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Kapitel 1
Einleitung

Der Mensch ist seit jeher fasziniert von dem Gedanken nach dem Ursprung des Lebens,
sowie der Idee, komplexe natiirliche Vorginge zu begreifen und die Bausteine des Lebens
ndher kennenzulernen. Jedoch erschweren makroskopische Effekte wie Solvatation und
Wechselwirkungen mit anderen Molekiilen die Untersuchungen intrinsischer Eigen-
schaften von Biomolekiilen. Fiir die Unterscheidung der dem Molekiil innewohnenden
Eigenschaften sowie dem Verhalten, welches aus seiner biochemischen Umgebung resul-
tiert, miissen die Biomolekiile isoliert betrachtet werden. Dabei priagt die Struktur der
Molekiile - ihre Konstitution oder Konformation - mafigeblich ihr intrinsisches Verhal-
ten. Aus diesem Grund nehmen in der vorliegenden Dissertation strukturaufkldrende
Untersuchungsmethoden von Biomolekiilen bzw. entsprechenden Analoga auf Basis der
Infrarotspektroskopie den Hauptstellenwert ein. Die Verwendung von Molekularstrahlen
erlaubt die Spektroskopie individueller Spezies ohne jegliche dufere Einfliisse, so dafs
das intrinsische Verhalten genau studiert werden kann. Wie sich dieses Verhalten bei
Wechselwirkung mit der Umgebung &dndert, kann dann mit Hilfe von sequenzieller
Addition einzelner Wechselwirkungspartner wie beispielsweise Wassermolekiilen studiert
werden.

Die untersuchten Molekiile lassen sich im Prinzip in drei Klassen unterteilen.

Zunéchst wurden Tautomere der Nucleobasen und Analoga untersucht. Hier steht die
Aufklarung spezieller Konstitutionsisomere, d.h. gleiche Summenformel, andere Verkniip-
fung der Atome (z.B. Tautomere) im Vordergrund. Es zeigt sich, dass selbst in den fiir
Chemiker und Biologen relativ kleinen molekularen Systemen wie den Nucleobasen die
Struktur ganz entscheidend fiir die Photochemie des Molekiils ist. So wird derzeit nach

Erklarungsansitzen fiir die besondere Photostabilitit der DNA-Bausteine gesucht. Zu
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Zeiten prébiotischer Evolution ohne schiitzende Ozonschicht, die Organismen wirksam
gegen UV-Strahlung abgeschirmt hitte, miissen mafigeschneiderte Bausteine des Lebens
fiir eine Anpassung an die Umweltbedingungen gesorgt haben. Es wird angenommen, dass
es ultraschnelle Vorgénge in den Nucleobasen ermdglichen, die Energie von UV-Strahlung
in unschidliche Warme umzuwandeln. Die natiirliche Selektion sorgte fiir die Vererbung
besonders geeigneter Strukturen zum Schutz der Organismen und schaffte die Basis fiir

weitere Entwicklungen.

Die Form folgt der Funktion. Dieser Ausspruch gilt besonders fiir die zweite Gruppe
von Biomolekiilen bzw. deren Modellsystemen, den Peptiden. Hochspezialisierte Po-
lypeptide, die Proteine, unterstiitzen als Werkzeuge eine Vielzahl von Aktivititen in
Organismen: So dienen sie als Boten—und Signalstoffe, werden bei der Bewegung und
Abwehr von Fremdstoffen eingesetzt, speichern und transportieren andere Stoffe, regulie-
ren den Stoffwechsel, indem sie diverse chemische Reaktionen katalysieren oder finden
als Bausteine von Stiitzstrukturen Anwendung. Es ist bekannt, dass sich nicht nur ihre
Konstitution also die Verkniipfung ihrer Aminosduren untereinander (Primérstruktur),
sondern auch ihre Konformation (Sekundér- und Tertidrstruktur) in besonderem Mafse
fiir die Rolle und Wirkungsweise eines Proteins verantwortlich zeichnet. Sekundér- und
Tertidrstrukturen présentieren sich als Folge komplexer intra- und intermolekularer
Wechselwirkungen, sowie entropischer Effekte. Dies erschwert das Verstédndnis fiir die
Faltungs- bzw. Entfaltungsmechanismen von Proteinen erheblich, da die physiologische
Umgebung mafgeblichen Einfluss auf das Verhalten eines Proteins ausiibt, wihrend
die intrinsischen Eigenschaften verschleiert bleiben. Zu dieser Arbeit wurden kleine
Modellpeptide untersucht, wie sie als Bausteine in jedem Protein vorkommen konnen.
Dabei lassen sich die hier getitigten Experimente vor allem als Gradmesser fiir neuere
theoretische Methoden nutzen, um in Zukunft die Strukturen von Proteinen besser

simulieren bzw. vorhersagen zu kénnen.

Die dritte Gruppe umfasst Porphyrine. Porphyrine sind Bestandteil biochemisch be-
deutender Molekiile wie z.B. Cytochrome, Himoglobin oder Chlorophyll von Pflanzen und

Bakterien.
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Grundlagen

2.1 Molekularstrahlen

2.1.1 Theorie der Uberschalldiisenstrahlen

Uberschalldiisenstrahlen (engl.: supersonic jets) liegt eine adiabatische Expansion eines
Tragergases zugrunde. Das Trigergas mit dem Stagnationsdruck pg stromt dabei durch
eine Pulsdiise in eine evakuierte Kammer mit dem vorherrschenden Druck p;. Dabei gilt

fiir die Druckverhéltnisse:

Do >> i (2.1)

Aus Griinden der Energieerhaltung lisst sich der Expansionsvorgang mit Hilfe der

Thermodynamik wie folgt beschreiben:

Uo 4+ poVo + Eino = Ui + piVi + Epin i (2.2)

Beachtet man, dass die kinetische Energie des Triagergases vor der Expansion sehr

klein ist (ndherungsweise Null) und der Druck p; = 0 so ldsst sich die Gleichung zu

Uo + poVo = Ui + Ehini (2.3)

vereinfachen. Aufgrund der Tatsache, dass im Regelfall poVy << Ej;y ; gilt, wird deut-
lich, dass die innere Energie U; des Tragergases bei der Expansion abnehmen muss damit
die Gleichung weiterhin erfiillt ist. Die innere Energie der beteiligten Atome bzw. Mole-

kiile wird in gerichtete, kinetische Energie, d.h. Translationsenergie umgewandelt.

3
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Unter der Voraussetzung, dass die mittlere freie Weglinge der Trigergasatome )y sehr

viel kleiner als der Durchmesser D der Diisenoffnung ist,

D >> )\ (24)

finden viele (Molekiil-)Stofe in der Expansionsregion statt. Durch die Ubertragung
kinetischer Energie von den schnelleren Molekiilen auf die langsamer fliegenden, kommt
es zu einer Angleichung der mittleren Geschwindigkeiten, d.h. die Geschwindigkeits-
verteilung wird stark eingeengt. Wahrend die Relativgeschwindigkeit abnimmt, steigt
aber die Durchschnittsgeschwindigkeit an. Durch die Verwendung eines Skimmers wird
der Anteil des Trégergases mit vektoriellen Geschwindigkeitskomponenten senkrecht zur
Ausbreitungsrichtung abgeschilt. Nach dieser Kollimation des Diisenstrahls spricht man
von einem Molekularstrahl.

Wihrend die Maxwell-Boltzmann-Geschwindigkeitsverteilung (siehe Abb. 2.1) der Teil-
chen innerhalb des Reservoirs recht breit ist, ist der Betrag der mittleren Geschwindigkeit

im Molekularstrahl héher und die Verteilung sehr viel schmaler.

N
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Abbildung 2.1: Die Geschwindigkeitsverteilung des expandierten Ga-
ses vor und nach der Diisenéffnung [1]

2.1.2 Verwendung der Uberschalldiisenstrahlen

In der Expansionsregion direkt hinter der Diisen6ffnung ist die Abkiihlung von Proben-
molekiilen durch Stofe mit dem Trigergas besonders effizient, wihrend im Idealfall einige
Millimeter weiter in Ausbreitungsrichtung keine Stofe mehr stattfinden.

Die Ubertragung von Rotations- und Schwingungsenergie in Translationsenergie ist
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allerdings aufgrund viel kleinerer Wirkungsquerschnitte entsprechend ineffizienter als die
durch elastische Stofe hervorgerufene Translationsenergieiibertragung. Hieraus resultiert
ein thermisches Ungleichgewicht fiir die beteiligten Translations-, Rotations-, sowie
Schwingungsfreiheitsgrade: Tians < Trot < Toip-

In der Praxis sind Werte von < 1 K fiir die Translationstemperatur, 1 5 K fiir die

Rotationstemperatur und ca. 10-20 K fiir die Schwingungstemperatur typisch.

2.1.3 Vorteile der Molekularstrahlen

Die Verwendung von Molekularstrahlen bietet einige Vorteile:

e Aufgrund der sehr starken Abkiihlung der Probenmolekiile durch den Uberschall-
diisenstrahl beschrénkt sich die Population der Probenmolekiile auf lediglich einige
wenige Rotations- und nahezu keine héheren Schwingungszustinde. Infolgedessen
erfolgt die vibronische Anregung meist aus dem Schwingungsgrundzustand, was die

erhaltenen Spektren wesentlich vereinfacht.

e Senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des Molekularstrahles wird dieser von den La-
sern gekreuzt. Es liegt also nahezu keine Geschwindigkeitskomponente des Moleku-
larstrahls, parallel oder antiparallel, zum eingestrahlten Laser vor, was die Doppler-

verbreiterung der Banden im Spektrum minimiert.

e Anders als in Matrizen oder der kondensierten Phase konnen Molekiile hierbei in ei-
ner isolierten Umgebung unter weitgehend stoffreien Bedingungen studiert werden.
Da ihre spektroskopischen Eigenschaften nicht mehr durch Interaktion mit anderen
Partnern gestort sind, lassen sich die intrinsische Charakteristika der Probenmole-

kiile untersuchen.

e Zusiitzlich kann in einem Uberschalldiisenstrahl auch der schrittweise Einfluss der
Umgebung auf die Probenmolekiile mit Hilfe sequentieller Addition der Wechselwir-
kungspartner genau untersucht werden (z.B. Wassercluster). Aufgrund der geringen
Stofanzahl und niedrigen Temperatur sind schwach gebundene Addukte mit niedri-
gen Bindungsenergien wie zum Beispiel wasserstoffbriickengebundene Partnern oder
van-der-Waals-Cluster stabil. In Kombination mit dem Massenspektrometer lassen

sich definierte Clustergréfien spektroskopisch untersuchen. Dieser Vorteil wird in der
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vorliegenden Arbeit bei den Untersuchungen eines Dipeptid-Wasser-Clusters ausge-

nutzt.

Die sogenannte Machzahl M ist eine charakteristische Groke fiir die Uberschalldiisen-

strahlen. Sie ist wie folgt definiert:

u
M= - 2.5
- (25)
Darin sind u die Massenfluggeschwindigkeit und a die Schallgeschwindigkeit. Die

Schallgeschwindigkeit a ist gegeben durch:

vkT , Cp
— t = £ 2.6
o= 2L w4 = (2.0

Die statistische Brownsche Bewegung der Atome/Molekiile wird bei isentropischer Ex-
pansion in einen gerichteten Massenfluss kanalisiert. Dabei sinkt die Temperatur der Ato-
me/Molekiile sehr stark. Beschrinkt man sich bei dieser Betrachtung auf das Modell eines
idealen Gases (diese Niaherung ist berechtigt, da Edelgase expandiert werden), so kann die

Temperatur unter reversiblen, adiabatischen Bedingungen wie folgt beschrieben werden:

i — (£ —(1+ _M2) 2.7
1o (PO) (Po) ( 2 2.7

Die mit 0 indizierten Werte reprisentieren die Bedingungen, die innerhalb des Reser-

voirs (in der Diise, also vor der Expansion) vorliegen, wihrend die i indizierten Werte die
Bedingungen im Diisenstrahl wiedergeben.

Nach Gleichung (2.6) nimmt mit fallender Temperatur dann auch die Schallgeschwindig-
keit a ab und folglich fiihrt die Abnahme der Schallgeschwindigkeit a nach Gleichung
(2.5) zu einer ansteigenden Machzahl M. Auferhalb der Diise ist M > 1. Es resultiert ein
Uberschalldiisenstrahl.

Die Abhéngigkeit der Machzahl von den experimentellen Parametern Diisenabstand z
und dem Durchmesser D der Diisen6ffnung kann fiir einatomige Gase mit Hilfe der von

Ashkenas und Sherman [2| gefundenen, empirischen Formel ausgedriickt werden:

M=326(% _0075) " —o061 (L ooms) 2.8
_,(5—.)—.(5+.) (2.8)

Andersen und Fenn 3] haben eine empirische Gleichung zur Berechnung der maxima-
len Machzahl in Abhéngigkeit der experimentellen Parameter aufgestellt. Dabei betrach-

teten sie die stofenden Teilchen ndherungsweise als nicht deformierbare Kugeln:
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1—oy
1—vy

A\
Mo = 2,056 (EO) =133 (POD)0’4 fiir Argon (2.9)

¢ ist dabei die effektive Stofkonstante. Sie beriicksichtigt die wahllose Geschwindig-

keitsverteilung beim Stof.
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2.2 Laser

2.2.1 Prinzip

Die Ubergangswahrscheinlichkeit fiir Absorption und Emission zwischen zwei Niveaus
hiingt mafgeblich von den zwei Faktoren Ubergangsdipolmoment M (hier spielen Franck—
Condon-Faktoren eine wesentliche Rolle) und Besetzung N; der Niveaus ab |4]. Liegt
im Grundzustand der Spezies eine deutlich hohere Besetzung vor, so wird vornehmlich
Absorption von Licht eintreten. Besetzen im umgekehrten Fall viele Spezies einen ange-
regten Zustand, so wird das System unter Emission von Licht wieder in den Grundzustand

zuriickkehren. Man unterscheidet zwei Arten der Emission:

e Zunichst kann diese Emission durch Anregungsphotonen induziert werden; in die-

sem Fall wird der Vorgang stimulierte Emission genannt (LASER).

e Zum anderen kann ein durch spontane Emission gebildetes Photon die Besetzung

angeregter Spezies abrdumen (ASE).

Um einen Lasereffekt zu erzielen, ist eine Besetzungsinversion notwendig, d.h. es
miissen sich mehr Molekiile im angeregten Zustand als im Grundzustand befinden. Nach
der Boltzmann-Statistik ist dies durch thermische Anregung fiir ein Zweiniveausystem
ausgeschlossen. Bei unendlich hoher Temperatur wird das Verhéltnis der Besetzung
gerade 1:1.

Fiir einen Laserprozess werden deshalb Systeme verwendet, bei denen mehr als zwei
Niveaus eingehen. Bei solchen Systemen besteht die Moglichkeit, durch Bestrahlung mit
Licht, sogenanntes optisches Pumpen, eine Spezies aus dem Grundzustand A in einen
hoheren Zustand B zu promovieren (Abb. 2.2 (a) und (b)). In dem angeregten Zustand
gebe diese Spezies einen Teil der absorbierten Energie durch strahlungslose Uberginge
ab und gelange dadurch in ein etwas tiefer liegendes Niveau C. Bei Niveau C ist dann
eine Besetzungsinversion, und damit ein Laserprozess, denkbar, wenn der Ubergang von
B nach C schnell und der Ubergang von C nach A ausreichend langsam verlaufen. Dies

beschreibt den klassischen Fall des Dreiniveaulasers.

Bei Dreiniveaulasern ist es schwierig, eine dauerhafte Besetzungsinversion zu erreichen,
zumal sehr viele Molekiile in das Niveau B angehoben werden miissen. Es hat sich als
vorteilhafter herausgestellt, Vierniveausysteme zu verwenden. Abweichend von dem eben

Erlauterten findet hierbei kein Laseriibergang von Niveau C in den Grundzustand A statt,
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sondern zwischen C und einem neuen Niveau D, welches sich von A unterscheidet (Abb.
2.2 (b)). Es resultiert dann stimulierte Emission von Niveau C aus, wenn dieses eine hhere
Population aufweist als Niveau D, unter der Voraussetzung der Ubergang von C nach D

verlauft langsam und der von D nach A schnell.

(LWUFa0 L SVAIEN)
Guebiagrusse)

Buebiagndwng

Buebiagndwng
BuebBiagniaseT

| G

Vierniveaulaser

Dreiniveaulaser

(a) Der Dreiniveaulaser (b) Der Vierniveaulaser

Abbildung 2.2: Schema des Drei- und Vierniveaulasers
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2.2.2 Nichtlineare optische Prozesse

Um die bei den hier durchgefiihrten Experimenten erforderlichen Frequenzen der elektro-
magnetischen Strahlung zu bekommen, wurde auf die Eigenschaften optisch nichtlinearer
Kristalle zuriickgegriffen. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Grundlagen nichtlinearer
Optik findet sich im Buch Laserspektroskopie von Demtréder[1] Zur Ausnutzung nicht-
linearer Effekte bedarf es elektromagnetischer Strahlung mit hoher Intensitit. Letzteres
wird durch den Einsatz von gepulsten Lasern erreicht, deren kurze Laserpulse die erfor-

derlichen, hohen Intensititen liefern.

Frequenzverdopplung Bei der Frequenzverdopplung werden zwei identische Grund-
wellen in einem nichtlinearen Medium, beispielsweise einem [F-Bariumborat—Kristall, zu
einer Oberwelle addiert. Da die beiden einfallenden Photonen aus dem gleichen Laser

kommen, ist

W =wy =w und damit Ey, = Ey = Eycos(wt — kz) (2.10)

Die resultierende Oberwellenfrequenz ist dann gerade gleich dem doppelten der Fre-
quenz einer Grundwelle.

Dabei muss die Phasenanpassungsbedingung erfiillt sein:
k(2w) = 2k(w) = vpn(2w) = vpp(w) (2.11)

Differenzfrequenzmischung Zur Erzeugung des IR-Laserlichts wird eine weitere Ei-
genschaft bestimmter nichtlinearer Kristalle ausgenutzt: Die Differenzfrequenzmischung.

Fiir sie gilt:
wp = W Wy = 2 ! ! (2 12)
— — — e —_— .
D 1 2 N

und fiir die Phasenanpassungsbedingung:

kD == kl - kg (213)

In diesem Fall wird die Fundamentale (mit der Frequenz ws) eines geseedeten Nd:YAG
Lasers mit dem Dyelaserstrahl (Frequenz w;) eines, durch selbigen Nd:YAG-Laser auf
532 nm gepumpten, Farbstofflasers gemischt (sieche Kap. 3.2.1 IR-System). Das erzeugte

Infrarot besitzt dann die Frequenz wp.
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2.3 Spektroskopische Methoden

Zur Charakterisierung der untersuchten Modellsysteme wurden verschiedene spektrosko-
pische Methoden verwandt. Bei den Molekularstrahlexperimenten wurden zunéchst elek-
tronische Spektren massenselektiv mit Hilfe der resonanzverstirkten Mehrphotonenioni-
sation aufgenommen. Dabei ergeben sich die Spektren als Summe der vibronischen Teil-
spektren aller elektronisch angeregten Konformations- bzw. Konfigurationsisomere mit
der gleichen Masse. Fiir eine spektrale Trennung der Konformere oder Tautomere, be-
dient man sich der Doppelresonanzspektroskopie. Beide Methoden werden im Folgenden

naher erlautert.

2.3.1 Resonanzverstirkte Mehrphotonenionisation

Bei der resonanzverstiarkten Mehrphotonenionisation (engl.: resonance enhanced multi
photon ionization, REMPI) werden die zu untersuchenden Atome, Molekiile oder
Cluster mit Hilfe zweier oder mehrerer Photonen ionisiert. Abhéngig von der Anzahl der
verwendeten Photonen wird diese Methode auch genauer als (n 4+ m)-REMPI bezeichnet,
mit n als Zahl der Anregungsphotonen und m als Anzahl der Ionisationsphotonen. Ein
spezieller Fall der REMPI Spektroskopie ist auch als R2PI (engl. resonant 2 photon

ionization) bekannt.

Dabei wird das Molekiil durch ein Photon vom elektronischen Grundzustand S; in
einen elektronisch angeregten Zustand S,, mit n > 0, iiberfiihrt. Wenn der angeregte
Zustand eine gewisse Lebensdauer besitzt, welche durch die Pulslénge des verwendeten
Lasersystems vorgegeben wird, kann darauthin unter Absorption eines weiteren Photons
die Ionisation des Molekiils erfolgen (siehe Abb. 2.3). Erfiillen die Photonen die soge-

nannte Resonanzbedingung (AE} = hv), so verlduft der Tonisationsprozess des

Ubergang
Molekiils nach zwei aufeinander folgenden effizienten Einphotonenprozessen, wihrend
er im nichtresonanten Fall aus einem ineffizienten Zweiphotonenprozess besteht. Die
Absorptionsquerschnitte o,.¢ und o;p._, der beiden Einphotonenprozesse liegen um
Grofenordnungen iiber dem Absorptionsquerschnitt o des Zweiphotonenprozesses:
One > O[pep >> 0

Bei letzterem werden so wesentlich weniger Ionen erzeugt.

Die entstehenden Tonen werden auf einem Detektor, beispielsweise einem linearen Flug-

zeitmassenspektrometer (engl.: TOF-MS; time-of-flight mass spectrometer) abgebildet.
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Messtechnisch wird die Intensitdt des lonensignals als Funktion der Wellenldnge eines

durchstimmbaren Lasers ermittelt.

.  Flugzeit-
R MS

| P Iﬂl:>—

£

5
S

UV Laserfrequenz

So

Abbildung 2.3: Termschema des REMPI-Prozesses

Abhingig von den Wellenldngen der beteiligten Photonen m und n spricht man von
Einfarben-R2PI (m=n, (1 + 1)-R2PI) oder vom Zweifarben-R2PI (m#n, (1 + 1')-R2PT).
Dabei ist es mafsgeblich die elektronische Struktur bzw. Lage der elektronischen Zusténde,
die einen Einfarben- bzw. Zweifarbeneinsatz bedingt. Reicht die Energie des zweiten
Photons nicht aus, um das Ionisationspotential zu erreichen, oder ist die Energie deutlich
zu hoch, so dass Fragmentation auftreten kann, muss die Ionisationsfarbe angepasst
werden. Hierzu bedient man sich in der Regel eines weiteren Lasersystems, z.B. ein

zweiter Farbstofflaser, eine Harmonische des Nd:YAG oder eines Excimerlasers.

2.3.2 Doppelresonanzspektroskopie

Die Doppelresonanzspektroskopie, auch unter dem Namen spektrales Lochbrennen (engl.:
spectral hole burning, SHB) bekannt, bietet die Maoglichkeit diskrete Spektren von
Molekiilen oder Clustern aufzunehmen, die zwar dieselbe Masse besitzen, aber unter-

schiedliche Konformationen oder Konfigurationen und daher unterschiedliche vibronische
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Grundzustinde.

Das Prinzip besteht darin, zunéchst mittels Brennlaser Molekiile aus dem Grundzustand
in ein energetisch hoheres Niveau (meist elektronische oder Schwingungsanregung)
zu promovieren und dann die Besetzung des Grundzustandes mit dem Analyselaser

abzufragen.

Experimentell wird ein UV-Laser zur FErzeugung eines konstanten Ionensignals
festfrequent auf eine Resonanz eines Isomers des Molekiils eingestellt (sog. Analyse-
laser). Fiir Grundzustandsuntersuchungen wird etwa 100-200 ns vorher ein weiterer
Laser eingestrahlt, dessen Wellenléinge durchgestimmt wird (sog. Brennlaser). Regt der
Brennlaser eine Resonanz des gleichen Isomers an wie der Analyselaser, so ldsst sich ein
Einbruch im Ionensignal erfassen, welcher durch eine spezifische resonante Depopulation
des Grundzustandes hervorgerufen wird. Ist der Brennlaser resonant zu einem anderen
Isomer desselben Molekiils, bleibt das Tonensignal auf der Masse davon unberiihrt, d.h.

es wird kein Dip registriert.

X Flugzeit-
\ MS
IO:;»
IP
S, | MWMMNMVMWWWMM\\ ‘ 1“ /»‘
£ \\ \‘ L‘\J
SO T IR Laserfrequenz

IR UV Analyse-
Brennlaser laser

Abbildung  2.4: Termschema der IR/UV- und UV/UV-
Doppelresonanzspektroskopie

Abhéngig von der Wahl des Brennlasers kann noch zwischen UV /UV- und IR /UV-
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Doppelresonanzspektroskopie unterschieden werden. Wahrend im ersten Fall die jeweilige
Spezies in einen elektronisch angeregten Zustand S, «— S iiberfiihrt wird, werden im
zweiten Fall mit dem IR-Laser Schwingungszustéinde des elektronischen Grundzustands
Sy angeregt (siche Abb. 2.4).

Die Qualitdt der Messung wird mafgeblich durch die Puls-zu-Puls Stabilitit des Signals
und der erreichten Lochtiefe bestimmt. Daher haben wir eine einfache wie effektive Metho-
de entwickelt, um diesen Unsicherheiten entgegenzuwirken. Der Analyselaserstrahl wird
an einem Strahlteiler aufgespalten. Wahrend ein Teil des Laserpulses direkt in die To-
nisationskammer geleitet wird, durchlduft der andere Teil des selben Laserpulses eine
Verzogerungsstrecke von ca. 30m ehe er zuriick in die Ionisationskammer der Molekular-
strahlapparatur geleitet wird. Dies fiihrt zu einem weiteren zeitlich um etwa 100ns ver-
zogerten Ionensignal der gleichen Probenmolekiile. Eine Fokussierung des riickgeleiteten
Laserstrahls bewirkt ein sehr viel geringeres Wechselwirkungsvolumen mit dem Brennlaser
als der unfokussierte erste Teilstrahl. Dies fiihrt dazu, dass das zeitverzogerte Tonensignal
in aller Regel das nichtresonante lonensignal reflektiert. Da beide Ionensignale demselben
Laser- und Gaspuls entstammen, wird das Rauschen, welches auf Laserintensitatsschwan-
kungen und ungleichméfiger Teilchendichte von Gaspuls zu Gaspuls beruht, weitgehend
minimiert. Die Verbesserung des Signal-Rauschverhilnisse entspricht etwa dem Faktor 4.
Fiir statistische Uberlegungen zur maximal erreichbaren Lochtiefe kann in erster Nihe-

rung die Boltzmann—Verteilung herangezogen werden:

N; = Npe~ (37) (2.14)

Aus mathematischer Sicht kann also die maximale Besetzung N,; des Zustandes

1 gerade gleich dem Besetzungsgrad Ny des Grundzustandes werden, wenn T gegen
Unendlich strebt. Das entspricht einem Verhéltnis von 1:1 bzw. 50%. Existieren gemessen
an der Pulslinge des verwendeten Lasers weitere schnelle Zerfallskandle, wie zum
Beispiel Intersystem Crossing (ISC) in einen Triplettzustand oder eine intramolekulare
Schwingungsumverteilung (engl.: Intramolecular Vibrational Redistribution, IVR) vor,
so kann das Besetzungsverhéltnis von Grund- und angeregtem Zustand auch zugunsten
einer hoheren Besetzung im angeregten Zustand verschoben sein. Die Folge wiren dann
erreichbare Lochtiefen, die iiber 50% hinausgehen. Als weitere schnelle Zerfallskanile
wiren Photodissoziation im S;-Zustand, Fluoreszenz in angeregte Schwingungszustéinde

des Sy bzw. chemische Reaktionen zu nennen.



Kapitel 3
Experiment

Im Rahmen dieser Dissertation wurden Modellsysteme dreier verschiedener Substanz-
klassen in der Gasphase spektroskopisch untersucht. Dabei stand mal die Frage nach der
Existenz und Struktur moglicher Konformere (Dipeptide), ein anderes Mal das Verhal-
ten der Modellsysteme bei Einsatz von UV—Licht im Vordergrund. Hauptséchlich wurden
Molekularstrahlexperimente durchgefiihrt. Die Substanzen wurden wenn moglich ther-
misch (2-AP), oder mit Hilfe der bewihrten Laserdesorption |5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18| (ungeschiitzte Dipeptide, Guanin, Methylguanin und Porphyri-
ne) in die Gasphase iiberfiihrt. Letztgenannte Methode fand Anwendung, um technisch
nicht erreichbaren Evaporationstemperaturen (Porphyrine) bzw. méglichen thermischen

Zerfallskanilen wie Decarboxylierung (Dipeptide) Rechnung zu tragen.

3.1 Laserdesorption

Die Laserdesorption wird hier als Alternative zur thermischen Methode genutzt, um die
Probe unzersetzt in die Gasphase zu iiberfithren. Das Adsorbat (Peptid, Guanin, Methyl-
guanin, Porphyrin, TPP) wird auf das Adsorbens (Trigermaterial: Graphit, sieche Abb.
3.1) aufgetragen, wo es durch van—der—Waals—Wechselwirkungen an der Oberfliche gebun-
den ist. Die sogenannte Physisorption wird dann im Vakuum mit Hilfe eines Laserpulses
wieder aufgehoben.

Im vorliegenden Fall (Abb. 3.1) werden die Probenmolekiile von einem Graphitrad
unterhalb der Pulsdiise in einen Uberschalldiisenstrahl desorbiert, in dem sie sofort eine
sehr starke Abkiihlung erfahren. Die Temperatur der Molekiile liegt bei etwa 10 K.

Bei Laserdesorptionsexperimenten fillt das Signal-Rauschverhiltnis aufgrund der zusétz-

15
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Desorptionslaser
(1064 nm)

Molekularstrahl

Probenhalter
(Graphitrad)

UV (z + 100 ns) IR (x)

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Desorptionsquelle nach
[19]

lichen Unsicherheiten der Desorptionsquelle wie Schuss-zu-Schuss-Stabilitat des Desorp-
tionslasers und Homogenitét der adsorbierten Probenschicht im Vergleich zu thermischen
Quellen erheblich schlechter aus.
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3.2 Apparativer Aufbau

Die verwendete Apparatur und deren Bestandteile werden in Abbildung 3.2 vorgestellt.
Das Herzstiick der Apparatur ist die Molekularstrahlapparatur. Ferner gehoren hierzu
zwei Lasersysteme zur Erzeugung ultravioletter bzw. infraroter Laserstrahlung, sowie die

zeitliche Steuerungselektronik und die Messdatenerfassung.

3.2.1 Lasersysteme

Fiir die meisten REMPI-, sowie Doppelresonanzexperimente kamen zwei Typen von La-
sersystemen zum Einsatz. Mit ersterem wurde das UV Laserlicht fiir die elektronische
Anregung der Probenmolekiile erzeugt, mit dem zweiten Sytsem infrarote Frequenzen
zur Bestimmung der Schwingungsmoden im Molekiil. Beiden Systemen liegt ein Farb-
stofflasersystem zugrunde, welches durch einen gepulsten Nd:YAG-Laser optisch gepumt
wird. Die Unterschiede bestehen in der nichtlinearen Optik, welche eine Frequenzkonver-

sion der Fundamentalwellenldngen ins Ultraviolette oder Infrarote ermdoglicht.

Nd:YAG-Laser Bei diesem Lasertyp handelt es sich um einen gepulsten Vierniveau-
Festkorperlaser. Das aktive Medium besteht aus zu etwa 1% mit Nd** dotierten Yttrium-
Aluminium-Granat (kurz: YAG; Y3Al;012). Das optische Pumpen der Nd:YAG-Stéibe
wird von Blitzlampen gewéhrleistet. Der intensivste Laseriibergang (Fundamentale) des
Nd:YAG-Laser hat eine Wellenlinge von 1064 nm und liegt somit im nahen infraroten
Bereich. Unter Ausnutzung nichtlinearer optischer Prozesse (siehe dort) kann an geeigne-
ten, anisotropen Kristallen eine Frequenzverdopplung oder -verdreifachung durchgefiihrt
werden. Die resultierenden Wellenldngen von 532 nm und 355 nm liegen im griinen, sicht-
baren bzw. im ultravioletten Spektralbereich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum einen die Fundamentale an einem Kaliumdihydro-
genphosphat (KDP)-Kristall verdoppelt und zum optischen Pumpen der Farbstofflaser
verwendet, zum anderen wurde die Fundamentale eines Nd:YAG fiir den Misch- und
Verstérkungsprozess in der DEFM1/OPA Einheit zur Erzeugung intensiver IR-Strahlung

genutzt. Ferner kam ein weiterer Nd:YAG-Laser bei der Desorption zum Einsatz.

Dye-Laser Viele Lasersysteme, wie zum Beispiel der zuvor angesprochene Nd:YAG-
Laser, weisen lediglich diskrete Laserlinien auf. Farbstofflaser bieten hier den unschétz-
baren Vorteil durchstimmbar zu sein.

Die eingesetzten Farbstofflosungen sind das eigentliche aktive Medium. Im vorliegenden
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der IR-UV Apparatur [19]
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Fall werden die Farbstoffmolekiile mit der frequenzverdoppelten Fundamentalen (532
nm) eines Nd:YAG-Lasers gepumpt.

Die Anregung erfolgt dabei in schwingungsangeregte Niveaus des S;-Zustands des
verwendeten Farbstoffs mit den jeweilig entsprechenden Wahrscheinlichkeiten, die
von Franck Condon Faktoren bestimmt werden. Von diesen Niveaus relaxieren die
Farbstoffmolekiile innerhalb weniger Picosekunden nach der Anregung strahlungslos
durch Stéfe mit Losungsmittelmolekiilen auf das unterste Schwingungsniveau des ersten
angeregten Zustands. Ausgehend von dem Schwingungsgrundzustand (v = 0) des S; sind

im wesentlichen zwei Ubergéinge von Interesse:

e Der erste Fall besteht darin, dass die Farbstoffmolekiile unter Emission von
Fluoreszenz wieder in den elektronischen Zustand zuriickkehren. Durch das opti-
sche Pumpen wird die Aussendung von Fluoreszenzphotonen stimuliert, d.h. es
resultiert der gewiinschte Laserprozess. Aufgrund vieler Stofe der Farbstoffmolekiile
mit den Losungsmittelmolekiilen sind die Uberginge der Farbstoffmolekiile und
somit das Verstiarkungsprofil dieses Lasertyps homogen verbreitert. Die Breite der

beobachteten Emissionsbanden kann bis zu 100 nm betragen.

e Beim zweiten Fall handelt es sich um einen quantenmechanisch verbotenen Uber-
gang in den niedrigsten Triplett—Zustand (77). Infolge der Verletzung der Spin-
auswahlregel (Umkehr des Spinzustands der Elektronen beim Ubergang) ist der
Ubergang zwar nicht unmoglich, aber von geringer Wahrscheinlichkeit. Doch we-
gen der hohen Lebensdauern der Triplettzusténde (einige ps bis s) kénnen sich die
Farbstoffmolekiile in diesen Zustdnden anh&ufen, woraufhin sie fiir den erwiinschten
Laserprozess nicht mehr zur Verfiigung stehen. Dies wird auch als Triplettquenching

bezeichnet.

Es kann sich nur dann eine stehende (Licht-) Welle in dem Resonator bilden, wenn die
Wellenlidnge des Lichts ein ganzzahliges Vielfaches der Resonatorlénge ist. Die gewiinsch-
te Laserwellenlinge wird nun durch ein Gitter im Resonator herausselektiert (durchge-
stimmt). Da die Fluoreszenz im Hinblick auf die Absorption immer rotverschoben ist,
liegen die mit Farbstofflaser erreichbaren Wellenldngen stets oberhalb der Pumpwellen-
lange liegen; so resultiert bei einer Pumpwellenldnge von 532 nm ein nutzbarer Bereich

ab ca. 540 nm. Mit einigen optischen Tricks, wie Frequenzverdopplung, -verdreifachung,
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Frequenzmischung (siehe Kapitel: nichtlineare Optik) oder auch Raman-shifting der Farb-
stofflaserwellenléinge kann der Spektralbereich zwischen rund 200 nm (UV) und etwa 1000
nm erfasst werden.

In der Praxis arbeitet man mit Strémungskérpern, um zu verhindern, dass sich wegen
der hohen Energiedichte der Pumplaser die Farbstofflésungen zu stark autheizen und sich
somit zersetzen oder in die Kiivettenwinde einbrennen. Die angeregten Farbstoffmolekii-
le konnen auf diese Weise aus dem Anregungsbereich stromen, so dass die entstehende
Wirme abgefiihrt werden kann. Ein weiterer Vorteil von Strémungskoérpern besteht in der
kurzen Verweilzeit der Farbstoffmolekiile im Bereich des Pumplaserstrahls, die unterhalb
der Triplettlebensdauer liegt. Dies verhindert weitgehend die bereits oben beschriebene

Akkumulation von Triplettzustinden.

UV-Lasersystem Dieses System besteht aus einem durchstimmbaren Farbstofflaser
(LAS), welcher von der 2. Harmonischen (532 nm) eines Nd:YAG-Laser (Spectra Physics
GCR 3) gepumpt wird. Die Dyelaserfundamentale wird anschliessend in einem geeigneten

nichtlinearen Medium, in diesem Fall einem [-Bariumboratkristall, frequenzverdoppelt.

IR-Lasersystem Mit Hilfe eines Nd:YAG-Lasers wird hier ein Farbstofflaser gepumpt,
der mit diversen Styryllaserfarbstoffen in Methanol bzw Dimethylsulfoxid (DMSO)
betrieben wurde. Die nutzbare Fluoreszenz von Styryl 8 in Methanol liegt bei 730-770
nm, wihrend DMSO die Fluoreszenz noch weiter ins Rote auf 760-790 nm verschiebt.
Noch weiter im Roten schlieffen sich Styryl 9 bzw Styryl 11 an, so dass der Bereich bis

ca. 815nm zugénglich wird.

Die Frequenzkonversion in den nahen IR-Bereich wird mittels Differenzmischeinheit
DFM1 (engl. difference frequency generation, DFG) samt optisch-parametrischem Ver-
starker OPA (engl.: optical parametrical amplification) erreicht. Das mittlere Infrarote
ist durch eine zusétzliche DFM2-Einheit zugénglich. Dieses Lasersystem basiert auf der
Entwicklung von Gerhards et al.|20].

Wesentlicher Bestandteil der DFM1/OPA Einheit sind zwei mit Magnesiumoxid dotierte
Lithiumniobat-Kristalle (MgO : LiNbOj). Dabei wird im DFM1-Kristall der Dyelaser-
strahl mit einem Anteil der YAG-Fundamentalen (1064 nm) iiberlagert und durch Diffe-

renzfrequenzbildung ein IR-Laser erzeugt, geméaf:

1 1
= . — =2 - 3.1
WIR = Whye = WyAG = £TC (ADye 1064nm> (3.1)
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Infrarotlasersystems
zur Erzeugung von nahem und mittleren Infrarot nach [20]. Die
Darstellung beinhaltet nicht die vollstéandige Optik, A/2-Platten und
Blenden

Je nach Wahl des Laserfarbstoffes bzw des Losungsmittels ist im nahen Infra-
rot (NIR) der Bereich von ungefihr 2800 bis 3800 c¢m™! zugiinglich, womit CH-,
NH- und OH-Streckschwingungen abgedeckt werden. Bei der Anfertigung der IR/UV-
Doppelresonanzmessungen kamen zwei verschiedene Lithiumniobatkristalle fiir die Diffe-
renzfrequenzmischung zur Anwendung, da mit keinem der beiden im Bereich zwischen
2800 cm ™! und 3800 cm ™! kontinuierlich gemessen werden konnte. Kristall 1 besitzt zwi-
schen 3450 cm ™! und 3500 cm ™! eine durch Farbzentren bedingte Absorption und liefert
in diesem Bereich nicht ausreichend Leistung. Der zweite Kristall hat eine dhnliche Ab-

L. er liefert aber gute Leistungsausbeuten in der Liicke

sorption oberhalb von 3520 cm™
von Kristall 1.

Der in der DFM1 erzeugte Infrarotstrahl wird in einen weiteren Lithiumniobatkristall
(OPA) geleitet und mit dem iibrigen Anteil der YAG-Fundamentalen iiberlagert. Beim
optisch-parametrischen Prozess verstiarkt die YAG-Fundamentale den durchgeleiteten IR-
Laserstrahl. Aus den Photonen der YAG-Fundamentalen (1064 nm, Frequenz etwa 9300
cm ') werden Photonen mit der gleichen Frequenz wie die ebenfalls eingestrahlten TR-
Photonen (2800 bis ca. 3800 cm !, Idlerstrahlung), sowie der Differenzfrequenz aus beiden
(5500 bis 6500 cm ™!, Signalstrahlung) gebildet. Bei diesem Prozess hiingt die Intensitét
der gebildeten Laserstrahlung vom Produkt der Intensititen beider Pumplaserstrahlen
ab. Es steht mit Ausnahme der oben erwihnten Kristallliicke (hier ist kein OPA-Betrieb
moglich) eine Pulsenergie von ca 5-10 mJ zur Verfiigung.

Fiir die Messungen im mittleren Infraroten werden Signal und Idler nach Einstellung der
bendtigten Polarisierung in einem AgGa(Se),-Kristall iiberlagert und in diesem die Diffe-

renzfrequenz erzeugt. Bei ungefihr 10 mJ Eingangsenergie (Summe der Pulsenergien von
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Signal und Idler) betrigt die Energie im mittleren Infraroten rund 300 pJ.

Aufgrund kleinerer technischer Probleme mit der Resonatorspindel weicht die Frequenz
des IR-Lasers von der wahren Frequenz ab. Der Betrag ist nur geringfiigig - meist zwischen
1 und 5 Wellenzahlen - jedoch sollten IR-Spektren fiir Veroffentlichungen im Hinblick dar-
auf korrigiert werden.

Eine einfache Moglichkeit besteht im Ausnutzen der IR-Absorptionen atmosphérischen
Wasserdampfs. Es wird nach einer gewissen Wegstrecke durch die Luft die Energie des IR-
Lasers gemessen und das erhaltene Spektrum mit den Daten aus einem FTIR-Spektrum
verglichen. In nachstehender Abbildung sind zwei Infrarotwasserspektren gezeigt. In obiger
Spur befindet sich das Spektrum des IR-Lasers, unten ist als Referenz ein FTIR-Spektrum
gezeigt.

IR - laser

FTIR

r T T T T T T T T T T T T T |
1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800

-1
IR wavenumber / cm

Abbildung 3.4: Vergleich der IR-Frequenzen des IR-Lasers und der
FTIR-Referenz

Es ist ersichtlich, dass der IR-Laser stets etwas zu blau im Hinblick auf die Referenz
liegt. Die Wellenzahldifferenzen fiir moglichst viele zu identifizierenden Banden werden
berechnet und gegen die absoluten Referenzfrequenzen aufgetragen. Es erfolgt ein Sinus-
FIT, der die Spindelbewegung des Resonators vom IR-Dyelaser ausgleichen soll (Abb 3.5)

Der Fit wurde mit der Demo-Software des leistungsstarken FIT-Programms Igor Pro
(Vers. 5.0.4.7, Wavemetrics Inc, Oregon) erstellt. Nach erfolgtem Fit werden die urspriing-
lichen TR-Laserwellenzahlen nach der jeweiligen Fitgleichung korrigiert (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: Korrektur der IR-Laserfrequenzen.
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Laboratoriumsausstattung Aus der folgenden Tabelle lassen sich die verwendeten
Laser, sowie Wellenldingen und Energien entnehmen. Fiir die Dyelaser wurden Farb-
stofflosungen von Rhodamin 6G, Rhodamin B, Rhodamin 101, Fluorescein 27 und weitere
in Methanol (UV-System) und Styryl 8 bzw. 9 in Methanol oder DMSO (IR-System) ge-

nutzt. Fiir IR-Experimente unterhalb von 3300 cm ™

Styryl 11 in Methanol zuriickgegriffen.

KAPITEL 3. EXPERIMENT

1

Tabelle 3.1: Lasertypen und Laserenergien

wurde noch auf eine Mischung von

Laser Lasertyp Verwendung A [nm] Energie
[mJ]
Nd:YAG Continuum Desorption 1064 13
Minilite 1
_ Spectra Physics
Nd:YAG GCR 3 Pumplaser UV 532 400
Dye-Laser UV-System 540-640 25-40
LAS, LDL 2
SHG > 05 Analyselaser 270-320 0.5-2
NA-YAG Spectra Physics Pumplasgr IR 532 400
GCR 230Pro Frequenzmischung | 1064 500
Sirah
Dye-Laser Precision Scan-D IR-System 770-820 40-70
Sirah 2600
DFM1/0PA B 1 -1
/O Tandem-V renmaser 3600 | O
DFM?2 Sirah Brennlaser 5900 1 3413

-7100
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3.2.2 Molekularstrahlapparatur

Mit Hilfe dieser Apparatur wurden im Rahmen der Dissertation DNA-, Peptid- und Por-

phyrinmodellsysteme auf ihre spektroskopischen Eigenschaften hin untersucht.

Nachbeschleunigung C——————]

L Feldfreie Driftstrecke

Pulsdiise
Ablenkplatten :

Repellerplatte

lonisalionskammer Expansionskammer

UV Laserpuls

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der Molekularstrahlappa-
ratur. Aus Griinden der besseren Anschauung wurde auf Flansche
und Vakuumpumpen verzichtet

Die Molekularstrahlapparatur besteht im Wesentlichen aus drei, differentiell gepump-
ten Vakuumkammern: der Expansionskammer, der Tonisationskammer und dem Flugzeit-

massenspektrometer.

Expansionskammer In der Expansionskammer befindet sich die Pulsdiiseneinheit mit
der thermischen Quelle bzw. der Laserdesorptionsquelle. Mit der Pulsdiise (0,3 mm Durch-
messer, Offnungszeit 230-300 ps) wird Argon, bei den Porphyrinexperimenten auch Ne,
Xe und SFg unter einem variablen Stagnationsdruck (typischerweise von ca. 200mbar bis
max. 5 bar) pulsweise (Repititionsrate 10 Hz) ins Vakuum expandiert. Das Vakuum wird
von einer Oldiffusionspumpe mit einer Drehschieberpumpe als Vorpumpe erzeugt und

liegt typischerweise im Bereich von wenigen 10~° mbar (ohne Gasballast). Bei laufender
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Pulsdiise steigt der Innendruck auf ungefihr 5-10~* mbar an. Etwa 2,5 cm hinter der
Pulsdiiseneinheit befindet sich der Skimmer (Beam Dynamics, Offnung: 2 mm Durch-
messer), der an der Trennwand von der Quellkammer zur Ionisationskammer angebracht
ist. Wie schon im Kapitel Molekularstrahlen erwihnt, schélt der Skimmer den divergen-
testen Teil des Uberschalldiisenstrahls (den translatorisch wiirmsten Anteil) ab, um die
Geschwindigkeitskomponenten des Molekularstrahls parallel zum eingestrahlten Laser so
gering wie moglich zu halten.

Aufgrund seines geringen Offnungsdurchmessers verringert der Skimmer den anfallenden
Gasballast in der Ionistionskammer, was dort zusétzlich die notwendige Pumpkapazitét

reduziert.

Ionisationskammer Die Ionisationskammer wird mit Hilfe einer Turbomolekularpum-
pe mit angeschlossener Drehschiebervorpumpe auf einige 10~ mbar evakuiert. In dieser
Kammer befindet sich die Ionenoptik, welche als Abzugsregion der erzeugten Ionen fiir das
lineare Flugzeitmassenspektrometer dient. Dabei wird der kalte Kern des Molekularstrahls
mit den Lasern im rechten Winkel gekreuzt (Minimierung der Dopplerverbreiterung), ehe
die Tonen senkrecht zum Diisen- und Laserstrahl auf das Flugzeitmassenspektrometer

abgebildet werden.

Ionenoptik und Flugzeitmassenspektrometer Das Flugzeitmassenspektrometer
(engl.: time-of-flight mass spectrometer, TOF MS) besitzt eine modifizierte Wiley
McLaren Anordnung (Bergmann Messgerite Entwicklung KG, Murnau) [21] : Unterhalb
des Tonisationsortes liegt eine Repellerplatte auf einem starken positiven Potential, typi-
scherweise 2,3 kV. Damit werden die entstandenen Ionen nach oben, d.h. senkrecht zu
Molekular- und Laserstrahl in Richtung TOF zwischen zwei halbzylinderférmige Ablenk-
platten beschleunigt.

Diese Ablenkplatten sind zunéichst auf ein Potential von 1,7 kV eingestellt. Das Potenti-
al der beiden Platten wird nun mit Hilfe einer variablen Spannungsrampe angepasst. Die
aus Sicht des Molekularstrahls vordere Platte wird um einen Betrag von 150 V abgesenkt,
wihrend die hintere Platte um 300 V angehoben wird. Dadurch entsteht ein Potentialgra-
dient, der die Horizontalkomponente der lonengeschwindigkeit ausgleicht. Infolgedessen
miissen Startzeitpunkt der Spannungsrampe sowie deren Potentialgradient auf die Mole-
kularstrahlgeschwindigkeit abgestimmt werden.

Dabei ist zu beachten, dass die Molekularstrahlgeschwindigkeit von dem verwendeten Tré-

gergas abhingt. Die Spannungsrampe der Ionenoptik bietet nun den Vorteil, dass die zu
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detektierenden Ionen der Probenmolekiile von solchen Tonen, die nicht aus dem Moleku-
larstrahl stammen und deshalb eine andere vektorielle Komponenten der Geschwindigkeit
besitzen, diskriminiert werden konnen.
Die oberhalb der Ionenoptik liegende feldfreie Flugstrecke wird wiederum durch eine Tur-
bomolekularpumpe samt Drehschiebervorpumpe auf bis zu einige 10 ~® mbar evakuiert.
Die hierhin abgelenkten Ionen besitzen nunmehr eine von ihrer Masse abhingige Ge-
schwindigkeit.
Findet Argon als Trigergas Anwendung, so hat das Flugzeitmassenspektrometer eine
Auflésung von:
m
A 335 (3.2)

Nach Durchfliegen der feldfreien Driftstrecke werden die Ionen durch ein weiteres Hoch-
spannungsfeld nachbeschleunigt ehe sie auf den Detektor, zwei Mikrokanalplatten (engl.:
micro channel plate, MCP) in Chevron-Anordnung, auftreffen.
Dies ist notwendig, da besonders schwerere Probenmolekiile (z.B. das Tetraphenylpor-
phyrin TPP) eine geringe Fluggeschwindigkeit und damit einhergehend eine recht geringe
kinetische Energie haben, die mitunter nicht ausreicht, um Elektronen aus den Kanélen
der ersten MCP herauszuschlagen. Das Prinzip der MCP ist im Grunde das eines iiblichen
Sekundérelektronenverfielfachers (SEV):
Die von den auftreffenden Ionen herausgeschlagenen Elektronen werden durch ein Hoch-
spannungsgefille in Richtung der zweiten MCP beschleunigt. Dabei wirkt jeder Kanal
der MCP wie ein separater SEV. Somit ist verstindlich, dass jede MCP das Ionensignal
potentiell um einen Faktor von ca. 1000 verstirkt. Die Chevron Anordnung der MCPs
(antiparallel, also im Winkel von 180°, im Abstand von etwa 2mm gelegen) verhindert
dabei eine Riickkopplung der gebildeten Elektronen.
Das verstéirkte Ionensignal wird an der hinter den MCP liegenden Anode abgegriffen und

auf einem Digitaloszilloskop wiedergegeben.
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Laboratoriumsausstattung Die Pumpenausstattung der drei differentiell gepumpten

Vakuumkammern der Molekularstrahlapparatur, sowie die Daten zur jeweiligen Pump-

leistung sind der nachstehenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 3.2: Pumpen und Pumpenkapazitit

Expansionskammer Tonisations- TOF-MS
kammer
Leybold Leybold Leybold
Vorpumpe Trivac D65B Trivac D65B D8B
65 m?/h 65 m?/h 5.6 m®/h
Diffusionspumpe Turbopumpe | Turbopumpe
. Leybold Leybold
Hauptpumpe Balzers Dif 250 Turbovac 151 | Turbovac 151C
1800 1/s 1451/s 145 1/s
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3.2.3 Zeitliche Steuerung

Die Experimente wurden mit einer Frequenz von 10 Hz gepulst durchgefiihrt. Dies macht
eine Steuerung der zeitlichen Abldufe angefangen von der Pulsdiisenoffnungszeit, iiber
die Laserpulse, den Abzugszeitpunkt der Ionenoptik sowie des Oszilloskops (Tektronix
DG 535) notwendig. Dabei helfen Pulsgeneratoren. Sie triggern die zeitlichen Ereignisse
mit festgelegten Steuerpulsen.

Dabei konnen die beiden Uhren aus institutsinterner Entwicklung (Klaus Kelbert) um
Einheiten von 25 bzw 50 ns, die kommerziell erhéltliche Stanford—Uhr (stanford Research

TDS 520) sogar um Einheiten von 5 ps eingestellt werden.

Einen beispielhaften Uberblick fiir die zeitliche Steuerung gibt nachstehende Tabelle.
Ty ist dabei der (willkiirlich gewéhlte) Startzeitpunkt. Als Trégergas diente Argon.

Tabelle 3.3: Triggerzeiten fiir das IR-UV Doppelresonanzexperiment an ProTrp

Puls- Trigger- . Trigger- | Zeitpunkt
generator kanal triggert signal To+[ms]
A Oszilloskop TTL 2.254082
TDS 520 B Rampe (TOF) TTL inv | 2.252313
C Q-Switch GCR 3 TTL 2.253895
D Q-Switch GCR230 TTL 2.253566
1 Blitzlampen Minilite TTL 1.822950
2 Pulsdiise TTL 0.494500
Uhr (II) 3 Blitzlampen GCR230 5V 2.068850
4 Blitzlampen GCRS3 5V 2.010050
Uhr (IV) 1 Q-Switch Minilite TTL 1.980400




30

KAPITEL 3. EXPERIMENT



Kapitel 4
Quantenmechanische Rechnungen

Fiir ein besseres Verstindnis der ermittelten, experimentellen Daten wurden die Modell-
systeme mit Hilfe quantenmechanischer Methoden berechnet. Der Fokus dieser Rechnun-
gen liegt bei der Strukturaufklarung. Die Frage nach dem Vorliegen spezifischer Konfor-
mere eines Molekiils ist eine Frage der relativen Stabilitdt desselben und damit nach seiner
Grundzustandsenergie. Hierzu werden in der Theorie Berechnungen zur Molekiilgeome-
trie durchgefiihrt, die die Grundzustandsenergie optimieren, also nach Minima auf der
Potentialhyperfliche des Grundzustands suchen. Die Minima geh6ren dann den stabils-
ten Konformeren an.

Nach erfolgter Geometrieoptimierung schliessen sich Normalkordinatenanalysen an. Dabei
wurde der von Kohn und Sham entwickelte Formalismus zur Dichtefunktionaltheorie (im
Jahr 1964) verwendet und mittels des Gaussian03- und des Turbomole-Programmpakets
an einem Parallelrechner vom Typ SGI Origin 2000 (Silicon Graphics Inc, SGI) des Re-
chenzentrums der Heinrich Heine Universitat Diisseldorf, sowie institutsinternen Rechen-

plattformen auf Basis von Pentium4-PCs durchgefiihrt.

31
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4.1 Potentialflachen

Im allgemeinen ist die Frage nach der chemischen Struktur von Molekiilen nur in Ver-
bindung mit der Born-Oppenheimer—Naherung sinnvoll zu beantworten, weil erst die
Separation von Kern—und Elektronenbewegung eine Beschreibung der Gesamtenergie des
Systems als Funktion der jeweiligen Kernkoordinaten ermdoglicht. Die in dieser Arbeit
spektroskopisch untersuchten Peptide stellen bei quantenchemischen Berechnungen ein
kompliziertes Vielteilchenproblem dar, was sich aus der Anzahl der Kerne N und Elek-
tronen n sowie deren Koordinaten R, und r; ergibt. Dieses Problem ist also (3N + 3n)-
dimensionaler Natur. Es wird vereinfacht, indem die Auswirkung des kinetischen Ener-
gieoperators der Kerne auf die Elektronenbewegung vernachlassigt wird. Letztere erfolgt
durch die deutlich geringere Masse der Elektronen im Vergleich mit den Kernen sehr viel
schneller. Somit gelangt man zu voneinander entkoppelten elektronischen Zustinden, die

durch die elektronische Schrédingergleichung beschrieben werden kénnen.

H, (r, R) Yy (7“, R) = ¢! (R) <y (7“, R) (4.1)

Hierbei ist der elektronische Hamiltonoperator gegeben zu:

Hel (7”, R) - Te + ‘7ke + ‘A/ee (42)

Er beinhaltet die Operatoren fiir die kinetische Energie der Elektronen (T};), die Wech-
selwirkungsenergie zwischen Kern und Elektronen (Vke), sowie die Wechselwirkungsenergie
der Elektronen (V,.) untereinander.

Die Energien der elektronischen Zusténde beschreiben dann in Abhéngigkeit ausgewahlter

Kernkoordinaten die sogenannte Potentialfiiche des Molekiils.
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4.2 Molekiulorbitale

Selbst nach der zuvor besprochenen Abtrennung der Kernfreiheitsgrade im Rah-
men der Born-Oppenheimer—Naherung bleibt das Problem der elektronischen n-
Teilchen—Schrodingergleichung im allgemeinen unlosbar. Aus diesem Grund wird die
n—Teilchenwellenfunktion iiblicherweise als Produkt aus n Einteilchen—Wellenfunktionen
angesetzt. Die Wellenfunktion muss dabei antisymmetrisch beziiglich der Vertauschung
der Koordinaten von zwei beliebigen Elektronen sein, weil Elektronen Fermionen sind
(Pauliprinzip). Um dies zu beriicksichtigen, wird zur Beschreibung des Produkts der n-

Teilchenwellenfunktion ein antisymmetrisches Produkt, die Slaterdeterminante, herange-

zogen:
Xi(r1) xj(r1) -+ xnl21)

wf;(xl,xzaafs,-wxn)—\/—ln—! Xi(;@) Xj(sm Xh(gm (4.3)
Xi(@n) Xj(xn) -+ Xn(2n)

Moéglich ist auch eine Linearkombination mehrerer Slaterdeterminanten. Ein solches
Molekiilorbital beschreibt die Elektronenbewegung unter der Wirkung des elektrischen

Feldes der Kerne, sowie einer gemittelten Verteilung der iibrigen Elektronen.

Bei der Hartree—Fock—Methode werden die optimalen Spinfunktionen y; in der
Slaterdeterminante durch numerisches Losen der Hartree—Fock—Gleichungen bestimmt.
Die Linearkombination der Atomorbitale (engl.: LCAQ, linear combination of atomic
orbital) fiithrt zu den Roothan—Hall-Gleichungen.

Die Gleichungen werden auf Grund des iterativen Losungsweges bis hin zur Selbstkonsis-

tenz auch SCF-Gleichung (engl.: SCF, self consistent field) genannt wird.

Der Nachteil dieser Methoden liegt auf der Hand. Im Rahmen des iterativen Losungs-
verfahrens muss eine Vielzahl von Matrizen berechnet werde. Auch wenn die Anzahl und
Komplexitit der Matrizen durch geschickte Wahl der Startorbitale und Ausnutzung et-
waiger Molekiilsymmetrien deutlich eingeschrinkt werden kénnen, ist es doch ein nicht
unerheblicher Rechenaufwand, der mit der Anzahl der zu beriicksichtigenden Elektronen

skaliert und damit von der Molekiilgréfse abhéngt.
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4.3 Dichtefunktionaltheorie

Die Dichtefunktionaltheorie geht einen génzlich anderen Weg, um die Korrelationseffekte
von Elektronen wihrend der Optimierung von Molekiilorbitalen zu beriicksichtigen.

Das Ziel der Dichtefunktionaltheorie (DFT) ist eine direkte Bestimmung der Elek-
tronendichte p und der Energien ohne die Verwendung von Wellenfunktionen. Die
Elektronendichte p(r) selbst ist eine Funktion des Raumes r und die Energie ist das
Funktional F [p]. Dieses Ziel begriindet sich auf einer Tatsache, die erstmals 1964 von
Hohenberg und Kohn bewiesen wurde [22]:

Es existiert ein einziges Funktional, das die Grundzustandsenergie, sowie alle weiteren

elektronischen Eigenschaften des Molekiilgrundzustandes beschreibt.

Es stellt sich jedoch als schwierig heraus, ein solches Funktional zu finden, zumal
es hierfiir keine Konstruktionsvorschrift gibt. Der Kohn-Sham—Formalismus 23] erlaubt
eine Umgehung des Problems, indem die Elektronendichte in Einelektronenfunktionen
1; unabhéngiger Teilchen expandiert wird. Die Kohn-Sham-Orbitale werden analog den
SCF-Methoden aus Basisfunktionen entwickelt.

Zre
e QmeZ/w rlvwlrl d7’1 2/471';07’[1 7’1 d7’1

1 2
+—/Wdr1dr2 + Exe [p] (4.4)
2 471'807”12

Hierin ist der erste Term mit der kinetischen Energie der Elektronen zu identifizieren,
der zweite Term stellt die Wechselwirkungsenergie zwischen Kern und Elektronen
dar, der dritte Term reprisentiert die Coulombenergie der Gesamtladungsverteilung
iiber alle Orbitale. In dem letzten Term sind alle nicht-klassischen Wechselwirkungen
zusammengefasst. Die sogenannte Austausch—Korrelations—Energie beinhaltet die Zwei—
Elektronen—Austausch-Wechselwirkung, dynamische Elektronenkorrelation und eine

Korrektur zu der kinetischen Energie des Sytems.

Die Grundzustandselektronendichte ergibt sich dann durch Aufsummieren iiber die
Kohn—Sham Orbitale

pr) =D wi(r)? (4.5)
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Werden die Gleichungen (3.4) und (3.5) in der Schrédingergleichung beriicksichtigt,
erhilt man die Kohn—Sham—Gleichung:

__h Vi — (Z Zie” / plra)e’ dry — ch(ﬁ)) Vi(r1) = €1i(r1) (4.6)

2me —o 471'807"[1 47T€0T12

Die Summe der Potentiale, die in der Klammer beschrieben sind, heifit Kohn—Sham-—
Potential Vj. ¢; ist die Kohn—-Sham Orbitalenergie. Das Austausch—Korrelationspotential
Vxe wird durch Ableitung der Austausch—Korrelationsenergie nach der Elektronendichte

erhalten:

dExc [p]
op

Die Austausch Korrelationsenergie Exc wird durch verschiedene Naherungsfunktio-

Vxe [pl = (4.7)

nale beschrieben. Im allgemeinen wird sie in zwei Anteile separiert, die Austauschenergie

Ex und die Korrelationsenergie E¢:

Exc|pl = Ex [p] + Ec [p] (4.8)

Ein Modell, fiir das die Austausch—Korrelationsenergie exakt berechnet werden kann,
ist das homogene (spin polarisierte) Elektronengas. Hierbei wird von einer gleichméfigen
Ladungsverteilung unendlich vieler Elektronen ausgegangen, wobei dieser zur Wahrung
der Elektroneutralitit eine gleichméfige Verteilung der positiven Kerne gegeniibersteht.

Die Austauschenergie lasst sich nach Slater dann beschreiben als:

3 /71 \s 4
LSDA _ 3
B =2 (47) ZU /f’gd’” (4.9)

LSDA bedeutet lokale Spin-Dichte Niherung (engl.: LSDA, local spin density appro-
ximation). Die gesamte Austausch Korrelationsenergie, die ein sphérisches symmetrisches

Austausch—Korrelationsloch um die Elektronen beschreibt, kann dann zu

ELSPA / ex [palr), pa(r)] dr (4.10)

abgeschitzt werden. Hierin sind p,(r) und pg(r) die lokalen Spindichten an einem
Punkt r.
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Ein etwas moderneres Verfahren beriicksichtigt eine Verdnderung der Elektronendich-
te. Hierbei ist das Austausch—Korrelationsfunktional nicht mehr ausschlieflich von der
Dichte abhéngt, sondern auch von deren Gradienten. Becke [24]| hat ein Austauschfunk-

tional vorgeschlagen, dass dem Rechnung trégt:

1 [ ps
[ Beckess _ _i/p?dgr (4.11)

bzw. als Korrektur fiir das LSDA Austauschfunktional formuliert:

E}B;eck688 — E)L(SDA . AE)B;88 (412)

Das Austauschfunktional nach Becke wird heute meist in der Verbindung mit einem

Korrelationsfunktional nach Lee, Yang und Parr 25| verwendet:

1 +dp_%
—ab/wp (C’FpS + ‘Vp ‘ (E — (55) ~ 507 |Vp|™ ) dr (4.13)
mit
6_69_% 1
w = 3
1+d,0_%p
1 d -3
d = cp 3+ P 1
1+p7 3

Die Werte fiir die empirischen Parameter a, b, ¢ und d entstammen einer Anpassung
des Korrelationsfunktionals an die tatsidchliche Heliumatomenergie.
Bei dem im Rahmen der theoretischen Berechnungen genutzten Austausch—
Korrelationsfunktional handelt es sich um das als B3LYP bezeichnete Funktional. Die-
ses ist neben Austausch— (nach Becke) und Korrelationsenergien (nach Lee, Yang und
Parr) auch noch mit Hartree-Fock Anteilen empirisch gemischt. Hinzu kommen noch ei-
nige lokale Korrelationsanteile, die von Vosko, Wilk und Nusair [26, 27, 28] parametrisiert

wurden:

E)]?%LYP — E£SDA + o (E)I-(IF . E;{SDA) + CxAE)]?SS
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FEYWN 4 e (EEYF — EYWN) (4.14)

An der Entwicklung neuer Dichtefunktionale wird sehr intensiv geforscht. Ganz neue

Methoden wie beispielsweise das von Grimme et al. entwickelte Dichtefunktional B-97D

[29] beziehen sogar dispersive Wechselwirkungen mit ein.
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5.1 2-Aminopurin (2-AP)

Tautomers and electronic states of jet-cooled
2-aminopurine investigated by double resonance

spectroscopy and theory

Seefeld K. A., Pliitzer C., Lowenich D., Hiber T., Linder R., Kleinermanns K., Tatchen
J. and Marian C. M. Phys. Chem. Chem. Phys. 7 (2005), 3021-3026

We present resonant two-photon ionization (R2PI), IR-UV, and UV-UV double
resonance spectra of jet-cooled 2-aminopurine (2AP) as well as Fourier transform infrared
(FTIR) gas phase spectra. 2AP is a fluorescing isomer of the nucleobase adenine. The re-
sults show that there is only one tautomer of 2AP which absorbs in the wavelength range
32300 - 34500 cm~!. The comparison with the calculated IR spectra of 9H- and 7H-2AP
points to 9H-2AP as the dominating tautomer in the gas phase but the spectra are too
similar to allow an unambiguous assignment to the respective tautomer. Hence, we deter-
mined vertical and adiabatic excitation energies of both tautomers employing combined
density functional theory and multi-reference configuration interaction techniques. For
the 0-0 band of the first 77* transition of 9H-2AP we obtain a theoretical value of 32328
cm™!, in excellent agreement with the band origin of our R2PI spectrum at 32371 ¢cm ~L.
The first singlet 77" transition of the less stable TH-2AP tautomer is predicted to be red-
shifted by about 1700 cm ™! with respect to the corresponding transition in 9H-2AP. From
the absence of experimental bands in the energy region between 30300 and 32350 cm ~! we
conclude that TH-2AP is not present to an appreciable extent in the molecular beam. Our

Inm* and '77* minima of isolated 2AP,

calculations yield nearly equal energies for the
similar to the situation in adenine. The hitherto existing argument that the energetic
order of states is responsible for the different spectroscopic properties of these isomers
therefore does not hold. Rather, vibronic levels close to the origin of the wr*transition

cannot access the conical intersection between the !

mr* and S states along a puckering
coordinate of the six-membered ring, in contrast to the situation in electronically
excited 9H-adenine. As a consequence, a rich vibrational structure can be observed in

the R2PI spectrum of 2AP whereas the spectrum of 9H-adenine breaks off at low energies.
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5.1.1 Introduction

All DNA bases present in organisms have important spectroscopic properties in common.
All four bases, adenine, guanine, cytosine and thymine, have very low fluorescence and
phosphorescence quantum yields, associated with excited electronic state lifetimes of
the order of picoseconds or below.[30, 31, 32| It has been argued|33] that evolution has
arrived at this particular choice of building blocks for its genetic machinery, because the
short lifetime protects them from degrading photochemically. The electronic excitation
wavelengths of many bases, notably the purine-based ones, are about 280 to 300 nm. In
this wavelength range solar radiation flux is small but not zero. Hence a photochemical
protection is necessary, but its mechanism is not well known yet.[14, 34, 35, 36, 37, 38]
Related to the two bases adenine and guanine is 2-aminopurine (2AP). This molecule is
also a purine base. Its chemical structure differs from adenine (6-aminopurine) only in
the position of the amino group. In spite of the structural similarity between adenine and
2AP, there are important spectroscopic differences. The lifetime of the first excited state
of 2AP is significantly longer than the lifetime of adenine.|32, 39, 40] The fluorescence
quantum yield of 9H-2AP depends strongly on the solvent and the temperature.[41] In
aqueous solutions it is about a thousand times larger than the one of adenine.[30, 42]
Because of these properties, 2AP is frequently used as a fluorescent probe[43| in DNA
strands. A further difference between adenine and 2AP is the absorption wavelength
region. The first band of 2AP is red-shifted by about 3700 cm~! with respect to the
9H-adenine absorption spectrum.|30, 14, 42|

Several models have been invoked to explain the short lifetime of electronically excited
adenine. The energetic proximity of the first singlet 77* and nn* states of adenine and
their vibronic interaction have been made responsible for the fast non-radiative decay
of the electronic excitation.|32, 33, 40, 44| Indeed, it was shown via double resonance
and deuteration experiments, [45] from a rotational contour analysis,[46] and by means
of high-resolution dispersed fluorescence measurements in the gas phase[47| that the
complex vibronic spectrum of adenine consists of n7* and 77* bands. Recent quantum
chemical studies[48| confirm the energetic proximity of the singlet n7* and 77* minima.
Sobolewski et al.[38] suggested that a mo™* excited state may be instrumental in coupling
the 7* state with the Sy state via a conical intersection. In addition, a direct and fast
relaxation pathway for vibrationally excited m7* levels was identified recently.|48| This
quenching of the excited state population involves a conical intersection between the

singlet 77 state and the electronic ground state that is separated from the minima in
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the Franck-Condon region by a small barrier only, thus explaining the sudden break-off
of vibrational structure observed by Kim et al.[44] in the R2PI spectrum of 9H-adenine.
It has been argued|33, 14, 40, 41, 49, 50| that the different spectroscopic behavior of 2AP
arises from the fact that the first excited singlet state of 2AP is a 77* state and hence does
not couple efficiently with the higher nn* state. However, these conclusions rest on the
observed energetic order of states in vertical absorption and magnetic circular dichroism
(MCD) spectra of 2AP, 2-amino-9-methylpurine and 2-aminopurine-9-riboside in polar
solvents. In this environment, the 'n7* state gives rise to the second (weak) transition.[49|
Ingwall|51] has made exactly the same observation for 9H-adenine derivatives when their
vertical spectra are recorded under similar experimental conditions as those of 2AP. The
reason for the different spectroscopic properties of the two aminopurine isomers is thus
by no means obvious. So far, the origin of the 'n7* band of 2AP has not been detected
and the relative energies of the '77* and 'n7* minima are not known.

To examine these models it is necessary to use spectroscopy with vibronic resolution. This
is not possible in solution but can be achieved in the gas phase. Because of the difficulty
of evaporating purine bases without thermal decomposition, data of nucleobases and
their isomers are still rather scarce in the gas phase. Nir et al. recorded R2PI (resonant
enhanced two photon ionization) spectra of 2AP and other purine bases by combining
laser desorption with jet cooling.[14] Although being only a minority component of
adenine, the TH-tautomer has been made responsible for major part of the adenine
fluorescence in aqueous solution.[52] There are indications for tautomerism of 2AP in
aqueous solutions|39, 49| and stretched polyvinyl alcohol matrices, too. In contrast to
adenine, the 9H-tautomer of 2AP is believed to be the major source of fluorescence,
however.

In this paper we report R2PI spectra of 2AP which was transferred into the gas phase
via thermal heating. To investigate the possibility of different tautomers we recorded
UV-UV, IR-UV and FTIR spectra. In the following we show that only one tautomer of
2AP contributes to the spectrum in the investigated wavelength range.

To gain deeper insight into the photophysical behavior of 2AP and the difference to
adenine, we performed quantum chemical calculations on the electronic ground and

excited states.



5.1. 2-AMINOPURIN (2-AP) 43

5.1.2 Experimental and theoretical methods

The apparatus used for double-resonance spectroscopy has been described in detail
elsewhere.[53] Briefly, it consists of a source chamber pumped with a 3000 [s™! oil
diffusion pump (Leybold) in which the molecular beam is formed by expanding a mixture
of helium and 2AP at around 230 °C' through the 300 pum orifice of a pulsed nozzle
(General Valve, Iota One) equipped with Kalrez O-rings to endure high temperatures.
The laser beams cross the skimmed molecular beam (Beam Dynamics Skimmer, 1 mm
orifice) at right angles in the ionization chamber. The ions are extracted perpendicular to
the molecular and laser beams in a modified Wiley-McLaren type time-of-flight (TOF)
spectrometer and enter the third (drift)chamber, where they are detected using multi-
channel plates (Topag). Typical mass resolution of the spectrometer is m/Am = 500.
2-Aminopurine (98 % purity) was purchased from Acros Organics and was used without
further purification.

The R2PI measurements were carried out using the frequency doubled output of a
Nd:YAG (Spectra Physics, GCR3) pumped dye laser (LAS, LDL205) operated with
DCM, Rhodamine 101, Sulforhodamine B and Rhodamine B. The dye laser was calibrated
by recording an iodine vapor spectrum and comparison with its tabulated transition
frequencies. The IR light (3000-4000 ¢cm™!) was generated with a LiNbOj crystal by
difference frequency mixing of the fundamental (1064 nm) of a seeded Nd:YAG laser
(Spectra-Physics Quanta Ray Pro 230) and the output (750-830 nm) of a dye laser (Sirah
Precision Scan D) pumped by the second harmonic (532 nm) of the same Nd:YAG laser.
The IR laser was fired 50-100 ns prior to the UV laser. The IR laser was calibrated
by recording a water vapor spectrum and comparison with its tabulated transition
frequencies.

The UV-UV experiments were performed with the same laser systems.

The Fourier transform infrared (FTIR) measurements were performed in a simple heated
gas cell. A stainless tube, 9 cm long and 3 c¢cm in diameter, is sealed at both ends with
NaCl windows and connected to a vacuum pump. Both, the tube and the windows
are heated using heating tape or heating resistors. Heating the windows minimizes
condensation of aminopurine on the window surface during the measurement. The sample
is placed above a closed ball bearing valve, with a diameter of 16 mm. By turning the
valve the sample falls down into the heated stainless steel tube (300°C') and starts to
sublimate. During that time the pressure in the tube rises from < 1072 to about 1 mbar.

The vacuum connections at the upper side of the gas cell are much colder than the
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cell itself and provide possibilities for condensation. Hence, the method involves rapid
heating followed by fast condensation so that the molecules do not have enough time
to decompose. Indeed, we did not observe any hints of a substantial decomposition of
aminopurine during the measurement.

The gas cell is mounted in the sample compartment of a FTIR spectrometer (Bruker,
IFS 113). While the optical components of the spectrometer are kept under vacuum,
the sample compartment is purged with dry, CO, free air. Infrared light is generated
by a Globar source, split by a KBr beam splitter and detected by a pyroelectric DTGS
detector. The infrared beam passes the gas cell along its long axis and is focused at the
center of the cell. No optical filters are used to limit the spectral bandwidth. However,
the NaCl windows limit the spectral coverage to frequencies greater than 900 cm 1,
blocking at least part of thermal radiation from the heated gas cell. All spectra were
recorded at a spectral resolution of 2 cm 1.

HartreeFock and second-order MgllerPlesset pertubation theory (MP2) calculations were
performed using the Gaussian 98 program package.[54] A geometry optimization of the
different tautomers was performed at the MP2 level employing the 6-311G(d,p) basis
set. The vibrational frequencies of the ground state were calculated using the analytical
second derivatives of the MP2 potential energy surface.

In addition, equilibrium geometries of the electronic ground state potential energy surfa-
ces of the 9H-2AP and 7TH-2AP tautomers were determined at the restricted KohnSham
(KS) level (B3LYP functional[55, 56, 57|) utilizing the Turbomole package. [58] Geometry
optimizations of excited singlet states were carried out at the level of time-dependent
density functional theory (TDDFT).|59| For a proper representation of the diffuse charge
distribution in the mo* states Rydberg functions are of paramount importance. Thus,
the standard valence triple zeta plus (d,p) polarization basis sets on nitrogen, carbon,
and hydrogen from the Turbomole library|60| were augmented by two sets of Rydberg
functions. Each set of Rydberg functions consisted of 3s, 3p, and 1d primitive Gaussians
with exponents of 0.05, 0.02, 0.008 (s and p Rydberg) and 0.015 (d Rydberg) located
at dummy centers. Their positions were allowed to adjust in the geometry optimization
step. This basis set is denoted by TZVP+Ryd in the following. Harmonic vibrational
frequencies in the electronic ground and first excited n7* states were determined at the
(TD)DFT level in the pure TZVP basis. Since analytic second derivatives of TDDFT
energies were not available, they were approximated by finite differences of the gradients
using the SNF tool.[61] For the evaluation of the FranckCondon (FC) factors of the

vibronic transitions we performed a Dushinsky transformation of the normal modes
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employing the home-written program DISPLACED.|[62]

At the optimized geometries, single-point DFT/MRCI calculations were carried out.
The principal concept of this approach formulated by Grimme and Waletzke|63| is to
describe major parts of dynamic electron correlation by density functional theory whereas
static correlation effects are accounted for by MRCI expansions. The configuration state
functions (CSFs) in the MRCI expansion are built up from KS orbitals employing the
BHLYP functional.[55, 64] Double counting of dynamic correlation is avoided by scaling
the off-diagonal matrix elements by a factor that decreases exponentially with the
fourth power of the energy difference between the corresponding CSFs. A common set
of reference CSFs is used for all spatial symmetries. The initial set can be generated
automatically in a complete active space (CAS)-like procedure and is then iteratively
improved.

In the MRCI step, twelve roots of singlet multiplicity were determined. The reference
space comprised about 90-100 CSFs, with the dimension depending slightly on the
specific geometry. Only the inner shells (1s electrons at carbon and nitrogen) were treated
as frozen core. The dimension of the actual MRCI space including energy-selected single
and double excitations out of the reference space amounted to approximately 1.5-1.6
million CSFs.

5.1.3 Results and discussion

3.A. Tautomer assigment Fig. 5.1 shows the one-color, two-photon ionization spec-
trum of 2AP in the spectral range between 32350 and 34000 cm ~! obtained via thermal
heating and taken at the parent mass m/e = 135 of 2AP. The spectrum is in very good
agreement with the R2PI spectrum of 2AP obtained via laser desorption.[14]

The spectrum shows an extended vibronic structure compared to the sparse spectrum
of 9H-adenine. The origin appears at 32371 cm ~!, which is about 3700 cm ™! to the red of
that of 9H-adenine at 36105 cm~'. The lower trace of Fig. 5.1 shows the UV-UV double
resonance spectrum of 2AP taken with the probe laser tuned to the electronic origin of
2AP at 32371 ecm~!. A careful line by line comparison shows that all major bands in
the R2PI spectrum of 2AP are also observed in the UV-UV double resonance spectrum.
Therefore all transitions between 32350 and 34000 cm ™! belong to only one tautomer
of 2AP - no other tautomers, isomers, hot bands or spectral features from dissociating

clusters contribute to the larger bands of the R2PI spectrum (Fig. 5.1).
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Abbildung 5.1: R2PI spectrum of 2-aminopurine in a supersonic jet.
The lower trace shows the corresponding UV-UV double resonance
spectrum of 2AP with the probe laser tuned to the electronic origin

of 2AP at 32371 cm ™1,

Fig. 5.2 exhibits the IR-UV double resonance spectrum of 2AP with the R2PI laser tuned
to the electronic origin of 2AP at 32371 cm ™.

Calculated fundamental vibrational transitions of 9H- and 7TH-2AP are displayed for

comparison. Table 5.1 shows the comparison between experiment and theory in more
detail. Unfortunately, the NH stretching frequencies of 9H- and 7H-2AP calculated at the
MP2/6-311G(d,p) and B3LYP/TZVP levels are too similar to allow an assignment of the

experimental spectrum to the 9H- or 7TH-tautomer.

We performed UV-IR experiments by tuning the IR pump laser to each NH stretching

frequency and scanning the UV probe laser (spectra not shown here). Again, the spectra

demonstrate that only one tautomer of 2AP is present in the investigated wavelength

range to an appreciable extent.
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Abbildung 5.2: IR-UV double resonance spectrum of 2AP with the
R2PI laser tuned to the electronic origin of 2AP at 32371 c¢cm ™.
Scaled vibrational frequencies of 9H- and TH-2AP calculated at the
B3LYP/TZV(d,p) level are shown for comparison. A scaling factor
0.9613 as recommended in ref. [65] for B3LYP/6-31G(d) has been

used.

Tabelle 5.1: Comparison of the experimental IR frequencies with the calculated vibrational
frequencies for the 9H- and 7H tautomers of 2AP in the region of the NH vibrations. All
calculations have been performed at the MP2/6-311G(d,p) and B3LYP/TZV(d,p) level

of theory. All frequencies have been scaled and given in cm™

1

Assign- 9H-2AP TH-2AP
ment Exp MP2¢ A/% B3LYP® A/% MP2¢ A/% B3LYP® A/%
Sym. NHsy 3463 3410 -1.5 3465 +0.0 3406 -1.6 3459 -0.1
NH 3508 3473 -1.0 3502 +0.2 3477 -0.9 3507 +0.0
Antisym. NH, 3579 3531 -1.3 3588 +0.3 3526 -1.5 3580 +0.0

@ MP2 scaling factor: 0.9427. ® B3LYP scaling factor: 0.9613 both as recommended in ref. 44 for the
6-31G(d) basis set.

To check whether the mid IR range is more informative with respect to tautomer assi-

gnment we measured the FTIR spectrum of 2AP in the gas phase, cf. Fig. 5.3 and Tables

5.1 and 5.2.
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Abbildung 5.3: FTIR spectrum of 2AP in the region between 4000-
800 cm™!. The lower traces show the vibrational spectra of 9H- and
7TH-2AP calculated at the B3LYP/TZV(d,p) level for comparison.

The agreement between measured and calculated spectra in the mid IR range is as

good as in the near IR range and most of the vibrations can be assigned, compare for
Table 5.2. The difference between the vibrational spectra of 9H- and 7TH-2AP is, however,
small in the mid IR range, too. There is one noticeable exception - the intensity of the
N9-H/(N7-H + C6-H) in-plane bend vibration at 1352 cm ~! compared to the intensity of
the C6-H/(N7-H C6-H) in-plane bend vibration at 1416 cm !, ¢f. Table 5.2. The N7-H
+ C6-H bend vibration is somewhat more intense than the N7-H — C6-H bend vibration

while the corresponding N9-H bend vibration is more than a factor of ten less intense than

the C6-H bend vibration, in agreement with the dominance of the C6-H bend vibration in

the experimental spectrum. This finding is an important hint that 9H-2AP is the dominant
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Tabelle 5.2: Comparison of the experimental frequencies with calculated vibrational fre-

quencies for the two possible aminopurine tautomers in the region from 4000 - 1000 cm™?.

The calculations have been performed at the BSLYP/TZV(d,p) level. The calculated fre-
quencies have been scaled by the factor 0.9613. Most of the vibrations could be assigned.
The intensities of the experimental and calculated spectra (shown in brackets) are scaled
to the respective most intense vibration. Ng/,7H assignments are separated by a slash. In

phase and opposite phase coupling of vibrations are indicated with + and -, respectively
9H-2AP T7H-2AP
IR-UV FTIR B3LYP B3LYP | Assignment

3579 3588(0.1)  3580(0.2) | NHy as. stretch
3508 3503(0.2) | 350202y 3507(g.2) | Nor7H stretch
3463 3451(0_1) 3465(0_2) 3459(0.2) NH2 sym. stretch
3043(0.04) 3022(01) C6H stretch
1626(0.9) | 1600(1.0) 1592(1.0) | i.p. Ring distortion: CN stretches
1594(08) 1569(07) 1567(10) NH2 bend
1550(0.3) | 154003  1534(g6) | i.p. Ring distortion: CC stretches
149793y | 1476(g2)  1465(¢.3) | Coupled CN stretch vibrations
14670.3) | 1440 9.2y 1435(0.3) | Coupled CN stretch vibrations
1416(10) 1391 (0.5) 1405(05) C6H lp bend/(N7H - C6H) lp bend
1352(0.2) 1348(0_02) 1339(046) NgH i.p. bend/(N7H + 06H) i.p. bend
1314(01) 1323(001) N9’7H lp bend + NHQ lp bend
1276(0.9) | 12850003y 1286(0.1) | CsH i.p. bend
1238(0.2) 1245(0.1) 1241(0_2) (CsH + CgH) i.p. bend
1234(01) 1218(02) (CSH - CGH) lp bend
1140(g.04) | CeH i.p. bend + CN stretch
1065(0.02) | NHz rocking
1011(g.1) | 102291y 1060907y | (NgH-CgH) i.p. bend/NH; rocking
955(0.1) 934 (0.03) 934(0.06) | 6-Ring i.p. deformation

tautomer in the gas phase. Matrix FTIR spectra of 2AP were also interpreted to arise
from the overwhelming presence of 9H-2AP (despite that some minor extent of 7TH-2AP
were believed to be present).[66] From our FTIR spectra a minor contribution of 7TH-2AP
cannot be excluded neither.

According to the MP2 calculations 9H-2AP is 18 kJ mol~! more stable than 7H-2AP,
very close to the energy difference of 19 kJ mol~! at the DF'T/MRCI level of treatment.
It is therefore quite probable that 9H-2AP is the dominant tautomer in the gas phase,
similar to 9H-adenine[45] and 9H-purine.[67, 68] For the electronic ground states of the
9H-2AP and TH-2AP tautomers we find almost planar nuclear arrangements of the atoms
in the purine ring. At the level of BSLYP DFT, the amino group in 2-position is slightly
pyramidal in both cases with H-N10-C2-N1 and H-N10-C2-N3 dihedral angles of about 15

1

degrees. The barrier to planarity amounts to merely 27 cm~! and 45 cm ™!, respectively,

and is thus located well below the zero vibrational level of the pyramidalization mode. At
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the DET/MRCT level, the situation is reversed and the planar, C ; symmetric structures are
slightly favored. The calculated electronic absorption spectrum (see below) is completely
unaffected by these slight geometry differences and we will therefore not dwell upon this
subject.

To corroborate the assumption that only 9H-2AP is present in the molecular beam, we
computed vertical and adiabatic excitation energies for both tautomers. The results are
depicted in Fig. 5.4 (9H-2AP) and Fig. 5.5 (TH-2AP).

A

E[eV]
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0.0-

geometg

1 1 i
n—=7T . GS,_. N=T* i =T,

Abbildung 5.4: Vertical and adiabatic absorption energies of 9H-2AP
calculated with the DFT/MRCI method. The minimum geometry
of the electronic ground state (GS,,;,) was determined at the DFT
level. Minimum geometries of the first excited 'n — 7* and ' — 7*
states (denoted by 'n — =¥, and 'm — 7%, respectively) as well as
the conical intersection between the ground and first excited 7 — 7*
states (' — %) were obtained at the TDDFT level. Solid lines: 7 —
m* states; dashed lines: n — 7* states; dotted lines: 71 — Rydberg
excitations. The oscillator strength of the first ‘7 — 7* transition

amounts to 0.18.

In both tautomers, the first absorption band corresponds to a 77* (homo-lumo)
transition with large oscillator strength. The second vertical transition originates from
an nr* excitation. Compared to the first band, it is predicted to be weaker by a factor

of approximately 30. At the respective ground state equilibrium structures, the diffuse
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Abbildung 5.5: Vertical and adiabatic absorption energies of TH-2AP
calculated with the DF'T/MRCI method. For details relating to the
nuclear geometries see Fig. 5.4 and the text. The electronic ground
state of this tautomer is located at 0.21 eV (20 kJ mol~') above the
9H-2AP minimum at this level of theory. Solid lines: m — 7* states;
dashed lines: n — 7* states; dotted lines: m — Rydberg excitations.
The oscillator strength of the first 7 — 7* transition amounts to 0.13.

states of wo* character are located at considerably higher energies. The computed
vertical excitation energies can tentatively be compared with the maxima of experimental
absorption spectra in solution. In stretched films of polyvinyl alcohol[49] and other
hydroxylic solvents,[41] the first absorption maximum is located at approximately
4.05-4.10 eV, somewhat red-shifted with respect to our computed value of 4.31 eV for
the first excited 'm7* state of isolated 9H-2AP. In previous theoretical investigations at
the level of multiconfigurational quasi-degenerate perturbation theory (MCQDPT),[69]
a lower excitation energy (3.97 eV) was obtained for this transition. Our vertical nr*
DFT/MRCI excitation energy of 4.51 eV compares favorably with the experimental
estimate (ca. 36000 cm~! = 4.46 eV) by Holmen et al.[49] The MCQDPT calculations by
Rachofsky et al.[69] place this transition at considerably higher energy (4.97 eV). Several

single excitation configuration interaction (CIS) calculations on the electronic spectrum
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of 2AP were published.|33, 70, 71] However, due to the lack of dynamical electron cor-

relation, they yield much too high excitation energies and are not considered to be reliable.

3.B. Relaxation pathways Geometry relaxation on the S; potential energy surface
leads to moderate bond length variations and retains the nearly planar geometrical struc-
ture of the purine rings in the electronic ground state. In the first excited '77* state of
9H-2AP and TH-2AP, the amino nitrogen exhibits a planar coordination. In both tauto-
mers, the most pronounced geometry change upon 77" excitation is an elongation of the
N1-C6 bond by about 5 pm. (A list of geometry parameters can be found in Table S1 in
the supplementary information material.) Starting from a pre-optimized planar saddle-
point structure on the 'n7* surface, an unconstrained minimum search was successful for
this state, too. At the n7* minimum, the amino group is pyramidal with H-N10-C2-N1
and H-N10-C2-N3 dihedral angles between 20 and 25 degrees. The N1C2 bond length
is substantially contracted with respect to its electronic ground state value. (For fur-
ther geometry parameters see Table S1.) The energetic position of the 0-0 'w7* vibronic
band in the theoretical spectrum of 9H-2AP is determined from the computed adiabatic
DFT/MRCI excitation energy (33482 ¢m™') and the zero-point vibrational energy (ZP-
VE) correction obtained at the (TD)DFT level (-1154 cm~!). The excellent agreement of
the resulting value of 32328 cm ™! with the peak position in the observed R2PI spectrum
of 2AP (32371 ¢cm™!) is probably somewhat fortuitous considering the usual error bars
of the DFT/MRCT method (-0.2 eV). The nz* state lies more than 4000 cm ™" higher at
this geometry. However, contrary to what has been expected,|33, 14, 40, 41, 49, 50| our
calculations place the 'n7* minimum of isolated 9H-2AP in the same energy regime as
the Y77 minimum. We obtain an adiabatic excitation energy of 33090 cm ~! for the ‘ns*
state. This is actually even slightly below the '77* minimum energy at 33482 ¢cm . In our
experimental double-resonance spectra of isolated 2AP we did not find any indications
for nz* vibronic bands. One has to keep in mind though that the spectrum is rather
dense and the oscillator strength for a 'n7* transition is expected to be lower by more
than a factor of 30 compared to the '77* transition. Also, our spectra are not rotationally
resolved so that the transition moment directions of the different vibronic bands could
not be analysed.

According to the results of our calculations, the energy gaps between the 'w7* and nzr*
minima are quite similar in 9H-2AP and 9H-adenine. The argument that has been put
forward repeatedly in the literature,|33, 14, 40, 41, 49, 50| stating that the reverse order
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of the '77* and 'nm* states is the origin of the different spectroscopic behavior of these
two isomers, therefore does not hold. On the other hand, we find a large difference when
examining the direct relaxation pathway of the 77* excitation to the electronic ground
state. In 9H-adenine, a conical intersection between these two states was detected|48]
that is energetically accessible shortly above the band origin. The nuclear geometry at
the potential energy hypersurface crossing is characterized by a strong puckering of the
six-membered purine ring, with the C2H bond nearly perpendicular to the central C4C5

Lrm* and the S, state for a si-

bond. For 9H-2AP, we find a conical intersection between
milar geometry (Fig. 5.4, to the very right). However, in 2AP the amino group is attached
to the C2 center instead of a hydrogen atom. Upon ring puckering, the NH2 group in posi-
tion 2 loses its property of stabilizing the 77* state because the lone-pair electrons at the
N-atom are not part of the m-system anymore. As a consequence, the conical intersection
occurs at elevated energies in 9H-2AP and cannot be accessed by vibronic levels close to
the origin. We therefore expect sharp bands even for higherlying vibronic transitions and
a long vibrational progression, as observed in our experiments.

The position of the azine bond in the five-membered ring is found to have large influence
on the electronic excitation energies (Figs. 5.4 and 5.5). The lowest-lying '77*, 'n7*, and
lro* transitions of 7TH-2AP are markedly red-shifted with respect to the corresponding
transitions in 9H-2AP. A similar trend was observed for the 9H- and 7H-tautomers of
adenine. |45, 48, 72| The computed '77* adiabatic excitation energy of TH-2AP amounts
to 31726 cm~!. The ZPVE correction (-1113 ¢m™!) is somewhat smaller than for the
9H-tautomer. Hence, we predict the origin of the '77* band of 7H-2AP to be red-shifted
by about 1700 cm~! with respect to the w7* 0-0 transition in 9H-2AP. According to
our calculations, we expect a similar red-shift for the nn* state of 7TH-2AP for which
we obtain an adiabatic excitation energy of 30703 cm~!. A geometry optimization of the
Lrm* state starting from a strongly puckered nuclear arrangement did not lead to a co-
nical intersection with the electronic ground state but yielded a second (local) minimum
on the S; surface (Fig. 5.5, to the very right) more than 6000 cm~! (40.7 eV) above the
global '77* minimum. It thus appears that this coordinate does not provide a fast non-
radiative relaxation path in 7TH-2AP. A search for further bands in the region 30300 -
32370 cm ™! using two color R2PT (266 nm ionization laser wavelength) was unsuccessful.
The lack of spectral lines in this region is in favor of the single tautomer hypothesis as the
Lz7* transitions exhibit similar oscillator strengths in both tautomers and even a mino-
rity component ought to be recognizable. Additional information about the nature of the

electronically excited state of 2AP can be obtained by comparing the vibronic frequen-
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cies and intensities from the R2PI measurements with theoretically determined harmonic
vibrational frequencies and FC factors. A detailed discussion of these data can be found

in the electronic supplementary information material.

5.1.4 Conclusions

In this work, we have investigated the vibronic spectrum of isolated 2AP by means of high-
resolution gas phase experiments and combined DFT and MRCI quantum chemical me-
thods. The results of our investigations give ample evidence that mainly the 9H-tautomer
of 2AP is present in the molecular beam. We could explain the rich vibrational structure
in the R2PI spectrum of 2AP compared to the spectrum of its isomer 9H-adenine whose
UV spectrum breaks off at low energies. Further experimental and theoretical investiga-
tions will be directed towards an explanation of the different fluorescence quantum yields
of 2AP in water and in nonprotic solvents. We plan investigations of clusters of 2-AP with
water. Especially important are the energetic positions of the 77* and n7* states in these

different environments and their coupling to the electronic ground state.
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5.2 Guanin (G)

Imino Tautomers of Gas-Phase Guanine from

Mid-Infrared Laser Spectroscopy

Seefeld K., Brause R., Héber T. and Kleinermanns K. J. Phys. Chem. A 111 (2007),
6217-6221

We reinvestigated the assignment of the three major guanine conformers detected via
resonance enhanced two-photon ionization (R2PI) in supersonic expansions and present
IR/UV double resonance spectra in the spectral region between 1500 and 1800 c¢m .
Comparison with B3LYP/TZVPP and RI-MP2/cc-pVQZ calculations shows that both
conformers B and C are TH-keto tautomers with an imine group in the 2-position. They
differ only in the local conformation of the imine group but are otherwise identical.

Conformer A is an amino-enol form with the OH group in the trans position.

5.2.1 Introduction

Tautomers of guanine have been studied by several groups in the past.[73, 14, 74, 15, 75,
76, 77, 78, 79, 80, 81] Four conformers were observed in the vibronic spectra of laser-
desorbed guanine in supersonic expansions detected by resonant two-photon ionization
(R2PI) and with electronic origins at 32864 cm™' (A), +405 cm™! (B), +1046 c¢cm™!
(C)[15, 75] and +1891 cm~! (D).[75] Using IR/UV doubleresonance spectra, two of them
were assigned to amino-enol structures (A and D), and the other two were assigned to
aminoketo structures (B and C).|15, 75, 76, 77| There remained some doubt as to whether
the observed conformers were 7H or 9H tautomers because the IR spectra of TH- and 9H-
guanine are very similar.

Very recently Choi and Miller presented IR spectra of guanine in helium droplets.[82| They
identified the 9H-amino-keto, the TH-amino-keto and two 9H-amino-enol tautomers by the
orientation of their transition moment angles. Remarkably, the IR spectra of the amino-
keto tautomers in helium droplets did not agree with the IR spectra of tautomers B and
C, which were assigned to amino-keto structures in the gas-phase studies.|15, 75, 76, 77|
Because the keto assignment was certain (no OH stretch vibration of the enol form),

imino-keto tautomers remained the most obvious assignment of tautomers B and C. This
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was pointed out in ref [78] but no new experimental results were presented there to prove
that possibility. The NH stretch vibration of the imine group, which absorbs in the near-
IR, could give clear evidence for imino tautomers, but its absorption intensity is weak and
could not be detected in refs [15, 75, 76, 77, 78].

Imino-keto and amino-keto structures are clearly distinguishable in the mid-IR spectral
region by the presence of the very strong C=N stretch absorption of the imine group next
to the C=0 stretch band of the keto group. In the following, we present the spectra of
guanine tautomers between 1500 and 1800 ¢cm ™! that unambiguously prove the imino-
keto assignment of tautomers B and C. Recent calculations of Marian|81| predict fast
internal conversion of the amino-keto tautomers. Therefore, we concluded that the most
stable and abundant amino-keto tautomers could not be detected via R2PI because their
electronically excited-state is too short-lived for efficient ionization. On the other hand,
the rare imino-keto tautomers were observed because of their efficient ionization pathway
in R2PI experiments. R2PI only allows the detection of conformers that have an efficient

ionization channel.

5.2.2 Experimental Methods

The basic principles of our IR/UV experimental setup were described in detail
elsewhere.[83, 20, 84] Solid samples of guanine are vaporized into an argon jet (5 bar)
by laser desorption and were investigated by IR/UV hole burning spectroscopy (Figure
5.6). Guanine (Merck >98%) is mixed with graphite powder (Aldrich) in a 1:2 ratio and
is applied to the edge of a 2 mm thick graphite wheel (diameter 60 mm), which is placed
underneath the orifice of a 300 pm pulsed valve (General Valve). Slow rotation of the
graphite wheel (1 turn per 45 min) constantly provides fresh material to be exposed to
the desorption laser (Minilite, Spectra Physics, 1064 nm, ~5 mJ/cm?).

The skimmed molecular beam (skimmer diameter 1 mm) crosses the UV ionization
laser (LAS, frequency doubled, attenuated to <0.1 mJ/pulse) at a right angle inside
the ion extraction region of a linear time-of-flight (TOF) mass spectrometer in the
Wiley-McLaren configuration. A pulsed IR laser beam (burn laser) is aligned collinear
to the UV beam (probe laser) and is fired 100 ns before the latter. The burn laser (IR)
frequency is scanned over the vibrational transitions, while the ionization laser (UV
probe laser) is kept at a frequency resonant with a vibronic transition of a single guanine
tautomer. By monitoring the ion mass signal as a function of IR frequency, mass and

conformer selective IR spectra can be obtained.
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IR laser light is generated by a three-stage difference frequency generation (DFG)/optical
parametric amplification (OPA) setup.|[20] Basically, a dye laser (Precision Scan, Sirah),
with Styryl 8 or 9 in methanol or dimethylsulfoxide (DMSO), is pumped by the 532
nm output of a frequency doubled Nd:YAG laser (GCR 230 Pro, Spectra Physics).
The dye laser output is mixed with a part of the fundamental (1064 nm) of the same
Nd:YAG laser in a LiNbOj3 crystal for difference frequency generation, which produces
IR radiation around 2.6 pm that is amplified in an OPA stage. In the third stage, after
proper rotation of the polarizations, IR radiation between 5 and 8 pm (=300 wJ) is
produced by difference frequency mixing of the idler and the signal beams of the OPA
stage in an antireflection coated AgGaSe, crystal.

Intensity noise due to shot-to-shot fluctuations can largely be compensated by creating
a reference signal. We let the very same UV laser pulse that was used to ionize the
molecules pass a 30 m delay line; then we re-direct and focus it into the sample region
again, causing a second ion signal (reference signal) to appear ~100 ns after the first.
Because the redirected beam is focused, its interaction volume with the IR beam is small
and shows only a small IR dip, if at all. The reference signal is scaled to match the
baseline of the first ion signal and is subtracted from the latter. In this case, the baseline
corresponds to the constant ion signal without the IR laser. Because both ion signals
originate from the very same laser pulse and sample the same gas pulse, common noise

due to energy and number density fluctuations is mostly eliminated in the resulting signal.

The ro-vibrational transitions of the water bending (1595 cm ') and stretching vibra-
tions (3657 and 3756 cm™!) were used for frequency calibration. We did not normalize
the IR spectra to the IR laser intensity, but the intensities in each measurement were
the same to within 20%, so the intensity scales in the spectra are comparable for each

conformer.

5.2.3 Calculations

We calculated all 20 tautomers and conformers of guanine, which are displayed in Figure
5.7 together with their relative energies. To get a more reliable estimate of the relative
energies, geometry optimization at the BSLYP/TZVPP level of theory was followed by a
RI-MP2/cc-pVQZ single point calculation at the optimized DFT geometries. Vibrational
frequencies were calculated at the DFT level and were scaled by 0.9552 (O-H stretch),
0.9588 (N-H stretch), and 0.982 (7 < 2000 cm™!). The different scaling factors for the
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desorption laser
IR (1064 nm)

sample holder UV (T +100ns) IR (7)

Abbildung 5.6: Experimental setup, showing the laser desorption and
ionization region. The UV analysis laser travels more than 30 m after
crossing the molecular beam, and then it is redirected and focused
into the ionization region again to generate a reference signal of ions
used to normalize the hole-burning signal.

OH and NH stretch vibrations were derived from calculations of 3- and 4-aminophenol.
The relative energies in Figure 5.7 are corrected for the zero-point energy obtained by
the above-mentioned DFT calculations. For the imino-keto tautomers we also calculated
vibrational frequencies at the RI-MP2/cc-pVDZ, RI-MP2/ccpVTZ, and RI-MP2/TZVPP
levels of theory. All calculations were performed using the Turbomole program package.|85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92|

We use the following abbreviations to label the different tautomers: 7H/9H represents
the H-atom in the 7N or 9N position, 3H represents the tautomer with the hydrogen
atom moved from the 1- to the 3-position, A is the amino group in the 2-position, I, /I,
is the imine group (up/down) in the 2-position, O is the keto form, and E./E; is the
enol form (cis/ trans). Our nomenclature differs slightly from that introduced in ref [81].
Except for the amino group, guanine is a planar molecule in the electronic ground state,
with the hydrogen atom of the enol- and imino-groups lying in the molecular plane. The
definitions for cis/trans refer to the position of the enol hydrogen. In the cis conformer the
hydrogen is on the N7 side (e.g., TH-A- E.). Similarly, up/down refer to the position of
the iminohydrogen, with the hydrogen on the N1 side in the up conformer (e.g., 7TH-1,-O).
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5.2.4

(B3LYP/TZVPP//RIMP2/cc-pVQZ, ZPE corrected) of all 20 tau-
tomers of guanine and their relative energies in ascending order. The
numbering of the atoms is indicated in the top-left structure. Abbreviati-
ons are as follows: 7TH/9H ) H-atom in 7N or 9N position, 3H ) tautomer
with the hydrogen atom moved from the 1- to the 3-position, A ) amino
group in the 2-position, 1,/I; ) imine group (up/down) in the 2-position,
O ) keto form, E./E; ) enol form (cis/trans).

Results

Figure 5.8 shows the IR/UV double resonance spectra of the three guanine conformers

A, B, and C in the mid-IR region (top three traces). The UV probe laser was tuned

to 32 864 (A), 32 864 + 405 (B), and 32 864 + 1046 cm~

(C), respectively. |15, 75,

77] Although we tried different experimental conditions (laser energy, timings, etc.), we

did not observe the vibronic or IR spectrum of conformer D[75, 77] in our experiment.

Contrary to non-methylated guanine, the vibronic and the mid-IR spectra of conformer
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D of 9-methylguanine could be easily obtained.[93] Also shown in Figure 5.8 are the
calculated and scaled stick spectra of the eleven most stable tautomers of guanine. The
corresponding structures are indicated to the left of each stick spectrum. For the spectral
assignment, we only considered tautomers with relative energies lower than 6000 cm .
Tautomers with higher energies are assumed to not be present in the supersonic expansion,
or their contribution is assumed to be negligible compared to that of the major conformers.
Vertical colored lines originating from the experimentally observed absorption maxima

help to compare experimental and calculated spectra (A ) blue, B ) red, C ) green lines).

Conformers B and C. The mid-IR spectra of conformers B and C are very similar
(Figure 5.8) and show only two absorption maxima around 1690 and 1738 ¢m~!. From
previous work we know that both conformers B and C are keto forms, because they
do not show the OH stretch vibration of the enol tautomers (see Figure 5.9).[15, 75|
Consequently, the two bands at 1738 and 1739 ¢cm~! can be attributed to the C—O
stretch vibrations of the keto group. This is supported by the FTIR gas-phase spectrum
of thymine|94| and by mid-IR spectra of guanine-cytosine base pairs.|95] Now we compare
the experimental spectra to the calculated spectra of keto tautomers in Figure 5.8. Only
the imino-keto tautomers 7H-I,,/4-O and 9H-I,,/4-O reasonably agree with the experimental
spectra. Therefore, the bands at 1689 and 1692 ¢cm ~! must be the C=N stretch vibrations
of the imine groups.

Figure 5.9 shows previous measurements in the region of the OH/NH stretch vibrations|15]
together with the calculated and scaled stick spectra in that region. Conformers B and C
show three absorptions between 3450 and 3510 cm ~!. According to the calculated spectra
of the 7TH-1,,4-O and 9H-I,,/4-O tautomers, the red-most band belongs to the N H stretch
vibration, whereas the other two are the N3H and N7,H stretch vibrations. The NH
stretch vibration of the imino group (below 3400 cm™!) is weak and is not discernible in
the experimental spectra.

The mid-IR spectra show that conformers B and C are indeed imino-keto conformers,
but the spectra differ only by small changes in the N-H stretch region, which makes
the differentiation between 7H/9H and up/down tautomers difficult. Unfortunately, the
calculated IR spectra of the imino tautomers are also very similar to each other. We did
calculate the vibrational frequencies of the four imino-keto tautomers at different levels
of theory to predict the reliability of the small frequency shifts between the different
tautomers. If the shifts are systematic and consistent at each level of theory, then we

could use them to distinguish between 7H/9H and up/down imino-keto tautomers and to
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provide tentative assignments for conformers B and C.

Table 5.3 lists the unscaled C=N, C=0, and N-H stretch frequencies obtained at the
B3LYP/TZVPP, RI-MP2/cc-pVDZ, RI-MP2/cc-pVTZ, and RI-MP2/TZVPP levels of
theory. ¢ is the spacing between the C=N and C=0O stretch vibrations.

Tabelle 5.3: Unscaled C—N, C—0, and N-H Stretch Frequencies (in cm ') of the Four
Imino Tautomers at Various Levels of Theory“

conformer C=N C=0 ) N;-H N3;-H N;o-H

B3LYP/TZVPP

7TH-1,-O 1721 1759 (38) 3604 3646 3649

7H-1,,-O 1721 1760 (38) 3610 3638 3652

9H-1,;-O 1724 1785 (61) 3602 3654 3645

9H-1,,-O 1721 1786 (66) 3607 3641 3645
RI-MP2/cc-pVDZ

7TH-1,-O 1765 1830 (64) 3622 3673 3666

7H-1,,-O 1767 1833 (66) 3625 3669 3670

9H-1,;-O 1768 1837 (69) 3622 3680 3668

9H-1,,-O 1768 1840 (72) 3622 3672 3669
RI-MP2/cc-pVTZ

7TH-14-O 1744 1801 (57) 3617 3671 3667

7H-1,,-O 1746 1804 (58) 3623 3664 3669

9H-1,-O 1747 1812 (65) 3617 3680 3673

9H-1,,-O 1746 1815 (68) 3621 3669 3672
RI-MP2/TZVPP

7TH-1;-O 1738 1790 (53) 3616 3673 3669

7H-1,,-O 1740 1794 (53) 3624 3664 3671

9H-1,;-O 1741 1802 (61) 3617 3683 3675

9H-1,,-O 1741 1805 (65) 3623 3669 3674

® § is the spacing between the C-—N and C— O stretch vibrations.

From Table 5.3 it is clear that the spacing between and the energetic order of the
N3H and N7/,gH vibrations strongly depend on the theoretical method and the basis set.
The o value also depends on the theoretical level, but it is consistently larger for the
9H-tautomers as compared to the 7TH-tautomers. In the experimental spectra, the spacing
is the same for conformers B and C, indicating that both conformers are probably eit-
her 7H- or 9H-tautomers. If one conformer belongs to 7H and the other to 9H, then the
experimental spacing between C=N and C=O0O vibrations would most likely differ by at
least 10 cm~!. Finally, there is a systematic, albeit small, blue shift of the N;H vibration

when going from an I; to an I, conformer. If the small shift is reliable, then we can assign
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conformer B to an up (Iu) and conformer C to a down (I;) conformer.

Considering the uncertainties in the calculated spectra, we cannot derive conclusive assi-
gnments of the experimental spectra to specific tautomers of guanine (e.g., a 7TH/9H assi-
gnment) exclusively based on the IR spectra. Further information is provided by energetic
arguments and by comparison with previous calculations.[81] Experimentally, conformers
B and C have ion signals of comparable intensities at their electronic origins. If we assu-
me an equal detection probability for both conformers, then their number densities in the
supersonic jet are comparable as well. Then, using the zero-order picture of a Boltzmann
distribution, both conformers should have about the same energy relative to the most
stable conformer. Upon inspection of Figure 5.7, the energies of tautomers 7TH-I14-O and
7H-1,-O differ only by about 30 cm ™!, whereas 9H-1,-O and 9H-I;-O are 600 cm~! apart
and are about 3000 cm ™! higher in energy than the corresponding 7H tautomers. On the
basis of an energetic argument, we would assign conformers B and C to TH. If we now take
into account the small shift of the N;H stretch vibration, then conformers B and C can be
assigned to tautomers 7TH-1,-O and 7H-14-O, respectively. A similar energetic argument
could be derived from the IR spectra, because of the similar IR intensities. However, one
has to be careful when comparing IR intensities in double-resonance experiments because
saturation effects and dissociation (mainly for clusters) can alter relative intensities signi-
ficantly.

The assumption of an equal detection probability is supported by recent calculations of
Marian.[81] There, the corresponding 7H-1,,/4 tautomers have the same oscillator strength
and similar Franck-Condon factors for vertical excitations, reflecting the fact that both
structures differ only by the orientation of the imine group. Furthermore, the electronic
origin of the up tautomer is predicted to be to the red of the corresponding down tau-
tomer, which supports our assignment of conformers B and C to 7H-I,-O and 7TH-14-O,
respectively. According to Shukla and Leszczynski|79| the 9H-I-O tautomers absorb about
4000 cm ™! to the blue of the corresponding 7H tautomers.

Additional support for the 7H assignment comes from measurements of 7-
methylguanine.[93| There, the C=O stretch vibration of the corresponding 7-
methylguanine conformer is red-shifted by 10 cm ! as compared to non-methylated gua-
nine, which is in good agreement with theory. However, the C—=0O stretch vibration of
9-methylguanine remains unchanged in the calculations. Also, 9-methylguanine has on-
ly one prominent peak in the REMPI spectrum, which correlates with conformer D of
non-methylated guanine (a 9H-A-E tautomer).[75, 77, 78] There is no vibronic transition

of 9-methylguanine in the spectral range of conformers A, B, and C of guanine. Howe-
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ver, 7-methylguanine has two conformers with electronic origins close to conformers A
and B of guanine and with IR spectra that are similar to those of the non-methylated
conformers.|75, 93| Either the number densities of the 9H-I-O tautomers are too small
for detection or, if they are formed in sufficient amounts, they do not absorb in the same
spectral region as the 7TH-I-O tautomers (see above), or we simply cannot detect them
because of unfavorable Franck-Condon factors or fast internal conversion. In either case,
the non-observation of 9-methylguanine tautomers close to conformers B and C supports
our 7H assignment of the those conformers. Therefore, together with the IR spectra and
predictions of the electronic origins of conformers B and C, we can safely assign conformers
B and C to 7TH-1,-O and 7H-14-O, respectively.

Conformer A. Conformer A shows four absorptions between 3450 and 3600 cm ! (Fi-
gure 5.9), which were previously assigned to the enolic OH (3587 c¢m-1), NHy a (3577
cm™!), N7H or NgH (3516 cm™'), and NHy s (3462 cm™!) stretch vibrations.[15, 75] Com-
parison with our calculations shows that its spectrum agrees best with 9H-A-E,;, 9H-A-E,,
and 7TH-A-E;. We can rule out 7TH-A-E. because the OH stretch frequency is blue-shifted
to about 3680 cm~!, due to steric interactions between the OH and the N7H group. Bet-
ween 1500 and 1800 cm ™!, conformer A shows three strong bands at 1586, 1600, and 1678
cm~! (Figure 5.8). For the three tautomers in question, these vibrations have predomi-
nantly C4—Cj stretch, NHy bending, and C5—Cg + N3—Cy stretch character, respectively.
Although the assign- ment is not as convincing as for conformers B and C, the mid- IR
spectrum of conformer A agrees best with TH-A-E,, with the enolic OH group in the trans
conformation. Our assignment confirms previous studies of Mons and co-workers.|75, 77|
This is in line with calculations of the vertical excitation energies.|81] Only 7TH-A-E,; has an
electronic origin at lower energies, whereas 9H-A-E,; and 9H-A-E, have vertical transition

energies higher than the 7H-I-O tautomers.

5.2.5 Summary

We presented the mid-IR spectra of the three guanine conformers A, B, and C. In combina-
tion with previous measurements in the OH/NH stretch region[15] and with DFT and ab
initio calculations, we demonstrated the existence of imino-keto structures in supersonic
expansions. Specifically, conformers B and C are assigned to 7H-I,-O and 7H-14-O, respec-
tively, which differ only in the orientation of the imino group. Our assignment is supported
by comparison with UV and IR/UV spectra of 7- and 9-methylguanine,|75, 77, 78, 93| as
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well as with recent predictions of electronic origins, oscillator strength, and relaxation pa-
thways of different guanine tautomers.|81] In contrast, conformer A is an amino-enol form
and is assigned to 7TH-A- E;, with the OH group in the trans position, in agreement with
previous work.[75, 77, 81] Considering theoretical calculations[81] and our re-assignment,
none of the three major conformers A, B, and C detected by R2PI are the biologically

relevant 9H-A- O tautomer, which has not been observed via R2PI so far.
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5.3 FTIR Aminoacids

Gas phase infrared spectra of nonaromatic amino acids

Linder R., Seefeld K., Vavra A. and Kleinermanns K. Chem. Phys. Letters 453 (2008),
1-6

We present the first gas phase Fourier Transform InfraRed (FT-IR) spectra of the
uncapped (natural) amino acids glycine, alanine, threonine, cysteine, methionine and
capped methionine by using a fast thermal heating technique up to around 520 K to
vaporize them. The experimental spectra taken in the range 700-4000 cm ~! show no sign
of decomposition and are in good agreement with ab initio calculated frequencies and

intensities of the nonzwitterionic form of the amino acids.

5.3.1 Introduction

Gas phase infrared spectra are free from solvent interactions and can be used as
benchmarks to check the quality of ab initio calculations of harmonic and anharmonic
vibrational frequencies [96, 97]. In addition, gas phase spectra can be compared with
spectra in liquids, solutions and matrix isolation, in order to assess the interaction with
the solvent and neighboring molecules [98, 99, 100, 101, 102, 103, 104]. Biomolecules,
like amino acids and peptides, have very low vapor pressures and are well known for
their thermal instability. Indeed, all natural amino acids decompose before or upon
sublimation to some extent |105], therefore preventing easy measurements of gas phase
infrared spectra in static thermally heated gas cells. Some gas phase spectra of amino
acids were measured using thermally heated nozzles [106, 107, 108| or laser desorption
techniques [109, 110, 111|. Since both sources yield only very low number densities,
sensitive detection schemes like REMPI [106, 107, 109], IR-CRLAS [108], or microwave
spectroscopy [110, 111, 112, 113, 114] are required. However, only three natural amino
acids, namely phenylalanine, tryptophane and tyrosine, have chromophores with low
lying electronic states and are suited for REMPI detection in combination with IR-UV

double resonance experiments.

In earlier experiments we reported the first gas phase FTIR spectra of the amino
acids phenylalanine, proline, valine, leucine and isoleucine[115]. We used a technique of

rapid heating of the solid sample to about 250 °C, followed by fast condensation of the
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vapor, so that the molecules do not have enough time to decompose [45, 94, 17|. In this
paper we extend our measurements to the natural amino acids glycine, alanine, threonine,
methionine and cysteine. The spectra are compared to density functional calculations at

the B3LYP/6-31G(d,p) level of theory.

5.3.2 Experiment

The experimental set up has been described in detail before [115]. A stainless steel tube
is sealed at both ends with NaCl windows and connected to a vacuum pump. Both, the
tube and the windows are heated using heating tape or heat resistors to minimize conden-
sation. The amino acid sample is placed above a closed ball bearing valve. By turning the
valve the sample falls down into the heated stainless steal tube and starts to sublimate
leading to a time window of about 20 to 30 seconds with sufficient partial pressure for
detection. During that time the pressure in the tube rises from < 102 to about 1-2 mbar.
At later times the pressure starts to decrease again to about 5 - 1072 mbar indicating a
condensation of the amino acid in colder regions of the gas cell. Typically 1.0 to 1.3 mmol
amino acid are used for one measurement at a tube temperature of about 250 C.

All spectra were recorded in the spectral range 700-4000 cm ~! at a spectral resolution of 2
cm ™! using a FTIR spectrometer (Bruker, IFS 113) kept under vacuum while the sample
compartment is purged with dry, CO free air.

Additional measurements were performed with the same technique using a Nicolet 6700
FTIR spectrometer. It is worth noting, that we did not observe any hints for a substantial
decomposition of the amino acids at early times of the measurement after careful optimi-
zation of temperature and analysis time (especially necessary for glycine).

Quantum chemical calculations were performed with the TURBOMOLE program packa-
ge |85, 86, 87, 88, 89, 116, 90, 91, 92|. Geometries of the amino acids were optimized
and harmonic frequencies calculated at the B3LYP/6-31G(d,p) level of theory. In order
to stay consistent with regard to our previous measurements the same DFT functional
was chosen (b3-lyp Gaussian in TURBOMOLE). We also performed calculations at the
MP2/TZVP level, which showed similar results (not shown here). Due to the high tem-
perature of our experiment, we limited ourselves to the calculation of a single conformer
with the free OH group in syn configuration (no OH---NH, H-bond). Harmonic frequen-
cies of the O-H-, N-H- and C-H-stretch vibrations were scaled by 0.9546, while all other
vibrations (< 2000cm™! ) were scaled by 0.964. The scaling factors are the same used in

earlier studies and were derived from tryptophane [117, 83]. In case of glycine where we
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found evidence for a minor quantity of hydrogen bonded species we compared our results

to high level ab initio calculations from other groups.

5.3.3 Results

Fig. 5.9 and 5.10 show the FTIR spectra of glycine (Gly), alanine (Ala), threonine (Thr),
cysteine (Cys) and methionine (Met).
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Abbildung 5.9: FT-IR gas-phase spectra of glycine (Gly), alanine
(Ala) and threonine (Thr) measured at 250 °C. The band at 2349
cm~! arises from insufficient purging of atmospheric CO, and not
from decomposition of the sample. Underneath each experimental
spectrum is a simulated spectrum obtained from B3LYP /6-31G(d,p)
calculations. Calculated frequencies were scaled by 0.964 and 0.9546
(see text for details). The inset shows IR bands of weakly populated
conformers of glycine (see text and Table 5.4) and a gaussian fit of

the band shape.

All spectra were taken at 250°C with cell windows heated to 270° C. The spectra were
averaged over the five FTIR scans with the strongest absorption and smoothed with a 5-
point Savitzky-Golay smoothing function.[118] Below each spectrum and with the peaks

going down is a simulated spectrum obtained from harmonic frequency calculations at
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the B3LYP/6-31G(d,p) level. Harmonic frequencies were scaled (see above) and convo-
luted with a Gaussian profile with a full-width at half-maximum (FWHM) of 50 cm .
Calculated intensities were scaled to match the most intense peak of the corresponding

experimental spectrum.
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Abbildung 5.10: FT-IR gas-phase spectra of cysteine (Cys), methio-
nine (Met) and N-acetyl-methionine methylester (AcMetOMe) mea-
sured at 250 °C. The band at 2349 cm ™! arises from insufficient pur-
ging of atmospheric CO, and not from decomposition of the sample.
Underneath each experimental spectrum is a simulated spectrum ob-
tained from B3LYP/6-31G(d,p) calculations. Calculated frequencies
were scaled by 0.964 and 0.9546 (see text for details).

The absorption at 2349 cm~! belongs to remaining CO in the sample chamber due
to insufficient purging. Typically the background spectrum is taken a few minutes before
the sample spectrum. We observe (positive and negative) CO, absorptions of similar
magnitude in the difference spectra of background scans and sample scans. Because CO
has a large infrared absorption cross section, the decomposition of even a small amount of
molecules should be visible via strong positive CO absorptions substantially larger than
those obtained in the difference spectra of background scans. We checked for absence
of decomposition by comparing the spectra at different analysis times in the range 10-

60 seconds. Generally absorption signals decrease again after 30 seconds, because the
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substance starts to condensate on cold surfaces of the apparatus. On the other hand, an
increase of the absorption, for example of CO4 indicates decomposition of the sample.

The spectra of the five amino acids are very similar in the investigated spectral range.
Larger differences are only visible in the regions of the C-H stretch and bend vibrations
around 3000 cm ™! and between 1200 and 1600 cm !, The absorption maxima of the main

features are summarized in Table 5.4.



Tabelle 5.4: Experimental absorption frequencies (cm™!) of glycine (Gly), alanine (Ala), threonine (Thr), cysteine (Cys)

and methionine (Met)

Assign-
ment Gly Ala Thr Cys Met
OH,,, (COOH) 1114 (0.67) 1114 (0.92) 1114 (0.78) 1118 (0.74) 1117 (0.87)
CH/NH bend 1282 (0.21)
1372 (0.2) 1377 (0.41) 1364 (0.28) 1369 (0.27)
1442 (0.19)
1590 (0.15)
1620 (0.13) 1627 (0.14) 1614 (0.17) 1627 (0.16) 1630 (0.21)
C=0 1787 (1.0) 1785 (1.0) 1779 (1.0) 1782 (1.0) 1777 (1.0)
CH 2860 (0.1)
2937 (0.1)/2868 (0.05) 2924 (0.17) 2928 (0.17) 2952 (0.1) 2930 (0.31)
2951 (0.09) 2991 (0.18) 2981 (0.19)
OH (COOH) 3577 (0.26)/3353 (0.05) 3575 (0.31) 3570 (0.3) 3572 (0.32) 3572 (0.34)
OH 3652 (0.04)

Intensities are given in brackets.

¢l

NHONNHOI'TINAAAQHHA ¢ THLIdVM



5.3. FTIR AMINOACIDS 73

In all cases we observe the free O-H stretch vibration of the carboxyl group around
3580 cm™'. This indicates a non-zwitterionic ("neutral") form of the amino acids in the
gas phase, as expected for stationary gas-phase measurements.

At 250°C the thermal energy is comparable to the stabilization energy of a typical hy-
drogen bond. Our spectra show that the carboxylic OH group is free, i.e. does not form
a hydrogen bond under our conditions. An additional confirmation of this finding is the
O-H in-plane-bend vibration around 1110cm ' (COH bend), which is typical for a non-
hydrogen bonded carboxylic OH group [117]. Similarly, the absorption maxima of the
C=0 stretch vibrations around 1790 cm~! are typical for free carboxylic C=0 groups
[117]. The information content of our spectra however does not exclude other H bond
interactions or minor quantities of H-bonded species, see discussion of the glycine spectra
in the next section.

Fig.5.9 and Fig.5.10 show that the experimental and (scaled) calculated frequen-
cies generally agree well. For comparison with the methionine spectrum we also
measured the spectrum of the protected amino acid N-acetyl-methionine methyles-
ter (AcMetOMe). We obtained 3449 (3481), 2962/2925 (3035-2903), 1761 (1767),
1708 (1721), 1488 (1485), 1207 (1222) em™' for the NH stretch, C-H stretches,
C—=0 stretch of the ester group, C—=0O stretch of the acetyl group, NH in-plane-
bend and a coupled stretch- and deformation vibration (the scaled frequencies calcu-
lated at the B3LYP/6-31G(d,p) level are in brackets). See "http://www-public.rz.uni-
duesseldorf.de/ pcl /kleinermanns/archiv/aminoacids.zip"for visualization of the amino-
acid vibrations (molden format).

The simulated spectra are generally in good agreement with experiment and the main fea-
tures (O-H and C—O stretch, O-H in-plane-bend) are reproduced perfectly, underlining
the reasonable quality of (scaled) density functional calculations for monomeric species
without significant dispersion interaction. Even the band shapes of the C-H stretch vibra-
tions and of the C-C stretch and C-H/N-H bending vibrations between 1200 and 1600cm ~*
are mainly reproduced. Relative absorption intensities are also in good agreement with
experiment. A selection of calculated harmonic frequencies and intensities are given in
Table 5.5. Table 5.5 shows that the symmetric and antisymmetric N-H stretch vibrations
at around 3340 and 3410 cm ! are very weak and barely visible in the simulated spectra.

Indeed, we do not observe the N-H stretch vibrations in our experiment.



Tabelle 5.5: Harmonic frequencies (cm 1) of glycine (Gly), alanine (Ala), threonine (Thr), cysteine (Cys) and methionine

(Met) calculated at the BBLYP/6-31G(d,p) level of theory

Assign-
ment

Gly

Ala

Thr

Cys

Met

OH,,, (COOH)

OH'ipb

CH/NH bend

C=0
SH
CH stretch

NH, stretch

OH (COOH)
OH stretch

1101 (114.9)°
1135 (160.4)"

1416 (11.1)
1626 (19.6)

1783 (257.1)

2937 (17.4)
2951 (9.9)
3341 (0.1)
3413 (0.41)
3581 (42.1)

Intensities are given in brackets.
® OH in-plane-bend with contribution of CN stretch.
> OH in-plane-bend with contribution of CH2 wagging/NH2 twist.
¢ OH in-plane-bend with contribution of CH bend.

4 OH in-plane-bend with contribution of NH2 twist/CH bend.

1109 (211.8)@
1144 (47.9)abc

1452 (7.1)
1460 (5.0)
1621 (21.4)
1776 (258.0)

2907 (5.8)
2916 (26.0)
2986 (21.8)
3013 (13.3)
3331 (0.1)
3403 (0.4)
3578 (42.5)

1102 (259.4)°
1187 (41.3)¢
1390 (68.1)°

1368 (11.8)
1448 (2.6)
1459 (5.1)
1624 (29.2)
1780 (242.9)

2903 (13.5)
2033 (7.1)
2050 (9.2)
2973 (39.5)
2993 (19.4)
3343 (0.8)
3414 (2.1)
3568 (57.6)
3617 (40.6)

1110 (168.5)%¢
1144 (73.0)b¢

1375 (5.1)
1440 (4.3)
1620 (24.4)
1778 (263.5)
2551 (27.6)

2924 (12.8)
2940 (12.9)
3005 (5.8)
3344 (2.1)
3423 (3.3)
3576 (50.5)

1112 (109.06)"¢
1124 (119.0)2¢

1428 (7.9)
1442 (12.0)
1447 (1.4)
1455 (3.8)
1619 (23.6)
1775 (256.1)

2909 (5.0)
2911 (33.6)
2916 (18.6)
2937 (21.4)
2957 (1.5)
2976 (29.6)
2989 (10.2)
3009 (7.4)
3327 (0.9)
3403 (1.8)
3568 (44.3)

V.

NHONNHOI'TINAAAQHHA ¢ THLIdVM
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5.3.4 Discussion

Glycine is probably the best investigated amino acid in the gas and condensed phase.
Its vibrational spectrum has been obtained at very different experimental conditions and
calculated at the highest theoretical levels. Therefore, we choose this amino acid for a
more detailed discussion of our results.

The vibrational frequencies of glycine obtained at around 520 K can be compared with
IR-UV double resonance spectra of peptides containing glycine obtained at a few Kel-
vin in a supersonic jet|83|. The OH and C=O stretch vibrations of the carboxyl group
are observed at 3577/1787 cm ™! in the hot FTIR spectrum (Fig.5.9) and at 3583/1781,
3588(3582) /1794(1789) and 3585/1782 cm ! in jet-cooled conformers of Gly-Trp, Trp-Gly
and Trp-Gly-Gly with a “free (not hydrogen bonded) COOH group [83|. The intense OH
in plane bend vibration absorbs at 1100, 1106(1129) and 1106 cm ! in jet spectra of these
conformers [117] and at 1114 cm ™! in the hot FTIR-spectrum in Fig.5.9. These examples
show that there is no significant temperature influence on these most intense vibrational
frequencies of glycine, so our vibrational spectrum can be compared quite well with a

1'is essentially

computed “zero Kelvin“ spectrum. Of course the band width of 50 cm™
due to temperature dependant rotational broadening.

Our IR spectrum of glycine in the gas phase can be compared with IR spectra of neu-
tral glycine in the solid phase. Matrix isolation spectroscopy revealed OH stretch, C=0
stretch, NHy bend and COH bend vibrational frequencies of glycine at 3560, 1790-1800,
1622-1630 and 1100 ecm ™! [103, 119], in good agreement with 3577, 1787, 1620 and 1114
cm~! in our FTIR spectrum. Low temperature vacuum sublimation of glycine and quick
deposition of a glycine film on a substrate at 9K revealed the presence of both the neutral
and zwitterionic forms in the FTIR spectrum of glycine [100]. Upon temperature increase,
neutral forms convert irreversibly to the zwitterionic forms [100]. The spectra show OH
stretch, C—0 stretch, NHy bend and COH bend vibrational frequencies of neutral glycine
at 3365, 1715, 1643 and 1247 cm™! with red/blue shifts of the stretch/bend vibrations
because they are involved in hydrogen bonds in the glycine film [117]. Sodiated glycine
was investigated in the gas phase by IR multiphoton dissociation of matrix assisted laser
desorbed glycine in an ICR cell [101]. The neutral form was established by observation of
a C=0 stretch vibration at 1727 cm ™! and the absence of COO~ vibrations [101]. Com-
pared to a value of 1790-1800 cm ! for “free* C—O in glycine, the lower value in sodiated
glycine points to substantial C—0O- - - Na* interaction as pointed out by the authors [101].

Our experimental TR spectra of gaseous glycine can be compared with ab initio
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(MP2/DZP) correlation-corrected vibrational self-consistent field calculations which take
vibrational anharmonicity into account.[120] Unscaled (!) frequencies of 3598, 2986,/2959,
1805, 1669 and 1122 ecm~! were calculated for the OH, CH, C=0 stretch and the NH,,
COH bend vibrations of a glycine conformer with only a weak NHy--- O=C interaction
[120]. These values compare favourably with 3577, 2937, 1787, 1620 and 1114 cm ™! as
obtained in our experiment.

The low-temperature near IR spectrum of glycine trapped in helium clusters exhibits
bands at 3585 and 3580 cm™! (OH in syn configuration with OH/NH; in trans and cis
arrangements, respectively) and 3295 cm~! (OH in anti configuration with OH. .- NH,
H-bond) upon removal of matrix effects by extrapolation.|121] The values for OH in
syn configuration compare favourably with 3577 cm~! in our hot FTIR spectrum. The
weak NHy antisymmetric stretch of the most stable glycine conformer (OH in syn and
OH/NH, in trans position) was observed at 3436 cm ™! (not observed here due to its low
intensity)[121]. These values are in quantitative agreement with a full-dimensional anhar-
monic treatment of the glycine vibrations based on conformer structures and energetics
calculated at the MP2/aug-cc-pVDZ level of theory.[122] Miller et al. proposed a fourth
conformer at somewhat higher energies with OH in syn and OH/NH, in ¢rans position,
but rotated C-N bond.[123] They predicted a CH, symmetric stretch at 2875 cm ™! which
is unique for this conformer|123]. In our experiment we indeed observed some minor con-
tributions from bands which can tentatively be assigned to different conformers, see inset
of Figure 5.9. The band at 3353 cm ™! in the inset of the glycine spectrum might be due to
the stretch vibration of OH in anti configuration with OH---NH, H-bond while the weak

I compares favourably with the CH, symmetric stretch of

shoulder at around 2868 cm™
the fourth conformer calculated at 2875 cm ™! in Ref. [123] and 2880 ¢cm ™! in Ref. [122].
Hence despite the high temperature of our experiment some contribution of hydrogen
bonded conformers is discernible in our spectra.

In the future we will try to cool the evaporated hot molecules by using a cold argon flow
to achieve lower rotational temperatures and better spectral resolution (collisional cooling
cell [124, 125]). Also, the geometry of the cell will be matched to the IR beam profile,
so that most of the evaporated molecules pass the interaction region with the IR beam.

Finally we hope to be able to extend the measurements to a larger spectral range.

Acknowledgement We thank the Deutsche Forschungsgemeinschaft (project Kl
531/27) for financial support and the reviewers for their helpful suggestions.
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5.4 Prolin-Tryptophan (ProTrp)

Mid- and Near-Infrared Spectra of Conformers of
H-Pro-Trp-OH

Héber T., Seefeld K. and Kleinermanns K. J. Phys. Chem. A 111 (2007), 3038-3046

We present near- and mid-infrared-UV double resonance spectra of the natural dipep-
tide H-Pro-Trp-OH. Two conformers are present in the supersonic expansion: a stretched
conformer with fully extended backbone and a folded conformer with an OH---OC,,,
hydrogen bond. Both conformers are stabilized by dispersion interaction between indole
ring and peptide backbone and a NH,, /N, sine contact. The vibrational and conforma-
tional assignment is supported by DFT and MP2 calculations. An adequate description
of the energetic order of different conformers requires the explicit inclusion of dispersion
and geometry optimization at the MP2 level. We will address the very sensitivity of the

observed conformations to the structure of the end groups.

5.4.1 Introduction

The formation of secondary structures is the first step in the folding process of pro-
teins and depends on numerous factors such as intra- and intermolecular hydrogen
bonds (among residues and with the solvent), van der Waals and electrostatic inter-
actions, as well as entropic effects.|126, 127| Gas-phase studies of small biomolecules
provide a unique way to investigate the intrinsic molecular properties of these biomo-
lecular building blocks without the influence of solvents or under size-controlled conditi-
ons by adding a definite number of water molecules, summarized in a number of recent
reviews.[128, 129, 130, 131, 132| Such studies provide useful information about the in-
teractions responsible for the different kinds of structural motifs like (-sheets, a-helices
and tight turns. In this field, UV/UV and IR/UV double resonance methods|130] are of
special importance, because of the unprecedented mass and conformational selectivity,
combined with sufficiently high spectral resolution to allow for a direct comparison with
high level ab initio calculations.[133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142| After
the pioneering work of Levy and co-workers on tryptophane,|[143, 144, 145| a number
of papers concerning amino acids,[107, 146, 106, 147, 148, 109, 149] natural and capped
(model) di- and tripeptides,[134, 135, 150, 151, 117, 83, 152, 153, 154, 155, 156, 157] and
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(-sheet models[158, 159, 160, 161, 162, 163] were published.

However, when studying model peptides, one always has to consider end group effects,
whether in natural or capped peptides, because end groups can impose specific local
conformations in small model peptides other than that observed in a natural peptide
chain, i.e., when the end groups themselves are part of the hydrogen bonds and not
simple spectators. The existence of a strong sequence dependence on the local conforma-
tions of phenylalanine and tryptophane containing dipeptides demonstrate such effects
nicely.[132, 117, 83, 152, 153| Therefore, it is not trivial to study the real intrinsic folding
properties of the peptide backbone by investigating model systems. In fact we observe
first the intrinsic properties of the isolated model system in the gas-phase. The sum of all
studies on different types of model systems will then give us a very good picture of the
involved kinds of interactions, the driving forces and provide stringent tests for theory.
Only that combination might enable us to better understand the folding properties of
proteins. It should be noted that the hydrogen bonded conformer is not necessarily the
dominant species found in supersonic expansions, in spite of the flexibility of the car-
boxylic OH group in natural (uncapped) peptides and the strength of an OH---OC,,
hydrogen bond.[133, 117, 83]

In this work we present the IR/UV spectra of the dipeptide H-Pro-Trp-OH (from now
on labeled ProTrp). Proline is the only amino acid with a secondary amino group found
in proteins. The relatively rigid, five-membered pyrrolidine ring puts a rigid constraint
on the N-CR bond rotation and restricts the value of ¢ in proteins to about -60 to -
75°.[127, 164] Since the proline residue in proteins has no amide hydrogen, it cannot act
as a hydrogen bond donor, but the peptide bond preceding the proline residue can adopt
the cis configuration more easily. Proline is commonly found in 3 turns, as the first residue
of a helices and in hydroxy polyproline helices, which is the major secondary structure in
collagen. ProTrp is the first of a series of natural proline containing peptides that we will
study in our lab to address the specific role of proline in proteins.

Figure 5.11 depicts the structure of H-Pro-Trp-OH and the dihedral angles used to cha-
racterize the different conformers, ¢, ¥, w, and y. The nomenclature of the dihedral angles
follows the proposal of Edsall et al.|165] ¢ and 1 are measured along the peptide back-
bone. The fully extended backbone corresponds to ¢ = 1 = 180°[127] 12 is the first
dihedral angle of the indole side chain and defined as NC,CzC,. The amino acid residues

are counted starting from the nitrogen end.

The remaining paper is organized as follows: First, a brief description of the experi-

mental setup with an emphasis on the mid-infrared laser source and on improvements of
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Abbildung 5.11: Structure of H-Pro-Trp-OH and angles used to des-
cribe the different conformers..

the signalto- noise ratio in our laser desorption measurements is given. Afterward we will
present the experimental results and provide a tentative assignment of the vibrational
bands, based on the comparison with previous studies. In the next section we will present
the results of DF'T calculations and ab initio calculations at the MP2 level of theory. We
will mainly focus on structural principles and on how structural changes influence spectral
fingerprints. Finally, we will discuss the results in the light of our previous measurements
of tryptophane containing di- and tripeptides[117, 152 and other proline containing model
peptides.[151, 152]

5.4.2 Experiment

The basic principles of our IR-UV experimental setup were described in detail
elsewhere.|83, 161, 166, 20| Here we will give a brief summary of the major components
and focus on new aspects like the mid-infrared measurements and the use of a reference
signal to improve the signal-to-noise ratio of our measurements. Solid samples of ProTrp
are vaporized into an argon jet by laser desorption and investigated by IR-UV hole bur-
ning spectroscopy. ProTrp (Bachem) is mixed with graphite powder (Aldrich) in a ~1:2
ratio and applied to the edge of a 2 mm thick graphite wheel (diameter 60 mm), which is
placed underneath the orifice of a 300 um pulsed valve (General Valve). A slow rotation
of the graphite wheel (1 turn per 45 min) constantly provides fresh material to be exposed
to the desorption laser (Minilite, Spectra Physics, 1064 nm, ~5 mJ/cm?). Argon is used
as carrier gas, at a stagnation pressure of 3 bar.

The skimmed molecular beam (skimmer diameter 1 mm) crosses the UV ionization laser
(LAS, frequency doubled, attenuated to < 0.1 mJ/pulse) at right angle inside the ion

extraction region of a linear time-of-flight (TOF) mass spectrometer in Wiley-McLaren
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configuration (Figure 5.12).

desorption laser
IR (1064 nm)

skimmer

sample holder UV (t+100ns) IR (1)

Abbildung 5.12: Experimental setup, showing the laser desorption and ionization
region. The UV analysis laser travels more than 30 meters after crossing the
molecular beam, then it is redirected and focused into the ionization region
again to generate a reference signal of ions used to normalize the hole-burning
signal.

A pulsed IR laser beam (burn laser) is aligned collinear to the UV beam (probe la-
ser) and fired 100 ns before the latter. The burn laser (IR) frequency is scanned over
the vibrational transitions, while the ionization laser (UV probe laser) is kept at a fre-
quency resonant with an electronic transition of a single conformer (resonance enhanced
2-photon ionization, R2PI). Each time the burn laser excites a vibrational transition of
the conformer, which is in resonance with the UV laser, the ground states get depleted,
accompanied by a decrease of the corresponding mass signal, since the ionization of a
vibrationally excited-state is no longer resonance enhanced at the given UV frequency.
By monitoring the ion mass signal as a function of IR frequency, mass and conformer
selective infrared spectra can be obtained.

IR laser light is generated by a setup originally developed by Gerhards and co-workers|[20]
and involves a three-stage difference frequency generation (DFG)/optical parametric am-
plification (OPA) setup in order to generate infrared radiation between 5 and 8 pm.
Basically, a dye laser (Precision Scan, Sirah), with Styryl 8 or 9 in methanol or DMSO,
is pumped by the 532 nm output of a frequency doubled Nd:YAG laser (GCR 230Pro,
Spectra Physics). The dye laser output is mixed with a part of the fundamental (1064
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nm) of the same Nd:YAG laser in a LiNbOj crystal for difference frequency generation,
producing infrared radiation around 2.6 pum. After separating the infrared beam from
the dye and Nd:YAG fundamentals by dichroic mirrors, the IR beam is mixed with the
Nd:YAG fundamental in a second LiNbOj3 crystal, utilizing an OPA process to generate
signal and idler beams at about 2.6 and 1.8 um, respectively. Pulse energies of up to 8 mJ

I can be achieved with our setup. After proper rotation

(idler) at a resolution of ~ 0.5 cm™
of the polarizations, IR radiation between 5 and 8 pm is produced in the third stage by
difference frequency mixing idler and signal beams of the OPA stage in an antireflection
coated AgGaSe, crystal. Energies of up to 300 xJ @ 1800 cm™! can be obtained with a
total incident energy of 10 mJ (signal + idler of the OPA stage) on the AgGaSe, crystal,
which is sufficient for the measurement of IR/UV hole burning spectra. Because the ge-
nerated mid-infrared beam is quite diverging, it has to be focused into the ion extraction
region by a 60 cm focal length lens.

The ro-vibrational transitions of the water bending (1595 cm ') and stretching vibrations
(3657 and 3756 cm 1) were used for frequency calibration. Up to now, our IR laser system
is operated unpurged, therefore absorption bands of the water stretching vibrations are
visible in the mid-infrared region as well, because of atmospheric water absorptions in the
first DFG and OPA stage. A disadvantage of the unpurged operation is the strong atmo-
spheric absorption along the path length of the mid-infrared beam between laser source
and apparatus (about 1.5 m), resulting in a decrease of the mid-infrared pulse energy to
less than 50 uJ at certain frequencies. Nonetheless, IR spectra of laser-desorbed molecu-
les and good signal-to-noise ratio can be obtained even with an unpurged system. The
problem of atmospheric water absorptions will be discussed later and a purging system
will be installed shortly. We did not normalize the infrared spectra to the IR laser energy.
A major source of noise in laser desorption experiments are shot-to-shot fluctuations of
the number of desorbed molecules. These might be caused by an inhomogeneous coating
of the graphite wheel, pulse-to-pulse fluctuations of the desorption laser energy, or an
inhomogeneous heating of the graphite wheel and graphite/substrate mixture at different
positions on the wheel. Intensity noise due to shot-to-shot fluctuations can largely be
compensated by creating a reference signal: We redirect and focus the same UV laser
pulse, we used to ionize the molecules into the sample region again. After passing a 30
m delay line, it causes a second ion signal to appear ~100 ns after the first. Because
the redirected beam is focused, its interaction volume with the IR beam is small and the
corresponding ion signal reflects mostly nonresonant ionization; hence, it shows only a

small IR dip, if at all. The reference signal is scaled then to match the baseline of the
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first ion signal and subtracted from the latter. Since both ion signals originate from the
very same laser pulse and sample the same gas pulse, common noise due to energy and
number density fluctuations are mostly eliminated in the resulting signal. An increase of

the signal-to-noise ratio by a factor of ~ 4 could be obtained.

5.4.3 Results

Previously, we published R2PI spectra of ProTrp in the wavenumber range between 34650
and 35100 cm~1.[155] In that frequency range, UV-UV hole-burning spectra revealed the
existence of two conformers, A and B. (From now on we will use capital letters A and B
for the experimentally determined conformers.) Their apparent electronic origins had a
spacing of about 160 cm~!. In the same frequency range, the R2PI spectra of the ProTrp
conformers closely resemble the corresponding spectra of GlyTrp,[83, 155] except for a
smaller spacing in the rovibronic progression of conformer A, so one might expect similar
IR spectra and structures as well.

Figure 5.13 shows the IR-UV hole burning spectra of both conformers of ProTrp in the
near and mid-infrared region, with the UV probe laser tuned to 34719 and 34861 cm ~! for
conformer A and B, respectively. UV frequencies were calibrated against R2PI spectra of
aniline and compared to literature values.[167] From earlier measurements of the GlyTrp,
TrpGly, and TrpGlyGly systems|[117, 83] we expect six IR bands with sufficient intensity
for detection: three bands between 3200 and 3600 cm ! and another three between 1500
and 1800 cm~!. Namely, they are the O-H stretch vibration of the carboxyl group of the
tryptophane residue (OH), the N-H stretch vibration of the indole group (NH,4), the N-H
stretch vibration of the peptide bond (NH,.,), the C=0 stretch vibrations of the carboxyl
group (CO(OH)) and peptide bond (CO,,), and the N-H in-plane-bend vibration of the
peptide bond (NH;,,). We did not observe the N-H stretch vibration of the pyrrolidine
ring, which has a low calculated infrared absorption intensity (see calculations).

Table 5.6 summarizes the observed absorption maxima and tentative assignments.

When looking at the infrared spectra in Figure 5.13 one first notices that the CO .,
band of conformer A seems to be very weak, if visible at all (dashed line). We might
assign the reproducible structure around 1648 cm ™! to the CO,., band, but the difference
between IR-UV and reference signal is quite small and within the noise limits of our
measurements. At that wavenumber, we observe strong atmospheric absorptions of the
mid-IR beam due to the water bending vibration in air (see experimental section) and

the TR pulse energy drops down to =50 pJ. The lack of sufficient energy might be the
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Abbildung 5.13: IR/UV double resonance spectra of both conformers of Pro-
Trp(A and B[155]) in the mid (left) and near-infrared (right). Assignments are
indicated by the labels on top and dotted lines. See text for more details. La-
ser pulse energies ranged between 50-300 pJ and 1-2 mJ in the mid and near-
infrared, respectively, with an UV analysis laser pulse of about 10-20 uJ. Also
shown are the calculated and scaled stick spectra of selected calculated con-
formers at the DFT (black) and MP2 (red) level of theory, ordered in groups
according to an increasing MP2 energy (from bottom to top) for each experi-
mental conformer.

Tabelle 5.6: Experimentally Determined IR Band Maxima (in cm~!) of the Two Confor-
mers of ProTrp

vibration \ conformer A \ conformer B

OH 3582
NH; g 3519 3520
NH,,, 3304 3369
CO(OH) 1782 1782
COpep (1648)" 1692
NH,, 1511 1511

“ The CO,¢p band of conformer A was obscured by a strong water absorption, reducing
the IR pulse energy at that frequency to about 50 uJ (see text for details).

main reason for the weakness of the CO,., band of conformer A. All other bands have
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frequencies next to or in between water absorptions. Currently we are preparing a purging
system to remove the gaseous water from the beam path. However, we cannot rule out
intrinsic effects (e.g., a special conformation of the molecule) as a source for the weakness
of the band. We tried to normalize the mid-infrared spectra to the IR laser energy in
order to compensate in part for water absorptions, but the signal-to-noise ratio around
1648 cm™! is too low to be improved by the normalization.

The spectral assignment, as indicated in Figure 5.13 and Table 5.6, is based mainly on
the comparison with infrared spectra of GlyTrp and TrpGly.[117, 83] Conformer A shows
no OH band around 3585 cm™?, indicating that the OH group is bound via a hydrogen
bond to the backbone. If the assignment of the CO,, band is correct, this would match
to the red shift of the CO,,, frequency relative to conformer B, and the OH group is most
likely bound to the CO,,, group. According to calculations (Table 5.6 and refs [133| and
[83]), the absorption of such a hydrogenbonded OH group is shifted below 3200 cm .
However, the hydrogen-bonded OH group has never been observed experimentally, [83]
probably due to a broadening of the absorption of hydrogen-bonded OH groups.[168] We
did not observe any other band between 3200 and 3700 cm L.

Surprisingly, the NH,., band is red-shifted as well: to near 3300 cm~'. From previous
studies[132, 83, 152, 169] one would expect such a large shift only for strongly hydrogen-
bonded NH groups of the peptide bond or indole side chain; like in single or multiple
(repeated) vy-turns. Since the NH;,; band of ProTrp is observed at its normal, unbound
position (around 3520 cm™!), the band at 3304 cm™' has to be the NH,,, band (the in-
tensity of the NH,, oine band being too weak for observation; see next section). However,
ProTrp is too small to have a back-folding backbone and does not permit a NH - --X
hydrogen bond. Therefore, we can rule out hydrogen bond formation to be responsible
for the large red shift NH,., band. We did not observe any dimer mass signals, so frag-
mentation of dimers is an unlikely source for the NH,,, band. From that could result the
observation of a hydrogen-bonded NH,,, band of the dimer on the parent mass channel.
Conformer B resembles the spectrum of a stretched or fully extended backbone. The OH
band at 3582 cm™! corresponds to a non-hydrogen-bonded OH group, like in all three
conformers of TrpGly and conformer B of GlyTrp. Likewise, the CO,., band at 1692
ecm~! shows no significant red-shift, so it is not involved in a hydrogen bond. All other
bands (NH;,4, CO(OH), and NH;,;) are rather insensitive to changes in the conformational

structure and resemble those of previous measurements.[117, 83|
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5.4.4 Calculations

Our theoretical approach is intended to explore the properties of different conformers
and the influence of structural changes on the spectral fingerprint. Their structures were
chosen by chemical intuition, by a combinatorial approach, and by taking into account
the forbidden regions of the Ramachandran plot.[165, 170] Such an approach will give us
an overview of the types of interactions involved and provides a tool to classify the type
of interaction by the vibrational frequencies of the NH,,,, CO,., and OH vibrations. All
calculations were performed using the Turbomole program package.[86, 89, 116] In or-
der to maintain compatibility of the data with our previous calculations on tryptophane
containing di- and tripeptides|117, 83| we used the b3-lyp Gaussian functional and the
6-31G(d,p) basis set obtained from ref 55. Benchmark calculations on selected systems
showed only marginal differences between the results obtained from either the Turbomole
or Gaussian|171| program package, so we can use the same and well investigated scaling
factors for the calculated harmonic frequencies of tryptophane containing oligopeptides
as in our previous work.[117, 83|

A total number of 21 different conformers of ProTrp were calculated at the B3LYP/6-
31G(d,p) level of theory. Table 5.7 summarizes the main structural properties as well as
the calculated energies AFEj (including zero-point correction) relative to the most sta-
ble conformer (pw01) at that level of theory. Some conformers with different starting

geometries collapsed to one of these 21 structures and are not listed in Table 5.7.

¢, 1 and y are the usual dihedral angles used to describe the conformational landscape
of polypeptides|[127, 165, 170] and are depicted in Figure 5.11. Since the residues are
counted from the nitrogen (NHy) end, subscripts 1 and 2 refer to the proline (Pro) and
tryptophane (Trp) subunits, respectively. « is the dihedral angle of the OH group of the
carboxyl group measured relative to the C=0 bond. As usual, the peptide bond was kept
in trans conformation (w = 180°) in the starting geometries and did not change much
upon geometry optimization. Figure 5.14 depicts the molecular structures of the 12 most

stable conformers of ProTrp.

The conformers are labeled in the one letter code (pw) and consecutively numbered
with respect to an ascending DFT energy. Three letters in square brackets are used to
indicate the specific conformation. The first letter describes the local conformation of
the proline residue (see below). For the local conformation of the tryptophane residue we

adopted the nomenclature according to its position in the Ramachandran plot (e.g., 7z,
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Tabelle 5.7: Dihedral Angles (in deg) and Relative Energies (in kJ mol ~!) of the Calculated

Structures |[B3LYP/6-31G(d,p)| of ProTrp
conformer ‘ ol ‘ Y ‘ 03 ‘ 1 ‘ X1.2 ‘ ab ‘ AES
pwOl[nyrg+] | -110.5 | -4.3 | -72.8 | 56.0 | 49.1 |-178.1| 0.0
pw02[nyrg-| | -113.5 | 0.1 -73.8 | 58.4 | -54.3 | 177.7 | 4.8
pw03[nypg] | -137.4 | 12.1 | 674 | 534 | -57.5 | -179.1 | 13.5
pw04|nypal -113.8 | 1.2 -75.9 | 67.4 | -154.7 | 171.5 | 144
pwO05|oyLg+| 15.8 | 152.8 | -74.4 | 57.4 | 47.7 |-178.0 | 14.7
pw06|nSreg+| | -139.3 | 14.3 | -162.6 | 177.7 | 60.9 0.8 15.2
pw07[nerg+] | -111.0 | 21 | -99.2 [ 179.2 | 63.7 | 1.3 | 17.0
pwO08[nypg+]| | -101.2 | -10.8 | 42.4 | -285 | 55.0 | 177.9 | 17.6
pw09[n5a] -143.6 | 19.5 |-1579 | 1439 | -177.9 | -4.2 | 184
pw10|nypa| -111.7 | -1.2 66.6 | -59.7 | -169.7 | -172.1 | 20.1
pwll|ofrg+| | 13.3 | 159.8 | -162.0 | 175.5 | 61.8 0.2 20.9

pwl2[oyrg-| 8.8 |159.0 | -75.1 | 61.3 | -51.2 | 176.8 | 21.4
pwl3[nerg-| |-142.7 | 14.8 | -111.5 | 164.1 | -66.1 -0.2 | 22,6
pwld[ofLa| 12.4 | 158.7 | -158.6 | 148.8 | -178.1 | -4.6 | 25.2
pwlb|ofrg-| -19.9 | 156.4 | -126.7 | 165.4 | -66.2 -0.6 | 27.9
pwl6|zype-| |-143.3 | 93.9 | -74.8 | 59.3 | -51.9 | 177.1 | 29.7
pwl7[ovyral 19.4 | 150.2 | -76.9 | 69.2 | -154.6 | 172.1 | 31.4

pwl8[zfBrg+] | -43.1 | -11.3 | -159.4 | 179.9 | 60.6 | 0.9 | 33.2
pwl9[zfLa] | -44.8 | -7.8 | -158.8 | 149.0 | -178.1 | -4.5 | 35.1
pw20[z3Lg-] | -44.8 | -16.7 | -120.5 | 167.1 | -67.0 | -0.2 | 39.6
pw2l[né al | -114.5 | 11.5 | -144.6 | 37.7 |-145.6 | 174.5 | 40.0

® For the definition of dihedral angles see text and Figure 5.11.
b Conformation of the carboxyl group (syn, a = 0°; anti, a ~ 180°).
¢ Including zero-point vibrational energy

YD, Br, 0, €r). Finally, the third letter indicates the position of the indole side chain:
anti (a, x12 ~ 180°), gauche plus (g+, =~ + 60°), and gauche minus (g-, ~ -60°). x22 is
almost always ( 90° in proteins|[172| and was kept at -90° in this study.

In a real peptide, where the proline residue is preceded by another amino acid, steric
effects limit the values of ¢; to about -60 to -75°.[127, 170] Such rigid constraints are
not valid for ProTrp, because it has only a small secondary NH group. In addition,
an inversion of the proline nitrogen has to be considered as well. Starting from a
large set of different ¢ and v values, almost all conformers collapsed into two different
local conformations of the proline residue. One has a close NH,.,/Npoiine contact with
a H---N distance of ~ 2.10-2.20 A, in which the NH,, group is interacting with
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pwl0[ny,t] pwll[o8, g+] pwl2[oy, g-]

Abbildung 5.14: Structures of the 12 most stable conformers
[B3LYP/6-31G(d,p)] of ProTrp (see Table 5.7). At that level of theo-
ry, pw01 is the lowest energy conformer and exhibits an OH---OC,,
hydrogen bond as well as a NH,,/Npoine interaction. Upon expli-
cit inclusion of dispersion interaction [MP2/TZVPP| the energetic
order changes and pw02 becomes the most stable conformer (see Fi-
gure 5.15).

the lone pair of the proline nitrogen (e.g., pw01, pw02, pw06, and pw07 in Figure
5.14). In this set of conformers the proline residue has ¢; and ¢, values of ~ -120°
and 0°, respectively. The second major type of conformations is characterized by a
COpep/NHpoline interaction (also known as Cs contact) and an O---H distance of
2.15- 2.25 A (e.g., pw05, pwll and pwl2). Here the CO,., and NH,,qn. bonds

are nearly collinear (¢; ~ 0°, ¢; =~ -155°). Because the local conformations of the

Q

proline residue obtained from our calculations are different from those found in real
peptides, we label the conformations according to the type of interaction. That is,

conformers with NH,.,/N,ine and CO,ep/ NH,,pine interactions are labeled n and o,
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respectively (see Table 5.7). Those with neither kind of interaction are generally labeled z.

According to Table 5.7, three of the four most stable structures in our calculations
differ only in the position of the indole side chain. They are characterized by a strong
OH---OC,, hydrogen bond and NH,.,/N,sine contact. In the most stable structures
(pw01 and pw02) the indole ring is underneath the backbone, while the anti conformation
is the least stable (pw04). Analogous results are obtained for other sets of conformers,
which also differ only in the position of the indole side chain (e.g., pw05/ 12/17 and
pwl1/14/15). Generally g+ conformers are the most stable structures, while anti (a) con-
formers tend to be the least stable or to have similar energies as g conformers. This implies
a significant interaction between indole ring and peptide backbone, although the B3LYP
method does not satisfactorily account for dispersion interactions, which are necessary for
an adequate description of 7 interactions (see below).

For otherwise similar conformations, NH,.,/N,oine interactions are energetically favor-
ed over CO,ep/NH,o1ine contacts by & 15 kJmol™!. For example, pw01|ny,g+]| is mo-
re stable than pw05[oy,g+]. Other examples are pw03/pw1l and pw04/pw17. Likewise,
NH,ep/Nprotine and CO,ep/NH,,o1ine interactions are favored over conformations with no
such interaction at all (pw18, pw19, pw20). Over all, the proline residue in ProTrp tends
to adopt a local conformation with a NH,.,/Npeine contact present.

We performed single point calculations and geometry optimizations for the 11 most sta-
ble conformers of Table 5.7 at the RI-MP2/TZVPP level of theory, to get an idea of the
importance of dispersion interactions between indole ring and peptide backbone in Pro-
Trp. Figure 5.15 summarizes the relative energies of the B3LYP /6-31G(d,p) calculations
(DFT, left), MP2 single point calculations at the optimized DFT geometries (MP2(SP),
middle) and the MP2 geometry optimizations (MP2(Opt), right). For an easier compa-
rison, we arbitrarily chose the energies of the pw04 conformer to be equal in all three
types of calculations, because the indole side chain points away from the backbone and
dispersion between indole ring and backbone plays a minor role in this conformer.
Figure 5.15 illustrates perfectly that an explicit inclusion of dispersion at the MP2 level
does change the energetic order of the conformers dramatically and that single point cal-
culations at the optimized DFT geometries are not sufficient for an adequate description
of the energetic order and relative energies.

Now, pw02 is the most stable conformer. The distance between the five-membered
pyrrolidine ring and the indole ring decreases by about 1 A compared to the DFT

calculations, while it is increasing by less than 0.1 A for conformer pw01, which is now
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Abbildung 5.15: Relative energies of the ProTrp conformers at diffe-
rent, levels of theory. The corresponding structures are indicated by
their numbers (see Table 5.7 and Figure 5.14). DFT: Fully relaxed
structures at B3LYP /6-31G(d,p). MP2(SP): Single point calculation
at MP2/TZVPP, using the optimized DFT geometries. MP2(Opt):
Relative energies of the optimized structures at MP2/TZVPP. (DFT
energies include zero-point correction.)

the second most stable structure. Both conformers are now much closer in energy and
stabilized by dispersion between indole ring and peptide backbone. On the other hand,
conformer pw04 is now among the least stable structures, because its geometry (anti
conformation of the indole side chain) prohibits such a stabilizing dispersion interaction.
In general, the structural changes between DFT and MP2 optimized geometries are
rather small, except for a slight contraction of the indole ring/backbone distance in cases
where dispersion plays a significant role. It is interesting to note that conformer pw06,
which has no stabilizing OH- - - OC,,, hydrogen bond, but a peptide backbone which is
lying on top of the indole ring, is now one of the most stable structures and energetically

comparable to pwOl and pw02. Although MP2 tends to overestimate dispersion, this
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indicates the importance of dispersion in calculating energies and structures of different
conformers of model peptides.[133] Furthermore, stabilization by dispersion is probably
the reason why fully extended (stretched) conformers can be observed in supersonic jets,
despite the strong tendency of most model peptides to form hydrogen-bonded ¢-turns.
This was nicely demonstrated for the H-Trp-Gly-OH system just recently,[133] where
only stretched conformers were found experimentally.[117, 83|

Table 5.8 shows the calculated vibrational transition frequencies and infrared intensities
of the different ProTrp conformers at the B3LYP/6-31G(d,p) level of theory. Vibrational
frequencies are expressed as frequency shifts relative to the pwll conformer, a stretched
conformer with fully extended backbone (1; and ), are close to 180°). This way, one
can easily identify those vibrations, which are more or less sensitive or insensitive to
structural changes. Since conformer pwll is fully extended, strong hydrogen-bond-like
interactions in the different conformers will result in negative values of the frequency
shifts (red shift). NH/OH stretch frequencies were scaled by a factor of 0.9546[83| and
C=0 stretch and N-H in-plane-bend frequencies by 0.964,[117] which are the empirical
scaling factors required for the most prominent tryptophane monomer|[107| to match

the experimental to the calculated indole N-H and carboxylic C=0 stretching frequencies.



Tabelle 5.8: Vibrational Frequency Shifts (in em™!), Relative to Conformer pwl1, of the Calculated Structures [B3LYP/
6-31G(d,p)| of ProTrp®
conformer | NH,, | CO,,, | CO(OH) | NH,i. | NH,,, | NH,,| OH

pwOl[nyrg+| | 251y | -46(200) 3(296) 93(5) -110(147y | -4(r3) | -523(703)
pw02[nyLg-| 2(342) | -38(279) 15337 83(5) -10798) | -2(68) | -922(782)
pwO03[nypg-| | 23(206) | -38(220) 16(332) 516 -86(126) | -le) | -495(604)
PW04[n7La] 1(361) -37(234) 17(31 1) 86(4) -87(136) -1 (67) -414(642)
pw05[ovrg+| | 4a2) | -46(191) 9(289) 18(18) -30(165) | -4(75) | -425(500)
pwO06[nBrg+] | 10340y | 5214 4(194) 39(0) -63(94) 0¢70) Oe7)
pwO7[nerg+| | -8us) | 24(2e8) 13(204) 92(3) “T57) | -l -3(55)
pwO8[nypg+]| | 42(141) | -32(280) -2(351) 76(10) -167151) | -2(76) | -815(1268)
pw09[nBral | -130s) | 11(234) -8(174) 370 -5699) 073 -1046)
pwlO[n’yDa] 17(313) -37(183) 22(284) 84(3) -106(198) 1(72) -500(773)
pwll [05Lg+] 0(240) 0(172) O(196) 0(30) 0(58) 0(71) 0(70)
pw12[oyre-| -4313) | -38(173) 19(324) 28(21) -3498) | 2(16) | -429(6s1)
pw13[neg-| T334y | 28201 7(258) 36(0) -4891) 1(65) -4(s7)
PW14[05L3L] ‘6(289) 6(183) ‘12(196) 5(34) -5(53) -1 (74) -8(52)
pw15[ofrg-| -2(222) | 24(162) -5(250) 1(32) -1044y | -1¢70) -7 (66)
pW16I917’)’Lg-] ‘3(348) -31(189) 15(346) 35(0) -41(113) -1(73) ‘502(846)
pwl7[oyLal -3(316) | ~38(146) 20(208) 13(18) 1133 -1y | -3246in
pwl18[zBrg+]| | -16(252) | 2(192) -6(195) 1209 4 46) -1 (70) -1(72)
pw19[z3zal -22287) | 6(200) -14(18) 121 1238 0¢75) -8(51)
pw20[zFrg-| | -190213) | 28(136) -7 (246) 1224 3(36) Ler) -5(65)
pw21[ndpal -42375) | 300177 39(251) 83(4) -118(155) O0(65) -37(98)

@ Calculated infrared intensities (km/mol) are given as subscripts in parentheses. NH/OH stretch frequencies were scaled
by 0.9546, before calculating the frequency shifts. All other frequencies were scaled by 0.964. Scaled vibrational transition
frequencies (in cm ™) for conformer pwll: NH;y,, 1499; CO,.p, 1690; CO(OH), 1774; NH,otine, 3325; NH,ep, 3455; NH;pq,
3523; OH, 3586.

(dYLOYd) NVHIOLdAYL-NITOYd #°G

16
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Table 5.8 shows that the NH;,,; and NH,,, vibrations are the least sensitive with regard
to structure determination. While NH;, 4 does not shift at all, NH;,, shows larger shifts
only for the four least stable conformers. Similarly, the carboxylic C=0 stretch vibration
is largely insensitive to structural changes, although local 3 conformations of the tryp-
tophane residue mostly result in negative shifts, whereas OH---OC,, hydrogen bonds
induce a slight blue shift. However, no strong correlation between conformational struc-
ture and vibrational frequency is observable for that band. In contrast, the CO ., vibration
exhibits a systematic (and obvious) red-shift of about -40 cm ™~ upon OH- - - OC,,, hydro-
gen bond formation, but remains otherwise insensitive. Similarly, the OH stretch vibration
is red-shifted by about 400-800 ¢cm™! due to hydrogen bond formation. The previously
mentioned CO,,/NH,,o1ine interaction has no significant influence on the CO,,,, vibration.
Among the vibrations listed in Table 5.8, the NH,,, band shows by far the largest effect
and is influenced by direct NH- - - X contacts (e.g., pw06) as well as by indirect interacti-
ons via the peptide bond (e.g., pw05), or by both types of interaction (e.g., pw02, pw08).
Figure 5.16 shows the scaled NH,,, frequency as a function of the OH stretch frequency.
Clearly, four distinct clusters of points can be identified, indicating a systematic correlati-
on between structure and vibrational frequency. The positions of four selected conformers
are represented by their numbers. Moving on the abscissa from the right to the left corre-
sponds to the formation of an OH- - - OC,, hydrogen bond, whereupon the OH frequency

shifts to lower wavenumbers.

Closer inspection of the calculated structures reveals that the two clusters at the bot-
tom of Figure 5.16 exhibit exclusively NH,,/ Ny oine interactions, while the top two
clusters do not. The four valence dash formulas in Figure 5.16 depict the basic structural
motive of each cluster.

Two major conclusions can be drawn from Figure 5.16: (1) The NH,,, bond is influenced
not only by a direct NH,, /N, o1ine interaction, but also indirectly via the peptide bond,
when the CO,,
observed in previous calculations of conformers of GlyTrp and TrpGly.[83] (2) The fre-

group is involved in an OH---OC,,, hydrogen bond. Similar effects were

pep
quency shifts of both types of interaction (&~ 30 and 70 cm™!) are roughly additive. Hence,
in the case of ProTrp, the NH,, frequencies could be divided up into four regions, each
characterizing a distinct type of interaction with the NH,, bond and peptide group.

There are three points in our present data set that do not fit into the four distinct clusters
of points. The first one is conformer pw16, with an OH frequency of about 3260 cm ~!. It
has an OH- - - OC,, hydrogen bond, but no NH,., /N, inc interaction. The second confor-

mer is pw21, with a NH,,, frequency of about 3335 cm~'. This conformer has an OH /7
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Abbildung 5.16: Correlation between NH,., and OH stretch fre-
quencies(scaled) of the different calculated conformers of ProTrp.
The pattern is dominated by two types of interactions, namely an
OH- - - OC,, hydrogen bond and a lose NH,.,/N,,oine contact. Four
insets in the plot corners indicate the corresponding conformation of
the backbone. Numbers indicate the position of four selected confor-
mers in Figure 5.14. Because of its large OH frequency shift, confor-
mer pw08 is situated at the lower left corner but not visible in the

plot.
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(peptide) and NH,.,/ Npoine interaction, but shows only a small red shift of the OH

stretch frequency. However, both conformers still fit into the correlation between NH .,

frequency and structure. Finally, pw08 shows the largest red-shift of both the NH ., (3288

em ™) and OH group (2771 em ™) and is situated outside the lower left corner of Figure
5.16. While in all other calculated structures the OH bond is tilted by about 30° against
the plane formed by the peptide bond, it is almost coplanar with that plane in pw08 (see
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Figure 5.14). The coplanarity provides a better overlap with the lone electron pair on
the oxygen atom and leads to a stronger hydrogen bond. However, because of a local vp
conformation on the tryptophane residue in combination with a g+ conformation of the
indole side chain as in pw08, the coplanarity is forced by the repulsion between the indole
ring and the CO,,, group only. This puts a considerable ring strain on the 7-membered
ring formed by the hydrogen bond. Hence, pw08 is energetically less favorable than pw02
or pwO01, despite its stronger hydrogen bond (see Figure 5.15).

The NH stretch vibration of the proline residue might be another sensitive probe of mo-
lecular structure. The NH,, oine frequency shift mainly follows that of the NH,., group,
but with opposite sign. Unfortunately, as is evident from Table 5.8, the infrared intensity
is too low to be detected in our experiment. Also, that very same band is absent in a

peptide, where the proline residue is preceded by another amino acid.

5.4.5 Discussion

Using the vibrational assignment (Table 5.6) of the experimental IR/UV spectra in Figure
5.13, we attempt to characterize the conformational structures of conformers A and B by
comparison with the DF'T calculations in Table 5.8. Any possible structure of conformer
A has to meet at least two criteria: (1) The OH group must be involved in a hydrogen
bond, because we do not observe the free OH band around 3585 ¢cm . Since the CO,.,
bond is the only accessible acceptor site, this implies a red shift of the CO,., band as
well, although our interpretation of the weak feature at 1648 cm ! could be challenged.
(2) The NH,,, band must experience a strong red shift by about 150 cm ™! compared to a
structure with a fully extended backbone (v(NH%” ) ~ 3450 cm ™" [132, 83]), indicating a
kind of strong interaction with the NH,., group or peptide bond. Basically, these criteria
would put conformer A into the lower left corner in Figure 5.16.

According to Table 5.8, of the most stable structures only pwO1, pw02, and pw08 fulfill the
criteria mentioned above and match the experimental spectra with reasonable accuracy.
Figure 5.13 shows the calculated and scaled stick spectra of pw01, pw02, and pw08 at
the DFT level of theory (black) beneath the IR/ UV spectrum of conformer A, sorted
according to an increasing relative energy at the MP2 level of theory. pwO1 and pw02
differ only in the conformation of the indole side chain (g+ vs g-), but are otherwise the
same. Consequently, their calculated IR spectra are nearly identical and indistinguishable
at the current level of theory and in the spectral region of interest.

However, experimental and calculated NH,,, frequencies differ by about 40 cm~'. The ex-
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perimental NH,,., frequency (3304 cm™1) is red-shifted by about 150 cm ! with respect to
a free NH,,., group. A shift of this size is well-known in structures with single or repeated
v-turns, where the NH,,, group itself is the donor in a (strong) hydrogen bond,[152, 132]
but conformer A does not permit this type of hydrogen bond, due to structural cons-
traints. On the other hand, structure pw08 does account for the strong red-shift of the
NH,., band because of its stronger hydrogen bond (Figure 5.13), but shows a blue shift
of the NH;,, absorption to about 1540 cm™!, which we do not observe experimentally.
Therefore, it is reasonable to assign conformer A to a structural motif like pw01 or pw02,
which are the two most stable conformers in our data set.

On the basis of the DFT calculations, the shift of the NH,, band originates mainly from
the combination of an OH---OC,., hydrogen bond and NH,,/N,ine contact, where
the influence of the latter is the largest; similar to conformer A of the natural dipeptide
GlyTrp.|83] It should be noted that this type of interaction is not present in proteins be-
cause the secondary nitrogen atom of the proline residue is no longer sp?® hybridized and
the lone electron pair no longer accessible for the neighboring NH,., bond. An additional
contribution to the frequency shift probably stems from a dispersive interaction with the
indole ring lying underneath the peptide bond and proline moiety. Such interactions are
poorly described at the B3LYP level of theory and might account for the present diffe-
rences between theory and experiment.

We did calculate harmonic frequencies of the three most stable conformers pw02, pw01,
and pw06 at the MP2/TZVPP level of theory, though the calculation is quite expensive.
Appropriately scaled stick spectra are also displayed in Figure 5.13 (red); NH/OH stretch
frequencies were scaled by 0.9552 and C=0/NH,,, frequencies by 0.9833 to match the
experimental NH;,; and CO(OH)frequencies of tryptophane. We observe a blue shift of
all frequencies, relative to the corresponding DFT calculations, but not for the NH,,
vibrational stretch frequency of pw0l and pw02, which is red-shifted. So the large red
shift of the NH,., frequency may be caused in part by dispersion interactions in addition
to an OH---OC,,, hydrogen bond and NH,.,/N,,cne contact.

Conformer B differs from conformer A in that it has no hydrogen-bonded OH, since we
observe the free OH group at 3582 cm . Consequently, the CO,., band is not red-shifted
and appears at a typical frequency of free CO,,, groups around 1690 cm~'.[117] In ad-
dition, the NH,,, band is red-shifted by about 80 ¢cm ™! compared to a structure with an
extended backbone. Among the lowest energy structures, only pw06 and pw07 fulfill the
above conditions. pw(6 fits best to the experimental spectrum of conformer B and is by
24.5 kJmol ™! more stable than pw07 at the MP2/TZVPP level of theory (Figure 5.15).



96 KAPITEL 5. VEROFFENTLICHUNGEN

Figure 5.13 shows the calculated and scaled stick spectra of pw06 and pw07 beneath the
IR/UV spectrum of conformer B. Also shown is the calculated stick spectrum of structure
pw06 at the MP2 level of theory, which is similar to the DFT result. Hence, we assign
conformer B to structure pw06.

Considering the ¢, 1 values, both conformers A and B of H-Pro-Trp-OH adopt an -
like local conformation of the proline residue. Mons and co-workers measured the IR/UV
spectra of N-Acetyl-Phe-Pro-NHs and N-Acetyl-Pro-Phe-NH, and found that the proline
residue prefers to adopt a local 7, conformation in the major conformers.[132, 152] The
v conformation is stabilized by an NH(i & 1)---CO(i F 1) hydrogen bond, where i is
the number of the proline residue. Similar observations were made by Compagnon et al.
for Z-Pro-NHMe.[151]| This is confirmed by ab initio calculation of isolated YCO-Pro-X
model dipeptides (Y = H, Me; X = NHy, NHMe) in vacuo,[140, 141, 142, 152] whereas in
aqueous solutions «y and €7 conformations become more stable.[140] The natural dipep-
tide H-Pro-Trp- OH in our work does not permit the formation of a NH(i £ 1)---CO(i F
1) hydrogen bond because of the missing half residue at the proline end, and is therefore
unlikely do adopt a local v, conformation of the proline residue, but the flexibility of
the carboxylic OH group leads to a local v conformation of the tryptophane residue in
conformer A.

These examples demonstrate the high sensitivity of the backbone conformation to the
model peptides structure and to the influence of end groups on the local conformation,
whether it is the normal end group of a natural peptide or an artificial end group in
capped peptides. In most cases, v turns are formed, which directly involve one of the end
groups of the model peptide, like the COOH group in natural peptides|83] or the NH»
or NHMe groups in capped (amidated) peptides.[132, 151, 152, 153| This is not surpri-
sing because the hydrogen-bonded structures correspond to the most stable conformers
in the gas-phase. In our case, the most stable ProTrp conformer has indeed a local -
conformation of the tryptophane subunit and the a-conformation of the proline unit is
favored due to the stability of the NH,.,/Ny,.o1ine contact.

However, the most stable hydrogen bonded conformer is not necessarily the major con-
former in supersonic expansions. In some cases (TrpGly, TrpPro, and TrpSer), hydrogen
bonded conformers were not observed at all.[117, 83] As was demonstrated by Valdes
et al.[133| and our own work (Figure 5.15), stretched (fully extended) conformers are
stabilized by dispersion interaction between peptide backbone and indole side chain and
comparable in energy to the most stable hydrogen-bonded structures. The observation of

fully extended conformers in all of our studies of natural peptides[117, 83, 173] supports
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this conclusion (e.g., conformer B and structure pw06 in this work). This and the apparent
sensitivity of the local conformation to the type of end groups of the model peptide might
stimulate further theoretical work on these kind of systems. With the number of experi-
mentally investigated systems rapidly increasing, they provide us both with the necessary
data to improve theory and a good reason to study many different small model systems
in order to predict the behavior of larger biological systems.

The question remains why, in some cases, we do not observe the hydrogen bonded (stabi-
lized) conformer (e.g., TrpGly). And why we do not observe both of the two most stable
conformers of ProTrp, namely pw01 and pw02, which differ only by 1.3 kJmol ~! in energy.
UV/UV double resonance spectra revealed only two conformers in supersonic expansions
ProTrp.[155] Since the structures are very similar, we would expect both conformers to
absorb in the same spectral region, but we cannot rule out different lifetimes in the electro-
nically excited-state or unfavorable Franck-Condon factors as a cause for not observing
one of the conformers by REMPI spectroscopy. Also, supersonic expansions combined
with laser desorption sources start from a hot nonequilibrium condition and conforma-
tional relaxation is hindered by the rapid cooling and limited number of collisions in the
expansion. So it is not uncommon to observe other conformers than the global equilibrium
structures in these types of experiments.

It is interesting to note that, although proline exists in « formation,|[170, 174] the vast
majority of proline residues in proteins belong to the « and polyproline II (e;) regions
of the Ramachandran plot.[127, 170, 175] Furthermore, y-turns seem to be rare compa-
red to [-turns, because of the rather strained geometry of the former.[126, 170] So far,
we are only starting to understand more common types of turns|132, 137, 138| as well
as [-sheets[158, 159, 160, 161, 162, 163] and helices.[137, 150, 154] In the future, we
might have to consider ways to influence the abundance of specific structural motifs in
our measurements, in order to study and understand a larger variety of motifs in the
gas-phase.[176, 177, 178|

5.4.6 Summary

On the basis of our DFT calculations, we tentatively assign conformers A and B of Pro-
Trp to structures pw01/pw02 and pw06, respectively (Figure 5.14). They only differ in
the formation of an OH- - - OC,,, hydrogen bond in conformer A, but adopt the same local
conformation of the proline residue and orientation of the indole side chain relative to the

backbone. Both structures have a favorable NH ., /N, oine interaction, causing a red shift
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of the NH,,, band, which is enhanced by the OH---OC,, hydrogen bond in conformer
A. Furthermore, dispersive interactions play a major role in the relative stability of the
different conformers as well as the NH,,, frequency in cases where the NH,., bond in-
teracts with the indole side chain. Single point MP2 calculations at the optimized DFT
structures are not sufficient to describe the energetic order in these systems. Finally, the
local conformations of the peptide residues depend strongly on the specific type of model

system and its end groups.
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5.5 Tryptophan-Serin (TrpSer)

IR/UV spectra and quantum chemical calculations of
Trp-Ser: Stacking interactions between backbone and

indole side-chain

Héaber T., Seefeld K., Engler G., Grimme S. and Kleinermanns K.
Phys. Chem. Chem. Phys. (2008), published on the web, DOI:10.1039/b718710f

We present infrared-UV double resonance spectra and quantum chemical calculations
of the natural di-peptide HTrpSerOH. Two conformers are present in the supersonic ex-
pansions. They have a compact folded structure with two hydrogen bonds and with the
serin residue stacked above the indole ring and an unusual NH(Trp)- - - O=C interaction in
the lowest energy conformer. Conformational assignments are based on comparison with
calculated (B97-D/ TZV2P) structures and vibrational frequencies. Inclusion of dispersi-
on in the quantum chemical calculations is mandatory for an accurate description of the
conformer energies. We provide comparisons between methods often used in biochemistry
and the dispersion-corrected double hybrid functional (B2PLYP-D) as a reference. Only
concerted experimental and theoretical studies can unravel the conformational complexity

already present in a dipeptide.

5.5.1 Introduction

London dispersion interactions [132, 179] are not only important for non-covalently
bound molecular complexes. Recent work on electronically quite simple chemical reac-
tions [180, 181] indicates, that these non-local electron correlations on medium and long-
range length scales also play a significant role for the thermodynamics of large molecules
[182]. Such intramolecular dispersion effects always influence relative energies when the
size and shape changes in a chemical reaction. Folding processes and other conformational
transitions are a good example and recent theoretical studies on energetically low-lying
conformations of a tripeptide [134] indicate, that rather high quantum chemical levels
like coupled-cluster (CCSD(T)) are needed to reach an acceptable accuracy (errors for
relative conformational energies < 0.2 kcal mol™!). The importance of non-local electron
correlation effects for folding processes can even be observed in simple alkanes as shown

recently [183|(for related recent theoretical work on peptide folding models see ref. [184]).
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Formation of secondary structures is the first step in the folding process of proteins and
depends on numerous factors such as intra- and intermolecular hydrogen bonds (among
residues and with the solvent), dispersion (van derWaals) and electrostatic interactions, as
well as entropic effects. [126, 127] Gas-phase studies of small biomolecules in combination
with high level quantum chemical calculations provide a unique way to investigate the
intrinsic molecular properties of these biomolecular building blocks without the influence
of solvents, as summarized in a number of recent reviews. [128, 129, 130, 131, 132, 179] In
this work we present the IR/UV spectra of the di-peptide HTrpSer OH (from now on la-
beled TrpSer) and provide conformational assignments based on state-of-the-art quantum

chemical calculations. Figure 5.17 depicts the structure of TrpSer.

OH
O

H.N

O

Ind
Abbildung 5.17: Structure of HTrpSerOH.

In addition to the carboxylic OH group it has a second OH group on the serine side-
chain that can act as hydrogen bond donor. De Vries and co-workers have studied the
cyclic dipeptide (Phe-Ser) in the past. [180] They found that in some of the experimen-
tally identified conformers, the OH group of the serine residue forms a strong hydrogen
bond with the C=0 group of the same residue. A similarly strong hydrogen bond has
been observed in the serine containing penta-peptide FDASV. [181]

Regarding the necessary computations it is clear that already TrpSer is too large to per-
form large basis set coupled-cluster computations for many possible conformers and hence
one has to resort to simpler approaches. However, quantum chemical methods that ac-
curately include dispersion interactions must be used for our problem. Along these lines
we recently developed the so-called double-hybrid density functionals that (beside inclu-
ding exact Fock exchange) replace part of the semi-local correlation by a perturbative
MP2-type expression. These functionals contain only two empirical scaling parameters
and we employ here the variant with Beckes exchange GGA (B2PLYP [185], for another
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double-hybrid functional see Ref. [186]).

As computationally cheaper method (mainly used for structure optimization and vibratio-
nal frequency calculation) the semi-local (non-hybrid) B97-D [29] functional is used. With
resolution-of-the-identity (RI, also called density-fitting) integral approximation the com-
putation time only scales as O(N?,) with system size. This functional is a recent reparame-
trization of Beckes GGA ansatz from 1997 [187| but now including damped, atompairwise
Ce - R79 corrections to account for long-range dispersion (van der Waals) effects (DFT-D
method [188]). When other functionals or methods are used together with this dispersion
correction, we add the suffix -D to the name in order to distinguish from conventional
(uncorrected) computations. The current standard for DFT-D [29, 188, 189] (that ori-
ginally has been developed in slightly different form in the context of HF theory [190]
and later for DFTB computations [191]) has been successfully applied to many examples
where dispersion is important [192, 193, 194, 195, 196, 197| and also tripeptide confor-
mations have been investigated [198]. The dispersion-corrected double hybrid functional
(B2PLYP-D) currently seems to be the most accurate quantum chemical model for large
systems that can reach CCSD(T) accuracy [182]. This can be attributed to the importance
of orbital-dependent correlation terms for folded or stacked (spatially compact) structures.
Such contributions are absent in the simple DFT-D approach using conventional (hybrid)
GGAs. We here use B2PLYP-D relative energies as benchmark values also to assess the
performance of more approximate DFT-D, semiempirical and force-field approaches.
The remaining paper is organized as follows: First we will give a brief review of the expe-
rimental setup and the computational methods employed. After that we will present the
IR/UV spectra of the TrpSer conformers and give a preliminary assignment based on the
comparison with previous work. Then we will report the results of the quantum chemical
calculations and its implications on future studies, before discussing the infrared spectra

in the context of the calculated structures and vibrational frequencies.

5.5.2 Experiment

The basic principles of our IR-UV experimental setup were described in detail elsewhere.
[166, 83, 84] Here we will give a brief summary of the major components. Solid samples
of TrpSer are vaporized into an argon jet by laser desorption and investigated by IR-UV
hole burning spectroscopy. TrpSer (Bachem) is mixed with graphite powder (Aldrich)
in a 1:2 ratio and applied to the edge of a 2mm thick graphite wheel (diameter 60mm),
which is placed underneath the orifice of a 300 ym pulsed valve (General Valve). A slow
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rotation of the graphite wheel (1 turn per 45 min) constantly provides fresh material to
be exposed to the desorption laser (Minilite, Spectra Physics, 1064 nm, ~5 mJ/cm?).
Argon is used as carrier gas, at a stagnation pressure of 3 bar. The skimmed molecular
beam (skimmer diameter Imm) crosses the UV ionization laser (LAS, frequency doubled,
attenuated to <0.1mJ/pulse) at right angle inside the ion extraction region of a linear
time-of-flight (TOF) mass spectrometer in Wiley-McLaren configuration. A pulsed IR
laser beam (burn laser) is aligned collinear to the UV beam (probe laser) and fired
100 ns before the latter. The burn laser (IR) frequency is scanned over the vibrational
transitions, while the ionization laser (UV probe laser) is kept at a frequency resonant
with a vibronic transition of a single TrpSer conformer. By monitoring the ion mass signal
as a function of IR frequency, mass and conformer selective infrared spectra, detected as
ion dips can be obtained. IR laser light is generated by a three-stage difference frequency
generation (DFG)/optical parametric amplification (OPA) setup. [20] Basically, a dye
laser (Precision Scan, Sirah), with Styryl 8 or 9 in methanol or DMSO, is pumped by the
532 nm output of a frequency doubled Nd:YAG laser (GCR 230 Pro, Spectra Physics).
The dye laser output is mixed with a part of the fundamental (1064 nm) of the same
Nd:YAG laser in a LiNbOj crystal for difference frequency generation, producing infrared
radiation around 2.6 pm, which is amplified in an OPA stage. In the third stage, after
proper rotation of the polarizations, IR radiation between 5 and 8 pm (=300 uJ) is
produced by difference frequency mixing of the idler and signal beams of the OPA stage

in an anti-reflection coated AgGaSe, crystal.

Intensity noise due to shot-to-shot fluctuations can largely be compensated by creating
a reference signal. We let the very same UV laser pulse that was used to ionize the
molecules pass a 30m delay line, then we re-direct and focus it into the sample region
again, causing a second ion signal (reference signal) to appear ~100 ns after the first.
Because the re-directed beam is focused, its interaction volume with the IR beam is small
and produces only a small ion dip, if at all. The reference signal is scaled to match the
baseline of the first ion signal and subtracted from the latter. In this case, the baseline
corresponds to the constant ion signal without the IR laser. Since both ion signals originate
from the very same laser pulse and sample the same gas pulse, common noise due to
energy and number density fluctuations is mostly eliminated in the resulting signal. The
ro-vibrational transitions of the water bending (1595 ¢cm™!) and stretching vibrations
(3657 and 3756 cm™!) were used for frequency calibration. We did not normalize the

infrared spectra to the IR laser intensity.
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IR (1064 nm)
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Abbildung 5.18: Experimental setup, showing the laser desorption and ionization
region. The UV analysis laser travels more than 30 meters after crossing the
molecular beam, then it is redirected and focused into the ionization region
again to generate a reference signal of ions used to normalize the hole-burning
signal.

5.5.3 Computational Methods and Technical Details

The DFT calculations have been performed with slightly modified versions of the TUR-
BOMOLE suite of programs [199, 200]. As AO basis, the triple-zeta (TZV) sets of Schaefer
et al. [60, 201| with two different sets of polarization functions (TZVPP: (2df,2dp) and
TZV2P: (2d,2d)) have been employed. Previous basis set convergence studies on Hobzas
tripeptide model [134] indicate that these basis sets yield results that are within 0.1 kcal
mol~! of the basis set limit for conformational energies.

In the second-order perturbative treatments for B2PLYP also the RI approximation for
the two-electron integrals has been used [92|. As RI-auxiliary basis, the sets of Weigend
et al [202]| that were optimized for the cc-pVXZ AO basis have been employed. The RI-
approximation has also been used in DFT treatments with GGA functionals [203] and
the corresponding optimized auxiliary basis sets [204] were employed. In general, the RI-
approximation speeds up calculations by about a factor of 3-15 depending on system /basis
size albeit at insignificant loss of accuracy (errors for conformational energies <0.02 kcal
mol~! compared to non-RI treatments). All electrons have been correlated for consistency
in the B2PLYP treatments. The expected absolute accuracy (including technical as well

as methodological errors) of our most accurate B2PLYP-D approach for the conformatio-
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nal energies is about 0.20.4 kcal mol 1.

The geometry optimizations for DFT have been performed at the B97-D/TZV2P level
and these structures have been used in all subsequent DF'T single-point energy computa-
tions. For comparison, the semiempirical PM3 method including our dispersion correction
(PM3-D [205]) as well as the MM3 classical force-field [206] have been applied and these
cases refer to full structure optimizations. The vibrational frequencies and ZPVE contri-
butions (unscaled) were obtained in the harmonic approximation at the B97-D/TZV2P
level. They were obtained as numerical derivatives of analytically calculated gradients
employing a modified version of the parallel program SNF [207].

The conformational space of TrpSer has been explored stochastically using the MMX
force field as implemented in the PCmodel program [208]. The lowest 39 conformations
have been considered in full B97-D/TZV2P geometry optimizations. During this process,
five conformers collapsed to already existing structures. Some conformers occur as pairs
or triplets of very similar structures which are distinguished only by a rotation of the
NH, group which typically changes the relative energy in many of these cases by less
than 0.05 kcal mol~t. The figure 5.20 contains the full set of the initial 39 conformations
as ordered by their B2PLYP-D/TZVPP relative energies. Later we concentrate on the
lower-lying ones and on those which can experimentally be identified by the comparison

of experimental and theoretical vibrational frequencies.

5.5.4 Results

IR/UV Spectra Previously we published R2PI spectra of TrpSer in the wavenumber
range between 34500 and 35000 cm L. [155] In that frequency range, UV-UV hole-burning
spectra revealed the existence of two conformers, A and B. (From now on we will use
capital letters A and B for the experimentally determined conformers.) Figure 5.19 shows
the IR-UV hole burning spectra of both conformers of TrpSer between 2800 and 3750
em~! and between 1750 and 1800 cm~!, with the UV probe laser tuned to 34627 and
34914 cm~? for conformer A and B, respectively. UV frequencies were calibrated against
R2PI spectra of aniline and compared to literature values. [167]

Neglecting the CH stretch vibrations, we expect five prominent IR bands in the
investigated spectral region; four bands between 2800 and 3600 cm ~! and another band
between 1750 and 1800 cm~!. Namely, they are the OH stretch vibration of the CH,OH
side-chain and the carboxyl group (COOH) of the serine residue, the NH stretch vibration
of the indole group (NH,,4), the NH stretch vibration of the peptide bond (NH,,,) and
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Abbildung 5.19: IR/UV double resonance spectra of both conformers of Trp-
Ser(A and B50) between 1750 and 1800 cm ™! (left) and between 2800 and 3750
cm™! (right). Assignments are indicated by the labels on top and dotted lines.
See text for more details. Laser pulse energies ranged between 50-300 uJ and
1-2 mJ in the mid and near-infrared, respectively, with an UV analysis laser
pulse of about 10-20 pJ. Also shown are the calculated and scaled stick spectra
of selected calculated conformers (B97-D/TZV2P).

the C=0 stretch vibrations of the carboxyl group (CO(OH)) below 1800 ¢cm~'. In
addition, we expect to see the CH stretch vibrations of the indole and CH,OH side-chains
between 2900 and 3100 cm~!. We did not observe the NH stretch vibrations of the amino
group, which have a low calculated infrared absorption intensity (see calculations). Table

5.9 summarizes the observed absorption maxima and tentative assignments (see below).

The spectral assignment, as indicated in Figure 5.19 and Table 5.9, is based mainly
on the comparison with infrared spectra of GlyTrp, TrpGly, ProTrp and cyclo-(Phe-Ser)
[180, 83, 84, 117| and with calculations (see below). Both conformers have very similar
infrared spectra. They differ slightly only in the position of the NH,,; and C—0 bands.

The NH,., and NH;,; bands are at positions comparable with previous measurements.
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Tabelle 5.9: Experimentally determined IR band maxima (in cm~!) of the two conformers
of TrpSer

Vibration ‘ Conformer A ‘ Conformer B

CH,OH 3585 3584
(CO)OH 3006 3013
NH; g 3503 3521
NH,, 3376 3381
CH 3099 3101
3077 3078
3057
3029 3032
2077 2969
2053 2048
2039 2938
2932 2924
2900 2899
C=0(OH) 1769 1777

We do not observe any absorption of a free CH,OH hydroxyl group, which is expected to
absorb at about 3696 cm ™. [180] Instead we find an absorption near 3585 cm ! that is very
close to the absorption frequency of a free COOH hydroxyl group. Below 3100 cm ! there
is a strong broad absorption centered around 3050 cm~! with some smaller but sharper
bands on top of it. The latter are the CH stretch vibrations of the indole side-chain. Their
frequencies agree quite well with those of indole and tryptophan analogs. [209, 210| Since
the infrared spectra of indole, tryptamine and other tryptophan analogs show only sharp
bands in the CH stretch region, we attribute the broad absorption in that region to an
OH stretch vibration that is broadened and red-shifted due to the formation of a strong
hydrogen bond. [168] To determine the position of the hydrogen bonded COOH vibration,
we deconvoluted the broad feature below 3100 cm~! with a set of Gaussians (as indicated
in Figure 5.19). Gaussians were assigned to each of the sharp CH stretch vibrations. The

! was simulated by a single broad

broadening of the spectral feature around 3000 cm™
Gaussian. While the width of the absorption prevents an accurate determination of the
shape and position of the hydrogen-bonded C—O(OH) vibration, the deconvolution helps
to qualitatively discriminate between the C=O(OH) and CH stretch vibrations.

Such a strong red-shift is likely to be observed for a hydrogen bonded COOH group, but
not for the hydroxyl group of the serine side-chain (see calculations below). For example,

two out of five conformers of cyclo-(Phe- Ser) form a strong hydrogen bond between the
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hydroxyl group of the serine residue and the carbonyl group of the same residue, but the
absorption frequency is not shifted below 3400 cm~!. [180] Similarly, in the pentapeptide
FDASV the hydrogen-bonded CH,OH group is shifted to near 3400 cm 1. [181] Therefore,
we assign the broad band centered around 3050 cm ™! to a hydrogen bonded COOH group,
while the absorption close to 3585 cm ™! belongs to a hydrogen bonded CH,OH group.
The absorption frequency of the latter accidentally coincides with that of a free CO(OH)

group.

Calculations
the above mentioned NH, rotational isomers) of Trp-Ser with B2PLYP-D/TZVPP (refe-
rence method), B97-D/TZV2P (used for geometry optimization), PM3-D [205] and the
MMS3 force-field [206] are shown in the left part of Figure 5.20.

The results for relative energies of 39 conformers (including doubles and
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Abbildung 5.20: Relative energies (ZPVE uncorrected) of 39 low-lying confor-
mers of TrpSer at different theoretical levels (left) and comparison with the
B2PLYP-D/TZVPP reference energies (right). The solid line in the right plot
has a slope of unity and an intercept of zero.

We also present in the right part a comparison to the B2PLYP-D reference values,
where B3LYP [56, 57| results as an example for a dispersion-uncorrected conventional
functional are also given. The structures of energetically low-lying conformers are shown

in Figure 5.21.

The conformational energies are within an energy window of 15 kcal mol ~! and 37
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ws05

ws09

Abbildung 5.21: Optimized structures (B97-D/TZV2P) of low-lying
conformers of TrpSer.

conformers are in a 10 kcal mol~! range. At room temperature, the conformer distributi-
on is dominated by the lowest energy structure ws01 (81.6) and the first four conformers
together yield a population of > 99.5. The relative zero-point vibrational energies (ZPVE,
Table 5.10) vary between -0.1 and 0.3 kcal mol~! for the low-lying conformers. For the
populations of these structures, the corrections are insignificant and the same holds for
values derived from free energies. Table 5.10 also includes unscaled relative (ws01 set to
zero) DET-D dispersion energies that can be used to correct any conventional DFT result
simply by adding these values to the corresponding electronic conformational energies.
The lowest conformer ws01 features two C—0O---HO hydrogen bridges (one strong and a
weaker one) and an unique interaction between the ring NH and the Ser carbonyl group is
clearly indicated by an up-bending of the NH bond vector (see Figure 5.21). This structure
is spatially very compact (as indicated e.g. by the solvent-accessible-area) due to an al-

most complete stacking of the serine residue above the aromatic ring. Conformers ws02 to
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ws04 also have two hydrogen bridges and they differ only in the rotation of the NH 5 group.
Conformer ws05 has only one hydrogen bridge but rather a CH,OH- - - Indole interaction
and is already about 2.5 kcal mol™! higher in energy. The six most stable conformers all
have structures, where the serine residue is more or less stacked above the indole ring.
Conformer ws07 is the first conformer with only weak interactions between the backbone
and its indole ring and lies nearly 4 kcal mol~! above the most stable conformer.
Compared to the previously investigated tripeptide case [182], the Trp-Ser conformatio-
nal energies seem to be easier to predict. This is obvious from the close agreement of
B2PLYP-D and B97-D data (root-mean-square (RMS) deviation of only 0.5 kcal mol 71).
However, the conformational problem still represents a challenge for simpler theoretical
approaches that are often used in biochemical simulations. Both, semiempirical PM3 even
with dispersion correction as well as the tested force-field show large maximum (> 6 kcal
mol™!) and average (RMS of 2.6 and 3.0 kcal mol™!, respectively) errors. After all (and
opposed to MM3) with PM3-D the lowest energy conformer is computed correctly. In
any case, these simple methods can only be used for very crude initial screening purposes
of favorable conformers which later must be investigated by reliable quantum chemical
methods. Note that, due to missing intramolecular dispersion interactions, uncorrected
B3LYP performs rather badly as well, with RMS and maximum deviations of 4.5 and 8.7
kcal mol~!, respectively. This is dramatically improved by adding the dispersion correc-
tion (i.e., BSLYP-D), which decreases the RMS to 0.2 kcal mol ™! (not shown in the left
part of the Figure because they almost coincide with the B97-D data points and are thus
not clearly visible). This indicates, that the orbital dependent correlation terms in the
B2PLYP functional are not important in this case, which seems to be dominated by the
hydrogen bonds and electrostatic interactions. The relative DFT-D dispersion energies
given in Table 5.10 span a rather large range of about 9 kcal mol~!. There is a weak
correlation between the relative energy and the dispersion contribution in a sense that
most of the energetically preferred conformers have a rather dense, folded conformation
with favorable dispersion contributions.

Table 5.10 lists the calculated (B97-D/TZV2P) and scaled frequencies of the low energy
conformers. Scaling factors were determined from a calculation of the most stable trypto-
phan conformer [107] at the same level. The calculated frequencies of the tryptophan NH ;,,4
and carboxylic C=0O stretch vibrations were compared to experimental values [107, 211]
and scaling factors chosen accordingly (0.974 for NH/OH stretch vibrations, 1.015 for
C—O stretch vibrations).
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5.5.5 Discussion

The twelve lowest energy conformers (Figure 5.21) all feature a strong COOH - - - O=Cpep
hydrogen bond and their COOH vibrational frequency is shifted well below 3100 c¢m !
(Table 5.10). With the exception of conformers ws05 and ws10 they also have a strong
CH30H- - - O=C(OH) hydrogen bond in common. But because the carboxylic C=0 group
is not an equally good hydrogen bond acceptor as the peptidic C=0 group, the frequency
shift of the hydrogen bonded CH,OH hydroxyl group is less pronounced and the frequency
is close to 3600 cm~!. Conformers ws05 and ws10 have a CH,OH- .- Indole interaction
instead. The frequency shift however is similar to that of the hydrogen bonded conformers.
Larger red-shifts of the CH,OH group close to 3200 cm ™! are only observed for conformers
with a doubly bridged COOH- - - OH- - - O=Cpep interaction, as in ws20 , ws25 and ws31
(not shown in Figure 5.21). There the carboxylic OH group binds to the oxygen atom
of the CHyOH group, which itself forms a hydrogen bond with the peptidic C—0O group.
The OH frequencies of both OH groups are now shifted below 3200 cm ~*. However, these
conformers are far less stable (>7.8 kcal mol™!) than the doubly bridged arrangements
realized in the lowest energy conformers.

Experimentally we observe OH absorptions near 3585 cm~! and below 3100 cm~! for
both conformers, A and B. From the previous arguments it is clear that only the doub-
ly bridged arrangement of the lowest energy conformers with COOH---O=Cpep and
CH,OH- - - O—C(OH) hydrogen bonds can reproduce the observed frequency shifts. Fur-
ther evidence that the CHyOH hydroxyl group forms a hydrogen bond with the carboxylic
C=0 group stems from the absorption of the latter (left part of Figure 5.19). Its frequency
is red-shifted compared to a free (unbounded) carboxylic C—0O group. [83, 84, 117]
Figure 5.19 shows the experimental IR/UV spectra together with calculated and scaled
stick spectra of the low energy conformers ws01 , ws02 , ws04 and ws05 . We did not
include ws03 because its spectrum is almost identical to that of ws02 . Vertical dashed
lines illustrate the small differences between the two conformers A and B. The most no-
table difference is the red-shift of the NH;,; stretch vibration in A compared to B. All
of our previous investigations [83, 84, 117] showed the indolic NH group to be almost
invariant to the local conformation of the backbone and its frequency to be close to 3520
cm™!, as for conformer B. The red-shift in conformer A indicates some kind of interaction
with the backbone. Among all calculated structures in Table 5.10 only structure ws01
and ws10 predicts such an interaction that results in a weakening of the NH bond and a

slight up-bending of the NH bond vector (see Figure 5.21). Since the NH,,, frequency of
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of the energetically highly unfavorable structure ws10 is more than 30 cm ™! red-shifted
from that of ws01, we assign conformer A to the most stable structure ws01.

The structural assignment of conformer B is less obvious. Experimentally, the spectra of
conformers A and B differ only by the position of the NH;,; and C=0O(OH) absorpti-
ons. Considering the uncertainties in the deconvolution of the overlapping peaks around
3000 cm™! the (CO)OH absorptions are indistinguishable in both conformers. So we are
left with energetic arguments for the assignment of conformer B. Structures ws02 and
ws03 differ by only 0.06 kcal mol~'1 in energy (or 0.14 kcal mol~! including ZPVE), but
we cannot distinguish between those two, because the calculated spectra are too similar.
Structure ws04 is ruled out by its higher NH,., frequency of 3451 ¢m™'. Structurally,
conformers ws02, ws03 and ws(04 are almost identical, except for the rotation of the NH,
endgroup. The interaction of the NH,., bond with the lone electron pair of the NH2 group
is responsible for the redshifted NH,., frequency of conformers ws02 and ws03 compared
to ws04. Finally, conformers ws05 and ws06 have very similar spectra and fit well to the
experimental spectrum, considering the difficulties to theoretically predict the shift of
C=0(OH) frequency, but their energies are already more than 1.5 kcal mol ! higher than
that of conformer ws02. Therefore we tentatively assign conformer B to either structure
ws(02 or ws03.

The R2PI spectra of TrpSer revealed only two conformers|155]. Considering the small
energy differences between structures ws02 to ws04 one would expect more than two con-
formers to be present in the R2PI spectra. However, we cannot rule out different lifetimes
in the electronically excited state or unfavorable FranckCondon factors as a cause for not
observing one of the other conformers by R2PI spectroscopy, since R2PI only allows the
detection of conformers with an efficient ionization channel.[212, 78, 81| Also, as mentio-
ned above, the three structures differ only in the rotation of the NH4 endgroup. It is likely
that ws04 relaxes to ws02 or ws03, because it requires only an inversion of the NH, group

to convert ws04 into one of the more stable conformers.

5.5.6 Summary

We assign the two conformers of TrpSer that were found in supersonic expansions to
compact structures in which the serine residue is stacked above the indole ring of the
tryptophane side-chain. In addition, there is an unusual NH(Trp)--- O=C interaction in
the lowest energy conformer. The observed stacking emphasizes the role of dispersion and

limits the applicability of the B3LYP functional, commonly used for similar systems. As
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mentioned above, only joined experimental and state-of-the-art theoretical studies can
unravel the complexity already present in a dipeptide like TrpSer. The methods presented
here can be applied to larger peptide model systems as well, which might form helices

and (-sheets in the gas phase.
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Tabelle 5.10: Scaled vibrational frequencies (in cm™1) of the calculated structures (B97-
D/TZV2P) of TrpSer. Calculated infrared intensities (km/mol) are given as subscripts in
parenthesis. NH/OH stretch frequencies were scaled by 0.974. All other frequencies were
scaled by 1.015. Also listed are the relative electronic energies Erel (ws01 set to zero)
and relative zero-point vibrational energies ZPVE,.; (unscaled, in kcal mol~1). Efifp is the
contribution of dispersion relative to the fully stretched conformer ws34, which has the
least interaction between the indole side-chain and the peptide backbone

Conformer E, C=0(0OH) NH,., CO(OH) CH.0OH
Experiment

A 1769 3376 3027 3585

B 1777 3381 3044 3584
Calculation

ws01 0.00 1772(241) 3384(90) 3065(452)  3600(46)
ws02 1.00 1778(333) 3406(50) 3092(584)  3594(63)
ws03 1.06 1777(350) 3409(63) 3083(638)  3592(62)
ws04 1.35 1779(332) 3451(29) 3102(580)  3592(61)
ws05 2.55 1780(242) 3398(63) 3022(533)  3588(58)
ws06 2.86 1776(326) 3398(56) 3018(703)  3590(64)
ws07 3.93 1765(282) 3448(38) 3070(452)  3579(59)
ws08 4.50 1774(358) 3407(63) 3026(692)  3587(65)
ws09 4.61 1785(217) 3437(51) 3181(356)  3576(71)
ws10 5.00 1769(269) 3417(84) 2885(461)  3598(136)
wsll 5.23 1782(228) 3448(42) 3118(415)  3572(69)
wsl2 5.27 1771(305) 3332(390) 3050(681)  3565(86)
ws13 5.47 1800(358) 3376(53) 3200(521)  3621(54)
wsl4 5.89 1796(340) 3387(52) 3144(570) 3609(110)
ws1b 6.01 1775(320) 3463(70) 3006(689)  3580(72)
wsl6 6.09 1789(163) 3397(53) 3307(302)  3679(52)
wsl7 6.64 1794(198) 3406(49) 3249(321)  3673(33)
ws18 7.46 1789(394) 3376(74) 3002(981)  3672(30)
ws19 7.72 1791(407) 3371(88) 3032(884)  3672(32)
ws20 7.82 1787(311) 3382(79) 3037(417) 3188(514)
ws21 8.18 1784(382) 3407(53) 2951(876)  3676(31)
ws22 8.45 1789(307) 3424(257) 3061(480) 3642(143)
ws23 8.48 1797(263) 3394(63) 3284(368)  3676(55)
ws24 8.65 1790(406) 3384(94) 3017(973)  3671(31)
ws25 8.74 1796(304) 3460(54) 3070(508) 3198(480)
ws26 8.95 1789(325) 3384(64) 3573(55)  3359(513)
ws27 9.07 1789(298) 3383(294) 3089(564) 3607(227)
ws28 9.28 1753(333) 3405(75) 3564(62) 3595(66)
ws29 9.57 1793(302) 3450(256) 3065(581)  3650(21)
ws30 9.72 1798(214) 3413(62) 3259(315)  3676(34)
ws31 9.86 1792(337) 3357(98) 3047(577) 3181(723)
ws32 10.07 1802(371) 3421(44) 3156(590) 3539(335)
ws33 11.17 1799(314) 3400(47) 3569(50) 3652(24)
ws34 12.36 1803(311) 3406(62) 3578(49) 3673(33)
ws35 14.14 1814(334) 3406(93) 3316(324)  3680(50)
ws36 15.18 1814(354) 3432(52) 3311(343)  3681(50)
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Kapitel 6

nichtveroffentlichte Ergebnisse

6.1 7-Methylguanin (7-MG) und 9-Methylguanin (9-
MG)

6.1.1 Einfiihrung

Im Rahmen der Doppelresonanzuntersuchungen an Guanin wurden ebenfalls Experimen-
te an methylierten Spezies durchgefiihrt. Mit Hilfe der Methylsubstitution kann im Vor-
feld die Existenz bestimmter Konformere bzw. Tautomere ausgeschlossen werden, so bei-
spielsweise durch eine Methylierung von Guanin in Position N7 bzw. Ng, was eine Ny oH-
Tautomerie blockiert. Die Methylgruppen zeigen wenig Einfluss auf das spektroskopische
Verhalten, d.h. es werden im Falle des methylierten Guanins keine starken Stérungen der
Schwingungs- und elektronischen Eigenschaften erwartet. Der induktive Effekt der Me-
thylgruppe verursacht lediglich eine moderate Rotverschiebung in den UV-Spektren von
wenigen hundert Wellenzahlen.|213, 75|

So zeigen die R2PI-Experimente von de Vries [213] an 9-Methylguanin und Mons [75] an
7-Methylguanin diesen Einfluss der Methylgruppe hin zu niedrigeren Anregungsenergien:
Der Ursprung des 9-Methylguanins liegt zum Beispiel bei 34612 cm ~! und ist damit von

! rotverschoben, welches von Mons et al. im Jahr

dem Guaninkonformer D ca 140 cm™
2002 durch eine Variante der IR-UV Doppelresonanzspektroskopie entdeckt wurde.|75]
Die IR/UV Doppelresonanzuntersuchungen von Mons umfassten die Aufnahme von IR-
Spektren des bislang einzig gefundenen Konformers des 9-Methylguanins, was infolge der
grofen Ahnlichkeit in den IR-Spektren wie auch dem leichten Rotshift im UV-Spektrum

zum Guanin D ebenfalls Konformer D genannt wurde, sowie die UV- und IR /UV-Spektren

115
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der Konformere A und B des 7-Methylguanins.
Wir ergénzten die IR-Doppelresonanzmessungen der methylierten Guanine (7-MG und

9-MG) von Mons et al. [75] um den Bereich des mittleren Infraroten.

6.1.2 IR/UV-Doppelresonanz von 7-MG

Handelt es sich tatséchlich bei den Konformeren des 7-MG um Analoga der Guanin-
konformere A und B, so ist zu erwarten, dass Konformer A des 7-MG ebenfalls eine
enolische Struktur besitzt, wihrend Konformer B eine Imino-Ketoform hat.[212] Die mid-

IR-Spektren beider Konformere sind in nachfolgenden Abbildungen gezeigt.

7-MG Konformer A Fiir Konformer A ist im nahen IR bei rund 3580 ¢cm~! ein
Dublett zu erkennen, was von Mons der asymmetrischen NH,-Streckschwingung (3575
cm™!) sowie der O-H Streckschwingung (3582 ¢cm™!) zugeordnet wurde. Thre Zuordnung
fukt auf Experimenten an 2-Pyridon|214, 215| und 2-Hydroxypyridin[215, 216]. Dies
deutet schon auf eine enolische Struktur des Konformers A hin.

Im von uns gemessenen mittleren Infrarot konnte iibereinstimmenderweise keine C=0
Schwingung oberhalb von 1720 cm ! beobachtet werden. Stattdessen sind hier drei starke
Absorptionen bei 1581, 1596 und 1669 cm~! zu erkennen. Zieht man zum Vergleich das
mid-IR-Spektrum des Guaninkonformers A hinzu, so stellt man fest, dass die beiden
prominenten Banden bei 1581 und 1596 cm™! des methylierten Guanins um jeweils
knapp 4 bis 5 cm™! rotverschoben sind, wihrend die Bande bei 1669 ¢m~! sogar noch
etwas stirker um rund 9 ecm™! rot verschoben ist. Da uns bis jetzt keine Rechnungen
mit Normalkoordinatenanalysen der methylierten Spezies vorliegen, greifen wir auf die
analogen theoretischen Frequenzen beim Guanin zuriick.

Beim Guanin A konnten die drei beobachteten Banden vornehmlich C,=C5 Streck-,
NH, Biege- und C5—Cg + N3—C,4 Streckschwingungen zugeordnet werden. Infolge des
induktiven Effekts der Methylgruppe ist die Elektronendichte des 7-MG im Aromaten
im Vergleich zum Guanin erhoht. Es ist leicht vorstellbar, dass diese Aktivierung die
beiden aromatischen Ringe aufweitet und so die Kraftkonstanten der aromatischen
Bindung leicht geschwicht werden. Aus der Abnahme der Kraftkonstanten ergibt sich
dann in einem harmonischen Bild der jeweiligen Schwingungen eine Verringerung der
entsprechenden Schwingungsfrequenzen. Gerade dieser Effekt ist bei dem vorliegenden
mid-IR-Spektrum des 7TMG Konformer A zu sehen. Bei der harmonischen Kopplung der

Cs=C4 + N3=C, Streckschwingungen sind gleich zwei Schwingungen von geschwéchten
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Abbildung 6.1: IR/UV-Doppelresonanzspektrum des Konformers A
von 7-Methylguanin.
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Abbildung 6.2: TR/UV-Doppelresonanzspektrum des Konformers B
von 7-Methylguanin.
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Kraftkonstanten betroffen, aufgrund dessen ist der Rotshift sogar noch etwas starker
ausgepragt.

Weiterhin besitzen bei den Guaninrechnungen sdmtliche C=N Schwingungen, die von
einer Iminoform herriihren, deutlich héhere Schwingungsfrequenzen (vergl. Konformer B)
mit ungefihr 1690 cm~!. Die Abwesenheit einer Bande im Infrarotspektrum des 7-MG
bei diesen Frequenzen, sowie die Tatsache, dass die relativen Energien der berechneten
Imino-Enolformen beim Guanin iiber 6500 cm ™! hoher in der Energie liegen, impliziert
also das Vorliegen einer Amino-Enolstruktur fiir das Konformer A des 7-Methylguanins.
Die Amino-Enolstruktur kann basierend auf unseren Rechnungen zum Guanin sogar in
Bezug zu den beiden moglichen Rotameren TM-A-E . und 7TM-A-E; unterschieden werden.
So zeigt sich, dass die enolische O-H Streckschwingung der 7TH-A-E . des Guanintautomers
A infolge einer sterischen Wechselwirkung mit der N;H Gruppe um ca. 100 Wellenzahlen
blau auf ca. 3680 cm™! verschoben sein sollte. Dieser sterische Effekt sollte konsequen-
terweise fiir das methylsubstituierte 7TM-A-E_. noch grofer ausfallen. Wir erwarten also
eine mindestens ebenso grofse Verschiebung der O-H Streckschwingungsfrequenz fiir die
cis-Form. Aus diesem Grund ordnen wir das Konformer A analog zum Guanin A einer
trans-Form: TM-A-E; zu.

7-MG Konformer B Beim im UV-Spektrum rund 500 cm ™! blau verschobenen Kon-
former B zeigen die IR-Experimente von Mons kein Dublett im hoherfrequenten IR-

1 was von den Autoren

Bereich, sondern stattdessen nur eine einzige Bande bei 3456 cm ~
der symmetrischen NHy Streckschwingung zugeordnet wurde. Die asymmetrische NH o der
mutmaflichen Ketoform sei vermutlich aufgrund der apparativbedingten Liicke zwischen
3470-3500 cm ™! nicht zu sehen.

Unser mid-IR-Spektrum zeigt zwei prominente Banden bei 1689 und 1727 cm ~!. Wie
bei den Guaninkonformeren B und C lasst sich die hoherfrequente Bande einer C—O
Streckschwingung zuordnen. Die Rotverschiebung derselben im Vergleich zu Guanin um
ca. 11 oder 12 ecm~! lisst sich leicht verstehen, wenn man eine Wechselwirkung zwischen
Carbonylsauerstoff und Methylgruppe entweder direkt iiber eine Wasserstoff-Briicke oder
indirekt iiber einen induktiven Effekt seitens der Methylgruppe wie beim 7-MG Konfor-
mer A in Betracht zieht, denn auch die C=N Streckschwingung der Iminofunktion ist im
Vergleich zum Guanin B mit rund 3 cm ™! auf 1689 cm™! leicht rotverschoben.

Die vorliegenden Ergebnisse belegen zwar eindeutig die Imino-Ketoform des 7-MG Kon-

former B, jedoch kann eine Eingrenzung auf das entsprechende up oder down Konformer
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wie beim Guanin nicht erfolgen, da bis jetzt die zum Vergleich notwendigen spektralen
Informationen zum 7-MG Konformer C, sowie konkrete theoretische Schwingungsfrequen-
zen fehlen. Jedoch tendieren wir im Falle des 7-MG Konformer B aufgrund des durch die
Methylierung hervorgerufenen moderaten Rotshifts von 207 cm ! im UV-Spektrum (im
Vergleich zum Guaninkonformer B) gegeniiber mehr als 700 ¢cm ! beim Vergleich mit
Guanin C zu einer analogen Struktur wie beim Guaninkonformer B. 7-MG Konformer B
hat also wahrscheinlich die Struktur 7M-I,-O.



120 KAPITEL 6. NICHTVEROFFENTLICHTE ERGEBNISSE

6.1.3 TR/UV-Doppelresonanz von 9-MG

Das 9-Methylguanin insbesondere das Amino-Oxo Konformer 9M-A-O ist aus biologischer
Sicht aufgrund der stérkeren Verwandtschaft zum Guanosin sicherlich das interessantere
Methylderivat des Guanins. Das R2PI-Spektrum von 9-MG wurde zuerst von Kleiner-
manns/de Vries verdffentlicht [14]. Das Spektrum ist im Vergleich zum Guaninspektrum
iiberaus kurz und besitzt auch nicht die Dichte an Ubergingen.

Der Ursprung des 9-Methylguanins (9-MG) findet sich bei 34612 cm ! und liegt damit
iiber 1800 Wellenzahlen blau vom 0-0 Ubergang des Guaninkonformers A. Dieser Umstand
widerspricht scheinbar der iiblichen Rotverschiebung, welche durch die Methylierung be-
dingt ist und veranlasste Mons zu ndheren Untersuchungen an Guanin und 9-MG. Er
fand beim Guanin Hinweise auf ein weiteres Konformer D, welches im nahen Infraroten
ein dhnliches Pattern zeigt wie Konformer A. Und auch das Nah-IR-Spektrum des bis-
lang einzig gefundenen 9-Methylguaninkonformers zeigt starke Verwandtschaft mit den
Strukturen A und D von Guanin. Mons fand bei 3582 respektive 3589 cm ~! ein dhnliches

Dublett wie bei den enolischen Guaninformen.

In unseren mid-IR-Spektren von 9-MG (obere Spur) sind bei 1597, 1604, 1614, 1642
und 1658 cm ™! insgesamt fiinf prominente Banden zu entdecken. Zunichst fillt auf, dass
ganz offensichtlich keine C=0 Streckschwingung oberhalb von 1720 cm ~! zu beobachten
ist. Ebensowenig ldsst sich eine C=N Streckschwingung wie im Falle der Guaninfonfor-
mere B (1692) und C (1689), sowie des 7-Methylguanins B (1682) oberhalb von 1680
cm~! entdecken. Trotz gewisser Unterschiede in den mid-IR-Spektren ihnelt das 9-MG
im mittleren Infrarot vielmehr dem Guanin A, dessen Spektrum zu Vergleichzwecken in
unten stehender Spur gezeigt ist. Dies erlaubt den Schluss, dass es sich beim beobachteten
9-MG um ein enolisches Konformer (9M-A-E) und nicht um eine Ketoform handelt.
Dies ist im Einklang mit neueren Rechnungen von Marian [217] zu einem noch nicht
nachgewiesenen 9M-A-O Konformer. Nach ihren Ergebnissen soll der w7* Ubergang des
denkbaren 9M-A-O Konformers bei ungefihr 32300 cm ! liegen, sowie #hnliche Oszilla-
torstirken wie das bisher nicht in Molekularstrahlexperimenten gefundene 9H-A-O Gua-
ninkonformer, aber auch vernachlissigbar kleine Franck—Condon—Faktoren (< 107°7) be-
sitzen. Weiterhin existiert fiir das 9M-A-O eine konische Durchschneidung zwischen 77*
und dem Grundzustand, welche nach Marians Rechnungen sogar unterhalb des Energie-
minimums des elektronisch angeregten Zustands eintritt. Die konische Durchschneidung
ist vom Potentialwall nur durch eine geringe Barriere getrennt, wobei letztere durch die

Inversionsschwingungsmode der Aminogruppe hervorgerufen wird. Langer und Doltsinis
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Abbildung 6.3: IR/UV-Doppelresonanzspektrum 9-Methylguanin
(obere  Spur).  Darunter zum  Vergleich das IR/UV-
Doppelresonanzspektrum der Guaninkonformere A und B

[218, 219] fithrten CPMD (Car-Parrinello molecular dynamics)-Studien durch und fanden
fiir die Amino-Ketoform des 9-MG nach Photoanregung einen thermisch instabiles quasi
planares Minimum, welches nach ungefihr 30 fs Simulationszeit in das globale Minimum
der S;-Potentialhyperfliche iibergeht. Dieses Minimum zeichnet sich durch eine stark ver-
zerrte out-of-plane-Struktur der Aminogruppe aus.

Offensichtlich ist also die Photoanregung eines Amino-Keto-Konformers von 9-MG mit ei-
nem sehr schnellen strahlungslosen Prozess verbunden. Das hat zur Folge, dass ein solches
Konformer kein scharfes REMPI-Spektrum aufweisen wiirde, sondern entsprechend diffus
und lebensdauerverbreitert, wie es auch fiir die {ibrigen biologisch relevanten Formen der
DNA-Basen beispielsweise beim Adenin iiblich ist.

Bis heute findet sich in Molekularstrahlexperimenten von Mons et al. und unserer eigenen
Arbeitsgruppe kein Hinweis auf das Vorliegen eines Konformers mit breitem Spektrum.

Moglicherweise reichte dazu der durchgestimmte Bereich (4 1000 cm ™' um den Ursprung



122 KAPITEL 6. NICHTVEROFFENTLICHTE ERGEBNISSE

des 9M-A-E) nicht aus, oder die extrem niedrigen FC-Faktoren verhindern trotz annehm-

barer Oszillatorstiarken eine wirksame Detektion.
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6.2 Tryptophan-Serin Wassercluster (TrpSer(H,0))

Nach unseren Arbeiten an dem Dipeptid Tryptophan-Serin stellte sich die Frage, ob und
inwieweit sich die Struktur des Dipeptides dndert, wenn es Wechselwirkungen mit einem
Losungsmittel unterworfen ist. Andert sich die Konformation des Peptids, oder sind sogar
zwitterionische Formen auszumachen, in denen Aminosduren und Peptide in der konden-
sierten Phase iiblicherweise vorliegen?

In diesem Experiment wurde die schrittweise Solvatation durch Koexpansion (ca. 3bar ge-
gen Vakuum) von Wasserdampf mit dem Trégergas Argon und anschliefendes ,pick up“
mit der desorbierten Probe simuliert. Wahrend der Expansion kénnen sich durch die po-
laren Gruppen beider Spezies (TrpSer und Wasser) wasserstoffbriickengebundene Cluster
bilden, die entsprechend ihrer Grofe im Flugzeitmassenspektrometer diskriminiert und
nachgewiesen werden konnen. Fiir gewohnlich erreicht man so eine sequentielle Solvata-
tion, d.h. man erhélt Cluster unterschiedlicher Grofe und damit anderer Masse. Anhand
der Flugzeit wurde auf diese Weise der Einfach-TrpSer-Wassercluster TrpSer(H ;0) iden-
tifiziert und spektroskopisch ndher untersucht.

Bei Molekularstrahlexperimenten zeigt sich, dass in aller Regel die Clusterbildung erst
spiter im Uberschalldiisenstrahl erfolgt, so dass die Triggerzeiten entsprechend etwas
andere sind als bei optimalen Monomerbedingungen. In diesem Experiment wurde die
Position auf dem Gaspuls etwa 40us zu spiteren Zeiten verschoben, um ein intensiveres
lonensignal des Einfachwasserclusters zu erreichen.

Der spektrale Bereich von 34000 cm™! bis 35000 cm~' wurde auf elektronische Uber-
génge des Wasserclusters untersucht. Es konnten jedoch keinerlei scharfe Resonanzen re-
gistriert werden, weswegen auch eine Abbildung des Spektrums unterbleibt. Moglicher-
weise handelt es sich um ein intensitdtsschwaches, breites Spektrum. Ein ebensolches
breites und strukturloses Spektrum wurde schon von Snoek et al.[146] fiir Tryptophan-
Wassercluster (Trp(H20);) gefunden. Die spektrale Verbreiterung konnte durch erhéhte
molekulare Temperaturen im Vergleich zum Monomer in der Argonexpansion, verkiirzte
Lebensdauern der Cluster oder eine Vielzahl vibronischer Banden hervorgerufen werden.
Selbst unter unseren bestmdglichen Clusterbedingungen betrug die Signalintensitéit der
TrpSer-Wasserclusterionen nur ein Bruchteil von der des TrpSer-Monomers. Dies war so-
gar bei UV-Laser Frequenzen der Fall, die rot vom Anregungsspektrum des Monomers
liegen. Das heiftt, dass sogar das nichtresonante lonensignal des TrpSer stets grofer als das
des Wasserclusters war. Weitere Ionensignale von hoheren Clustern konnten nicht verifi-

ziert werden. Nur selten liefs sich auf der Masse TrpSer(H,0) ein Tonensignal ausmachen,
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dass allerdings im Rauschen der Grundlinie unterging.
Die Desorptionsquelle lieke fiir zukiinftige Wasserclusterexperimente durch eine spezielle
Kiihlung der Desorptionsmimik modfizieren, so dass durch Desorption eines Substrat /Eis-

Gemisches eine entsprechend verbesserte Clusterbildung méglich wire.

6.2.1 IR-UV Doppelresonanz

In der Hoffnung dennoch ein Infrarotspektrum des Einfachwasserclusters erhalten zu kon-
nen, wurde der Analyselaser fiir das IR/UV-Doppelrsenonanzexperiment auf eine Fre-
quenz von 34400 cm~! und damit rot vom ersten vibronischen Ubergang des TrpSer-
Monomers (34549 cm™!) abgestimmt.

Anhand der Strukturen von TrpSer und Wasser kann man im nahen Infrarot insgesamt
6 Banden erwarten, wenn man einmal von C-H Schwingungen und den gewohnlich in-
tensitatsschwachen Schwingungen der NH,-Gruppe absieht. Letztere sind bei Dipeptid-
experimenten noch nicht beobachtet worden und besitzen zumindest nach den jeweiligen
Rechnungen ausgesprochen geringe Infrarotaktivititen. Ubrig bleiben die Streckschwin-
gungen folgender Gruppen, angefangen beim TrpSer-Anteil des Clusters: die freie bzw.
im Sinne einer H-Briicke gebundene O-H Streckschwingung der Sauregruppe (COOH),
die O-H der Serinseitenkette (CHyOH), die peptidische NH Streckschwingung, sowie die
indolische NH Schwingung des Tryptophans. Hinzukommen noch vom Wassermolekiil so-
wohl die freie als auch die gebundene O-H Streckschwingung. Weiterhin sind Banden der
C-H Streckschwingungen zwischen 2900 und 3100 ¢cm ! zu erwarten, welche vom Indol-
system wie auch vom Serinrest stammen. In nachstehender Abbildung ist das erhaltene
Infrarotspektrum des Wasserclusters gezeigt.

Die Schwingung bei 3723 ¢m~! kann basierend auf Experimenten von Simons et al.
an Tryptophan-Wasserclustern [146| der freien O-H Streckschwingung des Wasserrestes
zugeordnet werden. Fiir eine Schwingung im Dipeptidrest lige diese Bande nach unseren
bisherigen Erkenntnissen Dipeptide betreffend ohnehin deutlich zu hochfrequent. Die
Bande bei 3585 cm™! wire ein typischer Wert fiir eine freie COOH-Gruppe, aller-
dings zeigten unsere Untersuchungen am TrpSer-Monomer in Verbindung mit neusten
Rechenmethoden, dass die Bande im Monomer einer schwach gebundenen O-H der
Serinseitenkette angehort und die COOH in den stabilsten Konformeren bedingt durch

L yerschoben

eine starke intramolekulare H-Briicke sehr weit rot auf ungefihr 3050 cm ™
ist.[220] Wie in den beiden Monomerspektren ldsst sich auch im Wassercluster eine stark

verbreiterte Bande um 3030 cm ™! feststellen, was als deutliches Indiz auf eine H-Briicken
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Abbildung 6.4: IR/UV Doppelresonanzspektrum von TrpSer(H-0).
Zur besseren Anschauung sind unter den spektral verbreiterten
Banden Gausskurven eingezeichnet. Dabei handelt es sich um eine
rein qualitative Skizzierung, fiir konkretere Angaben ist das Signal-
Rauschverhéltnis zu schlecht, da sich vor allem im Bereich von 2900
und 3100 cm~! weitere C-H Schwingungen befinden, welche zu der
breiten Absorption beitragen (vergl. TrpSer-Monomer|220])

involvierte COOH gewertet werden kann, zumal derartige Rotverschiebungen einer
Hydroxylschwingungen noch nicht beobachtet worden sind. So sind aus Experimenten
an cyclo-PheSer einige Konformere bekannt, bei denen die O-H der Serinseitenkette
in Wasserstoftbriickenbindungen involviert sind, allerdings lagen diese stets iiber 3400
cm~1.[180] Ahnliches gilt auch fiir das Pentapeptid FDASV, wo die im Sinne einer
H-Briicke gebundene O-H-Gruppe der Serinseitenkette nahe 3400 cm ™! lokalisiert
ist.[181| Die Tatsache, dass keine freie O-H Streckschwingung des Serinrestes - wie unter
Ref. [180] beschrieben - zu beobachten ist, liefert ebenfalls Grund zu der Annahme, dass

der Fall hier dhnlich liegt wie im Monomer und die diskutierte Band bei 3585 ¢m ! der
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schwach wechselwirkenden CHoOH zuzuordnen ist.

Interessanterweise ist bei ca. 3520 cm ™! keine freie NHj,; zu erkennen, wohl aber eine
Schwingungsbande bei 3430 cm™!, welche offensichtlich spektral verbreitert ist. Die
indolischen NH-Schwingungsfrequenzen des TrpSer-Monomers betragen zum Vergleich:
TrpSer Konformer A bei 3503, Konformers B bei 3521 ¢cm ~!. Die relative Rotverschiebung
der NHy,y im Monomerkonformer A wird durch eine Wechselwirkung der indolischen
NH mit dem Carbonylsauerstoff der endstindigen Sduregruppe hervorgerufen. Dabei
ist der Wasserstoff out-of-plain im Sinne der vom Indol definierten Ebene zum Sau-
erstoff geneigt (vergleiche die Struktur des Konf. ws01 aus|[220]). Die Struktur ws01
des TrpSer-Monomers allein erklart allerdings nicht den starken Shift einer mdglichen
NH;,q im TrpSer-Wassercluster bis auf 3430 ¢cm~!. Der Carbonylsauerstoff ist fiir eine
starkere Wechselwirkung erstens zu weit entfernt und zweitens nicht in geometrisch
optimaler Position (anndhernd lineare Koordination von N-H-..-O=C). Ein #hnlich
starker Akzeptorpartner steht intramolekular nicht zur Verfiigung, da mit dem Sauerstoff
des Serinrestes zwar hypothetisch ein weiterer Partner existiert, dann aber die CH,OH
Schwingungsfrequenz des Wasserclusters entscheidend vom Monomerwert abweichen
wiirde. Dies und die Tatsache der spektralen Verbreiterung der Schwingungsbande
gibt Anlass zur Vermutung, dass es sich hier um die Wechselwirkung der indolischen
N-H mit dem assoziierten Wassermolekiil handelt. Unterstiitzung findet diese Annahme
durch Infrarotuntersuchungen von Zwier et al. an Indol-Wasser, wo eine ebensolche
H-Briicke die NH;,4-Streckschwingung auf 3436 cm ™! rot verschob[221]. Dabei fungiert
die NH-Gruppe des Indols als Donor, wihrend der Sauerstoff des Wassermolekiils die
Akzeptorrolle einnimmt.

Nach unseren Erkenntnissen aus den Monomerexperimenten sind die peptidischen
N-H-Schwingungsfrequenzen beider TrpSer—Konformere auf unterhalb von 3400 cm ~*
verschoben. Ein vollig gestrecktes Peptidriickgrad resultiert in einer wechselwirkungsfreien

I auszumachen

Amidgruppe, deren NH,., an tryptophanhaltigen Peptiden um 3450 cm™
ist. Im TrpSer-Dipeptid ist die Carbonylfunktion der Peptidbindung einer Wechselwir-
kung mit der endstindigen COOH in trans-Konfiguration unterworfen, was selbst ohne
direkte Wasserstoffbriickenbindung seitens der peptidischen NH eine Rotverschiebung der
N-H,., Schwingungsfrequenz zur Folge hat. Es wird Elektronendichte aus der Amidbin-
dung abgezogen, was letztendlich auch die Schwichung der N-H-Bindung zur Folge hat.
Ahnliches mag auch fiir den Wassercluster gelten, dessen NH ,¢,-Schwingungsfrequenz
noch ein wenig roter als das der beiden Monomerkonformere liegt. Allerdings zeigten

Rechnungen, die im Rahmen unserer Untersuchungen an ProTrp entstanden sind, dass
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eine derartige Rotverschiebung der peptidischen N-H Frequenz eine weitere Wechsel-
wirkung erforderlich macht. Dabei ist die NH,., Schwingungsfrequenz nur in solchen
Strukturen auf ungefihr 3350 cm™! verschoben, wenn neben der COOH-:--O0=C,,
die NH,., in einer zusitzlichen direkten H-Briicke involviert ist. Die Frequenzshifts
verhalten sich anndhernd additiv. Jedoch liegen die skalierten DFT-Frequenzen am
Beispiel des ProTrp im Vergleich zum Experiment ungefihr 40 ecm~! zu blau, d.h. die
wechselwirkenden Einfliissen auf die Amidgruppe werden unterschétzt.

Ob hier neben der Riickfaltung durch die trans-COOH noch eine weitere Wechselwirkung,
moglicherweise direkter Art mit dem assoziierten Wasser, vorliegt, lisst sich ohne nihere
theoretische Untersuchungen unter Beriicksichtigung dispersiver Wechselwirkungen, wie
es z.B. das neue von Grimme entwickelte Dichtefunktional erlaubt[29], nicht sicher
ausschlieRen. Dennoch tendieren wir aufgrund des noch moderaten Shifts von 20 ¢m ~*
der NH,,-Schwingungsfrequenz des Wasserclusters im Vergleich zum Monomer zu einer
nicht wasserassoziierten NH. Die Rotverschiebung der N-H Frequenz wére auch in solchen
Fallen denkbar, wenn die Wasserstoffbriickenbindung COOH---O=C,, starker als im
Monomer ausfallen wiirde. Das tritt z.B. dann ein, wenn die Sduregruppe acider wird.
Fungiert das Wassermolekiil als Protonendonor z.B. fiir den Carbonylsauerstoff der
Saurefunktion, so lasst sich spekulieren, dass aus der gesamten Hydroxylgruppe Elektro-
nendichte abgezogen wird und dann als Konsequenz die Aciditit der Sauregruppe steigt,
was wiederum eine stirkere Wechselwirkung seitens der COOH mit dem peptidischen
Sauerstoff erklaren kann.

Bleibt zum Schluss noch die Bande bei 3234, sowie ein spektral breites Feature, dessen
Maximum etwa bei 3030 ecm~! liegt und zusitzlich eine schwache, aber reproduzierbare
Bande bei 3075 cm™! aufweist. Die breite Bande hatten wir bereits basierend auf un-
seren Uberlegungen beziiglich des TrpSer-Monomers der wasserstoffbriickengebundenen
trans-COOH zugeordnet. Die intensitiitsschwache Bande bei rund 3075 cm !, welche
auf der breiten Bande lokalisiert ist, wird von uns einer CH-Schwingung zugeschrieben,
was in recht guter Ubereinstimmung zu Ergebnissen an Indol und Tryptophan und dem
TrpSer-Monomer ist.[209, 210, 220]

Wenn die bisherige Zuordnung korrekt ist, bleibt fiir die Bande bei 3234 nur die
OH-Schwingung des Wassermolekiils iibrig, die direkt an einer H-Briicke beteiligt und

somit nicht mehr frei ist.

Aus den bisherigen Uberlegungen schlagen wir eine Struktur fiir den Wasserclus-

ter vor, der im wesentlichen auf die Struktur des TrpSer-Monomerkonformers ws01
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zuriickgeht|220]. Dabei ist TrpSer iiber zwei Wasserstoftbriicken mit dem Wasserest ver-
bunden, zum einen iiber die indolische NH als Wasserstoffdonor, aber auch andererseits

mit der Carboxylgruppe als Wasserstoffakzeptor.

Abbildung 6.5: Strukturvorschlag von TrpSer(H,0). Die Wasserstoff-
briicken intra- wie auch intermolekular sind durch rote gestrichel-
te Linien hervorgehoben. Das Wassermolekiil ist iiber die indolische
NH und die Carbopxylgruppe in zwei Wasserstoffbriicken mit dem
TrpSer-Rest involviert.
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6.3 Pentapeptid (AlaAlaAlaTyrAla)

Die Aufkldrung der Sekundérstruktur des ungeschiitzten Pentapetids Alanin-Alanin-
Alanin-Tyrosin-Alanin ist im Hinblick auf die mogliche Ausbildung von helikalen Struk-
turen interessant. Die rechtsdrehende Spirale der a-Helix umfasst im Durchschnitt 3,6
Aminosdureseitenketten, wobei sie durch Ausbildung einer Wasserstoftbriicke zwischen n-
tem Amidsauerstoff und (n+4)ter NH,,, stabilisiert wird. Die Aminoséure Alanin findet
sich nach der Glutaminsiure besonders hiufig in a-Helices und ist daher auch als Helix-
bildner bekannt. In dem von uns untersuchtem Pentapeptid sind also alle Voraussetzungen
fiir eine a-Helix gegeben.

Das Pentapeptid wurde wie die ungeschiitzten Dipeptide mit Graphit im Verhéltnis 1:2
gemischt und im Vakuum desorbiert. Als Trégergas diente auch hier Argon (Stagnations-

druck ca. 3 bar gegen Vakuum)

6.3.1 R2PI

In Abbildung ist das Einfarben-R2PI des Pentapeptids AlaAlaAlaTyrAla dargestellt.
Es fillt sofort auf, dass abgebildete REMPI-Spektrum recht breit ist. Dies er-
scheint zunichst ungewohnlich, wenn man an bisherige REMPI oder LIF-Spektren von
Tyrosin[222, 223, 224| und tyrosinhaltigen Dipeptiden|[156] denkt. Zu beachten ist aller-
dings, dass die Anzahl mdéglicher Konformere beim Pentapeptid sehr viel grofer ist. Die
hohe Anzahl potentieller Konformere kann dazu fithren, dass gleich mehrere Konforme-
re im Molekularstrahl ausgefroren werden, die im gleichen Spektralbereich vibronische
Spektren liefern und sich ihre Banden iiberschneiden. De Vries beobachtete beispielsweise
fiir Tyrosin Komformerenpaare mit geringer Energiedifferenz, die zwei moglichen pheno-
lischen O-H Orientierungen zugeschrieben wurden.[156]. Fiir erste Lochbrennexperimente

wurde der UV-Laser auf die Frequenz 35520 ¢cm~! abgestimmt.

6.3.2 IR/UV Doppelresonanz

Basierend auf unseren Erkenntnissen bei den Dipeptiden kénnen fiir das Pentapeptid
im nahen Infraroten insgesamt 6 Schwingungen erwartet werden. Eine phenolische O-H
Schwingung der Tyrosinseitenkette bei ungefihr 3655 cm ™! [225, 224, sowie mdglicher-
weise eine freie COOH bei ungefihr 3585 cm ™! und vier peptidische N-H Schwingungen.
Das Infrarotspektrum des Pentapeptids im Bereich des nahen Infraroten von 3200 3750
cm~ ! ist in Abb. 6.7 abgebildet.
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Abbildung 6.6: R2PI-Spektrum des Pentapetids AlaAlaAlaTyrAla,
aufgenommen auf der Muttermasse

Tatséichlich lassen sich sowohl die tyrosinische O-H als auch eine Schwingung wie sie
typisch fiir eine freie COOH ist beobachten. Dabei fallen unmittelbar zwei Dinge auf. Ers-
tens zeigt die Bande bei 3661 cm ! auf der roten Seite noch eine weitere kleinere Struktur
(3651 cm™'). Dabei konnte es sich um zwei verschiedene rotamere Formen der O-H des
Tyrosins handeln, die aufgrund unterschiedlicher chemischer Umgebung geringfiigig an-
dere Schwingungsfrequenzen aufweisen. Weiterhin erscheint die von uns der freien COOH
zugeordneten Bande im Vergleich mit der Tyrosin-OH bei 3661 cm ™ und des NH,,,-
Bereichs deutlich schwicher. Das konnte ein Anzeichen fiir unterschiedliche Konformere
sein. In Anbetracht des breiten, nicht ndher separierten REMPI-Spektrums ist dies dann

sogar wahrscheinlich. So wurden bei der gewihlten Frequenz womdglich mindestens zwei
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Abbildung 6.7: IR/UV des AlaAlaAlaTyrAla-Pentapetids.

Konformere nicht spektral von einander diskriminiert und nur die unterschiedlichen IR-
Intensititen geben darauf einen Hinweis. Im Hinblick auf die IR-Intensitidten der beob-
achteten O-H Schwingungsbanden wihlten wir in einem ersten Experiment eine andere
Analyselasersfrequenz (35450 cm™!), in der Hoffnung, dass sich das Verhéltnis der beiden
Konformere zu einander dndert. Die IR-Intensitéten blieben aber vergleichbar.

Im IR-Bereich unterhalb von 3400 cm ! ldisst sich nur eine breite unsymmetrische Bande
erkennen. Basierend auf der Idee, dass wir wenigstens zwei Konformere nebeneinander
beobachten, tragen also mindestens 8 peptidische NH Schwingungen dazu bei.

Fiir ndhere Betrachtungen miissen die Konformere spektral von einander getrennt werden.
Hier kimen UV /UV-Doppelresonanzuntersuchungen in Betracht. Fiir den Vergleich mit
theoretischen Berechnungen wiren weiterhin auch infrarotspektroskopische Messungen im

mittleren Infraroten hilfreich.
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6.4 Him- / Chlorophyll- Modellsysteme

Als letzter Vertreter der Modellsysteme wurde ein phenylsubstituiertes Derivat des Por-
phins, das Tetra-Phenyl-Porphyrin, fiir die laserspektroskopischen Untersuchungen heran-
gezogen. Spiter erfolgten Versuche mit unsubstituiertem Porphin. Das Porphinsystem ist
der Prototyp aller Porphyrinderivate und besteht aus vier cyclisch angeordneten Pyrrol-
ringen, die untereinander mit Hilfe von vier Methingruppen verbunden sind. Das Molekiil
ist ein Hiickel Aromat und dementsprechend planar aufgebaut. Chemisch gesehen bilden
Porphyrine aufserordentlich interessante vierzahnige Liganden, die in vielfdltigen Metall-
chelatkomplexen zum Einsatz kommen. So sind zum Beispiel im Chlorophyll der Pflanzen
M g**-Tonen Aquatorial im Porphyrinsystem koordiniert. Ahnliches gilt fiir Fe?t im Hi-
moglobin oder Myoglobin des menschlichen Korpers. Bei den Cytochromen ist der Einfluss
des Porphyrinsystems auf das Redoxverhalten des zentralen Eisenions fiir die sogenannten
Elektroneniibertragungsreaktionen in der Atmungskette mit verantwortlich.

Infolge des sehr niedrigen Dampfdrucks von Porphinderivaten sind Gasphasenexperimente
relativ rar. Edwards et al. prisentierten 1971 fiir Porphin und TPP, sowie einige Metall-
TPP-Komplexe stationdre UV-Absorptionsspektren in der Gasphase.|226]. Die ersten
Gasphasenspektren mit vibronischer Auflésung erfolgten durch Even et al. [227, 228, 229|

mit Hilfe der laserinduzierten Fluoreszenz (LIF).

6.4.1 H,TPP

Even prasentierte Fluoreszenz-Anregungsspektren im Bereich der Q,-, Q,- und der So-
retbande des Tetraphenylporphyrins [227]. Sie expandierten das TPP bei rund 450°C
Diisentemperatur mit He (P &~ 1200 Torr). Im Bereich der Q,-Bande, von 641 bis 625
nm, wurden scharfe Ubergiinge gefunden (FWHM 1-2 cm™!). Der Ursprung liegt bei
15617 ecm~! bzw. 640,33 nm. Im Spektralbereich bis ca 200 cm~! blau vom Ursprung
finden die Autoren zwei weitere Banden, die sie Torionsanregungen der Phenylringe re-
lativ zur Porphinebene zuschreiben. Diese Banden lassen sich auch als Progressionen auf
anderen fundamentalen Schwingungsfrequenzen im Bereich der Q) ,-Bande bei héheren vi-
bronischen Frequenzen feststellen. Ahnliches gilt nach Aussage der Autoren auch fiir die
Q,-Bande. Hier ldsst sich jedoch keine wohldefinierte Schwingungsstruktur ausmachen.
Sie fiihren als Begriindung eine effektive elektronische Relaxation der Art S} — SY,
sowie eine homogenene Verbreiterung der elektronischen Schwingungsiibergénge infolge

der bereits beobachteten Torsionsbewegung der Phenylreste.
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Fiir den Bereich der Soretbande konnten Even et al. die Ubergiinge Sy — S% unterhalb
von 400 nm beobachten, allerdings fanden sie bis hinunter auf 370 nm keinen Hinweis
auf das entsprechende S; — Sy -Pendant. Im Bereich von 395-399 nm lésst sich wie-
derum eine Schwingungsprogression beobachten, deren erste Komponente ihren Ursprung
bei 398,1 nm hat.

Basierend auf diesen Daten wollten wir mittels (141)-REMPI im Bereich der Soretbande
So — 55 vibronische UV-Spektren aufnehmen. REMPI besitzt gegeniiber LIF den Vor-
teil der Massenauflosung, so dass auch Porphyrinaggregate identifiziert und untersucht
werden konnen. Infolge der fiir unsere thermischen Quellen unerreichbaren Verdampfung-
stemperaturen des HyTPP kam die Laserdesorption zum Einsatz. Es wurde zu diesem
Zweck eine Mischung von Hy TPP:Graphit in Hohe von 1:1 verwendet. Als Triagergas diente
Argon, der Stagnationsdruck wurde zunéchst auf ca. 3 bar gegen Vakuum festgelegt. Es lie-
Ken sich aber auf der Masse des TPP keinerlei Resonanzen im Bereich von 395 bis 400 nm
detektieren, obwohl wir verschiedene appparative Parameter wie Expansionsdrucke und
Laser- und Pulsdiisendffnungszeitpunkt variierten. Auch ein (1+1)-REMPI mit 266 nm
als Tonisationsfarbe brachte keine Ergebnisse im Hinblick auf ein vibronisches Spektrum,
obwohl einwandfrei ein Zweifarbeffekt festgestellt werden konnte. Die Ionisationsfarbe
wurde soweit abgeschwécht, dass sie nahezu kein nichtresonantes Ionensignal lieferte und
zeitgleich mit dem Anregungslaser eingestrahlt. Die riumliche Uberlappung beider Laser-
pulse wurde angepasst und die zeitliche Uberlappung iiber eine Photodiode sichergestellt.
Es zeigte sich, dass das HyTPP-lonensignal resultierend aus beiden Laserpulsen gréfter
als die Addition der Tonensignalintensitéiten der separaten Laserpulse (jeweils Anregungs-
oder Ionisationslaser geblockt) war. Die Energie aus beiden Photonen reichte sicher aus,
um das Porphyrin zu ionisieren, aber moglicherweise ist es ultraschnellen Relaxationsvor-
géangen S5 — ST zu verdanken, dass wir nicht in der Lage sind, REMPI-Spektren zu
erhalten. Einen Hinweis darauf liefern auch schon Even et al.|227| bei der Betrachtung
der Linienbreiten von Soret und Q-Bande. Nach erster Abschitzung sollten die rotato-
rische Verbreiterung der Schwingungsbanden in beiden Zustdnden ungefdhr gleich sein.
Jedoch sind die Schwingungsbanden im Bereich der Sorethande um einen Betrag von ca. 1
cm~! breiter, welcher wahrscheinlich durch elektronische Relaxation hervorgerufen wird.
Hieraus errechneten Evens et al. eine obere Grenze der Soret-Lebensdauer von ungefihr
5 ps, was eine effektive Ionisation in unserem Experiment schwierig macht. Neuere fs
Pump-Probe-Untersuchungen an Metalloporphyrinderivaten von Shafizadeh et al. [230]
scheinen die kurze Lebensdauer des Porphyrin S,-Zustandes im Picosekundenbereich zu

bestéatigen.



6.4. HAM- / CHLOROPHYLL- MODELLSYSTEME 135

Daher wurde der Versuch unternommen, die Anregungsfarbe im Hinblick auf eine An-
regung der Q-Bande zu variieren und der Anregungslaser entsprechend umgestellt (0-0:
15617 em™!, vergl. [227]). Hier soll die Lebensdauer knapp 10 ns betragen. Auch hier
konnte der bereits oben beschriebene Zweifarbeffekt festgestellt werden. Jedoch konnten
wir ebensowenig durch Durchstimmen der Q-Bande zu einem vibronischen Spektrum ge-
langen. Die Variation des Gasdrucks, sowie die zeitliche Variation der Lasertimings fiihrte
nicht zu scharfen REMPI-Resonanzen.

Unsere nichste Idee beruhte auf der Wahl eines anderen Expansionsgases, da das desor-
bierte HyTPP infolge der grofen Massendifferenz zum Argon mdoglicherweise durch Stofe
nicht gut abgekiihlt wird. Daher wihlten wir als weitere Expansionsgase zunichst Xe und
spater sogar SFg, wobei stets die Pulsdiisen- und Laserdesorptionszeiten im Hinblick auf
Ionisationslaser und Ionenabzugspuls zugunsten eines moglichst intensiven Ionensignals
angepasst wurde. Auch diese Strategie fiihrte nicht zum Erfolg. Spéter erfolgten noch Ver-
suche mit 213 nm und 193 nm als lonisationsfarbe. Aber aufer, dass der Zweifarbeffekt
bei 193 nm nicht mehr beobachtet werden konnte - hier ist schon ein Photon ausreichend
um die Ionisationsschwelle von HyTPP zu erreichen - blieben wir ergebnislos. Zusétzlich
wurde das strukturell rigidere Porphin fiir die spektroskopischen Untersuchungen heran-
gezogen, dass obendrein eine wesentlich geringere Masse besitzt. Doch auch hier konnte
kein REMPI-Spektrum aufgezeichnet werden.

Die Griinde hierfiir sind noch unverstanden. Maglicherweise fndert sich beim Ubergang
S1 — IP die Geometrie des Molekiils derart stark, dass die Franck-Condon-Faktoren

sehr gering sind.
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Kapitel 7
Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation sind konformerselektive Infrarotmessungen an Purinba-
sen (2-Aminopurin, Guanin, 7-Methylguanin, 9-Methylguanin), Oligopeptiden (Prolin-
Tryptophan, Tryptophan-Serin, Alanin-Alanin-Alanin-Tyrosin-Alanin), sowie an einem
Dipeptid-Wassercluster (TrpSer(H,0)) in Uberschalldiisenstrahlen durchgefiihrt worden.
Diese Experimente umfassten neben Untersuchungen im nahen Infrarot (hier 2800-3800
cm™!) in einigen Fillen auch den Bereich des mittleren Infrarot (1500-1800 ¢cm ~1). In Ver-
bindung mit den Ergebnissen von ab initio-Methoden auf MP2-Niveau (Mgller-Plesset 2.
Ordnung) bzw. Dichtefunktionaltheorie (B3LYP, B-97D) konnten Schwingungsfrequen-
zen zugeordnet und somit die Struktur der Molekiile im elektronischen Grundzustand S

weitgehend aufgeklart werden.

Purinbasen Im Falle des 2-Aminopurin konnte mit Hilfe der UV /UV-Doppelresonanz
gezeigt werden, dass es sich bei der im Molekularstrahl nachgewiesenen Spezies um ein
Tautomer handelt. Die IR/UV- bzw. FTIR-Messungen gaben in Verbindung mit kombi-
nierten DFT und MRCI Methoden (Prof. C. M. Marian, Institut fiir Theoretische Chemie
und Computerchemie der Universitiat Diisseldorf) den Hinweis, dass es sich dabei um
das 9H-Tautomer des 2-Aminopurins handelt. Ebenso konnte die sehr reiche vibronische
Struktur des R2PI-Spektrums von 2-AP verglichen mit dem seines strukturverwandten
9H-Adenin, dessen Spektrum schon frith abbricht, plausibel erklirt werden.

Bei den jiingsten Untersuchungen an Guanin kam die von uns an den Dipeptiden
ProTrp und TrpSer etablierte und bislang einzigartige Methode zum Einsatz, die in der
Kombination von Laserdesorption und midIR-Untersuchungen besteht. Hiermit konnte

die bis dato strittige Zuordnung verschiedener Guaninkonformere im Molekularstrahl
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geklart werden. Basierend auf den bekannten und neu gesammelten Daten wurden
die Strukturen der Guaninkonformere A, B und C identifiziert und 7H-Amino-Enol
(Enol in trans-Stellung, Konformer A), sowie 7TH-Imino-Keto-Formen mit verschiedenen
Orientierungen der Imino-Gruppe (up Konformer B, down Konformer C) zugeordnet.
Das von Mons et al. beschriebene Guaninkonformer D konnte von uns weder vibronisch
noch infrarotspektroskopisch nachgewiesen werden.

Im Hinblick auf die Konformerenzuordnung halfen die ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit
aufgenommen midIR-Spektren der an 7- bzw. 9-Position methylierten Guaninderivate.
Deren Strukturen sind bislang noch nicht mit konkreten theoretischen Untersuchungen
der moglichen Methylguaninkonformere abgeglichen worden, befinden sich aber im
Einklang mit den von uns publizierten Ergebnissen zum Guanin. Fiir das 7-Methylguanin
wurden zwei IR /UV-Spektren den Konformeren 7M-Amino-Enol (A) und 7M-Imino-Keto
(B) zugeordnet, wihrend das einzig bislang gefundene 9-Methylguanin einer 9M-Amino-

Enolform zugeordnet wurde.

Aminosduren Wir veroffentlichten als erste die FTIR-Spektren der freien Aminoséu-
ren Prolin, Alanin, Threonin, Cytosin, Methionin, sowie der geschiitzten Aminosiure
Acetyl-Methionin-Methylester. Dabei kam eine eigens entwickelte Methode mit schnel-
lem Heizen der festen Substanz gefolgt von schneller Kondensation zum Einsatz. Die
Evaporationstemperatur betrug etwa 250°C. Bei dieser Temperatur ist die thermische
Energie vergleichbar mit der Bindungsstirke einer typischen Wasserstoftbriicke. Die
aufgenommenen Spektren der freien Aminoséuren zeigen die freie O-H Streckschwingung,
sowie die O-H in-plane-bend-Schwingung bei ungefihr 1110 cm ™!, was ein iiblicher Wert
fiir eine nicht Wasserstoffbriicken gebundene Carboxylgruppe ist. Zusétzlich ldsst sich
feststellen, dass bei allen freien Aminoséduren unter unseren Bedingungen die neutrale
und nicht die zwitterionische Form vorliegt. Generell dhneln sich die FTIR-Spektren
untereinander bis auf einige Unterschiede im Bereich der CH-Schwingungen um 3000

em~! als auch Schwingungen im Bereich zwischen 1600 und 1200 ¢cm ~!.

Oligopeptide und Wassercluster Es wurden von den aus UV /UV-Experimenten be-
kannten Konformeren der Dipeptide Prolin-Tryptophan und Tryptophan-Serin Infrarot-
spektren im nahen und mittleren IR-Bereich angefertigt. Als erste Gruppe kombinierten

wir die Laserdesorption mit midIR-Untersuchungen. Beim ProTrp konnten die beiden
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Konformere Strukturen zugewiesen werden, die sich einander zwar in der Ausbildung ei-
ner COOH- - - OC,,, Wasserstoffbriicke unterscheiden, aber im Grunde beide die gleiche
Konformation des Prolinrestes und die Orientierung der Indolseitenkette im Hinblick auf
das Peptidriickgrat einnehmen. Bei beiden Strukturen lassen sich Wechselwirkungen zwi-
schen der peptidischen NH-Gruppe und dem Prolinstickstoff feststellen, was zu einer Rot-
verschiebung der NH,.,-Schwingungsfrequenzen fiihrt. Weiterhin wurde ein erheblicher
Einfluss dispersiver Wechselwirkungen sowohl auf die relative Stabilitit der Konformere
als auch auf die Schwingungsfrequenz der NH,,-Bindung festgestellt, sofern die Amid-
gruppe mit der Indolseitenkette interagiert.

Im Falle des Tryptophan-Serin erfolgte die Zuordnung der beiden Konformere auf Ba-
sis einer Kooperation mit Stefan Grimme (Universitdt Miinster). Letzterer entwickelte
ein neues Dichtefunktional (B-97D), welches die Vorteile der Dichtefunktionaltheorie -
recheneffizient und schnell - mit dispersiven Wechselwirkungen kombiniert wie sie sonst
nur bei erheblich aufwéndigeren Methoden (MP2, CC2) beriicksichtigt werden. Es konnte
gezeigt werden, dass der Serinrest in beiden Konformeren oberhalb der Indolseitenket-
te lokalisiert ist und nicht im Sinne einer vollstindig gestreckten Konformation vorliegt.
Das energetisch giinstigste Konformer zeichnet sich durch eine NHp,4--- O=C Wasser-
stoffbriickenbindung aus.

Neben der Zuordnung der beobachteten Konformere besticht vor allem die Erkenntnis,
dass in der Vergangenheit der Einfluss dispersiver Wechselwirkungen beim Vergleich spek-
troskopischer Daten mit theoretischen Betrachtungen unter Zuhilfenahme der Dichtefunk-
tionaltheorie stark unterschitzt wurde. Dies ist vor allem fiir die Entwicklung neuerer
effizienter Rechenmethoden interessant. Zusétzlich liefern die hochauflosenden Infrarot-
spektren an den Dipeptiden eine gute Basis zur Kalibration der errechneten Schwingungs-
frequenzen.

Weiterhin konnte mit den Experimenten am Pentapeptid AlaAlaAlaTyrAla demonstriert
werden, dass es grundsétzlich moglich ist, schrittweise zu grofseren Peptiden iiberzuge-
hen und Infrarotspektren zu erhalten. Allerdings ist hier sicherlich noch weitere Arbeit
notwendig, um im vibronischen Spektrum mdgliche Konformere voneinander spektral zu
diskrimminieren und separierte Infrarotspektren fiir eine Strukturbestimmung zu erhal-
ten. Hier kénnte die UV /UV-Doppelresonanz weiterhelfen.

Ahnliches gilt fiir den TrpSer-Wassercluster. Es konnten zwar Infrarotmessungen durch-
gefithrt werden, was allerdings durch die geringe Bildung von Dipeptid-Wasserclustern
bei der Desorption erheblich erschwert wurde. Dies fiihrte letztendlich zu dem wesentlich

schlechteren Signal-Rausch-Verhéltnis im Vergleich zum TrpSer-Monomer. Moglicherwei-
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se lasst sich die Bildung des Wasserclusters durch simultanes Desorbieren eines Dipeptid-
Eisgemisches verbessern. Hierzu wiren jedoch umfangreiche Anderungen an der existie-
renden Desorptionsquelle erforderlich, die das Herunterkiihlen des Desorptionsmaterials

ermoglicht, damit das eingefrorene Wasser beim Evakuieren nicht abdampft.
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Symbol  Bedeutung

X Suszeptibilitit

€0 Dielektrizititskonstante 8.854 - 10712 C2/(J m)
Ao Mittlere freie Weglinge eines Gases

v Frequenz

T Mittlere Lebensdauer eines Zustandes

v Wellenzahl

w Frequenz einer elektromagnetischen Welle
h h/2m =1.054-1073* J s

a Schallgeschwindigkeit

bar Bar

BBO Bariumborat

C Coulomb

c Lichtgeschwindigkeit 2.998 - 108 m/s
em™! Wellenzahlen

Cp Warmekapazitit bei konstantem Druck
C, Warmekapazitit bei konstantem Volumen
D Diisendurchmesser

DFG Difference Frequency Generation

DNS Desoxyribonukleinsaure

E Energie

h Plancksche Konstante 6.626 - 1073 J s
Hz Hertz

IR Infrarot

1SC Inter System Crossing

IVR Intramolecular Vibrational Redistribution
k Boltzmann-Konstante

K Kelvin

KDP Kaliumdihydrogenphosphat

[ Liter

LED Leuchtdiode (engl.: Light Emitting Diode)

Machzahl
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Symbol  Bedeutung

m Masse (als Formelsymbol)

m Meter (als Formaleinheit)

MCP Micro Channel Plate

mol Mol

n Brechungsindex

Nd:YAG Neodym Yttrium Aluminium Granat
P, Reservoirdruck

R2PI Resonant 2-Photon Ionisation
REMPI  Resonance Enhanced MultiPhoton Ionisation
s Sekunde

SHB Spectral Hole Burning

SHG Second Harmonic Generation

Sh n ter elektronisch angeregter Zustand
T Temperatur

t Zeit

ToF-MS  Time of Flight Mass Spectrometer
TTL Transistor—Transistor-Logik

U Spannung

u Massenflussgeschwindigkeit

uv Ultraviolett

V Volt

VIS Sichtbarer Spektralbereich (engl.: visible light)
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