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In den frithen achtziger Jahren wurde von Prusiner et al. das
fehlgefaltete Prionprotein (PrP%) als infektioses Partikel
identifiziert."! Auf der Grundlage des Prionenmodells ist
dieser Umfaltungsprozess fiir die pathogene Wirkung des
betroffenen Proteins verantwortlich. So gilt insbesondere die
Verdnderung der natiirlichen, durch a-Helices gepridgten
Tertidrstruktur hin zu einer f-Faltblatt-dominierten Struktur
als Hauptursache fiir bekannte neurologische Erkrankungen
wie die Creutzfeld-Jakob-Krankheit oder BSE. In dhnlicher
Weise konnen bestimmte Aminosiuresequenzen (z.B.
KLVFF = Lysin-Leucin-Valin-Phenylalanin-Phenylalanin)
innerhalb eines loslichen, geknéuelten Peptids als Keim fiir
ein wachsendes [(3-Faltblatt wirken und dessen Aggregation
verursachen. Die entstehenden, unloslichen Proteinplaques
werden schlieBlich in der Hirnrinde abgelagert und sind ein
charakteristisches Merkmal der Alzheimer-Erkrankung.”!
Eine vielversprechende Strategie gegen die pathologische
Proteinaggregation beruht auf der Entwicklung geeigneter
Ligandenmolekiile, die Solvens-exponierte p-Faltblétter ver-
kappen und damit ihr Wachstum stoppen oder bereits vor-
handene Fibrillen auflosen. Karpurniotu, Meredith et al.
verfolgten einen dhnlichen Ansatz, indem sie mithilfe von N-
Alkylierung oder Substitution amidischer NH-Gruppen
durch Estersauerstoffatome die KLVFF-Sequenz modifizier-
ten. Diese Studien fiihrten zwar zu wirkungsvollen In-vitro-
Aggregationsinhibitoren, erreichten jedoch aus verschiede-
nen Griinden nie die klinische Testphase.”) In den letzten
Jahren wurden Aminopyrazolderivate als effektive Liganden
mit hoher Affinitdt fiir die Oberseite eines wachsenden,
ausgedehnten Peptidstrangs entdeckt. Diese starren Hetero-
cyclen wurden in Losung auf ihre Fahigkeit zur Erkennung
des Peptidriickgrats mit NMR- und IR-spektroskopischen
Methoden sowie mit Kraftfeldrechnungen untersucht.[**
Um mit einer moglichen Peptiddimerisierung konkurrie-
ren zu koénnen, muss mit der Bildung eines Peptid-Ligand-
Komplexes ein iiberdurchschnittlicher Gewinn an freier
Enthalpie einhergehen. Die Gesamtaffinitit eines Liganden
in Losung héngt jedoch von einer Vielzahl von Faktoren ab,
z.B. von der Peptidumgebung oder den Solvatationsenergien
beteiligter Spezies. Eine Methode zur Studie intrinsischer
Bindungseigenschaften ist die Anwendung spektroskopischer
Methoden auf Molekiile und kleine Cluster in Molekular-
strahlen. Anders als bei Messungen in Losung hat man hier
die Option, Strukturen isolierter Spezies zu erforschen, in
unserem Fall die Cluster aus Peptiden und Aminopyrazolen.
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Weiterhin konnen Reaktionsdynamiken und Photoreaktivitat
ohne Einfluss einer bestimmten chemischen Umgebung be-
trachtet werden.

Ein entscheidender Vorteil der Molekularstrahlexperi-
mente besteht in der Moglichkeit, isolierte Cluster massen-,
isomeren- und zustandsselektiv zu analysieren. Die R2PI-
Methode (R2PI: resonance enhanced two photon ioniza-
tion),”! bei der das Molekiil durch ein UV-Photon zunchst
angeregt und anschlieBend durch ein zweites UV-Photon io-
nisiert wird, ermoglicht eine Diskriminierung auch zwischen
einander sehr dhnlichen Isomeren, z. B. Tautomeren, da diese
verschiedene elektronische Anregungsenergien aufweisen.
Dies ist vor allem von Bedeutung, wenn der tautomere
Ligand mit dem Peptid strukturell stark unterschiedliche
Komplexe mit einer variierenden Zahl von Wasserstoffbrii-
cken bilden kann (Abbildung 1). Die Bildung bevorzugter

Abbildung 1. Bindung eines Peptids mit der normalen und der tauto-
meren Struktur von MAP zur Verdeutlichung der Unterschiede in
Bezug auf die H-Donor- und H-Akzeptoreigenschaften. R'=H (MAP),
R'=CF,CO (:MAP), R*=CH,.

Clusterstrukturen ist nicht nur eine Folge der verdnderten
Umgebung, sondern resultiert auch zu nicht geringem Anteil
aus der intrinsischen Eigenschaft der Bindungspartner, die
Starke ihrer Wasserstoffbriicken zu optimieren. Auf Basis
eines durch den R2PI-Prozess generierten Ionensignals
konnen im nichsten Schritt IR-Spektren des Grundzustandes
(Sg) mit der Infrarot(IR)/R2PI-Methode gemessen
werden.'"!"! Bei dieser Variante der IR/UV-Doppelreso-
nanzspektroskopie wird der Schwingungsgrundzustand durch
Absorption eines IR-Photons depopuliert. Diese Depopula-
tion wird durch eine Abnahme des R2PI-lonensignals de-
tektiert, da das erste UV-Photon des R2PI-Vorgangs das
Molekiil ebenfalls aus dem genannten Schwingungsgrundzu-
stand des S;-Zustands heraus anregt. Auf diese Weise kann
durch Wahl der isomerenspezifischen UV-Anregungsreso-
nanz fiir jedes Isomer ein eigenstdndiges IR-Spektrum unter
Vermeidung spektraler Uberlagerungen aufgezeichnet
werden. Einerseits bieten diese IR-Spektren direkte Infor-
mationen iiber die Konformation flexibler Molekiile wie
Peptide, deren Schwingungsfrequenzen fiir freie und wasser-
stoffbriickengebundene Gruppen markante Unterschiede
aufweisen. Andererseits hat man durch die Verschiebung der
entsprechenden IR-Frequenzen gegeniiber denjenigen des
Monomers Zugang zu den relativen Stdrken der Wasser-
stoffbriicken.

Um Aufschluss tiber die Selektivitdt und Effizienz von
Pyrazol-basierten Liganden zu erhalten, wurden systematisch
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deren Aggregate mit kleinen Peptidmolekiilen studiert. Die
Zusammensetzung dieser Aggregate wurde auf der Grund-
lage der KLVFF-Aminosiduresequenz ausgewdihlt, die das
hydrophobe, als Keimzelle der Aggregation geltende Ele-
ment des Alzheimer-Peptids darstellt. Die Monomere des
Dipeptids Ac-Val-Phe-OMe!'? und des Tripeptidmodells Ac-
Val-Tyr(Me)-NHMe!™® wurden im Molekularstrahl bereits
charakterisiert.'*!¥! Diese wurden nun mit 5-Methyl-3-ami-
nopyrazol (MAP) sowie mit 5-Methyl-3-trifluoracetylpyrazol
(t-MAP) kombiniert. Anders als bei unseren fritheren Ar-
beiten tiber Komplexe aus geschiitzten Aminosduren und
Pyrazol bzw. MAP konnen die oben genannten Ligand-Di-
peptid-Paare die maximale Zahl von drei intermolekularen
Wasserstoffbriicken bilden. So kénnen MAP wie auch tf-
MAP drei Wasserstoffbriicken in Form einer Donor-Akzep-
tor-Donor-Anordnung mit den Amidgruppen des gestreckten
Peptidstranges eingehen (Abbildung 1).

Als erstes Beispiel wurde das Aggregat aus MAP und dem
Dipeptid Ac-Val-Phe-OMe untersucht. Das iiber die inten-
sivste Bande des R2PI-Spektrums bei 38030 cm™' aufge-
nommene IR/R2PI-Spektrum des einzigen beobachtbaren
Isomers ist in Abbildung 2 zu sehen. Typischerweise konnen
die IR-Spektren in zwei Bereiche unterteilt werden: So sind
die NH-Streckschwingungen oberhalb von 3400 cm™ iibli-
cherweise den freien NH-Gruppen zuzuordnen, die NH-
Streckschwingungen unterhalb von 3400 cm™' in der Regel
den wasserstoffbriickengebundenen Aminogruppen. Alle
NH-Streckschwingungsfrequenzen des isolierten MAP und
des Ac-Val-Phe-OMe sind héher als 3400 cm 121! ynd
stammen daher von freien NH-Gruppen. Interessanterweise
zeigt das IR/R2PI-Spektrum von Ac-Val-Phe-OMe/MAP
deutlich, dass innerhalb des Clusters zwei NH-Gruppen
immer noch frei sind (3481 und 3443 cm™!), wogegen die an-
deren drei NH-Gruppen als wasserstoffbriickengebunden
erachtet werden konnen (3395, 3378, 3243 cm™!); dies konnte
auf eine dreifach wasserstoffbriickengebundene Anordnung
hinweisen. (Der Ubergang bei 3175 cm™ kann einem Ober-
ton der NH-Biegeschwingung zugeordnet werden, genauso
wie die Signale bei 3150 und 3152 cm ! in den Abbildungen 3
und 4.) Der intensivste Ubergang bei 3243 cm™! kann — mit
Blick auf die Ergebnisse unserer Forschung beziiglich der
Cluster von Ac-Phe-OMe mit Pyrazol und MAP!™ — gut in
Einklang mit der NH-Streckmode des wasserstoffbriicken-
gebundenen Phenylalanins gebracht werden. Analog kann
die Bande bei 3481 cm™' der asymmetrischen Streckschwin-
gung der freien NH,-Gruppe des MAP zugeordnet werden.""
Die zweite freie NH-Schwingungsfrequenz bei 3443 cm™ ist
in guter Ubereinstimmung mit der NH-Streckmode des Va-
linrestes. In Ac-Val-Phe-OMe, das eine zum f-Faltblatt ana-
loge Struktur aufweist, ist die Schwingung bei 3441 cm™" lo-
kalisiert. Diese detaillierten Betrachtungen lassen eine drei-
fach wasserstoffbriickengebundene Struktur vermuten (Ab-
bildung 2).

Um diese Zuordnungen zu verifizieren, wurde fiir eine
Vielzahl moglicher, aus Kraftfeldrechnungen abgeleiteter
Strukturen eine Geometrieoptimierung auf Hartree-
Fock(HF)- und DFT-Basis mit anschlieBender Normalkoor-
dinatenanalyse durchgefiihrt. Wegen der guten, durch eine
Reihe von Arbeiten gezeigten Fehlerkompensation wurde fiir
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Abbildung 2. a) IR/R2PI-Spektrum von Ac-Val-Phe-OMe/MAP (3100-
3500 cm™'); b) entsprechende Bindungsmotive; c) zugeordnete, auf
B3LYP/6-31+ G(d)-Niveau berechnete Struktur (Typ Il).

die HF-Rechnungen der sehr kleine 3-21G(d)-Basissatz ver-
wendet, wogegen die DFT-Rechnungen mit dem inzwischen
allgemein etablierten Funktional B3LYP unter Verwendung
des 6-31 + G(d)-Basissatzes vorgenommen wurden. Diese
Rechnungen stiitzen die Annahme einer dreifach wasser-
stoffbriickengebundenen Anordnung fiir Ac-Val-Phe-OMe/
MAP. Bei genauerem Hinsehen offenbart sich jedoch, dass
die beiden Molekiile innerhalb des Aggregats zwei alterna-
tive Relativpositionen zueinander einnehmen konnen, die
durch eine einfache 180°-Drehung von einem der beiden
Molekiile ineinander iiberfiithrbar sind (in Abbildung 2 wurde
das Peptid gedreht). DFT- und Einzelpunkt-MP2-Rechnun-
gen konnen bei energetisch nahe liegenden Strukturen nur
eine Abschitzung fiir deren relative Energien geben; den-
noch kann eine Strukturzuordnung iiber die berechneten
Frequenzen erfolgen: So geben die Frequenzberechnungen
eindeutig der Typ-II-Struktur den Vorzug. Ein interessanter
Aspekt der Clusterstruktur besteht darin, dass die Geometrie
des isolierten Ac-Val-Phe-OMe-Molekiils im Cluster fast
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vollstidndig erhalten bleibt. Aus  a)
einem Vergleich der beobach-
teten NH-Streckschwingungs-
frequenzen der isolierten Spe-
zies (Peptid und MAP) mit
denen des Clusters kann die
Schlussfolgerung gezogen
werden, dass nur zwei starke
Wasserstoffbriicken vorliegen
(APpp =208 cm™' und At =
129em™  mit  Fygpn(l) =
3243em™ und  Pypp,(2) =

3286

3402
3455 348

3368

3395 cm ™), wogegen die dritte
Wasserstoffbriicke ~ zwischen
der weniger aciden NH,-
Gruppe des MAP und der

T
3220

VirLaser

Acetylgruppe des Dipeptids
wesentlich  schwicher st
(APni, Bingung = 24 cm ™! mit

PN, Bindung(3) =3378 cm ™). Die
letztgenannte konnte zuguns-
ten eines stirkeren Bindungs-
partners aufgebrochen werden,
was eine verminderte Effizienz
des MAP-Liganden zur Folge
hitte.

Im néchsten Schritt gingen
wir zu Clustern aus MAP und
dem als Tripeptidmodell zu er-
achtenden  Ac-Val-Tyr(Me)-
NHMe iiber,® da dieses mit
drei vollstindigen Amidgrup-
pen ein besseres Modell fiir
eine native Peptidriickgratkon-

formation reprasentiert. Folg- 1.3 H

lich kann jedoch der Peptid- "¢’ 'f’-,‘ o e
bindungspartner  zusétzliche, d;f"---'--.,N"" |
mit den intermolekularen Bin- LY '01
dungen zum MAP konkurrie- o M
rende, intramolekulare Was- Nf'{‘ H
serstoffbriicken eingehen. Ex- Hsc’vr{
perimentell wird erneut nur ein LoH

Isomer des Clusters gefunden;
das zugehorige, iiber den elek-
tronischen  Ursprung  bei
35648 cm™' aufgezeichnete IR/
R2PI-Spektrum ist in Abbil-
dung 3 zu sehen. Das Spektrum
unterscheidet sich zwar von
dem des Ac-Val-Phe-OMe/MAP-Clusters, die Uberginge bei
3402 und 3486 cm ' sind allerdings identisch mit den Werten
der freien NH,-Gruppe von isoliertem MAP! Weiterhin
stimmt der Ubergang bei 3368 cm™! hervorragend mit dem
fiir eine intramolekulare Wasserstoffbriicke der Form N-
H-+-O=C erhaltenen Wert des Ac-Phe-NHMe-Molekiils!'
iberein, in dem ein als y-Turn bezeichneter, siebengliedriger
Ring auftritt.

Diese Befunde zeigen, dass die NH,-Gruppe von MAP
diesmal frei ist und nur zwei intermolekulare Wasserstoff-

Typ I’
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Abbildung 3. 1R/R2PI-Spektrum von Ac-Val-Tyr(Me)-NHMe/MAP (3100-3500 cm™'); b) entsprechende
Bindungsmotive; c) zugeordnete, auf B3LYP/6-31 4+ G(d)-Niveau berechnete Struktur (Typ I').

briicken zum Peptid gebildet werden. Der Verlust der dritten
intermolekularen Wasserstoffbriicke wird jedoch durch die
zusitzliche intramolekulare Wasserstoffbriicke iiberkom-
pensiert. Diese Ergebnisse werden sehr gut durch Ab-initio-
und DFT-Rechnungen, wie sie bereits oben dargelegt
wurden, untermauert. In Abbildung 3b werden vier mogliche
Strukturmotive auf Basis der beschriebenen Kombination aus
einer intra- mit zwei intermolekularen Wasserstoffbriicken
visualisiert. Die beste Ubereinstimmung zwischen Experi-
ment und Rechnung wurde fiir Struktur I' gefunden. Dieses
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Bindungsmotiv umfasst drei starke Wasserstoffbriicken, was
durch die Verschiebung der Frequenzen relativ zu den freien
NH-Streckschwingungen des Monomers deutlich wird:
APp,=238cm™!, APy, =161cm™ und Afyyye=111cm™
(mit Pypypy (1) =3286 cm ™, Py, (2) =3250 cm ™, Pypne(3) =
3368 cm ™). Offensichtlich sind somit die Wasserstoffbriick-
endonor-Eigenschaften der MAP-Aminogruppe recht
schwach ausgepréigt, und eine konkurrierende, stirkere
Wasserstoffbriicke wird bevorzugt, sobald diese, wie im Fall
von Ac-Val-Tyr(Me)-NHMe, gebildet werden kann. Dies
zieht eine Anderung der Peptidkonformation im Vergleich zu
jener des Monomers nach sich.

Um einen geeigneten Liganden zu erhalten, der wieder
drei Wasserstoffbriicken zum Peptid, in diesem Fall zu Ac-
Val-Tyr(Me)-NHMe, ausbildet, wurde die Aminogruppe von
MAP trifluoracetyliert (tf~-MAP), wodurch sich die NH-Aci-
ditét signifikant erhohte. Das iiber den elektronischen Ur-
sprung bei 35524 cm™' aufgenommene IR/R2PI-Spektrum
von Ac-Val-Tyr(Me)-NHMe mit t/-MAP (Abbildung 4) weist
nun nur noch einen Ubergang bei 3465 cm ™' auf, der ein-
deutig einer freien NH-Streckschwingung zuzuordnen ist; alle
anderen NH-Gruppen sind in Wasserstoffbriicken involviert.
Sowohl Ab-initio- als auch DFT-Rechnungen lassen ein
Bindungsmotiv vermuten, das dem von Ac-Val-Phe-OMe/
MAP bis auf eine bemerkenswerte Ausnahme stark dhnelt:
Zusitzlich zu den drei erwarteten intermolekularen Wasser-

3268
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Abbildung 4. a) IR/R2PI-Spektrum von Ac-Val-Tyr(Me)-NHMe/if-MAP

(3100-3500 cm™'); b) zugeordnete, auf B3LYP/6-31+ G(d)-Niveau be-
rechnete Struktur (Typ II).
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stoffbriicken zwischen Peptid und Ligand ist die C-terminale
NHMe-Gruppe an einer intramolekularen Wasserstoffbriicke
beteiligt (Abbildung 4). Zieht man die beiden méglichen re-
lativen Orientierungen der Clusterkomponenten zueinander
in Betracht, so bevorzugen Ab-initio- wie auch DFT-Rech-
nungen erneut die Typ-II-Struktur (Abbildung 2). In diesem
Fall sind alle Wasserstoffbriicken stark, weshalb die Fre-
quenzen gegeniiber denen des Monomers stark verschoben
sind: APp, =256 cm™', APynq~220 cm!, Ady,=205cm™
und  Alygve=80cm™  (mit  Pypp,(]) =3268 cm™,
Praramia(2) = 3238 cm ™!, Pyppy,(3) =3206 cm ™" und Py (4) =
3397 cm™"). Somit konnte das erwiinschte Strukturmotiv mit
drei intermolekularen Wasserstoffbriicken mithilfe des stark
NH-aciden #-MAP wiederhergestellt werden. Auflerdem
wurde eine zusétzliche intramolekulare, das gesamte Aggre-
gat stabilisierende Wasserstoffbriicke ausgebildet. Bemer-
kenswerterweise werden die stdrksten Wasserstoffbriicken
zum Pyrazolheterocyclus ausgebildet, moglicherweise der
Grund fiir seine Effizienz bei der Unterdriickung der Pep-
tidaggregation. Ahnliche Studien an isolierten DNA-Basen-
paaren konnten die auBerordentliche Stirke von NH-N-
Bindungen demonstrieren.'”! Mit der hier vorgestellten Me-
thode konnen relative Stidrken intermolekularer Bindungen
in isolierten Komplexen bestimmt werden. Diese Untersu-
chungen stiitzen die Befunde unabhéngiger NMR-Studien in
Chloroformlosung und Freon-Matrix, die auf eine Aggrega-
tion der Aminopyrazole unter Ausbildung von f-Faltblatt-
modellen hinweisen.”*

Es lasst sich somit schlussfolgern, dass die Cluster kleiner
Peptide mit speziell synthetisierten p-Faltblatt-Liganden in
der Gasphase mithilfe hochselektiver spektroskopischer
Methoden (R2PI, IR/R2PI) erforscht werden kénnen. Fiir
jedes der von uns untersuchten Systeme wurden eindeutig
definierte Strukturen gefunden. Durch Gegeniiberstellung
von experimentellen Daten mit DFT- und Ab-initio-Rech-
nungen konnten die gefundenen Frequenzen vollstédndig den
entsprechenden NH-Streckschwingungen zugeordnet werden
sowie die bevorzugte Peptidkonformation und ihre relative
Orientierung zu den Liganden bestimmt werden. Vor allem
war es moglich, die Konkurrenz zwischen inter- und intra-
molekularen Wasserstoffbriicken sowie die relative Stédrke
aller beteiligten Wasserstoffbriicken zu bewerten. Die ge-
wihlte Untersuchungsstrategie bietet somit ein wertvolles
Hilfsmittel, um einen tieferen Einblick in die intrinsischen
Eigenschaften von wasserstoffbriickengebundenen Komple-
xen zu gewinnen und auf diese Weise zur Optimierung des
Ligandendesigns beizutragen.

Experimentelles

Der experimentelle Aufbau wurde bereits an anderer Stelle im Detail
beschrieben,!'>"! weshalb hier lediglich eine Zusammenfassung ge-
geben werden soll: Die R2PI- und IR/R2PI-Spektren wurden in einer
Vakuumapparatur aufgenommen; diese besteht aus einem differen-
tiell gepumpten, linearen Flugzeitmassenspektrometer und einer
Pulsdiise (General Valve Iota One, 500-um-Offnung) zur Erzeugung
eines Molekularstrahls. Ein frequenzverdoppelter, durch einen
Nd:YAG-Laser (Lumonics HY 750) gepumpter Farbstofflaser (Lu-
moncis HD 300) wurde fiir die Anregung in den S;-Zustand mit an-
schlieBender Ionisation verwendet. Das IR-Licht im Bereich von 2.86
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bis 3.23 um (3100-3500 cm ') wurde in einem LiNbOs-Kristall durch
Frequenzmischung der Fundamentalen (1064 nm) eines geseedeten
Nd:YAG-Lasers (Spectra Physics PRO-230) mit der Strahlung eines
durch die zweite Harmonische des gleichen Nd:YAG-Lasers ge-
pumpten Farbstofflasers (Sirah Precision Scan) erzeugt. Die gene-
rierte IR-Strahlung wurde in einem OPA-Prozess durch erneutes
Abmischen mit der YAG-Fundamentalen in einem weiteren LiNbO;-
Kristall verstarkt. Da der gewahlte zeitliche Versatz der Laser nicht
mehr als 100 ns betrédgt, konnten die Laserstrahlen rdumlich tiber-
lappt werden. Fiir die IR/R2PI-Messungen des Grundzustandes
wurde der IR-Laser 60 ns vor dem UV-Laser eingestrahlt. Die Pro-
bensubstanz und die Pulsdiise wurden geheizt, wobei der Tempera-
turgradient vom Liganden tiber das Peptid zur Pulsdiise hin zunahm.
So wurden die Liganden auf 110 (MAP) bzw. 150°C (tf-MAP) ge-
heizt, die Peptide und die Pulsdiise auf 160 bzw. 170°C. Als Trégergas
wurde Helium verwendet (2000 mbar).
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