivierung verstarkt werden; 

7) Bei Glycin beobachtet man oft keine CO-Abspaltung. Dagegen misst man 
einen Verlust von 57 Masseinheiten, entsprechend dem [Glycin-Aminfragment 
+ CO]. 

9, Berechnungen von Artefakten sind in [18] und [19] angegeben. 
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Die durchgefuhrten Untersuchungen zeigen, dass die DADUMIKE-Spektro- 
metrie von Oligopeptiden durch die BIE-?inked scan'-Technik sehr gut erganzt wird. 
Die Kombination der beiden Techniken mit der Stossaktivierung liefert optimale 
Resultate. 

Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung 
(Projekt Nr. 2.249-0.79) fur die Unterstutzung dieser Arbeit. 

Experimenteller Teil 

Die DADVMIKE- und B/E-'linked scan'-Spektren wurden auf einem modifizierten, doppel- 
fokussierenden Massenspektrometer rnit inverser Nier-Johnson-Geometrie gemessen (Varian MAT 
CH5-DF). Messbedingungen: Beschleunigungsspannung 3 kV, Elektronenstoss-Ionisation (1 mA, 
70 eV), Ionenquellentemperatur 250". Probenzufiihrung: Direkteinlass, Temperatur 125-200". Fur einen 
vollstandigen Vergleich der Messmethoden sind einige mg Peptid und mehrere Stunden Arbeit notig. 

'Linked scan'-Einrichtung: Die Messungen wurden mit einer kauflichen Einheit von Varian MAT 
durchgefiihrt. Stossaktivierungs-Einrichtung: Um bei der Kollisionsaktivierung in den feldfreien 
Raumen den Druck nur lokal erhohen zu konnen, wurden Stosskammern eingebaut, in die das 
Kollisionsgas eingeleitet wird. Im ersten FFR wurde die Stosskammer unmittelbar vor dem Eintritts- 
spalt und im zweiten FFR nahe nach dem Zwischenbildspalt eingebaut. Den Druck des Kollisionsgases 
(He) in den Stossraumen regelte man rnit Hilfe von Nadelventilen. Fur die in dieser Arbeit aus- 
gefuhrten Messungen wurde er so eingestellt, dass der fokussierte Vorlauferpik auf 30% seiner Anfangs- 
intensitat reduziert wurde. 

Die OligopeptideIo) wurden stufenweise aufgebaut und nach der Zweiphasenmethode [21] [22] 
gereinigt. Die Schutzgruppen waren der Methylester am C-Terminus und die BOC'l)-Gruppe am 
N-Terminus. Die BOC-Gruppe wurde mittels Trifluoressigsaure entfernt und in Dichlormethan erfolgte 
die Kupplung rnit dem nachsten Aminosaure-Hydroxysuccinimidester. Im letzten Schritt wurde die 
BOC-Gruppe abgespalten und das Amino-Ende rnit MethanoVAcetanhydrid 4: 1 [23] acetyliert. 

Folgende Peptide wurden synthetisiert und gemessen: Ac-X-Ala-Leu-OMe (Aminosaure X, 
Schmelzpunkt, Molekulargewicht, Probentemperatur;) (Gly, 173-174", 315, 150"; Ala, 249-251", 329, 
160"; Val, 249-250", 357, 160"; Ile, 231", 371, 155"; Leu, 214-215", 371, 160"; Pro, 01, 355, 125";) sowie 
die Tetrapeptide Ac-Gly-Gly-Gly-Gly-OMe (248" rnit Zersetzung, 302, 155";), Ac-Ala-Ile-Leu-Val-OMe 
(280-281", 470, 200";), Ac-Val-Ile-Gly-Leu-OMe (238-239", 456, 170";) und das trifluoracetylierte 
Peptid TFA-Val-Ala-Leu-OMe (190-191", 411, 135"). 
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