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MS"-Analyse nicht-derivatisierter und Mtpp-derivatisierter Peptide
Zwei aktuelle Untersuchungen zur Anwendung von LC-MS-IT-TOF-Geraten

Dr. Dorota Ggszczyk, Prof. Zbigniew Szewczuk, Dr. Alicja Kluczyk

Universitét Wroclaw

Ein LC-MS-IT-TOF koppelt die Techniken
der lonenfalle (QIT) und der Flugzeit-
analyse (TOF — Time-of-Flight). Die QIT-
lonenfalle bietet leistungsstarke MS"-
Fahigkeiten. Nach Auswahl des geeigne-
ten Vorlaufer-lons lassen sich mehrere
MS"-Experimente im Verlauf einer einzi-
gen Probenaufgabe durchfiihren. Es
werden Produkt-lonen erhalten, die als
Vorlaufer-lonen fiir die nachste Frag-
mentierungsstufe dienen. MS"-Spektren
mit einer hohen Massengenauigkeit lie-
fern eine verbesserte Zuverlassigkeit
der Signalzuordnung und eine Struktur-
analyse durch den Fragmentierungs-
ablauf.

Ein IT-TOF-Gerat bietet hohe Auflésung
und Genauigkeit fiir alle MS- und MS"-
Modi ebenso wie Massenstabilitdt und
ausgezeichnete Auflosung fiir LC-MS-
Analysen. Solche Eigenschaften machen
ein LC-MS-IT-TOF zum bevorzugten
Instrument fiir moderne wissenschaft-
liche Untersuchungen zur Verunreini-
gungsanalyse, fiir die Erstellung meta-
bolischer Profile und zur Biomarker-
Forschung [1].

Die Forschungsprojekte der Arbeits-
gruppe fiir Chemie und Stereochemie
von Peptiden und Proteinen der Chemi-
schen Fakultat der Universitat Wroclaw,
Polen, untersucht Peptide und Proteine
hauptsachlich mit Hilfe der Massenspek-
trometrie. Professor Zbigniew Szewczuk
und sein Team erforschen die Struktur
natiirlicher und synthetischer Peptide,
Peptidkonjugate und -addukte, indem
sie nach posttranslationalen Modifika-
tionen und Biomarkern suchen. Auf
Grund der geringen Konzentration eini-
ger Peptide in biologischen Proben be-
steht in der Empfindlichkeitssteigerung

der MS-Analyse eines der wichtigsten
Forschungsziele der Arbeitsgruppe.

Zwei Beispiele fiir aktuelle Untersuchun-
gen werden hier vorgestellt, die auf-
grund der bendétigten MS"-Analytik nur
durch den Einsatz eines LC-MS-IT-TOF-
Systems mdglich wurde.

1. MS"-Analyse mit 4-(4-Methoxy-
phenyl)-2,6-diphenylpyryliumsalz-
derivatisierter Peptide mit LC-MS-IT-
TOF

Tandemmassenspektrometrie ist ein
leistungsfahiges Werkzeug in der Prote-
omikforschung. Trotz der rapiden Ent-
wicklung dieser Technik besteht noch
immer das Problem unzureichender
Empfindlichkeit wegen der schlechten
lonisierung einiger Peptide, die in der
biologischen Probe in geringer Konzent-
ration vorhanden sind. Der Einbau einer
funktionellen Gruppe erlaubt, dieses
Problem zu umgehen. Sie bringt eine
stabile positive Ladung innerhalb des
Peptidmolekiils ein, steigert damit die
lonisierungseffizienz und ermadglicht
einen empfindlichen Nachweis mit der
Elektrospray-Massenspektrometrie
(ESI-MS).

Kirzlich haben Forscher diverse effizi-
ente Methoden zur Peptid-Derivatisie-
rung durch eine quartire Ammonium-
salz(QAS)-Synthese entwickelt [2]. Die
hochste Intensitdtssteigerung (etwa
1.000-fach) wurde bei Pyrylium-lonisie-
rungsreagenzien beobachtet, die leicht
mit der primdren Aminogruppe in der
Lysinseitenkette reagieren, um Pyridi-
niumsalze mit stabiler positiver Ladung
zu bilden [3]. Die mit Pyrylium-Reagen-
zien derivatisierten Peptide lassen sich
sogar auf attomolarem Niveau (1078)
nachweisen. Eine neue Art von isobarer

Peptid-Markierung wurde ebenfalls vor-
geschlagen [4], die auf dem Austausch
der '°0/'80-Paarung und der Derivatisie-
rung von Isotopologen der Pyridi-
niumsalze beruht.

Allerdings ist es notwendig, nach neuen
lonisationsmarkern zu suchen, die einen
vergleichbaren Grad an lonisierungsstei-
gerung zeigen und verbesserte Eigen-
schaften besitzen (hdhere Loslichkeit,
Empfindlichkeit und Analyseprazision).
Forscher entwickelten kiirzlich ein neues
lonisierungsreagenz (4-[4-Methoxyphe-
nyl]l-2,6-diphenylpyryliumsalz, Mdppl),
um die Anwendbarkeit in der Proteomik-
forschung zu verbessern (unveréffent-
lichte Daten). Spezifische MS"-Uber-
gange werden fiir die eindeutige Analyse
bestimmter, mit Mdppl derivatisierter
Peptide eingesetzt.

Das 4-(4-Methoxyphenyl)-2,6-diphenyl-
pyryliumsalz wurde mit der Seiten-
kettenaminogruppe eines Modell-Pep-
tids verkniipft (Lys-Pro-Pro-Pro). Abbil-
dung 1 zeigt die ESI-MS- und ESI-MS"-
Analyse von Lys(Mtpp)-Pro-Pro-Pro.

Bei MS2-Experimenten wurde eine Reihe
von b- und y-lonen erhalten. Aufgrund
des Anstiegs der Kollisionsenergie ver-
groBerte sich die Starke des Signals m/z
338, obwohl sie weiterhin recht gering
war. Nach dem MS3-Experiment ent-
sprach der Peak bei m/z 209 dem inne-
ren Fragment der Peptidsequenz. Das
Signal ist fiir Pyridiniumsalz charakteris-
tisch, erscheint aber hauptsachlich beim
ladungsfernen Fragmentierungsme-
chanismus [5].

Um diese Aussage eindeutig zu bestati-
gen, wurde ein MS3-Experiment durch-
gefiihrt, bei dem fiir die erste Fragmen-
tierungsreaktion ein [M+H]?* ausgewahlt
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wurde, das ein einziges mobiles, fir

einen ladungsgerichteten Fragmentie- e (x100.000) [Mdppl]* [M+H]2* "N A) ESI-Ms
rungsmechanismus  verantwortliches 1,00+ N e e Y e o TR % bZZO'EN‘,'\
Proton enthélt. Resultierende einfach L e AKX
geladene Fragmente enthalten kein mo- 0,25 o et ol 3
biles Proton und kénnen einer Fragmen- O 10 1% %0 200 0 3% 40 4% st B0 edo 650 70 70 ok o0 %0 oo miz
tierung gemdaR ladungsfernem Frag- ten (1.000009) T p 2 by '+ P——
mentierungsmechanismus unterliegen. ;‘;: y2'* 275;40(2) — 546,275(1) :g;:@ﬂzg:;:;;?'f(;’i/fM*”’“
Eine Kombination dieser zwei aufeinan- . RN ‘/| & \ e
der fOlgenden FragmentierungsreaktiO' 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 m/z
nen, die nach verschiedenen Mechanis- DR pe— oo A
men ablaufen, kénnen nur mit Hilfe von 207 309"90“1 m,wm]t Kollsionsenergie: 70 %
mit lonenfallen (IT = ion trap) ausgestat- 0% 0 130 200 %0 300 l3%0 W0 % 500 550 600 630 700 750 830 850 900 930 miz
teten Geraten durchgefiihrt werden. 1,0 1ten- 7-000.000 P~ O e
0.0 |209,127 HC T ) D) ESI-MS

Eine prazise Analyse der sich ergeben- 054 | (5 3\  d - !,:i‘"”' iiﬁi52;s_:ni?;::77so_;mgmn'E
den Fragmente bendtigt hochauf- ooflunded lsomere) | | e —>—F o
lﬁsende Spektren, d|e Sich nur m|t |T- 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 m/z
TOF-Gerdten garantieren lassen. Die
Forscher stellten fest, dass eine Frag- Abb.1: ESI—MS—Spektrym des rohen Synthetik-Peptids Lys(Mdpp)-Pro-Pro-Pro (Tafe! A), ESI-

. . MS2-Fragmentierungs-Spektrum von [M+H]?* (Tafel B) und das Fragmentierungs-
mentierung von einfach geladenen Spektrum von [M]'* (Tafel C) und die ESI-MS3-Analyse von [M+H]?* — b2 + — (Tafel D).
lonen Informationen (iber die lonisie- (Mdpp - 4-(4-Methoxyphenyl)-2,6-diphenylpyryliumsalz).
rungsstelle gibt, wohingegen das gleiche
Experiment fiir ein zweifach geladenes
lon mehr Information iiber die Peptid-
sequenz liefert. In Kombination liefern
diese Experimente zuverldssigere und (x10.000.000)
umfangreichere Strukturinformationen. 3.0-
Das lonenfragment m/z 338 lasst sich ' n
beim MRM oder Vorlaufer-lonenscan .
einsetzen, um all die Peptide zu untersu- 20 { ! Ser-lle-Gly-GIn-Asp-Ala-Lys
chen, die 4-(4-Methoxyphenyl)-2,6- ' j‘ ‘\‘ Ser-lle-Tyr-GIn-Asp-Ala-Lys
diphenylpyrylium-Gruppen enthalten. f Ser-lle-Thr-Gln-Asp-Ala-Lys
Als ein MS3-Ergebnis erscheinen [M+H]?* 1,07 VL Ser-lle-Pro-GIn-Asp-Ala-Lys
— bz* — Fragmente bei m/z 209 und Jkﬁg Ser-lle-Asn-GlIn-Asp-Ala-Lys
338, entweder als [M+H]** oder [M]* 0.0 [L Ser-lle-Ala-GlIn-Asp-Ala-Lys
(Abbildung 1B, 1C). Die MS3-Technik T T T T T T T
fiihrt daher zu eindeutigen Fragmenten, 2.0 S ol >0 el 7k &0
was bedeutet, dass sie sich einsetzen (x10.000.000)
lasst fur eine empfindliche und eindeu- 2,01
tige Analyse von Anzeige-lonen bei pro- {
teomischen Untersuchungen von mit 1,5- '\
Mtppl derivatisierten Verbindungen wie l! Ser-lle-Ala-GIn-Asp-Gly-Lys
beispielsweise: 379 — 546 — 338 und k‘* —
379 — 546 — 209. Dies erdffnet voll- 1.0 M, SIS
stindig neue Méglichkeiten fiir den Ein- J i Serlle-ArarGin-Asp-Thrlys
satz einer MS™-Analyse bei der quantita- 0,5- A Ser-lle-Ala-Gln-Asp-Pro-Lys
tiven und qualitativen Proteomik. J Ser-lle-Ala-GIn-Asp-Asn-Lys
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, 0,0 \\k e anaspaalis
dass sich die MS"-Technik erfolgreich fiir 3:0 4:0 5:0 6:0 7:0 8:0
eine empfindliche Peptidsequenzierung
mit hohen Kollisionsenergien einsetzen
lasst. Diese schnelle Bestatigung der Abb.2: LC-MS-Chromatogramme der Peptid-Teilbibliotheken. Extrahierte lonenchromato-

Struktur derivatisierter Peptide ist ext-
rem zuverlassig. Eine MS"-Analyse er-

gramme (XIC) fiir +2 lonen abbildende Bibliothekskomponenten.
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maoglicht die eindeutige ldentifikation
von Peptidfragmenten, die sich aus MS?-
Experimenten ergeben. Die Genauigkeit
des IT-TOF-Instruments erlaubt die
Summenformel von Fragmenten zu be-
stimmen, was es moglich macht, Struk-
turformeln anhand der erhaltenen lonen
vorzuschlagen. Weiterhin bieten sie zu-
dem auch neue und schnelle Methoden
zum Nachweis von Biomarkerspuren in
den getesteten Proben. MS"-Experi-
mente kombinieren zwei Fragmentie-
rungsmechanismen: ladungsfern und
ladungsgerichtet.

2. Innere Fragmente, die im MS"-
Verlauf zur Analyse von Peptid-
Isomeren gebildet werden

Die Bedeutung der massenspektrome-
trischen Analyse bei der Peptidfor-
schung ist auf diversen Ebenen offen-
sichtlich — von der Charakterisierung
natiirlicher oder synthetischer Produkte,
iiber die Sequenzanalytik, bis hin zu
Stabilitatsstudien und Quantifizierung.
Es gibt auch ein steigendes Interesse an
massenspektrometrischen Anwendun-
gen fiir physikochemische Untersuchun-
gen. Dazu gehdéren Ladungsvarianten,
molekulare Interaktionen und Stabili-
tatsstudien von zusammengesetzten
Molekiilen.

Die wesentlichen Vorteile der Massen-
spektrometrie bestehen in der hohen
Empfindlichkeit und der eindeutigen
Produktidentifikation mit ausgezeichne-
ten Nachweisgrenzen sowie der Mdglich-
keit zur Anwendung bei isotopisch modi-
fizierten Referenzmaterialien.

Die Lipophilizitdt chemischer Verbindun-
gen, ausgedriickt als Logarithmus des
Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizien-
ten (logP), ist ein sehr wichtiger Parame-
ter in der medizinischen Chemie. Ubli-
cherweise wird logP mit der traditionel-
len Flaschen-Schittelmethode (shake-
flask method = SFM) ermittelt, die sehr
zeitaufwendig ist, betrachtliche Materi-
almengen benétigt und im Falle von
stark hydrophoben Verbindungen nur
begrenzt einsetzbar ist. Zahlreiche chro-
matographische Methoden wie RP-TLC
und RP-HPLC ergdnzen oder ersetzen
eine SFM. Sie bieten verschiedene prak-

tische Vorziige, darunter Reproduzier-
barkeit, Unempfindlichkeit gegeniiber
Verunreinigungen und Abbauprodukten,
einen groBeren Dynamikbereich sowie
eine verminderte Probenbehandlung
und einen geringeren Probenumfang [6].
Einer der Hauptvorziige der HPLC bei der
Lipophilizitatsbestimmung besteht in
der Fahigkeit, unmittelbar die Eigen-
schaften einer Reihe von Verbindungen
durch Analyse von Mischungen zu ver-
gleichen.

Wegen der Blut-Hirn-Schranken-Proble-
matiken wird Lipophilizitat intensiv bei
der Konzeptionierung und Entwicklung
von Neuropharmaka untersucht. Diverse
Forschungsgruppen  studieren die
antinozizeptive Aktivitdt von Peptiden
[7, 8], und es besteht ein erhebliches
Interesse an der Anwendung von RP-
HPLC zum Vergleich der Lipophilizitat
der vorgeschlagenen Analoga.

Ein LC-MS-Verfahren erscheint ideal fiir
diese Anwendung, da zusatzliche niitzli-
che Hinweise (iber den Ladungszustand
der untersuchten Peptide erhalten wer-
den. Ein komplexerer Tandem-MS?-
Ansatz wird im Falle von isomeren Pepti-
den bendtigt, um die Peak-Reihenfolge
den richtigen Probenkomponenten zu-
zuordnen. Im aktuellen Projekt stieBen
die Forscher auf ein Problem, das einen
fortschrittlicheren Ansatz zur Unter-
scheidung von Peptidisomeren erfor-
dert. Um den Effekt einer Sequenzmodi-
fikation auf das chromatographische
Verhalten von Peptiden und nachfolgend
ihre Lipophilizitat zu untersuchen, wurde
eine Peptidbibliothek konzipiert und
aufgebaut, die auf dem Podocin-Frag-
ment 290 - 296 mit der Sequenz Ser-lle-
Ala-Gln-Asp-Ala-Lys basiert. Alanin-
Reste wurden als variable Stellen ausge-
wahlt und ersetzt durch Tyrosin, Threo-
nin, Prolin, Glycin und Asparagin, um ein
breites Spektrum an Anderungen zur
Verfiligung zu stellen.

Teilbibliothek 1:
Ser-lle-Xxx-Gln-Asp-Ala-Lys

Teilbibliothek 2:
Ser-lle-Ala-GIln-Asp-Xxx-Lys
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Wobei Xxx fiir Gly, Tyr, Thr, Pro, Asn oder
Ala steht

Die zwei resultierenden Teilbibliotheken
(modifiziert an Position 3 bzw. 6) wurden
mit einem LC-MS analysiert. Die Peptide
in jeder Teilmenge unterscheiden sich im
Molekulargewicht, und die MS-Analyse
reichte aus, die Signale zuzuordnen.
Uber extrahierte Chromatogramme (XIC)
dargestellte Elutionsprofile sind in
Abbildung 2 gezeigt. Retentionszeit-
Unterschiede zwischen Peptidisomeren
sind minimal, und der Positionseffekt
der modifizierten Rickstande auf die
Retentionszeit konnte erst untersucht
werden, nachdem eine Methode zur
Unterscheidung von Peptid-lsomeren
fir eine Reihenanalyse erarbeitet wer-
den konnte.

Die Forscher benutzten die Teilbibliothe-
ken zur MS?-Analyse, indem sie
[M+2H]*2-Peptid-lonen als Vorlaufer
(Abbildung 3) einsetzten. Die hohe Mas-
senstabilitdt von TOF erlaubte die
Durchfiihrung einer langen Reihe von LC-
MS-Experimenten ohne Nachkalibrie-
rung. Vorlaufer-lonen von {iberlappen-
den chromatographischen Peaks wur-
den erfolgreich ausgelesen und auf-
grund der hohen Auflésung und Genau-
igkeit der IT-TOF-Anordnung fragmen-
tiert. Praktisch in allen Fallen erzeugte
die Fragmentierung b,-und ys-lonen, die
bei den Peptid-lsomeren paarweise
identisch sind und nicht verwendet wer-
den kénnen, um Peaks im Chromato-
gramm einer Bibliotheksmischung zuzu-
ordnen. Einige beobachtete Unter-
schiede wurden als +2 Fragment-lonen
(Thr- und Pro-Peptide) identifiziert oder
waren ziemlich schwach (Gly-Analog).

Die Analyse wurde mit einem IT-TOF-
Gerdt von Shimadzu durchgefiihrt, und
es wurde entschieden, das MS"-Merkmal
zu nutzen sowie y5-lonen der weiteren
Fragmentierung (MS3) zu unterwerfen.
Die Tyr-Analoga wurden fiir Voruntersu-
chungen ausgewahlt, und die in Abbil-
dung 4 gezeigten Ergebnisse offenbaren
interessante Unterschiede in den MS3-
Fragmentierungsmustern. Der charak-
teristische MS3-Ubergang wird in weite-
ren Lipophilizitatsstudien der Podocin-
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Peptidfragmentbibliotheken  genutzt e — . g e
b 0102 | sertle-Tyr-Gin-Asp-ata-tys 201 1 ys Ser-lle-Ala-Gln-Asp-Tyr-Lys
werden. fg— bz[ 285,151 369,229 451237 Y)\ ’ o 105 bzl “‘l'l” 397,62 15,2 : l o
. . . . . 0‘!50 ZI;O 250 360 3;0 480 4;0 S(')ﬂ S;ﬂ EKI)I] 6;!1 7(')0 7;0 8\;0 850 900 9;0 miz % 150 250 2;0 350 3;0 6!‘)0 J;D Séﬂ S;D 6CIID 650 700 7;0 800 BISO B(I)G 9%0 miz
Basierend auf individuellen Eigenschaf- Iten. (1100.000) Inten. (100.000)
. 2,04 201121 y (+2) 3,04 201,121 562,280
ten der untersuchten Peptldsequenz ::: b, 73@11?’» R—_— Sysfzt'm ‘ Ser-lle-Thr-Gln-Asp-Ala-Lys z.ﬁ— by s a3 - 2f:‘ys Ser-lle-Ala-Gln-Asp-Thr-Lys
. Gdg  |a8148 3“_{‘ 3 45 8,653 801,967 305 JL‘” 31269 400139 |
konnten normale MSZ-EXperlmente & 150 200 ISO 300 350 400 450 SOU SSU 600 650 700 750 800 850 900 950 miz L 150 260 Z;O 360 3;0 A(I)O 4;0 Séﬂ S;O 660 6;0 760 7;0 860 HISO 560 9;0 miz
nicht bestdtigen, welcher Ala-Rest in IS ik D100100) —
307 o ”‘l\- ) 558,287 er-lle-Pro-Gln-Asp-Ala-Lys | v a T er-lle-Ala-Gln-Asp-Pro-Lys
einem vorliegenden Peptid ersetzt gz[ ly’ s flﬁibzr"‘l'i‘-m — ;}T%’ Bcinanuian
. . 5150 455 723 628,215 1 12 370157 458,186 | | 669,565
wurde. Die Peptid-Isomere konnten nur ®130 200 230 300 350 40 430 500 5% G0 630 750 730 890 $%0 900 %50 miz 150 200 250 300 350 430 430 590 530 600 €0 700 750 800 8R0 900 350 mie
P
identifiziert werden, nachdem ein tiefe- o e N —
. . . . . . 4 [ er-lle-Asn-Gln-Asp-Ala-lys ] 20n122 er-lle-Ala-Gln-Asp-Asn-Lys
rer Einblick in die Fragmentierung mit R L T L
Ll N d -l L Lisiad il
Hilfe der MS3_Funkti0n der IT-TOF- O 0 200 250 %0 3% 40 40 500 550 5% %0 790 750 800 850 900 Shomiz 190 260 250 300 350 40 A0 50 550 530 640 700 750 840 950 90 o
Anordnun erhalten Wurde Inten. (x100.000) Inten. (x100.000)
. 532,27 491 121 532,273
g 25h ;”‘ 1 o e Zy.) Ser-lle-Ala-Gln-Asp-Ala-Lys gg: "3 2 ’ vs Ser-lle-Ala-Gln-Asp-Ala-Lys
()‘I!;’ : 7,689 I,JQE b 1.0+ . 31\7‘353 1351‘2"”” 569,276 887,873
FaZit 0“50 200 ZSO 300 350 400 ASD SOU Sgﬂ G(I)ﬂ 6;0 7(')0 79'0 860 8;0 960 9;0 miz 4 150 200 250 300 350 400 ASU 500 550 600 550 760 7;0 860 BIS() 9(')0 BISD miz
. . nten. (x100.000 nten. (x10.000
Wissenschaftliche Herausforderungen e T
. . 2,54 lzw 122 A2 o3 Ser-lle-Gly-Gln-Asp-Ala-Lys 5,04 y3 ) ¥s Ser-lle-Ala-Gln-Asp-Gly-Lys
9 - 218,148 342,186 426,144 1 248,148 | Y 708,310
konnten schnell, erfolgreich und effi L P2hs S 0 LN P
Zient geldst Werden dank der MSn_Féhig_ 0.‘50 ZOO ZSO 300 3%0 460 4;0 S(I)U S;U 660 6;0 760 7;0 860 8;0 ‘360 9%0 miz % 150 260 2;0 350 3;0 d(I)D 4%0 5('10 550 600 650 760 7;0 560 H;O 960 BE’yU miz
keit und der hohen Massengenauigkeit
) . 2 i 20 «
des eingesetzten LC-MS-IT-TOF-Instru- Abb.3: MS An:;.u.lallse der Peptid-Teilbibliotheken, [M+2H]%*-lonen wurden als Vorlaufer
ausgewahlt
ments.
Methoden:
P l' l S h D S h Inten. (x100.000) MS/MS 624,298 ‘—
yryliumsa .Z- ynthese: Die Synt ESE' 2,04 201,122 412(+2) ~ 624 vé Ser—llﬂTyr—Gln—Asp-Ala—Lys
von Pyryliumsalzen umfasst zwei 1,04 - S e
. . ' er—lle a—GIin—-Asp—-1lyr—=Lys
Schritte. Der erste besteht in der Syn- - | Zl“v‘“l RO | e 912285026 qmaer| .J o PI y ly
these eines Speziﬁschen Chalkon, daS 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 m/z
auf einer Kondensationsreaktion mit 2,59 Inten. (<10.000) 333,166 MS/MS/MS 333
verschiedenen, kommerziell verfiigba- 2,01 412(+2) = 624 — 478 s leLTyr—GInl-AspLAla-Lys
292,124 - 412(+2) » 624 - 407 1 ° 4,
ren Aldehyden und Ketonen beruht. Die L o u 41z(+z) - 624 — 333 —V
. . . . 1,0 2 407,154
Reaktion wird in alkalischer Umgebung - e e
durchgefiihrt — in Gegenwart von 10% I O S
. . . . 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 m/:
NaOH in Ethanol. Im zweiten Schritt wird e
. . . . . Inten. (x10.000)
eine Zyklisierungsreaktion mit dem 7,51 2013 MS/MS/MS 310
. . y2 412(+2) - 624 — 310 —
erhaltenen Chalkon und einem geeigne- 504 Ser \L—%—Gln—Aspl—Tyr-Lys
ten Keton angeschlossen. Die Reaktion
vy . . 2,54
bendtigt das Vorhandensein von Tri- 450,197
. ”5{'077 | | 346224 407,184 78,205 589,256
fluormethanesulfonsaure (TFMSA) als 0.0+l bk o S
G | 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 m/z
egen-lon.
Derivatisierungsverfahren: Abb. 4: MS"-Analyse von Tyr-enthaltenen Bibliothekselementen. MS2-Ergebnisse waren nicht
Eine Modellpeptidprobe wurde in Di- ausreichend, charakteristische lonen zu erzeugen, wohingegen MS3-Experimente

methylformamid (DMF) gelst und ein verwendet werden konnten, Isomere eindeutig zu identifizieren.

geeignetes Pyryliumsalz und Trimethyl-
amin (TEA) im Uberschuss hinzugefiigt.
Die Mischung wurde bei 60°C fiir drei
Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit MS- und MS"-Experimente: MS und MS"

Schritten genutzt. Fiir die LC-MS-Experi- dung einer Gradientenauftrennungvon 5
mente wurden Rohprodukte eingesetzt. bis 60% B in 15 min, A: 0,1 % HCOOH in
Wasser, B: 0,1 % HCOOH in Acetonitril,
Flussrate 0,2 ml/min. Das IT-TOF-Gerat

wurde das Lésungsmittel unter Stick- wurden mit einem IT-TOF-Massenspek- dei " | Modus betri
stoff verdampft und der Riickstand trometer von Shimadzu vorgenommen. \l/)vur € |rr(1jp35|t|\;e5r:) or;e(;l(;oo /USB etr.ler;
lyophilisiert. Fir Experimente im Vorldufer-lonen- en, und der o miz-oereic

modus wurde ein dem Pyryliumsalz ent- wurde analysiert.

Die Peptid-Bibliothekssynthese wurde A
sprechendes Fragment-lon ausgewahlt.

mit massiver Unterstiitzung unter Ein-
satz von Fmoc-Chemie umgesetzt, und LC-MS-Bedingungen: Eine  UHPLC
aquimolare Mischungen von Peptid- Nexera, ausgestattet mit einer Aeris
Derivaten wurden bei verschiedenen Peptide XB-C18-Sdule (50x2,1 mm,

3,6 ym) wurde eingesetzt unter Verwen-
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