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Kurzzusammenfassung 

  

 In der vorliegenden Arbeit sollten Histidin und in der Natur vorkommende Derivate, sowie deren Interaktion mit Kationen untersucht werden. Für die Untersuchung wurden Massenspektrometrie, computerchemische Modellierungen, sowie IRMPD-Experimente mit einem Freie-Elektronen-Laser durchgeführt.  Zunächst sollte Ergothionein, ein Thiourea-Derivat von Histidin, welches ein Schwefelatom am Imidazol-Ring trägt, sowie dessen natürlicher Vorläufer Hercynin, ein Trimethylbetain von Histidin, untersucht werden. Ergothionein kann sowohl als Thiourea Derivat, als auch als das entsprechende Thiol vorliegen. Zunächst sollte Ergothionein in seiner protonierten Form und anschließend als Natrium Addukt untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass Ergothionein in der Gasphase als Thion vorliegt, obwohl Rechnungen zeigen, dass die Thiol Struktur in der Gasphase energetisch günstiger ist. Des Weiteren sollte die Struktur von Nickel-Histidin Komplexen in der Gasphase untersucht werden. Dabei wurde festgestellt, dass ein Histidin Molekül nicht ausreicht um Nickel adäquat zu komplexieren. Deshalb wurde die Studie auf Komplexe mit zwei Histidin Liganden ausgeweitet. Um den Einfluss des Kations, in Bezug auf Ionenradius und Ligandenaffinität, auf die Struktur der Komplexe zu untersuchen, wurden zusätzlich Calcium-Komplexe studiert. Es konnte gezeigt werden, dass drei ähnlich stabile Konformere des Nickel-Komplexes in der Gasphase simultan vorliegen. Für Calcium konnte keine so eindeutige Zuordnung getroffen werden. Um die Flexibilität der Komplexe einzuschränken und eine neue Bindungsstelle zu schaffen, wurde das Histidin Dipeptid (HisHis) synthetisiert und dieses als Ligand für Nickel und Calcium verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass der Nickel-Komplex eine Iminolat Struktur einnimmt, Calcium hingegen eine „Charge Solvation͞ Struktur, bei der C-Terminus deprotoniert ist, die Peptid-Bindung jedoch nicht.  Als weitere Modifikation des Histidins sollte die Phosphorylierung (N-PO3H-), als Mimikry für die post-translationale Modifikation von Peptiden, untersucht  
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 werden. Für diese Studie wurde Histidin, Hercynin und HisHis untersucht. Durch die geringe Stabilität von Phosphor-Stickstoff Bindungen gestaltete sich die Generierung der Moleküle und deren Verwendung in der ESI-MS als äußerst schwierig. Durch die Anzahl möglicher Phosphorylierungsstellen in den Molekülen, nahm diese Studie zudem viel Rechenaufwand ein. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Kombination von MS, IRMPD und Computerchemie geeignet ist, um solch komplexe Fragestellungen zu bearbeiten.



Abstract 

  

 In the presented thesis Histidine and its natural derivatives, as well as their interaction with cations was studied. For this purpose a combination of mass spectrometry, computational modelling and IRMPD-Spectroscopy with a free electron laser was used. Ergothioneine as a thiourea derivative of histidine, containing a sulfur atom on the imidazolring, as well as its natural precursor hercynine have been examined, with special attention on the thione/thiol equilibrium in ergothioneine. Furthermore, the presence of a physiological important alkali metal like sodium on this thione/thiol equilibrium was investigated. It was demonstrated that ergothioneine adopts a thiol structure although calculation predicted it as energetically disfavored. Furthermore, the structure of nickel histidine complexes was investigated in the gas phase. It turns out that one histidine is not sufficient to accommodate a nickel cation properly, but two are. Complexes with calcium and two histidine ligands have been examined, too. Nickel forms three similar stable complexes in gas phase that are present simultaneously. For the calcium histidine complexes a properly structural assignment was not possible. To give the ligands a more rigid form, the histidine dipeptide was synthesized an incorporated in the complexes. It was possible to demonstrate, that the HisHis-Ni complex adopts an iminolate structure whereas the calcium favors a charge solvation complex. As prominent post translational modification phosphorylation of histidine and the dipeptide was studied. Here it turned out to be difficult to match theory and experiment, as the molecules aren´t stable and there are too many possible structures. In general, the combination of the afore mentioned methods gives first insights into such complex issues.    
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1 Einleitung   In der Natur können Proteine mit mehreren, aufeinanderfolgenden Histidin-Resten häufig gefunden werden. Dazu zählen Schlangengifte, Chaperone oder auch intrinsisch ungeordnete Proteine. 1-3 Obwohl die Funktion dieser Histidin-reichen Domänen unbekannt ist, stellt Histidin durch seine Struktur eine gute Bindungsstelle für Metallkationen dar. 1,4 Durch oxidativen Stress kann Histidin in Oxo-Histidin umgewandelt werden. 5,6 Es wird vermutet, dass so modifizierte Peptide potentielle Biomarker für Alzheimer sind, wobei die genaue Funktion bisher unklar ist. 7,8 Mittels Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS) können solche Komplexe oder Proteine als Ionen in die Gasphase transportiert werden und das Masse-zu-Ladungs-Verhältnis (m/z) bestimmt werden. Ein direkter Einblick in die Konformation ist so jedoch nicht möglich. Die Untersuchung solcher Ionen in der Gasphase lässt Rückschlüsse auf deren intrinsische Eigenschaften zu. Durch das Fragmentierungsverhalten können indirekt Informationen über die Struktur des Moleküls gesammelt werden. Die Fragmentierung kann durch Stöße des Ions mit Neutralgasteilchen induziert werden (Collision Induced Dissociation, CID). Mittels Photodissoziations- Spektroskopie (Infrared Multiple Photodissociation Spectroscopy, IRMPD) können auch Strukturen von Konformeren ermittelt werden. 9-12 Dabei werden die Vorläuferionen durch Aufnahme von Photonen angeregt und fragmentieren, wenn die Dissoziations-Schwelle erreicht ist. Auf diese Weise kann der Einfluss von Metallionen oder Lösungsmitteln auf die Konformation untersucht werden. Durch Vergleich der erhaltenen Spektren mit quantenchemischen Berechnungen können auch Rückschlüsse auf die Bindungsstellen mit Metallen oder intramolekulare Wasserstoffbrücken geschlossen werden, da diese durch Stärkung oder Schwächung der Bindung Einfluss auf die entsprechende Bandenlage haben. 13,14 Da es sich bei den Studien um Moleküle in der Gasphase handelt, können die computerchemischen Rechnungen auch so ausgeführt werden. Dies bietet den 
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Vorteil, dass elektrostatische Interaktionen der Moleküle mit dem Lösungsmittel vernachlässigt werden können und so die intrinsischen Eigenschaften der Moleküle untersucht werden können. Im Folgenden werden die für die Aufklärung der Ionenstruktur in der Gasphase verwendeten Methoden näher erläutert. 1.1 Elektrospray Ionisation (ESI)  Bei der Elektrospray-Ionisation (ESI) werden Ionen unter atmosphärischem Druck (atmospheric pressure ionization, API) erzeugt. 15-17 Mittels ESI lassen sich große, polare Moleküle (z.B. Proteine) aus einer verdünnten Analytlösung in die Gasphase eines Massenspektrometers einbringen. Das Lösungsmittel wird beim Phasentransfer verdampft, dabei wird Energie verbraucht, was sich in der Kühlung der Analytmoleküle widerspiegelt. Diese gelangen so intakt oder mit nur geringer Fragmentierung in die Gasphase. 16 Die ESI zählt daher zu den 
sogeŶaŶŶteŶ „saŶfteŶ͞ IoŶisieƌuŶgsteĐhŶikeŶ. 1.1.1 Bildung der Ionen  Für die Bildung von Ionen wird ein kontinuierliches Spray benötigt. Die Analytlösung tritt aus einer elektrisch leitenden Kapillare aus, die sich in geringem Abstand (ca. 1-3 cm) zu einer Gegenelektrode befindet. 18 Die Kapillare wird dabei in Bezug auf die Gegenelektrode auf hohem Potential gehalten (3-4 kV). Die Lösung wird am Ende der Kapillare einem starken elektrischen Feld von 106 V/m ausgesetzt. Dies bedingt eine Ladungstrennung innerhalb der Lösung. Dadurch kommt es zu einer Deformation des Meniskus der Analytlösung und zur Bildung eines Konus. Dieser wird auch als Taylor-Konus (vgl. Abbildung 1; Seite 4) bezeichnet. 19 Wird eine positive Hochspannung an die ESI-Kapillare angelegt, werden positive Ionen erhalten. Diese positiv geladenen Ionen driften an die Oberfläche der Flüssigkeit, welche 
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aus der Kapillare austritt, negativ geladenen Ionen jedoch davon weg (in Abbildung 1 durch kleine Pfeile an den Ladungen dargestellt). Durch die Akkumulation der positiven Ladung an der Oberfläche bildet sich an der Spitze des Taylor-Konus sich ein feiner Flüssigkeitsstrahl, welcher in Richtung der Gegenelektrode strömt. Aufgrund einer hohen gleichsinnigen, in diesem Fall positiven, Überschussladung an der Oberfläche des Strahls zerfällt dieser schnell in kleine Tröpfchen, welche durch die Coulomb-Abstoßung auseinanderdriften. Die verbleibenden Lösungsmittel-moleküle verdampfen, wodurch die Ladungsdichte an der Oberfläche der Tröpfchen weiter steigt. Sobald das Rayleigh-Limit, also der Punkt, an dem die elektrostatische Abstoßung der Ionen die Oberflächenspannung des Tröpfchens übersteigt, erreicht ist, zerfallen die Tröpfchen in kleinere Tröpfchen unterschiedlicher Größe (uneven fission). 18 Für die Bildung von Ionen aus solchen Mikrotropfen werden zwei Modelle diskutiert. Die 1968 von Dole et. al. entwickelte Theorie des geladenen Rückstandes (charged residue model CRM) geht davon aus, dass durch Verdampfen aller Lösungsmittelmoleküle aus den Mikrotropfen desolvatisierte Analytionen zurückbleiben. 15,20 Es wird davon ausgegangen, dass dieses Modell eine große Rolle bei Makromolekülen oder nicht-kovalent verknüpften Proteinkomplexen spielt. 21 Das Ionen-Emissions-Model (ion evaporation model, IEM) hingegen postuliert, dass ein einzelnes Ion von der Oberfläche eines Mikrotropfen austritt. 22,23 Dies wird möglich, wenn die Feldstärke, auf der Oberfläche der Tropfen durch das Verdampfen von Lösungsmittel, zunimmt und die Coulomb-Abstoßung innerhalb des Tropfens die Oberflächenspannung übersteigt. 24 Das IEM spielt vor allem bei kleineren Molekülen eine Rolle. Die in Abbildung 1 (Seite 4) gezeigte ESI-Quelle kann auch als Elektrolysezelle verstanden werden, da die Probeneintrittsblende (orifice) und die ESI-Kapillare durch das elektrisch geladene Spray leitend miteinander verbunden sind. 25 Die entstehenden Kationen werden durch Elektronen aus der Hochspannungsquelle reduziert und Anionen in der Spraykapillare oxidiert. Der 
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daďei fließeŶde Stƌoŵ ǁiƌd als „SpƌaǇ CuƌƌeŶt͞ ďezeiĐhŶet uŶd stellt eine wichtige Größe dar. Der Spray Current hängt von der elektrischen Leitfähigkeit des Lösungsmittels ab, welche proportional zur Elektrolyt-Konzentration ist. Bei niedriger Analyt-Konzentration ist der Spray Current konstant, da er von der Elektrolyt-Konzentration beeinflusst wird. 26 Bei zu hohen Analyt- oder Elektrolyt-Konzentrationen kommt es jedoch zu elektrischen Entladungen, welche sowohl der Kapillarspitze als auch der Geräteelektronik schaden können. 27  

Abbildung 1. Schematischer Aufbau einer ESI-Quelle im positiven Ionen Modus. Zu sehen sind der Taylor-Konus, die Ionen-Emission aus dem Flüssigkeitsstrahl, sowie dessen Zerfall in ein kontinuierliches Spray. 18,27 Bei der Elektrospray-Ionisation hat das Lösungsmittel einen großen Einfluss auf die Bildung der Ionen. Es wurde gezeigt, dass die Art des Lösungsmittels die Struktur des Moleküls in der Gasphase beeinflusst.28 Zudem verkomplizieren Lösungsmittelmoleküle oder Gegenionen das Verständnis von Reaktionen in Lösung.29 Ein Gas, oder Ionen in der Gasphase, unterscheiden sich von einer Flüssigkeit dadurch, dass die Moleküle weit voneinander entfernt sind, wodurch der Einfluss von zwischenmolekularen Wechselwirkungen gering 
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ist. 30 In einem idealen Gas gibt es keine Wechselwirkungen zwischen Teilchen und deren Verteilung im Raum ist zufällig. In der Realität existieren aber anziehende und abstoßende Kräfte, welche Einfluss auf das Verhalten von Teilchen in der Gasphase haben. 30 Da der Einfluss von z.B. Coulomb Interaktionen nur gering ist, eigenen sich Studien von „ŶaĐkteŶ͞ IoŶeŶ iŶ deƌ Gasphase um kinetische Studien von Reaktionen durchzuführen, da ohne direkten Lösungsmitteleinfluss die intrinsischen Eigenschaften von Molekülen untersucht werden können. 31 Aufgrund von Coulomb Wechselwirkungen der untersuchten Ionen, sowie der Abwesenheit von Gegenionen und Lösungsmitteln sind die isolierten Ionen in der Gasphase allerdings reaktiver als in der kondensierten Phase. Durch diese Unterschiede ist eine direkte Übertragung der Ergebnisse von Gasphasen-Studien auf Studien in Lösung nicht ohne Einschränkung möglich. 31 Es wird daher diskutiert, wie sinnvoll es ist, um eine ionische Reaktion in Lösung zu verstehen, diese in der Gasphase zu untersuchen. 32 Unter diesem Gesichtspunkt muss auch berücksichtigt werden, dass nicht immer die computerchemisch vorhergesagten Strukturen in der Gasphase vorliegen, sondern auch Strukturen aus der Lösung durch kinetische Hemmung in die Gasphase übertragen werden können. 11  1.2 Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)  Bei der Tandem-Massenspektrometrie sind mehrere Massenanalysatoren hintereinandergeschaltet. So wird es möglich Spektren von Produkt-Ionen, eines über sein m/z-Verhältnis selektierten Vorläufer-Ions, zu generieren. Bei der Tandem-MS ǁiƌd zǁisĐheŶ „iŶ tiŵe͞ uŶd „iŶ spaĐe͞ uŶteƌsĐhiedeŶ. 27 Bei der Tandem-in-space-MS sind zwei räumlich voneinander getrennte Massenanalysatoren vorhanden. In dem ersten Geräteabschnitt können Vorläufer-Ionen nach ihrem m/z-Verhältnis isoliert werden. Die Ionen werden anschließend in ein weiteres Segment überführt. Dort können die Vorläufer-Ionen aktiviert werden. Dies kann auf verschiedene Weisen geschehen: durch 



E i n l e i t u n g  |  1   

6  

Stöße mit Neutralteilchen (collision induced dissociation, CID) 33, Photonen (infrared multiple photon dissociation, IRMPD) 10,12, Elektronen (electron capture dissocialtion, ECD) 9,34 oder mit der Wand (surface induced dissociation, SID).35,36 Die so erhaltenen Produkt-Ionen werden in den zweiten Massenanalysator überführt und können dort analysiert werden. Bei der Tandem-in-time-MS finden alle eben beschriebenen Prozesse am gleichen Ort, aber zeitlich nacheinander statt. 27 Damit die Kopplung einer ESI-Quelle mit einem Massenspektrometer gelingt, muss ein differenziell gepumptes System vorhanden sein. Die Erzeugung der Ionen erfolgt unter atmosphärischem Druck, wohingegen die Detektion im Analysator Hochvakuum benötigt. In Abbildung 2 ist ein schematischer Aufbau eines ESI-Interfaces zu sehen. Würde das erzeugte Aerosol direkt in das Hochvakuum überführt werden (von links in Abbildung 2, nach ganz rechts) würden die Ionen aufgrund der adiabatischen Expansion ausfrieren. Um dies zu verhindern, wird ein heißer Stickstoffgegenstrom oder ein beheizbare Transferkapillare verwendet. Durch die Transferkapillare gelangt das Aerosol aus der unter Atmosphärendruck stehenden Sprayzone in die erste Pumpstufe (Abbildung 2 in der Mitte). Dort breitet sich das Gas über eine Ultraschallexpansion aus und der Großteil des Gases wird abgepumpt. Nur ein kleiner Teil des Gases wird durch eine weitere Öffnung, den sogenannten Skimmer, in den Hochvakuumbereich überführt und dort analysiert. 27 
 Abbildung 2: Schematische Darstellung einer der ersten Elektrospray-Ionisationsquellen. 16 
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Die Arbeitsgruppe um John Fenn konnte eine solche Schnittstelle etablieren und wurde 2002 für diese Entwicklung mit dem Nobelpreis in Chemie ausgezeichnet. 37 Diese Kombination erlaubt den Zugang zu polaren Verbindungen in der Gasphase, erlaubt aber noch keine Rückschlüsse auf die Struktur. Für die Strukturaufklärung der erhaltenen Ionen wurden Methoden entwickelt, bei denen die Ionen in der Gasphase aktiviert werden (vgl. vorheriger Abschnitt). In dieser Arbeit wurden die Ionen mittels CID oder IRMPD untersucht. In den folgenden Kapiteln sollen diese Methoden genauer erläutert werden.  1.2.1 Collision Induced Dissociation (CID)  Die Fragmentierung von Ionen in der Gasphase durch Stöße mit neutralen Atomen oder Molekülen wird in der Massenspektrometrie für verschiedene Zwecke verwendet. 38 Durch die sanfte Ionisierung beim ESI-Prozess, gelangen die Analytmoleküle intakt oder mit nur geringer Fragmentierung in die Gasphase, wodurch keine Information über die Struktur erhalten werden kann. 16 Die stoßinduzierte Dissoziation (collision induced dissociation, CID) ermöglicht es, stabile Vorläuferionen zu fragmentieren. In diesem zweistufigen Prozess werden die Ionen zunächst durch eine oder mehrere Kollisionen mit einem Neutralgasteilchen aktiviert und zerfallen anschließend unimolekular. 38 Wie stark die Ionen fragmentieren hängt dabei von der bei der Aktivierung übertragenen kinetischen Energie ab. Die relative kinetische Energie der Kollisions-Partner (ECM), welche auch als Stoßenergie im Schwerpunktsystem (center-of-mass collision energy) bezeichnet wird, hängt von der kinetischen Energie des Ions im Laborsystem (ELab), sowie den Massen der beteiligten Partner ab. Formel 1 zeigt den Zusammenhang: 
𝐶ெܧ = ௅௔௕ܧ  ቀ ௠𝑁௠𝑁+௠ಲಳቁ       (1) 
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Dabei ist mN die Masse des Neutralteilchens und mAB die Masse des Ions. Für mN wird angenommen, dass sich das Neutralteilchen in Ruhe befindet. Aus der Formel geht hervor, dass die Stoßaktivierung für Ionen hoher Masse, bei Verwendung von Neutralteilchen mit geringer Masse, wenig effektiv ist, wenn es nur zu einem Stoß kommt. Deshalb wird der Druck in den Stoßbereichen ausreichend hoch gehalten, um sicherzustellen, dass mehrere Kollisionen stattfinden. 38 Früher wurden solche Experimente in Stoßkammern durchgeführt, wohingegen heutzutage, abhängig vom Gerätetyp z.B. RF-only Quadrupole oder die Ionenfallen selber verwendet werden. 27,39 Als Stoßgase werden z.B. Helium, Stickstoff oder Argon verwendet. 1.2.2 Infrared multiple photodissociation (IRMPD)  Bei der klassischen Infrarot-Spektroskopie absorbiert die Probe Teile des eingestrahlten Lichtes. Es wird also die Änderung der Intensität beim Probendurchgang gemessen. 40 In einem Massenspektrometer ist die Dichte an Ionen, aufgrund der gleichsinnigen Ladung dieser, zu gering, als dass eine Abschwächung der Intensität messbar wäre. 41 Nichtsdestotrotz ist es möglich IR-Spektren durch Photodissoziation von Ionen mittels durchstimmbaren Lasern zu generieren. Die Energie von einem IR-Photon ist dabei nicht ausreichend um eine Dissoziation zu induzieren. Bei der IRMPD werden mehrere Photonen resonant absorbiert und die Energie statistisch über das Molekül verteilt, bis die Dissoziationsschwelle erreicht wird und das Ion zerfällt. 
Die RaŶdoŵisieƌuŶg deƌ EŶeƌgie ǁiƌd als „iŶtramolecular vibrational redistƌiďutioŶ͞ ;IVRͿ ďezeiĐhŶet uŶd ǁiƌd iŵ ŶaĐhfolgeŶ Kapitel Ŷäheƌ erläutert. Zerfällt ein Molekül, so entstehen Fragmentionen mit einem vom Vorläuferion verschiedenem m/z-Verhältnis. Das IRMPD-Spektrum ergibt sich aus dem Verhältnis der Intensität der entstehenden Fragmentionen und der Intensität aller Ionen in Abhängigkeit der Energie der absorbierten Photonen. Das Verhältnis der Ionen wird als IRMPD Yield bezeichnet und kann über Formel 2 ausgedrückt werden 42: 
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𝑌𝑖݁𝑙݀ ܦ𝑅𝑀𝑃ܫ =  Σ( 𝐼𝐹𝑟𝑎𝑔೘𝑒೙𝑡𝑖೚೙𝑒೙)Σ(𝐼𝐹𝑟𝑎𝑔೘𝑒೙𝑡𝑖೚೙𝑒೙+ IV౥rläu౜౛ri౥౤౛౤)    (2) In dieser Arbeit wurden zur Erzeugung der Photonen ein „Freie-Elektronen-Laser͞ (FEL) sowie ein „optisch parametrischer Oszillator͞ (OPO) verwendet. Mittels eines FEL kann der mittlere Infrarot-Bereich von 500 bis 200 cm-1 
aďgedeĐkt ǁeƌdeŶ. SolĐhe EǆpeƌiŵeŶte ǁeƌdeŶ als „FELIX͞ EǆpeƌiŵeŶte ;Fƌee Electron Laser for Infra Red Experiments) bezeichnet. Mit dem OPO kann der Bereich von 2500-3500 cm-1 untersucht werden. Im Folgenden werden die Funktionsweise eines FEL und eines OPO erklärt. Da Elektronen über das elektromagnetische Spektrum quasi transparent sind, eignen sie sich besonders gut als Laser Medium. In einem FEL werden freie Elektronen auf relativistische Geschwindigkeit, also nahe an Lichtgeschwindigkeit, beschleunigt und in einen Undulator injiziert. Ein Undulator besteht aus periodisch alternierend angeordneten Magneten. Durch diese alternierende Form werden die Elektronen im Undulator auf eine sinuswellen-artige Form gezwungen. Auf Grund ihrer Geschwindigkeit emittieren die Elektronen bei jeder Richtungsänderung Strahlung, die so genannte Bremsstrahlung. Diese Strahlung muss kohärent zur Bewegung der Elektronen sein. Da aber die emittierte Strahlung einen linearen Weg beschreibt, während die Elektronen sich wellenförmig bewegen, muss der Undulator entsprechend eingestellt werden. Da nicht alle Elektronen in Phase emittieren, ist die entstehende Strahlung zunächst schwach. Um eine ausreichende Intensität der Strahlung zu erreichen, sind am Anfang und am Ende des Undulators Spiegel angebracht, welche die Strahlung reflektieren und so zu wiederholten Interaktionen mit den Elektronen führen. Um die Wellenlänge der Strahlung anzupassen wird der Abstand zwischen den Magneten im Undulator geändert. 41,43 Die Funktionsweise eines OPO beruht auf dem Prinzip der parametrischen Verstärkung. Dabei wird ein einfallender Laserstrahl durch einen doppeltbrechenden Kristall in zwei Lichtstrahlen mit unterschiedlicher 
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Frequenz aufgeteilt. Die Summe der beiden neuen Frequenzen entspricht dabei der Frequenz des einfallenden Strahls. Die Welle mit der höheren Frequenz 
ǁiƌd „SigŶal͞ uŶd die aŶdeƌe „Idleƌ͞ StƌahluŶg geŶaŶŶt. EŶtǁedeƌ die Idleƌ odeƌ die Signal Strahlung wird nun durch einen Spiegel rückgekoppelt. Bei jedem Passieren des Kristalls verstärkt sich die resonante Welle. 44  1.2.2.1 Intramolecular Vibrational Redistribution IVR  Wie bereits erwähnt, ist die Dichte der Analytmoleküle bei der MS zu gering, um eine Abschwächung der verwendeten Strahlung zu detektieren. Durch Photodissoziation ist es aber trotzdem möglich, IR-Spektren von Ionen zu erzeugen. Damit ein Ion durch IR Strahlung dissoziiert, müssen mehrere zehn bis hundert Photonen absorbiert werden. Die Absorption findet nicht über einen kohärenten Mechanismus statt, bei dem jedes absorbierte Photon die vibrationalen Stufen eines einzigen Potentialtopfes hochklettert. 41 Dieser Mechanismus hätte zufolge, dass der Laser nicht mehr in Resonanz mit dem angeregten Ion stünde, nachdem dieses ein Photon aufgenommen hat. Stattdessen wird die Energie eines absorbierten IR-Photons statistisch über alle Freiheitsgrade des Moleküls verteilt (intramolecular vibrational redistribution, IVR).  

 Schema 1. Sequenzieller Anregungs-Relaxationsmechanismus während der IRMPD Spektroskopie. 45  
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In Schema 1 ist der Mechanismus der IVR zu sehen. Nach Aufnahme des ersten Photons und der Umverteilung der Energie, wird das nächste Photon im gleichen Übergang absorbiert. Es wird also wieder der Übergang von v=0 zu v=1 angeregt. Die Energie wird erneut iŶ eiŶeŵ „Bad͞ ǀoŶ ǀiďƌatioŶaleŶ Hintergrundzuständen gespeichert, wobei die innere Energie des Ions zunimmt. Dieser Vorgang wiederholt sich so oft, bis eine Energieschwelle D0 erreicht wird, an der das Molekül dissoziiert. 43,45 Da immer der gleiche Übergang angeregt wird, verschiebt sich die Frequenz der Absorption, da die innere Energie des Moleküls steigt. 46 Durch die statistisĐhe UŵǀeƌteiluŶg deƌ EŶeƌgie, „eƌiŶŶeƌŶ͞ die IoŶeŶ siĐh nicht, welcher Schwingungsmodus ursprünglich angeregt wurde. Eine Schwingungsmodus-selektive Dissoziation wird daher nicht beobachtet. 47 Es wird also angenommen, dass Konformere auf die gleiche Weise fragmentieren, wenn die Isomerisierungsbarriere geringer ist als die Energieschwelle der Dissoziation. 48 Wenn kinetische oder thermodynamische Barrieren der Isomerisierung jedoch hoch genug sind, wird es möglich auch Strukturisomere zu unterscheiden. 49,50  1.3 Theoretische Methoden  In der modernen organischen Chemie hat die computerchemische Betrachtung von Molekülen in den letzten Jahren stark an Bedeutung gewonnen. Durch theoretische Betrachtungen können Eigenschaften in der Gasphase oder in Lösung vorausgesagt werden. Dazu gehören neben der Reaktivität und Selektivität auch spektroskopische Daten wie z.B. IR-, Raman- oder NMR-Spektren. Auf dem Gebiet der Strukturaufklärung, im Speziellen auch in der Gasphase, wurden in den letzten Jahren viele Studien veröffentlicht. 51-53 Dabei wurden vor allem Komplexe von Alkalimetallen (Na+, K+) mit aromatischen Aminosäuren, die Dimere von Aminosäuren, wie Arginin oder Peptide wie 
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Bradykinin untersucht. Neben der Struktur können durch computerchemische Betrachtungen auch Rückschlüsse auf Liganden-Affinität oder Substrat-Katalysator Beziehungen geschlossen werden. 54 In der vorliegenden Arbeit wurden zur Interpretation von experimentell erhaltenen Gasphasen-IR-Spektren unterschiedlicher Komplexe verschiedene computerchemische Studien durchgeführt. Ein Großteil der theoretischen Studien wurde an der Universität Sheffield von Anthony Meijer durchgeführt.   
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1.3.1 Konformationsanalyse  Moleküle können abhängig von ihrer Struktur unterschiedlich viele Konformationen annehmen. Die Anzahl möglicher Konformationen nimmt mit der Komplexität des Moleküls zu. Wird der Konformationsraum, also die Anzahl aller Konformationen, gegen die Energie aufgetragen, bildet sich die Energiehyperfläche (potential energy surface, PSE). Die PSE weist ein globales und mehrere lokale Minima, sowie Maxima auf. Für die Betrachtung elektronischer und struktureller Eigenschaften, muss sich das Molekül in einem solchen globalen Minimum befinden. Um die Konformere mit der niedrigsten Energie zu finden wird eine Konformationsanalyse durchgeführt. Wichtig für die Analyse ist dabei die Methode der Energieminimierung. Auf der einen Seite gibt es die Konformationssuche, welche sich ausschließlich mit der Suche nach Minima auf der PSE befasst. Auf der anderen Seite stehen Moleküldynamik und Monte-Carlo Simulationen, welche durch zufällige Variation von Torsionswinkeln auch energetisch ungünstige Zustände berücksichtigen. 55  1.3.2 Molekülmechanik  Bei der Molekülmechanik werden Kraftfelder eingesetzt, welche die Moleküle mit den klassischen Mitteln der Physik beschreiben. Bei Kraftfeld-Methoden werden die Moleküle als „Bälle͞ ďetƌaĐhtet, ǁelĐhe duƌĐh „FedeƌŶ͞ miteinander verbunden sind. Die Federn repräsentieren dabei die Bindungen. Die Federkonstante kann durch ein harmonisches Potenzial beschrieben werden. Jedes Atom wird dabei als Ganzes betrachtet und nicht in Elektronen und Kern aufgeteilt. Für jeden Winkel, Dieder Winkel, Energiebeiträge nicht gebundener Atome, sowie Bindungslängen zwischen Atomen werden Kraftkonstanten angegeben. 56,57 Die Energie dieser Beiträge wird durch Aufstellen mathematischer Formeln mit Konstanten und Variablen angegeben. 



E i n l e i t u n g  |  1   

14  

Die Summe aller Beiträge ist das Kraftfeld, welches die Gesamtenergie des Systems in Abhängigkeit von den Energiefunktionen und Konstanten ergibt. Solche Konstanten oder auch Parameter können durch spektroskopische Daten oder ab initio Rechnungen (s. Kapitel 1.3.3.1 Ab initio ) erhalten werden. Bei der Parametrisierung werden sowohl die Atomtypen, als auch die Art der Bindung 
;eiŶfaĐh, doppel…Ϳ ďeƌüĐksiĐhtigt. 58 Da viele Parameter auf experimentelle Daten zurückzuführen sind, sind Kraftfeld Methoden häufig speziell auf einen Molekültypen, wie Proteine, organische Moleküle oder auch Organo-Metall-Verbindungen zugeschnitten. 55 Für Biomoleküle werden z.B. AMBER 59, CHARMM 60,61 oder GROMACS 62 verwendet und für organische Moleküle MM2 63 oder MMFF 64.  1.3.3 Quantenchemische Grundlagen  Elektromagnetische Strahlung kann abhängig vom Experiment als Teilchen oder als Welle aufgefasst werden. Sie breitet sich mit Lichtgeschwindigkeit c aus und 
ǁiƌd duƌĐh die WelleŶläŶge λ uŶd die FƌeƋueŶz ν üďeƌ Foƌŵel ϯ charakterisiert 30,65: ܿ =  𝜆 ∙  𝜈         (3) Wird die Strahlung als Teilchen beschrieben, muss die vom Max Planck entwickelte Quantentheorie berücksichtigt werden. Laut dieser kann elektromagnetische Strahlung nur in definierten Portionen absorbiert oder abgestrahlt werden. Jede dieser Portionen wird als Quant bezeichnet und deren Energie ist proportional zur Frequenz. Die Proportionalität wird über die Planck-Konstante h ausgedrückt 30,65: ∆ܧ = ℎ ∙ 𝜈         (4)   
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Auch Elektronen können aufgrund ihrer geringen Masse sowohl als Wellen als auch als Teilchen aufgefasst werden. Die Wellenlänge wird dabei über die de Broglie Beziehung definiert 30,65: 
𝜆 = ℎ௠ ∙𝑣         (5) Dabei ist ŵ∙ǀ der Impuls des Elektrons. Laut der Heisenbergschen Unschärfe Relation kann von einem kleinen Teilchen der Ort und der Impuls nicht gleichzeitig beliebig genau ermittelt werden. Ein Elektron wird daher besser über eine stehende Welle beschrieben. Dazu dient die WelleŶfuŶktioŶ ψ. Jedeƌ Wellenfunktion kann eine definierte Energie zugeordnet werden und sie weist Knotenflächen auf. An diesen Knotenflächen ist die Wahrscheinlichkeitsdichte des Elektrons, welche über │ψ│2 definiert ist Null. Die Ein-Elektron-Wellenfunktionen werden auch Orbitale genannt und können über die Schrödinger Gleichung berechnet werden. 30,65  In der Theorie kann mit der Quantenmechanik (QM) jede Eigenschaft eines Atoms oder Molekül bestimmt werden. Praktisch allerdings wurde die QM Gleichungen bisher nur für ein Ein-Elektronen System gelöst. Die zentrale Gleichung in der Quantenmechanik wurde 1926 von Erwin Schrödinger entwickelt: ̂ܪΨ = ) setzt sich dabei aus den Operatoren für die kinetische Energie ܪ̂ Ψ         (6) Der Hamilton Operatorܧ 𝑇̂ ) und der potenziellen Energie ( 𝑉̂ ) zusammen. Dahingegen repräsentiert E die Gesamtenergie des Systems, Ψ  die Wellenfunktion. Für Mehr-Elektronen Systeme wurden verschiedene Näherungen entwickelt. Die von Born und Oppenheimer entwickelte Näherung betrachtet die Bewegung von Elektronen unabhängig von den Bewegungen der Atomkerne. 66 Diese Annahme beruht auf der Tatsache, dass die Kerne um ein vielfaches schwerer sind als die Elektronen. Dadurch erfahren die Elektronen eine größere 
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Beschleunigung als die Kerne, wodurch deren Bewegung auf einer anderen Zeitskala liegt. Die kinetische Energie der Kerne wird damit gleich Null gesetzt. Quantenmechanische Methoden werden im Allgemeinen in ab initio, semi-empirische Ansätze und Dichtefunktionaltheorie unterteilt.  1.3.3.1 Ab initio Methoden  Das Hartree-Fock (HF) Verfahren basiert auf der Schrödinger Gleichung. Es finden sich lediglich Naturkonstanten und keine experimentellen Daten in dieser Methode. Die 1928 von Hartree entwickelte Theorie geht davon aus, dass die Elektron-Elektron Abstoßung durch ein effektives Feld einer Abstoßung ersetzt werden kann. 67 Die Hartree-Fock Gleichungen vereinfachen die ursprünglich zu lösende Schrödinger Gleichung, welche ein n-Elektronen Problem darstellt, in n Ein-Elektronen Probleme: ̂ܨ𝑖𝜑𝑖 =  𝜀𝑖𝜑𝑖         (7) ̂ܨ beschreibt den Fock-Operator, 𝜑𝑖 die Ein-Elektron-Wellenfunktion und 𝜀𝑖 die Orbitalenergie eines i-ten Orbitals. Da die Lösung der Gleichung nicht trivial ist, müssen die einzelnen Gleichungen iterativ gelöst werden, wobei die nicht betrachteten Orbitale als gemitteltes Potential betrachtet werden. Durch diesen Ansatz wird in jedem Schritt die Wellenfunktion eines Elektrons korrigiert. Dies wird so lang wiederholt, bis sich 𝜑𝑖 nicht mehr verändert. Dabei entsteht ein selbst-konsistentes Feld (self consistent field, SCF). Die Gesamtenergie eines Systems kann auf diese Weise zu etwa 99% exakt bestimmt werden, da bei dem reinen HF-Formalismus nur ein elektronischer Grundzustand betrachtet wird. Da die Aufenthaltswahrscheinlichkeiten eines Elektrons aber auch mit denen der anderen korreliert, muss diese Ungenauigkeit berechnet werden. Diese Korrelationsenergie kann durch sogenannte post-HF-Verfahren angenähert werden. Dazu zählen die durch Möller und Plesset entwickelten störungstheoretischen Ansätze (MP2, MP3) 68 oder auch Coupled Cluster Ansätze (CCSD(T)) 69. 



E i n l e i t u n g  |  1   

 17  

1.3.3.2 Semi-Empirische Methoden  Semi-empirische Methoden beruhen wie auch ab initio Rechnungen auf der Wellenfunktion. Jedoch werden aufgrund des noch immer erheblichen Rechenaufwandes zur Lösung der Hartree-Fock Gleichung weitere Vereinfachungen eingeführt. Alle Valenzelektronen werden zusammen mit 
deŵ KeƌŶ als „effektiǀeƌ Ruŵpf͞ ;effeĐtiǀe ĐoƌeͿ zusaŵŵeŶgefasst. Zudeŵ werden alle Zwei-Elektronen-Integrale vernachlässigt oder parametrisiert. Zur Unterscheidung von semi-empirischen Methoden werden die vernachlässigten Integrale betrachtet, sowie die empirisch ermittelten Größen, an welche die verbleibenden Integrale angepasst werden. Es wird daďei zǁisĐheŶ „Coŵplete Neglect of DiffeƌeŶtial Oǀeƌlap͞ ;CNDOͿ, „IŶteƌŵediate NegleĐt of DiffeƌeŶtial 

Oǀeƌlap͞ ;INDOͿ, „NegleĐt of DiatoŵiĐ DiffeƌeŶtial Oǀeƌlap͟ ;NDDOͿ uŶd 

͞Modified NegleĐt of DiffeƌeŶtial Oǀeƌlap͟ ;MNDOͿ uŶd deŵ Fit aŶ Geometrien, Bildungsenthalpien oder Ionisierungspotentialen unterschieden. Die gewählten Parameter sind jeweils elementspezifisch. 56  1.3.3.3 Dichtefunktionaltheorie  In den bereits beschriebenen Methoden ist die Wellenfunktion die zentrale Größe. Bei der Dichtefunktionaltheorie (DFT) wird sie durch die Elektronendichte (ED, ρሺrሻ ) ersetzt. Die ED gibt die Aufenthaltswahrscheinlichkeit eines Elektrons an einem Punkt im Raum an und ist somit von drei Raumparametern abhängig. Dadurch ist sie einfacher zu handhaben, als die Wellenfunktion, die von Kern- und Elektron-Koordinaten, also Ort und Spin, abhängig ist. DFT-Rechnungen beruhen auf dem Hohenberg-Kohn Theorem 70, nach dem die elektronische Energie eines Systems im Grundzustand durch die Elektronendichte beschrieben werden kann. Zudem fanden Hohenberg und 
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Kohn heraus, dass die ED dem Variations-Theorem unterliegt. Dieses besagt, dass die Energie stets größer oder gleich der exakten Energie eines Systems ist. Wie bereits bei der wellenmechanischen Betrachtung, kann auch die Gesamtenergie eines Systems bei der DFT in einzelne Terme aufgespalten werden: ܧ[𝜌ሺ𝑟ሻ] = 𝑇𝑠[𝜌ሺ𝑟ሻ] + 𝑉௡𝑒[𝜌ሺ𝑟ሻ] + 𝑉𝑒𝑒[𝜌ሺ𝑟ሻ] +  𝑥௖[𝜌ሺ𝑟ሻ]   (8) Vne ist die Kern-Elektron Anziehung, Vee die Elektron-Elektron Abstoßung. Durch Kohn und Sham 71 wurde Ts als die kinetische Energie definiert, wobei davon ausgegangen wird, dass die Energiedichte für nicht korrelierende Elektronen die gleiche ǁie füƌ „Ŷoƌŵale͞ ElektƌoŶeŶ ist. Da Elektronen untereinander wechselwirken, muss ein Korrekturterm für diese Austauschenergie eingeführt werden. Dieser wird als Austausch-Korrelations-Term bezeichnet und wird durch Exc beschrieben. Die kinetische Energie kann nicht exakt bestimmt werden, weshalb in der DFT sogenannte Spinorbitale eingeführt werden, welche nach dem Kohn-Sham Formalismus als Ein-Elektron-Wellenfunktion betrachtet werden. Dadurch kann die Elektronendichte numerisch bestimmt werden. Um den Austausch-Korrelations-Term zu beschreiben, wurden verschiedene Funktionale eingeführt. Funktionale sind dabei mathematisch ausgedrückt Funktionen auf Funktionen. Sie beschreiben also eine Funktion aus einem Vektorraum, dessen Elemente ebenfalls Funktionen sind. Die Funktionale werden in einer Hierarchie mit fünf Stufen organisiert, welche auchܧ
als „JaĐoďs Laddeƌ͞ ďezeiĐhŶet ǁiƌd. 72 Die erste Stufe umfasst die lokale Dichtenäherung (lokal density approximation, LDA). Dieses Funktional beschreibt Exc nur über die Elektronendichte und behandelt dieses als ideales Gas. Bei der Gradientennäherung (generalized gradient approximation, GGA) werden die Dichte und der Gradient der Dichte, also deren erste Ableitung, im Funktional gewertet. Ein Vertreter dieser Funktionalart ist BLYP. Dieses Akronym setzt sich aus dem Austauschfunktional von Becke und dem Korrelationsfunktional von Lee, Yang und Parr zusammen. Die dritte Stufe umfasst die meta-GGA. Diese Näherung ist komplexer als die GGA, und umfasst 
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die zweite Ableitung der Dichte. 73 Die vierte Stufe umfasst die Hybrid-Funktionale, welche auch als hyper-GGA bezeichnet werden. Diese Funktionale zeichnen sich durch die „BeiŵisĐhuŶg͞ ǀoŶ HF-Austauschfunktionalen aus. Der bekannteste Vertreter ist B3LYP und stellt eine aus drei empirischen Parametern gewichtete Mischung aus LDA, BLYP und HF-Austausch dar. Die fünfte Stufe umfasst virtuelle Orbitale, z.B. Beimischung von MP2 Rechnungen zu den  DFT-Orbitalen. In dieser Arbeit wird hauptsächlich das B3LYP-Funktional verwendet, da dieses bisher gute Ergebnisse bei kleinen organischen Molekülen liefert. Zudem wurde die von Grimme et. al. Entwickelte D3 Korrektur verwendet, um dispersive London oder van-der-Waals-Interaktionen zu berücksichtigen. Diese sind wichtig, um nicht-kovalente Wechselwirkungen wie Wasserstoff-Brücken richtig zu beschreiben. Für diese Korrektur wird ein empirisch bestimmter Koeffizientensatz verwendet. 74  1.3.3.4 Basissätze  Nach dem Kohn-Sham Formalismus wird die Elektronendichte aus einer Wellenfunktion berechnet, wobei die Gesamt-Wellenfunktion eine Kombination aus Ein-Elektronen-Wellenfunktionen darstellt. Die Form oder Gestalt dieser muss während der Rechnung bestimmt werden. Dabei werden atomzentrierte Funktionen vorgegeben, welche durch Linearkombination Ein-Elektronen-Wellenfunktionen ergeben. Solche Funktionen bilden die Basis für die Ein-Elektronen-Wellenfunktion und werden deshalb als Basissatz bezeichnet. Die mathematische Lösung oder Form für die Basisfunktionen kann der des Wasserstoffs entsprechen und wird Slater-Typ (Slater-Type Orbital, STO) genannt. Alternativ werden einfacher zu integrierende Gauss-Typ-Funktionen (GTF) verwendet. Diese primitiven GTFs haben den Nachteil, dass sie Molekülorbitale in Kernnähe oder großer Entfernung zum Kern nicht gut beschreiben. Durch Kombination mehrerer primitiver GTFs und dadurch eine 
NäheƌuŶg aŶ STOs ǁiƌd dieses Pƌoďleŵ uŵgaŶgeŶ. Diese „koŶtƌahieƌteŶ͞ GTFs 
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bilden die Grundlage für die quantenchemische Berechnung. Als Beispiel sei hier die Notation der Minimalbasis STO-3G erklärt. Es handelt sich um ein Slater-Typ Orbital, welches durch Linearkombination dreier GTFs beschrieben wird. Bei Wahl der minimalen Basis steht für jedes Atom-Orbital genau eine Funktion zur Verfügung. Um die Ausdehnung eines Atom-Orbitals abhängig von 
deƌ BiŶduŶgssituatioŶ ďesseƌ ďesĐhƌeiďeŶ zu köŶŶeŶ, ǁeƌdeŶ „MehƌfaĐh-Zeta͞ 

Basissätze ǀeƌǁeŶdet. Daďei giďt deƌ EǆpoŶeŶt Zeta ;ζͿ die AusdehŶuŶg deƌ FunktioŶ aŶ. DuƌĐh VeƌǁeŶduŶg eiŶes „douďle-zeta͞ Basissatz ǁiƌd die Ausdehnung durch Gewichtung zweier Funktionen angepasst. Um den chemisch wichtigen Valenzbereich besser beschreiben zu können, werden sogenannte split-valence Basissätze verwendet. Dabei werden die inneren Orbitale durch kontrahierte GTFs dargestellt und die Valenz-Orbitale werden durch zwei Funktionen beschrieben: einer kontrahierenden GTF und einer primitiven GTF mit unterschiedlichen Orbitalparametern. In der Notation nach Pople setzt sich der Basissatz 6-31G für ein Kohlenstoff-Atom aus zwei kontrahierenden GTFs zusammen. Die 6 vor dem Minus steht für 6 primitive GTFs, welche zusammen eine kontrahierende GTF darstellen, welche den inneren Bereich (core) beschreiben. Der Valenzbereich wird durch die Zahlen 3 und 1 gekennzeichnet. Dabei beschreiben die Zahlen wie viele primitive GTFs jeweils zusammengefasst werden. Der Valenz-Bereich wird dementsprechend durch insgesamt 4 primitive GTFs beschreiben, von denen die ersten drei zusammengefasst werden. Zusätzlich können diffuse und polarisierende Funktionen berücksichtigt werden. Die diffusen Funktionen erlauben es, Moleküle mit einer diffusen Elektronendichte, wie z.B. Anionen oder Moleküle mit vielen freien Elektronenpaaren, besser zu beschreiben. Bei der Polarisation werden Orbitale gezielter ausgerichtet. Dies wird durch die Berücksichtigung von Funktionen mit höherer Nebenquantenzahl erreicht. Einem p-Orbital wird dabei z.B. ein d-Charakter zugemischt. 56   
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1.3.3.5 Berücksichtigung von Lösungsmitteleffekten  Die Konformationsanalyse wird meistens in der Gasphase, ohne Lösungsmittelmoleküle durchgeführt. Es ist jedoch schon seit längerem bekannt, dass auch das Lösungsmittel Einfluss auf die Gasphasen-Struktur von Molekülen hat. 17,28,41,75 Um die energetischen Einflüsse des Lösungsmittels auf 
die KoŶfoƌŵatioŶ zu eƌŵittelŶ, ǁeƌdeŶ so geŶaŶŶte „Self-Consitent-Reaction-
Field MethodeŶ͞ ;SCRFͿ ǀeƌǁeŶdet. Daďei ǁiƌd aŶgeŶoŵŵeŶ, dass eiŶ solvatisiertes Molekül sich in einem Hohlraum eines kontinuierlichen Lösungsmittels befindet. Das Lösungsmittel hat in diesem Fall keine molekulare Struktur, sondern wird als einheitliche Wolke mit einer festgelegten Dielektrizitätskonstante behandelt. 73 In dieser Arbeit wurde das Polarizable Continuum Model (PCM) verwendet. Durch Betrachtung des Lösungsmittels als Kontinuum anstelle von expliziten Molekülen bleibt der Rechenaufwand praktikabel. 
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2 Aufgabenstellung  Im Rahmen dieser Dissertation sollten die Gasphasenstrukturen von Histidin (8) und verwandten Derivaten untersucht werden. Ein wichtiges Thema sollte die Aufklärung der tautomeren Strukturen des Ergothioneins (1) sein. Ergothionein ist ein Thiourea Derivat des Histidins, welches einen Schwefel im Imidazol-Ring trägt. Zudem ist der N-Terminus permethyliert, wodurch das Molekül eine permanent positive Ladung trägt. Die Bio-Synthese von Ergothionein geht von Histidin über Hercynin (2). Deshalb soll auch Hercynin und sein methyliertes Analogon, Nɸ-Methyl-Hercynin (3), synthetisiert und untersucht werden. Ein weiteres Feld soll die Interaktion solcher Derivate mit Metall-Ionen sein. Dabei werden (Erd-)Alkalimetalle (Na, Ca), sowie weiche Nebengruppenmetalle (Ni) untersucht. 

  Schema 2. Überblick der zu untersuchenden Strukturen. Histidin stellt das zentrale Motiv aller Strukturen dar. Zudem soll die Komplexierung von Metallionen durch diese Strukturen untersucht werden. 
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Um das Verhalten kleiner Proteine besser zu verstehen, soll zudem das Dipeptid des Histidins (8), als Histidinhistidyl-Ligand für Nickel- und Calcium-Ionen, untersucht werden. Auch die Phosphorylierung als wichtige post-translationale Modifikation soll untersucht werden, da diese Modifikation einen Einfluss auf Konformation und Bindungsaffinität hat. Die Gasphasenstrukturen aller Zielmoleküle bzw. Analytkomplexe sollen mittels Computerchemie (Kraftfeld und DFT) und massenspektrometrischer Methoden, sowie Gasphasen-Ionen-Spektroskopie untersucht werde. Die dabei erhaltenen Photodissoziations-Spektren werden mit berechneten IR-Spektren verglichen, um so einzelne Konformere zu identifizieren.   
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3 Ergebnisse und Diskussion 3.1 Ergothionein und anverwandte Histidin Derivate  Wird Histidin in Cyanobakterien, Mykobakterien oder nicht-Hefe ähnlichen Pilzen zunächst N-methyliert, so wird das Trimethylbetain (Hercynin) erhalten. Durch anschließende enzymatische Transformation entsteht Ergothionein (ET). 76-81 Ergothionein unterliegt einem tautomeren Gleichgewicht zwischen Thiol und Thion am C2 des Imidazol Rings (vgl. Schema 2 und 4). Ergothionein wurde bereits vor einem Jahrhundert im Mutterkornpilz entdeckt. 82 Seit der ersten Entdeckung wurden nur wenige weitere ET Analoga aus Pilzen oder Pflanzen isoliert. 83-85 Der Mensch, andere Wirbeltiere oder Pflanzen sind nicht in der Lage Ergothionein selber zu synthetisieren, weshalb sie auf eine Aufnahme durch die Nahrung angewiesen sind. 86,87 Die exakte physiologische Rolle von Ergothionein im Menschen ist noch nicht aufgeklärt. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass ET ein wichtiges zelluläres Antioxidant ist. Bestärkt wird diese These dadurch, dass hohe Konzentrationen von ET besonders in menschlichen Blutzellen, Knochenmark oder der Augenlinse vorkommen, welche besonderen Schutz gegen oxidativen Stress benötigen. 87-90 In neueren Studien wird die Eigenschaft von ET als potentieller Singulett-Sauerstoff-Quencher untersucht. 91,92 
 Schema 3. Oxidation von Glutathion zum Dimer unter Bildung einer Disulfid-Brücke. In neutraler Lösung oder in zellulärem Medium bei physiologischem pH liegt das Gleichgewicht zwischen Thiol und Thion deutlich auf Seite des Thions, was 
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durch Kristallstrukturen belegt wurde. 93 Glutathion (9), ein wasserlösliches Thiol, hingegen liegt als Thiol vor (vgl. Schema 3). 81,94 Im Gegensatz zu Ergothionein bildet Glutathion unter oxidativem Stress leicht Disulfid-Brücken aus. 95 In diesem Teil sollen die tautomeren Strukturen von ET, also das Gleichgewicht von ET, sowie dessen biologischem Vorläufer Hercynin und dem methylierten Analogon mittels IRMPD untersucht werden. Zudem wurden die einfach geladenen Natrium-Addukte in der Gasphase untersucht, da Natrium-Ionen sowohl extrazellular als auch intrazellulär mit Konzentrationen von 140 mM bzw. 10-15 mM vorkommen. 96 3.1.1 IRMPD Spektroskopie und Computerchemische Untersuchungen  Zunächst soll das tautomere Gleichgewicht von ET (Schema 4) in der Gasphase untersucht werden. 
Schema 4. Tautomeres Gleichgewicht von protoniertem ET. Das Thion Tautomer (1+H)s ist die protonierte Form und liegt in der flüssigen Phase unter physiologischem pH hauptsächlich vor. Für diese Studien wurde ET zunächst mittels ESI in die Gasphase transferiert und entweder in einem FT-ICR oder einer Ionenfalle (QIT) gespeichert. 97,98 Dort wurden sie IR-Strahlung von einem FEL (500-2000 cm-1) oder einem OPO (3300-3600 cm-1) ausgesetzt. 43,99,100 Das dadurch erhaltenen Photodissoziations-Spektrum von ET in protonierter Form ist in Abbildung 3 (Seite 27) in schwarz dargestellt. Für die Identifizierung der Gasphasen-Struktur sind als Vergleich fünf berechnete Spektren über das experimentelle Spektrum gelegt. Die computerchemischen Berechnungen wurden von Anthony J.H.M Meijer an der Universität Sheffield durchgeführt. Die berechneten Strukturen zeigen drei 
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unterschiedliche Thiol-Konformere, sowie zwei Thion-Konformere. Die gefundenen Thiole sind ähnlich stabil, wobei Thiol b mit 0 kJ/mol das energetisch günstigste Konformer ist, gefolgt von Thiol c mit 3.9 kJ/mol und Thiol c2 mit 4.8 kJ/mol. Die Thione liegen mit 26.2 kJ/mol (Thion a) und 27.3 kJ/mol (Thion a2) deutlich höher in der Energie und sind somit in der Gasphase ungünstiger. Die in Abbildung 3 (Seite 27) dargestellten Thiol-
KoŶfoƌŵeƌe siŶd iŶ ɸ-Position protoniert. Es wurden auch Rechnungen zu Strukturen, ǁelĐhe iŶ ɷ-Position protoniert sind, durchgeführt. Die Energien der gefunden Strukturen liegt jedoch deutlich höher. In Tabelle 1 (Seite 28) sind alle Schwingungsmodi der Konformere und des experimentellen Spektrums gezeigt. Die zur Akquirierung der Gasphasenspektren verwendeten Fragmente können dem experimentellen Teil entnommen werden. Die IR-Spektren der Thione weisen eine starke C=S Streckschwingung bei 1462 cm-1 auf. Zudem ist eine Kombinationsschwingung, welche hauptsächlich durch eine sogenannte O-H in plane Biege-Schwingung hervorgerufen wird, bei 1140 cm-1 zu erkennen. Eine asymmetrische C=O Streckschwingung bei 1767 cm-1 dominiert das Spektrum zusätzlich. Die Übereinstimmung der berechneten Spektren und des experimentellen Spektrums ist abgesehen von der größeren Intensität der Absorption der C=S Schwingung überzeugend. Im Vergleich dazu zeigt das Spektrum von Thiol c eine bessere Übereinstimmung der Intensitäten. Auch wenn Thiol c nicht die Grundstruktur darstellt, scheint es die vorherrschende Struktur in der Gasphase zu sein. Die berechnete Grundstruktur von Thiol b weist besonders im Bereich der O-H in plane Biege Schwingung (1140 cm-1) keine Absorption auf. Der Grund dafür liegt in der Stabilisierung von Thiol b durch eine Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem Imidazol Nɷ und dem C-terminalen O-H. Durch diese Stabilisierung ist die O-H in plane Biege-Schwingung blauverschoben zu 1480 cm-1. 
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Abbildung 3. Berechnete Spektren der fünf energetisch günstigsten Tautomere von ET (m/z 230) im Vergleich zum experimentellen Spektrum (schwarz). Die berechneten Spektren sind mit einem Faktor von 0.97 (500-2000 cm-1) bzw. 0.957 (3400-3600 cm-1) skaliert. Alle Intensitäten der gerechneten Spektren wurden auf die C=O Streckschwingung normiert um den Vergleich zu vereinfachen. 11  Da die gefundenen Spektren ansonsten konsistent mit dem experimentellen Spektrum sind, wurde zudem der Bereich zwischen 3300-3600 cm-1 untersucht. Dieser Bereich weist im experimentellen Spektrum zwei Banden bei 3490 cm-1 und 3550 cm-1 auf. Diese Banden können den theoretischen Banden der O-H und N-H Streckschwingungen von Thion a und a2, sowie Thiol c und c2 zugeordnet werden. Thiol b hingegen zeigt nur die N-H Schwingungen, da auch in diesem Fall eine Wasserstoffbrücke die Absorption blauverschiebt. Diese Beobachtungen lassen darauf schließen, dass Thiol b, obwohl es das stabilste Konformer ist, in der Gasphase nicht das dominante Konformer ist. Um diese Vermutung weiter zu untermauern, wurden die relevanten Konformere/Isomere von ET in Methanol untersucht, da Methanol-Lösungen für die ESI-MS Experimente verwendet wurde. Für die Berechnungen wurde dabei das PCM verwendet, um zu untersuchen, ob die in Lösung bevorzugte Ionenstruktur von ET in der Gasphase erhalten bleibt. Eine Retention der 
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Konformation wurde bereits für deprotonierte bifunktionelle Säuren, wie 4-Hydroxybenzoesäure, 6-Hydroxynikotinsäure oder trans-para-Cumarsäure mittels IRMPD-Spektroskopie untersucht und gezeigt.28,101,102  Tabelle 1. Bandenlage des experimentellen und der berechneten Spektren von protoniertem ET. Die berechneten Spektren sind mit einem Faktor von 0.97 (FEL-Bereich) bzw. 0.95 (OPO-Bereich) skaliert. Die Lage der Banden ist in Wellenzahlen angegeben. Erklärung der Symbole: ν-Streckschwingung, ɷ-
DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „in plane͞, ɶ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „out of plane͞, β-SĐheƌsĐhǁiŶguŶg, α-Gerüstschwingung. 11   Experiment Theorie Schwingungs-form  (1+H)s (a) (1Nɸ+H)SH (b) (1Nɸ+H)SH(c) (1Nɸ+H)SH (c2) (1+H)s (a2) 
ν;O-H) 3551 3518  3530 3535 3535 
ν;N-H ) 3487 3492 3483 3483 3483 3501 
ν;C=OͿ 1775 1767 1759 1767 1767 1759 
ν;C=CͿ  1559  1567 1558 1559  
ν;C=SͿ 1468 1462/1139    1471 
ɷ;N-H) Imidazol 1468   1471 1468 1471/ 1139 
ɶ;BetaiŶͿ 1402  1235 1401  1401 
ɷ;C-H)   1382/1322    1261 
ɶ;CH2)   1271 1340 1319  
ɷ;O-H)  1468 1322/1217/1139 1479 1322/ 1130 1138  
ν;N-C-N)    1409    
ν;C-N=C-C)    1296   
α 1216   1200   
ν;HC-NH) 1061/1096 1069 1086 1078 1390 1069 
ν;CH2-CH)  962 973     
ν;C-N(CH3)3) 962/837 938/825 877 973/830 860 877 
ν;N-CH3 )  912  921   
ɷ;S-H) 871   886   HN-C-NH      938 
ɶ;HO-C=O) 765   772   
ɶ;C-H) Imidazol  772  746 756  
β(HO-C=O) 648   641   
ɶ;O-H) 583 598  598 631/687 702 
ɶ;N-H) Imidazol 571 563 563 545 556 562  In einer polaren Methanol-Lösung ist die energetisch günstigste Form das Tautomer Thion a2, welches in der Gasphase mit 27.3 kJ/mol im Vergleich zur Grundstruktur von Thiol b, das ungünstigste Isomer darstellte. Zudem sind die Thiole b und c 19.9 bzw. 33.5 kJ/mol und Thion a 5.5 kJ/mol ungünstiger als Thion a2. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den bisher gefundenen 
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Kristallstrukturen unter physiologischen Bedingungen von ET. 103 Um zu verstehen, wie dieser Unterschied zwischen Gas- und Flüssiger-Phase zustande kommt, wurde der mechanistische Verlauf der Isomerisierung von Thion a2 zu Thiol b in der Gasphase theoretisch untersucht. 

 Abbildung 4. Reaktionsprofil der Isomerisierung von Thion a2 zu Thiol b in der Gas-Phase. 11 In Abbildung 4 ist zu erkennen, dass die Energiebarriere für die Transformation von Thion a2 zu Thiol b extrem hoch ist. Zunächst muss ein Übergangszustand mit 136.2 kJ/mol erreicht werden. In Methanol ist die Barriere sogar 167.2 kJ/mol hoch. Dieser Prozess ist als solcher exergonisch mit -5.5 kJ/mol und die nachfolgende Isomerisierung des Intermediates zu Thiol b muss nur eine vergleichsweise geringe Energiebarriere von 19.3 kJ/mol überwinden. Diese Daten belegen, dass die dominante Form von protoniertem ET in der Gasphase nicht die Thiol-Form, sondern die Thion-Form darstellt. Die IR-Ionen-Spektren und Theorie stehen im Einklang, und deuten darauf hin, dass die 
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Ionenstruktur, welche in Lösung bevorzugt wird, in die Gasphase transferiert wird und durch eine kinetische Hinderung erhalten bleibt. In Abbildung 5 und   Abbildung 6 (Seiten 30, 31) sind die experimentellen und berechneten Spektren von Hercynin und Nɸ-Methyl-Hercynin gezeigt, mit m/z 198 bzw. 212. Die experimentellen Spektren sind in schwarz dargestellt. Die für die Generierung des Spektrums verwendeten Fragmentionen können dem experimentellen Teil entnommen werden. Für beide Ionen wurden jeweils drei Konformere a, b und c durch computerchemische Analyse bestimmt. Wie auch schon bei dem protonierten ET sind die Gasphasen Grundstrukturen c jeweils durch eine Wasserstoffbrücke zwischen dem Imidazol Nɷ und dem C-terminalen O-H stabilisiert. 

Abbildung 5. Berechnete IR Spektren der drei energetisch günstigsten Konformere des protonierten Hercynins (2Nɸ+H) im Vergleich zu dem IRMPD Spektrum des Molekülions bei m/z 198. Die Bandenlage aller Konformere ist Tabelle 2 zu entnehmen. Die berechneten Spektren sind mit einem Faktor von 0.97 
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(500-2000 cm-1) skaliert. Alle Intensitäten der gerechneten Spektren wurden auf die C=O Streckschwingung normiert, um den Vergleich zu vereinfachen. 11 Auch in diesem Beispiel führt diese Wasserstoffbrücke zu einer Blauverschiebung der O-H in plane Biege-Schwingung. Zu erkennen ist dies an der fehlenden Absorption in den berechneten Spektren bei 1140 cm-1. Alle anderen Banden hingegen werden gut repräsentiert. Die Zuordnung aller Banden kann Tabelle 2 (Seite 32) entnommen werden. Durch die bereits erlangten Erkenntnisse aus der ET Studie, wurden auch hier die berechneten Strukturen in Methanol untersucht. Interessanterweise ist die Energieordnung in Methanol genauso wie in der Gasphase. Die relativen Energien ändern sich, jedoch nicht die Reihenfolge der Strukturen. Um diesen scheinbaren Wiederspruch zu untersuchen, wurden weitere Rechnungen durchgeführt. Dabei wurde eine partielle Solvat-Hülle um die Ionen simuliert. 

  Abbildung 6. Berechnete IR Spektren der drei energetisch günstigsten Konformere des protonierten Nɸ-Methyl-Hercynins (3Nɸ+H) im Vergleich zu dem IRMPD Spektrum des Molekülions bei m/z 212. Die Bandenlage aller Konformere ist Tabelle 3 zu entnehmen. Die berechneten Spektren sind mit einem Faktor von 0.97 (500-2000 cm-1) skaliert. Alle Intensitäten wurden auf die C=O Streckschwingung normiert um den Vergleich zu vereinfachen. 11   
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Diese lässt im Vergleich zum PCM Wasserstoffbrücken zwischen Ionen und dem Lösungsmittel zu. Die Ergebnisse dieser Berechnungen sind in Abbildung 7 zu sehen.   
 Abbildung 7. Vier simulierte partielle Solvat-Hüllen für die energetisch günstigsten Hercynin-Konformere a-c. Figur (d) ist ein Isomer von (c), bei dem das Proton der Säurefunktion auf den Imidazol Ring übertragen wurde. Die Figuren (a)-(d) sind nach ihrer Energie geordnet, wobei (a) die günstigste Struktur mit 0.0 kJ/mol darstellt, gefolgt von (b) mit 1.7 kJ/mol, (c) mit 10.1 kJ/mol und (d) mit 12.3 kJ/mol. 11  Es ist zu erkennen, dass zwei Methanol-Moleküle über Wasserstoff Brücken mit der Carbonsäure Gruppe interagieren. Die intramolekulare Wasserstoffbrücke in Konformer c verhindert eine solche Interaktion, wodurch dieses Konformer bei einer partiellen Solvat-Hülle energetisch am ungünstigsten wird. Durch die strukturelle Ähnlichkeit von Hercynin und Nɸ-Methyl-Hercynin wird angenommen, dass der gleiche Effekt auch hier eine Rolle spielt. Die Rechnungen zeigen, dass für Hercynin und Nɸ-Methyl-Hercynin in der Gas-Phase nicht die Grundstruktur vorliegt, sondern die energetisch ungünstigeren Konformere a und b, welche keine intramolekularen Wasserstoffbrücken aufweisen.  Tabelle 2. Bandenlage des experimentellen und der berechneten Spektren des protonierten Hercynins 

;ϮNɸ+HͿ. Die ďeƌeĐhŶeteŶ SpektƌeŶ siŶd mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die Lage der Banden ist in 
WelleŶzahleŶ aŶgegeďeŶ. EƌkläƌuŶg deƌ SǇŵďole: ν-StƌeĐksĐhǁiŶguŶg, ɷ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „in plane͞, ɶ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „out of plane͞, β-SĐheƌsĐhǁiŶguŶg, α-GeƌüstsĐhǁiŶguŶg, τ-Torsionsschwingung. 11   Experiment Theorie Schwingungsform   ;ϮNɸ+HͿ (a) ;ϮNɸ+HͿ ;ď) ;ϮNɸ+HͿ ;Đ) 
ν;C=OͿ + ɷ;O-H) 1781 1759 1767 1759 
ν;C=CͿ    1549 1549 1558 
ν;HC=NͿ + β;CH3) 1488 1479/1444  1479   
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β(CH2)     1444   
ν;HC-NH) 1423 1418/1069 1409/1069   
ɷ;HOOCC-H)   1322 1374   
ɷ;O-H)     1305 1471 
ɷ;C-H) Imidazol 1229 1217 1226   
ɶ;CH2)   1348   1287 
ɶ;CH3)   1104     
ν;C-OH) 1139 1139 1139   
ɶ;BetaiŶ)       1235 
τ;CH3)     1113 1209 
ν;C=N=CͿ       1069 
ν;HC-CH2)     1008   
ɷ;CH2) 980 886 973   
ν;N-CH3)   921 922   
ν;C-N(CH3)3)     859 877 
ɶ;C-H) Imidazol 842 826 833 833 
ɶ;O-H)     781 990 
β;COOHͿ 657 641   659 
ɶ;IŵidazolͿ 576 580 685 589   Tabelle 3. Lage der Banden des experimentellen Spektrums von Nɸ-Methyl-Hercynin (3Nɸ+H), sowie der drei energetisch günstigsten Konformere. Die berechneten Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 

skalieƌt. Die Lage deƌ BaŶdeŶ ist iŶ WelleŶzahleŶ aŶgegeďeŶ. EƌkläƌuŶg deƌ SǇŵďole: ν-Streckschwingung, 
ɷ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „in plane͞, ɶ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „out of plane͞, β-SĐheƌsĐhǁiŶguŶg, α-
GeƌüstsĐhǁiŶguŶg, τ-Torsionsschwingung. 11   Experiment Theorie Schwingungsform   ;ϯNɸ+HͿ ;a) ;ϯNɸ+H) (b) ;ϯNɸ+HͿ ;c) 
ν;C=OͿ+ ɷ;O-H) 1782 1759 1767 1758 
ν;C=CͿ 1521   1549 1556 
ν;N=CͿ + ɷ;CH3) Imidazol 1487 1488 1488 1502 
β;CH3)   1444   1478 
ν;HC-COO) 1418 1418/886     
ɶ;CH2)   1357   1300 
ɶ;BetaiŶͿ   536 1444 1214 
ɶ;CH3) Imidazol     1418   
ɷ;HOOCC-H)   1322 1374   
ɷ;O-H)    1278 1305 1020/1005 
ɷ;C-H) Imidazol 1230 1217     
ν;C-OH)   1139     
τ;CH3) Imidazol + 
ν;H CN=CH) 1046 1051     
ɷ;CH2)   982     
ν;C-N(CH3)3)   921 1261 881 
ɷ;;N=ͿC-H) 1230   1235 826 
ɷ;O-H) 1141   1139   
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ν;CH2-CH)     1008   
τ;IŵidazolͿ 991   982   
ν;N-CH3) Betain 952   955   
α;BetaiŶͿ     929   
ν;C-N(CH3)3)     859   
ɶ;;N=ͿC-H) 832   825   
α     781   
ɶ;;C=ͿC-H)     763   
ɷ;;C=ͿC-H)       1145 
β;COOHͿ 657 650     
ɶ;O-H) 622 624/589 667/641/589   
ɶ;IŵidazolͿ   825/711 628 625  Um den Einfluss eines physiologisch wichtigen Alkalimetalls auf das tautomere Gleichgewicht von ET, sowie die Änderung der Konformation zu untersuchen, wurden von den drei bereits untersuchten Verbindungen ebenfalls die kationischen Natrium Addukte genauer studiert. Die für die Generierung der Spektren verwendeten Fragmentionen können der jeweiligen Sektion im experimentellen Teil entnommen werden. In Abbildung 8 (Seite 35) ist das experimentelle Spektrum des Natrium Komplexes von ET ((1N+Na)S ďzǁ. ;ϭNɸ+NaͿSH) mit m/z 252 in schwarz dargestellt. Dieses Spektrum wurde in einer späteren Messung aufgenommen, da in der vorherigen Messung aus Zeitgründen nur der Bereich von 1900 bis 1000 cm-1 aufgenommen werden konnte. Dieses an einem FT-ICR aufgenommene Spektrum ist in orange dargestellt. Um die Identität der Gasphasen Struktur zu klären, wurden DFT-Rechnungen durchgeführt und die energetisch günstigsten Konformere ebenfalls in Abbildung 8 eingefügt. Die Bandenlage und Zuordnung kann Tabelle 4 (Seite 36) entnommen werden. 
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Abbildung 8. Berechnete IR Spektren von drei möglichen Natrium Addukten des ET. Schwarz und orange stellen die experimentellen Spektren des Komplexes bei m/z 252 dar. Das schwarze Spektrum wurde an einer QIT aufgenommen und das orangene im Bereich von 100-1800 cm-1 an einem FT-ICR. Die berechneten Spektren sind mit einem Faktor von 0.97 (500-2000 cm-1) skaliert. Alle Intensitäten der gerechneten Spektren wurden auf die C=O Streckschwingung normiert um den Vergleich zu vereinfachen. 11  In der obersten Zeile von Abbildung 8 ist das energetisch am wenigsten favorisierte Thiol a mit einer Energie von 42.8 kJ/mol dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die C=O Streckschwingung des experimentellen Spektrums bei 1645 cm-1 nicht zu der Bandenlage des berechneten Spektrums passt. Zudem fehlt die Absorption bei 1483 cm-1. In der mittleren Zeile der Abbildung ist das gerechnete lineare IR Spektrum eines weiteren Thiol Konformers b abgebildet. Thiol b ist mit 19 kJ/mol stabiler als Thiol a, jedoch nicht die Grundstruktur. Die Lage der Carbonyl-Bande passt für Thiol b besser, da hier das Natrium-Ion an beide Sauerstoff-Atome des Carboxylates, sowie einen Imidazol-Stickstoff koordiniert. Für Thiol a koordiniert das Natrium-Ion nur an einen der beiden Sauerstoffe. Jedoch ist hier die Absorption bei 1483 cm-1 geringer als im experimentellen Spektrum. Thion c in der untersten Zeile bildet die experimentellen Spektren hingegen gut ab und ist energetisch das bei weitem günstigste. Die Koordination des Natrium Ions an die beiden Sauerstoffe der 
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deprotonierten Säure führt zu einer Übereinstimmung in der Bandenlage der C=O Streckschwingung. Eine weitere Bande bei 1480 cm-1 kann nur in diesem Tautomer gefunden werden. Tabelle 4. Bandenlage der experimentellen Spektren des Natrium-Komplexes von ET, sowie der drei energetisch günstigsten Konformere. Die berechneten Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 
skalieƌt. Die Lage deƌ BaŶdeŶ ist iŶ WelleŶzahleŶ aŶgegeďeŶ. EƌkläƌuŶg deƌ SǇŵďole: ν-Streckschwingung, 
ɷ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „in plane͞, ɶ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „out of plane͞, β-SĐheƌsĐhǁiŶguŶg, α-
GeƌüstsĐhǁiŶguŶg, τ-Torsionsschwingung. 11  Experiment QIT Experiment FT-ICR Theorie Schwingungsform   ;ϭNɸ+NaͿSH (a) ;ϭNɸ+NaͿSH (b) (1+Na)S (c) 
ν(COO) 1648 1645 1698 1636 1636 
ν(C=S ) + ɷ(N-H) 1487/1470 1483   1474/1165 
ν(C=C)    1549 1540  
β(CH3)   1497 1497  
ɶ(CH3) 1430  1436  1401 
ɷ(N-H) Imidazol    1444  
ν(N=C=N) 1374 1373 1392 1401  
ɶ(CH2) + ν(C-COO)  1356/1343 1348  1366 1366 
ɶ(CH2) + ɷ(OOCC-H )   1322 1331  
τ(CH2)   1217 1270  
ν(C-N(CH3)3)     1252 
ɶ(Betain)    1226 1235 
ɷ(OOCC-H) 1169/1152 1167  1191 1340 
ν(HC-NH) 1082  1086 1086 1069 
ν(C-N(CH3)3) 948/813    937/807 
ɶ(C-H) Imidazol 765    772  Hier absorbiert die C=S Streckschwingung, welche eine eindeutige Identifikation dieser tautomeren Form zulässt. Um Thiol b ausschließen zu können, wurden auch hier die Energien in Methanol berechnet. Es konnte gezeigt werden, dass Thion c auch bei Verwendung des PCM Modells die mit Abstand energetisch günstigste Form ist. Tautomer a hat eine Energie von 39.7 kJ/mol und b eine Energie von 43.1 kJ/mol. Aufgrund dieser Datenlage wird darauf geschlossen, dass der ET-Natrium Komplex wie bereits das protonierte ET als Thion vorliegt. Zusätzlich zu diesem Datensatz wurden auch die Natrium Komplexe von Hercynin (2Nɸ+Na) und Nɸ-Methyl-Hercynin (3Nɸ+Na) untersucht und mit 
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berechneten Spektren verglichen. In Abbildung 9 sind die für den Hercynin-Natrium-Komplex als energetisch günstigste Konformere identifizierten Strukturen, sowie deren IR Spektrum gezeigt. In schwarz ist das IRMPD Spektrum von (2Nɸ+Na) bei m/z 220 gezeigt. Die zur Generierung des Spektrums verwendeten Fragmentionen können dem experimentellen Teil entnommen werden. Ähnlich zu Thiol a ;ϭNɸ+NaͿSH, ist die C=O Streckschwingung des energetisch ungünstigsten Konformers a (16.2 kJ/mol) blauverschoben. 

Abbildung 9. Berechnete IR Spektren von drei möglichen Natrium Addukten des Hercynins mit m/z 220. Schwarz stellt das experimentelle Spektrum dar. Die berechneten Spektren sind mit einem Faktor von 0.97 (500-2000 cm-1) skaliert. Alle Intensitäten der gerechneten Spektren wurden auf die C=O Streckschwingung normiert, um den Vergleich zu vereinfachen. 11  Das Natrium-Ion wird hier ebenfalls nur durch einen Sauerstoff und einen Imidazol-Stickstoff komplexiert. Dadurch kommt es zu einer Stärkung der Doppelbindung des ungebundenen Sauerstoffs, was zur Folge hat, dass die Carbonyl-Bande blauverschoben ist. Auch Konformer b mit einer Energie von 13.2 kJ/mol weist eine Verschiebung der C=O Streckschwingung im Vergleich zum experimentellen Spektrum auf. Das Natrium-Ion ist bei Konformer b durch 
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beide Sauerstoffe der Säurefunktion komplexiert. Dadurch werden die C=O Bindungen geschwächt und es kommt zu einer Rotverschiebung. Die Grundstruktur von Konformer c (0.0 kJ/mol) hingegen bietet drei Komplexierungsstellen (beide Sauerstoffe, sowie Nɷ des Imidazol-Rings). Dadurch stimmen die Bandenlage von Experiment und Rechnung überein. Diese Verschiebungen der Frequenzen wurden bereits von Armentrout für protoniertes Histidin festgestellt. Je nachdem, ob eine Wasserstoffbrücke zwischen dem OH und dem Nɷ des Imidazol-Ringes vorhanden ist, ist die Carbonyl-Bande rot- oder blauverschoben. 104 Zudem stellte er fest, dass die Lage der Carbonyl-Bande in Histidin-Alkalimetall-Komplexen mit zunehmendem Ionenradius des Metalls blauverschoben wird. 105 Tabelle 5 können die genauen Bandenlagen und deren Zuordnung entnommen werden. Tabelle 5. Bandenlage der experimentellen SpektreŶ des Natƌiuŵ Koŵpleǆes ǀoŶ ;ϮNɸ+NaͿ, sowie der drei energetisch günstigsten Konformere. Die berechneten Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 
skalieƌt. Die Lage deƌ BaŶdeŶ ist iŶ WelleŶzahleŶ aŶgegeďeŶ. EƌkläƌuŶg deƌ SǇŵďole: ν-Streckschwingung, 
ɷ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „in plane͞, ɶ-DeformationssĐhǁiŶguŶg „out of plane͞, β-Scherschwingung, τ-Torsionsschwingung. 11  Experiment Theorie Schwingungsform  ;ϮNɸ+NaͿ ;aͿ ;ϮNɸ+NaͿ ;ďͿ ;ϮNɸ+NaͿ (c) 

ν(COO) 1644 1698 1593 1636 
ν(C=C) 1570 1558 1545 1549 
β(CH3) 1487/1428 1488/1427 1497 1488 
τ(CH3)   1479/1444/1113  
ɶ(CH3)  1401 1409  
β(CH2 )    1427 
ν(HC-COO) 1383 1322 1374 1374 
ɶ(OOCC-H)+ ɶ(CH2)   1348  
τ(CH2)  1174/676 1261  
ɶ(CH2)    1331 
ɷ(H-C) Imidazol + τ(CH3)     1217 1226 
ν(OOC-CH)+ τ (CH2)       1174 
ν(HC-NH)     1069 1519/1078 
ν(HC=NH) 1126/1081 1121/1069   
ν(C=N-C) 972 973   
ν(C-N(CH3)3)  868   
ɷ(CH2) 972 825 973/903 964/877 
ν(N-CH3)  921 929 929/711 
ɷ(CH2) + ν(C-COO)    842 
ɶ((N=)C-H)+ 
ν(C-N(CH ) )    807 
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β(COO)  798   
ɶ((C=)C-H) 822 737 816 763 
τ(Imidazol)   632 685 
ν(HC-CH2)    606 
ɶ(Imidazol) 561 571 554 571  Für den Natrium Komplex von Nɸ-Methyl-HeƌĐǇŶiŶ ;ϯNɸ+NaͿ ǁuƌde eiŶ IRMPD Spektrum mit m/z 234 aufgenommen und mit den drei als energetisch günstigsten Konformeren a, b und c verglichen. Die Konformere a und b sind ähnlich stabil mit relativen Energien von 15.3 bzw. 15.1 kJ/mol. Konformer c stellt die Grundstruktur (0.0 kJ/mol) dar. Die Spektren sind in Abbildung 10 gezeigt. 

 Abbildung 10. BeƌeĐhŶete IR SpektƌeŶ ǀoŶ dƌei ŵögliĐheŶ Natƌiuŵ AddukteŶ ǀoŶ ;ϯNɸ+NaͿ ŵit m/z 232. Schwarz stellt das experimentelle Spektrum dar. Die berechneten Spektren sind mit einem Faktor von 0.97 (500-2000 cm-1) skaliert. Alle Intensitäten der gerechneten Spektren wurden auf die C=O Streckschwingung normiert um den Vergleich zu vereinfachen. 11  
Die KoŶfoƌŵeƌe ǀoŶ ;ϯNɸ+NaͿ siŶd iŶ Bezug auf ihƌe KoŵpleǆieƌuŶg aŶalog zu 

deŶeŶ ǀoŶ ;ϮNɸ+NaͿ. KoŶfoƌŵeƌ a zeigt dadurch die gleiche Blauverschiebung der Carbonyl-Bande und Konformer b eine Rotverschiebung eben dieser. Die Bandenlage von Konformer c und dem experimentellen Spektrum hingegen 
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stimmen erneut überein. Eine Übersicht aller Bandenlagen und eine Zuordnung der zugehörigen Schwingung kann Tabelle 6 (Seite 40) entnommen werden.  Tabelle 6. Bandenlage deƌ eǆpeƌiŵeŶtelleŶ SpektƌeŶ des Natƌiuŵ Koŵpleǆes ǀoŶ Nɸ-Methyl-Hercynin, sowie der drei energetisch günstigsten Konformere. Die berechneten Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die Lage der Banden ist in Wellenzahlen angegeben. ErkläƌuŶg deƌ SǇŵďole: ν-
StƌeĐksĐhǁiŶguŶg, ɷ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „in plane͞, ɶ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „out of plane͞, β-
SĐheƌsĐhǁiŶguŶg, α-GeƌüstsĐhǁiŶguŶg, τ-Torsionsschwingung. 11   Experiment Theory Schwingungsform   ;ϯNɸ+NaͿ ;aͿ ;ϯNɸ+NaͿ ;ďͿ ;ϯNɸ+NaͿ ;ĐͿ 

ν(COO) 1642 1703 1595 1633 
ν(HC=N) + ɶ(CH3) Imidazol 1514/1489 1502 1486/1408 1494 
ɶ(CH3) Betain   1432/1401     
β(CH2 Scissoring 1424     1424 
ɷ(CH) + β(OOCC-H) 1384/1354 1323 1377   
ɷ(OOCC-H)    1207     
ν(HC-COO)       1370 
ν(H3CN-CH)       1339 
ɶ(CH2) + ɷ(OOCC-H)        1315 
τ(CH2)     1253 1292 
ɷ(C-H) Imidazol 1239   1346 1230 
τ(CH2) + ɷ(OOCC-H)  1173     1176 
ν((C=)N-C(=N)) 979 989 1284   
ɷ((C=)C-H)  1158 1152 1145 1152 
ɷ(H) Imidazol     1222   
τ(CH3) Betain   803 1447/1121 1114 
τ(CH3) Imidazol     1051 178 
ν(CH2-CH)       1020 
ν(N-CH3) Betain   920     
ν(Imidazol)       966 
α 944     935 
ɷ(CH2)   1176 896 873 
ɷ(CH2)+ ν(HC-COO)       842 
ɷ(CH2) + ɶ(H) Imidazol   826     
ν(C-N(CH3)3) 875/820 873   811 
ν(H2C-C) Imidazol     733   
ɶ((C=)C-H)   764 710 757 
ɶ((C=)C-H )+ 
ν(C-N(CH ) )   733 811 710 
ɶ(COO)     679   
τ(Imidazol)   987   687 
ɶ(Imidazol)   625   625  Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das tautomere Gleichgewicht von Ergothionein sowie zwei weiteren Histidin Derivaten mittels IRMPD 
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Spektroskopie und DFT Rechnungen untersucht werden konnte. Es wurde festgestellt, dass weder ET, noch Hercynin, ŶoĐh Nɸ-Methyl-Hercynin in der Gasphase in der Grundstruktur, also der Struktur mit der geringsten Energie, gefunden werden konnten. Durch Untersuchung der einzelnen Strukturen, sowie des Isomerisierungspfades von ET wurde gezeigt, dass diese Moleküle die in Lösung günstigste Struktur in der Gasphase beibehalten. SolĐhe „CaƌƌǇ Oǀeƌ͞ Phänomene sind nicht unbekannt. Die Gruppe um Gert von Helden untersuchte bereits 2016, unter welchen Bedingungen es möglich wird, die Konformation von Proteinen aus der Lösung in die Gasphase zu übertragen. Sie konnten 
zeigeŶ, dass füƌ β-Lactoglobulin und Myoglobin die Sekundär- und Tertiärstrukturen bei sanftem Transport in die Gasphase erhalten bleiben. 14 Ein Jahr zuvor zeigt die gleiche Gruppe am Beispiel von Benzocain, dass das beim ESI Prozess verwendete Lösungsmittel Einfluss auf die Protonierungsstelle und somit die Gasphasenstruktur hat. Sie zeigten, dass im Fall von Benzocain bei Verwendung von aprotischen Lösungsmittel die energetisch günstigste Struktur 
iŶ LösuŶg kiŶetisĐh „gefaŶgeŶ͞ ǁiƌd uŶd so ohŶe VeƌäŶdeƌuŶg iŶ die Gasphase transferiert wird. 106 Für die Natrium-Komplexe dieser Moleküle konnte gezeigt werden, dass diese in der Gasphase die berechnete Grundstruktur annehmen. Besonders interessant ist dies für ET+Na, dessen Grundstruktur eindeutig als Thion identifiziert werden konnte. Diese Ergebnisse können helfen die Anti-Oxidativen Eigenschaften von ET unter physiologischen Bedingungen zu verstehen. Wenn ET bei Anwesenheit von Natrium-Kationen als Thion und nicht als Thiol vorliegt, kann es keine Disulfid-Brücken ausbilden. Weitere Experimente mit Kalium wären an dieser Stelle sinnvoll, da die Konzentration von K+ intrazellulär bei 140 mM liegt und damit ca. 10-mal höher als die Konzentration von Na+. 107 Interessant ist hier nicht nur die unterschiedliche Konzentration, sondern auch der vergrößerte Ionenradius des Kaliums. Dunbar zeige 2009, dass sich, bei zunehmendem Ionenradius von Erdalkalimetallen, die 
ďeǀoƌzugte KoŶfoƌŵatioŶ ǀoŶ HistidiŶ ǀoŶ eiŶeƌ „Chaƌge SolaǀtioŶ͞ Stƌuktuƌ zu 
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einer Salzbrücke ändert. 108 Das durch oxidativen Stress von Histidin entstehende Oxo-Histidin wäre ein weiteres interessantes Molekül um die Effekte der Chalkogene zu untersuchen. Leider konnte während dieser Arbeit kein synthetischer Zugang zu diesem Analyten gefunden werden.    
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3.2 Histidin-Metall Komplexe  Histidin (His) ist durch seine Imidazol-Seitenkette amphoter. D.h. bei neutralem pH-Wert kann es sowohl als Base als auch als Säure fungieren. 109 Dieses Verhalten wird bei der Immobilisierte-Metallionen-Affinitätschromatographie (immobilizes metall ion affinity chromatography, IMAC) ausgenutzt. 
 Abbildung 11. Histidin mit seinen drei potenziellen Bindungsstellen für Kationen. Die Bindungsstellen sind in Rot dargestellt. Durch seine Struktur bietet Histidin drei potenzielle Bindungsstellen für Metall- oder Übergangsmetall-Kationen an (vgl. Abbildung 11): Die Carboxyl-Gruppe, den Imidazol Stickstoff sowie der Amino-Gruppen Stickstoff. Bei der IMAC werden nun Nickel Kationen in eine Matrix eingebracht und das zu reinigende Protein wird mit einem His-tag versehen. Also mit einem Rest, welcher in der Regel 6 konsekutive Histidin-Reste trägt. Passiert ein Protein die Nickel-Kationen so wird es über den His-tag „festgehalteŶ͞, ǁähƌeŶd die ŶiĐht erwünschten Verunreinigungen die Matrix ohne Interkationen passieren. Um die His-tags wieder vom Nickel zu lösen, wird mit einer leicht sauren Lösung eluiert, wodurch die Imidazol-Ringe protoniert werden und so ihre Affinität zum Kation verlieren. 1,4,110 Proteine mit aufeinanderfolgenden Histidin Resten können in der Natur häufig in intrinsisch ungeordneten Proteinen 2,3, Schlangengift, oder der Interchromatin-Granula gefunden werden. 1 Die Funktion dieser Histidin-reichen Domänen ist bisher nicht bekannt. Es ist jedoch bekannt, dass sie Bindungsstellen für Übergangsmetalle, wie Cu2+ oder Ni2+, darstellen und somit für den Metall Ionen Transport in der Zelle zuständig sind. 1,4 Die genaue Koordination von solchen Übergangsmetallen zu Histidin-reichen Domänen ist aber ebenfalls noch nicht aufgeklärt. Um diese Koordinationsmotive zu untersuchen, werden vereinfachte kationische 
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Komplexe von Histidin mit Nickel und Calcium in der Gasphase untersucht. Nickel und Calcium unterscheiden sich deutlich in ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften. Nickel ist ein typisches spätes Übergangsmetall mit einem kleinen Ionenradius von 0.69 Å. Nickel zeigt eine hohe Affinität zu Lewis-basischen Atomen in Liganden, wie z.B. Stickstoff. 111-113 Zudem können Nickel-Komplexe durch die d-Orbitale des Nickels verschiedene Geometrien einnehmen. Je nach Ligandenfeldaufspaltung sind diese oktaedrisch, tetraedrisch oder quadratisch planar. Calcium als Erdalkalimetall weist einen größeren Ionenradius auf (0.99 Å) und ist leichter polarisierbar. Dadurch ist die Bindungsaffinität zu Peptid-Liganden geringer.  3.2.1 [Ni2+(His-H)]+  Zunächst sollte der Komplex von einem einzelnen deprotonierten His mit Nickel in der Oxidationsstufe +II mittel ESI-MS untersucht werden. Dazu wurde eine Lösung aus NiCl2 und Histidin hergestellt und entsprechend verdünnt. Es wurde erwartet den Komplex mit einem m/z 212 zu detektieren. Dies war jedoch nicht der Fall. 
 Schema 5. Komplex 11 sollte untersucht werden, wurde jedoch nicht detektiert. Stattdessen wurden die Komplexe 12 und 13 gefunden. Es wurde ein zweifach geladener Komplex mit ebenfalls m/z 212, sowie ein weiterer Komplex mit m/z 367 detektiert. Dieser wurde als [Ni2+(His)(His-H)]+ identifiziert. In Schema 5 sind die Komplexe mit zugehörigem m/z abgebildet. 
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Durch Verwendung von Nickelacetat und Pyridin als Base sollte eine Deprotonierung des Histidins erfolgen und somit auch [Ni2+(His-H)]+ zugänglich sein.114 Doch auch in diesem Fall konnte nur Komplex 13 mit m/z 367 gefunden werden. Es wurde versucht durch Aktivierung der Komplexe mit CID diese so zu fragmentieren, dass ein intaktes Histidin-Molekül auf der einen und der Histidyl-Nickel-Komplex auf der anderen Seite entstehen. Dies gelang jedoch nicht, da bei diesen Versuchen die Histidin-Reste fragmentierten, ohne sich jedoch vom Nickel-Kation zu lösen. Diese Phänomene wurden bereits von Armentrout et al. beobachtet. 105,115 Die Gruppe untersuchte unter anderem Histidin Komplexe mit Cadmium und Zink. Auch sie erhielten nur [M2+(His)(His-H)]+ mit M = Cd, Zn. Jedoch waren sie in der Lage durch Verwendung eines cw-CO2 Lasers für die Fragmentierung auch die [M2+(His-H)]+ Komplexe zu generieren.  3.2.2 [M2+(His)(His-H)]+  Da die monomeren Komplexe von Histidin mit Nickel nicht untersucht werden konnten, wurden die entsprechenden Komplexe mit zwei Histidin-Liganden untersucht, wobei jeweils ein Ligand deprotoniert vorlag, untersucht. Dabei sollten sowohl Nickel Komplexe, als auch Komplexe mit Calcium untersucht werden. Die Gruppe um Dunbar untersuchte ebenfalls die Bindungsmotive von solchen Aminosäure-Komplexen mit Metallen mittels IRMPD. Sie untersuchten die Interaktion von Phenylalanin, einer, wie auch Histidin, aromatischen Aminosäure, mit Zink [Zn2+(Phe)(Phe-H)]+. 99 Während der Untersuchung stellte die Gruppe fest, dass durch die beiden nicht miteinander verbundenen Liganden eine extrem große strukturelle Vielfalt vorhanden ist, wodurch Sie sich bei der computerchemischen Analyse auf bereits bekannte Strukturmotive beschränkten. 
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 Abbildung 12. Die energetisch günstigste Struktur der [Zn2+(Phe)(Phe-H)]+ Komplexe. Diese liefert auch die beste Übereinstimmung zwischen theoretischem und experimentellem Gasphase-IR-Spektrum. Aus 99. Die beste Übereinstimmung zwischen theoretischem und experimentellem IR-Spektrum lieferte dabei eine Koordination der Liganden über die π-Elektronen der Aromaten, sowie der Amino-Stickstoffe und jeweils einem Sauerstoff des C-Terminus. Die Struktur ist in Abbildung 12 gezeigt. 3.2.2.1 IRMPD Spektroskopie und Computerchemische Untersuchungen  Für die untersuchen Komplexe wurden Photodissoziations-Spektren im Bereich von 500 – 1900 cm-1 aufgenommen. Die für die Photodissoziations-Spektren verwendeten Fragmentionen können dem entsprechenden Unterkapiteln im experimentellen Teil entnommen werden. Für eine Identifizierung der Konformere wurden lineare IR Spektren berechnet. Abbildung 14 zeigt das experimentelle Spektrum von [Ni2+(His)(His-H)]+ mit m/z 367. Mittels DFT-Rechnungen wurden drei ähnlich stabile Konformere a, b und c identifiziert. Das Nickel(II) Kation mit einer Elektronenkonfiguration von [Ar]3d8 kann verschiedene Koordinations-Motive annehmen. Typisch sind quadratische, diamagnetische low spin Komplexe, bei denen die vorhandenen Elektronen alle gepaart vorliegen, oder paramagnetische, oktaedrische Komplexe, bei denen den zwei Elektronen ungepaart vorliegen. Ob ein Komplex oktaedrisch der quadratisch ist, hängt von den Liganden ab und lässt sich oft schon anhand der Farbe abschätzen. Quadratische Komplexe sind meist Gelb oder Rot und 
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oktaedrische Komplexe Grün bis Violett. 116 Die Lösung des hier untersuchten Komplexes zeigte eine starke violette Färbung. Dies und die Kristallstruktur des bis(histidino)Nickel-Komplexes, welche eine oktaedrische Struktur zeigt 117, gaben Anlass dazu, Nickel bei den Berechnungen als Triplett zu betrachten. Die berechneten Spektren sind ebenfalls in Abbildung 14 (Seite 48) dargestellt. In den drei berechneten Strukturen ist das Nickel-Ion jeweils sechsfach koordiniert. Die Konformere b und c lassen dabei eine verzerrte Oktaeder-Geometrie erkennen. In Abbildung 13 ist diese durch die gründen Markierungen in Konformer c hervorgehoben. Um eine bessere Übersicht zu erhalten, wurden hier die Wasserstoffe ausgeblendet.  
 Abbildung 13. Konformer c von [Ni2+(His)(His-H)]+. In Grün ist die Oktaeder Struktur dargestellt. Der Übersicht halber wurden die Wasserstoffe ausgeblendet. In der Mitte ist Nickel als zentrales Atom zu erkennen. 
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 Abbildung 14. Berechnete lineare IR-Spektren möglicher Konformeren a, b und c des [Ni2+(His)(His-H)]+ Komplexes bei m/z 367. Das in schwarz dargestellte Spektrum wurde experimentell bestimmt. Die Absorptionsintensität der gerechneten Spektren wurde auf die C=O Bande normiert, um den Vergleich zu vereinfachen. Die Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die charakteristische C=O Streckschwingung liegt für die Konformere a und c, sowie in dem experimentellen Spektrum bei 1706 cm-1 und rührt von dem deprotonierten C-Terminus her. Diese Schwingung ist bei Konformer b leicht verschoben zu 1715 cm-1. Hier sind jedoch beide C=O Banden resonant. Die Übereinstimmung der berechneten und des experimentellen Spektrums sind überzeugend. Die drei berechneten Strukturen unterscheiden sich in ihren Spektren und der Energie kaum, sodass nicht eindeutig bestimmt werden kann, welches Konformer hauptsächlich vorliegt. Es ist wahrscheinlich, dass alle drei Formen parallel vorliegen. Die genauen Bandenlagen und Vibrationsmodi können Tabelle 7 (Seite 49) entnommen werden.     
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Tabelle 7. Bandenlage des experimentellen Spektrums von [Ni2+(His)(His-H)]+, sowie der drei energetisch günstigsten Konformere. Die berechneten Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die Lage der Banden ist in Wellenzahlen angegeben. Erklärung der Symďole: ν-StƌeĐksĐhǁiŶguŶg, ɷ-
DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „in plane͞, ɶ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „out of plane͞, β-SĐheƌsĐhǁiŶguŶg, α-
GeƌüstsĐhǁiŶguŶg, τ-Torsionsschwingung.   Experiment Theorie Schwingungsform  Konformer a Konformer b Konformer c 

ν;C=OͿ His-H 1706/1689 1706 1715 1706 
ν;C=OͿ 1706/1689  1715  
β;NH2) His-H  1602  1602 
β;NH2) His  1602 1611  
β;CH2) His-H  1437   
ν;HC=CͿ 1562  1558 1567 
ν;HC=NͿ 1562 1558/1480 1488 1479  1518     1429    
ν;HC=NͿ His 1072 1069 1436  
ɷ;;N-H) His    1436 
ɶ;;COOHͿC-H)   1410 1401 
τ;CH2) His-H    1357  1349    
ɷ;;COOͿC-H) 1322 1287 1323  
ɷ;;COOHͿC-H)  1401   
ɶ;;COOͿC-H) 1322 1322 1288 1314 Ringkontraktion His 1275   1270 
ɷ;O-H)  1157 1174/1139  
τ;NH2) 1144   1139 
τ;CH2) His  1200  1061 
ɶ;NH2) His-H 1042  1043 1026 
ν;NH2-CH) 1042 1043   
ɶ;NH2) His  947/999 1174/999 999 
α;HisͿ  703  703 
α   668/851 860/825/694 
ɶ;;C=ͿC-H)   799/764 764 
ɶ;O-H)  615 615 598 
τ;IŵidazolͿ His  755/842 580 598 
τ;IŵidazolͿ His-H 580 580/807    Der analoge Komplex mit Calcium ([Ca2+(His)(His-H)]+, m/z 349) wurde ebenfalls untersucht. Das experimentelle Spektrum ist in Abbildung 15 (Seite 50) zu sehen. Bei den Berechnungen wurde eine Grundstruktur mit 0.0 kJ/mol identifiziert und eine Reihe weiterer Isomere mit Energien zwischen 9.2 und 13.6 kJ/mol. Die Grundstruktur (Konformer c) zeigt beide C-Termini 
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deprotoniert, wodurch ein Histidin-Rest als Zwitterion auftritt. Die energetisch am nächsten liegenden Konformere a und b (9.2 bzw. 9.5 kJ/mol) komplexieren das Calcium Kation mit einem neutralen und einem am C-Terminus deprotonierten Histidin-Rest. Die Strukturen und Spektren sind ebenfalls in Abbildung 15 dargestellt.  

 Abbildung 15. Berechnete lineare IR-Spektren drei möglicher Konformere a, b und c des [Ca2+(His)(His-H)]+ Komplexes bei m/z 349. Das in schwarz dargestellte Spektrum wurde experimentell bestimmt. Die Intensität der Absorption der gerechneten Spektren wurde auf die C=O Bande normiert, um den Vergleich zu vereinfachen. Die Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 skaliert.   Die Konformere a und b komplexieren das Calcium Kation wie auch schon im Nickel Komplex sechsfach. In Konformer c ist Calcium jedoch nur fünffach koordiniert, da durch die zwitterionische Struktur des Histidins beide Imidazol-Stickstoffe protoniert sind und somit als mögliche Koordinationsstellen wegfallen. So entsteht hier eine stark verzerrte quadratisch pyramidale Struktur. Abbildung 16 zeigt diese Struktur durch die grün markierten Bindungen an. Auch in dieser Abbildung wurden die Wasserstoffe ausgeblendet, um eine bessere Übersichtlichkeit zu erreichen. 
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 Abbildung 16. Darstellung von Konformer c des [Ca2+(His)(His-H)]+ Komplexes. Durch die in grün dargestellten Bindungen wird die stark verzerrte quadratisch pyramidale Struktur hervorgehoben. Um die Betrachtung zu vereinfachen, sind die Wasserstoffe ausgeblendet. Durch die strukturelle Flexibilität des Komplexes ist Zuordnung des experimentellen Spektrums erschwert. Tabelle 8 (Seite 51) zeigt alle Bandenlagen mit der entsprechenden Schwingungsform. Konformer c als Grundstruktur zeigt in einigen Bereichen gute Übereinstimmungen mit dem experimentellen Spektrum, jedoch ist die charakteristische C=O Streckschwingung rotverschoben gegenüber dem experimentellen Spektrum. Die Gerüstschwingung des zwitterionischen Histidins bei 1616 cm-1 wird durch das experimentelle Spektrum nicht dargestellt. Die Scherschwingungen der Amino- bzw. Methylen-Gruppen bei 1593 bzw. 1436 cm-1 werden hingegeben gut abgebildet. Die starke Absorption im berechneten Spektrum von Konformer c bei 851 cm-1 entspricht der Kippschwingung der nicht koordinierten NH2-Gruppe. Diese Bande ist im experimentellen Spektrum kaum zu erkennen. Tabelle 8. Bandenlage des experimentellen Spektrums von [Ca2+(His)(His-H)]+, sowie der drei energetisch günstigsten Konformere. Die berechneten Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die Lage 
deƌ BaŶdeŶ ist iŶ WelleŶzahleŶ aŶgegeďeŶ. EƌkläƌuŶg deƌ SǇŵďole: ν-StƌeĐksĐhǁiŶguŶg, ɷ-
DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „in plane͞, ɶ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „out of plane͞, β-SĐheƌsĐhǁiŶguŶg, α-GerüstschǁiŶguŶg, τ-Torsionsschwingung.   Experiment Theorie Schwingungsform  Konformer a Konformer b Konformer c 
ν;C=OͿ His-H  1698  1663 
ν;C=OͿ 1721  1698  
β;NH2) His-H 1583  1584 1593 
β;NH2) His  1602 1619   1530     1497    
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ν;OCOͿ Iŵidazol+H    1523 
ν;HC=CͿ His-H  1558 1558  
ν;HC=NͿ His-H   1471  
ɷ;;N=ͿC-H) His  1471   
β;CH2) Imidazol+H 1435   1436 
β;CH2) His-H  1427   
ɶ;CH2) His  1349   
β;NC-NH) His   1427  
ν(C-COO) Imidazol+H    1410  1322     1304    
ɶ;HC-H-CH(NH2)) Imidazol+H    1331/1357 
ɶ;;H2N)C-H) His-H    1287 
ν;CO…Ca) His-H  1279 1279  
ɷ;O-H) 1168 1314/1148 1165  
ɷ;;COOHͿC-H)  1314   
ɷ;Nɸ-H-CH) 1138   1139 
τ;NH2) His   1139  
β;NH-CH) His-H 1081  1069  
β;NH-CH) His  1060   
τ;Nɷ-H) Imidazol+H    1060 
ɶ;NH2) His-H  1025 1026/973 1034 
α;Iŵidazol+HͿ    938/990/1200/1619 
ɶ;NH2) Imidazol+H    851 
α  877/694/659  798 
α;His-H)   877/607/799  
α;HisͿ   711  
ɶ;NH2) His  999/842 842  
ɶ;OCOͿ  790   
τ;IŵidazolͿ Iŵidazol+H    606 
τ;IŵidazolͿ His   668/580  
ɶ;O-H)  755/606 668  
τ;IŵidazolͿ His-H 584   580/659 
ɷ(CH-COO) Imidazol+H    510  Die C=O Streckschwingungen der Konformere a und b weichen um 20 cm-1 von der experimentellen Lage ab. Die O-H Biegeschwingung, im Bereich von1148-1168 cm-1, wird jedoch durch beide Konformere gut abgebildet. Die Spektren der anderen energetisch ähnlichen Strukturen sind im Anhang zu finden. Keines der berechneten Spektren deckt sich mit dem experimentellen Spektrum. Dies legt die Vermutung nahe, dass ein Gemisch aus verschiedenen Konformeren und Isomeren in der Gasphase vorhanden ist. Unterstützt wird diese These durch Merkmale im experimentellen Spektrum, welche für die Anwesenheit 
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einer zwitterionischen Struktur sprechen, als auch Hinweise auf einen protonierten C-Terminus geben. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass durch die Flexibilität von nicht verknüpften Histidin-Resten diverse mögliche Konformere bzw. Isomere in der Gasphase gebildet werden können. Die eindeutige Zuordnung der Nickel-Spektren konnte nicht getroffen werden, da alle berechneten Spektren sehr ähnlich sind und die einzelnen Konformere energetisch nahe beieinander liegen, sodass sie durch die Aufnahme von Photonen, ineinander überführt werden können. Dies wird durch den IRMPD Mechanismus, bei dem die Ionen durch den IVR-Prozess eine höhere innere Energie haben, möglich (vgl. Kapitel 1.1) Bei den Calcium Komplexen ist die Zuordnung unzulänglich, da das experimentelle Spektrum Merkmale von unterschiedlichen Liganden-Isomeren (ein Histidin-Ligand ist zwitterionisch, der andere am C-Terminus deprotoniert, oder nur ein Ligand ist am C-Terminus deprotoniert, wohingegen der andere 
LigaŶd „Ŷoƌŵal͞, also ǁedeƌ pƌotoŶieƌt, ŶoĐh depƌotoŶieƌt ǀoƌliegtͿ um das zentrale Calcium Ion aufweist. Es wird davon ausgegangen, dass verschiedene Isomere gleichzeitig in der Gas-Phase vorliegen, welche durch die hohe Energiedifferenz (mindestens 9 kJ/mol) jedoch nicht ineinander überführbar sind. Die Gruppe um Dopfer beobachtete dieses Phänomen bei der Untersuchung von para-Fluorophenol. Dieses kann in der Gasphase als Oxonium oder als Fluoronium-Ion vorliegen. Um die beiden Isomere dennoch zu unterscheiden, verwendeten sie unterschiedliche Fragmentierungskanäle. Das Oxonium-Ion verliert in der H2O, wohingegen das Fluoronium-Ion HF verliert. 50 Eine Übertragung dieser Vorgehensweise auf die Calcium-Komplexe kann möglich sein, jedoch muss dafür die Energiehyperfläche der Komplexe und ihrer Fragmentierungen bestimmt werden, um so den jeweils wahrscheinlichsten Fragmentierungs-Kanal zu bestimmen. Wenn diese sich innerhalb der bereits identifizierten Isomere unterscheiden, kann analog zu Dopfer vorgegangen werden. 
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3.2.3 [M2+(HisHis-H)]+ Da die Komplexe der getrennten Histidine mit Nickel bzw. Calcium sehr flexibel sind und dadurch eine große Zahl an Freiheitsgraden aufweisen, sollen in der nachfolgend beschriebenen Studie die Komplexe des Histidin-Dipeptides mit Nickel und Calcium untersucht werden. Durch die Verknüpfung zweier Histidin Aminosäuren über eine Peptidbindung, sollen die Reste in ihrer Flexibilität eingeschränkt werden. Zudem wird durch die so entstehende Peptidbindung eine weitere Koordinationsstelle angeboten. Hier soll im Besonderen die Änderung des Bindungsmotives untersucht werden, da Nickel-Kationen in der flüssigen Phase dazu tendieren Amidprotonen zu abstrahieren, während Calcium-Kationen typischerweise den sauren C-Terminus deprotonieren. 4,118,119 Die deprotonierten HisHis-Dipeptide können drei verschiedene Tautomere bilden (vgl. Schema). Ein Iminolat (Im), bei dem das Amidproton abstrahiert wird und eine Doppelbindung zwischen dem Stickstoff und dem Carbonyl-Kohlenstoff gebildet wird, sodass der Sauerstoff eine 
Ŷegatiǀe LaduŶg tƌägt. EiŶe ǁeiteƌe MögliĐhkeit ist eiŶe „Chaƌge SolǀatioŶ͞ ;CSͿ Struktur. Dabei ist der C-Terminus deprotoniert. Oder eine Kombination aus Im und CS, welche Iminol (Il) genannt wird. Dabei ist der C-Terminus deprotoniert und das Amidproton wird auf den Carbonyl-Sauerstoff übertragen, wobei ein Iminol Strukturmotiv entsteht. 
 Schema 6. Drei mögliche Tautomere des deprotonierten HisHis Liganden mit der hier verwendeten Notation.112 Im für Iminolat, bei der das Amidproton abstrahiert wurde und sich eine Doppelbindung zwischen dem Stickstoff und dem Carbonyl-Kohlenstoff ausbaut, wodurch der Amid-Sauerstoff eine 
Ŷegatiǀe LaduŶg tƌägt. CS füƌ „Đhaƌge solǀatioŶ͞, ǁoďei deƌ C-Terminus deprotoniert ist, und Il für Iminol, als Kombination zwischen CS und Im.  
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3.2.3.1 IRMPD Spektroskopie und Computerchemische Untersuchungen  Ein direkter Vergleich der experimentellen Spektren von [Ni2+(HisHis-H)]+ (m/z 349) und [Ca2+(HisHis-H)]+ (m/z 331) zeigt Übereinstimmungen im Bereich von 580 cm-1, 1080 cm-1 sowie 1430 cm-1 (Abbildung 17). Diese Vibrationen können der Imidazol Seitenkette zugeordnet werden (die Lage aller Banden und Schwingungsformen können Tabelle 9 und 10 (Seiten 58 und 61) entnommen werden). 
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]

 [Ni2+(HisHis-H)]+ [Ca2+(HisHis-H)]+

 Abbildung 17. Experimentelle IRMPD-Spektren der Komplexe [Ni2+(HisHis-H)]+ und [Ca2+(HisHis-H)]+. Der Nickel Komplex ist in Schwarz und der Calcium-Komplex in Rot dargestellt. Es sind aber auch Unterschiede erkennbar. So absorbiert der Nickel-Komplex im Bereich zwischen 1100-1400 cm-1, wohingegen der Calcium-Komplex nicht resonant ist. In diesem Wellenzahlenbereich sind C-OH Streckschwingungen sowie O-H Biegeschwingungen aktiv. Es lässt also bereits ohne computerchemische Vergleiche vermuten, dass der Nickel-Komplex als Iminolat vorliegt. Die Abwesenheit dieser Absorptionen legt nahe, dass der Calcium-Komplex am C-Terminus deprotoniert ist. Die beiden Banden bei 760 cm-1 sowie 820 cm-1 sind nur im [Ca2+(HisHis-H)]+ Spektrum zu erkennen. In 



E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  |  3   

56  

dieser Region sind typischerweise Amidprotonen resonant. Auch Scherschwingungen eines deprotonierten C-Terminus sind hier zu finden. Auf den ersten Blick wird dadurch bereits ersichtlich, dass die HisHis-Liganden in beiden Komplexen an unterschiedlichen Stellen deprotoniert sind und somit unterschiedliche Strukturmotive annehmen. Im Folgenden sollen die Strukturen genauer identifiziert werden. Um eine eindeutige Zuordnung der Strukturen in den Abbildungen treffen zu können, soll hier kurz die Notation erklärt werden: Im, CS und Il wurden bereits in Schema 6 beschreiben. Zur weiteren Bestimmungen werden in eckigen Klammern Großbuchstaben verwendet, welche sich auf die Spezies des 
kooƌdiŶieƌteŶ Heteƌoatoŵs ďezieheŶ. EiŶ „OH͞ iŵ IŶdeǆ ďedeutet, dass die Struktur eine Wasserstoffbrücke aufweist. So bedeutet CS[OONN]OH z.B., dass es sich um eine Charge Solvation Struktur handelt, bei der das Metall-Kation über zwei Sauerstoffe und zwei Stickstoffe koordiniert ist, sowie der Komplex durch eine Wasserstoffbrücke stabilisiert wird. In Abbildung 18 sind sechs mögliche Strukturen für den Nickel Komplex [Ni2+(HisHis-H)]+ im Verglich zum experimentellen Spektrum (schwarz) dargestellt. Es sind vier Im, eine Il und eine CS Struktur zu sehen. Die Strukturen a, b und c sind die energetisch günstigsten Konformere. Struktur d ist energetisch wenig günstig (49.7 kJ/mol), hat aber auch das Im Strukturmotiv. Struktur e stellt eine Il Struktur dar, welche zusätzlich durch eine Wasserstoffbrücke zwischen dem Iminol-Wasserstoff und dem Stickstoff des N-Terminus stabilisiert wird (Il[NNNO]OH). Struktur f stellt die CS Form dar, welche aber ebenfalls energetisch ungünstig ist (CS[NNOO]). 
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Abbildung 18. Drei energetisch günstige Strukturen für den [Ni2+(HisHis-H)]+ Komplex mit m/z 349 sind in den Zeilen a-c zu sehen. Zeile d stellt das gleiche Im Strukturmotiv dar, ist energetisch jedoch wenig begünstigt. In den Zeilen e und f sind zwei energetisch gleich ungünstige Strukturen für diesen Komplex abgebildet, jedoch ist das Strukturmotiv in e ein Il und in f ein CS. Die Intensität der Absorption der gerechneten Spektren wurde auf die C=O Bande normiert, um den Vergleich zu vereinfachen. Die Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 skaliert. 10 Bei den Strukturen a und b ist das Nickel-Kation von vier Stickstoffen komplexiert und Struktur c ist dieses zusätzlich durch einen Sauerstoff komplexiert, sodass eine quadratisch pyramidale Geometrie entsteht. Struktur a wird durch eine zusätzliche Wasserstoffbrücke zwischen dem Wasserstoff des C-Terminus und dem Amid Sauerstoff stabilisiert. Durch diese ist eine Bande bei 1400 cm-1 zu erkennen, welche C-OH Streckschwingungen sowie CO-H Biegeschwingungen zugeordnet werden können. Diese Banden sind für Im[NNNN] und Im[NNNNO] rotverschoben zu 1150 cm-1. Bei der in Zeile b gezeigte Struktur Im[NNNN] ist weder der Carbonyl-Sauerstoff des Amides, noch der C-Terminus in eine Komplexierung oder Wasserstoffbrücke involviert. Die entsprechenden Schwingungen können bei 1660 und 1750 cm-1 gefunden werden und stimmen mit dem experimentellen Spektrum überein. Die beiden anderen energetisch günstigen Strukturen weisen charakteristische Verschiebungen dieser Banden aufgrund ihrer Bindungssituation auf. Die C-
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terminale Carbonyl-Streckschwingung in Im[NNNNO] (Zeile c) ist durch die Interaktion mit Ni2+ stark rotverschoben und deckt sich nun mit der Carbonyl-Peptid Bande. Auf der anderen Seite ist der Einfluss der Wasserstoffbrücke auf die Lage der Banden in Zeile a bei Im[NNNN]OH zu erkennen. Tabelle 9. Bandenlage des experimentellen Spektrums von [Ni2+(HisHis-H)]+, sowie der drei energetisch günstigsten Konformere und drei Konformeren im erweiterten Stabilitätsbereich. Die berechneten Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die Lage der Banden ist in Wellenzahlen angegeben. 
EƌkläƌuŶg deƌ SǇŵďole: ν-StƌeĐksĐhǁiŶguŶg, ɷ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „in plane͞, ɶ-
DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „out of plane͞, β-SĐheƌsĐhǁiŶguŶg, α-GeƌüstsĐhǁiŶguŶg, τ-Torsionsschwingung. C-Terminus:1; N-Terminus:2. 10  Experiment Theorie 

Schwingungs form  Im[NNNN] OH Im[NNNN] Im[NNNNO] Im[NNNO] Il[NNNO] OH CS[NNOO] 
ν;C=O;OͿͿ 1756 1770 1748 1673 1636 1724 1724 
ν;C=O;NͿͿ 1671/1621 1619 1655 1673 1636  1602 
ν;C=NͿpeptide 1337-1355  1335 1339  1689  
ɷ;NH2) 1568  1592 1598  1610  
β;NH2)     1548   
β;CH2)       14361 
ν;C=CͿimidazol      1567  
ν;N-C-N) 1500/1075 1487/ 1069 1485/ 1069 1486/ 1072  1148/ 1069 1148 
ɷ;N-H)imidazol 1432  1440 1438   851 
ɷ;CH2) 1206 1427   14361/ 14182 1436  
τ;CH2)   11931  807 11911 13401/ 12872 
ɷ;O-H) 1385/1153 1387 1136 1155 1165 1383  
ɷ;COO-CH)      1313 1244 
ν;C=O;NiͿͿ      1252  
τ;NH2C-H) 1295-1325  1305    1069 
ν;C-OH)/ 
ɷ;O-H) 1364/1170 1387/ 1180 1300/ 1135 1380 1412/ 1170 1380  
τ;NH2)  1148      
ɶ;C-H)imidazol   812 812    
ν;HC-CH2)      1032  
ɷ;C-H)imidazol      1488/ 938 1497/ 807 
τ;O-H)  824 710 615 632 790  
ɶ;NH2)   635 615 903 833  
ɶ;N-H)imidazol  636      
τ;IŵidazolͿ 588 593 593 581 589 589 580 
α       1183  
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Die Peptid Carbonyl-Bande ist leicht rotverschoben, wohingegen die C-terminale Carbonyl-Bande leicht blauverschoben ist. Die Bande bei 1570 cm-1 im experimentellen Spektrum wird durch keines der bisher diskutierten berechneten Spektren repräsentiert, ist jedoch in der energetisch ungünstigen Struktur d Im[NNNO] zu erkennen. Es handelt sich dabei um eine Scherschwingung des nicht koordinierten N-Terminus. Die Spektren der Strukturen Il[NNNO]OH und CS[NNOO] (Zeilen e und f) weisen kaum Übereinstimmungen mit dem experimentellen Spektrum auf. Die im berechneten Spektrum der Il Struktur gefundenen Banden bei 790 cm-1 und 830 cm-1 gehören zu kombinierten Schwingungsmodi der terminalen Amino-Gruppe sowie eine O-H…N Schwingung. Diese Banden sind im experimentellen Spektrum nicht zu finden. Bei Betrachtung der CS Struktur fällt auf, dass dem berechneten Spektrum die Absorptionen im Bereich von 1150 und 1400 cm-1 fehlen. Dies ist durch den deprotonierten C-Terminus zu erklären, da in dieser Region C-OH Streckschwingungen und O-H Biegeschwingungen resonant sind. Auch die Lage der Carbonyl-Bande weicht von dem experimentellen Spektrum ab. Beide zuletzt beschriebenen Strukturen liegen mit 25.6 kJ/mol deutlich entfernt von der Grundstruktur.   Abschließend lässt sich sagen, dass die drei mittels DFT-Rechnungen identifizierten energetisch günstigsten Konformere (Zeile a, b und c) eine gute Übereinstimmung mit dem experimentell erhalten Photodissoziations-spektrum zeigen. Neben dem im positiven Ionenmodus untersuchen Komplex mit m/z 349 wurde auch der Komplex [Ni2+(HisHis-3H)]+ mit m/z 347 untersucht. Da hier keine eindeutige Übereinstimmung zwischen den experimentellen und berechneten Strukturen gefunden wurde, wird hier nicht näher auf die Ergebnisse eingegangen. Die Spektren und Strukturen können dem Anhang entnommen werden.  
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Wird das Metall von Nickel zu Calcium gewechselt, so wird das in schwarz dargestellte IRMPD Spektrum des Komplexes [Ca2+(HisHis-H)]+ mit m/z 331 erhalten. Dieses wird mit vier durch DFT-Rechnungen simulierten Strukturen verglichen. Zeile a stellt die Grundstruktur mit 0.0 kJ/mol dar und ist eine CS Struktur, welche über die Nɷ der Imidazol Seitenkette sowie über den deprotonierten C-Terminus und den Peptid Sauerstoff koordiniert. 

 Abbildung 19. Vier mögliche Strukturen für den [Ca2+(HisHis-H)]+ Komplex mit m/z 331. Die Absorptionsintensität der gerechneten Spektren wurde auf die C=O Bande normiert, um den Vergleich zu vereinfachen. Die Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 skaliert. 10 Die in Abbildung 19 in den Zeilen b-d gezeigten Strukturen des Calcium-Komplexes sind analog zu den Strukturen a-c des Nickel-Komplexes [Ni2+(HisHis-H)]+ in Abbildung 18. Für die Rechnungen wurde lediglich das Metall ausgetauscht. Die in Abbildung 19 in Zeile b dargestellte Im Struktur des Calciums entspricht der Grundstruktur des [Ni2+(HisHis-H)]+ Komplexes. Durch das Fehlen der Absorption zwischen 1100 und 1350 cm-1 im experimentellen Spektrum können die Im Strukturen weitestgehend ausgeschlossen werden, da in diesem Bereich die C-OH Streckschwingung bzw. O-H Biegeschwingungen liegen. Durch die zusätzliche Wasserstoffbrücke der Struktur in Zeile d ist hier allerdings ebenfalls keine Absorption zu erkennen. Diese Struktur kann somit aufgrund der blauverschobenen C=O Bande sowie der fehlenden Absorption 
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um 1520 und 1620 cm-1 ausgeschlossen werden. Die CS-Struktur in Zeile a zeigt eine gute Übereinstimmung mit dem experimentellen Spektrum. Besonders der Bereich bei 1540 cm-1 in dem das Amid Proton eine Biegeschwingung aufweist, sowie bei 1608 cm-1 (Amid C=O Streckschwingung) ist die Übereinstimmung überzeugend. Allerdings ist die C-terminale C=O Streckschwingung leicht rotverschoben und die Intensitäten der berechneten Banden und des experimentellen Spektrums stimmen nicht überein. Dies kann durch eine geringere Laserintensität in diesem Wellenzahlenbereich in Kombination mit einer nicht linearen Leistungsabhängigkeit (Power) sowie einer nicht entdeckten Konformation liegen. 13,115 Tabelle 10. Bandenlage des experimentellen Spektrums von [Ca2+(HisHis-H)]+, sowie vier möglichen Konformeren. Die berechneten Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die Lage der Banden 
ist iŶ WelleŶzahleŶ aŶgegeďeŶ. EƌkläƌuŶg deƌ SǇŵďole: ν-StƌeĐksĐhǁiŶguŶg, ɷ-Deformationsschwingung 
„in plane͞, ɶ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „out of plane͞, β-SĐheƌsĐhǁiŶguŶg, α-GeƌüstsĐhǁiŶguŶg, τ-Torsionsschwingung. C-Terminus:1; N-Terminus:2. 10   Experiment Theorie Schwingungsform  CS[NNOO] Im[NNNNO] Im[NNNN] Im[NNNN]OH 

ν;C=O;OͿͿ 1702 1722 1671 1742 1757 
ν;C=O;NͿͿ 1639 1608 1663 1642 1585 
ν;C=NͿpeptide      
ɷ;NH2) 1539 1538    
ν;N-C-N) 1491 1485 1064 1069/1138 1479/1070 
ɷ;N-H)imidazol  1135    
ɷ;CH2) 14321 14381  14271  
ν;N-C-N) 1491 1485 1064 1069/1138 1479/1070 
ɷ;CH2) 14321 14381  14271  
ɶ;CH2)  13411 13551  13751 
τ;CH2)    11821 11741 
ɷ;O-H)   1167  1414 
ν;C-OH)     1191 
ν;C-NH2) 1077 1072  1034  
ν;N-Ca)  978    
ɶ;C-H)imidazol   789 807 816 
β;COOͿ 830 809    
ɷ;C-H)imidazol  1217 1482 1479 1139 
τ;O-H)   702  912 
ɶ;NH2)  855  1582  
ɶ;N-H)peptide 764 790    
τ;IŵidazolͿ 583 577 568/571 5901/5872 5971/5912 
ɷ;CH2) 14321 14381  14271  
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Durch diesen Datensatz konnten erste Einblicke in das Bindungsmotiv von [M2+(HisHis-H)]+ Komplexen gewonnen werden. Durch Kombination von DFT-Rechnungen und IRMPD Spektroskopie konnte für den entsprechenden Nickel-Komplex [Ni2+(HisHis-H)]+ eine Iminolat Struktur und für den Calcium Komplex [Ca2+(HisHis-H)]+ eine Charge Solvation Struktur identifiziert werden. Das stark bindende Ni2+ Kation deprotoniert den Amid-Stickstoff und provoziert so eine Tautomerisierung zum Iminolat. Dieses Verhalten unterstützt die These, dass Nickel bevorzugt an Lewis-basische Stickstoffe und nicht an Sauerstoffe koordiniert. Diese Ergebnisse könnten die nicht ausreichende Stabilität von [Ni2+(His-H)] (vgl. 3.2.1 [Ni2+(His-H)]+) für ESI-MS Experimente erklären. Der Nickel-Komplex mit zwei Histidinen [Ni2+(His)(His-H)] (vgl. 3.2.2 [M2+(His)(His-H)]+) ist jedoch stabil genug für eine Charakterisierung, da hier ausreichend Stickstoffe für eine Komplexierung zur Verfügung stehen.  Dunbar untersuchte ebenfalls Komplexe mit Calcium, welches durch aromatische Aminosäuren komplexiert wurde. Er untersuchte dabei Komplexe mit Phenylalaninphenylalanyl-Liganden. 120 In der von ihm durchgeführten Studie bildeten sich Komplexe, bei denen das Calcium-Kation zwischen zwei Phenyl-Ringen eingeschlossen wird. Dunbar nennt diese Komplexe Sandwich-Komplexe. Eine solche Kation-π-Wechselwirkung wurde für die Calcium-Histidinhistidyl Komplexe nicht beobachtet. Stattdessen interagieren die Imidazol-Stickstoffe über das freie Elektronenpaar direkt mit dem Calcium-Kation. 3.3 Phosphorylierung von Histidin und seinen Derivaten  Die Phosphorylierung von Proteinen stellt eine reversible, post-translationale Modifikation dar und kann somit die Faltung von Proteinen, deren Aktivität oder auch die subzelluläre Lokalisierung beeinflussen. 121 Die Phosphorylierung ist dadurch an wichtigen biochemischen Prozessen, wie der Siganlübertragung, oder auch dem programmierten Zelltod (Apoptose) beteiligt. 122,123 Bereits 1906 wurde entdeckt, dass das Protein Vitellin phosphoryliert ist 124, es dauerte 
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jedoch bis 1932 bevor herausgefunden wurde, dass es sich um Phosphoserin (14) handelt. 125 
 Abbildung 20. Phosphoserin (14), Phosphotyrosin (15) und Phosphothreonin (16). Durch Kinasen werden Serin, Tyrosin, Threonin und auch Histidin phosphoryliert, und durch Phosphatasen dephosphoryliert, die Phosphorylierung von Serin ist dabei die in Proteinen am häufigsten beobachtete. 126 In Abbildung 20 sind die phosphorylierten Spezies von Serin, Thyrosin und Threonin dargestellt. Es ist zu erkennen, dass diese drei Vertreter der Aminosäuren Phosphoester bilden. Beim Histidin ist dies nicht möglich. Histidin bildet eine P-N-Bindung über den Imidazol-Ring aus.  

 Schema 7. Beide möglichen Isomere für pHis. Angegeben ist die Halbwertszeit für die Dephosphorylierung von 17 und 6 zu Histidin (8). Nu kann jedes Nukleophil sein. 127,128 
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Weisen die eben genannten Aminosäuren nur jeweils eine mögliche Phosphorylierungsstelle auf, so sind es beim Histidin zwei. Schema 7 zeigt die möglichen Konstitutionsisomere 6 und 17 des phosphorylierten Histidins. Anhand des Schemas ist zu erkennen, dass die Phosphorylierung von Histidin deutlich komplexer ist als bei z.B. Serin. Wird 8 phosphoryliert, so bildet sich zunächst 6 als kinetisches Produkt. Unter leicht basischen Bedingungen, wie es bei der Phosphorylierung von Peptiden üblich ist, bildet sich 17. 127 Durch nukleophile Angriffe oder unter sauren Bedingungen dephosphorylieren beide Isomere und es entsteht Histidin. Beide Isomere konnten in vivo nachgewiesen werden. 128 Im Vergleich zu den in Abbildung 20 gezeigten Phosphoester-Aminosäuren ist Phosphohistidin (pHis) aufgrund seiner P-N Bindung empfindlicher gegenüber der Hydrolyse. Die Giďďs EŶeƌgie ΔG° liegt füƌ die Hydrolyse von pHis zwischen -50 und -54 kJ/ŵol, ǁohiŶgegeŶ ΔG° füƌ die HǇdƌolǇse ǀoŶ Phosphoester-Aminosäuren zwischen -27 und -40 kJ/mol liegt. Durch die hohe Energie dieser Phosphoamidat-Bindung kann die Phosphoryl-Gruppe aber auch leichter auf Zielmoleküle übertragen werden, was durch phosphorabhängige Signalsysteme in Bakterien ausgenutzt wird. 129 Um die genaue Rolle der Phosphorylierung von Histidin zu verstehen, wäre die Entwicklung von pHis-spezifischen Antikörpern wichtig, jedoch eignet sich pHis aufgrund seiner Hydrolyseempfindlichkeit nicht zu Generierung dieser. Deshalb entwickelte die Gruppe um Jackson unnatürliche, stabile Aminosäure-Analoga von pHis, um so pHis-artige Antikörper zu generieren. 130 All diese Tatsachen zusammen, zeigen bereits, dass eine genauere Betrachtung der Isomere von pHis notwendig ist, sich jedoch als schwierig erweisen kann. Die Synthesen der in diesem Abschnitt vorgestellten Analyten wurde, sofern nicht anders angegeben, von G. Hemmer im Rahmen seines E-Modul Praktikums durchgeführt. 131   
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3.3.1 pHis  Zunächst soll pHis mittels ESI-MS und FELIX untersucht werden. Im Gegensatz zu allen bisherigen Messungen wurde pHis im negativen Modus gemessen, da die Synthese unter leicht basischen Bedingungen durchgeführt wurde. Auch die FELIX Experimente wurden im negativen Ionen-Modus durchgeführt. pHis kann an verschiedenen Stellen deprotoniert werden. Der pKS-Wert der Protonen an der Amino-Gruppe liegt bei 9.1, der des Protons am C-Terminus bei 1.9 und der erste pKS-Wert der Phosphoryl-Gruppe liegt bei ca. 1. 104,132 Diese Werte lassen vermuten, dass die Phosphoryl-Gruppe deprotoniert vorliegt. Die genannten pKS-Werte wurden allerdings in der Lösung und nicht im Vakuum bestimmt. Die Acidität von Protonen in der Gasphase ist aber nicht immer gleich der Acidität in Lösung. So untersuchten Steill und Oomens die Deprotonierung von para-Hydroxybenzoesäure in der Gasphase. In Lösung ist das Proton der Carbonsäure acider, als das der OH-Gruppe. In der Gasphase ist es umgekehrt, da bei einer Deprotonierung der OH-Gruppe die negative Ladung stärker delokalisiert ist. In Lösung fällt diese Delokalisierung weniger stark ins Gewicht, da die hier elektrostatischen Wechselwirkungen, sowie Wasserstoffbrückenbindungen zwischen der deprotonierten Carbonsäure und einem protischen Lösungsmittel zu einer Stabilisierung führen. 28  Abbildung 21. Direkter Vergleich der Stabilisierung der negativen Ladung bei Deprotonierung einer Phosphoryl-Gruppe (links) und einer Carbonsäure (rechts). R sein hier ein beliebiger Alkylrest.  In Abbildung 21 sind die Resonanzstrukturen der deprotonierten Phosphoryl-Gruppe, sowie der deprotonierten Carbonsäure zu sehen. In keiner der beiden Gruppen ist die negative Ladung besser delokalisiert als in der andern. Deshalb kann in diesem Fall davon ausgegangen werden, dass die in der Lösung ermittelten Aciditäten sich auch in der Gasphase widerspiegeln. Für die 
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Berechnungen der Strukturen wurde somit davon ausgegangen, dass die Phosphoryl-Gruppe deprotoniert vorliegt. Bedingt durch die Synthese liegt eine hohe Salzfracht vor. Nichtsdestotrotz konnte ein stabiles Spray erhalten werden und sowohl die akkurate Masse als auch ein IRMPD Spektrum aufgenommen werden. In Abbildung 22 ist das experimentelle Spektrum von pHis mit m/z 234 (Fragmentionen sind im experimentellen Teil zu finden) dargestellt. Es wird mit drei berechneten IR-Spektren von 17 verglichen. Die drei Strukturen sind energetisch am günstigsten. Die Konformere a und c zeichnen sich durch eine Wasserstoffbrücke zwischen dem N-Terminus und dem Nɷ des Imidazol-Rings aus. Diese kommt auch in Konformer b vor, ist aber durch den größeren N…H Abstand schwächer. Konformer b weist eine zusätzliche Wasserstoffbrücke zwischen dem C-Terminalen OH und einem Sauerstoff der Phosphoryl-Gruppe auf. Das experimentelle Spektrum wird durch die Carbonyl-Streckschwingung bei 1730 cm-1, sowie eine in plane Schwingung des Imidazol C-H bei 1470 cm-1, eine in plane O-H Biegeschwingung des C-Terminus bei 1340 cm-1, einer P=O Streckschwingung im Bereich von 1120 cm-1 und einer (P)O-H in plane Biegeschwingung im Bereich von 800 cm-1 dominiert (vgl. Tabelle 11, Seite 67). Das Spektrum von Konformer a weist eine gute Übereinstimmung mit dem experimentellen Spektrum auf, allerding ist die Lage der Banden leicht rotverschoben. Auch das Spektrum von Konformer c weist eine ähnliche Rotverschiebung der Bandenlagen, abgesehen von der Carbonyl-Bande, welche leicht blauverschoben ist, auf. 
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Abbildung 22. Experimentelles Spektrum von pHis im Vergleich zu den drei energetisch günstigsten Konformeren von 17. Die berechneten Spektren wurden mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die Intensitäten dieser Spektren wurde auf die Carbonyl-Streckschwingung normiert um eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen.  Durch die Wasserstoffbrücke des C-Terminalen OH in Konformer b ist die in plane Biegeschwingung hier leicht blauverschoben zu 1220 cm-1. Dadurch entsteht eine Bande, welche bei einer generellen Rotverschiebung des berechneten Spektrums keine Übereinstimmung im experimentellen Spektrum findet. Alle drei berechneten Spektren weisen im Bereich von 850 bis 950 cm-1 Absorptionen auf, welche nicht im experimentellen Spektrum gefunden wurden. In diesem Wellenzahlenbereich ist die CH2 Torsionsschwingung resonant.  Tabelle 11. Bandenlage und Schwingungsform des experimentellen Spektrums von pHis sowie den drei energetisch günstigsten Konformeren von 10. Die berechneten Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die Lage der Banden ist in Wellenzahlen angegeben. Erklärung der Syŵďole: ν-
StƌeĐksĐhǁiŶguŶg, ɷ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „in plane͞, ɶ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „out of plane͞, β-
SĐheƌsĐhǁiŶguŶg, α-GeƌüstsĐhǁiŶguŶg, τ-Torsionsschwingung.  Experiment Theorie Schwingungsform  Konformer a Konformer b Konformer c 

ν;C=O;OͿͿ 1729 1741 1706 1749 
β;NH2)  1635 1630  
ɷ;;NͿC-H(N)) 1470 1453 1453 1453 
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ɷ;O-H) 1338/1204 1313/1191 1217 1598 
ν;P=OͿ 1338/1120 1078 1279 1313/1078 
α  1139 1086/1060/ 997/842/632 1121/650 
τ;;CͿH-(CH)-H)   1174  
ɷ;;PͿO-H) 1045 1025 1025 1017 
ɶ;NH2) 998 982/903 990 990/938 
τ;CH2)  877  886/842 
ν;P-OH) 806 764 781 772 
ɶ;O-H)  606/571 912/894/755 702/589/571  Allgemein stimmen die Konformer-Spektren von a und c mit dem experimentellen Spektrum überein. Dies lässt darauf schließen, dass sie gleichzeitig in der Gasphase vorliegen, obwohl Konformer a mit 12.4 kJ/mol deutlich weniger stabil sein sollte. Tabelle 12. Vergleich der relative Energie der Konformere a-c von pHis. Es werden die relativen Energien bei BerechnuŶg des „ŶaĐkteŶ͞ Moleküls im Vakuum (in vacuo) mit denen in Methanol (PCM) verglichen.  Relative Energie in vacuo (kJ/mol) Relative Energie in Methanol (kJ/mol) Konformer a 12.4 9.6 Konformer b 3.1 22.4 Konformer c 0.0 0.0  Die Übereinstimmung von Konformer b ist nicht überzeugend, auch wenn diese Struktur energetisch mit 3.1 kJ/mol nur wenig höher liegt als die Grundstruktur. Wird die Energie der drei Konformere in Methanol mittels PCM bestimmt (Tabelle 12 zeigt einen direkten Vergleich der relativen Energie), so ist Konformer b um 22.4 kJ/mol weniger stabil als die Grundstruktur und Konformer a nur noch 9.6 kJ/mol. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass wie auch schon im Ergothionein-Fall die Struktur aus der gelösten Phase zu einem gewissen Anteil in die Gasphase übertragen wird. 3.3.2 pHis+Nickel  In einem weiteren Schritt solle pHis nun als Ligand für Nickel verwendet werden. Es soll der Einfluss weiterer potentieller Bindungsstellen auf die Stabilität der Komplexe untersucht werden. In vorherigen Experimenten 
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konnte bereits gezeigt werden, dass ein einzelnes Histidin Molekül nicht ausreicht, um ein Nickel-Kation zu komplexieren (vgl. Kapitel 3.2.1 [Ni2+(His-H)]+). Die Phosphorylierung ermöglicht eine zusätzliche Bindungsstelle, sodass eine erhöhte Flexibilität und Chelat-artige Komplexe realisiert werden könnten. Es wurden die negativ geladenen Moleküle [Ni2+(pHis-3H)]- untersucht, was bedeutet, dass der pHis Ligand drei negative Ladungen aufweisen muss. Für diese Experimente wurde Histidin mit Kaliumphosphoamidat und Nickelchlorid in H2O gelöst und mit Methanol verdünnt. In den für die Identifizierung herangezogenen berechneten Spektren liegt das Nickel-Ion als Triplett vor. In Abbildung 23 (Seite 69) sind die zwei energetisch günstigsten Konformere des [Ni2+(pHis-3H)]- Komplexes mit m/z 290 (18) dargestellt. Die für die Generierung des experimentellen Spektrums verwendeten Fragmentionen können dem entsprechenden Unterkapitel im experimentellen Teil entnommen werden. In schwarz ist das experimentelle Spektrum zu sehen. Konformer a wurde aus einer durch Fenn  veröffentlichten Struktur eines Histidin Komplexes mit Cadmium und Zink abgeleitet. 115  

 Abbildung 23. Experimentelles Spektrum von [Ni2+(pHis-3H)]- im Vergleich zu den zwei energetisch günstigsten Konformeren von 18. Die berechneten Spektren wurden mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die Intensitäten dieser Spektren wurde auf die Carbonyl-Streckschwingung normiert, um eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen 
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Konformer b hingegen stellt ebenfalls einen Vertreter der Chelat-artigen Liganden dar, bei dem das Nickel-Kation durch einen Sauerstoff der Phosphoryl-Gruppe, des deprotonierten C-TeƌŵiŶus uŶd das π-System des Imidazol-Rings chelatisiert. In Konformer a wird das Kation nicht durch den Imidazol-Ring, sondern durch den N-Terminus komplexiert. Tabelle 13. Bandenlage und Schwingungsform des experimentellen Spektrums von [Ni2+(pHis-3H)]- sowie den zwei energetisch günstigsten Konformeren von 18. Die berechneten Wellenzahlen sind mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die Lage der Banden ist in Wellenzahlen angegeben. ErkläƌuŶg deƌ SǇŵďole: ν-
StƌeĐksĐhǁiŶguŶg, ɷ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „in plane͞, ɶ-DefoƌŵatioŶssĐhǁiŶguŶg „out of plane͞, β-
SĐheƌsĐhǁiŶguŶg, α-GeƌüstsĐhǁiŶguŶg, τ-Torsionsschwingung.   Experiment Theorie Schwingungsform  Konformer a Konformer b 

ν;C=O;OͿͿ 1690 1698 1663 
β;NH2) 1567 1575  
ɷ;;NͿC-H(N)) 1454 1444 1505 
τ;CH2) 1320 1313/1139 1418 
ν;P=OͿ 1082 1287 1086 
ɷ;;NͿC-H(C))   1348 
ɷ;CH2) 1288 694 1287 
ɷ;;NH2)C-H)   1244 
α  1313 685 
ν;N=C;HͿͿ 1130  1139  1015    1001   
ν;;PͿN-C)  1069  
ɶ;;NH2)C-H)  1261 990 
τ;NH2) 1195/1288 1165 1183/1287 Ringkontraktion  964  
ν;P-O(Ni))  825 851 
ɶ;NH2)   903 
ɶ;;N=ͿC-H)   763 
ɷ;P-O(Ni)) 607 606  
τ;IŵidazolͿ   615  927    Das berechnete Spektrum von Konformer a stimmt hinsichtlich der Bandenlage und Absorptionsintensität im Bereich von 1150 cm-1 bis 1900 cm-1 gut mit dem experimentellen Spektrum überein. Die Absorptionen der P=O Schwingungen bei 825 cm-1, sowie die (P)N-C Streckschwingung bei 1070 cm-1 sind allerdings nicht zu erkennen. Das Spektrum von Konformer b weist, analog zu Konformer a, im gleichen Wellenzahlenbereich eine gute Übereinstimmung auf, allerdings 
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ist die Carbonyl-Bande leicht rotverschoben. Zudem wird das berechnete IR-Spektrum von einer starken P=O-Bande bei 1086 cm-1 und einer weniger starken P=O Bande bei 851 cm-1 dominiert. Diese sind im experimentellen IRMPD-Spektrum nicht vorhanden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass in den phosphorylierten Komplexen, im Vergleich zum einfachen Histidin, ausreichend Bindungsstellen vorhanden sind, um ein Nickel-Kation zu stabilisieren. Auch der Einfluss des Lewis-basischen Stickstoffes auf das Strukturmotiv scheint sich hier widerzuspiegeln. In der Grundstruktur b ist die Amino-Gruppe nicht an der Komplexierung beteiligt. Das berechnete Spektrum von Konformer a weist eine bessere Übereinstimmung mit dem Experiment auf und hier ist der Amino-Stickstoff an der Komplexierung beteiligt. Dieser Befund deckt sich auch mit den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit, nach der Nickel durch Stickstoff bevorzugt komplexiert wird. Die analogen Komplexe mit Calcium konnten nicht charakterisiert werden.     



E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  |  3   

72  

3.3.3 Phosphorylierung von Hercynin  Zur weiteren Untersuchung des Grundmotives von Histidin soll das entsprechende Betain-Derivat Hercynin ebenfalls phosphoryliert werden. Dazu wurde zunächst Hercynin analog zur in Kapitel 5.1.2 dargestellten Methode synthetisiert und dieses dann nach der literaturbekannten Methode phosphoryliert.133 Der so erhaltene Komplex wurde mittels IRMPD Spektroskopie untersucht. In Abbildung 24 (Seite 74) ist in schwarz das experimentelle Spektrum von pHercynin mit m/z 278 zu sehen. Die zur Erzeugung des experimentellen Spektrums verwendeten Fragmente können dem experimentellen Teil dieser Arbeit entnommen werden. Farbig dargestellt sind drei mögliche Konformere a, b und c. Konformer c ist dabei die Grundstruktur und aŵ Nɸ phosphoƌǇlieƌt. KoŶfoƌŵeƌ b ist am Nɷ phosphoryliert und liegt bereits im erweiterten Stabilitätsbereich. Es fällt auf, dass die Lage der Carbonyl-Bande im experimentellen Spektrum signifikant rotverschoben ist gegenüber den berechneten Spektren der Konformere b und c. Um diese Verschiebung besser zu verstehen, wurden weitere Strukturen berechnet, bei denen der C-Terminus deprotoniert und der Imidazol-Ring protoniert ist. Die unter diesen Bedingungen energetisch günstigste Struktur resultiert in Konformer a. Dieses liegt mit 71 kJ/mol deutlich über der Grundstruktur. Die Lage der Carbonyl-Bande stimmt allerdings mit der im experimentellen Spektrum fast überein. Die restlichen Banden passen, wie auch bei den Konformeren b und c nicht zum experimentellen Spektrum. Wird die Energie der Konformere nun in Methanol mittels PCM Model bestimmt, ändert sich dir Reihenfolge so, dass Konformer a ca. 184 kJ/mol stabiler ist, als Konformer c. Dieses Ergebnis lässt auch hier die Vermutung zu, dass die zwitterionische Form aus der flüssigen Phase in die Gasphase transferiert wird. Da aber weder die Gasphasen-Strukturen, noch die PCM Strukturen das experimentelle Spektrum ausreichend repräsentieren, scheinen nicht alle möglichen Konformere gefunden worden zu sein, oder das experimentelle Spektrum durch eine nicht 
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ausreichende Stabilität des Sprays nicht verlässlich zu sein. Es ist aber zu beachten, dass die Gruppe um Johnson beobachtete, dass die C=O-Bande um bis zu 90 cm-1 rotverschoben wird, wenn der Sauerstoff eine Akzeptor-Rolle in einer intramolekularen Wasserstoffbrücke annimmt. 134 In Konformer c ist die der Fall, da hier eine Wasserstoffbrücke zwischen den Wasserstoffen der Amino-Methylgruppe und dem C=O gebildet wird. Dies ǁiƌd duƌĐh die α-Acidität der Methyl-Protonen möglich, welche durch den Elektronenzug des Stickstoffs induziert wird. 135 Diese wird in den Rechnungen möglicherweise nicht ausreichend berücksichtigt, sodass die Unterschiede zwischen Theorie und dem experimentellen Spektrum erklärt werden können. Auch können anharmonische Wechselwirkungen hier eine Rolle spielen. Die Gruppe um Asmis untersuchte 2016 das protonierte Wasser-Pentamer und das perdeuterierte Analogon und stellte fest, dass nicht alle Banden im experimentellen IR-Spektrum durch harmonische Berechnungen reproduziert werden konnten. 136 Sie stellten fest, dass die dritte O-D Vibration des Kern-D2O Moleküls um über 200 cm-1 blauverschoben war, wenn die Berechnungen harmonisch durchgeführt wurden. 136  
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 Abbildung 24. Experimentelles Spektrum von [pHercynin]+ im Vergleich zu drei möglichen Konformeren. Die berechneten Spektren wurden mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die Intensitäten dieser Spektren wurde auf die Carbonyl-Streckschwingung normiert um eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen. Bei genauerer Betrachtung der Carbonyl-Bande ist zu erkennen, dass diese eine Feinstruktur aufweist. Dies könnte ein Hinweis sein, dass zwei Strukturen gleichzeitig in der Gasphase vorliegen, oder dass es Probleme mit dem Laser gab. Abschließend lässt sich sagen, dass sich eine Vielzahl möglicher Erklärungen anbietet, um die Abweichung des experimentellen Spektrums von der Grundstruktur zu deuten. Vermutlich liegt eine zwitterionische Form vor, welche in Lösung günstig ist und in der Gasphase erhalten bleibt.  3.3.4 pHisHis  Wie in Kapitel 3.2 erläutert, treten in Proteinen häufig nicht nur ein isoliertes Histidin auf, sondern gleich Histidin-reiche Domänen. Um auch hier erste Einblicke in den Einfluss der Phosphorylierung zu erlangen, wurde das HisHis-Dipeptid ebenfalls phosphoryliert und mittels IRMPD Spektroskopie untersucht. Das Histidin-Dipeptid bietet durch die zwei Imidazol-Ringe vier mögliche Phosphorylierungsstellen an. Basierend auf den Ergebnissen der vorherigen Studien mit Histidin und Hercynin wird angenommen, dass die 
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Imidazole an der Nɷ Position phosphoryliert werden. Unklar war jedoch, ob am C- oder am N-terminalen Imidazol. In Abbildung 25 ist das experimentelle Spektrum von [pHisHis-H]- mit m/z 371 in schwarz dargestellt. Die zur Generierung des experimentellen IRMPD-Spektrums sind in der entsprechenden Sektion im experimentellen Teil dieser Arbeit zu finden. 

  Abbildung 25 Experimentelles Spektrum von [pHisHis-H]- mit m/z 371 in schwarz im Vergleich zu den drei energetisch günstigsten berechneten Konformeren von 5. Alle ďeƌeĐhŶeteŶ KoŶfoƌŵeƌe siŶd aŵ Nɷ des C-terminalen Imdiazol-Rings phosphoryliert. Die berechneten Spektren wurden mit einem Faktor von 0.97 skaliert. Die Intensitäten dieser Spektren wurde auf die Carbonyl-Streckschwingung normiert um eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen.  Auffällig ist, dass die Banden im Spektrum sehr breit sind. Zudem ist fast keine Basislinie zu erkennen. Diese Indikatoren müssen bei der Interpretation der Spektren berücksichtigt werden. Ein solches Spektrum kann durch eine starke Sekundärfragmentierung der Produktionen entstehen, oder auch durch ein nicht ausreichend stabiles Spray. Um mögliche Artefakte ausschließen zu können, wurden die gefundenen Produktionen mit den in der Literatur bekannten Ionen von Phosphopeptiden verglichen.137 Die Moleküle verlieren in der Fragmente mit 18 bzw. 98 Da. Dies 
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entspricht Wasser und HPO3 mit Wasser. Dies sind auch in der Literatur bekannte Fragmente bei der Untersuchung von phosphorylierten Peptiden. Die berechneten Spektren weisen zwei CO-Banden im Bereich von 1680 und 1730 cm-1 auf, welche dem Peptid-CO bzw. dem C-Terminus zugeordnet werden können. Im experimentellen Spektrum sind in diesen Bereichen ebenfalls Banden zu erkennen, wenn auch mit deutlich geringerer Intensität. Zudem weisen alle berechneten Spektren eine starke Bande bei 1550 cm-1 auf, welche einer N-H Biegeschwingung, ebenfalls der Peptidbindung, entspricht. Im experimentellen Spektrum ist diese nicht zu finden, wobei anzumerken ist, dass diese aufgrund der Probleme bei der Akquirierung des Spektrums und der Bandenbreite eventuell nicht zu erkennen ist. Wenn diese im experimentellen Spektrum tatsächlich nicht vorhanden ist, deutet dies auf ein anderes Strukturmotiv der Peptidbindung hin (vgl. Schema 6). Um dies zu untersuchen, wurden auch Startstrukturen mit einem deprotonierten Stickstoff geprüft. Während der Optimierung dieser Strukturen wurde jedoch immer der Stickstoff protoniert. Die Bande im experimentellen Spektrum zwischen 1150 und 1300 cm-1 ist in keiner der berechneten Strukturen von 5 repräsentiert. In dieser Region sind C-O, P-OH und P=O-Streckschwingungen aktiv. In den berechneten Spektren sind diese Absorptionen blauverschoben und werden durch Gerüstschwingungen des HisHis überlagert. Eine Übereinstimmung der Bandenlage zwischen den berechneten Spektren und dem experimentellen Spektrum kann bei ca. 1100 cm-1 (N-H Imidazol in plane Biegeschwingung) und 1000 cm-1 (O-H out of plane Biegeschwingung) gefunden werden. Die Bande bei 910 cm-1 im experimentellen Spektrum wird nur im Spektrum von Konformer a wiedergefunden. Dabei handelt es sich um eine N-H Imidazol out of plane Schwingung. Die NH2 Wiegeschwingung bei ca. 850 cm-1 werden durch die Konformere b und c gut abgebildet. Im Allgemeinen ist die Übereinstimmung zwischen den gerechneten Spektren und dem experimentellen Spektrum nicht überzeugend. Es stellt sich jedoch die Frage, ob dies an einer unvollständigen Konformationsanalyse, oder an der geringen Reproduzierbarkeit des experimentellen Spektrums liegt
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4 Zusammenfassung und Ausblick  In der vorliegenden Dissertation wurden verschiedene Histidin Derivate in der Gasphase mittels einer Kombination aus Massenspektrometrie, IRMPD und computerchemischen Rechnungen untersucht und charakterisiert. Durch diese Kombination konnten erste Eindrücke in das Tautomere-Gleichgewicht von Ergothionein gewonnen werden und Unterschiede zwischen Gasphasen-bzw. Strukturen in Lösung ermittelt werden. Zudem wurde der Einfluss von Alkalimetallen auf die Konformation, sowie die unterschiedlichen Tautomere untersucht. Auch die Interaktion Histidin mit Nickel und Calcium wurde untersucht; sowie der Unterschied von Histidin Dimeren zu einem Histidin Dipeptid. Außerdem wurden erste Einblicke in die Veränderung der Konformation durch Phosphorylierung gewonnen. Im ersten Teil der Arbeit wurden IR Ionen Spektren von Ergothionein als isoliertes Molekülion, sowie seines biologischen Vorläufers Hercynin und Nɸ-Methyl-Hercynin aufgenommen. Die Analytmoleküle wurden zudem mittels DFT Rechnungen untersucht und lineare IR Spektren dieser berechnet. Die IR Spektren wurden miteinander verglichen, um eine Identifikation der Tautomere und Konformere zu ermöglichen. Für ET weisen sowohl die Thiol als auch die Thion Spektren eine hohe Übereinstimmung mit dem experimentellen Spektrum auf. 
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 Abbildung 26. Grundstrukturen von ET in der Gasphase und in Methanol als Lösungsmittel. 11 Dadurch wird eine eindeutige Zuweisung der dominanten Form verhindert. Weitere DFT Rechnungen zeigen allerdings, dass ET in Methanol eine Thion Struktur annimmt, welche in die Gasphase übertragen werden kann. Die Thion Struktur kann durch effektive Desolvatation kinetisch „eiŶgefƌoƌeŶ͞, sodass eine Isomerisierung zum, in der Gasphase günstigeren, Thiol nicht erfolgt. Für Hercynin und Nɸ-Methyl-Hercynin wurde das gleiche Verhalten beobachtet. Im Gegensatz dazu steht das Verhalten der Analyten als Natrium-Addukte. Hier nehmen alle Analyten die durch Berechnungen vorhergesagten Grundstrukturen ein, welches spektroskopisch eindeutig nachgewiesen wurde. Für ET ist dies erneut die Thion Form. Als nächstes wurden Histidin-Metall-Komplexe untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass ein Histidin nicht ausreichend ist, um Komplexe mit Metallen wie Nickel zu formen. Es wurde herausgefunden, dass zwei Histidin Reste jedoch genügen um ein Metall Kation zu komplexieren. Bei der Verwendung von Nickel als Kation, ist ein Histidin Rest am C-Terminus deprotoniert. Computerchemische Rechnungen zeigen, dass Nickel im Triplett-Zustand vorliegt. Es wurden drei mögliche ähnlich stabile Konformere mittels DFT identifiziert. Die linearen IR Spektren dieser drei Konformere passen zu dem IRMPD Spektrum des Komplexes. Es wird vermutet, dass alle drei Konformere gleichzeitig in der Gasphase vorliegen. Wenn Calcium im entsprechenden Komplex vorlag, war eine eindeutige Zuordnung einzelner, individueller 
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Isomere nicht möglich. In der Grundstruktur lag ein Histidin Rest als Zwitterion vor, was sich vom Nickel-Komplex deutlich unterscheidet. Zudem wurde das Calcium in der Grundstruktur nur durch fünf Koordinationsstellen komplexiert. Wurden nun die separierten Histidin Reste als Peptid gekuppelt, ändern sich die Strukturmotive drastisch. In dem Komplex zwischen Calcium und dem deprotonierten HisHis Dipeptid wurde eine charge solvation Struktur eingenommen. Dabei interagiert Calcium als schwach bindendes Hauptgruppen Metall mit dem Peptid Sauerstoff, sowie dem Sauerstoff des deprotonierten C-Terminus. Im Gegensatz dazu deprotoniert Nickel des Peptid- Stickstoff und induziert somit eine Iminolat Struktur. Computerchemische Berechnungen unterstützen diese beiden unterschiedlichen Bindungsmotive. Diese Ergebnisse können als Modelle für ein besseres Verständnis der Strukturen in Histidin reichen Domänen dienen, sowie in der Nickel Co-Faktor Chemie in der Enzymologie. 
 Abbildung 27. Grundstrukturen von [Ni2+(HisHis-H)]+ (a) und [Ca2+(HisHis-H)]+ (b). Zu erkennen sind die unterschiedlichen Bindungsmotive der Peptidbindung (Im vs. CS). 10 Im letzten Teil der Dissertation ging es um die Phosphorylierung von Histidin als wichtige post-translationale Modifikation. Die Generierung von IRMPD Spektren gestaltete sich aufgrund der chemischen Instabilität der P-N Bindung schwierig. Die erhaltenen Spektren wurden mit berechneten linearen IR Spektren verglichen. Durch die Vielfalt möglicher Stellen der Phosphorylierung (C- oder N-terminaler Imidazol-RiŶg, Nɸ odeƌ NɷͿ und der Deprotonierung wurden verschiedene Rechnungen durchgeführt. Für pHis wurde festgestellt, dass die energetisch günstigste Stelle der Phosphorylierung Nɸ ist. Zudem 
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konnte festgestellt werden, dass durch die Phosphorylierung von Histidin ein Molekül ausreicht um einen pHis-Nickel-Komplex mit ausreichender Stabilität zu generieren. Das experimentelle IRMPD Spektrum des phosphorylierten HisHis-Dipeptides lag nicht in ausreichender Qualität vor um sichere Aussagen über die Konformation bzw. Änderung der Konformation durch die Phosphorylierung treffen zu können. Wurde Hercynin phosphoryliert, wurde eine Abweichung in der akkuraten Masse von ca. 26 mmu festgestellt. Diese Abweichung lässt daran zweifeln, dass es sich bei dem untersuchten Molekül tatsächlich um pHercynin handelt. Allerdings deutete die Fragmentierung während des IRMPD Experimentes darauf hin, dass pHercynin vorlag. Auch das so erhaltene Spektrum wies Ähnlichkeit mit den berechneten Spektren auf. Diese Ergebnisse bestätigten die bisherigen Studien, nach welchen die Phosphorylierung von Histidin und deren Untersuchungen nicht trivial sind. Die vorliegende Arbeit zeigt deutlich die Stärken der Kombination von MS, IRMPD und DFT bei der Strukturaufklärung von Ionen in der Gasphase. Die Untersuchung weiterer kleiner Aminosäure-Sequenzen ist sinnvoll, um z.B. zu überprüfen, welchen Einfluss weitere Koordinationsstellen auf das Peptid-Bindungsmotiv haben. Zudem können pHistidin-Mimikri 130 spektroskopisch untersucht werden, um die Instabilität zu umgehen. Des Weiteren können diese Studien auf kleine Moleküle welche wichtig für z.B Organo-Katalyse sind ausgeweitet werden.  
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5 Experimenteller Teil 5.1 Synthese der Anaylten  L-Ergothionein wurde von der Firma Tetrahedron bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet. Hercynin und Nɸ-Methyl Hercynin wurden ausgehend von L-Hercynin Acros Chemicals) nach einem bekannten Verfahren synthetisiert. 138 Die Histidin Metall Komplexe wurden nach einem leicht abgewandelten Standardverfahren synthetisiert. 114 Die Histidin-Dipeptide (HisHis), welche als Histidinhistidyl-Liganden verwendet wurden, wurden von Dr. André Reinhard aus dem Arbeitskreis von Frau Prof. Dr. Neundorf (Universität zu Köln, Biochemie) synthetisiert und zur Verfügung gestellt. 11 Für weitere Versuche benötigtes HisHis wurde von MSc Gabriel Hemmer während seines E-Moduls hergestellt. Die Phosphorylierungen wurden nach einem abgewandelten Protokoll für Peptidsequenzen durchgeführt. 133 Im Folgenden soll auf die Synthesen genauer eingegangen werden. 5.1.1 L-Ergothionein  L-Ergothionein wurde von der Firma Tetrahedron, Frankreich bezogen und ohne Reinigung für die MS und FELIX Experimente verwendet. Für die Experimente wurde der Feststoff in MeOH/H2O (v/v 1/1) gelöst. HR-MS: [1+H]+ [C9H16O2N3S]+, ber.: 230.096 u, gef.: 230.096 u   [1+Na]+ [C9H15O2N3NaS]+, ber.: 252.078 u, gef.: 252.078 u  Bei der IRMPD erzeugte Produktionen der Vorläuferionen  [1+H]+ m/z 230  Produktionen: 60 (HNMe3+), 90, 100, 127, 186 



E x p e r i m e n t e l l e r  T e i l  |  5   

82  

Neutralverlust: 170 Da, 131 Da (NMe3, CO2, C2H4), 130 Da (CH2NMe3, CO2, C2H4), 103 Da (NMe3, CO2), 44 Da (CO2) [1+Na]+ m/z 252 Produktionen:99, 149, 165 Neutralverlust: 153 Da (NMe3, CO2, C2H4, Na+),103 Da (NMe3, CO2), 87 Da  5.1.2 Darstellung von Hercynin und Nɸ-Methyl Hercynin  
 In einem 50 mL Rundkolben wurden 155 mg (1 mmol, 1 eq) L-Histidin (4), sowie 1 mL (16 mmol, 16 eq) Iodmethan und 1 g (12 mmol, 12 eq) Natriumhydrogencarbonat in 20 mL H2O/MeOH (v/v 1/1) suspendiert. Der Kolben wurde in Alufolie gewickelt und für 16 h bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt. Der farblose Rückstand wurde in 5 mL Chloroform und 5 mL H2O aufgenommen. Die wässrige Phase wurde abgetrennt und das Volumen auf die Hälfte reduziert. Die trübe Lösung wurde mit 1 N HCl auf einen pH Wert von 2 eingestellt, wobei diese klar wurde. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, sodass 98 mg (0.4 mmol (bezogen auf 3), 40%) eines gelben Feststoffes erhalten wurden. Für die ESI-MS und FELIX Experimente wurde 1 mg des Feststoffes in 1 mL H2O/MeOH (v/v 1/1) gelöst und 1/1000 verdünnt.  
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1H NMR: (600 MHz, D2O, 298 K) ɷ [ppm] = 8.65 (s, 2H, C-8), 7.35, (s, 2H, C-6), 3.97 (m, 2H, C-3), 3.87-3.82 (3H, C-15), 3.5-3.48 (m, 4H, C-4), 3.4-3.29 (b, m, 18H, C-12,C-13, C-14),  13C NMR: (151 MHz, D2O, 298 K) ɷ [ppm] = 169.6 (2C, C-1), 134.8 (2C, C-8), 126.97 (2C, C-5), 118.3 /2C, C-6), 77.5 (2C, C-3), 53.0 (6C, C-12, C-13, C-14), 23.2 (2C, C-4). Die NMR-Spektren können dem elektronischen Anhang entnommen werden. HR-MS: [2+H]+ [C9H16O2N3]+, ber.: 198.124 u, gef.: 198.124 u   [2+Na]+ [C9H15O2N3Na]+, ber.: 220.106 u, gef.: 220.106 u   [3+H]+ [C10H18O2N3]+, ber.: 212.139 u, gef.: 212.140 u, Δ +4.7 ppm   [3+Na]+ [C10H17O2N3Na]+, ber.: 234.121 u, gef.: 234.120 u, Δ -4.2 ppm  Bei der IRMPD erzeugte Produktionen der Vorläuferionen  [2+H]+ m/z 198  Produktionen: m/z 60 (HNMe3+), m/z 95, m/z 154 Neutralverluste: 138 Da, 103 Da (NMe3, CO2), 44 Da (CO2) [3N+H]+ m/z 212 Produktionen: m/z 153, m/z 168 Neutralverlust: 59 Da (NMe3) 44 Da (CO2) [2+Na]+ m/z 220 Produktionen: m/z 117, m/z 133, m/z 161, m/z 176 Neutralverluste: 103 Da (NMe3, CO2), 87 Da, 59 Da, 44 Da (CO2) [3N+Na]+ m/z 234 Produktionen: m/z 131, m/z 147, m/z 160, m/z 175, m/z 190 Neutralverlust: 103 Da (NMe3, CO2), 87 Da, 74 Da (NMe3, .CH3), 59 Da (NMe3), 44 Da (CO2)   
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5.1.3 Darstellung des [Ni2+(His)(His-H)]+ Komplexes  
 Eine Lösung aus 45.6 mg (0.3 mmol, 3 eq) L-Histidin (8) und 8 mg (0.1 mmol, 1 eq) Pyridin in 6 mL H2O wurden in einem Reagenzglas vorgelegt. 25 mg (0.1 mmol, 1 eq) Nickelacetat wurden in 3 mL Ethanol gelöst. Diese Lösung wurde vorsichtig auf die Lösung im Reagenzglas gegeben, sodass zwei Schichten entstanden. Nach 7 Tagen wurde eine violette Lösung erhalten. Für die ESI-MS und die FELIX Experimente wurde ein Aliquot dieser Lösung entnommen und mit H2O verdünnt. HR-MS: [13]+ [C12H17N6O4Ni]+, ber.: 367.066 u, gef.: 367.066 u Bei der IRMPD erzeugte Produktionen der Vorläuferionen [13]+ m/z 367 Produktionen: m/z 320, m/z 306, m/z 250, m/z 279, m/z 262, m/z 168 Neutralverlust: 44 Da (CO2), 61 Da (CO2, NH3), 88 Da (2*CO2), 117 Da (CO2, C2O2NH3), 105 Da (2*CO2, NH3), 199 Da (2*CO2, NH3, C5N2H6) 5.1.4 Darstellung des [Ca2+(His)(His-H)]+ Komplexes  
 Eine Lösung aus 47.9 mg (0.31 mmol, 2.6 eq) L-Histidin (8) und 10.4 mg (0.13 mmol, 1 eq) Pyridin in 6 mL H2O wurden in einem Reagenzglas vorgelegt. 13 mg (0.12 mmol, 1 eq) Calciumchlorid wurden in 3 mL Ethanol gelöst. Diese Lösung wurde vorsichtig auf die Lösung im Reagenzglas gegeben, sodass zwei 
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Schichten entstanden. Es nach 7 Tagen wurde eine klare Lösung erhalten. Für die ESI-MS und die FELIX Experimente wurde ein Aliquot dieser Lösung entnommen und mit H2O verdünnt. HR-MS: [19]+ [C12H17N6O4Ca]+, ber.: 349.093 u, gef.: 349.093 u Bei der IRMPD erzeugte Produktionen der Vorläuferionen  [19]+ m/z 349 Produktionen: m/z 331, m/z 305, m/z 262, m/z 250, m/z 230, m/z 212, m/z 194, m/z 168, m/z 156  Neutralverlust: 18 Da (H2O), 44 Da (CO2), 87 Da, 99 Da, 119 Da, 137 Da, 155 Da (Histidin), 181 Da, 193 Da   
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5.1.5 Darstellung des [Ni2+(HisHis-H)]+ Komplexes  
 In 0.7 mL H2O wurden 5 mg (0.02 mmol, 1 eq) 20 gelöst und in ein GC-Vial gegeben. 13 mg (0.05 mmol, 2.5 eq) Nickelacetat und 5.3 mg (0.07 mmol, 3.5eq) Pyridin wurden in 1.5 mL Ethanol gelöst und diese Lösung wurde vorsichtig über die Dipeptid-Lösung geschichtet. Es wurde eine klare Lösung erhalten, die ohne weitere Reinigung für die ESI-MS und FELIX Experimente verwendet wurde. HR-MS: [21]+ [C12H15N6O3Ni]+, ber.: 349.055 u, gef.: 349.053 u, Δ -25.7 ppm Bei der IRMPD erzeugte Produktionen der Vorläuferionen  [21]+ m/z 349 Produktionen: m/z 277, m/z 250  Neutralverlust: 72 Da, 99 Da  5.1.6 Darstellung des [Ca2+(HisHis-H)]+ Komplexes  

 In 0.7 mL H2O wurden 4.5 mg (0.015 mmol, 1 eq) 20 gelöst und in ein GC-Vial gegeben. 9 mg (0.08 mmol, 5.3 eq) Calciumchlorid und 3.1 mg (0.04 mmol, 2.7 mmoll) Pyridin wurden in 1.5 mL Ethanol gelöst und diese Lösung wurde vorsichtig über die Dipeptid-Lösung geschichtet. Es wurde eine klare Lösung erhalten, die ohne weitere Reinigung für die ESI-MS und FELIX Experimente verwendet wurde. 
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HR-MS: [22]+ [C12H15N6O3Ca]+, ber.: 331.083 u, gef.: 331.083 u Bei der IRMPD erzeugte Produktionen der Vorläuferionen  [22]+ m/z 331 Produktionen: m/z 309, m/z 287, m/z 271, m/z 254, m/z 233, m/z 194, m/z 110  Neutralverlust: 22 Da, 44 Da (CO2), 59 Da, 76 Da. 99 Da, 137 Da (N3C6H7O), 110 Da  5.1.7 Darstellung von pHis Die Synthese von 17 wurde von G. Hemmer Wie folgt durchgeführt: 
 Es wurden 50.4 mg (0.33 mmol, 1 eq) Histidin und 108 mg (0.81 mmol, 2.5 eq) Kaliumphosphoamidat in 3 mL D2O gelöst und mit KOH auf PH 8 eingestellt. Die Lösung wurde über nach gerührt. Da die Lösung vor der Analytik nicht weiter gereinigt wurde, sollten im 31P-NMR zwei Phosphorsignale zu sehen sein. Eines vom Phosphoamidat und eines von 17. 
 1H-NMR:  (AV 300, D2O) ɷ [ppŵ]: ϳ.ϲϵ ;s, ϭH, HϴͿ; ϲ.ϵϵ ;s, ϭH, HϲͿ; ϯ.ϴϱ ;ŵ, ϭH, H3); 3.02 (m, 2H, H4).   13C-NMR:  (AV 300, D2O) ɷ [ppŵ]: ϭϳϰ.ϰϰ ;ϭC, CϭͿ; ϭϯϰ.ϱϰ ;ϭC, CϴͿ; ϭϭϴ.ϰϮ ;ϭC, C5); 54.60 (1C, C3); 28.64 (1C, C4).   31P-NMR:  (AV 300, D2O) ɷ [ppŵ]: -4.48 (s, 1P); -4.84 (s, 1P).   
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FT-IR: (ATR): 𝜗̃ [cm-1] = 3245 (w), 2846 (m), 2611 (w), 2474 (w), 2175 (w), 2117 (w), 1620 (w), 1463 (m), 1298 (w), 1149 (s), 1116 (s), 1102 (s), 1072 (m), 985  (s), 870 (m), 759 (w), 737 (w), 676 (s). HR-MS: [17]- [C6H9O5N3P]-, ber.: 234.029 u, gef.: 234.029 u Bei der IRMPD erzeugte Produktionen der Vorläuferionen  [17]- m/z 234  Produktionen: m/z 216, m/z 190, m/z 97, m/z 79 Neutralverlust: 18 Da (H2O), 44 Da (CO2), 137 Da, 155 Da (Histidin) 5.1.8 Darstellung von pHis+Nickel  
 Es wurden 42.1 mg (0.27 mmol, 1 eq) L-Histidin, 100.7 mg (0.7 mmol, 2.6 eq) Phosphoramidat, 104.4 mg (0.8 mmol, 3 eq) Nickelchlorid und 30 mg (0.38 mmol, 1.4 eq) Pyridin in 1 mL H2O suspendiert. Diese Lösung wurde verdünnt und für die ESI-MS und FELIX Experimente verwendet.  HR-MS: [18]- [C6H7O5N3NiP], ber.: 289.948 u, gef.: 289.948 u Bei der IRMPD erzeugte Produktionen der Vorläuferionen  [18]- m/z 290  Produktionen: m/z 272, m/z 246, m/z 228, m/z 171 Neutralverlust: 18 Da (H2O), 44 Da (CO2), 62 Da (H2O, CO2)     
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5.1.9 Darstellung von pHercynin  
 Zunächst wurde 2 analog zum in 5.1.2 beschriebenen Verfahren synthetisiert. Auch hier wurden 2 und 3 als Gemisch erhalten, welches nicht weiter gereinigt wurde. Es wurden 66.1 mg (0.27 mmol, 1 eq, bezogen auf 3) Hercynin, 97.7 mg (0.67 mmol, 2,5 eq) Phosphoramidat und 30 mg (0.38 mmol, 1.4 eq) Pyridin in 1 mL H2O suspendiert und verdünnt. In den ESI-MS Experimenten konnte lediglich 2 in seiner phosphorylierten Form nachgewiesen werden.  HR-MS: [7]+ [C9H17O5N3P], ber.: 278.090 u, gef.: 278,064 u, Δ -93.5 ppm Bei der IRMPD erzeugte Produktionen der Vorläuferionen  [7]+ m/z 278  Produktionen: m/z 220, m/z 161, m/z 133, m/z 117 Neutralverlust: 58, 117, 145, 161  5.1.10 Darstellung von pHisHis  

 Das für diese Experimente benötigte HisHis wurde von G. Hemmer während seines E-Modul Praktikums synthetisiert. 131 Es wurden 18.3 mg (0.05 mmol, 1eq) 20, 14 mg (0.1 mmol, 2 eq) Kaliumphosphoamidat sowie 5 mg (0.06 mmol, 1.2 eq) Pyridin in 1 mL H2O gelöst und verdünnt. Die so verdünnten Lösungen wurden für die ESI-MS und FELIX Experimente verwendet.  
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HR-MS: [5]- [C12H16O6N6P], ber.: 371.086 u, gef.: 371.087 u, Δ +2.7 ppm Bei der IRMPD erzeugte Produktionen der Vorläuferionen  [5]- m/z 371  Produktionen: m/z 353, m/z 334, m/z 273, m/z 229 Neutralverlust: 18 Da (H2O), 37 Da, 98 Da (HPO3, H2O), 142 Da 5.2 Massenspektrometrie  Alle MS und MSn Experimente für die Identifizierung bzw. Charakterisierung der Analytmoleküle wurde auf einem Thermo Fisher LTQ Orbitrap XL Hybrid-Massenspektrometer durchgeführt. Dieses verfügt über eine beheizbare Elektrosprayionisations-Quelle (Heated electrospray ionisation, H-ESI), eine lineare Ionenfalle (LTQ), eine Oktapol-Kollisionszelle (higher energy dissociation, HCD-Zelle) und einen Orbitrap-Analysator. Mittels einer Spritzenpumpe wurden die verdünnten Analytlösungen (10-4-10-6 M) bei einer Flussrate von 5 µL/min direkt in die ESI-Quelle injiziert. Als Lösungsmittel wurden Methanol, Wasser, Acetonitril oder Mischungen dieser drei verwendet. Die Spray-Spannung lag typischerweise bei +3.5 kV im positiven Ionen Modus und bei -3.5 kV im negativen Ionen Modus. Die Tube Lens Spannung und die Kapillar-Spannung wurden für ein effizientes Spray für jeden Analyten optimiert. Für eine optimale Vernebelung sowie zur Stabilisierung des Sprays wurde Stickstoff als Auxiliar, Sheath und Sweep Gas eingesetzt. Für die CID Experimente in dem LTQ-Teil wurde Helium als Kollisionsgas verwendet, hier wurde die Kollisionsenergie so gewählt, dass eine starke Fragmentierung des Vorläuferions zu beobachten war. Für die Bestimmung der akkuraten Ionenmassen der Vorläufer- und Produktionen wurde der Orbitarp Massenanaylysator verwendet. Die Analytlösung wurde dazu mit einem Standard bekannter Masse versetzt und bei jeder Messung intern kalibriert (Lock Masse). Die Auflösung liegt typischerweise bei RFWHM = 30000 und der Fehler zwischen 2 und 3 ppm. In regelmäßigen Abständen wurde der Electron 
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Multipier Gain und der Orbitrap-Detektor mit der Thermo Fisher Pierce Kalibrierlösung kalibriert. Für den positiven Ionenmodus werden die Ionen von Coffein, MRFA und Ultramark 1621 verwendet und für den negativen Ionen Modus die Ionen von Natriumdodecylsulfat, Natriumtaurocholat und ebenfalls Ultramark 1621. Das von Thermo Fisher entwickelte Programm LTQ Tune Plus 2.5.5 wurde für die Datenaufzeichnung verwendet. Für die Prozessierung der erhaltenen Spektren sowie zur Berechnung der theoretischen Massen wurde Xcalibir 2.1.0, ebenfalls Thermo Fisher, verwendet. Die aufgenommenen Spektren entsprechen 30-100 Scans und wurden über diese gemittelt. 5.3 IRMPD-Experimente  Für die IRMPD Experimente wurde entweder ein 4.7 T FTICR Massenspektrometer oder ein modifiziertes 3D Quadrupol Massenspektrometer (Bruker Amazon Speed ETD) verwendet. Diese MS-Instrumente wurden mit einem freien Elektronen Laser gekoppelt. Die Experimente wurden an den FELIX Laboratorien der Radboud Universität in Nijmegen mit freundlicher Unterstützung von Dr. Giel Berden, Prof. Dr. Jos Oomens und Dr. Jonathan Martens durchgeführt.  5.3.1 FTICR  Ein 4.7 Tesla Fouriertransformations-Ionencyclotron-Massenspektrometer wurde mit einem Freie Elektronen Laser (FEL) gekoppelt. Dadurch können Infrarot Absorptionsspektren in der Gasphase durch IRMPD erhalten werden. Dieser Aufbau erlaubt eine einfache Bildung, Isolation, Speicherung und hohe Massenauflösung der Ionen. Der FELIX Strahl wird durch ein ZnSe-Fenster in die Vakuumkammer des MS eingebracht. Der Laser passiert die Ionenwolke durch in der ICR-Zelle angebrachte Kupferspiegel mehrfach um eine möglichst große Anzahl an Ionen anzuregen. Abbildung 28 zeigt den schematischen Aufbau des 



E x p e r i m e n t e l l e r  T e i l  |  5   

92  

verwendeten FTICR. Dort ist zu erkennen, wie die Ionen in der ICR-Zelle durch den IR-Strahl angeregt werden. Die Ionen werden zwischen 1 und 3 Sekunden gespeichert, wobei sie mit 5-15 Makropulsen bei einer Rate von durchschnittlich 5 Hz bestrahlt werden. 

 Abbildung 28. Schematischer Aufbau des verwendeten FTICR. Der vergrößerte Ausschnitt zeigt die Interaktion des IR-Strahls mit der Ionenwolke. 139 Die Ionen werden mittels ESI erzeugt. Dabei wird eine Micromass Z-Spray Quelle verwendet. Die Konzentrationen der Lösungen liegen bei ca. 10-3 M und die Flussraten bei 10  µL/min. Die so erzeugten Ionen werden für 3 Sekunden in einem Hexapol akkumuliert bevor sie in die ICR-Zelle gelangen. Für die Selektierung des gewünschten Vorläuferions aus der Analytlösung wird ein SWIFT (stored waveform inverse fourier transform) durchgeführt. 97  5.3.2 Quadrupol Ionenfalle  Wie auch schon beim FTICR werden die Ionen für die Experimente mit der 3D Quadrupol Ionenfalle (QIT) mittels ESI erzeugt. Die Konzentrationen sind jedoch mit ca. 10-6 M um Größenordnungen geringer. Auch die Flussraten der 
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Analytlösungen liegt nur bei 2-3 µL/min. Zudem wird für eine effektive Vernebelung Stickstoff als beheiztes Trocknungsgas eingesetzt. Da die Bruker Amazon Speed ETD nicht mit Laserdurchlässigen Fenstern ausgestattet ist und somit keinen optischen Zugang zur Ionenwolke bietet, musste diese dahingehend modifiziert werden. Dazu wurde ein Teil des Vakuumgehäuses durch ein optisches Experimentierbrett (Breadboard) ersetzt. Dieses wurde mit zwei IR transparenten Fenstern versehen. Die Ringelektrode wurde mit zwei 3 mm großen Löchern oben und unten versehen. Zudem sind zwei mit Gold beschichtete Spiegel unterhalb der Ionenfalle angebracht. Der Laserstrahl kann so die Ringelektrode passieren, dort die Ionen anregen und wird wieder aus dem Gehäuse geleitet. Durch die beiden Löcher in der Ringelektrode kann das Puffergas schneller aus der Falle entweichen, sodass größere Heliumströme notwendig sind. Der Helium-Druck beträgt in der Falle 10-3 mbar. 12 Die generierten Ionen werden typischerweise 0.05-50 ms akkumuliert. Die Synchronisierung zwischen Laser, MS und Aufzeichnung wird durch ein XML Scripting Interface 140, welches in die Bruker Ionenfallen Software eingearbeitet wurde, sowie eine zusätzliche Hilfsschnittstelle am MS geregelt. 98 Durch diese Modifikation kann sowohl Strahlung von einem FEL als auch von einem OPO Laser für die Experimente verwendet werden. Auch die Verwendung von beiden Laser Quellen zur gleichen Zeit füƌ sogeŶaŶŶte „tǁo Đoloƌ͞ EǆpeƌiŵeŶte ist möglich. 12  5.4 Computerchemische Berechnungen 5.4.1 Ergothionein und anverwandte Histidin Derivate  Alle Rechnungen dieser Studie wurden von Anthony Meijer, Universität Sheffield, durchgeführt. Die DFT Rechnungen für ET, Hercynin und Nɸ-Methyl-Hercynin wurden mit dem Programm Gaussian09, Version D.01, durchgeführt. 141 Das Programm wurde dabei mit  durch Gaussian kompatiblem Versionen von BLAS und ATLAS  ergänzt. 142,143 Für die Berechnungen wurde das 
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B3LYP Funktonal mit GD3-BJ Korrektur-Term verwendet, welcher Dispersionsinteraktionen berücksichtigt. Die Verwendung des Korrektur-Terms ändert die Berechnungen aber nicht wesentlich. 74,144 Als Basissatz wurde cc-pVTZ 145,146 mit ultrafine settings für die Integrale verwendet. Die Strukturoptimierungen wurden ohne Symmetrie-Restriktionen durchgeführt. Die Übergangszustände wurden mittels des QST3-Algorithmus ermittelt.147 Zusätzlich wurden Frequenz Rechnungen durchgeführt, um die Strukturen als lokale Minima oder Übergangszustände zu bestätigen. Die Grundstrukturen wurden durch die Abwesenheit von imaginären Frequenzen und die Übergangszustände durch genau eine imaginäre Frequenz identifiziert. Diese Kombination zeigt in früheren Arbeiten bereits eine gute Korrelation.12 Die Berechnungen wurden in vacuo durchgeführt, soweit nicht anders angegeben. Für die Berechnungen von ET in MeOH wurde das PCM verwendet, wie es in Gaussian implementiert ist. Im Wellenzahlenbereich von 500-1900 cm-1 wurden die Frequenzen mit einem Faktor von 0.97 und im Bereich von 3300-3600 cm-1 mit einem Faktor vom 0.957 skaliert (vgl. Kapitel 1.2.2.1). 10,148,149 Die berechneten Absorptionen wurden mit einer Gauss-Fit mit einer Breite von 12 cm-1 bei der FWHM verbreitert. Zudem wurden die berechneten Schwingungen auf die Intensität der Carbonyl-Bande normiert. Die angegebenen Energiedifferenzen beziehen sich auf die freien Gibbs Energien bei 298K. 5.4.2 Nickel und Calcium Komplexe  Für die untersuchten Komplexe von Histidin und dem Dipeptid mit Nickel und Calcium wurden die gleichen Parameter wie im vorherigen Abschnitt verwendet. In allen Nickel Komplexen ist der energetisch günstigste Komplex ein Triplett. In den Calcium Komplexen liegt das Calcium als Singulett vor.  
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5.4.3 Phosphorylierte Molekül-Ionen  Für die phosphorylierten Histidine wurde ein Konformationsanalyse mit Maestro Materials Science 2.0.018 der Firma Schroedinger Inc. (Portland, OR) verwendet. Dabei wurde ein AMBER Kraftfeld verwendet. Für die Konformationssuche wurden die maximalen Schritte auf 1000 gesetzt. Das verwendete Energiefenster wurde auf 21 kJ/mol festgesetzt. Viele der so erzeugten Strukturen zeigen strukturelle Ähnlichkeiten, sodass diese zu einer Struktur zusammengefasst wurden und nur die Strukturen mit den niedrigsten Energien einer vollständigen Optimierung unterzogen wurden. Da Histidin, wie auch Hercynin zwei mögliche Phosphorylierungsstellen ;Nɸ uŶd Nɷ des Imidazol-Rings) anbietet, wurde für beide eine Konformationsanalyse durchgeführt. Für das Histidin Dipeptid waren vier mögliche Stellen vorhanden. Der C- bzw.- N-terminale Imidazol-RiŶg ŵit jeǁeils Nɸ uŶd Nɷ. Auch hier wurde für jede Möglichkeit eine Konformationsanalyse durchgeführt. Die energetisch günstigsten gefunden Konformere und Isomere wurden mittels DFT weiter optimiert. Die Strukturen wurden mit dem B3LYP Funktional und dem cc-pVTZ Basissatz optimiert und gleichzeitig Frequenzrechnungen durchgeführt. Zur Berechnung der Energie wurden die so erhaltenen Minimumstrukturen einer Energieberechnung mit der gleichen Kombination aus Funktional und Basissatz unterzogen. Die Optimierung und Frequenzrechnungen wurden in vacuo durchgeführt. Die Energieberechnungen wurden bei einigen Strukturen zusätzlich in Methanol, mittels PCM durchgeführt, wie es in Gaussian implementiert ist.  
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6 Anhang  Die Koordinaten aller in dieser Arbeit abgebildeten Strukturen können dem elektronischen Anhang entnommen werden.  

 Abbildung 29. Sechs energetisch günstige Strukturen des [Ni2+(HisHis-3H)]- mit m/z 347. Alle Strukturen weisen durch die dreifache Deprotonierung ein Iminol Strukturmotiv auf. Die Grundstruktur a weist zusätzlich eine Wasserstoffbrücke zwischen dem H des C-Terminus und dem Sauerstoff des Amides auf. Keine der berechneten Strukturen weist eine eindeutige Übereinstimmung mit dem experimentellen Spektrum auf. Für die Generierung des FELIX Spektrums des Komplexes [Ni2+(HisHis-3H)]- verwendete Ionen: [21]- m/z 347 Produktionen: m/z 330, m/z 301, m/z 284, m/z 254, m/z 219, m/z 198, m/z 182, m/z 164 Neutralverlust: 17 Da (NH3), 36 Da, 63 Da, 93 Da, 128 Da,  149 Da, 165 Da, 183 Da 
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 Abbildung 30. Die fünf in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [ET]+, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj). Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden.    
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 Abbildung 31. Die drei in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [ET+Na]+, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj). Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden.   

 Abbildung 32. Die drei in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [Hercynin]+, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj). Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden. 
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 Abbildung 33. Die drei in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [Hercynin-H+Na]+, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj). Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden.   



A n h a n g  |  6   

100  

 Abbildung 34. Die drei in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [Nɸ-Methyl-Hercynin]+, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj). Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden. 

 Abbildung 35. Die drei in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [Nɸ-Methyl-Hercynin+Na]+, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj). Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden.   
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 Abbildung 36. Die drei in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [Ni2+(His)(His-H]+, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj), Nickel liegt im Triplett-Zustand vor. Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden.   

 Abbildung 37. Die drei in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [Ca2+(His)(His-H]+, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 with Becke-Johnson Damping (gd3bj).  
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 Abbildung 38. Weitere nicht in der Arbeit besprochene mögliche Strukturen von [Ca2+(His)(His-H]+, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj). Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden.    

 Abbildung 39. Die sechs in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [Ni2+(HisHis-H]+, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj), Nickel liegt im Triplett-Zustand vor. Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden.   
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 Abbildung 40. Die vier in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [Ca2+(His)(His-H]+, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj). Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden.   
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 Abbildung 41. Die drei in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [pHis]-, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj). Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden.   
 Abbildung 42. Die zwei in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [pHis]-, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj), Nickel liegt im Triplett-Zustand vor. Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden.    
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Abbildung 43. Die drei in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [pHercynin]+, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj), Nickel liegt im Triplett-Zustand vor. Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden. 



A n h a n g  |  6   

106  

 Abbildung 44. Die drei in der Arbeit vorgestellten Strukturen von [p(HisHis)]-, B3LYP/cc-pVTZ, dispersion forces included: Grimme-3 mit Becke-Johnson Damping (gd3bj). Die Koordinaten können dem elektronischen Anhang entnommen werden. Neben denen in dieser Arbeit vorgestellten Projekten, wurden zusätzliche Projekte von mir begleitet. Da aber weder die Synthesen noch die computerchemischen Berechnungen dazu von mir durchgeführt wurden, sind die bereits veröffentlichten Projekte als Artikel angehängt. Der Artikel wurde mit Genehmigung aus: Journal of the American Chemical Society 2017, 139, 5779-5786, reproduziert. Copyright 2018 American Chemical Society. 
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ABSTRACT: While hydrogen tunneling at elevated temperatures
has, for instance, often been postulated in biochemical processes,
spectroscopic proof is thus far limited to cryogenic conditions,
under which thermal reactivity is negligible. We report spectroscopic
evidence for H-tunneling in the gas phase at temperatures around
320−350 K observed in the isomerization reaction of a hydro-
xycarbene into an aldehyde. The charge-tagged carbene was
generated in situ in a tandem mass spectrometer by decarboxylation
of oxo[4-(trimethylammonio)phenyl]acetic acid upon collision
induced dissociation. All ion structures involved are characterized
by infrared ion spectroscopy and quantum chemical calculations. The
charge-tagged phenylhydroxycarbene undergoes a 1,2-H-shift to the
corresponding aldehyde with an half-life of about 10 s, evidenced by isomer-selective two-color (IR-IR) spectroscopy. In contrast,
the deuterated (OD) carbene analogue showed much reduced 1,2-D-shift reactivity with an estimated half-life of at least 200 s
under the experimental conditions, and provides clear evidence for hydrogen atom tunneling in the H-isotopologue. This is the
first spectroscopic confirmation of hydrogen atom tunneling governing 1,2-H-shift reactions at noncryogenic temperatures, which
is of broad significance for a range of (bio)chemical processes, including enzymatic transformations and organocatalysis.

1. INTRODUCTION

Rates and selectivities of chemical reactions are classically
defined by energy barriers, but can be significantly biased
by quantum-mechanical tunneling.1,2 Indeed, hydrogen tunnel-
ing is known to play a crucial role in chemical reactivity at
cryogenic temperatures, such as in astrochemistry, and at room
temperature in biochemistry, organic chemistry, and catalysis.
However, the effect of tunneling processes at room temperature
are, until now, mainly recognized on the basis of kinetic
isotopic effect measurements3,4 and direct spectroscopic proof
for tunneling control of chemical reactions is thus far limited to
cryogenic conditions, where thermal reactivity is negligible.5−10

From 2008 onward, Schreiner and Allen et al. have demons-
trated that α-ketocarboxylic acids such as glyoxylic acid,
phenylglyoxylic and pyruvic acid, can be decarboxylated by
flash-vacuum pyrolysis to form the respective hydroxycarbenes.
Characterization of the trapped hydroxycarbenes by infrared
(IR) spectroscopy in an argon matrix at 11 K,6−8 in combina-
tion with high-level computations, established that the isomeriza-
tion of hydroxycarbenes to their respective aldehydes and enols,
proceeds by a tunneling controlled 1,2-hydrogen shift reaction.
This conclusion is consistent with the predominant formation of

the thermodynamic product through hydrogen tunneling under
the higher kinetic barrier at cryogenic temperatures.6−9

In addition, O’Hair demonstrated in his extensive work on the
fundamentals of the Pesci decarboxylation reaction11 that charged
carboxylate metal complexes expel neutral CO2 to form metal-ion
carbene complexes upon collision induced dissociation (CID) in
the gas phase of a mass spectrometer (MS). The tandem MS
experiments were conducted at room temperature in a linear
quadrupole ion trap (QIT) with subsequent structure analysis of
the organometallic ions by UV ion spectroscopy. Furthermore,
this setup allows investigations of the intrinsic reactivity of the
in situ formed analytes via ion−molecule reactions (IMR). To
investigate the decarboxylation reaction of α-ketocarboxylic acids,
which is of central importance for, e.g., thiamine dependent
enzyme catalysis with pyruvate decarboxylases,12 we synthesized
a charge-tagged phenylglyoxylic acid derivative. As illustrated in
Scheme 1, the fixed-charge α-ketocarboxylic acid precursor ions
are transferred into the gas-phase by electrospray ionization (ESI)
for analysis in a QIT mass spectrometer.13
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The molecular ions of oxo[4-(trimethylammonio)-phenyl]-
acetic acid (1-H at m/z 208) and its monodeuterated derivative
(1-D at m/z 209) are selected and dissociated by collisional
activation. The loss of CO2 via CID delivers a pair of isobaric
product ions (2-H, 3-H at m/z 164 from precursor 1-H, and
2-D, 3-D at m/z 165 from 1-D, respectively) in a charge-remote
fragmentation process.14 Samples of (4-(trimethylammonio)-
benzaldehyde) (3-H) and its isotopomer 3-D were also pre-
pared and characterized spectroscopically as reference data sets
for comparison (see SI for details). For the identification and
characterization of individual isomers in a mixture of isobaric
product ions, i.e., the charge-tagged hydroxycarbene 2-H and
the respective aldehyde 3-H, and isotopologues 2-D and 3-D,
we used infrared ion spectroscopy.15 Wavelength-tunable
radiation from a free electron laser (FEL) and optical parametric
oscillator (OPO) laser sources was used for the irradiation of
ions stored in a spherical QIT mass spectrometer.13 As the
density of ions stored in a QIT is far too low for direct IR
absorption spectroscopy, the extent of precursor ion deple-
tion and product ion formation is monitored as the energy
of the photons used for activation is tuned (FEL: from
600 to 1800 cm−1 and OPO: 2800−3700 cm−1). In infrared
multiple-photon dissociation (IRMPD) ion spectroscopy, the
energy of tens to hundreds of resonantly absorbed photons is
turned into vibrational excitation of all oscillators of the
activated ion due to intramolecular vibrational redistribution
(IVR), which ultimately leads to internal energies where one or
more dissociation pathways become accessible. Infrared ion
spectroscopy combined with a computational analysis of ion
structures has proven to be a powerful analytical strategy to
elucidate ion structures.15

2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1. Characterization of Hydroxy[4-(trimethylam-
monio)phenyl]carbene (2-H) by Infrared Ion Spectros-
copy and Theory. Decarboxylation of 1-H/1-D can result in
both 2-H/2-D and 3-H/3-D product ions (m/z 164/165)
which have been characterized here by infrared ion spectros-
copy.13,15 The infrared ion spectra of the isobaric product ions
2-H/3-H at m/z 164 (Figure 1a−c), and of 2-D/3-D at m/z
165 (Supplementary Figure S6a and S6c), result from the
monitoring of the depletion of the respective precursor ion and
their photofragment ions upon IRMPD. The predominant
fragmentation process in all cases is the loss of a methyl radical,
along with the loss of C2H4 and CH4 and combinations of
these (see Supplementary Table S3 for details). These results
are presented in Figure 1 in which panel (a) displays
the infrared spectrum (black) of product ions isolated at m/z
164 compared to the computed IR spectrum of the singlet
trans-hydroxycarbene, 2-H

t
(see Supplementary Figure S3

for comparison of the computed IR spectrum of the singlet
cis-hydroxycarbene, 2-H

c
). The presence of 2-H

t
in the ion

population at m/z 164 is immediately identified by the presence

of an OH stretching vibration, vO−H, at 3553 cm−1 and a C−O
stretch mode vC−O at 1248 cm−1, both matching the calculated
bands for 2-H

t
. In panel (b), the experimental (black) and

calculated (red) IR spectra of the synthesized aldehyde
3-H model compound (4-(trimethylammonio)benzaldehyde)
are presented, showing an absence of intensity in the region of
1250 cm−1 and between 3500 and 3600 cm−1 where the vO−H
and vC−O resonances are found for the hydroxycarbene 2-H

t
.

As well, the characteristic aldehyde vCO stretch for 3-H above
1700 cm−1 in panel (b) identifies the corresponding band
at the same position in the experimental spectrum in panel (a),
unaccounted for the calculated IR spectrum of 2-H

t
. This clearly

indicates a mixture of 2-H
t
and 3-H in the ion population at

m/z 164 (see Supplementary Figure S4 for comparison with
other constitutional isomers and Supplementary Table S1).8

A horizontal dashed line in panel (b) indicates a threshold
below which IR resonances are of insufficient intensity to absorb
the required number of photons to reach the dissociation limit
of the molecule, so that these resonances remain unobserved
in the experimental spectrum. While this threshold limits the
number of bands observed experimentally for the aldehyde
species (in both panels (b) and (c) of Figure 1), we see that this
is not the case for the hydroxycarbene resonances in panel (a),
where most of even the weakest bands still appear in the
experimental spectrum. This apparent lower dissociation
threshold of the hydroxycarbene 2-H

t
is attributed to isomer-

ization of the hydroxycarbene to the aldehyde during IR
photodissociation measurements, where the energy released by
isomerization assists the system in reaching its dissociation
threshold (fewer photons must be absorbed). Panel (c) of
Figure 1 presents an isomer-selective IR spectrum (green) of the
aldehyde 3-H component of the ion population at m/z 164.
This spectrum is generated in a novel two-color IR-IR approach.
Here, the ion population at m/z 164 is first irradiated at
3553 cm−1 using a 10W cw-OPO source. At this frequency only
the hydroxycarbene isomer is resonant (vO−H), but the aldehyde
is transparent. Hence, we selectively photodissociate the hydro-
xycarbene 2-H

t
ions in the population.8 In a second step, the

remaining ions at m/z 164, those without a vO−H resonance at
3553 cm−1, are reisolated and probed with tunable IR light
to measure their infrared spectrum. The clear match between this
isomer-selective IR spectrum and the reference spectrum mea-
sured for the 3-H model compound (black, panels (b) and (c) of
Figure 1) confirms the assignment of 3-H as the only additional
component besides 2-H

t
of the ion population at m/z 164.

Panel (d) of Figure 1 presents a second two-color IR-IR
experiment where the IR spectrum of the photofragment at
m/z 149, generated selectively from the hydroxycarbene
(orange), is presented (see Experimental Section for details).
Similar to the two-color approach in panel (b), hydroxycarbene
ions at m/z 164 are first selectively photodissociated by
irradiation at 3553 cm−1. However, in the second step, rather
than reisolating the remaining ions at m/z 164, fragment ions at
m/z 149 (•CH3 loss) are isolated and probed using tunable IR
light to generate their IR spectrum. The resulting spectrum
features a sharp band at 1700 cm−1, indicative of a vCO stretch,
strongly favoring the assignment of an aldehyde structure and
not a hydroxycarbene structure. Additionally, the IR spectrum
of the •CH3 loss product (m/z 149) from the 3-H aldehyde
model compound was measured (black) and matches very
closely with the m/z 149 fragment generated selectively
from the hydroxycarbene. Supplementary Figure S5 (Support-
ing Information) presents calculated spectra for the •CH3 loss

Scheme 1. Gas-Phase Formation of a Hydroxycarbene from
an α-Ketocarboxylic Acid Precursor in a QIT at Room
Temperature
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product from 2-H
t
and 3-H, clearly demonstrating that the

orange spectrum in panel (d) cannot be accounted for by
a fragment ion with a hydroxycarbene structure (7-H

t
),

but matches well with the calculated IR spectrum of the cor-
responding, and energetically favored, aldehyde fragment (6-H).

These observations directly implicate isomerization of the
hydroxycarbene 2-H

t
, to the aldehyde 3-H, during IR

photodissociation. Our calculations also show that the energy
needed to form 7-H

t
from 2-H

t
and to form 6-H from 3-H are

125.8 and 220.3 kJ mol−1, respectively. These results are in

Figure 1. Experimental and calculated infrared spectra. (a) The experimental IR spectrum of the ion population at m/z 164 generated by CO2 loss
from 1-H (black; see Supplementary Table S3) is compared to the calculated IR spectrum of the charge-tagged trans-hydroxycarbene, 2-Ht (blue).
(b) The experimental IR spectrum of the synthesized aldehyde (4-(trimethylammonio)benzaldehyde) model compound (black; see Supplementary
Table S3) is compared with the calculated IR spectrum (red) for 3-H. (c) The experimental IR spectrum (green) of the remaining ions at m/z 164 in
an isomer-selective two-color IR-IR experiment (see (c) inset) is compared to the experimental IR spectrum of reference compound 3-H. (d) The
experimental IR spectrum of the •CH3 loss product (m/z 149) recorded after isomer-selective photodissociation of hydroxycarbene 2-H

t
species is

compared to the experimental IR spectrum of the CID generated •CH3 loss product (m/z 149) from the 3-H model compound. The structures of 2-
H

t
and 3-H shown in the right of panels (a) and (b) have been computed at the dispersion-corrected B3LYP-GD3BJ/cc-pVTZ level of theory.

Frequencies are scaled by 0.97 (500−2000 cm−1)15 and by 0.95 (2800−3800 cm−1).16
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agreement with the higher stability for 3-H found in the
experiment.
To further explore the energetics and pathways for the

formation and reactions of the hydroxycarbene 2-H
t
and the

aldehyde 3-H, the zero-point corrected reaction energy profiles
are presented in Figure 2 (the corresponding Gibbs energy

reaction profiles are given in Supplementary Figures S9 and
S10). Figure 2 matches closely to the zero-point corrected
CCSD(T) energies calculated by Schreiner and Allen et al. for
phenylhydroxycarbene in terms of relative energies, multiplicity
and transition states8 and demonstrates that the charge-tag does
not significantly influence the energy profiles for 2-H

t
and

3-H.17 As well, CCSD(T)-F12b calculations (see SI for details)

on 2-H
t
, 3-H and the barrier between them, as well as on the

neutral analogues, confirm the validity of the DFT calculations
(see also Supplementary Table S2). Panel (a) of Figure 2
furthermore shows that 1-H exists as two nearly isoenergetic
conformers, 1-H

c
(cis) and 1-H

t
(trans), the latter of which is

also found in the crystal structure of [4-(dimethylamino)-
phenyl]oxoacetic acid (S-2-H, see Supplementary Figures S11
and S12 for overlays of structures).
The energy profiles in Figure 2 indicate that the energy

needed to form 2-H
t
is significantly less than the energy barrier

for forming the aldehyde 3-H (see Supplementary Table S2).
Nevertheless, the aldehyde tautomer (3-H) is formed and
experimentally identified as shown in Figure 1 and discussed
above. While the initial formation of the hydroxycarbene
product ion 2-H

t
from precursor ion 1-H

t
is clearly favored

as shown in panel (a) of Figure 2, CID experiments do not
exclude energetically demanding fragmentation channels,
making the direct formation of the aldehyde 3-H possible.18a,19

Finally, the computed energetics in Figure 2 show that the
formation of the triplet state of 2-H

t
is thermodynamically

unlikely, as its energy lies 53.6 kJ mol−1 above the singlet ground
state.8 Moreover, the process is kinetically inhibited due to
the generally slow singlet to triplet intersystem crossing for
molecules without heavy atoms. In line with this, no evidence of
the hydroxycarbene triplet 2-H

t
appears in the IR spectrum of

the ions at m/z 164 (see Supplementary Figure S3). A similar
argument holds for CO-loss from 2-H

c
.

2.2. Isomerization Kinetics of Hydroxy[4-(trimethyl-
ammonio)phenyl]carbene (2-H/2-D) Measured by Iso-
mer-Selective Infrared Ion Spectroscopy. Prior to the
analysis of the isomerization kinetics, the deuterated isotopo-
logue 1-D was decarboxylated upon CID and the resulting
product ions at m/z 165 were subjected to IR ion spectroscopy.
The respective IR spectrum is in convincing agreement with the
computed one of 2-D, but also delivers evidence for the con-
comitant presence of the aldehyde tautomer 3-D on the basis of
the clearly detected carbonyl stretching mode (see Supple-
mentary Figure S6).
To investigate the time-dependence of the isomerization of

the hydroxycarbenes 2-H
t
and 2-D

t
to their respective aldehydes

3-H and 3-D, IR photodissociation experiments were completed
placing a delay (0−20 s) between generation of m/z 164/165 by
CID and probing by IR photodissociation. Figure 3 displays the
normalized photofragment signal vs the normalized precursor
ion signal as a function of the delay. Using a wavelength of
1300 cm−1, where 2-H

t
and 2-D

t
are both resonant, while cold

3-H and 3-D are transparent (see Figure 1 and Supplementary
Figure S6), the isomerization of the hydroxycarbene species to
aldehyde can be inferred from a decreasing photofragment
signal with increasing delay. Panel (a) of Figure 3 shows that
the maximum fragment ion signal from m/z 164 is indeed
observed at t = 0 s and has almost completely decayed after 20 s,
indicating a loss of resonance at 1300 cm−1 due to isomerization
to the transparent aldehyde species. Conversely, under the same
conditions, m/z 165 shows essentially no decay in fragmentation
signal over the full range of 20 s, indicating that no isomeriza-
tion takes place and m/z 165 remains resonant with photons at
1300 cm−1.
Together with the identification of the aldehyde 3-H struc-

ture (see Figure 1, above) as the minor component of the ion
population at m/z 164 (see Figure 3a at 0s), these results show
that the decay of 2-H

t
is accompanied by the progressive

formation of aldehyde 3-H. This isomerization reaction of 2-H
t

Figure 2. Reaction energy profiles. We have chosen to focus on single-
molecule events here and are therefore plotting the internal energy.
This allows for comparison with the internal energies used for the low
temperature (T = 10 K) experiments of Schreiner et al.8 where all
molecules will most likely be in a single quantum state.10 If we were to
consider that in the trap the ions will be in a thermalized (above room
temperature) distribution over quantum states before, during, and after
the CID and IRMPD processes,18a,b then the reaction profiles for the
Gibbs energy from the SI are appropriate. (a) Formation of 2-H

t
from

1-H
c
, and 3-H from 1-H

t
. (b) Conversion of 2-H

t
into 3-H as well as

for the CO-loss reaction from 2-H
c
, respectively. All structures have

been calculated at the dispersion-corrected B3LYP-GD3BJ/cc-pVTZ
level of theory. The red line indicates the corresponding zero-point
corrected CCSD(T)-F12b energies. Reaction Gibbs free energy
profiles are provided in Supplementary Figures S9 and S10.
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to 3-H and the absence of the corresponding isomerization
of 2-D

t
to 3-D represents a direct observation of hydrogen

tunneling at room temperature and above.
Reaction mechanisms that do not involve tunneling imply

small primary kinetic isotope effects (KIEs) for reactions where
the hydrogen transfer proceeds via a nonlinear TS, a criterion
that clearly applies to the 1,2-H-shift in 2-H

t
, as Scheme 1 and

Figures 2 and 3 illustrate.20 In contrast, large primary kinetic
isotope effects (KIEH/D = kH/kD) are found when tunneling is
involved (KIE > 6.4 at 300 K)3,4,21 and competitive reaction
isotope effects can be excluded.22

Isomerization of hydroxycarbene 2-H
t
to aldehyde 3-H occurs

with a t1/2 of approximately 10 s. In the case of the 1,2-D-shift
in 2-D

t
, kD is close to zero as the deuterated hydroxycarbene

2-D
t
does not appreciably isomerize over the time frame of

the experiments (20 s), indicating a major primary KIE. A
quantitative analysis of the data is presented in Supplementary
Figures S7 and S8 and suggests a KIE > 20. If 2-H

t
were to

isomerize to 3-H without involving tunneling, the Eyring
equation shows that the KIE should be approximately 1.2 at
298 K based on the calculated Gibbs free energies of activation
for 2-H

t
and 2-D

t
. We note that the substantially shorter half-life

of about 9.5 ± 0.3 s in our experiments above room temperature
(see Supplementary Figure S7), compared to 2.5 h at 11 K
determined by Schreiner et al.8,23 for phenylhydroxycarbene,
suggests a reduced effective barrier width for the isomerization.
This must be due to the elevated temperature, given that the
computed barriers for the neutral phenylhydroxycarbene and
the charge tagged derivative investigated here are similar. The
elevated temperature (and associated vibrational excitation)
means that the height of the barrier is smaller relative to the
internal energy of the molecule and that the barrier is narrower
(see Supplementary Figure S13).8 In addition, lower-energy
vibrational modes will be more extensively populated in our
experiment compared to the one by Schreiner. Taken together,
this may lead to a lower barrier due to geometric and/or
electronic changes in the molecule, whereby the anharmonicity
of those low-energy vibrations is likely to play a role as well.
On the basis of the large KIE observed for the gas-phase

isomerization reaction of 2-H
t
to 3-H, we conclude that the

1,2-H shift reaction of the hydroxycarbene 2-H
t
probed at

temperatures above RT can dominantly be attributed to hydrogen
tunneling.3,24 It shall finally be mentioned that studies of
Gronert24 and O’Hair25 suggest that ions stored in spherical
QITs at RT at a He pressure of about ∼10−3 mbar, are quickly
(in milliseconds)26 and effectively cooled by numerous
collisions with the He buffer gas, and ultimately thermalize to
an effective temperature of about 320−350 K.18a,b,24,25 At a Teff

of 350 K thermal isomerization is virtually impossible for 2-H
t
,

due to the substantial energy barrier of about 128 kJ mol−1,
providing further support for the assumption that the observed
isomerization of hydroxycarbene 2-H

t
to 3-H proceeds via

hydrogen tunneling.

3. CONCLUSIONS

In summary, we present the first spectroscopic evidence for
hydrogen tunneling at temperatures above 300 K using two-color
tautomer selective vibrational spectroscopy of gaseous, isolated
molecular ions. A charge-tagged phenylhydroxycarbene was
generated by the decarboxylation of oxo[4-(trimethylammonio)-
phenyl]acetic acid in an ion trap mass spectrometer and its
structure and reactivity probed by infrared ion spectroscopy using
an infrared free electron laser (FELIX) in combination with
quantum chemical modeling.15 The hydroxycarbene undergoes
1,2-H-shift to its corresponding aldehyde, which can be clearly
distinguished by isomer-selective two-color infrared-infrared
depletion experiments. The deuterated carbene analogue shows
negligible 1,2-D-shift reactivity, providing clear evidence that
the hydrogen atom rearrangement proceeds via tunneling. This
observation is the first spectroscopic confirmation of hydrogen
tunneling at noncryogenic temperatures and provides a firm basis
for the interpretation of tunneling-controlled processes such
as enzymatic reactivity3−5 and organocatalysis.27−29 Additionally,
these results open up new avenues for further investigation of the
intrinsic reactivity of hydroxycarbenes at room temperature in ion
trap mass spectrometers via ion molecule reactions.11,30

Figure 3. Time-dependent IRMPD measurements of deuterated and
nondeuterated m/z 164/165 ions. Hydroxycarbene-selective photo-
dissociation yields were measured at 1300 cm−1 where hydroxycarbene
species are resonant and give fragmentation, and aldehyde species are
transparent and not detected. Black squares represent the normalized
precursor ion signal and blue circles represent the sum of the
normalized fragment signals, which are shown in Supplementary
Table S3 (IR yield). Three measurements were taken at each delay
time (open symbols) and are averaged (closed symbols).
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4. EXPERIMENTAL SECTION

4.1. Mass Spectrometry. The compounds 1-H, 1-D, 3-H and 3-D
were freshly synthesized for this study (see Supporting Information for
details) and characterized by positive ion mode electrospray ionization
mass spectrometry ((+)ESI-MS).18b Compounds 1-H and 3-H were
dissolved (c ∼ 10−5 M) in CH3OH, compounds 1-D, 3-D were
analyzed in CD3OD/CH3OH. All (+)ESI-MS and MS2 experiments
as well as accurate ion mass measurements were conducted on an
LTQ-Orbitrap XL instrument (ThermoFisher, Bremen Germany); see
Supplementary Figures S1 and S2. Product ion spectra were acquired in
the linear ion trap (LTQ) part of the LTQ-Orbitrap instrument by CID
with the He bath gas present (P = 2 × 10−5 Torr) and the product ions
were analyzed in the orbitrap (see Supplementary Figure S2). Accurate
ion masses were determined in the orbitrap analyzer with a resolution
of 30000 fwhm with external calibration (Δm < 3 ppm) or with addi-
tion of internal standards (Δm < 2 ppm). Typical (+)ESI-MS conditions:
Flow rate: 5 μL min−1; Capillary voltage: 3.20 kV; Sheath gas: 4.99
[arb. units]; Aux gas: 2.00 [arb. units]; Resolution: 30000 fwhm.
4.2. Infrared Ion Spectroscopy. A modified spherical 3D

quadrupole ion trap mass spectrometer (Bruker, Amazon Speed
ETD) was used for the infrared ion spectroscopy experiments and has
been described in detail elsewhere.13 The 3D quadrupole ion trap was
operated at ambient temperature (∼320 K) with a He pressure in
the trap of ∼10−3 mbar to ensure optimal performance (e.g., effective
collisional cooling, signal-to-noise ratio, sensitivity etc.).13 Tunable
radiation for the photodissociation experiments was generated by
the Free Electron Laser for Infrared eXperiments (FELIX)13,15,16 in
the 600−1800 cm−1 range and a pulsed OPO (LaserVision, USA)
source in the 2800−3700 cm−1 range both operating at a repetition
frequency of 10 Hz. Pulse energies were approximately 20−50 mJ per
5 μs long macropulse for the FEL and 10−20 mJ per 5 ns long pulse
for the OPO. The full width at half-maximum bandwidth of the FEL
is approximately 0.4% of the central wavelength and 3 cm−1 for the
OPO. Precursor ions were formed by electrospray ionization from
solutions of 0.5 μM in methanol at a flow rate of 120 μL h−1. Ions
were irradiated for 1 s, corresponding to interaction with 10 laser
pulses. The IR spectra were constructed from a series of mass spectra
recorded with the laser scanning over the frequency range from
600−1800 cm−1, monitoring the intensity of the IR-induced product
ions (primarily methyl radical loss) and the depletion of the precursor
ion as a function of IR frequency. Unimolecular dissociation results
from the absorption of multiple IR photons (IRMPD). The IR yield
(ΣIfragment ions/ΣIall ions) was determined after laser irradiation at each
frequency and was linearly corrected for frequency-dependent
variations in laser power. A grating spectrometer (wavemeter) was
used to calibrate the absolute frequency of the FEL (OPO).
4.3. Time-Dependent Measurements of the Isomerization

Reaction by Selective IR Photodissociation. Four steps were used
for these experiments: (1) Isolation and CID fragmentation of the
precursor ions at m/z 208 (1-H) and m/z 209 (1-D), respectively,
to induce CO2 loss and product ion formation at m/z 164 or 165,
respectively. (2) Isolation of the CID product ions at m/z 164
(mixture of carbene 2-H and aldehyde 3-H of unknown ratio) from
1-H and analogously at m/z 165 from 1-D. (3) Variable delay of
0 to 20 s. (4) IRMPD at 1300 cm−1 of m/z 164 or m/z 165 ions for
1 s. Eleven data points (each an average of four mass spectra) were
triply measured for these time-dependent measurements by increasing
the delay in steps of 2 s. The dissociation yield (normalized total
fragment ion intensity = IR yield) for the nondeuterated species
decreases from approximately 0.6 at t = 0 s, to approximately 0.14 at
t = 20 s. For the deuterated species, the IR yield is nearly constant over
the full range of delay times. We note that the difference in the
dissociation yields between the nondeuterated/deuterated species at
1300 cm−1 in their respective IR spectra corresponds closely to the
difference in yields measured here at t = 0 s. The dissociation yield at
1300 cm−1 is taken as a diagnostic for the fraction of m/z 164 ions
being in the carbene isomeric form (compare experimental spectra in
Figure 1a and 1b).
4.4. Two Color IR-IR Isomer Selective Infrared Ion Spectros-

copy. The first laser set at a fixed frequency dissociates all ions

resonant at that selected frequency, here 3553 cm−1. A 10 W cw-OPO
(Argos 2400 BB) was used as the “burn”-laser. A second, tunable
laser is then used to record the IR spectrum of the remaining ions
(those that were transparent to the frequency of the first laser), in an
analogous manner as the single laser experiments described above.
Specifically, CID product ions at m/z 164 (unknown mixture of
carbene 2-Ht and aldehyde 3-H) were generated from the m/z 208
precursor ion. We note that after decarboxylation, the ions are
collisionally cooled before IR irradiation (10 s of ms separation
between these steps).18,19,26 After isolation of m/z 164, the ions were
irradiated for 40 ms with the output from the cw-OPO tuned to the
carbene OH stretch at 3553 cm−1, which depletes all ions in the trap
absorbing at this frequency, i.e., having a hydroxycarbene structure.
The aldehyde 3-H isomer has no resonances near this frequency
and remains unaffected. After 40 ms, further depletion of the m/z 164
signal was not observed, indicating that all hydroxycarbene ions were
removed from the population. The remaining ions at m/z 164 (those
transparent at 3553 cm−1) were again mass-isolated and held in the
trap for 1 s while being irradiated by the FEL, which was tuned point-
by-point over the 800−1800 cm−1 region. Thus, an isomer-selective IR
spectrum was obtained.

A two-color IR-IR approach was also used to selectively measure the
IR spectrum of the fragmentation product of the hydroxycarbene 2-Ht

species resulting from •CH3 loss (m/z 149). As described in the IR-IR
scheme above, CID product ions at m/z 164 (mixture of carbene 2-Ht

and aldehyde 3-H) were isolated and irradiated at 3553 cm−1 by the
cw-OPO. This selectively induces dissociation of the carbene species,
but not of the aldehyde species. In the next step, rather than isolate the
remaining ions at m/z 164 (which are assumed to be aldehyde 3-H),
the fragment ions from the hydroxycarbene 2-Ht at m/z 149 were
instead mass-isolated. An IRMPD spectrum was then recorded using
the FEL selectively for this •CH3-loss product of the carbene species.

4.5. Computations. Density functional theory (DFT) calculations
were performed using Gaussian09, version D.01.31 Gaussian was
compiled with Gaussian-supplied versions of BLAS and ATLAS.32 The
B3LYP33 functional was used throughout this study with the GD3-BJ
correction34 to account for dispersion interactions, whereby it is noted
that in this case the correction did not significantly affect the results
in comparison to the bare B3LYP functional. The cc-pVTZ basis35

set was used throughout with the ultrafine setting for the integrals.
This computational procedure is an improvement on the procedure
from our earlier work, which already gave a good correlation with
experiments.36−38 All the calculations performed on these systems
were done in vacuo. Intrinsic reaction coordinate (IRC) calculations
were performed with the calculation of frequencies at every step of the
profile. The calculation of the barrier penetration integral was done
using the IRC profile following the procedure used by Schreiner et al.
outlined in their Supporting Information,8 using atomic units
throughout. CCSD(T)-F12b39 calculations were carried out with the
MOLPRO package of ab initio programs,40 using the cc-pVDZ-F12
basis set41 along with matching auxiliary fitting bases.42 The geminal
Slater exponent was set to 1.0 a0

−1.
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8 Abkürzungsverzeichnis  Å  Ångström API  Atomspheric Pressure Ionisation ATR  Attenuated Toal Refelctance ber,  berechnet CID  Collision Induced Dissociation CNDO  Complete Neglect of  Differential Overlap CRM  Charged Residue Model CS  Charge Solvation Da  Dalton ECD  Electron Capture Dissociation ED  Elektronen Dichte ESI  Elektrospray Ionisation ET  Ergothionein eq  Äquivalente FEL  Frei-Elektronen-Laser FELIX  Free Electron Laser for Infrared Experiments FT-ICR  Fourier-Transform-Ioncycloton Resonace gef.  gefunden GGA  Generalized Gradient Approximation GTF  Gauss-Typ-Funktion HF  Hartree-Fock HR-MS  High Resolution Mass Spectrometry IEM  Ion Evaporation Model Il  Iminol Im  Iminolat INDO  Intermediate Neglect of Differential Overlap IR  Infrarot IRMPD  Infrared Multiple Photon Dissociation IVR  Intramolecular Vibrational Redistribution kJ  Kilojoule LDA  Local Density Approximation m  Meter MeOH  Methanol mL  Milliliter mg  Milligramm MNDO  Modified Neglect of Differential Overlap mmol  Millimol MS  Massenspektrometrie, Massenspektrometer NDDO  Neglect of Diatomic Differential Overlap OPO  optisch parametrischer Oszillator PCM  Polarizable Continuum Model PSE  Potential Energy Surface 
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QM  Quanten Mechanik SCF  Self Consistent Field SCRF  Self Consistent Reaction Field SID  Surface Induced Dissociation STO  Slater-Typ-Orbital V  Volt  
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