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Bei der Aufklarung der konformeren/tautomeren Formen
isolierter Biomolekiile sind in den letzten Jahren spektaku-
lare Ergebnisse erzielt worden. Die apparativen Methoden,
die hierbei zum Einsatz kamen, umfassen: 1) kombinierte
Verfahren aus resonanter Zweifarben-Zweiphotonen-Ionisa-
tion (2CR2PI), laserinduzierter Fluoreszenzanregung (LIF),
resonanter Ion-Dip-IR-Spektroskopie (RIDIRS), Fluores-
zenz-Dip-IR-Spektroskopie (FDIRS) und UV/UV-Loch-
brennspektroskopie;!!! 2) rotationsaufgeloste laserinduzierte
Fluoreszenz;? 3) kombinierte Verfahren aus masseselektie-
render, konformerspezifischer UV- und IR-Doppelresonanz-
Lochbrennspektroskopie und quantenchemischen Ab-initio-
Rechnungen;® 4) IR/UV-Doppelresonanzspektroskopie;*°!
5) chirale Erkennung durch Massenspektrometrie;® 6) IR/
UV-Lochbrennspektroskopie.!!

Bei der Schwingungsspektroskopie biologischer Molekiile
wurden Helium-Nanotropfchen als Trigerphase eingesetzt,*!
wodurch eine Vereinfachung der Spektren gelingt, gleichzei-
tig aber ein Verlust an spektraler Information zu verzeichnen
ist. Im Bereich der Rotationsspektroskopie, die urspriinglich
der Untersuchung kleiner Molekiile vorbehalten war, wurden
breit angelegte Untersuchungen an Biomolekiilen mithilfe
der Freistrahl-Millimeterwellenabsorptionstechnik durchge-
fiihrt.” % In jiingerer Zeit wurde die Laserablationstechnik
mit der Fourier-Transformations-Mikrowellenspektroskopie
(FTMW-Spektroskopie) kombiniert,"!) um die Konforma-
tionsgleichgewichte einiger Aminosiuren!'” und die konfor-
meren/tautomeren Formen von Nucleobasen aufzukli-
ren.'*' AuBerdem wurde iiber die Elektronenbeugung (ED)
an verdampftem Uracil™, Cytosin® und Thymin” berich-
tet.

MW- und ED-Techniken liefern sicher die fundiertesten
Informationen iiber die Struktur und Gestalt von Molekiilen.
Allerdings unterliegen grof3e Biomolekiile leicht thermischen
Reaktionen und Zersetzungen, wodurch sie sich einer de-
taillierten Untersuchung in wechselwirkungsfreien Umge-
bungen auBerhalb der kondensierten Phase entziehen. In
zwei neueren Untersuchungen der Tautomer-/Konformer-
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Gleichgewichte von Nucleobasen konnte nun dieses Problem
der thermischen Instabilitédt bei der Verdampfung durch den
FEinsatz der Laserablation bzw. -desorption iiberwunden
werden. Gahlmann et al. ermittelten die Struktur von iso-
liertem Uracil und Guanin durch ultraschnelle Elektronen-
beugung (UED)/Laserdesorption,'® wihrend Alonso et al.
die Rotationsspektren der vier Guanintautomere mithilfe der
FTMW-Spektroskopie in Verbindung mit Laserablation auf-
zeichneten.!”!

Die UED-Methode ist entwickelt worden, um die Struk-
turdynamik isolierter Molekiile in der Gasphase in rdumli-
cher und zeitlicher Auflosung zu messen.!'” Sie wird bei der in
Abbildung 1 gezeigten UED-4-Apparatur mit der Laser-
desorption gekoppelt.

Das von Alonso etal.™® eingesetzte Uberschallstrahl-
expansions-FTMW-Spektrometer besteht aus einem Fabry-
Pérot-Resonator mit einer koaxial ausgerichteten Strahlre-
sonatoranordnung (COBRA),?*? das eine Auflosung von
einigen Kilohertz und eine um mehrere GroBenordnungen
hohere Empfindlichkeit als konventionelle MW-Spektrome-
ter erreicht.”” Die Resonatoren und Details zur Laserabla-
tion sind in Abbildung 2 dargestellt.

Den beiden Studien ist es gelungen, die strukturelle
Charakterisierung der fiinf in Schema 1 dargestellten Nuc-
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Schema 1. Die stabilsten Formen der fiinf Nucleobasen.

leobasen zu vervollstindigen (nur die stabilsten Formen sind
hier dargestellt). Diese teilen sich in zwei Gruppen: 1) Uracil,
Thymin und Cytosin, die einen Pyrimidin-Kern haben, sowie
2) Adenin und Guanin mit einem Purin-Kern. Allen ge-
meinsam ist ein Pyrimidinring. Die Nucleobasen unterliegen
einem Keto-Enol-Gleichgewicht zwischen der Cy;,,-OH- bzw.
CringNH,-Gruppe und den entsprechenden Keto- (C=O) und
Iminospezies (C=NH). Der Prototyp fiir diese Art von
Gleichgewicht ist das System 2-Hydroxypyridin/2-Pyridinon,
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Abbildung 1. Aufbau der Elektronenbeugungs-Laserdesorptions-Apparatur UED-4, die in dem in Lit. [18] beschriebenen Experiment eingesetzt wur-
de. CCD =ladungsgekoppeltes Bauelement (charge-coupled device), THG = Frequenzverdreifacher (third-harmonic generator).
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Abbildung 2. Aufbau des COBRA-Uberschallstrahlexpansions-FTMW-
Spektrometers, das in dem in Lit. [13] beschriebenen Experiment ein-
gesetzt wurde. Der Fabry-Pérot-Resonator und Einzelheiten der Laser-
ablation sind dargestellt.
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wobei die OH-Form um 3.2(4) kITmol™! stabiler ist.”®! Im
System 4-Hydroxypyrimidin/4-Pyrimidinon ist hingegen die
Ketoform um 2.0(9) kJ mol * giinstiger, was bedeutet, dass die
Einfiihrung einer zweiten N/NH-Gruppe in den aromatischen
Ring die Ketoform stabiler macht.”* Das Vorhandensein ei-
ner zusétzlichen Cg;,,-OH/C=0-Gruppe im Uracilring stei-
gert die Stabilitidt der Ketoform so weit, dass im MW-Spek-
trum ausschlieBlich die Diketoform nachweisbar ist.”!

Die drei Pyrimidinbasen waren in fritheren Arbeiten von
Brown et al. durch Freistrahl-Millimeterwellenabsorptions-
spektroskopie untersucht worden.”*?! Wie im Fall des
Uracils wurde im Rotationsspektrum des Thymins aus-
schlieBlich das Diketotautomer gefunden,” das offenbar
betréchtlich stabiler ist als die Monoketoform. Beim Cytosin
wurden hingegen drei Tautomere nachgewiesen: Ketamino-,
Ketimino- und Hydroxyaminoform.”! Die beiden Ketofor-
men sind fast isoenergetisch und um 6 kJ mol ' stabiler als die
Hydroxyaminospezies.

Diese Ergebnisse wurden kiirzlich durch zwei Berichte
tiber das FTMW-Spektrum des Uracils (nach Verdampfung
durch Laserablation) mit prizisen “N-Quadrupolkopplungs-
konstanten bestitigt.”-*®! Hierbei legten Briinken et al. ver-
besserte spektroskopische Daten fiir eine radioastronomische
Suche vor,”! wihrend Vaquero et al.?! iiber die Untersu-
chung diverser Isotopologen zu neuen Strukturinformationen
gelangten. In beiden Studien wurde ausschlieBlich die Dike-
toform beobachtet. Auch Thymin wurde durch FTMW-
Spektroskopie untersucht, wobei Struktureinzelheiten, die
“N-Quadrupolkopplungskonstanten und die v;-Barriere der
inneren Rotation der Methylgruppe ermittelt wurden.””! Das
Rotationsspektrum von Adenin (6-Aminopurin) wurde in
einem geimpften Uberschallstrahl durch Continuous-Wave-
MW-Spektroskopie untersucht; die Ubergiinge wurden dem
N9H-Tautomer zugeordnet.>"!
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In FTMW-spektroskopischen Untersuchungen an Cyto-
sin, die Lépez et al. durchfiihrten, erhohte sich die Zahl der
beobachteten Konformere/Tautomere dieser Nucleobase auf
fiinf.'" ED-Analysen von Uracil,"® Cytosin'"® und Thymin,['"!
die konventionell verdampft worden waren, lieferten die
Strukturen der stabilsten Spezies dieser Verbindungen.

Friithere Versuche, das Rotationsspektrum und das ED-
Diagramm von Guanin aufzuzeichnen, waren wegen der
thermischen Instabilitdt dieser Nucleobase bisher nicht er-
folgreich. Die in der Arbeitsgruppe Zewail konstruierte Ap-
paratur zur ultraschnellen Elektronenbeugung/Laserdesorp-
tion (UED-4; die Ziffer 4 bezeichnet die vierte Generation
dieser Geriteform)'® bedeutet eine betrichtliche technische
Innovation, die nun die Strukturbestimmung der RNA-Nuc-
leobase Uracil und der DNA-Nucleobase Guanin erméglicht
hat. Fiir die Ermittlung der unterschiedlichen konformeren/
tautomeren Formen der Nucleobasen scheint diese Technik
jedoch weniger gut befihigt zu sein als die Laserablations-
FTMW-Methode. Insbesondere konnte mit UED-4 nur eines
der Guanin-Konformere bestimmt werden, wihrend mit der
FTMW-Technik die vier stabilsten Formen einzeln charak-
terisierbar waren.

Die UED-4-Apparatur konnte nach Einschitzung der
Autoren zur Erforschung von Konformationséanderungen und
Gesamtstrukturmotiven in anderen isolierten Biomolekiilen
wie Polypeptiden oder gar funktionellen Proteinen eingesetzt
werden. Dies erscheint sehr ambitioniert, zumal im Fall des
Guanins im relevanten Energiefenster zwischen 0 und
400 cm ™! lediglich eine von vier Molekiilspezies strukturell zu
charakterisieren war.

Demgegeniiber ermoglichte die von Alonso et al. be-
schriebene Laserablations-FTMW-Technik die Charakteri-
sierung der Schwingungsgrundzustinde der vier stabilsten
Formen des Guanins!™™ bzw. fiinf stabilsten Formen des Cy-
tosins.'"! Tm Fall des Cytosins konnten die einzelnen Formen
anhand ihrer charakteristischen “N-Quadrupolkopplungs-
konstanten, die als , Fingerabruck® der jeweiligen Konfor-
mere/Tautomere dienen, zugeordnet werden. Die Effizienz
dieser Methode wurde in weiteren eindrucksvollen Kon-
formationsstudien mehrerer Aminosauren illustriert, so wur-
den z. B. sieben Konformere des Serins charakterisiert.'’” Ein
weiterer Vorteil der MW-Methoden besteht darin, dass ein
bestimmtes Rotationsspektrum aus einer Mixtur hunderter
Rotationsspektren herausgefiltert werden kann, wihrend et-
wa ED-Methoden relativ schwer zwischen chemischen Spe-
zies unterscheiden konnen.['¥

AbschlieBend sei die kiirzliche Entwicklung eines Breit-
band-FTMW-Spektrometers erwihnt, das einen bedeutenden
Durchbruch im Bereich der Rotationsspektroskopie dar-
stellt.’! Mit dieser Technik ist es z.B. gelungen, die Rota-
tionsspektren von 15 Konformeren des 1-Octens aufzuneh-
men.

Durch die Kopplung der molekularen Rotationsspektro-
skopie mit einer abstimmbaren Laseranregung ist es auch
moglich, die Kinetik von Isomerisierungen im Pikosekun-
denbereich zu messen.™ In Verbindung mit der Laserabla-
tion sollte diese Methode fiir dynamische Untersuchungen
von radikalischen Zwischenstufen, Molekiilkomplexen und
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konformativ/tautomer flexiblen Biomolekiilen einsetzbar
i [34]
sein.
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