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Synthetische Peptidbibliotheken sind aquimolare Mi- 
schungen von immobilisierten oder freien Peptiden rnit defi- 
nierter Lange und Sequenzmotiven, die fur das Screening 
nach neuen Leitstrukturen (z.B. Antibiotica, Enzyminhibi- 
toren) und fur die Untersuchung von Ligand-Rezeptor- 
Wechselwirkungen von wachsendem Interesse sind"]. Fur 
die Syntheseoptimierung und Charakterisierung solcher 
komplexen Mischungen werden moderne analytische Me- 
thoden benotigt['I. Urn die Eignung der Ionenspray(1S)- 
Ma~senspektrometrie'~~ fur diesen Zweck beurteilen zu kon- 
nen, untersuchten wir eine reprasentative Peptidbibliothek 
aus insgesamt 100 synthetischen 48-Komponenten-Mi- 
schungen der Octapeptide 1 (0 definierte, X nicht definierte 

0 1 .o 2.0 3.0 
H / T  [TK-']- 

Abb. 1. Magnetisierung M des Nonacarbens 3 in glasartig erstarrtem MTHF 
bei 2.1 K (0) und 10.0 K (A). Die durchgezogene Linie entspricht dem theore- 
tisch erwarteten Verlauf fur den S = 9-Zustand. 

Diese Arbeit liefert zwei wichtige Befunde. Erstens er- 
moglicht das pseudo-zweidimensionale Gerust von 2 und 
3 high-spin-Grundzustande bis zum S = 9-Grundzustand 
im Nonacarben 3. Zweitens gibt es Hinweise darauf, 
daB die Rotation der Hauptachse der dipolaren Kopplung 
und der Magnetisierung bei tiefen Temperaturen gehindert 
ist. 

Experimentelles 
1,3,5-Tris[3-((3-benzoyl)benzoyl)benzoyl]benzol 4b: 1,3,5-Tris[3-((3-benzyl)- 
benzyl)benzoyl]benzoI 4a, durch Trimerisierung von 1-[3-((3-Benzyl)ben- 
zyl)phenyl]prop-2-in-l-on erhalten, wurde rnit Na,Cr,O, . 2H,O in Essigsaure 
zum Nonaketon [6] 4 b oxidiert. Ausbeute nach Reinigung durch Chromatogra- 
phie an Kieselgel rnit einem Hexan/Dichlormethan-Gemisch: 95 %. Schmp. = 
118-119°C; IR(Nujo1): B[cm-'] =I690 (C=O); FAB-MS: mjz 1016.4 
(M' + H, 14%), 1015.4 (M' ,  13). 
1.3,5-Tris[dia~o(3-(diazo(3-(diazo(phenyl)methyl)phenyl)methyl)phenyl)me- 
thyl]benzol4d: Das Nonaketon 4 b wurde in das entsprechende Nonahydrazon 
4c durch Zugabe von wasserfreiem Hydrazin und Hydrazinhydrochlorid in 
Dimethylsulfoxid bei 90 "C uberfiihrt. 4c wurde anschlieljend mit HgO in einem 
Benzol/Dichlormethan-Gemisch in Gegenwart einer 3 M-Losung von KOH in 
Ethanol oxidiert. Die Losung wurde 7 d bei Raumtemperatur geriihrt, anschlie- 
Dend filtriert und im Vakuum eingeengt, wobei ein tief-weinrotes 0 1  entstand. 
Sofortige Chromatographie mit Hexan und Benzol an Aluminiumoxid (Woelm 
neutral, Aktivitatsstufe IV) lieferte die Nonadiazoverbindung 4d als tiefrotes 
0 1  in 65% Ausbeute. 'H-NMR (270 MHz, CDCI,, 21 "C): 6 =7.43-6.85 (m); 
IR(Nujo1): C[cm-'] = 2060; UVjVIS (MTHF): A,.,[nm](~) = 520 (950). 
Photolyse und magnetische Messungen: Eine Losung von ca. 20 pg 4d in 80 pL 
MTHF in einem Quarz-ProbengefS wurde, in einer supraleitenden Magnet- 
spule (Solenoid) hangend, mit UV-Licht (480 > 1 > 400 nm) bestrahlt. Das 
UV-Licht wurde durch eine Kombination aus einem Kenko-B-390-BandpaD- 
filter und einem OCLI-Typ-B-Kaltlichtspiegel erhalten. Wahrend der magneti- 
schen Messung wurde der Feldgrddient gleichbleibend bei 5 Teslam- ' gehal- 
ten, wahrend das Hauptfeld von 0 auf 7 Tesla gebracht wurde. 
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Positionen, siehe Experimentelles) die das genetisch festge- 
legte Sequenzmotiv von Peptiden haben, die an den murinen 
(Maus)Haupthistokompatibilitatskomplex(MHC) der Klas- 
se I rnit der Bezeichnung H2-Kb bindenI4l. Daneben wurde 
eine zweite komplexere Bibliothek analysiert, bestehend aus 
24 576 Nonapeptiden 2 (siehe Experimentelles), die das Bin- 

XI -x,ox,x, 2 

dungsmotiv des nichtklassischen murinen MHC der Klasse I 
rnit der Bezeichnung Qa-2"I5] reprasentieren. Solche synthe- 
tischen Peptidmischungen ahneln isolierten natiirlichen Mi- 
schungen rnit definierter Lange und ,,Ankeraminosauren" in 
definierten Po~itionen[~- 'I. Diese naturlichen Peptide sind 
Fragmente intrazellular prozessierter Proteine und werden 
in der MHC-Bindungstasche cytotoxischen T-Lymphozyten 
(CTL) prasentiertl4. 'I. Nach der Erkennung von MHC-ge- 
bundenen korperfremden Peptiden, die z.B. aus viralen Pro- 
teinen prozessiert wurden, toten virusspezifische CTL die 
ZeIle[81. 

1 and 2 wurden durch Festphasenpeptidsynthese mit ei- 
nem multiplen Peptidsyntheseautomaten rnit Fmoc-Strate- 
gie synthetisiertI'. 'I. Die Peptidmischungen 1 und 2 wurden 
durch Behandlung des jeweiligen Harzes rnit Trifluoressig- 
saure und anschlieDender Fallung aus Diethylether gewon- 
nen. Die monoisotopischen relativen Molekulmassen 
(RMM) der 48 Peptide 1 liegen zwischen 101 1.6 (Octapeptid 
LNYRFSNV) und 1099.5 (Octapeptid LNYRFEKM). Es 
treten nur 17 unterschiedliche Massenwerte fur diese 
48 Peptide auf, da einige Peptide der Mischung isobar sind, 
d. h. eine identische Molekiilmasse aufweisen (f 0.1 u). 
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Beispielsweise haben acht Peptide dieser Mischung 
(LNYRFTNL, LNYRFTNI, LNYRFSKL, LNYRFSQI, 
LNYRFSKI, LNYRFTQV, LNYRFTKV and LNYR- 
FSQL) eine RMM von 1039.6. Das IS-Massenspektrum von 
1 zeigt zwei Gruppen von Peaks, rnit miz-Werten, die den 
einfach protonierten Molekiilionen [M + HI+ (m/z 1012.6- 
1100.5) und den zweifach protonierten Molekiilionen 
[ M  + 2H]'+ (m/z 506.8-550.8) der einzelnen Peptide ent- 
sprechen (der Bereich der einfach geladenen Ionen ist in 
Abb. 1 gezeigt). Mehrfachladungen entstehen durch Proto- 
nierung der basischen Zentren der Peptide[', lo]. Alle Peptide 
von 1 enthalten mindestens zwei basische Zentren, den freien 
N-Terminus und den Arginylrest in Position 4. 16 Peptide 
von 1 tragen eine zusatzliche positive Ladung am Lysylrest in 
Position 7. Die dreifach geladenen Ionen [M + 3 HI3 + dieser 
Peptide werden zwischen mjz 338.2 und 367.5 beobachtet. 
Alle erwarteten mlz-Werte fur die [M + HI+-Ionen von 1 
konnen im Massenspektrum gefunden werden (Abb. 1). Die 
Abwesenheit von zusatzlichen Peaks im Massenspektrum ist 
ein klarer Hinweis darauf, daI3 die Mischung keine Neben- 
produkte wie Peptide mit Fehlsequenzen (niedrigere Mole- 
kiilmasse) oder Peptide rnit nicht entfernten Schutzgruppen 
(hohere Molekulmasse) enthalt. 

1000 1050 1100 
mlz ----t 

Abb. 1. IS-Massenspektrum der 48-Komponenten-Peptidmischung 1 (Bereich 
der einfach geladenen Quasi-Molekulionen; die vertikalen, unterbrochenen Li- 
nien geben die berechneten m/z-Werte fur das leichteste und das schwerste 
Peptid der Mischung an; die Zdhlenwerte uber den Peaks entsprechen den 
mji-Werten und der dazu gehorigen Zahl isobarer Peptide. 

Trotz der moglichen Diskriminierungseffekte (z.B. auf- 
grund unterschiedlicher Basizitat und Hydrophobizitat der 
Peptide) und der Verteilung der Ionenintensitat auf mehrere 
Ladungszustande scheint die Intensitatsverteilung der 
[M + HI+-Ionen die Zahl der entsprechenden isobaren 
Peptide in der Mischung widerzuspiegeln (Abb. 1). 

Nebenprodukte der Peptidsynthese konnen leicht mit IS- 
und Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)-IS- 
Massenspektrometrie detektiert werden" ' 3  "1. Im Gegen- 
satz zur HPLC-UV-Detektion kann die HPLC-IS-Massen- 
spektrometrie zwei oder mehrere Peptide, die gleichzeitig 
eluieren, unterscheiden. Wir haben diese On-line-Technik 
verwendet, urn die Anwesenheit von isobaren Peptiden in 1 
nachzuweisen. 1 wurde mit Reversed-Phase-HPLC-IS-Mas- 
senspektrometrie analysiert. Nach Optimierung des Gra- 
dienten konnten die 48 Peptide zum Teil getrennt werden 
(vgl. rekonstruiertes Totalionenchromatogramm; Abb. 2a). 
Das Ionenchromatogramm von m/z 1040.6, welches den mo- 
noisotopischen [M + HI + Ionen von acht verschiedenen 
Peptiden entspricht, zeigt fiinf Hauptpeaks und 1aDt erken- 
nen, darj drei Peptide rnit weiteren Peptiden rnit RMM 
1039.6 coeluieren (Abb. 2b). Die Massenspektren in den 
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Abb. 2. HPLC-IS-MS von 1. a) Rekonstruiertes Totdlionenchromatogramm 
(mjz 800-1200) und b) Ionenchromatogramm von m/z  1040.6 entsprechend 
der monoisotopischen [ M  + H]+-Ionen von acht isobaren Peptiden der Mi- 
schung (TIC: Totalionenstrom; XIC: extrahierter Einzelionenstrom). 

Maxima der fiinf Hauptpeaks im Ionenchromatogramm von 
m/z 1040.6 enthalten nicht nur dieses Ion, sondern auch wei- 
tere Ionen, die coeluierenden Peptiden mit anderer Masse 
entsprechen (Abb. 3). Sequenzinformationen iiber einzelne 
Peptide von 1 wurden durch Tandem-Massenspektrome- 
t~-ie[ '~] erhalten. Bei Anwesenheit anderer, isobarer Peptide 
wurde On-line-HPLC-MS/MS durchgefiihrt (nicht abge- 
bildet). 
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Abb. 3. IS-Massenspektren, die in den Peakmaxima des Ionenchromato- 
gramms von mjr 1040.6 erhalten wurden (tR: Retentionszeit; vgl. Abb. 2b). 

Nicht nur kleine Peptidteilbibliotheken konnen durch I S -  
Massenspektrometrie analysiert werden. Das IS-Massen- 
spektrum der 24576 Nonapeptide 2 (Abb. 4a) ahnelt dem 
Spektrum der 48-Komponenten-Mischungen 1 (vgl. Abb. 1). 
Deutlich erkennbar sind Peaks, die den einfach protonierten 
Molekiilionen entsprechen. Die durch vertikale, unterbro- 
chene Linien im Spektrum gekennzeichneten m/z-Werte 
977.6 und 1179.5 gehoren zu den Massen der [ M  + HI+-10- 
nen, die man fur die Jeichtesten" (AITPVIHNI und ent- 
sprechende isobare Peptide) und ,,schwersten" Peptide (EM- 
NEIMHEF und entsprechende isobare Peptide) dieser 
Mischung erwartet. 

Die monoisotopischen Massen fur [M + HI+ und die je- 
weils zu einer bestimmten Masse gehorige Zahl verschiede- 
ner Peptide der Mischung2 wurde berechnet (siehe Experi- 
mentelles) und gegeneinander aufgetragen (Abb. 4 b). Diese 
Darstellung kommt dem IS-Massenspektrum von 2 
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(Abb. 4a) sehr nahe. Wie im Falle der 48-Komponentenmi- 
schung korreliert die beobachtete Intensitatsverteilung von 
[ M  + HI+ ungefahr rnit der Zahl der isobaren Peptide (siehe 
oben) und ermoglicht deshalb Riickschliisse auf die Zusam- 
mensetzung solch komplexer Mischungen. Ausfiihrlicher 
untersucht werden diese quantitativen Aspekte gegenwartig 
an definierten Mischungen, hergestellt aus einzelnen, gerei- 
nigten Peptiden. 
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Abb. 4. a) IS-Massenspektrum der synthetischen, 24575 Komponenten umfas- 
senden Nonapeptidbibliothek 2 (Bereich der einfach geladenen Quasi-Moleku- 
lionen; die vertikalen, unterbrochenen Linien geben die berechneten m/z-Werte 
fur die leichtesten und schwersten Peptide der Mischung an). b) Berechnete 
Anzahl n von Peptiden einer bestimmten RMM aufgetragen gegen die mono- 
isotopischen Massen M der [ M  + HI + -1onen. 

Fassen wir zusammen: Die IS-Massenspektrometrie allein 
oder in Kombination rnit HPLC ist eine wertvolle Methode, 
um die Identitat (z.B. die Differenzierung zwischen einer 
Hexa- und einer Octapeptidbibliothek), die Zusammenset- 
zung und die Reinheit einfacher, aber auch komplexerer 
Peptidmischungen abzuschatzen. Eine eindeutige und detail- 
lierte Charakterisierung der einzelnen Peptide (z.B. Sequenz- 
information) ist nur mit Mischungen aus einer kleineren 
Zahl von Peptiden moglich. Auch wenn unsere Erfahrungen 
mit Peptidbibliotheken bisher noch begrenzt sind, zeichnet 
sich doch ab, daR die Herstellung und das Testen von Peptid- 
gemischen rnit sehr vielen Komponenten nur von einge- 
schrankten Nutzen sein wird. 

Experimenteller Teil 
Peptidsynrhese. Die Synthese von 100 Mischungen der Octapeptide 1 (definier- 
tepositionen: 0,: R,I,L,S,A; 0 , :  N ;  0,: Y,P; 0,: R,D,E,K,T; 0,: F,Y; nicht 
definierte Positionen: XI: T,I,E,S; X,: N,Q,K; X,: L,M,I,V) wurde unter Ver- 
wendung von vorgemischten Fmoc-X,-Wang-Harzen (j-Benzyloxybenzylalko- 
hol-Polystyrol, quervernetzt mit 1 %-Divinylbenzol) und der FmoclrBu-Strate- 
gie durchgefuhrt. Die feuchten Harze wurden in gleiche Mengen geteilt und mit 
den geschutzten Aminosauren X, und nach Abspaltung der Fmoc-Schutz- 
gruppe rnit den Aminosauren X, jeweils in dreifachem UberschuD gekuppelt. 
TBTU (O-Benzotriazol-l-yl-N,N,N',N'-tetramethyluroniumtetrafluoroborat) 
diente als Aktivierungskomponente. Gleiche Teile des Fmoc-X,X,X,-Harzes 
wurden mit einem multiplen Peptidsyntheseautomaten (SMPS 350, Zinsser 
Analytic, Frankfurt) zu Octapeptidmischungen verlangert (vgl. Literaturhin- 

weise in [I]). Nach Abpaltung der Peptidmischungen von den Harzen (Trifluor- 
essigsaure/Thioanisol/Thiocresol 190: 5: 5, v:v:v) wurde die synthetische 48- 
Komponenten-Mischung LNYRFX,X,X, fur die massenspektrometrische 
Analyse ausgewahlt. 
ldentische Verfahren wurden fur die Synthese und Abspaltung der Nonapeptid- 
bibliothek 2 verwendet (definierte Position : 0: H; nicht definierte Positionen: 
X I :  A,E,K,Q;X,: M,I,L,Q;X,: L,I,N,T;X,:D,E,K,P;X,:V,I;X,:M,I,L,K; 
X,: E,Q,N,K; X,: L,I,F). 
IS-Massenspektromerrie, Die synthetischen Peptidmischungen (ca. 100 pg) 
wurden in Methanol11 proz. Ameisensaure (1 : 1,1 mL) gelost. IS-Massenspek- 
tren wurden mit einem Tripel-Quadrupol-Massenspektrometer API 111, ausge- 
rustet mit einer Ionensprayquelle (druckluftunterstutztes Elektrospray) [3] auf- 
genommen (Sciex, Thornhill, Ontario, Canada). Die Losungen wurden 
kontinuierlich rnit einer medizinischen Infusionspumpe (Modell 22, Harvard 
Apparatus, South Natick, USA) bei einer FluBgeschwindigkeit von 5 pLmin- 
zugefuhrt. Die beiden Quadrupole Q, und Q, wurden mit Caesiumiodid kali- 
bnert. IS-Massenspektren wurden mit Einheitsauflosung aufgenommen (Mas- 
senbereich: mjz 800 his 1200; Schrittweite 0.1 Da; Akkumulationszeit: 10 ms 
pro Schritt). Funfbis acht Spektren wurden aufsummiert. Die Spannung an der 
Spruhnadel lag bei +4.9 kV. Spektren rnit einfach, zweifach und dreifach gela- 
denen Quasi-Molekulionen wurden bei einer Orifice-Spannung von 60 V aufge- 
nommen. Eine hohere Spannung von 120 V wurde gewahlt, um die Intensitat 
von [ M  + HI+ zu verstarken und die Bildung der mehrfach geladenen Ionen zu 
unterdrucken. Die Massenwerte uber den (nicht zentrierten) Massenpeaks in 
den Massenspektren (Abb. 1-4) entsprechen den Werten in den Peakmaxima. 
In Ubereinstimmung mit der naturlichen Isotopenverteilung sind die experi- 
mentell bestimmten Intensitaten fur die monoisotopischen [ M  + HI+ Ionen 
(berechnet rnit C = 12.000) hoher als die Intensitaten der Ionen rnit dem Isotop 
I3C. Die Genauigkeit der Massenbestimmung betrigt kO.1 u. Tandem-Mas- 
senspektrometrie (kollisionsinduzierte Dissoziation) wurde mit Argon als Kol- 
lisionsgas durchgefuhrt. 
Fur On-line-HPLC-MS wurde ein Applied Biosystems ABI 140A HPLC- 
System rnit Narrow-Bore-Saule (Nucleosil (2-18, 2 x 100 mm; 5 pm; Grom, 
Herrenberg) und einer Vorsiule (2 x 10 mm; gleiches Fullmaterial) bei einer 
FluBgeschwindigkeit von 200 1Lmin-I verwendet. Ein hearer  Gradient von 5 
auf 20% Eluent B innerhalb von 40 min wurde verwendet (Eluent A: 0.lproz. 
wi5rige Trifluoressigsaure; Eluent B: 0.lproz. Trifluoressigsaure in Acetoni- 
tril). Der Flu0 wurde geteilt, so daB 40 pLmin-' in das IS-Interface gelangten. 
Etwa 500 pmol der Mischung 1 gelost in 5 pL Wasser wurden auf die S i d e  
gegeben. 
Computerprogranim: Ein Programm fur die Berechnung der Molmassen und 
der Anzahl der dazu gehorigen Peptide wurde entwickelt, das alle moglichen 
Permutationen erzeugt, wie sie von den variablen Positionen innerhalb der 
Peptidsequenz definiert werden. Zur Bestimmung der Massenverteilung wur- 
den die Massen der jeweiligen Peptide auf ganzzahlige Werte auf- oder abgerun- 
det und diese Werte gezahlt. Um die Zuordnung zusatzlicher Massenpeaks von 
Nebenprodukten im IS-Massenspektrum zu erleichtern, lassen sich die Massen 
fur Peptide rnit nicht abgespaltenen Schutzgruppen oder rnit Fehlsequenzen 
ebenfalls berechnen und darstellen. 
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