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vollstandiger funktioneller Proteine durch Kombination von
organischer Synthese und Molekularbiologiel' sollten sie
neue Moglichkeiten fiir das Studium der chemischen Biologie
der endothelialen NO-Synthase im prézisen molekularen
Detail eroffnen, insbesondere der Parameter, die ihre Loka-
lisierung in der Plasmamembran und den Caveolae endothe-
lialer Zellen bedingen.
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Nachweis eines langlebigen protonierten
Metallkations: Bildung von GeH*" durch
HochenergiestoBe**
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Helmut Schwarz*

Rolf Huisgen zum 80. Geburtstag gewidmet

Mehrfach geladene Ionen sind sowohl von biochemischem
als auch von physikalisch-chemischem Interesse.l 2 Unléngst
wurden mit Hilfe der Charge-stripping-Massenspektrometrie
thermochemisch stabile, zweiatomige Trikationen erzeugt.
Fiir thermochemisch stabile bindre Di- oder Trikationen
AB"* ist ein Potentialminimum energetisch unterhalb der
ladungsseparierten Spezies A"~V 4+ B* eine notwendige
Voraussetzung; andernfalls kann eine elektronische Umlage-
rung zur Dissoziation auf der Coulomb-Absto3ungs-Asymp-
tote fiihren. Metastabile Dikationen, fiir die Letzteres gilt,
konnen fiir eine Detektion in Experimenten auf der Mikro-
sekundenzeitskala (oder kiirzer) ausreichende Lebenszeiten
aufweisen. Die meisten der bis heute synthetisierten bindren
Trikationen haben Halogenliganden,!”] aber auch hochge-
ladene, elektrostatische Metall-Edelgaskomplexe wurden
vorgeschlagen,® I und z.B. VHe?* wurde beschrieben.['"]

Einigen Anlass zu Kontroversen liefert der vorgeschlagene
Nachweis von CH?' !B das allerdings nach neuesten
Experimenten nicht zu existieren scheint.l'’) Rechnungen
zufolge sollte jedoch ein langlebiges 2X+-CH?*-Teilchen
detektierbar sein, vorausgesetzt, dass dieses Dikation iiber-
haupt synthetisiert werden kann. Ungiinstige Franck-Con-
don-Faktoren lassen die Erzeugung aus CH' in Charge-
stripping-Experimenten so gut wie ausgeschlossen erschei-
nen. Ein weiteres Problem bei der Detektion von CH?* ist der
nicht zu vernachldssigende Anteil an 3C, der in einigen
Veroffentlichungen nicht ausreichend beriicksichtigt wurde.
Ahnliche Probleme traten bei der Charakterisierung von
2SiH?* [ aufgrund des isobaren Si-Isotops auf.

Wir beschreiben im Folgenden den ersten eindeutigen
Nachweis fiir die Existenz von GeH?*, einem metastabilen,
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protonierten, metallartigen Kation.'¥! Zur Berechnung der
Potentialflache und zur Beschreibung der Bindung und der
Stabilitdt dieses Ions wurden CCSD(T)/cc-pVTZ-Rechnun-
gen durchgefiihrt;”! ebenso wird die bereits vorgeschlage-
nel'? 2 Existenz des metastabilen SiH?** auf dem genannten
theoretischen Niveau bestitigt.

Abbildung 1 zeigt das Charge-stripping-Massenspektrum

n "GeH,"* (m/z 10-69). Die auBerordentlich hiufigen
einfach geladenen Dissoziationsprodukte bei m/z 70 und 71

T T0GeH,2+ 4+ 72Ge2+

70GeH2+
—>
70(392+‘_>
Artefakt
U

Abbildung 1. Charge-stripping-Massenspektrum von [°Ge,H,]* mit einem
kleinen 7>Ge*-Anteil (O, als StoBgas).

(H,-Verlust, n =1, 2) wurden nicht aufgezeichnet. Das Signal
bei m/z 35 entspricht °Ge?*, das bei m/z 36 hingegen einer
Mischung aus den isobaren Spezies ?Ge** und °GeH,>*.
Abgesehen vom Beitrag, den das ">Ge-Isotop zum Spektrum
leistet, wurden keine weiteren isobaren Uberlagerungen
beobachtet, und da kein "'Ge-Isotop existiert, kann das Signal
bei m/z 35.5 nur zu ®GeH?* gehoren. Diesem Spektrum
zufolge ist GeH?** zumindest auf der Mikrosekundenzeitskala
stabil.

Die Modellierung der [Ge,H,]"-Potentialfléche, iiber die im
Detail an anderer Stelle?! berichtet werden wird, bietet einen
Ansatz fiir die Erzeugung von GeH?** in Kollisionsexperi-
menten mit dieser Vorstufe. Der Grund hierfiir wird bei
ndherer Betrachtung der Dichtefunktionaltheorie(DFT)-Bin-
dungsldngen in Tabelle 1 klar. Der Unterschied in den

Tabelle 1. Energie E, Ge-H-Abstand R,, H-Ge-H-Winkel 6yg. und
Schwingungsfrequenz w, kleiner neutraler und ionischer Germaniumhy-
dride, berechnet auf dem B3LYP/6-311++G(d,p)-Niveau. Die Symmetrie
der Normalschwingungsmode ist in Klammern angegeben.

E R. Oncen W
[Hartree] [pm] [Grad] [em™']
2I1 GeHP! —2077.52295 159.8 1812
I3+ GeH* —2077.25461 159.2 1944
ST GeH —2077.16816 169.5 1267
*B, Ge(H,)" —2077.81284 218.5 20.3 406 (ay)
625 (by)
3994 (a,)
2A, HGeH"* —2077.81096 154.8 120.3 817 (a,)
2021 (a,)
2109 (by)
23+ GeH** —2076.58479 201.0 606

[a] Werte aus Lit. [37]. Die Frequenzen stammen aus Rechnungen mit
einer Double-zeta-Valenzbasis und einem effektiven Kernpotential
(effective core potential, ECP).1* ¥
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Bindungslidngen der beiden zweiatomigen Molekiille GeH*
und GeH?** ist recht groB (41.8 pm), sodass das charge
stripping von GeH" nur sehr geringe Mengen an GeH?**
liefert und die vertikale Ionisierung eine Dissoziation des
Dikations zur Folge haben konnte. Demgegeniiber liegen die
Ge-H-Bindungsldngen der Struktur von [Ge,H,]* am globa-
len Minimum, ?B, Ge(H,)*, wesentlich dichter an denen des
Dikations. Die Bildung von GeH?* kann also als konzertierter
Prozess (charge stripping/Bindungsbruch) aufgrund von in-
elastischen, mit geringer StoBwirkung behafteten Kollisionen
des StoBgases mit Ge(H,)* aus der Ionenquelle angesehen
werden. Die im Vergleich zur Ausbeute an einfach geladenen
StoBaktivierungsprodukten geringe Ausbeute an Dikationen
impliziert, dass eine Wechselwirkung mit dem elektrophilen
molekularen Sauerstoff bei 8 kV in erster Linie zu einem
einfachen Bindungsbruch fiihrt und somit die Bildung von
Dikationen mit einem kleineren Wirkungsquerschnitt behaf-
tet ist.

Die Ergebnisse der Coupled-cluster-Rechnungen zu XH?**
(X=Si, Ge) sind in Tabelle 2 und Abbildung 2 dargestellt.

Tabelle 2. CCSD(T)/cc-pVTZ-Ergebnisse fiir H, X"+ (n =0-2) und XH"*
(n=1, 2) mit X=Si, Ge; T, = Termenergie.

Term E R, T,
[Hartree] [pm] [eV]

H ) —0.499810

Si P — 288.986846

Sit P —288.689336

Sizt 'S —288.093388

SiH* D —289.313174 150.9 0.0000

SiH* = (3p.) —288.637650 174.3 18.3821
11 (3p,) —288.496015 183.1 222362
‘T (3sp.p,)  —288.405045 209.9 247116

Ge P —2075.549500

Ge™ P —2075.259788

Ge?* IS —2074.683559

GeH* Dy —2075.877059 156.8 0.0000

GeH?>* 23 (4p,) —2075.219026 189.3 17.9061
11 (4p,) —2075.062057 191.9 22.1775
I (4sp.p,) —2074.962485 216.1 24.8870

SiH* — Sit + H 3.37500
SiH* — Si** + H 1.20961!
SiH** — Si* + H* — 140651
GeH" — Ge"+ H 3.1963a
GeH* — Ge**+ H 0.970321
GeH** — Ge* + H* —1.10920

[a] Reaktionsenthalpie bei 0 K in eV.

Abgesehen von den Ge-H-Bindungslingen im Dikation
stimmen die CCSD(T)-Daten mit den B3LYP-Werten recht
gut iiberein. Aus den Reaktionswidrmen ist ersichtlich, dass
die Coulomb-Asymptoten X* + H* unterhalb der Minima der
Dikationen liegen, sodass es sich in beiden Féllen um
metastabile XH?*-Molekiile handelt. Die Nullpunktener-
gie(ZPE)-korrigierte Bindungsenergie D(Si**-H) betrigt
1.16 eV (26.9 kcal mol'),?? die von GeH?* ist mit D(Ge?*-H)
=0.93 eV (21.7 kcalmol!) etwas niedriger. Beide Dikationen
weisen einen *Z*-Grundzustand mit einer Einelektronen-o-
Bindung zwischen X und H auf, wobei Wasserstoff der
stirkere Elektronendonor ist. Auf dem B3LYP-Niveau®!
betragen die Mulliken-Partialladungen +1.68 (Si) und
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Abbildung 2. GeH?>*-Potentialkurve (durchgezogene Linie) und zugehd-
rige Kurve der Coulomb-AbstoBung E(r) = E(Ge™) + E(H*) + 1/r (gestri-
chelte Linie). Die absolute CCSD(T)-Energie E ist in Hartree angegeben.

+0.32 (H) bzw. +1.70 (Ge) und +0.30 (H), was auf eine
lokalisierte Bindung vom Typ X2*(4s?4p°)-H(1s') schlieBen
lasst. Die B3LYP-Spindichten von +0.49 (Si) und +0.51 (H)
bzw. +0.37 (Ge) und +0.63 (H) deuten auf eine wesentlich
grolere  HOMO-Polarisierung zum Wasserstoffatom bei
GeH?* hin; beiden Spinverteilungen zufolge ist jedoch die
H-Elektronendonation auf die Supersdure X>* Ursache der
molekularen Stabilisierung.

Spin-Bahn-Effekte haben auf die Bindungsenergie der
Dikationen keinen Einfluss, da alle beteiligten Spezies
entweder geschlossenschalig sind oder my,=0 gilt (m,=
Bahndrehimpuls-Quantenzahl); einzige Ausnahme ist die
Asymptote 2X*+1H*, fiir die eine empirische Spin-Bahn-
Korrektur (gewichtetes Mittel) von 0.55% und von
3.37 kcalmol ' P fiir 2P, ,/?P;, X* (X = Si bzw. Ge) angesetzt
werden kann.

Tabelle 3 zeigt die auf dem B3LYP/6-311++G(d,p)- und
dem CCSD(T)cc-pVTZ-Niveau berechneten unkorrigierten
und Spin-Bahn-korrigierten Ionisierungsenergien (IE) der
Atome (fiir Si und Ge die erste und zweite IE). Zum

Tabelle 3. Ionisierungsenergien (IE) [eV] der Atome auf dem B3LYP/6-
311++G(d,p)- und dem CCSD(T)/cc-pVTZ-Niveau. Die Zahlen in
Klammern sind Spin-Bahn-korrigierte Werte nach den Daten in Tabelle 4.
Die letzte Zeile gibt die mittlere Abweichung®l von den experimentellen
Werten an.

Atom  B3LYP CCSD(T) Exp.
IE(X)" H 13.667 13.601 13.5981
Si 8.113 (8.108) 8.096 (8.091) 8.1521
Ge 7.831 (7.805) 7.884 (7.858) 7.89910
IE(X ) Si 16397 (16421) 16217 (16.241)  16.345¢
Ge 15424 (15.570)  15.680 (15.826)  15.93410

mittl. Abw.1 0.104 (0.078) 0.058 (0.033)

[a] Berechnet nach (Z(IE,., — IE.,)*)"?/N. [b] Fir X=H:?SH — 'SH*;
fir X=Si, Ge: PX — PX*. [¢]PX' — ISX** (X=Si, Ge).
[d] Lit. [40]. [e] Lit. [24]. [f] Lit. [25].
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Vergleich sind die experimentellen Daten in der letzten
Spalte aufgefiihrt; die dazugehorigen Energielevel der
Grundzustandsterme von Si%Si* und Ge%Ge* enthilt Ta-
belle 4. Die Coupled-cluster-Ergebnisse sind klar iiberlegen,
was allerdings auf den besser gesittigten Basissatz zuriick-

Tabelle 4. J-Energielevel (E;) [eV] und gewichtete Mittel® fiir Si-Atome
und Si*-Ionen! sowie fiir Ge-Atome und Ge*-lonen.’!

Level Si Ge Level Sit Ge*
P, 0.00000 0.00000 P 0.00000 0.00000
3P, 0.00956 0.06908 Py, 0.03561 0.21912
3P, 0.02767 0.17481
gew. Mittell® 0.01856 0.12014 0.02374 0.14608
s
220 +1)E,
[a] Gewichtetes Mittel, berechnet nach —Z=
QL+1)(2S+1)

zufithren sein mag; B3LYP liefert also mit einer moderaten
Triple-zeta-Basis durchaus addquate Ergebnisse.

Es ist bemerkenswert, dass GeH?* in unseren Experimen-
ten beobachtet werden konnte, denn die erste Ionisierungs-
energie von Wasserstoff ist 2.34 eV niedriger als die zweite
Ionisierungsenergie von Ge (P Ge*™ —'S Ge?*); das bedeutet,
dass eine exotherme interne Konversion und Dissoziation zu
’Ge* +'H* mit einer signifikanten Barriere behaftet sein
muss (siche Abbildung 2) und das Ion somit eine ausreichen-
de Lebenszeit fiir mehrere tausend Schwingungen nach seiner
Bildung aufweist. Unsere Ergebnisse beziiglich SiH** besti-
tigen die vorangegangenen Zuordnungen und die Q,;,-Werte
(Qmin = Verlust der kinetischen Energie des Dikationen-
strahls) von Porter et al.;? der niedrigere experimentelle
Wert von Koch et al.l'7l ist offensichtlich auf eine Interferenz
durch #Si* zuriickzufiihren. Wegen der stirker kovalenten
Art der Si**-H-Bindung ist SiH?* wohl kurzlebiger als GeH?*,
da die stirkere Kovalenz ein nidher am Si**-Fragment
befindliches Wasserstoffelektron mit sich bringt. Folglich
leistet die (Sit+ HT")-Konfiguration einen groBeren Beitrag
zur Grundzustandswellenfunktion, sodass eine elektronische
Umlagerung fiir dieses Ion wahrscheinlicher wird.
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4-(N-Methylhydrazino)-7-nitro-2,1,3-
benzooxadiazol (MNBDH) als neuartiges
fluorogenes Peroxidasesubstrat™*

Jorg Meyer, Andrea Biildt, Martin Vogel und
Uwe Karst*

Enzyme bieten eine Reihe attraktiver Eigenschaften fiir
analytische Anwendungen. Ihre katalytische Aktivitit erlaubt
niedrige Nachweisgrenzen bei gleichzeitig hoher Selektivitét
fiir ausgewihlte Substrate auch in komplexen Matrices.
Peroxidasen sind in diesem Zusammenhang besonders popu-
lér, da die Detektion von H,0, mit Umsetzungen gekoppelt
werden kann, die H,0, liefern. Neben Art und Aktivitdt der
Peroxidase iibt auch das eingesetzte chromogene oder
fluorogene Substrat einen entscheidenden Einfluss auf die
Nachweisgrenze der enzymatischen Reaktion aus. Oftmals
spielen die Eigenschaften des gebildeten Reaktionsprodukts
eine wesentliche Rolle. Verschiedene Gruppen organischer
Substanzen, beispielsweise aromatische Amine wie o-Pheny-
lendiamin  (OPD)M  oder 3,3'-5,5'-Tetramethylbenzidin
(TMB),l aber auch 2,2'-Azinobis(3-ethylbenzothiazolin)-6-
sulfonat-Diammoniumsalz (ABTS) wurden als chromogene
Substrate eingesetzt. Als nachweisstirkere fluorogene Sub-
strate sind p-Hydroxyphenylcarbonsiuren, insbesondere p-
Hydroxyphenylessigsdure (pHPA), populir.[

Der Nachteil der letztgenannten Substrate besteht vor
allem darin, dass das pH-Optimum fiir die enzymatische
Reaktion im schwach sauren Bereich liegt,’! wihrend opti-
male Fluoreszenz nur bei deutlich alkalischem pH-Wert
erreicht wird.¥! Als nachteilig erweist sich auch das kurzwel-
lige Anregungsmaximum der gebildeten Fluorophore. Bei
den bekannten fluorogenen Substraten entsteht in der Regel
kein definiertes Oxidationsprodukt, sondern ein Produktge-
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Wilhelm-Klemm-StraBe 8, 48149 Miinster (Deutschland)
Fax: (+49)251-83-33169
E-mail: uwe.karst@uni-muenster.de
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BASF AG, Ludwigshafen

[**] Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt.
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