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Kapitel 1

Einleitung

Peptide sind wegen ihres hiufigen Vorkommens in der Natur einer der wichtigsten
Bausteine des Lebens. Aufgrund der Vielzahl an frei drehbaren Bindungen, sind
Peptide sehr flexible Molekiile und kénnen die unterschiedlichsten Strukturen an-
nehmen. Da sie vielfiltige funktionelle Gruppen haben, bedeutet die hohe Flexibi-
litat fiir die direkte Umgebung, dass ein und dasselbe Molekiil, abhingig von der
aktuellen Konformation, unterschiedliche Eigenschaften und sogar unterschiedliche

Funktionen annehmen kann.

Die Faltung von Peptidketten in physiologischen Medien héngt von vielen Fakto-
ren ab, zu denen intramolekulare Wasserstoftbriicken und Van-der-Waals-Bindungen
zahlen, aber auch elektrostatische und intermolekulare Wechselwirkungen, besonders
mit dem Losungsmittel, sowie entropische Effekte. Um das Faltungsverhalten und
die Eigenschaften von Peptiden verstehen zu konnen, ist es notwendig, zunéchst ihr
internes, ihnen eigenes Verhalten fernab von dufseren Einfliissen zu studieren. Nur
wenn die Eigenschaften eines Molekiils ohne seine Umgebung bekannt sind, kann
beurteilt werden, welchen Effekt dufere Einfliisse haben und das System als Ganzes

verstanden werden.

Eine Moglichkeit, vollkommen isolierte Spezies zu untersuchen, bietet die Spektro-
skopie in Molekularstrahlen. Hier liegen die Molekiile als Neutralteilchen ohne Um-

gebungsmolekiile vor. Zur Aufkldrung von Strukturen hat sich, in Kombination mit

13



14 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Molekularstrahlen, die Laserspektroskopie bewihrt. Doppelresonanzmethoden sind
dabei besonders leistungsfihig, da sie die Moglichkeit bieten, zwischen verschiedenen
Konformeren desselben Molekiils zu unterscheiden und sie getrennt von einander zu
untersuchen. Um Peptide in Molekularstrahlen spektroskopisch untersuchen zu kon-
nen, miissen sie unzerstort in die Gasphase iiberfiihrt werden. Es ist jedoch nicht
moglich, dies durch Erwidrmen oder Erhitzen zu erreichen, da Peptide im allgemei-
nen nicht fliichtig und zudem thermisch instabil sind. In der jiingeren Vergangen-
heit sind grofe Fortschritte bei der Entwicklung von Techniken erzielt worden, die
das Problem der thermischen Zersetzung umgehen. Heute stehen uns eine Vielzahl
solcher Techniken zur Verfiigung, wodurch es moglich geworden, ist vor allem bio-
logische Molekiile isoliert zu untersuchen. Eine der wichtigsten Methoden darunter,
mit denen Neutralteilchen in der Gasphase priapariert werden konnen, ist die Laser-
desorption von Graphit. Dabei werden Probemolekiile durch Bestrahlung mit kurzen

Laserpulsen von einer Graphitoberfliche desorbiert.

In dieser Arbeit wurde eine Laserdesorptionsquelle entwickelt und diese in eine be-
stehende Flugzeitmassenspektrometer-Molekularstrahlapparatur eingebaut (s. Ab-
schnitt 2.1.2, s. 21). Mit diesem Aufbau konnten thermisch labile Di- und Tripep-
tide mit Hilfe der REMPI-Spektroskopie und Doppelresonanzmethoden untersucht
werden. Es gelang erstmals, Infrarotspektren des elektronischen Grundzustands von
ungeschiitzten Peptiden aufzunehmen und die Struktur der unterschiedlichen, beob-
achteten Konformere in der Gasphase von einer Vielzahl von denkbaren Strukturen
auf wenige einzugrenzen (s. Abschnitt 4.1.3, s. 67 und Abschnitt 4.2.2, s. 80). Die
Interpretation der Spektren wurde dabei von ab initio-Rechnungen der Konformer-

strukturen und ihrer Schwingungsfrequenzen unterstiitzt.

Alle spektroskopischen Methoden, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden, basieren
auf der elektronischen Anregung gefolgt von Ionisierung der Molekiile mit UV-Licht.
Daher ist es notwendig, dass die Molekiile, die untersucht werden sollen, einen ge-
eigneten Chromophor enthalten. In der Natur kommen drei Aminosauren vor, die
ein aromatisches Ringsystem enthalten und somit diesem Anspruch geniigen, nim-
lich: Tryptophan (Trp), Tyrosin (Tyr) und Phenylalanin (Phe). Die Aminoséiure
Tryptophan eignet sich aufgrund ihrer leichten Ionisierbarkeit und ihrer intensiven
Ubergiinge besonders fiir spektroskopische Untersuchungen. Daher enthalten alle in

dieser Arbeit untersuchten Di- und Tripeptide Tryptophan als einen ihrer Bausteine.
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Im Folgenden werden zunéchst der Aufbau und die Funktionsweise der neuen Laser-
desorptionsquelle und des Experimentes dargestellt. Anschliefiend wird die ab initio
Methode (Dichtefunktionaltheorie), mit der die Strukturen und Spektren der unter-
suchten Molekiile berechnet wurden, behandelt. Zum Schluss werden die Ergebnisse
der durchgefiihrten Untersuchungen vorgestellt. Diese umfassen die REMPI-, UV-
UV- und IR-UV Doppelresonanzuntersuchungen an den Dipeptiden Tryptophan-
Glycin (Trp-Gly) und Glycin-Tryptophan (Gly-Trp) und des Tripeptides Tryptophan-
Glycin-Glycin (Trp-Gly-Gly), sowie REMPI- und UV-UV Doppelresonanzuntersu-
chungen an Tryptophan-Serin (Trp-Ser), Prolin-Tryptophan (Pro-Trp) und Tryp-
tophanethylester (Trp-OEt). Auferdem wurde das Tripeptid Glycin-Tryptophan-
Glycin (Gly-Trp-Gly) mit Hilfe der REMPI-Spektroskopie untersucht.
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Kapitel 2

Experiment

2.1 Die Laserdesorption

Die Laserdesorption kombiniert mit einem Uberschalldiisenstrahl ist eine effiziente
Methode, mit deren Hilfe man nichtfliichtige und thermisch instabile Stoffe unfrag-
mentiert in die Gasphase bringen kann. Bei richtig gew#hlten Bedingungen liegen
die Molekiile dann als isolierte Neutralteilchen vor und sind unterschiedlichen spek-
troskopischen Methoden zugénglich.

Zuerst wurde die Laserdesorption 1967 beobachtet, also nur wenige Jahre, nachdem
der Laser (1963) erfunden wurde. Damals berichteten Levine et al.! | dass Elektro-
nen, positive lonen, Neutralteilchen und Oberflichenmaterial in die Gasphase gehen,
wenn eine Wolframoberfliche im Vakuum mit starken Laserpulsen bestrahlt wird.
Zu dieser Zeit waren die Molekiile, die im Massenspektrometer beobachtet wurden
CO und CO,, Wasserstoff und Kohlenwasserstoffe (C,H,,), also unproblematische
Molekiile, wenn es darum geht, sie in die Gasphase zu iiberfiihren. Trotzdem ent-
hélt schon diese Studie den Grundstein zu zahlreichen Entwicklungen, die heute
vielfach genutzt werden. Jede der Beobachtungen (LDI (Laser desorption ionizati-
on), Laserablation und Laserdesorption) ist iiber die vergangenen Jahrzehnte hinweg
weiter untersucht worden und zum Teil auf spezielle Anwendungen optimiert und
nutzbar gemacht worden.

Ein Meilenstein auf dem Weg, grofte, schwerfliichtige und thermisch instabile Mo-

17



18 KAPITEL 2. EXPERIMENT

lekiile per Laserdesorption unzerstért in die Gasphase zu bringen, folgte 1978 als
es Posthumus et al.? gelang Oligosaccharide, Digitonin (1228D), Nucleoside (bis zu
572D) und Oligopeptide (bis zu 704D) als (M-+Alkalimetall)™ Ionen von Metal-
loberflichen zu desorbieren und im Massenspektrometer nachzuweisen. Die diesem
Ansatz verwandte Methode, MALDI, (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization)
wurde 1987 von Karas, Hillenkamp und Mitarbeitern® eingefiihrt und ist heute eine
haufig verwendete Methode bei der massenspektrometrischen Analyse von thermisch
schwerverdampfbaren Substanzen.*” Neben der Laserdesorption wurden auch an-
dere Techniken entwickelt, um thermisch instabile und schwerfliichtige Substanzen
hauptsichlich der Massenspektrometrie zugéanglich zu machen. Dazu gehéren zum
Beispiel die Felddesorption,® LIAD (laser induced acoustic desorption)? teilchenindu-
zierte Desorption in unterschiedlichen Varianten,'® Elektrospray,!* Thermospray,'?
oder gepulstes schnelles Heizen.'3 4

1981 wurde von der Arbeitsgruppe um Smalley!® und von Bondybay et al.'¢ die
Laserdesorption von Metallen erstmals mit Molekularstrahlen kombiniert, um Me-
tallcluster spektroskopisch zu untersuchen.

Vier Jahre spiter gelang es der Arbeitsgruppe Schlag!”'® Biomolekiile (Tryptophan
und Retinal) als Neutralteilchen in einen Molekularstrahl zu desorbieren und diese
Molekiile in einem zweiten Schritt mit REMPI (resonance enhanced multi photon
ionization) zu ionisieren. Diese Technik wurde zunéchst fiir massenspektrometri-
sche Untersuchungen verwendet,'®? aber bald auch von den Arbeitsgruppen um
Levy und Lubman mit REMPI?*-2°_ LIF- (laser induced fluorescence) und DF?-
Spektroskopie (dispersed fluorescence) kombiniert. In neuerer Zeit hat sich die La-
serdesorption von Graphit als besonders vorteilhaft herauskristallisiert, die von der
Arbeitsgruppe DeVries optimiert worden ist.?® Die Zahl an Publikationen, die diese
Methode einsetzen, um Biomolekiile im Molekularstrahl spektroskopisch zu unter-
suchen ist in den letzten Jahren stark angestiegen. So sind vor allem Bausteine der

DNS,31%0 Aminosiuren*' und Peptide*?~** untersucht worden.

Im folgenden Abschnitt (2.1.1) wird zunéchst die prinzipielle Funktionsweise der
Laserdesorption beschrieben. In Abschnitt 2.1.2 wird auf den Aufbau der Laser-

desorptionsquelle im Rahmen dieser Doktorarbeit detailliert eingegangen.
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2.1.1 Funktionsweise der Laserdesorption

Die Laserdesorption in Kombination mit Uberschalldiisenstrahlen wurde in der Ver-
gangenheit auf unterschiedliche Arten realisiert.'”25:27:30:42,46,47 T gllgemeinen wird
eine Oberfliche, die mit einer Probenschicht bedeckt ist, der Bestrahlung durch
Laserlicht ausgesetzt. Die Oberfliche wird heif, wodurch die Bindungen zwischen
Adsorbat und Adsorbens aufgebrochen werden und heife, aber dennoch intakte Mo-
lekiile in die Gasphase eintreten. Die Molekiile werden in die Expansionsregion eines
Molekularstrahls desorbiert. Dies ist die Region des Molekularstrahls, in dem die
Abkiihlung der Molekiile durch viele Stoke mit den Trigergasatomen stattfindet (s.
auch Abschnitt 2.2.2). Die Temperatur, die die Molekiile hier erreichen, liegt in der
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Abbildung 2.1: Gemessener Temperaturverlauf an einer mit Silizium iiberzogenen
Wolframoberfliche in Abhéngigkeit von der Zeit (gepunktete Linie) bei Bestrahlung
mit einem COy-Laser Puls (0.8J/Puls, 100ns FWHM, A=10.6um), Fit der Messung
(durchgehende Linie) und Verlauf der Laserleistung (gestrichelte Linie)*3
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Groéfenordnung von etwa 10K.

Wenn das Licht von der Oberfliche absorbiert wird, heizt sich die Oberfliche sehr
schnell mit Heizraten in der Grofenordnung 10® K/s bis 10 K/s*>*® auf. Abbil-
dung 2.1 zeigt die zeitliche Entwicklung der Laserleistung und der Temperatur, wih-
rend eine mit Silizium iiberzogene Wolframoberfliche mit 0.8J /Puls (10.6xm, 100ns
FWHM, entspricht 8- 10°) eines CO, Lasers bestrahlt wird.*® In diesem Beispiel
wird eine Oberflichentemperatur von 650K erreicht. Im allgemeinen gilt: unterhalb
von einer Leistungsdichte von 108W /cm? ist das Verhiltnis von Neutralteilchen zu
Ionen grof.% Die Oberflichentemperatur bei der Desorption von Neutralteilchen
wird also voraussichtlich etwa vergleichbar sein. Trotz der hohen Oberflichentempe-
ratur zersetzen sich die Molekiile bis zu einer kritischen Gréfe nicht. Verschiedene
Modelle des Laserdesorptionsmechanismus werden in der Literatur diskutiert und
untersucht. Lucchese et al.*® und Zare et al.’° schlugen vor, dass es eine Engstelle bei
der Energieiibertragung von der schnell geheizten Oberfliche iiber die Oberflachen-
Adsorbat Bindungen zu den internen Bindungen der desorbierenden Molekiile gibt.
Dieser Effekt basiert auf dem Frequenzunterschied der internen Schwingungsmo-
den des Adsorbates und den niederfrequenten Oberflichenmoden der Oberfliche.
Temperaturmessungen der Oberfliche und der desorbierten Molekiile anhand ih-

51,52 zeigten jedoch,

rer Geschwindigkeitsverteilung durch Zenobi und Mitarbeiter
dass solch ein Ubertragungsengpass selbst bei der Desorption im Picosekundenbe-
reich nicht existiert. Zenobi wies darauf hin, dass die Kinetik der meisten Laser-
desorptionsprozesse recht gut mit Hilfe der Ubergangszustandstheorie erklirt wer-
den konnen.’® Danach ist die Zersetzung aufgrund niedrigerer Aktivierungsenergie
bei niedrigen Temperaturen schneller als die Desorption. Bei hohen Temperaturen
kontrollieren die Frequenzfaktoren die Schnelligkeit der beiden konkurrierenden Pro-
zesse, und die Molekiile desorbieren intakt, wenn der Temperaturanstieg so schnell
ist, dass die Reaktionsrate der Desorption die der Zersetzung iiberschreitet, bevor
die Molekiile zerfallen.5*

Eine weitere Erkldrung dafiir, dass laserdesorbierte Molekiile intakt bleiben, ob-
wohl sie voriibergehend hohe Temperaturen erreichen, ist, dass beim Desorptions-
prozess die Energie, die von den Molekiilen aufgenommen wird, gleichméfkig iiber
alle Schwingungsmoden verteilt wird. Je gréfer ein Molekiil ist, desto kleiner ist die
Wabhrscheinlichkeit und desto ldnger dauert es, bis die Energie sich durch Moden-

kopplung so in einer Mode aufkonzentriert, dass ein Bindungsbruch erfolgen kann.
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Wenn diese Zeit unter der Zeit liegt, die es braucht, bis die Molekiile vom Moleku-
larstrahl erfafst werden, so bleiben sie unzersetzt, denn im Molekularstrahl werden
sie sofort so weit gekiihlt, dass die Aktivierungsenergie fiir die Zersetzung nicht

ausreicht.>®

Erst kiirzlich wurde die Laserdesorption von der Arbeitsgruppe de Vries im Hinblick
auf die Stabilitdt der Laserdesorption so weit verbessert, dass es moglich geworden
ist, mit normaler Mittelung sehr gute Spektren von thermisch labilen Biomolekii-
len in der Gasphase zu erhalten.® De Vries und Mitarbeiter desorbieren mit der
Fundamentalen eines Nd:YAG (1.06pum) Lasers mit hoher Leistungsstabilitdt von
einer Graphitoberfliche. Der Vorteil hierbei ist, dass die Graphitoberfliche das La-
serlicht sehr gut absorbiert, wihrend die Probensubstanzen im allgemeinen bei der

verwendeten Wellenldnge nicht oder nur wenig absorbieren.

2.1.2 Aufbau der Laserdesorptionsquelle

In dieser Arbeit wurde eine Laserdesorptionsquelle entwickelt und diese in eine beste-
hende TOF-MS Molekularstrahl Apparatur eingebaut. Mit diesem Aufbau kénnen
thermisch labile Peptide mit Hilfe der REMPI-Spektroskopie und Doppelresonanz
Methoden untersucht werden. Der Aufbau der hier entwickelten Desorptionsquelle
ist an den Aufbau der von DeVries und Mitarbeitern®® entwickelten Quelle ange-
lehnt. Die in dieser Arbeit gewihlte Anordnung bietet jedoch den Vorteil, dass sie
durch ihre Kompaktheit leicht in eine bestehende, konventionelle Molekularstrahl-

Apparatur eingebaut werden kann.

Bei der Entwicklung einer Laserdesorptionsquelle, die fiir spektroskopische Zwecke
eingesetzt werden soll, sind sowohl die Schuss-zu-Schussstabilitét, als auch die Lang-
zeitstabilitdt des Signals von grofer Bedeutung. Erstere kann dadurch erreicht wer-
den, dass die Verteilung der Probensubstanz sehr fein und gleichméfig auf der Ober-
flache ist. Ferner kann eine hohe Stabilitat durch eine gute Schuss-zu-Schussstabilitat
des Desorptionslasers erreicht werden.

Bei der Laserdesorption von einer Oberfliche, auf der sich eine diinne Substanz-
schicht befindet, wird mit jedem Laserpuls kontinuierlich Substanz von der Oberfla-

che entfernt. Die Menge an desorbierter Substanz nimmt also im Laufe der Zeit ab,
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was sich in einer etwa exponentiellen Abnahme der Signalintensitdt niederschligt.
Dabher ist es fiir die Langzeitstabilitdt des Signals wichtig, dass laufend eine Ober-
flachenstelle mit frischer Substanz zur Verfiigung gestellt wird, was durch eine Ver-
schiebung des Probentrigers erzielt wird. Da die Signalintensitit jedoch auch stark
von dem Abstand zwischen Oberfliche und Molekularstrahl abhingt, muss, wenn
eine Langzeitstabilitidt garantiert werden soll, die Oberfliche glatt sein und gleich-
méakig bewegt werden konnen; das heifit, wihrend der Probentriger in X-Richtung

bewegt wird, darf er sich nicht gleichzeitig in Y und Z-Richtung verschieben.

Abbildung 2.2 zeigt den schematischen Aufbau der Quelle und ihre Anordnung in
der Molekularstrahlapparatur, wie sie zur Aufnahme der Spektren, die in dieser Ar-
beit dargestellt werden, verwendet wurde, Abbildung 2.3 zeigt eine fotographische
Abbildung derselben Quelle. Eine Graphitscheibe (Rohmaterial: Schunk, Kohlen-
stofftechnik) von 60mm Durchmesser und 2 mm Dicke dient als Probentréiger. Die
zu untersuchende Substanz wird mit einem weichen Gegenstand auf dem Rand der
Graphitscheibe gleichméfig aufgetragen und die Scheibe so befestigt, dass ihr Rand
mit den Probemolekiilen direkt unter dem Pulsdiisenloch sitzt. Die Probe wird nun
mit einem gepulsten Nd:Yag Laser (Minilite, Continuum; 10ns Pulslénge) bestrahlt,
der bei 1064nm betrieben wird und dessen Leistungsdichte auf etwa 5mJ/cm? abge-
schwicht wird. Die Wellenlinge des Lasers wurde hierbei so gewéhlt, dass sie zwar
vom Graphit absorbiert wird, nicht aber von der Probensubstanz, so dass photoche-
mische Prozesse verhindert werden. Der Laserstrahl hat einen Durchmesser von etwa
2mm und wird so justiert, dass er die Molekiile unter lmm von der Pulsdiise entfernt
desorbiert. Der senkrechte Abstand der Probenoberfliche von der Pulsdiisenéffnung
kann wihrend eines laufenden Experimentes mit Hilfe eines Motors (Motor 2 in Ab-
bildung 2.3), der einen Verschiebetisch bewegt, eingestellt werden und ist bei einem
Abstand von etwa 0.5mm optimal.

Der senkrechte Abstand und die Laserintensitit, mit der desorbiert wird, haben
beide einen empfindlichen Effekt auf die Kiihlung der Molekiile durch den Mole-
kularstrahl. Ob die Kiihlung ausreichend ist, kann oft anhand der Linienbreite der
Banden beurteilt werden. Die vibronischen Banden, die mit den gepulsten Farb-
stofflasern aufgenommen werden konnen, sind die Rotationseinhiillenden und somit
bedeutet eine breite Bande oftmals, dass viele Rotationsniveaus besetzt und damit
nicht gekiihlt worden sind. Die Linienbreite der Banden eines typischen Peptides

1

(Trp-Gly) betrigt mit der hier vorgestellten Desorptionsquelle 2 cm™', was einer
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Laserdesorptionsquelle mit der Anordnung der Pulsdiise, des Molekularstrahls

und der Laserstrahlen.
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Abbildung 2.3: Fotographische Abbildung der Laserdesorptionsquelle. Motor 1 dreht den Probenhalter; Motor 2 kann den
Verschiebetisch mit Motor 1 und Graphitscheibe in der Héhe verstellen.
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sehr guten Kiihlung entspricht.

Die Halterung der Graphitscheibe ist auf der Achse eines zweiten Motors (Motor 1 in
Abbildung 2.3) befestigt und wird wéihrend des Experimentes mit einer Geschwin-
digkeit von einer Umdrehung/45min kontinuierlich gedreht. Auf diese Weise wird
gewahrleistet, dass das Material gleichméfig desorbiert wird und die Menge an Pro-
benmolekiilen im Molekularstrahl relativ konstant bleibt. Die Puls-zu-Pulsstabilitét
betrdagt bis zu 80%. Aufgrund der starken Abh#ngigkeit der Molekiilkonzentration
von dem senkrechten Abstand zwischen dem Probenhalter und der Pulsdiisenéffnung
ist es aukerordentlich wichtig, dass die Graphitscheibe exakt zentrisch an der Moto-
rachse befestigt wird und dass sie moglichst wenige Unebenheiten am Rand aufweist.
Wie stark die Signalintensitdt von dem senkrechten Abstand zwischen Oberflache
und Pulsdiisen6ffnung abhéngt, kann anhand von Abbildung 2.4 nachvollzogen wer-
den. In dem dort dargestellten Graphen ist die Signalintensitit gegen den Abstand
aufgetragen. Desorbiert wurde in diesem Experiment Para-aminobenzoesiure (PA-
BA) aus einer Mischung mit Graphitpulver mit einem leicht fokussierten Yttrium-
Lantanfluorid-Laser (YLF, 1047nm, 5.5ns, 250p.J /Puls, 10Hz, ca. 0.6mm Durchmes-
ser) desorbiert.

Wie lange die Graphitscheibe fiir eine Messung ohne Erneuerung der Probensub-
stanz benutzt werden kann, ist stark vom untersuchten Molekiil abhéngig und kann
bei tryptophanenthaltenden Peptiden bis zu 10 h betragen. Dabei kann mehrmals
von den selben Stellen desorbiert werden, solange dies gleichméfig geschieht. Wenn
danach die gleiche Substanz verwendet werden soll, reicht, es neue Substanz auf-
zutragen. Wenn jedoch im Anschluf eine andere Substanz verwendet werden soll,
so muss die Oberfliche der Graphitscheibe griindlich gereinigt werden. Dazu wird
das Rad mit der Halterung an der Achse eines Handbohrers befestigt und bei lau-
fendem Motor mit Schmirgelpapier (K6rnung 1000) abgeschliffen. Danach kann die
neue Probensubstanz ganz normal aufgetragen werden. Das Graphit ist zwar ge-
geniiber Aceton und Ethanol stabil, jedoch reicht eine Reinigung mit Hilfe dieser

Lésungsmittel nicht aus, um die vorige Probensubstanz komplett zu entfernen.

Wihrend der Optimierung der Desorptionsquelle stellte sich heraus, dass durch den
Einbau eines 3mm-Skimmers anstelle eines 1mm-Skimmers eine Verbesserung des
Signals um etwa den Faktor drei erfolgt. Ferner wurde beobachtet, dass die Puls zu
Puls Schwankungen von 50% auf 20% abnahmen, wenn man anstelle von Helium als

Tragergas Argon verwendet.
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Abbildung 2.4: Signalintensitidt von desorbiertem PABA in Abhéngigkeit von dem
vertikalen Abstand zwischen Pulsdiisen6ffnung und Laserdesorptionsort.

Andere Konzepte der Laserdesorption von Graphit

Ein weiteres erfolgreiches Konzept fiir die Laserdesorption von Graphit, das unter
anderem benutzt wurde, war die Verwendung von einem Pressling aus Graphitpul-
ver und Substanz, der mit Hilfe einer KBr-Presse fiir IR-Geréte hergestellt wurde.

Diese Methode wurde durch Piuzzi et al.*!

eingefiihrt: Ein Gemisch aus fiinf Teilen
Substanz und einem Teil Graphitpulver wurde fein gemorsert und mit sieben Tonnen
gepreft. Wenn 0.25g Substanz und 0.05g Graphit verwendet wurden, hat der Pres-
sling eine Grofe von 6mm Durchmesser und <1mm Dicke. Der Pressling wurde dann
direkt unter der Pulsdiise befestigt, und es wurde wie oben beschrieben (s. Abschnitt
2.1.2) desorbiert. Die Puls-zu-Pulsschwankungen waren in diesem Experiment ver-
gleichbar mit denen in dem oben beschriebenen. Jedoch war es nicht moglich, den
Pressling wihrend des Experimentes zu drehen, so dass immer nur an einer Stelle

desorbiert wurde und die Probe im Laufe des Experimentes ausdiinnte. Dies fiihrte
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zu einer etwa exponentiellen Abnahme des Signals innerhalb der Spektren. Aufgrund
der geringen Grofse der Presslinge konnte eine Drehung wihrend des Experimentes
nicht ohne grofen technischen Aufwand realisiert werden. Ein weiterer Nachteil bei
dieser Methode war, dass fiir jeden Pressling etwa 250mg Probensubstanz benotigt
wurden, wihrend man bei der in Abschnitt 2.1.2 beschriebenen Methode mit einigen

wenigen pg auskommt.

2.2 Spektroskopie am Uberschalldiisenstrahl

2.2.1 Spektroskopische Methoden

In dieser Arbeit wurden verschiedene spektroskopische Methoden angewendet, um
die Probenmolekiile, die mit Hilfe der Laserdesorption (s. Abschnitt 2.1) in die Gas-
phase gebracht wurden, zu untersuchen. Die einfachste der angewendeten Methoden
ist die resonanzverstiarkte Multiphotonenionisation (REMPI; Resonance Enhanced
Multi Photon Ionisation), die im Folgenden erkliart wird. Ein REMPI-Spektrum
enthélt die Summe der vibronischen Spektren aller Konformere, die dieselbe Masse
haben. Mit Hilfe der Doppelresonanzspektroskopie (SHB, Spectral Hole Burning)
konnen dagegen die vibronischen und Grundzustands-Spektren unterschiedlicher
Konformere separat aufgenommen werden. Diese Methode wird im zweiten der nach-
folgenden Abschnitte erklart.

Die resonanzverstirkte Multiphotonenionisation

Bei der resonanzverstiarkten Multiphotonenionisation werden Atome, Molekiile oder
Cluster mit einem Photon vom elektronischen Grundzustand Sj in einen elektronisch
angeregten Zustand (S,; n > 0) iiberfiithrt und mit einem zweiten Photon ionisiert.
In Abbildung 2.5a ist zur Verdeutlichung des REMPI-Vorgangs das Termschema
dieses Prozesses abgebildet. Entspricht die Energie des ersten Photons der einer
Resonanz im Molekiil, so besteht der Ionisationsprozess aus zwei effizienten, aufein-
anderfolgenden Einzelphotonenprozessen, wihrend er im nichtresonanten Fall einem

ineffizienten Zweiphotonenprozess entspricht, bei dem daher wesentlich weniger Io-
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nen entstehen. Die Ionen kénnen dann mit einem Detektor nachgewiesen werden.
Um ein REMPI-Spektrum eines Molekiils aufzunehmen, wird die Ionenintensitét
aufgezeichnet, wihrend der Laser durchgestimmt wird. Beim REMPI koénnen das
Anregungsphoton und das lonisationsphoton aus dem selben Laser kommen und so-
mit auch die selbe Farbe haben (Einfarben-REMPI, (1+1) REMPI) oder die beiden
Farben konnen aus unterschiedlichen Lasern kommen und unterschiedliche Farben
haben (Zweifarben-REMPI oder (141°) REMPI). Alle Molekiile, die in dieser Ar-
beit untersucht wurden, sind aromatisch und haben daher ihren ersten elektronisch
angeregten Zustand (S;) im nahen UV-Bereich. Ferner liegen die S Zusténde relativ
genau zwischen dem Sy und dem Ionisationspotential, so dass ohne Ausnahme das
(14+1) REMPI durchgefiihrt werden konnte. Als Detektor wurde ein Flugzeitmas-
senspektrometer verwendet, daher erhéilt man bei der Aufnahme eines Spektrums
gleichzeitig eine Masseninformation. Bei der Verwendung eines Flugzeitmassenspek-
trometers sollte der Ionisationslaserpuls méglichst kurz sein (<15ns), damit ein ein-
deutiger Startzeitpunkt fiir die Aufnahme des Flugzeitmassenspektrometers gegeben
ist und die Auflosung des Massenspektrums nicht durch die Pulslénge beschrénkt

wird.

Doppelresonanzspektroskopie

Die Doppelresonanzspektroskopie wird héiufig auch spektrales Lochbrennen (spek-
tral hole burning; SHB) genannt. Mit ihrer Hilfe ist es moglich die Spektren von
Molekiilen oder Clustern mit der selben Masse aber unterschiedlichen Grundzu-
stdnden (z.B. von unterschiedlichen Konformeren) diskret aufzunehmen. Bei dieser
Methode wird die Wellenlénge eines schwachen UV-Lasers fest auf eine Resonanz des
Molekiils eingestellt (Analyselaser, vgl. Abbildung 2.5b) und mit ihm ein konstantes
Ionensignal erzeugt. Etwa 100-200ns vor diesem Laser wird ein zweiter, starker Laser
eingestrahlt, der in der Wellenldnge durchgestimmt wird (Lochbrennlaser, vgl. Ab-
bildung 2.5b). Wenn dieser Laser resonant zu derselben Grundzustandspezies ist wie
der Analyselaser, so wird durch Anregung (und Ionisation) ein Grofteil des Grund-
zustands dieser Spezies depopuliert und das Ionensignal des Analyselasers bricht
ein. Ist der Brennlaser jedoch resonant zu einem anderen Grundzustand, so bleibt
das Ionensignal des Analyselasers vollig unbeeinfluftt.

In dieser Arbeit wurden als Lochbrennlaser ein UV-Laser im Wellenldngenbereich des
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Abbildung 2.5: a)REMPI-Termschema; Die Pfeile symbolisieren Ubergiinge, die
durch Photonen eines Lasers induziert werden. b)UV-UV- und IR-UV-SHB Term-
schema; die dicken Pfeile symbolisieren die Ubergiinge, die der Analyselaser indu-
ziert. Die diinneren Pfeile symbolisieren die Uberginge, die durch den Lochbrenn-
laser induziert werden. Der Lochbrennlaser kann ein UV (bzw. Vis) oder IR-Laser
sein.

Analyselasers (34300-36000cm 1), sowie ein IR-Laser (2800-3600cm ') verwendet.
Somit konnten sowohl die vibronischen Spektren (S;), als auch die schwingungsauf-
gelosten Spektren des Sy Zustandes von unterschiedlichen Konformeren aufgenom-
men werden. Die resultierenden Spektren werden UV-UV- bzw. IR-UV Doppelreso-

nanzspektren genannt.

2.2.2 Der Uberschalldiisenstrahl

Uberschalldiisenstrahlen werden durch die adiabatische Expansion eines Gases ho-

hen Drucks durch ein kleines Diisenloch ins Vakuum erzeugt. Die innere Energie
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Abbildung 2.6: Modell der adiabatischen Abkiihlung widhrend der Expansion mit
den jeweiligen Geschwindigkeitsverteilungen®® im Reservoir (links) und im Strahl
(rechts)

der Atome oder Molekiile wird dabei durch Stofe sowohl mit anderen Molekiilen,
als auch mit den Wianden des Gasreservoirs und des Diisenloches in Translations-
energie umgewandelt. Wenn die mittlere, freie Weglinge des Gases viel kleiner ist
als die Grofe des Diisenloches, kiihlt sich das Gas bei der Expansion auf wenige
Kelvin ab. Besonders effizient werden hierbei die Translationsfreiheitsgrade senk-
recht zur Ausbreitungsrichtung des Strahls abgekiihlt. Auferdem erhoht sich die
Durchschnittsgeschwindigkeit der Teilchen, wihrend sich ihre Relativgeschwindig-
keit durch Stofe, bei denen schnellere Teilchen Translationsenergie auf langsamere
Teilchen {ibertragen, verringert. Unter optimalen Bedingungen ereignen sich wenige
Millimeter hinter der Expansionsregion kaum noch Stoke. Direkt hinter dem Dii-
senloch ist das Potential Molekiile durch Stéfe abzukiihlen jedoch enorm grof, was
man sich bei der Laserdesorption zu Nutze macht (vgl. Seite 19).

Etwa 2-2.5cm hinter dem Diisenloch wird mit einem Skimmer der divergenteste
und gleichzeitig wiarmste Teil des Diisenstrahls abgeschilt und nur der kalte Kern

zum Kreuzungspunkt mit dem Laser weitergeleitet. Abbildung 2.6 stellt die Ent-
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stehung eines Uberschalldiisenstrahls schematisch dar. Aukerdem sind die Maxwell-
Boltzmann Verteilung im Reservoir und die Geschwindigkeitsverteilung im Strahl
dargestellt. Hier ist zu erkennen, dass die Geschwindigkeit und deren Verteilung im
Strahl deutlich hoher bzw. schmaler ist, als im Reservoir.

Im allgemeinen ist zu beachten, dass der Wirkungsquerschnitt fiir die Ubertragung
von Rotations- und Schwingungsenergie in Translationsenergie viel kleiner ist als die
Energieilibertragung der Translationsenergie durch elastische Stofe, was dazu fiihrt,
dass sich ein thermisches Ungleichgewicht zwischen Translations-, Rotations- und
Schwingungstemperatur ergibt: Tr.ons < Trot < Tsenw- Je schwerer das verwendete
Edelgas als Tragergas ist, desto effizienter ist die Abkiihlung. Auferdem scheinen
schwere Tragergase Molekiile, die vor der Pulsdiise desorbiert wurden, besser mit-
zureiffen, was zu einer besseren Stabilitdt und Intensitdt des Signals fiihrt. In dieser
Arbeit wurde ausschlieflich Argon als Tragergas benutzt, was einen hervorragenden
Kompromiss zwischen dem Preis (die schwereren Edelgasen Neon oder Xenon sind
deutlich teurer) und der Giite der Abkiihlung und Signalstabilitit darstellt. Obwohl
durch die hohere Polarisierbarkeit der schwereren Edelgase Argon, Neon und Xe-
non eine Clusterbildung zu erwarten war, wurde mit Argon keine Clusterbildung

beobachtet, so dass die Wahl auch in dieser Hinsicht optimal war.

Fiir die Laserspektroskopie bieten Molekularstrahlen wertvolle Vorteile:

1. Dadurch, dass die Molekiile nur wenige Kelvin kalt sind, sind nur wenige
Rotations- und Schwingungszustinde besetzt, so dass davon ausgegangen wer-
den kann, dass jede vibronische und Schwingungsanregung bis auf wenige Aus-

nahmen vom Schwingungsgrundzustand ausgehen.

2. Der Laser kreuzt den Molekularstrahl senkrecht zur Ausbreitungsrichtung der
Molekiile, so dass die Dopplerverbreiterung der Absorptionsbanden minimal

ist.

3. Molekiile kénnen in einer stokfreien Umgebung spektroskopiert werden, so dass
es keine Storungen der Spektren durch Umgebungsmolekiile gibt, wie zum

Beispiel in Gaszellen oder in der kondensierten Phase.

4. Durch die wenigen Stofe und geringe Temperatur im Molekularstrahl sind
Assoziate von Molekiilen und Atomen, die durch Wasserstoffbriickenbindun-

gen oder Van-der-Waals Wechselwirkungen zusammengehalten werden, stabil,
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wahrend sie bei Zimmertemperatur leicht dissoziieren und nur in duflerst gerin-
gen Konzentrationen vorhanden sind. Molekularstrahlen eréffnen somit auch

den spektroskopischen Zugang zu solchen Clustern.

Um die Anforderungen an die Pumpkapazitit moglichst gering zu halten, wird hiufig
und so auch in dieser Arbeit, eine gepulste Diise zur Erzeugung des Molekularstrahles
verwendet, die auf die gepulsten Laser zeitlich abgestimmt werden (s. Abschnitt
2.3.3). Sowohl die Laser, als auch die Pulsdiisen arbeiten hierbei bei 10Hz.

2.3 Apparativer Aufbau

Die REMPI- und alle Doppelresonanzspektren wurden an zwei prinzipiell bauglei-
chen Molekularstrahlapparaturen mit einem linearen Flugzeitmassenspektrometer
durchgefiihrt. Die Apparaturen bestehen aus drei differentiell gepumpten Vakuum-
kammern (s. Abbildung 2.7): der Quellkammer, der Ionisationskammer und dem
Flugzeitmassenspektrometer. Im Folgenden werden die Apparaturen allgemein be-
schrieben. Einzelheiten iiber die verwendeten Geréte finden sich in Tabelle 2.3.1.
Anschliefend werden die verwendeten Lasersysteme und die zeitliche Steuerung be-
schrieben. Am Ende dieses Kapitels befindet sich eine schematische Abbildung der
gesamten IR-UV Doppelresonanzapparatur (s. Abbildung 2.9 auf s. 42)

2.3.1 Die Molekularstrahlapparatur

Quellkammer

Abbildung 2.7 enthilt eine schematische Darstellung der Molekularstrahlappara-
tur. In der Quellkammer befindet sich die Laserdesorptionsquelle mit der Pulsdiise
(0.3mm Durchmesser, Repititionsrate: 10Hz, Offnungszeit: 300-400 us), durch die
3 atm Argon ins Vakuum expandiert werden. Die Quellkammer wird von einer Ol-
Diffusionspumpe mit einer Drehschieberpumpe als Vorpumpe evakuiert. Der Druck

betrigt ohne Gasballast etwa 10 °mbar, wihrend er mit laufender Pulsdiise etwa
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Molekularstrahlapparatur mit den drei differentiell gepumpten Kammern:

Quellkammer, Tonisationskammer und Flugzeitmassenspektrometer
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5 - 10~*mbar betrigt. In einer Entfernung von etwa 2cm vor dem Pulsdiisenloch
befindet sich ein Skimmer mit einer Offnung von 2 bzw. 3mm Durchmesser (appara-
turabhéngig). Dieser ist an der Trennwand zwischen Quell- und Ionisationskammer
befestigt und ist, neben einem Bypass, der zum Beliiften getffnet werden kann, die

einzige Verbindung zwischen den beiden Kammern.

Tonisationskammer

Die Ionisationskammer wird von einer Turbomolekularpumpe mit einer zweistufigen
Drehschieberpumpe als Vorpumpe bis auf 3-10~% mbar evakuiert. Hier befindet sich
die Tonenoptik, die Abzugsregion des linearen Flugzeitmassenspektrometers (TOF-
MS, time of flight mass spectrometer)(Bergmann, Messgeréite Entwicklung (BME),
Murnau). In der Abzugsregion wird der kollimierte Molekularstrahl mit einem oder
zwei Laserstrahlen senkrecht gekreuzt, so dass die Molekiile im Molekularstrahl elek-
tronisch angeregt und ionisiert werden. Die so erzeugten Ionen werden im rechten
Winkel zum Diisen- und Laserstrahl in die Flugstrecke TOF-MS gelenkt.

Flugzeitmassenspektrometer

Das Massenspektrometer hat eine spezialisierte Wiley McLaren Anordnung:* Un-
ter dem Ionisationsort liegt eine Repellerplatte auf einem Potential von +2.3kV, die
die Ionen nach oben, zwischen zwei halbzylinderférmige Platten, beschleunigt. Diese
beiden Platten liegen zunéchst beide auf einem Potential von +1.7kV. Das Poten-
tial der in Strahlrichtung ersten Platte wird nun mit einstellbarer Geschwindigkeit
um 150V abgesenkt, gleichzeitig wird das Potential der hinteren Platte um 300V
erhoht. Dadurch entsteht ein Feldgradient, der die Horizontalkomponente der Ionen-
geschwindigkeit (=Molekularstrahlgeschwindigkeit) kompensiert. Hierzu miissen der
Startzeitpunkt und die Steigung der Spannungsrampe exakt auf die Molekularstrahl-
geschwindigkeit und somit trégergasspezifisch eingestellt werden. Die Spannungs-
rampe der Ionenoptik verhindert, dass Ionen, die nicht aus dem Molekularstrahl
kommen und somit eine andere Geschwindigkeit besitzen als die Probenmolekiile,
nicht auf den Detektor gelangen. Somit ist es moglich, jegliche Hintergrundsignale

vollstédndig zu unterdriicken.
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Uber der Ionenoptik befindet sich die feldfreie Flugstrecke des Massenspektrometers,
die durch eine Turbomolekularpumpe mit einer zweistufigen Drehschieberpumpe als
Vorpumpe bis auf 10~"mbar evakuiert wird. Die Ionen, die von der Ionenoptik hier
hereingelenkt wurden und nun lediglich eine von ihrer Masse abhéngige Geschwindig-
keitskomponente senkrecht zum Molekularstrahl haben, werden nach dem Durchlau-
fen der Flugstrecke durch ein weiteres Hochspannungsfeld nachbeschleunigt (-6kV)
und treffen dann auf den Detektor. Dieser besteht aus zwei hintereinandergesetzten
Mikrokanalplatten (MCP, Micro chanel plate) in Chevron Anordnung. Wenn Ionen
auf die erste MCP treffen, werden aus der Oberfliche der Kanile Elektronen heraus-
geschlagen. Diese werden in Richtung der zweiten MCP durch das Spannungsgefille,
das iiber den beiden Platten anliegt beschleunigt. Indem jedes der Elektronen wie-
derum eine Vielzahl von Elektronen aus der Oberfliche der zweiten Mikrokanalplatte
herausschligt, wird der Elektronenstrom verstirkt. Jede MCP kann das Signal po-
tentiell um den Faktor 1000 verstirken. Danach werden die Elektronen auf die Anode
beschleunigt, wo das dort entstehende Spannungssignal von einem Vorverstirker 40

fach verstarkt und dann mit einem Digitaloszilloskop dargestellt wird.

Bei der Verwendung von Argon als Trigergas, hat das Massenspektrometer eine

Massenauflésung von: .
— = 335. 2.1
2At (2.1)
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Tabelle 2.1: Ausstattung der beiden Apparaturen, die zur Aufnahme der hier vor-
gestellten Spektren verwendet wurden.

Apparatur 1

Apparatur 2

Quellkammer
Vorpumpe Leybold, Trivac D40B Leybold, Trivac D65B
40m?/h 65m>/h
Oldiffusionspumpe Edwards, Diffstark160/700C Balzers, Dif 250
760 1/s 1800 1/s
Baffel in Diffpumpe integriert BFA 250 MF
Schieberventil VAT (Handantrieb) -
Pulsdiise General Valve, Iota One General Valve, Iota One
300 oder 500um 500pm
Skimmer Beamdynamics, 3mm Beamdynamics, 2mm
Ionisationskammer
Vorpumpe Leybold, Trivac D65B Alcatel, 2033C1
65m?3 /h 30m?/h
Turbopumpe Leybold, Turbovac 151 Leybold, Turbovac 151
145 1/s 1451/s
Schieberventil VAT (Handantrieb) -
Frequenzwandler Leybold Leybold
Turbotronik N'T20 Turbotronik N'T20
TOF BME BME
Vorpumpe Vacuubrand, RZ5 Edwards, E2Mb5
5m? /h 5.6m?/h
Turbopumpe Leybold, Turbovac CSV Leybold, Turbovac 151C
145 1/s 1451/s
Schieberventil VAT (pneumatischer Antrieb) VAT (Handantrieb)
Frequenzwandler Leybold Leybold
Turbotronik NT150/360 Turbotronik NT151/361
Detektor Topag, MCP 24-10E Topag, MCP 24-10E

Bei der UV-UV Doppelresonanzspektroskopie werden durch den leistungsstarken
Brennlaser viele Ionen erzeugt, die den Nachweis der Analyselaserionen stéren kon-
nen. Zum einen kann der Detektor iiberlastet werden, zum anderen kann das Feld
der Ionenoptik durch Raumladungseffekte vieler lonen so stark gestort werden, dass

nachfolgende Ionen nicht optimal auf den Detektor abgelenkt werden und somit ein
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Fortsetzung Tabelle 2.3.1:

‘ Apparatur 1

‘ Apparatur 2 ‘

Laser
Desorptionslaser Continuum, Minilite 1 Continuum, Minilite 1
Pumplaser Spectra Physics Spectra Physics
GCR 170-30 GCR 3
Dye-Laser LAS, LDL 205 LAS, LDL 205
(UV) (REMPI/Brennlaser) (REMPI/Analyselaser)
Pumplaser Spectra Physics, Indi-HG -
Dye-Laser Lambda Physik, FL 2003 -
(UV) Analyselaser
Pumplaser - Spectra Physics, Pro 230-10
Dye-Laser - Sirah, Pricisin Scan-D
(IR) (Brennlaser)

Mischeinheit (IR)

Sirah, Tandem-V

Sonstiges

Delay/
Puls-Generatoren

Stanford Research
DG535

Stanford Research
DG535

Eigenbau (K. Kelbert)
25ns Einheiten

Eigenbau (K. Kelbert)
50ns Einheiten

Eigenbau (K. Kelbert)
100ns Einheiten (20Hz)

Eigenbau (K. Kelbert)
100ns Einheiten

Hochspannungsschalter

Behlke, GHTS60

Digitaloszilloskop

Tektroniks

TDS 520, 500MHz

Tektroniks

TDS 520, 500MHz




38 KAPITEL 2. EXPERIMENT

verfilschender Einbruch des Analyselasersignals erzeugt wird. Aufgrund dessen wird
die Repellerplatte fiir die Dauer des Brennlaserpulses durch einen Hochspannungs-
schalter (Behlke GHTS60) auf ein negatives Potential von -250V gesetzt. So werden
die Ionen des Brennlaserpulses aus der Ionenoptik herausgelenkt und gelangen nicht
auf den Detektor.

2.3.2 Die Lasersysteme

Als UV-Laser werden fiir die REMPI- und Doppelresonanzexperimente frequenzver-
doppelte (SHG: second harmonic generation) Farbstofflaser verwendet, die mit den
zweiten Harmonischen (532nm) von Nd:YAG Lasern (Neodym dotiertes Yttrium-
aluminium-granat) gepumpt werden. Welche Pump- und Farbstofflaser jeweils kom-
biniert werden, ist Tabelle 2.3.1 zu entnehmen. Die SHG der Farbstofflaser fin-
det in Beta-Bariumborat-Kristallen (BBO) statt. Fiir den Bereich zwischen 34650-
36000cm ™! konnen die Farbstofflaser mit dem Farbstoff Rhodamin 6G in Methanol
(Standardkonzentration) betrieben werden, wihrend der Farbstoff Rhodamin B in
Methanol (Standardkonzentration) sich fiir den roteren Bereich eignet. Da Rhoda-
min B jedoch nur bis 34700cm~! verwendbar ist, der interessanteste spektrale Be-
reich der meisten untersuchten Peptide jedoch zwischen 34400 und 35000cm ! liegt,
wird gewoOhnlich eine Mischung aus Rhodamin 6G und Rhodamin B in Methanol
verwendet (Standardkonzentrationen im Verhéltnis 3/4 zu 1/4). Die Laserenergie
im UV wird fiir die Aufnahme der REMPI- und Doppelresonanzspektren von den

resultierenden 2-3 mJ auf etwa 0.5 mJ abgeschwécht.

Zur Erzeugung des IR-Lasers von 2800 bis 3600cm ™" wird ein Nd:YAG (532nm) ge-
pumpter Farbstofflaser im Bereich von 770nm bis 820nm mit 100 mJ der Fundamen-
talen des geseedeten Nd:YAG Lasers in einem Magnesiumoxid-dotierten MgO:LiNbO3-
Kristall gemischt. Die resultierende Differenzfrequenz liegt dann im bendtigten Wel-
lenldngenbereich.

Fiir die Differenzfrequenzmischung (DFG: difference frequency generation) stehen
zwei verschiedene Kristalle zur Verfiigung. Kristall 1 hat im Bereich zwischen 3450
und 3500cm ! eine Kristallwasserabsorption und liefert hier keine Leistung. Kristall
2 hat dagegen eine #hnliche Kristallwasserabsorption im Bereich von 3400-3450cm !,

liefert dafiir aber im Bereich der Absorption von Kristall 1 geniigend Leistung.
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Tabelle 2.2: Energien und Wellenléingen der Laser (alle ca. 10ns lang). Es werden
die Abkiirzungen AL fiir Analyselaser und BL fiir Brennlaser verwendet.

Laser Verwendung Wellenlinge Energie
[nm] [mJ /Puls]

Nd:YAG (Indi) Pumplaser fiir FL2003, AL1 532 200
Dyelaser (FL2003)  fiir UV, AL1 540-600 15
SHG (FL30) UV, AL1 270-300 1-2
Nd:YAG (GCR 170) Pumplaser fiir LAS, BL 1 532 300
Dyelaser (LAS) fiir UV, BL 1 540-600 20-30
SHG (LAS) UV,BL 1 270-300 2-4
Nd:YAG (GCR 3)  Pumplaser fir LAS, AL 2 532 500
Dyelaser (LAS) fiir UV, AL 2 270-300 20-30
SHG (LAS) UV, AL 2 270-300 2-4
Nd:YAG (Pro 230)  Pumplaser fiir Sirah, BL 2 532 400
Dyelaser (Sirah) fiir IR, BL 2 40-70 770-820
Mischeinheit IR, BL 2 2800-3600 1-3
Nd:YAG (Pro 230) IR, BL 2 1064 500

Fiir die Differenzfrequenzen im Bereich von 3250cm™~! bis 3600 cm~! (entspricht
770 bis 790nm) wird der Farbstofflaser mit einer Losung von 0.15g/1 Styryl 8 in Di-
methylsulfoxid (DMSO) verwendet. Das DMSO hat hierbei die Aufgabe, den Wel-
lenldngenbereich der Farbstoflosung im Verhéltnis zu einer methanolischen Losung
rot zu verschieben. Fiir die Differenzfrequenzen im Bereich von 2800 bis 3200cm !
(entspricht 793 bis 820nm) wurde eine Lésung von 0.15g/1 Styryl 9 in Methanol
verwendet. Der Bereich von 3200 bis 3250cm™! kann von den beiden Losungen nicht
abgedeckt werden, da die Energie des Farbstofflasers hier zu niedrig ist. Die Pul-
senergie der Differenzfrequenz betrégt in den iibrigen Bereichen ca. 1-3 mJ. Die
Pulsenergien der Pump-, Farbstoff-, UV- und des IR-Lasers sind in Tabelle 2.3.2

aufgelistet.

2.3.3 Die zeitliche Steuerung

Da das Experiment gepulst mit einer Frequenz von 10Hz betrieben wird, ist es no-
tig, die Pulsdiiseno6ffnungszeit, alle Laserpulse, das Oszilloskop, den Abzugszeitpunkt
des TOF (Rampe) und den Zeitpunkt der Hochspannungsschaltung (Behlkeschal-

ter) exakt aufeinander abzustimmen. Alle Gerdte werden daher von Steuerpulsen
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Analyselaserpuls

Brennlaserpuls

L v wevw

| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
6.0x10” 8.0x10” 1.0x10° 1.2x10° 1.4x10° 1.6x10° 1.8x10° 2.0x10°
Zeit/s

Abbildung 2.8: Zeitliche Abfolge des Brenn- und Analyselaserpulses und der Hoch-
spannungsschaltung.

getriggert. Da die Laserpulse Léngen von etwa 10ns haben, miissen die Pulsgene-
ratoren eine Genauigkeit auf der Nanosekunden Zeitskala haben. Dafiir stehen im
Institut entwickelte Uhren (Klaus Kelbert), die in Einheiten von 25ns, 50ns oder
100ns verstellt werden konnen, zur Verfiigung. Des weiteren wurden kommerzielle
Pulsgeneratoren (Stanford Research) eingesetzt, die Schrittweiten von 5ps zulassen.
Die Triggerzeiten fiir ein UV-UV Doppelresonanzexperiment mit Trp-Gly an Appa-
ratur 1 (vergl. Tabelle 2.3.1) konnen Tabelle 2.3.3 entnommen werden. Tabelle 2.3.3
enthélt die Triggerzeiten eines IR-UV Doppelresonanzexperimentes mit Trp-Gly an
Apparatur 2 (vergl. Tabelle 2.3.1). Die Eigenbau-Uhr x100ns an Apparatur 1 lauft
auf 20Hz und hat einen Ausgang, der auch mit dieser Frequenz Triggersignale aus-
gibt. Das ist notwendig, da der Nd:YAG-Laser GCR 170-30, dessen Blitzlampen mit
diesem Ausgang getriggert werden, auf 20Hz optimiert ist und der Laser nur dann
zeitlich stabil lauft, wenn seine Blitzlampen mit 20Hz getriggert wird. Aus diesem
Grund muss die Eigenbau-Uhr x100ns auch als Mastertrigger verwendet werden. Die
drei iibrigen Ausgénge der Uhr (und der Ty Ausgang) geben mit 10Hz Triggersigna-

le aus. Des weiteren werden mit dieser Uhr die Blitzlampe und der Q-Switch des
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Desorptionslasers,die Pulsdiise und die Eigenbau-Uhr x25ns (Tg** — T¢") getriggert.
Von der Eigenbau-Uhr x25ns werden der Q-Switch des Nd:YAG-Lasers GCR170-30,
der kommerzielle Pulsgenerator, die Spannungsrampe und der Behlkeschalter getrig-
gert. Von dem Pulsgenerator werden sowohl die Blitzlampe, als auch der Q-Switch
des Nd:YAG-Lasers Indi getriggert. Alle Triggersignale sind T'TL-Signale. Das Trig-
gersignal der Spannungsrampe ist ein invertiertes T'TL-Signal. Es ist zu beachten,
dass die Tabellen 2.3.2 und 2.3.3 lediglich die Triggerzeiten enthalten, nicht aber die
Zeiten, zu denen die Aktionen (z.B. Laserpulse, Offnung der Pulsdiise etc.) passieren.
Abbildung 2.8 enthilt den zeitlichen Verlauf der mit einer Photodiode aufgezeichne-
ten Laserpulse zusammen mit dem zeitlichen Verlauf der Hochspannungsschaltung,
die mit Hilfe des Monitorausgangs des Behlkeschalters gemessen wurde. Dabei be-
tragt die zeitliche Differenz zwischen Brennlaser und der ansteigenden Flanke der

Hochspannung 237ns.

Tabelle 2.3: Steuerpulszeiten fiir ein UV-UV Doppelresonanzexperiment (Trp-Gly)
an Apparatur 1 ausgehend vom willkiirlich gewahlten Startzeitpunkt Tj.

Gerit Verzogerungszeit To-+[ms]
Pulsdiise 0.377000
Desorptionslaser Blitzlampe 1.812000
Desorptionslaser Q-Switch 1.967000
Brennlaser Blitzlampen (GCR 170-30) 2.063000
Analyselaser Blitzlampen (Indji) 2.042302
Oszilloskop 2.251198
Brennlaser Q-Switch (GCR 170-30) 2.250050
Analyselaser Q-Switch (Indi) 2.252302
Spannungsrampe TOF-MS 2.252425
Hochspannungsschalter (Behlke) 2.251391

Bei Apparatur 2 wird als Mastertrigger ein kommerzieller Pulsgenerator (Stanford
Research) verwendet, von dem das Oszilloskop, die Spannungsrampe und die Q-
Switches von Brenn- und Analyselaser getriggert werden. Von der Eigenbau-Uhr
x50ns werden die Blitzlampe des Desorptionslasers, die Pulsdiise und die Blitz-
lampen der Pumplaser von Brenn- und Analyselaser getriggert. Der Q-Switch des
Desorptionslasers wird von der Eigenbau-Uhr x100ns getriggert. Alle Triggerpulse
sind TTL-Pulse. Das TTL-Signal der Spannungsrampe ist invertiert.
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Tabelle 2.4: Steuerpulszeiten fiir ein IR-UV Doppelresonanzexperiment mit Trp-Gly
an Apparatur 2 ausgehend vom willkiirlich gewahlten Startzeitpunkt Tj.

Gerét Verzogerungszeit To+[ms]
Pulsdiise 0.416700
Desorptionslaser Blitzlampe 1.752950
Desorptionslaser Q-Switch 1.976100
Brennlaser Blitzlampen (GCR 230) 2.068850
Analyselaser Blitzlampen (GCR 3) 2.010050
Oszilloskop 2.254032
Brennlaser Q-Switch (GCR 230) 2.253556
Analyselaser Q-Switch (GCR 3) 2.253895
Spannungsrampe TOF-MS 2.250913
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Kapitel 3

Ab initio-Rechnungen

Die ab initio-Rechnungen, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, wurden mit
dem Programm Gaussian 98°7 ausgefiihrt. Hierzu standen der Parallelrechner vom
Typ SGI Origin 2000 (Silicon Graphics Inc, SGI) im Rechenzentrum der Heinrich
Heine Universitat Diisseldorf und die des Regionalen Rechenzentrums der Univer-
sitdt zu Kéln vom Typ SGI Origin 2000 und SUN Fire 15K (Sun Microsystems)
zur Verfiigung. Alle Konvergenzkriterien fiir die Geometrieoptimierungen entspra-
chen den defaultmifig im Gaussian 98 Programm eingestellten Kriterien (,tight®
s. Abschnitt 3.1.1). Die ab initio-Methode, die zur Berechnung der Strukturen der
in dieser Arbeit untersuchten Peptide hauptséchlich verwendet wurde, ist die Dich-
tefunktionaltheorie (DFT), die im folgenden Teil beschrieben wird. Dazu wurde
das B3LYP-Funktional und der Basissatz 6-31G(d,p) eingesetzt (s. Abschnitt 3.1).
Diese Methode stellt besonders bei grofseren Molekiilen einen guten Kompromifs
zwischen Rechenaufwand und Genauigkeit der Rechnungen dar. Einige der Struk-
turen von Gly-Trp wurden auf AM1 bzw. HF3-21G(d) Niveau voroptimiert. Um
die Schwingungsspektren der Molekiile zu berechnen wurde eine Normalkoordina-
tenanalyse durchgefiihrt. Alle Energien wurden um die Nullpunktenergie (ZPE, zero

point energy) korrigiert.

45
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3.1 Dichtefunktionaltheorie

Die grundlegende Idee bei der DFT ist, dass die Energie eines elektronischen Sy-
stems in Abh#ngigkeit von der Elektronendichte p beschrieben werden kann. Die
Elektronendichte ist wiederum eine Funktion des Raumes p(r) und die elektronische
Energie ist das Funktional E[p]. Hohenberg und Kohn®® brachten den Beweis dafiir,
dass es ein einziges Funktional gibt, dass die Grundzustandsenergie und alle anderen
elektronischen Eigenschaften des Grundzustandes eines Molekiils beschreibt. Um es
mit den Worten E.B. Wilson®® zu sagen:

“Wenn man die genaue Elektronendichte kennen wiirde, wiirden die Spitzen der
Elektronendichte an den Stellen sein, an denen die Atomkerne sind. Der Gradi-
ent der Elektronendichte wiirde die Ladung des Kernes verraten. Somit wiirde der
Hamiltonoperator bekannt sein, weil er bekannt ist, sobald die Positionen und die
Ladungen der Kerne gegeben sind. Also sind im Prinzip die Wellenfunktion und die
Energie bekannt und so ist alles bekannt.”

Allerdings ist es nicht trivial, an ein alles beschreibendes Funktional zu kommen.
Von Kohn und Sham® wurde gezeigt, dass die exakte Energie des elektronischen

Grundzustands E von einem closed shell n-Elektronen System

E[p] e z 1f¢ Tl v2¢z(7‘1)d7'1 Z[ 1f47rZEIOeT11 Tl d'rl
(3.1)

f p(r1)p(ra)e” dT‘ldT’g + EXC[p]

Ameprio

ist, mit den Einelektronenraumorbitalen v;(: = 1,2, ...n) (Kohn-Sham Orbitale (KS
Orbitale)). Die exakte Grundzustandselektronendichte p an einem bestimmten Ort

r ist die Summe iiber alle besetzten Kohn-Sham Orbitale

= Z () (3.2)

und ist bekannt, sobald diese berechnet wurden. Der erste Term von Gleichung 3.1
reprisentiert die kinetische Energie der Elektronen; der zweite die Anziehung zwi-
schen Kernen und Elektronen mit der Summe iiber alle N Kerne mit den Indizes
und der Kernladungszahl Z;; der dritte Term représentiert die Coulombwechselwir-
kung zwischen der Gesamtladungsverteilung (summiert iiber alle Orbitale) an den

Stellen r; und ry; der letzte Teil der Gleichung ist die Austausch-Korrelationsenergie
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des Systems, die alle nicht-klassischen Wechselwirkungen zwischen Elektronen be-
riicksichtigt. Ex¢ ist derjenige der vier Terme der Gleichung, von dem nicht exakt
bekannt ist, wie man ihn erhilt. Durch das Hohenberg-Kohn Theorem ist jedoch
gegeben, dass F und damit auch Exc Funktionale der Dichte sind. E'x¢ wird durch
Néaherungsfunktionale reprisentiert.

Wendet man das Variationsprinzip Gleichung 3.1 mit der durch Gleichung 3.2 ge-
gebenen Elektronendichte an, so erhilt man die Kohn-Sham Gleichungen fiir die

Einelektronenorbitale:®!

471'807"]1 47T807'12

{__ _Z Ze? /,0(7’2) dry +VXC(T1)}¢Z.(7«1):52¢,-(7«1) (3.3)

mit den KS-Orbitalenergien ¢; und dem Austausch-Korrelations-Potential Vx, dass

die Ableitung der Austausch-Korrelations-Energie nach der Dichte p ist:

5EXC[P]

Vxclp] = 5p

(3.4)

Die KS-Orbitale werden durch das Losen von Gleichung 3.3 erhalten und durch
Einsetzen in Gleichung 3.2 kann die Elektronendichte p berechnet werden. Die KS-
Gleichungen (3.3) werden nach der SCF-Methode (self consistent field) geldst. Das
bedeutet, dass die Elektronendichte p zunichst geschitzt wird, indem fiir die KS-
Orbitale ein Basissatz eingesetzt wird. Vxc wird mit Hilfe einer gendherten Form
der Korrelationsaustauschenergie Ex¢, die wihrend der Iteration gleich bleibt, be-
rechnet. Nun wird der erste Satz der KS-Orbitale durch Losen der Kohn-Sham Glei-
chungen berechnet und die neue, auerdem nun verbesserte, Elektronendichte. Dieser
Prozess wird so lange wiederholt, bis die Orbitale bis zu einem gesetzten Limit kon-
vergiert sind. Dann wird mit Gleichung 3.1 die elektronische Energie £ berechnet.
Der grofite Fehler in der Dichtefunktionaltheorie wird dadurch hervorgerufen, dass
das Ex¢ Funktional lediglich angendherter Natur ist. Es wurden verschiedene We-
ge entwickelt um an eine gendherte Form des Austausch-Korrelationsfunktionals zu
kommen. Zunichst kann man es als Summe aus Austauschfunktional Fx und Kor-

relationsfunktional E¢ schreiben:

Exclp]l = Ex[p] + Ec|[p] (3.5)
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Sowohl das Austauschfunktional Ex, als auch das Korrelationsfunktional F¢ sind
Funktionale der Elektronendichte p. Beide Komponenten kénnen durch zwei ver-
schiedene Typen von Funktionalen ausgedriickt werden, zum einen durch lokale
Funktionale, die nur von der Elektronendichte p abhingen, oder durch gradienten-
korrigierte Funktionale, die von der Elektronendichte p und deren Gradienten Vp

abhéngen.

Die einfachste Form des Austauschfunktionals kommt aus der Lokaldichtendherung
(LDA, local density approximation), die urspriinglich entwickelt wurde, um ein ho-
mogenes Elektronengas mit konstanter Dichte zu beschreiben. Darin bewegen sich
unendlich viele Elektronen in einem unendlich grofsen Raum mit gleichméfig ver-

teilten positiven Ladungen um die Elektroneutralitit zu wahren:

1
3(3)\?3 4
ELDA —__“ = / 3 )

Becke formulierte ein gradientenkorrigiertes Austauschfunktional basierend, auf dem
LDA-Austauschfunktional.%? Dieses wird heute hiufig genutzt und ist die Grundlage
des noch haufiger genutzten 3-Parameterfunktionals von Becke (B3LYP):

E)E(?eckeBS — E)L(DA + AE§88 (37)

psa?
EBeckeSS — EX o / dT‘, 3.8
X oA (1 + 6ysinh™* :L") (3:8)

~4/3|Vp|. v ist ein Parameter, der so gewihlt wurde, dass die Austau-

mit x = p
schenergien der Edelgasatome damit prizise angeglichen wurde. Der Wert betrigt
0,0042 Hartree und mit diesem Wert werden auch Molekiile verniinftig beschrieben.
Das Becke-Funktional behebt viele der Unzulénglichkeiten des LDA-Funktionals und
es war im Prinzip der Grund dafiir, dass die DFT schlieflich als eine wertvolle ab

1mitio Methode akzeptiert wurde.

Analog zu den Austauschfunktionalen gibt es bei den Korrelationsfunktionalen auch

lokale und gradientenkorrigierte Funktionale. Das wohl bekannteste gradientenkor-
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rigierte Funktional ist das von Lee, Yang und Parr formulierte Funktional:5?

Ec=-af ”_% dr
2 8 2 51+dp 7 11 .2 2 (3.9)
—ab [wp [CFP3 + VP (55— 635) — 507 [Vl ] dr

mit
. —1/3
e -1/3
= Trart (3.10)
dp—1/3
_ . 1/3
0=cp / m (3.11)

und den Konstanten a, b, ¢ und d, die von der Anpassung des Funktionals an die

Heliumatomenergie stammen.%*

Wenn das Lee-Yang-Parr Korrelationsfunktional mit dem Becke Austauschfunk-
tional zusammen in Gleichung 3.5 eingesetzt werden, so wird dieses das B-LYP-
Funktional genannt. Dieses Funktional ist unter anderem in das Gaussian98 Pro-

grammpaket integriert.

Das B3LYP-Hybridfunktional

Hybridfunktionale sind Funktionale, in denen die nicht lokale Hartree-Fock Austau-
schenergie E¥F mit DFT-Austausch- bzw. Korrelationstermen empirisch gemischt

wird.

E?(ygrid = CHFEg_(IF + CDFTE)D(gT (312)

wobei die ¢’s optimierte Parameter sind. In dieser Arbeit wurde fiir alle dargestell-
ten DFT-Rechnungen das 3-Parameterfunkional (B3LYP) nach Becke verwendet.
In diesem Funktional wird die Hartree-Fock-Austauschenergie EX" mit dem Korre-

lationsfunktional E(%YP und Beckes Korrekturterm fiir das LDA-Funktional AE§88

sowie einem weiteren lokalen Korrelationsfunktional von Vosko, Wilk und Nusair®®

EZWN gemischt:

E)B(%LYP — E)L(DA + ¢ (E)}gF o E)L(DA) + CXAE)B(SS + E(‘Z'/WN + co (E(LjYP - EXWN)

(3.13)
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Der Parameter cy erlaubt es, jede Mischung von Hartree-Fock Austauschenergie
und lokalen LDA-Austauschfunktionalen zu benutzen. Zusétzlich ist die Gradien-
tenkorrektur von Becke, skaliert mit dem Parameter cy, zu dem lokalen LDA-
Austauschfunktional enthalten. Analog wird der Korrelationsterm aufgebaut. Zu-
nichst wird das lokale VWN-Korrelationsfunktional benutzt, das mit der LYP-

Korrelationskorrektur berichtigt wird.

3.1.1 Geometrieoptimierung

Die bisher vorgestellten Berechnungen der elektronischen Gesamtenergie E eines
Molekiils wird fiir eine feste Geometrie durchgefiihrt. Um zuverléssige Schwingungs-
analysen durchfiihren zu kénnen, muf die Struktur mit einer Energie, die ein lokales
Minimum darstellt, ermittelt werden. Dies bedeutet, dass eine Geometrieoptimie-
rung durchgefiihrt werden muss, nach der der Energiegradient entlang aller inneren
Kernkoordinaten (fast) gleich Null wird. Die Geometrieoptimierung erfolgt mit Hil-
fe von Gradientenverfahren (,Berny“ Optimierung®®), bei denen die Hesse-Matrix
ermittelt werden mufs, welche die zweiten Ableitungen der Energie nach den Ortsko-
ordinaten, also die Kraftkonstanten, enthilt. Da eine vollstindige Bestimmung der
Kraftkonstanten durch zweifache analytische Ableitung der SCF-Energien sehr zeit-
aufwendig ist, werden die Elemente der Hesse-Matrix zundchst aus den Ergebnissen
von Kraftfeldrechnungen abgeschitzt. Die Optimierung der Geometrie wird been-
det, wenn die Konvergenzbedingungen erfiillt sind. In Bezug auf den Gradienten der
Energie bedeutet dies, dass der Mittelwert aller Gradienten kleiner als 1,5-10~° Har-
tree/Bohr und der maximale Energiegradient kleiner als 1-10~® Hartree/Bohr ist.
Basierend auf der optimierten Geometrie kann eine Normalkoordinatenanalyse durch-
gefithrt werden (s. 3.1.2).

3.1.2 Normalkoordinatenanalyse

Um die Schwingungsspektren N-atomiger Molekiile interpretieren zu kénnen, wer-
den NormalkoordinatenanalysenS” durchgefiihrt. Bei diesen Analysen wird eine klas-

sisch mechanische Behandlung eines Systems aus Massenpunkten durchgefiihrt, bei
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denen eine Separation der Schwingungsbewegung von der Translation und der Ro-
tation durchgefiihrt wird, so dass Zentrifugaldehnung und Coriolis-Kopplung nicht
beriicksichtigt werden. Weiterhin wird eine harmonische Nidherung der potentiellen
Energie angesetzt, d. h. fiir Schwingungen mit stark anharmonischem Potentialen

werden keine zuverldssigen Schwingungsfrequenzen berechnet.

Betrachtet man ein System aus N-Teilchen, das durch 3N kartesische Koordinaten x;
beschrieben werden kann, dann wird die potentielle Energie entlang jeder Koordinate

x; in einer Taylor-Reihe um die Gleichgewichtslage entwickelt. Es gilt:%870

2
Viw) =Vo+ X, (&) i+ 5y (255, ww+

1 (3.14)
+§ Zi,j,k dx;dz;dry, LiZjTk Tt

Der erste Term in Gleichung 3.13 ist konstant und wird (im Sp-Zustand) gleich Null
gesetzt. Der zweite Term ist ebenfalls Null, da die Reihe um ein Minimum entwickelt
wurde. Der dritte Term ist der harmonische Beitrag und alle hoheren Terme wer-
den vernachlissigt, da keine anharmonischen Effekte beriicksichtigt werden. Fiir die

potentielle Energie folgt somit:

%]

1 d*v 1
Vie) =32 (m ) Tl = g Z it (3.15)

mit den Kraftkonstanten:

d’v
ki = 1
7 (diﬁz diL'j ) 0 (3 6)

Die Kenntnis von 3N kartesischen Kraftkonstanten k; ; fiihrt dazu, dass die Bewe-
gung eines N-atomigen Molekiils, mit Hilfe des zweiten Newtonschen Gesetzes durch
ein einfaches System gekoppelter linearer Differentialgleichungen dargestellt werden

kann:
3N

m; ()" + Y kijz; = Omiti = 1...3n (3.17)

j=1
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Mit dem Ansatz z; = A;sin (wit) = (2;)" = —w?x; folgt:

3N

j=1

Fiihrt man nun massengewichtete kartesische Koordinaten ¢; = x;,/m; ein, dann
wird das verallgemeinerte Eigenwertproblem (F' —wM)z = 0 in das spezielle Ei-

genwertproblem (F”* — w) ¢ = 0 iiberfiihrt, wobei fiir die Kraftkonstanten gilt: &} ; =

ki,j
(o

Durch Diagonalisierung der F*-Matrix werden die Quadrate der Kreisfrequenzen
w?
2m
Da 3N Koordinaten fiir die Schwingungsanalyse verwendet wurden, aber nur 3N-6

w? und somit iiber v; = direkt die Normalschwingungsfrequenzen v; erhalten.
Schwingungen ( fiir nicht lineare Molekiile) auftreten kénnen, werden sechs Eigen-
werte erhalten, die gleich Null sind und den Translations- und Rotationsbewegungen

zuzuordnen sind.



Kapitel 4

Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der IR-UV- und UV-UV Doppelresonanz-
untersuchungen an Trp enthaltenden Di- und Tripeptide vorgestellt. Diese und dhn-
liche Methoden sind in den letzten Jahren angewendet worden, um die verschiede-
nen Konformere von den isolierten Aminoséuren Trp,”'~"* Phe,” " Tyr™ und deren

7881 und geschiitzten Peptiden®? zu unter-

Wassercluster,”” geschiitzte Aminosiuren
suchen.
Die ersten UV-spektroskopischen Arbeiten mit Molekularstrahlen an Trp,”>™ Trp

26,28 83-85 wurden von der Ar-

enthaltenden Di- und Tripeptiden sowie Trp-Derivaten
beitsgruppe Levy bereits in den spdten 80ziger Jahren durchgefiihrt. Sie enthal-
ten Untersuchungen mit REMPI-, laserinduzierter Fluoreszenz- (LIF) sowie disper-
gierter Floureszenzspektroskopie (DF). Mit Hilfe der Séttigungstechnik und DF-
Spektroskopie wurden zwei verschiedene Konformere von Gly-Trp im Molekular-
strahl gefunden. Die Spektren von Trp-Gly und Trp-Gly-Gly zeigten jeweils im
niederenergetischen Teil des Spektrums ein Konformer mit gut aufgelosten schma-
len Banden und im hoherenergetischen Teil des Spektrums breite Absorptionen, die
nicht aufgelost werden konnten. Letztere wurden iibereinanderliegenden Urspriingen
weiterer Konformere zugeschrieben. Im allgemeinen wurde gefunden, dass die Spek-
tren von tryptophanenthaltende Peptide mit einem N-terminalen Trp (z.B. Trp-Gly,
Trp-Gly-Gly, Trp-Phe) um etwa 300 cm™' rot zum Trp-Spektrum verschoben sind.
Peptide mit Trp als C-terminale Aminosédure (z.B. Gly-Trp, Gly-Gly-Trp, Phe-Trp)

sind hingegen nur um knapp 100 cm ™! rotverschoben.

93
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Erst kiirzlich verdffentlichte die Arbeitsgruppe Simons UV-UV- und IR-UV Dop-
pelresonanzarbeiten an Trp”® und dessen Wasserclustern”” (Trp-W). Hierin wurde
der Befund von Levy und Mitarbeitern,”! dass es 6 Konformere von Trp im Mole-
kularstrahl gibt, bestétigt. Von Trp-W,, (n=1,2) wurden jeweils nur 2 verschiedene
Konformere gefunden.

Zwier und Mitarbeiter veroffentlichten vor Kurzem Arbeiten an N-Acetyltryptophanamid
(NATA) und N-Acetyltryptophanmethylamid (NATMA) 3%8! worin zwei Grundzu-
standkonformere von NATA und drei von NATMA im Molekularstrahl gefunden
wurden. Eines der Konformere von NATA und zwei von NATMA haben eine ge-
streckte Peptidriickgratstruktur, wihrend das zweite Konformer von NATA und das
dritte von NATMA jeweils durch eine NH...O=C Wasserstoftbriicke stabilisiert wer-
den. Bislang sind noch keine Infrarotspektren von ungeschiitzten Dipeptiden in der
Gasphase bzw. Doppelresonanzspektren verdffentlicht worden. Zunéchst werden nun
die UV-UV- und IR-UV Doppelresonanzuntersuchungen an Trp-Gly und Gly-Trp,
gefolgt von denen an Trp-Gly-Gly, vorgellt. Anschliefend werden die UV-UV Dop-
pelresonanzuntersuchungen an anderen Dipeptiden (Pro-Trp, Trp-Ser) und Trp-OEt
und zuletzt das REMPI-Spektrum von Gly-Trp-Gly diskutiert.

4.1 Trp-Gly und Gly-Trp

4.1.1 UV-UV Doppelresonanzspektroskopie an Trp-Gly

Die REMPI- und UV-UV Doppelresonanzspektren von Trp-Gly sind in Abbildung
4.1 zu sehen. Die Spektren zeigen, dass es mindestens zwei verschiedene Konfor-
mere im Molekularstrahl gibt, die im untersuchten Frequenzbereich von 34450 bis
35100cm ™! absorbieren. Fiir die Aufnahme des Doppelresonanzspektrum von Kon-
former a wurde der Analyselaser auf die Absorptionsbande bei 34522cm™!, die im
REMPI-Spektrum (erste Spur in Abbildung 4.1) mit e markiert ist, abgestimmt.
Bei der Aufnahme des Doppelresonanzspektrums von Konformer b wurde der Ana-
lyselaser auf die Bande bei 34750cm~! die mit b markiert ist, abgestimmt. Die
beiden Absorptionslinien im REMPI-Spektrum, die mit ¢ und d markiert sind bei
34856 bzw. 34940cm !, konnten mit UV-UV Doppelresonanzspektroskopie zwei wei-
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Abbildung 4.1: REMPI-Spektrum von Trp-Gly (erste Spur), was auf der Muttermasse von 261 Dalton aufgenommen wurde.
Die Spuren (a) und (b) sind die UV-UV Doppelresonanzspektren, bei denen der Analyselaser auf die Banden abgestimmt
wurde, die im REMPI-Spektrum mit a bzw. b bei 34613 bzw. 34761 cm ! markiert sind. ¢ und d sind Banden, die zu zwei
weiteren Konformeren gehoren. Aufgrund zu geringer Intensitét sind deren Lochbrennspektren hier nicht dargestellt.

4
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teren Konformeren zugeordnet werden. Thre Lochbrennspektren werden hier nicht

Tabelle 4.1: Frequenzen der harmonischen Schwingungsprogressionen im UV-UV
Doppelresonanzspektrum von Konformer a von Trp-Gly

Absorptions- relative Absténde | Zuordnung

bande (cm™') | Frequenz (cm™') | (cm™!)
34489.3 0.0 0
34500.9 11.6 o
34510.7 21.4 B
34522.3 33.0 11.6 B+a
34533.8 44.5 11.5 B+2a
34545.3 56.0 11.5 B+3a
34532.1 2-21.4 2-3
34543.7 54.4 11.6 2-f+a
34555.4 66.1 11.7 2-f42c
34566.9 77.6 11.5 2-f+3a
34578.4 89.1 11.5 2-f+4a
34553.4 3-21.4 3-8
34565.2 75.9 11.8 3-8+
34576.7 87.4 11.5 3-8+2a
34588.1 98.8 11.4 3-8+3c
34599.8 110.5 11.7 3-B+4a
34611.6 122.3 11.8 3-f+5a
34574.6 4-21.4 4-
34586.4 97.1 11.8 4-B+a
34598.2 108.9 11.8 4-B+2«
34609.8 120.5 11.6 4-B+3c
34621.5 132.2 11.7 4-B+4c
34607.6 118.3 vy
34619.2 129.9 11.6 Yt
34631.1 141.8 11.9 Y2«

gezeigt, da diese nur schwache Intensitidten aufweisen. Das REMPI-Spektrum wurde
bis 35900cm ™! aufgenommen und auch in diesem Bereich wurden noch breite Ab-
sorptionen gefunden, die von weiteren Konformeren stammen kénnen. Es war jedoch
nicht moglich, Spektren mit scharfen Banden aufzunehmen, wenn der Analyselaser
auf Bereiche mit breiten Absorptionen abgestimmt wurde. Die erste Absorptionsban-
de bei 34490cm~! des Konformers, das im roten Bereich des Spektrums absorbiert
(a in Abbildung 4.1), ist um 233.9cm ! rot zu der ersten Absorptionsbande des

zweiten Konformers (b in Abbildung 4.1) verschoben. Das Spektrum von Konformer
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a ist deutlich intensiver als das Spektrum von Konformer b. Die auffallende Har-
monizitit des Spektrums von Konformer a wurde von der Arbeitsgruppe Levy?¢ als
eine lange, harmonische Schwingungsprogression mit 18 zugehorigen Banden ange-
sehen. Es war nicht klar, ob die erste Bande im Spektrum dem Ursprung zugeordnet
werden muss, oder ob sie ein héheres Mitglied der Schwingungsprogression ist und
der Ursprung, aufgrund mangelnder Franck-Condon Uberlaps der Grundzustand-
spotentialfiche und der Potentialfliche des elektronisch angeregten Zustands nicht
zu sehen ist. Beim ndheren Hinsehen fillt jedoch auf, dass einige der Banden der
angeblichen Schwingungsprogression in zwei oder mehr Banden gespalten sind. Au-
Rerdem ist der Abstand zwischen den ersten beiden Banden nicht derselbe, wie der
zwischen der zweiten und der dritten Bande (11.6 bzw. 9.8cm™"). SchlieRlich ist die
erste Bande ein wenig intensiver als die zweite. Aus diesen Griinden ordnen wir die
erste Bande dem elektronischen Ursprung des Molekiils zu und die zweite Bande
bei 11.6cm™! einer einzelnen Schwingungsbande. Es bauen sich jedoch harmonische
Schwingungsprogressionen mit Abstinden von 11.6cm ™! auf einer weiteren Schwin-
gungsbande bei 21.4 und deren Oberténen, n-21.4 (mit n=2,3,4; =42.8, 64.1 und
85.3cm~!) sowie auf der Schwingungsbande bei 118.3cm™!, auf. Die Frequenzen der
harmonischen Progressionen sind in Tabelle 4.1.1 zu sehen. Die Intensitdtsverteilung
unter den Mitgliedern jeder Progression entspricht einem typischen Franck-Condon
Muster.
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4.1.2 UV-UV Doppelresonanzspektroskopie an Gly-Trp

In Abbildung 4.2 sind das REMPI-Spektrum (erste Spur) und die UV-UV Dop-
pelresonanzspektren von Gly-Trp abgebildet. Die Lochbrennspektren zeigen, dass
zwei verschiedene Konformere von Gly-Trp im Molekularstrahl sind, die im unter-
suchten Spektralbereich von 34650cm ! bis 35800cm ! absorbieren. Beide Spektren
haben dhnliche Intensitdt. Die erste Absorptionsbande des ersten Konformers (a)

! rot zu der ersten Bande des zweiten Konformers (b) verschoben.

26,43, 44

ist um 190cm™

Wie die vibronischen Spektren der meisten Peptide weisen auch die Spektren

von beiden Konformeren von Gly-Trp harmonische Schwingungsprogressionen auf.

In den Spektren von Konformer a und b sind Progression mit Abstéinden von 38cm ™1

! zu sehen. Die Beobachtung von zwei verschiedenen Konformeren von

bzw. 24cm™
Gly-Trp stimmt mit der von Levy und Mitarbeitern iiberein, die sie mit Hilfe der

Sattigungstechnik gemacht haben.2¢
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Abbildung 4.2: REMPI-Spektrum (erste Spur) von Gly-Trp, was auf der Muttermasse von 261 Dalton aufgenommen wurde.
Die Spuren (a) und (b) sind die UV-UV Doppelresonanzspektren, bei denen der Analyselaser auf die Banden abgestimmt
wurde, die im REMPI-Spektrum mit a bzw. b bei 34715.4 bzw. 34900.5 cm ! markiert sind.
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4.1.3 IR-UV Doppelresonanzspektroskopie an Trp-Gly und
Gly-Trp

Vorab: Eingrenzung der moglichen Strukturen

Selbst fiir so kleine und simple Peptide, wie Trp-Gly und Gly-Trp gibt es aufgrund
der vielen frei drehbaren Bindungen eine grofe Zahl von Konformeren.

Die Peptidbindung (O=C-NH) hat jedoch Doppelbindungscharakter und ist planar.
In Peptiden, wie sie in der Natur vorkommen, ist der Diederwinkel der Peptidbin-
dung 180°, d.h. dass die NH-Bindung und die C=0O-Bindung in entgegengesetzte
Richtungen zeigen. Gerhards et al.”® konnten mit Hilfe von ab initio Rechnungen
zeigen, dass Konformere, in denen der Diederwinkel der Peptidbindung bei 0° liegt,
eine um etwa 2000cm ! hohere Energie haben als Konformere, bei denen der Dieder-
winkel 180° ist. Daher wird bei der Interpretation der Grundzustandsspektren der
Peptide im folgenden Teil dieser Arbeit angenommen, dass alle Peptidbindungen
einen Diederwinkel von 180° haben.

Einige theoretisch denkbare Konformationen der Peptide konnen mit Hilfe von che-
mischer Intuition ausgeschlossen werden. Zum Beispiel ist es sehr unwahrscheinlich,
dass in einem Konformer zwei Atome mit partiellen negativen Ladungen, wie zum
Beispiel zwei Sauerstoffatome in C=0 Bindungen, nahe beieinander sind.

Auf der anderen Seite ist zu erwarten, dass Konformere mit Wasserstoffbriicken sehr
stabil sind.

Wenn man diese drei Punkte im Hinterkopf behélt, gibt es etwa 10 prinzipielle An-
ordnungen des Riickgrates fiir Trp-Gly und Gly-Trp, die in Abbildung 4.3 dargestellt
sind. Jede dieser Strukturen, auer den Strukturen 5 und 10 in Abbildung 4.3 kann
mit vielen unterschiedlichen Konfigurationen der Tryptophanseitenkette kombiniert
werden. Das Riickgrat von Trp-Gly und Gly-Trp ist zu kurz, um Wasserstoftbriicken-
bindungen mit der NH-Gruppe des Indolrings auszubilden, und so kénnen nur relativ
schwache Wechselwirkungen mit dem aromatischen Ringsystem ausgebildet werden,
wie in den Strukturen 5 und 10 in Abbildung 4.3 dargestellt.

Fiir die Strukturen 6 und 7 in Abbildung 4.3 von Gly-Trp wurde je ein Satz von
10 bzw. 9 ab initio-Rechnungen auf DFT B3LYP 6-31G(d,p) Niveau gemacht. Da-

mit sollte die energetisch niedrigste Anordnung der Tryptophanseitenkette fiir diese
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Trp-Gly und Gly-Trp
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Abbildung 4.3: Mégliche Konformationen des Peptidriickgrates der beiden Dipeptide
Trp-Gly (Ri=H, Ry=CHj-Indol) und Gly-Trp (R;j=CHs-Indol,R,=H). 7 symboli-

siert das m-Elektronensystem von R; oder Rs.
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Anordnungen des Peptidriickgrates gefunden werden. Ferner sollten die Effekte, die
die unterschiedlichen Anordnungen der Tryptophanseitenkette auf die berechneten
Spektren haben, bestimmt werden. Dabei wurde wie folgt vorgegangen: Die COOH-
Gruppe von Gly-Trp wurde in syn-Konformation fixiert. Die drei Diederwinkel der
Bindungen IndCH,—CHR/(NH2), IndCH,CHR—NH, und IndCH,CH(NH;)—R wur-
den jeweils zu 60°, 180° und 300° (gestaffelte Anordnungen) angenommen. Der Die-
derwinkel der Bindung, die den Indolring mit dem Rest des Molekiils verbindet, war
entweder 90° oder -90°, da aus Berechnungen an Trp”® und NATMA® bekannt ist,
dass die energetisch giinstigsten Strukturen diese Indolringanordnung haben. Die
resultierenden 33 - 2 = 54 Konformere wurden sowohl auf HF 3-21G(d), als auch
AM1 Niveau vollstiandig geometrieoptimiert. 39 der 54 HF optimierten Konformere
hatten unterschiedliche Strukturen und Energien. Davon wurden alle, deren relati-
ve Energie (bezogen auf die Energie des stabilsten Konformers in dem Satz aus 54
HF optimierten Strukturen) unter 1500cm™! lag (13 Konformere), auf DFT B3LYP
6-31G(d,p) Niveau neu optimiert und mit Normalkoordinatenanalyse die Frequen-
zen berechnet. Ebenso wurde mit den Konformeren, die auf AM1 Niveau optimiert
wurden vorgegangen. Hier gab es nach der Optimierung 26 Konformere mit unter-
schiedlichen Strukturen und Energien. Davon wurden die 16 mit den niedrigsten
Energien auf DFT B3LYP 6-31G(d,p) Niveau neu optimiert. 19 der 46 Strukturen

hatten unterschiedliche Energien und Strukturen.

10 der 19 resultierenden Konformere haben davon eine Konformer 6 in Abbildung 4.3
dhnliche Struktur. Abbildung 4.4 zeigt die optimierten Strukturen dieser 10 Konfor-
mere. Die Struktur mit der niedrigsten Energie (429cm™") ist in Abbildung 4.13 als
Konformer C wiederzufinden. Abbildung 4.5 zeigt die iibereinandergelegten, berech-
neten Spektren im Bereich der NH- und OH-Streckschwingungen. Die Frequenzen
der indolischen NH-Streckschwingung von diesen 10 berechneten Strukturen liegen
innerhalb von 5cm~!. Die Frequenzen der OH-Streckschwingung der Carboxylgrup-
pe und die NH-Streckschwingung der Peptidbindung liegen bei allen berechneten
Spektren innerhalb von 10cm™!.

Die restlichen 9 berechneten Strukturen sind dhnlich zu Konformer 7 in Abbildung
4.3. Die Strukturen werden in Abbildung 4.7 dargestellt, wihrend Abbildung 4.6 die
iibereinandergelegten, berechneten Spektren zeigt. Die Frequenzen der indolischen

NH-Streckschwingung von diesen 9 berechneten Strukturen liegen innerhalb von
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Abbildung 4.4: Strukturen der 10 berechneten (DFT B3LYP 6-31G(d,p)) Gly-Trp Konformere vom Typ 6 in Abbildung

4.3. Die Konformere sind nach relativen ZPE-korrigierten Energien geordnet, die jeweils in cm™
Bezugspunkt ist hierbei das Gly-Trp Konformer mit der niedrigsten Energie in Abbildung 4.13.
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NH(pept) NH(ind) OH
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3440 3460 3480 3500 3520 3540 3560 3580 3600

Abbildung 4.5: Berechnete (DFT B3LYP 6-31G(d,p)) Spektren der 10 Gly-Trp
Konformere mit Peptidriickgraten dhnlich Konformation 6 in Abbildung 4.3. Die
NH(ind) weichen maximal um 5 cm™" voneinander ab. Die Frequenzen der OH und
Peptid NH-Streckschwingung weichen maximal 10cm™~! voneinander ab.

NH(pept) NH(ind) OH

T T T T T T T T T T T T T 1
3440 3460 3480 3500 3520 3540 3560 3580 3600

Abbildung 4.6: Berechnete (DFT B3LYP 6-31G(d,p)) Spektren der 9 Gly-Trp Kon-
formere mit Peptidriickgraten dhnlich Konformation 7 in Abbildung 4.3. Die Fre-
quenzen der v(NH(ind)) weichen maximal um 5 cm™!, die der »(OH) um 10cm™!
und der Peptid v(NH) um maximal 16cm™" voneinander ab.
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Abbildung 4.7: Strukturen der 9 berechneten (DFT B3LYP 6-31G(d,p)) Gly-Trp Konformere vom Typ 7 in Abb. 4.3. Die
Konformere sind nach relativen, ZPE-korrigierten Energien geordnet, die in cm™' angegeben sind. Der Bezugspunkt ist das
Gly-Trp Konformer mit der niedrigsten Energie in Abbildung 4.13.
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5cm~!. Die Frequenzen der OH-Streckschwingung der Carboxylgruppe liegen bei
allen berechneten Spektren innerhalb von 10cm!. Die NH-Streckschwingung der
Peptidbindung liegt bei allen Konformeren dieser Art innerhalb von 16cm™".

Hier fillt auf, dass die Peptid v(NH) Schwingungen der "7er"Konformere etwas
weiter auseinander liegen als die der "6er"Konformere. Dies konnte daran liegen,
dass die (NH)-C-C=0(OH) bzw. (NH)-C-C-(OH)(=0) Einheit des Peptidriickgrates
bei den "6Ger"Konformeren immer planar ist, wihrend sie bei den "7er"Konformeren
unterschiedliche Winkel einnimmt.

Sowohl die symmetrischen, als auch die asymmetrischen NHy-Streckschwingungen

haben in allen der 19 berechneten Spektren eine Intensitdt von nahezu Null.

Diese Rechnungen zeigen, dass die Anordnung der Tryptophanseitenkette im Allge-
meinen keinen grofen Effekt auf die Frequenzen der NH- und der OH-Streckschwingungen
haben, es sei denn diese Gruppen haben eine explizite, Wechselwirkung mit dem aro-
matischen Ringsystem. Fiir die Zuordnung der experimentellen Spektren im unter-
suchten Frequenzbereich ist daher die Anordnung der Tryptophanseitenkette bei den
meisten Konformeren unwichtig. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass die Spezies,
die im Experiment beobachtet werden, Konformere mit niedrigen relativen Energien
sind und die Tryptophanseitenkette so angeordnet ist, wie in Struktur C in Abbil-
dung 4.13 oder mit einem um 180° herumgedrehten Indolring. Ausschlaggebend fiir
das Erscheinungsbild des Spektrums ist in den meisten Féllen nur die Konformati-
on des Riickgrates. Erwidhnenswert ist, dass es keine Struktur mit einer OH...NH,
Wasserstoffbriicke in Abbildung 4.3a gibt. Rechnungen zeigten jedoch, dass es auf
dem verwendeten Niveau der Theorie, keine Minimumstruktur mit solchen Wasser-
stoffbriicken gibt.

Die Strukturen 1 bis 5 in Abbildung 4.3 haben alle eine NH...NH,; Wasserstoff-
briickenbindung gemeinsam, wihrend es in den Strukturen 6 bis 10 eine NH,...0=C
Wechselwirkung gibt. Jede dieser beiden Anordnungen der NHy-Gruppe kann mit
fiinf unterschiedlichen Konfigurationen der Carboxylgruppe kombiniert werden. Die-
se kann entweder in syn-Konfiguration sein (Strukturen 1, 2, 6 und 7 in Abbildung
4.3) oder in einer Wasserstoffbriicke mit der Carbonylgruppe der Peptidbindung ge-
bunden sein (Strukturen 3 und 8). Als dritte Moglichkeit kann die OH-Gruppe in
eine schwache Wechselwirkung mit dem freien Elektronenpaar des Stickstoffatoms

der Peptidbindung (Strukturen 4 und 9) oder mit den 7-Elektronen des aromati-
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schen Indolrings (Strukturen 5 und 10) einbezogen sein.

Trp-Gly

Abbildung 4.8 zeigt das IR-UV-Spektrum von Trp-Gly. In der Abbildung ist lediglich
das Spektrum von Konformer a zu sehen, da von Konformer b nur eine sehr intensi-
titschwache Absorptionsbande bei 3519.5cm ™! gefunden wurde. Es ist moglich, dass
das Verhéltnis von Signal zu Rausch zu klein war, um weitere Absorptionsbanden

zu finden.

L untersucht. Zwischen

Fiir Konformer a wurde der Bereich von 2800 bis 3600cm ~
3200 und 3250cm~! war die Leistung des IR-Lasers allerdings zu schwach um hier
Spektren aufzunehmen. Im IR-Spektrum von Konformer a von Trp-Gly sind vier

1 st sehr

Absorptionsbanden zu sehen: Die niederfrequenteste Bande bei 3069cm™
schwach und kann einer C-H-Streckschwingung zugeordnet werden. Die anderen
drei Absorptionsbanden sind um etwa den Faktor 5 intensiver und erscheinen bei
3420cm !, 3519.5cm ! und 3588cm . Die Absorptionsbande bei 3519.5cm ! kann
sehr einfach der Streckschwingung der NH-Gruppe des Indolrings zugeordnet wer-
den. Im Indol selbst wurde diese Bande von Carney et al.® bei 3525cm ™! beobachtet.

1.7 je nach Konformer

In Tryptophan wurde die gleiche Schwingung von Snoek et a
zwischen 3521cm™! und 3524cm™! gemessen.

Die Bande bei 3588cm™! wird der OH-Streckschwingung der Carboxylgruppe in
syn-Konfiguration zugeordnet, die gewOhnlich bei &hnlichen Frequenzen beobach-
tet wird. Dies ist ebenfalls in guter Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von
Snoek und Mitarbeitern,” die diese Schwingung in Tryptophan je nach Konformer
zwischen 3576cm ™! und 3579cm~! beobachteten.

Die Absorptionsbande bei 3420.0cm ! wird der NH-Streckschwingung der Peptid-
bindung zugeordnet. Alle Rechnungen, die von den hier untersuchten Peptiden ge-
macht wurden, zeigten, dass die Intensitéten fiir die NHy-Streckschwingungen nahe-
zu Null sind. Da es lediglich eine Bande neben der indolischen NH- und der carboxyl-
OH-Streckschwingung im Spektrum von Trp-Gly gibt, wird daher davon ausgegan-
gen, dass diese Bande nicht von der NHy-Gruppe stammt.

Die freie Peptid-NH-Streckschwingung in NATMA wurde von Dian und Mitarbei-

tern® je nach Konformer bei 3466cm ! bzw. 3454cm ' gefunden. Die Absorptions-
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Abbildung 4.8: IR-UV Doppelresonanzspektrum von Konformer a von Trp-Gly. Zur Aufnahme dieses Spektrums wurde der
Analyselaser auf die Bande im REMPI-Spektrum bei 34613cm ! abgestimmt. Die Liicke im Spektrum zwischen 3200cm *
und 3250cm ! entsteht dadurch, dass der Farbstofflaser im entsprechenden Bereich nur sehr wenig Leistung emittiert, da
dieser Bereich in den Randbereichen von Styryl 8 und Styryl 9 liegt.

89

HSSINHHAOYHH ¥ THLIdVM



4.1. TRP-GLY UND GLY-TRP 69

bande von NATMA ist also relativ zu der Peptid-NH-Streckschwingung in Trp-Gly

1 zu héheren Frequenzen verschoben. Es ist danach sehr

um 46cm ! bzw. 34cm™
wahrscheinlich, dass die NH-Bindung in Trp-Gly in einer Wasserstoftbriickenbin-
dung gebunden ist. Vergleicht man mit den Spektren beider Gly-Trp Konformere
(hier erscheint die Peptid v(NH) bei 3337cm ! fiir Konformer a und bei 3395¢m~!
fiir Konformer b, vergl. Abbildung 4.11) so féllt auf, dass die Peptid v(NH) von
Trp-Gly keineswegs besonders stark zu niederen Frequenzen verschoben ist, sondern
lediglich mittelmafig.

In den Strukturen, die in Abbildung 4.3 vorgeschlagen werden, gibt es drei verschie-
dene Moglichkeiten, wie Elektronendichte von der NH-Bindung abgezogen werden
und damit ihre Schwingungsfrequenz zu niederen Frequenzen verschoben werden
kann: Die grofte Verschiebung wird dann erwartet, wenn die OH-Gruppe mit dem
freien Elektronenpaar des Stickstoffatoms in der Peptidbindung wechselwirkt, wie
das in den Strukturen 4 und 9 in Abbildung 4.3 der Fall ist, oder wenn sich eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Peptid-NH-Gruppe und der NHy-Gruppe
ausbildet (NH...NH,), wie in den Strukturen 1 bis 5 in Abbildung 4.3. Eine kleinere,
aber dennoch sichtbare Rotverschiebung ist zu erwarten, wenn die C=0O-Gruppe an
einer starken Wasserstoftbriicke beteiligt ist, so dass Elektronendichte zum Sauer-
stoffatom der C=0O-Gruppe hin und von der NH-Bindung weggezogen wird. Diese
Effekte werden sich addieren, wenn sie gleichzeitig auftreten.

Fiir die Strukturen 3 und 8 in Abbildung 4.3 wird eine starke Rotverschiebung
der v(OH) erwartet, wiahrend fiir die Strukturen 4, 5, 9 und 10 eine kleinere aber
dennoch sichtbare Rotverschiebung zu erwarten ist. Das liegt daran, dass die OH-
Gruppe in den Strukturen 3 und 8 in einer starken Wasserstoftbriicke gebunden ist,
wahrend sie in den Strukturen 4, 5, 9 und 10 nur durch eine wesentlich schwichere
Wechselwirkung beeinflufit wird. Im experimentellen Spektrum von Trp-Gly ist die
OH-Streckschwingung iiberhaupt nicht verschoben. Aus diesem Grund koénnen alle
6 Strukturen (3, 4, 5, 8, 9, und 10) ausgeschlossen werden.

Man wiirde erwarten, dass die Peptid-NH-Streckschwingung in den Strukturen 6
und 7 in Abbildung 4.3 im wesentlichen unbeeinflufst wire und bei einer Frequenz
wie die Peptid-NH-Bindung in NATMA absorbieren wiirde. Fiir die Strukturen 1
und 2 dagegen wiirde man eine solche Rotverschiebung, wie sie beobachtet wird,
erwarten, da die Peptid-NH-Gruppe hier in eine Wasserstoftbriicke mit der NHs-
Gruppe involviert ist. Daher kann die prinzipielle Anordnung des Peptidriickgrates

von Konformer ¢ im Molekularstrahl nur eine der beiden Strukturen 1 und 2 in
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Abbildung 4.3 sein.

Diese Uberlegungen werden auch von den Rechnungen, die von Trp-Gly durchge-
fiihrt wurden, unterstiitzt. In Abbildung 4.9 ist das experimentelle Spektrum von
Trp-Gly im Vergleich zu den berechneten Spektren, die nach relativen Energien ge-
ordnet sind, dargestellt. Die entsprechenden Strukturen sind in Abbildung 4.10 zu
sehen. Es ist zu beachten, dass auf diesem Niveau der Theorie ein Basissatziiber-
lappungsfehler (BSSE: basis set superposition error) und ein Elektronenkorrelati-
onsfehler auftreten und die relativen Energien daher nicht verldflich sind. Um die
relativen Energien der Strukturen besser miteinander vergleichen zu kénnen, wurde
fiir alle berechneten Konformere dieselbe Konfiguration der Tryptophanseitenkette
relativ zu dem Peptidriickgrat gew#hlt. Diese Konfiguration entspricht der mit der
geringsten relativen Energie, die in dem Satz von 19 Rechnungen der Strukturen
6 und 7 in Abbildung 4.3 gefunden wurden. Die berechneten Spektren wurden mit
einem Faktor von 0.9546 skaliert. Die Spektren, die am besten zu dem experimen-
tellen Spektrum passen, sind mit Pfeilen markiert. Dies sind die Strukturen B und
C, die den Strukturen 1 und 2 in Abbildung 4.3 &hnlich sind.

Eines der beiden Konformere B und C konnte also auch das Konformer sein, das zu
dem vibronischen Spektrum mit den langen Progressionen fiihrt (vgl. Abbildung 4.1
Konformer a). Ein Vergleich der experimentell gefundenen, niederfrequenten Schwin-
gungsmoden mit den berechneten im Grundzustand von Konformer B (unskaliert)
zeigt, dass die Werte in relativ guter Ubereinstimmung sind (exp: 11.6/21.4cm™!, ge-
rechnet: 10.3/21.3cm!). Es ist jedoch zu beachten, dass die Grundzustandsschwin-
gungsmoden von denen im elektronisch angeregten Zustand abweichen kénnen. Den-
noch ist es moglich, dass das Konformer a auch im elektronisch angeregten Zustand

dhnliche Schwingungen wie die folgenden hat:

1. Die Schwingung bei 10.3cm™! ist eine Torsionsschwingung von der CH,COOH

Einheit gegen den restlichen Teil des Molekiils um die (HOOC)CH,—NHCOR Bin-
dung. Der aromatische Ring und CH,COOH bewegen sich dabei aufeinander zu und

voneinander weg.

2. Die Schwingung bei 21.3cm™" ist eine Torsionsschwingung des aromatischen Sy-
stems um die ArCH;—CH,R Bindung. Gleichzeitig schwingt CH,NH auf den Ring zu



4.1. TRP-GLY UND GLY-TRP 71

TrpGly
Konformer a
34613 cm~
3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650
NH(pept) A
3106 —OH | NH(ind) rel -1
— — , , ~ DBom0cm
NH(pept)
NH(ind) OH B =-—
E
| 401 cm
n 1
NH(pept)
NH(ind) OH C -
e
. . | 999 cm
NH(ind)- OH
NH(pept) D
NH(ind)+ OH -
, L — , , —1330cm
NH(ind) OH E
NH(pept) 1557 cm”’
NH(pept) NH(ind)+/- OH
F
-
| | 1748 cm
G
3209~ OH )
NH(ind -
NHGepy M0 2235 cm™
NH(ind)
NH t oH A -1
[NH(Pert) 2386 cm
OH
NH(ind) I
NH(pept) -1
, , , L , , __ 3749 cm
3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650

Abbildung 4.9: IR-UV Doppelresonanzspektrum von Konformer a von Trp-Gly im
Vergleich mit den harmonischen Frequenzen von neun verschiedenen Konformeren,
die auf DFT B3LYP 6-31G(d,p) Niveau berechnet wurden. Die zugehorigen Struk-
turen sind in Abbildung 4.10 zu sehen. Die Spektren sind nach den relativen Ener-
gien D3¢ der Konformere geordnet. Alle D} sind ZPE korrigiert. Die harmonischen
Frequenzen wurden mit einem Skalierungsfaktor von 0.9546 angepaft. Diejenigen
Spektren, die das experimentelle Spektrum am besten wiedergeben, sind mit Pfeilen
markiert.
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Abbildung 4.10: Strukturen von Trp-Gly auf DFT B3LYP 6-31G(d,p) Niveau geometrieoptimiert. Neben den Strukturen
sind die relativen Energien D;¢ gegeben, die um die Nullpunktenergie korrigiert wurden.
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und weg, was durch Verdrillungen um die (HOOC)CHy—NHCOR und die ArCH,—CHsR
Bindung ermdéglicht wird.
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Gly-Trp

Die IR-UV Doppelresonanzspektren von Konformer a und b im untersuchten spek-
tralen Bereich sind in Abbildung 4.11 dargestellt. Im Spektrum von Konformer a
sind zwei Absorptionsbanden bei 3520.0cm~! und bei 3337.0cm~! vorhanden. Die
Bande bei 3520.0cm™! kann der NH-Streckschwingung des Indolrings zugeordnet
werden (vgl. Trp-Gly, Abschnitt 4.1.3). Die OH-Streckschwingung der Carboxyl-
gruppe in syn-Konfiguration fehlt im Spektrum. Daher kann angenommen werden,
dass die OH-Gruppe in einer Wechselwirkung gebunden ist und alle Strukturen in
Abbildung 4.3, in denen die COOH-Gruppe eine syn-Konfiguration hat, kénnen aus-
geschlossen werden: Strukturen 1, 2, 6 und 7. Die Streckschwingung der NH-Gruppe

der Peptidbindung ist im Vergleich zu der v(NH), die von Dian et al.®

1

gefunden

wurde, um 121cm~* zu niederen Frequenzen verschoben; zu der v(NH) in Trp-Gly

! rotverschoben. Es ist also sehr wahrscheinlich, dass hier neben

ist sie um 83cm ™
einer schwachen OH Wechselwirkung bzw. einer OH...O=C Wasserstoftbriicke eine
weitere NH...NH; Wechselwirkung vorliegt. Solch eine Wasserstoffbriickenbindung
liegt in den Strukturen 3, 4 und 5 in Abbildung 4.3, jedoch nicht in den Strukturen
8, 9 und 10, die also vernachlissigt werden kénnen. Wenn die OH-Gruppe in einer
starken Wasserstoffbriicke gebunden ist, wie in der Struktur 3 in Abbildung 4.3, ist
zu erwarten, dass sie sehr weit rotverschoben ist. Auerdem ist sie in diesem Fall
sehr breit und damit experimentell leicht zu iibersehen. Eine OH-Gruppe, die dage-
gen an einer schwachen Wechselwirkung beteiligt ist, wie in den Strukturen 4 und
5, wiirde nicht so weit rotverschoben und wesentlich schmaler sein. Die Struktur,
die das Spektrum von Konformer a am besten erklart, ist also die Struktur 3 in
Abbildung 4.3.

Im IR-UV Doppelresonanzspektrum von Konformer b von Gly-Trp (s. Abbildung
4.11) sind drei Absorptionslinien bei 3582.5¢cm™!, 3522.5cm™"! und 3396.0cm™! zu
sehen. Die OH Streckschwingung der Carboxylgruppe ist nicht verschoben, womit
die Strukturen 3-5 und 8-10 in Abbildung 4.3 ausgeschlossen werden koénnen. Die
NH-Streckschwingung der Peptidgruppe ist verglichen mit der freien v(NH) in NAT-
MA® um 62cm ™! rotverschoben. Die NH-Bindung ist also sehr wahrscheinlich an
einer Wasserstoffbriickenbindung beteiligt, und die Strukturen, die hierfiir in Frage
kommen, sind die Strukturen 1 und 2 in Abbildung 4.3 mit einer NH...NH; Wech-

selwirkung. Nichtsdestotrotz muss es einen weiteren Effekt geben, der die v(NH),
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Abbildung 4.11: IR-UV Doppelresonanzspektrum von Konformer a und b von Gly-Trp. Zur Aufnahme des Spektrums von
Konformer a wurde der Analyselaser auf die Bande im REMPI-Spektrum bei 34715.5cm~! abgestimmt. fiir das Spektrum
von Konformer b wurde er auf die Bande bei 34900.5cm~! abgestimmt. Die Liicke im Spektrum zwischen 3200 cm~! und
3250cm ! entsteht dadurch, dass der Farbstofflaser im entsprechenden Bereich nur sehr wenig Leistung emittiert, da dieser
Bereich in den Randbereichen von Styryl 8 und Styryl 9 liegt.
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Abbildung 4.12: IR-UV Doppelresonanzspektren von Gly-Trp im Vergleich mit
den harmonischen Frequenzen von zehn verschiedenen Konformeren, die auf DF'T
B3LYP 6-31G(d,p) Niveau berechnet wurden. Die zugehorigen Strukturen sind in
Abbildung 4.13 zu sehen. Die Spektren sind nach den relativen Energien D¢ der
Konformere geordnet. Alle D5 sind ZPE korrigiert. Die harmonischen Frequenzen
wurden mit einem Skalierungsfaktor von 0.9546 angepaft. Die berechneten Spektren,
die am besten die experimentellen Spektren wiedergeben, sind mit Pfeilen markiert.



GlyTrp

H
1241

Tp

dd.L-ATO AN ATOdHL

Abbildung 4.13: Strukturen von Gly-Trp auf DFT B3LYP 6-31G(d,p) Niveau gerechnet. Neben den Strukturen sind die
relativen Energien D} gegeben, die um die Nullpunktsenergie korrigiert wurden.
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verglichen mit der gleichen Schwingung in Trp-Gly, um 24cm™" rotverschiebt, da fiir
beide Strukturen eine von den beiden Strukturen 1 und 2 in Abbildung 4.3 gefunden
wurde. Diese Verschiebung kann zum Beispiel durch eine zusétzliche Wechselwirkung
mit dem 7-Elektronensystem des Indolrings hervorgerufen werden.

In Abbildung 4.12 sind die experimentellen Spektren beider Gly-Trp Konformere
und die berechneten Spektren 10 unterschiedlicher Konformere zum Vergleich un-
tereinander dargestellt. Die Strukturen der 10 berechneten Konformere sind den
Strukturen, die in Abbildung 4.3 vorgeschlagen wurden, dhnlich. Abbildung 4.13
enthélt die Strukturen der Konformere, die zu den berechneten Spektren gehoren.
Das Spektrum von der berechneten Struktur E pafit am besten zu dem experimentel-
len Spektrum von Konformer a. Struktur E hat eine OH...O=C und eine NH...NH,
Wasserstoffbriickenbindung, wie die Struktur 3 in Abbildung 4.3. Die berechneten
Spektren, die am besten zu dem experimentellen Spektrum von Konformer b passen,
sind die von den Strukturen A und B. Diese entsprechen den Strukturen 1 und 2 in
Abbildung 4.3. Auf dem verwendeten Niveau der Theorie und mit dem limitierten
Satz an IR Daten, kann jedoch nicht entschieden werden, welche von den beiden
Strukturen im Molekularstrahl beobachtet wird.

Abbildung 4.14 enthélt einen Uberblick iiber die Schwingungsfrequenzen der Peptid-
NH-Streckschwingung in den soeben analysierten Peptiden Trp-Gly und Gly-Trp

und den bislang bekannten, geschiitzten Peptiden bzw. Aminosduren N-Acetyltryptophan-
methylamid®® (NATMA), Acetylphenylalaninmethylester (Ac-Phe-OMe) und dessen
Clustern™ 87 Acetylvalinphenylalaninmethylester®? (Ac-Val-Phe-OMe)
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Abbildung 4.14: Uberblick iiber die Schwingungsfrequenzen der Peptid-NH-Streckschwingungen in tryptophanenthaltenden
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4.2 Trp-Gly-Gly

4.2.1 UV-UV Doppelresonanzspektroskopie an Trp-Gly-Gly

In Abbildung 4.15 sind das REMPI- und die Lochbrennspektren von Trp-Gly-Gly
zu sehen. Die Spektren zeigen, dass es mindestens zwei verschiedene Konforme-
re von Trp-Gly-Gly im Molekularstrahl gibt, die im untersuchten Spektralbereich
von 34500cm™! bis 35000cm™! absorbieren. Es kénnten jedoch Absorptionen von

I und

weiteren Konformeren unter den breiten Absorptionsbanden bei 34750cm™
34800cm ! liege. Wenn der Analyselaser auf eine dieser Banden abgestimmt wur-
de, liefen sich jedoch keine scharfen UV-UV Doppelresonanzspektren aufnehmen.
Die Bande mit der niedrigsten Frequenz erscheint bei 34535.5¢cm~! und gehért zu
Konformer a (s. Abbildung 4.15). Die Bande mit der niedrigsten Frequenz von Kon-
former b ist um 328cm™' dazu blau verschoben. Das Spektrum von Konformer a
hat eine lange, harmonische Progression mit Abstéinden von 26.140.3cm™! und zwei
Schwingungsbanden bei 68.5cm ! und 74.1cm™!, auf denen sich diese Progression
mit Kombinationsbanden aufbaut. Die Frequenzen der Progressionen sind in Tabelle
4.2.1 aufgelistet. Da die erste Bande im Spektrum einer relativ langen Progression
angehort, kann dies Bande nicht klar dem elektronischen Ursprung zugeordnet wer-

den.

4.2.2 IR-UV Doppelresonanzspektroskopie an Trp-Gly-Gly

Die IR-UV Doppelresonanzspektren von den beiden Konformeren a und b von Trp-
Gly-Gly sind in Abbildung 4.16 dargestellt. Beim Vergleich der beiden Spektren
fallt als erstes auf, dass sowohl die NH-Streckschwingung des Indolrings als auch
die freie OH-Streckschwingung der Carboxylgruppe in dem Spektrum von Konfor-
mer a fehlt, wihrend beide im Spektrum von Konformer b vorhanden sind. Beide
Bindungen miissen also in Konformer ¢ an Wechselwirkungen beteiligt sein. Dies
kann nur dann sein, wenn die OH Bindung der Carboxylgruppe eine Wasserstoff-
briicke innerhalb des Peptidriickgrates ausbildet, wihrend das Peptidriickgrat zum
Indolring gefaltet ist und eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Indol NH-
Bindung und der C=0O Bindung der Carboxylgruppe besteht. Die Strukturen 1 und
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Abbildung 4.15: REMPI-Spektrum von Trp-Gly-Gly, das auf der Muttermasse von 318 Dalton aufgenommen wurde. Die
Spuren (a) und (b) sind die UV-UV Doppelresonanzspektren, bei denen der Analyselaser auf die Banden abgestimmt wurde,
die im REMPI-Spektrum mit a bzw. b bei 34651cm~! bzw. 34870 cm~! markiert sind.
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Abbildung 4.16: IR-UV Doppelresonanzspektrum von Konformer a und b von Trp-
Gly-Gly. Zur Aufnahme des Spektrums von Konformer a wurde der Analyselaser
auf die Bande im REMPI-Spektrum bei 34651cm™! abgestimmt. Fiir das Spektrum
von Konformer b wurde er auf die Bande bei 34870cm ™" abgestimmt. Die Liicke im
Spektrum zwischen 3200cm~! und 3250cm ™! entsteht dadurch, dass der Farbstoffla-
ser im entsprechenden Bereich nur sehr wenig Leistung emittiert, da dieser Bereich
in den Randbereichen von Styryl 8 und Styryl 9 liegt. Die Sterne markieren die Infra-
rotbanden, die dem jeweiligen Konformer zugeordnet werden. Die nichtmarkierten
Banden im Spektrum von b sind wahrscheinlich ein schwacher Beitrag von a
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Tabelle 4.2: Frequenzen der harmonischen Schwingungsprogressionen im UV-UV
Doppelresonanzspektrum von Konformer a von Trp-Gly-Gly

Absorptions- relative Abstinde | Zuordnung

bande (cm!) | Frequenz (cm ') | (cm™?)
34534.9 0.0 0
34561.0 26.1 26.1 o
34587.0 52.1 26.0 2a
34613.0 78.1 26.0 3a
34638.8 103.9 25.8 4o
34665.0 130.1 26.2 Sa
34603.4 68.5 B
34629.8 94.9 26.4 B+«
34655.9 121.0 26.1 B+2a
34609.0 74.1 y
34635.0 100.1 26.0 Y+
34661.3 126.4 26.3 Y2

2 in Abbildung 4.17 zeigen die zwei Konformationen des Riickgrates des Tripep-
tides, die fiir eine solche Anordnung in Frage kommen. Aufgrund der Asymmetrie
des Indolrings, kénnen beide Strukturen auf zwei verschiedene Arten zum Indolring
gefaltet werden. Aus sterischen Griinden kann in einer gefalteten Struktur weder
eine H-Briicke zwischen der NHy-Gruppe und der benachbarten C=0 Bindung noch
zwischen der NHy-Gruppe und der benachbarten Peptid-NH-Bindung ausgebildet
werden. Im Spektrum von Konformer ¢ sind drei verschiedene Absorptionsbanden
bei 3430.5cm™!, 3419.5cm ™! und 3380.5cm~! vorhanden. Alle Banden liegen in ei-
nem Frequenzbereich, in dem die #(NH) der Peptidbindungen vorkommen kénnen.
Daher konnen zwei der drei Absorptionsbanden den NH-Streckschwingungen der
Peptidbindungen zugeordnet werden, da Trp-Gly-Gly zwei Bindungen dieser Art
hat. Wenn man davon ausgeht, dass die OH-Gruppe an einer starken Wasserstoft-
briicke beteiligt ist und daher sehr breit und sehr weit rotverschoben ist, wie in
Konformer a von Gly-Trp, kann die letzte Bande im Spektrum von Konformer a
von Trp-Gly-Gly nur die indolische NH-Streckschwingung sein, die durch eine relativ
schwache Wasserstoffbriickenbindung etwas rotverschoben ist. Es ist unwahrschein-
lich, dass es sich bei der dritten Bande um die asymmetrische oder symmetrische
v(NH;) handelt, da diese in allen Rechnungen, die an Trp-Gly-Gly (und auch an den
Dipeptiden) gemacht wurden, Intensitéten von nahezu Null haben. Es ist jedoch an

diesem Punkt nicht mdéglich eine genaue Zuordnung der Banden zu treffen.
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In dem Spektrum von Konformer b sind neun Absorptionslinien zu finden. Die Ban-
den bei 3585.0cm ! und 3520.0cm ! kénnen der OH-Streckschwingung der Car-
boxylgruppe in syn-Konfiguration bzw. der freien NH-Streckschwingung des Indol-
rings zugeordnet werden. Es gibt jedoch sieben weitere Absorptionsbanden, wobei
lediglich zwei erwartet werden, da ja die Schwingungen der NH,-Gruppe wahrschein-
lich keine Intensitét haben. Beim genauen Hinsehen fillt auf, dass die sehr schwachen
Absorptionsbanden bei 3430.5cm ™}, 3419.5cm ™" und 3380.5cm ™! bei den selben Fre-
quenzen erscheinen, wie die Banden, die bei Konformer a beobachtet wurden. Als
das Spektrum von Konformer b aufgenommen wurde, war der Analyselaser auf die
Bande bei 34870cm ™! abgestimmt. Hier ist im UV-UV Doppelresonanzspektrum von
Konformer @ eine sehr schwache, breite Absorption zu erkennen (s. Abbildung 4.15).
Es ist also moglich, dass die drei oben beschriebenen Banden ein schwacher Beitrag
von Konformer a zu dem IR-Spektrum von Konformer b ist. Unter den verbleiben-
den vier Absorptionsbanden sind zwei intensive Banden bei 3388cm~! und 3395cm !
und zwei intensititschwache Banden bei 3375.5¢cm~! und 3411.5cm ™! zu erkennen.
Die beiden intensiven Banden werden den beiden Peptid-NH-Streckschwingungen
zugeordnet. Die sehr dhnlichen Frequenzen dieser beiden Banden weisen auf eine
dhnliche chemische Umgebung im Molekiil hin. Es sind zwei mogliche Interpretatio-
nen der beiden intensititschwachen Banden denkbar: entweder sind sie die Peptid-
NH-Streckschwingungen von einem weiteren Konformer, das ebenfalls bei 34870cm~*
eine schwache Absorption hat, oder es kdnnten die ersten Obertone der Peptid-C=0-
Streckschwingungen sein, die zwar normalerweise schwach sind, durch eine Fermire-
sonanz mit der ¥(NH) aber an Intensitit gewinnen. Im unteren Teil in Abbildung
4.17 sind acht stark vereinfachte Konfigurationen eines Peptidriickgrates von Trp-
Gly-Gly dargestellt, denen eine Carboxylgruppe in syn-Konfiguration gemeinsam
ist. In den Strukturen 5, 6, 9 und 10 geht die NH-Bindung der ersten Peptidgruppe
eine Wasserstoftbriickenbindung mit der C=0O Bindung der zweiten Peptidbindung
ein. Ansonsten unterscheiden sich die Strukturen lediglich durch die genaue An-
ordnung der COOH-Gruppe und der NHs-Gruppe. Eine Wasserstoffbriickenbindung
wie in den Strukturen 5, 6, 9 und 10 in Abbildung 4.17 wiirde bedeuten, dass die
beiden Peptid-NH-Bindungen in deutlich unterschiedlicher chemischer Umgebung
sind und daher unterschiedlichere Frequenzen aufweisen wiirden, als das beobachtet
wird. Die Frequenzen der NH-Streckschwingungen der Peptidbindungen von Konfor-
mer b erscheinen im selben Frequenzbereich, wie die Peptid NH-Streckschwingungen

der beiden Dipeptide Trp-Gly und Gly-Trp. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass



4.2. TRP-GLY-GLY 85

Trp-Gly-Gly
H,N - RINHZ
HO= H N o
1 NN 2 N
o~ o~
; ‘______O\H“o O-H
N(ind) N(ind)
H
o H o Ho H O HH
3 o N R 7 o)VNjﬁN N
O H N‘J'Ijl O H R
WS 8 e o n o
4 Mo MR g gl AN
H o N, O H R
Hy H:
R x “N
I ' "o ox R
5 Hg O7nH 9 H NH
o
oM =
(o) (0]
o= ol
6 O H N-H 10 O H N-H
HOJQNTH HOJQNTH
0 o)

Abbildung 4.17: Mogliche Konformationen des Peptidriickgrates Von Trp-Gly-Gly
(R=CHs-Indol).
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die Peptid-NH-Bindung, die nahe dem N-terminalen Ende ist, (NH(1) in Abbildung
4.19) in einer Wasserstoffbriicke mit der NH,-Gruppe gebunden ist (NH...NH,), wie
das auch in Trp-Gly und Gly-Trp der Fall ist. Die zweite NH-Bindung (NH(2) in
Abbildung 4.19) kénnte an einer Wechselwirkung mit dem Indolring beteiligt sein
und ihre Schwingung daher eine &hnliche, aber etwas schwiichere Rotverschiebung
als die NH(1)-Streckschwingung erfahren. In Abbildung 4.18 werden die experimen-
tellen Spektren von Konformer a und b mit den berechneten Spektren von 8 ver-
schiedenen Konformeren verglichen. Die zugehorigen, berechneten Strukturen sind
in Abbildung 4.19 dargestellt. Die Peptidriickgrate der berechneten Strukturen &h-
neln denen der Strukturen, die in Abbildung 4.17 vorgestellt wurden. Die Strukturen
A, B, E und H haben alle eine Riickfaltung der Tryptophanseitenkette zum Pep-
tidriickgrat und eine Bindung zwischen der NH-Bindung des Indolrings und der
COOH-Gruppe gemeinsam. Die berechneten Spektren der Strukturen B, E und H
sind dem experimentellen Spektrum von Konformer a dhnlich. Dennoch ist es auch
nach einem Vergleich zwischen den berechneten und den experimentellen Spektren
nicht moglich, eine eindeutige Zuordnung der beobachteten Absorptionsbanden zu
treffen. Im Fall von Konformer b passen die berechneten Spektren der Strukturen
D und G am besten zu dem experimentellen Spektrum. Beide Strukturen sind ge-
streckt. Es ist jedoch auch hier nicht moglich zu entscheiden, ob eine der beiden
Strukturen im Molekularstrahl beobachtet werden kann, oder ob es eine dhnliche
dritte Struktur ist.



4.2. TRP-GLY-GLY 87

*

Trp-Gly-Gly *o*
Konformer a
34715 cm™!

*
*
* * * Konformer b

34900 cm™!

3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650
OH -—3120cm”

NH(ind) A

0o _ -1
D.,=0cm

NH(2) NH(1)
|

r T T T T T T T

NH(ind)

NH(2) B
NH(1) 597 cm™

OH - 3213cm”

NH(2) NH(1)

|NH(ind) oH ::363 cm’

r T T T T T T T

D -+
1467 cm’

|NH(1) |NH(2) |NH(ind) |0H

r T — 1 * T T T T

NH(2)-NH(ind)

E
NH(2)+NH(ind)| NH(1) 1470 cm’

r T T T T T T T

NH(2)

OH =—3220cm”

NH(ind)
NH(1) ‘OH F

2102 cm’

N

NHM)  NH(2) NH(ind) OH G -—

2362 cm’

EN

v : : : :
NH(ind)
OH -—3225cm” H

N 2412 cm’

3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650

N

Abbildung 4.18: IR-UV Doppelresonanzspektren von Trp-Gly-Gly im Vergleich mit
den harmonischen Frequenzen von acht verschiedenen Konformeren, die auf DFT
B3LYP 6-31G(d,p) Niveau berechnet wurden. Die zugehorigen Strukturen sind in
Abbildung 4.19 zu sehen. Die Spektren sind nach den relativen Energien D¢ (ZPE
korrigiert) der Konformere geordnet. Die harmonischen Frequenzen wurden mit ei-
nem Skalierungsfaktor von 0.9546 angepafst. Die berechneten Spektren, die am be-
sten das experimentelle Spektrum von Konformer b wiedergeben, sind mit Pfeilen
markiert.



TrpGlyGly

Abbildung 4.19: Strukturen von Trp-Gly-Gly auf DFT B3LYP 6-31G(d,p) Niveau gerechnet. Neben den Strukturen sind
die relativen Energien D}% gegeben, die um die Nullpunktenergie korrigiert wurden.
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4.3 Trp-OEt

Das REMPI-Spektrum und die UV-UV Doppelresonanzspektren von Trp-OEt sind
in Abbildung 4.20 dargestellt. Die Spektren zeigen, dass es drei verschiedene Kon-
formere im Molekularstrahl gibt, die im untersuchten Spektralbereich von 34300 bis
35600cm ™! absorbieren. Das Spektrum des ersten Konformers ist am intensivsten
und beginnt bei 34808cm . Die ersten Banden des zweiten und dritten Konformers
sind um 72cm~! (Abb. 4.20, Spur b) bzw. 10lcm ™! (Abb. 4.20, Spur ¢) blau dazu
verschoben. Die Spektren der ersten beiden Konformere zeigen eine kurze harmoni-
sche Progression mit 33cm~! Abstéinden. Konformer a hat weitere, niederfrequente

I und Konformer ¢ bei

Schwingungen bei 54 und 70cm~—!, Konformer b bei 43cm~
23 und 50cm ™. Solche Schwingungen resultieren aus einer Torsion des Indolsystems
gegen die Seitenkette.

Simons et al.”® haben mit Hilfe von UV-UV- und IR-UV Doppelresonanzspektro-
skopie gezeigt, dass von Tryptophan sechs Konformere im Molekularstrahl existie-
ren. Zwei davon zeigen eine Stabilisierung durch eine OH — NH, Wechselwirkung
und zeigen rot verschobene, breite OH Streckschwingungen der OH...N Wasserstoff-
briicke, wihrend die anderen vier Konformere unter anderem durch eine verzweigte
NH; — O-Bindung stabilisiert sind und eine freie OH-Streckschwingung bei hohen
Frequenzen aufweisen. Eines dieser vier Konformere ist jedoch sehr intensitédtschwach
und nur schwer zu identifizieren.

In Trp-OEt ist die OH— NH, Wechselwirkung durch die Ethylsubstitution blockiert
und die entsprechenden Konformere sollten daher nicht zu dem Trp-OEt REMPI-
Spektrum beitragen. Die drei Konformere sind also wahrscheinlich Anordnungen,
die durch NHy — C=0 und/oder NHy — O-Et Wechselwirkungen stabilisiert wer-
den und in denen die Seitenkette iiber dem Fiinfring des aromatischen Systems oder

dem Sechsring angeordnet ist.
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Abbildung 4.20: REMPI-Spektrum von Trp-OEt, was auf der Muttermasse von 232 Dalton aufgenommen wurde. Die
Spuren (a) (b) und (¢) sind die UV-UV Doppelresonanzspektren, bei denen der Analyselaser auf die Banden abgestimmt
wurde, die im REMPI-Spektrum mit a, b bzw. ¢ bei 34809cm~!, 34881cm~! bzw. 34911cm~! markiert sind.
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4.4 Andere Peptide

4.4.1 UV-UV Doppelresonanzspektroskopie an Trp-Ser

Die niederfrequenteste Bande im REMPI-Spektrum von Trp-Ser (Abbildung 4.21)
erscheint bei 34549cm !. Dies entspricht dem typischen Verhalten eines tryptophan-
enthaltenden Peptides mit N-Terminus, was von Levy und Mitarbeitern®%2® fiir Trp-
Gly und Trp-Gly-Gly gefunden wurde. Die UV-UV-SHB-Spektren, Spuren a und b
in Abbildung 4.21 zeigen, dass es zwei verschiedene Konformere im Molekularstrahl

1 absorbieren. In

gibt, die im untersuchten Frequenzbereich von 34300-35000cm™
beiden Konformerspektren sind harmonische Schwingungsprogressionen vorhanden,
die im ersten Konformer 27cm ! Abstéinde haben (Spur a in Abbildung 4.21) und
17cm ! im zweiten Konformer. Die beiden Konformerspektren sind um 154cm *

zueinander verschoben.
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Abbildung 4.21: REMPI-Spektrum von Trp-Ser, das auf der Muttermasse von 291.3 Dalton aufgenommen wurde. Die
Spuren (a) und (b) sind die UV-UV Doppelresonanzspektren, bei denen der Analyselaser auf die Banden abgestimmt
wurde, die im REMPI-Spektrum mit a bzw. b bei 34549 bzw. 34703cm ! markiert sind. Die Bande, die mit einem Stern
markiert ist, gehort zu Konformer a.
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4.4.2 UV-UV Doppelresonanzspektroskopie an Pro-Trp

Das REMPI-Spektrum und die UV-UV-SHB-Spektren von Pro-Trp, die in Abbil-
dung 4.22 dargestellt sind, zeigen, dass es zwei verschiedene Konformere im Moleku-
larstrahl gibt, die im untersuchten Wellenzahlenbereich von 34650-35100cm ™" absor-
bieren. Die niederfrequenteste Bande von Konformer a ist bei 34693cm™!, wihrend
die von Konformer b um 164cm ! zu 34857cm ! verschoben ist. Das Spektrum von
Konformer a enthilt eine Schwingungsprogression mit 20cm~' Abstinden.

Alles in allem ist eine starke Abnahme der Anzahl an Konformeren im Moleku-
larstrahl zu beobachten, wenn man von Trp (6 Konformere) iiber Trp-OEt (drei
Konformere) zu Dipeptiden (zwei Konformere bei Trp-Ser, Gly-Trp und Trp-Ser)
geht, abgesehen von der Ausnahme Trp-Gly, das mindestens vier Konformere im
Molekularstrahl hat.
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Abbildung 4.22: REMPI-Spektrum von Pro-Trp, das auf der Muttermasse von 301 Dalton aufgenommen wurde. Die Spuren
(a) und (b) sind die UV-UV Doppelresonanzspektren, bei denen der Analyselaser auf die Banden abgestimmt wurde, die
im REMPI-Spektrum mit a bzw. b bei 34693 bzw. 34857cm~! markiert sind.
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4.4.3 REMPI-Spektroskopie an Gly-Trp-Gly

Gly-Trp-Gly ist das einzige der untersuchten Peptide, in dem das Tryptophan we-
der N-Terminus, noch der Sdure-Terminus des Peptides ist. Im allgemeinen wird
beobachtet, dass die vibronischen Spektren von Peptiden, bei denen das Trypto-
phan am N-terminalen Ende ist (Trp-X), im Vergleich zum Spektrum von Trp ei-
ne Rotverschiebung aufweisen. So sind die ersten Absorptionsbanden von Trp-Gly,
Trp-Gly-Gly und Trp-Ser bei 34490, 34549 bzw. 34535cm ™!, wihrend die von Trp
bei 34873cm~!'™ liegt. Dahingegen sind die Spektren der Peptide, bei denen das
Tryptophan sdureterminal (X-Trp) ist, nur wenig rot verschoben. So haben zum
Beispiel Gly-Trp und Pro-Trp bei 34715 bzw. 34693cm~" ihre ersten Absorptions-
banden. Gly-Trp-Gly, dessen erste Absorptionsbande bei 34720cm ™ ist (vgl. Abbil-
dung 4.23), verhilt sich also diesbeziiglich wie ein Peptid, dessen Tryptophan nicht
N-terminal ist. Desweiteren weist das vibronische Spektrum von Gly-Trp-Gly ein
Merkmal auf, welches typisch fiir tryptophanenthaltende Peptide ist: Es gibt eine
harmonische Schwingungsprogression von 19¢cm™!, die auch im Spektrum eingezeich-

net ist.



H2N—CH—C—HN—CliH—C—NH—TH—C—OH
r|| CH,
7
HN
A=19em T T 11
! | ! | ! | ! | ! | ! |
34700 34800 34900 35000 35100 35200

Abbildung 4.23: REMPI-Spektrum vom Tripeptid Gly-Trp-Gly
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Kapitel 5

Zusammenfassung

Das Kernthema dieser Arbeit war es eine neue Laserdesorptionsquelle aufzubauen
und in die im Institut bestehenden Molekularstrahlapparaturen mit Flugzeitmas-
senspektrometern zu integrieren. Die erfolgreichste der erprobten Methoden war
dabei die Laserdesorption mit der Fundamentalen eines Nd:YAG Lasers (1064nm)
von einer harten Graphitoberfliche. Mit diesem Konzept wurde eine Schuss-zu-
Schussstabilitidt von 80% und eine gute Langzeitstabilitit erreicht. Zahlreiche vibro-
nische Spektren sowie IR-UV Doppelresonanzspektren zeigten, dass die Kiihlung der
laserdesorbierten Molekiile durch den Molekularstrahl sehr gut war. Beispielsweise
betrugen sowohl die Linienbreite der Ubergéinge im Grundzustand (NH- und OH-
Streckschwingungen), als auch die der vibronischen Uberginge von Trp-Gly 2cm ™.
Mit Hilfe der neuen Laserdesorptionsquelle wurden die IR-UV Doppelresonanzspek-
tren der Dipeptide Trp-Gly, Gly-Trp und des Tripeptides Trp-Gly-Gly im Bereich
der OH und NH-Streckschwingungen aufgenommen. Anhand des Vergleichs mit den
Spektren von Tryptophan und NATMA im gleichen Wellenlingenbereich konnten
die Schwingungsbanden zugeordnet werden. Mit Hilfe von ab initio-Rechnungen auf
DFT B3LYP 6-31G(d,p) Niveau konnten die Strukturen der Peptidriickgrate be-
stimmt oder weitgehend eingegrenzt werden.

Von Trp-Gly gab es mindestens vier Konformere im Molekularstrahl, jedoch konnte
nur von einem, namlich von Konformer a, ein geniigend intensives IR-UV Doppelre-

sonanzspektrum aufgenommen werden. Das Riickgrat dieses Konformers wies eine
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NH...NH, Wasserstoftbriicke auf und hatte abgesehen davon eine gestreckte Struk-
tur. Von Gly-Trp wurden zwei verschiedene Konformere im Molekularstrahl beob-
achtet. Das Riickgrat von Konformer b war abgesehen von einer NH...NH, Wasser-
stoffbriickenbindung gestreckt, wihrend das Riickgrat von Konformer a von Gly-Trp
eine starke OH...O=C Wasserstoftbriicke zeigte. In einem der beiden Konformere von
Trp-Gly-Gly, die im Molekularstrahl beobachtet wurden, war die OH-Gruppe der
Carboxylgruppe in einer starken Wasserstoffbriicke mit einer Peptid-C=0O-Gruppe
gebunden. Aufierdem war die Indol-NH-Bindung an einer Wechselwirkung mit der
COOH-Gruppe beteiligt, so dass das Peptidriickgrat zum Indol hin gefaltet war. Das
zweite Konformer von Trp-Gly-Gly war weitgehend ungefaltet, es wies jedoch, wie
alle Konformere von Gly-Trp und Trp-Gly auch, eine NH...NH,; Wasserstoffbriicke
auf.

Die REMPI- und UV-UV Doppelresonanzspektren von Trp-Gly, Gly-Trp, Trp-Ser
und Pro-Trp wurden im Bereich von 34400 bis 35000cm " aufgenommen. Das REMPI-
Spektrum von Trp-Gly wurde dabei mit hoherer Auflésung aufgenommen, als es der
Arbeitsgruppe von Levy in den achtziger Jahren moglich war. Diese und die neu
gewonnene Information aus den UV-UV Doppelresonanzspektren erméglichten es,
die niederfrequenten, harmonischen Schwingungsprogressionen des Molekiils neu zu
interpretieren und den Ursprung des Konformers zuzuordnen.

Die neu gefundenen Spektren von Trp-Ser und Pro-Trp zeigten, dass es jeweils zwei
verschiedene Konformere von beiden Peptiden im Molekularstrahl gab. Das REMPI-
Spektrum von Trp-Ser war typisch fiir Trp-enthaltende Peptide, bei denen das Trp
in der N-terminalen Position (Trp-X) ist: Die niederfrequenteste Bande von Trp-Ser
war etwa 200cm~!, im Vergleich zum Ursprung des Konformers A von Trp, rotver-
schoben. Das REMPI-Spektrum von Pro-Trp hingegen war nur wenige Wellenzahlen
zum Ursprung von Tryptophan verschoben, was typisch fiir das Spektrum eines Di-

peptides mit Tryptophan in der C-terminalen Position (X-Trp) ist.
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