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Ionenspray (IS) ist eine sanfte Ionisierungsmethode, bei 
der eine Losung des Analyten durch eine Kapillare, an deren 
Ende eine Spannung von mehreren Kilovolt anliegt, hin- 
durch mit Druckluft verspriiht wird"]. Das hohe elektrische 
Feld und &as Verspriihen bewirkt die Bildung hochgeladener 
Tropfchen, aus denen bereits in Losung vorhandene Ionen 
direkt in die Gasphase iiberfiihrt werden. Fur den Bildungs- 
mechanismus von Ionen aus geladenen Tropfchen heraus 
diskutiert man zwei Modelle: Ionenverdampfung[21 und 
Rayleigh-Zerfall[31. Das Verspriihen rnit Druckluft unter- 
stiitzt die Tropfchenbildung, sie bewirkt einen stabileren 
Ionenstrom und ermoglicht damit hohere FluDgeschwindig- 
keiten"] als die eng mit IS verwandte Elektrospray-Tech- 
nikL4]. IS-Ionisierung findet bei Atmosphirendruck statt; 
nach ihrem Austritt aus der Fliissigkeit werden die Ionen 
durch eine kleine Offnung (orifice) in das Massenspektrome- 
ter gelenkt. Da die Probe nicht erhitzt wird, ist die IS-Mas- 
senspektrometrie (IS-MS) eine hochempfindliche Methode 
zur Molekulmassenbestimmung von thermolabilen Mole- 
kiilen wie Peptiden und Pr~teinen[~].  

Bei der Analyse eines Polypeptids oder eines Proteins wird 
die Probe gelost, und die Losung der IS-Quelle mit FluDge- 
schwindigkeiten bis zu 200 pLmin- kontinuierlich zuge- 
fuhrt; die Empfindlichkeit ist jedoch umso hoher, je geringer 
die FluDgeschwindigkeit ist. Die IS-Massenspektren von 
Peptiden und Proteinen bestehen aus einer Reihe von Peaks, 
die einfach und mehrfach geladenen, protonierten Molekiil- 
ionen [ M  + nH]"+ entsprechen. Fur die meisten Peptide und 
Proteine stehen diese Mehrfachladungen in Beziehung zur 
Anzahl ihrer basischen Aminosaurereste Lysin, Arginin und 
Histidin und der N-terminalen ~-Aminogruppe[~. 'I. Jeder 
Peak im Spektrum entspricht einer unabhingigen Massenbe- 
stimmung des Analyten, wobei sich aus jedem Paar benach- 
barter Peaks die Molekiilmasse berechnen laljt[']. Die Mas- 
senzuordnung kann deshalb mit groljerer Genauigkeit und 
Zuverlassigkeit vorgenommen werden als rnit einfach gela- 
denen Ionen. Der effektive Massenbereich eines jeden Mas- 
senspektrometers wird um einen Faktor vergroljert, der 
gleich ist der Zahl der Ladungen, die das Ion tragt. Dies 
eroffnet die faszinierende Moglichkeit, Molekulmassen von 
Biomolekiilen im kD-Bereich rnit Quadrupol-Massenspek- 
trometern zu bestimmen. 

Die wachsende Bedeutung von synthetischen Lipopeptid- 
Vaccinen fur das immunologische Screening"] und das Feh- 
len einer einfachen und zuverlassigen Methode zur Charak- 
terisierung dieser Verbindungen waren der AnlaIJ fur die 
vorliegende Studie. Die untersuchten synthetischen Vaccine 
bestehen aus der dreikettigen Lipoaminodure N-Palmitoyl- 
S-[2,3-bis(palmitoyloxy)propyl]-(R)-cystein (Tripalmitoyl- 
S-glycerylcystein, Pam,Cys-OH; Molekulmasse 910.5 u ) [ ~ ]  
und ausgewahlten Partialsequenzen (B- und T-Zellepitope 
mit 15-25 Aminosauren) viraler Proteine[']. Wir fanden, 
daD IS-MS eine HuDerst hilfreiche Analysentechnik ist, um 
diese Verbindungen und ihre Edukte zu charakterisieren. Da 
iibliche wiiDrige Losungsmittelmischungen nicht verwendet 
werden konnen, um diese hochlipophilen, wasserunloslichen 
Verbindungen zu analysieren, setzten wir fur die IS-MS-Un- 
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tersuchungen starker lipophile, organische Losungsmittel- 
mischungen ein["]. Kleinere Lipopeptide dieser Art, z.B. 
das amphiphile Lipohexapeptid Pam,Cys-Ser-(Lys), [l ' I  
oder verwandte Lipoide" 21 konnten von uns rnit Feldde- 
sorption- und Plasmadesorption-Massenspektrometrie ana- 
lysiert werden. Auch die Matrix-unterstutzte Laserdesorp- 
tion" 31 erwies sich als leistungsfahige Methode zur 
Massenbestimmung von groDeren lipophilen Verbindungen. 

Lipopeptid-Vaccine[" werden gewohnlich durch Festpha- 
sen-Peptidsynthese (Merrifield-Synthese) aufgebaut. Die Li- 
poaminosaure Pam,Cys-OH wird mit der antigenen Deter- 
minante entweder N-terminal im letzten Kupplungsschritt ['] 
oder C-terminal, beginnend mit dem harzgebundenen Bau- 
stein Pam,Cys-Lys(Fmoc)-OH (Fmoc = 9-Fluorenylme- 
thoxycarbonyl)['41, verbunden. Eine dritte Moglichkeit be- 
steht darin, die Lipoaminosaure 0,O'-Dipalmitoyl-S- 
glycerylcystein rnit einem N,-Fmoc-geschiitzten Derivat [' 51 

in die Peptidkette einzubauen. Auf diese Weise wurde die 
Partialsequenz 135-154 des Oberflachenproteins VPI (0,K) 
des Maul-und-Klauen-Seuche-Virus[sl an einem saurelabi- 
len Harz rnit FmocltBu-Strategie aufgebaut. Dieses Epitop 
enthalt drei Argininreste, die mit Fmoc-Arg(Mtr)-OH 
(Mtr = 4-Methoxy-2,3,5-trimethylbenzolsulfonyl) einge- 
fuhrt wurden. Insbesondere in langeren Sequenzen kann die 
quantitative Entfernung von Mtr mit Trifluoressigsaure 
selbst bei erhohten Temperaturen und verlangerten Reak- 
tionszeiten schwierig sein. Zur Kontrolle der Synthese dieses 
Epitops wurde ein kleiner Teil des harz-gebundenen Peptids 
(der antigenen Determinante) noch vor der Ankupplung der 
Lipoaminosaure Pam,Cys-OH vom Harz abgespalten. Das 
erhaltene Rohpeptid VP1 (135-154) wurde mit IS-MS un- 
tersucht. Das Massenspektrum zeigt die doppelt-, dreifach- 
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Abb. 1. a) IS-Massenspektrum einer Peptidmischung, die nach Festphasen- 
Peptidsyuthese des Icosapeptids VP1 (135- 154) erhalten wurde. Drei Serien 
zweifach, dreifach und vierfach geladener Ionen zeigen die Anwesenheit des 
freien Peptids (ber. 2357.7 u) und zweier partiell geschiitzter Peptide (ber. 
2537.9 und 2750.2 u) an. b) IS-Massenspektrutn des Icosapeptids VPl (135- 
154) (2325.7 u). erhalten nach optimierten Kupplungs- und Abspaltuugsbedin- 
gungen. Die angegebenen Massenwerte iiber den (nicht-zentrierten) Signalen 
bezeichnen die beobachteten Signalmaxima. 
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und vierfach-geladenen Quasi-Molekiilionen von drei Pepti- 
den: dem erwarteten freien Peptid VP1 (135 -1 54) (Molekiil- 
masse 2325.7 u) und zwei partiell geschiitzten Peptiden rnit 
einer und zwei Mtr-Schutzgruppen auf den Argininseiten- 
ketten (Molekulmasse 2537.9 bzw. 2750.2 u; Abb. 1 a). Opti- 
mierte Kupplungs- und Deblockierungsreaktionen ergaben 
reines VP1 (135-154) (Abb. 1 b). 

Die N-terminale Kupplung der Lipoaminosaure 
Pam,Cys-OH an das harzgebundene Peptid und die darauf- 
folgende Abspaltung rnit Trifluoressigsaure ergab ein Konju- 
gat"], das in Wasser oder Wasser/Methanol-Mischungen 
nur wenig loslich war. Um solche Lipopeptide untersuchen 
zu konnen, testeten wir verschiedene Mischungen organi- 
scher Losungsmittel, unter anderem Chloroform, Dichlor- 
methan, Dimethylformamid, Methanol, Acetonitril, 2-Pro- 
panol und tert-Butylalkohol. Optimale Ergebnisse wurden 
erhalten, wenn der synthetische Impfstoff in Chloroform 
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Abb. 2. Strukturformeln und IS-Massenspektren der Lipopeptid-Vaccine 
a) Pani,Cys-Ser-Ser-[VPl (135- 154)] mit N-terminal gebundenem Pam,Cys 
(ber. 3392.3 u) und h) Pam,Cys-Lys((VPl (135-154)]-Ala rnit C-terminal ge- 
bundenem Pam,Cys (ber. 3417.4 u). 

(zwei Volumenteile) vorgelost wurde und dann Methanol 
(drei Volumenteile) und 10proz. waBrige Ameisensaure oder 
1 proz. Ammoniumacetat (ein Volumenteil) zugegeben wur- 
de. Mischungen aus Chloroform und Methanol, die keine 
Saure oder Salz enthielten und gute Ionenausbeuten bei der 
,,Atmospheric-pres~ure-spray"-Ionisierungsmethode['~~ er- 
gaben, fuhrten rnit der IS-Technik zu unbefriedigenden Er- 
gebnissen. Die Losung wurde der IS-Quelle mit einer FluB- 
geschwindigkeit von 5 pLmin-' zugefiihrt. Die IS- 
Massenspektren von Pam,Cys-Ser-Ser-[VPI (1 35 - 154)] 
(ber. 3392 u; Abb. 2a) und Pam,Cys-Lys([VPl (135-154)])- 
Ala (ber. 3417 u; Abb. 2b), ein Konjugat, bei dem die Lipo- 
aminosaure rnit dem C-Terminus der Partialsequenz verbun- 
den wurde, zeigten die doppelt, dreifach und vierfach 
geladenen Quasi-Molekiilionen, aus denen die Molekiilmas- 
sen mit einer Genauigkeit von f l  u bestimmt wurden. 
Durch Optimierung der Abspaltungsbedingungen erhielten 
wir das reine und vollstandig deblockierte Lipopeptid, wie 
das IS-Massenspektrum beweist. Das Spektrum zeigt die 
Quasi-Molekiilsignale mit hoher Intensitat, Signale von 
Fragment-Ionen iiber 400 u treten nicht auf (Abb. 1 und 2). 
Signale von Fragment-Ionen konnen jedoch gewohnlich zu- 
sammen mit Losungsmittelsignalen unterhalb 400 u beob- 
achtet werden (nicht abgebildet). Das Ausmalj der Fragmen- 
tierung wahrend der IS-Ionisierung wird durch das 
Orifice-Potential beeinfluat und ist auch abhangig von der 
Struktur der Lipopeptide; im IS-Massenspektrum eines 
Lipopeptids beispielsweise, das dem synthetischen N-Termi- 
nus der Cytochromuntereinheit eines bakteriellen Photore- 
aktionszentrums entspricht, beobachteten wir zwei Signale 
hoher Intensitat von Fragment-Ionen, die auf eine bei der 
Ionisierung auftretende Spaltung zwischen Prolinresten in 
der Peptidkette zuriickzufiihren sind"']. 

IS-MS erwies sich somit als zweckmaBige Methode zur 
Charakterisierung von Lipopeptid-Vaccinen : sie ist schnell 
und empfindlich, die Probenbereitung ist sehr einfach. Mole- 
kiilmassenbestimmungen bis 6000 u werden routinemabig 
mit Genauigkeiten besser als 'r_ 1 u erreicht. DieVerwendung 
von Chloroform-haltigen Losungsmittelmischungen in der 
Ionenspray-Massenspektrometrie ermoglicht nicht nur die 
Untersuchung von Lipopeptiden, sondern auch anderer li- 
pophiler Substanzklassen, z. B. modifizierter Cyclodextri- 
ne[''l. 
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CAS-Registry-Nummern: 
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Durch eine Hydroxygruppe gesteuerte Hydrierung 
von Vinylstannanen und -silanen: 
ein hochdiastereoselektiver Weg 
zu j-Stannyl- und P-Silylalkoholen 
Von Mark Lautens*, ChunHao Zhang 
und Cathleen M.  Crudden 

Fur den diastereo- und enantioselektiven Aufbau komple- 
xer Molekule sind Reaktionen, bei denen eine im Molekiil 
vorhandene funktionelle Gruppe ein Reagens an eine be- 
stimmte Stelle dirigiert, ein wichtiges Prinzip. Die in Gegen- 
wart eines loslichen Metallkatalysators von einem Allyl- 
oder Homoallylalkohol gesteuerte Hydrierung von Olefinen 
ist eine wirksame Methode, urn die relative Stereochemie der 
Alkyl- und Hydroxygruppen zu kontrollieren[13 'I. Alle bis- 
lang veroffentlichten Untersuchungen waren auf kohlen- 
stoffsubstituierte Olefine, unter anderem mit Alkyl-, Aryl- 
und Acylsubstituenten, beschrankt. Wir berichten von einer 
hochdiastereoselektiven Hydrierung von Olefinen mit Sili- 
cium- und Zinnsubstituenten, die durch den ionischen 
Rhodiumkomplex 1 katalysiert wirdf3]. Bisher wurden 
solche Olefine als unreaktive Verbindungen bezuglich den 
typischen Bedingungen fur Hydrierungen angesehenL4]. 

Die fur diese Untersuchungen benotigten Vinylstannane 
wurden nach unserer Hydrometallierungs-Stannylierungsse- 
quenz herge~tellt[~I, die Vinylsilane nach literaturbekannten 
VerfahrenI6I. Zuerst wurde die Hydrierung der Vinyl- 
stannane 2 und 4 (Tabelle 1) untersucht, um, ohne die zu- 
satzliche Schwierigkeit der Diastereoselektivitatsbestim- 
mung, die Reaktionsbedingungen festzulegen. Die Umset- 
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zung von 2 oder 4 mit 5 Mol-% des Katatysators 1 in 
Dichlormethan bei 103 x lo5 Pa Wasserstoffdruck und einer 
Reaktionszeit von 24-36 h lieferte die gesattigten Produk- 
te 3 bzw. 5 in 67 YO bzw. 59 YO Ausbeute. Die Hydrierung der 
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung verlauft also be- 
deutend leichter als die Destannylierung uber eine Insertion 
in eine Kohlen~toff-Zinn-Bindung[~~. 

Tdbek 1. Gesteuerte Hydrierung von p-Hydroxyvinylstannanen. Katdlysd- 
tor 1 wird mit dern Substrat in CH,CI, innerhalb von 24-48 h umgesetzt. 

Su bstrat Reaktions- Produkt Ausbeute [ %] [a] 
bedingun- ( y - a n t i -  
gen Verhiltnis) 

OH 

C,H +SnBu, 

2 

OH Me 

U S n B u ,  
4 

OH R 

C,H,, uSnBu3 
6, R = IIBU 

10, R = iPr 
12, R = fBu 

OH Bu 

Me U S n R u ,  

M e U B u  

14 

OH SnBu, 

16 

C,Hl 1 n:I3 
18 

C6Hl1 DnBu3 
3 

OH SnBu, 

U M e  

5 

C,H, 1 J3r3 

Me =: 
7, R = nBu 

11, R = iPr 
13, R' = fBu 

15 

OH SnBu, 

Me Bu 

17 

C 8 1 1  L B u  
19 

67 [CI 

59 

70 (>100:1) 
85 (> 1 O O : l )  
83 (>200:1) 
70 

95 

51 

[a] Ausbeute bezieht sich auf das reine Produkt ndch Flash-Chromatographie. 
[b] 5 Mol-% 1 hei 103 x 10' Pa. [c] 17% der Ausgangsverbindung wird zu- 
ruckgewonnen. [d] 17 Mol-% 1 bei 96 X 10' Pa. [el 20 Mob% 1 bei 103 X 

lo5  Pa. [fl 5-20 Mol-% 1 bei 103 x lo5 Pa. 

Die diastereofaciale Selektivitat der Hydrierung wurde am 
Vinylstannan 6 untersucht. Wurden 17 Mol- % des Kataly- 
sators 1 bei einem Druck von 96 x lo5 Pa und einer Reak- 
tionszeit von 36 h eingesetzt, konnten sowohl das Alkylstan- 
nan 7 in 70 YO Ausbeute als auch das Nebenprodukt 8 isoliert 
werden, bei dem Hydrogenolyse des Vinylstannans und Hy- 
drierung des Olefins eingetreten waren [ca. 13 YO, G1. (a)]. 
Durch Verringerung der Katalysatormenge auf 5 Mol- Yn 
und Erhohen des Drucks auf 103 x lo5  Pa verbesserte sich 

HO Bu 
5-1 7% 1, H2 

* C6H11 

C6H11 U S n B u ,  6 7 

HO + (a) 

C6H11 L Bu 
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