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Einleitung

1 Einleitung
Mit der Entwicklung der Elektrospray-lonization (ESI) [1] wurde ein Ionisationsverfahren

geschaffen, das neben der MALDI-Ionisierungsmethode (matrix assisted laser desorption
ionization) [2] ein unbeschadetes Uberfiihren von biologischen Systemen wie beispiclsweise
Proteinen oder Oligonukleotiden in die Gasphase gestattet. Dies brachte Anwendungen wie
die Sequenzierung solcher Systeme nach dem Entfernen des Losungsmittels mithilfe von auf
Tandem-Massenspektrometrie (MS) basierenden Verfahren wie CID (collision induced
dissociation) oder ECD (electron capture dissociation) im Bereich der Analytik hervor
[3,4,5,6,7], die heutzutage unverzichtbar sind.

Grundlegende strukturelle und elektronische Eigenschaften dieser Systeme riickten
zunehmend in den Fokus aktueller Forschungsgebiete. Dank der Entwicklung der
Ionenmobilititsspektrometrie  (IMS) gelangen erstmals die Charakterisierung und
Bestimmung von Gasphasenstrukturen einiger Proteine wie Cytochrom C oder Ubiquitin
[8,9]. Hierbei werden Ionen entlang einem elektrischen Feld durch eine Gasatmosphére in
einer Driftzelle gezogen: aus der bestimmten Driftzeit konnen dann elementare
Strukturinformationen abgeleitet werden. Im Gegensatz zu gestreckten denaturierten
Gasphasenkonformationen werden native Konformationen, die mit der Struktur in der
kondensierten Phase anndhernd iibereinstimmen oder ihr gar gleichwertig sind, merklich
weniger Zeit zum Durchlaufen der Driftstrecke beanspruchen.

Fiir die katalytische Aktivitdt eines Proteins sind neben dem Aufbau seine dielektrischen
Eigenschaften auBerordentlich entscheidend. Aufschlussreiche Messungen hierzu wurden
beispielsweise in der Arbeitsgruppe von Evan R. Williams durchgefiihrt [10]. Die aus der
Umsetzung von Kationen des Cytochroms C mit einer Base resultierenden
Gasphasenbasizititen konnten durch ein extra dafiir geschaffenes theoretisches Modell
begriindet werden. Die experimentellen Resultate lieBen sich mit diesem Modell nur dann in
Einklang bringen, wenn entweder eine lineare Proteinkette mit einer Dielektrizitétskonstante
von zwei angenommen oder eine a-Helix postuliert wurde, deren Dielektrizitdtskonstante 4,2
betrdgt. Zumindest Ersteres kommt in Bezug auf die kiirzere Zeit spéter publizierten
Mobilitatsdaten [8] keinesfalls in Betracht.

Infolgedessen wiren Strukturinformationen zur Beurteilung essentieller elektronischer oder
dielektrischer Eigenschaften unumginglich. Da insbesondere biologische Systeme in der
Gasphase abermals aus unzdhligen Konformationen zusammengesetzt sind, die nicht auf der

Zeitskala des Experiments interkonvertieren, wire eine der spektroskopischen Untersuchung

1



Einleitung

vorausgehende Selektion dieser Konformationen erstrebenswert. Erste isomerenaufgeloste
Messungen wurden an laserverdampften Kohlenstoffclusterkationen durchgefiihrt. Hierbei
fand zundchst eine zeitliche Trennung von Cy -Isomeren in einer Driftzelle statt. Die
anschliefende Fragmentierung mit einem Laser und die massenspektrometrische Detektion
der Fragmente erbrachten isomerenaufgeldste Photodissoziationsspektren [11]. Infolge der
geringen Transmission dieses Aufbaus blieb diese Vorgehensweise jedoch auf wenige
Systeme limitiert. Der Durchbruch gelang mit der Entwicklung und Vorstellung des
Ionentrichters, der nun ein besonders effizientes Instrument zur Uberbriickung von Ionen in
bestimmte differentiell gepumpte Areale typischer Gasphasenspektrometer darstellt. Dies
ermoglichte 2005 die Verwirklichung einer Driftzelle, die eine Transmission von anndhernd
100 % besitzt. Diese enorme Effizienz wird durch Ionentrichter an deren Ein- und Ausgang
realisiert [12]. Dank dieser Konstruktion waren mit IMS gekoppelte Massenspektrometer nun
erstmals in der Lage, nach der zeitlichen Trennung der einzelnen Isomere oder Konformere
und anschlieBender Massenseparation Ionendichten bereitzustellen, die eine folgende
spektroskopische Untersuchung Realitdt werden lassen.

Beziiglich der elektronischen und dielektrischen Beschaffenheiten ausgewihlter Systeme
stellt die Photoelektronenspektroskopie (PES) eine zur Messung von Gasphasenbasizititen
analoge sensitive Messmethode dar. Aus dem Herauslosen von Elektronen
(= Photodetachment) mit Licht und der Bestimmung der kinetischen Energie resultiert die
elektronische Struktur eines lons und kann ein tieferes Verstdndnis von elektronischen
Besonderheiten wie Ladungslokalisierung oder -delokalisierung liefern. Ansonsten werden
Kenntnisse iiber innere Solvatisierung sowie die Wechselwirkung der Uberschussladungen
untereinander in von ESI-Quellen erzeugten multianionischen Systemen zugénglich.

Das Ziel dieser Arbeit bestand nun zundchst in der Kopplung eines
Flugzeitphotoelektronenspektrometers und eines bereits entwickelten und charakterisierten
Aufbaus zur massenselektierten Strukturbestimmung elektrogespriihter Ionen, bestehend aus
einer  ES-lonisationsquelle, einer hochtransmittierenden  Driftzelle und einem
Quadrupolmassenfilter [13]. Unter Anwendung dieses Aufbaus, der zum ersten Mal die
photoelektronenspektroskopische  Untersuchung massen- und konformeren-  oder
isomerenselektierter Anionen verwirklicht, sollten anschlieBend erste Messungen an
biologischen Systemen ausgefiihrt werden.

Erste Photoelektronenspektren kleinerer Oligonukleotidanionen dNy mit n < 5 erbrachten
Hinweise, dass die Basenabfolge in betrichtlichem Umfang die elektronische Struktur im

iiblicherweise von den Uberschussladungen dominierten niederenergetischen Bereich
2
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beherrscht [14,15]. Insbesondere bei der Gegenwart einer Guaninbase konnte eine
hervorstechende niederenergetische Bande beobachtet werden. Ausgehend von finalen
Strukturen der Mononukleotidmonoanionen vorausgegangener Gasphasenexperimente mittels
IMS [16] konnten Dichtefunktionalrechnungen (DFT) als Hintergrund dieser Bande die
Lokalisierung des HOMOs (highest occupied molecular orbital) auf einer neutralen
Guaninbase darlegen. Gasphasenazidititen (GPA) der Nukleinbasen weisen weiterhin darauf
hin, dass neben den eigentlichen Phosphaten die Uberschussladungen eines per ESI
ionisierten Gasphasenanions auch auf den Nukleinbasen bestehen konnen [17]. Diese liegen
nur minimal oberhalb der GPA von HCI oder dem Phosphorsiduredimethylester, einem der
DNA verwandten Molekiil [18,19]. Ausdriicklich im Bereich der multianionischen Systeme
konnte dieser Aspekt enorm an Bedeutung gewinnen. Daher sollten erste
konformerenaufgeloste PES-Messungen an kurzen Oligonukleotidstringen der allgemeinen
Form dN,*" stattfinden. AnschlieBend werden aus biologischer Betrachtungsweise relevantere
Systeme diskutiert, wozu unter anderem die telomere Sequenz z&hlt, die an den Enden jedes
Chromosoms von Eukaryoten existent ist. Dieser wurden anhand von PES-Untersuchungen
auf Oberflachen beachtliche Fahigkeiten zugeordnet, langsame potentiell erbgutschidigende
Elektronen effizienter als Referenzsequenzen zu binden [20]. Ob dhnliche Phinomene nach
dem Herauslosen von Elektronen aus dem n-System der Nukleinbasen wahrgenommen
werden konnen, kann anhand von deren Photoelektronenspektren beurteilt werden. Im
Anschluss daran sollen photoelektronenspektroskopische Messungen kiirzerer Duplexe erste
Einblicke gewéhren, inwiefern die in der kondensierten Phase zum Vorschein kommenden
elektronischen Besonderheiten auch nach der Uberfithrung in die Gasphase gegeben sind.

SchlieBlich findet ein Wechsel zu Peptiden und Proteinen statt. Wahrend Gasphasenstrukturen
kleinerer Peptide hinreichend gut analysiert wurden [21,22,23,24,25], sind insbesondere
Photoelektronenspektren multianionischer Systeme relativ rar [26]. Zunidchst sollten daher
fundamentale Kenntnisse iiber die dominanten Detachmentprozesse einiger ausgewdhlter
Peptidanionen erarbeitet werden. Nachfolgend werden die Photoelektronenspektren der
Proteine Cytochrom C, a-Lactalbumin, Myoglobin und Insulin in Abhdngigkeit von ihrer
Gasphasenkonformation und ihrem Ladungszustand vorgestellt. Der Schwerpunkt hierbei
wurde konsequent auf elektronische Besonderheiten wie innere Solvatisierung von
Uberschussladungen oder allgemeine Fihigkeiten wie die generelle dielektrische
Abschirmung von Ladungen gelegt, die in einer Polarisation der dazwischen anséssigen

funktionellen Gruppen begriindet liegt.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Ionenmobilitdt
Die Ionenmobilitit beschreibt die Bewegung eines lons innerhalb eines sog. Puffergases in

einem elektrischen Feld. Zwar bewirkt das elektrische Feld eine konstante Beschleunigung
entlang der Feldlinien, dennoch verursachen StoBe mit dem Puffergas einen permanenten
Verlust an kinetischer Energie des Ions. Dies fiihrt im Grenzfall kleiner Felder zu einer
konstanten Driftgeschwindigkeit, sodass das Verhéltnis von Geschwindigkeit des Ions v4 und
elektrischem Feld E eine Konstante, die sog. lonenmobilitdt K ergibt [27]:

K:% (2.1)

Weiterhin besteht eine lineare Abhéngigkeit von Druck und Temperatur. Demzufolge wird zu
Vergleichszwecken {iblicherweise die normierte lonenmobilitit Ky verwendet, die in guter
Néherung von Druck und Temperatur unabhéingig ist:

_|p(bar) 273,15
" 1L013 |T(K)

(2.2)

2.1.1 Ankunftszeitverteilung und Stofdquerschnitt
Die Mobilitit eines Ions ldsst sich iiber eine kinetische Ableitung mit seinem StoBquerschnitt

verkniipfen [27]. Der in einer Driftzelle herrschende Teilchenfluss J einer bestimmten
Ionensorte enthilt auler der Bewegung des lons entlang des elektrischen Feldes einen vom
Feld unabhingigen Term. Dieser liegt in der Diffusionsbewegung der Teilchen / Ionen
entgegen eines Konzentrationsgradienten begriindet und ldsst sich mit dem 1. Fickschen
Gesetz beschreiben, sodass sich der Gesamtfluss ergibt als:

J=nKE-DVn (2.3)
Hier bezeichnet n die Teilchendichte, wihrend D den Diffusionskoeffizienten darstellt. Diese
zusdtzliche  Diffusionsbewegung veranlasst, dass beispielsweise eine  d-formige
Ionenverteilung nach dem Durchlaufen einer Driftstrecke L in ein gauBférmiges Linienprofil

der allgemeinen Form

_ 1 —(x- X0)2
n(x,t) = D0 exp[ 1Dt } (2.4)

iiberfiihrt wird [28]. Dabei beschreibt I die Anzahl der Ionen innerhalb eines Elements dx, X,
entspricht dem Maximum der Verteilung. Als Konsequenz ergibt sich eine durch die

Diffusion der Ionen limitierte Auflosung des Ionenmobilititsexperiments. Unter
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Vernachldssigung von Raumladungseffekten, Feldinhomogenititen sowie Stromungseffekten
des Puffergases betrigt die Auflésung R:

t LEq

_ bt tha (2.5)
At \16k,TIn2

Demnach ldsst sich mithilfe einer die Diffusion minimierenden moglichst kurzen Driftzeit die
Auflésung maximieren, indem beispielsweise die Ziehspannung LE erhdht, die Temperatur T
erniedrigt oder Ionen mit groBerer Ladung betrachtet werden. Dennoch wird bei zu hoher
Feldstirke die Mobilitdt feldabhidngig, bei sehr tiefer Temperatur wird das
Wechselwirkungspotential durch die attraktive Wechselwirkung zwischen der Ladung des
Ions und dem polarisierbaren Puffergas beeinflusst (Langevin-Limit). Strukturinformationen
erhdlt man, wenn die repulsive (Pauli)- Wechselwirkung zwischen Ionen und Puffergas
iiberwiegt. Dann stellt die lonenmobilitéit eine struktursensitive Grofle dar. Die theoretische
Berechnung der Ionenmobilitdit einer vorgegebenen Geometrie zum Zwecke der
Strukturbestimmung erfolgt in der Regel indirekt {iber die Berechnung des StoBquerschnitts
Q. Es gilt folgender Zusammenhang im Grenzfall kleiner Felder:

- %Nio %é (2.6)
Ny bezeichnet die Teilchendichte, q die Ladung, p die reduzierte Masse zwischen lon und
Puffergas, T stellt die Temperatur dar. Werden die Atome als harte Kugeln betrachtet, so
gleicht der StoBquerschnitt vereinfacht einer gemittelten Querschnittsprojektion, die von dem

jeweiligen Stof3gas abhédngt. Zur Berechnung bestehen verschiedene Methoden.

2.1.2 Projektionsndherung
Die einfachste und am wenigsten rechenintensive Methode zur Berechnung von

StoBquerschnitten stellt die Projektionsndherung dar. Im einfachsten Fall werden alle
beteiligten Atome als harte Kugeln betrachtet, ihre Wechselwirkung ist von lediglich
repulsiver Natur. Somit besitzt jedes Flachenelement auf der Oberflache des lons die gleiche
StoBwahrscheinlichkeit. Fiir eine bestimmte vorgegebene Struktur kann der gemittelte
StoBquerschnitt verschiedener Projektionen / Orientierungen (relativ zu einer Fléache)
berechnet werden. Dieser setzt sich aus dem Querschnitt des Ions und des Puffergases
zusammen. Dient zur Beschreibung der Wechselwirkung zwischen Puffergas und dem Ion ein
Wechselwirkungspotential, das zusédtzlich attraktive Potentialterme beinhaltet, so kann eine

hohere Genauigkeit erzielt werden.
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Das in dieser Arbeit verwendete Modell zur Querschnittsberechnung ,,Sigma* wurde in der
Arbeitsgruppe von Michael T. Bowers entwickelt [29]. Der wesentliche Unterschied zur
herkémmlichen Projektionsndherung besteht in der Verwendung modifizierter lon-Puffergas-

Absténde anhand eines Lennard-Jones-Wechselwirkungspotentials:

-]

Dieses Potential setzt sich aus einem die Paulirepulsion einschlieBenden 1/r'* abhingigen
Term sowie einem die Dispersionswechselwirkung beinhaltenden 1/r° abhingigen Anteil
zusammen. Nach der Berechnung der neuen StoBabstinde (Puffergas und Ion) wird eine
zufillige Projektion des lons in eine Ebene gelegt und ein Kreis unter Beriicksichtigung der
berechneten StoBabstinde um jedes Atom hinzugefiigt. Durch willkiirlich ausgewédhlte Punkte
in der Ebene ldsst sich der StoBquerschnitt dieser Projektion berechnen. Dieser entspricht dem
Produkt aus Fldcheninhalt der Ebene und dem Verhiltnis aus der Anzahl an Punkten
innerhalb der Projektion und der Gesamtanzahl an Punkten. Diese Prozedur wird anhand
verschiedener Projektionen so lange wiederholt, bis das Konvergenzkriterium (typischerweise
1-2 % Abweichung vom Mittelwert) erfiillt ist.

Fiir sphérische Teilchen stellt die Projektionsnidherung beispielsweise eine sehr genaue
Methode zur Querschnittsberechnung dar. An Oberflichen mit konvexen Bereichen, die
potentiell in Mehrfachstreuprozesse involviert sind, fiihrt der Gebrauch dieser Nédherung
jedoch zu einer Unterschéitzung des StoBquerschnitts. Abhilfe schafft hier beispielsweise das

EHSS (exact hard sphere scattering)-Modell [30].

2.2 Photoelektronenspektroskopie
Die Photoelektronenspektroskopie basiert auf dem von Albert Einstein erstmals korrekt

beschriebenem photoelektrischen Effekt [31]. Werden Molekiile mit Licht bestimmter
Wellenlidnge bestrahlt, so kann es, sobald die Energie eines Photons die Bindungsenergie BE
eines Elektrons tbersteigt, zur Emission von Photoelektronen kommen. Es gilt folgende
Gleichung:

E,, =hv-BE (2.8)
Demnach wird geméf der Energieerhaltung die Energie des eingestrahlten Photons hv zum
Herauslosen der Elektronen aufgebracht, wobei die iiberschiissige Energie in kinetische

Energie der Elektronen tiberfiihrt wird. Infolgedessen dient die Photoelektronenspektroskopie

zur Bestimmung der elektronischen Struktur eines Molekiilsystems.
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Getreu der Born-Oppenheimer-Ndherung verlduft die Bewegung der Elektronen auf einer
schnelleren Zeitskala als die Bewegung der Kerne. Daher konnen diese als unabhingig
voneinander betrachtet bzw. separiert werden. Als Konsequenz findet der elektronische
Ubergang wihrend des Detachmentprozesses in einer quasi festen Geometrie der Kerne statt.
Ein elektronischer Ubergang kann im Allgemeinen mithilfe des aus Fermis Goldener Regel
abgeleiteten Franck-Condon-Prinzips beschrieben werden. Dieses besagt, dass die
Ubergangswahrscheinlichkeit P vom  Quadrat des  Uberlappungsintegrals  der

Schwingungswellenfunktionen aus Anfangs- und Endzustand abhéngt.

P~(¥,/¥.) (2.9)

In der Regel differieren diese beiden Zustdnde hinsichtlich ihrer Geometrie. Wéhrend bei
neutralen Molekiilen der Detachmentprozess meist mit einer Zunahme der mittleren
Bindungsldnge d einhergeht, zeigen Anionen typischerweise eine Abnahme der mittleren
Atomabstinde, was in Abbildung 1 anhand eines zweiatomigen Molekiils schematisch
abgebildet ist. Findet die elektronische Anregung aus dem Schwingungsgrundzustand statt,
bestehen daher gemidBl dem Franck-Condon-Prinzip mit groBer Wahrscheinlichkeit
schwingungsangeregte Endzustinde. Hierbei wird der intensivste Ubergang als vertikal
bezeichnet, seine zugehorige Energie als vertikale Detachmentenergie (VDE). Hingegen
bleibt die Schwingungsquantenzahl bei einem adiabatischen Ubergang konstant. Die
erforderliche Energie wird adiabatische Detachmentenergie (ADE) genannt. Eine Auflosung
der  Schwingungsstruktur kann mit dem in dieser Arbeit verwendeten
Photoelektronenspektrometer jedoch nicht realisiert werden. Daher wird die adiabatische
Detachmentenergie durch Extrapolation einer Geraden an der ansteigenden Flanke der

Einhiillenden des Spektrums bestimmt.

Neutralteilchen
X2

v=3) /] —

2y /

v=1 ,\\,'
V=0T / ADE VDE

Energie

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Franck-Condon-Ubergiinge beim Photodetachmentprozess eines
zweiatomigen Molekiils
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Findet das Elektronendetachment aus einem angeregten Schwingungszustand statt, so konnen
im PES Ubergiinge bei geringerer Energie als der adiabatischen erscheinen, wenn der
Ubergang simultan eine Abnahme der Schwingungsquantenzahl zur Folge hat. Solche Banden

werden als ,,hot bands ““ bezeichnet.

2.2.1 Repulsive Coulombbarriere in mehrfach geladenen Anionen
Der Photodetachmentprozess eines Monoanions fiihrt zur Bildung eines Elektrons und eines

Neutralteilchens. Zwischen diesen beiden Produkten existiert eine lediglich attraktive
Wechselwirkung. Hingegen bewirkt der Detachmentprozess eines mehrfach geladenen
Anions neben dem Austritt eines Elektrons die Bildung eines weiteren Anions. Zusétzlich
dominiert nun eine langreichweitige repulsive Wechselwirkung, die als ,repulsive
Coulombbarriere* (=RCB) bekannt ist und fiir das Photodetachmentexperiment weitgehende
Konsequenzen mit sich bringt [32,33]. Zum Nachweis der Photoelektronen muss generell
diese Barriere iiberwunden, d.h. diese Energie muss grundsitzlich additiv zur BE der
Elektronen aufgebracht werden (sieche Abbildung 2). Tunnelemission durch diese Barriere

kann ebenfalls beobachtet werden [34].

© 1
Q
L s
A - e
=
[im|
hv RCB ?
g 0
(n-1) £ 4
Mn-1)- 3
rM(-1)- - e7] 3
o
BE &
0 . . . v,
Mn= 0 1 2 3 4
Bindungsenergie / eV

Abbildung 2: RCB schematisch (links), PES (rechts) von IrBrg” bei 355 und 266 nm. Durch Betrachten der
Uberginge bei grofsten Bindungsenergien ldsst sich ein Minimal- bzw. Maximalwert der RCB abschdtzen. Das
Signal bei 3,3 eV im 355 nm-Spektrum entspricht einem Zweiphotonentibergang [35].

Zur Abschitzung dieser Barriere werden iiblicherweise PES bei unterschiedlichen
Detachmentwellenldngen betrachtet (sieche Abbildung 2), woraus direkt ein Maximal- bzw.
Minimalwert abgelesen werden kann. Dies wird im Folgenden anhand des Dianions IrBre™
erlautert. Unter Verwendung einer Detachmentwellenldnge von 266 nm (= 4,66 eV) werden
fiinf Uberginge A - E beobachtet. Bei 355 nm (=3,49 eV) fehlt der Ubergang E (2,55 eV),
obwohl die Photonenenergie immer noch fast 1 eV oberhalb liegt, also fast 1 eV iiber der BE

der entsprechenden Elektronen. Folglich kann ein Minimalwert der RCB von 0,94 eV (=3,49
8
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— 2,55) abgeschitzt werden. Andererseits kann aus der Pridsenz von Peak D bei 1,95 V auf

einen Maximalwert der RCB von 1,54 eV (=3,49 — 1,95) geschlossen werden.

Eine weitere Konsequenz dieser Barriere besteht in der Gegenwart von Anionen mit
metastabil gebundenen Elektronen, d.h. negativer Bindungsenergie. Energetisch betrachtet
liegen sie hoher als der vertikale Endzustand nach dem Detachmentprozess. Die so im Ion
gespeicherte Energie wird wéhrend des Ablosens frei, sodass das erzeugte Elektron eine

groBere kinetische Energie besitzt als das eingestrahlte Photon [36] (siehe Abbildung 3).

hv
RCB

\4

e

Abbildung 3: Potentialkurve eines metastabilen Multianions, der Endzustand M™"" liegt energetisch tiefer als
das lon M

fM(n-1)- - e

2.3 Molekulardynamik
Vor allem die lonenmobilititsspektrometrie stellt eine Methode dar, deren Informationsgehalt

durch einen Vergleich experimenteller und theoretisch berechneter Stoquerschnitte enorm
gesteigert werden kann. Zur Berechnung dieser Stoflquerschnitte werden jedoch bereits die
optimierten Koordinaten einer geeigneten Struktur benétigt. Zumal etablierte
quantenmechanische Methoden wie beispielsweise die Dichtefunktionaltheorie zu Zeit- und
Speicherplatz intensiv sind, auBlerdem eine einzelne Geometrieoptimierung zum Auffinden
des globalen Minimums nicht geniigt, findet die Beschreibung groferer Molekiile wie
Proteinen bzw. die Suche nach dem globalen Minimum quasiklassisch mithilfe von
Kraftfeldern statt. Eine weitere Problematik besteht in der typischerweise aus vielen lokalen
Minima aufgebauten komplexen Potentialhyperfliche. Die Suche nach dem globalen
Minimum stellt daher eine groe Herausforderung dar und geschieht in der Regel durch die
Simulation der Molekulardynamik.

Die Bewegungsgleichung fiir ein Atom i lautet:

d’r __dv() _

E=ma, =m—- -VV (2.10)
dt dr,

1



Theoretische Grundlagen

V ist die potentielle Energie des Systems als Funktion aller Koordinaten und ergibt sich aus
der jeweiligen verwendeten Kraftfeldmethode. Das in dieser Arbeit relevante Kraftfeld ff99,
das im Programm Amber 7 [37] implementiert ist, hat im Allgemeinen die folgende Form:
1
V=2 > k-1, +E > kI(0-0,) ot > > k,(1+cos(np-3))

Bindungen Winkel Dihedralwinkel

(2.11)

spele] 2] s

T i 4n80rij

Hier beschreiben die drei ersten Terme die Auslenkung der Atome aus ihrer
Gleichgewichtslage. ® beschreibt den Dihedralwinkel, der als Winkel zwischen den Ebenen
ABC und BCD einer Anordnung vier nacheinander folgender Atome ABCD definiert ist
(siche Abbildung 4). n gleicht der Anzahl an lokalen Minima bei einer Rotation der
Molekiilbindung BC um 360°. Involviert werden auflerdem van der Waals- sowie

Coulombwechselwirkung.

Abbildung 4: Dihedralwinkel @ zur Beschreibung der Torsion einer Molekiilbindung BC

Durch Integration der Bewegungsgleichung konnen die Koordinaten des Systems zu jedem
Zeitpunkt berechnet werden, wozu unter anderem der Verlet-Algorithmus dienen kann [38].
Die Position rj(t+At) des Atoms i1 zum Zeitpunkt (t+At) ldsst sich mithilfe einer

Taylorentwicklung schreiben als:

(t+At)—r(t)+%At+%i(At) o § (At)’ +O(AL)* (2.12)

Andererseits ergibt sich der Ort rj(t-At) zum Zeitpunkt (t-At) zu:
1d°r 1 d3

t—At)=r1(t)—— At + At At)’ +O(At)* 2.13
I ( )r()t 2dt() () O(At) (2.13)
Addition beider Gleichungen fiihrt zu:
2
r(t+At) =25 (t) - (t —At)+%(m)2 +O(A)* (2.14)

Nach Kombination mit Gleichung (2.10) erhédlt man ohne Beriicksichtigung des Terms 4.

Ordnung, der zur Abschétzung des Fehlers herangezogen werden kann, folgenden Ausdruck:
10
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r(t+At)=2r (t) -1 (t— At) — (A1)’ (2.15)

VV(r)
m

Infolgedessen ldsst sich nach dem Verlet-Algorithmus aus dem Potentialgradienten sowie den
momentanen bzw. den urspriinglichen Koordinaten das System zum Zeitpunkt (t+At)
entwickeln. Eine Problematik besteht in der fehlenden Berechnung der Geschwindigkeiten,
die zur Ermittlung der kinetischen Energie zum Zeitpunkt t unerlésslich sind. Abhilfe schafft
der leap frog-Algorithmus, mit dessen Hilfe aus der Berechnung der Geschwindigkeiten v;
zum Zeitpunkt (t+/2At) die Koordinaten zur Zeit (t+At) entwickelt werden. Mit der

Beschleunigung aj(t) gilt:

Vi(t—l—%Atj:Vi (t—%Atj+ai(t)At (2.16)

ri(t+At):ri(t)+Vi(t+%At)At (2.17)

Die Berechnung der kinetischen Energie bzw. die Geschwindigkeitskontrolle erfolgt dann aus

dem Mittelwert von (vi+/2At) bzw. (vi-2At) tiber:

Vi(t)=%{vi(t—%m]+vi(t+%Atﬂ (2.18)

Der leap frog-Algorithmus erzielt eine dhnliche Genauigkeit wie der Verlet-Algorithmus und

ist unter anderem im sander-Modul von Amber 7.0 implementiert.

2.3.1 Simulated Annealing
Soll mithilfe einer Molekulardynamiksimulation eine bestimmte Verteilung an

Konformationen bei einer bestimmten Temperatur T berechnet werden, so kann je nach
Beschaffenheit der Potentialfliche eine lange und damit rechenzeitintensive Simulation von
Noten sein. Zur Demonstration dient Abbildung 5, in der eine hypothetische Potentialfliche
eines Systems als Funktion seiner Koordinaten gegeben ist. Ein generelles Problem stellt die
grofle Potentialbarriere zwischen den fast energiegleichen Zustinden B und C dar. Zur
Erfassung aller Zustinde hitte eine Simulation bei Raumtemperatur eine dementsprechend
lange Rechenzeit zur Folge. Eine genaue Kenntnis der Molekulardynamik ist zur Vorhersage
bestimmter Konformationen bei einer gegebenen Temperatur jedoch nicht zwingend
notwendig. Aus diesem Grund wird oftmals eine abwechselnde Prozedur aus Heizen und
Abkiihlen des Zielmolekiils vorgenommen. Hierbei bewirkt das Heizen eine Uberbriickung
der Potentialbarrieren, wiahrend andererseits Kiihlen bzw. sukzessive Entnahme an kinetischer
Energie im Anschluss der Suche eines lokalen Minimums dient. Daher konnen unter anderem

energetisch hoher liegende Zustinde wie beispielsweise C erfasst werden.
11
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potentielle Energie V

Koordinaten r

Abbildung 5: Hypothetische Potentialfldche eines Systems als Funktion aller Koordinaten r;

2.4 Hartree-Fock-Methode
Sollen aus den mithilfe einer Molekulardynamiksimulation erzeugten geometrieoptimierten

Strukturen Informationen iiber ihre elektronische Zustandsdichte erhalten werden, die zur
Interpretation der aufgenommenen PES dient, so sind hierzu quantenchemische Rechnungen
notwendig.

Der Hamiltonoperator eines Atoms aus N Elektronen lautet:

(2.19)

47:.80r1J

i=1 i i=1

Er besteht aus der kinetischen Energie der Elektronen, Kern-Elektron-Anziehung sowie
Elektron-Elektron-AbstoBung. Die Wellenfunktion kann unter Beachtung des Pauliprinzips
mithilfe einer Slaterdeterminante ausgedriickt werden.

v w@) . wN)

V(D w2 v (N)

P = (2.20)

1
VNI
Y@ w2 o y(N)
Die Spinorbitale y stellen dabei ein Produkt aus einer Ortsfunktion und einer Spinfunktion

dar. Die Durchfiihrung einer Variationsrechnung liefert zum Erhalten einer bestmoglichen

Grundzustandsenergie die Hartree-Fock-Gleichung:
N
{ )+ 2 (1) -K, () }\Vk(i)=8k\vk(i) (2.21)
1=1

h(i) erfiillt einen Einelektronenoperator, der sich aus kinetischer Energie und potentieller
Energie im Kernfeld zusammensetzt. Ji(i) und K(i) stellen die Coulomb- bzw.
Austauschoperatoren dar und schlieBen unter anderem bereits die Spinorbitale ein, die sich als

Losungen der Fockgleichung ergeben. Demzufolge geschieht die Losung der Gleichung

12
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iterativ, d.h. die Spinorbitale werden so lange variiert, bis die Energie konvergiert bzw. die

Spinorbitale selbst konvergieren [39].

2.4.1 Koopmans-Theorem
Unter Beriicksichtigung des Hartree-Fock-Formalismus erhdlt man fiir die Gesamtenergie E

des Systems, wobei g den Orbitalenergien entspricht:

N

Eziak—%iZ(JkI—Kkl) (2.22)

k=1 k=1 =1
1k

Entfernt man aus einem Spinorbital ein Elektron und betrachtet die Differenz aus N-
Elektronensystem und dem gebildeten Ion, so erhédlt man einen vor allem fiir die
Photoelektronenspektroskopie einflussreichen Zusammenhang zwischen lonisationspotential
(=IP) und Orbitalenergie, der als Koopmans® Theorem [40] bekannt ist.

E,,—-E=—¢, (2.23)

Ion
Demnach entspricht die Ionisierungsenergie der negativen Orbitalenergie. Die
Reorganisierung der Elektronen auf der Zeitskala des Photodetachmentprozesses wird nicht
erfasst. Daher werden die lonisationspotentiale stets zu niedrig abgeschitzt. Eine weitere

Fehlerquelle besteht in der unberiicksichtigten Elektronenkorrelation.

2.5 Semiempirische Methoden
Fiir den Wechsel von Atomen zu Molekiilen stellt der LCAO (linear combination of atomic

orbitals)-Ansatz eine erfolgreiche Methode zur Bildung von Molekiilorbitalen ® (MO) mittels

Linearkombinationen von Atomorbitalen y dar:
. M .
d)n (1) = ZCHHXH(I) (224)
p=l1

Unter Verwendung dieses Ansatzes erhdlt man die Roothan-Hall-Gleichungen in der
Matrizenschreibweise:

FC =SCg (2.25)
S und C sind Matrizen, die Uberlappungsintegrale bzw. die Koeffizienten ¢ enthalten. F
entspricht der Fockmatrix und enthélt unter anderem Zweielektronenintegrale, die aus bis zu
vier verschiedenen Basisfunktionen gebildet werden. Bei einem N-Elektronensystem
entwickelt sich daher der Rechenaufwand mit N* und nimmt demzufolge schon fiir
vergleichsweise kleine Systeme grole Werte an. Bestimmte Integralndherungen unter
Anwendung von semiempirischen Methoden konnen den Rechenaufwand entscheidend

minimieren.

13
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Im Falle der ZDO (zero differential overlap)-Niherung werden Uberlappungsintegrale aus
unterschiedlichen Atomorbitalen vernachléssigt, sodass die Drei- und Vierzentrenintegrale der
Fockmatrix verschwinden. Als weniger schwerwiegend konnen die im Rahmen des NDDO
(neglect of diatomic differential overlap)-Verfahrens vorgenommenen Anderungen begriffen
werden, bei welchem lediglich unterschiedliche Atomorbitale bezogen auf ungleiche Zentren
von der Rechnung ausgeschlossen werden. Fehler werden durch die Anpassung an
experimentelle Gro3en wie beispielsweise die Elektronenaffinitit kompensiert. Fiir biologisch
relevante Systeme haben sich vor allem auf der NDDO-Ndherung basierende modifizierte
Methoden wie beispielsweise AMI1 [41] oder das in dieser Arbeit verwendete PM6 [42]
bewdhrt.

14
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3 Experimenteller Aufbau
Die Aufnahme isomeren- bzw. konformerenaufgeloster Photoelektronenspektren

massenselektierter Multianionen bendtigt im Wesentlichen die folgenden Komponenten: Eine
Ionenquelle, eine Driftzelle zur Selektion nach dem StoBquerschnitt (der Ionen), ein
Massenspektrometer zur Auftrennung nach dem Masse zu Ladungsverhiltnis sowie ein
Photoelektronenspektrometer. Der exakte Aufbau ist in Abbildung 6 schematisch dargestellt
[13,43].

Als Ionenquelle dient eine Elektrosprayquelle. Die dabei gebildeten Ionen gelangen durch
eine Metallkapillare in einen von einer Drehschieberpumpe (65 m’/h, Leybold) evakuierten
Raum (1 mbar), wo sie mithilfe eines Uhrglasionentrichters fokussiert und gespeichert
werden. Die Akkumulation und anschlieBende Injektion in die Driftzelle (2-4 mbar) wird {iber
eine als Netz aufgebaute Elektrode gesteuert (,,Jon Gate ). Nach der zeitlichen Trennung der
Ionen gemél ihrem StoBquerschnitt gewéhrleistet ein Endtrichter den Transfer der lonen in
die darauf folgende differentielle Pumpstufe. Hierbei wird der folgende Bereich mit einer
Wiilzkolbenpumpe (505 m*/h, Leybold) abgepumpt (10 mbar). Nach dem Passieren eines
Fithrungsquadrupols vollzieht sich die Trennung vom Neutralstrahl in einem von einer
Diffusionspumpe (3000 I/s, Leybold) evakuierten Umlenker (10 mbar). Zur Separierung der
Ionen nach ihrem Masse zu Ladungsverhéltnis kommt ein Quadrupolmassenfilter (Extrel)
zum Einsatz. Ein Linsensystem zur Refokussierung der lonen arrangiert eine ausdriicklich
groBere raumliche Uberlappung der Ionen mit dem typischerweise 3 mm breiten Strahlprofil
eines Nd:YAG-Lasers in der folgenden Detachmentkammer eines
Flugzeitphotoelektronenspektrometers. Die Detektion der Ionen geschieht mit einem
Channeltron, wahrend zum Nachweis der erzeugten Photoelektronen multi channel plates
(MCP) verwendet werden. Der fiir die Photoelektronenspektroskopie benétigte Druck von
weniger als 10° mbar wird von einer Turbomolekularpumpe (230 I/s, Leybold) aufrecht
erhalten und von einer Ionisationsmessrohre kontrolliert. Zur Messung des Drucks innerhalb
der Driftzelle dient ein Baratron, das eine Genauigkeit von 0,15 % besitzt. Die Einspeisung
der benétigten Spannungen erfolgt {iber eine 24polige Hochspannungsversorgung. Mit einem
Gaseinlassventil am Ende der Zelle ldsst sich die Zelle mit dem zur Separation essentiellen

Inertgas (typischerweise Helium oder StickstofY) fiillen.
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau der Anlage

3.1 Elektrospray-lonisierung
Die Elektrospray-lonisierung stellt eine besonders schonende Methode dar, Ionen aus einer

Fliissigkeit in die Gasphase zu iiberfiihren. Fiir die Entwicklung dieser lonisationsmethode
wurde der Erfinder John B. Fenn 2002 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet [1]. Sie findet in
besonderem Malle Anwendung fiir biologische Systeme, wie beispielsweise Proteine und
Oligonukleotide / DNA [44].

Die Elektrosprayionisierung beruht auf der Desolvatation geldster Analytmolekiile. Hierzu
wird die Analytlosung durch eine enge Kapillare gepumpt und eine elektrische Spannung von
einigen Kilovolt zwischen der Kapillare und einer gegeniiberliegenden Elektrode im Abstand
von typischerweise einigen Millimetern angelegt (sodass elektrische Felder im Bereich von
einigen 10° V/cm entstehen). Die enormen elektrischen Felder bewirken eine Anreicherung
von lonen an der Fliissigkeitsoberfliche. Dies fiihrt zu der Ausbildung eines konisch
geformten Meniskus, dem sog. Taylorkonus. Erreicht die elektrische Feldstirke einen
kritischen Wert, so treten geladene Fliissigkeitstropfchen aus dem Taylorkonus aus.

Durch Verdampfen des Losungsmittels auf dem Weg zur Gegenelektrode kommt es zu einer
stetigen Zunahme der Oberflichenladungsdichte der Fliissigkeitstropfchen. Ab einer
kritischen Ladung kann die Oberflaichenspannung des Tropfchens die CoulombabstoBung der
involvierten Ionen nicht mehr kompensieren. Es kommt zur sog. Coulombexplosion, bei der
die hochgeladenen Tropfchen in kleinere, weniger geladene Tropfchen zerfallen. Dies ist als
Rayleighlimit bekannt und erfiillt, sobald:

q=+/8n’c,yd’ (3.1)
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q bezeichnet die Ladung, &, die Permittivitit des Vakuums, d und y entsprechen dem
Durchmesser bzw. der Oberflaichenspannung des Tropfchens.

Die finale Bildung der lonen aus den Fliissigkeitstropfchen kann anhand zwei verschiedener
Modelle geschildert werden. Im Falle des charge residue model (CRM) hélt der Zerfall der
Tropfchen solange an, bis alle Losungsmittelmolekiile verdampft sind und nur noch das
desolvatisierte lon vorliegt [45]. Dieser Mechanismus wird iiblicherweise zur Beschreibung
des Spriithprozesses von Proteinen postuliert, bei welchen die Bildung von Oligomeren
angesichts der Anwesenheit mehrerer Proteinmolekiile im finalen Tropfchen beobachtet
werden kann [46]. Hingegen verldauft das Verdampfen von einzelnen Ionen aus Salzldsungen
vermutlich nach einem konkurrierenden Prozess. Werden hinreichend grofle elektrische
Felder von etwa 10° V/cm wihrend des Verdampfens erzielt, kann eine Emission der Ionen
direkt von der Oberfliche der Tropfchen stattfinden (ion evaporation). Dies tritt
typischerweise bei einer Grole von 10 nm auf [47].

Desolvatationskapillare

Sprihnadel

=:
Abbildung 7: Schematische Darstellung der Elektrosprayionisierung
Die wihrend dieser Arbeit verwendete Elektrosprayquelle besteht aus einer Edelstahlnadel
mit einem Innendurchmesser von 0,1 mm und einer beheizbaren, 70 mm langen
Edelstahlkapillare (Innendurchmesser: 0,1 mm) im Abstand von etwa einem Zentimeter und
einem Winkel von 120° zueinander. Zur Verdampfung der Ionen wird die Analytlosung
mithilfe einer Spritzenpumpe bei einer Flussrate von 0,05 — 0,10 mL pro Stunde durch die
Nadel gepumpt und zwischen Nadel und Kapillare eine Spannung von 2,5 bis 3,0 kV
angelegt. Gelegentlich konnte die Signalstabilitdt durch zusitzliches Zerstduben der

Analytlosung mit dem Inertgas Stickstoff verbessert werden.

3.2 Driftzelle mit Ionentrichtern
Eine Driftzelle gestattet die Separation der Ionen nach ihrem Stoquerschnitt. Zur Erzeugung

von grof3en lonenstromen, die eine weitere spektroskopische Untersuchung der massen- und
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konformerenselektierten Ionen verwirklichen, sind Ionentrichter am Ein- sowie am Ausgang
der Driftzelle von entscheidender Relevanz. Die hier verwendete Driftzelle erfiillt generell
einen Nachbau der von der Arbeitsgruppe D. Smith entwickelten Zelle mit einem
Uhrglastrichter am Eingang sowie einem Endtrichter an deren Ausgang [12].

Die Einfithrung des Ionentrichters 1997 ersetzte in vielen Féllen den Einsatz eines Skimmers
zur Uberfiihrung von Ionen in die verschiedenen differentiellen Pumpstufen konventioneller
Geriite im Druckbereich von einigen Millibar. Ublicherweise besteht er aus einer Anordnung
zylindrischer Elektroden, deren Innenradien nacheinander konvergieren [48]. Eine
Gleichspannung entlang dessen Hauptachse bewirkt den Transfer in die angrenzende
Pumpstufe. Zusitzlich fiihrt eine um 180° phasenverschobene, zwischen benachbarten
Elektroden alternierende Radiofrequenzwechselspannung zur Erzeugung eines sog.
Pseudopotentials, das die lonen effektiv auf die Hauptachse des Trichters zwingt und somit
den Transfer mit einer Effizienz von nahezu 100 % in die nichste Pumpstufe garantiert. Der
Vergleich experimenteller Befunde der Arbeitsgruppe Smith mit berechneten Trajektorien
unter Anwendung des Programms Simion geschah erstmals 2000 [49].

Der in dieser Arbeit eingesetzte lonentrichter am Eingang der Driftzelle (siche Abbildung 8)
lasst sich in zwei verschiedene Bereiche gliedern. Der erste Teil besteht aus 16 0,5 mm dicken
Elektroden gleich bleibenden Innendurchmessers, gefolgt von 47 Elektroden, deren
Innendurchmesser sukzessive auf finale 2 mm konvergieren. Ein Plittchen mit einem
Durchmesser von 6 mm (,,Jet Disrupter), das am vorderen Teil des Trichters auf dessen
Hauptachse bzw. direkt einige Millimeter hinter der Desolvatationskapillare der
Elektrosprayquelle angebracht ist, hat eine zusitzliche Zerstdubung des neutralen Gasstroms
zur Folge und verringert dessen Transfer in die benachbarte Pumpstufe. Das separat
eingespeiste DC-Potential hingegen wird so eingestellt, dass die lonen um den Jet Disrupter
herum gelenkt werden. Im Gegensatz zu einem Aufbau ohne Jet Disrupter ist von
Sensitivitdtszunahmen berichtet worden [50,51]. Der zweite Bereich des Uhrglastrichters
besteht aus 35 Elektroden, deren Innendurchmesser auf 20 mm ansteigen. In dieser Zone
erfolgt die Akkumulation der Ionen vor der Injektion in die direkt anschlieBende Driftzelle.
Zur Uberﬁihrung der Ionen in die Driftzelle wird ein hochtransmittierendes Nickelnetz (,,lon
Gate*“) am Ausgang des Trichters verwendet. Zur Speicherung der lonen wird dieses Netz mit
einem relativ zur allerletzten Trichterelektrode groBen Potential (,,lon Gate High*) versorgt.
Der zur Injektion eingesetzte Spannungspuls von 50 ps bei einer Frequenz von 15 Hz sorgt
fiir eine Reduktion dieses Potentials (,,Jlon Gate Low*), sodass die Ionen in die Richtung des

Driftzelleneingangs beschleunigt werden. Wird ,,Jon Gate High* auf einem zur Speicherung
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der Ionen zu geringen Potential betrieben, so kann aus dem Vergleich des kontinuierlichen
Ionenstroms mit dem gepulsten Paket eine Effizienz zur Speicherung bzw. Injektion der Ionen

ermittelt werden. Sie betrdgt in etwa 45 %.

Metallnetz

ﬁ\”“ﬂ“ |
: |

34 — 65
Abbildung 8: Uhrglastrichter, Mafleinheiten sind in mm

Die diesem lonentrichter angrenzende Driftzelle (Abbildung 9) ist aus maximal 6 20 cm
langen Einheiten aufgebaut. Diese werden von 1cm dicken PEEK-Scheiben
(Polyetheretherketon) voneinander isoliert. Jede Einheit besteht wiederum aus 21 1 mm
dicken, vernickelten Messingelektroden mit einem Innendurchmesser von 55 mm. Der
Abstand zwischen den Elektroden betrdgt 9 mm. Eine Widerstandskette von jeweils 1 MQ
zwischen benachbarten Elektroden erzeugt ein moglichst lineares homogenes elektrisches
Feld. Ubergriffe elektrischer Felder der benachbarten Ionentrichter lassen sich mit
Nickelnetzen abwenden. Wird Helium als Puffergas genutzt, ist die maximal nutzbare
Feldstirke durch dessen Spannungsfestigkeit limitiert. Zur zeitlichen Auftrennung der Ionen
nach ihrem StoBquerschnitt werden dann typischerweise elektrische Felder im Bereich von
10 V/em bei einem Druck von 2-3 mbar erzeugt. Wird lediglich die von der
Desolvatationskapillare einstromende Luft oder iiber ein Gasventil zusdtzlich zugefiihrter
Stickstoff zur zeitlichen Trennung verwendet, kommen {iiblicherweise Felder von 30 V/cm
oder mehr zum Einsatz. Mithilfe einer Simionsimulation konnte belegt werden, dass sogar bei
einer Driftstrecke von 120 cm mit einer wie in dieser Arbeit verwendeten Eintrittsoffnung von
20 cm der Verlust an Ionen vernachldssigbar klein ist, sodass die Transmission nahezu 100 %
betrdgt [13]. Es kommt lediglich zu einem minimalen Auseinanderlaufen senkrecht zur

Hauptachse, was eine erneute Fokussierung der lonen unumginglich macht.
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Abbildung 9: Aufbau einer Einheit der Drifizelle, Maf3einheiten sind in mm

Der zu diesem Zweck eingesetzte Endtrichter (Abbildung 10) ldsst sich in zwei verschiedene
Bereiche unterteilen. Der erste Teil umfasst 97 0,5 mm dicke Elektroden, deren
Innendurchmesser sich kontinuierlich von 50 auf 2 mm verkleinern. 0,5 mm dicke
Teflonscheiben gewihrleisten deren elektrische Isolation. Ferner lassen sich die zwei
allerletzten Elektroden des vorderen Bereichs mit separaten DC-Spannungen versorgen.
Somit bedingt das im Vergleich zum Rest normalerweise leicht vergrof3erte DC-Potential, das
die Ionen in die néchste differentielle Pumpstufe fiihrt, eine Einschrdnkung von
Speichereffekten im Bereich kleiner Elektrodendurchmesser. Dies tridgt entscheidend zum
Auflosungsvermogen der Anlage bei. Der zweite Teil des Trichters besteht aus 70 1 mm
dicken Elektroden (Innendurchmesser: 8 mm), die von 0,5 mm dicken Teflonringen
voneinander isoliert sind. Mithilfe dieses offenen Aufbaus kann bereits ein Grofiteil der aus

der Driftzelle anfallenden Gaslast abgepumpt werden.

g

96

Abbildung 10: Aufbau des Endtrichters, Mafeinheiten sind in mm

3.3 Fiihrungsquadrupol und Umlenker
Unter Verwendung eines Fiihrungsquadrupols im Druckbereich von 107 mbar geschieht der

Transfer der Ionen vom Endtrichter in die nichste differentielle Pumpstufe. Er transmittiert
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ein breites Spektrum verschiedener Masse zu Ladungsverhéltnissen. Die Beschreibung der
Funktionsweise eines Quadrupols im Allgemeinen erfolgt in Kapitel 3.4. Fokussierende
Edelstahllinsen an dessen Ein- bzw. Ausgang unterstiitzen seine hohe Transmission. Die
Separation der Ionen vom restlichen neutralen Gasstrom aus der Driftzelle erfolgt im
angrenzenden Umlenker. Vier hyperbolisch geformte Elektroden aus Edelstahl erzeugen ein
perfektes Quadrupolfeld. Je nach kinetischer Energie des ankommenden lons wird dessen
Flugbahn um einen bestimmten Winkel gedndert. Hierbei werden dessen Potentiale so
variiert, dass dieser exakt 90° betrdgt [52]. Ein spezielles in der Arbeitsgruppe entwickeltes
Linsensystem sowie Ablenker in x- bzw. y- Richtung sorgen zudem fiir einen besonders

effizienten Ubergang in den Quadrupolmassenfilter.

3.4 Quadrupolmassenfilter
Im Quadrupolmassenfilter vollzieht sich die Separation der Ionen nach ihrem jeweiligen

Masse zu Ladungsverhéltnis (m/z). Er besteht aus 4 zylindrischen Elektroden, die quadratisch
angeordnet sind. Auf gegeniiberliegende Elektroden wird dasselbe Potential eingestellt, das
aus einer Gleichspannung U und einer Wechselspannung V mit der Frequenz o
zusammengesetzt ist. Benachbarte Elektroden liegen auf entgegengesetztem Potential (siehe

Abbildung 11).

U+Vcos(wt)

-(U+Vcos(wt))

Abbildung 11 Schaltung eines Quadrupolmassenfilters

Somit ergeben sich die folgenden Bewegungsgleichungen:

2
((11; + n?rez (U+Vcoswt)x =0 (3.2)
0
2
‘:hzy - rjrez (U+Vcoswt)y =0 (3.3)
0

Nach Einfilhren der Parameter a und q erhdlt man die dimensionslosen

Bewegungsgleichungen (Mathieugleichungen):

2

Xy (a,+2q, cos21)x =0 (3.4)

dr?
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d2
d—g%r(ay +2q, cos21)y=0 (3.5)
wobei:  a =-a = 47U __q =2V =0t
: X y 020)2 > A« dy 02032 > "

Fiir bestimmte Werte von U, V und o ergeben sich fiir ein lon mit bestimmtem Masse zu
Ladungsverhidltnis m/z Trajektorien, bei denen die maximale Abweichung von der
Zentralachse innerhalb des Quadrupols weniger als ry betrdgt, woraus sich eine stabile
Flugbahn ergibt. Infolgedessen werden diese Ionen transmittiert. Andererseits treffen Ionen
mit wesentlich unterschiedlichem m/z auf die Elektroden und werden entladen. Tragt man die
Parameter a und q in einem Diagramm gegeneinander auf, so erhdlt man das

Stabilitdtsdiagramm des Quadrupolmassenfilters [53,54].

Abbildung 12: Stabilititsdiagramm eines Quadrupolmassenfilters

Hierbei entspricht jeder Punkt einer stabilen Trajektorie in entweder x- oder y- Richtung.
Zudem existieren Bereiche (1-3), die einer stabilen Flugbahn der Ionen sowohl in x- also auch
in y- Richtung geniigen. Der generell bedeutungsvollste Bereich des Massenfilters stellt
Ausschnitt 1 dar. Er ist in Abbildung 13 vergroBert dargestellt. Wird eine Gerade mit der
Steigung a/q durch diesen Stabilitdtsbereich gelegt, dann kann die Verteilung (m/z-Bereich)
der Ionen erfasst werden, die stabile Bahnen innerhalb des Quadrupols besitzen. Die
maximale Auflosung des Filters kann erzielt werden, wenn Gleich- und Wechselspannung
sowie Frequenz des Wechselfelds so gewéhlt werden, dass a und q Betrdge von 0,237 bzw.
0,706 erfiillen (siche Abbildung 13). Wird die Gleichspannung gleich null gewéhlt, so ergibt

sich eine breite Verteilung an verschiedenen Masse zu Ladungsverhiltnissen, die transmittiert
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werden, sodass der Quadrupol im Allgemeinen nur noch zur effizienten Uberfiihrung

verschiedener m/z-Verhéltnisse dienen kann (siehe Kapitel 3.3).

a

a 2U
—=""=const.
14

0,237 - q

i l
g, 0706 g, q

Abbildung 13: Vergroferter Bereich 1 des Stabilititsdiagramms, siehe Abbildung 12

In der Regel arbeiten Quadrupolmassenfilter bei konstanter Frequenz der Wechselspannung
und variabler Gleich- und Wechselspannungsamplitude. Demnach wird zur Aufnahme von
Massenspektren die Gleich- bzw. Wechselspannung kontinuierlich verdndert und das Signal
als deren Funktion erfasst. Die Anwendung als reiner Massenfilter erfolgt je nach erwiinschter
Auflosung bzw. Transmission bei konstanter Gleich- bzw. Wechselspannung. Die Frequenz
des hier verwendeten Quadrupols (Extrel, Modell 150-QC) betrdgt 0,88 MHz. Es kann ein

maximales Masse zu Ladungsverhiltnis von 4000 amu/C erzielt werden.

3.5 Photoelektronenspektrometer
Das in dieser Arbeit verwendete Photoelektronenspektrometer entspricht einem

Flugzeitphotoelektronenspektrometer des Typs ,,magnetische Flasche* und wurde erstmals
von Kruit und Read vorgestellt [55]. Es basiert auf der Bestimmung der Flugzeit eines
Elektrons mit bestimmter kinetischer Energie innerhalb einer gewissen Wegstrecke L. Je
weiter der Detektor von der Detachmentregion entfernt ist, umso weniger Elektronen werden
nachgewiesen. Aus diesem Grund wird ein inhomogenes Magnetfeld verwendet, das die Form
einer magnetischen Flasche (Abbildung 14) besitzt. Findet nun das Ablésen der Elektronen
nahe eines Punktes maximaler Feldstdrke statt, so werden nahezu alle Elektronen entlang der
magnetischen Feldlinien in den Bereich abnehmender Feldstirke in Richtung Detektor
iiberfiihrt. Hierbei bewirkt die Lorentzkraft beim Ubergang von starkem zu schwachem Feld
eine Zunahme der parallelen Geschwindigkeitskomponenten. Da nach der Impulserhaltung
die Gesamtgeschwindigkeit konstant bleiben muss, kommt es gleichzeitig zu einer Abnahme
der senkrechten Geschwindigkeitskomponenten. Diese Entspiralisierung bzw. Parallelisierung
(Abbildung 14) der Flugbahn fiihrt allerdings zu einer zeitlichen Unschérfe und daher zu einer

Verminderung der Auflosung.
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Abbildung 14: Trajektorie der Photoelektronen beim Ubergang von starkem zu schwachem Magnetfeld,
entnommen aus [55]

Ein weiterer (die Auflosung) limitierender Faktor stellt die Dopplerverbreiterung dar. Die
abgelosten Elektronen besitzen eine Geschwindigkeitsunschiarfe, die genau der
Geschwindigkeit des lons entspricht. Damit erfiillt die Energieunschirfe AE nach der

Dopplerverbreiterung:

AE=4 | "< EE, (3.6)

m Ton

Hier sind m, / mjo, die Massen des Elektrons und Ions, von dem das Elektron abgeldst wird,
E. / Eion sind die kinetischen Energien des Elektrons und Ions [56]. Anhand einer Annahme
der kinetischen Energie von 50 eV pro Ladung ' kann die Dopplerverbreiterung typischer hier
untersuchter Systeme auf AE/E ~ 1-3 % geschitzt werden.

Das starke Magnetfeld in der Ndhe der Detachmentregion des Spektrometers wird durch vier
tibereinander angeordnete zylindrische Neodym-Eisen-Bor-Magnete erzeugt (siche Abbildung
15). Das iiberlagerte, schwéchere Feld wird mithilfe einer Spule entlang des 160 mm langen
Flugrohrs realisiert. Zur Abschirmung des Erdmagnetfelds bzw. anderer magnetischer
Storfelder wird das Flugrohr von zwei zylindrischen Mu-Metallménteln umgeben. Die
magnetische Abschirmung der Detachmentregion geschieht mittels Helmholtzspulen. Ein aus
finf Elektroden bestehendes Linsensystem zwischen Quadrupolmassenfilter und
Detachmentkammer kann zur Fokussierung der Ionen senkrecht zur Hauptachse genutzt
werden, sodass die rdumliche Ausdehnung (Durchmesser) des Ionenstrahls am
Uberlappungspunkt (mit dem Laser) auf wenige Zentimeter reduziert werden kann.
Andererseits betrdgt die Halbwertsbreite der durch die Driftzelle transmittierten konformeren-
und massenselektierten lonenwolke entlang der Hauptachse etwa 25 — 50 cm. Hieraus ergibt

sich mit dem Detachment-Laser eine riumliche Uberlappung von schitzungsweise 1 %.

''50 eV pro Ladung wurden gemiB dem Potential der allerletzten Elektrode des Endtrichters angenommen, also
das allerletzte Elektrodenpotential eines Bereichs, in dem noch in nennenswertem Umfang St6Be mit
Neutralteilchen stattfinden.
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Abbildung 15: Photoelektronenspektrometer des Typs magnetische Flasche, Mafeinheiten sind in mm

3.6 Ionen und Elektronendetektor
Treffen hochenergetische Teilchen auf halbleitendes Material, so werden Elektronen aus

dessen Oberfldche herausgeschlagen. Je groBler die kinetische Energie bzw. je kleiner die
Austrittsarbeit des Oberflichenmaterials ist, umso mehr solcher Sekundéarelektronen werden
erzeugt. Das Anlegen einer Hochspannung sowie die Verwendung einer Geometrie, die eine
mehrfache Reflexion der bereits erzeugten Sekundirelektronen ermdglicht, garantiert eine
Stromverstirkung um einen Faktor von 10%, sodass einzelne geladene Teilchen nachgewiesen
werden. Detektionsmethoden fiir Ladungstrager bedienen sich typischerweise genau dieses
Prinzips. Zur Detektion der vom Quadrupolmassenfilter transmittierten Ionen wird ein
Channeltrondetektor verwendet, der aus halbleitendem Bleiglas besteht. Seine
trompetenartige Geometrie filhrt zu einer mehrfachen Reflexion der produzierten
Sekundirelektronen (sieche Abbildung 16). Da mit diesem Aufbau jedoch nur positive
Ladungstriager nachgewiesen werden konnen, erfolgt der Nachweis von Anionen indirekt
mithilfe einer Konversionsdynode. Infolge des eingespeisten Potentials im Kilovoltbereich
fiihrt das Auftreffen von Anionen auf der Elektrodenoberfliche zum Herausschlagen von
positiven Ladungstrdgern, die, wie beschrieben, im Channeltron eine Elektronenlawine
auslosen. Der deshalb bis zu 10*fach verstirkte Strom wird zeitaufgelost ohne einen
zusitzlichen Verstirker auf einem Oszilloskop sichtbar gemacht. Neben seinem enormen
Vervielfachungsfaktor kann seine Festigkeit im Allgemeinen als wesentlicher Vorteil
betrachtet werden. Infolge seiner groBen Eintrittsoffnung besitzt er jedoch nicht die zur
Detektion der Photoelektronen erforderliche zeitliche Auflésung im Nanosekundenbereich,
weshalb zur Detektion der Photoelektronen zwei hintereinander geschaltete MCP-Detektoren

zum Einsatz kommen.
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lon

Sekundarelektronen

Abbildung 16: Channeltron (schematisch) zum Nachweis der lonen

Diese bestehen aus schrig angeordneten Mikrokanélen aus Bleiglas, der Eintritt der Ionen
besitzt somit einen wohl definierten Ort. Auch hier fiihren einschlagende Elektronen zu einer
Elektronenkaskade. Diese wird mit einem 10fach-Verstirker (TA 1800, FAST Comtech)

intensiviert und von einem Zweikanalzdhler (P7888-2 Fast Comtech) erfasst.

3.7 Orbitrap
Ublicherweise ist die Aufldsung von konventionellen Quadrupolmassenspektrometern je nach

m/z-Bereich auf einige Hundert bis Tausend beschrinkt, sodass zur Aufnahme besser
aufgeloster Massenspektren eine Orbitrap (Typ LTQ XL ETD, Thermo Scientific) zum
Einsatz kommt [57]. Prinzipiell handelt es sich um eine Ionenfalle, die im Gegensatz zu Pauli-
bzw. Penningfallen ohne Radiofrequenzwechselspannungen sowie magnetische Felder
auskommt. Sie besteht aus einer Zentralelektrode, der sog. Spindel/ und einer &ulleren
Elektrode. Zur Injektion wird das Prinzip des elektrodynamischen Quetschens verwendet.
Kontinuierliches Erhdhen des attraktiven Spindelpotentials wihrend der Injektion bewirkt,
dass die lonen tangential abgelenkt werden. Ein repulsives Potential auf der &dufleren
Elektrode driickt die Ionen zum Zentrum der Falle. Dies verursacht, dass die Ionen stabile
spiralformige Bahnen einnehmen. Aufgrund dieses Injektionsvorgangs bewegen sich Ionen
mit kleinerem m/z ndher an der Spindel, wiahrend die Bewegung von lonen mit groflerem m/z
weiter auflen stattfindet. Dies hat zur Folge, dass eine vergleichsweise gro3e Anzahl an Ionen
ohne das Auftreten von Raumladungseffekten gleichzeitig gespeichert und nachgewiesen
werden konnen. Die Oszillationsfrequenz der Ionen innerhalb der Ionenfalle entlang der
axialen Komponente dient zur Bestimmung des m/z-Verhiltnisses. Es wird aus einer
Fouriertransformation eines auf der dufleren Elektrode von den lonen verursachten Bildstroms

ermittelt. Die maximal erzielbare Auflosung des Instruments betragt 100000.
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4 Durchfithrung

4.1 Zeitlicher Verlauf und Steuerung des Experiments
Zur zeitlichen Steuerung des Experiments sind eine Synchronisation des Lasers, der Beginn

der Datenerfassung mithilfe des Zweikanalzdhlers sowie des Eingangspulses, der fiir die
Injektion der im Eingangstrichter gespeicherten Ionen in die Driftzelle sorgt, notwendig.
Hierzu kommt ein Delaygenerator (SRS DG535) zum Einsatz. Zum Zeitpunkt t = 0 erfolgt die
Injektion der im Eingangstrichter gespeicherten Ionen in die Driftzelle (A, siehe Abbildung
17).

Delaygenerator
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Abbildung 17: Zeitlicher Verlauf des PES-Experiments

Der Nachweis am Detektor findet einige Millisekunden spiter zum Zeitpunkt t = tp statt.
Typischerweise betrdgt die zeitliche Differenz eines Ions (je nach m/z und kinetischer
Energie) zwischen seinem Nachweis und dem Durchqueren der Detachmentkammer ungefahr
At = 20 — 50 ps, sodass das Licht des Detachmentlasers (B) bei t = tp - At eingekoppelt wird.
Der Start des Zweikanalzdhlers (C) ereignet sich zum selben Zeitpunkt. Maximale
Lichtintensitidt wird generell erzielt, wenn die Blitzlampen des Lasers (D) 200 ps frither
(t =tp— At— 200 ps) geziindet werden. Treffen gestreute Photonen Oberfldchen innerhalb der
Detachmentkammer, dann werden die bei diesem Prozess emittierten Photoelektronen
nachgewiesen. Aus diesem Grund wird der Detachmentlaser mit der doppelten Frequenz
(30 Hz) des Mobilititsexperiments betrieben, so dass zwischen den beiden Kanilen des
Zweikanalzdhlers nach jedem Laserpuls gewechselt werden kann. Auf diese Weise werden
Spektren mit bzw. ohne lonen aufgenommen. Die Differenz liefert ein korrigiertes Spektrum

(siche Abbildung 17).
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4.2 Messung von lonenmobilitditen / Stofsquerschnitten
Aus der Definition der Mobilitdit K = v4¢/E kann durch Umformen folgender Ausdruck

hergeleitet werden:
L2

K =
t,U

(4.1)

L stellt die Driftstrecke dar (die der Lénge der Driftzelle entspricht), U entspricht der
Driftspannung, tp der zum Durchlaufen der Driftstrecke bendtigte Zeit. Gerade im Endtrichter
ist die Verweildauer der Ionen nicht vernachldssigbar klein, sodass die lonenmobilitét nicht
aus einer einzigen Messung der Zeitdauer t zwischen Injektion und Detektion der Ionen
ermittelt werden kann. Sie kann jedoch bestimmt werden, indem die Driftzeit als Funktion der
Driftspannung gemessen und anschlieBend das Verhéltnis von Druck (=P) und Driftspannung
gegen die Gesamtzeit t aufgetragen wird. Aus der Steigung m der Geraden ldsst sich die
Ionenmobilitdt ermitteln (siche Abbildung 18). Der x-Achsenabschnitt (=Zeitskala) entspricht

ungefdhr der Aufenthaltszeit der lonen im konvergierenden Teil des Endtrichters.

0,00604 y=0,00188 - 0,00094 7
R®=0,99996

0,0055 4

0,0050

0,0045 4

P/U / mbar/V

0,0040 4

0,0035 T T T T T T T
24 26 28 30 32 34 36 38

Zeit/ ms

Abbildung 18: Extrapolierte Ausgleichsgerade zur Bestimmung der lonenmobilitit aus mehreren Datenpunkten
Nach dem Normieren (Gleichung (2.2)) und Anwenden von Gleichung (2.6) erhdlt man den
StoBquerschnitt. Der Fehler betrdgt in etwa 1 — 2 %.

4.3 Stofdinduzierte Aktivierung im Eingangstrichter
Ein vielfach in der Literatur diskutierter Effekt besteht in einer thermischen Aktivierung der

zu untersuchenden Ionen wiéhrend der Injektion in die Driftzelle unter Verwendung grof3er
Beschleunigungsspannungen [58,59]. Vor allem native Proteinkonformationen wie
beispielsweise das Cytochrom C Heptaanion zeigen bei Vergroferung der Injektionsspannung
eine Konformationsdnderung von einer nativen zu einer entfalteten Struktur in der Gasphase.
Mit der hier verwendeten Anlage konnen vergleichbare Reaktionen induziert werden, wenn

das Potential ,,Jon Gate Low* am Ende des Eingangstrichters (siche Kapitel 3.2) so geregelt
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wird, dass die Potentialdifferenz zwischen der letzten Trichterelektrode und dem zur Injektion
verwendeten Netz (=Injektionsenergie) moglichst gro wird. Herrscht auflerdem ein
verhéltnisméfBig niedriger Druck, dann kann die Effizienz dieses Prozesses infolge der
vergroferten freien Wegldnge bzw. kinetischen Energie der lonen gesteigert werden. Zu
Ilustrationszwecken sind die Ankunftszeiten des Oligonukleotidpentaanions dCs in
Abbildung 19 als Funktion der Injektionsenergie bei konstantem Druck dargestellt. Hier fiihrt
eine Erhohung der Injektionsenergie zu einer Zunahme der Ankunftszeit bzw. einem

Ubergang zu Konformationen, die einen groBeren StoBquerschnitt besitzen.
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Abbildung 19: Ankunfiszeiten von dCy bei verschiedenen Injektionsenergien

4.4 Aufnahme von Photoelektronenspektren
Der von den Photoelektronen erzeugte Sekundérelektronenstrom wird vom Zweikanalzéhler

als Funktion der Zeit bei einer Auflosung von 2 ns erfasst und im Messrechner in die

Energiedoméne transformiert. Es gilt:

2
BE:hv—lmezL
2 ¢

4.1)

Angesichts des nichtlinearen Zusammenhangs zwischen Energie und Zeit ist eine
Peakhohenkorrektur unentbehrlich. Ansonsten werden Elektronen mit grofBer kinetischer
Energie tiberschétzt, langsame hingegen werden unterschitzt. Die Jacobitransformation liefert

die Korrektur:

3
1(t) ~I(E)(t-t,) (4.2)
Das Aufsummieren der Spektren iiber bis zu 500000 Laser-Pulse ergibt das finale

Photoelektronenspektrum (siche Abbildung 20).
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Abbildung 20: Flugzeitphotoelektronenspektrum (links) sowie das Spektrum in der Energiedomdne nach der
Jacobitransformation

Bei besonders komplexen Konformerengemischen kann eine zweidimensionale Auftragung
der Photoelektronenspektren als Funktion der Driftzeit die Interpretation entscheidend
verbessern. Zur Aufnahme wird die Ankunftszeitverteilung je nach Breite typischerweise in
10 - 20 Segmente unterteilt und diese der Reihe nach jeweils 10 Sekunden spektroskopiert.
Das Durchfiihren und Aufsummieren von mehr als 1000 solcher Zyklen liefert eine Matrix,
die mit Origin 8 als Konturzeichnung bei einer Energiecauflosung von 50 meV dargestellt wird

(siehe Abbildung 32).

4.5 Kalibrierung des Photoelektronenspektrometers
Der Zusammenhang zwischen Flugzeit- und Energiedoméne wird durch Gleichung (4.1)
beschrieben. Typische wihrend des Experiments auftretende Fehlerquellen werden mithilfe
folgender Modifikation kompensiert:

B

=——+F 43
kin (t—t0)2 0 ( )

E, erfiillt einen Korrekturterm, der mogliche Storfelder innerhalb des Flugrohrs sowie ein
Nachbeschleunigen der Elektronen vor dem Detektor korrigiert. Anhand von ty werden Fehler
in der Synchronisation des Experiments wie beispielsweise eine zeitliche Verzdgerung
zwischen Start der Datenaufnahme mithilfe des Zweikanalzdhlers und dem eigentlichen
Ablosen der Photoelektronen erfasst. Die Konstante B berticksichtigt Fehler beziiglich der
Flugrohrlinge. Werden gemessene Spektren in der Flugzeitdomine mit Spektren aus der
Literatur verglichen, so wird durch eine Auftragung der Literaturwerte in der Energiedoméne
als Funktion der experimentell bestimmten Flugzeit eine Kurve gemif Gleichung (4.3)
erzeugt. Eine entsprechende Anpassung einer Funktion liefert die Kalibrierkonstanten B, to
und Ey (Abbildung 21). Zur Kalibrierung verwendet wurden 10 Uberginge von IrBrg™ [35]
und PtBr;* [60].
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Abbildung 21: Photoelektronenspektren von PtBr;” und IrBrs" bei 266 nm in der Flugzeitdomdne (links),
Kalibrierkurve des Photoelektronenspektrometers (rechts)
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5 Oligonukleotide und DNA

5.1 Oligonukleotide
Oligonukleotide sind langkettige Polymere, die aus einem Phosphat-Desoxyribose-Riickgrat

aufgebaut sind. An jeder Desoxyriboseeinheit besteht eine N-glykosidische Verkniipfung zu
einer der vier Nukleinbasen Cytosin (C), Thymin (T), Adenin (A) oder Guanin (G) (siche
Abbildung 22).
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N N 5 NH
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NH™ N\ NH™ ™S\ SNH, lL
Adenin Guanin Oligonukleotid

Abbildung 22: Aufbau von Oligonukleotiden

Alle in dieser Arbeit untersuchten Sequenzen wurden von der Firma Jena Bioscience bezogen,
in destilliertem Wasser geldst und bei 5 °C aufbewahrt. Zum Elektrosprithen wurde jeweils
eine 0,] mM Losung aus einem Wasser / Methanol- Gemisch im Verhéltnis von 1:4
hergestellt und die lonen bei einer Flussrate von 0,05 - 0,10 ml/h in die Gasphase iiberfiihrt.
Als Detachmentwellenlinge kam {iblicherweise die 4. Harmonische des Nd:YAG zum
Einsatz. Infolge unterschiedlicher Sensitivititen der beiden Kandle des Zweikanalzdhlers
verlief die in Kapitel 4.1 beschriebene Reduktion des Photoelektronenuntergrundes nicht
optimal, sodass im Folgenden alle PES bis zu einer Bindungsenergie von nur 3,0 eV
dargestellt sind. Daher konnten auf diese Weise Anionen, die eine adiabatische
Detachmentenergie von mehr als 3,0eV  besitzen, wie beispielsweise die
Trinukleotiddianionen, nicht analysiert werden. Aus diesem Grund wurde die systematische
Untersuchung dieser Molekiile erst ab einer Sequenzldange von vier Basen vollzogen. Sind die
Ladungen des Anions ausschlieBlich in Form deprotonierter Phosphate realisiert, existiert fiir
Ionen des Typs dN[(x-DHL*" lediglich eine mogliche Ladungsverteilung. Deshalb
beschrankt sich die Untersuchung zur Vereinfachung auf diese Sorten von
Oligonukleotidanionen. Zeigen die Ankunftszeitverteilungen ferner mehrere getrennt

voneinander aufgeloste lonenpakete, dann werden diese i.d.R. als Konformere charakterisiert,
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obwohl sie sich auch durchaus in ihrer Strukturformel voneinander differenzieren lassen und
daher streng genommen als Isomere bezeichnet werden miissten. Ungewiss ist auflerdem,
inwieweit die Molekularbewegung bei Raumtemperatur eine schnelle Konversion
verschiedener Konformationen verwirklicht. Anhand von IMS konnte bewiesen werden, dass
Dinukleotidmonoanionen bei Raumtemperatur eine relativ zur Zeitskala des IMS-
Experiments schnelle Interkonversion offener und gestapelter Strukturen aufweisen, die bei
80 K aufgrund der stark reduzierten Molekulardynamik unterbunden wird [61,62]. Inwiefern
solche Prozesse bei lidngeren Oligonukleotidstraingen existent sind, ist weitestgehend
unbekannt. Vereinzelte Interkonversionsprozesse kdnnen potentiell auch in den folgenden
Experimenten agieren. Nebenbei konnten gelegentlich Ankunftszeitverteilungen beobachtet
werden, die neben zeitlich separierten Ionenpaketen auch breite, wenig intensive Schultern bei
groflen Driftzeiten zeigen. Mithilfe von Simionsimulationen konnte dargelegt werden, dass
unter dem Einsatz zu groBer Wechselspannungsamplituden hoch geladene Ionen am Ausgang
von lonentrichtern (im Bereich kleiner Elektrodendffnungen) reflektiert bzw. kurzfristig
gespeichert werden konnen [49]. Ahnliche Effekte wurden auch hier beobachtet, sodass bei
der Priasenz dieser verbreiterten Schultern (bei groBen Ankunftszeiten) eine verzogerte

Transmission im Endtrichter postuliert und daher nicht néher diskutiert wird.

5.1.1 Tetranukleotide
Die Ankunftszeitverteilungen und PES (266 nm) der Tetranukleotidtrianionen dT43', dA43',

dG,> und dC,* sind in Abbildung 23 abgebildet. Nummeriert wurde stets von kleinen zu
groBBen Driftzeiten, sodass das erste PES dem Konformer mit kleinster Driftzeit (kleinstem
StoBquerschnitt) entspricht.

dT,> besitzt bei Raumtemperatur genau ein Konformer, dessen PES eine ansteigende Flanke
bei etwa 2,5 eV zeigt. Die extrapolierte ADE betréigt 2,4 eV.

Desgleichen besteht dAs> aus einem dominanten Konformer. Sein PES zeigt eine breite
Bande, anhand derer eine ADE von 1,3 eV ermittelt werden kann. Ansonsten ist in der
Ankunftszeitverteilung eine wenig intensive breite Schulter bei grofleren Driftzeiten prisent,
die dem bereits beschriebenen Effekt der verzogerten Transmission im Endtrichter entspricht.
dGy> zeigt drei zeitlich separierbare Konformere. Eine asymmetrische und verbreiterte
Verteilung ist aus Struktur (1) sichtbar, sodass hier mindestens zwei Konformere involviert
sind. Die PES von (1) und (2) besitzen jeweils eine breite Bande bei 2,4 eV sowie eine wenig
intensive, zu kleineren Bindungsenergien verschobene Schulter. Die adiabatischen

Detachmentenergien beziffern sich in beiden Fillen auf ungefihr 1,5 eV. Konformer (3)
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beinhaltet eine ausgeprigte Bande bei 2,5 eV. Eine aus schwicher gebundenen Elektronen
resultierende Bande kann nicht beobachtet werden, die Extrapolation der ansteigenden Flanke
ergibt eine ADE von 2,0 eV. Angesichts des Auftretens einer Bande bei minimal niedrigeren
Bindungsenergien bestehen zwischen Konfomer (3) und (1) / (2) gewisse Differenzen. Ob es
sich um Konformere handelt, denen unterschiedliche elektronische Strukturen zugrunde
liegen, die aus einer ungleichen Ladungsverteilung resultieren, kann infolge der
offensichtlichen Ahnlichkeit der Spektren (3) und (1) / (2) dennoch nicht mit Bestimmtheit
gesagt werden.

Bei der in Abbildung 23 dargestellten Ankunftszeitverteilung von dC4> sind ebenso drei
verschiedene Konformere anwesend. (1) und (2) besitzen verwandte elektronische Strukturen,
die eine breite Bande einschlieBen, anhand derer sich jeweils eine ADE von 1,8 eV
extrapolieren ldsst. Andererseits zeigt das PES des weniger intensiven Konformers (3) ein
charakteristisches Merkmal beziiglich seiner elektronischen Struktur. Zwar existiert eine
Bande bei 2,5 eV, jedoch kann auch eine zusétzliche Bande bei 1,4 eV beobachtet werden.
Die Extrapolation zur Bestimmung der ADE fiihrt zu einer um 1,0 eV niedrigeren
Bindungsenergie (ADE) von 0,8 eV, relativ zu (1) und (2). Dieser ungewdhnliche Befund

bedarf einer ausfuhrlicheren Diskussion.
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Abbildung 23: Ankunfiszeitverteilungen (links) und PES (266 nm, rechts) der Tetranukleotidtrianionen.
Nummeriert wurden die Konformere gemdfs ihren Ankunfiszeiten von links nach rechts (von kleinen zu grofien
Stofsquerschnitten). Spektren von lonen mit besonders niedrigen Bindungsenergien sind in blau dargestellt.
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5.1.2 Interpretation der Photoelektronenspektren
Eine sehr einfache Methode zur Abschéitzung von Bindungsenergien besteht in einer

semiklassischen Ndherung. Unter Zuhilfenahme experimentell bestimmter Bindungsenergien
kann die Differenz (= VDE™) zwischen Anfangs- und Endzustand durch Betrachten aller
klassischen Wechselwirkungen beider Zustinde abgeschitzt werden. Wird lediglich die bei
Multianionen dominierende Coulombwechselwirkung beriicksichtigt, ergibt sich folgende
Gleichung, die ein Ablosen der Elektronen von geladenen funktionellen Gruppen vorsieht
[14,26,63]:

e’ 1

VDE" =VDE - — 5.1
; 4ne,o 1, 61

VDE entspricht dem vertikalen Ablosen eines Elektrons aus der geladenen funktionellen
Gruppe eines monoanionischen Systems, der diesen Term reduzierende Beitrag stellt die
Wechselwirkung  zwischen dem  entfernten Elektron und den verbleibenden
Uberschussladungen im Abstand r; dar. ¢ geniigt einer dielektrischen Abschirmkonstante, n
definiert die Anzahl an Uberschussladungen.

Wird postuliert, dass die drei Uberschussladungen des dCs als negativ geladene
Phosphatgruppen auf dem Riickgrat realisiert sind, dann besteht hinsichtlich der
elektronischen Struktur eine klare Diskrepanz. Vereinfacht betrachtet existiert zwischen dem
StoBquerschnitt und den gemittelten Abstinden zweier Ladungen ein direkter
Zusammenhang. So haben Dbeispielsweise gefaltete (native) Konformere einen
vergleichsweise kleinen StoBquerschnitt. Im Gegensatz dazu besitzen entfaltete, lineare
Konformere einen groBeren Querschnitt, d.h. sie brauchen wesentlich lidnger zum
Durchqueren der Driftstrecke. Hierbei bewirkt der Entfaltungsprozess beim Wechsel von
kompakter zu linearer Struktur im Allgemeinen eine mittlere Zunahme der Abstinde zweier
bestimmter funktioneller Gruppen. Deshalb wird eine Zunahme des StoBquerschnitts mit
einem Anwachsen der mittleren Abstinde zweier benachbarter Phosphatgruppen einhergehen.
Bezogen auf das hier betrachtete System dC,> besagt dieser Umstand, dass Konformer (3) bei
Anwesenheit von drei negativ geladenen Phosphaten iiber eine ADE von mindestens 1,8 eV
verfligen miisste, demzufolge eine ADE oberhalb von (1) und (2). Unter der Hypothese, dass
(1) / (2) bzw. (3) die gleiche Ladungsverteilung aufweisen, kann unter Verwendung von
Gleichung (5.1) eine Abnahme der Bindungsenergie nur dann zu Stande kommen, wenn
entweder die Abstinde der Uberschussladungen reduziert werden oder die Abschirmkonstante
o von (3) kleinere Werte einnimmt. Ersteres wurde bereits diskutiert und kann ausgeschlossen

werden. Insbesondere bei der Anwesenheit vieler intramolekularer Bindungstypen, wie z.B.
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Wasserstoffbriickenbindungen, die in kompakteren Strukturen (bei kleinem StoBquerschnitt)
von essentieller Relevanz sind, kann iiblicherweise eine Abschirmkonstante von grofer als
eins erfasst werden. GroBere StoBquerschnitte (offene, lineare entfaltete Systeme) hingegen
begiinstigen vielmehr einen gegen eins strebenden Wert. Aller Wahrscheinlichkeit nach
verfiigen die drei Konformere des dC43' uber dhnliche Polarisierbarkeiten. Deshalb ist
fraglich, ob eine minimale strukturelle Anderung, wie sie (3) anhand der geringfiigig gréBeren
Ankunftszeit zeigt, Verdnderungen der dielektrischen Abschirmung in diesem Ausmale
hervorruft, sodass sich eine Abnahme der ADE um 1,0eV ergibt. Als sehr viel
wahrscheinlicher erscheint hier eher eine Umverteilung der Ladung zugunsten einer Abnahme
der repulsiven Coulombenergie im Allgemeinen. Mogliche, generell neben den
Phosphorsédureeinheiten deprotonierbare funktionelle Gruppen stellen die Hydroxylgruppen
an den Enden der Oligonukleotidsequenz sowie die Aminogruppen der Cytosinbasen dar, wo
das m-System zu einer Delokalisierung der Ladung fiihrt. In beiden Féllen wiirde eine kleinere
Bindungsenergie erwartet werden [17,64,65]. Deshalb kann postuliert werden, dass die
Konformere (1) und (2) von dC,” vermutlich Strukturen darstellen, in denen die
Uberschussladungen als drei negativ geladene Phosphatgruppen verwirklicht sind, wihrend
(3) anstatt einer Phosphatgruppe eine deprotonierte Hydroxylgruppe oder Cytosinbase besitzt.
Unter Umstdnden entspriche diese zusitzliche Bande (um 1,4 eV) einem Ablosen von
Elektronen der schwach gebundenen Uberschussladungen der negativ geladenen

Hydroxylgruppen oder Cytosinbasen.

5.1.3 Modifizierte Nukleinsduren
Gezielte Substitution funktioneller Gruppen kann dazu beitragen, diese Umverteilung der

Ladungen / Protonen in der Gasphase zu erfassen. Besteht die Ursache der schwach
gebundenen Bande des Strukturtyps (3) von dC4” in einer negativ geladenen Hydroxylgruppe,
so lieBen sich nach dem Auswechseln dieser Gruppen durch Phosphateinheiten (siche
Abbildung 24) keine lonen des Typs (3) mehr beobachten. Keine Auswirkungen wiirde man

beim Auftreten negativ geladener Basen erwarten.
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Abbildung 24: dC, (links), P-dC,-P (rechts), Hydroxylgruppen sind durch Phosphatgruppen ersetzt.
In Abbildung 25 sind die Driftzeiten und PES dieses modifizierten Molekiils P-dC4-P als
Tri-, Tetra- und Pentaanion dargestellt. Das Trianion zeigt zwei verschiedene Konformere.
Bei Gebrauch einer Detachmentwellenldnge von 266 nm konnte zur Aufnahme der PES keine
ausreichende Signalintensitit erfasst werden. Deshalb kam die fiinfte Harmonische des
Nd:YAG (=213 nm) zum Einsatz. Mittels Extrapolation der ansteigenden Flanken konnen
adiabatische Detachmentenergien von 2,3 (1) bzw. 2,4eV (2) ermittelt werden, die im
Vergleich zu den beiden Konformeren (1) und (2) von dCs” um 0,5eV zu groBeren
Bindungsenergien verschoben sind. Die Ahnlichkeit beider Spektren [P-dC4-P* (1) und (2)]
lasst auf verwandte elektronische Strukturen schlieBen. Bei einer Ladungsverteilung
bestehend aus drei negativ geladenen Phosphaten stehen im Vergleich zu dC, fiinf anstatt drei
verschiedene Positionen zur Verfiigung (die Ladungen zu verteilen). Eine minimale
CoulombabstoBung der drei Uberschussladungen lésst sich erzielen, indem die erste, dritte
und fiinfte Phosphorsdureeinheit deprotoniert werden. Aus der damit verbundenen
VergroBerung der mittleren Abstinde benachbarter Uberschussladungen ldsst sich nach
Gleichung (5.1), relativ zu dC4> (1) / (2), ein Zuwachs der ADE ableiten.

Das Tetraanion dieser modifizierten dCs-Variante besitzt gleichermallen zwei zeitlich
separierte Konformere. Seine PES verfligen iiber jeweils mindestens zwei verschiedene
Banden bei Bindungsenergien von 0,4 und 1,4 eV. Ferner zeigt (2) eine Bande bei 2,1 eV. Da
diese im Schwellbereich der RCB auftritt, liegt sie sehr wahrscheinlich in einer relativ zu (1)
minimal geringeren RCB begriindet, so dass diese Bande in (1) eine wesentlich geringere
Ubergangswahrscheinlichkeit aufweist. Die Aufnahme der Spektren bei kleineren

Detachmentwellenldngen konnte zu einem tieferen Verstindnis beitragen. Dies ist aber
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ohnehin irrelevant, da hier insbesondere der Bereich schwach gebundener Elektronen von
Bedeutung ist. Die Extrapolation der ansteigenden Flanken der Tetraanionen ergeben im
Vergleich zum Trianion [(1) und (2)] um etwa 2,5eV verringerte adiabatische

Detachmentenergien von jeweils 0 eV.
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Abbildung 25: Ankunfiszeitverteilungen (links) und PES (rechts) von dC,>, der modifizierten Variante als Tri-,
Tetra- und Pentaanion sowie dCs*. Auf die Darstellung von dC; (2) wurde verzichtet. Spektren von Ionen mit
besonders niedrigen Bindungsenergien sind in blau dargestellt.

Fiir Oligonukleotide mit einer Kettenldnge von n = 5-8 konnte bereits belegt werden, dass die
ADE bei Erhohung der Ladungszahl um ca. 1,0 eV abfillt, wenn die Ladungszahl um eins fiir
dieselbe oder um eine Einheit verlingerte Sequenz erhoht wird (vorausgesetzt dass
vergleichbare elektronische Strukturen zugrunde liegen, z.B. in Form ausschlieBlich
deprotonierter Phosphatgruppen) [66]. Demzufolge sollten die Tetraanionen adiabatische
Detachmentenergien von schitzungsweise 1,5 eV besitzen, vorausgesetzt dass beiden
Ladungszustinden eine verwandte elektronische Struktur (bestehend aus drei bzw. vier
negativ geladenen Phosphaten) zugrunde liegt. Andererseits kann beziiglich der
niederenergetischen Schulter der Tetraanionen und des dCs* (3) eine Ahnlichkeit der
Spektren abgeleitet werden.

Fiigt man dem Tetraanion der modifizierten Variante des dCs an dessen endstdndigen
Phosphaten jeweils eine Desoxycytidineinheit hinzu, ergibt sich eine Sequenz (= dCs"), deren

PES in Abbildung 25 gezeigt ist. Die ADE des nahezu identischen Anions betrigt 1,2 eV und
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liegt damit 1,2 eV oberhalb der Tetraanionen von P-dC4-P4'. Hinsichtlich der elektronischen
Struktur besteht zwischen den Ionen P-dC4-P* bzw. dC4> (1) und (2) eine gewisse Analogie.
Daher werden diese Anionen aller Wahrscheinlichkeit nach Strukturen aus deprotonierten
Phosphaten beinhalten, wihrend andererseits P-dC4-P* und dCs” (3) eine andere
Isomerenklasse reprisentieren. Wird nun in die Uberlegungen mit einbezogen, dass
angesichts der Substitution von Hydroxylgruppen durch Phosphateinheiten keine Hydroxylate
mehr gebildet werden kdnnen, muss zumindest das Tetraanion der modifizierten dCy-Variante
iiber deprotonierte Cytosinbasen verfligen. Da zuvor eine Einteilung der Ionen in eine gemil
threr elektronischen Struktur verwandte Sorte stattfand, sollte im Umkehrschluss das Ion
dC4> (3) negative Cytosinbasen einschliefen.

Intensivieren ldsst sich diese Schlussfolgerung bei der Betrachtung der elektronischen
Struktur des Pentaanions von P-dC4-P (Abbildung 25). Seine ADE betrigt -1,1 eV, wihrend
oben erwihnte Faustregel bei der Prisenz von flinf Phosphaten eine ADE von 0 eV postuliert.
Ob die nun dokumentierte AuBergewdhnlichkeit des Konformers dC,> (3) auf lingere
Systeme iibertragbar ist, wird im néchsten Abschnitt anhand der Pentanukleotidtetraanionen

sowie der Hexanukleotidpentaanionen behandelt.

5.1.4 Pentanukleotide und Hexanukleotide
Die Driftzeitverteilungen und PES (266 nm) der Pentanukleotidtetraanionen sind in

Abbildung 26 abgebildet. Wihrend die Ionen dC54', dT54' und dG54' drei Konformere zeigen,
besteht die Ankunftszeitverteilung von dAs" aus lediglich zwei zeitlich separierten
Tonenpaketen. Konformer (3) des dCs* besitzt eine verbreiterte Driftzeit, folglich schlieBt
Peak 3 mindestens zwei Konformere ein. Die PES der Tetraanionen zeigen generell jeweils
zwel Klassen von elektronischen Strukturen. Grundsitzlich besitzen die Ionen, die zum
Passieren der Driftstrecke mehr Zeit in Anspruch nehmen, jeweils eine charakteristische
niederenergetische Bande. Diese kann bei keinem der schnellsten Ionen einer Sorte
angetroffen werden. Die ADE von dAs* (2) betrigt - 0,4 eV und ist damit in guter
Korrespondenz mit [14,66].
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Abbildung 26: Ankunfiszeitverteilungen (links) und PES (266nm, rechts) der Pentanukleotidtetraanionen,
Spektren von lonen mit besonders niedrigen Bindungsenergien sind in blau dargestellt.

Alle Ionenmobilitidtsdaten bzw. PES der Hexanukleotidpentaanionen sind in Abbildung 27
zusammengefasst. Wieder konnen, mit Ausnahme von dA¢”, mehrere auf der Zeitskala des
Experiments nicht interkonvertierende Konformere beobachtet werden. dC()5 “und dT()5 " zeigen
zwel Klassen an PES, die sich hinsichtlich der bereits mehrfach beobachteten
niederenergetischen Bande unterscheiden. Das Pentaanion des dAg besitzt eine ADE von
-1,3 eV. Von dGg> koexistieren hingegen zwei Konformere dhnlicher elektronischer Struktur.
Ob eine ausgepriagte Abhingigkeit der beobachteten Banden von der jeweiligen genutzten

Anregungswellenlidnge besteht, soll im ndchsten Abschnitt diskutiert werden.
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Abbildung 27: Ankunfiszeiten (links) und PES (266nm, rechts) der Hexanukleotidpentaanionen, Spektren von
Ionen mit besonders niedrigen Bindungsenergien sind in blau dargestellt, die gepunktete Linie der
Driftzeitverteilung von dAg~ entspricht einer verzégerten Emission im Endtrichter.

5.1.5 Abhdngigkeit von der Detachmentwellenldnge

Die UV-Absorptionsmaxima der Nukleinbasen liegen im Bereich von 260 nm und werden
demzufolge bei einer Detachmentwellenlinge von 266 nm erfasst. Bestimmte
Relaxationskanile kénnen zu einer Uberlagerung der direkten Emission von Photoelektronen
fithren. Ein allgemeiner Schutzmechanismus der DNA stellt beispielsweise die schnelle innere
Konversion nach elektronischer Anregung in den Grundzustand dar. In kondensierter Phase
wird die bei diesem Prozess erzeugte Schwingungsenergie schnell mit der Umgebung
ausgetauscht [67,68]. Ein moglicher Relaxationsprozess in der Gasphase bestliinde in der
Emission von Elektronen [69,70,71,72]. Ein anderer Relaxationskanal stellt eine Emission der
Elektronen durch Tunneln der RCB nach resonanter elektronischer Anregung
(=Autodetachment)  [26,73,74,75] dar. = Detachmentwellenldngen  auflerhalb  des
Absorptionsbereichs mindern generell die Wahrscheinlichkeit solcher der direkten Emission
von Photoelektronen konkurrierender Prozesse. Lige beispielsweise die mehrfach beobachtete
niederenergetische Bande in einem solchen Relaxationskanal begriindet, erschiene sie bei
Verwendung anderer Wellenldngen entweder mit wesentlich verdnderter Intensitdt oder bei
anderer Bindungsenergie (z.B. bei Prozessen, die zu einer verzdgerten Emission von
Elektronen gleicher kinetischer Energie fiithren [26]). Infolgedessen erfolgt nun eine

wellenlingenabhingige Betrachtung der PES des dCs”". Diese sind in Abbildung 28 gezeigt.
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Abbildung 28: PES von dCg’~ bei unterschiedlichen Detachmentwellenlingen, Spektren von Ionen mit
besonders niedrigen Bindungsenergien sind in blau dargestellt.

(2), (3) und (4) besitzen bei 213 nm die typische niederenergetische Bande. Die bei 266 nm in
allen vier Konformeren existente Bande an der RCB-Detachmentschwelle um 1,0 - 1,5 eV
erscheint infolge der groBeren Ubergangswahrscheinlichkeiten in den 213 nm Spektren
deutlich intensiver. (1) ldsst bei 355 nm kein Elektronendetachment erfassen. Die wenigen
Photoelektronen lassen sich auf eine partielle Uberlappung der Driftzeiten von (1) und (2)
zuriickfithren. (2), (3) und (4) zeigen hier eine Bande, die im Wesentlichen dem vielfach
beobachteten niederenergetischen Ablosen von Photoelektronen bei einer Wellenldnge von
266 nm entspricht. Die anderen Ubergiinge sind angesichts der RCB abgetrennt. Die Tatsache,
dass die vielfach beschriebene schwach gebundene Bande der Konformere (2), (3) und (4) bei
allen Anregungswellenlingen bei gleicher Bindungsenergie dhnlicher Intensitdt erscheint,
lasst die Folgerung zu, dass diese Signatur aller Wahrscheinlichkeit nach keinem

Konkurrenzprozess der direkten Emission zugrunde liegt.

5.1.6 Zusammenfassung und Diskussion
Die Analyse der PES der Tetranukleotidtrianionen, Pentanukleotidtetraanionen sowie der

Hexanukleotidpentaanionen ergibt zusammenfassend folgendes Ergebnis: Konformere des
dCs* konnen nachgewiesen werden, die sich beziiglich ihrer elektronischen Struktur
unterscheiden. Aus Vergleichsmessungen einer modifizierten Variante lsst sich als plausible
Interpretation eine Struktur ableiten, die eine Ladungsverteilung bestehend aus mindestens
einer negativ geladenen Cytosinbase einbezieht. Anhand dGs> kann keine eindeutige

Beurteilung erfolgen, dAs” und dTs" weisen lediglich ein Konformer auf. Die
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Hexanukleotidpentaanionen zeigen eine im Wesentlichen andere Verhaltensweise: dTs,
dCs> sowie dGg besitzen verschiedene Konformere. Mit Ausnahme von dGg~ koénnen
elektronische Strukturen dargelegt werden, die sich durch die Prisenz einer
niederenergetischen Bande von Ionen gleicher Sorte abheben. dAq zeigt lediglich ein
Konformer. Dieses ist eher der Klasse zugehorig, die diese schwach gebundene Bande mit
einbezieht. Zwei verschiedene Typen Pentanukleotidtetraanionen kénnen beobachtet werden,
die sich beziiglich ihrer elektronischen Struktur unterscheiden. Diese Gegebenheit rechtfertigt
(die bereits als schwarz bzw. blau) getitigte Einteilung der Konformere in bestimmte Typen
A und B (Tabelle 1). Typ A reprisentiert die schwarzen, Typ B geniigt den blauen Spektren.
Zur Einteilung werden lediglich Spektren einer lonensorte einander gegeniibergestellt. Das
entscheidende Kriterium zur Gliederung in Typ B besteht in der Anwesenheit einer
niederenergetischen Bande. Ein Vergleich unterschiedlicher Ionensorten erweist sich
hinsichtlich der lonisierungsenergien der neutralen Nukleinbasen (sieche Abschnitt 5.1.9) als
auBBerordentlich kompliziert. Daher findet beispielsweise eine Einteilung der nahezu
identischen Spektren dTs* (1) und dGs* (2) / (3) in verschiedene Fraktionen statt. Falls keine
konkrete Aussage getroffen werden kann, werden die Konformere zu Typ A zugeordnet (z.B.

dG4H).

StoRquerschnitt [A”] / ADE [eV]

Typ A | | Typ B

Tetranukleotidtrianionen

d1.> 263/2,4

dA,> 231/1,3

dG,> 251/1,5 264/1,5 276 /2

dc,” 220/1,8 224/1,8 240/0,8
Pentanukleotidtetraanionen

dcs” 279/0,9 290/0,9 301/0,1

dTs* 336/1,5 346 /0,55 355/0,6

dAs* 322/0,5 338/-0,4

dGs* 328/0,4 338/-0,1 347/-0,1
Hexanukleotidpentaanionen

dce” 338/-0,3 351/-0,7 364 /-0,5 377/-0,4

dTs 411/0,6 420/-0,2 431/-0,1

dAg” 385/-1,3

dGe™ 418 /-0,6 440/-0,4

Tabelle 1: Experimentell bestimmte Stofiquerschnitte und adiabatische Detachmentenergien der untersuchten
Oligonukleotidanionen

Analog zu dC4” liegt die Ursache fiir das Erscheinen dieser unterschiedlichen elektronischen
Strukturen gleicher Ionensorte vermutlich in der Ladungsverteilung der untersuchten
Molekiile begriindet, beispielsweise aufgrund deprotonierter Nukleinbasen. Ist ferner eine

gewisse Position innerhalb der Sequenz bevorzugt, kann die Substitution der einzelnen
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Nukleinbasen innerhalb heterogener Sequenzen entscheidende Anhaltspunkte liefern.
Thyminhaltige Sequenzen besitzen im Allgemeinen im Vergleich zu guanin- und
adeninreichen Sequenzen grofere adiabatische Detachmentenergien von ungefdhr 1,0 eV.
Kann auflerdem die vielfach beobachtete niederenergetische Bande als Signatur negativ
geladener Basen typisiert werden, sollten bei der Pridsenz negativ geladener Adenin- oder
Guaninbasen innerhalb einer ansonsten thyminreichen Sequenz diese charakteristischen
Ubergiinge der Pentanukleotidtetraanionen im Bereich von 0,1 bzw. 0,3 eV erscheinen. Diese
Konformere werden vereinfacht als Typ A” bzw. Typ G bezeichnet. Hypothetische negative
Thyminbasen konnten zwar am Rande bestehen, werden aber wegen der vergleichsweise
grolen ADE mdglicherweise nicht identifiziert (sieche Abbildung 25 und Abbildung 26). Im
folgenden Abschnitt werden die konformerenaufgeldosten PES speziell ausgesuchter

Sequenzen vorgestellt.

5.1.7 Sequenzabhdngigkeit der Oligonukleotidanionen A4T, AT, und GT,
Abbildung 29 enthélt die Ankunftszeiten und PES (266 nm) der Tetraanionen dTA4, dATA;,

dAzTAz, dA3TA und dA4T.
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N

dAT N S W
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Abbildung 29: Ankunfiszeiten (links) und PES (266nm, rechts) der Oligonukleotidtetraanionen des Typs A,T,
Spektren von lonen mit besonders niedrigen Bindungsenergien sind in blau dargestellt.

Die Gasphasenanionen des dATA3, dA,TA; und dA3TA bestehen alle mindestens aus einem
Konformer, deren PES eine charakteristische Bande bei etwa 0 eV besitzen. dA4T* (2) bzw.

dTA4" zeigen ein kaum ausgeprigtes Signal bei einer Bindungsenergie von 0 eV. Dass ein
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Signal hier liberhaupt auftritt, 1dsst sich wahrscheinlich auf die Existenz kleinerer Mengen an
Konformeren des Typs A” zuriickfiihren, die dem dominanten Signal tiberlagert sind, im IMS-
Experiment zeitlich aber nicht divergieren (aufgrund dhnlicher StoBquerschnitte).

Ein tieferes Verstindnis kann eine Aufnahme von 2D-(IMS-PES)-Spektren liefern,
insbesondere was die vergleichsweise kaum erscheinende niederenergetische Bande der

beiden Systeme dA4T4' und dTA44' betrifft:

3,10

Ankunftszeit / ms
w
&

Ankunftszeit / ms
g

2,95

Bindungsenergie / eV _ Bindungsenergie / eV
Abbildung 30: 2D-(IMS / PES)-Spektren (266nm) von dTA,;" (links) und dA,T" (rechts)
Die genauere Analyse fiihrt zu folgendem Resultat: Bei groen Ankunftszeiten kann ein
Konformer von dTA4* des Typs A nachgewiesen werden (siche roter Kreis in Abbildung 30).
Im Gegensatz dazu lisst dA4T* keine eindeutige Aussage zu, hier kann lediglich ein

verhéltnisméBig schwaches Signal bei 0 eV beobachtet werden.
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Abbildung 31 vereinigt die sequenzabhéngigen Ankunftszeiten und PES (266 nm), bestehend

aus jeweils 4 Thyminbasen und einem Adenin.
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Abbildung 31: Ankunftszeiten (links) und PES (266nm) der Oligonukleotidtetraanionen des Typs AT, Spektren
von lonen mit besonders niedrigen Bindungsenergien sind in blau dargestellt.

Kein Konformer der Tetraanionen dTAT;, dT>AT, und dT;AT besitzt eine auffallende
Signatur bei 0 eV Bindungsenergie. dAT,* hingegen zeigt ein sehr schwaches Signal in dieser
Zone. Wird die Verzogerung des Lasers so eingestellt, dass eine Uberlappung mit der
Tonenwolke nur im letzten Bereich der Ankunftszeitverteilung von dT4A* besteht, ergibt sich
ein PES mit charakteristischem Signal um 0 eV. Eine Betrachtung der 2D-Spektren erweist

sich auch hier als sinnvoll.

Ankunftszeit / ms
Ankunftszeit / ms
Ankunftszeit / ms

1 2

0 1 2 0
Bindungsenergie / eV Bindungsenergie / eV Bindungsenergie / eV

Abbildung 32 2D-(IMS / PES)-Spektren (266 nm) von dTAT;" (links), dT-AT," (Mitte) und dT;AT" (rechts)
dTAT;, dT,AT, und dT;AT zeigen alle kein nennenswertes Detachmentsignal bei einer

Bindungsenergie von 0 eV entlang des gesamten Bereichs der Driftzeitverteilung.
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Abbildung 33: 2D-(IMS / PES)-Spektren (266 nm) von dAT," (links) und dT,A* (rechts)
dT4A* beinhaltet die bereits besprochene Signatur bei groBeren Driftzeiten. dAT4* besitzt

weiterhin eine kaum bestehende Bande bei 0eV {iber ein groeres Gebiet der
Ankunftszeitverteilung. Demzufolge kann ein Konformer des Typs A™ in geringen Mengen

lediglich postuliert werden.

Zwar lassen nicht alle PES einwandfreie Riickschliisse zu, schlussendlich ergibt sich dennoch
nachstehende Information: Bestehen gleichzeitig Thyminbasen am Anfang bzw. Ende der
Sequenz, so existiert offensichtlich kein Konformer des Typs A" in der Gasphase.
Demgegeniiber scheint die Wahrscheinlichkeit solcher elektronischen Strukturen bevorzugt
zu sein, sobald eine Adeninbase am Beginn (5-Ende) oder in besonderem Malle am Ende (3-
Ende) der Sequenz realisiert ist. Mehr Einblick, inwiefern die soeben geschilderten
Beobachtungen auf andere Systeme {ibertragbar sind, soll nun anhand von GTy-Ionen

diskutiert werden.

Die in Abbildung 34 dargestellten Ankunftszeiten und PES (266 nm) ergeben folgendes
Ergebnis: dGT4* (2 Konformere gemiB IMS) und dT4G* besitzen ausgeprigte Peaks bei
0,3 ¢V, demnach die Signatur deprotonierter Guaninbasen. Diese Signal kann bei dTGT;* (3
Konformere gemif IMS) und dT,GT," (2 Konformere) nicht beobachtet werden. dT:GT*

zeigt eine wenig intensive Bande bei 0,3 eV.
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Abbildung 34: Sequenzabhdngige Ankunfiszeiten (links) und PES (266nm, rechts) der Tetraanionen des Typs
GT,, Spektren von lonen mit besonders niedrigen Bindungsenergien sind in blau dargestellt.

Die soeben geschilderten Resultate bestdtigen die bereits getétigte Deutung der
sequenzabhingigen PES. Guaninbasen an den Enden eines Oligonukleotidstrangs steigern die

Wahrscheinlichkeit eines ausgeprigten niederenergetischen Photodetachmentsignals.

Demzufolge kann das folgende Fazit gezogen werden: Befinden sich Adenin- oder
Guaninbasen am Anfang oder Ende der Sequenz, so konnen (wie bei dAs* (2) oder dGs* (2) /
(3)) charakteristische Photodetachmentsignale bei 0,1 oder 0,3eV erfasst werden.
Quantenchemische Rechnungen kdnnten weitere Hinweise liefern, inwieweit deprotonierte
Nukleinbasen involviert bzw. fiir diese typischen Uberginge verantwortlich sind. Daher
werden im folgenden Abschnitt theoretische Rechnungen von Pentanukleotidtetraanionen
speziell ausgewéhlter Strukturtypen mit bestimmter Ladungsverteilung priasentiert und néher

beleuchtet.

5.1.8 Vergleich mit theoretischen Rechnungen
Die Generierung moglichst vieler Strukturen fand anhand von Kraftfeldrechnungen statt.

Zunichst wurde mithilfe des im Programmpaket AMBER implementierten Programms
XLEAP eine willkiirliche Geometrie einer lonensorte mit bestimmter Ladungsverteilung
erzeugt. Die verwendeten Typen sind in Abbildung 35 dargestellt. Typ 1 liegt einem aus vier

negativen Phosphaten aufgebautes Ion zugrunde. Typ 2 reprisentiert eine Ionenklasse, die
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neben drei negativen Phosphaten unter anderem eine deprotonierte Base, basierend auf
vorherigem Abschnitt an letzter Stelle der Sequenz, involviert. Die Abstraktion des Protons
fand gemill den Gasphasenazidititen statt [17] (siche Abbildung 35) 2 Im Gegensatz dazu
vertritt Typ 3 die Klasse der deprotonierten Hydroxyle (5-Ende). Die zur Simulation einer
deprotonierten Base bzw. Hydroxylgruppe unumgingliche Modifizierung der
Kraftfeldparameter wurde anhand einer simplen Erneuerung der Partialladungen aller

betroffenen Atome vollzogen. Alle anderen Parameter blieben unverdndert.

NH

(1) B1H B3H B5H |O
5-OHJ— P1'—|— PZ'J— p3-_|_ p4'J_ —_ | \J\l H3C\E‘\N-
B2H B4H N X0 NHJ§O
) B1H B3H B5" Cytosin~ Thymin~

5-OHJ— Pl'—l— PZ-J— P3'—|— P4H J— OH-3 NH (l)

B2H B4H N N
J XN 74 NH
(3) B1H B3H BSH < | ) | )\
— NH i
NH
5-0° J— P1H PZ‘J— paF P4'J— OH-3 N ,N NH
T T Adenin~ Guanin®
B2H B4H

Abbildung 35: Links: Strukturtypen (1), (2) und (3), Rechts: deprotonierte Nukleinbasen. Die Deprotonierung
des Guanins fand an der Aminogruppe gemdfs [17] statt, obwohl laut [76] die N1-Position zumindest in der
kondensierten Phase bevorzugt wire.

Die Durchfiihrung eines simulated annealing-Zyklus wurde anschlieBend zur Suche des
globalen Minimums genutzt. Hierzu wurde die Molekulardynamik der mithilfe der
Optimierungsmethoden steepest descent und conjugate gradient geometricoptimierten
Startstruktur bei einer Temperatur von T = 500 K fiir 50 ps simuliert, innerhalb von 10 ps auf
Raumtemperatur (T =300 K) gekiihlt und ein weiteres Mal optimiert. Die gespeicherten
neuen Koordinaten kamen als Startstruktur fiir einen ankniipfenden annealing-Prozess zum
Einsatz. Ein Abbruch dieses automatisierten Verfahrens fand nach einer vordefinierten
Anzahl solcher Zyklen (dA54' / dG54' jeweils 1000, dC54' / dT54': 500) statt, die neuen
Koordinaten dienten zur StoBquerschnittsberechnung sowie einer quantenchemischen

Rechnung auf Grundlage der semiempirischen Methode PM6, die im Programmpaket

? Das in kondensierter Phase azideste Proton des Guanins entspricht dem N1H [76]. Die korrespondierenden
GPAs sind in [17] nicht enthalten, daher wurde zur Rechnung ein Proton der Aminogruppe entfernt.
Vergleichbare Rechnungen mit einem deprotonierten Guanin an N1 ergaben aulerdem keine nennenswerten
Unterschiede.
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MOPAC implementiert ist. Die Methode PM6 liefert unter anderem den Wert der HOMO-
Energie, die nach Koopman (siehe Kapitel 2.4.1) der VDE geniigt.

Im Optimalfall kann eine Auftragung der Absolutenergie in Abhédngigkeit des
StoBquerschnitts jeder wihrend des annealing-Prozesses entstandenen Struktur einer
Ionensorte dazu dienen, die im Experiment dominanten Konformerenfamilien vorauszusagen.
Abbildung 36 vereinigt die gemidl PM6-Absolutenergie 200 giinstigsten Strukturen der
gerechneten Typen 1, 2 und 3 des Ions dAs" in einem Diagramm. Alle Werte miissen als

Relativwerte zum globalen Minimum (der Struktur mit niedrigstem E,,s) gesehen werden.
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Abbildung 36: PM6 Energie E,; als Funktion des Stofiquerschnitts der energetisch giinstigsten Strukturen
Jjeden Typs von dAs" . Strukturen die zur Bildung der Mittelwerte verwendet wurden, sind als ausgefiillte
Symbole dargestellt (siehe Text).

Typ 1 besitzt sowohl den geringsten StoBquerschnitt, der im Mittel dem Typ A (322 A?)
geniigt als auch die aus energetischer Sicht giinstigste Absolutenergie. Wesentlich hoher (ab
etwa 0,75 eV iiber dem globalen Minimum) liegen die erzeugten Strukturen des Typs 2, die
eine deprotonierte Adeninbase mit einbeziehen. Der Erwartungswert des StoBquerschnitts von
schitzungsweise 345 A? (hinsichtlich dieses Diagramms) weicht nur minimal von dem im
Experiment beobachteten Typ B (338 A?) ab. Als noch ungiinstiger kénnen die Strukturen des
Typs 3 beurteilt werden, die eine deprotonierte Hydroxylgruppe einschlieBen. Auch hier wird

ein mittlerer StoBquerschnitt von ungefihr 345 A* vorausgesagt.

Unter Beriicksichtigung dieser theoretischen Resultate wird die Anwesenheit negativer
Adeninbasen gestiitzt. Weitere Indizien konnte eine Analyse der PM6-HOMO-Energien
liefern, die mit den vertikalen Detachmentenergien korrespondieren. Die Betrachtung einer
einzigen Struktur kann hier (bei diesen ausgedehnten Systemen) nicht mehr als ausreichend

aussagekriftig in Betracht gezogen werden. Aus diesem Grund wurden die Strukturen jeden
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Typs nach einem bestimmten Schema aussortiert und Mittelwerte der HOMO- sowie der
Absolutenergien unter der folgenden Hypothese gebildet: Der im Experiment bestehende Typ
A gleicht Typ 1, wiahrend Typ B den theoretischen Typ 2 oder 3 erfiillt (da fiir Ionen, die
deprotonierte Hydroxylgruppen oder Nukleinbasen besitzen [17,65], eine geringere
Detachmentenergie vorausgesagt wird). Basierend auf den beiden experimentellen
StoBquerschnitten wurden alle erzeugten Geometrien entfernt, deren theoretischer
StoBquerschnitt um mehr als 5 % von diesen abweicht. Nach dem Sortieren der verbliebenen
Strukturen nach ihrer PM6-Absolutenergie fand eine Berechnung der HOMO- bzw.
Absolutenergiemittelwerte der 50 besten Strukturen (gemd der PM6-Energie der
verbliebenen lonen nach der Aussortierung beziiglich deren StoBquerschnitte) statt. Exakt
dieselbe Prozedur kam bei den lonen dC54', dT54' und dG54' zum Einsatz. Hinsichtlich der
Tatsache, dass von dCs* und dTs" lediglich 500 Geometrien erzeugt wurden, fand die
Mittelwertbildung aus nur 25 Strukturen statt. In Tabelle 2 sind alle berechneten Daten
zusammengefasst. Eine experimentelle Bestimmung der vertikalen Detachmentenergien
wurde in Anbetracht der Gegebenheit, dass Dichtefunktionalrechnungen solcher Systeme eine
beinahe kontinuierliche elektronische Zustandsdichte voraussagen, nicht ausgefiihrt, auch
wenn die PES Maxima beinhalten [66]. Demzufolge werden zum Vergleich die adiabatischen
Detachmentenergien herangezogen, wobei aufgrund der Diskrepanz experimenteller und

theoretischer Detachmentenergien Relativwerte zugrunde gelegt werden.

VDE (2)- VDE (3)- ADE (B) -

Eabs (1) Eans (2) Eabs (3) Enowmo(1) VDE(1) VDE(1) ADE(A) ADE (A)
dcs* 0,3 1,4 1,8 2,5 -1 -0,1 0,9 -0,8
dTs" 0,3 0,8 1,7 -3,1 -0,3 0,8 1,5 -0,9
dAst 07 1,1 1,7 -2 0,8 0,4 0,5 -0,9
dGs" 08 1 2,4 2,3 -0,4 0,3 0,4 -0,5

Tabelle 2: Berechnete Mittelwerte der Absolutenergien E s von Typ 1, 2 und 3, HOMO-Energien Eyoyo von
Typ 1 sowie die gemittelten VDE-Relativenergien. Zum Vergleich sind die experimentellen adiabatischen
Detachmentenergien gezeigt. Alle Werte sind in eV angegeben.

Die gerechnete VDE des Typs 3 von dAs™ fillt im Vergleich zu Typ 1 um 0.4 eV geringer
aus. Die Differenz von Typ 2 und Typ 1 von 0,8eV zeigt hingegen eine bessere
Ubereinstimmung mit dem experimentell bestimmten Relativwert ADE (Typ B - Typ A) von
-0,9 eV. Die Mittelwertbildung der Absolutenergien ausgesuchter Strukturen ergeben, dass
Typ 2 im Mittel 0,4 eV bzw. Typ 3 1,0 eV oberhalb von Typ 1 liegt. Eine Analyse der
Absolutenergien der anderen lonen dC54', dT54' und dG54' stellt sich als analog heraus. Aus

energetischer Betrachtungsweise liegt Typ 2 generell unterhalb von Typ 3. Auch die relativen
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Detachmentenergien zeigen mit dem Experiment eine bessere Korrespondenz, wenn Typ B
dem Typ 2 zugewiesen wird. Eine Ausnahme stellt lediglich das Ton dTs* dar.

Schlussendlich konnen die theoretischen und experimentellen Ergebnisse am besten in
Einklang gebracht werden, wenn dem im Experiment beobachteten Typ B der gerechnete Typ
2 (mit deprotonierten Nukleinbasen) zugeordnet wird. Infolgedessen bestitigen die Resultate
aus theoretischen Rechnungen die postulierte Prdsenz deprotonierter Nukleinbasen in der
Gasphase. Unter Einbeziehung der sequenzabhingigen PES-Messungen sollten diese

bevorzugt an den Enden des Strangs vorhanden sein.

5.1.9 Photodetachment Mechanismus
Bisher wurden die unterschiedlichen PES hinsichtlich der allgemeinen Form (Struktur)

gewissen Typen an lonen zugeordnet, wobei die charakteristische Signatur des Typs B als
Detachment von Elektronen einer deprotonierten Nukleinbase interpretiert wurde. Im
Folgenden erfolgt eine semiklassische Abschitzung postulierter Uberginge unter Gebrauch
von Gleichung (5.1). Generell zihlen die Uberschusselektronen eines Multianions zur Klasse
schwach gebundener und demzufolge als potentiell mithilfe eines PES-Experiments
erfassbare Photoelektronen. Eine andere Sorte stellen die in =m-Systemen involvierten
Elektronen dar. Im Besonderem bei der Anwesenheit von Guaninbasen wurden schon
Detachmentprozesse neutraler Nukleinbasen beobachtet [15,75].

Zur Abschitzung der vertikalen Ubergéinge nach Gleichung (5.1) miissen die genauen
Positionen der Uberschussladungen bekannt sein. Daneben ist die Abschitzung der vertikalen
Energien anhand von Gleichung (5.1) in dieser Form auf das Ablosen von
Uberschussladungen limitiert. Unter der Hypothese, dass alle Elektronen innerhalb des
Coulombfeldes der Uberschussladungen um einen entsprechenden Betrag an Coulombenergie

elektrostatisch angehoben werden, erhdlt man folgende Modifikation:

n 2

- c
VDE"™ = VDE"™" —
; 4ne, ot

(5.2)

VDE™™ geniigt jetzt der VDE einer neutralen Gruppe, wie z.B. einer Nukleinbase. Im
Gegensatz zu Gleichung (5.1) wird die Summe iiber alle Uberschussladungen gebildet °.
Mithilfe der mittleren Abstinde der Uberschussladungen der Pentanukleotidtetraanionen (Typ

A / 1), die in Tabelle 3 aufgelistet sind, lassen sich die vertikalen Uberginge abschitzen.

3 Negative Gruppe: n = 3, neutrale Gruppe: n = 4
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Hierzu wurden geméll der Sortierung aller Geometrien nach StoBquerschnitten und PM6-

Absolutenergien die 10 besten Strukturen herangezogen.

Qka|k[A2] P12 P13 P14 Pas P24 P34 Qexp [Az] ADE.,, Base VDE

dcs" 295 6,1 11,2 16,7 6,8 1,7 7,0 279,0 0,9 C 8,9
dTs" 340 6.2 129 187 7.3 13,1 6,3 336,0 1,5 T 9,2
dAs" 324 6,7 19 176 7,2 122 6,6 322,0 0,5 A 8,4
dGs* 327 6,5 12,1 18,1 7,0 119 74 328,0 0,4 G 8,0

Tabelle 3: Gemittelte Abstinde P;; der Phosphate i und j aller Pentanukleotidtetraanionen der 10 besten
Strukturen des Typs 1(der mit Typ A iibereinstimmt) mit dem mittleren Stofiquerschnitt Q. Zudem sind die
vertikalen Detachmentenergien der neutralen Nukleinbasen gezeigt. Abstinde sind in A, Energien in eV
angegeben.

Diese Phosphat-Phosphat-Abstinde stimmen im Allgemeinen ndherungsweise miteinander
iiberein. Die beiden Phosphate P, und P; im Zentrum des Molekiils sollten im Vergleich zu P1
und P4 gemdl Gleichung (5.1) kleinere Detachmentenergien zu eigen haben. Unter der
Annahme einer gleichen dielektrischen Abschirmkonstante o aller vier Ionensorten kann
durch Betrachten der P-P-Abstdnde eine Reihenfolge der Bindungsenergien ermittelt werden.
Wird postuliert, dass die am schwichsten gebundenen Elektronen auf den Phosphaten
lokalisiert sind, resultiert daraus der folgende Trend: dCs* < dTs* = dGs* = dA54, der bei der
Gegeniiberstellung der experimentell bestimmten adiabatischen Detachmentenergien nicht
bekriftigt werden kann. Auffallend erscheint dessen ungeachtet die direkte Korrelation der
experimentellen Detachmentenergien (Typ A) und der Ionisationspotentiale der neutralen
Nukleinbasen: G < A < C < T, sodass mdglicherweise ein dominierendes Ablosen der
Elektronen von den Basen vollzogen wird.

Demgemill werden nun zwei verschiedene Prozesse (Mechanismus 1 und 2) diskutiert und
die Banden der PES von dAs* (1) abgeschitzten Ubergingen unter Verwendung von

Gleichung (5.1) und (5.2) gegeniibergestellt.

Mechanismus 1 sieht lediglich ein Ablosen der Elektronen von den deprotonierten
Phosphaten vor, wihrend sich Mechanismus 2 auf reines Detachment von Elektronen der
Nukleinbasen konzentriert. Von Desoxyriboseeinheiten stammende Photoelektronen werden
angesichts der wesentlich groferen lonisationspotentiale auBler Acht gelassen [77]. Die zur
Rechnung verwendete VDE der Phosphate betrugt 5,0 eV [78], die VDE der neutralen
Adeninbase entspricht 8,4 eV [79]. Eine Skizzierung der geschitzten vertikalen Uberginge als
Superposition von Gaullfunktionen bei einer dem Experiment angepassten Halbwertsbreite
von 0,6 eV fiihrt zu den in Abbildung 37 gezeigten Ubergingen des dAs™ Typ A. Alle

Ubergiinge werden als dquivalent betrachtet, auch im Bereich der RCB-Schwelle.

53



Oligonukleotide und DNA

.......... Spektrum Typ A
—— Mechanismus 1

<
e 1 : Fal -
i} — Mechanismus 2 i
7
X &
= et
2 .rAi“‘. .'f
= ASH;S 1
S l." A 4 :
- oar AdHIE \ :
c H ] .
o P2/P3 l Ypr/pa/  ASH A2 b
£ .
Qo
o
[e]
2
o
<
o

Bindungsenergie / eV

Abbildung 37: Abgeschitzte Detachmentenergien der beiden postulierten Detachmentprozesse von dAs" Typ A.
Pi bezeichnet ausgehend vom 5-Ende die negativ geladene Phosphatgruppe Nummer i, AiH die neutrale
Adeninbase Nummer i.

Ausgehend von Mechanismus 1 werden zwei Banden erwartet, die hinsichtlich der Analogie
von P2 und P3 bzw. P1 und P4 aus zwei liberlagerten Photodetachmentsignalen aufgebaut
sind. Durch Extrapolation der ersten ansteigenden Flanke erhélt man eine ADE von -0,4 eV,
die unterhalb der experimentell bestimmten ADE liegt. Demnach erfiillt entweder die
dielektrische Abschirmkonstante ¢ einen von eins verschiedenen Wert oder der postulierte
Mechanismus 1 tritt in auBerordentlich geringerem Ausmaf} auf. Im Gegensatz dazu sagt
Mechanismus 2 eine ADE von 0,3 eV voraus, die in guter Korrespondenz mit dem
Experiment steht. Wiren die gerechneten Strukturen beziiglich deren 5- bzw. 3-Ende
symmetrisch (siehe auBerdem Abbildung 39), sollten die Uberginge von ASH und A1H bzw.
A2H und A4H bei dhnlicher Bindungsenergie erscheinen. Daneben miisste A3H die am
schwichsten gebundenen Elektronen bereitstellen. Dieser Sachverhalt ldsst sich nicht
bestitigen. Gemdll dieser Abschitzung besitzt A4H die geringste VDE (liegt im stdrksten
Coulombfeld), A2H die groB3te, die Elektronen liegen demgemél energetisch oberhalb der an
den Enden des Strangs lokalisierten Elektronen von A1H und ASH.

Eine Beschreibung auf gleicher Basis kann auch dem dAs* Typ B zugrunde gelegt werden.
Die Ladungsverteilung des zugehorigen Typs 2 (mit deprotoniertem Adenin) ist in Abbildung
35 dargestellt. Hier miisste in die Diskussion mit einbezogen werden, dass die negative
Ladung der Adeninbase streng genommen nicht als eine auf einem Stickstoff der
Aminogruppe lokalisierte Punktladung beschrieben werden kann. Vielmehr sollte eine aus
dem n-System des Adenins resultierende Delokalisierung der Ladung auftreten. Trotzdem ist
zur Berechnung der vertikalen Uberginge die Kenntnis der Koordinaten aller
Uberschussladungen zwingend erforderlich. Daher wurde die negative Ladung des Adenins

durch eine Punktladung approximiert, die in der Mitte des Purinsystems lokalisiert ist.
54



Oligonukleotide

Mechanismus 1, der nur ein Abldsen der Uberschusselektronen vorsieht, umfasst demnach
Elektronen von den Phosphaten P1, P2, P3 und AS. Mechanismus 2 beinhaltet nach wie vor
ausschlieBlich ein Ablosen der Elektronen von Adeninbasen. Die in beiden Mechanismen
notwendige VDE des deprotonierten Adenins A5 betrug 3,0 eV [17]. Die berechneten
Ubergiinge sind in Abbildung 38 dargestellt.

Y T 1 T U T L T
........ Spektrum Typ B
—— Mechanismus 1
14 —— Mechanimsus 2 A Fa -

Photoelektronen / willk. Einh.

Bindungsenergie / eV

Abbildung 38: Abgeschitzte Detachmentenergien des dAs™ Typ B. A5 entspricht dem Ubergang einer
negativen Adeninbase.

Die unter Mechanismus 1 vollzogenen Annahmen fiithren zu einer ADE von -0,5 eV. Diese ist
demzufolge in guter Ubereinstimmung mit dem Experiment. Aufgrund der verminderten
Symmetrie der Uberschussladungen differieren die geschétzten Detachmentenergien in allen
vier Féllen. Ein dem experimentellen PES vergleichbares Spektrum wird offensichtlich nicht
vorausgesagt. Im Gegensatz dazu geniligt Mechanismus 2 (rote Kurve) eher den experimentell
beobachteten Ubergiingen. Eine niederenergetische Bande resultiert aus dem Abldsen von
Elektronen aus der negativen Adeninbase AS". A3H und A4H sowie A1H und A2H zeigen

groflere Detachmentenergien von ungefdhr 1,5 und 2,5 eV.

Mechanismus 2, der ein dominantes Ablosen der Photoelektronen von den Basen vorsieht,
kann im Allgemeinen eine bessere Ubereinstimmung der PES beider Klassen von dAs*
gewahrleisten. PES umfassen dennoch alle Kategorien moglicher Mechanismen, sodass die
gemessenen Spektren im Grunde eine Superposition verschiedener Prozesse darstellen, die
entsprechend ihren wellenldngenabhéngigen Detachmentquerschnitten gewichtet sind.
Insbesondere eine Beriicksichtigung stirker gebundener Photoelektronen wére notwendig.
Das kleinste Analogon der Phosphatgruppe (der behandelten Oligonukleotide) H,PO4™ besitzt,
relativ zur hier ausschlieBlich betrachteten energetisch niedrigsten Bande, um 0,8 bzw. 1,3 eV

stirker gebundene Zustinde [78]. Unter Umstinden konnten auch ungleiche tautomere
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Formen der Nukleinbasen (z.B. aufgrund zu groBer Injektionsspannung) erscheinen, die
abweichende vertikale Detachmentenergien besitzen [80,81,82,83]. Auch die erwartete
Existenz einer nahezu kontinuierlichen Zustandsdichte fiir Systeme solcher Grofe wurde
bereits erwdhnt, sodass die vorgenommenen Niherungen zur Beschreibung mdoglicher
Detachmentprozesse als kritisch erachtet werden miissen. Trotzdem scheint aufgrund der
direkten Korrelation der Ionisationspotentiale der Basen und der experimentell bestimmten
adiabatischen Detachmentenergien von Typ A ein Abldsen der Photoelektronen direkt von

einer neutralen Base bevorzugt stattzufinden.

5.1.10 Abschliefende Diskussion
Fiir viele der untersuchten mehrfach geladenen Anionen konnten in der Gasphase Konformere

beobachtet werden, die beziiglich ihrer elektronischen Struktur durch die Existenz einer
niederenergetischen Bande auffallen. Dies konnte auf die Gegenwart von in biologischen
Systemen nicht agierende negativ geladene Nukleinbasen an den Enden der Sequenz
zuriickgefiihrt werden. Die Ursache ihrer Priasenz liegt vermutlich in einer deutlichen
Verringerung der repulsiven Coulombwechselwirkung aller Uberschussladungen begriindet.

Abbildung 39 enthilt reprisentative Strukturen der beiden Konformerenklassen von dAs".

Abbildung 39: Reprisentative Strukturen von dAs™ Typ A (links) und Typ B (vechts)
Generell fallen die Abstinde der Uberschussladungen von Typ A bei P1, P2, P3 und P4

geringer aus. Eine Berechnung der gesamten Coulombenergie (der vier Uberschussladungen)
des Typs A ergibt einen Wert von 8,9 eV. Der entsprechende Betrag des Typs B betrigt
7,2eV und liegt damit 1,7eV darunter. Beildufig zeigen die Ankunftszeiten der
Pentanukleotidtetraanionen eine auftillige Abhdngigkeit von den Injektionsbedingungen, die

in Abbildung 40 anhand der Ionen dA54' und dG54' dargestellt ist.
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Abbildung 40: Abhdngigkeit der Ankunfiszeiten (dAs* und dGs*) von den jeweiligen Injektionsenergien

Die Gasphasenform des dAs* zeigt unter milden Injektionsbedingungen hauptsichlich Typ A,
dessen Intensitit bei Erhdhen der Injektionsspannung zugunsten von B abnimmt. Ahnliche
Reaktionen lassen sich bei genauer Analyse des guaninhaltigen Analogons feststellen.
Wihrend die Dichte an Ionen des Typs A abnimmt, kommt es zu einer Zunahme an Ionen des
Typs B. Dies ldsst folgende Schlussfolgerung zu: Offensichtlich scheint Typ B zumindest
partiell ein Folgeprodukt des thermisch aktivierten Typs A zu sein. Die kollisionsinduzierte
Anregung provoziert demzufolge einen intramolekularen Protonentransfer von einer Base zu
einer negativ geladenen Phosphatgruppe. Aus kinetischer Wahrnehmung wiirde ein Transfer
zwischen benachbarten Gruppen wie z.B. P4 und A5 am effizientesten vonstattengehen,
insbesondere bei der Gegenwart intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen. Transfer
vom dem einen zum anderen Ende des Oligonukleotidstrangs kann dagegen als weniger
wahrscheinlich in Betracht gezogen werden, da die gemessenen StoBquerschnitte von Typ A
eher linearen Ketten gleichen. Wegen der Molekulardynamik bei Raumtemperatur stellen
diese jedoch ausschlieBlich Mittelwerte dar. Findet relativ zur Zeitskala des
Ionenmobilititsexperiments schnelle Interkonversion zwischen offenen und kompakten
Strukturen statt, wird lediglich ein StoBquerschnitt bestimmt, der einem StoBquerschnitt
gewichtet mit der relativen Haufigkeit der beiden Konformationen entspricht. Demnach kann
die Existenz geringer Mengen ringformiger Konformationen nicht ausgeschlossen werden.
Werden diese tiber Wasserstoffbriickenbindungen zusammengehalten, bestiinde das
Endprodukt nach der Aktivierung in einer deprotonierten Base und einer neutralen
Phosphorsdureeinheit an entgegengesetzten Enden. Spielt nur die Verminderung der
repulsiven Coulombenergie eine Rolle, so ist ein intramolekularer Transfer an den Enden der

Sequenz begiinstigt, was ein in Abbildung 39 gezeigtes Isomer zur Folge hat.
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Zusammenfassend stellt Typ B ein aus dem Entfernen des ladungsmindernden Losungsmittels
resultierendes Produkt dar. Die Korrelation seines prozentualen Anteils von der
Injektionsenergie ldsst darauf schlieen, dass das Elektrosprithen zu einer Bildung der Ionen
des Typs A fiihrt, also zunédchst die in kondensierter Phase relevante Form mit negativen
Ladungen ausschlieBlich auf den Phosphaten abbildet. Kollisionsinduziertes Heizen
beglinstigt die finale Bildung des Typs B bei synchroner Minderung der CoulombabstoBung
der Uberschussladungen, sodass Typ B aller Wahrscheinlichkeit nach bei Ionen kleinerer

Ladungsdichte nicht in Erscheinung tritt.

5.2 Telomere Sequenz und Quadruplexe
Nachdem Kenntnisse iiber die elektronischen Strukturen von Oligonukleotidanionen

gewonnen wurden, erfolgt nun ein Wechsel zu biologisch relevanteren Systemen wie der
telomeren Sequenz oder kiirzeren Duplexen (von insgesamt 16 Basen pro Strang). Es wird
vorausgesetzt, dass deren elektronische Eigenschaften nur in Konformationen existent sind,
die der biologisch relevanten Struktur verwandt sind. Daher werden im Gegensatz zu den
bisher getitigten Betrachtungen niedrigere Ladungszustinde untersucht. GrofBere
Ladungszustdnde begiinstigen potentiell eher Strukturen, die nicht den Konformationen der
kondensierten Phase gleichen.

Die telomere Sequenz stellt einen bestimmten Sequenzabschnitt an den Enden der
Chromosomen dar [84]. Beim Menschen entspricht die Abfolge der Basen (5-T,AGs-3),.
Aufgrund des Endreplikationsproblems wird diese wéhrend jeder Zellteilung verkiirzt [85].
Der erhdhte Guaningehalt bewirkt die Affinitdt zur Bildung von Quadruplexen [86]. Im
Gegensatz zu Watson-Crick-Basenpaaren sind sie aus vier Guaninbasen aufgebaut, die unter
der Ausbildung von Hoogsten-Basenpaaren einen Komplex formen. Eingelagerte Kationen im
inneren Kanal haben eine zusétzliche Stabilisierung des Komplexes zur Folge [87].
Ublicherweise verlduft die Oxidation der DNA bevorzugt in guaninreichen Zonen ab. Zum
Teil lasst sich diese Sachlage auf das niedrige Ionisierungspotential gestapelter Guaninbasen
zuriickfithren, andererseits findet Ladungstransfer innerhalb der DNA bevorzugt zu solchen
Zonen statt, da hier die beste Stabilisierung eintritt [88]. Ab initio Rechnungen konnten
belegen, dass das IP einer Abfolge von drei iibereinander gestapelten Guaninbasen um etwa
0,7 eV unterhalb eines Guanins liegt [89,90]. Genau diese Aneinanderreihung ist auch in der
telomeren Sequenz dT,AGs; realisiert. Dieser Konstellation geht eine weitere Purinbase
Adenin sowie zwei Thyminbasen voraus. Von allen Kombinationen mdglicher gestapelter

Nukleinbasen besitzt die Anordnung GA nach GG das zweitniedrigste IP [89].
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Im vorherigen Abschnitt wurde vermutet, dass das Ablosen von Elektronen von
Oligonukleotiden moglicherweise primar von den Basen stattfindet. Werden vergleichsweise
niedrige Ladungszustdnde analysiert, sodass der Strukturtyp B nicht beachtet werden muss,
dann entspricht der vertikale Endzustand eines n-fach geladenen Anions einem lon, das eine
Nukleinbase mit positivem Loch und n negativ geladene Phosphatgruppen besitzt. Bestehen
im vertikalen Endzustand gestapelte Basen bzw. findet eine riumliche Uberlappung der n-
Systeme statt, sodass das verbleibende positive Loch bestmoglich stabilisiert bzw.
delokalisiert wird, so erscheint der vertikale Ubergang im Vergleich zu einer Referenzsequenz
im PES bei geringerer Bindungsenergie. Ob derartige elektronische Phinomene bei der
telomeren Sequenz in Erscheinung treten, soll im folgenden Abschnitt geklédrt werden. Hierzu
werden Photoelektronenspektren der telomeren Sequenz in bestimmten Ladungszustinden
von Hexanukleotiden und Ikosanukleotiden mit Referenzspektren verglichen. Aulerdem wird
die Eigenschaft der telomeren Sequenz Quadruplexe zu bilden ausgenutzt, um die
elektronische Struktur dieser in der DNA vorkommenden intramolekularen Anordnung zu

untersuchen.

5.2.1 Hexanukleotide
In Abbildung 41 sind die Ankunftszeiten und PES (266 nm) der Hexanukleotidtrianionen der

telomeren Sequenz dT,AG3; und einiger anderer Vergleichssequenzen dargestellt.
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Abbildung 41: Ankunfiszeiten und PES (266 nm) der telomeren Sequenz dT>AG5> sowie einiger
Referenzsequenzen

Im Allgemeinen konnen verhdltnismiBig verbreiterte Ankunftszeitverteilungen beobachtet
werden, sodass ein Gemisch verschiedener Konformere existierend ist, die moglicherweise
auf der Zeitskala des Experiments interkonvertieren. Nur dG;AT,> zeigt zwei zeitlich
auflosbare Konformere, deren PES allerdings identisch sind. Alle aufgenommenen PES
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bestehen aus einer breiten Bande, die im Bereich um 2,0 eV beginnt. Fiir den besseren

Vergleich sind in Abbildung 42 alle PES in dieser Umgebung vergroflert dargestellt.

— Ay — :
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Abbildung 42: Vergroferte PES im Bereich der ansteigenden Flanken, nur ein PES der identischen dG;AT," -
Spektren ist dargestellt.

Das Ion dT3G33' besitzt die geringste ADE. Eine um 0,1 eV groflere ADE zeigt das Trianion
der telomeren Sequenz dT,AGs. dG;AT,> sowie dT;GAT™> verfligen iiber nahezu identische
adiabatische Detachmentenergien. Eine Verschiebung um 50meV zu groBeren
Bindungsenergien zeigt dT;AGT”. dTATG;” dagegen weist eine Bindungsenergie zwischen
der von deAG33' und dT3G33' auf. Bis auf minimale elektronische Verschiebungen der PES
lassen sich keine signifikanten Unterschiede erfassen. Nennenswerte Differenzen hinsichtlich
einer bestindigen n-n-Wechselwirkung, insbesondere bei einer Abfolge von drei Guaninbasen
oder einem AGs-Element, konnen daher nicht eindeutig registriert werden. Folgende
Ursachen konnten zutreffend sein: Im vorherigen Abschnitt wurde abgeleitet, dass das
Ablosen von Photoelektronen von den Basen als sehr wahrscheinlich betrachtet werden kann,
beachtliches Detachment von Elektronen der Phosphateinheiten ldsst sich dennoch nicht
ausschlieBen. Werden die Elektronen von negativ geladenen Phosphateinheiten abgelost, hitte
dies im Wesentlichen, je nach Konformation, elektronische Verschiebungen der Banden im
PES zur Folge. AuBlerdem konnten strukturelle FEigenschaften verantwortlich sein.
Typischerweise zeigen Systeme solcher Grofle eine sehr flexible Molekulardynamik.
Messbare Effekte werden aber nur dann erfasst, wenn die dominante Konformation gestapelte
Basen einbezieht. Ferner entspricht der StoBquerschnitt (Tabelle 4) des dTgAG33' keiner
kompakten Struktur. Es ist also ohnehin ungewiss, ob gestapelte Basen tiiberhaupt in

Erscheinung treten. Als auffillig erweist sich dessen ungeachtet die Tatsache, dass das Ion
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dT3G;> im Vergleich zu allen anderen Sequenzen (auBer dTATGs>) eine um 0,1 eV
niedrigere Bindungsenergie besitzt. Bestiinde eine partiell vorhandene n-n-Wechselwirkung,
hitte ein ladungsinduzierter Entfaltungsprozess zu gestreckten Konformationen eine
Minderung dieser Wechselwirkung zur Folge. Daher sollen zunichst die elektronischen

Strukturen der Tetraanionen besprochen werden.

StoBquerschnitt / A> ADE /eV

dT:Gs™ 332 1,90
dT,AG;> 350 2,00
dG,AT,* 309 /323 2,00
dTATG;* 331 1,95
dT,AGT* 327 2,00
dT,GAT* 332 2,05

Tabelle 4: StofSquerschnitte und adiabatische Detachmentenergien der Hexanukleotidtrianionen
Deren PES (266 nm) sind in Abbildung 43 im Bereich der ansteigenden Flanke in

vergroBerter Ansicht gezeigt.
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Abbildung 43: Vergroferte Photoelektronenspektren (266 nm) der Tetraanionen

dT3Gs" (2 Konformere) sowie die anderen G3-reichen Sequenzen dGsAT,* und dTATG;" (2
Konformere), die telomere Sequenz dT,AG;* (2 Konformere) und auch dT;GAT?* besitzen
ungefihr gleiche adiabatische Detachmentenergien. dT;AGT" verfiigt iiber die groBte
Bindungsenergie. Vermutlich ldsst sich dieser Sachverhalt mit einer Versetzung der Base mit
niedrigstem lonisierungspotential zu minimal geringerem Coulombfeld (negativer
Ladungsdichte der Phosphatgruppen) begriinden. Im Gegensatz zu allen anderen Sequenzen
enthélt es kein Guanin an der dritten bzw. vierten Position der Sequenz, wo die von allen
Ladungen erzeugte Coulombenergie bei einer postulierten symmetrischen Anordnung der

Basen und Phosphatgruppen am grof3ten ist.
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Schlussendlich konnen im Hinblick auf auBergewohnliche elektronische Effekte der
telomeren Sequenz dT,AGj; keine Besonderheiten abgeleitet werden. Lige die Ursache in
einer zu chaotischen Molekulardynamik des Systems begriindet, konnte sich der Einsatz

langerer Sequenzen als Vorteil erweisen. Infolgedessen werden im néchsten Abschnitt die

PES von Ikosanukleotiden besprochen.

5.2.2 Ikosanukleotide
Deren PES (266 nm) sind in Abbildung 44 abgebildet.
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Abbildung 44: PES (266 nm) der Ikosanukleotidoktaanionen (links) und Ikosanukleotiddecaanionen (rechts)
dTgAG3T38', dT9G3T38' und dTgAGTlog' sowie deren verwandte Decaanionen zeigen keine
offensichtlichen Unterschiede beziiglich ihrer elektronischen Strukturen. Unter Umstédnden
werden die Spektren durch die Uberzahl der vertretenen Thyminbasen beherrscht, sodass
Photodetachmentprozesse gestapelter Guaninbasen nicht hinreichend erfasst werden, oder die
Molekulardynamik verbietet die Ausbildung solcher Einheiten.

Beide Ladungszustinde des dT;sG3A besitzen im Vergleich zu den Referenzsequenzen
grofere adiabatische Detachmentenergien. Abermals wird deutlich, dass die Bindungsenergie
einer Sequenz steigt, sobald die Basen mit geringerem Ionisierungspotential (Guanin und
Adenin) am Ende der Sequenz, bei vermutlich geringerer negativer Ladungsdichte, lokalisiert

werden. (siche dT;¢G3A in Abbildung 44, das zu groBeren Bindungsenergien verschobene

Spektren zeigt).

5.2.3 Quadruplexe

Eine Moglichkeit, guaninreiche Sequenzen als relativ starres Geriist in einer gestapelten
Anordnung in der Gasphase zu untersuchen, stellen Quadruplexe dar. Mithilfe von
Ionenmobilitdtsmessungen konnte belegt werden, dass die Anordnungen eines aus vier

Strangen bestehenden [dTG4T]s und [dT2AG3]s auch in der Gasphase auf der Zeitskala des
IMS-Experiments erhalten bleiben [91].
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Die Bildung eines Quadruplexes erfolgte in einer 600 uM Losung des Analyten in 150 mM
NH4OAc-Losung, die auf 80 °C erwdrmt und langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt wurde.
Gespriiht wurde eine 150 uM Losung aus Wasser / Methanol im gleichen Verhéltnis. Die
telomere Sequenz dT,AG; zeigte zur photoelektronenspektroskopischen Untersuchung keine
ausreichende Signalintensitit. Deshalb wurde auf die Sequenz dTAG;T zuriickgegriffen. Die

an der Orbitrap aufgenommenen Massenspektren sind in Abbildung 45 dargestellt.

dIGT [Monomer] dTAG T
) Dimer] [Monomer]” g
[Quadruplex+nNH, T
+15-
[Quadruplex + 3NH,’]
[Monomer]”
[Dimer]”
: [Monomer]™ [Quadruplex +2NH, T~
[Dimer]
[Quadruplex+nNH 4% } ‘ rl'rimer]q' /
" \L | AALN L, | ] |M L "

500 750 1000 1250 1500 1750 2000 750 1000 1250 1500 1750 2000
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Abbildung 45: Massenspektren der Sequenzen dTG,T (links) und dTAG;T (rechts)

Das MS der Sequenz dTG4T zeigt ein ausgeprigtes Signal des Quadruplexpentaanions mit
drei eingeschlossenen Ammoniumionen. Im Massenspektrum der dTAG;T-Losung lassen
sich primdr Monomere, Dimere und Trimere beobachten. Die relative Intensitit des
Quadruplexpentaanions ist verhédltnismidBig klein. AuBerdem schlieft der Quadruplex
lediglich zwei Ammoniumionen ein.

Die Ankunftszeiten und PES (266 nm) der beiden Quadruplexe [(dTG4T)s+3NH, ] (=A) und
[(ATAGsT)4+2NH, ] (=B) sind in Abbildung 46 dargestellt. Aus Intensititsgriinden wurde
als Stoflgas (in der Driftzelle) die von aullen einstromende Luft verwendet. Analog [91] zeigt
die Driftzeitverteilung von A ein breites Signal. Die ADE betrdgt 1,5e¢V. Die
Ankunftszeitverteilung von B lésst auf drei verschiedene Konformere schlieen. Die beinahe
identischen PES fiihren zu adiabatischen Detachmentenergien von 1,6 eV.

Aus einem Vergleich von Mobilitdtsmessungen in Luft und Helium kénnen die experimentell
bestimmten  LuftstoBquerschnitte der beiden Quadruplexe ndherungsweise in

HeliumstoBquerschnitte umgerechnet werden. Die hierfiir erforderliche Kalibrierung verlief
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mithilfe eines aus 16 Basen bestehenden Oligonukleotidstrangs *. Auf diese Weise betrigt der

StoBquerschnitt des Quadruplexes A 810 A>. Die Abweichung zum bestimmten

HeliumstoBquerschnitt aus [91], der einer quadruplexartigen Struktur gleicht, betrdgt 4 %. Die
drei Konformere von B besitzen StoBquerschnitte von 742 A (1), 783 A* (2) und 826 A* (3).
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Abbildung 46: Ankunftszeiten (links) und PES (266nm, rechts) der Quadruplexpentaanionen von dTG,T (4) und
dT,AG; (B)

Generell bestehen vier verschiedene Mdoglichkeiten aus vier Einzelstrangen einen Quadruplex
zu formen, je nachdem ob die Stringe parallel oder antiparallel angeordnet werden: Folglich
konnen Konformationen gebildet werden, bei denen alle Stringe parallel (Abbildung 47, (a)),
einer antiparallel (b) oder zwei entweder benachbart (c) oder entgegengesetzt antiparallel (d)

vorliegen.

a) b) c) d)

Abbildung 47: Konformationen, eines aus vier Stringen aufeebauten Quadruplexes, siche aufierdem [91]

Die Konformere (2) und (3) von B besitzen StoBquerschnitte, die einer der eben
beschriebenen Konformationen eines Quadruplexes entsprechen. Eine exakte Zuordnung kann
jedoch zum einen wegen der Ungenauigkeit der experimentellen StoBquerschnitte und zum
anderen aufgrund fehlender struktureller Informationen, die beispielsweise aus
Molekulardynamiksimulationen der moglichen Konformationen zugénglich wiren, nicht
getroffen werden. (1) dagegen erfiillt eine noch kompaktere Struktur, die unter Umstédnden

auch einem sphirischen Tetramer gleicht. Unklar ist auBerdem, inwiefern sein PES vom

* Der Fehler dieser Methode kann nur geschitzt werden und beziffert sich vermutlich auf einige Prozent, siche
auBlerdem Anhang B.
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wesentlich dominanteren Konformer (2) bei minimal groferen Ankunftszeiten beherrscht

wird.

Wird ein Detachmentmechanismus postuliert, in dem die Photoelektronen ausschlieBlich von
den Guaninbasen abgelost werden, so kann unter Zuhilfenahme von Gleichung (5.2) die VDE
geschitzt werden. Hierzu wurde die Rontgenstruktur eines parallelen dTG4T-Quadruplexes
2GWO0.pdb [92] herangezogen. Da gemill dem Massenspektrum das Quadruplexpentaanion
drei Ammoniumionen einschliefit, die sich wahrscheinlich innerhalb des inneren Kanals
zwischen den einzelnen G4-Schichten befinden, resultieren daraus acht negativ geladene
Phosphateinheiten. Aufgrund der Prdsenz positiver Ladungen (mit der Anzahl m) wird

Gleichung (5.2) wie folgt modifiziert:

2 n+m m
VDE"™ = VDE’ - % {Z-—Zé} (5.3)

Wird postuliert, dass jeder der vier Strdnge zwei negative Phosphatgruppen an Position P2
bzw. P4 (ausgehend vom 5-Ende) beinhaltet, so kann die Detachmentenergie dieser
Ladungsverteilung jeden einzelnen Guanins geschdtzt werden. Unter Anwendung einer
Abschirmkonstante von o =1 liel sich ein Minimalwert von 3,6 eV ermitteln, wihrend das
PES eine Bande bei einer Bindungsenergie von bereits 2,0 eV umfasst. Die Verwendung einer
realistischeren Abschirmkonstante (flir diese kompakte Struktur) wiirde zu einer noch
beachtlicheren Widerspriichlichkeit fiihren. Entweder findet folglich ein {liberlegenes Ablosen
der Photoelektronen von den Phosphatgruppen statt, die den bisher beobachteten Befunden
widersprechen oder aber eine effiziente Uberlappung der n- Systeme bewirkt, dass das nach
dem Ablosen der Photoelektronen verbleibende positive Loch nicht auf nur einem Guanin
lokalisiert ist. Wiirde eine Delokalisierung iiber vier gestapelte Guaninbasen stattfinden, hétte
dies eine Abnahme der Bindungsenergie (im Vergleich zu einem elektronisch isolierten
Guanin) zur Folge. Eine Delokalisierung innerhalb einer G4-Ebene erscheint dagegen quasi
unwahrscheinlich. Anhand von Dichtefunktionalrechnungen konnte bewiesen werden, dass
keine Kopplung der n-Systeme der Guaninbasen iiber die Wasserstoftbriickenbindungen der
Hoogstenbasenpaare hinaus stattfindet [93].

In Abbildung 48 sind die PES des Quadruplexes A und des dominanten Konformers (3) von
B zum Vergleich in einem Diagramm dargestellt. Wird dementsprechend eine Guaninbase
durch eine Adeninbase ausgetauscht, so verschiebt sich die im PES beobachtete Bande um
0,1 eV zu groferen Bindungsenergien. Die Existenz von nur zwei eingelagerten

Ammoniumionen (B) ldsst darauf schlieBen, dass gegebenenfalls nur drei iibereinander
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gestapelte Ebenen an Purinbasen bestehen (im Vergleich zu A). Daher wird der Quadruplex
aller Wahrscheinlichkeit nach von drei Guaninebenen gebildet, wéhrend die Adeninbasen
auBBerhalb des gestapelten Aufbaus vorliegen, sodass, wenn iiberhaupt, nur eine schwache
elektronische Kopplung der n-Systeme des Guaninsystems und der Adeninbasen stattfinden
kann. Demgemal3 liegt die elektronische Verschiebung von 0,1 eV eventuell in einer
Reduzierung der Guaninebenen begriindet (also in der Differenz der vertikalen

Detachmentenergien eines G4- und G3-Elements).
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Abbildung 48: Vergrioferte Darstellung der PES der Quadruplexe A= [(dTG4T),+3NH, 1 und B=
[(dTAG;T),+2NH, 1™

5.2.4 Abschlief3endes Fazit

Die Bestimmung der elektronischen Struktur ausgewéhlter Sequenzen wie der telomeren
Sequenz oder anderer besonders guaninreicher Abfolgen sollte dazu dienen, besondere
elektronische Phidnomene wie Ladungsdelokalisierung nach elektronischer Anregung zu
untersuchen. Das Hexanukleotidtrianion dT;Gs>" zeigt minimale Anhaltspunkte, dass solche
guaninreiche Zonen (wie auch theoretisch erwartet) eine vergleichsweise minimal geringere
Bindungsenergie aufweisen. Keine Differenzen im Hinblick auf die elektronische Struktur
kann der telomeren Sequenz dT,AGs; zugrunde gelegt werden. Die PES der
Ikosanukleotidanionen zeigen ferner keine Besonderheiten.

Die Spektren der Guaninquadruplexe konnen nur erkldrt werden, indem eine m-
Delokalisierung ~ postuliert ~wird. Um 0,1 eV  unterschiedliche  adiabatische
Detachmentenergien besitzen die Quadruplexanionen [dTG4T]s" und [dTAGsT]s”. Als eine
potentielle Erklidrung kann der Ubergang von einem aus vier zu drei Ebenen bestehenden

Quadruplex genannt werden.
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Ob die Ursache dieser Verschiebung wirklich auf eine bessere Delokalisierung der
verbleibenden positiven Ladung zuriickgefiihrt werden kann, konnte mithilfe zeitabhidngiger
Dichtefunktionalrechnungen gekldrt werden. Substituieren der Nukleinbasen innerhalb des
Quadruplexes konnte weitere Informationen liefern, ebenso wie eine Analyse
intramolekularer einstringiger Systeme [94].

Schlussendlich kénnen jedoch nur minimale Differenzen zwischen den aus dTG4T und
dTAGs;T gebildeten Quadruplexen erfasst werden. Dem telomeren Strukturelement AGj ldsst
sich demzufolge im Vergleich zu Gs, welches aulerdem Bestandteil der telomeren Sequenz
einiger Einzeller ist [95], keine besonderen Eigenschaften beziiglich der Stabilisierung des

Systems nach UV-Anregung bzw. dem Herauslosen von Elektronen zuordnen.

5.3 DNA

In der DNA, die die Erbinformation speichert, bilden zwei Polynukleotidstringe unter
Ausbildung von paarweisen Wasserstoftbriicken zwischen den Nukleinbasen eine
Doppelhelix, wobei grundsétzlich immer Adenin und Thymin bzw. Guanin und Cytosin
miteinander als sog. Watson-Crick-Basenpaare in Wechselwirkung treten. Diese Anordnung
von Basenpaaren beinhaltet die Information zur Synthese von Proteinen. Jeweils drei
nacheinander folgende Basenpaare entsprechen einer Aminosdure. Die B-Form ist die
typische Erscheinungsform der DNA. Sie erscheint als rechthidndige Schraubenform, wobei
eine Windung aus ungefdhr 10 Basenpaaren besteht. Diese liegen horizontal iibereinander
gestapelt, sodass es zu einer partiellen Uberlappung der auf den Basen anséssigen n-Systemen
kommt, worin auBBerdem der Superaustauschladungstransfer begriindet liegt [96]. In der A-
Konformation besteht eine der rechthindigen Windungen aus 11 Basenpaaren. Eine weitere,
seltenere Erscheinungsform stellt die linkshdndige Z-DNA dar.

Anhand von Mobilitdtsmessungen wurde belegt, dass die helikale Struktur kiirzerer DNA-
Stréange auch in der Gasphase teilweise bestindig bleibt. Es konnte dokumentiert werden, dass
ab einer Linge von zehn Basenpaaren kollabierte helikale Strukturen auf der Zeitskala des
Mobilititsexperiments existent sind [97,98,99]. Uber die elektronische Struktur solcher
Systeme ist bislang wenig bekannt. So ist fraglich, ob eine effiziente Uberlappung der n-
Systeme auch in der Gasphase weiterhin besteht.

Ein weiterer in Einzelstringen nicht auftretender elektronischer Effekt resultiert aus der
Wechselwirkung der Basen innerhalb eines GC-Paares, die eine Reformierung der vertikalen
Ubergiinge der Basen Guanin und Cytosin veranlasst. Dies hat zur Folge, dass das

Ionisationspotential des Guanins eines GC-Paares um ca. 0,5 eV erniedrigt, wihrend das IP
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des Cytosins simultan um den gleichen Betrag angehoben wird [100]. Bei einer verzerrten
Basenpaaranordnung konnte diese elektronische Separation geringer ausfallen, die hieraus
resultierende Abnahme des lonisationspotentials von Guanin wére demzufolge weniger
ausgebildet. Auch hier kann das Herauslosen von Photoelektronen aus den m-Systemen der
Basen hilfreiche Hinweise liefern. Deshalb werden im folgenden Abschnitt die PES der

selbstkomplementdren Sequenz dGCGGCCGCGCGGCCGC diskutiert.

5.3.1 Experimentelle Befunde
Um eine moglichst groBe Konzentration an Duplexen zu erzeugen, wurde eine 1 mM

wissrige Losung des Oligonukleotids iiber den Schmelzpunkt der Duplex erwédrmt und
langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt. Der Schmelzpunkt ldsst sich aus dem GC-Gehalt
abschétzen und betrigt in etwa 64 °C. Gespriiht wurde eine 150 uM Losung aus Wasser /
Methanol im Verhiltnis 1:1. In Abbildung 49 sind die Driftzeitverteilungen und PES (266
nm) dieses selbstkomplementiren Oligonukleotids bei zwei verschiedenen Masse zu

Ladungsverhéltnissen dargestellt.
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Abbildung 49: Ankunfiszeiten und PES (266 nm) des selbstkomplementdiren Oligonukleotids bei m/z = 1640
bzw. 1406

Das Signal bei einem Masse zu Ladungsverhiltnis von 1406 kann nur durch die Prisenz eines
Duplexhepataanions oder eines entsprechenden Dimers (einer willkiirlichen rdumlichen
Anordnung / Konformation der beiden Nukleotidstriange) erkliart werden. Das PES besteht aus
breiten Banden bei 1,5 bzw. 2,0 eV.

Ein nach IMS zeitlich separiertes lonenpaket von m/z gleich 1640 umfasst zwei verschiedene
Strukturen. Plausibel wéren ein Monomertrianion (2) sowie ein Duplexhexaanion (1).

Signifikantes Photodetachment bei einer Wellenldnge von 266 nm konnte nur (1) aufweisen.
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Erkennbar ist eine breite Bande bei einer Bindungsenergie von 1,5 eV. Die ADE betrégt

lediglich 0,8 eV.

5.3.2 Vergleich mit Strukturkandidaten
Ein Vergleich theoretisch berechneter StoBquerschnitte vorgegebener Geometrien mit

experimentellen Werten kann wertvolle strukturelle Auskiinfte liefern. Daher wurden mithilfe
des Programms nucgen, das in AMBER 7.0 implementiert ist, Strukturen der
selbstkomplementdren Sequenz in der A- bzw. B-Konformation gebildet und deren
StoBquerschnitte theoretisch berechnet. Als kompliziert kann die konformelle Vielfalt des
Monomers Dbetrachtet werden. Aus diesem Grund wurde eine 2,5ns andauernde
Molekulardynamiksimulation bei T = 350 K durchgefiihrt und alle 10 ps die Koordinaten der
momentanen Struktur gespeichert. In Abbildung 50 sind die berechneten StoBquerschnitte
repriasentativer Geometrien vereinigt. Daneben sind die experimentellen StoBquerschnitte
gezeigt. Diese wurden in Luft bestimmt und (wie in Kapitel 5.2.3 beschrieben wurde) in die

jeweiligen HeliumstoBquerschnitte umgerechnet.

Monomer:
“f‘-' ‘ Qexp = 456 A2 (1)
) &N 534 A2 (2)
Duplex:
B - Duplex A - Duplex Monomer Qexp = 912 A2(1)
Q=1155 A2 Q =1036 A2 Q =560 A2 1068 A2(2)

Abbildung 50: Relevante Strukturen und deren Stofiquerschnitte sowie die experimentell bestimmten
Stofiquerschnitte der potentiellen Monomere oder Dimere

Aus der Molekulardynamiksimulation des Einzelstrangs lassen sich {iberwiegend sphérische
Strukturen extrahieren. Aus dem Vergleich theoretischer und experimenteller
StoBquerschnitte kann geschlossen werden, dass solch eine globuldre Konformation als
Kandidat des Ions (2) wahrscheinlich wire. Erwédgbar wire auBlerdem eine Duplex, die A-
Konformation besitzt. Eine B-Konformation muss bei einer Abweichung des StoB3querschnitts
von 7,5 % ausgeschlossen werden. Keine der gezeigten Geometrien kommen hingegen als
Strukturkandidaten von (1) in Frage. Der experimentelle StoBquerschnitt eines Monomers
entspriache einer im Vergleich zu Abbildung 50 noch kompakteren sphérischen Anordnung.
Die Abweichung von experimentellem und theoretischem StoBquerschnitt dieser Struktur

betrdgt mehr als 20 %. Zwar lieBen sich vermutlich noch kompaktere Strukturen realisieren,
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allerdings wiren Konformationen, die eine Abnahme des Stoquerschnitts um 20 % zur Folge
hitten, undenkbar. (1) muss folglich eine Duplex oder ein Dimer darstellen. Eine
Ubereinstimmung der experimentellen und theoretischen StoBquerschnitte liegt dagegen nicht
vor, sodass keine Zuordnung zu einer der beiden DNA-Konformationen A oder B erfolgen
kann. Demgemil erfiillt (1) entweder eine kollabierte Duplex, bei der die helikale Struktur

noch partiell bewahrt ist oder ein Dimer.

Genauere strukturelle Informationen konnen einer Molekulardynamiksimulation entnommen
werden. Dazu wurden die aus nucgen erzeugten Strukturen so modifiziert, dass ein
Ladungszustand von sechs generiert wurde. Eine Duplex aus 16 Basenpaaren enthélt 30
Phosphorsédureeinheiten. Gemid3 der Binominalverteilung betrdgt die Anzahl moglicher
Ladungsverteilungen eines Hexaanions 593775. Wird angenommen, dass beide Einzelstringe
drei Ladungen tragen, sind es immer noch 207025 Permutationen. Zur Minimierung der
CoulombabstoBBung wurde eine Startstruktur entwickelt, bei der ausgehend vom 3-Ende die
erste, sechste und zwolfte, bzw. am zweiten Strang ausgehend vom 5-Ende die vierte, neunte
und flinfzehnte Phosphorsduregruppe deprotoniert wurden. AnschlieBend fand eine
Simulation der A- und B-Konformation bei einer Temperatur von T =350 K fiir insgesamt
Sns statt. Alle 10ps wurden die momentanen Koordinaten gespeichert, die zur
Querschnittsberechnung dienten. Eine Simulation der seltenen Z-Konformation ist nicht
erfolgt. In Abbildung 51 sind die StoBquerschnitte der B-Konformation als Funktion der

Simulationszeit aufgetragen.
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Abbildung 51: Molekulardynamiksimulation der B-Konformation (gezeigt sind die Stofiquerschnitte als
Funktion der Simulationszeit)

Bereits innerhalb der ersten Pikosekunden der Simulation vollstreckt sich der Ubergang zu

einer kollabierten Struktur. Nach etwa 600 ps kann eine weitere Konformationsdnderung
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beobachtet werden, die wihrend der restlichen Simulationszeit stabil bleibt. Thr berechneter
StoBquerschnitt von ungefihr 900 A” korrespondiert mit dem Experimentalwert von 911 A%,
sodass diese als ein Strukturkandidat betrachtet werden kann. Die Resultate der

Molekulardynamiksimulation der A-Konformation sind in Abbildung 52 dargestellt.
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Abbildung 52: Molekulardynamiksimulation der A-Konformation (gezeigt sind die Stofsquerschnitte als
Funktion der Simulationszeit)

Wieder findet ein rasches Zusammenbrechen der Duplex zu einer kompakteren Struktur statt,
die bei 350K tber einen langen Zeitraum besteht. Nach 1,5 ns vollzieht sich die
Konformationsidnderung in die bei dieser Molekulardynamiksimulation finale Struktur. Mit
einem StoBquerschnitt von ungefihr 940 A® betrigt die Abweichung vom experimentellen nur
4 %, womit sie ebenso einen Kandidat von (1) représentiert.

Die beiden finalen Konformationen, die beide potentiell als Struktur des Duplexhexaanions in
Frage kommen, besitzen weiterhin intakte, wenn auch teilweise verzerrte Basenpaare (siche
Abbildung 51 und Abbildung 52). Inwieweit die aus iiberlappenden n-Systemen resultierende
elektronische Kopplung weiterhin intakt ist, kann aus den Strukturen natiirlich nicht abgeleitet
werden. Findet keine Wechselwirkung statt, so sollte die Differenz der adiabatischen
Detachmentenergien einer Duplex und eines Einzelstrangs (dhnlicher Struktur und Ladung) in
guter Ndherung die Differenz aus VDE eines GC-Paares und eines Guanins erfiillen. Da ein
solches System nicht zugénglich ist, werden im Folgenden die PES des gleichen

Ladungszustands eines Monomers néher diskutiert.

5.3.3 Vergleich experimenteller Daten von Monomeren und Duplexen
Das PES (266 nm) des Monomerhexaanions ist in Abbildung 53 dargestellt.
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Abbildung 53: PES (266 nm) des Monomerhexaanions und des Duplexhexaanions der selbstkomplementdiren
Sequenz

Im PES des Monomers kann eine breite Bande bei etwa 2,2 eV beobachtet werden. Die
Extrapolation liefert eine ADE von etwa 1,2 eV und liegt demzufolge 0,4 eV oberhalb der
Duplex. Folglich besitzt diese zweifellos kompaktere Struktur im Vergleich zu einer Duplex
desselben Ladungszustands stirker gebundene Elektronen. Wird vorausgesetzt, dass die
Elektronen hauptsédchlich von den Nukleinbasen abgelost werden, kann dieser Umstand nur
dann eintreten, wenn das verbleibende positive Loch bestmoglich stabilisiert wird. Dies
vollzieht sich aber nur dann, wenn noch intakte GC-Basenpaare bestehen, deren
Ionisationspotentiale besonders gering sind oder eine Delokalisierung der Ladung entlang des
noch partiell unversehrten n-Systems besteht. Diese Beobachtungen bekréftigen zudem, dass
Konformer (1) kein Dimer (willkiirliche Anordnung der beiden Strange), sondern eine noch

partiell intakte Duplex darstellt.

5.3.4 Experimenteller Vergleich verwandter Sequenzen
Weitere Hinweise konnten aus Vergleichsmessungen einer verwandten Sequenz gezogen

werden. Strukturelle Anderungen kénnen in der Nachbarschaft einer Basenfehlpaarung zu
einer Reduzierung der m-n-Wechselwirkung der Basen beitragen. FEine weniger
wahrscheinliche Delokalisierung der verbleibenden positiven Ladung hétte unter Umstédnden
eine Verschiebung der beobachteten Bande im PES zu groBeren Bindungsenergien zur Folge.
Deshalb wurde die elektronische Struktur der Sequenz dGCGGCCGCCCGGCCGC
analysiert. Die Basenposition Nummer 9 beinhaltet anstatt eines Guanins ein Cytosin. Beim

Erscheinen als Duplex wird sie deshalb in der Mitte eine Basenfehlpaarung (an Position 8 und
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9) besitzen. In Abbildung 54 sind die Ankunftszeiten und PES (266 nm) des Hexaanions

gezeigt.
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Abbildung 54: Ankunfiszeiten und PES (266 nm)der beiden Duplexe [dGCGGCCGCGCGGCCGC],™ und
[dGCGGCCGCCCGGCCGC],”™

Wieder konnen zwei verschiedene Strukturen mithilfe IMS zeitlich aufgetrennt werden. Das
Ionensignal bei groBeren Ankunftszeiten ist aller Wahrscheinlichkeit nach auf ein Monomer
zuriickzufiihren und wird im Folgenden ignoriert. Der Querschnitt der potentiellen Duplex mit
Basenfehlpaarung bei kleinerer Driftzeit betrigt 872 A* und liegt damit 4 % unterhalb der
verwandten Duplex. Demnach zeigen sich anhand der Querschnitte keine kennzeichnenden
strukturellen Eigenheiten. Ebenso konnen dem PES keine signifikanten Unterschiede

entnommen werden. Die ADE betrdgt auch hier 0,8 eV.

Hinweise, inwiefern die Strukturen der untersuchten Duplexe vergleichbar sind, lieferte eine
Molekulardynamiksimulation. A- und B-Konformationen der Duplex
(dGCGGCCGCCCGGCCGCL), wurden mithilfe von nucgen erzeugt. Eine 2 ns andauernde
Simulation dieser beiden Strukturen bei T = 350 K, der eine identische Ladungsverteilung wie
der bereits untersuchten zugrunde gelegt wurde, erzeugte Strukturkandidaten. Zwei

reprisentative sind in Abbildung 55 dargestellt.
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Qeyp = 872 A2
Q =868 A2 Q =901 A2

Abbildung 55: Reprdsentative Strukturen der fehlgepaarten Duplex: A-Konformation (links), B-Konformation
(rechts)

Die StoBquerschnitte beider Strukturen wiren im Rahmen des Fehlerbereichs des
Experiments vereinbar. Beide Ausgangsstrukturen liefern kollabierte Duplexe. Basenpaare
bzw. gestapelte Nukleinbasen sind zwar stark verzerrt, aber moglicherweise noch immer
intakt. m-n-Wechselwirkungen scheinen wahrscheinlich. Auswirkungen der Basenfehlpaarung

konnen daher weder aus struktureller noch aus elektronischer Sicht (PES) erfasst werden.

5.3.5 Abschliefende Diskussion
Im letzten Abschnitt wurde untersucht, inwiefern elektronische Kopplungsphédnomene von

GC-Basenpaaren sowie gestapelten m-Systemen der DNA in der Gasphase nach dem
Entfernen des Losungsmittels bestehen bleiben. Eine Duplex wird beim Elektrospriihen einer
selbstkomplementiren Sequenz bestehend aus 16 Nukleinbasen beobachtet. Es lédsst sich
belegen, dass diese Duplex im Vergleich zu ihrem Einzelstrang im selben Ladungszustand
eine kleinere ADE besitzt. Als Ursachen kommen eine Reorganisierung der
Ionisationspotentiale der Guaninbasen nach der Ausbildung von GC-Basenpaaren sowie eine
noch bestindige elektronische Kopplung der n-Systeme in Frage. Diese Effekte bleiben
existent, wenn eine Vergleichssequenz mit formeller Basenfehlpaarung spektroskopiert wird.

Ob die Differenzen hinsichtlich der adiabatischen Detachmentenergien von Duplexen und
Monomeren auch in anderen Ladungszustinden erfiillt sind, ist unbekannt. Eine extrem
asymmetrische Ladungsverteilung der Duplex (die als eine weitere plausible Ursache der
vergleichsweise geringen ADE genannt werden kann), kdnnte auf diese Weise als weniger
wahrscheinlich in Betracht gezogen werden. Als fiir die Interpretation von entscheidender
Bedeutung konnte sich eine Berechnung der vertikalen Detachmentenergien verzerrter GC-
Basenpaare mithilfe zeitabhingiger Dichtefunktionalrechnung erweisen. Aus diesen Betridgen

konnte abgeschitzt werden, in welchem Umfang eine zusétzliche n-n-Wechselwirkung zur
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Interpretation der PES herangezogen werden muss. Die Tatsache, dass die ADE einer
Struktur, die aller Wahrscheinlichkeit nach deutlich groBere Abstdnde der Ladungen besitzt
als ihr verwandtes Monomer, um 0,4 ¢V kleiner ausfillt, wihrend die Abnahme der VDE
eines Guanins in geordneten Basenpaaren lediglich 0,5 eV betrdgt, kann als Hinweis einer

noch zum Teil bestindigen Uberlappung der n-Systeme in der Gasphase bewertet werden.
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6 Peptide und Proteine
Peptide bzw. Proteine sind aus Aminosduren aufgebaute Polymere. Es existieren 20 natiirlich

vorkommende Aminosduren, die unter Ausbildung einer Amidbindung zu den Peptiden oder
Proteinen polymerisieren. Der Ubergang von Peptiden zu Proteinen ist iiber die Anzahl der
verkniipften Aminosduren definiert, wobei als Richtwert eine Anzahl von etwa 100
Aminosduren genannt werden kann. Ein bedeutendes Kriterium beziiglich seiner Funktion
besteht in seiner Struktur / Konformation, die von der jeweiligen Sequenz des Proteins
beherrscht wird. Aufgrund der Komplexitdt wird die Struktur bzw. Faltung des Proteins
iiblicherweise in vier Stufen unterteilt. Die Primérstruktur erfiillt die Sequenz, also die
Abfolge der Aminosduren. Als Sekundirstruktur wird die Faltung des Peptid- oder
Proteinriickgrates bezeichnet. Mogliche Strukturmotive stellen beispielsweise die o-Helix
oder die B-Faltblattstruktur dar. Die rdumliche Anordnung dieser Strukturtypen entspricht der
Tertidrstruktur. Diese wird von den intramolekularen Wechselwirkungen der Seitenketten z.B.
durch Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen oder Disulfidbindungen zwischen zwei
Cysteinseitenketten dominiert. Die nichste {ibergeordnete Struktur, beispielsweise wegen der
Formierung von Oligomeren, stellt die Quartérstruktur dar.

Die Bildung dieser Strukturen wird vor allem durch elektrostatische Wechselwirkungen
beeinflusst. Infolge der Polaritdt der funktionellen Gruppen des Proteins bzw. seiner
Polarisierbarkeit findet eine ausgeprigte elektrostatische Abschirmung der Ladungen statt.
Diese dielektrische Abschirmung oder intramolekulare Dielektrizititskonstante geniigt einer
komplizierten Funktion aller Ortskoordinaten. Im Allgemeinen sind Aminosduren, die polare
Seitenketten besitzen, eher an der Oberfliche des Proteins beheimatet, wihrend unpolare
Reste vermehrt im Inneren des Proteins angetroffen werden. Wird noch der zusitzlich stark
polarisierende  Effekt des Wassers beriicksichtigt, kann die intramolekulare
Dielektrizititskonstante & ndherungsweise als eine von innen nach auflen kontinuierlich
wachsende Funktion betrachtet werden [101,102,103]. Je nach Protein werden im Inneren
mittlere Werte von € = 2-5 erzielt. Diese Konstante ndhert sich nach auflen hin sukzessive
dem Wert von Wasser (¢ = 78) an [104,105]. Vergleiche von theoretischen und
experimentellen Methoden ergaben Anhaltspunkte, dass auch Gasphasenproteine nach dem
Entfernen des Losungsmittels Dielektrizitatskonstanten von zwei oder mehr zu eigen haben
[106,107]. Fir eine gegebene Struktur vorgegebener Ladungsverteilung kann aus einem
Vergleich experimenteller vertikaler Detachmentenergien und einem aus Gleichung (5.1)

berechneten Wert, die Abschirmkonstante o, die der gemittelten intramolekularen
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Dielektrizititskonstante & entspricht, bestimmt werden. Neue Hinweise, inwiefern
nennenswerte Unterschiede von beispielsweise nativer und denaturierter Form gegenwirtig
sind, konnte konformerenaufgeloste PES von Proteinanionen erzielen. Im iiberndchsten
Abschnitt sollen nun die konformerenaufgeldsten Photoelektronenspektren der in der Literatur
bereits vielfach diskutierten Proteine Cytochrom C, a-Lactalbumin sowie Insulin besprochen

werden.

6.1 Peptide
Vorab erfolgt jedoch eine Betrachtung der Photoelektronenspektren einiger ausgewdihlter

Peptide zur Gewinnung fundamentaler Kenntnisse beziiglich deren Detachmentprozesse im
Allgemeinen. Die Azidititen der Seitenketten der natiirlichen Aminoséuren in wéssriger
Losung geniigen folgendem Trend: ASP > GLU > CYS > TYR. Hingegen lautet die
Reihenfolge der Azidititen einiger funktioneller Gruppen in der Gasphase: COOH (ASP,
GLU) > Imidazol (HIS) > Phenol (TYR) > Indol (TRP) > Thiol (CYS)
[108,109,110,111,112]. DemgeméiR sollten beim Sprithen mehrfach geladener Anionen die
negativen Uberschussladungen in Form deprotonierter Carboxylatgruppen in Erscheinung
treten. Die VDE einer isolierten Carboxylatgruppe betrdgt in etwa 3,5eV [32], die
Abschirmung durch positiv polarisierte Gruppen kann diesen Betrag signifikant anheben.
Infolge von Wasserstoffbriickenbindungen besitzen aliphatische Dicarbonsduremonoanionen
vertikale Detachmentenergien von etwa 4,5 eV, Kiihlen (T = 70 K) kann diesen Betrag sogar
weiter erhohen [113] (=innere Solvatisierung). Aufgrund dieser im Vergleich zum
Peptidriickgrat geringen Bindungsenergie werden Elektronen in groferen Systemen wie
Peptiden oder Proteinen daher voraussichtlich von diesen Gruppen abgelost. Weiterhin
besitzen die aromatischen Seitenketten des Tryptophans und Tyrosins verhdltnismafig
schwach gebundene Elektronen. Die vertikalen Detachmentenergien eines Indols bzw. eines
Phenols betragen 7,9 bzw. 8,6 eV [114,115], sodass potentiell auch an diesen Gruppen (mit
dem verwendeten Detachmentlaser) nachweisbare Photodetachmentprozesse stattfinden
konnen. Hinweise beziiglich des Detachmentprozesses konnen aus den Trianionen folgender
Sequenzen erhalten werden.

(1) NH2 - GLU - ALA - TYR - ALA - GLU - PHE - ALA - COOH =-TYR-

(2) NH2 - GLU - ALA - TRP - ALA - GLU - PHE - ALA - COOH = -TRP-

(3) NH2 - GLU - ALA - GLU - ALA - GLU - PHE - ALA - COOH = -GLU-
Diese wurden exakt so ausgewdhlt, dass die aromatischen Seitenketten des Tyrosins und des

Tryptophans eines Trianions von drei negativen Carboxylaten umgeben sind. Nach Gleichung

77



Peptide und Proteine

(5.2) werden ihre vertikalen Uberginge enorm erniedrigt, sodass diese unter Gebrauch des
Detachmentlasers (=266 und 213 nm) voraussichtlich erfasst werden. Als Referenz kam eine
Sequenz zum Einsatz, die anstatt einer Aminosdure mit aromatischer Seitenkette eine weitere

Glutaminsiure einschlief3t.

6.1.1 Photoelektronenspektren der Peptidtrianionen
Die PES (266 und 213nm) sind in Abbildung 56 dargestellt. Aus den

Ankunftszeitverteilungen war jeweils nur ein dominantes Signal erkennbar, sodass diese hier

nicht explizit gezeigt sind.
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Abbildung 56: PES (266 und 213 nm) der Peptidtrianionen

Alle drei PES bei 213 nm zeigen eine stetig anwachsende Flanke im Bereich von ungefahr
1,5eV, sodass sich in allen drei Féllen eine &hnliche ADE extrapolieren lésst.
Dementsprechend kann aus dieser Gegebenheit geschlossen werden, dass zumindest der
Bereich des PES, der die schwicher gebundenen Elektronen umfasst, im Wesentlichen von
Photoelektronen aus negativen Carboxylaten geleitet wird.

Aus dem PES des tryptophanhaltigen Peptids bei 266 nm ldsst sich ein kontinuierlich
zunehmendes Signal bei 1,5 eV beobachten. Die Spektren bei 266 und 213 nm sind demnach
konsistent, d.h. die elektronische Struktur des Peptids wird im PES abgebildet. Hingegen 14sst
sich aus dem Spektrum des tyrosinhaltigen Peptids bei 266 nm eine (verglichen mit dem
213 nm-Spektrum) niederenergetische Schulter im Bereich von 1,0-1,5eV erkennen.
Abgesehen von der allgemeinen Tatsache, dass die UV-Absorptionsspektren des Tyrosins
(und Tryptophans) jeweils eine intensive breite Bande im Bereich von 280 nm besitzen, daher
nach der elektronischen Anregung (mit 266 nm) bereits genannte Relaxationsprozesse [26,69-

74] stattfinden konnen, kann als eine weitere Ursache eine minimal hhere RCB (relativ zu
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-Trp-) genannt werden. Dann wiirde die tiefere Bande (bei groBere Bindungsenergie)
teilweise abgetrennt erscheinen und demzufolge wire die relative
Ubergangswahrscheinlichkeit der schwiicher gebundenen Elektronen bei 266 nm deutlich
stiarker ausgepriagt. Im Gegensatz dazu muss Absorption des Peptidtrianions -GLU- nicht in
Betracht gezogen werden. Infolgedessen wurde auf die Aufnahme eines PES bei 266 nm
verzichtet.

Vertikale Ubergangsenergien kénnen mithilfe der Gleichungen (5.1) und (5.2) geschitzt
werden, wozu Strukturkandidaten unentbehrlich sind. Darum erfolgt im ndchsten Abschnitt

die Diskussion theoretischer Befunde.

6.1.2 Vergleich mit theoretischen Abschdtzungen
Unter Gebrauch des Programms XLEAP lieen sich willkiirliche Startgeometrien der Peptide

generieren: Da beispielsweise negativ geladene Phenolate in der Gasphase bereits mehrfach
belegt wurden [116,117], fanden auBerdem Simulationen von Isomeren statt, die auler
ausschlieBlich negativen Carboxylaten (insgesamt 3) auch ein Phenolat sowie ein Indolat
einschlieBen. Die speziell bei diesen Isomeren zur Erzeugung eines Trianions unerldsslichen
weiteren Uberschussladungen wurden in Form von zwei Carboxylaten realisiert. Zwar
existieren hierfiir drei verschiedene Verteilungsmoglichkeiten, erzeugt und simuliert wurde
dennoch nur ein einziges Isomer. Die dazu erforderliche Deprotonierung der COOH-Gruppen
fand an der Seitenkette der ersten Glutaminsdure sowie an der endstdndigen COOH-Gruppe
der Sequenz statt. Zwitterionische Strukturen gelten in der Gasphase vor allem als
Multianionen als weniger wahrscheinlich und wurden daher auer Acht gelassen. [118,119].
Nach der Durchfithrung eines annealing-Zyklus mithilfe von AMBER 7 (50 ps bei
T =1000 K, 10 ps kiihlen auf T = 300 K und anschlieBender Geometrieoptimierung), wobei
eine Erzeugung von 500 Strukturen eines jeden Typs stattfand, erfolgte eine Berechnung der
StoBquerschnitte sowie eine Sortierung der Strukturen hinsichtlich der Ubereinstimmung
experimenteller und theoretischer StoBquerschnitte und Absolutenergien. Die dieser Prozedur
folgende Abschitzung der vertikalen Detachmentenergien nach Gleichung (5.1) und (5.2) als
Mittelwert aus den zehn besten Strukturen (nach StoBquerschnitt und Absolutenergie)
geschah unter Verwendung einer VDE von Phenolat und Indolat von 2,7 bzw. 2,6 eV
[116,120]. Ergénzend fand eine Berechnung der VDE des an der Seitenkette des
Phenylalanins lokalisierten Phenylrings statt. Die VDE hierfiir betrug 9,2 eV [121]. Die VDE
einer Carboxylatgruppe entsprach 4,5eV, wurde demnach auf eine in eine

Wasserstoffbriickenbindung involvierte Carboxylatgruppe abgestimmt [113]. Die berechneten
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Ubergiinge sind in Abbildung 57 dargestellt (rote Kurve). Die Wahl der Halbwertsbreite
geschah willkiirlich.

-Ty =

Photoelektronen
o

. . ¢ Trp
Bindungsenergie / eV

Abbildung 57: Abgeschitzte Ubergiinge (rot) der Peptidtrianionen, die drei deprotonierte Carboxylatgruppen
besitzen (links) sowie reprdsentative Gasphasenstrukturen (rechts)

Die Bezeichnung der Ubergiinge kann aus der rechten Seite von Abbildung 57 entnommen
werden. 1 bedeutet beispielsweise, dass ein Elektron von der Carboxylatgruppe (1) entfernt
wird. Die vertikalen Uberginge der aromatischen Seitenketten von Tyrosin, Tryptophan und
Phenylalanin wurden geméR ihrer Abkiirzung als Tyr, Trp und Phe benannt. Zum Vergleich
sind in Abbildung 57 zusétzlich die PES bei 213 nm abgebildet (schwarz gepunktete Linie).
Ubergiinge des Phenylrings (von Phenylalanin) treten erst bei groBeren Bindungsenergien auf.
Die abgeschitzten vertikalen Uberginge des Tryptophans sowie des Tyrosins erscheinen nach
der Rechnung hingegen im experimentell zuginglichen Bereich, konnen daher zur
Interpretation der Spektren nicht vernachlédssigt werden. Die vertikalen Erwartungswerte der
Carboxylatgruppen rangieren alle im Bereich der ansteigenden Flanken der Spektren und
entsprechen ferner den am schwichsten gebundenen Elektronen. Demzufolge wird die

Bestimmung der ADE eines Peptids oder Proteins von diesen Ubergiingen beherrscht.

Die abgeschitzten Detachmentenergien der Peptide, die die negativ geladenen Chromophore

Phenolat und Indolat enthalten, sind in Abbildung 58 gezeigt.
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Abbildung 58: Abgeschiitzte Ubergiinge der Peptidtrianionen, die zwei Carboxylate, und je ein Phenolat oder
Indolat enthalten (links) sowie reprisentative Gasphasenstrukturen (rechts)

Wieder korrespondieren die Zahlen mit den benannten Carboxylaten auf der rechten Seite der
Abbildung. Tyr- und Trp- beschreiben die vertikalen Detachmentenergien des Phenolats und
Indolats. Keine besonders schwach gebundenen Elektronen werden dem Phenylring des
Phenylalanins vorhergesagt. Die beiden negativen Carboxylate des tyrosinhaltigen Peptids
zeigen Ubergiinge im Bereich von 2,0 - 3,0 eV Bindungsenergie. Im Falle des Peptids -Tyr-
wird auch ein Ablosen von Photoelektronen unterhalb 2,0 eV prognostiziert. Die
abgeschitzten vertikalen Ubergiinge der beiden negativ geladenen Chromophore befinden
sich nahe 0eV und damit auBlerhalb der (experimentellen) Detachmentzonen. Dem
deprotonierten Indolat kann sogar eine negative Bindungsenergie postuliert werden.

Insgesamt ldsst sich eine iiberwiegend bessere Ubereinstimmung zwischen Experiment und
den angewandten theoretischen Methoden erzielen, wenn die drei Uberschussladungen des

Peptids in Form von drei negativen Carboxylaten verwirklicht werden.

Neben der Bestimmung der elektronischen Struktur mittels Photoelektronenspektroskopie
kann eine Analyse der Absorptionsbanden der Chromophore in der Gasphase dazu dienen,
deren Ladungszustand und dadurch eine mogliche Deprotonierung (dieser aromatischen
Chromophore) zu erfassen. Ein zur direkten Emission von Photoelektronen konkurrierender
Prozess stellt die Absorption des eingestrahlten Lichts mit anschlieBendem Elektronenverlust
durch das Tunneln der RCB oder Dissoziation im Allgemeinen dar. Das Ausmal dieser
Prozesse hdngt von der Anzahl absorbierter Photonen ab. Generell konnen sich die
Absorptionsspektren nach der Deprotonierung der Chromophore grundlegend von ihren
neutralen Verwandten unterscheiden. Hierzu wurden Photodetachmentmessungen in der

Arbeitsgruppe von Prof. Philippe Dugourd an der Universitét in Lyon durchgefiihrt.
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6.1.3 Photodetachmentmessungen der Peptidtrianionen
Die verwendete Anlage besteht im Wesentlichen aus einer Elektrosprayquelle und einer

Quadrupolionenfalle (LCQ DUO) der Firma Thermo Scientific. Licht aus einem OPO (optical
parametric oscillator), der mit der 3. Harmonischen eines Nd:YAG betrieben wird,
ermoglicht die Dissoziation des Mutterions im Wellenldngenbereich von 220 — 320 nm [122].
Diese Fragmentbildung ldsst sich mithilfe der lonenfalle erfassen und kann als sog. inverses
Lambert-Beersches-Gesetz, d.h. es wird nicht die Intensititsdnderung des Lichts, sondern die
gebildeten Photofragmente werden detektiert, aufgetragen gemaf:

| B I
1(7\,) — ln |: MuttenonI + Z Fragmente :Ii (61 )

Inmutterion €ntspricht der Intensitdt des Mutterions, Irragmente der aufsummierten Intensititen aller

Mutterion

Fragmente. AuBerdem ist eine Normierung beziiglich der eingestrahlten Leistung ¢
unumganglich. Die beiden Photodetachmentspektren der Peptidtrianionen sind in Abbildung
59 dargestellt. Zudem sind die UV/VIS-Absorptionsspektren der Aminosduren Tryptophan

und Tyrosin der kondensierten Phase gezeigt.
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Abbildung 59: Detachmentspektren der Peptidtrianionen

Beide Photodetachmentspektren besitzen iiberwiegend zwei Banden. Das dominante Signal
(beider Peptide) im Bereich von 220 - 240 nm l&sst sich auf Absorption des Peptidriickgrates
zurlickfithren. Im Spektrum des tryptophanhaltigen Peptidtrianions kann eine breite Bande im
Bereich von 280 nm beobachtet werden, die dem Absorptionsmaximum des Tryptophans
entspricht. Das Peptid -Tyr- zeigt ebenso eine ausgepriagte Absorption im selben Bereich. Die
durchschnittliche Abweichung bzw. der statistische Fehler dieses Experiments kann als
verhéltnismédfBig grofl eingeschitzt werden. Daher entspricht die Doppelpeakstruktur des
tyrosinhaltigen Peptids bei 280 nm vermutlich nicht der Realitit und kann als

Photodetachmentbande des Chromophors Tyrosin interpretiert werden. Relativ zur
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kondensierten Phase zeigt sich eine leicht ausgebildete Rotverschiebung. Als mogliche
Ursache kann das Entfernen der Solvathiille genannt werden. Ansonsten kdnnen benachbarte
Ladungen zu bathochromen Verschiebungen beitragen, was beispielsweise anhand des
Tryptophananions nachgewiesen und mithilfe zeitabhéngiger Dichtefunktionalrechnungen
bestitigt wurde [123]. Wiirden negative Chromophore in Erscheinung treten, sollte gemil3
[117,124] eine Verschiebung der Banden zu kleineren Wellenldngen auftreten. Demgemal
konnen solche Anionen mithilfe dieser Detachmentmessungen ausgeschlossen werden. Ferner
besitzt das Peptid -Tyr- eine kaum sichtbare Bande bei ungefdhr 255 nm. Abgesehen von
moglichen systematischen Messfehlern (z.B. schlechter Justage des Lasers) kann als generelle
Ursache eine Absorption des involvierten Phenylalanins genannt werden, das ein

Absorptionsmaximum in diesem Bereich aufweist.

6.1.4 Abschliefende Diskussion
Die diskutierten PES der Peptidtrianionen sollten grundlegende Informationen zur

Interpretation von Spektren groBerer Systeme liefern. Hinweise, dass die Photoelektronen
iiberwiegend von negativen Carboxylaten abgeldst werden, kann aus der Gegeniiberstellung
der PES und abgeschitzter Detachmentenergien moglicher Strukturkandidaten erhalten
werden. Die vertikalen Ubergiéinge der aromatischen Seitenketten (Indol und Phenol) lassen
sich je nach Geometrie des betrachteten Ions im experimentell zugédnglichen Bereich
(Detachmentwellenldnge 266 nm) finden. Beziiglich der Detachmentmessungen in einer
Quadrupolionenfalle sowie der Tatsache, dass die berechneten Energien zum Abldsen von
Photoelektronen aus deprotonierten Chromophoren wie Phenol (Tyr) und Indol (Trp) nicht
mit Banden der PES korrespondieren, ldsst sich die Existenz von Phenolaten und Indolaten
ausschlieBen. Inwiefern neben Carboxylaten andere deprotonierte Gruppen groflerer Systeme
in der Gasphase miteinbezogen werden miissen, kann hier natiirlich nicht geklart werden.
Weitere Aminosduren mit prinzipiell deprotonierbaren Seitengruppen stellen das Histidin oder
Cystein, aber auch das Serin oder Threonin in Form negativer Hydroxylate dar.

Als potentielle Fehlerquelle bei einer in dieser Weise durchgefiihrten semiklassischen
Néherung kann die Ungenauigkeit der verwendeten vertikalen Detachmentenergien genannt
werden. Der hierflir angenommene Betrag einer Carboxylatgruppe von 4,5 eV entspricht der
VDE einer Carboxylatgruppe, die einer ausgeprdgten inneren Solvatisierung durch
Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen ausgesetzt ist. Natiirlich miissen solche
Effekte nicht zwingend agieren, sodass gerade bei gestreckten, strukturell offeneren

Proteinmultianionen isolierte Carboxylatgruppen einkalkuliert werden miissen. Deren
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vertikale Uberginge sollten dann (ohne Beachtung aller anderen Uberschussladungen)
vielmehr dem Wert einer isolierten Carboxylatgruppe geniigen. Unter Umsténden lésst sich
das schwach ausgeprigte Photodetachmentsignal der Peptidtrianionen im Bereich von 1 -
1,5 eV, das in besonderem Mafle bei Verwendung einer Detachmentwellenldnge von 266 nm
auftritt, auf diese isolierten Carboxylatgruppen zuriickfiihren. ,,Hot Bands* wéren allerdings
ebenfalls plausibel.

Schlussendlich kann als Fazit gezogen werden, dass die negativen Ladungen in Form
negativer Carboxylate reprisentiert werden und diese die am schwichsten gebundenen
Elektronen bereitstellen. Die Diskussion der Proteinmultianionen im folgenden Abschnitt
findet daher unter Vernachldssigung alternativer Ladungstriger wie des Phenolats statt.
Zumindest die maBig gebundenen Banden der PES konnen dann einem Abldsen von

Elektronen direkt von den Carboxylaten zugeteilt werden.

6.2 CytochromC
Das Cytochrom C ist ein an der Atmungskette beteiligtes Protein, bestehend aus 104

Aminosduren. Viele Gasphasenexperimente fanden bereits statt. lonenmobilitdtsmessungen
ergaben, dass eine Vergroferung des Ladungszustands eine voranschreitende Umwandlung
von nativen zu entfalteten / gestreckten Strukturen zur Folge hat. Riickfaltungsprozesse nach
der Reduzierung des Ladungszustands wurden sowohl experimentell als auch theoretisch
untersucht [125,126,127,128,8]. Eine Bestimmung der dielektrischen Eigenschaften fand
indirekt liber eine Bestimmung der Gasphasenbasizititen von Kationen statt [10].

Die Struktur bzw. die Sequenz des hier verwendeten Cytochroms C, dass aus Rinderherzen

extrahiert wurde, sind in Abbildung 60 dargestellt.

Abbildung 60: Struktur des Cytochroms C aus Rinderherzen (links), Sequenz des Proteins (rechts) [129]
Die sauren Aminosduren Asparagin (D)- und Glutaminsdure (E) sind rot unterlegt. Beildufig

ist das an zwei Cysteine kovalent gebundene Ham c gezeigt, das zwei azide COOH-Gruppen
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einschlieft. Insgesamt sind 15 saure Gruppen gegenwértig, sodass als hochster
Ladungszustand im Anionenmassenspektrum -15 auftreten sollte. Hier allerdings lieBen sich

nur bis zu 12 negative Ladungen beobachten.

6.2.1 Ankunftszeitverteilungen und Stofsquerschnitte der Cytochrom C Anionen
Zur Erzeugung mehrfach geladener Proteinanionen wurde eine 0,1 mM Ldsung des Proteins

aus einer Mischung aus 50 mM KOH-L6sung mit Methanol im Verhéltnis von 1:4 bei einer
Flussrate von 0,05 - 0,10 mL/h verwendet. Da das Elektrosprithen aus salzhaltiger Losung
geschah, muss mit einer ausgeprigten Kaliumadduktbildung gerechnet werden [66]. Die
Transmission des Quadrupolmassenfilters des (IMS-PES)-Experiments ist bei hinreichend
grofler Auflosung zur vollstindigen Abtrennung dieser Addukte vom Mutterion nicht
ausreichend grof, um PES-Messungen noch durchfithren zu kdnnen. Deshalb muss bei der
Betrachtung der Ankunftszeiten und Photoelektronenspektren mit einer Uberlappung dieser
Ionen gerechnet werden. Beim Gebrauch von Helium als Stofgas in der Driftzelle konnte
keine ausreichend grofe Intensitdt an Ionen erzeugt werden, alle durchgefiihrten Messungen
fanden deshalb in Luft (als Puffergas) statt. Eine Umrechnung gemifl Anhang B liefert aus
den experimentell bestimmten Luftquerschnitten die problemlos mit theoretischen
Rechnungen vergleichbaren Heliumquerschnitte. Die Ankunftszeiten sowie eine Auftragung
der experimentellen StoBBquerschnitte als Funktion des Ladungszustands sind in Abbildung 61
gegeben.

Die Driftzeiten der untersuchten Anionen zeigen breite Verteilungen. Beispielsweise betragt
die IMS-Auflosung eines Pentaanions in etwa t/At = 40, sodass die Halbwertsbreite bei einer
Ankunftszeit von 5,50 ms etwa 0,14 ms entsprechen miisste. Die experimentelle Peakbreite
des Pentaanions betrigt jedoch 0,40 ms, demzufolge besteht das Ionenpaket aus mehreren
Konformationen, die fast identische StoBquerschnitte zu eigen haben. Ahnlich ausgedehnte
Ankunftszeiten besitzen auch alle anderen Ladungszustinde. Die Halbwertsbreite nimmt zwar
im Allgemeinen mit zunehmendem Ladungszustand ab, dies liegt jedoch in der
Wurzelabhingigkeit der theoretischen Auflosung begriindet, sodass jedes zeitlich aufgetrennte

Signal ganzen Familien von Konformationen zugeordnet werden muss.
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Abbildung 61: Ankunfiszeiten (links) und Stofiquerschnitte (rechts) der untersuchten Ladungszustinde der
Cytochrom C Anionen. Die gepunkteten Kurven (rot) stellen Ankunfiszeiten nach thermischer Aktivierung im
Eingangstrichter dar. Gemdf3 den experimentell bestimmten Stofiquerschnitten fand eine Einteilung in drei
Klassen von Konformeren statt (siehe Text).

Aus [59] ist bekannt, dass in der Gasphase drei verschiedene Konformationen des Hexaanions
erscheinen. Eine Vergroflerung der Injektionsenergie (rote Kurve in Abbildung 61) bewirkt
ein Wechsel zu Konformationen, die eine gro3ere Driftzeit besitzen.

Der Ladungszustand 7 besteht aus zwei verschiedenen Konformationen. Auch hier 16st eine
thermische Aktivierung (rote Kurve in Abbildung 61) eine Denaturierung des Proteins aus.
Das Oktaanion weist eine stark verbreiterte Ankunftszeitverteilung auf. Je nach
Injektionsbedingungen konnen drei verschiedene Maxima erfasst werden, sodass aller
Wabhrscheinlichkeit nach drei unterschiedliche Familien von Konformationen vorliegen, deren
StoBquerschnitte aber kaum unterschiedlich sind.

Alle anderen Ladungszustinde lassen sich als lediglich eine dominante Konformation
verstehen. Anhand der experimentell bestimmten Stofquerschnitte kann eine Einteilung in
gewisse Typen von Konformationen geschehen, die bereits in Abbildung 61 vorgenommen
wurde. Aus [59,130] ist auBerdem bekannt, dass einige Ionen der Ladungszustdande 5 bis 7 in

Helium (Konformer A) einen zur nativen Proteinkonformation analogen StoBquerschnitt
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besitzen. Ferner resultiert aus einer Zunahme der Ladung ein Ubergang zu entfalteten
Strukturen, sodass die Konformationen C bereits teilweise gestreckte Strukturen darstellen,
deren Sekundérstrukturen in bestimmtem Ausmal} noch erhalten sind. Die Konformationen B
hingegen besitzen Querschnitte, die keinem der eben genannten Typen zugehorig sind.
Wahrscheinlich lassen sie sich in Strukturen einteilen, deren Entfaltungsprozess zwar bereits
begonnen hat, andererseits aber bestimmte Bereiche der Tertidrstruktur noch existent sind.

Die finalen Schritte des Entfaltungsvorgangs wurden daher noch nicht eingeleitet.

6.2.2 Photoelektronenspektren der Cytochrom C Anionen
Die konformerenaufgelosten PES (266 nm) der Cytochrom C Anionen sind in Abbildung 62

dargestellt.
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Abbildung 62: Ankunfiszeiten (links) und PES (266 nm) der Cytochrom C Anionen, Pfeile kennzeichnen die
bestimmte adiabatische Detachmentenergie
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Im Allgemeinen bestehen alle PES aus ausgedehnten Banden. Bei einer Anzahl von 15
COOH-Gruppen koénnen viele verschiedene Ladungsverteilungen realisiert werden. Einem
Pentaanion stehen beispielsweise 3003 verschiedene Permutationen zur Verfligung, die flinf
Uberschussladungen zu vergeben. Um einiges vervielfacht wird diese Anzahl, wenn postuliert
wird, dass die zwitterionische Struktur elektrogespriihter Proteinionen teilweise oder ganz
bestehen bleibt, also beispielsweise ein Pentaanion 5 - 15 negative Carboxylate und dem
entsprechend 0 - 10 positiv geladene basische Seitenketten beinhaltet. Wird ferner beachtet,
dass jede Konformerenfamilie aus vielen verschiedenen Strukturen besteht, entsteht eine
aullerordentlich groBe Anzahl an vertikalen Endzustinden nach dem Entfernen eines
Elektrons. Deshalb koénnen die beobachteten Banden der PES als Superposition einer

auBergewdhnlich groen Anzahl an Ubergingen charakterisiert werden °.

Die genaue Analyse der PES zeigt, dass eine Zunahme der Ladung grundsitzlich eine
Abnahme der adiabatischen Detachmentenergien eines jeden Strukturtyps zur Folge hat. Jeder
untersuchte Ladungszustand des Konformerentyps C verfiigt iiber verwandte Spektren. Das
Dodecaanion zeigt zwar eine Doppelpeakstruktur, trotzdem lassen sich die Spektren
hinsichtlich ihres Erscheinungsbilds als vergleichbar betrachten, wobei aus einer Zunahme der
Ladung eine Verschiebung der Banden zu kleineren Bindungsenergien resultiert. Uber die
repulsiven Coulombbarrieren solch ausgedehnter Systeme ist bislang wenig bekannt. Es muss
jedoch angenommen werden, dass infolge der rdumlichen Reichweite eines Proteins diese
Barriere je nach Ladungsverteilung verschiedene Maxima sowie Minima besitzt und daher als
komplizierte dreidimensionale Funktion betrachtet werden muss. Dies bedeutet, dass
Elektronen aus verschiedenen raumlichen Bereichen des Proteins unterschiedliche repulsive
Coulombbarrieren iiberqueren miissen. Verglichen mit Zonen, in denen kaum negative
Carboxylate anwesend sind, sollte die RCB in einer Umgebung groferer negativer
Ladungsdichte wesentlich méchtiger ausfallen, wo zudem geringere Detachmentenergien
vorausgesagt werden. Daher stellt die RCB eines Proteins (bzw. einer Carboxylatgruppe) aller
Wahrscheinlichkeit nach eine Grofe dar, die in Bezug auf dessen ADE einen gegensitzlichen
Trend zu eigen hat. Anhand diesem Umstand kann geklédrt werden, weshalb alle Spektren, das
kompaktere Hexaanion Typ A ausgenommen, eine in etwa vergleichbare Struktur besitzen
und die Erhohung der Ladungszahl die Banden lediglich zu kleineren Bindungsenergien

verschiebt.

> Speziell hier miisste auBerdem noch eine Beriicksichtigung méglicher direkt an der Himgruppe ablaufender
Detachmentprozesse stattfinden, vor allem nach der Deprotonierung der beiden involvierten Carbonsédureresten
an den beiden Seitenketten. In Anhang A ist gezeigt, dass eine zusétzliche Betrachtung eines solchen
Detachmentprozesses in guter Ndherung vernachldssigt werden kann.
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Die PES der nativen Konformationen A und A’ des Hexaanions beinhalten jeweils eine Bande
im Bereich von 2,5e¢V. A schlieft =zusdtzlich eine weitere, weit auslaufende
niederenergetische Flanke ein, die zu einer negativen ADE von -0,4 eV fiihrt. Weshalb die
beiden Spektren eine so unterschiedliche Struktur besitzen, kann allerdings nicht exakt
bewiesen werden. Aus der Ankunftszeitverteilung des Hexaanions kann dennoch geschlossen
werden, dass die PES der beiden Konformationen A und A’ mdglicherweise grundséitzlich
Anteile der jeweiligen anderen Konformation einbeziehen. Gegebenenfalls liegt die Bande der
kompakteren Konformation A im Bereich von 2,5eV (schwarze Kurve) aus einer
Uberlagerung der anderen (griine Kurve A’) begriindet. Weiterhin wire eine langsame (auf
der Zeitskala des IMS-Experiments ablaufende) Konversion von A zu A’ denkbar. Wiren
beide Strukturen zeitlich besser separiert, bestiinde eine Asymmetrie der Driftzeitverteilung.
So sollte die bei ldngeren Ankunftszeiten abnehmende Flanke der kompakteren Struktur A
(schwarz) verbreitert dargestellt werden. Fande hingegen Interkonversion statt, dann wére
auch der ansteigende Zweig der anderen Konformation A’ (griin) verbreitert. Eine weitere
plausible Interpretation bestiinde in einer stark asymmetrischen Ladungsverteilung (A), d.h. es
existieren Bereiche hoher negativer Ladungsdichte, was eine kriftige Abnahme der

Bindungsenergie zur Folge hitte.

Werden die adiabatischen Detachmentenergien der einzelnen Konformationen in
Abhingigkeit ihrer StoBquerschnitte aufgetragen, koénnen Anderungen hinsichtlich der
adiabatischen Detachmentenergien und ihrer Strukturen gleichzeitig erfasst werden (siche
Abbildung 63). Die adiabatischen Detachmentenergien aller Ladungszustinde sind auBBerdem

in Tabelle 5 zusammengefasst.
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Abbildung 63: Adiabatische Detachmentenergien als Tabelle S: ADE aller Konformationen von
Funktion der Stoffquerschnitte der Cytochrom C Anionen Cytochrom C
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Bleibt die kompaktere Proteinkonformation des Hexaanions (mit einer ADE von -0,4 eV)
unberiicksichtigt, dann kann eine klare Abnahme der Bindungsenergie der nativen
Konformation (A) mit zunehmendem Ladungszustand registriert werden, die durch eine
minimale Zunahme des Proteindurchmessers nicht im Geringsten kompensiert werden kann.
Eine lineare Anpassung hitte im Falle von Hexaanion A eine ADE von etwa 1,2 eV zur
Folge. Weiterhin zeigt der Typ B eine Abnahme der ADE mit zunehmendem
Ladungszustand. Dagegen fdllt diese Abnahme des entfalteten Typs C zunéchst weniger
dramatisch aus. Beim Wechsel vom Octa- zum Decaanion ldsst sich eine Abnahme der
Bindungsenergie von lediglich 0,3 eV ableiten, wobei der StoBquerschnitt simultan bedeutend
anwichst. Die beildufig verbundene Zunahme der mittleren Abstinde der
Uberschussladungen kann das Hinzufiigen weiterer Ladungen offensichtlich nahezu
kompensieren, sodass die ADE minimal abfillt. Weiteres Aufladen (bzw. Deprotonieren) des
Molekiils fiihrt dann aber letztendlich zu einem prégnanten Einbruch der ADE (von
Ladungszustand 10 zu 12). Dem Anschein nach kann der voranschreitende Entfaltungsprozess
dieser zunehmenden CoulombabstoBung nicht mehr befriedigend entgegenwirken oder aber
es miissen aufgrund der vorgegebenen Sequenz COOH-Gruppen in Bezirken auerordentlich
grofler negativer Ladungsdichte deprotoniert werden, was eine deutliche Abnahme der
vertikalen Detachmentenergien der in dieser Umgebung lokalisierten Carboxylatgruppen zur
Folge hitte °. Dieser Sachverhalt konnte auch begriinden, warum groBere Ladungszustinde
(13 - 15) nicht beobachtet werden. Die finale ADE nach dem Hinzufiigen weiterer Ladungen
wire negativ. Unter Umstdnden kann ein derartig flexibles Molekiil bestimmte
Konformationen realisieren, die ein effizientes Tunneln der RCB einer potentiell metastabil
gebundenen  Uberschussladung  verwirklichen, sodass alle erzeugten metastabilen
Multianionen auf der Zeitskala des Experiments (50 - 100 ms) nicht mehr nachgewiesen
werden. (Dennoch konnten metastabile Multianionen eines beispielsweise denaturierten o-

Lactalbumins erfasst werden, siehe Kapitel 6.4)

6.2.3 Vergleich mit elektrostatischen Abschdtzungen
Mithilfe des in dieser Arbeit bereits haufig genutzten elektrostatischen Modells lassen sich die

adiabatischen Detachmentenergien der einzelnen Ladungszustinde abschdtzen. Dies fand in
der Arbeitsgruppe von Prof. Philippe Dugourd statt. Hierzu wurde die Struktur 1CYC.pdb aus
der Proteindatenbank verwendet [131]. Da die theoretische Beschreibung von Proteinen

angesichts der exorbitanten konformellen Vielfalt moglicher Strukturen enorme

% Siehe auBerdem Kapitel 6.4 und 6.5: Vermehrt auftretende, weitauslaufende Banden, wie sie insbesondere das
Dodecaanion aufweist, werden hier intensiver diskutiert.
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Anstrengungen bereitet, geschah eine Abschitzung der Detachmentenergien lediglich anhand
einer nativen sowie einer linearen Form. Diese liel sich durch Modifikation der
Dihedralwinkel des Proteinriickgrates auf genau 180° und Entfernen des Hdms, das eine
Linearisierung der Struktur verbietet, generieren. Die Carboxylatgruppen der Hadmgruppe
blieben demzufolge unberiicksichtigt. Nach der Bildung aller moglichen Ladungsverteilungen
der Ladungszustinde 4 bis 13 mithilfe eines Algorithmus fand die Berechnung der
adiabatischen Detachmentenergien unter Anwendung von Gleichung (5.1) (VDE wird hier
durch ADE ersetzt, 6 =1) statt, wobei jedem Ladungszustand nur die nach absoluter
Coulombenergie der Uberschussladungen giinstigste Verteilung zugrunde gelegt wurde. Um
elektrostatische Effekte angrenzender Gruppen entgegengesetzter Polaritidt mit einzubeziehen,
kam eine ADE von 4,25eV zum Einsatz. Eine simultane Abschitzung lieferte zudem
Detachmentenergien isolierter Carboxylate (ADE gleich 3,25 eV). Auf diese Weise erhilt
man beziiglich des Photodetachments tendenzielle Energiebereiche als Funktion der Ladung,
die in Abbildung 64 mit den experimentell bestimmten adiabatischen Detachmentenergien
vereinigt sind. Da diese Betrachtung nur die beiden Extremfille einbezieht, wurde auf eine

explizite Darstellung des Typs B verzichtet.

ADE / eV

-2-4 m  Konformer A

v Konformer C
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Abbildung 64: Berechnete Detachmentregionen der nativen und entfalteten linearen Struktur des Cytochroms C
sowie die experimentell bestimmten adiabatischen Detachmentenergien des Typs A und C

Alle berechneten Detachmentenergien der offeneren (gestreckten) Konformerenfamilie (C)
liegen unterhalb der berechneten Detachmentzone einer linearen Konformation. Aus einem
Vergleich theoretisch und experimentell bestimmter StoBquerschnitte in Helium konnte auch
einem Ladungszustand von 12 keine lineare Struktur zugeordnet werden [59]. Deswegen
konnen die Abstinde der Uberschussladungen der im Experiment beobachteten

Konformationen als geringer eingeschétzt werden, was die Diskrepanz im Hinblick auf die
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berechneten und experimentell bestimmten adiabatischen Detachmentenergien erklirt. Die
experimentellen Detachmentenergien des nativen Typs A befinden sich (die mit einer
grundlegend abweichenden Struktur des Ladungszustands 6 (A) ausgenommen) vorwiegend
im berechneten Gebiet. Zumindest hier ist relativ sichergestellt, dass (im Gegensatz zu Typ C,
der als lineare Struktur gendhert wurde) eine bessere strukturelle Verwandtschaft der
experimentellen und der theoretisch berechneten Struktur besteht. Eine Problematik besteht in
der zur Rechnung genutzten dielektrischen Abschirmkonstante ¢ von eins. Aus Rechnungen
gelidufig und vielfach dokumentiert ist der Umstand, dass auch ohne den polarisierenden
Losungsmitteleffekt die mittlere Dielektrizitidtskonstante niemals einen Wert von Eins
anstrebt [101-105]. Da zumindest in der kondensierten Phase Carboxylatgruppen tendenziell
an der Oberfliche gefunden werden, sollten diese, solange keine wesentliche Anderung der
Konformation (wie z.B. Entfaltung mit einhergehender Riickfaltung in eine neue Struktur
nach dem Entfernen des Losungsmittels und eventueller Umorientierung zur Einschrinkung
der einzelnen Dipolmomente) eintritt, weiterhin an der Oberfldche lokalisiert bleiben. Die
Wechselwirkung zweier an der Oberfliche direkt benachbarter Ladungen kann dann zwar
immer noch mithilfe einer Abschirmkonstante von eins beschrieben werden, fiir
beispielsweise gegeniiberliegende Ladungen ist dieser Umstand keinesfalls erfiillt.
Dementsprechend muss die dielektrische Abschirmkonstante einer nativen Konformation als
ungleich von eins gewihlt werden. Wird dieser Faktor in entsprechender Weise bemessen,
tritt eine Verschiebung der gerechneten Detachmentregion zu groferen Bindungsenergien auf,
sodass die experimentellen adiabatischen Detachmentenergien (A) aus dieser Region
verschwinden. Dann miissen zur einwandfreien Beschreibung von Proteinanionen aber auch
Ladungsverteilungen berticksichtigt werden, die aus energetischer Sicht hoher liegen (grof3ere
Coulombenergie), beispielsweise weil beim Ubergang von kondensierter Phase in die
Gasphase keine ausreichend schnelle Umverteilung der Protonen zugunsten einer
Minimierung der Coulombenergie stattfindet oder Konformationsédnderungen in das neue
globale Minimum so langsam verlaufen, dass diese mit dem verwendeten Experiment nicht

erfasst werden.

Als potentiell forderlich und aufschlussreich erscheint nun die Untersuchung von Proteinen,
die auch in der Gasphase in grofleren Ladungszustinden als native Form existent sind bzw.
wo konkurrierende Konformationen verschiedener Ladungszustinde beobachtet werden
konnen. Disulfidbriickenbindungen stellen in der Natur ein Mittel dar, die Struktur eines

Proteins zu stabilisieren und einem Entfaltungsprozess entgegenzuwirken. Mittels IMS-
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Messungen konnten Valentine et al. belegen, dass selbst Decakationen des Lysozyms, das vier
Disulfidbriicken beinhaltet, auf der Zeitskala des IMS-Experiments stabile native
Konformationen einnehmen konnen [132]. AuBerdem lie sich eine weitere, teilweise
entfaltete Konformation beobachten. Die Reduktion der Disulfidbriicken fiihrte schlussendlich
zu vermehrt offeneren / gestreckten Konformationen und allgemein groBeren
Ladungszustdnden. Die Sequenz des Lysozyms verfiigt allerdings iiber relativ wenige saure
Reste, sodass groBe anionische Ladungszustinde erwartungsgemél kaum zugénglich sind. a-
Lactalbumin dagegen besitzt eine nahezu identische Struktur sowie eine immens grofere
Anzahl an aziden COOH-Gruppen. Im folgenden Kapitel werden folglich gezielt dessen

strukturelle und dielektrische Eigenschaften besprochen und diskutiert.

6.3 a-Lactalbumin

Die Sequenz des Rinder-a-Lactalbumins lautet:

MEQLTKCEVFRELKDLKGYGGVSLPEWVCTTFHTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQIN
NKIWCKDDQNPHSSNICNISCDKFLDDDLTDDIVCVKKILDKVGINYWLAHKALCSE
KLDQWLCEKL-COOH [133].

Damit bestehen 21 COOH-Gruppen. Disulfidbriicken sind zwischen den Cysteinen 6 und 120,
28 und 111, 61 und 77 sowie 73 und 91 realisiert. Aulerdem wurde ein Produkt genutzt, bei

dem das ublicherweise beinhaltende Kalziumion entfernt wurde.

Ein Massenspektrum der zur ES-lonisierung verwendeten 0,1 mM Losung aus Ammoniak

(1%) und Methanol im Verhéltnis 1:4 ist in Abbildung 65 dargestellt.
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Abbildung 65: Massenspektrum von o-Lactalbumin
Obwohl 21 COOH-Gruppen involviert sind, kann ein maximaler Ladungszustand von nur elf

oder sogar zwolf (sehr schwaches Signal bei m/z = 1182) erfasst werden. Daneben lassen sich
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dimere Aggregate beobachten, sodass vor allem die Ankunftszeitverteilungen der Penta- und

Hexaanionen zum Teil mit Dimeren {iberlagert sind.

6.3.1 Ankunftszeitverteilungen und Stofsquerschnitte der a-Lactalbuminanionen
In Abbildung 66 sind die Ankunftszeiten sowie die experimentell bestimmten

StoBquerschnitte als Funktion des Ladungszustands dargestellt. Alle durchgefiihrten
Messungen geschahen in Luft (als Puffergas), die Ausgleichsgerade in Anhang B wurde zur

Umrechnung in Heliumquerschnitte eingesetzt.
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Abbildung 66: Ankunftszeiten (links) und Heliumstofiquerschnitte der o-Lactalbuminanionen als Funktion der
Ladung (rechts)

Ankunftszeitverteilungen, die aus mehreren zeitlich getrennten Ionenpaketen bestehen,
konnen bei insgesamt fiinf Ladungszustinden (5-9) erfasst werden. Wieder zeigt sich, dass
thermische Aktivierung durch VergroBerung der Injektionsenergie die Denaturierung des
Proteins zugunsten einer Einnahme offenerer Konformationen fordert. Die Ladungszustéinde
10 und 11 setzen sich aus lediglich einer Konformerenfamilie zusammen.

Die Konformationen lassen sich entsprechend ihren experimentell bestimmten
StoBquerschnitten in  Strukturtypen gliedern. Der berechnete StoBquerschnitt der
Rontgenstruktur des o-Lactalbumins betrdgt 1317 A? (rote Linie). Darum konnen

Konformationen, die einen dhnlichen StoBBquerschnitt besitzen, diesem Typ (A) zugeordnet
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werden. Gerade die kleineren Ladungszustinde (5-6) zeigen Strukturen, die einen kleineren
Querschnitt als die Rontgenstruktur zu eigen haben. Eine Umorientierung der an der
Oberflache des Proteins anséssigen polaren Gruppen zugunsten einer kompakteren Struktur
kann als potentieller Grund genannt werden. Der blaue Typ (B) hingegen liee sich als partiell
geodffnete Struktur einschétzen, dessen Nachweis findet bereits ab einem Ladungszustand von
7 statt.

Das schnellere Ionenpaket des hypothetischen Ladungszustands 5 entspricht faktisch einem
Dimer (ein Monomer besdfle einen um 20 % kleineren StoBquerschnitt als die
Rontgenstruktur), was auch durch Analyse der Isotopenverteilung des (Orbitrap)-
Massenspektrums bestitigt wurde. Eine sphirische Aggregatbildung hitte beispielsweise
folgendes Wachstum mit der Anzahl n an einzelnen Proteinionen zur Folge: Q ~ n” (siche
auBerdem Kapitel 6.6) Als StoBquerschnitt kime deshalb ein Wert von 2094 A” in Frage.
Entspréache dieses schnellere Ion (Peak 1 des hypothetischen Pentaanions) einem sphéirischen
Aggregat, betriige der StoBquerschnitt 1862 A%, Zwar wire eine sphirische Anordnung im
Falle eines Dimers unwahrscheinlich, trotzdem ergeben sich aufgrund der besseren
Korrespondenz des experimentellen und des theoretischen Stoquerschnitts einer sphérischen
Struktur Hinweise hinsichtlich einer Existenz eines beispielsweise hantelformigen Dimers.
Der StoBquerschnitt eines postulierten Dimerdodecaanions (Peak 1 im Falle des
hypothetischen Hexaanions) betriige 2262 A%, ist damit relativ zu dem experimentellen
Querschnitt des Dimerdecaanions 21 % grofler, liegt aber im theoretisch denkbaren Bereich
(Qtheoretisch = 2094 Az). Andererseits wire aber auch ein Monomer vorstellbar. (Eine genauere

Aussage kann nicht getroffen werden.)

6.3.2 Photoelektronenspektren der a-Lactalbuminanionen
Die PES der a—Lactalbuminanionen sind in Abbildung 67 dargestellt. In Anhang C sind

ansonsten die Spektren bei Detachmentwellenldngen von 213 nm gezeigt. (Anhand dieser
Spektren lassen sich konkurrierende Prozesse des direkten Photodetachments als weniger

wahrscheinlich beurteilen, siche aulerdem Kapitel 5.1.5.)
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Abbildung 67: Ankunftszeiten (links) und PES (266 nm, rechts) der a-Lactalbuminanionen, Pfeile kennzeichnen
die bestimmte adiabatische Detachmentenergie

Wieder werden im Allgemeinen breite Banden beobachtet, die einem Abldsen vieler
verschiedener Elektronen aus unterschiedlichen Strukturen der zeitlich getrennten
Konformerenfamilien entsprechen. Innerhalb eines Konformerentyps findet eine stetige
Abnahme der ADE mit zunehmendem Ladungszustand statt. Das Dimerdecaanion besitzt
bereits eine negative ADE von -0,1 eV. Das Pentaanion des nativen Typs A zeigt eine stark
ansteigende Flanke im Bereich von 2,0 - 2,5 eV. Ansonsten ist eine schwache Bande bei einer
Bindungsenergie von 1,5eV ersichtlich. Aus der in Abbildung 67 dargestellten
Ankunftszeitverteilung kann eine Schulter bei kleineren Driftzeiten beobachtet werden.
Demzufolge konnte das kaum ausgepriagte Signal des Pentaanions (1,5 eV) bei geringerer
Bindungsenergie von dieser kompakteren Konformerenfamilie (die zeitlich iiberlagert ist)
hervorgerufen werden.

Das zeitlich schnellere Hexaanion (1) (oder Dimerdodecaanion) verfiigt {iber eine Bande bei

2,5 eV sowie eine weitere, extrem breite, nahezu strukturlose niederenergetische Schulter, die
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zu einer negativen Bindungsenergie fiihrt. Eine Diskussion moglicher Ursachen fand bereits
in Kapitel 6.2.2 statt (Cytochrom C, Hexaanion A). Andererseits offenbart das (Orbitrap)-
Massenspektrum Indizien beziiglich einer Uberlagerung von Dimeren. Die elektronischen
Strukturen eines Dimerdodecaanions und eines Dimerdecaanions sollten generell verwandt
sein. Da im Vergleich zum Decaanion zwei weitere Ladungen eingeschlossen werden, sollte
zum einen die ADE geringere und zum anderen die RCB groflere Werte einnehmen.
Zumindest zweites kann nicht beobachtet werden. Allerdings bestlinde auch die Eventualitit,
dass thermische Aktivierung nach der zeitlichen Trennung der Ionen in der Driftzelle im
Endtrichter einen Zerfall der Dimere begiinstigt. Bestehen die dimeren Aggregate auflerdem
aus Proteineinheiten gleicher Ladung (5-), besitzen die beiden Fragmente und das eigentliche
Dimer gleiche Masse zu Ladungsverhiltnisse, sodass in der Detachmentkammer eine aus
Monomeren und Dimeren bestehende Ionenwolke spektroskopiert wiirde. Dann entspriache
die niederenergetische Flanke dem Dimer, wihrend das zu (2) identische

Photodetachmentsignal dem monomeren nativen Protein zugeordnet werden miisste.

Wird die Ladung der nativen Form vom Pentaanion zum Nonaanion kontinuierlich erhoht,
kann ein Einbruch der ADE von 2,4 auf 0,2 eV erfasst werden. Im Gegensatz dazu entspricht
die Abnahme der ADE lediglich 1,0 eV beim Wechsel von Hepta- zu Undecaanion des
offeneren Konformerentyps B. Als Argumentation kdnnen wesentlich grofere Abstinde der
Uberschussladungen genannt werden. Um exaktere Aussagen zu treffen, sind aufwendige
Rechnungen notwendig. Es konnen aber dennoch einfache elektrostatische Abschitzungen

getroffen werden.

6.3.3 Vergleich mit theoretischen Abschdtzungen (native Form)
Werden die Ladungen des Proteins so verteilt, dass die Coulombenergie minimiert wird, also

die Abstinde der negativen Carboxylatgruppen maximal werden, kann bei gegebener
Abschirmkonstante ¢ ein Minimalwert der ADE abgeschétzt werden. Dies geschieht im
Folgenden anhand bestimmter Polyeder, dessen Ecken als Punktladungen betrachtet werden,
wobei folglich die exakte Position der Carboxylatgruppen gemill der Sequenz
unberiicksichtigt bleibt. Hierzu wurde wie folgt verfahren: Aus den experimentell bestimmten
StoBquerschnitten fand unter der Annahme einer spharischen Struktur eine Berechnung des
Radius einer Kugel statt. Dieser entspricht in guter Ndherung der Summe aus Proteinradius
und Heliumradius von 140 pm (van der Waals-Radius), womit sich die rdumliche
Ausdehnung der Gasphasenstruktur ndherungsweise abschitzen ldsst. AnschlieBend kann ein

Korper mit k Ecken (=Ladungszustand) in das Innere der Kugel gelegt werden, sodass die
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Ecken, die als Punktladung betrachtet werden, eine Position auf der Oberfliche der Kugel
definieren. Die giinstigste Struktureinheit eines Hexaanions stellt dann beispielsweise ein
Oktaeder dar. Die Betrachtung aller anderen Ladungszustinde gestaltet sich hingegen als
komplizierter. Eine trigonale Bipyramide, die geméf der hier verwendeten Betrachtungsweise
einem Pentaanion entspriache, kann nur in verzerrter Form in das Innere einer Kugel gelegt
werden, sodass andererseits asymmetrischere Geometrien durchaus bevorzugt wiren. Da nur
ungefdhre Betrdge geschitzt werden sollten, wurden zur Vereinfachung lediglich die
adiabatischen Detachmentenergien folgender Geometrien berechnet: Eine verzerrte
pentagonale Bipyramide zur Beschreibung des Pentaanions, Hexaanionen werden mithilfe
eines Oktaeders beschrieben. Eine pentagonale Bipyramide bzw. ein Wiirfel dienen zur
Berechnung der adiabatischen Detachmentenergien eines Hepa- bzw. Octaanions. Das
Nonaanion wird durch einen einfach iiberkappten Wiirfel angendhert. Die berechneten
Detachmentenergien konnen aus Tabelle 6 entnommen werden. Potentielle dielektrische
Abschirmung der Ladungen blieb unberiicksichtigt, d.h. die Abschirmkonstante ¢ betrug eins,

die ADE einer Carboxylatgruppe entsprach 4,25 eV.

Ladung Stoﬂquerschnitt/fiz ADEtheoretisch/eV ADEexperimenteII/ ev

5- 1143 2,2 2,4
6- 1163 1,7 1,7
7- 1302 0,9 0,9
8- 1399 0,3 0,4
9- 1424 -0,3 0,2

Tabelle 6: Berechnete adiabatische Detachmentenergien der nativen o—Lactalbuminanionen unter Verwendung
eines einfachen Kugelmodells, Struktur (1) des Hexaanions / Dimerdodecaanions blieb unberiicksichtigt

Offenbar ldsst sich eine gute Korrespondenz erzielen. Nur die gerechnete ADE des
Nonaanions weicht stark vom experimentellen Betrag ab. Unter Umstinden hitte eine
giinstigere Verteilung der Ladungen durch die Auswahl einer anderen Geometrie (z.B. in
Form eines verzerrten dreifach iiberkappten trigonalen Prismas) eine verminderte Diskrepanz
zur Folge.

Die hier getitigten Ndherungen, insbesondere die Missachtung der vorgegebenen Sequenz,
die die Position der Uberschussladungen exakt vordefiniert, kénnen allerdings als zu radikal
beurteilt werden. Eine Abschirmkonstante ¢ von eins, insbesondere fiir ein natives Protein gilt

zudem als unrealistisch.

Die elektronische Anregung eines Proteinmultianions findet in eine auflerordentlich grofle
Anzahl vertikaler Endzustéinde statt. Werden nur jeweils die am schwéchsten gebundenen

Elektronen der Carboxylatgruppen bedacht und zwitterionische Strukturen iibergangen,
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konnen n!/[(k!(n-k)!]*k Endzustinde einer einzigen Struktur erreicht werden, wobei n die
Anzahl an COOH-Gruppen bzw. k die Menge an Uberschussladungen erfiillt. Ein PES kann
daher approximativ als Histogramm aller Ubergiinge ausgelegt werden, wobei die Ubergiinge
mit der relativen Haufigkeit einer Struktur / Ladungsverteilung gewichtet werden sollten.
Demgemal wird jetzt ein weiteres Modell diskutiert, dass ein PES in dieser Weise beschreibt.
Zur Generierung einiger Strukturen wurde ausgehend von der Rontgenstruktur [133] eine 5 ns
lang andauernde Molekulardynamiksimulation mithilfe von AMBER 7 (ff99-Parameter) bei
einer Temperatur von T = 500 K durchgefiihrt und alle 5 ps eine Geometrie gespeichert. Nach
der Berechnung der StoBquerschnitte erfolgte eine Zuordnung von 20 Strukturen geméal der
Ubereinstimmung der StoBquerschnitte zu jedem Ladungszustand. Eine willkiirliche
Verteilung der k Ladungen auf die n COOH-Gruppen der Sequenz eines jeden experimentell
untersuchten Ladungszustands modelliert mogliche Verteilungen der Uberschussladungen.
Diese definieren die Ladungsabstinde der 20 Strukturen (jeden Ladungszustands) und dienen
zur Abschitzung der adiabatischen Detachmentenergien mithilfe von Gleichung (5.1) unter
Verwendung bestimmter Abschirmkonstanten 6. Aus einer Darstellung als Histogramm wie
in Abbildung 68 gezeigt ist, kann mittels Extrapolation der ansteigenden Flanke ein Wert
bestimmt werden, der der experimentell bestimmten ADE analog ist. Zur Vereinfachung

wurden alle Zusténde als gleich wahrscheinlich betrachtet.
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Abbildung 68: Histogramm zur Bestimmung der ADE des a-Lactalbuminnonaanions nach dem verwendeten
Modell (links) sowie die theoretisch bestimmten adiabatischen Detachmentenergien unterschiedlicher
Abschirmkonstanten o als Funktion der Ladung

Anhand dieses Modells wie in Abbildung 68 gezeigt ist, kann ein nidherungsweise linearer
Abfall der ADE bei zunehmender Ladung vorausgesagt werden. Eine zufrieden stellende
Ubereinstimmung der experimentellen und der theoretischen Werte wird verwirklicht, wenn ¢
gleich 3 - 4 gewdhlt wird. Rechnungen zur Bestimmung der Dielektrizitdtskonstanten des a-

Lactalbumins unter Anwendung eines Frohlich-Kirkwood-Dipolfluktuationsmodells ergaben
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ohne der Beriicksichtigung geladener Bereiche an der AuBenhiille im Inneren des Proteins
(und ohne dem polarisierenden Effekt des Ldsungsmittels) einen Wert von ¢ =2,1 [105].
Werden zusétzlich Ladungen und auch Zonen auBlerhalb des inneren Kerns beriicksichtigt,
muss eine Zunahme von ¢ einkalkuliert werden, insbesondere wenn die zwitterionische
Struktur des Proteins auch in der Gasphase existent bleibt. Darum konnen die mithilfe dieses
Modells erhaltenen Resultate als realistisch eingereiht werden, wenn auch nur wenige
mogliche Ladungsverteilungen postuliert und diese als gleich wahrscheinlich eingestuft
wurden. Unberiicksichtigt blieb ferner, dass nicht alle Elektronen mit gleicher
Wahrscheinlichkeit abgelost werden, weil beispielsweise die RCB einen solchen Prozess
stirker gebundener Elektronen verhindert. Andererseits wurde in die Betrachtung
miteinbezogen, dass gemdll der Sequenz (also der Anwesenheit von Glutamin- und
Asparaginsdure bzw. deren endstandiger COOH-Gruppen) nur bestimmte Zonen aufgeladen
werden konnen. Dies ldsst sich daher als ein Argument betrachten, weshalb nach diesen
theoretischen Abschédtzungen (im Vergleich zum bereits besprochenen Polyedermodell), eine
dielektrische Abschirmung in einem fiir ein Protein sinnvollen Bereich gewihlt werden muss,

damit experimentelle und die mit diesem Modell erzielten Daten konsistent werden.

6.3.4 Vergleich mit verwandten Strukturen
Informationen, in welchem Ausmall die PES des o-Lactalbumins aus dessen Sequenz

resultierender Ladungsverteilung beeinflusst werden, ldsst sich dem strukturell verwandten
Lysozym entnehmen. Die native Form besitzt eine fast identische Struktur, die Anzahl an
COOH-Einheiten betrdgt hingegen lediglich zehn. Die Sequenz des hier verwendeten
Hiithnerlysozyms ist in Anhang D gezeigt [134], die PES der nativen Form als Penta- bzw.
Hexaanion sind in Abbildung 69 dargestellt.

14 = Lysozym
= o - Lactalbumin

N

1213 nm

Photoelektronen / willk. Einh.
(6]

Bindungsenergie / eV

Abbildung 69: PES zweier Ladungszustdnde der nativen Konformationen des Lysozyms und o-Lactalbumins
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Die Spektren bei 213 nm konnen anndhernd zur Deckung gebracht werden, nur die PES der
Hexaanionen bei 266 nm zeigen minimale Differenzen. Als denkbare Ursache kann eine
minimal erhohte RCB des Lysozyms® postuliert werden, die die Bande bei 2,0 eV im Bereich
der RCB-Schwelle weniger intensiv erscheinen ldsst, wihrend die Ablosewahrscheinlichkeit
im schwicher gebundenen Bereich kaum beeinflusst wird. Daher werden die schwécher
gebundenen Elektronen, relativ zu den energetisch tieferen Zustinden, intensiver erscheinen.

Die Anzahl an moglichen Ladungsverteilungen eines Penta- bzw. Hexaanions wéchst bei der
Anwesenheit von 10 bzw. 21 aziden COOH-Gruppen um einen Faktor von ungefdhr 44 bzw.
117 (wenn zwitterionische Strukturen nicht einbezogen werden). Da andererseits die PES der
beiden Proteine kaum Unterschiede aufweisen, kann nur als Fazit gezogen werden, dass
entweder die dominanten Ionen kaum unterschiedliche Ladungsverteilungen beinhalten oder
im Allgemeinen i#hnliche mittlere Abstinde der Uberschussladungen bestehen. (Eine
Aussage, inwiefern zwitterionische Strukturen involviert sind, kann natiirlich nicht getroffen

werden.)

6.3.5 Strukturvorschldge des teilweise denaturieren Typs
Ahnliche elektrostatische Abschitzungen konnten auch zum generellen Verstindnis der o-

Lactalbuminkonformerenfamilie B beitragen. Ein gravierendes Problem stellen allerdings die
gewaltigen strukturellen Unsicherheiten dar, weshalb im Folgenden lediglich einige

Strukturvorschlige gezeigt sind. Zum Vergleich ist die Réntgenstruktur [133] dargestellt.

Q=1317 A2 Q =1603 A2 Q=1788 A2 Q =1894 A2 Q =2102 A2
Rontgenstruktrur

Abbildung 70: Potentielle Gasphasenstrukturen der Konformerenfamilie B des a-Lactalbumins. Alle Strukturen
wurden willkiirlich ausgewdhlt, sind demnach nicht reprdsentativ fiir bestimmte Ladungszustdinde.

Diese Strukturen (Abbildung 70) verwirklichen schon strukturelle Merkmale von partiell
denaturierten Proteinen, deren Entfaltungsprozess zwar bereits begonnen hat, aber
gegebenenfalls infolge der Prasenz von Disulfidbriicken nicht vollendet werden kann, sodass
lineare Konformationen nicht realisiert werden. Ein Vergleich komplementérer
Lysozymkonformationen konnte auch hier von essentieller Bedeutung sein. Insbesondere das
Decaanion kann hinsichtlich der Anzahl an COOH-Gruppen lediglich eine einzige
Ladungsverteilung erfiillen, wéhrend das o-Lactalbumin 352716 mogliche Permutationen

besiBe. Der gerade noch maximal nachweisbare Ladungszustand betrug jedoch 6.
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6.4 Denaturiertes (reduziertes) a-Lactalbumin
Ergénzend erfolgt nun die Betrachtung des voranschreitenden Entfaltungsprozesses des a-

Lactalbumins. Hierzu ist allerdings das Aufbrechen der vier Disulfidbriickenbindungen von
Noten, die diesem Prozess entgegenwirken. Um diese zu ldsen, wurde eine wéissrige
Proteinlosung mit DTT (= Dithiothreitol) versetzt und fiir 30 Minuten auf 60 °C erhitzt. Da
die Reproduzierbarkeit der Massenspektren nicht den Anforderungen entsprach, erfolgte die

Reduktion in verdiinnter NaOH-Ldsung.

6.4.1 Ankunftszeiten und Stofdiquerschnitte des denaturierten a-Lactalbumins
Die Ankunftszeitverteilungen sowie die StoBquerschnitte als Funktion der Ladung des

reduzierten a-Lactalbumins (=Konformer C) sind in Abbildung 71 dargestellt.
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Abbildung 71: Ankunfiszeiten (links) und Stofiquerschnitte als Funktion des Ladungszustands sowie
Strukturvorschlige des entfalteten reduzierten a—Lactalbumins (= Konformer C), die nicht reprdsentativ fiir
bestimmte Ladungszustinde sind. Zum Vergleich sind zusdtzlich die Stofsquerschnitte der nativen Form
(Konformer A) und der teilweise entfalteten Form (Konformer B) gezeigt.

Ladungszustand 8 besitzt im Wesentlichen eine dominante Konformation, beinhaltet jedoch
zusidtzlich eine bei kiirzeren Zeiten auftretende weniger intensive iberlagerte Struktur.
Ebenfalls mindestens zwei Konformationen lassen sich beim Betrachten der beiden
Ladungszustinde 9 und 10 beobachten. Eine zeitliche Separation ist unmdglich, weshalb die
Aufzeichnung nur eines PES jeden Ladungszustands des reduzierten a-Lactalbumins erfolgte.

Hierbei wurde der Laserpuls zeitlich so eingestellt, dass die spektroskopische Untersuchung
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bei maximaler Ionenintensitit stattfand, jedes PES daher nur ein Ausschnitt der am
Peakmaximum beteiligten Konformationen reprédsentiert. Alle weiteren Verteilungen der
Ladungszustdnde 11 - 18 erfiillen im Allgemeinen eine einzige Konformerenfamilie. Die
experimentellen Stoquerschnitte, die in Luft bestimmt und gemaB der Ausgleichsgeraden in
Anhang B in Heliumquerschnitte umgerechnet wurden, gleichen einer linearen Zunahme als
Funktion der Ladung. Allgemeine Strukturvorschldge bzw. deren zugehorige StoBquerschnitte
konnen Abbildung 71 entnommen werden. Der Ladungszustand 18 stimmt mit einer bereits
beinahe linearen Struktur {iberein. Ladungszustinde, die in beiden Formen des ao-
Lactalbumins (reduziert bzw. mit intakten Disulfidbriicken) auftreten, unterscheiden sich
hinsichtlich der StoBquerschnitte grundsitzlich voneinander. Die Querschnitte der

Konformerenfamilie B und C der Ladungszustinde 8 - 11 differieren um ungefihr 400 A”.

6.4.2 Photoelektronenspektren des denaturierten a-Lactalbumins
In Abbildung 72 sind die PES (266 nm) des denaturierten a-Lactalbumins gezeigt.
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Abbildung 72: PES (266 nm) des reduzierten o—Lactalbumins, die adiabatischen Detachmentenergien wurden
auf zwei verschiedene Arten bestimmt (siehe Text) und die ermittelten Werte jeweils als Pfeil markiert.

Jeder Ladungszustand reprisentiert im Allgemeinen breite Banden. Wieder kann eine

Verschiebung der Banden zu geringeren Bindungsenergien mit zunehmender Ladung erfasst
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werden, die zudem verbreitert erscheinen und bei grolen Ladungszustdnden (17 - 18) bereits
im negativen Bereich des PES beginnen. Die Verminderung der ADE mit zunehmender
Ladung bzw. die Erhoéhung der RCB lassen sich auf dieselbe Grundlage zuriickfiihren,
nidmlich die repulsive Coulombenergie der Uberschussladungen. Wird der Ladungszustand
eines Molekiils erhoht, sollte folglich die RCB sowie die ADE um einen dhnlichen Betrag
wachsen bzw. fallen. Gerade die groen Ladungszustdnde lassen sich in guter Ndherung als
Helices beschreiben, die grofe Ganghdhen besitzen. In einer helikalen Anordnung kann
angenommen werden, dass der Austritt des Elektrons angesichts der repulsiven
Wechselwirkung senkrecht zur Hauptachse vonstattengeht. Dann entspricht die potentielle
Energie des abgelosten Elektrons an dessen Position genau dem die ADE reduzierenden Term
aus Gleichung (5.1) und kann ndherungsweise als RCB charakterisiert werden. Demzufolge
sollte das Hinzufligen von Elektronen lediglich die im PES beobachteten Banden um einen
bestimmten Betrag in Richtung kleinerer Bindungsenergien verschieben, was die geringeren
Ladungszustinde (8-12) ausreichend erfiillen. Eine solche ,,Symmetrie” kann fiir grof3e
Ladungszustinde (13 -18) nicht beobachtet werden. Es werden vermehrt schwicher
gebundene FElektronen abgelost, dessen Haiufigkeit mit zunehmendem Ladungszustand
wichst. Eine mogliche Erklarung bestlinde in einer erhdhten Flexibilitdt des bereits partiell zu
einer linearen Kette gedffneten Systems und einer dadurch verbundenen Gegenwart
voriibergehender Konformationen, die beziiglich der Coulombenergie energetisch weniger
giinstig wiren und folglich eine geringere ADE besidBBen. Ansonsten werden wihrend des
Entfaltungsprozesses eines Proteins die stabilisierenden intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindungen nach und nach geldst. Dies hat eine Abnahme der ADE einer
Carboxylatgruppe auf den Grenzwert des Acetations von schitzungsweise 4,25 auf 3,25 eV
zur Folge. Generell werden dann mit zunehmender Ladung mehr und mehr solcher
Carboxylatgruppen erzeugt. Deshalb kann dieser voranschreitende Prozess als denkbare
Interpretation betrachtet werden, weshalb bei steigender Ladung niederenergetische Banden
auftreten, deren Intensitdt kontinuierlich wichst. Infolgedessen fand eine Bestimmung der
adiabatischen Detachmentenergien durch zwei verschiedene Methoden statt: Mittels einer
Bestimmung der Energie der am schwichsten gebundenen Elektronen (= BE (2) Abbildung
72) sowie durch Extrapolation der im PES dominanten Bande (= BE (1) Abbildung 72).
Bestimmungsmethode (1) konnte aufgrund der Form der Spektren nur bis zu einem
Ladungszustand von 16 durchgefiihrt werden. Auflerdem wurde die RCB geschitzt. Zwar
sollte diese eine ortsabhingige Funktion beschreiben, aus der Bindungsenergie der in einem

PES bei bestimmter Wellenldnge am stiarksten gebunden Elektronen kann jedoch zumindest
104



Denaturiertes (reduziertes) a-Lactalbumin

ein Minimalwert erfasst werden. Zur Beriicksichtigung von Tunnelemission wurde als
Kriterium der Wendepunkt (demnach immer dasselbe Merkmal, da generell nur der Verlauf
als Funktion der Ladung von zentraler Bedeutung ist) der absteigenden Flanke definiert (roter
Pfeil in Abbildung 72). Diese Betrige sowie die experimentell bestimmten
Detachmentenergien sind in Tabelle 7 vereinigt. Hierbei wurde im Allgemeinen die Existenz
von hot bands vernachldssigt, obwohl (bei solch ausgedehnten Systemen) auch bei
Raumtemperatur bereits Schwingungszustinde populiert sind. Zwar lielen sich die existenten
niederenergetischen Banden auch mithilfe derer Gegenwart begriinden, jedoch kann kein
plausibles Argument genannt werden, weshalb diese dann nur bei grofleren Ladungszustéinden
in Erscheinung treten. Da die Diskrepanz der beiden adiabatischen Detachmentenergien aller
Wabhrscheinlichkeit nach (wie beschrieben wurde) auf verminderte innere Solvatisierung der
Carboxylatgruppen zuriickfiihrbar ist, werden im Folgenden zum besseren Vergleich nur die

BE (1) diskutiert, wenn die BE (2) auch aus Griinden der Vollstindigkeit immer mit angefiihrt

werden.
Ladung BE(1)/eV BE(2)/eV  RCB/eV
8- 2,0 1,8 1,8
9- 1,9 1,7 1,9
10- 1,8 1,5 2,0
11- 1,9 1,4 2,1
12- 1,5 1 2,2
13- 1,2 0,5 2,2
14- 1,1 0,4 2,3
15- 1,0 0,2 2,5
16- 0,9 0 2,7
17- - 0,2 2,8
18- - -0,5 2,8

Tabelle 7: Bestimmte adiabatische Detachmentenergien und repulsive Coulombbarrieren der reduzierten o-
Lactalbuminanionen

Im Wesentlichen hat die Zunahme des Ladungszustands von 8§ auf 16 eine Zunahme der RCB
um etwa 0,9 eV zur Folge. Je nachdem welche der beiden Methoden zur Bestimmung der BE
herangezogen wird, kann eine Abnahme der BE um 1,1 (1) bzw. 1,8 eV (2) abgeleitet werden.
Wird die Existenz partiell nicht solvatisierter Carboxylatgruppen groferer Ladungszustinde
postuliert, kénnen nur die ladungsabhingigen Anderungen von BE (1) bzw. RCB als
Merkmal zunehmender Coulombwechselwirkung interpretiert werden. Aus dieser geringen
Zu- bzw. Abnahme lésst sich schlieen, dass bereits gedffnete Strukturen vorhanden sind

(was bereits aus den experimentell bestimmten Stoquerschnitten bekannt ist).
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Auch hier konnte eine Auftragung der experimentell bestimmten ADE (bzw. BE im Falle des
denaturierten Proteins) als Funktion des Stofquerschnitts von Bedeutung sein, da hiermit
direkt zum einen die Abhidngigkeit der ADE von einer strukturabhdngigen GroBe direkt
dargestellt und zum anderen strukturelle Anderungen erfasst werden konnen. Eine solche

Auftragung ist in Abbildung 73 gezeigt.
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Abbildung 73: ADE als Funktion des Stofiquerschnitts, beide Bestimmungsmethoden der ADE des reduzierten
a-Lactalbumins (Konformer C) wurden beriicksichtigt

Die native Konformation (A) kann eine Erhohung des Ladungszustands infolge geringerer
Abstinde der Uberschussladungen am wenigsten kompensieren, die Abnahme der ADE
verlduft daher hier am kréftigsten (sieche Abbildung 73). Hingegen kann bei der Betrachtung
der Konformerenfamilie C nach Bestimmungsmethode (1) nur ein schwacher Abfall der
Detachmentenergie beobachtet werden. Der Anstieg der BE (1) von Deca- zu Undecaanion
lasst sich voraussichtlich als statistische Abweichung interpretieren. Der Verlauf der ADE des

Konformerentyps B geniigt einer Abnahme, die zwischen den beiden Extremfillen agiert.

Das bereits mehrfach erwihnte Auflosen der intramolekularen Bindungen wihrend des
Entfaltungsprozesses flihrt zu einer Abnahme der inneren Solvatisierung der auf den
Carboxylaten lokalisierten Uberschussladungen. AuBerdem vergroBern sich die mittleren
Abstidnde der polaren Reste, und es findet ein Wechsel von sphédrischer zu helikaler oder
linearer Konformation statt. Dies konnte eine allgemeine Abnahme der dielektrischen
Abschirmkonstante ¢ zur Folge haben, was einer Zunahme der ADE eines gleichen
Ladungszustands wihrend des Entfaltungsprozesses entgegenwirkt. Aus einer Betrachtung
der adiabatischen Detachmentenergien gleicher Ladungszustinde unterschiedlicher
Konformationen konnten daher wertvolle Indizien erworben werden. Lediglich die
Ladungszustdnde 8 und 9 beinhalten alle drei Typen an Konformationen. Die Zunahme der

ADE/BE(1) beim Wechsel von Typ A zu B betrigt in beiden Fillen (8-, 9-) 0,7 eV, der
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Wechsel von B zu C 0,9 (8-) bzw. 1,0 eV (9-). Die Tatsache, dass sich die mittleren Abstinde
der Uberschussladungen bei dem hier beobachteten Entfaltungsprozess vergroBern, scheint
gegeniiber einer potentiellen Abnahme der Abschirmkonstante zu tiberwiegen, zumindest im

Falle von Ladungszustinden, die mehrere Konformerentypen einschlieen.

Wird allerdings die Familie C betrachtet, so féllt auf, dass nach den beiden
Bestimmungsmethoden der ADE die Diskrepanz der beiden Betrdge linear mit steigender
Ladung wichst. Die Differenz des Ladungszustands 16 betrdgt 0,9 eV und erfiillt damit
anndhernd die Differenz isolierter und solvatisierter Carboxylatgruppen von 1,0 eV oder

mehr.

6.4.3 Vergleich mit elektrostatischen Abschdtzungen anhand einer Helix
Wihrend die native Form des a-Lactalbumins ndherungsweise einer Kugel gleicht, kénnen

qualitative elektrostatische Abschitzungen zur Beschreibung des Typs C anhand einer o-
Helix geschehen, deren mittlere Ganghohe mit zunehmender Ladung wichst, sodass
irgendwann eine lineare Kette vorliegt. Eine typische a-Helix besitzt eine Ganghéhe h von
5,4 A, wobei eine Windung genau 3,6 Aminosiuren umfasst. Der Durchmesser der reinen
Helix betrigt in etwa 5 A, wird durch die nach auBen abstehenden Reste jedoch enorm
vergrofert. Jedenfalls korrespondiert der Querschnitt entlang der Hauptachse einer Helix in
guter Naherung mit dem Querschnitt eines Zylinders. Der Sto3querschnitt  ergibt sich zwar
aus einem Mittelwert verschiedener Projektionen, kann jedoch trotzdem ndherungsweise in
Korrelation mit dem Langsquerschnitt eines Zylinders entlang dessen Hauptachse mit der
Liange d gebracht werden:

Q=n-h-d-const (6.2)
n ist die Anzahl an Windungen. Die Konstante (const) entspricht einem Umrechnungsfaktor,
der spiter genauer definiert wird. Die Léange | einer Windung des Proteinriickgrates bleibt

wihrend des Entfaltungsprozesses konstant und ldsst sich berechnen als:
1=+h*+n*d’ (6.3)

Umformen nach h, Einsetzen in Gleichung (6.2) und Aufldsen nach d ergibt:

2
d= llzi\/ll“—[ Qn } (6.4)
2 2 n-const

Nach dieser Gleichung kann nach Kalibrierung bzw. der Bestimmung der Konstanten, die den

Langsquerschnitt eines Zylinders in dessen Sto3querschnitt umrechnet, jedem Messwert Q die

Ganghohe h bzw. der zugehorige Durchmesser d zugeordnet werden.
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Das Wachstum einer Helix (das Hinzufligen einer weiteren Windung) ldsst sich als lineares
System eingliedern, d.h. die Korrelation zwischen Stofquerschnitt Q@ und der Anzahl an
Windungen n verlduft linear. Aus diesem Grund kann der StoBquerschnitt einer perfekten
Helix aus der Anzahl an Windungen direkt berechnet werden und zur Ermittlung des
Umrechnungsfaktors aus Gleichung (6.4) herangezogen werden. Die hierzu erforderlichen
Helices wurden auf folgende Art verschafft: Das aus 74 % an a-Helices unterschiedlicher
Anzahl an Windungen aufgebaute Protein Myoglobin (Rontgenstruktur 2FRF.pdb [135])
wurde in seine einzelnen Helices aufgetrennt, der Stolquerschnitt jeder Helix berechnet und

als Funktion der Anzahl an Windungen aufgetragen (Abbildung 74).
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Abbildung 74: Verwendete Helices zur Kalibrierung (links), Stofquerschnitt einer o-Helix als Funktion der
Anzahl an Windungen (rechts)

Unter der Annahme, dass der Austausch von Aminosduren (und damit den nach auflen
abstehenden Resten der Helix) den Stoquerschnitt nur geringfiigig beeinflusst, ldsst sich aus
dieser Auftragung eine lineare Funktion extrapolieren. Mithilfe der so erzeugten
Geradengleichung kann aus der Anzahl an Windungen n, die sich aus jeweils 3,6

Aminosduren zusammensetzen, der Stolquerschnitt einer Helix direkt errechnet werden.

a-Lactalbumin ist ein aus insgesamt 123 Aminosduren aufgebautes Protein. Wird die
reduzierte Variante als Helix betrachtet, sollte das Protein aus 34,17 einzelnen Windungen
bestehen. Daraus resultiert unter Verwendung der extrapolierten Beziehung ein
StoBquerschnitt von 2548 A? (und erfullt ungefdhr den Querschnitt des Dodecaanions). Der
Querschnitt der Helix entlang deren Hauptachse betrigt (Q=ndh) 923 A*. Wird vorausgesetzt,
dass das Verhiltnis von Zylinderquerschnitt der Helix und dem Gesamtmolekiils wihrend
dem Entfaltungsprozess in etwa konstant bleibt, dann kann die Linge der Helix eines jeden
StoBquerschnitts und generell eines jeden experimentell beobachteten Ladungszustands

ndherungsweise abgeschitzt werden. Die in Gleichung (6.4) erforderliche Konstante ldsst sich
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direkt aus dem Verhiltnis des StoBquerschnitts der perfekten Helix (aus der Extrapolation)
und deren Langsquerschnitt (ohne Beriicksichtigung der Reste) errechnen, sodass dieser Wert

2,76 betrigt. Die so berechneten Daten aller Ladungszustdande sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Ladung Stofiquerschnitt /A> Ganghéhe / A Durchmesser /A Gesamthéhe /A  Liinge / A

8- 1992 4,1 5,1 140,9 567,2
9- 2147 4,5 5,1 152,8 567,2
10- 2286 4,8 5,1 163,6 567,2
11- 2379 5,0 5,0 171,0 567,2
12- 2502 5,3 5,0 181,0 567,2
13- 2626 5,6 5,0 191,1 567,2
14- 2766 5,9 4,9 203,0 567,2
15- 2895 6,3 4,9 214,3 567,2
16- 3001 6,6 4,9 223,8 567,2
17- 3128 6,9 4,8 235,6 567,2
18- 3231 7,2 4,8 245,7 567,2

Tabelle 8: Berechnete Ganghohen, Durchmesser sowie Gesamthohen der Helices jeden Ladungszustands

Fiir eine vorgegebene Verteilung der Uberschussladungen, die iiblicherweise an senkrecht zur
Hauptachse der Helix abstehenden Seitenketten (der Asparagin- und Glutaminsiure)
lokalisiert sind, konnen die Detachmentenergien aller Ladungszustinde unter Anwendung der
Gleichung (5.1) direkt abgeschétzt werden. Wird die Sequenz des Proteins, also die exakte
Position der Glutamin- und Asparaginsidure vernachldssigt, bestiinde eine energetisch giinstige
Verteilung der Uberschussladungen in einer entlang der Hauptachse abwechselnden
gegeniiberliegenden  Anordnung in gleichen Abstinden. Die Entfernung der
Uberschussladungen von der Zentralachse der Helix wurde mit 5 A einkalkuliert, diese besitzt
aber infolge der grofen Distanzen innerhalb der Helix ohnehin kaum einen Einfluss. Die
mithilfe von Gleichung (5.1) (ADE =4,25 eV, ¢ = 1) gerechneten minimalen adiabatischen
Detachmentenergien und die experimentell bestimmten repulsiven Coulombbarrieren sowie
die adiabatischen Detachmentenergien sind in Abbildung 75 als Funktion der Ladung

dargestellt.
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Abbildung 75: Abgeschditzte adiabatische Detachmentenergien der Helices als Funktion der Ladung sowie
experimentell bestimmte repulsive Coulombbarrieren und adiabatische Detachmentenergien

Offensichtlich kann wunter FEinsatz dieses Modells eine lineare Abnahme der
Detachmentenergien mit zunehmendem Ladungsstand veranschlagt werden. Verglichen mit
dem Verlauf der experimentell bestimmten BE (1) bzw. RCB verlduft die Kurve jedoch
wesentlich steiler. Aus dem Verhéltnis der Steigungen der linearen Anpassung von BE (1)
und den theoretisch abgeschitzten Betridgen ldsst sich die Abschirmkonstante o direkt zu etwa
1,9 bestimmen. Wird beriicksichtigt, dass diese Betrachtung einen unrealistischen Extremfall
darstellt, konnten die Betrige der Abschirmkonstanten ¢ von dem hier ermittelten stark
differieren. Zum einen verbietet die Sequenz des Proteins eine derartig symmetrische
Verteilung der Uberschussladungen und zum anderen besiBe z.B. eine Konformation, die eine
innere Wendung (Turn) der Helix um 180° enthélt, einen vergleichbaren StoBquerschnitt,
allerdings stark verminderte Abstinde der Uberschussladungen. Die Folge wire eine
geringere adiabatische Detachmentenergie. Eine Anpassung an das Experiment sollte eine

groflere Abschirmkonstante o liefern.

In die Uberlegungen / Rechnungen nicht miteinbezogen wurde die allgemeine Tatsache, dass
lediglich 40 % des nativen Proteins aus a-Helices aufgebaut ist. Ahnliche StoBquerschnitte
konnten auch realisiert werden, wenn die einzelnen Helices der Sequenz iiber lineare langere
Bereiche verbriickt wéren, die beispielsweise aus einem denaturierten f-Faltblatt zustande
kommen, gleichzeitig die Helices aber in kompakterer Weise (kleinere Ganghdhe als der
berechneten) in Erscheinung treten. Demnach konnten gar lingere Konformationen gebildet
werden, die aufgrund vergréBerter Ladungsabstinde geringere Detachmentenergien besidflen,

sodass folglich die Abschirmkonstante ¢ als kleiner bewertet werden miisste. Daher wére ein

110



Myoglobin

Vergleich mit einem &hnlichen denaturierten Protein angemessen, das {iber einen groferen
Anteil an o-Helices in dessen nativer Erscheinungsform verfiigt, wie beispielsweise das
Myoglobin (Anteil an a-Helices: 74 %), dessen Spektren im nichsten Abschnitt behandelt

werden.

6.5 Myoglobin

6.5.1 Ankunftszeiten und Photoelektronenspektren von Myoglobin

Zum Einsatz kam ein aus Pferdeherzen extrahiertes Myoglobin. Es fand ausschlielich eine
Untersuchung der beim Elektrosprithen vorzugsweise gebildeten Variante statt, die keine
Héamgruppe beinhaltet. Insgesamt 22 Carboxylatgruppen konnen deprotoniert werden, die
Sequenz ist in Anhang D gezeigt. Eine variierende Konzentration an Kaliumhydroxyd der
verwendeten 0,1 mM Losung (Methanol/Wasser 4:1) ermoglichte die Bildung denaturierter
Ionen vieler Ladungszustinde von 10 - 21. Deren Ankunftszeiten sowie die PES (266 nm)

sind in Abbildung 76 gezeigt.
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Abbildung 76: Ankunftszeiten (links) und PES (266 nm, rechts) der Myoglobinanionen. Die adiabatischen
Detachmentenergien wurden auf zwei verschiedene Arten bestimmt (schwarzer Pfeil: BE (2), blauer Pfeil: BE
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(1)), auflerdem wurden die repulsiven Coulombbarrieren abgeschditzt (roter Pfeil).

Zum Teil

Konformationen, die zeitlich voneinander getrennt werden konnen, bestehen bei keinem
untersuchten Ladungszustand. Die PES zeigen breite, stiickweise recht asymmetrische
Banden. Die in Kapitel 6.4 auf verminderte innere Solvatisierung zuriickgefiihrten
niederenergetischen Banden gewinnen auch hier bei groBeren Ladungszustinden an
Bedeutung. Deshalb fand auch hier die Bestimmung der adiabatischen Detachmentenergien
auf zwei verschiedene Arten statt, aus einer Extrapolation der das PES beherrschenden Bande
sowie aus einer Bestimmung der Bindungsenergie der am schwichsten gebundenen

Elektronen. Auflerdem fand eine Abschitzung des Minimalwerts der RCB statt (roter Pfeil).
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Myoglobin

Diese Betrige sowie die experimentell ermittelten StoBquerschnitte, (die in Luft bestimmt und
unter Zuhilfenahme der Ausgleichsgeraden in Anhang B in Heliumquerschnitte umgerechnet

wurden) sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Ladung Stofiquerschnitt /A> BE(1)/eV BE(2)/eV RCB/ eV

-10 2528 1,8 1,6 1,8
-11 2687 1,7 1,5 1,9
-12 2814 1,6 1,3 1,9
-13 2912 1,4 1,4 2,1
-14 3053 1,4 1,3 2,2
-15 3135 1,3 1,2 2,3
-16 3233 11 1,0 2,3
-17 3348 1,0 0,7 2,3
-18 3453 0,9 0,2 2,4
-19 3540 0,7 0,0 2,5
-20 3671 0,6 -0,1 2,7
-21 3810 0,5 -0,3 2,9

Tabelle 9: Experimentell bestimmte Stofiquerschnitte, adiabatische Detachmentenergien und repulsive
Coulombbarrieren der Myoglobinanionen

Alle experimentell bestimmten StoBquerschnitte entsprechen bereits teilweise gestreckten
Strukturen. Der Entfaltungsprozess schreitet mit zunehmender Ladung weiter voran (was sich
in einer Zunahme des StoBquerschnitts bemerkbar macht). Die mithilfe zwei verschiedener
Methoden ermittelten Detachmentenergien [BE (1) und BE (2)] weichen bei kleineren
Ladungszustdnden kaum voneinander ab. GroBere Ladungszustinde zeigen allerdings einen
ausgepragten Kontrast, was unter Umstdnden dem bereits diskutierten Abbau der inneren
Solvatisierung einiger am Detachmentprozess beteiligter Carboxylatgruppen gerecht wird. BE
(1) sowie der Minimalbetrag der RCB fallen bzw. steigen in &hnlichem Umfang. Die
experimentell bestimmten StoBquerschnitte erlauben abermals eine Betrachtung als Helix, die
sich mit zunehmender Ladung einer linearen Kette ndhert und nachfolgend ausfiihrlicher

erlautert wird.

6.5.2 Vergleich mit elektrostatischen Abschdtzungen anhand einer Helix
Das aus 153 Aminosduren aufgebaute Protein Myoglobin wiirde als Helix betrachtet 42,5

Windungen involvieren. Die berechneten Daten der Helices aller Ladungszustinde kdnnen
dem Anhang E entnommen werden. Der zur Berechnung nach Gleichung (5.1) notwendige
Betrag der ADE einer Carboxylatgruppe betrug 4,25 eV, die Abschirmkonstante ¢ wurde
gleich eins gesetzt. Eine zu Kapitel 6.4.3 postulierte analoge Ladungsverteilung aus einer
abwechselnd gegeniiberliegenden Anordnung bei zugleich maximalen Abstinden der
Uberschussladungen entlang der Hauptachse fungierte zur Berechnung der adiabatischen

Detachmentenergien. Diese Werte sind gemeinsam mit den experimentellen
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Detachmentenergien und repulsiven Coulombbarrieren als Funktion der Ladung in Abbildung

77 vereinigt.

ADE

theoretisch
BE (1)
BE (2)
RCB
44 —y=012¢x+297
——y=0,18x + 3,57
{ ——y=-0,09x +0,89
——y =0,25x + 3,76
2 T v T T T ¥ T ¥ T T T

-10 -12 -14 -16 -18 -20 -22

Ladung

ADE, RCB / eV

> O e m

Abbildung 77: Abgeschiitzte adiabatische Detachmentenergien der Helices als Funktion der Ladung sowie
experimentell bestimmte repulsive Coulombbarrieren und adiabatische Detachmentenergien

Wieder ldsst sich beobachten, dass der geschitzte Einbruch der Detachmentenergien mit
zunehmender Ladung steiler verlduft als der Abfall oder die Zunahme der BE (1) und RCB.
Aus den Verhiltnissen der Steigungen von BE (1) und ADEgeowetisch 1dsst sich die
Abschirmkonstante ¢ zu 2,1 bestimmen (und fillt damit im Vergleich zu dem denaturierten o-
Lactalbumin nur minimal gréfer aus). Demzufolge konnen keine charakteristischen
Unterschiede der beiden (denaturierten) Proteine erfasst werden, obwohl der Anteil an o-
Helices beider Proteine stark differiert. Zwar bestehen beziiglich der Grofe der Systeme
extreme strukturelle Unsicherheiten, vereinfacht konnen die bereits gedffneten lonen offenbar
trotzdem (ndherungsweise) als Helices mit Abschirmkonstanten von etwa 2 beschrieben
werden. Diese Betrdge sind vereinbar mit theoretisch berechneten Dielektrizitdtskonstanten
im Inneren eines Proteins [101-105]. Da die Beschreibung als Helix bei absolut
symmetrischer Anordnung der Uberschussladungen nur einen theoretischen Grenzfall
darstellt, konnen die ermittelten Abschirmkonstanten aller Wahrscheinlichkeit nach als

Minimalwert betrachtet werden.

6.6 Insulin
Nachdem nun die strukturellen und dielektrischen Eigenschaften einzelner Proteine in der

Gasphase charakterisiert wurden, geschieht nun als finale Betrachtung eine Analyse ganzer
Aggregate. Sog. Fibrillen des Insulins wurden bereits hiufiger in saurer Losung und / oder
erhohter Temperatur von etwa 60° C dokumentiert. Diese lineare Aggregatbildung findet
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unter der Ausbildung intermolekularer B-Faltblattstrukturen statt. [136,137,138,139,140].
Mithilfe von Ionenmobilitdtsmessungen konnten solche Strukturen kleinerer Peptide bereits in
die Gasphase iiberfiihrt und anhand der einzelnen Ubereinstimmungen (der StoBquerschnitte)
mit verglichenen theoretischen Strukturen Mechanismen in Bezug auf deren Bildungskinetik
postuliert werden [141,142,143,144]. Messungen von PES mit der hier verwendeten Anlage
bediirfen dennoch mehrfach geladener Anionen, die aus saurer Losung kaum zugénglich sind,
in der die Fibrillenbildung tiblicherweise beobachtet wird. Die Anwesenheit von Dimeren und

hoheren Aggregaten kann hingegen auch in basischer Losung nicht ausgeschlossen werden
[145,146].

Insulin besteht aus zwei verschiedenen Peptidketten (1) und (2), die {ber zwei
Disulfidbriicken miteinander vereinigt sind. Die Sequenz des hier verwendeten
Schweineinsulins ist in Anhang D gezeigt. Auf beiden Peptidketten sitzen jeweils 3 COOH-
Gruppen. Gespriiht wurde eine 0,2 mM Mischung aus Ammoniaklosung (5 %) und Methanol
im Verhéltnis 1:4. Ein (Orbitrap)-Massenspektrum ist in Abbildung 78 gezeigt.

T
[M-4H]"

[M-3H] + [2M-6H]*

T
'ﬁ [2M-5H]"
[M-2HT?

A
T T ) T T T T T

1000 1500 2000 2500 3000 3500
Masse / Ladung

.

Abbildung 78: Massenspektrum des Insulins

Neben Monomeren der Ladungszustinde 2, 3 und 4 kann auch ein Dimerpentaanion
beobachtet werden. Die Analyse der Isotopenverteilung des Monomertrianions ldsst au3erdem
auf ein zusitzliches Dimerhexaanion schlieBen. Im Bereich von m/z = 2460 erscheinen
Hinweise hinsichtlich einer Prdsenz von Trimerheptaanionen. Das Signal zu Rausch

Verhiltnis ldsst jedoch keine eindeutige Aussage zu.

6.6.1 Ankunftszeiten und Stofiquerschnitte der Insulinanionen
Obwohl anhand des Orbitrap-MS keine hoheren Aggregate nachgewiesen werden konnten,

wurden trotzdem unter besonders schonenden Injektionsbedingungen  (kleine

Injektionsenergie, siche 4.3) Oligomere an der genutzten IMS-PES-Anlage beobachtet. Alle
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bestimmten LuftstoBquerschnitte lieBen sich mithilfe der Ausgleichsgeraden aus Anhang B in
Heliumquerschnitte umrechnen. Zwei ausgewdhlte Ankunftszeitverteilungen
massenselektierter lonenpakete (m/z = 1911 und 2867) sind in Abbildung 79 bei jeweils zwei

unterschiedlichen Injektionsenergien dargestellt.

Injektionsenergie
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Abbildung 79: Ankunfiszeiten der Insulinanionen bei Masse zu Ladungsverhdltnissen von 1911 und 2867 bei
Jeweils zwei unterschiedlichen Injektionsenergien

Die Konformation bei groBeren Ankunftszeiten (m/z=1911), die unter beiden
Injektionsbedingungen erscheint, besitzt einen StoBquerschnitt von 695 A? und weicht damit
minimal von dem Querschnitt der Réntgenstruktur eines Monomers von 740 A* (1TRZ.pdb
[147]) ab. Unter milden Injektionsbedingungen zeigt die Ankunftszeitverteilung ein Signal
bei kleineren Zeiten. Der StoBquerschnitt im Falle eines Monomers betriige 550 A” und wiirde
demzufolge einer um 20 % kompakteren Struktur entsprechen, sodass ein Monomer quasi
ausgeschlossen werden kann. Ein Dimer mit gleichem m/z wiirde im elektrischen Feld die
doppelte Beschleunigung erfahren. Da der StoBquerschnitt (zumindest des nativen Proteins)
allerdings keinesfalls das Doppelte eines Monomers betrédgt, erscheint es im Vergleich dazu
bei kleineren Driftzeiten. Daher kann dieses schnellere Ionensignal in Ubereinstimmung mit
dem Orbitrap-MS einem Dimer zugeordnet werden, das einen StoBquerschnitt von 1102 A

besitzt.

Eine Ankunftszeitverteilung, die aus insgesamt fiinf zeitlich separierbaren lonenpaketen
besteht, weisen Insulinanionen eines m/z von 2867 auf. Unter der Annahme eines Monomers
erfiillt das Signal bei groften Ankunftszeiten einen StoBquerschnitt von 675 A% und geniigt
damit der nativen Struktur. Als Monomere betrachtet beséflen die anderen Ionen hingegen zu
geringe Stoquerschnitte, woraus auf Oligomere geschlossen werden kann. Die am wenigsten
raumfiillende Variante einer Aggregatbildung entspriache einem sphérischen Wachstum. Der

StoBquerschnitt entwickelt sich hierbei proportional zu n”. Aus dem StoBquerschnitt kann
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demzufolge im Falle einer moglichst kompakten Form der Aggregatbildung ein
Erwartungswert Qineoretiscn(sphérisch) einer jeden GroBle bestehend aus n Einheiten errechnet
werden, wozu der Messwert des potentiellen Monomerdianions von 675 A® genutzt wurde.
Ferner konnen die Querschnitte eines linearen Wachstums geschétzt werden. Diese
Vermehrung stellt eine obere Grenze dar. Hierzu wurde der StoBquerschnitt eines
Insulindimers (= 1190 A%) berechnet und eine lineare Anpassung (sieche auflerdem Abschnitt
6.4.3) durchgefiihrt. Um eine Kalibrierung an die experimentellen Daten zu erzielen, fand
eine Verschiebung des y-Achsenabschnitts statt, sodass diese Gerade den potentiellen Wert
des Monomers von 675 A* beinhaltet. AuBerdem ldsst sich aus den Ankunftszeiten jeder
denkbaren Aggregatgrofle n ein StoBquerschnitt bestimmen. Diese Werte sind in Tabelle 11

bis zu einer Grofle von sechs Einheiten gezeigt.

StoBquerschnitt / A Oineoretisch / A?
Einheiten n  Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4 Peak 5 sphérisch linear
1 675 675 675
2 (1350) 1044 (897) (817) (764) 1074 1125
3 (2025) 1566 1346 (1225) (1164) 1409 1575
4 (2700) 2088 1795 1633 (1528) 1709 2025
5 (3375) 2610 2243 2041 1910 1984 2475
6 (4050) 3132 2692 2450 2292 2242 2925

Tabelle 10: Stofiquerschnitte denkbarer Aggregate der Insulinanionen bei einem m/z von 2867 sowie gerechnete
Querschnitte unter der Annahme eines sphérischen und linearen Aggregatwachstums, die rot eingefdrbten
Betrdigen entsprechen der besten Ubereinstimmung zwischen Experiment und Theorie.

Aufgrund des StoBquerschnitts der nativen Form von 675 A* kénnen alle Aggregate der
ersten Zeile (n=1) in Tabelle 10 ausgeschlossen werden. Diese Werte sind bereits grau
unterlegt. Zudem lassen sich innerhalb einer Zeile (gleiche Aggregateinheit n) beziiglich der
linearen Vermehrung als Obergrenze bzw. der sphérischen Aggregatbildung als Untergrenze
bestimmte Aggregate eliminieren. Als willkiirliches Kriterium wurde eine Abweichung von
mehr als 10 % gewdhlt. Diese Betrdge sind in Tabelle 10 eingeklammert aufgelistet. Die
Existenz eines Monomers fiir Peak 1 steht folglich auler Frage. Allen anderen Ionenpaketen
lassen sich dagegen mehrere EinheitsgroBen n zuordnen. Eine gute Korrespondenz der
theoretischen und experimentellen Querschnitte liegt vor, wenn die beobachteten Ionenpakete
ndherungsweise von kleinen zu groflen Ankunftszeiten als sphédrisches Pentamer, Tetramer,
Trimer, Dimer und Monomer betrachtet werden. Mehr Gewissheit konnte nur eine genaue
Analyse der exakten Isotopenverteilung eines mittels IMS zeitlich aufgetrennten Ionenpakets
erzielen. Hierfiir essentiell wére ein hochauflosendes Massenspektrometer bei einer
Wiederholrate im Mikrosekundenbereich (z.B. [148]). GemiB der Gegebenheit, dass

iiblicherweise kleinere Einheiten in typischen ESI-MS-Experimenten beobachtet werden,
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auBBerdem bei Vergroferung der Injektionsenergie (siche Abbildung 79) Fragmentation in
iiberwiegend Monomere und andere kleinere Einheiten stattfindet, werden im Folgenden die
Ionenpakete den kleinsten moglichen Einheiten n zugeteilt.

Tabelle 11 enthdlt die Messwerte eines jeden Ladungszustands. Alle experimentell
bestimmten StoBquerschnitte als Funktion der Aggregatgroflie sowie die Erwartungswerte

sphérischer und linearer Aggregate sind in Abbildung 80 vereinigt. Die Ankunftszeiten sind

in Anhang F gezeigt.
— : Typ Stofiquerschnitt / A*
-0 & Monomer”" 675
3200 4 Qexpenmentegs harISCh) - Monomer3' 695
1 theoretisch i p A 1 Monomer4’ 708
2800 theoretisch (llnear) T Dimer4’ 1044
< 1 Dimer” 1059
= A o e
c 24004 . Dimer’ 1102
% ? Trimer® 1346
{:u)) 2000 A e - Trimer” 1386
o 1 o Trimer® 1452
§- 1600 A i - Tetramer” 1617
kel ] o) Tetramer® 1633
@ 1200 4 Tetramer™ 1685
. ¢ Pentamer’ 1896
800 < Pentamer'” 1910
! Hexamer™ 2106
L Hexamer'" 2151
1 2 3 4 5 6 7 PE
Einheiten n Heptamer 2380

Abbildung 80: Experimentelle Stofiquerschnitte als Funktion der Tabelle 11: Stofiquerschnitte der Insulinanionen
Einheiten n, sowie der Ober- und Untergrenzen

Der Verlauf der StoBquerschnitte stimmt ndherungsweise mit einem sphérischen Wachstum
der Aggregate iliberein. Die Messwerte liegen jedoch minimal unterhalb der Erwartungskurve
einer solchen Vermehrung. Wird ferner in die getitigten Uberlegungen miteinbezogen, dass
die nativen Proteineinheiten, insbesondere die kleineren Aggregateinheiten n, nicht spharisch
ohne Ausbildung hohler Bereiche zusammengefiigt werden konnen, féllt diese Unstimmigkeit
noch stirker ins Gewicht. Es kommen verschiedene Erkldrungsmoglichkeiten in Frage: Die
Berechnung der Heliumquerschnitte fand unter Zuhilfenahme einer Kalibrierkurve statt, die
die experimentell bestimmten Luftquerschnitte in zugehorige Heliumquerschnitte umrechnet
(sieche Anhang B). Speziell hier erfolgte dagegen eine Anpassung an die experimentellen
Messdaten (Monomerdianion), sodass die in Anhang B diskutierten Fehlerquellen nicht
beriicksichtigt werden miissen. Als potentielle Unsicherheit kann daher die Verwendung
dieses Messwerts genannt werden. Neben diesem Messfehler spielt dennoch eine andere

Fehlerquelle eine folgenschwere Rolle. Wird die Ladung einer nativen Proteineinheit erhdht,
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dann kann iiblicherweise eine Zunahme der StoBquerschnitte vernommen werden,
beispielsweise um etwa 5 % beim Wechsel von Monomerdianion zu Monomertetraanion.
Andererseits fdllt die mittlere Anzahl an Ladungen pro Proteineinheit mit zunehmender
Aggregatgrofle ab, sodass beispielsweise die Querschnittsberechnung eines sphéarischen
Heptamerdodecaanions anhand eines hypothetischen 1,7fach (=12/7) geladenen
Monomeranions vollzogen werden sollte. Dieses native Ion sollte im Hinblick auf den
kleineren Ladungszustand einen verminderten Stofquerschnitt besitzen. Betrdgt die
Abweichung des vorliegenden StoBquerschnitts eines Proteinmonomers nur 1 %, dann
entwickelt sich der Fehler mit AQ(n) = AQ”, folglich entspricht die Abweichung eines
Heptamers schon 3,7 %. Allerdings betrdgt auch die Differenz der beiden Werte
(experimentell und theoretisch) lediglich weniger als 5 %. Anhand dieser Uberlegung sowie
der Tatsache, dass die experimentelle Kurve ohnehin dicht unterhalb eines theoretischen
sphérischen Aggregatwachstums liegt, kann hier nur ein solches stattfinden. Ein lineares
Wachstum, das bis zu der Bildung von unléslichen Fibrillen fiihren kann, muss folglich nicht
in Betracht gezogen werden. Inwiefern die beobachteten Aggregate bereits in Losung
vorliegen oder erst beim Elektrosprithen (z.B. nach charge residue model) entstehen, lésst

sich nicht beurteilen.

6.6.2 Photoelektronenspektren der Insulinanionen
Die PES (266 nm) dieser Anionen sind in Abbildung 81 dargestellt. Einige zeigten zur

Aufnahme eines PES nicht geniigend Intensitit an Photoelektronen, sodass hierfiir keine

Spektren gezeigt sind.
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Abbildung 81: PES (266 nm) der Insulinanionen
Neben der Bestimmung der adiabatischen Detachmentenergien erfolgte eine Abschitzung der
Detachmentenergien anhand eines elektrostatischen Modells, wie in Kapitel 6.3.3 beschrieben

wurde. Die Ladungsverteilung eines Decaanions liel sich mit einem an entgegengesetzten
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Flachen zweifach tiberkappten Wiirfels verwirklichen, dessen Ecken die Ladungen tragen.
Zur Abschitzung der adiabatischen Detachmentenergien von Undeca- und Dodecaanionen
wurden Ladungsanordnungen in Form eines dreifach und vierfach iiberkappten Wiirfels
konstruiert. Die anderen Ladungszustinde konnten mit den in Kapitel 6.3.3 genannten
Geometrien (trigonale Bipyramide, Oktaeder, pentagonale Bipyramide, Wiirfel, einfach
tiberkappter Wiirfel) beschrieben werden. Die vermutlich verwandte Struktur aller Anionen in
Form einer Kugel gestattet zudem die Berechnung einer Ladungsdichte (Ladungszahl /
Volumen).

Alle experimentell und theoretisch berechneten Daten als Funktion der Ladungsdichten sind
in Abbildung 82 vereinigt. Beildufig sind die Daten der nativen Form des a-Lactalbumins

(Konformer A) dargestellt.
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Abbildung 82: ADE als Funktion der Ladungsdichte der Insulinanionen und der nativen o-Lactalbumin
Konformerenfamilie, theoretisch berechnete Werte sind als leere Symbole dargestellt. Auf die Darstellung des a-
Lactalbuminhexaanions (A) wurde verzichtet. Das Insulinmonomertetraanion liegt auflerhalb des gezeigten
Bereichs.

Auch hier kann eine Abnahme der ADE erfasst werden, wenn der Ladungszustand einer
bestimmten Aggregatgrofle steigt. Beispielsweise betrdgt der Abfall der Bindungsenergie

beim Wechsel von Trimerhexaanion zu Trimeroctaanion 1,3 eV.

Grundsitzlich geht der Ubergang zu einer groBeren AggregatgroBe n mit einer Abnahme der
Ladungsdichte eines solchen Proteinkomplexes einher. Werden gleiche Ladungszustinde
zweier GrofBen n verglichen, dann besitzt (wie erwartet) die groflere Aggregatnummer n auch
die groBere ADE. Eine Zunahme um eine einzige Einheit féllt jedoch vor allem bei bereits

groBeren (n > 3) Systemen gering (typischerweise 0,3 - 0,4 eV) aus.
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Ein Vergleich mit experimentellen Befunden der nativen Gasphasenform des a-Lactalbumins
ergibt weitere interessante Aspekte. Die Gegeniiberstellung gleicher Ladungszustinde zeigt,
dass die adiabatischen Detachmentenergien einiger Insulinaggregate, verglichen mit Ionen des
nativen a-Lactalbumins, trotz teilweise klar geringerer Ladungsdichten kleiner ausfallen.
Beispielsweise betrdgt die ADE des a-Lactalbuminocataanions 0,4 eV, wihrend eine ADE
von 0,3 eV des Insulintrimeroctaanions mit geringerer Ladungsdichte ermittelt wurde. Noch
ausgeprigtere Unterschiede kdnnen bei der Betrachtung des a-Lactalbuminnonaanions und
des Insulintetramernonaanions erfasst werden. Hier beziffert sich die ADE des a-
Lactalbumins auf 0,2 eV, die ADE des Insulinoligomeres betragt -0,1 eV, wihrend die

Ladungsdichte des Insulinoligomeres 25 % geringer ausfallt.

Eine Betrachtung der mithilfe des elektrostatischen Modells berechneten adiabatischen
Detachmentenergien fithrt zu dem Ergebnis, dass die Werte (bei o=1) der
Insulinoligomeranionen im Allgemeinen tendenziell oberhalb der Messwerte liegen.
Andererseits zeigen die gerechneten adiabatischen Detachmentenergien des a-Lactalbumins
einen zum Teil gegensitzlichen Trend, ordnen sich also unterhalb der experimentellen

Detachmentenergien ein oder gleichen diesen.

Diese Daten konnen generell nur in Einklang gebracht werden, wenn die Abschirmung von
Uberschussladungen des o-Lactalbumins effizienter vonstattengeht (o ist grofer) oder die
Ladungsverteilung der Insulinaggregate asymmetrischer in Erscheinung tritt. Ublicherweise
werden zumindest flir das Riickgrat von unterschiedlichen Proteinen &hnliche
Dielektrizitdtskonstanten —erwartet, sodass diese erste Interpretation als weniger
wahrscheinlich beurteilt werden muss und daher letztere durchaus iiberzeugender erscheint
[101-105]. Unter Umstinden werden die an der Oberfliche des Proteins ansidssigen
Uberschussladungen in die beim Aggregieren entstehenden inneren Hohlriume
eingeschlossen, sodass zwangslaufig keinesfalls Ladungsverteilungen verwirklicht werden,
die unter einer Maximierung der mittleren Ladungsabstinde und vor allem Lokalisierung der

Ladungen an der Oberflidche des Komplexes einhergehen.
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7 Zusammenfassung
Im Rahmen dieser Arbeit sollten mithilfe einer neu entwickelten Anlage zur isomeren- oder

konformerenaufgelosten Photoelektronenspektroskopie massenselektierter Multianionen
erstmals Messungen an biologisch relevanten Multianionen durchgefiihrt werden. Hierbei
standen hinsichtlich der jeweiligen Konformationen Phdnomene wie Ladungslokalisierung
und -delokalisierung, innere Solvatisierung von Uberschussladungen sowie die aus der
Polarisation des Molekiils resultierende dielektrische Abschirmung von Uberschussladungen
im Vordergrund. Theoretische Methoden zur Bekréftigung der neuen Erkenntnisse fanden
entweder auf quantenchemischer semiempirischer Basis oder anhand einer semiklassischen
Néherung statt. Vorangegangene Molekulardynamiksimulationen wurden entsprechend zur
Suche des globalen Minimums genutzt.

Allererste Messungen fanden an kleineren Oligonukleotidstringen dN[(x-1)H]" statt.
Nachdem sowohl experimentelle als auch theoretische Resultate den Nukleinbasen,
insbesondere dem Guanin, anndhernd vergleichbare Gasphasenazidititen wie dem HCI
bescheinigten, stand hierbei vor allem die Frage im Mittelpunkt, ob negativ geladene
Nukleinbasen in gasformigen Oligonukleotidmultianionen in der Gasphase vorhanden sind.
Erste Indizien lieferte ein Konformer des dC4”. Im Gegensatz zu den mittels IMS zeitlich
separierten beiden anderen Strukturen konnte eine prignante niederenergetische Schulter
nachgewiesen werden, die zu einer um 1,0 eV verminderten ADE fiihrt. Da dieses auffillige
Kennzeichen als Signatur eines Ablosens von Photoelektronen einer deprotonierten
Hydroxylgruppe oder Cytosinbase gedeutet wurde, fand ein Austausch der beiden
endstdndigen Hydroxylgruppen durch Phosphateinheiten statt. Zwar zeigte das Trianion kein
zZu dC43' analoges charakteristisches Merkmal, beim Wechsel zum Tetraanion konnte dann
allerdings zum einen eine Abnahme der ADE um 2,5 eV und zum anderen eine dem Trianion
des dC, verwandte niederenergetische Schulter beobachtet werden. Ein Vergleich des
Photoelektronenspektrums des beinahe identischen Molekiils dCq* erbrachte weitere Indizien,
dass auch dem Tetraanion der modifizierten dC;-Variante eine weitestgehend andere
elektronische Struktur zugrunde liegt. Da hier Hydroxylate ausgeschlossen werden konnen,
wurde die Bande schwach gebundener Elektronen als direktes Abldsen von Elektronen einer
deprotonierten (negativen) Cytosinbase interpretiert. Basierend auf diesen Beobachtungen
fand ein Wechsel zu groBeren Systemen statt. Fiir Pentanukleotidtetraanionen konnten zwei
verschiedene Klassen an elektronischen Strukturen bestétigt werden, die sich hinsichtlich

threr ADE im Mittel um 1,0 eV unterscheiden. Wihrend auch die Hexanukleotidpentaanionen
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des dCs und dT¢ zwei Klassen von Anionen beziiglich ihrer elektronischen Struktur
signalisierten, lieBen dA¢ und dGe lediglich eine Sorte erfassen. Mithilfe
wellenlingenabhingiger PES-Messungen am dCs~ konnte abgeleitet werden, dass
konkurrierende Prozesse zum direkten Photodetachment zumindest im relevanten Bereich zur
Extrapolation der ADE auBler Acht gelassen werden konnen. Somit kann die allgemeine
Gegensitzlichkeit der Spektren nicht in derartigen Prozessen begriindet liegen. Da
deprotonierte (negative) Basen als Ursache der charakteristischen niederenergetischen Bande
in Betracht gezogen wurden, sollten sequenzabhingige PES-Messungen zu einem tieferen
Verstindnis beitragen. Hier konnte belegt werden, dass die fiir deprotonierte Adenin- und
Guaninbasen postulierten Uberginge nur dann zum Vorschein kommen, wenn diese
ausgehend vom 5-Ende an erster oder im Besonderen an letzter Position innerhalb einer
Oligonukleotidsequenz vertreten sind. Die folgenden auf semiempirischen Methoden
gestlitzten Rechnungen sollten die Hypothese deprotonierter Nukleinbasen in diesen
Gasphasenmultianionen untermauern. Die Bestimmung der mittleren P-P-Abstinde anhand
eines Vergleichs der StoBquerschnitte experimenteller sowie theoretischer per
Molekulardynamik erzeugter Strukturen lie3 nur den Riickschluss zu, dass primér ein Abldsen
der Photoelektronen direkt von den Nukleinbasen der Anionen vonstattengehen muss. Zum
einen muss bei signifikantem Auftreten eines Ablosens der Photoelektronen von den
Phosphatgruppen die ADE zu den direkten Ladungsabstinden in umgekehrter Weise
proportional sein (was im Widerspruch zu den gerechneten P-P-Abstinden steht), zum
anderen prisentiert die aus lediglich deprotonierten Phosphatgruppen aufgebaute Klasse eine
Tendenz hinsichtlich ihrer adiabatischen Detachmentenergien, die genau die Reihenfolge der
Ionisationspotentiale der neutralen Basen erfiillt.

Ausgehend von diesen Beobachtungen und Uberlegungen wurden anschliefend aus
biologischen Aspekten bedeutungsvollere Systeme vorgestellt. Die telomere Sequenz zeigte
keine auBlergewohnlichen Hinweise im Hinblick auf ihre elektronische Struktur.
Anhaltspunkte, dass nach dem Einwirken von UV-Licht und Herausschlagen eines Elektrons
das sich im Vergleich zu Referenzsequenzen ergebende positive Loch eine Stabilisierung in
iiberdurchschnittlicher Weise erfahrt, waren nicht zu finden. Keine eindeutigen Schliisse
lieBen die Untersuchung und Diskussion der Quadruplexanionen zu. Ob die beobachtete
Bande im PES ein Abldsen von Elektronen gestapelter Guaninbasen erfiillt, sodass der nach
elektronischer Anregung vertikale Endzustand ein tiber alle gestapelte Guaninbasen
delokalisiertes positives Loch mit einbezieht, lieBe sich zukiinftig anhand von

Dichtefunktionalrechnungen bestétigen.
123



Zusammenfassung

Hingegen konnten einer Duplex anlésslich ihrer im Gegensatz zum Einzelstrang besonders
geringen ADE desselben Ladungszustands noch zum Teil in der Gasphase existente
elektronische Kopplungsphdnomene der Nukleinbasen bescheinigt werden. Diese liegen zum
einen in einer GC-Wechselwirkung, die eine Verminderung des lonisationspotentials des
Guanins zur Folge hat und zum anderen in einer noch partiell bestindigen n-m-
Wechselwirkung begriindet.

Eine von Grund auf elementare Einsicht hinsichtlich der beherrschenden
Detachmentmechanismen  sollte die Besprechung speziell hierzu ausgewihlter
Peptidtrianionen liefern. Mithilfe von Kraftfeldrechnungen und einer anreihenden
Abschitzung méglicher relevanter Ubergéinge lieB sich der zur Bestimmung der ADE
bedeutungsvolle Bereich eines PES dem Losen der Elektronen von Carboxylaten zuordnen.
Die anschlieBende Analyse der Proteinanionen bestdtigte die bereits zahlreich erfasste
Tatsache, dass sowohl ladungsinduzierte als auch thermisch aktivierte Entfaltungsprozesse in
der Gasphase vonstattengehen. Je nach Voranschreiten der Proteinentfaltung konnte
angesichts der StoBquerschnitte eine Eingliederung der Konformere in gewisse Familien
erfolgen. Diese entsprechen einer nativen und teilweise entfalteten Struktur sowie einer
bereits denaturierten Konformation. Wéhrend das Protein Cytochrom C drei solcher Klassen
offenbarte, zeigte das a-Lactalbumin lediglich zwei unterschiedliche Konformertypen, was in
der Gegenwart der vier Disulfidbriicken begriindet liegt. Die Reduktion dieser Einheiten hatte
einen wesentlichen Wandel der Gasphasenstrukturen zugunsten entfalteter Konformationen
zur Folge. Daneben fand die Bestimmung der elektronischen Struktur jeder beobachteten
Konformation statt und verwirklichte nun erstmals die simultane Erfassung der ADE sowie
strukturelle Anderungen (durch zusitzliche Ladung oder thermische Aktivierung). Wihrend
die native Form durch zusdtzliche Ladung einen prdgnanten Einbruch der ADE bei
gleichzeitig kaum existenter struktureller Anderung offenlegte, konnte der entfalteten
Konformation eine miBige Minderung der ADE bescheinigt werden, die synchron mit einer
einflussreichen Offnung / Entfaltung des Systems ablduft. Dieser Sachverhalt wurde anhand
der im Falle offenerer Systeme allgemein vergroBerten Abstinde der Uberschussladungen
dargelegt.

Aus einer Analyse der aus basischer Losung gespriihten Insulinaggregate konnte ein
sphérisches Wachstum abgeleitet werden. Hinweise hinsichtlich einer asymmetrischen
Ladungsverteilung, die eine vergleichsweise geringe ADE als Konsequenz hat, lieBen sich aus
einer Gegeniiberstellung der adiabatischen Detachmentenergien und Ladungsdichten der

nativen a-Lactalbuminkonformation gleicher Ladungszusténde folgern.
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Insbesondere die PES der groBeren Ladungszustinde (denaturiertes o-Lactalbumin,
Myoglobin) werden durch weit auslaufende niederenergetische Banden regiert und besitzen
eine partiell negative ADE. Unterdessen konnte keine vergleichbare Zunahme der RCB
nachgewiesen werden. Als potentielle Begrindung wurde eine reduzierte innere
Solvatisierung der am Detachmentprozess verantwortlichen Carboxylatgruppen genannt, die
als ein Resultat der voranschreitenden Entfaltung betrachtet werden kdnnen.

Ein theoretischer Vergleich mithilfe elektrostatischer Abschitzungen sollte Informationen
iiber mogliche konformelle Differenzen im Hinblick auf die dielektrischen Eigenschaften
ermOglichen. Anhand einer nativen und linearen Form des Cytochroms C erfolgte eine
Abschitzung der ADE unter der Hypothese einer Abschirmkonstante ¢ gleich eins sowie der
gemil der absoluten Coulombenergie giinstigsten Verteilung der Uberschussladungen. Aus
der postulierten Diskrepanz der experimentellen und theoretischen adiabatischen
Detachmentenergien bei Verwendung einer realen Abschirmkonstante konnte als Fazit
gezogen werden, dass das Elektrosprithen unter keinen Umstidnden lediglich die homogenste
Ladungsverteilung hervorbringt. Eine anschlieBende elektrostatische Betrachtung der nativen
a-Lactalbuminkonformation als Histogramm unter Einbeziehung willkiirlicher und
infolgedessen gravierend weniger giinstiger Ladungsverteilungen konnte mit dem Experiment
nur dann abgestimmt werden, wenn der Wert der Abschirmkonstanten als drei bis vier
veranschlagt wurde. Im Gegensatz dazu konnten aber mithilfe eines Kugelmodells, dessen
Ladungen in Form eines bestimmten Polyeders auf der Oberfldche der Kugel lokalisiert sind,
theoretische und experimentelle Daten in guter Néherung bei Gebrauch von ¢ gleich eins zur
Deckung gebracht werden. Eine Helix, deren Ausdehnung entsprechend den experimentellen
StoBquerschnitten angepasst wurde, sollte der theoretischen Beschreibung der denaturierten
Gasphasenproteine Myoglobin und der entfalteten Form des a-Lactalbumins dienen. Eine
Korrespondenz mit den experimentellen Daten lief3 sich erfiillen, wenn ¢ auf einen Wert von
ungefdhr zwei festgelegt wurde. Zusammenfassend betrachtet differieren die zur Konsistenz
experimenteller und theoretischer Daten einkalkulierten Abschirmkonstanten je nach dem
postulierten Modell. Daher konnte keine zweifelsfreie Beurteilung beziiglich Differenzen
zwischen nativen und entfalteten Gasphasenproteinen vorgenommen werden. Wird jedoch
beriicksichtigt, dass eine Ladungsverteilung in Form eines Polyeders als unrealistischer
Grenzfall begriffen werden muss, ldsst sich zumindest ein in allen Konformationen der
untersuchten Systeme existenter Betrag der Abschirmkonstante von mindestens zwei

postulieren.
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8 Anhang

8.1 Anhang A

Ein weiteres Hdm beinhaltendes Protein stellt das Myoglobin dar. Im Gegensatz zu
Cytochrom C ist diese Gruppe nicht kovalent an das Protein gebunden, sodass im
Massenspektrum gesprithter Myoglobinldsungen zwei verschiedene Typen von Ionen
erscheinen: Ionen, die weiterhin eine Himgruppe mit sich fiihren sowie Klassen, die nur noch
aus der Proteinkette (ohne Him) bestehen [149,150]. Insbesondere nach der Deprotonierung
beider COOH-Gruppen (grofe Ladungszustinde) konnten Banden im PES erscheinen, die aus
dem Entfernen eines Elektrons aus dem Hadmsystem resultieren. Daher sind in Abbildung 83
die PES dreier Ladungszustinde beider Klassen dargestellt, die als holo (Myoglobin mit

Him) bzw. apo (Myoglobin ohne Him) bezeichnet werden.
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Abbildung 83: PES (266 nm) der Myoglobinanionen 12-, 14- und 16- der beiden Klassen (holo mit Him) bzw.
apo (ohne Him)

Die allgemeine Form der Spektren beider Arten kann als identisch betrachtet werden. Aus der
ansteigenden Flanke ldsst sich die ADE (als Pfeil angedeutet) jeden Ladungszustands
extrapolieren. Die Differenz der adiabatischen Detachmentenergien gleicher Ladungszustinde
beider Klassen betrdgt lediglich 0,1 - 0,2 eV. Dieser Umstand konnte angesichts potentiell
schwach gebundener Elektronen des Hims erkldrt werden. Eine andere Struktur des Proteins
als Ursache wire jedoch ebenso denkbar. AuBlerdem ist unbekannt, in welchem Verhiltnis die
Detachmentwahrscheinlichkeiten des Hams bzw. Proteins zueinander stehen. Zudem ldsst
sich innere Solvatisierung dieser Gruppe besonders bei niedrigeren Ladungszustinden
(kompaktere Struktur) nicht ausschlieBen. Eine konkrete Aussage, ob nun signifikantes
Detachment von Elektronen (von der Himgruppe) stattfindet, kann mithilfe dieser Messungen

demnach nicht getroffen werden. Die Spektren erscheinen jedoch als ungefdhr identisch,
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sodass diese Hadmeinheit zur Diskussion von Photoelektronenspektren in guter Nédherung

vernachléssigt werden kann.

8.2 Anhang B

Mit der hier verwendeten Anlage konnte keine befriedigende Transmission von
Proteinanionen bei mit Helium gefiillter Driftzelle beobachtet werden. Dies liegt vermutlich
in einem weniger schonenden Ubergang von der ersten differentiellen Pumpstufe (1. Teil des
Uhrglastrichters, sieche Kapitel 3.2) in die Driftzelle begriindet. Wird lediglich die von der
Desolvatationskapillare einstromende Luft als Puffergas genutzt, betrdgt die Druckdifferenz
zwischen den beiden Pumpstufen in etwa 0,1 - 0,2 mbar. Wird die Driftzelle dagegen mit
Helium geflutet, muss zur Gewdhrleistung der Reinheit des Stoflgases eine Druckdifferenz
von mindestens 1,0 mbar bestehen. Unter Umstidnden konnten Stromungseffekte den
reibungslosen Ubergang in die Driftzelle storen. Andere Ursachen konnen nicht
ausgeschlossen werden. Jedenfalls fand die Bestimmung der StoBquerschnitte von
Proteinanionen in einer mit Luft gefiillten Driftzelle statt. Da Literaturwerte der Cytochrom
C-Anionen (in Helium) verfiigbar sind [151], wurden diese Betrige gegen ihre
korrespondierenden experimentell bestimmten Luftquerschnitte aufgetragen und eine
Ausgleichsgerade extrapoliert (siche Abbildung 84). Daten, die weit auflerhalb der Geraden
liegen (griin in Abbildung 84), wurden nicht beriicksichtigt. Aller Wahrscheinlichkeit nach
konnten in beiden Experimenten unterschiedliche Konformationen beobachtet werden,

beispielsweise infolge abweichender Injektionsbedingungen.
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Abbildung 84: Ausgleichsgerade zur Umrechnung der Stofiquerschnitte von Luftquerschnitten in
Heliumquerschnitte
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Wie anhand anderer Experimenten schon hinreichend belegt wurde, verlduft die Korrelation
der beiden Stoflquerschnitte in guter Ndherung linear [152]. Eine problematische Grof3e beim
Ubergang von Helium zu Puffergasen mit groBeren Atomradien stellt die Polarisierbarkeit des
Puffergases dar. Von der Ladung des Analyten induzierte Dipolmomente auf dem Puffergas
bewirken neben der van der Waals Wechselwirkung ein r*-abhiingiges attraktives Potential.
Diese attraktive Wechselwirkung hat zur Folge, dass ein lon eines hoheren Ladungszustands
im Vergleich zu einem geringer geladenen Ion gleicher Struktur einen groferen
StoBquerschnitt besitzt. Formell kann dies mit einer Zunahme des StoBradius begriindet
werden. Sollten diese Effekte in nennenswertem Malle in Erscheinung treten, miisste die
Auftragung in Abbildung 84 folglich nicht linear verlaufen. Da gerade die groB3en
Ladungszustdnde groere StoSquerschnitte besitzen, sollte bei der hier gewéhlten Auftragung
die Steigung der Kurve abnehmen (da die Luftquerschnitte in stirkerem Malle anwachsen als
die Heliumquerschnitte). Dennoch konnte anhand unterschiedlicher Ladungszustinde der
denaturierten Proteinkationen von Ubiquitin (76 Aminosduren), Cytochrom C (124
Aminosduren) und Myoglobin (153 Aminosduren) belegt werden, dass die Korrelation der
StoBquerschnitte in Stickstoff und Helium iiber einen grofen Bereich linear verlduft und der
Fehler weniger als 3 % betrdgt [152]. Demzufolge kann diese Ausgleichsgerade relativ exakt
fiir groBere oder kleinere biologische Systeme angewandt werden. In welchem Ausmall sich
der Fehler belduft, ist nicht bekannt. Die Standardabweichung der gemessenen
StoBquerschnitte betrdgt 1-2 %. Aufgrund attraktiver Wechselwirkungen zwischen dem
Puffergas Luft und den Analyten kann der reale Fehler daher stirker ausfallen. Wird jedoch
beriicksichtigt, dass diese Ausgleichsgerade nur bei Proteinen zum Einsatz kommt, deren
StoBquerschnitt wihrend dem Ubergang von nativer zu linearer Konformation
schitzungsweise verdreifacht wird, konnte auch bei einem Fehler von gar 10 % immer noch
sicher zwischen nativer und entfalteter Konformation oder deren Zwischenstufen

unterschieden werden.
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8.3 Anhang C
Ankunftszeiten und PES des a-Lactalbumins bei Detachmentwellenldngen von 266 (schwarz)

und 213 nm (blau):
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Abbildung 85: Ankunfiszeiten (links) und PES (266 und 213 nm, rechts)

Die niederenergetische Bande des nativen Hexaanions (1) konnte bei Verwendung einer

Detachmentwellenlinge von 213 nm nicht beobachtet werden. Dieser Sachverhalt liegt

wahrscheinlich in einem zu geringen Photodetachmentsignal begriindet (Die Leistung der 5.

Harmonischen (213 nm) beispielsweise betrdgt in etwa lediglich 10-20% der 4.
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Harmonischen (266 nm)). Hitte eine Bestimmung der adiabatischen Detachmentenergien bei
213 nm in gleicher Weise stattgefunden, wie in Abschnitt 6.3.2 vorgenommen wurde, ldgen
die Werte durchschnittlich etwa 0,2 eV oberhalb dieser Werte (266 nm). Die allgemeinen
Tendenzen wie beispielsweise ein schwicherer Abfall der ADE des strukturell offeneren
Konformerentyps B blieben allerdings bestehen. Bei Molekiilen eines solchen Ausmalles ldsst
sich eine kontinuierliche elektronische Zustandsdichte postulieren, die mit zunehmender
Bindungsenergie stark anwéchst. Wird eine Detachmentwellenlinge verwendet, die eine
Erfassung eines grofleren Bereichs der elektronischen Zustandsdichte ermoglicht, erscheinen
die am schwichsten gebundenen Elektronen mit geringerer relativer Intensitdt (sieche
beispielsweise a-Lactalbumin 11- in Abbildung 85). Findet die Bestimmung der ADE dann
mittels Extrapolation einer Geraden statt, konnen die am schwéchsten gebundenen Elektronen
nicht mit einbezogen werden. Daher sollte zur Bestimmung der Bindungsenergie
grundsitzlich eine Wellenldnge genutzt werden, die nur ein Nachweis von Photoelektronen
mit kinetischen Energien knapp oberhalb der RCB-Schwelle zuldsst, weshalb in Kapitel 6.3.2

die adiabatischen Detachmentenergien aus den 266 nm-Spektren bestimmt wurden.

8.4 Anhang D
Sequenz des Hiithnerlysozyms, Aminosduren mit sauren Seitenketten sind rot unterlegt:

KVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNRNTDGSTDYGI
LQINSRWWCNDGRTPGSRNLCNIPCSALLSSDITASVNCAKKIVSDGNGMNAWVAW
RNRCKGTDVQAWIRGCRL-COOH

Sequenz des Pferdemyoglobins, Aminosduren mit sauren Seitenketten sind rot unterlegt:
GLSDGEWQQVLNVWGKVEADIAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMK
ASEDLKKHGTVVLTALGGILKKKGHHEAELKPLAQSHATKHKIPIKYLEFISDAIIHVL
HSKHPGDFGADAQGAMTKALELFRNDIAAKYKELGFQG-COOH

Sequenzen der beiden Peptidketten des Schweineinsulins, Aminosduren mit sauren
Seitenketten sind rot unterlegt:

Kette 1: GIVEQCCTSICSLYQLENYCN-COOH

Kette 2: FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKA-COOH
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8.5 Anhang E

Ladung Stofquerschnitt /A  Ganghéhe / A Durchmesser /A  Gesamthéhe /A  Linge / A
10- 2528 4,2 51 179,8 705,5
11- 2687 45 5,1 192,1 705,5
12- 2814 4,8 51 202,0 705,5
13- 2912 49 5,0 209,8 705,5
14- 3053 5,2 5,0 221,1 705,5
15- 3135 5,4 5,0 2278 705,5
16- 3233 5,6 5,0 236,0 705,5
17- 3348 5,8 5,0 2456 705,5
18- 3453 6,0 4,9 254,7 705,5
19- 3540 6,2 49 262,3 705,5
20- 3671 6,4 4,9 274,1 705,5
21- 3810 6,7 48 286,8 705,5

Tabelle 12: Berechnete Ganghohen, Durchmesser sowie Gesamthéhen der Helices jeden Ladungszustands des

Myoglobins

8.6 Anhang F

Ankunftszeiten der Insulinanionen
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