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Abb. 1.

a) IR/R2PI-
Methode;n

b, c) IR/R2PI-Spek-
trum und Struktur
des (Ac-Val-Tyr(Me)-
NHMe)-H,0-

Komplexes.”b)

——1P

Spektroskopische
Strukturaufklarung
in der Gasphase

@ Die Spektroskopie molekularer

Systeme in der Gasphase ist ein ak-

tuelles Forschungsgebiet, das mit

Lasertechnik erstaunlich detaillierte

Einblicke in die Gestalt von freien

Molekulen und Molekiilaggregaten

liefert.

Folgende technische und metho-
dische Neuerungen haben die Er-
kenntnisse ermoglicht:

e stabile Lasersysteme mit hoher
spektraler oder zeitlicher Auf-
losung,

e intensive, durchstimmbare Licht-
quellen fur den IR-Bereich,

¢ die Kopplung von IR- und UV-La-
seranregung,

e die Kombination von UV-Anre-
gung und Massenspektrometrie,

e die Laserverdampfung und die
Molekularstrahl-Technik zur Be-
reitstellung und Abkuhlung von
Proben in der Gasphase.

Dazu kommt das hohe Niveau
das
entscheidend fur Analyse und Zu-

von Ab-initio-Berechnungen,

ordnung der Spektren ist.

Mit diesem Instrumentarium las-
sen sich nun Fragen an bioaktiven
Molekiilen bearbeiten, die noch vor
zehn Jahren als utopisch fir die Gas-
phase galten: Welche intrinsischen
haben
Peptide, wie bilden sich intermole-

Sekundarstrukturelemente

kulare Strukturen, und auf welchen
Prinzipien beruht molekulare Er-

b) e

kennung? Welchen Einfluss haben
ein oder wenige Solvatmolekiile,
und wo liegen die Bindungsstellen?
Welches sind die stabilsten Konfor-
mere, und welche dynamischen Pro-
zesse sind moglich?

Genetik und hochauflésende
Spektroskopie

@ Wie passen die komplexen Pro-
zesse der Weitergabe des Erbguts
und die reduktionistische Heran-
gehensweise rotationsauflosender
Spektroskopie zusammen? Zum ei-
nen hat die Anwendung genetischer
Algorithmen (GA), also mathemati-
scher Verfahren, welche die geneti-
die
Analyse rotationsaufgeloster UV-

sche Evolution nachbilden,
Spektren entscheidend beschleu-
nigt und die Zuordnung sehr dich-
ter Spektren erst erm(")glicht.1> Zum
anderen rucken zunehmend die
molekularen Bausteine der DNA
und der codierten Peptide ins Licht
dieser Methode.

Mit einem durchstimmbaren CW-
Ring-Farbstofflaser wurde das Fluo-
reszenz-Anregungsspektrum  eines
Aggregates aus Tryptamin (Trypto-
phan-Analog) und H,0O im Moleku-
larstrahl bei ca. 1 K aufgenommen.
Im Vergleich zum reinen Tryptamin,
far das sechs Konformationen ge-
funden wurden, kollabiert beim
Wasser-Komplex der Konformati-
onsraum, und nur die Gpy(out)-
Konformation ist zu beobachten.”
Das Spektrum des Phenol-Dimers
wurde ebenfalls durch einen GA in-
terpretiert, obwohl es viele Bereiche
mit uberlappenden Rotationslinien
enthilt (sieche auch Abschnitt zur
zeitaufgelosten Rotation, S. 200).2”

Dieselbe Methode wurde dazu ver-
wendet, die Strukturanderung nach
elektronischer Anregung von 4,4’-Di-
(DMABN)

zu untersuchen. Dieses Nitril ist das

methylaminobenzonitril

klassische Modellsystem fiir intra-
molekularen Ladungstransfer, mani-
festiert durch die anomale Fluores-
zenz in Losung. Es ergab sich eine
Verdrillung und leichte Pyramidali-
sierung der Methylamino-Gruppe
im elektronisch angeregten Zustand,
was den TICT-Mechanismus (Twis-

ted Intramolecular Charge Transfer)
unterstittzt.”’

Die Kombination von schonen-
der Laserdesorption mit Fourier-
Transform-Mikrowellen-Spektrosko-
pie offnet den Zugang zur Unter-
suchung schwer verdampfbarer or-
ganischer Substanzen. So liefSen sich
prazise Strukturdaten verschiedener
im Molekularstrahl ,ausgefrorener®
Konformere des 4(S)- und 4(R)-Hy-
droxy-Prolins bestimmen.”

Im  IR-Bereich  (C-O-Streck-
schwingung) wurde zum ersten Mal
das

trum des (DCOOH), aufgenommen

Schwingungs-Rotations-Spek-

und zugeordnet. Das Ameisensdure-
Dimer gilt seit den 30er Jahren als
das fundamentale System fir Mehr-
fach-Wasserstoffbrickenbindungen.
Erst die neuen experimentellen Da-
ten haben aus der Aufspaltung der
Rotationslinien die Tunnelfrequenz
geliefert. Sie liegt im Bereich weniger
Nanosekunden, was eine Vielzahl
neuer theoretischer Betrachtungen
angeregt hat.”’

Nicht immer ist Laserspektrosko-
pie fur die Analyse molekularer
Strukturen in der Gasphase erforder-
lich. Die FTIR-Spektroskopie eignet
sich auch ohne Rotationsauflosung
dazu, die H-Briicken-Topologie ge-
mischter und grofSer Aggregate (bis
zu nanoskaligen Systemen) auf-

zuklaren.”

Der IR-Fingerabdruck von
Biomolekiilen

@ Die Wechselwirkung mit dem Lo-
sungsmittel oder die spezifische Kom-
plexbildung konnen charakteristische
Verschiebungen von Schwingungsfre-
quenzen im IR induzieren. GrofSe Be-
deutung kommt dabei der Analyse
von  Wasserstoftbrickenbindungen
zu. Es liegt also nahe diesen Fre-
quenzbereich auch fur die Gaspha-
sen-Laserspektroskopie zu nutzen.
Da direkte Absorptionsmessungen
aufwandig sind, hat sich ein Verfahren
weit verbreitet, das IR-Absorption mit
resonanter UV-Zweiphotonen-Ionisa-
tion (R2P]) tber einen aromatischen
Chromophor und massenspektrome-
trischen Nachweis kombiniert (Abbil-
dung la). Die IR/R2PI-Methode ist
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konformer- und massenselektiv und
basiert auf der Abschwachung eines
tiber den resonanten UV-Ubergang
eingestellten Ionensignals.7> Diese
Abschwachung wird durch Anregung
mit einer durchstimmbaren IR-Quelle
erzielt, wodurch der Grundzustand
entvolkert wird. In Kombination mit
dem schonenden Verfahren der Laser-
desorption aus einer Graphitmatrix
lassen sich schwer verdampfbare Bio-
molekule in die Gasphase bringen
und in einer Gasexpansion auf weni-
ge Kelvin abkithlen. ¥

Neutrale

@ Mit der IR/R2PI-Methode wurden
Nukleotide,
Aminosduren und Neurotransmitter
im O-H-, N-H- und C-H- Streck-
(2600-3800
cm™") untersucht. In letzter Zeit ste-

bereits Nukleobasen,

schwingungsbereich

hen Komplexe dieser Bausteine im
Vordergrund.

Der 2-Aminopyridin/2-Pyridon-
Komplex wurde zur Nachbildung
der
kung in der Watson-Crick-Topolo-
? Die N-H-Streck-
schwingung wurde fur sieben deute-

Adenin-Thymin-Wechselwir-
gie verwendet.

rierte Isotopomere untersucht und
zeigt teilweise eine komplizierte
Struktur.  Mit  Dichtefunktional-
Rechnungen liefSen sich die Spek-
tren aber zuordnen.

Die Mikrosolvatation eines Nu-
kleobasenpaares ~ (Guanin-Dimer)
mit einem und zwei Wassermolekii-
len wurde erstmals untersucht.'”
Wiahrend fur das freie Guanin-Di-
mer zwei isomere Strukturen gefun-
den wurden, bilden die Komplexe
mit Wasser jeweils nur das Isomer
mit einer dreifachen H-Briicke. Die
weitere Erhohung des Wasseranteils
soll die Bildung von gestapelten Di-
meren induzieren.'”

Die uber Mehrfach-Wasserstoff-
brucken verkniipfte Struktur der
Nukleobasenpaare gilt als Vorausset-
zung fur eine interne Energierelaxa-
tion nach UV-Anregung. Dieser na-
tirliche Lichtschutzfaktor der DNA
basiert auf einer Kopplung der Po-
tentialenergieflichen des elektro-
nisch angeregten Zustands und des
Grundzustands, moduliert durch die
Bewegung der Protonen in den Was-
serstoffbriicken. Der Mechanismus
wurde kirzlich in Experimenten am
Modellsystem 2-Aminopyridin-Di-

. 11)
mer nachgewiesen.

Fur Oligo-
nukleotide in Losung nimmt man
auch eine Excimer-Bildung entlang
der Nukleobasenstapel als Relaxati-
onsmechanismus an.'”

In Modellpeptiden mit bis zu drei
Aminosiauren wurden Strukturele-
mente wie B- und y-Schleifen sowie
helikale Strukturen durch charakte-

ristische IR-Verschiebungen nach-
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gewiesen. Die Struktur der 3y-Helix
konkurriert schon bei Tripeptiden
mit anderen moglichen intramole-
kularen Bindungsmustern. I

Detaillierte Studien wurden an
den Phenyl- und Benzyl-substituier-
ten Kohlenhydraten Mannose, Ga-
lactose, Glucose und Lactose sowie
ihren Komplexen mit einem
H,0-Molekul durchgefiithrt. Daraus
wurde ein Modell zur induzierten
Kooperativitat der H-Briicken sowie
dem Einfluss von Glykosiden und
H,O auf den molekularen Erken-
nungsprozess abgeleitet.ls)

Die Erweiterung der IR/R2PI-
Spektroskopie in den Bereich der
Amid-I- und -1I-Bande (C-O-Streck-,
N-H-Biege-Schwingung) ist entschei-
dend fur die prézise strukturelle Un-
tersuchung von geschtitzten Modell-
peptiden, insbesondere fur die Auf-
Kklarung von B-Faltblattstrukturen.'*”
Zum ersten Mal wurde ein Peptid-
Wasser-Komplex untersucht (Abbil-
dung 1b,c).""” Aus den spektrosko-
pischen Daten zusammen mit Be-
rechnungen der Struktur lassen sich
molekulare Template, wie substituier-
te Amino-Pyrazole zur Blockierung
der P-Faltblatt-Bildung entwickeln
und im Gasphasen-Experiment tes-
ten. Diese Substanzen konnen mogli-
cherweise als Medikamente gegen
Alzheimer oder dhnliche Erkrankun-
gen eine Rolle spielen.'*” -

Abb. 2.
Rotationsauflosen-
de laserinduzierte
Fluoreszenz (a)*”
und Rotations-
kohdirenz-Spektro-
skopie (b)** wurden
zur Strukturunter-
suchung des
Phenol-Dimers (c)

eingesetzt.
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Abb. 3.
Femtosekunden-
Vierwellenmisch-

Spektren des Essig-
sdure-Dimers bei

Raumtemperatur.
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lonen Von der zeitaufgelosten Rotation

@ Von ionischen, biologisch aktiven
Substanzen kann man ebenfalls IR-
Spektren in der Gasphase aufnehmen.
So gelang es, das Spektrum eines Pro-
teins mit 104 Aminosduren, des Rin-
derherz-Cytochrom c, im Bereich der
Amid-I- und -1I-Bande zu messen."”
Dazu wurde das Protein mit K* bela-
den, in einer ESI-Quelle verdampft
und in einem FT-ICR-Massenspektro-
meter gespeichert. Nach Beschuss mit
kontinuierlich durchstimmbarer IR-
Strahlung aus einem Freien Elektro-
nenlaser konnte die Wellenldngen-
abhangigkeit der Dissoziation der
K'-Ionen als Indikator fiir die IR-Ab-
sorption verwendet werden.'”

Durch ElektronenstofSionisation
mit Gasexpansion konnen organische
Tonen und Clusterionen in ihrem
niedrigsten Energiezustand prapariert
werden. Nach Massenfilterung stehen
unterschiedliche Komplex-Ionen zur
IR-Untersuchung zur Verfiigung. Sys-
tematische Studien an A*-L,, (A™: Aro-
mat, wie Benzol, Phenol, Indol; L: Li-
gand, wie Argon, Methanol, Wasser)
brachten wertvolle Informationen zur
lonen-Ligand-Bindungsenergie und
zu den unterschiedlichen intermole-
kularen Bindungsmotiven (H-Bru-
cken, mt- oder Ladungs-Dipol-Bindun-
gen).m) Im Vergleich zu den Struktu-
ren neutraler Komplexe andert sich
durch die Ionisation das Verhalten
des Aromaten A von hydrophob zu
hydrophil. Dieses Prinzip, das dem
Konzept der Reaktivitats-Umpolung
ahnelt, gilt als wichtig fur den mole-

kularen Erkennungsprozess. 9

zur Struktur

& Einen anderen Ansatz, um
hochaufgeloste (Doppler-frei)
spektroskopische  Informationen

zu erhalten, verfolgt die zeitauf-
geloste  Rotationskoharenz-Spek-
troskopie (RCS). Sie beruht auf der
koharenten Anregung vieler Rotati-
onszustande und der folgenden Be-
obachtung der periodischen Bewe-
gung (Rotationsrekurrenzen) des
entsprechenden Rotationswellen-
paketes in der Zeitdomane.'” Die
Rotationszeiten liegen im Bereich
von 10 ps bis mehrere 100 ps und
werden mit ultrakurzen Laserpul-
sen in Form eines Anregungs-Ab-
frage-Experimente (Pump-Probe)

abgetastet. Diese charakteristi-
schen Zeiten sind proportional zur
MolekulgrofSe, womit die Spektren
bei zunehmender Grofie zeitlich
gestreckt und einfacher zu ana-
lysieren sind, im Gegensatz zu de-
nen in der Frequenzdomaine.

In den letzten Jahren gab es hier
methodische Durchbruche, was An-
wendbarkeit und Steigerung des In-
2 Mo-

derne Festkorper-Ultrakurzzeit-La-

formationsgewinns betrifft.

ser haben die relative Genauigkeit
um eine GroRenordnung auf ca. 10™°
verbessert, so dass Messungen fiir
den Grundzustand und den elektro-
nisch angeregten Zustand moglich
sind. Ein massenselektives Verfah-
ren mit Photoionisation wurde de-
monstriert. Neben den Rotations-
konstanten konnen auch die Zentri-

fugalverzerrung, die Lage des Uber-

gangsdipolmomentes und die Aniso-
tropie der Polarisierbarkeit ermittelt
werden.””

RCS ist komplementar zu fre-
quenzauflosenden Methoden. Sie
fuhrt die Methode der Messung von
Rotationskonstanten und der da-
raus resultierenden Strukturermitt-
lung zu komplexeren Systemen
fort, allerdings bei reduzierter Ge-
nauigkeit. Die Ergebnisse konnen
zur Vorbereitung von Experimen-
ten in der Frequenzdomane dienen
oder den Startpunkt fiir die Analyse
von stark uberlagerten Spektren
definieren. Ein instruktives Bei-
spiel ist das Phenol-Dimer. Es wur-
de mit Pikosekunden-Fluoreszenz-
Abschwichung in einem Uber-
schallstrahl bei 8 K (Abbildung 2b)

21)
aufgenommen.

Neueste Ergeb-
nisse mit rotationsaufgeloster Fluo-
reszenz verfeinern und vervollstan-
digen die Daten (Abbildung 2a).
Insbesondere die Strukturdnderung
nach elektronischer Anregung wur-
de anhand von sechs Isotopomeren
detailliert untersucht.””

Durch ein neues nicht-resonantes
Verfahren, das Femtosekunden ent-
2,02 5o

es moglich, die Rotationskohirenz

artete Vierwellenmischen,

sowohl in einer Gaszelle bei Raum-
temperatur als auch in einer Diisen-
strahlexpansion bei wenigen 10 K
zu untersuchen.”*" Ein Beispiel ist
das Dimer der Essigsaure, dessen

Rotationskonstanten so erstmals

Christoph Riehn, Jahr-
gang 1964, studierte
Chemie in Géttingen.
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an der FU Berlin bei
Helmut Baumgartel
) A und Bernd Brutschy.
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Frankfurt am Main Uber Rotationskoha-
renzspektroskopie groer Molekiile. Seit
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gebiete sind: IR/R2PI-Spektroskopie mole-
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spektroskopisch bestimmt wurden
(Abbildung 3). Die Anwendung auf
biologische Modellsysteme wird es
in Zukunft erlauben, deren bevor-
zugte Konformation unter Gleichge-
wichtsbedingungen bei Raumtem-
peratur zu ermitteln. Zudem handelt
es sich um eine Grundzustands-
methode, so dass auch Systeme mit
kurzlebigen elektronischen Zustin-
den strukturell charakterisiert wer-
den konnen.

Eine Untersuchung der oben be-
sprochenen Protonen-Tunnel-Dyna-
mik von Carbonsiuren bietet sich
an, da die Zeitskalen der RCS-Mes-
sungen den Tunnelzeiten entspre-
chen und zudem die Moglichkeit be-
steht, Tunnelaufspaltungen inner-
halb eines Zustandes zu ermitteln.

Zusammenfassung

@ Die spektroskopische Aufklarung
der intrinsischen Eigenschaften von
Molekulen und Aggregaten in der
Gasphase ist ein dynamisches For-
schungsfeld, das sich vor allem
durch das Aufgreifen von Fragen aus
den Biowissenschaften fruchtbar
entwickelt. Die Moglichkeit, immer
komplexere Systeme zu unter-
suchen, schlagt die Briicke zur kon-
densierten Phase. So werden die
Phédnomene der spezifischen Sol-
vatation und Aggregation auf mole-
kularem Niveau zuganglich.

Fur die Zukunft steht fur die Un-
tersuchung von Konformeren der
Schritt von der energetischen Klassi-
fizierung zur Bestimmung der Freien
Enthalpie an. Des weiteren ist eine
Entwicklung von der reinen Beob-
achtung von Strukturen zu deren
Manipulation, z.B. der Préaparation

24
von Konformeren, vorstellbar. )

Christoph Riehn, Frankfurt am Main

1) J.A Hageman, R. Wehrens, R. de Gelder,
W. L. Meerts, L. M. C. Buydens, J. Chem.
Phys. 2000, 113, 7955.

2) a) M. Schmitt, M. B6hm, C. Ratzer,C. Vu,
I. Kalkman, W. L. Meerts, ). Am. Chem.
Soc. 2005, 127,10356; b) M. Schmitt,
M. B6hm, C. Ratzer, D. Kriigler, K. Kleiner-
manns, |. Kalkman, G. Berden,

W. L. Meerts, 2006, unverdffentlicht.

3) A.E. Nikolaev, G. Myszkiewicz, G. Berden,
W. L. Meerts, J. F. Pfanstiel, D. W. Pratt,
J.Chem. Phys. 2005, 122, 084309.

4) A Lesarri, E.J. Cocinero, J. C. Lopez,

J. L. Alonso, ). Am. Chem. Soc. 2005, 127,
2572.

5) F Madeja, M. Havenith, ). Chem. Phys.
2002, 117, 7162.

6) C.A.Rice, N. Borho, M. A. Suhm, Z. Phys.
Chem. 2005, 219, 379.

7 a)R H.Page, Y.RShen,Y.TLee, ). Chem.
Phys. 1988, 88, 4621; b) C. Riehn, C. Lah-
mann, B. Wassermann, B. Brutschy,
Chem. Phys. Lett. 1992, 197, 443;
¢) S. Tanabe, T. Ebata, M. Fujii, M. Mikami,
Chem. Phys. Lett. 1993, 215, 347;

d) R.N. Pribble, T. S. Zwier, Science 1994,
265, 75.

8) E. Nir, K. Kleinermanns, M. S. de Vries
Nature 2000, 408, 949.

9) J.A. Frey, A. Miiller, H.-M. Frey, S. Leutw-
yler,J.Chem. Phys. 2004, 121, 8237.

10) A. Abo-Riziq, B. Crews, L. Grace, M. S. de
Vries, ). Am. Chem. Soc. 2005, 127, 2375.

11) T. Schultz, E. Samoylova, W. Radloff;

1. V. Hertel, A. L. Sobolewski, W. Domcke,
Science 2004, 306, 1765.

12) C. E. Crespo-Hernandez, B. Cohen, B. Koh-
ler, Nature 2005, 436, 1141.

13) 1. Hiinig, K. Kleinermanns, Phys. Chem.
Chem. Phys. 2004, 6, 2650.

14) W. Chin, F. Piuzzi, J.-P. Dognon, I. Dimicoli,
B. Tardivel, M. Mons, J. Am. Chem. Soc.
2005, 127,11900.

15) P.Carcabal, R. A. Jockusch, I. Hiinig, L. C.
Snoek, R. T. Kroemer, B. G. Davis, D. P
Gamblin, I. Compagnon, J. Oomens, J. P.
Simons, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127,
11414.

16 a) M. Gerhards in Principles of Mass
Spectrometry Applied to Biomolecules,
Hrsg. Julia Laskin, Wiley, New York 2006,
im Druck; b) H. Fricke, A. Gerlach, C. Un-
terberg, P Rzepecki,T. Schrader, M. Ger-
hards, Phys. Chem. Chem. Phys. 2004, 6,
4636.

17) J. Oomens, N. Polfer, D. T. Moore, L. van
der Meer, A. G. Marshall, J. R. Eyler, G.
Meijer, G. von Helden, Phys. Chem.
Chem. Phys. 2005, 7, 1345.

18) O. Dopfer, Z. Phys. Chem. 2005, 219, 125.

19) P.M. Felker, J. S. Baskin, A. H. Zewail,

J. Phys. Chem. 1986, 90, 724.

20) C. Riehn, Chem. Phys. 2002, 283, 297.

21) A. Weichert, C. Riehn, B. Brutschy, J. Phys.
Chem. A, 2001, 105, 5679.

22) a) H. M. Frey, P. Beaud, T. Gerber, B. Misch-
ler, PP Radi, A. P Tzannis. Appl. Phys. B,
1999, 8, 735; b) E. J. Brown, Q. Zhang, M.
Dantus. J. Chem. Phys. 1999, 110, 5772.

23) a) V. V. Matylitsky, C. Riehn, M. F. Gelin,

B. Brutschy, J. Chem. Phys., 2003, 119,
10553; b) C. Riehn, V. V. Matylitsky, M. F.
Gelin, B. Brutschy, Mol. Phys. 2005, 103,
1615.

24) J.R. Clarkson, E. Baquero, V. A. Shubert,
E. M. Myshakin, K. D. Jordan, T. S. Zwier,
Science 2005, 307, 1443.

Nachrichten aus der Chemie | 54 | Mdrz 2006 | www.gdch.de

GESELLSCHAFT DEUTSCHER CHEMIKER

Karriereservice
und
Stellenmarkt

X' Informationen rund um
Arbeitsmarkt und Beruf

X Stellenmarkt in den
,Nachrichten aus der Chemie*
und im Internet

X' Bewerberdatenbank fiir
Fach- und Fiihrungskréfte
aus der Chemie

JX Bewerbungsseminare
und -workshops

X' Jobborsen
X' Rechtsberatung
X Gehaltsumfrage

GDCh-Karriereservice
und Stellenmarkt

Postfach 90 04 40
60444 Frankfurt am Main

Tel. 069 7917-665
Fax 069 7917-322
E-Mail  karriere@gdch.de

www.gdch.de/karriere




