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Mass Spectra of Pheophorbides

The mass spectrometric fragmentation behaviour of
pheophorbides is discussed.

Als Phéophorbide bezeichnet man Derivate des Porphins, bei
denen die 7,8-Doppelbindung des Grundkorpers hydriert und C-6 mit
C-v durch eine CHo—CHa-Briicke verbunden ist (,,Isocyclischer Ring*).
Alle hier untersuchten Verbindungen sind iiberdies an C-1, C-5 und
C-8 mit einer Methylgruppe und an C-7 mit einer Propionsidureester-
gruppe substituiert. v

Bei den bisherigen Untersuchungen von Porphinderivaten wurde
entweder das Fragmentierungsverhalten der gesamten Verbindungs-
klasse diskutiert’=3, so daB den Phiophorbidspektren nur ein ent-
sprechend geringer Raum zur Verfigung stand, oder es lag ein spezielles
massenspektrometrisches Problem an, zu dessen Klarung Porphin-
derivate als Modelle herangezogen wurden® 5. Eine systematische
Untersuchung liegt bisher nicht vor.

1. Thermische und katalytische Umwandlungen vor der Ionisie-
rung. Wegen der geringen Fliichtigkeit vieler Porphinderivate und
der damit verbundenen hohen Mefitemperaturen muB insbesondere
bei wenig stabilen Verbindungen mit zumindest teilweisen Umwand-
luingen vor der Jonisierung gerechnet werden. Dies kann zu einer starken

* 33, Mitt. der Reihe ,,Zur weiteren Kenntnis des Chlorophylls und
des Hamins*, 32. Mitt.: H. H. Inhoffen, P. Jiger und R. Mdhlhop, Ann.
Chem. 749, 109 (1971).

** Derzeitige Anschrift: Max-Planck-Institut fir Experimentelle Medi-
zin, D-3400 Géttingen, Bundesrepublik Deutschland.
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476 H. Budzikiewicz u. a.:

Abhéngigkeit der Spektren von den Meflbedingungen fithren. Im fol-
genden werden einige typische Beispiele zusammengestellt, wobei
nicht iibersehen werden darf, daB bestimmte Reaktionen (z. B. Verlust
von Hs0, CH3OH) sowohl thermischer Natur als auch elektronenstof-
induziert sein kénnen.

1.1. Verlust von HyO besonders dann, wenn am benachbarten
C-Atom sich ein cis-stédndiges H-Atom befindet. In den Spektren der
untersuchten Hydroxyverbindungen wird fast immer ein , M—16“-
Ion betrachtlicher Intensitdt beobachtet. Ob es sich hier um leichter
fliichtige Beimengungen von der Synthese her (Reduktion von Keto-
gruppen) oder um Hydrogenolyse in der Ionenquelle® handelt, konnte
nicht geklart werden.

1.2. Verlust von CH3OH und COOCH;y (,,M—58°) bei Verbindun-
gen mit einer Carbomethoxygruppe an C-10 sind, wie D-Markierungen
und TemperaturmefBreihen gezeigt haben?, weitgehend vor der Ioni-
sierung ablaufende Prozesse.

1.3. Verlust von Hy ist bei trans-Chlorinen selbst unter drastischen
MeBbedingungen (bis ~ 500° Quellentemperatur) nicht beobachtet
worden, wiahrend ¢is-Chlorine sehr leicht dehydriert werden.

1.4. Uber Hydrierung von Doppelbindungen (,,M -+ 2¢“-Peaks)
ist an anderer Stelle berichtet worden?. ,, M -+ 14“-Peaks konnen
durch Transmethylierung (fiir eine Literaturzusammenstellung s.
Ref. €) entstehen, wobei HEstergruppen als Methyldonor fungieren. Be-
ziiglich begleitender Metallkomplexe s. Ref. 1.

2. Fragmentierung im einfach geladenen Bereich.

2.1. Seitenkettenfragmentierung: 9-Desoxo-mesopyromethylphio-
phorbid a, I (vgl. Diskussion in Ref. 5). Der wichtigste ProzeB ist
erwartungsgemifl Verlust von *CHyCH;COOCH3z durch benzylische

Spaltung (a). Der weitere Zerfall von a ist uncharakteristisch (m/e 419,
CogHo7N,, Verlust von 2 CHs-Gruppen, vgl. Ref. 8 und m/fe 405,
Co7HosN4, Verlust von CgHg). McLafferty-Umlagerung® (Verlust von

OH
CHy = ¢/

, M—74) ist selbst bei niedrigen Anregungsenergien
\OCH; ) g gung g
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478 H. Budzikiewicz u. a.:

ohne Bedeutung (vgl. auch Abschnitt 3), ebenso fithrt der Abbau der
Propionesterseitenkette (M-—0OCH3, M-—COOCH;3) nur zu Jonen
geringer Intensitit. Konkurrierende Benzylspaltungen (M—H-",
M—CHgz) treten gleichfalls zuriick. Ebenso bleibt die Fragmentie-
rung von Acetyl-, Formyl- und Vinylgruppen gegeniiber dem Verlust
der Propionesterkette von sekundirer Bedeutung. Diesen itbertreffen
nur der Abbau funktionalisierter Seitenketten® 10 [Verlust von H,O
(Basispeak) bei XI, von CH,0, CH30* und CH30H (intensivster Frag-
mentpeak), bei XII (vgl. hierzu Abschnitt 1) sowie die in Abschnitt 2.2.
bis 2.4. beschriebenen Prozesse].

2.2. Substitution an C-9. Eine OH-Gruppe [9-Desoxo-9-hydroxy-
mesopyromethylphdophorbid a (Epimerengemisch), II] filhrt zu
M—H,0 als Basispeak (ob teilweise thermisch?). Wegen ,, M—16%
8. Abschnitt 1. Verlust der Propionsiurekette (analog a) ist von M+
ausgehend etwa 2mal so intensiv wie von M—H,0 aus, was fiir eine
wenigstens teilweise elektroneninduzierte HoO-Eliminierung spricht.
Weitere Fragmentierung ist uncharakteristisch.

Bei Einfithrung einer OCHgz-Gruppe (9-Desoxo-9-methoxy-meso-
pyromethylphsophorbid a, Epimerengemisch, III) liegen die Ver-
héltnisse dhnlich: M-—CH3;OH fithrt zum Basispeak (daneben etwas
M-—CH,0), wichtigste Benzylspaltung ist Verlust von CHzO* (b).

2.3. 9-Hydroxy-10-methoxycarbonyl-Verbindungen. Das Spektrum
von 9-Desoxo-9-hydroxy-methylphédophorbid a (z. B. 1IV) wird be-
herrscht von HoO-Abspaltung (eine einfache Korrelation der Intensitit
von M+ und [M—Hz0]+ mit der Orientierung der Substituenten an
C-9 und C-10 ist nicht méglich), sowie von ,,M—16 (s. Abschnitt 1.1).
Verlust der Seitenkette von C-7 (M—87) ausgehend von M+, M—18 und
»M—16 ist erkennbar, ebenso Abspaltung der Methoxycarbonyl-
gruppe von C-10 (M—59, M—16—59, etwas M—18—59, bevorzugt
M—18—58, was fir die Ausbildung einer 9,10-Doppelbindung beim
Verlust von HeO spricht). Tm Bereich zwischen m/e 400 und 500 ragen
einzelne Peaks aus Peakgruppen etwas heraus, lassen sich jedoch nicht
eindeutig zuordnen.

Die Spekiren der C-9, C-10-sterecisomeren 9-Desoxo-9-hydroxy-
10-methoxymethylphéophorbide a (z. B. V), sowie deren dy-Derivate
(10-Methoxy, 7-Methylester, 3) zeigen starke Abhéngigkeit von den
Aufnahmebedingungen (insbesondere die Ionen M-—16, M—CH,O,
M—CH3OH, M-—16—CH,0, M—16—CH30H, M—16—COO0CHs,
M—90 und M—105, was auf thermische Prozesse hindeutet. Als Bei-
spiel wurde ein Spektrum ausgewidhlt, in dem diese Ionen méglichst
geringe Intensitdt haben). Von Bedeutung erscheint, daB M—H»0,
M—0CH;3 (C-10) und M—87 (C-7-Kette) von nur geringer Intensitit
sind. M-—COOCH3 (C-10) tritt klar hervor. Dieses Fragment kann
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480 H. Budzikiewicz u. a.:

weiter CH3OH (M—91) verlieren (m*). In den markierten Verbin-
dungen wird entsprechend ein Ion bei M—94 beobachtet, demzufolge
beide Substituenten von C-10 abgespalten sein miissen. Ob dieser
an sich ungewohnliche Prozel unter Nachbarngruppenbeteiligung
(C-9—OH) verlauft, ist ungeklart. M—177 und M —179 (M —183 und
185 bei den markierten Verbindungen) scheinen. durch weiteren Zerfall
(breiter, nicht eindeutig zuzuordnender m*) von M—91 durch Ver-
lust der C-7-Kette -+ 1 H zu entstehen. Klare Intensitidtsunterschiede,
die auf unterschiedlichen sterischen Bau zuriickzufithren sind, lassen
sich nicht erkennen.

2.4. 9-Oxo-Verbindungen. Als Beispiel diene das Spektrum von
Pyromethylphdophorbid a (VI). Das wichtigste Fragment entsteht
durch Verlust der C-7-Kette (M—87). Das so gebildete Ion kann weiter
CO verlieren (M—115, CogHagNy). Die Tatsache, dall M+ selbst kein
CO verliert, legt den folgenden Mechanismus nahe:

HN N HN

\ — - -co
+ \:./\ ~ /CHy CHytm \\ CHy —= [M —_ ”5]*

H CH, ﬁl
o+

M 87

Von sekundirer Bedeutung sind —CHs, M—0CH3, M-—COOCH,
und *COOCH3 sowie M—102 (029H26N40, M-—87—'CH3), M—103
(029H25N40, M——87—~'CH3—-H), M—117 (028H23N40, M—87—2 'CH3
und 029H27N4, M—87—CO0—2 'H) und M—131 (028H25N4, M-—87—
—CO—CHz3—'H). Ein EinfluB von Athyl-, Formyl- und Acetyl-
gruppen an C-2 und C-4 (Mesopyromethylphéophorbid a, VII, Pyro-
methylphiophorbid b, VIII, 2-Desvinyl-2-acetyl-, IX, und 2-Desvinyl-
4-desithyl-2,4-diacetyl-pyromethyl-phdophorbid a, X) ist praktisch
nicht feststellbar. Einfithrung einer OH-Gruppe in die C-4-Seitenkette
(2-Desvinyl-2-acetyl-4’-hydroxypyromethylphdophorbid a, XI) fiihrt
zu intensiven M—16- (559%) (vgl. 1.1.) und M—18-Ionen (100%);
die fiir VI beschriebene Fragmentierung geht von diesen ebenso wie
von M+ aus. Analoges wird bei Anwesenheit einer Methoxylgruppe
(2-Desvinyl-2-acetyl-4'-methoxypyromethyl-phdophorbid a, XII) be-
obachtet [Verlust von CH30, M—30 (80%,), und CH;OH, M-—32
(75%,) und davon wie von M+ ausgehende Fragmentierung]. Zusatz-
lich ist M—31 (*OCHj3) erwartungsgemil intensiver als bei VI (15%).

Eine Alkoxygruppe an C-10 (die sterecisomeren 10-Methoxypyro-
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482 H. Budzikiewicz u. a.:

methylphédophorbide a und b, z. B. XIII) dominiert das Fragmentie-
rungsverhalten: die intensivsten Fragmente sind durch M—CH,O,
M-—CH30°, M—CH30H (mit unterschiedlicher Intensitit, thermisch?)
und M—CHs, dessen unerwartet hohe Intensitit die folgende Bil-
dungsweise nahelegt (vgl. unten):

Das so gebildete Ion kann noch CO abspalten (M—43). M—59
(COOCH3) und 87 (C-7-Kette) ist deutlich erkennbar, letzteres verliert
anschlieBend noch CH3O0H (M —119). Von Interesse ist, daf die durch
die Athergruppe bedingten Spaltungsreaktionen stirker ausgeprgt sind,
wenn die Methoxyl- und die Esterseitenkette sich auf der gleichen
Seite des Ringes befinden (sterische Behinderung).

Die zweite Ketogruppe in 10-Oxo-pyromethylphiophorbid a (XIV)
beeinfluBt das Fragmentierungsmuster kaum: M—59 (COOCHs)
M-—87 (C-7-Seitenkette) sowie weiterer Verlust von CO (M—115)
entspricht den Beobachtungen bei V1.

Methylphiophorbid a (XV; die Verbindung der b-Reihe fragmen-
tiert analog; beziiglich M—32 und M—58, s. Abschnitt 1.2.): Wie bei
allen am isocyclischen Ring héher substituierten Verbindungen be-
stimmt Fragmentierung in diesem Molekiilteil den Zerfall. Verlust
der C-7-Kette fiir sich allein (M—87, C3eH31N403) tritt stark zuriick
(daneben M—87—32). Bedeutend intensiver ist der Verlust der C-10-
Carbomethoxygruppe (M—59), (vgl. I) sowie eine kombinierte Zer-
fallsreaktion (m*!), die zu M—147 (C3oH27N40) fithrt:

Derartige Reaktionen, bei denen mehrere Substituenten zusammen
verloren werden, sind typisch fiir hochsubstituierte Porphinderivate,
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484 H. Budzikiewicz u. a.:
bei denen die Substituenten sterisch in Wechselwirkung treten kén-

nen?. Von geringerer Intensitat ist M—161 (909, CogHasN,O, M—87—
—*COOCH3—CHz3, 10%, C3pHagNy, ¥—CH3COOCH3—COOCH3;—CO):

cHy S [ —161]"

M —133

Das Fragmentierungsmuster von 10 £-Hydroxymethylphaophorbid a
(XVI) entspricht qualitativ dem von XV, nur ist erwartungsgemif
der Verlust der C-10-Methoxycarbonylgruppe (M—59), da jetzt von
einem quartiren C-Atom ausgehend, viel ausgeprigter (509, rel. Int.).
Abspaltung von HoO tritt nicht auf.

Die Spektren der C-10-epimeren 10-Methoxymesomethylphiophorbide
der a- und der b-Reihe! (z. B. XVII) unterscheiden sich praktisch
nicht. Sie werden beherrscht von M—59 (Basispeak) und M—161
(vgl. oben), daneben etwas M-—32 (s. XV), M—87 fehlt praktisch.
Uber die Genese von M—161 geben die Massenspektren von 10-Methoxy-
athylphéophorbid a (z. B. XVIII) und 10-Athoxymethylphéophorbid a
{z. B. XIX; die Spektren der Epimeren unterscheiden sich wieder
praktisch kaum) Auskunft, da in beiden Fallen nun M—175 beobachtet
wird. Eine mogliche Formulierung wire:

~"CH,CH,CO0R®

i .
3 _*coocHy , R

Infolge der durch Einfithrung der sperrigen Isopropoxygruppe
bedingten gréBeren Spannung im Bereich des isocyclischen Ringes
weicht das Fragmentierungsverhalten der epimeren 10-Isopropoxy-
methylphiophorbide a (z. B. XX) von dem der bisher besprochenen
Verbindungen ab: Von Bedeutung ist nur eine Sequenz, die mit der
Abspaltung von CgHy beginnt. Da eine derartige Spaltung eines Athers
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sonst nicht beobachtet wird, geht diesem Prozel sicher Spaltung der
gespannten C-9/C-10-Bindung voraus:

~

CH3

\or N
&,  9f coock, éH looc;\w I
2 C 3 CH,
coocH, C3t
COOCH, COOCH;
XX M —43 M —101

Es handelt sich hier um ein interessantes Beispiel dafiir, wie bei
Vorliegen mehrerer ahnlich labiler Bindungen an sich geringfiigige
strukturelle Verinderungen (hier Ersatz einer Athoxy- durch eine
Isopropoxygruppe) das Fragmentierungsmuster vollkommmen verdndern
kénnen.

3. Fragmentierung im doppelt geladenen Bereich ist weitgehend
durch die Abspaltung geradelektronischer Teilchen gekennzeichnet.
Der wichtigste Prozef3 hierbei ist der Verlust der C-7-Kette durch
McLafferty-Umlagerung (M—74, C31H3aNa++ bei I), ein ProzeB, der
im einfach geladenen Bereich nur in Kombination mit Radikalabspal-
tungen beobachtet wird (s. z. B. M—161 bei X VI):

Der weitere Abbau wurde bei I durch Massenmessungen gesichert:
[M—102]++  (CoHgoNa, M—T74—CoHy), [M—118]F+ (CagHzeNy,
M—74-—C3H8), [M~——132]++ (027H24N4), doch sind diese Ionen, ahn-
lich wie die Sekundirfragmentierung im einfach geladenen Bereich,
in Peakgruppen eingebettet und daher nicht sehr charakteristisch.

Der Verlust leicht abspaltbarer Gruppen mit gerader Elektronen-
anzahl (Hz0, CH3OH) wird auch im doppelt geladenen Bereich sowohl
fiir sich allein als auch in Kombination mit den oben angefiihrten
Fragmenten beobachtet. Bei hoher substituierten Verbindungen treten
wieder Kombinationsabspaltungen hervor, die z. T. von hoher Intensitét
und daher fiir bestimmte Gruppierungen charakteristisch sein kénnen.
Als Beispiel diene XVI: M—120 (C3eHgoN4O, 2 -COOCH;3 -2 -H),



487

Fragmentierungsverhalten von Phaophorbiden

(x3) © prgroydoeydifigewr- £xodordosy-g1 voa pun (XIX) @ prgroydopydiLipenn-Axoury-p1 woa usapsodsuessely *y, "qqy

ml\E 058 008 . 0gg O\O.m Om.\ fole 4 0st 0T
A I L .‘_ 1 N IR ,
I
5%
f
v99
Bal
129
€96
XX L
%
s 059 009 08g 008 osy ooy
S . AR
% j|4‘ﬂl.|_ (" i
Siv
059
o .

XX



488

H. Budzikiewicz u. a.:

R!

CH,

CHgn

R?

R1 R2 RS R4 RS RS R7 R#8

I CoHs CH3 CoHs H H H H CHj3
N

II CoHs CHs CoHj H OH H H CHg

111 C.H; CHs CgHs H, OCH; H H CHj

IV C;H; CH; CoH; OH H H COOCH3 CHj;

V CHsz CHsz CpHjs H OH OCHjg COOCH; CHj
——

VI C:Hs CHz CoHj =0 H H CHs
——

VII CeH; CHs CoHj =0 H H CHj
——

VIII CsHs CHO CoHj =0 H H CHs
——

IX CH3CO CHs CoHj; =0 H H CHj3
————

X CH3CO CH3 CH3CO =0 H H CHs

XI CH3CO CH3; CHCHOH =0 H H CHjs

XIT CH3CO CH3z CH3CH(OCHjz) =O H H CH3
[ —

XTI C.Hy CHg CoHs =0 H OCH3 CHjy

—— [ ——

XIV CsHz CHs CsHj; =0 =0 CHs
[—

XV CHy CHs CoHj =0 COOCH3; H CHs
XVI CoHy CHs CgHs =0 OH, COOCH; CHg
XVII CoH; CHz CoHs =0 COOCH; OCHjg CHs
XVIIT CoHy CHs CoHs; =0 COOCH3; OCH3 CoHj

e —
XIX CgHg CHs CgHs =0 COOCH3 OCgH5 CH3
——
XX CoHs CHs CoHj =0 COOCH3 OCH(CHs)2 CHg
M—134 (Cg HegN4O, -CHCOOCH; 4 -COOCH; + 2 *H), M—148

(CaoH 26N 40, *(CH2)2COOCH3 + ‘COOCH; + 2 *H), M—148 (C31H39Ny,
2+COOCH3 + 2*H 4 CO; bei XVIII um 14 u verschoben, was die
Abspaltung der C-7-Seitenkette bestitigt).
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Zusammenfassung: Wie bei anderen Porphinderivaten erfolgt
auch hier Bruchstiickbildung praktisch nur durch Abbau der Seiten-
ketten bzw. des isocyclischen Ringes, wobei sowohl im einfach wie
auch im doppelt geladenen Bereich bevorzugt geradelektronische
Tonen gebildet werden. Bei hochsubstituierten Verbindungen, bei
denen die einzelnen Gruppen sterisch miteinander in Wechselwirkung
treten konnen, kann es zu charakteristischen multiplen Fragmen-
tierungsreaktionen kommen. Die Spektren von sterecisomeren Ver-
bindungen unterscheiden sich im allgemeinen kaum.

Der Stiftung Volkswagenwerk méchten wir fiir die Mittel zur An-
schaffung des MS-9 Massenspektrometers, der Gesellschaft fiir Mole-
kularbiologische Forschung m. b. H., in deren Laboratorien die meisten
der hier diskutierten Spektren gemessen worden sind, fiir die gewdhrte
Arbeitsmdglichkeit bestens danken.

Experimenteller Teil

Die Massenspektren wurden mit dem Geridt MS-9 der Firma AEI,
Manchester, mit direktem EinlaBsystem gemessen. Die Quellentemperatur
betrug zwischen 220 und 260°, die Ionisierungsenergie 70 ¢V und die Be-
schleunigungsspannung 8 kV.
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