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Molekulare Mausefalle
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molekularen Erkennung von Aminen bis zur kovalenten
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Kronenether bilden in Losung mit
unterschiedlichen Gastmolekiilen Kom-
plexe,[!l die unter anderem bei der Syn-
these supramolekularer Verbindungen
wie Rotaxanen und Dendrimeren ge-
nutzt werden.”! Um solche nichtkova-
lent verkniipften Chelat-Komplexe in
der Gasphase zu studieren, auch um
molekulare Erkennungsprozesse zu un-
tersuchen,P! ist eine sanfte Ionisations-
methode notig, die eine schonende De-
solvatation und einen mdoglichst frag-
mentierungsfreien Phasentransfer ge-
wihrleistet. Seit 1988 steht mit der von
John Fenn eingefiihrten Elektrospray-
Ionisation (ESI), fiir die ihm 2002 der
Nobel-Preis fiir Chemie verliechen wur-
de, eine ausgezeichnete Methode zur
Verfiigung, die sich bei der Untersu-
chung vieler verschiedener supramole-
kularer Verbindungen bewihrt hat.®!

Molekulare Erkennung von
primdren Aminen und Peptiden
durch [18]Krone-6-Ether

Die Komplexe von [18]Krone-6-
Ethern (18K6) mit Metall-Kationen,?!
Ammonium- und Alkylammonium-
Ionen”? wurden eingehend in der Gas-
phase untersucht. Wie sich zeigt, ist
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18K6 besser als andere Kronenether
fiir die Bindung von primiren Aminen!®!
geeignet, da die passende GroBe der
Cavitdt und die coplanare Anordnung
dreier alternierender Sauerstoffatome
die Bildung von drei stabilen Wasser-
stoffbriicken erméglicht.>>°1 Um dies
zu verdeutlichen ist in Abbildung 1 die
nichtkovalente Wechselwirkung zwi-
schen dem Methylammonium-Ion und
18K6 dargestellt. Fiir diesen Komplex
wurde mit PM3-semiempirischen Rech-
nungen eine bemerkenswert hohe Dis-
soziationsenergie von 182 kJmol™! er-
mittelt.]

Abbildung 1. Die Modellstruktur 2 zeigt die
nichtkovalente Wechselwirkung zwischen ei-
nem Methylammonium-lon und dem [18]Kro-
ne-6-Ether (18K6). Drei alternierende coplana-
re Sauerstoffatome (rot) von 18K6 sind tiber
drei Wasserstoffbriicken an den Stickstoff

(dunkelblau) gebunden. Die Molekiilstruktur
wurde durch Dichtefunktionalrechnungen auf
B3LYP-Niveau mit dem 6-31G**-Basissatz er-
mittelt.[

DOI: 10.1002/ange.200201627

Professor Jesse L. Beauchamp
zum 60. Geburtstag gewidmet

Die besonders starke Bindung von
18K6 zu primdren Aminen konnten
Julian et al. durch ESI-
Massenspektrometrie experimentell zei-
gen. Das Modellpeptid Tetralysin
(KKKK) wurde in Abwesenheit und in
Gegenwart von 18K6 untersucht.[ Im
ersten Fall findet man im ESI-Massen-
spektrum von Tetralysin einfach, zwei-
fach und dreifach protonierte Molekiil-
Tonen. Nach Zugabe von 18K6 zur
Losung von Tetralysin zeigt das ESI-
Massenspektrum mit hochster Intensitét
ein vierfach geladenes Komplex-Ion mit
der Zusammensetzung [(KKKK+
4H)(18K6),]*. Offensichtlich hat die
Komplexbildung mit vier 18K6-Molekii-
len die Ladungsverteilung entscheidend
beeinflusst. Wegen der effektiven Ab-
schirmung der protonierten d-Amino-
funktionen der Lysinreste durch jeweils
ein Molekiil 18K6 ist die freie Solvata-
tionsenergie des Komplexes deutlich
reduziert, wodurch der ESI-MS-Phasen-
transfer aus der Losung in die Gasphase
begiinstigt wird. Wie das Molekiilmodell
zeigt, sind die Lysinseitenketten ausrei-
chend flexibel, um im betrachteten
Komplex [(KKKK + 4 H)(18K6),]*+
auch vier Kronenethermolekiile neben-
einander anordnen zu konnen (Mole-
kiilstruktur 3 in Abbildung 2).%

Die Anwendbarkeit der bevorzug-
ten Komplexierung von primidren Ami-
nen durch 18K6 zur selektiven Bestim-
mung der Zahl an Lysin-Einheiten in
Peptiden mit unbekannter Aminoséu-
resequenz ist durch die konkurrierende
Bildung anderer Addukte von 18K6,
z.B. mit protonierten Seitenketten der
basischen Aminosduren Histidin und
Arginin sowie des N-Terminus, einge-
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Abbildung 2. Modellstruktur 3 des Tetralysinpeptids KKKK mit vier assoziierten 18K6-Molekiilen.
Die Seitenketten der Lysinreste sind hinreichend flexibel, um vier 18K6-Molekiilen die Komplex-
bildung mit den protonierten 8-Aminofunktionen zu erméglichen. Die Molekiilstruktur wurde
mit Dichtefunktionalrechnungen auf B3LYP-Niveau mit dem 6-31G**-Basissatz ermittelt.

schriankt. Allerdings kann 18K6 als
empfindliche Sonde zur Detektion von
Konformationsdnderungen in Proteinen
und Peptiden eingesetzt werden, da
durch die 18K6-Komplexierung eine
denaturierte Konformation iiber eine
ldngere Zeitspanne konserviert werden
kann.®l Auch bei der zweifelsfreien
tandemmassenspektrometrischen  Be-
stimmung des Ladungszustands von
Proteinen unbekannter Molekiilmasse
finden 18K6-Komplexe eine niitzliche
Anwendung." Uberdies ermoglicht die
starke Abschirmung labiler Protonen
durch die Komplexierung mit 18K6 die
Untersuchung des H/D-Austausch-Me-
chanismus von protonierten Modellpep-
tiden, was anhand von Glycin-Oligome-
ren gezeigt werden konnte. &1

Molekulare Mausefallen

Die starke Wechselwirkung von
18K6 mit primdren Aminen haben Ju-
lian et al. genutzt, um eine kontrollierte
intermolekulare kovalente Kupplungs-
reaktion zwischen Wirt- und Gastmole-
kiil in der Gasphase zu initiieren.'l Dies
gelang durch StoBaktivierung des Di-
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azomalonsidurediesters von 18K6-Me-
thanol (1; Schema 1), wobei diese Vor-
stufe fiir die Tandem-MS-Experimente
sehr treffend als molekulare Mausefal-
len bezeichnet wurden.

Fiir die ESI-MS-Messungen wurde
eine Losung aus 1,6-Diaminohexan
(DAH) und 1 hergestellt. Neben dem
einfach geladenen 1:1-Komplex [1 +
DAH + H]* tritt im ESI-Massenspek-
trum mit hoher Intensitét ein Signal des

Angewandte
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Schema 1. Die Diazo-Vorstufe 1 wird durch
StoRaktivierung (kollisionsinduzierte Dissozia-
tion, CID) mit He-Atomen in einer Quadrupol-
lonenfalle in das entsprechende Carben :1 um-
gewandelt (Am =28u).'

entsprechenden zweifach protonierten

Komplexes [1 + DAH + 2HJ** auf

(Abbildung 3 und 4a). Dieses Ion wird
in einer Quadrupol-Ionenfalle isoliert
und anschlieBend durch Niedrigenergie-
StoBaktivierung mit dem Kollisionsgas
Helium (kollisionsinduzierte Dissozia-
tion, CID)[*3 zur Fragmentierung oder
Reaktion angeregt (MS/MS-Spektrum;
Abbildung 4b). Wie der fast ausschlief3-
liche Verlust von 28u (N,) belegt, wird
die Diazo-Funktion des Wirtmolekiils 1
im Komplex [1 + DAH + 2HJ*
effektiv in das entsprechende, reaktive
und kurzlebige Carben (:1) tberfiihrt
(Schema 1). Das Produkt-ITon [1 +
DAH + 2HJ** dieses Experiments wird

Abbildung 3. Modellstruktur des nichtkovalenten Komplexes [1 + DAH + 2H]** aus dem Wirt-
molekiil 1 und dem zweifach protonierten Gast 1,6-Diaminohexan (DAH) in der Gasphase. Die
Struktur wurde durch semiempirische Rechnungen mit HyperChem 5.1 auf Basis des PM3-Para-

metersatzes modelliert.'?
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anschlieend auch isoliert und wieder-
um durch St6Be aktiviert, um das Reak-
tionsprodukt oder die Reaktionspro-
dukte des Carbens zu untersuchen
(MS/MS/MS-Spektrum; Abbildung 4c).
Man findet hauptsidchlich Fragmentie-
rungen von 1 (Fragmente A, B, C, D im
MS/MS/MS-Spektrum; Abbildung 4c¢).
Diese Fragmentierungen ohne augen-
scheinlichen Verlust des Diaminohexans
belegen eine kovalente Wirt-Gast-Ver-
kniipfung. Dabei ist eine C-H-Insertion
des Carbens wahrscheinlicher als eine
N-H-Insertion, da die beiden Ammo-
niumfunktionen des Gastmolekiils
DAH fest von den 18K6-Ethergruppen
gebunden sind. Allerdings findet man
auch den Zerfall des Komplexes, zu
sehen an der Bildung des einfach pro-
tonierten Produkt-Ions [DAH + HJ*,

der durch eine konkurrierende intramo-
lekulare Reaktion des Carbens erklért
werden kann (MS/MS/MS-Spektrum;
Abbildung 4c).

Der einfach geladene Komplex [1 +
DAH + H]* aus 1 und DAH kann
ebenfalls durch sequenzielle Produkt-
Ionen-Experimente in der Ionenfalle
untersucht werden. Nach Isolierung
und StoBaktivierung wird der entspre-
chende Carben-Komplex [:1 + DAH +
H]* gebildet (MS/MS-Spektrum; Ab-
bildung 5a). Zudem findet man einen
Verlust von 294u, wahrscheinlich durch
Abspaltung von Hydroxymethyl-18K6
(Abbildung 5a und b). Das MS/MS/MS-
Spektrum, Abbildung 5c, zeigt die Frag-
mente des Ions [(1 + DAH +
H-294]*, welches nur noch iiber eine
Krone verfiigt. Der Zerfall der verblie-

benen Krone (Verlust von 28u=CO
und 44u = CH,CH,O-Fragmente) ohne
den Verlust des Gastmolekiils — das
Molekiil-Ion des protonierten Diamino-
hexans wird hier nicht beobachtet —
belegen iiberzeugend, dass eine neue
intermolekulare kovalente Bindung
zwischen Wirt und Gast gebildet worden
sein muss. In diesem Fall ist eine C-H-
oder auch eine N-H-Insertion des Car-
bens moglich. Diese Resultate vermit-
teln somit ein vielversprechendes Kon-
zept fiir eine supramolekular vermittelte
Bildung kovalenter Bindungen in der
Gasphase und zeigen eine neuartige
Strategie zur selektiven Detektion von
Lysin in Peptiden oder Proteinen durch
reaktive molekulare Mausefallen.[']
Die fiir dieses Highlight ausgewihl-
ten Forschungsergebnisse belegen am
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Abbildung 4. a) ESI-Massenspektrum von 1 und DAH (= [1 +
Alkalimetall]*-Addukt-Signale). b) MS/MS-Spektrum von [1 +
DAH + 2H]**; der fast ausschliefRliche Verlust von 28u belegt
die Bildung des Carbens (:1) durch Abspaltung von N,. c) MS/
MS/MS-Spektrum von [[1 + DAH + 2H]**. Die senkrecht nach
unten gerichteten Pfeile markieren das fiir die Tandem-MS-Expe-
rimente gewihlte Signal. I =relative Intensit&t.'?
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Abbildung 5. a) MS/MS-Spektrum von [1 + DAH + HJ*; der
Verlust von 294u entspricht rechnerisch der Abspaltung von Hy-
droxymethyl-18K6; siehe auch Abbildung 5b. b) MS/MS/MS-
Spektrum von [1 + DAH + HJ*. ¢) MS/MS/MS-Spektrum von
[1 4+ DAH + H-—294]*. Die senkrecht nach unten gerichteten
Pfeile markieren das fiir die Tandem-MS-Experimente gewihlte
Signal.l'?
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Beispiel der Kronenether-Komplexe die
hervorragende Eignung der ESI und der
Tandem-Massenspektrometrie fiir die
Aufkldarung von Wirt-Gast- und Ionen-
Molekiil-Wechselwirkungen in der Gas-
phase. Es sei in diesem Zusammenhang
gestattet, dem interessierten Leser die
Lektiire weiterer instruktiver Arbeiten
zu empfehlen: so die Diskussion ele-
mentarer Aspekte der Elektrospray-
Ionisation,®? des H/D-Austauschs und
der CID-Fragmentierungen von Pepti-
den™ anhand des Studiums entspre-
chender 18K6-Komplexe.
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