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Sequenzanalyse von Polypeptiden und Proteinen mit der kombinierten

Gaschromatographie—Massenspektrometrie["]

Von Heinz Naul"

Bei einer neuen Methode zur Bestimmung der Aminosdure-Sequenz wird das Polypeptid
zunéchst durch Partialhydrolyse in ein komplexes Gemisch von Oligopeptiden zerlegt, das
durch Derivatisierung fliichtiger gemacht und schlieBlich mit der kombinierten Gaschromatogra-
phie-Massenspektrometrie analysiert wird. Aus den dabei identifizierten Oligopeptiden ermittelt
ein Computer die Sequenz des Polypeptids. Bisher gelang auf diese Weise die Sequenzanalyse
von Polypeptiden mit bis zu etwa 40 Aminosduren. Die Vor- und Nachteile dieser neuen
Methode gegeniiber dem Edman-Abbau-Verfahren mit scinem stufenweisen Vorgehen werden
abgewogen. Da beide Methoden von prinzipiell unterschiedlichen Voraussetzungen ausgehen,

konnen sie sich ergidnzen.

1. Einleitung

Proteine haben, je nach Herkunft und Funktion, unter-
schiedliche physikalische und chemische Eigenschaften. Che-
misch weitgehend inerten Formen von unl&slichen Proteinen,
wic Keratin oder Elastin, stehen sehr empfindliche Strukturen
vieler Hormone (z. B. Glucagon, Insulin) und Enzyme (z.B.
Ribonuclease A, Chymotrypsin) gegeniiber, die eine Vielzahl
von Reaktionen katalysieren und den Stoffwechsel der Lebewe-
sen regulieren. AuBerdem variiert das Molekulargewicht inner-
halb dieser Klasse von Naturstoffen (z. B. Insulin: 51 Amino-

[*] Dr. H. Nau

Gesellschaft fiir Molckularbiologische Forschung

3301 Stockheim bei Braunschweig, Mascheroder Weg 1
[**) An Abkiirzungen fiir Aminosiuren wurden verwendetl: Gly: Glycin;
Ala:Alanin; Val: Valin;Leu: Leucin: lle: Isoleucin ; Pro: Prolin ; Phe: Phenyl-
alanin; Tyr: Tyrosin: His: Histidin; Trp: Tryptophan; Ser: Serin; Thr:
Threonin; Asp: Asparaginsiure: Asn: Asparagin; Asx: entweder Asp oder
Asn; Glu: Glutaminsidure; Gln: Glutamin; < Glu: 5-Oxo-2-pyrrolidincarbon-
sdure; Glx: entweder Glu, Gln oder <Glu; Lys: Lysin; Arg: Arginin; Cys:
Cystein; Met: Methionin.
Sonstige Abkiirzungen: GC-MS: Gaschromatographic-Massenspektrome-
trie; N-TFA: N-Trifluoracetyl; N-PFP: N-Pentafluorpropionyl: N-HFB: N-
Heptafluorbutyryl; —OTMS; Trimethylsilytither; S,.S,...: Sequenz-lonen
in den N-TFA-  N-PFP- und N-HFB-Peptid-methylestern; A,. A, .. und
Z,,Z,...: Sequenz-lonen in den Polyaminoalkoholen; M: Molckiilion; I:
Retentionsindex; CPI: cin Carboxypeptidase-Inhibitor aus Kartoffeln; DAP
I: Dipeptidylaminopeptidase 1; ng: Nanogramm (10 °g); pg: Pikogramm
(107 '2g); OV-17: polymeres Methyl(50 %)-phenyl(50 %)-siliconol; Dexsil:
Polycarboran-methylsilicon.
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siuren!'!(***]; cinc Polypeptidkette eines Immunoglobins:
576 Aminosiuren!2)), was ebenfalls dazu beitrigt, daB in bezug
auf die physikalisch-chemischen Eigenschaften kaum ein Pro-
teindem anderen gleicht, obwohl der chemische Bau im Prinzip
bei allen Proteinen iibereinstimmt. SchlieBlich legt die varia-
tionsreiche Chemie der zwanzig Aminosiuren, aus denen die
Proteine bestehen, einer Routine-Analysenmethode Schwierig-
keiten in den Weg. Die Kenntnis der Struktur ist aber Voraus-
setzung fiir die Aufklarung der Wirkungsweise dieser Molekii-
le.

Die erfolgreiche Entschliisselung der Primirstruktur groBe-
rer Proteine (Sequenzanalyse) ist auch heute noch - 25 Jahre
nach der Einfiihrung des Edman-Abbaus!'®! - cin schwieriges
Unternehmen, obwohl automatische ,,Protein-Sequenato-
ren“[%] den Bedarf an Zeit und Substanz verringert haben.
Zur vollstindigen Analyse eines Proteins unbekannter Struk-
tur mit z. B. 200 Aminosiuren werden gewdhnlich mehrere
Jahre benétigt. Das Ergebnis, die ,Sequenz®, kann zuniichst
nur dadurch iiberpriift werden, daB die Analyse wiederholt
wird. Liegt ein systemeigener Fehler vor, wird die Sequenz
notwendigerweise wieder falsch. Der klassische , Strukturbe-
weis“ durch Totalsynthese erweist sich in diesem Zusammen-
hang als illusorisch: die Synthesen von Polypeptiden und
Proteinen sind noch unzulidnglicher als ihre Analytik.

[***] Um Raum zu sparen, werden oft nur zusammenfassende Artikel zitiert.
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Ein besserer Weg als dic Totalsynthese ist die Entwicklung
eines zweiten, unabhingigen Analysenverfahrens, dessen Er-
gebnisse mit den Resultaten des automatischen Edman-Ab-
bau-Verfahrens verglichen werden konnten. Dieser Aufsatz
beschreibt einc Methode der Sequenzanalyse, die sich einer
Kombination aus drei Techniken bedient: der Gaschromato-
graphie (GC), der Massenspektrometrie (MS) und der Compu-
tertechnik. Wir glauben, daB diese analytische Methode eine
ideale Erginzung des Edman-Abbau-Verfahrens ist. So erfor-
dert das Edman-Verfahren einc freic Aminogruppe am N-Ter-
minus eines Peptids; gerade diese blockierten Peptide jedoch
konnen mit den massenspektrometrischen Methoden vorteil-
haft analysiert werden. Auch bereiten Aminosduren, die unter
den Bedingungen des Edman-Abbaus oft zerstort werden (z. B.
Ser, Tyr oder Trp), hier keine Schwierigkeiten. Die massen-
spektrometrischen Techniken fiihren dariiber hinaus zur voll-
stindigen Sequcnz eines untersuchten Polypeptids, wihrend
das Edman-Verfahren oft nur die Bestimmung einer Partialsc-
quenz ermoglicht. ’

Den wichtigen Beitrag des neuen Verfahrens sehen wir darin,
daB es eine vom Edman-Abbau chemisch und apparativ-me-
thodisch unabhingige Analyse gestattet.

In diesem Aufsatz werden zunidchst die allgemcinen Proble-
meder Sequenzanalyse vorgestellt ; darauf werden die Prinzipi-
en der beiden Verfahren verglichen und die jeweiligen Vor-
und Nachteile abgewogen. Nach der Besprechung der Voraus-
setzungen und des modernen Standcs der massenspektrometri-
schen Sequenzanalyse wird ihre Anwendung zur Losung ei-
niger Probleme der Protcinchemie diskutiert.

2. Probleme und Méglichkeiten der Sequenzanalyse

2.1. Edman-Abbau-Verfahren

Polypeptide und Proteine sind kettenformige Molekiile, in
dencn a-Aminoséuren iiber a-Amino- und a-Carboxylgruppen
miteinander verkniipft sind. Dabei bleibt eine Aminogruppe
an einem Ende der Kette (N-Terminus) sowie eine Carboxy!-
gruppe am anderen Ende der Kette frei (C-Terminus). Da
die Analyse der Gesamtstruktur solcher Makromolekiile bis-
lang auf uniiberwindliche Schwierigkeiten stoBt — die Rontgen-
beugung an Proteinkristallen kommt diesem Ideal noch am
néchsten - sind indirekte Mcthoden der Sequenzanalyse ent-
wickelt worden.

Eines dieser Verfahren besteht darin, daB - von cinem Ende
der Kette ausgehend - eine Aminosdure nach der anderen
abgespalten, isoliert und identifiziert wird. Der Rest der Kette
darf dabei nicht verindert werden, da sonst die Information
iiber die Sequenz der zuriickbleibenden Kette verloren ginge.
Die schrittweise, vielfach wiederholte Abtrennung von jeweils
einer Aminosiure aus langen Peptidketten gelang zuerst Pehr
Edman nach vielen miihseligen Versuchen!® -5,

Schema 1 zeigt das nunmchr klassische Verfahren des Ed-
man-Abbaus. Zuerst wird die N-terminale Aminogruppe der
Polypeptidkette mit Phenylisothiocyanat zum Thioharnstoff-
Derivat (1) gekoppelt, das man im zweiten Schritt spaltet.
Das resultierende 2-Anilino-5-thiazolinon (2) wird vom ver-
kiirzten Polypeptid (Restpeptid) abgetrennt und in das 3-Phe-
nyl-2-thiohydantoin (3) umgewandelt, das identifiziert wird.
Das Restpeptid kann seinerseits derselben Reaktionsfolge un-
terworfen werden, wobei die nachste Aminosiure abgespalten
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Schema 1. Der Edman-Abbau.

wird u.s.f. Die logische Einfachheit dieser Methode ist nicht
zu iiberbicten, ihre Erfolge sind beachtlich. So wurde die
iiberwiegende Mehrzahl der iiber 500 heute bekannten Poly-
peptid-Sequenzen!®) mit Hilfe des Edman-Abbau-Verfahrens
aufgeklirt.

Die wichtigste Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Anwen-
dung dieses Verfahrens ist jedoch eine freie Aminogruppe
am N-Terminus. Ist diese blockiert, wie in N-acetylierten oder
cyclischen Peptiden, so ldBt sich das Peptid nicht abbauen.
Auflerdem werden einige Aminosiuren, z.B. Ser oder Trp,
unter den Bedingungen des Edman-Abbaus zerstort; Gln kann
dabeiauch cyclisieren und damit den weiteren Abbau unterbin-
den. Auch ist die Identifizierung der abgespalteten Aminosiu-
re-Derivate (3) oft sehr schwierig; so gibt es keine Methode,
die fiir alle Aminosiuren geeignet ist!™ 8.

Mit dem von Edman und Begg'* entwickelten Protein-Se-
quenator, in dem der Abbau automatisch durchgefiihrt wird,
ist es heute moglich, zwischen 20 und 40, in Ausnahmeféllen
sogar noch iiber 50 Aminosiuren zu identifizieren. Die Abbau-
reaktionen lassen sich jedoch nicht unbegrenzt weiterfiihren,
da dic einzelnen Reaktionen nicht quantitativ verlaufen (son-
dern nur zu etwa 96-98 %) und dariiber hinaus auch interne
Peptidbindungen gespalten werden. AuBerdem wird in zuneh-
mendem Mal die verkiirzte Peptidkettec — vor allem wenn
hydrophobe Aminosiuren iiberwiegen - mit dem Thiazolinon-
Derivat (2) extrahiert und geht verloren. Somit kénnen mei-
stens nur N-terminale Partialsequenzen, nicht aber die gesam-
ten Strukturen von Polypeptiden aufgekldrt werden (siche
Abb. 1). Man hilft sich dann so, daB das Polypeptid durch
Sduren oder Enzyme zu kleineren Bruchstiicken hydrolysiert
wird, die voneinander getrennt, isoliert und analysiert werden
miissen und deren Strukturen nun auch AufschluB iiber die
restliche Sequenz (am C-Terminus) des Polypeptids geben.

Zur Sequenzanalyse eines Proteins miissen die Strukturen
vieler Polypeptide aufgeklidrt werden (A,B,C... in Abb. 1).
Dabei ist die Trennung und Isolierung der Polypeptide oft
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der schwierigste und aufwendigste Schritt. So erforderte die
Sequenzanalyse von Thermolysin (316 Aminosiduren) die Un-
tersuchung von 173 Fragmenten'®! und die Sequenzanalyse
einer Polypeptidkette aus lgM-Immunglobulin!?! (576 Amino-

A-B+C-0-E_ Gemesch von Polypephden
AN Trennung und tsoberung
...0000 | Potypeptd A

1 Atbaustuie Partalhydrolyse
[@}[000000. .. 0000] 0 300 00
17 Abastute ?.2@“@@%"“’ Derivatisierung
000 GeCo 6C-MS-Analyse
| Computer-Programm
®0
*38
o0
. 0
2000
. 000
. w-..
)
. 000
__ 0OGCP
Partialsequenz von A Sequenz von A

£dman- Abbau-¥erfatven

GC-MS-Sequenzanalyse

Abb. 1. Schematischer Vergleich der Sequenzanalyse eines Polypeptids (A)
mit dem Edman-Abbau-Verfahren und der GC-MS-Mcthode. Links: Die
nach Edman sukzessiv abgespaltenen Aminosauren werden als Derivate vom
Typ (3) identifiziert und fiihren zu einer Partialscquenz des Polypeptids
A. Rechts: Eine Partialhydrolyse von A crgibt cin komplexes Oligopeptidge-
misch, das derivatisiert und durch GC-MS identifiziert wird: mit einem
Computer-Programm wird dic Sequenz A aus den identifizierten Fragmenten
ermittelt. Kreise mit Kleinbuchstaben symbolisieren die identifizicrten Amino-
sduren, leere Kreise die nicht-identifizierten Aminosiuren.

sduren - die lingste Kette, die bisher aufgeklart wurde) sogar
dic Untersuchung von fast 600 Peptiden. Eine Methode der
Sequenzanalyse, dic nicht nur zu Partialsequenzen, sondern
zu vollstandigen Sequenzen von Polypeptiden fiihrt, ist daher
hochst wiinschenswert.

2.2, Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Der rechte Teil von Abbildung 1 soll das Prinzip des neuen
Verfahrens deutlich machen. Das Polypeptid A wird nicht
~ wie im Edman-Verfahren - stufenweise verkiirzt, sondern
durch partielle Sdurehydrolyse in méglichst viele Oligopeptide
zerlegt. Allc diese Oligopeptide werden identifiziert und die
so erhaltenen Partialsequenzen wie in einem Domino-Spiel
zur Gesamtsequenz A zusammengesetzt. Das zentrale Problem
dieses Verfahrens ist die vollstindige Analyse des sehr komple-
xen Hydrolysegemisches, das oft iiber 50 Oligopeptide enthlt.
Bei der Strukturanalyse von Insulin hat Sanger'*) solche Gemi-
sche noch chromatographisch trennen und die Oligopeptide
isolieren und identifizieren miissen, was duBerst schwierig und
zeitraubend war. Zur Analyse der Gemische haben wir die
kombinierte Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-
MS) herangezogen, mit der die Trennung der Komponenten
(im Gaschromatographen) sowie die Identifizierung (im Mas-
senspektrometer) in einem einzigen Experiment moglich
ist!'®~ 131 Zur Erfassung und Auswertung des extrem hohen
Datenanfalls einer solchen Anlage wird ein Computer verwen-
det (GC-MS-Computer-System).
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Die Sequenzanalyse mit einem solchen GC-MS-Computer-
System erfordert vier Schritte.

1. Das Polypeptid (A in Abb. 1) wird durch Partiathydrolyse
in Oligopeptide zerlegt. Da moglichst alle Peptidbindungen
in diesen Bruchstiicken vertreten sein und da die Bruchstiicke
auch dic richtige GroBe haben sollen - etwa Di- bis Hexapepti-
de, die der GC-MS-Analyse zuginglich sind -, ist die optimale
Ausfiihrung dieses ersten Schrittes von entscheidender Bedeu-
tung.

2. Das Gemisch der Oligopeptide wird (moglichst quantita-
tiv) in das entsprechende Gemisch fliichtiger Derivate um-
gewandelt (,,Derivatisierung*); die notwendigen Reaktionen
werden schon routinemaBig ausgefiihrt.

3. Das Gemisch der Oligopeptid-Derivate wird auf einer
gaschromatographischen Sdule in Fraktionen getrennt, wobei
die Temperatur der Sdule von 80 auf 330°C linear program-
miert wird. Dadurch lassen sich Oligopeptid-Derivate mit
sehr unterschiedlichen Molekulargewichten und Polarititen
analysicren. Das Trigergas wird vor dem EinlaB in die lonen-
quelle entfernt. Die Derivate treten in das Massenspektrometer
ein und werden dort ionisiert. Wir haben auch dieses Verfahren
standardisiert und konnen dabei in einem Analysengang Deri-
vate von Di- bis Tetrapeptiden, oft auch von Penta- und
Hexapeptiden identifizieren. Ein Computer steuert das GC-
MS-System und miBit die Massenspektren kontinuierlich (alle
5 Sekunden). Durch geeignete Programme werden vom Com-
puter die gaschromatographischen und massenspektrometri-
schen Daten (siche Abschnitt 3.3) berechnet und auf Magnet-
band und Mikrofilm gespeichert oder durch einen Plotter
oder Zeilendrucker ausgegeben. Mit diesen Daten gelingt dic
Identifizierung aller im Gemisch vorhandenen Oligopeptid-
Derivate.

4. Mit einem Computer-Programm werden nun die Oligo-
peptide nach dem ,,Domino-Prinzip* zur Struktur des Poly-
peptids zusammengesetzt!'#! (vgl. Abb. 1).

Eingrofer Vorteil der GC-MS-Sequenzanalyse im Vergleich
zu den sequentiellen Abbaumethoden ist der, daB nicht nur
eine N-terminale Teilsequenz, sondern die vollstindige Se-
quenz eines Polypeptids resultiert (Abb. 1), wobei der C-termi-
nale Teil des Makromoiekiils mit derselben Sicherheit identifi-
ziert wird wie der N-terminale Teil. Damit sollte sich auch
die Anzahl der Polypeptide (A,B,C ... in Abb. 1) erniedrigen,
deren Strukturen aufgeklirt werden miissen, um zur Primér-
struktur eines Proteins zu gelangen.

AuBerdem ist die Position einer jeden Aminosdure in der
Sequenz nicht nur durch eine chromatographische KenngroBe
belegt (z B. durch den R-Wert eines farbigen oder fluoreszie-
renden Flecks auf einer Diinnschichtplatte), sondern vor allem
auch durch Massenspektren eines oder mehrerer Derivate.
So ist die Position der Aminosiure d in Abbildung 1 durch
die RetentionskenngroBen und Massenspektren der Derivate
von c-d, d-b und d-b-e-f sichergestellt. Diesc Daten sind
permanent auf Magnetband und zusitzlich auf Mikrofilm
gespeichert und jederzeit verfiigbar.

Die beschriebene GC-MS-Methode eignet sich auch zur
Sequenzanalyse von Peptiden mit blockierten N-Termini (siche
Abschnitt 4.2). Diese Peptide kénnen ohne Modifizierung ana-
lysiert werden; dabei wird zugleich die blockierende Gruppe
identifiziert. Auch bereiten Aminosiuren, die beim Edman-Ab-
bau oft zerstért werden - z. B. Ser, Thr oder Trp - hier
keine Schwierigkeiten.
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3. Voraussetzungen der Sequenzanalyse von Polypepti-
den mit der GC-MS-Methode

3.1. Partialhydrolyse von Polypeptiden

Das wichtigste Verfahren zur teilweisen und reproduzierba-
ren Spaltung moglichst vicler Peptidbindungen eines Polypep-
tids ist dic partielle Sdurehydrolyse (vgl. auch 1), Ein groBer
Vorteil dicser Methode besteht darin, daB sich praktisch alle
Peptidbindungen durch Sdure spalten lassen. Fiir jedes Poly-
peptid gibt es dabei unter definierten Bedingungen (z B. 6 N
HCI bei 110°C) eine optimale Hydrolysezeit, nach der die
meisten Di- bis Tetrapeptide vorliegen. Lingere Hydrolysezei-
ten fithren zu betrachtlichen Mengen von Aminosiuren, kiirze-
re Zeiten ergeben zu groBe Bruchstiicke, deren Derivate wenig
fliichtig sind und nicht mit der GC-MS-Methode identifiziert
werden konnen.

Wir haben eine Methode entwickelt, die es erlaubt, diese
optimale Hydrolysezeit vorauszubestimmen!' *!, Dabei werden
kleine Proben des Polypeptids unter den verschiedensten Be-
dingungen hydrolysiert. Die cntstehenden Gemische werden
in die N-Perfluoracyl-peptid-methylester (siche Abschnitt
3.2.1) umgewandelt und auf ciner gaschromatographischen
Sdule getrennt. Die Mecnge der Oligopeptid-Derivate liegt
dabei im Nanogrammbereich (10~ °g) oder darunter. Der
Nachweis derart geringer Mengen der fluorhaltigen Derivate
gelang mit dem sehr selektiven Elektroneneinfangdetektor;
dabei lassen sich noch < 1 pg (10~ '2g) pro Komponente nach-
weisen. Aus der Lage und relativen GroBe der Peaks ldBt
sich die optimale Hydrolysezeit bestimmen.

Zwar werden alle Peptidbindungen durch Saure gespalten,
doch ihre Hydrolysegeschwindigkeiten unterscheiden sich
stark. Sowird z. B. eine - Leu- —~Leu-Bindung wegen der steri-
schen Hinderung durch die beiden Isobutylgruppen nur sehr
langsam geoffnet, wihrend eine —Gly—Gly-Bindung duBerst
labil ist. Demnach kann eine Peptidbindung schon quantitativ
gespalten sein (z. B. —Gly—Gly-), wihrend eine andere prak-
tisch noch nicht angegriffen ist (z B. —Leu—Leu--). Im
entstandenen Oligopeptidgemisch werden daher oft nicht alle
Peptidbindungen vertreten sein (z. B. kann eine —Gly—Gly-
Bindung fehlen). Daher wird ein zweites Experiment notwen-
dig, in dem das Polypeptid mit Enzymen abgebaut wird (mit
einer oder mehreren Endoprotease(n) wie Thermolysin, Chy-
motrypsin, Elastase, Pepsin, Trypsin). Hierbei bilden sich meist
gerade dicjenigen Oligopeptide in guter Ausbeute, die im Séu-
rchydrolysat fehlen. Die in beiden Experimenten identifizierten
Oligopeptide haben bisher in allen Fallen ausgereicht, um
die Strukturen der untersuchten Polypeptide zu ermitteln.

Bei einem weiteren, neuartigen Hydrolyseverfahren wird
zunichst cine Probe des Polypeptids mit dem Enzym Dipepti-
dylaminopeptidase I (DAP I) abgebaut!'®). Dieses Enzym spal-
tet -~ vom unblockierten N-Terminus eines Peptids ausgehend

schrittweise Dipeptide ab. Eine zweite Probe des Peptids
wird dann durch Edman-Abbau um eine Aminosiure am
N-Terminus verkiirzt; das Restpeptid wird durch DAP 1 ge-
spalten. Mit den in den beiden Gemischen identifizierten Di-
peptiden wird dann versucht, die Struktur des Polypeptids
zu erstellen. Zur Charakterisierung solcher Gemische ist die
GC-MS besonders vorteilhaft, da Dipeptid-Derivate fliichtiger
als Derivate hoherer Oligopeptide sind.

Da jedoch nur Dipeptide als Fragmente zur Verfiigung
stchen, ist die daraus ermittelte Struktur bei lingeren Polypep-
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tiden oft nicht sicher!'”. Es stehen dann mehrere isomere
Sequenzen zur Auswahl, aus denen die richtige durch zusitz-
liche Experimente bestimmt werden muB. Weitere Schwierig-
keiten ergeben sich, wenn die basischen Aminosiuren Arg
und Lys die N-terminale Stellung besetzen oder wenn das
Polypeptid Pro enthilt, da beide Strukturmerkmale die Wir-
kung des Enzyms unterbinden. Deshalb haben wir uns darauf
beschrankt, diese Techniken zur Strukturanalyse von kleineren
tryptischen Peptiden zu verwenden!'®) sowie zur Bestétigung
von Strukturen, die auf anderem Wege ermittelt wurden!'?),
Wie eine jiingst erschienene Arbeit!'8! zeigt, kann die hem-
mende Wirkung der basischen Aminosduren, nicht aber von
Pro,durch Verwendung des Enzyms Dipeptidylaminopeptida-
se IV iiberwunden werden; der Anwendungsbereich dieser
Hydrolysemethode sollte sich dadurch erheblich erweitern.

3.2, Darstellung und Eigenschaften fliichtiger Peptid-Derivate

Der eigentliche Analysenvorgang in der Gaschromatogra-
phie wic auch in der Massenspektrometrie geht in der Gaspha-
se vor sich. Der Dampfdruck der Peptide ist wegen der hohen
Polaritat und des zwitterionischen Charakters jedoch zu gering
fir diese analytischen Verfahren. In den letzten 1S Jahren
waren mehrere Forschungsgruppen damit beschiiftigt, Peptid-
Derivate zu entwickeln, die moglichst fliichtig sind und deren
Massenspektren die Ableitung der Sequenz ecrmdglichen.
Dabei sollten die ,Sequenz-lonen* das sind lonen, die es
gestatten, die Positionen der Aminosiurcn in der Sequenz
festzulegen — mit hoher Intensitat auftreten und leicht erkenn-
bar sein.

Weite Verbreitung haben die von Lederer et al.!'® ~ 2! einge-
fithrten permethylierten Peptid-Derivate gefunden, die durch
basisch katalysierte Einwirkung von Methyljodid auf N-Ace-
tyl-peptid-methylester hergestellt werden. Diese permethylier-
ten Derivate haben zwar ausgezeichnete massenspektrometri-
sche Eigenschaften, doch sind die meisten nicht fliichtig genug
fur die Gaschromatographie. Das gleiche gilt fiir eine Vielzahl
anderer Peptid-Derivate!2?!: Sie sind nur dann niitzlich, wenn
reine Peptide oder sehr einfache Gemische vorliegen und nicht
die Gaschromatographie als Trennmethodc eingesctzt werden
muB. Empfindlichkeit und Zeitbedarf sind allerdings kaum
giinstiger als beim klassischen Edman-Verfahren. Nur bei der
Analyse von Peptiden mit blockierten N-Termini weisen die
massenspektrometrischen Mcthoden entscheidende Vortcile
auf!23! K omplexe Peptidgemische miissen zuerst in viele Frak-
tionen zerlegt werden, die dann identifiziert werden konnen!24,

Drei Klassen von Peptid-Derivaten sind auch fiir die Gas-
chromatographie ausrcichend fliichtig; iiber Darstellung, Ei-
genschaften und Anwendung wird im folgenden berichtet.

o 9 ¥
H3N-C H-C—-NH-C H~C00°®

1. CHyOM/HQ oder CH;N2
2. (FYC-C0);0 oder FaC COOCH,

I }l{l 1 ll(2 ' (n)
F3C~C-NH~C H—=—C—NH-CH—-C—0-CHj
; ' o :
Sy ISz | S3s 1S4 | (4)

Schema 2. Synthese von N-Trifluoracetyl-peptid-methylestern (4).
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3.2.1. N-Perfluoracyl-peptid-methylester

Weygand et al.!?% gelang 1960 die erste gaschromatographi-
sche Trennung von Peptid-Derivaten, und zwar der N-Trifluor-

acetyl-(N-TFA)-peptid-methylester (4, die sich nach Schema
2 sehr einfach herstellen lassen.

Dic Massenspektren dieser Derivate!2®" 2! enthalten Se-
quenz-lonen, die durch Spaltung der Peptidketten beiderseits

249 ! 234 b6 1as lie is9
R A IOR
e dgmig o ogm g
F3C ——C——=NH——CH——C ——NH~—CH—C——0——CHj
69 ; 97 E 112 E l40§ 168 i 183§ 287§ 315 i
sl s
(4a)
M 249 234 1206 178 1163 59 0 31 1 15
AR S R S U - N
I R B OB B
POt D cHy 1o i CH, { O | ;
F-,C,—é—-g :r NH Eﬁclu : ! ——NH ; (,I‘H—!—(Il —%——o—fr—cm
l69§ 197% 212§ 240E 268§ 283; 387:, 4155 431 ;
(Sa)
f 100{ a) %2 ...
< [ der CO-Gruppen unter bevorzugter Erhaltung der positiven
:E { uw Ladung im N-terminalen Bruchstiick gebildet werden (vier
2 5 solcher Tonen, S, bis S,, sind in Schema 2 eingezeichnet).
178 26 x7 M In Peptid-Derivaten mit einfachen (z. B. aliphatischen) Amino-
0 0 w '—'_'—'HEH T sduren sind diese Sequenz-lonen auch gut zu erkennen. Die
den mlg —= Masscnspektren von Peptid-Derivaten mit trifunktionellen
Aminosiuren lassen sich oft schwieriger interpretieren. Bei-
b 100 [ b) l‘ﬁz spielsweise sind dic Sequenz-lonen S; und S; in Abbildung
,|:, 1 & 2a leicht erkennbar, die Sequenz-loncn S, und S, jedoch
L 20} “ m 20 6 s treten nur mit sehr geringer Intensitit auf und \Aferden durch
§ t L_.LJ.‘ MA 256 S m¥ :é] “‘5 e andere, fiir die Ableitung der Sequenz nicht so wichtige lonen
& 0 m‘ I 20 A e iiberschattet (z. B. m/e=162). Zur Bestitigung der Sequenz
0] mie — = sind deshalb noch die Aufnahme hochaufgeloster Massenspek-

Abb. 2. Vergleich der Massenspektren einiger Ala-Phe-Derivate: a} N-TFA-
Ala-Phe-OMe (4a) [27]. b) N-HFB-Ala-Phe-OMe (5a) [ 31]. Fragment-lo-
nen, die nicht in den Formeln (4a) und (5a) zu erkennen sind:

tren sowie metastabiler Ubergiinge notwendig.
Die wichtigste Voraussetzung fiir eine sichere Identifizierung
dieser Derivate ist jedoch das Auftreten und Erkennen der

md/: i;’“N_CH CH Molekiilionen. Molekiilionen lassen sich in den Massenspek-
2N= - 3 . . . . .
88  H,N=CH—COOCH, tren reiner Peptid-Derivate gut erkennen; bei unrcinen Frak-
91 C,H, (Tropylium) tionen gibt es zuweilen Schwierigkeiten. SchlieSlich mubBte
120 H;N=CH—CH,—C¢H; . L . . . o itzli
3 C.Hs—CH=CH —C—=0 eine Reihe trifunktioneller Aminosduren durch zusitzliche
162 C,H;—CH=CH—COOCH, Reaktionen umgewandelt werden. So wurden die Aminosiduren
Tabelle 1. Gaschromatographische Retentionsindices (stationire Phase: 1% OV-17 [a]) von Peptid-Derivaten [b].
Unter Retentionsindices versteht man gaschromatographische Parameter, die die Lage der Substanzpeaks im Gaschro-
matogramm relativ zu n-Alkanen festlegen ; dabei ist der Retentionsindex von n-C, (H 4 gleich 1400, derjenige von C,,H
gleich 2200 usw. (siche Abb. 7 und 8) [42] (siche auch Abschnitt 3.3).
(4) (5) (9) (10)
Peptid TFA...OMe HFB... OMe F,C--CD,... OTMS F.C;—CD,...OTMS
Ala-lle 1810 1802 1462 1437
Val-Leu 1853 1842 1538 1506
Leu-Met 2245 2190 1925 1867
Phe-Leu 2320 7 2030 1965
Tyr-Ala 2548 2484 2185 2117
Met-Met 2575 2501 2273 2200
Phe-Phe 2785 2715 2517 240
His-Phe - 3305 2930 2822
Trp-Glu - - 3005 2887
[a] Auf weniger polaren stationdren Phasen, z.B. Dexsil 300. erniedrigen sich die Retentionsindices um 100 300
Einheiten.
[b] Die Retentionsindices der N-PF P-Peptid-methylester liegen zwischen denjenigen der N-TFA- und N-HF B-Analoga.
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B L L r T ey —. 1]
T ‘O

(Ha S CHy ¢+ 91
H3;C CD, NH CH ‘,\.Dz—!—NH—CH—:—CI)z O ——Si(CH,;),
74 } 240 90! 200 !
A2 : Aq| M-91 = 223
(8a)
(?) , (b)
L @ i
Hy | ' CI.Hz i 91
F3C CD, NH ——CH——CD, ' NH CH—1—CD, O——Si(CHs)y
] i ]
128 § 240 144} 263§
A, Iz, ' As | M-91 = 277
(9a)
(a) (b)
P |
: : ;
: H :
(|:H3 i i (;Hz : 91
FCy CD, NH CH—4{—CD;——NH CH—-CD, o Si(CH,)s
228 E 240 244 E 363“
Y VA A, l M-91 = 377
f10a)
mit einer OH-Gruppe in der Seitenkette O-trimethylsilyliert;
S-haltige Aminosduren (Cys, Met) wurden mit Raney-Nickel
entschwefelt 28}, N-Trifluoracetyl-Derivate (4 ) sind bisher vor
allem zur Analyse cyclischer Peptide verwendet worden!?%; M5
diese enthielten gliicklicherweise groBtenteils hydrophobe 0
Aminosiuren, die sich fiir die Gaschromatographie und Mas-
senspektrometrie ideal eignen.
Die N-Pentafluorpropionyl- (N-PFP-)!3% und die N-Hepta-
fluorbutyryl- (N-HFB-)peptid-methylester (5)13'), die sich
durch Einwirkung der entsprechenden Anhydride auf Peptid- L
methylester herstellen lassen, zeigen Massenspektren, die jenen ‘ L
der N-TFA-Peptid-methylester sehr dhnlich sind (siche Abb.
2b). Wegen der hoheren Massen der Perfluoracylgruppen wer- £l .
den lediglich die Ionen der N-terminalen Molekiilteile in einen ] %3
hoheren Massenbereich verschoben. Ein Vorteil dieser Verbin-
dungen gegeniiber den N-TFA-Derivaten ist ihre erhohte n-
Fliichtigkeit (Tabelle 1). Wir haben deshalb diese Derivate o
2 Fg ¥ & o
H3C—C—-NH—-CH~C-NH~-CH-COOCH; (6 9
vaAID. A1 . %73
R} R? £ 228 L an
\ | =
H,C~CD3;~NH—CH—-CD;~NH-CH—CD,~OH (7} g M-15
53
(CaHg)3N- SitCH3)y -y "
K1} 0 20 X0
(a) (b) %3 m/e —=
i E Abb. 3. Vergleich der Massenspektren ciniger von Ala-Phe abgeleiteter Poly-
! E aminoalkohol-O-trimethylsilyl-Derivate : a) N-Dideuterioithyl-Derivat (8a/ ;
E ] b) Trifluordideuteriodthyl-Derivat (9a): c) Heptafluordideuteriobutyl-Deri-
R' | R? ! CH,4 vat (10a). :
| ' | ‘ |
HyC~CDz-NH-CH~——CDz-NH-CH——CDz-0-51—CH; (8)
: CH. . .. . o0
alz A ’ 3 bei der Strukturaufklirung eines natiirlich vorkommenden
L il 2 Polypeptids erprobt!??! (Abschnmitt 4.2).
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3.2.2. Polyaminoalkohol-O-trimethylsilyl-Derivate von Pepti-
den

Zur Erhohung der Fliichtigkeit der Peptide haben Biemann
et al.!13% 3% eine sehr viel tiefergreifende Strukturinderung
vorgeschlagen: alle Carbonylgruppen von N-Acetyl-peptid-
methylestern (6) - also sowohl jene der Peptid- als auch
der Esterfunktionen - werden dabei mit LiAIH, oder LiAID,
in —-CH ;- bzw. —CD ,-Gruppen umgewandelt. Da die entste-
henden Polyaminoalkohole (7) noch freie OH-Gruppen ent-
halten, konnte man vorerst nur recht einfache Peptide untersu-
chen. Werden diese polaren Zentren in Trimethylsilyldther
iiberfiihrt, so bilden sich die Derivate (8), die gute gaschroma-
tographische Eigenschaften haben!'8!,

AuBerdem sind dic Massenspektren dieser Derivate sehr
cinfach und zur Ableitung der Aminosdure-Sequenz hervorra-
gend geeignet. Die Derivate (8) enthalten ndamlich keine Car-
bonylgruppen mehr, wodurch eine Reihe von Fragmentie-
rungsmechanismen entfallen, welche die Spektren der Derivate
(4) und (5) erheblich komplizieren. Das Riickgrat dieser
Verbindungen besteht aus Athylendiamin-Bausteinen, deren
C—C-Bindungen durch ElektronenstoB bevorzugt gespalten
werden; die entstehenden Ionen sind leicht erkennbar und
erlauben die Ableitung der Sequenz (,.Sequenz-lonen®).

So fithrt die Spaltung der Bindung (a) in (8a) zur Bildung
von zwei lonen (Abb. 3a). Das intensive A -lon entspricht
der N-terminalen Aminosiure, das weniger intensive Z,-lon
der C-terminalen Aminosdure. Da die Massen der A ,-lonen
sowieder Z-lonen aller in Proteinen vorkommenden Amino-
sduren mit Ausnahme von Leu und lle verschieden sind, liegt

somit die Struktur dieses Dipeptid-Derivates schon vor. Zur
Bestitigung des Ergebnisses kann noch das A ;-lon herangezo-
gen werden, das durch Bruch der Bindung (b} in (8a) entsteht,
sowie das (M —15)-lon, das wie in allen silylierten Verbindun-
gen auf das Molekiilion schlieflen 148t.

Diec Umwandlungsprodukte liangerer Peptide, z.B. (8b),
enthalten mehrere  aneinandergereihte  Athylendiamin-
Bausteine und somit auch mehrere C—C-Bindungen, dicdurch
ElektronenstoB gespalten werden konnen (Abb. 4)!!8 351 Die
Sequenz solcher Peptide kann auf sehr einfache Weise vom
A ,-lon der N-terminalen Aminosduren ausgehend (m/e=176
von Thr) iiber das A ;-Ion und die héheren A-Ionen aufgebaut
werden. Diese Sequenz des Peptids wird uiberpriift, indem
man beim Z,-lon der C-terminalen Aminosidure (m/e=251
von Lys) beginnt und iiber das Z,- und Z;- zum Z,-lon
fortschreitet. Auch das(M — 15)-lon kann zur Kontrolle heran-
gezogen werden. Aus den Massendifferenzen benachbarter lo-
nen der A- und Z-Serie ergeben sich so die Aminosduren
sowie deren Positionen in der Sequenz.

Der entscheidende Vorteil dieser Derivate ist also, daB die
Sequenz der Peptide stufenweise aus den sehr intensiven und
leicht erkennbaren Sequenz-Ionen aufgebaut werden kann.
Die Ableitung der Sequenz der nicht-reduzierten Derivate
(4) hingegen erfordert meist das sichere Erkennen der sehr
schwachen Molekiilionen (siche Abschnitt 3.2.1).

Auch die Peptide mit trifunktionellen Aminosiuren (ein-
schlieBlich Arg) konnen in Form der Derivate (8 ) identifiziert
werden. Nachteilig ist jedoch, daB komplexe His-Peptide nicht
oder nur als stark verbreiterte Banden von der gaschromato-
graphischen Siule eluiert werden; diese Peptid-Derivate mu@-

(a) () () (d) CH, (e)
s | s i . |
] . 1 B 1
(CH3)38i0 | : ' i NH
! ' i :
HyC—CH | CH, | cI'H3 § cHy ! (CHp)e |
HyC—CD3=NH~C H——CD~NH—CH ~+—CD;=NH~CH—+—CD,;~NH-CH —+—CD;~NH~C H—CD~0-S$i(CHj),
’ 1 H
! )
A |z, Ap |24 Az |2, /\,lzl As
(8b)
+ A, A,
AI 235 294
176 A‘
353
T 114
T Kk}
€
- 4
E
[ 4
+
y 4 23 Z‘
2 369 428 M-15
Jo ls"
100 200 300 400 600
mle ——=

Abb. 4. Massenspektrum des von Thr-Ala-Ala-Ala-Lys abgeleiteten Dideuterioathyl-polyaminoalkohol-O-trimethylsilyl-Derivats (85) [35].
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ten wir daher in einem zusitzlichen Experiment durch direktes
Verdampfen der Probe in der lonenquelle des Massenspektro-
meters identifizieren. Auch lieBen sich Gln- und Asn-Peptide
nur mit schr geringer Ausbeute in die entsprechenden Derivate
umwandeln. Ein weiterer Nachteil ist der Zeitbedarf der Deri-
vatisierung. Dies gilt besonders fiir die Isolierung der Polyami-
noalkohole (7) aus dem Reduktionsgemisch, die cine Abtren-
nung der Alumintumsalze auf einer Anionenaustauscher-Saule
erforderte! ¢!,

3.2.3. Perfluoralkyl-polyaminoalkohol-O-trimethylsilyl-Deri-
vate von Peptiden

Wir haben Wege zu neuen Peptid-Derivaten mit besseren
Eigenschaften gesucht. Diese Derivate sollten noch fliichtiger
sein als die Derivate (8), um groBere Peptide identifizieren
zu konnen, und auBerdem den Nachweis aller Aminosiuren
—einschlieBlich Arg, GIn, Asn und His mit der GC-MS-Me-
thode gestatten. Auch sollten alle Derivatisierungsrcaktionen
moglichst einfach durchfiihrbar sein, und die Produkte sollten
sich, falls iiberhaupt nétig, durch Extraktion isolieren lassen.

Da nun die Fliichtigkeit von N-Acyl-peptid-methylestern
mit steigendem Fluorgehalt der Acylgruppe zunimmt (siche
Tabelle 1), lag der Gedanke nahe, die Fliichtigkeit der reduzier-
ten Derivate (8), die selbst schon vor den entsprechenden
Perfluoracyl-peptid-methylestern cluiert werden, durch den
Einbau von Fluoratomen zu erh6hen. Statt der N-Acetyl-pep-
tid-methylester (6) wurden daher deren N-TFA-(4), N-PFP-
(11) und N-HFB-Analoga (5) mit LiAlD, rcduziert. Die
Produkte lieBen sich sehr einfach und in guter Ausbeute aus
dem Rcaktionsgemisch extrahieren und zu (9), (12) bzw.

(10) O-trimethylsilylieren (experimentclle Methoden siehe
IJ"I).

i IFI § ?2 (4).n =0
F3;C~(CF3), -C-NH-CH-C-NH-CH-COOCH; /5,,n=2
(11),n =1
L. LIAID,
juc,u,),n-s-(cu,),

l,l(l }I{Z
F3C~(CF ), —CDy~NH-C H—CDy~NH—-C H=C D 3=O—Si(C Hy)4

(9),n=0
(10), n =2
(12j, n=1

In Tabelle 1 sind die Retentionsindices einiger Dipeptid-De-
rivate vom Typ (9) und (10) aufgefiihrt. Diese reduzierten
Derivate sind erheblich fliichtiger als die nicht-reduzierten
Derivate (4) bzw. (5 ) (der Unterschied der Retentionsindices
betrdgt 300 bis 400 Einheiten). Die Fliichtigkeit der Polyami-
noalkohol-Derivate sowie der N-Acyl-peptid-methylester
nimmt mit steigendem Fluorgehalt zu!*"); die Derivate (10}
sind die fliichtigsten heute bekannten Peptid-Derivate.

Mit der Fliichtigkeit erweitert sich nun auch der Bereich
der Peptide, deren Derivate man noch durch GC-MS identifi-
zieren kann. Die obere Grenze ist jedoch sowohl von der
Anzahl der Aminosiduren (Lénge des Peptids) als auch von
deren Polaritdt abhingig; z.B. wird das Derivat von He-
xaalanin um vieles frither (Retentionsindex 2640) als dasjenige
des stark polaren Tetrapeptids Ala-CMCys-Trp-Asp (Reten-
tionsindex 4210) eluiert (CM =Carboxymethyl). Dic Reten-
tionsindices konnen fiir die Derivate aller Peptide vorausgesagt
werden (siche Abschnitt 3.3).
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Die Massenspektrender neuen Derivate (9)und ( 10) zeigen
sehr intensive und leicht erkennbare Sequenz-Ionen (Abb.
3b und 3c¢), die den Sequenz-lonen der Derivate (8) analog
sind. Vorteilhafterweise ist die Intensitdt der Sequenz-lonen
recht ausgeglichen, wic ein Vergleich der Massenspektren des
unfluorierten Derivats (8a) (Abb. 3a) sowie der fluorierten
Derivate (9a) und (10a) (Abb. 3b bzw. 3¢) von Ala-Phe
zeigt. Das Massenspektrum in Abbildung 3a wird vom A ;-Ion
der N-terminalen Aminosdure beherrscht, wihrend alle ande-
ren Sequenz-lonen viel weniger intensiv auftreten. Im Massen-
spektrum in Abbildung 3b ist das A,-lon wohl noch gut
zu erkennen, ist jedoch bedeutend weniger intensiv, da die
elektronenanziehenden Fluoratome dic Basizitdt des Stick-
stoffs und damit die Stabilitit des Immonium-Ions herabset-
zen:

®
F,C+CD,~NH CH CH, A,-lonvon Ala

Demzufolge ist die Intensitét aller anderen Sequenz-Ionen,
die in Abbildung 3a mit geringer Intensitdt auftreten, stark
erhoht. Dassclbe gilt fiir das Massenspektrum in Abbildung
3¢ mit dem einzigen Unterschied, daB die Ionen, die die
N-terminale Aminosdure (und damit die Perfluorgruppe) ent-
halten, um 100 hohere Massenwerte haben. Die A-lonen
werden demnach in einen héheren Massenbereich verschoben,
der von lonen des Untergrunds oder von Silyl-Ionen weniger
beeinfluBt wird, und sind somit leicht erkennbar.

Ein Vergleich der Massenspektren der reduzierten Peptid-
Derivate(8a),(9a)und (10a)(Abb. 3) mit denen der nicht-re-
duzierten Verbindungen (4a) und (5a) (Abb. 2) zeigt deutlich,
wie sehr durch die Abwesenheit der Carbonylgruppen die
Intensitit der Sequenz-lonen erhoht wird ; die Massenspektren
werden einfacher und lassen sich leichter interpretieren. Der
Anteil der Sequenz-lonen an der Gesamtionen-Ausbeute in
den Massenspektren der Derivate vom Typ (9), (10) und
(12) liegt gewohnlich zwischen 30 und 60 % %! Das Massen-
spektrum des Tripeptids N-TFA-Val-lle-Ala-OMe enthilt da-
gegen nur etwa 9% Sequenz-lonen!39!

Der wichtigste Vorteil der neuen Derivate besteht jedoch
darin. daB «alle Aminosduren nun der GC-MS-Methode
zugdnglich sind. Zwar lassen sich Arg-haltige Peptide
nur mit geringer Ausbeute derivatisieren, doch haben wir
auch diese Peptide im Hydrolysegemisch von natiirlich vor-
kommenden Polypeptiden identifizicren konnen (Abschnitt
4.1 und 4.2). Die Arg-haltigen Peptide konnen auch vor der
Derivatisierung in guter Ausbeute durch Hydrazinolyse modi-
fiziert werden, wobei die stark polaren Guanidinogruppen
in Aminogruppen iiberfiihrt werden. Cys-haltige Peptide wer-
den vor der Derivatisicrung S-carboxymethyliert oder S-ami-
noidthyliert. Diese Derivate sind den S-Benzyl-Derivaten(4?!
wegen ihrer hoheren Fliichtigkeit vorzuziehen. SchlieBlich
konnen auch His-haltige Peptide mit hohen Ausbeuten deriva-
tisiert und durch GC-MS identifiziert werden (siehe Abschnitt
4.2).

Da sich die Massen der Seitenketten von Leu und Ile nicht
unterscheiden, haben auch die Sequenz-lonen dieser beiden
Aminosiuren dieselben Massenzahlen. Zur Unterscheidung
von Leu und lle konnen die relativen Intensitdten der Sequenz-
lonen der reduzierten Derivate (9 ) usw. wie auch der nicht-re-
duzierten Derivate (4) dienen!?®), was zur Identifizierung von
kleinen Peptiden ausreicht. Bei komplexen Peptiden miissen
die Derivatc mit authentischen Peptid-Derivaten verglichen
werden.
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3.3. Methoden der Identifizierung durch GC-MS

Die Massenspektren geeigneter Peptid-Derivate reichen zur
Identifizierung reiner Fraktionen eines GC-MS-Experiments
aus (siche Abschnitt 3.2). Da durch Partialhydrolyse von Poly-
peptiden jedoch duBerst komplexe Gemische entstehen - diese
enthalten oft SO und mehr Bruchstiicke ~ konnen nicht alle
Komponenten solcher Gemische auf einer einzigen gaschro-
matographischen Sédule getrennt werden. Am Ende der Siule
resultieren deshalb oft Fraktionen aus mehreren nicht aufge-
trennten Peptid-Derivaten. Die Massenspektren solcher Frak-
tionen setzen sich aus den Fragment-lonen mehrerer Derivate
zusammen, was die Interpretation sehr erschwert. Besonders
die Identifizicrung von Spurenbestandteilen in Gegenwart von
Hauptbestandteilen ist oft nicht moglich.

Die Spurenbestandteile lassen sich durch Massenchromato-
gramme!*'! der Sequenz-lonen identifizieren. Die Massen-
chromatogramme werden durch Auftragung der Intensitdten
einzelner lonen gegen die Zeit (oder die laufenden Nummern
kontinuierlich aufgenommener Massenspektren) erhalten. Die
Maxima in Massenchromatogrammen von Sequenz-lonen zei-
gen so Peptide mit einer bestimmten Aminosdure in einer
bestimmten Position in der Sequenz an; z. B. geben die Maxima
im Massenchromatogramm des A,-lons von Thr diejenigen
Peptide an, die Thr am N-Terminus enthalten.

a) Sor-te-¥al
Pro-Sor

b) mie=14 Th-lys TheysBw
- ec
(07-CHy o-Trirs
"] s
gl lys-toc-Pre
0 0 20
Spektrum - index - Nummer ——=

Abb. 5.a) Totalionen-Chromatogramm eines Gemisches von Dideuteriodthyl-
polyaminoalkohol-O-trimethylsilyl-Derivaten vom Typ (8, hergestellt durch
saure Partialhydrolyse des Eikosapeptids aus dem C-terminalen Teil von
Actin [44]; »: nach Eliminierung von Trimethylsilanol identifiziert: b) Mas-
senchromatogramm des lons m/e = 114. Aec = Aminoéthylcystein.

In Abbildung Sa haben wir das Totalionen-Chromato-
gramm eines derivatisierten Polypeptid-Hydrolysats und in
Abbildung 5b das Massenchromatogramm des lons m/e=114
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aufgetragen. Dieses Fragment-lon ist in den Massenspektren
aller Lys-haltigen Peptid-Derivate sehr intensiv. Die Maxima
in diesem Massenchromatogramm zeigen die Lys-Peptide an,
die so trotz der Komplexitdt des Gemisches relativ cinfach
aus dem Gewirr der sich iiberlappenden Fraktionen herausge-
schilt werden konnen.

Aufgrund der kettenformigen Struktur der Peptide und Pep-
tid-Derivate lassen sich mit ciniger Erfahrung nicht nur ihre
Massenspektren voraussagen, sondern auch ihre gaschromato-
graphischen Eigenschaften!3* ¢! Als gaschromatographische
KenngroBen haben wir die Retentionsindices'*?! gewihlt, die
die Lage der Peaks im Gaschromatogramm in Relation zu
den mit der Probe aufgegebenen n-Alkanen angeben. Diese
KenngroBen sind somit vonden Bedingungen des Ex periments
weitgehend unabhingig und daher besonders charakteristisch.

Dic Retentionsindices (I) aller Polyaminoalkohol-Derivate
lassen sich durch einfaches Addieren von Beitrigen (A) der
einzelnen Aminosiiuren berechnen!®*. Der Beitrag der N-
und C-terminalen Gruppen A,, der mit steigendem Fluorgehalt
(und damit zunehmender Fliichtigkeit der Polyaminoalkohol-
Derivate) abnimmt, ist noch zu beriicksichtigen:

l = ZA.+A|
1

Als Beispiel fiir dic Giiltigkeit dieses Ausdrucks seien die
Retentionsindices zweier Derivate von Typ (8) berechnet (A,
betragt 735):

[(Tyr-Asp)= 1240 (ATyr)+ 640 (A Asp)+735=2615
I(Ile-Thr-Lys)=460  (Alle)+535 (AThr)+910 (ALys)
+735=2640

Dicse berechneten Werte stimmen mit den gemessenen Werten
(2620 bzw. 2635) gut iiberein, was die Identifizierung der beiden
Peptid-Derivate durch Massenspektren und Massenchromato-
gramme bestitigt. Zur Berechnung von Retentionsindices der
fluorierten Polyaminoalkohol-Derivate von sehr kleinen und
sehr groBen Peptid-Derivaten war noch ein Korrekturfaktor
notig, der von der GroBe der Derivate abhingt!3®. Diese
so berechneten Werte stimmten mit den gemessenen in dem
weiten Bereich zwischen 1400 und 4200 gut iiberein.

3.4. Ermittlung der Polypeptid-Sequenz aus den Oligopeptiden

Der letzte Schritt der GC-MS-Methode zur Sequenzanalyse
ist die Ermittlung der Sequenz des Polypeptids aus den hydro-
lytisch gebildeten und durch GC-MS identifizierten Oligopep-
tiden. Dabei geht man von den Oligopeptiden aus, die die
N-terminale Aminosiure enthalten (a-b und a-b-c in Abb.
1). An diese werden weitere Oligopeptide angefiigt; so 148t
sich in dem in Abb. 1 dargestellten Schema die Sequenz a-b-c
nun mit c-d zu a-b-c-d verlingern. An dieses Oligopeptid
wird d-b-e-f angehingt, was dic Sequenz a-b-c-d-b-e-f ergibt.
Dieser Vorgang wird fortgesetzt, bis die gesamte Struktur
des Polypeptids erstellt ist. Das Ergebnis kann durch Vergleich
von Art und Zahl der Aminosiuren in dieser Sequenz mit
dem Ergebnis der Aminosdure-Analyse des Peptids gepriift
werden.

Oft 148t sich aber nicht nur ein einziges Oligopeptid, sondern
es lassen sich mehrere an eine Partialsequenz anfiigen. So kon-
nen z. B. an das N-terminale Oligopeptid a-b (Abb. 1) sowohl
b-c als auch b-e-f angeschlossen werden :
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Trp-llc Thr Ly>—ClusGIu—Tyr-Asp—Glu—AlawGIy-Pm—Ser e Vatt®His Arg—Lys—AEles—Phen

a-b + b-c—a-b-c
a-b + b-e-f —» a-b-e-f

Es ergeben sich zwei Partialsequenzen, die weiter verfolgt
werden miissen; auch kann sich jede dieser Sequenzen weiter
verzweigen, was den Vorgang bei groBeren Polypeptiden er-
heblich kompliziert. Daher haben wir ein Computer-Pro-
gramm entwickelt, das diesen stufenweisen Aufbau automa-
tisch durchfiihrt!'#! Ein eindeutiges Ergebnis ist jedoch nur
zu erwarten, wenn neben den Dipeptiden auch ein erheblicher
Anteil der moglichen Tripeptide und sogar Tetrapeptide vor-
liegt. Zumeist befinden sich aber unter den Oligopeptiden
eines Hydrolysegemisches (z. B. cines Siurehydrolysats) nicht
alle notwendigen Bruchstiicke. Nicht eine, sondern mehrere
isomere Sequenzen sind dann das Ergebnis. Daher wird ein
zweites Experiment notwendig, in dem Enzyme zur Hydrolyse
verwendet werden. Die Resultate der beiden Experimente er-
lauben gewohnlich eine eindeutige Aussage.

4. Beispiele der Sequenzanalyse von Polypeptiden mit
der GC-MS-Methode

Die Anwendung der nicht-reduzierten Derivate (4), (5)
und (1) ist schon cingehend dargestellt wor-
den!29 30.40.41.43] 1 folgenden wird der Entwicklungsstand
der GC-MS-Methoden an zwei Beispielen der Sequenzanalyse
von recht komplexen Polypeptiden erldutert werden, wobei
reduzierte Derivate vom Typ (8), (9), (10) und (12 ) verwen-
det wurden.

4.1. Das C-terminale Eikosapeptid von Actin

Dieses Peptid - das erste durch eine GC-MS-Sequenzanalyse
aufgeklirte Fragment eines Proteins — wurde durch Cyanbro-
mid-Spaltung von Actin gewonnen und enthélt 20 Aminoséu-
ren. Es bestcht iiberwicgend aus trifunktionellen Aminosiduren,
darunter auch Arg, His und Trp, welche die GC-MS-Analyse
erschweren. Die Sequenzanalyse dieses Peptids war ein realisti-
scher Test fiir die neuen GC-MS-Methoden; vor allem wollten
wir die Vorteile der direkten GC-MS-Kombination - mit

Trp lle
Tep-lic Thr

flc -Thr Lys
The Lys
The Lys-Glu
Lys-Glu
Glu Giu
Giu Glu-Tyr
Glu-Tyr
Glu-Tyr-Asp
Tyr-Asp
Tyr- Asp-Glu
Tyr- Asp-Glu-Ala
Asp Giu
Asp Glu-Ala
Glu-Ala
Ala-Gly Pro
Gly -Pro
Pro-Ser
Ser--lle
Ser lle-Val
Ser--lle- Val-Hi
lie-Vaj
Arg -Lys
Lys-AEtCys
Lys- AE1Cys-Phe
AEtCys - Phe

Abb. 6. Stufenwciser Aufbau der Sequenz des Eikosapeptids von Actin durch
Chberlappung der Oligopeptide, die durch GC-MS-Analyse cines derivatisier-
ten sauren Partiathydrolysats (Abb. 5a} identifiziert worden waren [44].
ALEt=Aminoithyl
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Unterstiitzung ciner Rechenanlage - sowic die der damals
gerade entwickelten Peptid-Derivate (8) ausniitzen.

In einem partiellen Sdurehydrolysat dieses Eikosapeptids
konnten wir 27 Peptide identifizieren (Abb. Sa); aus diescn
lieBen sich durch ein Computer-Programm zwei Partialsequen-
zen aufbauen, die bereits alle 20 Aminosduren enthielten (Abb.
6). Jetzt muflten die Partialsequenzen richtig verkniipft wer-
den. Die Bestimmung der N-terminalen Aminosdure (Trp)
mit konventionellen Methoden war die cinfachste L&sung
dieses Problems. Es verblieb noch, die Position des einzigen
Gin-Restes festzulegen, der offenbar unter den Bedingungen
der Sdurehydrolyse quantitativ in Glu umgewandelt worden
war. Auch diesc Aufgabe haben wir konventionell gelost —
Gln nimmt Position S ein — und damit die Sequenzanalyse
des Eikosapeptids abgeschlossen!*4l,

Die GC-MS-Analyse eines einzigen Hydrolyse-Gemisches
des Eikosapeptids, zwei einfache Tests zur Festlegung der
N-terminalen Aminosaurc sowie der Position des Gln-Restes
reichten also zur Bestimmung der gesamten Struktur des Poly-
peptids aus.

4.2. Der Carboxypeptidase-Inhibitor aus Kartoffeln

Dicses Polypeptid ist mit 39 Aminosduren - darunter auch
allen ,schwierigen* Aminosduren - das weitaus groBte Poly-
peptid, das bisher mit der GC-MS-Methode untersucht wurde.
Wir konnten dabeidie Vorteile der jiingst entwickelten Deriva-
te (9), (10) und (12) abwigen. Da dieses Peptid auch mit
dem automatischen Edman-Verfahren untersucht wurde, bie-
tet sich die Gelegenheit eines Vergleichs der beiden Methoden.

A I_Glu
P . GR-Glu
% | I 'Ab-Asp e
His-Alo Lz
: <Gy -His Ala-Asp
o I IFE ' ‘cniﬁlumwfo‘u' [
| His T N Hs-Algdsp |
o . ~ . . Sy N
o AcGly V. Bk
s BRI Glu-His-Alo
00— e .
™) KN B0 W00 AN0 Z20 240 2600 2800 3000 JAW 3003600 3800
Rotentonsndey ———e—
R S S S s ol ek P P R
0 L] 20 W
Spektrum - indet - Mummer —  —e

Abb. 7. Totalionen-Chromatogramm von Trifluordideuterioiéthyl-polyami-
noalkohol-O-trimethylsilyl-Derivaten vom Typ (9 ) aus dem sauren Partialhy-
drolysat des N-terminalen Teils des Carboxypeptidase-Inhibitors aus Kartof-
feln (CP1) [32].

Zu Beginn unserer Untersuchungen war bekannt, daB dieser
Inhibitor (CPI) offenbar aus einem Gemisch zweier Polypeptid-
ketten besteht, die beide einen blockierten N-Terminus aufwei-
sen und sich in den N-terminalen Regionen unterscheiden.
Wir analysierten zuniachst das Gemisch von zwei Peptiden,
die durch spezifische Spaltung einer Asp-Pro-Bindung vom
N-terminalen Teil des Molekiils gewonnen wurden!*?, Eine
GC-MS-Analyse des derivatisicrten Sdurchydrolysats dieser
beiden Peptide (Abb. 7) ergab eine Anzahl von Oligopeptiden,
darunter auch solche, die <Glu (5-Oxo0-2-pyrrolidincarbon-
sdure) enthielten. Diese waren somit als blockierende Gruppen
identifiziert worden. Die in Abbildung 7 angegebenen Peptide
ergaben durch Uberlappung die Sequenz < Glu-Glx-His-Ala-
Asx fiir eines der beiden Peptide. Wie konventionelle Analysen
zeigten, ist Position 2 von Gln besetzt, das unter den Bedingun-
gen der Sdurehydrolyse offenbar in Glu iibergeht. Das andere
Peptid konnte durch ein weiteres Experiment als < Glu-His-
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Abb. 8. Totalionen-Chromatogramm von Trifluordideuteriodthyl-polyami-
noalkohol-O-trimethylsilyl-Derivaten () aus dem sauren Partialhydrolysat
des S-carboxymethylierten Carboxypeptidase-Inhibitors [ 38]. Die identifizier-
ten Peptide sind mit den entsprechenden Nummern in Abb. 9 aufgefihrt.
18. 34 = Nebenprodukte der Derivatisierung von Ser-Ala-Arg bzw. Pro-lle-
Cys [38)

Ala-Asx identifiziert werden. Dazu wurde das Peptidgemisch
sehr kurze Zcit mit Saure hydrolysiert; die entstandenen Pepti-
de wurden als N-HFB-Peptid-methylester (5) durch GC-MS
identifiziert.

Als nichstes untersuchten wir, ob die gesamte Struktur
des Inhibitors, der aus einer Kette mit 39 Aminosidurcn besteht,
mitder GC-MS-Methode ermittelt werden kann. Wir hydroly-
sierten eine Probe dieses Polypeptids mit 6 N HCI und setzten
das entstandene Peptidgemisch zu den Derivaten (9) um.
Dabci entstand eine Vielzahl von Komponenten, die wir durch
GC-MS identifizierten (diese Peptide sind in Abb. 8 durch
Nummern gekennzeichnet und in Abb. 9 aufgefiihrt). Doch
waren nicht alle Peptidbindungen in den identifizierten Pepti-
den vertreten, und zwar war je einc der sehr sidurelabilen
Peptidbindungen zu den Aminogruppen von Ser und Thr
quantitativ gespalten worden. Deshalb hydrolysierten wir ei-
nen zweiten Teil der Polypeptid-Probe mit Enzymen, von de-
nen wir erwarteten, daB sic wohl das Polypeptid stark abbauen,
doch die wichtigen Peptidbindungen von Ser und Thr nicht
vollstindig spalten wiirden. Tatsdchlich fanden wir im derivati-
sierten Gemisch Peptide mit diesen Bindungen.

Alle identifizierten Peptid-Fragmente wurden dann durch
ein Computer-Programm zur Struktur des Polypeptids zusam-
mengesetzt. Wie Abb. 10 zeigt, wurden zwei mogliche Sequen-
zen erstellt; diese unterscheiden sich nur in der Position des
unterstrichenen Asp-Restes. Wir haben deshalb in den GC-
MS-Daten der beiden Experimente nach einem Peptid gesucht,
mit dessen ldentifizierung eine der beiden Sequenzen ausge-
schlossen werden konnte. Tatsichlich entdeckten wir ein Deri-
vat des Asp-Asp-Cys, das offensichtlich durch Abspaltung von
Trimethylsilanol von dem zu erwartenden Derivat gebildet
wurde und so der Identifizierung entgangen war. Damit war
die Sequenz A gesichert (Abb. 10).

Die neuen Peptid-Derivate (9) haben sich als entscheidend
bei der Sequenzanalyse dieses Polypeptids hcrausgestellt, da
nicht nur Trp- und Arg-Peptide, sondern auch His-Peptide
der GC-MS-Analyse zuginglich geworden sind (Abb. 7 und
8). Dicse His-Peptide hatten bei der Sequenzanalyse des Eiko-
sapeplids von Actin noch in einem zusdtzlichen Experiment

Glx--Glx —His -Ala— Asx--Pro-lle -(‘ys--Asx—L)!so Pro-Cys--Lys— ..

14, Glu--Glu
37. Glu~His
45, Glu -His- Ala
23, His-Ala
43, His- Ala—Asp
4. Aa-Asp
Ala—-Asp—Pro
Ala—Asp Pro-lle
S, 5, Pro-le
38, Pro-lle--Cys
15. lle -Cys
40, le Cys—Asp
22, Cys—Asp
Cys—Asp-Lys
13, Asp-Lys
Asp-Lys--Pro
9, Lys--Pro
41, Lys—Pro—Cys
19, Pro—Cys
442, Pro-Cys—Lys
26, Cys—Lys
10. Lys—Thr

..=The Hls—Asx—Asx—(ys—Ser—Gl;gAla—Trp—Phe—Cys Gix-Ala- Cys-. ..

10. Lys—Thr
28, Thr--His
30, His—Asp
8, Asp—Asp
Asp—Asp-Cys
24, Asp—Cys
17, Cys—Ser
3, Ser—Gly
Ser Gly-Ala
Gly-Ala
42.Gly-Ala Trp
31, Ala-Trp
50, Ala--Trp—Phe
47, Trp—Phe
32, Phe-Cys

46, Phe—Cys—Glu
51, Phe—Cys-Glu-Ala
25, Cys -Glu
36, Cys—Glu-Ala
6. Glu—Ala
39, Glu-Ala—Cys
11, Ala-Cys
49, Ala—Cys-Trp

52, Ala Cys—Trp—Asp

48, Cys-Trp

L —Trp-Asx-—SeJlo- Ala—Arg—'l'hr—Cys—Gly—Pro—Tyr—VaI—GIy”

49, Ala-Cys-Trp
52, Ala—Cys -Trp--Asp
48, Cys-Trp
44, Trp—Asp
Asp—Ser
Asp—Ser--Ala
2, Ser—Al2
20, Ser Ala—Arg
7, Ala-Arg
Arg—Thr
16, Thr- Cys
29, Thr-Cys—Gly
12, Cys-Gly
27, Cys—Gly - Pro
35, Gly—Pro-Tyr
21, Tyr—Val
33, Tyr—Val-Gly

A959 1. val-Gly

Abb. 9. Stufenweiser Aufbau der Sequenz des Carboxypeptidase-Inhibitors
durch Uberlappung der Oligopeptide, dic im sauren Partialhydrolysat (Abb.
8, numerierte Oligopeptide) sowie in einem enzymatischen Hydrolysat
(nichtnumerierte Oligopeptide) identifiziert wurden [38].

A Glu Glu-His -Ala-Asp Pro-dlc-Cys-Asp Lys-Pro-Cys-Lys-Thr-Hin-Asp-Asp-Cys-Ser Gly-Ala Trp-Phe-Cy<-Glu—
Als Cys-Trp Asp-Scr Ala-Asg -Thr-Cys-Gly-Pro Tyr-Val Gly -

B: Glu Clu-Hin Ala-Asp Pro-llc Cys—Asp- Lys-Pro-Cys-Lys Thr-Hn-Asp-Cys Ser-Gly-Ala-Trp Phe-Cys—Glu-Ala
Cys Trp-Asp Aswp-Scr—Ala-Arg Thr-Cys Gly-Pro-Tyr-Val Gly

Abb. 10. Ergebnis eines Computer-Programms [14] zum Aufbau von Polypeptid-Sequenzen durch Uber-
lappung von Oligopeptiden. Als Eingabe dienten die Oligopeptide von Abb. 9 (ohne Asp-Asp-Cys).
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identifiziert werden miissen. Welche Glu- und Asp-Reste als
GIn bzw. Asn vorliegen. konnte auch bei CPI nicht mit der
GC-MS-Methode bestimmt werden. Die Ursachen dieser
Schwierigkeiten sind noch nicht bekannt. Obwohl die Gln-
und Asn-haltigen Testpeptide mit der GC-MS-Methode nach-
gewiesen werden konnen, haben sich cinige dieser Derivate
nur in geringer Ausbeute herstellen lassen. Die eindeutige
Zuordnung der Gln- und Asn-Reste bearbeiten wir derzeit
intensiv[*].

Das Computer-Programm zum Uberlappen der Oligopepti-
de hat sich sehr bewihrt; das Ergebnis dieses Programms
(zwei mogliche Sequenzen ; Abb. 10) erforderte cine zusitzliche
Interpretation der GC-MS-Befunde, die schlieBlich zur einzig
moglichen Sequenz fiihrte. Die Oligopeptide wurden durch
GC-MS-Analysen von nur zwei Hydrolysegemischen des Inhi-
bitors identifizicrt.

Nun zur konventioncllen Sequenzanalyse dicses Polypep-
tids'32l. Obwohl dabei ein automatischer Sequenator einge-
setzt wurde, sticB man auf erhebliche Schwicrigkeiten. Der
N-terminale Teil des Polypeptids konnte nicht identifiziert
werden, da der N-Terminus blockiert ist (siche Abschnitt 2.1).
Doch auch die Sequenz des anderen Teils des Molekiils lief3
sich nur mit erheblichem Arbeitsaufwand erstellen. Durch
spezifische Spaltung wurde das Polypeptid in Bruchstiicke
zerlegt, die dann getrennt, isoliert und dem Edman-Abbau
unterworfen wurden. Einige dieser klcineren Peptidc wurden
unter den Bedingungen des Abbaus zusammen mit den jeweils
abgespaltenen Aminosiuren extrahiert und gingen verloren.
Auch traten mehrmals ,.Locher* in der Sequenz auf, die z. B.
aufder ZerstSrung von Ser-Resten beruhten. Zur vollstindigen
Bestimmung der Sequenz war daher die mithsame Trennung,
Isolierung und Strukturanalyse mehrerer Peptide notwendig.

5. Ausblick

Die Frage nach den optimalen Peptid-Derivaten, die ja
die Grundvoraussetzung der Sequenzanalyse mit der GC-MS-
Methode sind, ist immer wieder gestellt worden. Derzeit sind
wohl die Derivate (9, (10) und (12 ) allen anderen vorzuzie-
hen, da sieam fliichtigsten sind und auch leicht interpretierbare
Massenspektren liefern. Nach unserer Meinung werden sich
deshalb diese Derivate durchsetzen, obwohl ihre Darstellung
etwas aufwendiger ist als die der nicht-reduzierten Derivate
(4),(5)und (11).

Beieinem Vergleich mehrerer nicht-reduzierter Peptid-Deri-
vate ergab sich, daB nicht einmal alle Dipeptide in Form

{*] Anmerkung bei der Korrektur (19. Dez. 1975): Zum cinen wurden die
Polypeptide vor der Partialhydrolyse mit Diboran behandelt (M. Z. Atass:
u. A. F. Rosenthal, Biochem. J. /1. 593 (1969)) und dadurch die freien Carboxyl-
gruppen von Asp, Glu und der C-terminalen Aminosdurc zu —CH,—OH-
Gruppen reduziert. Die primaren Amidgruppen in den Seitenketten von
Asn und Gln werden dabei nicht angegriffen. jedoch nach der Partialhydro-
lyse (die primaren Amide liegen dann als Carboxylgruppen vor) mit LiAID, zu
—CD,—OH-Gruppen reduziert Die Unterscheidung von Asp und Glu von
Asn und Gln gelingt durch die Messung des Deuterium-Gehalts der entspre-
chenden Derivate. Zugleich wird auch die C-terminale Aminosaure identifi-
ziert.

Zum andern wurden neue Peptid-Derivate entwickelt, dic durch Permethylie-
rung von N-Acyl-oligopeptid-methylestern (4). 75,. (6) und (/1) mit an-
schlieBender LiAID,-Reduktion und O-Trimethylsilylicrung hergestellt wer-
den. Die primidren Amidgruppen von Asn und Gln werden dabei in
—CD,—N(CH,),-Gruppen umgewandell, was zu voricilhaften Eigenschaf-
ten der neuen Derivate fuhri.
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der Derivate (4) und ( 11 ) sowie der permethylierten Derivate
identifiziert werden konnen!*®) Wir haben deshalb gerade
jene Peptide untersucht, von denen sich keine fliichtigen nicht-
reduzierten Derivate herstellen lieBen (z. B. Trp-Trp), und fan-
den, daB diese Peptide ohne Schwierigkeiten in die reduzierten
Derivate (9) umgewandelt werden konnten.

Nun zum Arbeitsaufwand. Die Darstellung der reduzierten
Derivate ist langwieriger als diejenige der nicht-reduzierten
Derivate, kann aber schon routinemiBig ausgefiihrt werden.
Die Daten eines GC-MS-Experiments werden bereits automa-
tisch durch dic Rechenanlage registriert, miissen aber noch
manuell ausgewertet werden. Da jedoch die Massenspektren
sowie die gaschromatographischen Kennzahlen der Derivate
(9), (10) und (12) vorausgesagt werden konnen und da
alle diese Daten schon auf Magnetband gespeichert sind, soll-
ten sich die Peptid-Derivate auch automatisch identifizieren
lassen. Es wire dann nur noch notwendig, die Probe des
derivatisierten Polypeptid-Hydrolysats auf die Trennsiule des
Gaschromatographen aufzugeben; diec Registrierung der Da-
ten, ihre Interpretation, die Uberlappung der identifizierten
Oligopeptide (mit Hilfe des bereits entwickelten Programms)
und die Erstellung der Sequenz des Polypeptids konnten auto-
matisch erfolgen.

Zusammenfassend ldBt sich sagen: Die heute bckannten
Peptid-Derivate sowie die ausgearbeiteten GC-MS-Methoden
erlauben die Bestimmung der Struktur von Polypeptiden, die
bis zu 40 Aminosduren enthalten (Abschnitt 4); in absehbarer
Zeit wird man sicher noch gréBere Polypeptide analysieren
konnen. Es fragt sich jedoch, ob die Struktur von Proteinen

besonders solchen mit mehr als 300 Aminosiuren — mit
den beschriebenen GC-MS-Methoden ermittelt werden kann.
Die entstehenden Gemische - diese konnten einige hundert
Peptide enthalten - licBen sich wohl volistindig charakterisie-
ren. Es ist jedoch kaum wahrscheinlich, daB durch Uberlap-
pungder identifizierten Oligopeptide nur eine einzige mogliche
Sequenz resultiert.

Wic schon Eck!#¢)in seiner theorctischen Abhandlung zeig-
te, sind zur Strukturbestimmung eines recht kleinen Proteins
mit 157 Peptidbindungen mehr als 336 Peptide notwendig,
darunter auch ein bedeutender Anteil der moglichen Tetra-,
Penta- und Hexapeptide. Daher kommt der Entwicklung von
Derivaten immer hoheren Dampfdrucks zentrale Bedeutung
Zu.

Ein anderer Weg sollte hier jedoch weit einfacher zum
Ziel fiihren. Dazu miiBte das Protein durch spezifische Spal-
tung, z.B. mit Trypsin oder Cyanbromid, in einige wenige
Polypeptide zcrlegt werden (Abb. 1). Diese sollten dann von-
cinandcr getrennt und jeweils mit den besprochenen GC-MS-
Methoden analysiert werden. Da sich die Sequenzen dieser
Peptide jedoch nicht iiberlappen, muB eine Probe des Proteins
durch eine zwecite, selcktive Spaltung zu einer Anzahl anderer
Polypeptide hydrolysiert werden, dic wiederum mit der GC-
MS-Methode zu identifizieren sind. Mit Hilfe dicses zweiten
Satzes der Polypeptide konnten dann die Polypeptide des ersten
Satzes in der richtigen Reihenfolge zur Struktur des Proteins
verkniipft werden. Dicse verbindenden Peptide knnten auch
cleganter durch direkte GC-MS-Analyse geeigneter Hydroly-
segemische dcs gesamten Proteins identifiziert werden. Die
Analyse konnte sich dabei auf die Suche nach Peptiden be-
schrinken, deren Sequenzen schon im N-terminalen und im
C-terminalen Teil der Polypeptide aus Satz 1 vorhanden waren.
Diese direkte GC-MS-Analyse von Protein-Hydrolysaten
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haben wir schon erfolgreich zur [dentifizierung von modifizier-
ten Aminosiuren in Enzymen angewendet!*7,

In den letzten Jahren ist auch vielfach versucht worden,
Peptidedirekt - also ohne vorherige Derivatisierung - massen-
spektrometrisch zu untersuchen. Besonders mit der chemi-
schen!*® %% und der Photoionisation!*?' sind erste Erfolge
erzielt worden; auch durch Felddesorption!3!) wurden schon
Peptide - sogar Arg-haltige - analysiert. Bisher sind jedoch
mit dicsen Methoden nur rcine Peptide untersucht worden.
Erst wenn sich auch Peptidgemische analysieren lassen, wird
man den Wert dieser Methoden erkennen. Vielleicht konnte
die Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie mit einer der ge-
nannten Methoden direkt kombiniert werden.

Mein besonderer Dank gilt meinem Lehrer und Forderer,
Herrn Professor Klaus Biemann, M.I.T., Cambridge (USA).
Ich méchte auch meinen ehemaligen Kollegen am M.I.T. - T.
R. Smith, J. E. Biller, H.-J. Férster, J. A. Kelley und R. J.
Anderegg - fur Mitarbeit und viele anregende Diskussionen
danken. Den Herren Doz. Dr. J.-H. Fuhrhop und Dr. E. Lustig
danke ich fiur wertvolle Vorschlage bei der Abfassung dieser
Arbeit, die mit den Mitteln des Bundesministeriums fiir For-
schung und Technologie im Rahmen des Technologieprogramms
gefordert wurde.
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