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Kurzfassung

UV-Strahlung kann zu Photoschidden und Mutationen in der DNA fiihren, die Ausgangspunkt
fiir eine Reihe von Krankheiten wie z.B. Hautkrebs sein konnen. Der hiufigste durch UV-
Strahlung induzierte Photoschaden beruht auf einer Verkniipfung benachbarter Thymin-Basen
durch einen Zyklobutanring (CPD-Schaden). Obwohl die Bildung dieser Thymin-Dimere
bereits seit 1960 bekannt ist, konnte bisher weder die Zeitskala noch der Mechanismus die-
ser Reaktion eindeutig gekliart werden. Thema dieser Arbeit ist deshalb die Untersuchung
photophysikalischer und photochemischer Prozesse in Nukleinsiduren.

Methodik: Mit der Methode der Anreg-Abtast-Spektroskopie konnen ultraschnelle photoin-
duzierte Prozesse beobachtet werden. Das in dieser Arbeit eingesetzte Spektrometer basiert
auf einem zentralen Femtosekunden-Lasersystem, dessen Lichtimpulse (800 nm, 90 fs) iiber
nichtlineare Prozesse in die benotigten Spektralbereiche (Anregung im UV: ~ 270 nm, Abtas-
ten im mittleren Infraroten: 3 - 10 um) konvertiert werden konnen. Mit dieser Technik 14sst
sich die hohe Struktursensitivitdt der Schwingungs-Spektroskopie mit einer Zeitauflésung im
Subpikosekunden-Bereich kombinieren.

Modellsysteme: Fiir die Untersuchung der Bildung von Thymin-Dimeren wurden zwei
Thymin-Derivate ausgewihlt: das einzelstringige Thymin-Homopolymer (dT);s und das Mo-
nonukleotid Thymidin-5’-Monophosphat (TMP). Zusitzlich wurden Experimente an dem ein-
zelstrangigen Adenin-Homopolymer poly(A) und dem Mononukleotid Adenosin-5’-Monophos-
phat (AMP) durchgefiihrt, deren Adenin-Basen die zu Thymin komplementéren Bestandteile
der DNA darstellen.

Ergebnisse zur Photophysik von AMP und poly(A): Wihrend in AMP alle Adenin-Basen
nach UV-Anregung eine schnelle interne Konversion (< 1 ps) in den schwingungsangeregten
Grundzustand erfahren, werden in poly(A) zusétzlich langlebige elektronische Zustinde mit
Lebensdauern im 100 ps- und ns-Bereich bevolkert. Das Auftreten dieser Zustinde korreliert
mit der Stapelung der Adenin-Basen in poly(A). Dies deutet auf die Bildung von Excimer-
Zustinden hin, deren IR-Absorption in dieser Arbeit erstmals bestimmt werden konnte.

Ergebnisse zur Photochemie und Photophysik von TMP und (dT);s: Fiir die Aufkldrung
der UV-induzierten CPD-Bildung wurde zunéchst in stationdren Belichtungsexperimenten
die charakteristische IR-Absorption von Thymin-Dimeren bestimmt. Anschlieend konnte
durch einen Vergleich der Messungen an TMP und (dT),s die Bildung von Thymin-Dimeren
in (dT)s innerhalb einer Pikosekunde (10~'2 s) nachgewiesen werden. Ebenfalls auftretende
langlebige elektronische Zustidnde (100 ps - 1 ns) fithren dagegen nicht zur Dimer-Bildung.
Die Photoreaktion ist deshalb nur moglich, wenn die Anordnung zweier Basen zum Zeitpunkt
der UV-Absorption bereits fiir eine Dimerisierung geeignet ist. Diese Interpretation lédsst
sich auch auf die DNA-Doppelhelix iibertragen, in der erst Abweichungen von der idealen
Helix-Struktur eine Dimer-Bildung erlauben. In dieser Arbeit konnte damit eine grundlegende
Frage zur Photochemie von DNA-Molekiilen gelost werden, die fiir eine Interpretation von
Schadenshéufigkeiten und Mutationsmustern im Genom von zentraler Bedeutung ist.
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Abstract

Ultraviolet radiation can lead to photo-lesions and mutations in DNA, which can cause several
diseases, most notably skin carcinomas. The most abundant UV-induced photo-lesions result
from the formation of a cyclobutane ring between adjacent thymine bases (CPD-lesions).
Although the formation of these thymine dimers has been reported in the early 1960s, until
now neither the time scale of dimer formation nor the reaction mechanism has been resolved.
The focus of this work is on the investigation of photophysical and photochemical processes in
nucleic acids on the picosecond time scale.

Method: Pump-probe spectroscopy allows the investigation of ultrafast, photo-induced
processes. The applied spectrometer is based on a central femtosecond laser system. The
emitted short light pulses (800 nm, 90 fs) are converted via nonlinear processes into the
required spectral regions (ultraviolet pump: ~ 270 nm, mid infrared probe: 3 - 10 ym). In this
way the high-structure sensitivity of vibrational spectroscopy can be combined with a time
resolution in the sub picosecond regime.

Model systems: For the investigation of thymine dimer formation, two thymine derivatives
were chosen: the 18-mer all-thymine single strand (dT),s and the mononucleotide thymidine-
5’-monophosphate. Additional experiments were performed on the all-adenine single strand
poly(A) and the mononucleotide adenine-5’-monophosphate, as adenine is the complementary
base of thymine in the DNA double helix.

Results on the photophysics of AMP and poly(A): While in AMP virtually all excited
adenine bases return to the vibrationally excited ground state via a fast, internal conversion
(< 1ps), there is an additional population of long-lived, electronic states in poly(A), with
lifetimes in the 100 ps- and ns-regime. The population of these states correlates with the
amount of stacked bases in poly(A). This can be explained by the formation of excimer states.
The IR absorption of these states could be deduced in this paper for the first time.

Results on the photochemistry and photophysics of TMP and (dT);s: To resolve the
UV-induced formation of CPD-lesions, the characteristic IR absorption of thymine dimers
was determined from stationary irradiation experiments on (dT);s. Afterward the formation of
thymine dimers in (dT);gs was shown to occur within one picosecond (1072 s) by comparing
the time resolved measurements on TMP and (dT);s. Long-lived electronic states (100 ps -
1 ns) do not lead to dimer formation. Therefore, the photoreaction can only take place if the
conformation of two bases at the moment of UV absorption is already suitable for dimeri-
zation. This interpretation can be transferred to the DNA double helix, in which deviations
from the ideal helix structure are necessary for dimer formation. In this work a fundamental
question of photochemical reactions in DNA is resolved, which is of central importance to the
understanding of the frequency of damage and mutation patterns in the genome.
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1 Einleitung

Fast alle Aspekte des Lebens sind auf molekularer Stufe organisiert;
wenn wir also die Molekiile nicht verstehen,

konnen wir iiber das Leben

nur sehr oberflichlich Bescheid wissen.

Francis Crick

Die Erkenntnisse iiber die molekularen Strukturen des Lebens gehoren zu den grof3iten Er-
rungenschaften des letzten Jahrhunderts [AtkO6]. Sie erlauben Einblick in die komplexe
Organisation von Zellen und stellen das Prinzip der Replikation auf eine fiir alle lebenden
Organismen allgemein giiltige Basis. Von besonderer Bedeutung ist dabei die Erkenntnis, dass
die Erbinformation in Form einer Nukleinsdure, der DNA (,,deoxyribonucleic acid*), auf mole-
kularer Ebene gespeichert ist. Die DNA reprisentiert damit den Genotyp, der die Information
fiir den Aufbau der anderen Funktionstriger (z.B. Proteine) bereit hilt. Wie aber funktioniert
diese Datenspeicherung und was sind die molekularen Eigenschaften dieser Molekiile?

Die richtige Interpretation zur Art und Weise der Informationsspeicherung wurde erst durch
Strukturanalysen auf molekularer Ebene mit der Methode der Rontgenbeugung [Fril3, Laul3]
moglich. Basierend auf dieser Technik haben Experimente zur Struktur von DNA-Molekiilen
durch Franklin und Wilkins und ihre Interpretation durch Watson und Crick entscheidend zum
Verstindnis der Speicherung und der Umsetzung der genetischen Information beigetragen
[Fra53, Wil53, Wat53b]. Mit den in Folge durch Rontgenbeugung und Kernspinresonanzspek-
troskopie (,,nuclear magnetic resonance*, NMR) gewonnenen Strukturen von DNA-Sequenzen
und -Motiven [Ber77, Far93, Ber00, BerO3b] bietet sich uns heute ein detaillierter Blick auf
die statischen Eigenschaften der Erbinformation'. Die Nukleinsiure DNA setzt sich aus vier
unterschiedlichen Bausteinen, den sogenannten Nukleotiden zusammen, die zu langen Ketten
polymerisieren konnen. In der bekannten Doppelhelix-Struktur der DNA winden sich zwei
Nukleinsdure-Stringe um eine gemeinsame Achse und bilden ein langes fadenformiges Ma-
kromolekiil, in dem die Abfolge der Nuklein-Basen (Adenin, Guanin, Thymin, Cytosin) die
Erbinformation kodiert. Die Umsetzung der genetischen Informationen in funktionsfahige
Proteine erfordert zwei Schritte. Erstens die Transkription der DNA in eine komplementire
RNA-Sequenz. Zweitens die Translation dieser Sequenz in eine Aminosédurenkette (Protein)
[Len61, Spe62b, Spe62a, Mat62]. Bei der Translation bilden drei aufeinander folgende Ba-
sen ein so genanntes Codon fiir eine von 20 verschiedenen Aminoséduren. Die Abfolge der
Aminosiuren bestimmt die Eigenschaften der Proteine.

Ein wesentlicher Schritt zum Verstdndnis des Lebens auf molekularer Stufe ist deshalb die
Erkundung der Basensequenz. Heute steht uns mit den im Rahmen des Humangenomprojekts
(,Human Genome Project) durchgefiihrten Sequenzanalysen eine nahezu vollstindige Infor-
mation iiber das menschliche Genom zur Verfiigung [Ste04, Col04]. Damit verbindet sich die

IViele dieser Strukturen sind in frei zuginglichen Datenbanken wie der ,,Protein Data Bank* (PDB;
http://www.pdb.org/) hinterlegt.



1 Einleitung

Hoffnung, nach und nach Teilsequenzen identifizieren zu konnen, die fiir bestimmte Merkmale
und Krankheiten verantwortlich sind [Ste04]. Auf diesem Weg sind jedoch noch viele Fragen
in Bezug auf die Lage der funktionsfihigen Gene? und Wechselwirkungen, die eine Umsetzung
der Information bestimmen, offen. In Analogie zu einem Buch besteht das Problem darin, dass
die bloBe Kenntnis der Abfolge der etwa 3 Milliarden Buchstaben (DNA-Basen) noch kein
Verstindnis des Inhalts erlaubt. Die Menschheit ist gerade erst dabei, einzelne Zusammenhénge
und Querverweise in diesem Buch des Lebens zu verstehen.

Die Nukleinsdure DNA ist in den Zellen stindig schiddlichen Faktoren ausgesetzt, die zu
Mutationen und damit zu einer Verdnderung der genetischen Information fithren kénnen. Dazu
gehoren externe Umwelteinfliisse wie hochenergetische Strahlung und chemische Substanzen,
aber auch Schiden wihrend des normalen Zellstoffwechsels. Schidtzungen gehen dabei von
etwa 10%-10° Schiden pro Tag und Zelle im menschlichen Kérper aus. Dies macht deutlich,
dass das Uberleben des Organismus nur durch eine stindige Uberpriifung der Erbinformation
und effiziente Reparaturmechanismen gewéhrleistet werden kann [SchO3a]. Treten dennoch
Mutationen auf, so kann dies bei der Umsetzung der Erbinformation zu funktionsunfihigen
Proteinen fiihren. Sind diese ,,fehlerhaften* Proteine fiir die Kontrolle des Wachstums und der
Differenzierung von Zellen verantwortlich, konnen damit schwerwiegende Erkrankungen und
erste Schritte fiir die Entstehung von Krebs verbunden sein [Pon01].

—
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der UV-induzierten Bildung eines Thymin-Dimers zwischen
zwei benachbarten Thymin-Basen (T) in einer DNA-Doppelhelix. Diese Photoprodukte stellen in der
DNA die mit Abstand am h&ufigsten durch UV-Strahlung induzierten Schaden dar und kdnnen zu
Mutationen flihren, in deren Folge es zum Beispiel zur Entstehung von Hautkrebs kommen kann. Die
Molekilstrukturen wurden anhand der PDB-Eintrdge 1COC und 1TTD von [McA98] mit dem Programm
VMD erstellt [Hum96].

Zu den gefihrlichsten und allgegenwirtigen Umweltkarzinogenen gehort die solare UV-
Strahlung. Sie fiihrt zu Schiden an der DNA und anderen Zellbestandteilen und wird neben
Hautkrebs [Kra97, dGO1, Poo0S, NorO7] zum Beispiel fiir die Unterdriickung von Immunreak-
tionen des Korpers [Cly01, Poo05] und verschiedene Augenleiden [dG03, And06] verantwort-
lich gemacht. Der hiufigste durch UV-Strahlung induzierte Photoschaden in der DNA besteht
in der Bildung von Zyklobutan-Pyrimidin-Dimeren (,,cyclobutane pyrimidine dimer*, CPD)
[Byk98, Yoo00]. Bei diesem Schaden kommt es zur Bildung eines Zyklobutan-Rings zwischen

2Man geht heute von etwa 20000 - 25000 funktionsfihigen Genen aus.



zwei benachbarten Pyrimidin-Basen in der DNA-Doppelhelix. Eine schematische Darstellung
dieser Reaktion fiir zwei benachbarte Thymin-Basen (T) ist in Abbildung 1.1 zu sehen.

Wie im Folgenden dargestellt, sind potentiell alle der UV-Strahlung der Sonne ausgesetzten
Organismen durch diese Art von Photoschiaden gefihrdet. Dabei hat sich gerade fiir den
Menschen die Gefidhrdung durch schiddliche UV-Strahlung sowohl durch ein veridndertes
Freizeitverhalten als auch durch die Zerstorung der Ozonschicht und den Klimawandel stark
erhoht.

UV-Strahlung, Photoschaden und Hautkrebs

Die Sonne bestimmt mit ihrer Strahlung das Klima auf der Erde und liefert neben der Wiir-
mestrahlung auch die fiir die Photosynthese notwendige Lichtenergie im sichtbaren und
nahinfraroten Spektralbereich. Erst Anfang des 19. Jahrhunderts konnte gezeigt werden, dass
das Sonnenlicht nicht nur aus dem sichtbaren Spektrum und der Wirmestrahlung besteht, son-
dern auch einen zum sichtbaren Spektralbereich hoherenergetischen Anteil mit Wellenldngen
kleiner 400 nm besitzt. Dieser wird als UV-Strahlung bezeichnet. Bis zu diesem Zeitpunkt
waren vor allem die positiven Eigenschaften des Sonnenlichts bekannt und wurden als Form
einer Heliotherapie fiir verschiedene Krankheitsbilder eingesetzt. Zum Beispiel waren Zusam-
menhénge zwischen der psychischen Verfassung und Sonnenlicht bereits zu Lebzeiten des
Hippokrates (ca. 460 - 370 v. Chr.) bekannt [Weh89].

Mit der Erfindung von Lichtquellen (z.B. Gasentladungslampen), die im UV-Bereich emit-
tieren, konnten die Effekte der UV-Strahlung in medizinischen Studien niher erforscht werden
[Hoc02]. Heute weill man um die antibakterielle Wirkung und die wichtige Rolle der UV-
Strahlung bei der Synthese des Vitamin D3 fiir den Menschen [Moa08]. Fiir die Synthese des
Vitamins ist allerdings nur eine relativ geringe Strahlendosis notwendig [Gil07]. Zum Beispiel
wird in Deutschland fiir die hellhdutige Bevolkerung eine Empfehlung von etwa 15 Minuten
indirekter Sonneneinstrahlung auf Hinde und Gesicht pro Tag ausgesprochen [ADP0O7]. Im
Laufe des 20. Jahrhunderts wurde anhand von Tierversuchen deutlich, dass der UV-Anteil des
Sonnenlichts, neben seinen heilsamen Aspekten, auch fiir eine Reihe von Krankheitsbildern
wie Hautkrebs verantwortlich ist [Hoc02]. Als Ursache werden dafiir vor allem photoinduzierte
Prozesse und Schédden an der DNA diskutiert, die in diesem Spektralbereich einen Hauptabsor-
ber fiir die UV-Strahlung darstellt. Der ultraviolette Spektralbereich wird basierend auf seiner
biologischen Wirksamkeit in drei Bereiche unterteilt*:

e UVA (315 - 400 nm): Dieser Spektralbereich wird nur unwesentlich von der Atmosphire
absorbiert. Da die Nukleinsdure DNA in diesem Spektralbereich praktisch keine Absorp-
tion zeigt, konnen Schiden an der DNA nur durch die Sensibilisierung anderer Molekiile
und indirekte Prozesse induziert werden.

e UVB (280 - 315nm): Ozon und andere Bestandteile der Atmosphére absorbieren in
diesem Bereich einen GroBteil der solaren Strahlung. Der Anteil der die Erdoberfliche
erreicht kann jedoch direkt durch die DNA absorbiert werden und zu Photoschédden
fiihren.

3Die hier vorgenommene Unterteilung bezieht sich auf die Vorgaben gemiB der ,,International Comission on
IIlumination®, CIE 1999.



1 Einleitung

e UVC (100 - 280nm): Dieser Spektralbereich wird praktisch vollstindig durch die
Ozonschicht in der Atmosphire absorbiert. Die DNA besitzt in diesem Bereich ein
Absorptionsmaximum bei etwa 260 nm.

In Abbildung 1.2 sind die spektralen Anteile der solaren UV-Strahlung auerhalb der Erdatmo-
sphire und auf der Erdoberflache, sowie deren Eindringtiefe in menschliche Haut dargestellt.
Zusitzlich sind die Absorptionsspektren von DNA-Molekiilen und den in der Atmosphire vor-
handenen Ozon-Molekiilen gezeigt. Wéahrend der UVB-Anteil im Wesentlichen bereits in der
Oberhaut absorbiert wird, kann der UVA-Anteil bis in die unteren Hautschichten (Lederhaut
und Unterhaut) eindringen [ YouOO]. Der schiitzende Effekt der Ozonschicht fiir das Leben auf

(A) (B)
UvC<280nm| UVB UVA 315 - 400 nm
20 km &
} g |2
2 =
Sea Level
g 2
8 ko
Oberhaut & &
~ 100 pm _/\./
Lederhaut o . L
1 1-4mm 240 260 280 300 320 340 360
Unterhaut Wavelength / nm

Abb. 1.2: (A) Schematische Darstellung der Eindringtiefe der solaren UV-Strahlung durch die Erdatmo-
sphére und die menschliche Haut. W&hrend der UVC-Anteil der Strahlung bereits in der Ozonschicht
der Atmosphére absorbiert wird, kdnnen Teile der UVB-Strahlung und die UVA-Strahlung die Erdober-
flache erreichen. Der UVB-Anteil wird im Wesentlichen in der Oberhaut absorbiert. Dagegen kann
der UVA-Anteil bis in die Unterhaut eindringen. Beide Wellenlangenbereiche kénnen zu Schaden
an der Strukturen der Hautzellen fihren. (Abdruck mit freundlicher Genehmigung durch [ADP07]).
(B) Darstellung der Absorptionspektren von Ozon- (dunkelblau) und DNA-Molekilen (schwarz) im
Vergleich zur Strahlungsintensitét der solaren Strahlung auBerhalb der Atmosphare (hellblau) und auf
der Erdoberflache (tiirkis) [Tay94]. Die relativ groBe Ubereinstimmung der spektralen Absorptionseigen-
schaften zwischen DNA- und Ozon-Molekilen im UVC-Bereich des Spektrums machen die Bedeutung
der Ozonschicht fir das Leben auf der Erde deutlich. Sie verhindert das Auftreffen der UVC-Strahlung
und reduziert den Anteil der UVB-Strahlung erheblich. Eine Verédnderung der Ozonkonzentration in der
Stratosphare wirkt sich direkt auf den Anteil der die Erdoberflache erreichenden UVB-Strahlung aus.
Aufgrund der Absorption der DNA-Basen in diesem Bereich kann es zu direkt induzierten Schaden an
der Erbinformation kommen. Der UVA-Anteil wird durch die Atmosphére nur gering beeinflusst und
kann Uber Sekundarprozesse zu Schaden an der DNA fiihren.

der Erde wird dabei beim Vergleich der Absorptionsspektren von Ozon- und DNA-Molekiilen
in Abbildung 1.2 B deutlich. Durch die Ozon-Molekiile wird neben dem sehr energiereichen
UVC-Anteil, in dem das Absorptionsmaximum der DNA liegt, auch ein groer Anteil der
UVB-Strahlung absorbiert. Dagegen wird der UVA-Bereich durch die Ozonschicht nur unwe-
sentlich beeinflusst und kann iiber Sekundirprozesse (z.B. freie Radikale, Oxidationsprodukte,



Photosensibilisierung) die DNA schiddigen [Gni96, Cad97, Rav01, Nis06, Mou06]. Die mit
Abstand am héufigsten durch UV-Strahlung induzierten DNA-Schiden sind jedoch die bereits
in Abbildung 1.1 dargestellten CPD-Schiden.
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Abb. 1.3: (A) Schematische Darstellung der menschlichen Haut und die durch UV-Strahlung induzierten
Prozesse. Die langwelligere UVA-Strahlung dringt tiefer in das Gewebe ein als die UVB-Strahlung.
Beide Wellenldngenbereiche kénnen zu Schaden in den Hautzellen fiihren. Abdruck mit freundlicher
Genehmigung durch [ADPQ7]. (B) Vergleich der Wirkungskurve fiir die Bildung von Hautkarzinomen
(schwarz) mit dem Wirkungsspektrum fiir die Bildung von CPD-Schaden (rot) in der DNA [dG94, Fre89]
(nach [dG99]).

Es gibt eine ganze Reihe von Haut-Effekten, die auf die Exposition mit UV-Strahlung
zuriickgefiihrt werden konnen. Abbildung 1.3 A illustriert einige davon. Die Wirkungen der
UV-Strahlung reichen dabei von einer offensichtlichen Hautrétung (GefidBBerweiterung), der
Zerstorung von Kollagen und einer vorzeitigen Hautalterung bis zu einem Absterben und
AbstoBen der betroffenen Hautzellen (,,Erythema solare®, Sonnenbrand)*. Fiir die Entstehung
von Sonnenbrand wird vor allem die energiereiche UVB-Strahlung und damit die Bildung
von CPD-Schiden verantwortlich gemacht [You98, McK04]. Etwa 105> CPD-Schiden in der
DNA von Epidermis-Zellen reichen, nach einer UV-Dosis von etwa 500 J/m2, aus, um eine
Hautrotung auszulosen [Byk98]. Ist eine Reparatur von Schiden nicht mehr in ausreichendem
MaBe méglich, wird in der Regel der programmierte Zelltod (Apoptose®) eingeleitet. Fillt
dieser regulierende Mechanismus aus, konnen sich, als Folge der Photoschiden, Mutationen
anhdufen, durch die es zur Entstehung von Krebs kommen kann [Set74, Tay94, Kra97, dG99,
dGO01, Nis06].

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurde von Medizinern ein Zusammenhang zwischen
Hautkrebs und regelméBiger Sonnenbestrahlung vermutet und Anfang des 20. Jahrhunderts
durch Tierversuche bestitigt [Fin28, Hoc02]. Hautkrebs gehort zu den hiufigsten Krebsarten

“Erythema (griech.) = Rote, Entziindung. Dermatologischer Ausdruck fiir eine entziindungsbedingte Hautrétung,
die durch eine Gefilerweiterung hervorgerufen wird.
3 Apoptosis (griech.) = der Niedergang
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unter Menschen mit nordeuropdischer Abstammung und ist die bei weitem hédufigste Krebsart
fiir diese Menschen, wenn sie in subtropischen Gegenden der USA oder Australien leben
[dGO3]. Dabei wird zwischen verschiedenen Hautkrebsarten unterschieden. Zu den am hiufigs-
ten auftretenden Hauttumoren gehoren das Basalzellenkarzinom und Plattenepithelkarzinom®.
Beide Tumorarten treten vorwiegend bei dlteren Menschen auf und sind mit der kumulativen
Strahlendosis verkniipft, der die Haut im Laufe des Lebens ausgesetzt war. Dem gegeniiber
entwickelt sich das wesentlich gefihrlichere und oft tddlich verlaufende maligne Melanom
(schwarzer Hautkrebs)’ hiufig bereits im mittleren Lebensalter. Das Auftreten der beiden
Karzinome scheint eindeutig mit einer im Laufe des Lebens zu hohen Strahlendosis im UVB-
Bereich verkniipft zu sein. Dies wird in Abbildung 1.3 B eindrucksvoll durch die sehr gute
Ubereinstimmung der Wirkungsspektren fiir die Induktion von Hautkarzinomen und die direkte
Schiadigung der DNA (CPD-Schiden, rot) deutlich gemacht. Diese UV-induzierten Schiden
konnen zu Mutationen fiihren, deren UV-Signatur in bestimmten Genen (z.B. p53) von Haut-
krebspatienten mit Basalzellenkarzinom nachgewiesen werden konnte [Bes05]. Im Gegensatz
dazu sind die genauen Ursachen fiir die Entstehung des malignen Melanoms bisher noch nicht
eindeutig geklirt. Allerdings deuten auch hier Studien auf einen Zusammenhang mit den durch
UVB- und UVA-Strahlung verursachten Photoschdden hin [Set93, Kra97, Bes05, Woo06].
Vor allem der UVA-Bereich wurde aufgrund seiner geringen Sonnenbrand-Wirkung in dieser
Hinsicht bisher unterschitzt®.

Gefahren durch Freizeitverhalten und Klimawandel

Das Leben auf der Erde hat sich notwendigerweise auf die solare UV-Belastung eingestellt.
Zum Beispiel besitzt unsere Haut einige aktive und passive Schutzmechnismen [Nie06, Wic07],
wobei die Empfindlichkeit der Haut stark vom entsprechenden Hauttyp und der Fihigkeit
zur Briunung abhingig ist. Eine gute Zusammenfassung zu diesen Mechanismen und deren
Ursachen findet sich in [Cly01, McKO04, WicO7, Bre07]. Neuere Studien deuten darauf hin, dass
die Bildung von CPD-Schéden und die dadurch erforderlichen Reparaturmechanismen in den
Zellen auch fiir die Exprimierung von Melanin durch Melanozyten und die Pigmentbildung, d.h.
die Briunung verantwortlich sind [Vin0O1]. Dabei scheint eine Genmutation fiir die mangelnde
Briaunungsfihigkeit der rothaarigen Bevolkerungsanteile verantwortlich zu sein [WicO7]. Eine
»gesunde® Briune durch UV-Strahlung ist nicht ohne eine vorhergehende Schidigung der
DNA moglich. Vor allem die hellhdutige Bevolkerung sieht sich einer zunehmenden Rate von
Hautkrebserkrankungen gegeniiber, die sich in den letzten 40 Jahren mehr als verdoppelt hat.
Wie lésst sich diese Entwicklung erklédren?

Einen groBen Anteil an dieser Entwicklung hat mit Sicherheit das Freizeitverhalten und das
Ideal einer gebriunten Haut®, das sich mit der Entstehung von Freibidern, dem Aufkommen
des Breitensports und der Einrichtung von Sonnen-, Licht- und Luftbddern um 1920 als neues

6Schitzungen gehen fiir Deutschland von etwa 100 Fillen pro 100000 Einwohner und Jahr [GEKO06] fiir diese
beiden Tumorarten aus.

"Etwa 14000 Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland [GEK06].

8Das Maximum im Wirkungsspektrum liegt fiir Sonnenbrand bei etwa 300 nm. Im langwelligen UVA-Bereich
ist die Erythem-Wirksamkeit dagegen um 2-3 Grof3enordnungen niedriger [Prz99].

9Coco Chanel war die erste Modedesignerin, die gebriunte Haut als Trend und neues Schonheitsideal vermittelte
[Hoc02].



Schonheitsideal durchzusetzen begann. Mit dem Sonnen- und Bade-Tourismus in den 60er
Jahren wurde eine gebrdunte Haut zum Symbol fiir Attraktivitit, Erfolg und Gesundheit. Gerade
junge Menschen setzen sich deshalb oft viel zu hohen Strahlendosen beim Sonnenbanden oder
in Solarien aus und erreichen so bereits sehr frith das von den Hautzellen noch verkraftbare Maf}
an Strahlenschéden in der Haut. In diesem Zusammenhang wird gerne von einem individuellen
,UV-Konto* gesprochen, das einen Menschen sein ganzes Leben lang begleitet. Auch der
unsachgemiBe Einsatz von Sonnencremes stellt ein Problem dar. Da Sonnencremes in der
Vergangenheit oft nur den UVB-Anteil unterdriickten, der aufgrund der hohen Schadensraten
relativ schnell zu einem Sonnenbrand fiihrt, haben sich viele einer iibermifBigen Strahlungsdosis
ohne entsprechenden UVA-Schutz ausgesetzt. Die Erkenntnis, dass Briunung immer ein
Zeichen fiir eine zuvor erfolgte Schidigung, die natiirliche, individuelle Hautfarbe hingegen
ein Zeichen fiir Gesundheit sein kann, beginnt sich erst langsam durchzusetzen.

Neben den Freizeit-Gewohnheiten und Idealen ist die steigende Anzahl an Hautkrebserkran-
kungen aber auch mit den durch den Menschen verursachten Umweltverdnderungen verkniipft.
Mitte der 1970er Jahre wurde entdeckt, dass Produkte der chemischen Industrie — vor allem
die Fluorchlorkohlenwasserstoffe (FCKW’s) — zu einer Zersetzung von Ozon-Molekiilen in
der Stratosphiire beitragen'®. Bereits damals wurde eine daraus resultierende Gefihrdung fiir
den Menschen erkannt und erste Szenarien fiir die Auswirkungen auf das Leben auf der Erde
diskutiert [Mol74, Mau76]. Wie der Vergleich zwischen der Absorption von Ozon-Molekiilen
und der DNA in Abbildung 1.2 B zeigt, wirken sich Anderungen in der Konzentration der
schiitzenden Ozon-Schicht direkt auf den Anteil der schiddlichen UVB-Strahlung auf der Erd-
oberfldche aus. In neueren Hochrechnungen wird dabei zum Beispiel bei einer Reduktion der
Ozon-Konzentration von x % mit einer Erhohung der Hautkrebsfille von bis zu 3x % gerechnet
[S1a96, dG99].

Obwohl im Laufe von gut 30 Jahren durch internationale Abkommen (Vienna Protokoll 1985,
Montreal Protokoll 1987) eine deutliche Reduktion von Ozon zerstorenden Produkten erreicht
wurde [Pra96], haben wir es heute mit einer in einigen Bereichen der Erde extremen Abnahme
der Ozonkonzentration (Antarktis, Australien) und Zunahme schidlicher UV-Strahlung zu tun.
Die Auswirkungen auf das Leben auf der Erde sind Gegenstand internationaler Forschungs-
aktivitdten, deren Ergebnisse zum Beispiel von den Vereinten Nationen (,,United Nations
Environmental Programm / Environmental Assessment Panel*, UNEP / EEAP) in regelmafi-
gen Abstinden veroffentlicht werden. Einen sehr guten Uberblick zu den mit der Zerstérung der
Ozonschicht verkniipften Auswirkungen auf die Umwelt geben zum Beispiel [Fah06, Auc07].

Aufgrund der vorangegangenen Zerstorung der Ozonschicht werden wir bis Mitte des
21. Jahrhunderts mit einer deutlich erhdhten Strahlung im UVB-Bereich leben miissen [Bro99,
McK99, McKO07]. Da die auf der Erdoberfliche auftreffende UVB-Strahlung auch von der
kiinftigen Klimaentwicklung in Bezug auf Aerosole und die Wolkenbedeckung abhéngig ist,
besteht zur Zeit eine grof3e Unsicherheit dariiber, wie sich die Erholung der Ozonschicht auf
die effektive UVB-Strahlenbelastung auswirkt. Zusétzlich konnte sich durch die Klimaerwir-
mung die Erholung der Ozonschicht deutlich verlangsamen. Diese Annahme beruht auf einem
Modell, nach dem es bei der Klimaerwarmung (in der Troposphére) zu einer Erniedrigung
der Temperatur in der Stratosphidre kommt [dG03]. Dies konnte vor allem in der nordlichen

10Nobelpreis 1995 an Paul J. Crutzen, Mario J. Molina und Frank Sherwood Rowland — fiir ihre Arbeiten zur
Chemie der Atmosphire, insbesondere tiber Bildung und Abbau von Ozon.
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Abb. 1.4: (A) Prognose fir den weiteren Verlauf der Ozon-Konzentration (60°S - 60°N) im
21.Jahrhundert. Die Angaben beziehen sich auf die beobachteten und berechneten Abweichungen
zur Ozon-Konzentration von 1980 [IPC05, McKO07]. (B) Prognose fir die Zunahme der Hautkrebser-
krankungen in westlichen Nordeuropa mit und ohne verzdgerte Erholung der Ozon-Schicht durch dem
Klimawandel [Kel02, dG03]. Abdruck mit Erlaubnis durch ,, The Royal Society of Chemistry (RSC) on
behalf of the European Society for Photobiology and the European Photochemistry Association®.

Hemisphire iiber der Arktis zu einer Erhohung der Effizienz der Ozon abbauenden chemischen
Prozesse fithren [Mue97, Shi98]. Ausfiihrliche Darstellungen zu den bisher bekannten Zusam-
menhingen zwischen dem Treibhausgas Ozon in der Stratosphire und der Klimaerwédrmung
finden sich auch in den im Jahr 2007 veroffentlichten ,, JPCC-Berichten* (,,International Panel
on Climate Change®, IPCC) zum Klimawandel [TPCO7].

In Abbildung 1.4 A sind die bisher beobachtete Abnahme des Ozongehalts fiir die mittleren
Breiten und der prognostizierte Verlauf bis zur Mitte des 21. Jahrhunderts dargestellt. Die
Breite der Verteilung (blaue Schattierung) macht die gro8e Unsicherheit iiber die weitere
Entwicklung deutlich. Abbildung 1.4 B zeigt den Verlauf der durch die erhohte UV-Strahlung
zu erwartenden zusitzlichen Hautkrebserkrankungen bis zum Jahr 2100. Da die Bildung von
Hautkarzinomen auf eine kumulative Strahlendosis wéhrend des Lebens zuriickgefiihrt wird,
reagiert die Anzahl der zusétzlichen Krebserkrankungen zeitlich deutlich verzogert auf die
Umweltverdnderungen. In der Darstellung ist der prognostizierte Verlauf der zusitzlichen
Hautkrebserkrankungen einmal mit und einmal ohne verzégerte Erholung der Ozonschicht
durch die Klimaerwéarmung gezeigt.

Diese Studien machen deutlich, dass die Menschheit ein globales Experiment durchfiihrt,
dessen Ausgang noch weitgehend ungewiss ist. Dabeli riicken zunehmend die Auswirkungen
des Klimawandels auf die Okosysteme in den Vordergrund. Denn neben den direkten gesund-
heitlichen Aspekten fiir den Menschen sind vor allem die noch unklaren Auswirkungen auf die
Okosysteme in den Meeren, die am Anfang der Nahrungskette stehen (z.B. Phytoplankton!')
eine groBe Bedrohung. Waren viele Okosysteme bisher zum Teil durch eine Eisschicht vor
einer zu hohen UV-Belastungen geschiitzt, finden sie sich nun im Rahmen der Erderwédrmung
und des Schmelzens des Eises zunehmend der gefdhrlichen UV-Strahlung ausgesetzt. Wie
diese Organismen auf die verdnderten Umweltbedingungen reagieren bleibt abzuwarten.

"'Phytoplankton ist der groBte Produzent von Biomasse in den Meeren und bildet die Basis der Nahrungskette.



Ziele und Gliederung der Arbeit

Die einleitenden Abschnitte zu den durch UV-Strahlung verursachten Schiaden in der DNA
machen deutlich, dass der Photophysik und der Photochemie dieser Molekiile eine grof3e
Bedeutung fiir ein Verstdndnis des Lebens auf molekularer Ebene zukommt. Die genetische
Information ist seit Milliarden von Jahren dieser Strahlung ausgesetzt, und es stellt sich die
Frage, ob die zur Speicherung der Erbinformation verwendeten Nukleinbasen im Laufe der
Evolution auf eine moglichst hohe Photostabilitit hin selektiert wurden, bzw. welche Mecha-
nismen die Natur zum Schutz vor Photoschiiden verwendet. Diese Fragestellung war lange Zeit
die Motivation fiir experimentelle Studien zur Photophysik angeregter Zustinde in Nukleinsédu-
ren, da diese Prozesse am Anfang einer Kette von Reaktionen stehen, die zu Photoschiden
fiihren. Tatsdchlich zeigen Untersuchungen an einzelnen DNA-Basen eine erstaunlich hohe
Photostabilitit, die bisher vor allem auf sehr schnelle elektronische Desaktivierungsprozesse im
Bereich von wenigen hundert Femtosekunden (1 fs = 10717 s) zuriickgefiihrt wurden [CHO4a].

Experimente, die eine Zeitauflosung in diesem Zeitbereich erlauben, wurden erst durch
laserbasierte Anreg-Abtast-Experimente mit kurzen Lichtimpulsen realisierbar. Grundlage
dieser Spektroskopie-Technik sind kurze Lichtimpulse, die zum einen eine Photoreaktion
auslosen (Anregung) und zum anderen die bei dieser Reaktion ablaufende Absorptionsédn-
derung durch einen zweiten Lichtimpuls abtasten konnen (Abfrage). Basierend auf einem
Femtosekunden-Lasersystem gelang es Pecourt und Mitarbeitern im Jahr 2000 erstmals, die
Lebensdauer elektronisch angeregter DNA-Molekiile auf der Subpikosekunden-Zeitskala
direkt zu beobachten [Pec00]. In Folge wurde eine Reihe weiterer Experimente mit zeitauf-
geloster UV/Vis- und Fluoreszenz-Spektroskopie an einzelnen DNA-Bausteinen und kurzen
DNA-Sequenzen durchgefiihrt. Eine gute Zusammenfassung der Experimente zur Photophysik
von DNA-Bausteinen findet sich zum Beispiel in [CHO4a]. Vor allem neuere Studien zur
Photophysik von DNA-Molekiilen zeigen jedoch, dass offenbar die schnelle Desaktivierung
einzelner DNA-Basen alleine nicht ausreicht, um die beobachtete hohe Photostabilitit von
DNA-Molekiilen zu erkldren. Denn sowohl bei bestimmten DNA-Nukleotiden als auch bei
kurzen DNA-Sequenzen und Basenpaaren wurden langlebige angeregte elektronische Zustédnde
nachgewiesen, die an photochemischen Reaktionen beteiligt sein konnten. Die Untersuchung
photochemischer Prozesse in DNA-Molekiilen wird durch zwei Punkte wesentlich erschwert:

1. Die hohe Photostabilitdt der DNA duBert sich durch sehr geringe Quantenausbeuten fiir
die Photoprodukte. Aus diesem Grund miissen in den zeitaufgelosten Experimenten sehr
kleine Signaldnderungen nachgewiesen werden, was zu sehr hohen Anforderungen in
Bezug auf die Sensitivitit der Experimente fiihrt.

2. Imultravioletten und sichtbaren Spektralbereich, in dem in der Vergangenheit die meisten
Experimente durchgefiihrt wurden, iiberlagern sich die Absorptionen verschiedener
elektronischer Zustinde, die eine eindeutige Zuordnung bei der Dateninterpretation
verhindern konnen. Zudem kann es sein, dass mogliche Photoprodukte im experimentell
zugdnglichen Spektralbereich nicht absorbieren und dadurch kein direkter Nachweis
moglich ist.

Diese Schwierigkeiten treten auch bei der Untersuchung der Bildung von CPD-Schéden auf
[CHOS5]. Obwohl bereits seit 1960 bekannt, konnte bis heute weder die Zeitskala der Bildung
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noch der zugrunde liegende Mechanismus fiir diese Reaktion in der DNA nicht eindeutig
geklart werden.

In dieser Arbeit werden die photophysikalischen und photochemischen Prozesse, die zu die-
sen Schiden fiihren, erstmals mit zeitaufgeloster IR-Spektroskopie untersucht. Diese Technik
verbindet die hohe Struktursensitivitdt der Schwingungs-Spektroskopie mit einer Zeitauflosung
im Sub-Pikosekunden-Bereich. Primires Ziel ist dabei die Aufkldrung der Zeitskala, auf der die
Bildung von CPD-Schéden in der DNA stattfindet, bzw. welche elektronischen Zustinde daran
beteiligt sind. Die Experimente werden dabei an speziellen Modell-Systemen durchgefiihrt,
die eine eindeutige Zuordnung der ablaufenden Prozesse erlauben. Zu diesem Zweck werden
Monomere, die eine detaillierte Analyse der Eigenschaften einzelner DNA-Basen ermoglichen,
mit einzelstringigen Nukleinsdureketten verglichen, und der Einfluss der Wechselwirkung
zwischen benachbarten DNA-Basen analysiert. Fiir die Untersuchung der Bildung von CPD-
Schidden wird das komplexe Makromolekiil DNA auf das einzelstrangige Thymin-Oligomer
(dT),s reduziert. Gleichzeitig werden die photophysikalischen Eigenschaften des Mononukleo-
tids Thymidin-5’-Monophosphat (TMP) untersucht. Als Ergdnzung zu diesen Modellsystemen
werden zwei Adenin-Derivate betrachtet. Adenin ist die zu Thymin komplementére Base in der
DNA-Doppelhelix und die Experimente am Adenin-Homopolymer poly(A) und dem Adenosin-
Mononukleotid AMP liefern dadurch die Grundlage fiir IR-Experimente an doppelstrangigen
DNA-Molekiilen. Die vorliegende Arbeit gliedert sich wie folgt:

Kapitel 2 erliutert die fiir das Verstidndnis der Eigenschaften und der Funktion von Nuklein-
siuren notwendigen Grundlagen. Neben einem Uberblick zu Aufbau und Struktur der
Nukleinsduren wird dabei auf die Umsetzung der Erbinformation in Zellen und die fiir
Schédden und Mutationen verantwortlichen Prozesse eingegangen. Diese Ausfiihrungen
richten sich im Speziellen auf die durch UV-Strahlung induzierten Schéiden und deren
biologische Bedeutung. Der letzte Abschnitt gibt einen Uberblick zum aktuellen Stand
der Forschung iiber die photophysikalischen und photochemischen Eigenschaften der
Nukleinséduren und die Bildung von CPD-Schiden.

Kapitel 3 erklart das Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie und beschreibt die in dieser Ar-
beit verwendeten experimentellen Aufbauten. Dazu gehort das auf einem Femtosekunden-
Lasersystem basierende IR-Spektrometer und ein fiir stationdre Messungen verwendetes
Fourier-Transform-IR-Spektrometer. In diesem Kapitel wird zudem auf den Messablauf,
die experimentellen Parameter und die Datenauswertung eingegangen. Ein weiterer
Abschnitt befasst sich mit den fiir Anreg-Abtast Experimente typischen Signalbeitragen
bei Anregung mit intensiven UV-Impulsen.

Kapitel 4 beschreibt die in dieser Arbeit untersuchten Molekiile und diskutiert die stationéren
Absorptionseigenschaften der Molekiile. Ein eigener Abschnitt widmet sich stationdren
Belichtungsexperimenten im UV-Bereich, mit deren Hilfe die IR-Signatur von Photo-
schiden nachgewiesen wird.

Kapitel 5 zeigt die Messergebnisse der zeitaufgelosten IR-Experimente. Dabei werden zu-
néchst die in den zeitaufgelosten IR-Messungen auftretenden IR-Signaturen am Beispiel
des Mononukleotids AMP untersucht und mit den Messungen am Homopolymer poly(A)
verglichen. Anschlieend werden die Messungen am Oligomer (dT);s und dem Monomer
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TMP betrachtet. Basierend auf den Ergebnissen aus Kapitel 4 erfolgt eine Diskussion der
Messergebnisse in Bezug auf die Bildung von Thymin-Dimeren. Ein weiterer Abschnitt
befasst sich mit dem Nachweis der in TMP und (dT);s auftretenden elektronischen
Zustinden.

Kapitel 6 stellt ein Modell fiir die Bildung von Thymin-Dimeren in (dT);s vor. Es folgt
eine Diskussion der an den Modellsystemen gewonnenen Ergebnisse in Bezug auf
ihre Relevanz fiir die DNA-Doppelhelix und der damit verbundenen konformationellen
Einschrinkungen.

Kapitel 7 gibt eine Zusammenfassung der Arbeit und der experimentellen Ergebnisse sowie
einen kurzen Ausblick zu der biologischen Bedeutung der Ergebnisse und den Einsatz
der zeitaufgeldsten IR-Spektroskopie in Bezug auf weitere Fragestellungen.
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2 Nukleinsauren: Aufbau, Funktion und
Eigenschaften

In jeder Zelle eines Organismus ist die gesamte Erbinformation in Form einer Desoxyribo-
nukleinsiure (,,Deoxyribonucleic acid“, DNA)' gespeichert und wird den Anforderungen
entsprechend umgesetzt. Schiden an diesen Molekiilen bedrohen die Funktionalitit der Zellen
und entscheiden iiber das Uberleben eines Organismus. Der erste Abschnitt dieses Kapitels
gibt eine Einfiihrung zu Aufbau, Struktur und Funktion dieser Makromolekiile. Im zweiten
Abschnitt werden mogliche DNA-Schédden beschrieben, sowie deren Folgen und Reparatur-
Mechanismen erliutert. Der letzte Abschnitt bietet einen Uberblick zur Photophysik und
Photochemie der Nukleinsduren sowie eine ausfiihrliche Beschreibung zum Stand der For-
schung in Bezug auf die Bildung von CPD-Schiden zwischen Thymin-Basen.

2.1 Aufbau und Funktion von Nukleinsauren

Lange Zeit war unklar, welche Strukturen in den Zellen fiir die Weitergabe der geneti-
schen Information von der einen zur nichsten Generation verantwortlich sind. Erst Mitte
des 20. Jahrhunderts konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Information nicht, wie bis
dahin angenommen, in Proteinen, sondern in den relativ einfach aufgebauten Nukleinsduren
gespeichert ist [Ave95, Her52]. Nukleinsduren sind lange unverzweigte Polymere, die sich aus
vier Grundbausteinen zusammensetzen. In der DNA kodiert die Abfolge dieser Bausteine die
Erbinformation. Die Anordnung der Erbinformation in einer Doppelhelix aus zwei komple-
mentidren DNA-Strdngen ist sowohl fiir die Weitergabe der Erbinformation als auch fiir die
Umsetzung der Information zum Aufbau von Zellstrukturen bestens geeignet. Ausfiihrliche
Darstellungen zu Aufbau und Funktionsweise der DNA und anderen Nukleinsduren finden
sich zum Beispiel in [BerO3a, Alb04, LG06].

2.1.1 Molekularer Aufbau

Die Strukturaufkldrung der Nukleinsduren beginnt im 19. Jahrhundert. 1868 konnte der Medi-
ziner Friedrich Miescher einen Bestandteil aus den Kernen weiller Blutkorperchen isolieren
[Mie71], der sich durch seinen hohen Phosphatgehalt deutlich von den bereits bekannten Pro-
teinen unterschied. Er nannte dieses Material Nuklein 2. Richard Altman konnte 1889 erstmals
protein-freies Material isolieren und benannte es entsprechend seiner ,,sauren* Eigenschaften in

"Wihrend im wissenschaftlichen Sprachgebrauch meist die englische Abkiirzung DNA fiir die Desoxyribonu-
kleinsédure verwendet wird, ist im deutschen Sprachraum auch die Abkiirzung DNS in Gebrauch.
ZNucleus (lat.) = Kern
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2 Nukleinsduren: Aufbau, Funktion und Eigenschaften

Nukleinsiure um. In den folgenden Jahren wurden unter anderem durch Albrecht Kossel® weite-
re Details der chemischen Zusammensetzung aufgeklért. Dabei wurden die organischen Basen
Adenin, Guanin, Thymin, Cytosin und Uracil isoliert und als Bestandteile der Nukleinsduren
identifiziert [Kos0O3a, Kos03b, Asc00]. Mit der Identifizierung von zwei unterschiedlichen
Zuckerkomponenten, einer D-Ribose und einer 2’-Desoxy-D-Ribose durch Phoebus Levene
waren 1929 schliellich alle Komponenten der Nukleinsduren bekannt [Lev08, Lev29]. Levene
préagte den Begriff Nukleotid fiir die Bausteine der Nukleinséduren, die sich aus einem Phosphat,
einem Zucker und einer Base zusammensetzen.

In Abbildung 2.1 sind diese Molekiile schematisch dargestellt. Die organischen Basen lassen
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Abb. 2.1: (A) Schematische Darstellung und Einteilung der in Nukleinsduren vorkommenden orga-
nischen Basen. (B) Nukleotide bilden die Grundbausteine der Nukleinsduren und setzen sich aus
einem Phosphat, einem Zucker und der jeweiligen Base zusammen. DNA- und RNA-Molekile un-
terscheiden sich in der Form des Zuckers und der verwendeten Basen. (C) Die Verkniipfung der
Nukleotide zu Polymeren erfolgt Gber Ester-Bindungen zwischen der 3’-Hydroxy-Gruppe des einen
und der 5’-Phosphat-Gruppe des nachsten Nukleotids. Die resultierende Basensequenz wird vom 5’-
zum 3’-Ende des Zuckers gelesen. Unter physiologischen Bedingungen sind die Phosphatgruppen
deprotoniert und fir den anionischen Charakter der Molekile verantwortlich.

3Nobelpreis 1910 an Albrecht Kossel — in Anerkennung des Beitrages, den seine Arbeiten iiber EiweiBstoffe
einschlieBlich der Nukleine fiir unsere Kenntnis der Chemie der Zelle geleistet haben.
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2.1 Aufbau und Funktion von Nukleinsduren

sich in zwei Klassen einteilen. Adenin (A) und Guanin (G) sind Purin-Derivate, Cytosin (C),
Thymin (T) und Uracil (U) gehoren dagegen zur Klasse der Pyrimidine (siehe Abbildung
2.1 A)*. Die Basen sind im Nukleotid (sieche Abbildung 2.1 B) iiber das N9-Atom der Purin-
oder iiber das N1-Atom der Pyrimidin-Basen mit dem C1’-Atom eines ringformigen Zuckers
(Pentose) verkniipft (N-Glykosid-Bindung). An das C5’-Atom des Zuckers ist im Nukleo-
tid ein Phosphat gebunden. Unter physiologischen Bedingungen ist diese Phosphatgruppe
deprotoniert und fiir den anionischen Charakter der Molekiile verantwortlich. Es existieren
zweil Hauptgruppen von Nukleinsduren, die sich in der Art des Zuckers und der verwendeten
Basen unterscheiden. Die Ribonukleinsidure ("Ribonucleic acid", RNA) enthilt eine Ribose,
die Desoxy-Ribosenukleinsidure ("Deoxyribonucleic acid", DNA) eine Desoxy-Ribose als
Zuckereinheit. In der Desoxy-Ribose ist die Hydroxy-Gruppe in der 2’-Stellung der Ribose
durch ein Wasserstoffatom ersetzt. Wihrend die Basen Adenin, Guanin und Cytosin sowohl
in RNA als auch in DNA verwendet werden, wird Thymin nur in DNA, Uracil nur in RNA
eingesetzt. Die Polymerisation der Nukleotide (siehe Abbildung 2.1 C) erfolgt iiber eine
Ester-Bindung zwischen der 3’-Hydroxy-Gruppe des einen und der 5’-Phosphat-Gruppe des
nichsten Nukleotids. Im Polymer wird die lineare Sequenz der Nukleotide allgemein durch
einen Einbuchstaben-Kode, der die Basen reprisentiert, abgekiirzt, und vom 5’- zum 3’-Ende
beziiglich der Zuckerkomponente gelesen.

Nukleotide werden nicht nur zum Aufbau von DNA- oder RNA-Molekiilen verwendet.
Sie fungieren zum Beispiel auch als Energiespeicher (Adenosin-5’-Tri-Phosphat, 5’-ATP),
dienen als Signaliibertriger (zyklisches Adenosin-Mono-Phosphate, cCAMP) oder erfiillen als
Coenzyme (Coemzym A, CoA) lebensnotwendige Funktionen in der Zelle [BerO3a, Alb0O4].
Die speziellen Aufgaben, die von DNA- und RNA-Molekiilen iibernommen werden, sind eng
mit ihrer dreidimensionalen Struktur verkniipft. Der Zusammenhang zwischen Struktur und
Funktion wird deshalb im niichsten Abschnitt niher erlidutert.

2.1.2 Struktur und Funktion

Obwohl die chemische Zusammensetzung der Nukleinsduren nach 1929 bekannt war, gab
es noch keine Antwort auf die Frage, wie die genetische Information in diesen Molekiilen
gespeichert ist. Wie kann eine Kette von Nukleotiden die Information fiir den Bau eines
komplexen Lebewesens kodieren?

Strukturaufklarung

Rontgenbeugungsexperimente sollten die riumliche Anordnung der Nukleotide sichtbar ma-
chen und helfen, diese Frage zu beantworten. Bereits die ersten Experimente an DNA-Fasern
von Astbury und Bell [Ast38] lieBen eine helikale Struktur fiir die DNA-Struktur erwarten. In
Anlehnung an die bekannten helikalen Strukturen von Proteinen wurden zunidchst Modelle
diskutiert, in denen sich das Zuckerphosphatriickgrat im Zentrum einer Helix befinden sollte
[Pau53]. Diese Annahme erwies sich jedoch bald als falsch. Erst Watson und Crick lieferten
mit ihrem Modell einer Doppelhelix die richtige Interpretation [Wat53b, Wat02]. Thr Modell

“Die vier Nukleotide der DNA werden auch als Desoxy-Adenylat, Desoxy-Guanylat, Desoxy-Cytidylat und Thy-
midylat bezeichnet. Fiir Thymin wird das Desoxy-Attribut ( allgemein mit ,,d* abgekiirzt) meist weggelassen,
da Thymin normalerweise nur in DNA auftritt.
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2 Nukleinsduren: Aufbau, Funktion und Eigenschaften

konnte nicht nur die Beugungsstrukturen von Franklin und Gosling [Fra53] sowie Wilkins und
Mitarbeitern [Wil53] erkldren, sondern auch mit biochemischen Analysen von Chargaff und
Mitarbeitern in Einklang gebracht werden (Chargaft’sche Regeln) [Wat53a, Bro53]. Bei Un-
tersuchungen iiber die Zusammensetzung der DNA in Bezug auf die Anteile der verschiedenen
Basen stellte sich ndmlich heraus, dass jeweils die Basen Adenin und Thymin sowie Guanin und
Cytosin in etwa gleichen Mengenverhiltnissen vorhanden sind. Die Anteile dieser beiden Paare
zueinander sind jedoch fiir den jeweiligen Organismus spezifisch [Cha49, Cha51, Zam52].
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Abb. 2.2: (A) Rdntgenbeugungsbild von DNA-Fasern. Das Kreuz in der Mitte ist charakteristisch far
helikale Strukturen. (B) Im Doppelhelix-Modell von Watson und Crick winden sich zwei antiparallele
DNA-Strange um eine gemeinsame Achse. Die Basen zeigen ins Innere der Helix, die Zuckerphosphat-
gruppen liegen auB3en. (C) Schematische Darstellung der Basenanordnung im Doppelstrang. In der
Doppelhelix paart jeweils ein Adenin mit einem Thymin (zwei Wasserstoffbriicken) und ein Guanin mit
einem Cytosin (drei Wasserstoffbriicken). Diese Anordnung wird auch als Watson-Crick-Basenpaarung
bezeichnet. Das Réntgenbeugungsmuster und das Doppelhelix-Modell sind den Originalarbeiten
entnommen [Fra53, Wat53b]. Abdruck mit Genehmigung durch Macmillan Publishers Ltd: Nature,
Copyright 1953.

Abbildung 2.2 zeigt eine Rontgenstrukturaufnahme von Franklin und Mitarbeitern an DNA-
Fasern zusammen mit dem von Watson und Crick vorgeschlagenen DNA-Modell aus den
Originalarbeiten von 1953 [Fra53, Wat53b]. Im Modell winden sich zwei helikale Polynukleo-
tidstrdnge mit entgegengesetzter Laufrichtung um eine gemeinsame Achse. Die Purin- und
Pyrimidin-Basen zeigen ins Innere der Helix, wihrend sich das Zuckerphosphatriickgrat auflen
befindet. Der komplementidre Charakter der Stringe wird durch die sogenannte Watson-Crick-
Paarung der Basen moglich (siehe Abbildung 2.2 C). In dieser Geometrie ist jeweils ein Adenin
mit einem Thymin tiber zwei und ein Guanin mit einem Cytosin iiber drei Wasserstoftbriicken
miteinander verbunden. Die Watson-Crick-Paarung erkléart damit in erstaunlich einfacher Art
und Weise die biochemischen Analysen und die nach Chargaff benannte Regel.

Die Watson-Crick-Anordnung fiihrt zu einer gezielten Paarung der Basen im Doppel-
strang. Eine Wasserstoffbriicke kann nur gebildet werden, wenn sich ein Protonen-Donor
und -Akzeptor gegeniiberliegen. Das fiihrt zu einer asymmetrischen Anordnung, in der beide
Basenpaare etwa den gleichen Raum einnehmen. Die Doppelhelix-Struktur ist deshalb mit
jeder Basensequenz vereinbar.
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2.1 Aufbau und Funktion von Nukleinsduren

Man nimmt an, dass die DNA in eukaryontischen Zellen meist in der so genannten B-Form
auftritt [AlbO4]. Der Durchmesser dieser Helix betridgt dabei etwa 2 nm. Benachbarte Basen
sind etwa 0,34 nm voneinander entfernt und iiber eine helikale Windung von etwa 36° gegenein-
ander verdreht. Die Ganghohe entspricht mit 3,54 nm etwa 10 Basenpaaren. In Abhéngigkeit

Major Groove

Minor Groove

C2'-endo
c B
\ ;} B s o3
o¥

Helixtyp B-DNA A-DNA Z-DNA
Drehsinn rechtsgangig rechtsgangig linksgangig
Zucker Konformation C2'-endo C3'-endo C2'-/ C3'-endo
Basen pro Windung 10,4 11 12
Ganghothe 3,54 nm 2,53 nm 4,56 nm
Hohe pro Basenpaar 0,34 nm 0,23 nm 0,38 nm
Rotationswinkel 36° 33° 30°
Neigunswinkel zur Helixachse ~0° ~ 20° ~10°
Grof3e Furche breit und tief eng und sehr tief flach
Kleine Furche eng und tief sehr breit und flach ~ sehr eng und tief

Abb. 2.3: Oben: Molekiilstrukturen von drei biologisch relevanten DNA-Formen (erstellt mit dem
Programm VMD [Hum96]). Obwohl die B-Form die weitaus haufigste DNA-Struktur in vivo ist, werden
auch den beiden anderen Formen (A- und Z-DNA) wichtige Funktionen zugeschrieben. Unten: Die
Tabelle gibt einen Uberblick zu den wichtigsten Strukturparameter [Ber03a].

von der Sequenz und duleren Bedingungen sowie Wechselwirkung mit anderen Molekiilen
kann die doppelstringige DNA jedoch auch deutliche Abweichungen von dieser ,,idealen*
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2 Nukleinsduren: Aufbau, Funktion und Eigenschaften

Helix-Struktur aufweisen [Wan79, Arn80, Dic81a, Dic81b, Sha86, Sha89, Dic98, Bac04]. In
dehydratisierten DNA-Fasern wurde zum Beispiel eine Struktur nachgewiesen (A-DNA),
die sich deutlich von der zuerst von Watson und Crick modellierten Form unterscheidet
[Fra53]. Abbildung 2.3 zeigt drei aus Strukturanalysen bekannte Doppelhelix-Konformationen
[Ho97, Ber97a, Dau93, Wah97, Sha89, Dre81, Arn80] und gibt einen Uberblick zu den wich-
tigsten Helixparametern [Ber0O3a]. In allen drei Helices liegen die Basenpaare innen und sind
tiber Wasserstoffbriicken gepaart. Wihrend jedoch A- und B-DNA rechtsgingige Helices bil-
den, ist die sogenannte Z-DNA linksgédngig. Fiir die unterschiedliche Form sind vor allem die
Zuckereinheiten verantwortlich. In der B-DNA liegt die 2’-Desoxyribose in der ,,C2’-endo* in
der A-DNA in der ,,C3’-endo* Konformation vor. In diesen Konformationen liegt entweder das
2’-Kohlenstoffatom oder das 3’-Kohlenstoffatom des Zuckers oberhalb der Ebene, die durch
die anderen vier Atome des Zuckers gebildet wird. Dagegen treten in der Z-DNA beide endo-
Formen abwechselnd auf. Der daraus resultierende Zickzack-Verlauf des Riickgrats war dabei
namensgebend fiir die Z-DNA [Ber03a]. Ein weiterer Unterschied besteht in der Anordnung
der Basen. Wihrend in B- und Z-DNA die Basen etwa senkrecht zur Helixachse stehen, sind
sie in der A-DNA deutlich zur Helixachse geneigt. Ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal
der Helices sind auch die unterschiedlich groB3en Vertiefungen entlang des Strangs, die als
groB3e und kleine Furche bezeichnet werden. Da sich die glykosidischen Bindungen der Basen
einander nicht gegeniiber stehen (sieche Abbildung 2.2 C) hat jedes Basenpaar eine grof3ere
(groBe Furche) und kleinere Seite (kleine Furche). Diese Furchen sind mit potentiellen Donoren
und Akzeptoren fiir Wasserstoffbriicken gesdumt und erlauben spezifische Wechselwirkungen
mit Proteinen. Die eben vorgestellten Strukturen wurden meist unter nicht physiologischen
Bedingungen, wie zum Beispiel bei der Rontgenstrukturanalysen an DNA-Fasern oder Kris-
tallen [Sha89], gewonnen und es stellt sich die Frage, ob diese DNA-Strukturen auch in vivo
auftreten.

Strukturen in vivo

Wiihrend die Doppelhelix in Bakterien meist ringformig® vorliegt, ist das Genom in hoheren
Organismen linear und auf mehrere DNA-Protein-Komplexe (Chromosomen) verteilt® [Alb04].
In den Chromosomen ist die Doppelhelix hoch verdichtet [Kor77, McG80]. Nur auf diese
Weise ist es moglich, die etwa 1 m lange DNA des Menschen in einem Zellkern von nur
wenigen um Durchmesser aufzubewahren. Bei der Kompaktierung sind so genannte Histone
fiir die unterste Stufe der Chromosomen-Organisation verantwortlich. Die Bindung an diese
Proteine erfolgt iiber Wasserstoffbriicken und wird durch elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen den basischen Aminosiure-Seitenketten (positive Ladungen) der Histone und dem
Phosphatriickgrat der DNA (negative Ladungen) verstirkt. Je zwei Kopien von vier Histon-
Proteinen bilden ein Histon-Oktamer, um das sich eine etwa 146 Basenpaare lange Doppelhelix
[Lug97, Tra97] in zwei engen Windungen’ wickelt. Ein entsprechender DNA-Histon-Komplex
wird als Nucleosom bezeichnet und wiederholt sich etwa alle 200 Basenpaare. Diese Anord-

Die Bezeichnung ringformig bezieht sich auf die Kontinuitiit des Strangs, nicht auf dessen Form.

%In menschlichen Zellen ist das Genom (~ 3 Milliarden Basenpaare) auf 23 Chromosomenpaare verteilt.

7A-T-reiche Abschnitte erleichtern die Kompression der kleinen Furche, die dann die Innenseite der DNA bildet
und den Histon-Molekiilen zugewandt ist. Dies konnte einer der Griinde fiir auftretende Sequenzpriferenzen
in bestimmten DNA-Abschnitten sein.
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2.1 Aufbau und Funktion von Nukleinsduren

nung fiihrt zu einem ,,perlschnurartigen* Aussehen des Genoms [Alb0O4, LG06] auf dieser
Packungsebene. Diese Strukturen sind wiederum stark gewunden und gefaltet und bilden soge-
nannte Chromatinfiden. Wiederholte Faltung dieser Fidden fiihrt zu einer extrem kompakten
Struktur, in der die Doppelhelix jedoch weitgehend eine B-DNA-artige Konformation behilt.

Auch wenn die B-Form der DNA in den Zellen eindeutig tiberwiegt, wurden in Eukaryonten
auch Bereiche des Genoms mit Z-DNA-Struktur nachgewiesen. Studien belegen, dass sie
unter anderem durch Sequenzen mit alternierenden Pyrimidinen und Purinen (zum Beispiel
dCGCGCQG) begiinstigt wird. Die genaue Funktion dieser Struktur war jedoch lange Zeit
unklar [Ho97, Ric03]. Eine wichtige Rolle scheint die Z-DNA-Struktur bei der Umsetzung
der genetischen Information (Transkription, siehe folgende Abschnitte) zu spielen. Dabei
wird die Z-Form in Folge der notwendigen Entwindung ("negative supercoiling") der zuvor
in B-Form vorliegenden DNA stabilisiert und blockiert in diesen Bereichen die Ubersetzung
der genetischen Information durch sogenannte RNA-Polymerasen [Pec85]. Man vermutet
deshalb, dass Z-DNA moglicherweise die Trennung aufeinander folgender RNA-Polymerasen
bewirkt und verhindert, dass es zu Konflikten bei der Reihenfolge des Ablese-Vorganges der
Erbinformation kommt. Weitere wichtige biologische Funktionen dieser DNA-Struktur werden
auf das Vorhandensein von Proteinen zuriickgefiihrt, die diese Strukturen erkennen und daran
binden konnen [Ric03].

Auch die A-DNA Form tritt in vivo auf. Zum Beispiel wurden in DNA-Protein-Komplexen
A-DNA-ihnliche Strukturen [Wes92] nachgewiesen. Zudem sind Proteine (Restriktionsendo-
nukleasen®) bekannt, die diese Struktur erkennen [Wah97]. Von besonderer Bedeutung scheint
eine entsprechende Anordnung der Doppelhelix fiir bestimmte Bakterien zu sein, die einen
Teil ihres Lebens in Form sogenannter Sporen verbringen konnen. In Sporen ist die DNA an
bestimmte Proteine gebunden, die zu einer A-Form der DNA fiihren. Diese Anordnung erlaubt
es diesen Organismen extremste Bedingungen zu iiberstehen [Nic00].

Die Doppelhelix kann also offensichtlich in ganz unterschiedlichen Konformationen vor-
liegen und gegebenenfalls an duflere Bedingungen angepasst werden [Ojh99]. Das setzt eine
grofe Flexibilitit fiir Makro-Molekiile voraus, von denen man eine hohe Stabilitét in Bezug
auf die Erbinformation erwartet.

Stabilitat und Dynamik

Die statischen Strukturbilder von DNA-Molekiilen verleiten dazu, sich diese Makromolekiile
als rigide und steife Strukturen vorzustellen. Bei der Analyse von DNA-Strukturen zeigt
sich jedoch, dass es durchaus starke lokale Abweichungen geben kann’. Eine detaillierte
Beschreibung des Polymorphismus der DNA und ihrer Flexibilitit findet sich zum Beispiel in
[Can80b, Dau93].

Die Stabilitdt der Doppelhelix wird von mehreren Wechselwirkungen bestimmt, von denen
zwei in Abbildung 2.4 schematisch dargestellt sind. Die durch die Watson-Crick-Paarung
erlaubten Wasserstoffbriicken (sieche Abb. 2.4 A) zwischen den Basen sind zwar als Struktur-

8Restriktionsendonukleasen erkennen bestimmte Basensequenzen und schneiden beide Stringe der Doppelhelix
an spezifischen Stellen.

Die Enthalpie-Differenzen verschiedener DNA-Konformere sind bei Raumtemperatur oft klein gegeniiber der
mittleren thermischen Energie (k7).
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2 Nukleinsduren: Aufbau, Funktion und Eigenschaften

Merkmal der Doppelhelix prominent, stellen aber relativ schwache Bindungen dar'®. Zu diesen
relativ schwachen Wasserstoffbriicken kommen Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen
vorhandenen und induzierten Dipolmomenten der Basen. Die effektiven ,,horizontalen* Wech-
selwirkungen zwischen den Stringen sind so schwach, dass sich die Basen-Paarungen reversibel
16sen konnen. Allgemein sind dabei AT-Paare von geringerer Stabilitét als GC-Paare [Tsc82].
Fiir die Stabilitit der Doppelhelix ist deshalb ein weiterer Faktor von besonderer Bedeutung,
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Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Wechselwirkungen in Nukleinsauren. (A) In der Watson-
Crick-Basenpaarung sind Wasserstoffbriicken zwischen den Basen der beiden Strangen vorhanden.
Diese ,horizontalen* Wechselwirkungen sind relativ schwach und kénnen reversibel geldst werden.
(B) Wechselwirkungen zwischen den Basen eines Strangs flihren zur Stapelung der planaren Basen.
Beteiligt sind dabei sowohl elektronische Wechselwirkungen zwischen den Ringsystemen der Basen
als auch hydrophobe Wechselwirkungen in wassriger Lésung.

der auf der Stapelung der Basen beruht (sieche Abb. 2.4 B) [Alh97, Luo01, Mil04, Yak06]. Die
planaren Basen sind in etwa senkrecht zur Helix-Achse angeordnet. Van der Waals-Krifte
[Tsc82] zwischen den zum Teil aromatischen Ringsystemen fiihren zu einer Anziehung der
Basen und damit zur Stapelung'! [Gup78, Luo01]. Zusiitzlich stabilisieren hydrophobe Wech-
selwirkungen'? [Cro68] diese Anordnung.

Diese Wechselwirkungen treten auch in einzelstrangigen Nukleinsduren auf [Buh0O4]. Der
Anteil an helikalen Strukturen mit mehr oder weniger stark ausgebildeter Stapelung hingt
dabei stark von der Basen-Sequenz, der Losungsmittel-Umgebung [MarO1, Cui06] und der
Temperatur ab. Nukleinsiduren, die hauptsidchlich aus den relativ groen Purin-Basen aufgebaut
sind, zeigen in wéssriger Losung zum Beispiel einen hohen Anteil gestapelter Einheiten
[Can80b, Mil99].

Sowohl die Struktur von DNA als auch die Struktur der RNA wird von diesen Wechsel-
wirkungen bestimmt. In der RNA fiihrt jedoch die zusitzliche Hydroxy-Gruppe des Zuckers
zu sterischen Einschriankungen und verhindert eine B-artige Doppelhelix [Tso66, BerO3a].
Im Gegensatz zur DNA liegt die RNA deshalb meist als Einzelstrang vor. Existieren auf
dem RNA-Strang Bereiche komplementérer Basenfolgen, kann es jedoch durch Riickfaltung

0Wasserstoffbriicken sind etwa 20 - 30 mal schwiicher als kovalente Bindungen.
engl.= base stacking
12Die Stapelung fiihrt dazu, dass die mehr polaren Oberflichen dem umgebenden Wasser zugewandt sind.
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2.1 Aufbau und Funktion von Nukleinsduren

zur Ausbildung von Watson-Crick-Paarungen innerhalb dieses Strangs kommen. In diesen
Bereichen nimmt die RNA [Tin96] ebenso wie DNA-RNA-Hybride eine A-DNA-artige Struk-
tur ein. Die Faltung erlaubt der RNA, definierte, dreidimensionale Strukturen zu bilden, die
funktionelle und enzymatische Eigenschaften besitzen (zum Beispiel ,,ribosomale* RNA oder
wtransfer® RNA) [AlbO4]. Sie ist dabei fiir die Umsetzung der genetischen Information von
entscheidender Bedeutung.

Die DNA-Doppelhelix ist ein groes und relativ stabiles Makromolekiil das in seiner Basen-
Sequenz die Erbinformation in zwei komplementiren Stringen speichert. Gleichzeitig zeigen
Strukturanalysen, dass die Doppelhelix ein hoch dynamisches System ist. Sie kann in ver-
schiedenen Konformationen vorliegen und Wechselwirkungen mit Proteinen eingehen. Diese
Fihigkeiten zeichnen sie fiir ihre Aufgabe als lesbarer Datenspeicher aus. Die Prozesse der
Verdopplung der genetischen Information (Replikation) bei der Zellteilung und die zum Aufbau
von Zellen notwendige Umsetzung der Information in Proteine (Transkription und Translation)
sind Gegenstand des nichsten Abschnitts.

Verdopplung und Umsetzung der genetischen Information

Mit Ausnahme einiger Viren, die RNA als genetisches Material verwenden (z.B. Tabakmosaik-
virus), wird die Erbinformation aller Lebewesen durch DNA-Molekiile reprédsentiert. Die DNA
besitzt mehrere Eigenschaften, die sie als Speichermedium fiir die genetische Information
auszeichnen. Zum einen ist die Doppelhelix-Struktur mit jeder Basensequenz vereinbar, zum
anderen legt die Basenpaarung des einen Strangs die Sequenz des anderen Strangs eindeutig
fest. Dadurch kann der zweite Strang zum Beispiel als Vorlage (Matrize) bei der Replikation
und bei notwendigen Reparatur-Prozessen dienen. Obwohl die Prinzipien, die der Replikation
oder der Realisierung der genetischen Information zugrunde liegen, relativ einfach sind, erfor-
dert die komplette Verdopplung des Genoms oder die abschnittsweise Umsetzung in Proteine
viele Einzelschritte und den Einsatz verschiedener Enzyme. Eine detaillierte Ausfiihrung zu
diesem Thema findet sich zum Beispiel in [BerO3a, AlbO4]. Die zur Replikation und Expres-
sion der genetischen Information wesentlichen Schritte werden im Folgenden kurz erldutert.

Replikation

Die Replikation der DNA bei der Zellteilung (Mitose) wird von sogenannten DNA-Polymerasen
bewerkstelligt. Dazu wird die Doppelhelix mit Hilfe verschiedener Proteine lokal aufgetrennt
und stabilisiert. DNA-Polymerasen binden an einen der Stringe und katalysieren den Aufbau
einer zur vorliegenden Basen-Sequenz komplementédren Polynukleotidkette. Diese Enzyme
sind auBerordentlich spezifisch und replizieren die DNA mit einer erstaunlich geringen Fehler-
quote. Zum Beispiel wird die DNA-Sequenz in Eukaryonten mit weniger als einem Fehler auf
eine Milliarde korrekt eingefiigter Nukleotide kopiert. Dafiir sind verschiedene Korrekturme-
chanismen notwendig, von denen einige in Abschnitt 2.2 besprochen werden.

Transkription und Translation

Die Umsetzung der genetischen Information in ein funktionsfahiges Protein erfordert zwei
Schritte. Die Transkription der DNA-Information in eine lesbare RNA-Sequenz und die Trans-
lation dieser Sequenz in eine Aminosdurenkette. Die entsprechenden Prozesse sind in Abb. 2.5
skizziert. Bei dieser stark vereinfachten Darstellung werden Unterschiede zwischen Prokaryon-
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Abb. 2.5: Vereinfachte Darstellung der Realisierung der genetischen Information. DNA-Polymerasen
erlauben die Replikation des Genoms. Die Umsetzung der genetischen Information in Proteine erfolgt
in zwei Schritten. (1. Transkription) Zunachst wird die Sequenz der DNA, die ein Protein kodiert, in eine
Messenger-RNA (mRNA) umgesetzt. (2. Translation) Die mRNA dient anschlieBend als Matrize flr den
Aufbau von Proteinen, die aus Aminosauren aufgebaut sind. Dabei wird ein Drei-Buchstaben-Kode
verwendet. Ein Basen-Triplett kodiert eine von 20 verschiedenen Aminosauren und wird als Codon
bezeichnet. Transfer-RNA-Molekile (tRNA) sind mit einer Anti-Codon-Sequenz ausgertistet und tragen
die fur dieses Codon spezifische Aminosaure. Im Bild sind die Aminosauren griin hinterlegt und mit
den entsprechenden Abkirzungen symbolisiert. Die tRNA-Molekile binden an den mRNA-Strang
und geben in Ribosomen die Aminosauren zum Aufbau des Proteins frei. In der Darstellung werden
Unterschiede zwischen Eukaryonten und Prokaryonten sowie weitere Prozessierungen der mRNA
vernachlassigt.

ten und Eukaryonten vernachlédssigt. Wihrend in Prokaryonten die Transkription und Trans-
lation eng miteinander verkniipft sind, finden in Eukaryonten Translation und Transkription
in verschiedenen Zellkompartimenten statt. Dabei erlaubt die riumliche und zeitliche Tren-
nung in Eukaryonten eine Regulation der Genexpression, die zur Vielfalt der eukaryontischen
Formen beitrigt. Ein DNA-Abschnitt, der die Information fiir ein bestimmtes Protein enthilt,
wird durch RNA-Polymerasen in eine Boten-Ribonukleinsdure ("messenger RNA", mRNA)
umgeschrieben. Dabei dient der komplementére Basenstrang als Matrize. Anschlieend wird
die Information auf der mRNA in eine Abfolge von Aminosduren iibersetzt. Zur Vereinfachung
werden in der Abbildung weitere Prozessierungen und Umwandlungen der Primirtranskripte
zur reifen mRNA vernachldssigt. Drei aufeinanderfolgende Basen auf der mRNA bilden ein
sogenanntes Codon in einem nicht iiberlappenden Kode'?. Diese Codons stehen fiir eine von

13Bei vier verschiedenen Basen ergeben sind in einem Drei-Buchstaben-Kode 64 Kombinationsmoglichkeiten.
Der genetische Kode ist jedoch degeneriert, so dass verschiedene Kombinationen fiir mehr als nur eine von 20
zur Auswahl stehende Aminosiuren verwendet werden [Ber0O3a].
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2.2 Schiden, Mutationen und Reparatur

20 verschiedenen Aminosduren. Die Regeln, nach denen die Umsetzung ablduft, wurden in den
60er Jahren des 20. Jahrhunderts entschliisselt [Len61, Spe62b, Spe62a, Mat62]. Experimente
ergaben, dass 61 der moglichen Tripletts fiir Aminoséduren verwendet werden und drei das
Kettenende und damit den Abbruch der Proteinsynthese (Stopp-Codons) beschreiben. Die fiir
den Aufbau des Proteins nétigen Aminosduren sind an eine bestimmte Klasse von Ribonukle-
insduren gebunden ("transfer RNA", tRNA), die das Anti-Codon zum Drei-Buchstaben-Kode
der mRNA besitzen und mit der dazugehdrigen Aminoséure bestiickt sind. Sie binden {iber das
Anti-Codon an die mRNA und geben die Aminosdure zum Aufbau der Polypeptidkette frei
[AlIbO4]. Die Umgebung fiir diesen Prozess bieten sogenannte Ribosomen, die eine komplexe
Anordnung aus ribosomaler RNA (rRNA) und vielen Proteinen darstellen.

Die Aminosiurenkette nimmt unter physiologischen Bedingungen eine definierte, dreidimen-
sionale Struktur ein (Prozess der Proteinfaltung), in der das Protein eine bestimmte Funktion
erfiillen kann. Kommt es jedoch in einem Bereich des Genoms zu einer Verdnderung der
Basensequenz (Mutation), kann dies zum Aufbau eines verdnderten Proteins fithren [Smi62].
Ein Fehler, der fatale Folgen fiir den Organismus haben kann.

2.2 Schaden, Mutationen und Reparatur

., We totally missed the possible role of ... repair. I later came to realize that DNA is so

precious that probably many distinct repair mechanisms would exist. Nowadays one could
hardly discuss mutation without considering repair at the same time.

Francis Crick, The Double Helix: A Personal View, [Cri74]

Das Uberleben eines Organismus hingt von der Stabilitiit seiner Erbinformation ab. Treten
Mutationen'* in den Keimzellen auf, kénnen diese zwar vererbt werden, setzen sich jedoch
meist nicht weiter fort, da das betroffene Individuum entweder nicht ins fortpflanzungsfihige
Alter kommt, oder seine Fortpflanzungsfihigkeit vermindert ist [NVO06]. Dies fiihrt zu einer
erstaunlich hohen Stabilitdt der DNA innerhalb einer Spezies [Dra69, Alb0O4]. Dieser Stabilitét
des Erbgutes steht jedoch die Tatsache gegeniiber, dass vor allem die somatischen Zellen'” stin-
dig schidigenden Einfliissen ausgesetzt sind. Abbildung 2.6 gibt einen Uberblick zu bekannten
Faktoren, die zu Schiden in der DNA fiithren. Vor allem ultraviolettes Licht und ein breites
Spektrum chemischer Verbindungen sind fiir ihre mutagene und karzinogene Wirkung be-
kannt. Oft bilden sich Addukte mit der DNA, die die Transkription und Replikation blockieren
[Gni96]. Entfallen dadurch die Kontrollmechanismen der Zellteilung kann dies zur Entstehung
schwerer Krankheiten wie Krebs fithren [PonO1]. Untersucht man die Schadenshiufigkeit
von Mutationsprozessen wird klar, dass ohne effiziente Reparaturmechanismen, Leben in
Form von hoch differenzierten Organismen nicht moglich wére [HoeO1, SchO3a]. Sowohl die
Schadensbildung und ihre Folgen als auch die in der Natur eingesetzten Reparaturmechnismen
werden im Folgenden beschrieben.

14yon mutare (lat.) = dndern, tauschen; Verinderung der Abfolge der Nukleotidbausteine oder Verinderung der

Chromosomenzahl.
ISKorperzellen, deren genetische Information nicht an nachfolgende Generationen weitergegeben werden.
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Abb. 2.6: Die Erbinformation ist einer Vielzahl schadlicher Einflisse ausgesetzt (oben), die zu
einer Reihe von DNA-Schaden flihren kénnen (mitte). Fir die meisten dieser Schaden sind jedoch
Reparaturmechanismen vorgesehen (unten). Details zu den Schaden und Reparaturmechanismen
finden sich im Text. Abbildung nach [Hoe01].

2.2.1 Schaden durch Stoffwechselprozesse und Chemikalien

Der biologischen Stabilitit der DNA steht keine entsprechende chemische Stabilitét gegeniiber.
Einige Bindungen in der DNA sind relativ labil. Bereits bei normaler Korpertemperatur kommt
es zum Beispiel zur thermischen Spaltung der N-glykosidischen Bindung (sieche Abbildung
2.1) von Purinbasen [Lin72b]. Bei diesen Depurinierungen gehen bis zu 10000 Purin-Basen
[Nak98] pro Tag und Zelle des Menschen verloren. Die daraus resultierenden abasischen
Stellen sind labil und konnen zu Einzelstrangbriichen fiihren [Lin72a]. Eine ebenfalls hiufig

NH @) .
Cytosine 2 +H,0 oH Uracil
| XN ﬁN Tautomerism | NH
Ne NH N/go N/&O
I -NA3 | I

Abb. 2.7: Schematische Darstellung der Desaminierung von Cytosin. Bei der hydrolytischen Reaktion
kommt es zu einem Austausch der NHy-Gruppe der Base durch eine OH-Gruppe. Eine tautomere
Umlagerung im Zwischenzustand fiihrt schlieBlich zur Bildung von Uracil.

auftretende hydrolytische Reaktion ist die ,,Desaminierung‘ von Basen. Dieser Schaden tritt
mit einer Rate von etwa 100 bis 500 mal pro Tag und Zelle auf und ist in Abbildung 2.7 fiir die
Base Cytosin schematisch dargestellt [Fre90, Sch03a]. Bei dieser Reaktion kommt es zu einem
Austausch der NH;y-Gruppe der Basen durch eine OH-Gruppe. In Cytosin-Basen kann es nach
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2.2 Schiden, Mutationen und Reparatur

einer tautomeren Umlagerung'® anschlieBend zur Umwandlung in eine Uracil-Base kommen
[Sha66]. Das entstandene Uracil fiihrt bei der Replikation dieser Stelle durch eine DNA-
Polymerase zum Einbau einer Adenin-Base in einem der Tochterstringe. Die Desaminierung
von Cytosin fiihrt dadurch zu einer Punktmutation, bei der ein CG-Basenpaar durch ein AT-Paar
ersetzt wird und ist damit potentiell mutagen.

Stoffwechselprozesse

Viele Mutationen werden in der DNA durch den normalen Stoffwechsel der Zellen [Lin93]
erzeugt. Dabei bilden sich in der Atmungskette neben Wasser viele reaktionsfiahige Stoffwech-
selprodukte. Unter anderem entstehen bei der Reduktion von Sauerstoff in den Mitochon-
drien reaktive Sauerstoff- und Hydroxyl-Radikale, die in der DNA zu Strangbriichen fiihren
konnen [Ric88, Ame83], wenn sie nicht von Radikalfingern wie zum Beispiel Vitamin E
(alpha-Tocopherol) oder Vitamin C (Ascorbat) abgefangen werden. Andere Reaktionen haben
Veridnderungen der Basen zur Folge, die zu Fehlpaarungen und Mutationen fithren konnen.
Es wurden bisher mehr als 100 unterschiedliche Modifikationen an DNA-Molekiilen durch
oxidative Prozesse identifiziert [Lin93, Bur98, Cad99, LGO06].

Chemikalien

Der Mensch ist einer zunehmend grofen Zahl an chemischen Substanzen ausgesetzt, deren
karzinogene Wirkung nachgewiesen wurde. Bei vielen chemischen Karzinogenen handelt
es sich um organische Molekiile, wie zum Beispiel polyzyklische aromatische Molekiile in
Zigarettenrauch oder Autoabgasen [Sin82, Fer91, LG06]. Gemeinsam ist diesen organischen
Stoffen ihr elektrophiler Charakter. Er bewirkt, dass sich diese Stoffe in elektronenreichen
Zentren und damit an bestimmten Positionen der Nuklein-Basen anlagern oder zwischen
den Basen-Paaren der Helix (Interkalation) anordnen. Zu besonders gefdhrlichen Substanzen
gehoren halogenhaltige Substanzen und Nitroso-Verbindungen. Diese Chemikalien bilden
Addukte mit der DNA und beeintrichtigen die Replikation und Umsetzung der DNA. Bei
der Replikation kann es zum Beispiel im Bereich der geschddigten DNA zu Mutationen
durch Fehlstellen (Deletionen) oder dem Einbau zusitzlicher Basen (Insertionen) in den
DNA-Tochterstringen kommen [Ber0O3a, LG06].

2.2.2 Photoinduzierte Schaden

Stoffwechselprozesse und chemische Substanzen sind fiir eine Vielzahl der tdglich auftretenden
Schiden an der DNA verantwortlich. Ein nicht zu vernachlidssigender Teil der an DNA und
anderen Biomolekiilen induzierten Schiden ist jedoch auf den energiereichen, ultravioletten
Anteil des Sonnenlichtes (UV-Licht) zuriickzufithren [Byk98, LCO1]. Wie bereits in der Ein-
leitung erldutert, kann der ultraviolette Anteil des Sonnenspektrums in drei Bereiche unterteilt
werden. Die Erdatmosphire absorbiert den extrem schéiddlichen UVC-Anteil (100 - 280 nm),
lasst jedoch einen Teil der UVB-Strahlung (280 - 315 nm) passieren, der zusammen mit der
UVA-Strahlung (315 - 400 nm) fiir die Entstehung von Hautkrebs verantwortlich gemacht

1 Umwandlung von isomeren Formen, die sich in der Position der Wasserstoffatome und Doppelbindungen
unterscheiden.
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wird [Set93, dGO1]. Die UV-induzierte Schadensbildung in DNA-Molekiilen kann entweder
direkt durch Absorption der UVB-Strahlung oder indirekt durch reaktive Spezies erfolgen
[Rav01, Nis06]. Zu den indirekten Prozessen gehort zum Beispiel die kovalente Verkniipfung
eines DNA-bindenden Molekiils mit der DNA [Gni96] oder oxidative Schiden, wenn die
Absorption der UV-Strahlung durch Photosensibilisatoren erfolgt [Cad97]. Es konnen aber
auch freie Radikale und andere reaktive Intermediate [Rav01] entstehen, die zu Strangbriichen
fiihren konnen. Die mit Abstand hidufigsten Schiden werden jedoch direkt durch die Absorp-
tion von UVB-Strahlung erzeugt und bilden sich in Bereichen der DNA mit benachbarten
Pyrimidin-Basen [Dou01]. Zwischen diesen Basen konnen sich Photoprodukte bilden, die
durch eine kovalente Verkniipfung der beiden Pyrimidine entstehen (Dimer-Bildung). Zu
diesen gehoren die Bildung von Zyklobutan Pyrimidin Dimeren (CPD) und die Bildung von
Pyrimidin-(6-4)-Pyrimidon Addukten ((6-4) Photoprodukt). Beide Photoschiden werden im
Folgenden niher beschrieben und deren mogliche mutagene Wirkung diskutiert [Smi96].

Zyklobutan Pyrimidin Dimer

Die hiufigsten direkt durch UVB-Strahlung in DNA gebildeten Schédden sind Zyklobutan Py-
rimidin Dimere [Dou(0]. Eine schematische Darstellung der Reaktion zwischen zwei Thymin-
Basen bzw. zwischen zwei Cytosin-Basen ist in Abbildung 2.8 zu sehen. Bei diesen kommt es
nach Absorption eines UV-Photons zu einer Addition zwischen der C5=C6 Doppelbindungen
der einen und der benachbarten Pyrimidin-Base. Dabei entsteht ein Zyklobutan-Ring (Vierring).
Prinzipiell sind in Polynukleotiden zwei isomere Formen moglich, in der die Basen entweder ei-
ne ,,cis-syn* oder eine ,,frans-syn* Konformation einnehmen. Der Anteil der trans-syn-Isomere
ist allerdings in einzelstringiger DNA sehr gering. In doppelstringiger DNA wird aufgrund
sterischer Einschrinkungen fast ausschlieBlich das cis-syn Dimer gebildet [FriO4]. Die Aus-
beuten fiir CPD-Schiden hidngen stark von den beteiligten Pyrimidin-Basen ab. Am hochsten
sind die Raten zwischen benachbarten Thymin-Basen. Dimere zwischen Cytosin und Thymin
bzw. zwischen zwei Cytosin Basen werden mit geringerer Hiaufigkeit gebildet. Abbildung 2.9
zeigt eine Analyse zur Schadenshaufigkeit der verschiedenen Pyrimidin-Kombinationen nach
UV-Belichtung von Hautzellen [Dou01]. Die relativen Verhiltnisse fiir die unterschiedlichen
Pyrimidin-Dimere ergeben sich zu: TT > TC > CT > CC, mit einem Verhiltnis von 2:1:0,4:0,1
[Fri04]. Im Fall der Cytosin enthaltenden Dimer-Schiden ist, wie in Abbildung 2.8 B zu sehen,
eine Folgereaktion moglich die potentiell mutagen wirken kann. In diesen Schiden ist ndamlich
die Rate fiir eine Hydrolyse und Desaminierung der Cytosin-Base, die zu einer Umwandlung
in ein Uracil-Dimer fiihrt, deutlich erhoht [Cad90, Bar95, Tu98].

Mutagene Wirkung der CPD-Schéaden
Der photochemische Mechanismus der CPD-Bildung in DNA-Molekiilen ist eine der zentralen
Fragestellungen der vorliegenden Arbeit. Wihrend auf die photophysikalischen und photoche-
mischen Grundlagen dieser Reaktion in Abschnitt 2.3.3 ausfiihrlich eingegangen wird, soll im
Folgenden kurz auf die moglichen mutagenen Folgen dieser Schiden eingegangen werden.
CPD-Schiden zwischen Thymin-Basen (sieche Abbildung 2.8 A) sind zunéchst nicht mutagen.
Sie fithren jedoch, wie auch die anderen CPD-Schéden, zu einer teilweisen oder vollstandi-
gen Blockade von Polymerasen [Tho93], die fiir die Replikation oder die Transkription der
Erbinfomration in den Zellen verantwortlich sind. Werden diese Schidden nicht repariert (auf
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Abb. 2.8: Schematische Darstellung der photoinduzierten Bildung von Zyklobutan Pyrimidin Dimeren
(CPD) zwischen Thymin-Basen (A) und Cytosin-Basen (B). Nach UV-Absorption kommt es zur Bildung
eines Vierrings (Zyklobutan-Ring) im Bereich der beiden C5=C6 Doppelbindungen benachbarter
Pyrimidin-Basen. In einzelstrdngiger DNA kann neben dem cis-syn Isomer zu einem kleinen Anteil
auch das trans-syn Isomer gebildet werden [Ben68]. In der Doppelhelix wird jedoch aufgrund sterischer
Wechselwirkungen fast ausschlieBlich das cis-syn Dimer gebildet. Wahrend die Dimere zwischen
Thymin-Basen stabil sind kann es im Fall von Cytosin-Basen (B) zur Desaminierung dieser Basen und
zur Bildung eines Uracil-Dimers kommen (— Mutation).

mogliche Reparatur-Prozesse wird in Abschnitt 2.2.4 eingegangen) kann das zum Tod der Zelle
(Apoptose) fiihren. In diesen Not-Situationen (SOS-Situation der Zelle), konnen diese Schiden
jedoch auch durch eine ,,Bypass-Replikation* prozessiert werden [Tay90, Wal95]. Dabei wird
der DNA-Strang durch bestimmte Polymerasen repliziert ohne den Schaden zu beheben. An
der Stelle des Schadens kann es dadurch im Tochterstrang zum Einbau nicht komplementérer
Basen kommen, die zu T — A und T — C Punktmutationen fiihren. In vivo werden etwa 7 %
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Abb. 2.9: Vergleich der prozentualen Anteile fir die verschiedenen Pyrimidin-Photoprodukte in mensch-
licher Haut. Sowohl in Hautzellen allgemein als auch in den Keratinocyten, bestimmten Zellen in der
Epidermis, zeigen sich sehr ahnliche Haufigkeiten. Ubernommen aus [Mou06]. Copyright 2006 National
Academy of Sciences.

dieser Fille falsch prozessiert [Fri04]. Eine gute Zusammenfassung dieser Prozesse findet sich
zum Beispiel in [LivO1].

Fiir die mutagene Wirkung von Dimer-Schiden, an denen Cytosin beteiligt ist, gibt es neben
der gerade beschriebenen ,,Bypass-Replikation zusitzliche Fehlerquellen, die ein Hauptgrund
fiir beobachtete C — T und CC — TT Mutationen nach UV-Belichtung sein konnen [Fri04].
Zwei mogliche Mutations-Wege sind in Abbildung 2.10 fiir ein Cytosin-Dimer skizziert.
Zunichst paart Cytosin im Doppelstrang mit Guanin. Nach der Schadensbildung kann die
DNA entweder repariert werden oder einen der beiden Mutations-Pfade einschlagen. Im ersten
Fall spielt die in Cytosin auftretende Desaminierung die entscheidende Rolle [Tu98]. Wie
bereits in Abbildung 2.8 dargestellt, kommt es in Cytosin-Dimeren zu einer beschleunigten
Hydrolyse und Desaminierung, die zur Umwandlung des Cytosin-Dimeres in einen Uracil
enthaltenden Dimer-Schaden (C=C — U=U) fiihrt. Bei der Replikation dieses Abschnittes
der DNA verwenden Polymerasen jetzt jedoch Adenin als komplementidre Base. Dadurch
kommt es im Tochterstrang zu einer Doppelmutation (U=U:AA) in der Sequenz. Der Einsatz
von Reparaturmechanismen fiihrt anschlieend zum Einbau der zu Adenin komplementéren
Thymin-Basen. Der zweite Mutations-Weg beruht auf der Tautomerisierung des Cytosin-Dimer-
Schadens. Wihrend das Cytosin-Dimer zunéchst in seiner Amino-Form vorliegt, kann es durch
eine tautomere Umlagerung in ein sogenanntes E-Imino Tautomer iibergehen. Dieses Tautomer
besitzt ein zu Uracil und Thymin dquivalentes Basenpaarungs-Muster und veranlasst eine
Polymerase zum Einbau eines Adenins im Tochterstrang [Jia93]. Experimente deuten darauf
hin, dass CPD-Schéden fiir den GroBteil der durch UVB-Strahlung erzeugten Mutationen in
Saugetierzellen verantwortlich sind [ YouOl].
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Abb. 2.10: Schematische Darstellung der Reaktionswege, die zu Mutationen nach der Bildung von
Cytosin-Dimer-Schaden fiihren kdnnen. Sowohl die Desaminierung von Cytosin-Dimeren (C=C) als
auch die Bypass-Replikation einer bestimmten tautomeren Form (E-imino Tautomer) der Cytosin-Basen
kénnen Punkt-Mutationen (C — T) und Tandem-Mutationen (CC — TT) in DNA-Sequenzen nach
UV-Belichtung erklaren.

(6-4) Photoaddukt

Das (6-4) Photoprodukt tritt ebenfalls bei Belichtung von DNA im UVB-Bereich auf. Eine
schematische Darstellung der Reaktion zwischen zwei Thymin-Basen ist in Abbildung 2.11
gezeigt. Man nimmt an, dass bei der Reaktion zunichst eine Paterno-Biichi Reaktion stattfindet.
Bei dieser handelt es sich um eine gemischte [2+2]-Zykloaddition zwischen der C5=C6
Doppelbindung der einen und der C4=0 Carbonylgruppe der zweiten Pyrimidin-Base [Kle95].
Als Produkt entsteht daraus ein Oxetan, dass jedoch bei Raumtemperatur nicht stabil ist und
iiber eine Ringodffnungs-Reaktion in das (6-4) Photoprodukt zerfillt. Belichtung des (6-4)
Photoprodukts mit Wellenldngen iiber 300 nm fiihrt in einer sekundéiren Photoreaktion zum
Dewar Isomer. Diese Folgereaktion ist jedoch bisher fiir DNA in vivo noch nicht ausreichend
charakterisiert [FriO4]. Das liegt zum Teil auch daran, dass die Raten fiir diese Photoreaktion im
Vergleich zu den CPD-Schéden deutlich (siehe Abbildung 2.9) geringer sind [RavO1, Dou01].
Auch sind hier die relativen Hiufigkeiten stark von der Basensequenz abhéngig. Fiir den (6-4)
Schaden ergibt sich eine deutliche Bevorzugung fiir die 5’-TC-3" Sequenzen: TC > TT > CC >
CT, mit einem Verhéltnis von 1:0,2:0,1:0,01 [FriO4].

Mutagene Wirkung der (6-4) Photoaddukte

Im Gegensatz zu den Thymin-Dimer-Schiden sind die (6-4) Photoprodukte hoch mutagen.
Auch diese Schiden fiihren zu Problemen bei der Replikation der DNA, die zu Mutationen
fiihren konnen [LivO1]. Ein entsprechendes Mutations-Schema fiir diese Art von Schidden
zwischen zwei benachbarten Thymin-Basen ist in Abbildung 2.12 gezeigt. Wird der Schaden
nicht repariert, paart das 3’-Thymin dieses Schadens in einer Bypass-Replikation bevorzugt mit
einem Guanin, das 5’-Thymin jedoch mit einem Adenin. Wird der Schaden jetzt repariert, ist
eine T — C Punktmutation entstanden. Entsprechend wird bei einer weiteren Replikation einer
der Tochterstringe diese Punktmutation besitzen. (6-4) Schiden in denen eine Cytosin-Base
enthalten ist konnen zusitzlich iiber die Desaminierung des Cytosins zu C — T Mutationen
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Abb. 2.11: Schematische Darstellung der durch UV-Strahlung verursachten Bildung des (6-4) Pho-
toschadens. Die Paterno-Bilichi-Reaktion zwischen Thymin-Basen fiihrt zur Bildung eines Oxetan-
Intermediats, das bei Raumtemperatur in das (6-4) Photoprodukt Ubergeht. Bei Belichtung dieses
Produkts mit Wellenlangen gréBer 300 nm bildet sich daraus das Dewar Valenz Isomer.
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Abb. 2.12: Schematische Darstellung einer méglichen Mutation nach der Bildung von (6-4) Photosché-
den. Die modifizierte Basenpaarungen im Bereich des (6-4) Photoschadens kann bei der Replikation
der Doppelhelix zur Bildung von Punktmutationen (T — C) im Bereich des 3’-Thymins fiihren.

fiihren [Fri04]. Das Wissen iiber die genaue Struktur und mogliche Mutationswege der Dewar
Schéden ist noch relativ gering [FriO4]. Bisher ist das Dewar Valence Isomer bei der Belichtung
von isolierter DNA oder von DNA in Zellen nur in CC-Sequenzen in merklichen Mengen
nachgewiesen worden [Dou01]. Reparaturenzyme scheinen diese Schéden als eine abasische
Stelle wahrzunehmen. Polymerasen die iiber diese Stelle lesen bauen bevorzugt Adenin ein und
erzeugen dadurch moglicherweise eine Mutation [Lee00]. Andere Studien deuten darauf hin,
dass es fiir den Fall eines Dewar-Schadens zwischen Thymin-Basen auch zu einer 3’-T — C
Mutation kommen kann. Auch Doppelmutationen werden nicht ausgeschlossen [Smi96].
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2.2 Schiden, Mutationen und Reparatur

Weitere Photoschaden

Eine Besonderheit im Bezug auf Uberleben unter extremen Umweltbedingungen sind Bak-
terien, die Sporen bilden konnen. Sporen sind sehr widerstandsfihige und in dieser Form
inaktive ,,Familienmitglieder*, die auch unter ungiinstigen Bedingungen iiberleben kénnen.
Werden Bacillus Subtilis Sporen mit UV-Licht bestrahlt, entstehen zwischen den Thymin-
Basen der DNA anstelle der oben vorgestellten Thymin-Dimere hauptsédchlich Strukturen der
in Abbildung 2.13 dargestellten Form. Nach UVB-Bestrahlung kommt es zur Addition der

O

J\/'K i, Hj\ N |o NH
ﬁ----ii b

Spore Photoproduct

Abb. 2.13: Schematische Darstellung zur Bildung des Sporen Photoprodukts. Bei dieser Reaktion
kommt es nach UV-Belichtung zu einer kovalenten Verknlipfung zwischen der Methyl-Gruppe des
einen und des C5-Atoms der zweiten Thymin-Base. Diese Reaktionen werden nur in Sporen und in
dehydratisierter DNA beobachtet. Der genaue Mechanismus der Reaktion ist noch wenig erforscht,
dabei wird sowohl eine Bildung zwischen benachbarten Basen eines Strangs als auch eine Verknipfung
zwischen zwei Strédngen diskutiert.

Methyl-Gruppe einer Thymin-Base an die C5-Position einer zweiten Thymin-Base und der
Bildung eines 5,6-Dihydro-5-(a-Thyminyl)Thymin [Var70, Cad92]. Uber den genauen Reakti-
onsmechanismus ist bisher noch sehr wenig bekannt. Zum Beispiel konnte es sein, dass diese
Schéden nicht zwischen benachbarten Basen in einem Strang sondern zwischen zwei Stringen
gebildet werden [Fri04]. Diese sogenannten ,,Sporen Photoprodukte* entstehen nur bei der
Bestrahlung von Sporen oder DNA, die in hydratisierter Form vorliegt [Cad92]. In Sporen
ist die DNA dicht gepackt und an bestimmte Proteine (SASP-Proteine) gebunden, die bei der
Sporulation'” exprimiert werden. In dieser Form ist die DNA stark dehydratisiert und liegt in
einer A-DNA-dhnlichen Konformation vor [Set92]. Offenbar hat neben der Basen-Sequenz
auch die Konformation der DNA einen Einfluss auf die Art der Schiden [Des08].

UV-Strahlung fiihrt in der DNA von Zellen zu einer ganzen Reihe unterschiedlicher Photo-
produkte [Cad92]. Dazu gehoren neben den bisher besprochenen Schiden an Di-Pyrimidin-
Positionen in der DNA auch Pyrimidin-Hydrate einzelner Cytosin-Basen (5,6-Dihydro-6-
Hydroxy-Cytosin), die iiber Desaminierung und Dehydratisierung zu Thymin und Uracil
weiterreagieren konnen. Weitere Photoprodukte wurden auch zwischen Thymin- und Adenin-
Basen oder zwei Adenin-Basen nachgewiesen [Poe73, WanO1]. Allerdings ist deren biologische
Signifikanz noch nicht endgiiltig geklirt. Die biologische Bedeutung von CPD- und (6-4)-
Photoschéden ist dagegen eindeutig belegt. Im ndchsten Abschnitt werden deren Auswirkungen
in Bezug auf die Entstehung von Krebs zusammengefasst.

"Die Sporulation beschreibt den Prozess der Sporenbildung bei Mikroorganismen wie Bakterien und Pilzen.
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2.2.3 Biologische Bedeutung der Photoschaden

Vor dem Hintergrund des Klimawandels und erhohten UV-Belastungen in der Umwelt weisen
Studien iiber den Einfluss von UV-Strahlung auf verschiedene Okosysteme eindeutig darauf hin,
dass hohe UV-Dosen zu Verdnderungen und Schiden in Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen
fithren konnen [Prz99, McKO03, dG03, And06, Hae07, Nor07]. Wie in der Einleitung dieser
Arbeit eingehend erlédutert, sind dafiir zu einem grofen Teil die durch UV-Strahlung induzierten
Photoschiden in der DNA verantwortlich. Der Zusammenhang zwischen diesen Photoschdden
und der Entstehung von Hautkrebs wird im Folgenden niher erldutert [dG99].

Bedeutung der Pyrimidin-Schaden bei der Krebsentstehung

Die Mutationen durch UVB-Strahlung werden klar durch die Bildung von CPD Schédden und
(6-4) Photoaddukten dominiert. Sie beeinflussen die Replikation und Transkription der DNA
und konnen zur Einschrinkung der Funktionsfihigkeit oder Entartung von Zellen fiithren. Dabei
haben die Cytosin enthaltenden Schiden die grof3te Mutationsrate, aufgrund ihrer Empfindlich-
keit gegeniiber hydrolytischer Desaminierung. Das Wirkungsspektrum der Photokarzinogenese
wird weitgehend demjenigen der Erythem-Reaktion gleichgesetzt und zeigt deutliche Zusam-
menhinge zwischen der UV-Exposition und der Rate an Photoschidden. Zum Beispiel zeigt
ein Vergleich des Wirkungsspektrums fiir die Entstehung des Plattenepithelkarzinoms mit
dem Wirkungsspektrum fiir die Induktion von CPD-Schiden (siehe Abbildung 1.3 B) eine
hohe Ubereinstimmung [dG99]. Wie lassen sich die Zusammenhéinge zwischen der Bildung
von Pyrimdin-Dimeren und damit verbundenen Mutationen mit der Entstehung von Tumoren
erkldren?

Zellen haben normalerweise eine beschrinkte Lebensdauer. Menschliche Bindegewebszellen
teilen sich zum Beispiel maximal etwa 50-mal, andere Zellen dagegen weniger hiufig. Der Pro-
zess der Zellteilung (Mitose) wird durch stimulierende Wachstumsfaktoren ausgelost, wéhrend
andere Faktoren den Prozess der Zellteilung hemmen. Diese Wechselwirkung ermoglicht die
Unterordnung von Zellen in das umgebende Gewebe. Treten Mutationen in Bereichen der DNA
auf, die Kontrollmechanismen bei der Selbstregulierung des Zellwachstums und der Zellteilung
kodieren, kann es zu unkontrolliertem Zellwachstum und zur Entstehung von Krebs kommen
[Pon01]. Zwei Arten von Genen kodieren Proteine, die bei Wachstum oder Kontrolle der
Zellteilung beteiligt sind. Proto-Onkogene begiinstigen die Zellteilung. Tumorsuppressor-Anti-
Onkogene hemmen die Zellteilung oder fithren zum Zelltod (Apoptosis). Mutationen knnen
jedoch zu Proteinen fiihren, deren Aktivitdt nicht mehr von der Stimulierung durch andere
Wachstumsfaktoren abhiingt. Es entstehen Onkogene'® die zu ungehindertem Zellwachstum
und damit zur Tumorbildung fithren konnen. Auf der anderen Seite konnen Mutationen in
Tumorsuppressor-Genen zum Verlust ihrer Wachstumshemmenden Funktion fithren [NVO06].
Es sind mittlerweile eine Vielzahl an Wachstums-fordernden oder -hemmenden Genen be-
kannt. Eine wichtige Rolle spielt dabei offenbar das sogenannte ,,p53-Gen*. Es kontrolliert, ob
wihrend der DNA-Replikation Fehler aufgetreten sind. Werden Schédden entdeckt, wird der
Zellzyklus unterbrochen. Der Zelle wird die Gelegenheit gegeben den Schaden zu beheben.
Sind die Schiden jedoch zu groB, leitet pS3 den Weg zur Apoptose ein. Mutationen in diesem
Gen haben gleich zwei gefidhrliche Auswirkungen. Erstens werden Zellen mit DNA-Fehler
nicht eliminiert und kénnen Mutationen anhiufen. Zweitens fillt die Apoptose aus, und die

18wortlich: Krebs-Gene
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2.2 Schiden, Mutationen und Reparatur

defekten Zellen konnen sich weiter teilen. Treten weitere Mutationen auf, konnen sich Zellen
unter bestimmten Bedingungen aus dem Zellverband 16sen und in neues Gewebe einwandern.
Dort konnen diese ,,bosartigen* Zellen neue Tochtergeschwiilste bilden (Metastasierung).

Der Vorgang der Krebsentstehung ist sehr komplex und wurde hier nur grob skizziert. Es
sind noch viele Fragen offen, die zu einem detaillierten Verstidndnis aller beteiligten Schrit-
te wichtig sind. Es ist jedoch eindeutig belegt, dass photoinduzierte DNA-Schédden bei der
Entstehung von Hautkrebs eine entscheidende Rolle spielen. In diesem Zusammenhang zei-
gen Sequenzanalysen der p53 Tumorsuppressor-Gene [dG99, Vin0O1, Bes05] aus Basal- und
Plattenepithelzellen von Hautkrebspatienten in etwa 30 % der Fille Schéiden auf diesem Gen.
Etwa 68 % dieser Defekte sind C — T Punkt-Mutationen, die in mehr als 90 % aller Fille
im Bereich von Di-Pyrimidin-Stellen liegen. Tandem-Mutationen CC — TT lielen sich fiir
etwa 14 % dieser Schiden nachweisen. Diese Mutationen werden als Fingerprintmutationen
bezeichnet und konnen direkt auf den schiddigenden Einfluss von UV-Strahlung zuriickgefiihrt
werden [Fri04].

2.2.4 Reparaturmechanismen

Die DNA ist einer grofen Zahl an schddigenden und mutagenen Einfliissen ausgesetzt. Ab-
schitzungen zur Schadenshiufigkeit einschlieBlich aller Faktoren gehen von 10* — 10¢ Schéden
pro Tag und Zelle aus. Bei etwa 10*? Zellen im menschlichen Korper miissen entsprechend
tidglich Schiden in einer GroBenordnung von 106 bis 10'® repariert werden [Sch03a]. Diese
Abschitzung macht deutlich, dass ein Organismus effiziente Reparatur-Mechanismen besitzen
muss.

Bereits bei der Replikation der Erbinformation kommt es zu tautomeren Verschiebungen und
Fehlpaarungen, die jedoch meist noch wihrend der Synthese des Strangs repariert werden. Die
DNA-Polymerasen machen etwa alle 10° Basen einen Fehler. Erneutes ,,Priifen* der Sequenz
durch ,,Korrekturlesen‘ reduziert die Fehlerrate um einen Faktor 100. Ein weiterer Faktor
1000 wird durch ein Fehlpaarungs-Reparatursystem ("mismatch repair”, MMR) moglich. Die
Replikation findet dadurch in Eukaryonten mit einer Fehlerhdufigkeit von nur etwa einem Fehler
auf 10'° Basen statt [Kun92]. Viele Reparaturmechanismen machen sich die komplementire
Information auf den beiden Stringen der Doppelhelix zu nutze. Ist nur ein Strang geschidigt
kann der zweite bei der Reparatur als Matrize dienen. Neben den Korrekturmechanismen, die
eine extrem niedrige Fehlerquote bei der Replikation und der Umsetzung der Erbinformation
moglich machen, hat die Natur eine ganze Reihe von Mechanismen entwickelt, die auf die
Beseitigung von DNA-Schiiden optimiert sind. Einen guten Uberblick zu den verschiedenen
Reparaturmechanismen bieten [HoeO1, SchO3a]. Die fiir die Reparatur von photoinduzierten
Schédden wichtigsten werden im Folgenden kurz erldutert.

Exzisions-Reparatur

Praktisch alle hoher entwickelten Organismen besitzen die Voraussetzungen fiir die Exzisions-
Reparatur [San96]. Dieser Mechanismus eignet sich fiir bestimme DNA-Addukte und vor
allem fiir Photoschédden in der DNA [Wo096b, SchO3a]. Bei der Reparatur werden die geschi-
digten Basen eines Strangs aus dem DNA-Strang ,,geschnitten‘ und die entstandene Liicke
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entsprechend der korrekten Watson-Crick Basenpaarung wieder geschlossen. Dieser Vorgang
beinhaltet im Wesentlichen drei Schritte:

1. Erkennen des veridnderten DNA-Abschnittes auf einem Strang und Entfernen der schad-
haften Stelle durch DNA-Nukleasen.

2. Binden einer DNA-Polymerase an die Liicke und Ersetzen der fehlenden Nukleotide
anhand der Information des nicht geschéddigten Strangs.

3. Schlieen der Bruchstellen durch DNA-Ligasen.

Wihrend das Schlieen der Liicke durch Polymerasen und Ligasen immer nach dem glei-
chen Muster ablduft, hingt das Entfernen des Schadens im Einzelnen von der Art des Defektes
ab. Bei Schiden, die nur eine Base betreffen, wird die BER-Methode (,,Base excision repair®,
BER) eingesetzt. Bestimmte Enzyme, die DNA-Glycolyasen, erkennen verdnderte Basen, die
zum Beispiel durch Desaminierung oder als Oxidationsprodukte entstanden sind. Sie bilden
einen Komplex mit der DNA und katalysieren die hydrolytische Entfernung des Schadens.
Dabei wird die N-glykosidische Bindung zwischen dem Zucker und der Base gelost. Neun
verschiedene DNA-Glycolyasen wurden beim Menschen bisher indentifiziert, die jeweils
eine eigene Substratspezifitit aufweisen [Sch03a]. Zum Beispiel erkennt die Uracil-DNA-
Glycolyase die Base Uracil als DNA-fremden Baustein. Dadurch lassen sich Punktmutationen,
die durch Desaminierung von Cytosin entstehen, vermeiden'®. Im Anschluss an die Entfer-
nung der defekten Base werden AP-Endonukleasen eingesetzt. Diese erkennen abasische
Fehlstellen und entfernen den betroffenen Zuckerphosphatrest durch enzymatische Spaltung
des Phosphodiester-Riickgrats.

Bei groleren DNA-Defekten kommt der NER-Mechanismus (,,nucleotide excission repair*,
NER) zum Einsatz [San96, dB00O, Yam06]. Er erlaubt zum Beispiel die Reparatur von Basen-
Schiden, die durch kovalente Bindungen der Basen mit Kohlenwasserstoffen entstehen. Die
Hauptaufgabe liegt jedoch in der Beseitigung UV-induzierter Schiden wie den Pyrimidin-
Dimeren. Bei dieser Reparatur ist ein Multi-Enzym-Komplex aktiv, der nicht nach einzelnen
Basenaustauschpaaren sucht, sondern nach groferen Verformungen und Veridnderungen in der
Doppelhelix. Wird ein Defekt gefunden, wird das Phosphodiester-Riickgrat zu beiden Seiten
des Schadens gespalten und ein aus etwa 10 bis 20 Nukleotiden bestehendes Fragment um
die Schadens-Stelle entfernt. Die fehlenden Nukleotide werden durch eine DNA-Polymerase
ersetzt und die Liicke durch eine DNA-Ligase wieder geschlossen.

Da die aus der DNA entfernten Schiden als Abbauprodukte im Urin nachweisbar sind
[LCO1], lassen sich im Fall von UV-induzierten Photoschiden — wie sie nach einem Sonnen-
bad entstehen — aus den nachgewiesenen Pyrimidin-Dimer-Schédden Riickschliisse auf die
Wirksamkeit der Reparaturprozesse schlieBen. Zum Beispiel ist bekannt, dass eine reduzierte
Funktionsfahigkeit oder Inaktivierung der eben besprochenen Reparatur-Systeme zu einer
erhohten Mutationsrate fiihrt und fiir verschiedene Krankheitsbilder verantwortlich ist [dBOO].
Das wird besonders bei Xeroderma-Pigmentosum (XP)-Patienten deutlich [Sch03a], die sehr
empfindlich auf Sonnenstrahlung reagieren. Normalerweise werden durch UV-Strahlung in-
duzierte Pyrimidin-Dimere in Fibroplasten in etwa 24 Stunden entfernt. Bei XP-Patienten

1“Man vermutet, dass diese Reparatur-Mdoglichkeit einer der Griinde fiir die Verwendung von Thymin statt Uracil
in der DNA ist.
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wird in diesem Zeitraum jedoch fast kein Dimer-Schaden entfernt. Sie leiden an einem Defekt
der Exonuklease und haben dadurch ein etwa 1000-fach erhohtes Risiko an Hautkrebs zu
erkranken [LGO06].

Reparatur von Doppelstrangbriichen

Doppelstrangbriiche werden in der DNA durch ionisierende Strahlung oder oxidative Reagen-
zien erzeugt und stellen ein groBBes Problem fiir die Zelle dar. Denn in diesem Fall steht kein
intakter Strang zur Verfiigung, der bei der Reparatur als Matrize verwendet werden kann. Es
sind jedoch zwei Reparaturmechanismen bekannt, die diese Schiden beheben konnen [Sch03a].
Bei der homologen Rekombination (,,homologous recombination*, HR) wird die Tatsache
ausgenutzt, dass die meisten Zellen einen doppelten Chromosomensatz (diploide Zellen)* und
damit zwei Kopien der genetischen Information besitzen. Spezielle Rekombinations-Proteine
erkennen die entsprechenden Sequenzen und nutzen das intakte Chromosom als Matrize in
einem komplizierten Reparaturprozess. Bei der nicht homologen Reparatur (,,non-homologous
end-joining®, NHEJ) werden die DNA-Enden einfach durch DNA-Ligasen wieder verbun-
den. Dieser Prozess ist jedoch nicht immer korrekt und es kommt oft zu einem Verlust von
einem oder mehreren Nukleotiden und damit — trotz der Reparatur — zu einer bleibenden
Verdnderung des Genoms.

Photoinduzierte Reparaturmechanismen

Eine Besonderheit unter den Reparaturmechanismen sind lichtabhéngige Prozesse [San03,
Web05]. Diese Mechanismen waren wahrscheinlich bereits bei den ersten photosynthetischen
Cyanobakterien (vor 2-3 Milliarden Jahren) von Bedeutung, die in einer Umgebung ohne
schiitzende Ozonschicht [Wie02] iiberleben mussten. Die Reparaturenzyme werden als DNA-
Photolyasen bezeichnet und konnten bisher in Pflanzen, Bakterien, Reptilien und Fischen,
jedoch nicht in plazentalen Lebewesen wie dem Menschen nachgewiesen werden. Sie erken-
nen photoinduzierte DNA-Schidden und konnen diese mit Hilfe von Lichtenergie reparieren
[San94, San03]. Bisher sind zwei Arten bekannt. Die CPD-Photolyasen erkennen und beheben
ausschlieBlich CPD-Schéden, die (6-4)-Photolyasen sind speziell fiir die Reparatur der entspre-
chenden (6-4) Photoaddukte zustdndig. Vor allem Strukturanalysen haben in der Vergangenheit
dazu beigetragen, einige Details der Reparaturmechanismen zu entschliisseln [Fri04], die fiir
viele Organismen den Hauptschutzmechanismus gegen UV-induzierte Schéden darstellen.

Die CPD-Photolyase

In den letzten Jahren ist es gelungen die dreidimensionale Struktur von CPD-Photolyasen
aus Bakterien zu bestimmen [Par95, Tam97, KomO1]. Photolyasen sind kugelférmige Pro-
teine mit einem aktiven Zentrum. Sie besitzen einen nicht kovalent gebunden FAD-Cofaktor
(,,flavin adenine dinucleotide*, FAD) und ein zweites Coenzym, das in der Nihe der Ober-
flache des Proteins als Photorezeptor wirkt. Man unterscheidet zwei Typen von Photolyasen,
die sich in der Art des Photorezeptors unterscheiden. Wird an dieser Stelle ein MTHF-
Molekiil (,,5,10 Methenyl-Tetrahydrofolyl-Polyglutamat®, MTHF) eingesetzt, spricht man von

2Diplous (griech.) = doppelt
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einer Typ I Photolyase. Bei der Verwendung eines 8-HDF-Molekiils (,,8-Hydroxy-5-Deaza-
Riboflavin®, 8-HDF) dagegen von einer Typ II Photolyase [San94].
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Abb. 2.14: (A) Réntgenstrukturanalyse der CPD-Photolyase. Die Abbildung zeigt einen Duplex aus

einer Photolyase und einer DNA-Sequenz, die einen CPD-Schaden enthalt. Ubernommen aus [Mee04].
Abbdruck mit Erlaubnis durch AAAS. (B) Schema zum vorgeschlagenen Reaktions-Mechanismus
der lichtinduzierten CPD-Reparatur durch eine CPD-Photolyase, nach [San03]. Lichtanregung und
Energietransfer fihren zu einem angeregten Flavin Cofaktor (FADH*~). In diesem Zustand kann ein
Elektron auf den Dimer-Schaden Ubertragen werden, der zur Spaltung des Schadens fiihrt. Anschlie-
Bend wird das Elektron wieder auf das Flavin Gibertragen, das dadurch wieder in den Ausgangszustand
zurlickkehrt.

Abbildung 2.14 A zeigt die Molekiilstruktur einer Photolyase, die einen CPD-Schaden ins
aktive Zentrum aufgenommen hat [Mee04]. Untersuchungen zeigen, dass die Photolyase nach
dem Binden an den Schaden eine Umstrukturierung vollzieht. Die Photolyase scheint dabei die
DNA-Helix um etwa 36° zu beugen und damit den Schaden an die reaktive Stelle im Protein zu
bringen [VN99]. Nach dem heutigen Stand der Forschung erfolgt die Reparatur des Schadens
in mehreren Schritten [Web05]. In Abbildung 2.14 B ist ein Schema der Reparaturschritte
dargestellt [San03]. Zunichst bindet die Photolyase in ihrer aktiven Form — in dieser liegt ein
reduziertes FADH™ Molekiil im aktiven Zentrum vor — in einem lichtunabhédngigen Schritt
an den Dimer-Schaden. Absorption von UV-Licht oder Energietransfer iiber den zweiten
Cofaktor (8-HDF), der im sichtbaren Spekralbereich absorbiert, fithrt den FADH™ Cofaktor
in einen angeregten Zustand iiber (FADH™)*. Das angeregte Flavin-Molekiil transferiert ein
Elektron auf das Dimer und wird dabei zu einem neutralen FADH*-Radikal. Das entstandene
Dimer Radikal-Anion spaltet sich in die entsprechenden Monomere und transferiert das
,»uberschiissige* Elektron wieder zuriick auf den FADH-Cofaktor, der dadurch wieder in den
Ausgangszustand zuriickkehrt. Trotz dieser schliissigen Darstellung des Reaktionsweges sind
zur Zeit noch viele Teilaspekte hypothetischer Natur und erfordern weitere Untersuchungen
[Mac03, Web05, Sch05].
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Die (6-4) Photolyase

In Analogie zur CPD-Photolyase existiert auch fiir das (6-4) Photoaddukt eine Klasse von
Reparaturproteinen, die (6-4) Photolyasen [Kim94, Zha97]. Sie besitzen eine sehr hohe Se-
quenzhomologie zur CPD-Photolyase, enthalten einen FAD-Cofaktor und wahrscheinlich ein
Folat als zweites Coenzym. Eine EPR-Studie (Paramagnetische Elektronen Resonanz) hat
gezeigt, dass auch hier das FAD in zwei lichtinduzierten Schritten zum FADH™ reduziert
wird [Web02]. Es gibt jedoch noch keine Kristallstrukturen dieser Molekiile, so dass noch
keine endgiiltigen Aussagen zu den strukturellen Anforderungen fiir den Elektronentransport
vorliegen. Eine Modellvorstellung geht davon aus, dass der (6-4) Schaden im aktiven Zentrum
des Proteins in einem ersten Schritt zuriick in das Oxetan iiberfiihrt wird [Kim94] und anschlie-
Bend eine Retro-Paterno-Biichi Reaktion stattfindet, die wieder die Ausgangsprodukte erzeugt
[Web05].

Ausblick

Sowohl die genaue Funktionsweise der CPD-Photolyase als auch der (6-4) Photolyase sind
Gegenstand aktueller Forschung. Einige Arbeitsgruppen beschiftigen sich zum Beispiel mit der
Synthese von Modellstrukturen, die den betreffenden Schaden besitzen und Komplexe mit den
Reparaturenzymen eingehen konnen. Damit lassen sich Aufschliisse iiber die Mechanismen
der Schadens-Erkennung und die Schadens-Reparatur erhalten [Car98, Cic02, Fri04, Kun05].
Zusitzlich zu den statischen, strukturauflosenden Experimenten erhofft man sich vor allem
von zeitaufgelosten Messmethoden, wie sie in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, weitere
Erkenntnisse iiber die einzelnen Teilschritte dieser Reparaturmechanismen [Mac03, Sch05].

2.3 Photophysik und Photochemie von Nukleinsauren

In Anbetracht der strahlungsinduzierten Photoschidden in der DNA wird deutlich, dass Repara-
turmechanismen unentbehrliche Bestandteile der Zellen sind, ohne die eine ausreichend hohe
Stabilitdt der Erbinformation nicht gegeben wire. Allerdings mussten sich diese Reparaturme-
chanismen im Laufe der Evolution erst entwickeln. Man geht davon aus, dass sich Leben unter
den Bedingungen einer hohen UV-Strahlenbelastung nur entwickeln konnte, weil eine natiir-
liche Selektion beim Aufbau der Strukturen des Lebens zu Molekiilen fiihrte, die sich unter
diesen Bedingungen als ausreichend stabil erwiesen [Wie02]. Wie hat es die Natur geschafft
die Schadensrate in dieser feindlichen Umgebung so gering zu halten, dass die Entwicklung
komplexer Lebewesen moglich wurde? Eine Antwort auf diese Frage konnte in den photophy-
sikalischen und photochemischen Eigenschaften dieser Molekiile liegen. Photophysikalische
Prozesse beschreiben die Absorption von Licht durch ein Molekiil und die dadurch ausgeldsten
Prozesse, an deren Ende das Molekiil wieder in seiner urspriinglichen Form vorliegt. Am Ende
einer photochemischen Reaktion steht dagegen ein verdndertes Molekiil, das Photoprodukt.
Der Ubergang zwischen beiden Bereichen ist flieBend [Cad90, CHO4a]. Ein stark vereinfachtes
Schema zur Veranschaulichung der beiden Begriffe fiir eine Photoreaktion ist in Abbildung
2.15 unter Verwendung von Potentialflichen gezeigt. Photochemische Prozesse beinhalten
im allgemeinen mehrere Einzelschritte, von denen jedoch meist nur wenige direkt iiber die
Absorption von Licht aktiviert werden. Die Fortschritte auf dem Gebiet der Lasertechnologie
ermoglichen heute Experimente (Femtosekunden-Spektroskopie), in denen lichtinduzierte
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Abb. 2.15: Schematische Darstellung von Potentialflachen zur Veranschaulichung der Begriffe ,Pho-
tophysik” und ,Photochemie*. In dieser stark vereinfachten Darstellung kann das System nach Lich-
tabsorption entweder mit der Rate kg in den Grundzustand zuriickkehren oder mit der Rate kp ein
Photoprodukt bilden. Die Abbildung orientiert sich an [Tur91].

Reaktionen in Molekiilen auf einer Zeitskala von 1071 Sekunden direkt beobachtet werden
konnen [Zew(0]. Zeitaufgeloste spektroskopische Verfahren haben in der Vergangenheit we-
sentlich zum Verstdndnis der Photophysik von Nukleinsduren beigetragen. Die folgenden
Abschnitte behandeln photophysikalische Grundlagen, erldutern Ergebnisse zur Photophysik
von Nukleinsduren und geben einen Uberblick zum Stand der Forschung in Bezug auf die
Bildung von Thymin-Dimeren.

2.3.1 Grundlagen zur Photophysik

Die Absorption von Licht durch ein Molekiil fithrt zur Besetzung angeregter elektronischer
Energieniveaus. Das Jablonski-Diagram in Abbildung 2.16 erlaubt eine Darstellung der Lage
und der mdglichen Ubergiinge zwischen diesen Niveaus. Man unterscheidet dabei zwischen
,.spin-erlaubten*- und ,,spin-verbotenen‘-Ubergingen?®', die iiber die beteiligten Spin-Zustinde
der Elektronen definiert sind (Multiplizititen)[Woe98]. Fast alle stabilen organischen Molekiile
haben eine gerade Elektronenzahl, die in den Molekiilorbitalen paarweise antiparallel orientiert
sind, und damit die Gesamtspinquantenzahl S = 0 und die Multiplizitit 25 + 1 = 1 (Singulett-
Zustand) besitzen. Sind dagegen zwei Elektronen-Spins parallel orientiert, ist die Gesamtspin-
Quantenzahl S = 1 und die Multiplizitiit 25 + 1 = 3 (Triplett-Zustand). Ubergiinge zwischen
Singulett- und Triplett-Zustinden sind mit einer Spin-Umkehr verbunden und durch eine
Auswahlregel verboten. Das ,,Spinverbot* kann jedoch zum Beispiel durch starke Spin-Bahn-
Kopplung gelockert werden [D6r82, Kle95].

Zu den spin-erlaubten Ubergiingen gehort die Anregung aus dem Grundzustand (Sy) in einen

2IDas Ubergangsmoment fiir einen Wechsel zwischen verschiedenen elektronischen Zustinde besteht aus
drei Faktoren: dem Frank-Condon-Faktor, dem Symmetriefaktor und dem Spin- oder Multiplizitétsfaktor.
Ist einer dieser Faktoren gleich Null, treten strahlungsgekoppelte Uberginge nicht, oder nur mit geringer
‘Wahrscheinlichkeit auf, sie sind ,,verboten‘ [Woe98].
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Abb. 2.16: Das Jablonski Diagramm zeigt die unteren Energie- und Schwingungsniveaus eines organi-
schen Molekdls mit einer geraden Anzahl an Elektronen. Die entsprechenden Spin-Konfigurationen sind
neben den Engieniveaus dargestellt. Durchgezogene Linien entsprechen strahlenden, wellenférmige
Linien strahlungslosen Prozessen.

hoher liegenden Singulett-Zustand (S; oder S,). Meist werden dabei hohere Schwingungs-
niveaus besetzt (Frank-Condon-Prinzip) aus denen eine schnelle Schwingungsrelaxation erfolgt.
Dabei kommt es zu einer intramolekularen Energie-Umverteilung im Molekiil (,,internal vibra-
tional relaxation®, IVR) und intermolekularer Warmeabgabe an die Umgebung (Losungsmittel).
Dieser Vorgang wird auch als Kiihlen (,,cooling®) eines schwingungsangeregten oder ,,heilen*
Zustands bezeichnet. Hohere Singulett-Zustinde und Schwingungsniveaus relaxieren in der
Regel sehr schnell (innerhalb von 10~!? Sekunden) und strahlungslos in den Schwingungs-
grundzustand des S;-Niveaus (Kasha-Regel [Kas50]). Dieser Zustand kann entweder durch
Emission von Fluoreszenzlicht in den Grundzustand iibergehen oder durch strahlungslose
Prozesse entvolkert werden. Zu den strahlungslosen Prozessen gehoren die innere Umwand-
lung (,,internal conversion®, IC) und die Interkombination (,,inter system crossing*, ISC).
Die innere Umwandlung beschreibt den strahlungslosen Ubergang zwischen Zustinden mit
identischer Spin-Multiplizitit und ermdglicht den Ubergang aus dem S; in den Grundzustand.
Als Interkombination bezeichnet man strahlungslose, spin-verbotene Uberginge zwischen
Singulett- und Triplett-Zustinden. Die Interkombination stellt einen Deaktivierungsweg fiir
den S;-Zustand dar und fiihrt zur Besetzung eines Triplett-Zustands, der gewohnlich nicht
durch direkte Absorption eines Photons erhalten werden kann. Aus dem Triplett-Zustand kann
Phosphoreszenzlicht emittiert werden oder ein strahlungsloser Ubergang in den Grundzustand
erfolgen. Da jedoch auch diese Ubergange spin-verboten sind, haben Triplett-Zustinde im
allgemeinen wesentlich lingere Lebensdauern als angeregte Singulett-Zustinde [Mur93].
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2.3.2 Uber die Photophysik von Nukleinsiduren

Nach der Identifizierung der Bausteine der DNA wurde mit spektroskopischen Methoden
(Absorptions- und Emissionstechniken) versucht, die Lage der Energieniveaus und die nach
Lichtabsorption auftretenden photophysikalischen Prozesse aufzukliren. Eine ausfiihrliche
Zusammenstellung der frithen Experimente und Ergebnisse bis 1990 findet sich in [Cad90].
Die Lebensdauern der S;-Zustinde wurden zunichst iiber die Bestimmung von Fluoreszenz-
Quantenausbeuten abgeschitzt, nachdem Daniels und Hauswirth 1971 fiir Nukleinbasen in
wiissriger Umgebung eine sehr geringe Fluoreszenz-Quantenausbeute im Bereich von 1074
[Dan71] nachweisen konnten. Uber die Strickler-Berg-Beziehung [Str62] ergaben sich daraus
erste Abschitzungen fiir die Lebensdauer der angeregten S;-Zusténde, die in einer Groflenord-
nung von einer Pikosekunde liegen sollten.

Eine direkte Bestimmung der Lebensdauer sollte in Folge durch zeitaufgeloste Experimente
erbracht werden. Lange Zeit waren jedoch die erreichbaren Zeitauflosungen der verwendeten
Apparaturen nicht ausreichend. Nikogosyan und Mitarbeitern fiihrten als Erste Studien mit
Pikosekunden-Zeitauflosung durch [Ora81, Nik82, Nik85]. Sie konnten aber zunichst nur
obere Grenzen fiir die Lebensdauer angeben. In Zusammenarbeit mit Lindquvist und Laube-
reau wurden anschlieend Experimente mit einer Zeitauflosung im Femtosekunden-Bereich
durchgefiihrt [Nik96, Reu96, Reu00]. Allerdings waren auch bei diesen Experimenten ein-
deutige Aussagen iiber die genaue Lebensdauer schwierig. Trotz der erheblich verbesserten
Zeitauflosung, ergaben sich durch die Verwendung sehr hoher Lichtintensititen, dominante
Beitridge durch verschiedene Prozesse, die eine komplizierte Analyse der Signal-Beitrige notig
machten??. Erst im Jahr 2000 gelang Pecourt und Mitarbeitern die erste eindeutige Bestimmung
der S;-Lebensdauer fiir mehrere Nukleinbasen [Pec00]. Demnach besitzen die Nukleinbasen in
Ubereinstimmung mit der Abschitzung (nach Strickler-Berg) extrem kurze S;-Lebensdauern
im Bereich von einigen 100 fs. Vorraussetzung fiir diese Arbeit, die in Folge durch weitere Stu-
dien bestitigt werden konnte [Peo01, Gus02], waren technologische Fortschritte an den Laser-
und Mess-Systemen, die eine erhebliche Reduktion der verwendeten Anregungsintensititen
ermdglichten.

Die Fortschritte auf dem Gebiet der zeitaufgelosten Mess-Methoden, insbesondere auf dem
Gebiet der Anreg-Abtast-Spektroskopie und den Fluoreszenz-Techniken, haben dadurch zu
einem wesentlich besseren Verstdndnis der angeregten Zustinde der DNA-Bausteine beige-
tragen. Experimente an Molekularstrahlen erlauben zudem die Untersuchung isolierter und
kalter Molekiile, die sich besonders gut mit quantenmechanischen Modellen erfassen lassen.
Letztere zeigen jedoch auch deutlich die Grenzen der theoretischen Modelle. Zum einen lassen
sich die Ergebnisse fiir isolierte Molekiile nicht direkt auf Systeme in Losung iibertragen, zum
anderen beschrinken nach wie vor Rechnerkapazititen die Untersuchung groflerer Systeme.
Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre werden ausfiihrlich in [CHO4a] diskutiert. Einen
Bereich bilden in diesem Zusammenhang Experimente und theoretische Berechnungen an
einzelnen Basen und Nukleotiden, einen anderen, Experimente an Di- und Poly-Nukleotiden
sowie an DNA-Doppelstringen. Die folgende Darstellung zum Stand der Forschung kniipft an
Aussagen in [CHO4a] an.

22Bei sehr hohen Intensititen treten Beitriige durch die Zwei-Photonen-Ionisation des Losungsmittels (Wasser)
und die Ionisierung der zu untersuchenden DNA-Molekiile in den Vordergund.
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Elektronische Zustiande von Nuklein-Basen und Nukleotiden

Einzelne Nuklein-Basen und Nukleotide werden als Untersuchungsobjekte verwendet, mit der
Hoffnung, das komplexe System DNA auf seine Basiseinheiten reduzieren zu konnen. Im Laufe
der Zeit wurden an diesen Molekiilen zahlreiche Experimente mit dem Ziel durchgefiihrt, die
energetische Reihenfolge der elektronischen Zustinde und deren Lebensdauern zu bestimmen
[Voe63, Cal83, Cad90, Woo96a, CHO4a]. Die folgenden Ergebnisse beziehen sich, soweit
nicht anders vermerkt, auf Experimente bei Raumtemperatur und in wissriger Losung.

Die DNA-Basen zeigen zwischen 240 - 290 nm intensive Absorptionsbanden, die auf ! 77*-
Uberginge zuriickgefiihrt werden [Voe63]. Bei diesen wird ein Elektron aus einem 7-Orbital
des Grundzustands in ein nicht bindendes 7*-Orbital angehoben [Cal83]. Die an den Hetero-
Atomen (Stickstoff, Sauerstoff) lokalisierten Elektronen-Paare sind fiir 'n7*-Ubergiinge verant-
wortlich, bei denen ein Elektron aus einem nicht bindenden Hybrid-Orbital der Hetero-Atome
in ein nicht bindendes 7*-Molekiil-Orbital angehoben wird. Allerdings besitzen diese Uber-
ginge in der Regel nur sehr geringe Oszillatorenstdarken und sind deshalb an Nuklein-Basen
bisher noch wenig charakterisiert [Cal83, Fue95, Ism02, CHO4a].

Nach UV-Anregung im Bereich der starken '7w7*-Bande zeigen alle Basen und Nukleotide
einen sehr schnellen und strahlungslosen Ubergang in den Grundzustand. Die Lebensdauern
fiir diese Prozesse liegen in Zeitbereichen von einigen hundert Femtosekunden [Pec00, Peo01,
Gus02]. Wihrend in Purin-Basen eindeutig die sehr schnelle Desaktivierung der angeregten
Zustinde dominiert, konnte in einer kiirzlich veroffentlichten Studie [Har06] gezeigt werden,
dass in Pyrimidin-Derivaten auch wesentlich langlebigere Singulett-Zustinde besetzt werden,
die Lebensdauern von einigen 10 bis zu einigen 100 Pikosekunden besitzen. Das Auftreten
dieser Zustinde, wird auf langlebige 'n7*-Zustinde zuriickgefiihrt, deren Besetzung stark mit
dem Losungsmittel variiert. Die Ergebnisse deuten zudem darauf hin, dass 'n7*-Zustéinde eine
zentrale Rolle bei der Interkombination in die Triplett-Zustinde spielen konnten [HarO7a]. In
wissriger Losung sind die Ausbeuten fiir die Interkombination in Triplett-Zustinde sehr gering
und liegen fiir die Basen und Nukleotide in Bereichen von wenigen Prozent oder darunter
[Cad90, Woo096a]. Die Lebensdauern der niedrigsten Triplett-Zustdnde liegen in wissriger
Losung im Mikrosekunden-Bereich [Cad90].

Elektronische Zustande von Poly-Nukleotiden

Vergleicht man die Ergebnisse an Einzelbasen mit Experimente an Di- und Poly-Nukleotiden
zeigt sich, dass jetzt zusitzliche Wechselwirkungen zwischen den Basen beriicksichtigt wer-
den miissen. In diesen Molekiilen konnen die Basen nicht mehr als einzelne Chromophore
behandelt werden. Sie sind iiber das Zuckerphosphatriickgrat verkniipft und kommen sich so
nahe, dass elektronische Wechselwirkungen zwischen den Basen auftreten, die zum Beispiel,
wie in Abschnitt 2.1.2 gezeigt, zur Stapelung der planaren Nuklein-Basen fiihren konnen. In
Doppelstringen sind zusétzlich Wasserstoftbriicken zwischen den Basen der Striange zu be-
riicksichtigen. Die Aufkldrung der Wechselwirkungen und der daraus resultierenden Einfliisse
auf die elektronischen Zustidnde wurde in der Vergangenheit in einer Reihe von Experimenten
untersucht [Cad90, Tin96, CHO4a].

Die Absorptionsspektren der Poly-Nukleotide zeigen in Bezug auf die Lage des Absorptions-
maximums und der Bandenform eine relativ groBe Ahnlichkeit zu den Einzel-Basen. Allerdings
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ist die molare Extinktion von Poly-Nukleotiden und DNA-Doppelstrangen im Bereich der
Lrr*-Uberginge der Basen in der Regel geringer als man es bei einer Addition der Einzel-
beitrige der Basen erwarten wiirde. Zudem ist die Absorption stark von dulleren Parametern
wie zum Beispiel der Temperatur oder dem pH-Wert abhéngig. Die Erniedrigung der mola-
ren Extinktion (Hypochromie) beim Ubergang von Einzel-Basen zu Nukleotid-Ketten kann
durch Coulomb-Wechselwirkungen und die Anordnung der Ubergangs-Dipolmomente der
Basen erklért werden und wird in [Tin60, Ric60] ausfiihrlich diskutiert. Durch die auftretende
Hypochromie lassen sich strukturelle Verdnderungen, die zum Beispiel mit einer Tempera-
turerhohung verkniipft sind (Denaturierung der Doppelhelix) im UV-Absorptionsspektrum
nachweisen [Tin96].
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Abb. 2.17: Schematische Darstellung fiir die Bildung eines Excimer-Zustands zwischen zwei identi-
schen Molekulen (P). Fir groBe Abstande kdnnen die Molekile als unabhangig voneinander betrachtet
werden. Die Absorptions- und Emissionseigenschaften entsprechen den einzelnen Molekilen. Treffen
sich die Molekile jedoch (z.B. diffusionslimitierte Kollision) wahrend sich eines der Molekile noch in
einem angeregten Zustand befindet, oder liegen die beiden Molekile bei der Anregung bereits nahe
beieinander, kann es durch Ladungs-Transfer (,charge transfer”) oder Austausch-Wechselwirkungen
(,excitation exchange interaction) zu einer Stabilisierung (AHgy.) und einem gebundenen elektronisch
angeregten Zustand kommen. Sind beide Molekiile identisch, spricht man von einem Excimer (,excited
dimer®) ansonsten von einem Exciplex (,excited complex). Aufgrund der Energieabsenkung des an-
geregten Zustands und der AbstoBung der Molekile im Grundzustand (AEgep.) zeichnen sich diese
Zustande durch eine rotverschobene (und strukturlose) Fluoreszenz-Emission aus.

Allein aus diesen Beobachtungen lassen sich jedoch noch keine Aussagen iiber die nach der
Absorption eines UV-Photons besetzten Zustiande ableiten. In zeitaufgelosten Experimenten
wurden Zustinde nachgewiesen, deren Lebensdauer nahe an den Werten fiir einzelne Nu-
kleotide oder Basen liegen. Man geht davon aus, dass hier die Energie von einem einzelnen
Chromophor im Polymer absorbiert wurde, dessen elektronische Zustinde mit denen von
Einzel-Basen oder Nukleotiden vergleichbar sind. Zusétzlich wurden jedoch auch langlebige
Zustinde gefunden, die in den Einzel-Basen nicht auftreten [Cad90, CHO4a, CHO4b]. Expe-
rimente an Di- und Poly-Nukleotiden zeigen, dass die Energie nach der Licht-Absorption
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nicht nur auf eine Base lokalisiert ist, sondern auch auf zwei oder mehr Basen verteilt sein
kann [Cad90, Bal91]. In diesem Zusammenhang wurden Fluoreszenz-Emissionen beobachtet,
die deutlich rotverschoben zu den Emissionen der Monomere liegen [Bal82, Cad90] und
Zertfallszeiten in Bereichen von 100 ps bis zu einigen ns aufweisen [Mar03, CHO4b, Ple00].
Als mogliche Erkldarung werden in der Literatur sogenannte Exciplex- bzw. Excimer-Zusténde
(,,excited complex* = Exciplex, zwischen zwei verschiedenen Basen, bzw. ,,excited dimer* =
Excimer, zwischen zwei identischen Basen) diskutiert [Eis66]. Eine stark vereinfachte Dar-
stellung der Verhiltnisse, die Excimer-Zustinde beschreiben, ist in Abbildung 2.17 gegeben.
In dieser ist die potentielle Energie der Molekiile (P) in Abhéngigkeit von ihrer relativen
Entfernung aufgetragen. Befinden sich die Molekiile in einem grolen Abstand zueinander,
verhalten sie sich nach Lichtanregung wie isolierte Molekiile. Ndhern sich zwei Molekiile
kommt es im Grundzustand ab einem bestimmten Abstand zu einer zunehmenden Abstof3ung.
Ist jedoch eines der Molekiile angeregt, kann es durch Ladungs-Transfer (,,charge transfer*)
oder Austausch-Wechselwirkungen zu einer energetischen Stabilisierung und die Bildung eines
angeregten Molekiil-Komplexes (Excimer) kommen [Tur91]. Entsprechend der Energieabsen-
kung zeigen diese Zustinde eine deutlich rotverschobene Fluoreszenz-Emission.

Eine ausfiihrliche Diskussion iiber die Verwendung dieser Begriffe in Bezug auf Poly-
Nukleotide in denen sich die beteiligten Basen in direkter Nachbarschaft zueinander liegen fin-
det sich in [CHO4a]. Auch fiir doppelstringige DNA-Molekiile werden Exciton- und Excimer-
dhnliche Zustinde diskutiert, die eine Delokalisation der Anregungsenergie auf mehrere Basen
beinhalten [Ris02, Bou03, Mar(03]. In [CHOS] wurden auftretende, langlebige Zustdnde in
einzel- und doppelstrangiger DNA auf die Bildung von Excimer-Zustinden in Bereichen
mit gestapelten Basen zuriickgefiihrt. Im Gegensatz zum Fall der Einzel-Basen bilden diese
Zustinde in dem untersuchten Adenosin-Polymer sogar den dominanten Desaktivierungskanal.

In Doppelstrangen oder einzelnen Watson-Crick Basen-Paaren konnten auch Wasserstoff-
briicken zwischen den komplementiren Basen eine wichtige Rolle bei der Desaktivierung
spielen. Eine Moglichkeit wiren zum Beispiel Proton-Transfer-Reaktionen [Loe63], die zu
einer schnellen Desaktivierung der Energie nach UV-Absorption beitragen konnten. Aller-
dings konnten entsprechende Prozesse bisher nur an isolierten Modell-Basen-Paaren in der
Gasphase nachgewiesen werden [Dou95]. Experimente zwischen einzel- und doppelstriangigen
Poly-Nukleotid-Sequenzen in wissriger Losung deuten jedoch eher darauf hin, dass unter
den Bedingungen in Losung vor allem die Basen-Stapelung innerhalb eines Strangs und nicht
die Wasserstoffbriicken zwischen den DNA-Basen im Doppelstrang fiir den Hauptanteil der
Desaktivierung verantwortlich sind [CHOS].

Theoretische Beschreibung der elektronischen Zustande

Mit quantenchemischen Rechnungen wird versucht, eine Beschreibung der elektronischen Zu-
stande und Desaktivierungs-Prozesse der Nukleinsduren zu erhalten [SpoO1, CHO4a]. Bereits
die Berechnung der Energiezustinde isolierter Basen erweist sich jedoch als sehr komplex,
da die Hetero-Atome (Stickstoff und Sauerstoff) der Basen zur Existenz verschiedener ' 77*-
und 'nm*-Ubergiinge fiihren. Einfache Modelle und Niherungen, die sich fiir die Behandlung
einfacher polyzyklischer Molekiile, wie zum Beispiel Benzen, eignen, konnen deshalb fiir
die Behandlung der Nuklein-Basen nicht verwendet werden [Cad90]. Da angenommen wird,
dass der Ubergang von Basen zu Nukleotiden lediglich zu kleinen Modifikationen der rele-
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vanten elektronischen Ubergiinge und Zustinde fiihrt, wurden die meisten Rechnungen bisher
fast ausschlieBlich fiir einzelne Basen durchgefiihrt. Fiir diese gibt es mittlerweile eine gute
Ubereinstimmung in Bezug auf die energetische Lage der 'm7*-Zustinde [CHO4a]. Dagegen
sind die Aussagen in Bezug auf die Lage der 'nm*-Zustinde noch nicht eindeutig. Vor allem
der Einfluss des Losungsmittels ist dabei von groler Bedeutung, da dieses die Lage der nm*-
Zustidnde starker beeinflusst. Unter Umstédnden kann es dadurch sogar zu einer Vertauschung
in der energetischen Reihenfolge der Zustinde kommen [CHO4a].

Neben der Beschreibung der energetischen Lage angeregter Zustinde richtet sich ein wei-
terer Schwerpunkt der theoretischen Betrachtungen auf das Verstdndnis der zum Teil extrem
schnellen und strahlungslosen Desaktivierungs-Prozesse. Strahlungslose Prozesse konnen
immer dann mit hoher Wahrscheinlichkeit auftreten, wenn sich Potential-Hyperflachen der
beteiligten Zustdnde nahe kommen, beriihren oder schneiden. In Abbildung 2.18 ist eine ent-
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Abb. 2.18: Darstellung eines strahlungslosen Desaktivierungspfads auf einer modellhaften Potential-
Landschaft. Sy bezeichnet den elektronischen Grundzustand, S; den niedrigsten angeregten Zustand.
Nach optischer Anregung befindet sich das System im Frank-Condon-Bereich (FC) der Energieland-
schaft. Von dort bewegt sich das System entlang der beiden Reaktionskoordinaten g, und q,. In der
N&he und am konischen Schnitt (Cl) ist ein schneller und effizienter Ubergang in den Grundzustand
und die Rickkehr in den Ausgangszustand mdglich. Abbildung Glbernommen aus [Har07a]. Copyright
2007 National Academy of Sciences.

sprechende Energielandschaft in Abhéngigkeit von den beiden Reaktionskoordinaten g, und q,
schematisch dargestellt. GemiR dem Frank-Condon-Prinzip [Atk03] hat der angeregte Zustand
im Franck-Codon-Bereich (FC) zunichst dieselbe Geometrie wie der Grundzustand. Erreicht
das Molekiil anschlieBend eine Geometrie, in der sich die Potentialflachen des angeregten und
des Grundzustands schneiden, ist an dieser Schnittstelle (,,conical intersection®, CI) eine effizi-
ente und schnelle Relaxation in den Grundzustand moglich [K1e95]. Das Auftreten konischer
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Durchschneidungen ist mittlerweile allgemein akzeptiert und wird auch fiir die ultraschnelle
Relaxation der Nukleinsduren verantwortlich gemacht [CHO4a, PerO6a, Bla06, SP07]. Die
Reaktionskoordinaten jedoch, entlang derer diese Stellen erreicht werden, sind weiterhin Ge-
genstand der Diskussion. Zum Beispiel konnten, wie im letzten Abschnitt angedeutet, Proton-
Transfer-Reaktionen fiir die schnelle interne Konversion in Basen-Paaren verantwortlich sein.
Obwohl theoretische Rechnungen [Sob04, PerO6b] einen entsprechenden Mechanismus mog-
lich erscheinen lassen, konnte dieser Reaktionsweg fiir Nuklein-Basen in Losung bisher nicht
nachgewiesen werden.

Reslimee

Spektroskopische Untersuchungen und quantenmechanische Rechnungen konnten in der Ver-
gangenheit einige wichtige Fragen zu den elektronischen Zustinden in DNA-Basen beant-
worten. Fiir die Photostabilitdt der DNA wurden lange Zeit vor allem die sehr schnellen
Desaktivierung-Prozesse der Monomere verantwortlich gemacht. In diesem Zusammenhang
sollte eine schnelle Desaktivierung verhindern, dass langlebige energiereiche Zustinde zu Pho-
toschiden fiihren. Diese Eigenschaft wurde als wichtiges Auswahlkriterium der Natur bei der
Wahl der Bausteine des Lebens gewertet. Die Ergebnisse in Poly-Nukleotiden zeigen jedoch,
dass aufgrund der Wechselwirkungen benachbarter Basen andere Desaktivierungs-Kanéle auf-
treten als in den Monomeren. Zudem wurden vor kurzem auch in einzelnen Pyrimidin-Basen
,langlebige* Zustdande (~ 100 fs) nachgewiesen, die fiir die Bildung von Photoprodukten von
Bedeutung sein konnten. Die Aufkldrung der Reaktionswege, die zu chemischen Reaktionen
fiihren, ist deshalb von grofler Bedeutung.

2.3.3 Photochemie und Bildung von Thymin-Dimeren

Wihrend in den letzten beiden Abschnitten die photophysikalischen Aspekte der Nukleinsdu-
ren behandelt wurden, soll in diesem Abschnitt der Stand der Forschung in Bezug auf die
Bildung von Photoprodukten in der DNA im Vordergrund stehen [Cad92]. Fiir photochemische
Reaktionen werden energiereiche (angeregte) Singulett- oder Triplett-Zustidnde verantwortlich
gemacht?. Die schematische Darstellung einer einfachen Photoreaktion iiber einen angereg-
ten Zustand ist in Abbildung 2.19 gezeigt. Nach Lichtabsorption befindet sich das Molekiil
zunichst im Frank-Condon-Bereich der Potentialfliche des angeregten Zustands. Besitzt das
Molekiil ausreichend Energie, kann es entlang der beiden Reaktionskoordinaten ¢; und ¢
die Potentialbarriere iiberwinden und auf die Potentialfliche des Produkts gelangen. Dieses
Bild stellt eine starke Vereinfachung dar. In der Regel sind in Photoreaktionen konkurrierende
Prozesse (photophysikalische Desaktivierung) und eventuell auftretende Intermediate von
Bedeutung [Tur91].

Die Wahrscheinlichkeit fiir mono-molekulare und vor allem bi-molekulare Reaktionen
ist umso groBer, je langer die Lebensdauer des angeregten Zustands ist. Aus diesem Grund
sind photochemische Reaktionen aus Triplett-Zustinden hédufiger als aus den relativ kurzlebi-
gen Singulett-Zustdnden. Als KenngroBe fiir die Wahrscheinlichkeit einer Reaktion wird die

Z3Bei der Bildung von Photo-Hydraten in Uracil und Cytosin wird auch eine thermische Reaktion iiber einen
heiBlen Grundzustand diskutiert [Wac64].
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Abb. 2.19: Schematische Darstellung einer Photoreaktion auf einer modellhaften Potentialflache.
Sy bezeichnet den elektronischen Grundzustand, S; den niedrigsten angeregten Zustand. Nach
optischer Anregung befindet sich das System im Frank-Condon-Bereich der Energielandschaft. Von
dort bewegt sich das System entlang der beiden Reaktionskoordinaten q,, g, die das Wellenpaket auf
die Potentialflache des Produktzustandes fiihrt. Abbildung Gbernommen aus [Har07a]. Copyright 2007
National Academy of Sciences.

Quantenausbeute ¢ angegeben:

Anzahl der pro Zeiteinheit umgesetzten Molekiile

= ) 2.1
Anzahl der pro Zeiteinheit absorbierten Lichtquanten @D

Die Quantenausbeuten fiir die Bildung von Photoprodukten liegen in der DNA meist deutlich
unter einem Prozent [Cad90]. Pyrimidin-Dimere zwischen benachbarten Thymin Basen sind
dagegen mit Ausbeuten von etwa 1-2 Prozent die eindeutig am hiufigsten durch UV-Strahlung
induzierten DNA-Schiden [Dou01, Dou06, Mou06]. Thre biologische Bedeutung wurde aus-
fiihrlich in der Einleitung und in Abschnitt 2.2.3 diskutiert. Trotz zahlreicher Bemiihungen
[Cad90, Mar(05, CHOS] konnte der Bildungs-Mechanismus dieser Schiden in der DNA bisher
nicht eindeutig geklirt werden.

Thymin-Dimere: Uberblick zum Stand der Forschung

Photochemische Reaktionen in DNA-Molekiilen wurden bereits Anfang der 60er Jahre des
20. Jahrhunderts untersucht [Cad90]. Dabei wurde nach UV-Belichtung sowohl zwischen
Thymin-Basen in gefrorener Losung [Beu58, Beu60b] als auch in bakterieller DNA [Wan60]
ein Photoprodukt nachgewiesen, dass als Zyklobutan-Pyrimidin-Dimer (CPD) identifiziert wer-
den konnte [Beu60a, Beu61, Wul61]. Die Bildung dieser Photoprodukte ist in Abbildung 2.20
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2.3 Photophysik und Photochemie von Nukleinsduren

fiir einzelne Thymin-Molekiile zusammen mit der UV-Absorption der entsprechenden Molekii-
le dargestellt. Wihrend Thymin eine starke Absorptionsbande im Bereich 240 - 290 nm besitzt,
zeigt dass Photoprodukt erst fiir Wellenldngen kleiner 260 nm eine merkliche Absorption.
Die Photoreaktion ist photo-reversibel, so dass es bei Belichtung der Dimere wieder zu einer
Spaltung in die Einzel-Basen kommt [Wan60, Wan61, Set61]. Die stark unterschiedlichen Ab-
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Abb. 2.20: Oben: Molekilschema zur Photoaddition zwischen Thymin-Basen. Links: Absorptions-
spektren von Thymin und dem bei der Photoreaktion entstehenden Thymin-Dimer. Das Spektrum ist
Ubernommen aus [Wul61]. Abbdruck mit Erlaubnis durch Elsevier (Copyright 1961). Rechts: Bei der
Bildung des Photoprodukts in Lésung kénnen vier stereocisomere Formen gebildet werden.

sorptionsspektren der beiden Molekiile lassen sich durch den Verlust des m-Systems der C5=C6
Doppelbindung, und damit des w7 *-Ubergangs, bei der Dimerisierung erkliren. Prinzipiell
sind bei der Bildung des Zyklobutan-Rings, vier stereoisomere Formen denkbar, die in Ab-
bildung 2.20 schematisch dargestellt sind [Wul61, Wei66]. In Di- und Poly-Nukleotiden sind
die Anti-Konformationen aufgrund sterischer Einschrinkungen nicht moglich [Dee63, Fri04]
(siehe Abschnitt 2.2.2). Zusitzlich tritt in diesen Molekiilen eine klare Bevorzugung des cis-
syn-Isomer gegeniiber dem trans-syn-Isomer auf, die sich zum Beispiel in den Di-Nukleotiden
in einem Verhiltnis von etwa 5:1 duflert [Joh64, Cad90].

Wihrend die Quantenausbeuten fiir die Dimer-Bildung zwischen Thymin-Basen in Di-
und Poly-Nukleotide in wissriger Losung im Bereich von etwa 1-3 % liegt, wurde fiir die
UV-induzierte Riickreaktion eine Quantenausbeute nahe 100 % nachgewiesen [Dee63, Joh62].
Aus diesem Grund ist die Lage des photostationédren Gleichgewichts nach hohen Strahlendosen
stark Wellenlidngenabhingig [Dee63, Wul63]. Diese Wellenldngenabhéngigkeit muss bei der
Bestimmung der Quantenausbeuten beriicksichtigt werden [FriO4].
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Mechanismen der Dimer-Bildung

Aufgrund seiner biologischen Bedeutung in Bezug auf DNA-Schiden und Mutationen wurde
bald nach der Identifizierung dieser Photoprodukte versucht, die Photochemie der Reaktion zu
entschliisseln. Ausfiihrliche Darstellungen zu dhnlichen photochemische Reaktionen finden
sich zum Beispiel in [Wo0069, Bec91, Tur91, Woe98]. Bei der Reaktion handelt es sich um eine
[2 + 2]-Zykloaddition?**, die nach Orbitalsymmetrie-Regeln (Woodward-Hoffmann-Regeln
[Hof68]) photochemisch erlaubt aber thermisch verboten ist?>. In Abbildung 2.21 ist das Ergeb-
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\
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Abb. 2.21: Energieschema fir die thermische und photochemische Zykloaddition zwischen zwei
Thymin-Basen. Die Darstellung gibt die Ergebnisse aus einer Studie mit Dichtefunktional-Theorie fur
einen Reaktionsverlauf Gber Singulett-Zustande wieder [Zha06]. Neben dem Energieschema sind
Molekulstrukturen des Ausgangszustands und Endprodukts (Thymin-Dimer) sowie eines postulierten
Zwischenzustands (TS) abgebildet. Wahrend eine Reaktion Gber den angeregten Singulett-Zustand
nur mit einer kleinen Energiebarriere verkniipft ist, liegt zwischen Ausgangs-Zustand und dem Produkt
auf der Grundzustands-Potentialflache eine hohe Energiebarriere. Damit ist die Bildung von Thymin-
Dimeren thermisch ,verboten®. Die Molekiilstrukturen sind [Zha06] entnommen. Abdruck mit Erlaubnis
durch American Chemical Society, Copyright (2006).

nis einer theoretischen Studie (mit Dichtefunktional-Theorie, DFT) zur CPD-Bildung zwischen
Thymin-Basen schematisch dargestellt [Zha06]. Die Abbildung zeigt, dass der Ubergang in
das Produkt auf der Grundzustands-Potentialfldche iiber einen Zwischenzustand (,,transition
state*, TS) mit einer hohen thermischen Barriere verbunden und damit thermisch ,,verboten
ist. Dagegen ist eine Reaktion iiber einen angeregten Singulett-Zustand lediglich mit einer
kleinen Barriere verbunden und die Reaktion damit photochemisch erlaubt. In [Zha06] wird
auch ein moglicher Reaktionsweg iiber Triplett-Zustdnde untersucht. Dieser soll tiber mehrere

24[n + n] bezieht sich auf die Anzahl n der Atome, der jeweiligen Gruppe, die an der Zykloaddition beteiligt sind.
Z3Eine Bildung von Thymin-Dimeren iiber einen thermisch angeregten Grundzustand wird durch eine sehr hohe

Energiebarriere zwischen beiden Zustdnden verhindert [Dur(02].
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Zwischenzustinde ablaufen und ist mit der Bildung eines Bi-Radikals verkniipft. Allerdings
erlauben diese Rechnungen — deren Energieschema auf Grundzustandsgeometrien beruht —
keine Aussagen iiber den genauen Reaktionsverlauf auf der angeregten Potentialfliche und vor
allem dem Ubergangsbereich (z.B. Bildung von Excimer-Zustinden, oder das Auftreten einer
konischen Durchschneidung). In der Abbildung ist dieser Bereich deshalb grau hinterlegt und
mit einem Fragezeichen versehen.

Allgemein konnen die zu einem Zyklobutan-Ring fithrenden Reaktionen, sowohl iiber einen
Singulett-Zustand als auch iiber einen Triplett-Zustand ablaufen. Im ersten Fall ist zum Beispiel
die Bildung eines Excimer- oder Exciplex-Zustands zwischen einem angeregten Singulett-
Zustand und einem weiteren Molekiil im Grundzustand denkbar. Aus diesem kann die Bildung
der beiden Sigma-Bindungen des Zyklobutan-Rings synchron erfolgen, und zu einer Stereos-
pezifitit der Produkte fiihren. Ist dagegen ein Triplett-Zustand fiir die Reaktion verantwortlich,
ist eine Spin-Umkehr beim Ubergang in den Grundzustand des Zykloaddukts notwendig. Die
Reaktion verlduft dann in der Regel iiber ein Bi-Radikal mit groBeren geometrischen Freiheiten,
und ist nicht stereospezifisch [Woe98]. Die Stereoselektivitit einer Reaktion kann deshalb Hin-
weise auf den Reaktionsmechanismus liefern. Allerdings wird die Geometrie der Addukte auch
durch die duleren Bedingungen, wie zum Beispiel die Fixierung der Molekiile in Kristallen
oder die Anrodnung in einem Polymer, bestimmt. Die Ergebnisse aus experimentellen Studien
zur Dimerbildung zwischen Thymin-Molekiilen liefern, in Abhingigkeit von den dufleren
Bedingungen, Hinweise sowohl fiir einen Singulett- als auch fiir einen Triplett-Mechanismus.

Hinweise fir Triplett-Mechanismus: Bei der Belichtung von Thymin-Molekiilen in L6-
sung konnten alle vier stereoisomeren Formen nachgewiesen werden [Wag70, Fis70,
Whi71, Joh62]. Man geht bei diesen Experimenten davon aus, dass nach Photoanregung
ein kleiner Teil der Molekiile (< 1 %) durch Interkombination in den Triplett-Zustand
ibergeht. Trifft eines dieser Molekiile, wihrend der Lebensdauer des Triplett-Zustands,
unter geeigneter riumlicher Geometrie auf ein Molekiil im Grundzustand, kann es zur
Photoreaktion kommen. Experimente mit Triplett-Sensibilisatoren und -Loschern zei-
gen [Lam66, Whi71], dass die Rate der Produktbildung mit der Konzentration dieser
Molekiile variiert und bestitigen den Triplett-Mechanismus. Die aus den Experimenten
bestimmten Ausbeuten sind diffusionslimitiert und deuten auf ein metastabiles Intermedi-
at hin, dass entweder zum Dimer fiihrt oder wieder in die Einzel-Basen zerfillt. Diskutiert
werden in diesem Zusammenhang sowohl Excimer-Zustinde als auch ein 1,4-Di-Radikal-
Zustand, wie er in anderen Zykloadditionen beobachtet wurde [Wag69, Bec91].

Hinweise fur Singulett-Mechanismus: Die Verhiltnisse dndern sich, wenn konzentrier-
te Thymin-Losungen verwendet werden [Wan61, Wag70]. In hohen Konzentrationen
fithren Van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Chromophoren zur Bildung von
Pyrimidin-Aggregaten. Man nimmt an, dass unter diesen Bedingungen die Basen zum
Teil gestapelt vorliegen und neben einem Triplett auch ein angeregter Singulett-Zustand
oder ein Singulett-Excimer fiir die Dimerisierung verantwortlich sein kann [Cad90]. In
diesem Zusammenhang deuten auch Experimente an Thymin-Basen in gefrorener Lo-
sung [Eis67] auf einen dominanten Singulett-Mechanismus hin. In diesen Experimenten
bilden Thymin-Molekiile Mikrokristalle [Ger61], in denen die Molekiile parallel und fiir
die Dimerisierungs-Reaktion passend angeordnet sind.
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Abb. 2.22: Schematische Darstellung eines Reaktionsschemas fir die Dimerisierung zwischen
Pyrimidin-Basen (P). Die aus der Literatur bekannten Ergebnisse deuten darauf hin, dass Thymin-
Basen, je nachdem ob sie bei der Anregung isoliert (Monomer) vorliegen oder ein Aggregat mit anderen
Thymin-Basen bilden, entweder tber einen Triplett-Zustand (mdglicherweise mit einem Bi-Radikal als
Zwischenzustand) oder direkt tiber einen Singulett-Zustand gebildet werden.

Sowohl Triplett- als auch Singulett-Zustinde werden demnach, wie in Abbildung 2.22
dargestellt, fiir die Photoreaktion zwischen einzelnen Thymin-Molekiilen diskutiert. Wihrend
die Bildung von Pyrimidin-Dimeren (P=P) zwischen einzelnen Pyrimidin-Basen in Losung
diffusionslimitiert ist, und deshalb nur ein langlebiger Triplett-Zustand fiir die Photoreaktion
verantwortlich sein kann, wird fiir die Bildung der CPD-Schiden in Thymin-Aggregaten ei-
ne schnelle Reaktion iiber einen Singulett-Zustand vorgeschlagen. Allerdings steht auch fiir
Thymin-Aggregate eine direkte Beobachtung der Reaktion und der Reaktions-Geschwindigkeit
noch aus. Zudem lassen sich die aus den oben beschriebenen Experimenten erhaltenen Ergeb-
nisse nicht auf die Verhiltnisse in einem DNA-Einzelstrang oder in einer DNA-Doppelhelix
ibertragen. In diesen Systemen konnen die Basen weder als isoliert noch als vollig unabhingig
voneinander betrachtet werden.

Dimer-Bildung in DNA-Modellsystemen

Viele Studien haben sich in der Vergangenheit vor allem mit den Quantenausbeuten der
Reaktion in DNA beschiftigt [Rah66, Cad90, Dou06]. Die Ausbeuten fiir die Bildung von
Thymin-Dimeren zwischen benachbarten Thymin-Basen liegen in DNA ebenso wie in Thymin-
Poly-Nukleotiden im Bereich von wenigen Prozent [Wul63, Mit84, Cad90, Dou00, Dou06].
In Bezug auf die moglichen Reaktionsmechanismen ist bisher lediglich bekannt, dass auch in
der DNA-Doppelhelix eine Bildung von Thymin-Dimeren iiber einen Triplett-Mechanismus
moglich ist. Dies konnte eindeutig durch den Einsatz von Triplett-Sensibilisatoren (z.B. Ace-
tophenon, Aceton) [Mei72, Lam67] gezeigt werden. Allerdings schlieBen diese Ergebnisse
einen weiteren Reaktionsweg iiber einen Singulett-Zustand bei direkter UV-Absorption durch
die Thymin-Basen nicht aus.

Vor kurzem wurden zwei Studien verdffentlicht, in denen die CPD-Bildung zwischen
Thymin-Basen in Thymin-Oligomeren mit zeitaufgelosten, spektroskopischen Methoden un-
tersucht wurde:
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e In einem Experiment wurde mit Laser-Flash-Photolyse die Bildung von CPD- und (6-4)-
Photoschdden untersucht [Mar0O5]. Die Bildung von Zyklobutan-Dimeren konnte in
diesem Experiment jedoch nicht zeitlich aufgelost werden. Sie erfolgt offenbar innerhalb
der Zeitauflosung des Experiments von etwa 200 ns. Gleichzeitig war nach 200 ns die
Anzahl der bevolkerten Triplett-Zustdnde um eine Groflenordnung niedriger als bei der
Vergleichssubstanz TMP (Thymin-5’-Monophosphat), das unter gleichen Bedingungen
untersucht wurde. Die Reaktion konnte demnach iiber einen Triplett-Zustand ablaufen,
bei dem alle gebildeten Triplett-Zustinde mit einer Ausbeute nahe 100 % innerhalb
von 200 ns das Photoprodukt bilden. Allerdings konnte die reduzierte Triplett-Ausbeute
auch auf ein Loschen der Interkombination durch die Wechselwirkungen im Strang
zuriickzufiihren sein, und die Schidigung iiber einen Singulett-Mechanismus ablaufen
[Wil76].

e In einer anderen Studie wurde zeitaufgeloste UV/Vis-Spektroskopie, mit einer Zeitauflo-
sung im hundert Femtosekunden-Bereich, fiir die Bestimmung elektronischer Zusténde
in Poly-Nukleotiden verwendet [CHOS]. In diesem Fall verhinderten jedoch die Ab-
sorptionseigenschaften des Dimers im ultravioletten Spektralbereich eine eindeutige
Aussage zur Zeitskala der Bildung und des Bildungs-Mechanismus. Ein méglicherweise
nach UV-Absorption erzeugtes Thymin-Dimer besitzt wie in Abbildung 2.20 gezeigt
im Wellenldngenbereich kleiner 250 nm keine Absorptionsbande, die der Bildung eines
Dimer-Schadens eindeutig zugewiesen werden konnte.

In keiner der beiden Studien konnte ein eindeutiger Nachweis fiir die Kinetik oder den
Bildungs-Mechanismus der Photoreaktion gefiihrt werden. Ein Experiment, das in der Lage
sein soll die CPD-Reaktion zeitaufgelost zu verfolgen, muss demnach eine hohe Zeitauflosung
mit einer hohen Struktursensitivitidt vereinen. Die zeitaufgeloste Schwingungsspektroskopie
stellt eine mogliche Antwort auf dieses Problem dar. Infrarot- und Raman-Spektroskopie
werden seit vielen Jahren erfolgreich als struktursensitive Methoden eingesetzt. Sie bieten
Zugang zu einzelnen Schwingungsmoden, die spezifisch fiir das Molekiil und dessen Struktur
sind [Sch95, Stu97]. Zum Beispiel lassen sich die vier Stereoisomere der Thymin-Dimere im
infraroten Spektralbereich eindeutig unterscheiden [Wei66].

In der Literatur finden sich zahlreiche Studien, die sich mit den Zuordnung der Schwingungs-
banden in DNA befasst haben [Les92, Aid96, Tsu97, Zha98, Szc00, Ban03, Leeb, Leea]. Bei
der Untersuchung von DNA- und RNA-Molekiilen im infraroten Spektralbereich ist der Bereich
zwischen 1800 und 800 cm ™!, der sich in mehrere Bereiche einteilen ldsst, von besonderem
Interesse [Tai92, Ban03]:

e 1800 — 1500 cm~!: Absorptionen in diesem Bereich sind auf Streck-Schwingungen
von Doppelbindungen der Basen (C=C, C=N, C=0) zuriickzufiihren. Sie reagieren sehr
sensitiv auf Wasserstoffbriicken, Basen-Paarung und -Stapelung[Ban03].

e 1500 — 1250 cm!: Dieser Bereich umfasst Schwingungsmoden der Basen, die mit
Schwingungsmoden der Zucker-Komponenten koppeln. Er ist sensitiv auf die Anordnung
der Basen relativ zur Zuckerkomponente (syn-, anti-Konformation der N-Glycosidischen
Bindung) und der Zucker-Konformation (C2’-endo, C3’-endo Konformation) [Let87,
Tsu97].
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e 1250 — 800 cm~!: In diesem Bereich liegen Schwingungsmoden der Zucker- und
Phosphat-Gruppen sowie des Phosphodiester-Riickgrats. Sie konnen als Marker-Banden
fiir die DNA-Konformation (A, B, Z-DNA) dienen [Ada86].

Diese Einteilung zeigt, dass die IR-Spektroskopie ein breites Spektrum fiir den strukturspe-
zifischen Nachweis von Konformationen bietet. In den letzten Jahren konnte der infraro-
te Spektralbereich auch fiir zeitaufgeloste Experimente genutzt werden [Sto92]. Fortschrit-
te in der Lasertechnologie ermdglichen heute die Erzeugung extrem kurzer Lichtimpulse
im infraroten Spektralbereich. Mit der Methode der Anreg-Abtast-Spektroskopie ist damit
auch im infraroten Spektralbereich eine Zeitauflosung im Femtosekundenbereich moglich
[Nib05, Kui05, Kui06, KuiO7]. In dieser Arbeit wurde diese Technik optimiert und fiir die
Untersuchung der Schadens-Bildung in einem DNA-Modellsystem eingesetzt. Im nichsten
Kapitel werden die experimentellen Grundlagen dieser Technik detailliert beschrieben.
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Viele photophysikalische und photochemische Prozesse in der Molekiilphysik spielen sich
auf Zeitskalen im sub-Nanosekunden Bereich ab (1 ns = 1077 s). Zum Beispiel konnten in
Nukleinbasen nach UV-Anregung sehr schnelle interne Konversionsprozesse nachgewiesen
werden, die auf einer Zeitskala von wenigen hundert Femtosekunden (1 fs = 1071 s) ablaufen.
Da auf dieser Zeitskala auch Schwingungsbewegungen von Atomkernen stattfinden, stellt sie
die untere Grenze fiir die Zeitdauer chemischer Reaktionen dar. Mochte man diese extrem
schnellen Prozesse direkt verfolgen, benttigt man entsprechend eine Messmethode, die eine
Zeitauflosung im Femtosekunden-Bereich erlaubt.

Dieser Zeitbereich ldsst sich mit dem sogenannten Anreg-Abtast-Verfahren erschlieen.
Basierend auf der Erzeugung kurzer Lichtimpulse konnte das Gebiet der Ultrakurzzeit-
Spektroskopie begriindet und durch Fortschritte in der Lasertechnologie [Ste99] die Fem-
tosekundenspektroskopie etabliert werden [Zew00]. Im nichsten Abschnitt wird das dieser
Technik zugrunde liegende Prinzip kurz erldutert. Abschnitt 3.2 gibt einen Uberblick zu dem
in dieser Arbeit verwendeten Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer. Dabei wird sowohl der
experimentelle Aufbau vorgestellt als auch auf den Messablauf und die Datenverarbeitung
eingegangen. Den Abschluss bildet eine kurze Beschreibung der fiir die stationidren Belichtungs-
Experimente im infraroten Spektralbereich verwendeten Apparatur. Begriffe der nichtlinearen
Optik werden in diesem Kapitel entsprechend den Ausfithrungen in [She84, Boy92, Cer(03]
verwendet.

3.1 Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie

Das Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie ist in Abbildung 3.1 schematisch dargestellt. Eine
Lichtquelle (Kurzpuls-Laser) liefert kurze Lichtimpulse, die iiber zwei separate Lichtwege auf
die zu untersuchende Probe geleitet werden. Einer der beiden Lichtimpulse dient zur Anregung
der Probe (Anreg-Impuls) und 16st einen photophysikalischen oder photochemischen Prozess
aus. Der andere Lichtimpuls (Abtast-Impuls) wird nach Durchlaufen der Probe detektiert.
Aus der Messung der Intensitéit des Abtast-Impulses mit und ohne vorheriger Anregung l4sst
sich die durch die Anregung verursachte Absorptionsinderung bestimmen. Die zeitliche Ent-
wicklung dieser Absorptionsianderung, und damit der Ablauf einer photochemischen oder
photophysikalischen Reaktion, wird durch die Variation des zeitlichen Abstands der beiden
Lichtimpulse ermdglicht (siehe Abbildung 3.1 B). Dazu wird einer der Lichtimpulse — in
diesem Fall der Anreg-Impuls — iiber einen variablen Weg (Verzogerungsstrecke) gefiihrt
und aus Umweg und Lichtgeschwindigkeit der Laufzeitunterschied der beiden Lichtimpulse
an der Probe berechnet. Eine heute technisch einfach zu realisierende Positioniergenauigkeit
von einem Mikrometer ermdglicht entsprechend eine Zeitauflosung von etwa drei Femtose-
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Abb. 3.1: Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie. (A) Ein Lasersystem liefert kurze Lichtimpulse,
die Uber nichtlineare Prozesse in verschiedene Spekiralbereiche konvertiert werden. In einem Zweig
wird dabei ein intensiver Anregungs-Impuls (,Pump®, blau) erzeugt, der in der Probe (,Sample)
eine Reaktion auslést. Im anderen Zweig wird ein schwacher Abtast-Impuls (,Probe”, rot) erzeugt,
der ebenfalls das Anregungsvolumen durchlduft und anschlieBend detektiert wird. (B) Uber eine
Verzégerungsstrecke (Delay) kann die Zeitdifferenz zwischen Anreg- und Abtast-Impulsen variiert und
die Absorptionsédnderung der Probe in Abhangigkeit von der Verzégerungszeit verfolgt werden.

kunden. Die Zeitauflosung des Systems wird deshalb in der Regel durch die Impulsdauern
der verwendeten Anreg- und Abtast-Impulse begrenzt. Eine Erhohung der Zeitauflosung ist
deshalb oft mit der Erzeugung moglichst kurzer Lichtimpulse verkniipft. Heute haben sich in
der Ultrakurzzeit-Spektroskopie Festkorper-Laser etabliert, die Lichtimpulse mit Impulsdauern
im Femtosekunden-Bereich liefern. Mit diesen intensiven Femtosekunden-Lasersystemen
lassen sich Effekte der nichtlinearen Optik nutzen [She84, Boy92], die die Erzeugung spektral
abstimmbarer und an die jeweilige Fragestellung angepasster Lichtimpulse ermoglichen. Ein
guter Uberblick zur Theorie der nichtlinearen Prozesse und der experimentellen Umsetzung
findet sich in [Cer03].

3.2 Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer

Der Aufbau des in dieser Arbeit verwendeten Femtosekunden-Infrarot-Spektrometers ist in
Abbildung 3.2 schematisch dargestellt. Er besteht aus einem zentralen Lasersystem (I), das
kurze Lichtimpulse (~ 100 Femtosekunden) bei einer Zentralwellenldnge um 800 nm liefert.
Die Ausgangs-Leistung von etwa 700 mW bei einer Repetitions-Rate von 1 kHz wird auf zwei
Experimente aufgeteilt. Etwa 250 mW werden in einem Anreg-Abtast-Experiment im UV und
sichtbaren Spektralbereich verwendet, etwa 450 mW stehen fiir das Femtosekunden-Infrarot-
Spektrometer zur Verfiigung. In diesem wird ein Teil der Ausgangsleistung in einer mehr-
stufigen Frequenzkonversion fiir die Erzeugung abstimmbarer Abfrage-Impulse im mittleren
infraroten Spektralbereich (MIR) verwendet (II). Diese basiert auf einer Weilllicht-Erzeugung
(,,continuum generation, CG) in Kombination mit zwei optisch parametrischen Verstarkern
(,;optical parametric amplifier, OPA) und einer Differenz-Frequenz-Erzeugung (,,differenz
frequency mixing“, DFM). Fiir die Anregung wird das Licht des zentralen Lasersystems iiber
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Abb. 3.2: Blockschema des Femtosekunden-Infrarot-Spektrometers. (1) Als Quelle flr kurze Lichtim-
pulse dient ein zentrales Femtosekunden-Lasersystem. (ll) Die Erzeugung der Abtast-Impulse erfolgt
in einer mehrstufigen Frequenzkonversion. Die in der Abbildung verwendeten Abkurzungen sind im
Text erklart. (111) Fur die Anregung werden Lichtimpulse im UV-Bereich bei der 3. Harmonischen des
Lasersystems erzeugt. Der zeitliche Abstand zwischen Anreg- und Abtast-Impulsen wird Uber eine
variable Verzdgerungsstrecke (Delay) im Anregungs-Zweig eingestellt. (IV) Die Abtast-Impulse werden
nach der Probe geteilt, in Spektrographen dispergiert und frequenzaufgeldst detektiert. Die Detektion
beruht auf einer Vielkanal-Detektion, in der die einzelnen Mess-Signale in einem Analog-Digital-Wandler
konvertiert und Uber eine Computer-Schnittstelle ausgelesen werden.

eine variable Verzogerungsstrecke gefiihrt und in den UV-Bereich (,,third harmonic generation®,
THG) konvertiert (III). Anreg- und Abtast-Impuls werden in der Probe rdumlich tiberlagert
und anschlieBend detektiert (IV). Fiir die Abtast-Impulse steht dabei eine Vielkanal-Detektion
zur Verfiigung, die es erlaubt, in einer einzelnen Messung einen breiten Spektralbereich abzu-
decken. Die einzelnen Bestandteile des Anreg-Abtast-Experiments werden im Folgenden kurz
beschrieben.

3.2.1 Femtosekunden-Lasersystem

Das zentrale Femtosekunden-Lasersystem wurde von Mitarbeitern des BMO entwickelt und
aufgebaut. Es besteht aus einem Laseroszillator (I) mit nachfolgendem regenerativem Verstirker
(IT) und wird in [LutO1, Spo01, Hub02] detailliert beschrieben. An dieser Stelle wird deshalb
nur das der Erzeugung kurzer und intensiver Lichtimpulse zugrunde liegende Konzept kurz
skizziert und anhand der Abbildung 3.3 erldutert.

Im Laseroszillator wird ein Titan:Saphir-Kristall als aktives Medium verwendet! und

Mit Titanionen dotierte Saphir-Kristalle (Ti:Saphir) haben sich als Lasermedium fiir Ultrakurzpulslaser etabliert
[Bac98].
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Abb. 3.3: Schematische Darstellung des zentralen Femtosekunden-Lasersystems. Oben: (l) In ei-
nem Laser-Resonator werden kurze fs-Lichtimpulse mit einer Repetitionsrate von 90 MHz erzeugt. (ll)
Einzelne Impulse werden anschlieBend in einem optischen Verstérker (,chirped pulse amplification®,
CPA) in der Intensitét weiter verstarkt. Uber eine elektronische Synchronisation erfolgt die Auswahl der
Oszillator-Impulse und die Abstimmung auf die Repetitionsrate des Verstarkers (1 kHz). Unten: Sche-
matische Darstellung des zeitlichen Intensitats-Verlaufs der Impulse. Die Impulse aus dem Oszillator
werden vor der Verstarkung zunachst in einer Gitteranordnung zeitlich gestreckt und anschlieBend
wieder komprimiert. Auf diese Weise werden zu hohe Intensitédten und damit Schaden an den Optiken
im Verstarkungsprozess vermieden.

durch einen kommerziellen Festkorperlaser (Verdi V-5, Fa. Coherent) kontinuierlich gepumpt.
Lasertitigkeit erfolgt bei einer Wellenldange um 800 nm. Die Erzeugung kurzer Oszillator-
Impulse wird durch die Kopplung der Resonator-Moden iiber die sogenannte ,,Kerr-Linsen-
Modenkopplung* ermoglicht [Spe91]. Am Ausgang des Ti:Saphir-Oszillators stehen Lichtim-
pulse mit einer Zentralwellenldnge von 8§10 nm, einer Repetitionsrate von 90 MHz und einer
Impulsdauer im Bereich von etwa 25 fs zur Verfiigung [LutO1].

Da die Impulsenergie mit 1-2 nJ fiir die geplanten Konversionsprozesse und Experimen-
te noch zu gering ist, werden die Lichtimpulse in einem CPA-Verstirker-System (,,chirped
pulse amplification®, CPA) [Str85] weiter verstirkt und dabei die Energie einzelner Oszillator-
Impulse um 6 GréBenordnungen erhoht. Allerdings liegt die Zerstorschwelle der optischen
Komponenten im Verstérker weit unterhalb der Leistungsdichte fiir direkt verstirkte Oszillator-
Impulse. Aus diesem Grund werden die Oszillator-Impulse vor dem Verstirkungsprozess in
einer Gitteranordnung [Tre69] (Expander) durch Einfiihren positiver Gruppengeschwindigkeits-
Dispersion (GVD) um 3 Grofenordnungen zeitlich gestreckt und zu hohe Spitzenintensitéiten
bei der nachfolgenden Verstiarkung vermieden. Der regenerative Verstirker besteht aus einem
Resonator mit einem weiteren Ti:Saphir-Kristall als aktivem Medium. In diesem deponiert
ein giitegeschalteter frequenzverdoppelter Nd: YLF-Laser (Merlin, Fa. Spectra Physics) sei-
ne Energie mit einer Repetitionsrate von 1 kHz und erzeugt eine Besetzungsinversion. Aus
dem Impuls-Zug der gestreckten Oszillator-Impulse wird nun iiber eine ,,optische Weiche*
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(Kombination aus Polarisator und Pockelszelle) ein Impuls ausgewihlt und in den Verstirker
eingekoppelt. Dabei stimmt eine elektronische Synchronisation die Repetitionsrate von Oszilla-
tor und Verstirker ab. Nach etwa 15-20 Umldufen im Resonator hat der Impuls die im Ti:Saphir
deponierte Energie abgebaut. Der verstirkte Impuls wird aus dem Resonator ausgekoppelt
und in einer zweiten Gitteranordnung (Kompressor) mit negativer Gruppengeschwindigkeits-
Dispersion wieder zeitlich komprimiert. Das System liefert kurze (~ 90fs) und intensive
Lichtimpulse (~ 0,7 mJ, 1 kHz Repetitionsrate) bei einer Zentralwellenlédnge von etwa 810 nm.
Die relevanten Parameter des Lasersystems sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Parameter des zentralen Lasersystems
Zentralwellenlange 810 nm
Spektrale Breite (FWHM) 15 nm
Impulsdauer 90 fs
Impulsenergie ~ 700 pJ
Repetitionsrate 1 kHz
Bindeldurchmesser (FWHM) ~4 mm
Stabilitat (RMS) 0,3-0,5%

Tabelle 3.1: Technische Daten des zentralen Femtosekunden-Lasersystems.

3.2.2 Erzeugung abstimmbarer Abtast-Impulse im MIR-Bereich

In den Anreg-Abtast-Experimenten soll die Absorptionsinderung der Molekiile im mittleren
infraroten Spektralbereich (MIR) untersucht werden. Dazu miissen die Lichtimpulse des
zentralen Lasersystems bei 800 nm in diesen Spektralbereich konvertiert werden. In der Praxis
hat sich fiir entsprechende Lasersysteme ein Konzept etabliert, das auf der Verwendung
von zwei optisch parametrischen Verstidrker-Stufen (,,optical parametric amplifier, OPA)
in Kombination mit einer sogenannten Differenzfrequenz-Mischung (,,difference frequency
mixing*, DFM) basiert [Ham97a, Kai00, Cer03, Nib0O5]. Dabei werden die beiden OPA-Stufen
mit der Fundamentalen des Laser-Systems als Pump-Lichtquelle betrieben und abstimmbare
Lichtimpulse im nahinfraroten Spektralbereich (NIR) um 1400 und 1800 nm erzeugt. Die
Bildung der Differenzfrequenz (DFM) liefert schlieBlich Impulse im MIR-Bereich zwischen 3
und 10 pgm.

In dieser Arbeit wurde ein dhnliches Konzept verwendet und in Bezug auf das Signal zu
Rausch Verhiltnis optimiert. Dabei wird im Gegensatz zum zweistufigen OPA-Aufbau eine
Kombination aus einer NOPA-Stufe (,,noncollinear optical parametric amplifier*) [Wil97,
Rie00], die mit der 2. Harmonischen des Lasersystems betrieben wird, und einer OPA-Stufe
eingesetzt. Dieser Ansatz hat den Vorteil, dass die erste Stufe mit Lichtimpulsen im sichtbaren
Spektralbereich betrieben wird und eine einfache Justage und Optimierung des Verstiarkungs-
prozesses erlaubt. Zudem fiihrt die nichtkollineare Geometrie (Winkel zwischen Seed- und
Pump-Impuls ~ 3°) zu einer raumlichen Trennung der sichtbaren und nahinfraroten Licht-
impulse fiir den nidchsten Verstdrkungsprozess ohne dichroitische Optik. Eine detaillierte
Beschreibung des Aufbaus und der Charakterisierung der mittelinfraroten Lichtimpulse findet
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sich in [Sch02, Sie05]. Das Konzept der MIR-Erzeugung ist in Abbildung 3.4 schematisch
dargestellt und wird im Folgenden kurz erldutert.
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Abb. 3.4: Schematische Darstellung der Erzeugung abstimmbarer Abtast-Impulse im mittleren infraro-
ten Spektralbereich (MIR). Die Erzeugung basiert auf einer dreistufigen Frequenz-Konversion. (I) In
einem nicht kollinearen optischen Verstarker (NOPA) wird der nahinfrarote (NIR) Anteil (~ 1400 nm)
eines WeiBlichtkontinuums (CG) verstarkt. Als Pump-Licht fir diesen Prozess dient die zweite Har-
monische (~ 405 nm). () In der zweiten Stufe (OPA) wird das NIR-Licht mit Hilfe der Fundamentalen
(~ 810 nm) weiter verstarkt und ein zweiter NIR-Lichtimpuls (~ 1800 nm) erzeugt. (lll) Die beiden
NIR-Impulsen werden zeitlich und rdumlich in einem weiteren nichtlinearen Kristall Gberlagert und
die Differenz-Frequenz im MIR gebildet. Abkirzungen - T: Teleskop, L: Linse, ID: Irisblende, DM: Di-
chroitischer Spiegel, D: Verzégerungsstrecke, PZ: Piezo-Stellelement, BBO: 3-Barium-Borat, AgGaS.:
Silberthiagolat, Ge: antireflexbeschichtetes Germanium-Substrat.

(D) In der ersten Stufe wird der nahinfrarote Anteil eines Weilllichtkontinuums (Seed-Licht,
~ 1400 nm) in einem nichtkollinearen optisch parametrischen Prozess verstérkt (,,noncollinear
optical parametric amplification®, NOPA) [Pie00]. Das Weillichtkontinuum wird dabei in
einem 5 mm dicken Saphir-Substrat erzeugt und mit der zweiten Harmonischen des Lasersys-
tems in einem BBO-KTristall (Dicke = 2 mm, © = 32,5°, Typ I) rdumlich und zeitlich tiberlagert.
Die Erzeugung der 2. Harmonischen erfolgt ebenfalls in einem BBO-KTristall (Dicke = 500 pim,
© = 29°, Typ I). Wihrend die Phasenanpassung (Typ I) des Verstiarkungsprozesses durch
Variation des Kristallwinkels erfolgt, wird der zeitliche Uberlapp zwischen den Lichtimpulsen
iiber eine Verzogerungsstrecke (D1) erreicht. Bei der Verstiarkung entsteht entsprechend der
Energie-Erhaltung ein weiterer Lichtimpuls im sichtbaren Spektralbereich (~ 560 nm), der
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detektiert und fiir die Optimierung des Konversionsprozesses verwendet wird. Neben der
Energie-Optimierung erlaubt die gleichzeitige Bestimmung des sichtbaren Spektrums mit
einem Faserspektrometer (Fa. Ocean Optics) die Kontrolle der Abstimmung der NIR-Impulse
fiir die nachfolgenden Prozesse.

(IT) In der zweiten Stufe werden die aus dem NOPA-Prozess gewonnenen NIR-Impulse in
einem zweiten optisch parametrischen Prozess (OPA) verstéarkt. Diesmal wird als Pump-Licht
die Fundamentale des Lasersystems (810 nm) eingesetzt und iiber einen dichroitischen Spiegel
(DM) kollinear mit den NIR-Impulsen der ersten Stufe in einem BBO-KTristall (Dicke = 3 mm,
© = 27°, Typ 1) tiberlagert. Fiir die Phasenanpassung (Typ II) wird die Polarisation der
Fundamentalen mit einem \/2-Pléittchen um 90° gedreht. Im Verstirkungsprozess wird der
NIR-Impuls aus der ersten Stufe (~ 1400 nm) weiter verstdrkt und gleichzeitig — entsprechend
der Energieerhaltung — ein Lichtimpuls im Spektralbereich um 1800 nm erzeugt. Durch
Variation der Kristallwinkel und des zeitlichen Uberlapps in der ersten und zweiten Stufe
(Verzogerungsstrecken D1 und D2) konnen die Zentralwellenldngen der NIR-Impulse in einem
Bereich zwischen 1250 - 1550 nm bzw. 1650 - 2200 nm abgestimmt werden.

(IIT) Mit diesen Impulsen wird nun in der dritten Stufe die Differenz-Frequenz erzeugt. Fiir
diesen Prozess ist eine sehr gute Optimierung des riumlichen und zeitlichen Uberlapps im
DFM-KTristall notwendig. Dazu werden die beiden nahinfraroten Lichtimpulse zunéchst iiber
dichroitische Spiegel (DM) separiert, entlang verschiedener Verzogerungsstrecken geleitet
und anschlieBend wieder zusammengefiihrt. Die Verzogerungsstrecke D3 erlaubt die zeitliche
Uberlagerung der beiden NIR-Anteile in einem Silberthiagolat-Kristall (AgGaS,, Dicke =
2 mm, ©=34°, Typ I) der fiir die Bildung der Differenz-Frequenz verwendet wird. Die Pha-
senanpassung erfolgt durch Variation des Kristallwinkels und erlaubt mit den abstimmbaren
NIR-Impulsen aus der zweiten Stufe die Erzeugung kontinuierlich abstimmbarer Lichtimpulse
zwischen 3 und 10 zm (1000 - 3300 cm™1). Die Impulse besitzen eine spektrale Breite von
etwa 150 cm~! und Impulsdauern zwischen 100 und 150 fs [Sch02, Sie05]. Die Impulsenergie
von etwa 1 pJ ist fiir die Verwendung als Abtast-Licht allerdings noch zu hoch. Aus die-
sem Grund wird fiir das Anreg-Abtast-Experiment nur ein Reflex der MIR-Impulse an einer
Kalziumfluorid-Scheibe (CaF,, Keilplatte) mit einer Energie kleiner 50 nJ verwendet.

Optimierung der IR-Erzeugung

Fiir die in dieser Arbeit notwendige hohe Sensitivitit wurde die MIR-Erzeugung in Hinblick
auf das Signal zu Rausch-Verhiltnis optimiert und in den Verzogerungsstrecken D2 und
D3 Piezo-Stellelemente (Fa. Piezosysteme Jena) eingebaut, die eine optimale Justage der
nichtlinearen Prozesse erlauben. Der auf diese Weise exakt und reproduzierbar einstellbare
zeitliche Uberlapp ist von entscheidender Bedeutung. So konnte in [Ham00] gezeigt werden,
dass durch eine Optimierung des zeitlichen Uberlapps der nahinfraroten Lichtimpulse im
DFM-Prozess eine Unterdriickung des MIR-Rauschens im Vergleich zur Fundamentalen
des Lasersystems moglich ist. Mit der Erweiterung durch die Piezoelemente konnten in
dieser Arbeit die Puls zu Puls-Schwankungen des zentralen Lasers im Vergleich zu den
daraus erzeugten MIR-Impulsen reproduzierbar um einen Faktor zwei unterschritten und eine
wesentliche Verbesserung der Sensitivitidt der Anlage erreicht werden.
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3.2.3 Erzeugung von Anreg-Impulsen im UV-Bereich

Mit den Anregungs-Impulsen sollen in den zu untersuchenden Molekiilen Prozesse ausgelost
werden, die auch in der DNA von Organismen unter UV-Strahlung der Sonne stattfinden. Ob-
wohl die Sonnenstrahlung auf der Erdoberflache nur geringe Anteile im Wellenldngenbereich
unter 300 nm besitzen, wird in Laborexperimenten in der Regel eine Strahlung im Bereich um
260 nm benutzt, da in diesem Bereich die Absorptionsmaxima der Nukleinsduren liegen. Zu
Beginn dieser Arbeit waren optische Aufbauten nur fiir die Erzeugung der 2. Harmonischen
(~ 405 nm) und fiir die Erzeugung abstimmbarer Lichtimpulse im sichtbaren Spektralbereich
(NOPA) vorhanden. Ein Ziel dieser Arbeit war es deshalb einen weiteren optischen Aufbau
zu realisieren, der kurze Lichtimpulse im Bereich der Absorptionsmaxima der Nukleinsduren
liefert. Dabei sollte der Aufbau moglichst kompakt sein, damit er in den bestehenden Aufbau
integriert werden konnte. Eine schematische Darstellung des realisierten Konzepts, das auf
der Erzeugung der 3. Harmonischen der Fundamentalen im Bereich um 270 nm beruht, ist in
Abbildung 3.5 schematisch gezeigt.
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Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Erzeugung von Anregungs-lmpulsen im UV-Bereich bei der
3. Harmonischen. Oben: Elemente der UV-Erzeugung. () Anpassen der Blindelparameter mit einem
Teleskop fir eine effiziente Frequenz-Verdopplung (SHG) in einem BBO-Kristall. (ll) Korrektur des
Laufzeit-Unterschieds (,group velocity mismatch®, GVM) zwischen den Lichtimpulsen bei 1w und 2w in
einem «-BBO-Kristall und Drehung der Polarisation mit einer Zwei-Wellenlangen-Verzégerungsplatte
(TWR). (lll) Summenfrequenz-Erzeugung (SFG) zwischen 1w und 2w in einem BBO-Kristall. Unten:
Schematische Darstellung der in den einzelnen Prozessen vorliegenden Impuls-Intensitaten und
Polarisationen.

(I) Zunichst wird der Biindeldurchmesser der Fundamentalen (~ 4 mm, FWHM) mit ei-
nem Teleskop um einen Faktor 3 reduziert und anschlieBend in einem nichtlinearen Kristall
(BBO, Dicke = 0,5 mm, © = 29°, Typ I) die 2. Harmonische erzeugt (,,second harmonic
generation, SHG). Aus den daraus resultierenden 400 nm Impulsen (Konversion-Effizienz
~ 30 %) und dem Rest der Fundamentalen wird in einem weiteren nichtlinearen Prozess
(IIT) die Summenfrequenz (,,sum frequency generation®, SFG) gebildet. Dabei sind zwei
Punkte zu beachten: (i) Die fiir die beiden Wellenldngen unterschiedliche Dispersion und die
Laufzeit-Unterschiede in den Materialien. (ii) Bei der Frequenz-Verdopplung der Fundamenta-
len entsteht die 2. Harmonische in dem nichtlinearen Kristall (Phasenanpassung Typ I) mit
einer zur Fundamentalen um 90° gedrehten Polarisation. Da bei der Summenfrequenz-Bildung
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die beteiligten Lichtimpulse die gleiche Polarisation besitzen sollen (Typ I-Prozess erlaubt
im verwendeten BBO-KTristall eine Fall hohere Konversions-Effizienz [Dmi91]), muss einer
der beiden Impulse in seiner Polarisationsebene um 90° gedreht werden. Dies wird iiber eine
Zwei-Wellenlidngen-Verzogerungsplatte (,,two wavelength retardation plate, TWR) erreicht
(Pegasus Optik, Dicke = 0,58 mm), die eine Phasenverschiebung von A fiir den 800 nm Anteil
(1w) und eine Phasenverschiebung von \/2 fiir den 400 nm Anteil (2w) bewirkt. Die Laufzeit-
unterschiede der beiden Wellenlidngen werden iiber einen c-BBO-KTristall kompensiert, dessen
Dicke (1,3 mm) auf die Gruppengeschwindigkeits-Unterschiede in den beiden BBO-Kristallen
und der TWR-Platte angepasst ist. Dabei erfolgte die Berechnung der notwendigen Dicke
mit den Angaben zu den wellenlidngen- und polarisationsabhéngigen Brechungsindizes im
Programmpaket SNLO [SchO3b]. Die Summenfrequenz-Erzeugung (III) erfolgt schlieBlich in
einem weiteren nichtlinearen Kristall (BBO, Dicke = 1 mm, ©=44°, Typ I) durch Anpassung
des Kristallwinkels. Bei einer Eingangsenergie von etwa 100 pJ sind dabei Energien bis 5 pJ
bei der 3. Harmonischen (~ 270 nm) realisierbar. Gegeniiber anderen Konzepten [Cer03], bei
der eine Auftrennung der nach der SHG-Erzeugung vorliegenden Impulse erfolgt, hat dieser
Aufbau den Vorteil, dass er sehr kompakt ist und nur minimale Justage-Arbeiten erfordert.
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Abb. 3.6: Typisches Spektirum der Anregungs-Impulse bei der 3. Harmonischen des Lasersystems.
Die graue Linie repréasentiert eine Anpassung des Spektrums mit einer Gauf3funktion.

Die Impulsdauer der resultierenden UV-Impulse konnte mit dem vorhandenen Autokorrelator-
Aufbau nicht bestimmt werden. Allerdings lédsst sich aus der spektralen Breite eine untere
Grenze fiir die Impulsdauer angeben. In Abbildung 3.6 ist das Spektrum der auf diese Weise
erzeugten UV-Impulse gezeigt, das mit einem Faser-Spektrographen (Fa. Ocean Optics) aufge-
zeichnet wurde. Die Impulse besitzen eine Zentralwellenldnge um 270 nm mit einer spektralen
Breite von etwa 1,5 nm (FWHM). Unter der Annahme eines gau3férmig bandbreitebegrenzten
UV-Impulses ergibt sich im Fourier-Limit [Die96] (Av - At = 0.441) eine untere Grenze
der Impulsdauer von etwa 70 fs. Ein Vergleich der Apparate-Funktion (300 - 400 fs) mit den
Impulsdauern der Abtast-Impulse (~150 fs) im nichsten Abschnitt spricht fiir eine Impulsdauer
der Anreg-Impulse von etwa 250 bis 300 fs am Probenort. Die deutliche Verlingerung gegen-
tiber dem Fourier-Limit ldsst sich dabei durch die Materialdispersion wihrend der Erzeugung
(BBO-Kristalle, TWR) und den optischen Komponenten nach der UV-Erzeugung (Quarzlinse,
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M2-Pléttchen, Polarisator) erkldren.

3.2.4 Messplatz und Messdatenerfassung

Im Experiment werden Anreg- und Abtast-Impuls in der Probe rdumlich iiberlagert und
der zeitliche Abstand zwischen den beiden Impulsen durch eine Verzdgerungsstrecke im
Anregungs-Zweig variiert. Bei einem maximalen Wegunterschied von 1,2 m lassen sich Zeitun-
terschiede von bis zu ~ 4 ns realisieren. Aufgezeichnet wird die Intensitét der Abtast-Impulse
nach der Probe in Abhingigkeit von der Verzégerungszeit. Die beiden nichsten Abschnitte
geben einen Uberblick zum verwendeten Kiivetten-Design, dem Strahlverlauf am Probenort
und der Messdatenerfassung. Ausfiihrliche Darstellungen dazu finden sich auch in [Sie05].

Probenkreislauf und Kiivetten-Design

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente stellen hohe Anforderungen an die Proben-
kreisldufe und die Kiivetten, in denen die Proben wéhrend der Messung gehalten werden.
Zum einen muss das bei der Messung angeregte Probenvolumen zwischen je zwei aufeinander
folgenden Anreg-Impulsen mit einer Rate von einem kHz ausgetauscht werden. Zum anderen
stehen fiir die Messungen aus Kostengriinden oft nur sehr geringe Probenmengen (~ 1 ml)
zur Verfiigung. Zudem sollte das verwendete Fenstermaterial {iber einen sehr gro3en Spek-
tralbereich transparent (200 nm - 10 gm), UV-bestindig und moglichst nicht hygroskopisch
sein.
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Abb. 3.7: (A) Schematische Darstellung des in den zeitaufgelésten und stationdren Messungen
verwendeten Probenkreislaufs. Die ,Dauerstrich-Klvette* besitzt eine Apertur von 10 mm und wird fiir
die Charakterisierung der Proben vor und nach den zeitaufgeldésten Messungen verwendet. In den
zeitaufgeldsten Experimenten wird die zweite Durchfluss-Kivette mit einer Kanalbreite von ~ 2mm
eingesetzt. (B) Aufbau der Klvetten im Detail. Die Schichtdicke wird durch Teflon-Scheiben definiert
und betragt etwa 90 ;m. Abbildung nach [Kol03].

62



3.2 Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer

Der in den zeitaufgelosten Messungen verwendete Proben-Kreislauf ist in Abbildung 3.7
A schematisch dargestellt. Er besteht aus zwei Durchfluss-Kiivetten, einem Vorratsgefall und
einer Schlauchpumpe (Ismatec, Fa. Cole Porter). Das Kiivetten-Design wurde am Lehrstuhl
fiir BioMolekulare Optik (BMO) entwickelt und ist auf die Anforderungen zeitaufgeloster
Messungen optimiert. Dabei sind die Kreisldufe auch fiir Probenmengen kleiner 1 ml geeignet.
Der Aufbau der Kiivetten ist in Abbildung 3.7 B dargestellt. Alle Komponenten, die mit der
Probe in Berithrung kommen, bestehen aus chemisch inerten Materialien (Edelstahl-Schrauben,
Abstandshalter und Schldauche aus Teflon, Chemraz (Perfluorelastomer)-Dichtungen, CaF,-
und BaF;-Fenster). Es wurden zwei Durchfluss-Kiivetten verwendet, deren Schichtdicken iiber
Teflon-Scheiben (Dicke = 90 ym) definiert ist. Eine besitzt eine grole Apertur (Durchmesser
= 10 mm), die den Einsatz dieser Kiivette fiir die CW-Charakterisierung der Probenldsung in
kommerziellen Gerédten (UV-Absorption: A19, Fa. Perkin Elmer, IR-Absorption: IFS66, Fa.
Bruker) ermoglicht, und wird als ,,Dauerstrich-Kiivette* bezeichnet. Die Zweite besitzt eine
Teflonscheibe mit einem etwa 2 mm breiten Kanal, in dem die Probenlosung gefiihrt wird. Sie
wird in den zeitaufgeldsten Messungen verwendet und ermoglicht den vollstindigen Austausch
das angeregten Volumens bei der Repetitionsrate des Lasers von 1 kHz.

Als Fenstermaterial werden in der Regel Kalziumfluorid-Scheiben (CaF;, Dicke = 2 mm,
Durchmesser = 30 mm) eingesetzt, die aufgrund ihrer Absorptionseigenschaften sowohl fiir den
UV-Bereich, als auch fiir den IR-Bereich geeignet sind. Bei der Anregung mit UV-Impulsen
lieferte das zur Verfiigung stehende CaF;-Material in den zeitaufgelosten Messungen jedoch
Signalbeitrdge im infraroten Spektralbereich auf der 10 - 100 ps-Zeitskala, die moglicherweise
durch Zwei-Photonen-Absorption, Verunreinigungen im Fenstermaterial oder die Bildung
von Farbzentren verursacht werden [Tan, Tsu02]. In einer Messreihe mit verschiedenen Fens-
termaterialien (CaF,, NaCl, BaF,) erwies sich stattdessen Bariumflourid (BaF,, Dicke =
3 mm, Durchmesser = 30 mm) als geeignetes Fenstermaterial und wurde fiir den Aufbau der
Mess-Kiivette im Anreg-Abtast-Experiment verwendet. Seine hygroskopischen Eigenschaften
machen allerdings den Austausch der BaF;-Fenster nach etwa 5 Stunden Messzeit erforder-
lich. Als Alternative zu den Kiivetten stand auch ein Jet zu Verfiigung. In diesem wird die
Probenlosung zwischen zwei Edelstahldrihten gefiihrt und dadurch storende Fenster-Effekte
vermieden [Lai06, Kol07]. Zum Zeitpunkt der Messungen war dieses System jedoch noch nicht
fiir Probenmengen von 1 ml konzipiert und wurde nur fiir einen Vergleich der Messergebnisse
am reinen Losungsmittel DoO mit und ohne Fenstermaterial verwendet.

Strahlverlauf am Probenort

Die Anreg- und Abtast-Impulse sind nach ihrer Erzeugung senkrecht zur Tischoberfliche
polarisiert. Das kann im Anreg-Abtast-Experiment zu zeitabhiingigen Beitrdgen fiihren, die auf
die Reorientierung der Molekiile nach der Anregung zuriickzufiihren sind (siehe Ausfithrung
in Abschnitt 3.3.3). Aus diesem Grund wird in den zeitaufgelosten Experimenten die Absorpti-
onsidnderung in der Probe polarisationsaufgelost bestimmt und der zur Anregung senkrechte
bzw. parallele Anteil der Polarisation des Abtast-Impulses separat detektiert. Der Strahlverlauf
am Probenort ist in Abbildung 3.8 schematisch dargestellt.

Mit einem Unterbrecher-Rad (Frequenz = 500 Hz) wird jeder zweite Anregungs-Impuls
geblockt. Die Polarisation der Anreg-Impulse wird {iber eine Kombination aus \/2-Pléttchen
und Polarisator definiert und um 45° gegeniiber der Polariations-Ebene der Abtast-Impulse
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Abb. 3.8: Skizze zum Strahlverlauf am Probenort. Die linear polarisierten Anreg-Impulse durchlaufen
ein Unterbrecherrad (Chopper, 500 Hz) und werden Uber eine Kombination aus \/2-Plattchen und
Polarisator (Pol.) um 45° in der Polarisationsebene gedreht. Diese UV-Impulse werden (ber eine Linse
(L1) auf die Probe fokussiert und anschlieBend von einer Diode detektiert. Die Abtast-Impulse sind
senkrecht zur Tisch-Oberflache polarisiert und werden Uber Parabolspiegel (30° Ablenkwinkel) auf
die Probe fokussiert. AnschlieBend werden sie Uber einen zweiten Paraboloiden wieder kollimiert und
mit einem Strahlteiler (BS) aufgeteilt. Die beiden Teile der MIR-Impulse durchlaufen jeweils einen
Infrarot-Polarisator (P), der einmal die senkrechten und einmal die parallelen Polarisations-Anteile
relativ zur Anregung auswahlt. Uber Paraboloiden (90° Ablenkwinkel) werden die MIR-Impulse auf
die Eintritts-Spalte von zwei Spektrographen (Spec) abgebildet. Die Anpassung der Intensitat auf die
MCT-Detektoren erfolgt Gber metallbeschichtete BaF,-Scheiben (F).

gedreht. AnschlieBend werden die UV-Impulse mit einer Linse auf die Probe fokussiert und
danach mit einer weiteren Linse auf einen Detektor abgebildet. Die Strahlfithrung der Anreg-
Impulse durch ein Loch in den Parabolspiegeln, die zur Fokussierung und Kollimierung der
Abtast-Impulse dienen, ermdglicht einen relativ kleinen Winkel (< 5°) und einen guten rdumli-
chen Uberlapp zwischen den Anreg- und Abtast-Impulsen. Die Abtast-Impulse sind senkrecht
zur Tischoberflidche polarisiert und werden iiber einen Parabolspiegel (30° Ablenkwinkel) auf
die Probe fokussiert. Das Abtasten erfolgt also mit einer Polarisation, die um 45° gegen die
Polarisation des Anreg-Impulses gedreht ist. Nach der Probe wird der Abtast-Impuls iiber
einen zweiten Parabolspiegel wieder kollimiert und mit einem Strahlteiler (einseitig antireflex-
beschichtetes Ge-Plittchen) aufgeteilt. Uber eine Polarisations-Optik (Infrarot-Polarisatoren,
Modell P03, Fa. InfraSpecs) wird nun in einem Zweig der zur Anregung senkrechte Anteil
und im anderen Zweig der dazu parallele Anteil ausgewdhlt. Anschlieend werden die Abtast-
Impulse mit Hilfe von metallbeschichteten BaF;-Scheiben (Fa. Layertec) abgeschwécht und
tiber Paraboloiden (90° Ablenkwinkel) auf die Eintritts-Spalte von Spektrographen (Fokalldnge
= 300 mm, Fa. Roper Scientific/Acton Research) fokussiert. Da die Laborluft (Wasserdampf)
im Spektralbereich zwischen 1300 - 1800 cm ™! stark absorbiert [Ham94], befindet sich die
Erzeugung der MIR-Impulse (DFM-Prozess) und der gesamte Probenraum in einem mit Tro-
ckenluft (Taupunkttemperatur: ~ —70 °C) gespiilten Kasten. Auch die Spektrographen werden
mit Trockenluft gespiilt. Die Spektrographen sind mit jeweils 3 Gittern (100, 150, 300 1/mm)
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ausgestattet, die fiir verschiedene Spektralbereiche optimiert sind (Blazewinkel) und spektrale
Auflésungen im Bereich weniger Wellenzahlen (~ 3 cm™!) ermoglichen.

Messdatenerfassung

Die Abtast-Impulse werden in den zwei Spektrographen spektral dispergiert und auf Dioden-
Zeilen abgebildet. Fiir die IR-Detektion stehen zwei Quecksilber-Cadmium-Tellurid (,,mercury
cadmium telluride, MCT)-Detektoren (32-elementige Diodenarrays, Fa. Infrared Associates
Inc.) mit nachgeschalteten Verstiarkern (MCT-3200 Preamplifier, Fa. Infrared Systems Deve-
lopment Corp.) zur Verfiigung. Die Photodioden-Zeilen besitzen 32 quadratische Elemente mit
je 0,5 mm Seitenldnge und einem Abstand von 0,1 mm zwischen den Elementen. Sie werden
mit fliissigem Stickstoff auf 77 K gekiihlt.

Die Signale aus den Vorverstirkern werden in einem 96-Kanal Analog-Digital-Wandler
(1885F, Fa. Le Croy) mit einer Auflésung von 12 Bit digitalisiert. 64 der Kanéle werden durch
die beiden Diodenarrays belegt, die restlichen Kanile stehen fiir Kontrolldioden zur Verfiigung
und erlauben die Uberwachung der Intensitits-Schwankungen des Lasersystems und der op-
tisch parametrischen Prozesse. Zu diesem Zweck werden PIN-Photodioden (Silizium, InGaAs)
fiir den sichtbaren und nahinfraroten Spektralbereich eingesetzt. Die Anpassung der hohen
Ausgangs-Impedanz der Photodioden auf die 50 (2 Eingangs-Impedanz des A/D-Wandlers
sowie die Signalverstiarkung erfolgt iiber die in [See97] beschriebenen Verstirkerschaltungen.
Der A/D-Wandler besitzt ein einstellbares Zeitfenster fiir die Datenaufnahme (~ 2 us), die
von der elektronischen Synchronisation des regenerativen Verstirkers gesteuert wird. Bei der
Detektion eines Lichtimpulses am Verstiarkerausgang wird der auftretende Stromimpuls nur
wihrend dieses Zeitfensters im A/D-Wandler integriert. Auf diese Weise werden Streulichtan-
teile und elektronische Storimpulse effektiv unterdriickt. Details zur Hardware-Schnittstelle
finden sich in [Zur92, Hoc96].

Optimierung der Detektionselektronik

In dieser Arbeit sollen relative Transmissionsinderungen in der GréBenordnung von 10~°
und kleiner nachgewiesen werden. Dies erfordert eine sehr hohe Sensitivitit der Messelek-
tronik. Eine wesentliche Verbesserung der Sensitivitdt des Experiments konnte dabei durch
eine Modifikation der Vorverstirker-Elektronik fiir die MCT-Detektoren erreicht werden. In
der Grundeinstellung waren die Verstiarkungsfaktoren (~ 100) sehr hoch und fiir stationére
Messungen mit sehr geringen Lichtintensitdten ausgelegt. Das fiihrte dazu, dass die MIR-
Impulse vor der Detektion stark abgeschwicht werden mussten (~ 1 %) damit eine Séttigung
des A/D-Wandlers vermieden wurde. Der optimale Dynamikbereich der IR-Detektion kann
dabei durch die Verwendung von Infrarot-Abschwichern (Metal-beschichtete BaF, -Scheiben,
Fa. Layertec) erreicht werden, die in den Strahlengang vor den Spektrometern eingesetzt
werden konnen und eine maximale Aussteuerung der Elemente erlauben. Da bei der elektroni-
schen Verstiarkung auch das elektronische Rauschen verstirkt wird, sollte eine Reduzierung
des Verstidrkungsfaktors — unter Beriicksichtigung der Linearitdtsgrenze der Detektoren —
zu einer Verbesserung des Signal- zu Rausch-Verhiltnisses fiihren. In dieser Arbeit wurden
die Verstiarkungsfaktoren der Vorverstirker soweit wie moglich reduziert und zusitzlich die
Signale aus den Vorverstiarkern nochmals iiber eine selbstgebaute Spannungsteilung (Faktor
0,2) abgeschwicht. Auf diese Weise konnte, je nach Aussteuerung der Kanile, nochmals ein
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Faktor 2-3 im Signal zu Rausch-Verhalten gewonnen werden. Diese Modifikationen und die
damit verbundene Erhohung der Sensitivitit waren fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Messungen von entscheidender Bedeutung.

3.3 Zeitaufgeloste Messungen - Messablauf und
Datenauswertung

In diesem Abschnitt wird der Ablauf einer Anreg-Abtast-Messung beschrieben. Eine Uber-
sicht zu den experimentellen Parametern der in dieser Arbeit beschriebenen Anreg-Abtast-
Experimente gibt Tabelle 3.2.

Anreg-Abtast-Experiment: Anreg-Impuls Abtast-Impuls
Zentralwellenlange 270 -272 nm 1300 - 1800 cm™?
spektrale Breite (FWHM) ~1,5nm ~ 150 cm™
Energie ~1,2 u <50 nJ
Blndeldurchmesser Probenort (FWHM) ~ 170 pm ~90 um
Puls zu Puls Schwankung (RMS) <0,5% 0,15-0,3%

Tabelle 3.2: Experimentelle Parameter der Anreg-Abtast-Experimente im Uberblick.

3.3.1 Charakterisierung der Probenlésung

Eine spektrale Charakterisierung der Probenlosung wird vor und nach jeder zeitaufgelosten
Messung vorgenommen. Die UV-Absorption der Molekiile wird mit einem kommerziellen
Absorptions-Spektrometer (Lambda 19, Fa. Perkin Elmer) bestimmt. Fiir die Bestimmung der
IR-Absorption wird ein kommerzielles FTIR-Spektrometer (IFS66, Fa. Bruker) verwendet. Da
in beiden Messungen der gleiche Probenkreislauf wie in der zeitaufgelosten Messung benutzt
wird, lassen sich Verdnderungen der Probe wihrend der Messungen (z.B. die Anreicherung
von Photoprodukten) feststellen, ohne dass die Gefahr einer moglichen Kontamination bei
der Benutzung einer neuen Kiivette besteht. Die Konzentrationen der Probenlosungen liegen
zwischen 5 und 10 mM. Eine ausfiihrliche Beschreibung und Diskussion der stationédren
Charakterisierung der untersuchten Molekiile erfolgt im nichsten Kapitel.

3.3.2 Justage der Messapparatur und Bestimmung der
Apparatefunktion

Da die Erzeugung der Anreg-Impulse im UV-Bereich erst nach der Verzogerungsstrecke erfolgt,
wird vor jeder Messung zunéchst die Justage der Verzogerungsstrecke und die Stabilitét der UV-
Erzeugung in Abhiéngigkeit von der Verzégerungsposition tiberpriift. Anschliefend wird der
Biindeldurchmesser der Anreg- und Abtast-Impulse bestimmt und gegebenenfalls angepasst.
Fiir die Bestimmung der Biindeldurchmesser wird dabei das Biindelprofil am Probenort mit
einer positionierbaren Rasierklinge abgetastet und die Intensitét der transmittierten Strahlung
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in Abhéngigkeit von der Position der Rasierklinge aufgezeichnet. Diese Prozedur entspricht
einer eindimensionalen Integration des Intensitits-Profils und erlaubt die Berechnung des Biin-
deldurchmessers. Details zu dieser Methode finden sich z.B. in [Arn71, Suz75, Kho83]. Fiir
die Charakterisierung steht zusitzlich eine auf einem CCD-Chip basierende Kamera-Einheit
zu Verfiigung. Diese kann anstelle der Probe in den Probenraum eingesetzt werden und ermog-
licht, tiber eine am Lehrstuhl entwickelte Biindelprofil-Analyse-Software (basierend auf dem
Programmpaket Labview 7.0 [Jam04]), die Analyse der Biindel-Parameter im sichtbaren und
ultravioletten Spektralbereich. Die Biindelquerschnitte (FWHM) der Anreg-Impulse sind mit
etwa 170 pm fast doppelt so grof wie die der Abtast-Impulse mit etwa 90 ;xm und gewéhrleisten
einen guten riumlichen Uberlapp in den Messungen.

Die Bestimmung des riumlichen und zeitlichen Uberlapps zwischen Anreg- und Abtast-
Impuls erfolgt durch die Verwendung von Germanium- oder Silizium-Plittchen als Probenma-
terial. Diese Halbleiter-Materialien absorbieren entsprechend ihrer Bandkante (Si: ~ 1,1 eV,
Ge: ~ 0,7eV) im gesamten sichtbaren und ultravioletten Spektralbereich. Bei der Absorp-
tion energiereicher UV-Photonen kommt es zur Erzeugung freier Ladungstriger, die auch im
infraroten Spektralbereich absorbieren [Kah55]. Im Experiment ist die durch die Anregung
induzierte Absorptionsdnderung nahe dem Zeitnullpunkt maximal und erlaubt sowohl die
Optimierung des riumlichen Uberlapps (Justage auf maximales Differenzsignal), als auch die
Bestimmung des Zeitnullpunkts (Auswertung des Signalverlaufs in einer transienten Messung).
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Abb. 3.9: Bestimmung der Apparatefunktion durch eine zeitaufgeldste Messung an Silizium. Die Punkte
zeigen den Zeitverlauf der Absorptionséanderung bei 1670 cm~! nach UV-Anregung. Bei der Annahme
einer instantan mit der Erzeugung von freien Ladungstrager in Silizium auftretenden Absorption
entspricht der gemessene Verlauf der Apparatefunktion. Die Datenanpassung (durchgezogene Linie)
ergibt eine Kreuzkorrelationsbreite von 7.. = 300fs.

Aus dem Signalverlauf einer transienten Messung ldsst sich auch die Apparatefunktion be-
stimmen. Unter der Annahme, dass die Absorptionsidnderung instantan mit dem Anreg-Impuls
auftritt, entspricht die gemessene Absorptionsinderung — fiir gauf3férmige Lichtimpulse —
der Faltung einer Stufenfunktion mit einer gau3férmigen Kreuzkorrelationsfunktion aus Anreg-
und Abtast-Impuls [Jed88]. Eine entsprechende Messung an Silizium ist in Abbildung 3.9
gezeigt. Die Kreuzkorrelationsbreite entspricht der Apparatefunktion und ist ein MaB fiir das
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Auflosungsvermogen des IR-Spektrometers. Daraus kann bei bekannter Impulsdauer eines
der beteiligten Impulse auf die Impulsdauer des jeweils anderen geschlossen werden [Jed88]:

T2 =13 + T3 as- Die Kreuzkorrelationsbreite lag bei den zeitaufgeldsten Messungen

cc Anregung

zwischen 300 und 400 fs. Mit einer Impulsdauer der Abtast-Impulse [Sch02, Sie05] im Bereich
von 150 fs ergibt sich daraus eine Impulsdauer von etwa 250 - 300 fs fiir die Anreg-Impulse.

3.3.3 Messung und Signalbildung

Das Ziel der zeitaufgeldsten Messungen ist die Bestimmung der Absorptionsinderung in
Abhingigkeit von der Verzogerungszeit zwischen Anreg- und Abtast-Impuls. In der Messung
wird die Datenaufnahme von einem PC gesteuert, der iiber die Schrittmotorposition den zeitli-
chen Abstand zwischen Anreg- und Abfrage-Impuls bestimmt. An jedem Messpunkt wird die
Intensitit der Abtast-Impulse registriert. Da die Messungen mit Schwankungen in der Laser-
intensitét und elektronischem Rauschen behaftet sind, kann die Messgenauigkeit durch eine
Mittelung iiber viele Einzel-Messungen erhoht werden. Aus diesem Grund liest der Rechner an
jeder Position die Intensitit des Abtast-Impulses ;g4 (A, tp) fur eine bestimmte Anzahl an
Einzel-Messungen in Abhingigkeit von der Kanalnummer ¢ (bzw. der Wellenldnge ;) und dem
Verzogerungszeitpunkt ¢, aus. Dabei wird bei der Messung jeder zweite Anregungs-Impuls
mit einem auf die Repetitionsrate des Lasersystems synchronisierten Unterbrecherrad geblockt
(sieche Abbildung 3.8). Auf diese Weise wird jeweils abwechselnd eine Messung mit (/™) und
eine ohne Anregung (/) durchgefiihrt. Zur Korrektur des Dunkelstroms wird der Abfrage-
Impuls vor der Messreihe geblockt, und der Dunkelstrom mit (), . ) und ohne Anreg-Impuls
({ junker) aufgenommen. Dlese Werte werden ebenfalls iiber eine frei wiahlbare Anzahl von

Laserimpulsen gemittelt (1 dunkel) Die gemessenen Intensitidten I ()\ tp) fir den Laser-
Impuls ¢ werden durch Subtraktion des Dunkelstroms /e () korrlglert und iiber die Anzahl
der gewihlten Messungen N summiert: ]ilgml()\ tp) = SN, [IZ(+’_)()\, tp) — I;an)el(/\)]

Division dieser Groen mit (I signat) Und ohne (I,
das an jedem Messpunkt aufgezeichnet wird:

signat) ANregung ergibt das normierte Signal,

()\ tp)

AatD)

S\ tp) =

'\d '\4|

(3.1)

Diese Messwerte werden in einer Datei fiir jede Verzogerungszeit abgespeichert. Ist ein Durch-
lauf (,,Scan‘) beendet, beginnt die Messroutine automatisch einen neuen Durchlauf bis die
Messreihe abgebrochen wird. In den Messungen an den Nukleinsduren wurden typischerwei-
se 2000 Laserimpulse an 100 - 150 Messpositionen gemittelt und einzelne Messdurchldufe
zwischen 3 und 5 mal wiederholt. Die Mittelung mehrerer ,,Scans* bewirkt dabei eine Vertei-
lung niederperiodischer Schwankungen auf alle Verzogerungspositionen. Zusétzlich zu den
Messdaten der 64 Abtast-Kanile wurden die Daten mehrerer Kontroll-Dioden aufgezeichnet.
Dabei ist vor allem die Kontrolle der Anregungsenergie von Bedeutung. Sie gibt sowohl Hin-
weise auf die Stabilitit des Lasersystems als auch auf eventuelle Unregelméssigkeiten in der
Probe — wie zum Beispiel das Auftreten einer Luftblase im Anregungsvolumen oder starke
Laser-Schwankungen — die bei der Datenbearbeitung und Auswertung beriicksichtigt werden
miissen.
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3.3 Zeitaufgeloste Messungen - Messablauf und Datenauswertung

Datenverarbeitung

Die weitere Auswertung der transienten IR-Messdaten erfolgt mit einem am Lehrstuhl entwi-
ckelten Programmpaket ,,Z20%, das auf der Programmiersprache IDL [IDLOO] (Fa. Research
Systems Inc., Ver. 5.4) basiert und dessen wesentliche Bestandteile in [LutO1, Sp601, Sat04]

beschrieben sind. Zunéchst fiir die Femtosekundenspektroskopie im sichtbaren Spektralbereich
konzipiert, wurde das Programm im Laufe der Zeit auf die Bediirfnisse der zeitaufgelosten IR-
Spektroskopie angepasst und erweitert [Sie05]. Das Programm erlaubt die Mittelung einzelner
Datensitze (,,Scans‘) und eine Korrektur des Zeitnullpunkts anhand von Fit-Routinen, die der
Materialdispersion im Strahlengang (Fenstermaterialien, Kristalle, Ge-Plédttchen) Rechnung
tragen (Sellmeier-Koeffizienten) [Sie05]. Die einzelnen Datenfiles (Scans) zu einer Messreihe
werden in das Programm geladen und gemittelt. Aus den daraus resultierenden Datensédtzen
Stinat(\ tp) wird mit A = —logT und TH—) = ﬂ;—(;) die Absorptionsinderung AA(\, tp)
bestimmt:

TH(\ tp)

AANtp) = —1
( 9 D) OgT_<)\,tD)

= —logS(\,tp) (3.2)
Bei einer Mittelung iiber 10000 Messwerte wurde in den Experimenten eine Auflésung von
Absorptionsdnderungen im Bereich von ~10 ¢OD und kleiner erreicht.

Da die Anreg-Abtast-Experimente mit linear polarisierten Lichtimpulsen durchgefiihrt wer-
den, miissen bei der Auswertung der Daten Anisotropie-Effekte beriicksichtigt werden. Die
Anisotropie der Molekiile bewirkt, dass durch den linear polarisierten Anregungs-Impuls
bevorzugt Molekiile angeregt werden, deren Ubergangs-Dipolmoment parallel zur Polarisati-
onsebene der Anreg-Impulse liegt. Ein linear polarisierter Abtast-Impuls sieht deshalb, je nach
Stellung des fiir die Absorption des Abtast-Impulses verantwortlichen Ubergangs-Moments,
eine unterschiedliche Absorption, die sich mit der Orientierung der Molekiile dndert. Durch
Rotationsdiffusion verlieren die angeregten Molekiile in der Losung ihre Ausrichtung und
die Absorption wird isotrop. Charakteristische Zeiten 7, fiir diesen Prozess lassen sich mit
Hilfe des Koeffizienten fiir die Rotationsdiffusion D, eines sphirischen Molekiils abschétzen
(1, = ﬁ). Sie sind abhingig von der Grofle der Molekiile und sollten fiir die in dieser Arbeit
untersuchten Molekiile typischerweise zwischen 10 und einigen 100 ps liegen [Fle76].

Eine Moglichkeit die Reorientierungs-Dynamiken zu vermeiden besteht darin, die Messun-
gen unter dem sogenannten ,,magischen Winkel*“ durchzufiihren, da fiir diesen Winkel — 54.7°
zwischen Anreg- und Abtast-Polarisation — keine Reorientierungseffekte auftreten [Fle76].
Eine andere Moglichkeit besteht darin, die Messungen polarisationsaufgelost, das heifit, die
Absorptionsinderung mit paralleler (AA|)) und senkrechter Polarisation (AA ) gegeniiber
dem Anreg-Impuls, separat durchzufiihren. Aus diesen Beitrdgen lisst sich das Signal fiir eine
isotrope Verteilung der Molekiile ohne Reorientierungseffekte berechnen:

Adjo = = - (DA +2-AA). (3.3)

W

Alle in den nédchsten Kapiteln vorgestellten zeitaufgelosten Daten wurden gemif3 Gleichung
3.3 aus den Beitrégen fiir parallele und senkrechte Polarisation bestimmt.
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3 Experimentelles: Methodik, Autbau und Messablauf

Datenanpassung

Nachdem einzelne Messbereiche wie oben beschrieben gemittelt und korrigiert wurden, konnen
sie zu neuen Datensitzen kombiniert werden, in denen mehrere Messbereiche zusammenge-
fasst sind. Fiir diese Datensitze stehen umfangreiche Methoden zur Analyse und Visualisierung
zur Verfiigung [Sat04]. Das Auswerteprogramm Z20 besitzt sowohl die Moglichkeit einzelne
Zeitverldufe an einer Spektralposition als auch ganze Datensitze in einem globalen Ansatz,
d.h. fiir alle Wellenzahlen gleichzeitig, mit einer Modellfunktion anzupassen. Fiir eine entspre-
chende Datenanpassung wird in dieser Arbeit eine Summe von Exponentialfunktionen, die
mit der Kreuzkorrelationsfunktion (K (tp — t)) zwischen Anreg- und Abtast-Impuls gefaltet
werden, verwendet [Hol90]:

AA(Aprobea tD) = Z/ ai()\pmbe, Ti) . CXp_t/Ti : K(tD - t)dt (34)
i=1 70

Fiir gau3formige Lichtimpulse mit einer Kreuzkorrelationsbreite 7. ldsst sich Gleichung 3.4
auch schreiben als:

2t 1derf(z- — 3=) 35
ir? 2 ' )

AA()‘proben tD) = Z a’i(APTOb& Ti) ’ exp(
=1

[3

In der Gleichung 3.5 bezeichnet erf(z) = \% fooo exp*tzdt die sogenannte ,,Errorfunktion®
und die Gewichtsfaktoren a;(Apope, 7;) bilden das Amplitudenspektrum zur Zeitkonstante 7.
Im Auswerte-Programm wird fiir die Datenanpassung ein Levenberg-Marquardt Algorithmus
[Pre92] benutzt, der versucht, die experimentellen Daten — mit einer vorgegebenen Anzahl an
Exponentialfunktionen — iiber die Methode der kleinsten Quadrate anzupassen.

Eine Datenanpassung iiber eine Summe von Exponentialfunktionen eignet sich zum Beispiel
zur Beschreibung von Raten-Gleichungs-Systemen [Zin92], in denen Uberginge zwischen
definierten und thermisch relaxierten Zustinden auftreten [Spd01]. Dies ist jedoch bei den
betrachteten Systemen, bei denen zum Beispiel die Reaktionszeiten unter den Relaxationszeiten
liegen konnen, nicht immer der Fall. Bei der Beschreibung von Kiihlvorgéngen im infraroten
Spektralbereich treten zudem spektrale Verschiebungen auf, die sich bei der Anpassung der
Zeitverldufe nur durch die Verwendung mehrerer exponentieller Zeitkonstanten wiedergeben
lassen. Die physikalische Aussage dieser Zeitkonstanten, deren Amplituden sich zum Teil
kompensieren, ist jedoch fraglich. Aus diesem Grund ist diese Art der Datenanpassung unter
bestimmten Umstédnden nur als erste Nidherung zu sehen, die Zeitskalen von Reaktionen
ermitteln und Amplituden berechnen kann. Eine Diskussion dieser Problematik findet sich
auch in [Spo01].

3.4 Zeitaufgeloste Messungen - Effekte und
Signaturen

Die zeitaufgeloste Spektroskopie mit kurzen Anreg- und Abtast-Impulsen fiihrt zu Signal-
beitrigen, die nicht nur durch die Wechselwirkung mit den zu untersuchenden Molekiilen
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3.4 Zeitaufgeloste Messungen - Effekte und Signaturen

hervorgerufen werden. Im Bereich des Zeitnullpunkts treten mehrere Effekte auf, die bei der
Auswertung korrigiert oder in der Interpretation beriicksichtigt werden miissen. Eine ausfiihr-
liche Diskussion der in vielen Experimenten dieser Art zu beriicksichtigenden Effekte (z.B.
Kreuzphasen-Modulation) findet sich in [Lor02, Wyn95]. Hier soll deshalb nur ein Beitrag
eingehend diskutiert werden, der bei der Anregung mit intensiven UV-Impulsen auftreten kann
und die ausfiihrliche Diskussion in [Sie05] zu den Effekten in zeitaufgelosten IR-Messungen
erganzt.

3.4.1 Zwei-Photonen-Absorption und das solvatisierte Elektron

In Messungen an DNA- und RNA-Bausteinen wird oft Wasser oder im Fall der IR-Spektroskopie
schweres Wasser als Losungsmittel verwendet. Bei niedrigen Lichtintensitdten sind HoO und
D, O fiir Wellenldngen groBer 190 nm praktisch transparent. Bei der Verwendung von intensi-
ven Laserimpulsen im UVB-Bereich (A = 266 nm, Photonenenergie £/ ~ 4,7 eV) ist es jedoch
moglich, die Losungsmittel-Molekiile iiber eine Zwei-Photonen-Absorption (,,two photon
absorption, TPA) zu ionisieren. Die lonisation von Wasser-Molekiilen wird durch zwei Dinge
begiinstigt. Erstens zeigt Wasser im ultravioletten Spektralbereich einen hohen Absorptions-
querschnitt fiir TPA. Zweitens ist die Quantenausbeute fiir die Ionisierung nach TPA hoch. In
[Bar00] wird eine Tonisations-Wahrscheinlichkeit von 50 % bei einer Zwei-Photonen-Anregung
mit 9,3 eV fiir Wasser angegeben. Bei der lonisation der Molekiile (Ionisationsschwelle £, ~
6,5 eV) kann ein Elektron in Losung iibergehen und durch eine Solvathiille (4 - 6 Wassermole-
kiile) stabilisiert werden. Diese Spezies wird als solvatisiertes Elektron bezeichnet.

Die Bildung des solvatisierten Elektrons ist seit langem bekannt [Har62] und wurde in den
letzten Jahren intensiv untersucht [Nik83, Reu96, Ass00, And00, Tha04, Bir06]. Spektrosko-
pisch zeigt sich das solvatisierte Elektron durch eine breite strukturlose Absorption um 720 nm
[Har62]. Bei dessen Bildung werden jedoch mehrere Zwischenzustinde bevolkert, die eine
vollig andere spektrale Signatur aufweisen. Die folgende kurze Darstellung zum Stand der
Forschung auf diesem Gebiet bezieht sich auf Angaben in [Lae00] fiir das Losungsmittel D5O.

Nach der Zwei-Photonen-Ionisation eines D,O-Molekiils wird eine Reihe von Zwischenzu-
standen bevolkert. Das erste Intermediat wird in [Lae00] einem Komplex aus DoO-Molekiilen
und dem Elektron zugeordnet [hv + 2D,O — D3O" + OD:e™]. Der genaue Charakter dieses
Intermediats (OD:e~ Komplex) ist dabei jedoch noch weitgehend unklar. Bekannt ist dagegen,
dass dieser Zustand eine sehr hohe Extinktion (¢ ~ 50000 - 100000 M—1cm ™) im mittleren
infraroten Spektralbereich besitzt und mit einer Zeitkonstante im Bereich von 100 - 200 fs in
einen zweiten Zwischenzustand iibergeht. Das Absorptionsmaximum dieses zweiten Interme-
diats liegt im NIR-Spektralbereich (~ 2 ;sm) und sein Zerfall wird mit etwa 200 fs angegeben.
In einem weiteren Schritt (7 ~ 550 fs) bildet sich schlieBlich das solvatisierte Elektron mit der
breiten Absorpionsbande um 720 nm.

In den Studien von Laenen und Mitarbeitern [Lae00, Lae01] wurde die Signatur des ersten
Intermediats in einem Spektralbereich zwischen 1800 und 7000 cm™! bestimmt. Entsprechend
dem sehr hohen Extinktions-Koeffizienten zeigt sich dieses Intermediat in den zeitaufgelosten
IR-Messungen als eine starke Absorptionsinderung nahe dem Zeitnullpunkt, die auf einer
Zeitskala von 100 - 200 fs zerfillt. Allerdings liegen aus dieser Arbeitsgruppe keine Messungen
fiir Wellenzahlen kleiner 1800 cm ™! vor, die sich mit den hier durchgefiihrten Messungen
zwischen 1800 und 1300 cm™~! direkt vergleichen lassen. Aussagen iiber das Verhalten dieser

71



3 Experimentelles: Methodik, Autbau und Messablauf

Spezies im Bereich kleiner 1800 cm™* erlauben jedoch IR-Messungen in [And00]. In dieser
Arbeit wurde die Absorptionsdnderung bei der Injektion von Elektronen ins Losungsmittel
iiber einen Charge-Transfer-Prozess (Ferrocyanid) zwischen 1300 und 3500 cm~! beobachtet.
Auch bei diesem Prozess wurde im Rahmen der experimentellen Zeitauflosung eine schnelle
Absorptionszunahme am Zeitnullpunkt beobachtet, deren Zerfall mit einer von der Wellenzahl
unabhingigen Zerfallszeit von etwa 180 fs angepasst werden konnte. Abschitzungen zum Ex-
tinktionskoeffizienten dieses Zustands lassen auch hier Werte im Bereich von 50000 M~ !cm™*
und grofer erwarten.

Diese Experimente zeigen, dass bei der Bildung des solvatisierten Elektrons Intermediate
auftreten, die einen sehr hohen Extinktionskoeffizienten im mittleren Infrarotbereich besit-
zen. Bei ausreichend hohen Anregungs-Intensitiiten sollten diese auch in den zeitaufgelosten
Experimenten dieser Arbeit auftreten.

Absorbance Change / mOD
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Abb. 3.10: Zeitaufgeldste IR-Messung am Lésungsmittel D,O. Rechts: Konturdarstellung. Links:
Zeitverlauf bei 1621 cm~! (Kreise) und Datenanpassung (durchgezogene Linie) nach einer globalen
Datenanalyse.

In Abbildung 3.10 ist eine zeitaufgeloste Messung fiir die in Tabelle 3.2 angegebenen
Parameter am reinen Losungsmittel D,O gezeigt. Die Abbildung zeigt eine Konturdarstellung
der experimentellen Daten zwischen 1650 und 1575 cm~! und den Zeitverlauf fiir 1621 cm~!.
Am Zeitnullpunkt tritt eine starke induzierte Absorption iiber den gesamten Spektralbereich
auf, die mit einer Zeitkonstante kleiner 200 fs zerfillt. Zu diesem Signal kdnnen sowohl das
verwendete Fenstermaterial der Durchfluss-Kiivetten, als auch das Losungsmittel beitragen. Zur
Kldrung dieser Frage wurde eine entsprechende Messung unter Verwendung eines freilaufenden
Fliissigkeitsstrahls [Lai06, Kol07] ohne Fenstermaterial durchgefiihrt. Auch in diesem Fall
zeigt sich am Zeitnullpunkt eine entsprechende Kinetik. Das Signal ist also auf die intrinsischen
Eigenschaften des Losungsmittels zuriickzufiihren und konnte durch die Zwei-Photonen-
Absorption der Losungsmittel-Molekiile entstehen. Ist dies der Fall, sollte die Signalamplitude
quadratisch mit der Anregungsenergie ansteigen. Tatsdchlich fiihrt eine Verdopplung der
Anregungsenergie in der Messung am reinen Losungsmittel in sehr guter Ndherung zu einer
Vervierfachung der Signalamplitude am Zeitnullpunkt.
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Die im reinen Losungmittel auftretende induzierte Absorption am Zeitnullpunkt wird deshalb
in Anlehnung an die Ergebnisse aus [Lae00] der Absorption eines Vorldufers des solvatisierten
Elektrons zugeordnet. Eine Abschiitzung zu den bei der UV-Anregung im Losungsmittel DoO
gebildeten solvatisierten Elektronen ist mit den Angaben zum Extinktionskoeffizienten in
[Lae00] und [AndOO] unter zwei Annahmen moglich: (i) Die starke IR-Absorption am Zeit-
nullpunkt wird nur durch den nach Zwei-Photonen-Ionisation erzeugten (OD:e™)-Komplex mit
einem Extinktionskoeffizienten von 50000 M~'cm™! hervorgerufen. Ist eine weitere Ursache
fiir die Absorption verantwortlich, wird die Anzahl der erzeugten freien Elektronen {iberschétzt.
(i1) Der (OD:e™)-Komplex geht gemil den Angaben in [And00] mit einer Zeitkonstante von
180 fs in einen weiteren Zustand iiber, der nicht in diesem Spektralbereich absorbiert. Nach
[Lae00] besitzt auch das zweite Intermediat (e :(D50),,) eine Absorption im MIR-Bereich.
Allerdings wird fiir diesen eine um etwa einen Faktor 3 geringere Extinktion angegeben und
deshalb in der folgenden Abschitzung vernachléssigt.

Die Abschitzung bezieht sich auf die maximale Absorptionsinderung am Zeitnullpunkt.
Dabei ist zu beachten, dass die Apparatefunktion (7. ~ 300fs) des Femtosekunden-IR-
Spektrometers deutlich iiber der Zerfallszeit des beobachteten Zustands liegt, und deshalb
die gemessene Signalamplitude durch die Faltung mit der Apparatefunktion geringer ausfillt.
Entfaltet man das gemessene Signals (A,,,, ~ 2 mOD) ergibt sich ein um etwa einen Faktor 5
hoherer Wert fiir die Absorptionsédnderung am Zeitnullpunkt. Unter diesen Annahmen 14sst
sich die Signalamplitude durch eine maximale Konzentration von etwa 20 uM erzeugter
Ionisationsprodukte (Elektronen) erklidren. Dieser Wert stellt aufgrund der Unsicherheiten
in Bezug auf Zerfallszeiten und Extinktionskoeffizienten nur eine grobe Abschédtzung dar
und gibt lediglich eine Groflenordnung wieder. Eine detaillierte Analyse und Bestimmung
der Konzentration an solvatisierten Elektronen konnte durch Experimente im nahinfraroten
Bereich erfolgen, in dem der Extinktionskoeffizient des solvatisierten Elektrons mit hoher
Genauigkeit bekannt ist.

Auch in den Messungen an den Nukleinséduren ist bei den verwendeten Anregungs-Intensititen
mit einem Auftreten dieses Losungsmittel-Effektes zu rechnen. Die beobachtete Losungsmittel-
Kinetik ist jedoch auf die ersten 200 fs nach dem Zeitnullpunkt beschrinkt und liefert keine
Beitrdage im Pikosekunden- und Nanosekunden-Bereich.

3.5 Stationare Belichtungs-Experimente und
temperaturabhangige Messungen

Ein wesentlicher Aspekt dieser Arbeit beruht auf der Bestimmung der Infrarot-Absorption UV-
induzierter Photoprodukte in Nukleinsduren. Zu diesem Zweck werden die IR-Spektren der zu
untersuchenden Molekiile vor und nach der Belichtung mit UV-Strahlung bestimmt. Zusitzlich
ist die Auswirkung einer Temperaturerhohung auf die IR-Absorption des Losungsmittels und
der Proben fiir die Dateninterpretation der zeitaufgelosten Messungen von Bedeutung. Der fiir
diese Experimente zur Verfiigung stehende Messaufbau basiert auf einer Erweiterung eines
kommerziellen FTIR-Spektrometers (IFS66, Fa. Bruker) und ist in Abbildung 3.11 skizziert.
Fiir die Belichtungs-Experimente steht ein Nd:YAG-Laser (NY60, Fa. Continuum) zur
Verfiigung, der bei einer Grundfrequenz von 1064 nm Lichtimpulse von etwa 5ns Dauer
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Abb. 3.11: Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus zur Durchfihrung von Belichtungs-
Experimenten und der Bestimmung temperaturabhangiger IR-Spektren. Fir die Belichtung der Proben
wurde die 4. Harmonische eines YAG-Lasers bei 266 nm erzeugt und (ber eine Linse (L) auf die in
einem FTIR-Spektrometer befindliche Probe abgebildet. Fir die Bestimmung temperaturabhangiger
IR-Spektren wird die Probenkivette in einen Kupferblock integriert, der mit einem Warmebad verbunden
ist. Die Temperatur-Kontrolle erfolgt tiber einen Temperatur-Sensor im Kupferblock.

emittiert. In einer zweistufigen Frequenzkonversion wird daraus die 4. Harmonische bei einer
Wellenlidnge von 266 nm erzeugt. Wihrend die erste Stufe der Frequenzkonversion im Laser
integriert ist (Verdopplung der Fundmentalen in einem nichtlinearen Kristall (KDP)), erfolgt
die zweite Frequenzkonversion (SHG) der 532 nm Impulse in einem externen Kristall (BBO,
Dicke = 5Smm, © =47°, Typ I). Die UV-Strahlung (266 nm) wird iiber eine Linse fokussiert
und durch ein Fenster auf die im FTIR befindliche Probe gelenkt. In den Experimenten
werden die UV-Impulse durch entsprechende Filtergldser abgeschwicht (Energie ~ 200 .J)
und auf eine Fliche von etwa 1 cm? am Probenort abgebildet?. Die Belichtung erfolgt mit einer
Repetitionsrate von 10 Hz.

Im dem Spektrometer-Aufbau sind auch temperaturstabilisierte und temperaturabhingige
IR-Messungen moglich. Dabei wird ein am BMO entwickelter temperierbarer Kiivettenhalter
(Kupferblock) verwendet, der mit einem Temperierbad (Polystat cc3, Fa. Fisher Chemicals)
verbunden ist. Eine detaillierte Beschreibung zu Aufbau und Bestandteilen dieser Anordnung
findet sich in [Kol03]. Die Temperatur des Kupferblocks wird iiber einen Thermowiderstand
bestimmt. In den temperaturabhingigen Messungen wird die Temperatur iiber einen Zeitraum
von 30 min linear von 295 K auf 309 K erhoht und alle 4 min ein Spektrum aufgezeichnet. Der
Temperatur-Unterschied zwischen dem Kupferblock und den Kiivetten-Fenstern (Probe) im
thermischen Gleichgewicht wurde in einem unabhingigen Experiment bestimmt und muss
bei der Auswertung der Daten beriicksichtigt werden. In erster Ndherung ergibt sich fiir den
betrachteten Temperaturbereich eine lineare Abhingigkeit zwischen der Temperatur des Kup-
ferblocks und der eigentlichen Probentemperatur, die bei der angestrebten Temperaturerhohung
von 295 auf 309 K (AT = 14 °C) zu einem Unterschied von etwa 1 °C fiihrt.

’Die Energiedichte ist dabei etwa einen Faktor 20 geringer als in den zeitaufgelosten Experimenten.
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4 Stationare Charakterisierung der
Modell-Systeme

In dieser Arbeit werden mit zeitaufgeloster IR-Spektroskopie photophysikalische und pho-
tochemische Prozesse in und zwischen DNA-Basen untersucht. Im Makromolekiil DNA
(Doppelstrang mit gemischter Basensequenz) sind jedoch viele verschiedene Wechselwirkun-
gen zwischen den einzelnen Basen und der Umgebung zu beriicksichtigen [Blo00], die eine
genaue Analyse und Zuordnung erschweren oder unmoglich machen. Aus diesem Grund ist
eine Reduktion auf definierte Modell-Systeme notwendig, an denen zum Beispiel der Einfluss
der Basen-Basen-Wechselwirkung im Detail untersucht werden kann. Im ersten Abschnitt
dieses Kapitels werden die zu diesem Zweck ausgewdhlten Modell-Systeme vorgestellt und die
Auswahlkriterien erldutert. AnschlieBend werden die spektroskopischen Eigenschaften dieser
Molekiile bestimmt und diskutiert. In stationdren Belichtungsexperimenten wird schlielich
die spektrale Infrarot-Signatur von Thymin-Dimerschdden untersucht. Am Ende des Kapitels
werden die wesentlichen Ergebnisse im Hinblick auf die zeitaufgeldsten IR-Experimente
zusammenfasst.

4.1 Die Modell-Systeme und das Losungsmittel

In den zeitaufgeldsten IR-Experimenten werden die in Abbildung 4.1 schematisch dargestell-
ten Mononukleotide untersucht. Neben den beiden Monomeren Thymidin-5’-Monophosphat
(TMP) und Adenosin-5’-Monophosphat (AMP) sind das einzelstringige Thymin-Oligomer!
(dT)15 und das Adenin-Homopolymer poly(A) (,,polyadenylic acid*) dargestellt. Der Vergleich
zwischen Monomeren und Homo-Polymeren ermoglicht die Unterscheidung zwischen den
intrinsischen photophysikalischen Eigenschaften der Basen und Wechselwirkungen der Basen
im Einzelstrang. Im Folgenden werden die ausgewdhlten Molekiile kurz charakterisiert und
die Auswahlkriterien erldutert.

4.1.1 Thymin-Derivate: TMP und (dT) s

Eines der Hauptziele dieser Arbeit ist die zeitaufgeloste Bestimmung der Bildung von CPD-
Schiden (,,cyclobutan pyrimidine dimer*, CPD) zwischen Thymin-Basen. Zu diesem Zweck
werden zwei Thymin-Derivate, ein Monomer und ein Oligomer untersucht. Das Oligo-Nukleotid
(dT);g besteht aus 18 Thymindin-Nukleotiden von denen prinzipiell jede Thymin-Base nach
UV-Anregung zu einem Thymin-Dimer mit einer benachbarten Base reagieren kann. In @hnli-
chen Systemen (poly(dT) und (dT)qg) wurden in der Vergangenheit die hochsten Quantenaus-
beuten (~ 3 %) fiir diese Photoreaktion in wissriger Losung nachgewiesen [Tra69, Mar05].
Entsprechend ist auch in (dT);g mit einer dhnlich ,,hohen* Ausbeute an Photoschiden zu

'0ligo (griech.) = wenige; bezeichnet ein aus relativ wenigen Einheiten aufgebautes Molekiil.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Modell-Systeme. Die Verwendung von Monomeren und
Homo-Polymeren erlaubt einen Vergleich zwischen den intrinsischen Eigenschaften der Basen mit den
durch die Basen-Basen-Wechselwirkung im Strang mdglichen Prozessen. An den Thymin-Derivaten
TMP und (dT);s soll die Bildung von Thymin-Dimerschaden im Oligomer beobachtet werden. Das
Oligomer setzt sich dabei aus 18 Thymin-Basen zusammen, die Uber das Zuckerphosphat-Rickgrat
der DNA verknUpft sind. Ein Vergleich zwischen den RNA-Molekiilen AMP und poly(A) erlaubt dagegen
eine detaillierte Untersuchung der durch die Stapelung von Adenin-Basen auftretenden Zustande.
Das Homopolymer poly(A) stellt ein Gemisch aus verschieden langen Adenin-Sequenzen dar, die
einen hohen Anteil gestapelt vorliegender Basen aufweisen. Eine ausfihrliche Beschreibung der
Auswahlkriterien findet sich im Text in den Abschnitten 4.1.1 und 4.1.2.

rechnen. Aus Studien zur Struktur von Thymin-Homopolymeren ist bekannt, dass die Thymin-
Basen in wissriger Losung nur geringe Wechselwirkungen zeigen und einen geringen Anteil
gestapelt vorliegender Basen besitzen [Buh04]. Die Stringe sind sehr flexibel und nehmen eine
stark ungeordnete Struktur ein [Mil199, Mar0O1, JohO7]. Da bei einer geringen Wechselwirkung
der Basen zu erwarten ist, dass sich ein groBer Anteil der Basen im Oligomer moglicher-
weise sehr dhnlich zum Monomer verhilt, ist der direkte Vergleich mit den Eigenschaften
der einzelnen Bestandteile (TMP) dabei von besonderer Bedeutung. Entsprechend werden
die Experimente am Oligomer durch Messungen an TMP ergiinzt, die die Untersuchung
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der photophysikalischen Prozesse im Monomer und einen Vergleich mit dem Einzelstrang
erlauben.

4.1.2 Adenin-Derivate: AMP und poly(A)

Adenin ist die zu Thymin komplementéire Base im DNA-Doppelstrang. Demnach bilden Experi-
mente an beiden DNA-Bausteinen die Grundlage fiir kiinftige Untersuchungen an komplexeren
doppelstringigen DNA-Modellen. Da Adenin gleichzeitig zu den bisher am besten charakteri-
sierten DNA-Basen z#hlt, soll anhand des Adenin-Derivats AMP zunéchst eine Zuordnung
der in den zeitaufgeldsten Messungen auftretenden IR-Signaturen erfolgen. Zusétzlich sind in
dieser Arbeit die photophysikalischen Prozesse im Homopolymer poly(A) von Interesse. Im
Gegensatz zu den Thymin-Basen treten zwischen Adenin-Basen starke Wechselwirkungen auf
[Gup78, Mil99, Luo01], die in Adenin-Homopolymeren zu einem hohen Anteil (65 - 80 %)
gestapelter Basen fiithren [Dew79, Jol85]. Experimente mit zeitaufgeloster Absorptions- und
Fluoreszenz-Spektroskopie an den Adenin-Homopolymeren poly(A) und poly(dA) konnten
zeigen, dass Wechselwirkungen zwischen den Adenin-Basen die moglichen Desaktivierungs-
Pfade nach Photoanregung veridndern konnen [CHOS, Kwo06]. Diese Basen-Wechselwirkung
treten auch in der DNA-Doppelhelix auf und sind deshalb von groBer Relevanz. Die hier
getroffen Wahl von RNA- anstatt DNA-Molekiilen hat mit der Photostabilitit der Molekiile
zu tun. Wihrend im Desoxy-Nukleotid poly(dA) unter UV-Belichtung die Bildung von Pho-
toprodukten zwischen Adenin-Basen nachgewiesen werden konnte [Poe73, Cli97, Wan01],
gilt das Ribo-Nukleotid poly(A) als chemisch inert gegeniiber UV-Strahlung [Cli97]. Bei der
Interpretation der Daten miissen entsprechend keine Photoprodukte zwischen Adenin-Basen
beriicksichtigt werden, die auch in der DNA-Doppelhelix nicht von Bedeutung sind.

4.1.3 Wahl des Losungsmittels

Bei der Wahl des Losungsmittels fiir die Molekiile sind einige Punkte zu beachten. So ist neben
der biologischen Relevanz auch eine ausreichend hohe Loslichkeit der Molekiile wichtig. Oft
entscheiden in der IR-Spektroskopie jedoch die Absorptionseigenschaften iiber dessen Eignung.
Zum Beispiel besitzt H,O im infraroten Spektralbereich eine starke Absorptionsbande bei
etwa 1650 cm™!, die einer Biege-Schwingung des Molekiils zugeordnet wird [Lib94]. Diese
verursacht selbst bei Schichtdicken kleiner 10 m eine Absorption grofer eins und macht eine
Untersuchung der Proben in diesem Spektralbereich bei geplanten Schichtdicken von etwa
100 m unmoglich. Diese Schichtdicke ist jedoch nétig, damit bei sinnvollen Konzentrationen —
im Bereich kleiner 10 mM (bezogen auf die Basen) — gearbeitet werden kann und gleichzeitig
eine messbare Absorption der Nukleinsduren auftritt. Abhilfe bietet hier die Verwendung von
schwerem Wasser (D50). In D50 ist die oben angesprochene Schwingungsmode aufgrund
des Isotopie-Effekts zu kleineren Wellenzahlen verschoben und tritt bei etwa 1210 cm™! auf.
Dadurch wird der hier interessierende Spektralbereich zwischen 1300 und 2000 cm™*, auch
bei den gewdhlten Schichtdicken, experimentell zuginglich [Mar91].

Fiir die Experimente werden die Molekiile in einer D,O-Pufferlosung mit einem definierten
pH-Wert pH = 7 gelost. Bei diesem pH-Wert sind die Phosphatgruppen der Nukleinsiuren

2Kaliumphosphat-Puffer (50mM), aus Kalium-Dihydrogenphosphat (KH3PO,) und Di-Natrium-
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deprotoniert. Entsprechend sind die Monomere in Losung zweifach negativ geladen, wihrend in
den Polymeren durch die Verkniipfung iiber die Phosphatgruppen jedes Nukleotid mit nur einer
negativen Ladung zur Gesamtladung beitrdgt. Die Verwendung von D,O als Losungsmittel
fiihrt beim Auflosen der in Abbildung 4.1 gezeigten Nukleinsduren zu einem Effekt, der bei
der Bandenzuordnung im infraroten Spektralbereich beriicksichtigt werden muss. Die Nuklein-
Basen besitzen Wasserstoffatome in Amino- und Imino-Gruppen (NHs-, NH-), die sehr schnell
(im Millisekundenbereich) gegen Deuteriumatome des Losungsmittels austauschen [B1o00].
Die dadurch verinderten Massen fithren zu Anderungen der Schwingungsfrequenzen [Gue96].
Wihrend im Losungsmittel H,O die NHs- und NH- Biegeschwingungen zwischen 1700 und
1500 cm™! liegen, treten die entsprechenden Schwingungsbanden der ND,- und ND-Gruppen
im niederfrequenten Bereich zwischen 1200 und 1000 cm™* auf [Leea]. Diese Verschiebungen
miissen beim Vergleich mit Literaturangaben, die sich auf Ergebnisse in H,O, Kristallen oder
KBr-Matrizen beziehen in denen keine Deuterierung vorliegt, beriicksichtigt werden.

4.2 Stationare Absorptionseigenschaften

Wihrend die Absorptions-Spektroskopie im ultravioletten Spektralbereich (UV) Informatio-
nen zu den elektronischen Ubergangen und Zustinden der Nukleinsduren liefert, gibt die
Absorptions-Spektroskopie im infraroten Spektralbereich (IR) Auskunft iiber die in den Mo-
lekiilen auftretenden Schwingungsmoden. Die Informationen, die sich aus den stationédren
Absorptionsspektren in beiden Spektralbereichen ergeben, sind fiir die Planung, Durchfiihrung
und Interpretation der im nichsten Kapitel beschriebenen zeitaufgeldsten Experimente von
entscheidender Bedeutung. Die Diskussion der Absorptionseigenschaften erfolgt durch den
Vergleich der Extinktionskoeffizienten der jeweiligen Molekiile bezogen auf eine Base. Der
molare dekadische Extinktionskoeffizient e ist eine von der Konzentration unabhédngige Grof3e
und bestimmt, gemil dem Lambert-Beerschen Gesetz (A = ¢ - ¢ - d) bei bekannter Schichtdicke
d und Konzentration ¢, die in den stationdren Messungen erhaltene Absorption A.

Im betrachteten UV-Bereich (230 - 320 nm) wird die Absorption durch die elektronischen
Uberginge der Basen bestimmt. Eine deutliche Absorption durch die Zucker- und Phosphat-
Gruppen tritt erst fiir Wellenldngen kleiner 200 nm auf. Die angegebenen Extinktionskoeffizien-
ten im UV-Bereich beziehen sich auf Literaturangaben und werden in Anhang D diskutiert. Im
IR-Spektralbereich zwischen 1300 und 2000 cm~! treten eine Reihe von Schwingungsmoden
auf, die zu einem GroBteil auf die Basen lokalisiert sind. Zum Teil koppeln die Schwingungs-
moden der Basen jedoch auch an die Zuckerphosphat-Gruppe, was die genaue Zuordnung
erheblich erschwert. Die im Folgenden gezeigten Infrarot-Absorptionsspektren der Nukle-
insduren sind auf die Losungsmittelabsorption und den Beitrag durch HDO-Molekiile, die
bei der Deuterierung der Molekiile entstehen und zu einer Absorptionsbande um 1450 cm ™!
fiihren, korrigiert. Eine detaillierte Beschreibung dieser Korrektur enthédlt Anhang B. Die
wichtigsten spektroskopischen Eigenschaften und die fiir die zeitaufgelosten Messungen wich-
tigen experimentellen Parameter im UV-Bereich sind am Ende dieses Kapitels in Tabelle 4.3
zusammengefasst.

Hydrogenphosphat (NaoHPO,).
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4.2.1 AMP und poly(A): Absorptionseigenschaften

Im Folgenden werden zunichst die UV- und anschlieBend die IR-Absorptionseigenschaften
der Adenin-Derivate AMP und poly(A) beschrieben und kurz diskutiert.

AMP und poly(A): UV-Absorption

In Abbildung 4.2 sind die Absorptionseigenschaften von AMP und poly(A) im UV-Bereich
zwischen 230 und 320 nm dargestellt. In beiden Molekiilen zeigt sich eine breite unstrukturierte
Absorptionsbande mit einem Maximum nahe 260 nm. Beim direkten Vergleich der beiden
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Abb. 4.2: UV-Absorptionsspektren der Adenin-Derivate AMP und poly(A) dargestellt durch den
Extinktionskoeffizienten pro Base. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Position der Anregungs-
Wellenlange in den zeitaufgeldsten Anreg-Abtast-Experimenten.

Molekiile sind deutliche Unterschiede sichtbar. Zum einen ist die maximale Absorption im
Monomer AMP deutlich grofler, zum anderen besitzt das Homopolymer poly(A) einen Auslédu-
fer im langwelligen Bereich des Spektrums, der zu einer hoheren Absorption fiir Wellenlidngen
grofer 280 nm fiihrt. Dabei liegen die Positionen der Absorptionsmaxima von AMP (259 nm)
und poly(A) (256 nm) lediglich um 3 nm auseinander.

Die Absorptionsspektren stimmen sehr gut mit den Literaturangaben zu diesen Molekiilen
iiberein [Voe63, Cal83, Bou02]. Als Ursache fiir die starke Absorptionsbande um 260 nm
werden fiir Adenin drei elektronische Ubergiinge diskutiert. Zwei w7*-Ubergiinge und ein
Ubergang mit 'nr*-Charakter. Eine gute Ubersicht zu den theoretischen Vorhersagen in Be-
zug auf die Reihenfolge und die Oszillatorenstirke der Zustinde findet sich zum Beispiel
in [CHO4a]. Obwohl sich die theoretischen Vorhersagen sowohl in Bezug auf die absoluten
Energien als auch in der Reihenfolge der Uberginge zum Teil deutlich unterscheiden, ist
Konsens, dass der 'n7*-Zustand nur eine sehr geringe Oszillatorenstirke besitzt und kaum zum
Absorptionsspektrum beitrigt. Fiir die beobachtete Absorption sind die relativ nahe beieinander
liegenden '77*-Uberginge (AE ~ 0, 2eV) verantwortlich. Wie aus dem unstrukturierten Ab-
sorptionsspektrum zu erwarten, besitzt dabei einer der !77*-Ubergiinge eine deutlich groBere
Oszillatorenstédrke und bestimmt im Wesentlichen die Absorption. Eine gute Darstellung zur
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raumlichen Ausrichtung der Ubergangsdipolmomente der !77*-Ubergiinge in Adenin findet
sich zum Beispiel in [Blo00].

Der Ubergang vom Monomer zum Homopolymer fiihrt zu einer starken Erniedrigung der
Absorption im Bereich des Absorptionsmaximums. Dieser Effekt wird als Hypochromie
bezeichnet und wurde bereits in Kapitel 2.3.2 kurz angesprochen. Er ldsst sich auf Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen zwischen den Ubergangsdipolmomenten der Basen zuriickfiihren
[Tin60, Can80a] und wird zum Beispiel in [Blo00] sehr anschaulich erklért. Ein Ma8 fiir die
Extinktionserniedrigung ist die Hypochromizitit h, die sich fiir ein Homopolymer mit N an
der Wechselwirkung beteiligten Basen [Blo00O] durch

h _ €Monomer — €N-mer (41)

€Monomer

definiert. Berechnet man diesen Wert fiir die hier untersuchten Molekiile bei einer Wellenldnge
von 256 nm, so ergibt sich eine Hypochromizitit von etwa 30 %. Dieser Wert stimmt sehr
gut mit den Angaben in [App66, Blo00] fiir die Hypochromie in Adenin Homo-Polymeren
tiberein und ist ein Ausdruck des hohen Anteils (65 %) gestapelt vorliegender Adenin-Basen
in der poly(A)-Helix [Dew79]. Der Einfluss dieser Basen-Basen-Wechselwirkung auf die
elektronischen Zustidnde wurde kiirzlich in einer theoretischen Studie mit quantenchemischen
Rechnungen untersucht [San07]. Dabei konnte beim Vergleich von Adenin-Derivaten, die
einzeln oder gestapelt vorliegen, sowohl die Hypchromie und leichte Blauverschiebung des
Absorptionsmaximums als auch die Rotverschiebung und Ausdehnung der niederfrequenten
Flanke mit der Stapelung der Basen nachvollzogen werden.

AMP und poly(A): IR-Absorption

Die Infrarot-Absorptionseigenschaften von AMP und poly(A) sind in Abbildung 4.3 zusammen
mit einer schematischen Darstellung eines im Losungsmittel DO deuterierten AMP-Molekiils
zu sehen. In der Pufferlosung (pH = 7) sind die Phosphatgruppen der Mono-Nukleotide
deprotoniert und tragen eine zweifach positive Ladung. Im Homopolymer trigt durch die
Verkniipfung iiber das Phosphatriickgrat (sieche Abbildung 4.1) jede Einheit mit nur einer
positiven Ladung zur Gesamtladung bei. Bei den verwendeten Konzentrationen liegen die
Amino-Gruppe der Base ebenso wie die Hydroxy-Gruppen des Zuckers deuteriert vor [Leea].

Beide Molekiile zeigen in den Spektren eine starke Absorptionsbande um 1625 cm ™! und
eine Reihe schwicherer Banden zu kleineren Wellenzahlen. Da in den zeitaufgelosten Ex-
perimenten nur die beiden hochfrequenten Moden um 1625 ¢cm ™! und 1580 cm™! im Detail
untersucht werden, wird im Folgenden auf eine Zuordnung der niederfrequenten Moden im
Fingerprint-Bereich des Spektrums verzichtet. Ausfiihrliche Bandenzuordnungen fiir diesen
Bereich finden sich zum Beispiel in [Bai97, Ban03]. Die Positionen der Absorptionsmaxima
und die Zuordnung der Schwingungsmoden fiir die beiden hochfrequenten Banden sind in
Tabelle 4.1 angegeben. Die beiden Schwingungsmoden um 1625 cm™! und 1580 cm™? sind im
Wesentlichen auf den Adenin-Basen lokalisiert. Wihrend an der intensiveren Bande Streck-
schwingungen im Bereich der C=N und der C=C Doppelbindungen beteiligt sind, beinhaltet
die Bande um 1580 cm~! Schwingungsbewegungen im Bereich der C4=C5 Doppel- und der
C5-C6 Einfach-Bindung [Let87, Bai97, Ban03, Leea]. Vergleicht man die IR-Spektren von
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Abb. 4.3: IR-Absorptionsspektren der Adenin-Derivate AMP und poly(A), dargestellt durch den
Extinktionskoeffizienten pro Base. Das Molekilschema zeigt ein AMP-Molekil das im Lésungsmittel
D,0O bei pH = 7 deuteriert und protoniert vorliegt.

AMP poly(A) Bandenzuordnung Referenz
1624 1628 C=N, C=C [Ban:03, Let:87]
1577 1573 C4=C5, C5-C6 [Ban:03, Let:87]

Tabelle 4.1: Zuordnung der Schwingungsmoden fiir AMP und poly(A) im Bereich der Streckschwin-
gungen zwischen 1700 und 1550 cm~—1.

AMP und poly(A), zeigt sich ein deutlicher Absorptionsunterschied. Zum einen ist die Absorp-
tion von poly(A) pro Base im Bereich der Doppelbindungs-Schwingungen deutlich geringer.
Zum anderen zeigt sich ein Unterschied in der spektralen Position der Absorptionsmaxima.
Eine Erkldrung fiir diesen Effekt liefert ein Vergleich des IR-Spektrums von AMP mit Adenin
enthaltenden Dinukleotiden in [Mae80]. Auch in den Dinukleotiden zeigt sich eine Reduktion
und Verschiebung der Infrarot-Absorption, die auf Wechselwirkungen zwischen den aromati-
schen und zu einem Teil gestapelt vorliegenden Basen beruht. Die Wechselwirkung der Basen
und hohe Ordnung der poly(A)-Helix ist demnach auch in der IR-Absorption sichtbar.

4.2.2 TMP und (dT),5s: Absorptionseigenschaften

Im Folgenden werden die UV- und IR-Absorptionseigenschaften der beiden Thymin-Derivate
TMP und (dT);5 beschrieben und diskutiert.

TMP und (dT),5: UV-Absorption

Die UV-Absorptionsspektren von TMP und (dT);g sind in Abbildung 4.4 dargestellt. Aufgetra-
gen sind die Extinktionskoeffizienten pro Base zwischen 230 und 320 nm. Beide Molekiile
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Abb. 4.4: UV-Absorptionsspektren von TMP und (dT);s, dargestellt durch den Extinktionskoeffizienten
pro Base. Die vertikale gestrichelte Linie markiert die Anregungs-Wellenlange in den zeitaufgelésten
Anreg-Abtast-Experimenten.

zeigen eine breite unstrukturierte Absorptionsbande mit einem Maximum der Absorption
bei etwa 266 nm. In TMP liegt das Maximum bei 267 nm, in (dT);g bei 265 nm. In beiden
Molekiilen wird die breite Absorptionsbande in diesem Spektralbereich durch die Thymin-
Basen verursacht, die einen ! 77*-Ubergang mit relativ groBer Oszillatorenstirke besitzen. Ein
'nm*-Ubergang wird in der Nihe des '77*-Ubergangs vermutet [CHO4a, Gus06]. Allerdings
besitzt dieser nur eine sehr geringe Oszillatorenstidrke und ist in den Spektren nicht eindeutig
zu identifizieren. Bei der Absorption von UV-Impulsen bei etwa 270 nm kann er vernachldssigt
werden.

Der Ubergang vom Monomer TMP zum Oligomer (dT) 5 fiihrt zu einer Erniedrigung der
Extinktion am Absorptionsmaximum von etwa 10 % (Hypochromie). Die hier beobachtete
Extinktionserniedrigung ist damit deutlich geringer als beim Vergleich der Adenin-Derivate
und weist auf eine wesentlich geringere Wechselwirkung zwischen den Thymin-Basen hin.
Dies wird durch Experimente und quantenmechanische Rechnungen bestitigt, die fiir Thymin-
Homopolymere geringe Wechselwirkungen zwischen den Basen und nur einen geringen Anteil
gut gestapelt vorliegender Basen angeben [Mil99, Mar(01].

TMP und (dT).s: IR-Absorption

Die IR-Absorptionseigenschaften von TMP und (dT),s zwischen 1800 und 1300 cm~! sind
in Abbildung 4.5 zusammen mit einer schematischen Darstellung fiir ein TMP-Molekiil, dass
im Losungsmittel D,O bei pH = 7 protoniert und deuteriert vorliegt, gezeigt. Sowohl das
Wasserstoffatom am N3-Stickstoffatom als auch die Wasserstoffatome der Hydroxy-Gruppe
des Zuckers sind im Losungsmittel D,O durch Deuteriumatome ersetzt [Ban03, Leea]. In der
D,O-Pufferlosung ist die Phosphatgruppe deprotoniert und das TMP-Molekiil zweifach negativ
geladen [Blo00]. Im Oligomer trigt entsprechend der Verkniipfung iiber das Phosphat-Riickgrat
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(siehe Abbildung 4.1) jede Einheit mit nur einer negativen Ladung zur Gesamtladung bei.
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Abb. 4.5: |IR-Absorptionsspektren der Thymin-Derivate TMP und (dT),s, dargestellt durch den Ex-
tinktionskoeffizienten pro Base. Das Molekllschema zeigt ein deuteriertes TMP-Molekul wie es im
Lésungsmittel D, O bei pH = 7 vorliegt.

Die Positionen der Schwingungsbanden und ihre Zuordnung sind in Tabelle 4.2 zusammen-
gestellt. Im Spektralbereich oberhalb von 1500 cm~! sind in beiden Molekiilen drei Banden zu
erkennen. Eine Bande zeigt sich als Schulter um 1685 cm™!, zwei weitere Schwingungsbanden
liegen um 1660 und 1630 cm™!. Diese Absorptionsbanden werden durch Streckschwingungen
im Bereich der C2=02, C4=04 und C5=C6 Doppelbindungen in den Thymin-Basen hervorge-
rufen [Let87, Ban03]. Im Vergleich zum Monomer TMP sind im Oligomer (dT);s die Maxima
dieser Absorptionsbanden in diesem Bereich zu etwas grofleren Wellenzahlen verschoben.
Zwischen 1500 und 1300 cm ™! liegt eine Reihe schwiicherer Absorptionsbanden. Eine genaue

TMP (dT);s Bandenzuordnung Referenz
1681 1693 C2=0, C4=04 [Let87]

1661 1664 C4=04, C2=02, C5=C6 [Let87]

1630 1632 C5=C6, C4=04, Ringschwingung [Let87, Ban03]
1481 1479 C4-C5,N1-C2* [Let87]

1376 1376 CH3 - sym., C2-N3,C5-CH3, N1-C6 [Let87]

1327 1327 HC2'H, C4'-01', C4'-C5', C2'-endo/anti * [Let87, Ban03]
1308 1306 CNB3H Biegeschwingung, C2'-endo/anti * [Let87, Ban03]

Tabelle 4.2: Zuordnung der Schwingungsmoden fir TMP und (dT);s. Atome des Zuckers sind durch
einen Apostroph (') gekennzeichnet. Die Angaben fiir die mit einem Stern (*) versehenen Zuordnungen
sind in der Literatur nicht eindeutig.

Zuordnung dieser Banden ist aufgrund ihrer stark delokalisierten Schwingungsmoden, zu
denen zum Teil auch die Atome des Zuckers beitragen, schwierig. In der Literatur gibt es
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4 Stationire Charakterisierung der Modell-Systeme

dabei erhebliche Unterschiede bei der Zuordnung. Gegenstand der Diskussion ist vor allem die
Bande bei 1480 cm™*. Diese Bande tritt auch im Absorptionsspektrum von Thymin auf und
scheint deshalb im Wesentlichen auf der Base lokalisiert zu sein. In [Aid96, Aam97] wird sie
einer CHs-Deformations-Schwingung der Thymin-Base zugeordnet. Jedoch wurde in einer
Studie mit Isotopen-Markierung an der CHs-Gruppe [Zha98] kein entsprechender Effekt auf
die Lage dieser Absorption gefunden. Stattdessen wird eine Ring-Schwingung der Base als
Ursache fiir diese Bande diskutiert. Diese Zuordnung deckt sich auch mit den Angaben zu
deuteriertem Thymidin in [Let87]. Die Banden bei Frequenzen kleiner 1330 cm™~! beinhal-
ten Schwingungsanteile der Zuckerkomponenten und sind sensitiv auf dessen Konformation
(vergleiche Abschnitt 2.1.2) [Let87, Ban03].

Beim Vergleich der Absorptionseigenschaften von TMP und (dT),g fillt auf, dass sich
die beiden Molekiile vor allem im Bereich der Doppelbindungs-Schwingungen unterschie-
den. Im Oligomer liegen die Absorptionsmaxima etwas hoherfrequent und die Schulter um
1693 cm ! ist im Gegensatz zu TMP wesentlich stirker ausgeprigt. Gleichzeitig ist die Intensi-
tidt der Schwingungsbande um 1630 cm ™! deutlich geringer. Offenbar sind die hochfrequenten
Carbonyl- und Doppelbindungs-Schwingungen Schwingungsmoden sehr sensitiv auf die Um-
gebung im Oligomer. Dagegen gibt es eine sehr hohe Ubereinstimmung zwischen den beiden
Molekiilen im niederfrequenten Fingerprint-Bereich zwischen 1500 und 1300 cm™~!. Diese
Eigenschaft erlaubt einen direkten Vergleich dieses Spektralbereichs in den zeitaufgeldsten
Experimenten.

4.3 Stationare Belichtungsexperimente

Im diesem Abschnitt wird die Auswirkung von UV-Strahlung auf das IR-Absorptionsspektrum
mehrerer Modell-Substanzen untersucht. Dazu werden die Molekiile mit UV-Strahlung der
Wellenlidnge 266 nm belichtet, und die Infrarot-Absorption in Abhingigkeit von der Belich-
tungsdauer aufgezeichnet. Eine ausfiihrliche Beschreibung des experimentellen Aufbaus und
der Messparameter findet sich in Abschnitt 3.5. Wihrend in (dT);g mit der Bildung von
Photoschidden zu rechnen ist, sollten in dem photostabilen Adenin-Homopolymer poly(A)
keine Verdanderungen auftreten. Tatsdchlich konnten fiir poly(A) im Rahmen der Messun-
genauigkeiten keine Absorptionsdnderungen nachgewiesen werden. Dagegen sind in (dT);g
bei vergleichbaren Strahlungsdosen deutliche Verdanderungen in der IR-Absorption sichtbar.
Die experimentellen Ergebnisse an drei Thymin-Derivaten werden im folgenden Abschnitt
vorgestellt.

4.3.1 Thymin-Derivate: IR-Signatur von Photoprodukten

In den Belichtungsexperimenten wird die Auswirkung von UV-Strahlung auf die IR-Absorption
von (dT);s und TMP sowie einem Thymidin-Dinukleotid (TpT) untersucht. Die Proben besitzen
eine Konzentration von etwa 10 mM bezogen auf die Thymin-Basen und eine Schichtdicke
von etwa 90 ym. Abbildung 4.6 zeigt die IR-Absorptionsspektren in Abhingigkeit von der
Belichtungsdauer und die aus der Subtraktion der Ausgangs-Spektren von den Spektren nach
einer bestimmten Belichtungsdauer At resultierenden Differenzspektren. Die Beobachtungen
lassen sich wie folgt zusammenfassen:
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Abb. 4.6: Absorptions- und Differenz-Spektren fur (dT);s, TpT und TMP in Abhangigkeit von der
Strahlungsdosis. Die Belichtung erfolgt bei einer Wellenldnge von 266 nm mit einer Strahlungsintensitat
von ly ~ 2 mW/cm? bzw. 4-1;. An allen drei Thymin-Derivaten zeigen sich spektrale Anderungen, die auf
die Bildung a&hnlicher Photoprodukte hinweisen. Die gestrichelt eingezeichneten Linien in den Spektren
von (dT);s und TpT kennzeichnen die Position firr die in Abbildung 4.7 dargestellten Zeitverlaufe.
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4 Stationire Charakterisierung der Modell-Systeme

(1) In (dT),5 zeigt sich bereits nach einer kurzen Belichtungsdauer von 60 s mit einer Strah-
lungsintensitit von Iy = 2mW/cm? eine deutliche Abnahme der Absorption im Bereich der
hochfrequenten C=C und C=0 Doppelbindungen. Am stirksten sind die Absorptionsdnderun-
gen um 1630 cm™!. Dieser Spektralbereich ist mit der C5=C6 Doppelbindung verkniipft, und
die Abnahme deutet auf ein Verschwinden dieser Bande hin. Zusitzlich entstehen mit zuneh-
mender Belichtungsdauer und Strahlungsdosis neue Banden im Fingerprint-Bereich zwischen
1500 und 1300 cm~!. Die Maxima dieser Banden liegen bei 1465, 1402 und 1320 cm !,

(i1) Bei der Belichtung von TpT findet man ebenfalls deutliche Absorptionsinderungen.
Die spektrale Signatur dieser Anderungen stimmt gut mit den Anderungen in (dT),s iiberein.
Zudem erfolgen die Absorptionsianderungen auf einer zu (dT);g vergleichbaren Zeitskala.

(iii) Auch bei der Belichtung von TMP treten mit zunehmender Strahlungsdosis Absorpti-
onsdnderungen auf, die an sehr dhnlichen Spektralpositionen wie in (dT);s und TpT liegen.
Allerdings sind die Amplituden fiir diese Absorptionsénderungen bei vergleichbaren Belich-
tungsdauern etwa einen Faktor 20 geringer.

Die Ubereinstimmung in den spektralen Positionen der Absorptionsinderungen zeigen, dass
in allen drei Proben durch die UV-Strahlung Photoreaktionen induziert werden, die offenbar zu
denselben Photoprodukten fithren. Nimmt man an, dass es sich dabei um eine bi-molekulare
Photoreaktion handelt, miissen zwei Bedingungen erfiillt sein: (i) Zwei Molekiile miissen sich
in der Losung so nahe kommen, dass eine Reaktion moglich ist. (ii) Eines der Molekiile muss
in einem reaktiven Zustand sein, der die Reaktion ermdglicht.

Der groBle Unterschied zwischen den Oligomeren (dT),;s und TpT einerseits und dem
Monomer TMP andererseits lésst sich wie folgt erkldren: Wird ein TMP-Molekiil angeregt,
ist eine Reaktion mit einem weiteren TMP-Molekiil durch die Lebensdauer des angeregten
Zustands und die Wahrscheinlichkeit fiir einen Kontakt mit einem zweiten TMP-Molekiil
limitiert. Fiir TMP-Molekiile in Losung sind demnach drei Mechanismen denkbar [Fis70]:

1. diffusionskontrollierte Reaktion zwischen einem Molekiil im Grundzustand und einem
Molekiil in einem angeregten Singulett-Zustand;

2. diffusionskontrollierte Reaktion zwischen einem Molekiil im Grundzustand und einem
Molekiil in einem angeregten Triplett-Zustand;

3. Photoreaktion in einem Aggregat aus zwei oder mehr TMP-Molekiilen.

Aufgrund der geringen Konzentration (< 0,01 M) und den aus zeitaufgelosten Experimenten
bekannten kurzen Lebensdauern von Singulett-Zustinden (7 < 10712 s) ist eine diffusionslimi-
tierte Reaktion iiber einen angeregten Singulett-Zustand duflerst unwahrscheinlich. Typische
Diffusionskonstanten (D) fiir Fliissigkeiten liegen bei Raumtemperatur etwa bei 1071%m?/s.
Daraus ergibt sich eine Diffusionslinge (L = (D - 7)'/?) von lediglich 10~'! m fiir die kurzle-
bigen Singulett-Zustidnde. Diese Wegstrecke — unterhalb einer atomaren Bindungslinge —
steht einem mittleren Abstand von etwa 2 - 10~7 m bei einer isotropen Verteilung der Molekiile
gegeniiber. Entsprechend sind innerhalb der Singulett-Lebensdauer keine Sto3prozesse und
Photoreaktionen zu erwarten. Die geringen Wechselwirkungen zwischen den Thymin-Basen
lassen bei den verwendeten Konzentrationen zudem nur einen sehr geringen Anteil an Thymin-
Aggregaten erwarten [Sol68]. Mit diesen Uberlegungen und der Tatsache, dass die Rate fiir
Thymin-Basen in Losung durch Triplett-Loscher wie Sauerstoff beeinflusst werden kann, wird
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4.3 Stationére Belichtungsexperimente

fiir die zwischen TMP-Molekiilen in Losung beobachteten Photoreaktionen eine diffusionsli-
mitierte Reaktion iiber einen langlebigen Triplett-Zustand (Lebensdauer im Bereich von 10~¢
Sekunden) postuliert [Fis70]. Diese Reaktionen sind jedoch aufgrund der geringen Besetzung
von Triplett-Zustinden (~ 1-2 %) und dem auf etwa 4 ns beschrinkten Messbereich in den
zeitaufgelosten Messungen nicht von Bedeutung. Dagegen befinden sich im Oligomer (dT);s
und dem Dinukleotid TpT einzelne Basen bereits in unmittelbarer Nihe zu den Reaktions-
partnern. In diesem Fall sind die Photoreaktionen nicht mehr diffusionslimitiert und dadurch,
wie in den Experimenten beobachtet, wesentlich hohere Reaktionsraten moglich. Jetzt konnen
sowohl ein kurzlebiger Singulett- als auch ein langlebiger Triplett-Zustand als Intermediate fiir
eine Photoreaktion dienen [Eis67].
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Abb. 4.7: Vergleich der Absorptionséanderungen unter UV-Belichtung fur (dT),s und TpT bei einer
Wellenzahl von 1402 cm~—!. Das Inset zeigt die initialen Absorptionsanderungen, deren Steigung ein
Ma fir die Quantenausbeute der Photoreaktion ist.

Vergleicht man die Raten zwischen TpT und (dT),s genauer, zeigt sich dennoch ein deutlicher
Unterschied. In Abbildung 4.7 sind die Absorptionsidnderungen fiir TpT und (dT)s bei einer
Wellenzahl von 1402cm™~! in Abhingigkeit von der Belichtungsdauer aufgetragen. Nach
einem zundchst steilen Anstieg tritt in (dT),g nach einer Belichtungsdauer von etwa 600 s eine
Siattigung auf, die auf das Erreichen eines photostationiren Gleichgewichts hinweist. In TpT
ist die Steigung deutlich geringer und die nach 1500 s erreichte Absorptionsidnderung, die noch
nicht in eine Séttigung iibergegangen ist, groBer. Fiir eine Erkldarung dieser Beobachtung sind
zwei Punkte wichtig. Zum einen kann sich bei reversiblen Photoreaktionen ein Gleichgewicht
in Abhingigkeit von der Anregungswellenlidnge und der jeweiligen Absorptionseigenschaften
einstellen. Zum anderen konnen sterische Einschrinkungen und fehlende Partner dazu fiihren,
dass nicht alle Thymin-Basen an einer Reaktion teilnehmen kénnen. Zum Beispiel kénnen in
(dT);s nach einer Anhdufung von Photoschiaden — an denen jeweils zwei Basen beteiligt sind
— bei einer statistischen Verteilung im Einzelstrang nicht alle Basen an einem Photoschaden
beteiligt sein [Dee63]. Da diese Einschrinkung im Fall des Dinukleotids TpT wegfillt (mit der
Ausnahme fiir Reaktionen zwischen zwei TpT-Molekiilen) ist in dieser Probe wie beobachtet
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4 Stationire Charakterisierung der Modell-Systeme

mit einem hoheren Anteil an Photoprodukten im stationdren Gleichgewicht zu rechnen.

Ein Vergleich der Quantenausbeuten fiir beide Systeme ist durch den Vergleich der initialen
Steigung der Absorptionsdnderungen moglich. Fiir kleine Strahlendosen und kurze Belich-
tungsdauern (t — 0) ist die initiale Steigung der Konzentrationsédnderung (c,) der Produkte
bzw. die Absorptionsinderung (A,) (siehe Inset in Abbildung 4.7) direkt proportional zur
Quantenausbeute ® der Photoreaktion [Dee63, Fis70]:

de, dA,
— ~ — ~ -1 fii : 4.2
dt dt o furt— 0 ( )

Mit exakten Angaben zu den verwendeten Konzentrationen und den Extinktionskoeffizienten
lassen sich prinzipiell, wie in [Joh62] detailliert beschrieben, die Quantenausbeute fiir Photore-
aktionen unter UV-Belichtung berechnen. An dieser Stelle ist jedoch nur das Verhiltnis der
Quantenausbeute zwischen TpT und (dT);s von Interesse, das sich direkt aus einem Vergleich
der beiden Steigungen in Abbildung 4.7 ergibt. Dabei zeigt sich, dass die Quantenausbeute der
Photoreaktion in TpT etwa einen Faktor zwei geringer ist als in (dT);s. Dieser Unterschied
ldsst sich in einem einfachen Modell fiir eine bi-molekulare Photoreaktion erkldaren [Dee63].
Wihrend, abgesehen von den End-Basen des 18-mers, allen Thymin-Basen im (dT);g-Strang
nach UV-Anregung jeweils zwei Reaktionspartner zur Verfiigung stehen, ist in TpT nach
UV-Anregung nur ein potentieller Reaktionspartner vorhanden. Das hier bestimmte Verhiltnis
der Ausbeuten (2:1) ist in sehr guter Ubereinstimmung mit den Angaben in [Mar05] fiir die Bil-
dung von CPD-Photoschéden in poly(dT)so und TpT und ldsst vermuten, dass die beobachteten
Absorptionsdnderungen auf die Bildung dieser Photoschiden zuriickzufiihren sind.

4.3.2 Thymin-Dimere: Identifizierung und spektrale
Charakterisierung

Die stationdren Belichtungsexperimente des letzten Abschnitts haben gezeigt, dass es in (dT);5
nach UV-Bestrahlung zu Photoreaktionen kommt, die zur Bildung eines oder mehrerer Photo-
produkte fiihren. Sowohl die geringen Schadensraten bei der Belichtung von TMP, als auch das
Verhiltnis der Quantenausbeuten zwischen TpT und (dT);s deuten dabei auf eine bi-molekulare
Photoreaktion hin. Gleichzeitig weisen die damit verbundenen starken Absorptionsdnderungen
im Bereich der C5=C6 Doppelbindung der Thymin-Basen auf strukturelle Verdnderungen in
diesem Bereich hin. Alle diese Beobachtungen lieBen sich mit der Annahme einer Bildung
von Thymin-Dimerschédden erkldren. In diesem Fall konnten die beobachteten Absorptionsén-
derungen und die daraus bestimmten Differenzspektren als Nachweis fiir die Bildung dieses
Photoprodukts in den zeitaufgelosten IR-Messungen verwendet werden. Allerdings gibt es fiir
diese Schiden bisher keine Bandenzuordnung fiir den infraroten Spektralbereich. Aus diesem
Grund wird fiir die Identifizierung und Zuordnung der beobachteten Absorptionsidnderun-
gen ein Vergleich der IR-Absorptionsspektren und der beobachteten Absorptionsinderungen
mit den Spektren von Modell-Substanzen durchgefiihrt und obige Annahme experimentell
tiberpriift.
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Dimer-Modell-Substanzen

Die fiir diesen Zweck ausgewihlten Molekiile und deren IR-Absorptionsspektren sind in Abbil-
dung 4.8 dargestellt. Die Spektren gehoren zu zwei Photodimeren, die als Modell-Systeme fiir
CPD-Schiiden eingesetzt werden?. Die Molekiile stellen Thymidin-Dimere dar, deren Zucker
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Abb. 4.8: Stationare IR-Absorptionsspekiren der schematisch dargestellten Modell-Dimere csDMC
und tsDMC. Die Unsicherheit bei der Angabe der Extinktionskoeffizienten betragt etwa 20 %. Im
Lésungsmittel D,O sind die Amino- und die Hydroxy-Gruppen der Molekiile durch Deuteriumatome
ersetzt. Diese Modifikation wurde in der Darstellung nicht berlcksichtigt.

iber ein Formacetal (-CHs-) anstelle einer Phosphodiester-Gruppe miteinander verbunden sind.
Sie werden deshalb auch als ,,Phosphodiester-Analog* bezeichnet. In NMR-Experimenten
(,,nuclear magnetic resonance, NMR)* konnte gezeigt werden, dass der Ersatz des Phospho-
diesters nur zu geringen strukturellen Anderungen im Vergleich zu ,,nativen Dimer-Strukturen
in der DNA fiihrt [Vea93]. Diese Modell-Dimere lassen sich gezielt in DNA-Stringe integrieren
und ermoglichen zum Beispiel die Untersuchung von DNA-Protein-Wechselwirkungen (siehe
Abschnitt 2.2.4 zu DNA-Photolyasen). Die hier untersuchten Molekiile sind Stereo-Isomere
beziiglich der Anordnung der Basen. Die Basen befinden sich entweder in cis-syn oder in
trans-syn Stellung. Entsprechend werden die Molekiile im Weiteren durch csDMC (cis-syn-
“Dimer Model Compound*‘) bzw. tsDMC (trans-syn-“Dimer Model Compound*‘) abgekiirzt.
Sowohl das cis-syn- als auch das trans-syn-Isomer konnten in einzelstringiger DNA nach
UV-Bestrahlung zwischen Thymin-Basen nachgewiesen werden. In der DNA-Doppelhelix tritt
das trans-syn-Isomer jedoch praktisch nicht auf [Fri04].

Die beiden Modell-Substanzen unterscheiden sich relativ deutlich in den IR-Spektren. Zum
einen ist im Bereich der C=C und C=0 Doppelbindungen um 1630 cm~! die Absorption des
cis-syn-Dimers deutlich ausgeprigter. Zum anderen ist die breite Absorptionsbande des cis-syn-

Die Synthese dieser Molekiile wird in [But98] beschrieben und erfolgte in der Arbeitsgruppe von Prof. T.
Carell, Fakultit fiir Chemie und Pharmazie, LMU Miinchen.
“engl.: Kern-Spin-Resonanz-Tomographie
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4 Stationire Charakterisierung der Modell-Systeme

Dimers um 1480 cm™! im trans-syn-Dimer in zwei Banden aufgespalten. Vor allem das Auftre-
ten der ausgepriigten Schulter um 1630 cm~! im csDMC-Molekiil ist zunichst iiberraschend,
da in beiden Molekiilen gemif der Zuordnung in Tabelle 4.2 keine C5=C6-Doppelbindung
vorliegt. Offenbar ist dies Ausdruck der Beteiligung der C=0 Doppelbindungs-Schwingungen,
die in diesem Spektralbereich zur Absorption beitragen und sensitiv auf die Anordnung der
Basen reagieren. In diesem Bereich zeigen sich auch beim Vergleich zwischen der Absorption
von TMP, TpT und (dT),s deutliche Unterschiede. Die weitere Diskussion beschréankt sich
aus diesem Grund auf den Vergleich der Spektren im Fingerprint-Bereich zwischen 1550 und
1300cm ™}, in dem TMP, TpT und (dT);s sehr dhnliche Absorptionsspektren besitzen.

Spektraler Nachweis von Thymin-Dimeren

Einen direkten Vergleich zwischen den Ergebnissen aus den Belichtungsexperimenten an TpT
und (dT),s mit den zu erwartenden Absorptionsidnderungen bei der Bildung von CPD-Schiden
erlauben die Spektren in Abbildung 4.9. In Abbildung 4.9 A sind die IR-Absorptionsspektren

(A —_csDMC

Absorbance

3 ./ ——csDMC-TpT Y
g - -~ tsDMC - TpT
5 —
2 (©)
<
<

%WMTW\A

1 1 (dT)18| 1
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Abb. 4.9: (A) Stationdre Absorptionsspektren von TpT und den Dimer-Molekilen tsDMC und
csDMC.(B) Differenzspektren zwischen den Modell-Dimeren und TpT. (C) Differenzspektren von
TpT und (dT);s nach UV-Bestrahlung. Die sehr gute Ubereinstimmung des Differenzspektrums von
(dT)1s in (C) mit der Differenz zwischen csDMC und TpT in (B) zeigt, dass bei der Belichtung von (dT);s
im Wesentlichen das cis-syn-Dimer gebildet wird.

der DMC-Molekiile und des Dinukleotids TpT dargestellt. Durch Subtraktion des TpT-Spek-
trums (blau) von den Dimer-Spektren (csDMC = durchgezogene, tsDMC = gestrichelte Linie)
ergeben sich die in Teil (B) der Abbildung gezeigten Differenzspektren. Diese Differenzspek-
tren entsprechen den bei der Bildung von Dimerschidden in TpT zu erwartenden Absorpti-
onsdnderungen fiir den Fall, dass entweder nur trans-syn-Dimere oder nur cis-syn-Dimere
gebildet werden. Diese Spektren kdnnen nun direkt mit den aus den Belichtungsexperimenten
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erhaltenen Differenzspektren fiir TpT (griin) und (dT);g (rot) in Abbildung 4.9 C verglichen
werden.

Das Differenzspektrum von (dT);s stimmt sehr gut mit dem Differenzspektrum fiir das
cis-syn-Dimer iiberein. Dies zeigt, dass bei der UV-Bestrahlung von (dT);s im Wesentlichen
nur der cis-syn CPD-Schaden gebildet wurde und andere Schadenstypen offenbar nur eine
untergeordnete Rolle spielen. Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung mit den Literatur-
angaben zu den relativen Ausbeuten fiir weitere Photoprodukte. Zum Beispiel wurde beim
Vergleich der Ausbeuten fiir CPD-Schiden und (6-4)-Photoprodukten (siehe Abschnitt 2.2.2)
bei der Belichtung von (dT)y ein Verhiltnis von 10:1 gefunden [Mar05]. Belichtungsexperi-
mente an poly(dT) ergaben sogar ein Verhiltnis von etwa 50:1 [Mit84]. Vergleicht man dagegen
das Differenzspektrum aus dem Belichtungsexperiment fiir TpT mit dem zu erwartenden Dif-
ferenzspektren fiir das cis-syn-Dimer in Abbildung 4.9 B zeigen sich kleine Abweichungen.
Vor allem die Absorptionsinderung bei 1480 cm™! ist geringer als man bei der Bildung des
cis-syn-Dimer erwarten wiirde. Eine Erkldrung fiir diesen Unterschied wire die Bildung eines
hoheren Anteils an trans-syn-Isomeren zwischen den Thymin-Basen in TpT. Tatsédchlich wird
in [Joh64] ein Verhiltnis von etwa 5:1 fiir die Bildung der beiden Isomere in TpT angegeben.

Der Vergleich der Differenzspektren mit den Dimer-Modell-Molekiilen zeigt, dass bei der
UV-Belichtung von (dT),s im Wesentlichen nur der cis-syn-Dimer erzeugt wird. Entsprechend
sollte sich das hier bestimmte Differenzspektrum mit der fiir Dimer-Schéden typischen IR-
Signatur auch fiir den Nachweis dieser Schidden in den zeitaufgelosten Messungen eignen.

Absorptionsspektrum von Dimerschaden in (dT);s

In den zeitaufgelosten Messungen soll neben einem Nachweis der Dimer-Bildung auch eine
Bestimmung der Quantenausbeuten fiir CPD-Schédden in (dT),g erfolgen. Zu diesem Zweck
miissen die bei einer bestimmten Strahlendosis auftretenden Absorptionsénderungen mit der
Absorption der Thymin-Basen vor der Belichtung und der Absorption eines reinen Thy-
min Dimer-Spektrums verglichen werden. Dieser Vergleich kann entweder mit dem oben
bestimmten IR-Spektrum fiir das csDMC-Molekiil oder direkt mit einem aus den Belichtungs-
experimenten an (dT);g bestimmten Spektrum erfolgen. Fiir den direkten Vergleich mit den
zeitaufgelosten Messungen ist der zweite Ansatz der direkte und deshalb geeignetere Weg.

Aus Belichtungsexperimenten an Thymidin-Dinukleotiden und dem Polymer poly(dT) in
wissriger Losung ist bekannt, dass sich bei hohen Strahlungsdosen ein von der Anregungs-
wellenlidnge abhingiges photostationires Gleichgewicht einstellt. Zum Beispiel ist nach den
Angaben in [Dee63] bei einer Anregungswellenlinge von 266 nm zu erwarten, dass etwa 60-
70 % der Thymin-Basen an einem Dimerschaden beteiligt sind. Bei weiterer Belichtung kénnen
dann auch nicht reversible Folgeprozesse wie die zunehmende Bildung von (6-4)-Schédden von
Bedeutung werden. Das fiir einen Dimer-Schaden in (dT);g typische IR-Spektrum ldsst sich
aus den Differenzspektren gewinnen. Dazu wird zum Differenzspektrum nach einer relativ
kurzen Belichtungsdauer (60 s) — auf diese Weise lassen sich Effekte durch die Anhidufung
von Dimer-Schidden und ein signifikanter Anteil anderer (nicht reversibler) Photoschiden
vermeiden — das bei der Belichtung ausgeblichene Grundzustandsspektrum von (dT)g addiert.
In Abbildung 4.10 ist ein auf diese Weise gewonnenes Absorptionsspektrum zusammen mit
dem Absorptionsspektrum von (dT),s gezeigt. Die angegebene Extinktion bezieht sich auf
jeweils eine Base im Oligomer bzw. eine Base eines Dimer-Schadens in (dT);s.
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Abb. 4.10: Vergleich des Extinktionskoeffizienten pro Base fiir (dT),s (rot) und einem aus den Beli-
chungsexperimenten berechneten Thymin-Dimer (schwarz). Im Fingerprint-Bereich sind drei fir das
Thymin-Dimer charakteristische Markerbanden zu sehen.

4.4 Zusammenfassung der wichtigsten
Absorptionseigenschaften

Die wichtigsten UV-Absorptionseigenschaften der im niachsten Kapitel mit zeitaufgelosten
Methoden untersuchten Molekiile sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst. Die Tabelle enthélt

Probe Mm Mmax €260 Konz. Aoro Aphoton(—:ln
[g/mol] [nm]  [M*cm™]  [mM] [OD] [%]
AMP 347 259 15020 6,9 0,47 66
poly(A) n.d. 257 9800 6,8 0,35 55
TMP 322 267 8560 9 0,7 80
(dT)1s 5413 265 7800 10 0,67 79

Tabelle 4.3: Zusammenfassung der wichtigsten spektroskopischen Eigenschaften der untersuchten
Proben. Die Extinktionskoeffzienten ¢ der Monomere sind [Cav04] entnommen. Details zu den Extinkti-
onskoeffizient der Polymere finden sich in Anhang D. Die Angaben zur Absorption beziehen sich auf
eine Schichtdicke von ~ 90 um und die angegebenen Konzentrationen.

neben den molekiilspezifischen Angaben (Molare Masse, Position des Absorptionsmaximumes,
Extinktionskoeffizient) auch die in den zeitaufgeldsten Experimenten verwendeten Konzen-
trationen und die bei einer Schichtdicke von 90 ym daraus resultierende Absorption bei der
Anregungswellenldnge von 272 nm. Zusitzlich ist der Anteil der absorbierten Photonen in Pro-

zent angegeben. Details zu den angegebenen Extinktionskoeffizienten finden sich in Anhang
D.
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4.4 Zusammentassung der wichtigsten Absorptionseigenschatten

AMP und poly(A)

Fiir die beobachtete Absorption im UV-Bereich mit einem Maximum bei etwa 260 nm sind
nr*-Uberginge der Adenin-Basen verantwortlich. Beim Vergleich der Extinktion pro Base
zwischen AMP und poly(A) zeigt sich ein starker Hypochromie-Effekt, der sich durch den
hohen Anteil gestapelter Basen (65 %) in der poly(A)-Helix erklédren ldsst [Dew79].

Im infraroten Spektralbereich liegen zwischen 1750 und 1650 cm ™! zwei Absorptionsban-
den, die Schwingungsmoden im Bereich der Doppelbindungen der Adenin-Basen zugeordnet
werden konnen. Eine Auswirkung der Basen-Basen-Wechselwirkung auf die Schwingungsmo-
den ist auch in diesem Spektralbereich zu beobachten. Sie duflert sich in einer Abnahme der
Extinktion und einer kleinen spektralen Verschiebung der poly(A)-Banden gegeniiber AMP.
Der mogliche Einfluss dieser Wechselwirkung auf die Besetzung elektronischer Zustdnde nach
UV-Anregung wird im ndchsten Kapitel mit zeitaufgeldster IR-Spektroskopie untersucht.

TMP und (dT)s

Die breite UV-Absorption der Thymin-Derivate mit einem Maximum bei etwa 266 nm wird
durch einen 7w7*-Ubergang verursacht. Im Gegensatz zu den Adenin-Derivaten zeigt sich zwi-
schen dem Monomer TMP und dem Oligomer (dT);s dabei jedoch kein groer Hypochromie-
Effekt. Dies ist auf die geringen Wechselwirkungen zwischen den Thymin-Basen in (dT);g
zuriickzufiihren. Da in den zeitaufgeldsten Experimenten die Messungen an TMP direkt mit
den Messungen an (dT);g verglichen werden sollen, werden fiir diese Experimente die Kon-
zentrationen der beiden Probenldsungen so gewihlt, dass die Absorption im Bereich der
Anregungswellenlidnge (272 nm) moglichst gleich groB ist. Auf diese Weise wird sichergestellt,
dass in beiden Proben in etwa der gleiche Anteil an Photonen absorbiert, und damit der etwa
gleiche Anteil an Basen angeregt wird. Der Vergleich der Angaben in Tabelle 4.3 zeigt, dass
dies fiir eine Konzentration von etwa 10 mM fiir (dT);s und eine Konzentration von etwa 9 mM
fiir TMP in guter Niherung gegeben ist.

Im infraroten Spektralbereich zwischen 1800 und 1500 cm~" liegen intensive Absorptions-
banden, die Schwingungsmoden im Bereich der C=C- und C=0O-Doppelbindungen der Basen
zugeordnet werden konnen. Zwischen 1500 und 1300 cm ™! zeigen sich schwiichere Absorp-
tionsbanden mit Einfachbindungscharakter. Ihre Zuordnung wird dadurch erschwert, dass
diese Schwingungsmoden stark delokalisiert sind und Auslenkungen vieler Atome bewirken.
Dennoch besitzt dieser Bereich eine hohe Substanz- und Struktur-Spezifitit [Gue96]. Wihrend
im hochfrequenten Bereich der C=0 und C=C Doppelbindungen deutliche Unterschiede zwi-
schen TMP und (dT);s auftreten, zeigen die Spektren im Fingerprint-Bereich sehr dhnliche
Absorptionseigenschaften. Diese Ubereinstimmung sollte in den zeitaufgelosten Experimenten
einen sehr guten direkten Vergleich zwischen TMP und (dT);g erlauben.

Mit stationdren Belichtungsexperimenten konnte in (dT);g die Bildung von Thymin-Dimer-
schiden nachgewiesen werden. Diese Photoprodukte zeichnen sich durch charakteristische
Absorptionsbanden bei 1465, 1402 und 1320 cm™~! im Fingerprint-Bereich des IR-Spektrums
aus. Durch einen Vergleich mit Dimer-Modell-Molekiilen konnte gezeigt werden, dass das
Hauptprodukt bei der UV-Belichtung von (dT);g das cis-syn-Dimer zwischen zwei Thymin-
Basen ist. Dieser Schaden ist mit dem bei weitem am haufigsten gebildeten Photoschaden
in doppelstrangiger DNA [Fri04] identisch. Damit konnen die bei der Belichtung von (dT);5
erhaltenen Differenzspektren im Folgenden als Referenzspektren fiir die Bildung von Thymin-
Dimeren in den zeitaufgeldsten IR-Messungen verwendet werden.
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5 Zeitaufgeloste Anreg-Abtast-Experimente

Die stationdre Charakterisierung der DNA- und RNA-Modellsysteme des letzten Kapitels
zeigt, dass im infraroten Spektralbereich eine Reihe charakteristischer Schwingungsbanden
von Adenin- und Thymin-Derivaten liegen. Dieser Spektralbereich zeichnet sich durch eine
hohe Struktursensitivitit aus, die zum Beispiel im Fall der Thymin-Derivate den eindeutigen
Nachweis von CPD-Schiéden erlaubt. In diesem Kapitel stehen nun die nach UV-Anregung
auftretenden photophysikalischen und photochemischen Prozesse im Vordergrund, die mit
Hilfe der zeitaufgelosten IR-Spektroskopie untersucht werden. Eine detaillierte Beschreibung
des Messablaufs und der experimentellen Parameter findet sich in Kapitel 3.

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels werden zunédchst am Beispiel des Adenosin-5’-Mono-
phosphats (AMP) die fiir DNA-Molekiile typischen Signalbeitrige der zeitaufgelosten Anreg-
Abtast-Experimente diskutiert. Anschliefend werden die Messungen am Monomer AMP mit
Messungen am Polymer poly(A) verglichen und die Ergebnisse in Hinblick auf die Auswir-
kungen der Basen-Basen-Wechselwirkung im Polymer diskutiert. Der dritte Abschnitt zeigt
die zeitaufgelosten IR-Messungen am Monomer Thymidin-5’-Monophsophat (TMP) und dem
Oligomer (dT);s. Die Messergebnisse an den beiden Thymin-Derivaten werden miteinander
verglichen und in Bezug auf die auftretenden elektronischen Zustinde und die Bildung von
Thymin-Dimeren diskutiert.

5.1 Typische Signalbeitrage

In den zeitaufgeldsten IR-Messungen treten einige Signalbeitrdge auf, die fiir Anreg-Abtast-
Experimente mit kurzen Lichtimpulsen typisch sind bzw. durch die fiir DNA-Basen charak-
teristische schnelle interne Konversion hervorgerufen werden. Diese IR-Signaturen lassen sich
am Besten an einem Molekiil untersuchen, iiber dessen photophysikalische Eigenschaften
bereits viel bekannt und in dem nicht mit photochemischen Reaktionen zu rechnen ist. Dazu
gehort das Molekiil AMP.

In Abbildung 5.1 A sind Teile der zeitaufgelosten IR-Messungen an AMP nach UV-
Anregung in Abhingigkeit von der Wellenzahl und der Verzogerungszeit dargestellt. Die
Konturdarstellung umfasst einen Spektralbereich von 1670 bis 1540 cm™! und zeigt die Ab-
sorptionsdnderungen fiir einen Zeitbereich bis 20 ps nach der Anregung. Zusitzlich sind
das Grundzustands-Absorptions-Spektrum und transiente Spektren fiir verschiedene Verzoge-
rungszeiten angegeben. Negative Absorptionsidnderungen (Ausbleich-Signale, blau) werden
durch die Entvolkerung des Grundzustands hervorgerufen. Positive Absorptionsinderungen
(Induzierte Absorptionen, rot) sind auf die Absorption angeregter Zustinde und moglicher
Photoprodukte zuriickzufiihren. Die Zeitverldufe an den gestrichelt markierten Spektralpositio-
nen sind in Abbildung 5.1 B wiedergegeben. Diese Darstellung umfasst Verzogerungszeiten
zwischen -2 und +10 ps und zeigt neben den Messdaten von AMP zum Vergleich auch die
Daten der bereits in Abschnitt 3.4 diskutieren Messungen am reinen Losungsmittel.
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Abb. 5.1: Darstellung der zeitaufgeldsten IR-Messergebnisse an Adenosin-5’-Monophosphat (AMP).
(A) Konturdarstellung, Grundzustands-Absorptionsspekirum und transiente Spektren. Die in der Kontur-
darstellung sichtbaren Absorptionsédnderungen lassen sich in drei Zeitbereiche unterteilen. (1) tp < 0 ps:
Negative Absorptionsanderungen (Ausbleichen) und oszillatorisches Verhalten. (2) tp = 0 ps: Spekiral
breite induzierte Absorption Gberlagert durch Ausbleich-Signale. (3) tp > 0 ps: Zerfall einer breiten
induzierten Absorption (1615 - 1580cm~! und 1565 - 1540 cm~!) und Erholung der Ausbleich-Signale.
Das Maximum der induzierten Absorption verschiebt sich dabei deutlich zu gréBeren Wellenzahlen.
(B) Zeitverlaufe der Absorptionsanderungen an den in der Konturdarstellung mit gestrichelten Linien
markierten Spektralpositionen. Die blaue Linie zeigt die Messergebnisse am L&sungsmittels D,O.

Die Absorptionsdnderungen lassen sich in drei Zeitbereiche einteilen, die in der Abbil-
dung durch die Zahlen 1 bis 3 markiert sind. (1) Bereits vor dem Zeitnullpunkt (negative
Verzogerungszeiten) treten negative Absorptionsénderungen an den Positionen der Grund-
zustandsbanden (1624 und 1577 cm™!) und Oszillationen auf. (2) Am Zeitnullpunkt ist eine
starke und spektral breite induzierte Absorption zu sehen, die an den Positionen der Grundzu-
standsbanden durch negative Beitrige moduliert wird. (3) Fiir Verzogerungszeiten grofer 1
ps wird die Konturdarstellung durch den Zerfall einer spektral breiten induzierten Absorption
zwischen 1615 und 1580 cm™*! sowie zwischen 1565 und 1540 cm~! dominiert. Diese Beitriige
schliefen sich zu kleineren Wellenzahlen an die starken Ausbleich-Signale im Bereich der
Grundzustandsbanden an und fiihren zu den in den transienten Spektren auftretenden sigmoi-
dalen Signaturen. Wihrend die Position des maximalen Ausbleich-Signals im Wesentlichen
konstant bleibt, verschiebt sich das Maximum der induzierten Absorption zwischen einer und
zehn Pikosekunden deutlich (~ 30 cm™!) zu groBeren Wellenzahlen. Die Reduktion des Aus-
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bleichens bei 1623 cm™! und der Zerfall der induzierten Absorption bei 1601 cm™~! erfolgen
entsprechend den Zeitverldufen in Abbildung 5.1 B mit einer Zeitkonstante von etwa 3 ps. Im
Folgenden werden die Ursachen fiir diese Absorptionsdnderungen diskutiert.

5.1.1 Ausbleichen und Oszillationen vor dem Zeitnullpunkt

Das Ausbleichen und die Oszillationen vor dem Zeitnullpunkt lassen sich durch den gestorten
freien Induktionszerfall (,,perturbed free induction decay*, PFID) erkliren. Dieser Effekt tritt in
spektral- und zeitaufgelosten Anreg-Abtast-Experimenten auf, in denen die Zeitauflosung und
damit die Impulsdauer der infraroten Abtast-Impulse unterhalb der Phasenrelaxationszeit (Ts)
der betrachteten Schwingungsmoden liegt. Detaillierte Ausfiihrungen und eine mathematische
Beschreibung zu diesem Effekt finden sich zum Beispiel in [Wyn95, Ham95]. An dieser Stelle
soll nur das zugrunde liegende Prinzip kurz dargelegt werden.

Die Bandbreite der betrachteten Schwingungsiiberginge liegt typischerweise in einem
Bereich von etwa 20 cm ™! (FWHM). Entsprechend betriigt die Phasenrelaxationszeit! etwa
0,5 ps. Diese Zeit ist deutlich lidnger als die Impulsdauer (myr < 150 fs) der bei der Messung
beteiligten IR-Lichtimpulse. Fiir negative Verzogerungszeiten erreicht der infrarote Abtast-
Impuls die Probe vor dem Anregungs-Impuls und erzeugt dort eine kohirent schwingende
Polarisation. Die Felder des Abtast-Lichts und der Polarisation, die ebenfalls in Richtung des
Abtast-Impulses abgestrahlt werden, interferieren und werden im Experiment spektral aufgelost
detektiert. Erreicht der Anregungs-Impuls die Probe erst nach Abklingen der kohérenten
Polarisation, kann dieser den Zerfall der Polarisation nicht beeinflussen und man erwartet kein
Differenzsignal. Ist jedoch die kohérente Polarisation beim Eintreffen des Anreg-Impulses noch
nicht abgeklungen, kann dieser das zeitliche und spektrale Abstrahlungsverhalten der Probe
verdndern und beeinflusst damit die am Detektor auftreffenden elektromagnetischen Felder und
gemessenen Intensititen. Dieser Fall zeigt sich am Maximum der Grundzustandsbande (7) in
Abbildung 5.1 durch eine negative Absorptionsidnderung, die mit der Dephasierungszeit To der
Schwingungsmode abklingt. Fiir Wellenzahlen mit v # 1, duert sich der PFID dagegen durch
ein oszillatorisches Verhalten.

Durch den PFID wird die maximal mogliche Zeitauflosung fiir die Beobachtung von Ban-
den limitiert, die nach der Anregung ausbleichen. Bei neu entstehenden Absorptionsbanden
tritt dieser Effekt dagegen nicht auf und sie kdnnen mit der maximalen Zeitauflosung des
Spektrometers beobachtet werden.

5.1.2 Signale am Zeitnullpunkt

Am Zeitnullpunkt ist in Abbildung 5.1 eine starke und spektral breite Absorptioninderung zu
sehen, deren Amplitude auf einer Zeitskala von wenigen hundert Femtosekunden zerfillt. Zu
diesem Signal konnen sowohl die Absorptionsdnderung der Probe als auch die fiir Anreg-Abtast-
Experimente typischen nichtlinearen Effekte (siehe Abschnitt 3.4) beitragen. Im Folgenden
werden die fiir die Studien an Nukleinsiduren in wéissriger Losung wesentlichen Prozesse
diskutiert.
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5 Zeitaufgeloste Anreg-Abtast-Experimente

Lésungsmittelbeitrag

Ein Beitrag zur Absorptionsidnderung am Zeitnullpunkt ist, wie in Abschnitt 3.4.1 ausfiihrlich
diskutiert, durch das Losungsmittel D,O zu erwarten. Es zeigt unter den gewihlten Anre-
gungsbedingungen ebenfalls eine breite induzierte Absorption am Zeitnullpunkt, die auf die
Erzeugung eines Vorlidufers des solvatisierten Elektrons (OD:e™) zuriickgefiihrt werden kann
[Reu96, Lae00, ThaO4]. Diese Spezies bildet ein Intermediat (Zerfallszeit 100 - 200 fs) bei
der Zwei-Photonen-lonisation (,,Two Photon Absorption*, TPA) der Losungsmittel-Molekiile
und besitzt einen sehr hohen Extinktionskoeffizienten (e ~ 50000 - 100000M~'cm~! ) im
MIR-Bereich. Die Zeitverldufe der Absorptionsinderung fiir AMP und das reine Losungsmittel
sind in Abbildung 5.1 B fiir drei Spektralpositionen gezeigt. Tatsdchlich ist am Zeitnullpunkt in
AMP ein Signalbeitrag zu sehen, der im Rahmen der Zeitauflosung sehr dhnlich zu der Signatur
im Losungsmittel ist. Die in AMP auftretende Amplitude kann jedoch nicht alleine durch
einen Beitrag des Losungsmittels erklidrt werden. Die Bildung der solvatisierten Elektronen ist
ein Zwei-Photonen-Prozess und hingt damit quadratisch von der Anregungs-Intensitit ab. In
der AMP-Probe wird jedoch ein Grof3teil der Anregungs-Photonen durch die Adenin-Basen
absorbiert und damit die Intensitédt der Anregung mit der Schicht-Tiefe deutlich verringert. Bei
der verwendeten Konzentration und Schichtdicke sollte der Beitrag des Losungsmittels um
etwa einen Faktor drei geringer sein als im reinen Losungsmittel. Da die beobachteten Absorp-
tionsidnderungen in AMP und D-O jedoch etwa gleich grof} sind, miissen weitere Prozesse bei
der Interpretation beriicksichtigt werden.

Photo-lonisation von DNA-Basen

Eine Moglichkeit wire die Photoionisation der Adenin-Basen. Auch bei diesem Prozess ist als
Vorstufe zum solvatisierten Elektron ein wie in [And00] und [Lae00] beschriebener (OD:e™)-
Komplex zu erwarten, der wie im reinen Losungsmittel zur Absorptionsidnderung im MIR
beitridgt. Da die Ionisierungsenergien fiir DNA-Nukleotide in einem Bereich zwischen 4,5
und 5,5 eV liegen [Fer98], konnen in Experimenten mit Photonen-Energien von etwa 4,7 eV
(266 nm =~ 4,65 eV) sowohl Ein- als auch Zwei-Photonen-Prozesse zur Ionisation von DNA-
Basen fiithren [CHn02, Mar06, Reu00]. Wihrend die Ausbeute fiir die Ein-Photonen-Ionisation
von dAMP sehr klein ist (< 10~%) [Mar06], kann bei der Verwendung sehr hoher Anregungs-
Intensititen (20 - 200 GW/cm?) jedoch die Ionisierung der Basen iiber eine Zwei-Photonen-
Absorption (2 x 266 nm ~ 9,3 eV) von Bedeutung werden [Reu00]. In diesem Fall wird fiir
die Ionisation ein Zwei-Stufen-Prozess vorgeschlagen, wie er schematisch in Abbildung 5.2
dargestellt ist. Dieses Reaktionsschema orientiert sich an den Ausfiihrungen in [Reu96, Lae00]
und stellt ein einfaches Modell zur Visualisierung der Prozesse dar, dass keinen Anspruch auf
Vollstiandigkeit erhebt. Bei der Zwei-Stufen-Absorption wird durch die Absorption des ersten
UV-Photons zunichst der S;-Zustand der Base bevolkert. AnschlieBend kann ein weiteres U V-
Photon absorbiert und ein hochliegender Sy-Zustand besetzt werden. Aus dem Sy-Zustand kann
ein Teil entweder durch interne Konversion (IC) in den Grundzustand relaxieren (7)) oder ein
Elektron-Kation-Paar (Base™, e ™) bilden (n — 1). Das Elektron-Kation-Paar kann anschlieBend
entweder rekombinieren (in der Darstellung aus Ubersichtgriinden nicht beriicksichtigt) oder
in ein Elektron und das Basen-Kation dissoziieren. Fiir Details zu den komplexen Prozesse, die
bei der Solvatisierung von Elektronen auftreten wird auf die Literatur zu diesem eigenstindigen
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5.1 Typische Signalbeitréiige

Forschungsbereich verwiesen [Nik83, Reu96, Lae00, Bar00, LaeO1, Tha0O4].

Fiir alle vier verschiedenen DNA-Basen konnte eine Zwei-Photo-Ionisation nachgewiesen
werden, die quadratisch mit der Anregungsintensitét skaliert. Dabei besitzt die Purin-Base
Adenin von allen DNA-Basen die hochste Ionisations-Wahrscheinlichkeit [Reu00]. In Anbe-
tracht dieser Ergebnisse kann eine Photoionisation von AMP-Molekiilen auch bei den hier
verwendeten UV-Intensititen von etwa 15 GW/cm? nicht ausgeschlossen werden. Da jedoch
das solvatisierte Elektron nicht im betrachteten IR-Bereich absorbiert und fiir das bei der
Ionisation gebildete Adenin-Kation kein IR-Spektrum vorliegt, ist eine direkte Bestimmung der
Ausbeute fiir diesen Prozess schwierig. Eine quantitative Analyse wiirde an dieser Stelle eine
direkte Bestimmung der gebildeten solvatisierten Elektronen im sichtbaren und nahinfraroten
Spektralbereich [Mar06] erfordern. Eine einfache Abschitzung zur Gréenordnung erlaubt
jedoch bereits ein Vergleich der Amplitude des Nullpunkt-Signals in AMP bei 1660 cm ™! mit
dem Signal im reinen Losungsmittel (sieche Abbildung 5.1 B). An dieser Stelle sind die Beitrige
am Zeitnullpunkt etwa gleich gro3. Eine Abschitzung zur Konzentration der im Losungsmittel
gebildeten solvatisierten Elektronen in Abschnitt 3.4.1 ergab eine Konzentration von etwa
20 uM. Dieser Wert entspricht bei der vorliegenden AMP-Konzentration und Anregungsenergie
etwa vier Prozent der angeregten AMP-Molekiile. Allerdings ist dies nur eine obere Grenze,
da in dieser Abschidtzung weder der Anteil des Losungsmittels (etwa 1/3 der Signalhdhe) noch
die im nichsten Abschnitt diskutierten Beitrdge zur Absorptionsidnderung am Zeitnullpunkt
beriicksichtigt wurden.
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Abb. 5.2: Links: Modell zur Beschreibung der Zwei-Photonen-lonisation von DNA-Basen. Bei der
Absorption von zwei UV-Photonen wird ein energetisch hochliegender Sy -Zustand besetzt, aus dem
es entweder zu einer internen Konversion oder zur Bildung eines Elektron-Kation-Paars kommen kann.
Das Elektron-Kation-Paar kann anschlieBend entweder rekombinieren (nicht explizit eingezeichnet)
oder in ein Elektron und das Basen-Kation dissoziieren. In Folge kénnen weitere Intermediate auf
dem Weg zur Bildung des solvatisierten Elektrons auftreten. Die schematische Darstellung orientiert
sich an den Ausflihrungen in [Reu96, Lae00] und erhebt keinen Anspruch auf Vollstdndigkeit. Rechts:
Schematische Darstellung einer Zwei-Photonen-Absorption, bei der es zu der gleichzeitigen Absorption
eines Abtast-Photons (IR) und eines Anregungs-Photons (UV) kommt. Dieser Prozess skaliert in erster
Naherung linear mit der Anregungsintensitat.
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5 Zeitaufgeloste Anreg-Abtast-Experimente

Elektronische Uberginge und Zwei-Photonen-Absorption

Bei der Absorption von UV-Photonen durch die AMP-Molekiile kommt es zur Besetzung
elektronisch angeregter Zustinde. Besitzen diese ein anderes IR-Absorptionspektrum als
der Grundzustand, so beobachtet man in den Messungen ein Ausbleichen im Bereich der
Grundzustands-Absorption und eine induzierte Absorption durch die angeregten Zusténde.
Diese kann dem Ausbleich-Signal iiberlagert oder deutlich als separate induzierte Absorp-
tion sichtbar sein. Uber die IR-Absorption der angeregten Zustinde von Nukleinsiuren ist
bisher leider relativ wenig bekannt. In der Regel ist bei der Besetzung eines antibindenden
Molekiilorbitals mit einer Verringerung der Kraftkonstante und damit einer Erniedrigung der
Schwingungsfrequenz (Rotverschiebung) zu rechnen. Zudem kann die induzierte Absorption
bei der Besetzung schwingungsangeregter Zustinde sehr breit sein. Auf die IR-Absorption
schwingungsangeregter Zustdnde wird im nidchsten Abschnitt im Detail eingegangen.

Neben der Absorption eines UV-Photons ist auch eine Zwei-Photonen-Absorption denkbar,
bei der es zu der gleichzeitigen Absorption eines Abtast-Photons (IR) und eines Anregungs-
Photons (UV) kommt. Eine entsprechende schematische Darstellung ist in Abbildung 5.2
(rechts) gezeigt. Dieser Prozess ist bei hohen Anregungs-Intensititen moglich, wenn die
Gesamtenergie der Anreg- und Abtast-Photonen im Bereich eines elektronischen Ubergangs
des Molekiils (S;) liegt [Lia94, Lor02]. Fiir DNA-Basen mit ihrer breiten Absorptionsbande
um 260nm (4,4 - 5,2eV) ist dies bei einer Anregungsenergie von 4,7eV (~ 270 nm) und
einer Energie der Abtast-Impulse im Bereich zwischen 0,12 und 0,24 eV (1000 - 2000 cm™h)
praktisch immer gegeben. Die Intensitit des Abtast-Lichts Al dndert sich dabei in einer
Schicht der Dicke d und des Absorptionskoeffizienten v mit der Intensitét des eingestrahlten
Anregungs-Lichts Iy, in erster Ndherung gemif [Lor02]:

AIprobe =7 [pump : Iprobe -d. (51)

In den transienten Messungen fiihrt dieser Prozess zu einer positiven Absorptionsidnderung
iber den gesamten betrachteten Spektralbereich, die linear mit der Anregungsintensitét skaliert.
Zeitlich ist dieses Signal auf den Uberlapp zwischen Anreg- und Abtast-Impuls beschrinkt
und spiegelt die Apparate-Funktion des Anreg-Abtast-Spektrometers wieder.

Reslimee

Eine Unterscheidung zwischen den oben genannten Beitrédgen ist nicht ohne weiteres moglich,
da sowohl der Zerfall der Vorstufe des solvatisierten Elektrons (siehe letzten Abschnitt) als auch
die Zeitdauer der internen Konversion von angeregten AMP-Molekiilen (~ 300 fs) innerhalb
der Zeitauflosung der Mess-Apparatur von etwa 300 - 400 fs liegen. Im Folgenden wird deshalb
auf eine weitere Analyse dieser Beitrdge verzichtet und eine Analyse der Daten nur fiir den
Zeitbereich groBer 1 ps vorgenommen, in dem die oben diskutierten Nullpunkts-Effekte keine
Rolle mehr spielen.

5.1.3 IR-Absorption angeregter Schwingungszustande

Fiir Verzogerungszeiten groBer 1 ps werden die Absorptionsdnderungen in Abbildung 5.1
durch Ausbleich-Signale an den Positionen der Grundzustands-Absorptionsbanden und einer
induzierten Absorption geprigt, die sich zu kleineren Wellenzahlen an die Ausbleich-Signale
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5.1 Typische Signalbeitréiige

anschlie3t. Diese sigmoidalen Signaturen sind typisch fiir schwingungsangeregte (,,heille*)
Molekiile im Grundzustand und stimmen sehr gut mit den Ergebnissen in [Kui05] iiberein. Wie
diese heilen Molekiile entstehen und wie sich die damit verbundenen Absorptionsdnderungen
erkldren lassen, wird im Folgenden kurz erldutert [CHO4a, Kui0O5].

(1) (2) ©)

UV'Excitation

—<— —
Flow of Energy

Cooling of
the Molecule *

Heating of Solvent

Abb. 5.3: Modellvorstellung zum Transfer von Schwingungsenergie eines heiBen AMP-Molekils
an die Lésungsmittelumgebung. Nach der Absorption eines UV-Photons (1) erfolgt eine schnelle
interne Konversion (IC) und eine intramolekulare Energieumverteilung auf die Schwingungsmoden
des Molekiils (2). Durch Kopplung und Wechselwirkung mit den Lésungsmittelmolekiilen kommt es
zur Abgabe von Schwingungsenergie (,Cooling“) und einem makroskopischen Warmetransport im
Lésungsmittel.

Abbildung 5.3 zeigt eine qualitative Darstellung der ablaufenden Prozesse. (1) Bei der
Anregung absorbiert ein AMP-Molekiile ein UV-Photon und geht in einen angeregten elek-
tronischen Zustand iiber (77*-Zustand). (2) Aus dem angeregten Zustand kann das Molekiil
iiber eine schnelle interne Konversion (7ic ~ 300 fs) auf die Potential-Flache des Grundzu-
stand wechseln [CHOS5]. Bei diesem Prozess bleibt die im elektronisch angeregten Zustand
vorhandene Energie von etwa 34000 cm ™! zuniichst im Wesentlichen im Molekiil. Sie wird
in Schwingungsenergie umgewandelt und intramolekular auf die Schwingungsmoden des
Molekiils umverteilt (,,internal vibrational relaxation®, IVR). (3) Wechselwirkungen mit den
Losungsmittel-Molekiilen fithren anschlieBend zu einer Ubertragung von Schwingungsenergie
an die Umgebung [Els91]. Wahrend das AMP-Molekiil abkiihlt, kommt es im Gegenzug zu
einer Erwidrmung der Losungsmittelumgebung. Mit diesem qualitativen Bild lassen sich die
beobachteten IR-Signale erklaren.

Molekiil-Temperatur und IR-Absorption

Ist der Prozess der Energieumverteilung im Molekiil schneller als die Energieabgabe an das
Losungsmittel, kann eine Besetzung der Schwingungsmoden geméB einer Boltzmannverteilung
erreicht werden, bevor es zu einem signifikanten Energietransfer an das umgebende Losungs-
mittel kommt [Els91, Owr94]. In diesem Fall lassen sich Werte fiir die zu erwartenden initialen
Temperaturen der Molekiile angeben, die fiir DNA-Nukleoside bei etwa 1200 K liegen [PecO1].
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5 Zeitaufgeloste Anreg-Abtast-Experimente

Die bei diesen hohen Temperaturen auftretende Besetzung hoherer Schwingungsniveaus (n;)
wirkt sich auf die Infrarot-Absorption der Molekiile aus. Entsprechend den Ausfithrungen in
[Ham97b, Sch04] lisst sich die Position der Resonanzfrequenz der Schwingungsmode (v;)
beschreiben durch:

U = Ui+ nz; + Z Tin;. (5.2)

J

Die Resonanzfrequenz der Schwingungsbande v; wird durch die Schwingungsmode im vibro-
nischen Grundzustand 7; o, die diagonale Anharmonizitit z; bei der Besetzungszahl n; und
die Ausserdiagonal-Elemente x;; bestimmt. Da sowohl die Diagonal-Elemente als auch die
Ausserdiagonal-Elemente in der Regel negativ sind, fiihrt eine Besetzung hoherer Schwin-
gungsniveaus zu einer Rotverschiebung der Absorptionsbande [Her90]. Die Auswirkung der
Anharmonizititen auf die beobachtete Absorptionsidnderung im IR-Bereich ist in Abbildung
5.4 schematisch dargestellt. Wihrend die Anharmonizitit des Potentials eine Reduzierung der
Energieabstidnde zwischen Schwingungsniveaus bewirkt, fiihrt die anharmonische Kopplung an
eine zweite Mode (g;) bei einer Veridnderung der Besetzung dieser Mode zu einer Verformung
des Potentials. Da die Verformung ebenfalls zu einer Verianderung der Schwingungsenergieni-
veaus fiihrt ist deshalb durch die Ausserdiagonal-Elemente auch im Schwingungsgrundzustand
der betrachteten Mode ein Differenzsignal in den IR-Messungen zu erwarten. Eine Abschiit-

M .
Frequency ' ‘

Abb. 5.4: Schematische Darstellung zur Auswirkung der Diagonal- und Ausserdiagonal-Elemente auf
die gemessenen IR-Differenzsignale. Links: In einem anharmonischen Potential fiihrt der unterschiedli-
che Abstand der Schwingungs-Energieniveaus zu einem Differenzsignal. Rechts: Die anharmonische
Kopplung einer Mode (g¢;) an eine zweite besetzte Mode (g;) kann zu einer Verédnderung des Potentials
und einem Differenzsignal fihren. Abbildung nach [Sie05].

IR-Signal

Frequency

IR-Signal

zung der Besetzungszahlen fiir die verschiedenen Schwingungsenergieniveaus zeigt, dass fiir
die betrachteten Molekiile selbst bei Temperaturen im Bereich von 1000 K im Wesentlichen
niederfrequente Moden mit Wellenzahlen kleiner 1000 besetzt sind [Sie05]. Deshalb sind
fiir Verschiebungen im Bereich um 1600 cm ™! vor allem Ausserdiagonal-Elemente, die eine
anharmonische Kopplung der hochfrequenten Schwingungsmoden an niederfrequente Moden
bewirken, bei der Berechnung von Schwingungsfrequenz und Bandenform von Bedeutung
[SchO4].
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Leider sind die entsprechenden Anharmonizititen bisher nur fiir sehr wenige Molekiile
bekannt. Eines dieser Molekiile ist Benzol [Mas92]. Die fiir dieses Molekiil berechneten
Absorptions-Spektren fiir eine Schwingungs-Bande (119) sind in Abbildung 5.5 in Abhéngig-
keit von der Temperatur gezeigt. Diese Abbildung ist [Ham97b] entnommen und wurde an
die Darstellung in dieser Arbeit angepasst. Sie gibt einen qualitativen Eindruck fiir die zu
erwartenden Absorptionsidnderungen bei einer Temperaturerhohung bis 1150 K. Oben sind die
temperaturabhingigen Absorptionsspektren, unten die daraus erhaltenen Differenzspektren
gegeniiber dem Spektrum bei Raumtemperatur zu sehen. Die Temperaturerh6hung fiihrt zu
einer Verschiebung des Absorptionsmaximums zu kleineren Wellenzahlen und einer deutlichen
Zunahme der spektralen Breite. In den Differenzspektren zeigen sich diese Anderungen als
sigmoidale Signaturen. Diese sind charakteristisch fiir ,,heile* Molekiile im elektronischen
Grundzustand und dominieren die Absorptionsidnderungen in den zeitaufgelosten Messungen
an AMP zwischen 1 und 10 ps. Damit sind die transienten Spektren in Abbildung 5.1 ein Maf}
fiir die ,,Temperatur* der Molekiile.

A ]

Absorbance / a.u.

A Absorbance / a.u.

| ]
5 0 -5 -10 -15
Frequency Shift / cm!

Abb. 5.5: Simulierte Bandenform der v19-Schwingungsmode des Benzols in Abh&ngigkeit von der
Temperatur gemaB den Anharmonizitaten in [Mas92]. Die Abbildung zeigt die Verschiebung der
Resonanzfrequenz relativ zum kalten Molekil (0 K). (A) Infrarot-Absorption A(T') in Abh&ngigkeit
von der Temperatur. (B) Differenz-Spektren gegenlber Raumtemperatur AA(T) = A(T) — A(300).
Abbildung nach [Ham97b].

Die Abnahme der Molekiil-Temperatur wird, wie in Abbildung 5.3 schematisch dargestellt,
durch einen Energietransfer an das Losungsmittel verursacht [Els91, Iwa97]. Dabei ist zu
erwarten, dass es durch die Kopplung der Schwingungsmoden zuniéchst zu einem schnellen
Energietransfer an die direkt benachbarten Losungsmittel-Molekiile (,,first solvent shell*)
kommt, und der weitere Energieiibertrag durch die Wiarmeleitfihigkeit des Losungsmittels
bestimmt wird [Iwa97]. Quantitative Angaben fiir den Zeitverlauf und die Kiihlrate sind jedoch
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5 Zeitaufgeloste Anreg-Abtast-Experimente

schwierig. Das Wechselspiel zwischen der temperaturabhingigen Banden-Verbreiterung und
-Verschiebung fiihrt, selbst wenn fiir den eigentlichen Abkiihlvorgang eine exponentielle
Anderung der Temperatur angenommen wird, nicht zu einem exponentiellen Zeitverlauf der
beobachteten Absorptionsdnderung [Ham97b]. Zum Beispiel ist im Bereichen der induzierten
Absorption bei 1600 cm™ in Abbildung 5.1 ein ausgepriigtes biphasisches Verhalten sichtbar
und eine Anpassung iiber eine Summe von Exponentialfunktionen nur unter Verwendung von
mindestens zwei Zeitkonstanten méglich. Eine bessere Wiedergabe der Kiihlkinetik kénnte
das Verfolgen der Peak-Position mit der Verzogerungszeit liefern [Iwa97]. Fiir das weitere
Verstindnis der Arbeit ist diese Information jedoch nicht notwendig und wird an dieser
Stelle deshalb nicht weiter ausgefiihrt. Aus den Zeitverldufen bei 1623 und 1601 cm™! in
Abbildung 5.1 B soll nur eine erste Abschitzung fiir die Kiihlrate erfolgen. Sowohl die
Wiederbesetzung des Grundzustands als auch der Zerfall der induzierten Absorption lassen sich
fiir Verzogerungszeiten grof3er 1,5 ps gut mit einer Zeitkonstante von etwa 3 ps wiedergeben.

Dieser Wert ist in sehr guter Ubereinstimmung mit den Angaben zum Abkiihlverhalten
von AMP im Losungsmittel DO [Kui0O5]. Damit erfolgt das Abkiihlen der Molekiile wesent-
lich schneller als fiir viele andere organische Losungsmittel [CHO4a]. Zum Beispiel werden
fiir Azulen? in organischen Losungsmitteln Kiihlraten im Bereich von 10 - 40 ps angegeben
[Els91, Owr94, Sch96]. Dabei wird als mogliche Erkldrung fiir den sehr effizienten Energie-
transfer zwischen heiBBen Proben-Molekiilen und dem Losungsmittel Wasser die Kopplung
iiber Wasserstoffbriicken diskutiert [Ter99, PecO1].

IR-Signatur der Lésungsmittelerwarmung

Bisher nicht beriicksichtigt wurden die Absorptionsidnderungen, die eine Erwidrmung des
Losungsmittels im Anregungsvolumen hervorruft. In Abbildung 5.6 sind die Auswirkungen
einer Temperaturerhohung auf die IR-Absorption des Losungsmittels D,O gezeigt. Oben
sind die Absorptionsspektren fiir drei Temperaturen (295, 302 und 308 K), unten die resultie-
renden Differenzspektren gegeniiber 295 K dargestellt. Die Angaben beziehen sich auf eine
Schichtdicke von etwa 90 ym. Das Losungsmittel D, O besitzt eine breite IR-Absorption-Bande
um 1560 cm™! (Kombination aus Biege- und Librations-Schwingung) dessen Maximum bei
Temperaturerhhung etwas abnimmt und sich zu kleineren Wellenzahlen verschiebt [Mar91].
Dies fiihrt in den Differenzspektren zu einer sigmoidalen Absorptionsidnderung. Die durch
DNA-Molekiile und der beim Auflosen entstechenden HDO-Molekiile hervorgerufenen Bei-
tridge zur Absorptionsdnderung bei Erwdrmung sind aufgrund der geringen Konzentrationen
im Verhiltnis klein und konnen in erster Ndherung vernachléssigt werden (siehe Anhang C.2).
Entsprechend kann aus den in Abbildung 5.6 gezeigten IR-Spektren mit Temperaturdnderun-
gen im Bereich von 10 K bei bekanntem Temperaturanstieg auch das in den zeitaufgelosten
Experimenten zu erwartende Differenzsignal abgeschitzt werden.

Dabei ist wichtig, dass die spektrale Verschiebung und Amplitudenidnderung in erster Na-
herung linear von der Temperatur abhéngt (dies wird in Anhang C.2 bestitigt) und damit
auch eine zunichst nicht homogene Temperaturverteilung im Beobachtungsfenster zu dem
gleichen Differenzsignal wie eine homogene Verteilung mit derselben Wiarmeenergie fiihrt
[Lia94]. Unter der Annahme, dass die gesamte von den AMP-Molekiilen absorbierte Ener-

2Azulen (von span.: azul = blau) oder Cyclopentacyclohepten ist ein aromatischer Kohlenwasserstoff.
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Abb. 5.6: Infrarotspekiren des Ldsungsmittels D,O in Abhangigkeit von der Temperatur. Oben:
Absorptions-Spektren fir die angegebenen Temperaturen. Unten: Differenzspekiren gegenliber 295 K.
Bei Temperaturerhéhung zeigt sich eine deutliche Verschiebung und Reduktion des Absorptionsma-
ximums um 1560 cm~! (Biege- und Librations-Schwingung), die in den Differenzspektren zu einer
sigmoidalen Absorptionsanderung flhrt.

gie (A Fy,.) an das Losungsmittel abgegeben wird, sollte sich im Anregungsvolumen eine
Temperaturerh6hung gemif
AE s
AT = bs.

= 5.3
P V. Cspez. ( )

ergeben. Mit der spezifischen Wirmekapazitit (cgpe,. ~ 4,2 J/gK) und Dichte (p ~ 1 g/cm?) des
Losungsmittels ergibt sich im Anregungsvolumen (V' ~ 2 - 1072 m3) unter den Anregungs-
bedingungen® (absorbierte Energie AE,, ~ 0,45 pJ) eine mittlere Temperaturerhhung von
etwa 50 mK.

Obwohl die aus diesem geringen Temperaturanstieg resultierenden Absorptionsinderungen
klein sind, lassen sie sich in den zeitaufgeldsten IR-Experimenten nachweisen. Zum Bei-
spiel sind sie fiir die negativen Signalbeitrige (Offset) nach einer Verzogerungszeit von 10 ps
in den Zeitverldufen der Abbildung 5.1 B verantwortlich. Dieser Signalbeitrag entsteht mit
dem Abkiihlen der AMP-Molekiile und bleibt im Weiteren konstant. Eine Verdnderung im
Beobachtungsfenster ist erst zu erwarten, wenn die Warme aus diesem Bereich diffundiert.
Dieser Prozess wird durch die Wirmeleitung im Losungsmittel und zu den Kiivettenfenstern
bestimmt und kann iiber die makroskopische Wiarmediffusion abgeschitzt werden. Die Ab-
schitzung in Anhang C.2 zeigt, dass damit erst auf der Millisekunden-Zeitskala zu rechnen ist.
Im Beobachtungsfenster der zeitaufgelosten Messung (bis 4 ns) bleibt die Wirmemenge im
betrachteten Volumen deshalb in sehr guter Ndherung konstant. Aus diesem Grund kann bei der
Dateninterpretation dieser Beitrag durch Differenzspektren, die auf eine Temperaturerhhung
im Millikelvin-Bereich skaliert wurden, beriicksichtigt werden.

3 Auf das betrachtete Volumen mit Radius 85 ym (FWHM) entfallen etwa 50 % der Gesamtenergie (~ 1,2 uJ)
von der bei einer angenommenen optischen Dichte von 0,7 etwa 80 % absorbiert werden.
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5.2 Zeitaufgeloste IR-Spektroskopie an
AMP und poly(A)

Nach Erlduterung der in den zeitaufgeldsten IR-Messungen auftretenden charakteristischen
Signalbeitrigen, werden in diesem Abschnitt die zeitaufgelosten IR-Messungen am Monomer
AMP und dem Polymer poly(A) besprochen. Das Augenmerk der Datenanalyse liegt dabei
vor allem auf Unterschieden, die durch Wechselwirkungen zwischen den Adenin-Basen im
Einzelstrang hervorgerufen werden konnen. Dazu werden die Messergebnisse fiir die beiden
Adenin-Derivate zunichst einander gegeniiber gestellt und anschliefend im Detail diskutiert.

5.2.1 AMP und poly(A): Zeitaufgeloste Messdaten

Einen ersten Uberblick iiber die Messdaten erlauben die Konturdarstellungen in Abbildung 5.7.
Sie zeigen die zeitaufgeldsten Absorptionsdnderungen von AMP (links) und poly(A) (rechts)
nach UV-Anregung in Abhiingigkeit von der Wellenzahl (1670 cm™! - 1540 cm™!) und der
Verzogerungszeit (logarithmische Auftragung: 1 ps - 3 ns). Zusitzlich sind die Absorptionsspek-
tren der beiden Proben und die transienten Spektren fiir die angegebenen Verzégerungszeiten
zu sehen. In der Konturdarstellung zeigen sich zu Beginn starke Ausbleich-Signale im Bereich
der hochfrequenten Grundzustands-Absorptionsbanden (1624 cm™! in AMP bzw. 1628 cm ™!
in poly(A)). Zu kleineren Wellenzahlen schlieB3t sich eine induzierte Absorption an, die im
Bereich der niederfrequenten Absorptionsbande (1577 cm~! in AMP bzw. 1572 cm™! in po-
ly(A)) moduliert ist. Wihrend in AMP das Ausbleich-Signal im Wesentlichen zusammen mit
der induzierten Absorption auf einer Zeitskala von etwa 10 ps verschwindet, ist in poly(A) bis
in den Nanosekunden-Bereich ein deutliches Ausbleichen sichtbar. Die induzierte Absorption
verschwindet dagegen wie in AMP auf einer Zeitskala von 10 ps. Nach dieser ersten Uber-
sicht werden die Unterschiede in den Ausbleich-Signalen und der induzierten Absorption nun
anhand der transienten Spektren in Abbildung 5.7 im Detail betrachtet.

Vergleich der transienten Spektren

Wiihrend in AMP nach 1 ps eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen dem Maximum der
Ausbleich-Signale um 1624 bzw. 1577 cm~! und der Grundzustandsabsorption besteht, ist das
maximale Ausbleich-Signal in poly(A) (1631 cm™1) gegeniiber dem Maximum der Grundzu-
standsbande (1628 cm™') um etwa 3 cm™! zu groReren Wellenzahlen verschoben. Eine dhnliche
Verschiebung des Ausbleich-Signals tritt auch im Bereich der niederfrequente Absorptions-
bande (1572 cm™!) von poly(A) auf. Neben der spektralen Lage zeigt sich in den transienten
Spektren auch ein deutlicher Unterschied in den relativen Amplituden der Ausbleich-Signale
zur Grundzustandsabsorption. Obwohl die Messungen an beiden Molekiilen unter Zhnlichen
Anregungsbedingungen durchgefiihrt wurden (siehe experimentelle Parameter in den Abschnit-
ten 3.3 und 4.4) ist nach 1 ps das maximale Ausbleich-Signal im Verhéltnis zur Grundzustands-
absorption in poly(A) groBer als fiir AMP. Wihrend in AMP das Ausbleich-Signal zum groften
Teil innerhalb der ersten 10 ps verschwindet, ist in poly(A) das Ausbleich-Signal um 1630 cm ™!
nach 10 ps noch deutlich sichtbar. Einen detaillierten Blick auf die Absorptionsdnderungen
nach 100 ps und 1 ns erlauben die beiden unteren transienten Spektren, die mit einem Faktor 5
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Abb. 5.7: Zeitaufgeldste IR-Messungen an den Adenin-Derivaten im Uberblick. Von oben nach unten:
(i) Konturdarstellung der zeitaufgelésten Absorptionsanderungen an AMP (links) und poly(A) (rechts).
Die gestrichelten Linien kennzeichnen die Positionen fir die in Abbildung 5.8 gezeigten Zeitverlaufe. (ii)
Absorptionsspektrum von AMP (griin) und poly(A) (rot). (iii) Transiente Spektren fiir die angegebenen
Verzégerungszeiten. Die transienten Spektren nach 100 ps und 1 ns sind mit einem Faktor 5 skaliert.
Die blau gestrichelte Linie entspricht der zu erwartenden Absorptionsanderung des Losungsmittels
D,0 bei einer Erwarmung um etwa 35 mK fir AMP bzw. 30 mK flr poly(A).

gegeniiber den anderen transienten Spektren skaliert sind. In AMP ist in beiden transienten
Spektren ein spektral breites, bis auf eine kleine Modulation bei 1624 cm™! unstrukturiertes
Ausbleichen liber den gesamten Spektralbereich zu sehen. Dagegen kommt es in poly(A),
wie in der Konturdarstellung deutlich zu sehen, zwischen 100 ps und 1 ns zu einer weiteren
Erholung des Ausbleich-Signals um 1630 cm™'. Dieser Absorptionsinderung ist wie in AMP
ein unstrukturierter negativer Beitrag {iberlagert, der sich in beiden Proben sehr gut durch
eine Absorptionsdanderung aufgrund der Erwdarmung des Losungsmittels D,O von etwa 30 mK
wiedergeben lésst (blau gestrichelte Linie).

Die in der Konturdarstellung der Abbildung 5.7 sichtbare induzierte Absorption zerfallt
sowohl in AMP als auch in poly(A) auf einer Zeitskala von 10 ps. In dieser Zeit zeigen die
transienten Spektren eine sehr dhnliche Dynamik, bei der sich das Maximum der induzierten
Absorption zwischen 1 und 3 ps von Werten kleiner 1600 cm™* nach etwa 1615 cm ™! verschiebt.
Deutliche Unterschiede zeigen sich jedoch beim Vergleich der Amplitude der induzierten
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Absorption im Verhiltnis zum Ausbleich-Signal. Dieses Verhiltnis ist in AMP wesentlich
grofler als in poly(A), in dem die induzierte Absorption eine deutlich geringere Amplitude als
das Ausbleich-Signal besitzt.

Vergleich der Zeitverlaufe

Die Dynamik der spektralen Unterschiede lédsst sich durch einen Vergleich der Zeitverlaufe
erschlieen. Abbildung 5.8 zeigt die Zeitverldufe an den in der Konturdarstellung durch gestri-
chelte Linien markierte Spektralpositionen. Die Zeitverlidufe bei 1623 und 1577 cm™! fiir AMP
bzw. 1628 und 1572 cm™! fiir poly(A) reprisentieren die Erholung der Ausbleich-Signale,
withrend der Zeitverlauf bei 1601 cm~! den Zerfall der induzierten Absorption wiedergibt.
Neben den im vorigen Abschnitt diskutierten Signalbeitragen am Zeitnullpunkt ist in beiden

Absorbance Change / mOD

1577 cm™ 1572 cm™

a1l a3l 1 .- P T R A Y Ll Ll 11
100 1000 0246810 100 1000
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Abb. 5.8: Zeitverlaufe fir AMP und poly(A) an den angegebenen spektralen Positionen. Die Anpassung
der Daten fiir Verzégerungszeiten gréBBer 2 ps (durchgezogene Linie) erfolgt mit einer Summe von
Exponentialfunktionen, die mit der Apparate-Funktion gefaltet wird. In Tabelle 5.1 sind die Fit-Parameter
angegeben.

Molekiilen nach 1 ps eine starke Absorptionsidnderung vorhanden, die innerhalb der ersten 10 ps
stark abnimmt. Dabei zeigt die Spiegelsymmetrie der Kurven, dass der Zerfall der induzierten
Absorption direkt mit der Erholung der Ausbleich-Signale verkniipft ist. Zu spiteren Zeiten
(> 10ps) sind in AMP im Rahmen der Messungenaugigkeit keine weiteren signifikanten Ab-
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sorptionsdnderungen sichtbar. Dagegen zeigen sich in poly(A) weitere Absorptionsdnderungen
bis in den Nanosekunden-Bereich.

Fiir einen quantitativen Vergleich der Kinetiken wurden die experimentellen Daten mit einer
Summe von Exponentialfunktionen (gefaltet mit der Apparate-Funktion) angepasst (siehe
Ausfiithrungen in Abschnitt 3.3.3). Dabei wurde zunichst eine globale Analyse der Daten
fiir Verzogerungszeiten groBBer 1 ps durchgefiihrt (siehe Anhang E). Eine gute Reprisentation
der experimentellen Daten erfordert fiir die Anpassung der spektralen Verschiebdung der
induzierten Absorption (< 10 ps) die Verwendung mehrerer Zeitkonstanten (siehe Diskussion
in Abschnitt 5.1.3). Dabei ergibt die Fit-Routine nahe beieinander liegende Zeitkonstanten,
deren Amplituden sich zum Teil gegenseitig kompensieren und deren physikalische Bedeu-
tung fraglich ist. Aus diesem Grund wurden die in Abbildung 5.8 gezeigten Zeitverldufe
einzeln angepasst. Nur die Zeitkonstanten fiir Verzogerungszeiten grofler 10 ps wurden aus
der globalen Analyse iibernommen und in der Fitroutine festgehalten. Fiir das Erfassen der
Kinetik im Bereich der ersten 10 ps wurde eine Zeitkonstante frei iteriert. Die Ergebnisse dieser
Datenanpassung sind in der Abbildung 5.8 als durchgezogenen Linien und in Tabelle 5.1 als
Fit-Parameter wiedergegeben.

Probe v/cm?* T, /ps T, /ps T3/ps ay a, as
AMP 1623 2,9 © - -11,01 -0,29 -
1601 2,5 o - 5,58 -0,22 -
1577 3,2 © - -1,8 -0,2 -

poly(A) 1628 4,3 = 222
1601 3,7 = 222
1572 4,6 222

-4,22 -0,89 -0,32
1,3 0,03 -0,18
-0,36_-0,04 -0,17

8 8 8

Tabelle 5.1: Fit-Parameter (Zeitkonstanten und Amplituden) fir die Anpassung der Zeitverldufe in
Abbildung 5.8. Die Fit-Funktion entspricht einer Summe von Exponentialfunktionen, die mit der Apparate-
Funktion (GauB-Funktion mit Halbwertsbreite = 350 fs (FWHM)) gefaltet werden. Die grau hinterlegten
Zeitkonstanten sind aus einer globalen Datenanalyse enthommen und wurden bei der Anpassung
festgehalten. Dabei berlicksichigt die ,Unendlich-Zeitkonstante® den Offset in den Zeitverlaufen.

In AMP koénnen die Zeitverldufe fiir Verzogerungszeiten grofer 2 ps an allen drei Positionen
gut durch eine mono-exponentielle Funktion mit einer Zeitkonstante von etwa 3 ps und einer
konstanten Absorptionsidnderung (Offset), die im Fit durch eine ,,Unendlich-Zeitkonstante
beriicksichtigt wird, angepasst werden. In poly(A) ist dagegen mindestens eine weitere Zeit-
konstante notig. Eine gute Anpassung der Daten ist fiir poly(A) mit einer Zeitkonstanten von 4 -
5 ps und einer weiteren mit etwa 220 ps moglich. Betrachtet man den Zeitverlauf bei 1628 cm™!
in Abbildung 5.8 fiir Zeiten groBer 1 ns, zeigt sich eine weitere Absorptionsdnderung, die mit
der bi-exponentiellen Datenanpassung nicht erfasst wird. Eine etwas bessere Darstellung ist
zum Beispiel mit drei Zeitkonstanten von 4 ps, 140 ps und 600 ps moglich. Allerdings wurde
im Hinblick auf die Vergleichbarkeit mit Literaturangaben im nédchsten Abschnitt auf diese
Erweiterung verzichtet.
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5.2.2 AMP und poly(A): Dateninterpretation

Adenin-Derivate gehoren zu den am hiufigsten untersuchten DNA-Bausteinen, und mittlerweile
sind einige photophysikalische Eigenschaften dieser Molekiile bekannt. Fiir das in dieser Arbeit
untersuchte AMP-Molekiil konnte zum Beispiel mit zeitaufgeloster UV/Vis-Absorptions-
Spektroskopie gezeigt werden, dass die Lebensdauer des angeregten Singulett-Zustands in
AMP nur etwa 300 fs betrdgt [CHOS].

Wihrend in AMP die Desaktivierung praktisch vollstindig iiber diesen ultraschnellen Pro-
zess ablduft, kommt es in poly(A) zur Besetzung langlebiger Zustinde. Zum Beispiel zeigen
Messungen an Adenin-Homopolymeren (z.B. poly(A) bzw. poly(dA)) Zerfille angeregter
Singulett-Zustinde mit Lebensdauern im 100 Pikosekunden- und Nanosekunden-Bereich
(1-2ns) [Ple00, CHO4a]. Diese Zustinde zeichnen sich durch eine deutlich rotverschobene
Fluoreszenz (A4 = 380 - 400 nm) im Vergleich zur Monomer-Fluoreszenz (4, = 310 nm)
aus, die erstmals 1966 durch Eisinger und Mitarbeitern in Tieftemperatur-Experimenten be-
stimmt wurde [Eis66]. Als Ursache wird die Bildung von Excimer-dhnlichen Zustinden zwi-
schen benachbarten Basen [Bal82, Ple00, CHOS, Kwo06] angenommen (siehe Ausfithrungen in
Abschnitt 2.3.2). Im Folgenden werden die im letzten Abschnitt beschriebenen IR-Messungen
an AMP und poly(A) in Hinblick auf diese Zuordnungen fiir Verzdgerungszeiten groer 1 ps
diskutiert.

Interpretation der Messergebnisse fir AMP

Die Absorption der ultravioletten Anregungs-Photonen erfolgt, wie in Abschnitt 4.2 diskutiert,
im Wesentlichen durch einen von zwei energetisch naheliegenden !77*-Zustinden. Aus
diesem kommt es in Folge zu einer schnellen internen Konversion (IC) in den Grundzustand.
Dabei wird in zeitaufgelosten Fluoreszenz-Messungen eine mogliche Beteiligung beider ' 7rr*-
Zustinde bei der Desaktivierung durch das Auftreten von zwei Zeitkonstanten (130 und 450 fs)
diskutiert [Kwo06]. In den Arbeiten von Kohler und Mitarbeitern mit zeitaufgeloster UV/Vis-
Spektroskopie wird dagegen fiir die Desaktivierung nur eine Zeitkonstante (~ 300 fs) fiir die
Desaktivierung angegeben [CHO4b]. Als Ursache fiir diese sehr schnelle Desaktivierung wird
eine konische Durchschneidung diskutiert [Kwo06].

Da in den IR-Messungen die initiale Besetzung des !wm*-Zustands und dessen Desaktivie-
rung, wie in Abschnitt 5.1 diskutiert, durch die verschiedenen Signalbeitrige am Zeitnullpunkt
iiberlagert wird, lassen sich an dieser Stelle keine weiteren Aussagen zum Desaktivierungs-
prozess und der moglicherweise beteiligten Zwischenzustinde treffen. Die IR-Messungen
zeichnen sich jedoch durch das Auftreten einer charakteristischen IR-Signatur fiir hei3e
Grundzustands-Molekiile nach IC aus. Die nach IC der angeregten AMP-Molekiile entste-
henden heiBlen Molekiile besitzen ein zur Grundzustands-Absorption deutlich zu kleineren
Wellenzahlen verschobenes und wesentlich breiteres Absorptionsspektrum. Entsprechend ist
in den transienten Spektren ein Ausbleichen an den Grundzustandsbanden und eine zu kleine-
ren Wellenzahlen verschobene induzierte Absorption zu sehen. Der Energieilibertrag an das
Losungsmittel und das damit verbundene Abkiihlen der Molekiile fiihrt zu einem Verschieben
der induzierten Absorption und einem Riickgang des Grundzustands-Ausbleichens.

Eine Abschitzung fiir die Zeitskala, auf der der Energieiibertrag an das Losungsmittel statt-
findet, ldsst sich aus dem zeitabhingigen Riickgang des Grundzustands-Ausbleichens erhalten.
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Der Zeitverlauf bei 1623 cm~! in Abbildung 5.8 ist ein MaB fiir die Wiederbevolkerung des
Schwingungs-Grundzustands und ldsst sich sehr gut mit einer mono-exponentiellen Zeitkon-
stante von 3 ps beschreiben. Nach dem Abklingen dieses Kiihlprozesses bleibt das Signal im
Rahmen der Messungenauigkeit konstant. Jedoch ist ein Offset gegeniiber der Nulllinie zu
erkennen. Der dominante Beitrag zu diesem Signal ist in den transienten Spektren in Abbil-
dung 5.8 bei 100 ps und 1 ns als spektral unstrukturiertes Ausbleichen sichtbar. Diese Signatur
entsteht innerhalb weniger Pikosekunden und lésst sich sehr gut durch eine Erwdrmung des
Losungsmittels DoO im Anregungungsvolumen von etwa 35 mK beschreiben. Eine Tempera-
turdnderung, die gut mit der unter den Messbedingungen zu erwartenden Temperaturerh6hung
tibereinstimmt. Der Beitrag der gelosten AMP-Molekiile zu diesem Differenz-Signal kann
bei der gewihlten Konzentration (~ 7 mM) vernachlédssigt werden (sieche Anhang C.2). Auf-
grund der langsamen Warmediffusion im Millisekunden-Bereich, bleibt das Differenzsignal
der Temperaturerhohung im betrachteten Zeitbereich konstant. Mogliche Ursachen fiir das in
der Konturdarstellung und den transienten Spektren von AMP nach 1 ns vorhandene geringe
zusitzliche Ausbleichen im Bereich der Grundzustands-Bande bei 1624 cm™! werden im
nichsten Abschnitt besprochen.

Modell zur Photophysik in AMP

Die Ergebnisse der zeitaufgelosten IR-Messungen an AMP lassen sich mit dem in Abbildung
5.9 dargestellten Modell interpretieren:

1. Absorption eines UV-Photons erfolgt durch einen '77*-Ubergang.

2. Interne Konversion (IC) aus dem elektronisch angeregten '77*-Zustand (ic < 300 fs) in
den schwingungs-angeregten elektronischen Grundzustand Sy*.

3. Energieumverteilung auf die Schwingungs-Moden des Molekiils und Energieabgabe an
die Losungsmittelumgebung. Das Abkiihlen erfolgt im Losungsmittel D,O auf einer
Zeitskala von etwa 3 ps.

Damit decken sich die zeitaufgelosten IR-Messungen mit den aus zeitaufgeldster UV/Vis-
Absorptions- und Fluoreszenz-Spektroskopie bekannten Eigenschaften von AMP-Molekiilen
in wissriger Losung [CHO4b].

AMP-ahnliche Zustande in poly(A)

Die Konturdarstellungen der beiden Adenin-Derivate (Abbildung 5.7) zeigen in den ersten
10 ps sehr dhnliche spektrale Signaturen. Offenbar treten auch in poly(A) nach 1 ps heille
Adenin-Basen auf, die sich sehr dhnlich wie die Adenin-Basen in AMP verhalten. Dabei erfolgt
sowohl das Verschwinden der induzierten Absorption bei 1600 cm™" als auch die Erholung des
Ausbleichens bei 1628 cm™! in Abbildung 5.8 wie in AMP auf einer Zeitskala von wenigen
Pikosekunden. Allerdings deutet die exponentielle Datenanpassung fiir poly(A) mit einer
Zeitkonstante im Bereich von 4 ps auf eine etwas langsamere Kiihlrate in poly(A) im Vergleich
zu AMP hin. Eine mégliche Erklarung fiir diesen Unterschied stellt die jeweilige Umgebung
der Adenin-Basen in den beiden Proben dar. In AMP ist jede Adenin-Base direkt von einer
Losungsmittel-Hiille umgeben, die einen effizienten Energietransfer erlaubt. Dagegen ist in
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Abb. 5.9: Schematische Darstellung der in AMP nach UV-Anregung ablaufenden photophysikalischen

Prozesse: (1) Die UV-Absorption erfolgt durch einen 'z7*-Ubergang. (2) AnschlieBend kommt es zu
einer schnellen internen Konversion (IC) aus dem angeregten 'n7*-Zustand in einen schwingungs-
angeregten ,heiBen” Grundzustand. (3) Das Kiihlen (,Cooling®) erfolgt durch Energieabgabe an das
Lésungsmittel D,O auf einer Zeitskala von etwa 3 ps.

poly(A) ein groBer Teil der Oberflache durch Adenin-Basen und nicht durch Losungsmittel-
Molekiile gegeben.

Sowohl in AMP als auch in poly(A) kommt es demnach nach UV-Anregung zur Beset-
zung von Zustinden, die eine schnelle interne Konversion erfahren und in den zeitaufgeldsten
IR-Messungen durch die charakteristische IR-Signatur ,,heiler* Adenin-Basen identifiziert
werden konnen. Wihrend in AMP jedoch praktisch alle angeregten Molekiile diesem Desakti-
vierungsweg folgen, weisen die Messdaten fiir poly(A) zusitzlich auf die Besetzung langlebiger
Zustédnde hin.

Diskussion der langlebigen Zustande in poly(A)

Betrachtet man die Amplitude der induzierten Absorption im Verhéltnis zum Maximalen
Ausbleich-Signal, wird deutlich, dass in poly(A) nur ein Teil der angeregten Basen einer
Desaktivierung iiber eine sehr schnelle IC folgt. Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung
mit den UV/Vis-Experimenten von Kohler und Mitarbeitern, die zeigen, dass im Modell-
System (dA)yo nur etwa 35 % der angeregten Basen durch eine schnelle interne Konversion
(7ic < 1ps) in den Grundzustand tibergehen [CHOS]. Mehr als die Hélfte der absorbierten
Anregungs-Photonen fiihren stattdessen zur Besetzung langlebiger Zustéinde mit Lebensdauern
im 100 Pikosekunden. Entsprechend lange Kinetiken sind auch in den IR-Messungen sichtbar.
Sie zeigen sich in den IR-Messungen in einem zum Grundzustands-Spektrum verschobenen
Ausbleichen, das sich gemall den Zeitverldufen in Abbildung 5.8 ebenfalls auf einer Zeitskala
im 100 ps-Bereich erholt.
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Eine mogliche Erklédrung fiir diese Beobachtungen konnte die Bildung von Excimer-dhnlichen
Zustinde sein, die seit langem in der Literatur diskutiert werden [Bal82, Ple00, CHOS5, Kwo06].
Allerdings ist bisher die IR-Absorption dieser Zustinde nicht bekannt und damit eine eindeuti-
ge Identifizierung anhand der transienten Spektren zunichst nicht moglich. Aus diesem Grund
werden im Folgenden auch andere Prozesse und Zustédnde diskutiert, die fiir die beobachtete
IR-Signatur verantwortlich sein konnten.

Photo-lonisation und Zwei-Photonen-Prozesse?

Wie bereits in Abschnitt 5.1.2 diskutiert, konnte es bei der UV-Anregung zur Ionisation
von Adenin-Basen kommen. Die dabei gebildeten Elektron-Kation-Paare konnten auf einer
100 Pikosekunden-Zeitskala rekombinieren oder Produkte mit benachbarten Basen oder den
Losungsmittel-Molekiilen bilden. Ein signifikanter Beitrag durch eine Ein-Photonen-Ionisation
ist jedoch sehr unwahrscheinlich, da die Quantenausbeute fiir die Ein-Photonen-Ionisation fiir
das Monomer (dAMP) bzw. fiir das Oligomer (dA)y nur in einer Groenordnung von 0,01
bzw. 0,1 % liegt [Mar06].

Eine andere Moglichkeit wire jedoch eine Zwei-Photonen-Ionisation der Molekiile. Dieser
Prozess besitzt eine quadratische Abhéngigkeit von der Anregungs-Intensitit und ldsst sich
demnach durch eine Variation der Anregungsenergie unter sonst gleichen Anregungsbedin-
gungen (Biindeldurchmesser, Impulsdauer) tiberpriifen. Das Ergebnis einer entsprechenden
Messreihe ist in Abbildung 5.10 zu sehen. Dargestellt ist die normierte Signalamplitude AA/E

44 1600cm’t=180fs
S | o 1600cm’t =1ps
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Abb. 5.10: Normierte Absorptionsanderung in Abh&ngigkeit von der Anregungsenergie in poly(A). Dar-
gestellt ist die Energieabhangigkeit nahe dem Zeitnullpunkt (Dreiecke) und im Bereich der induzierten
Absorption (Kreise) bei 1600 cm~!, sowie die invertierten Werte im Bereich der negativen Absorptions-
anderung (Quadrate) bei 1626 cm~*. Die Datenanpassung erfolgt tiber eine lineare Fitfunktion. Eine
Steigung ungleich Null weist auf eine quadratische Abhangigkeit der Absorptionsdnderungen von der
Anregungs-Energie und einen Zwei-Photonen-Prozess hin. Eine Steigung gleich Null kennzeichnet
dagegen einen Ein-Photonen-Prozess.

in Abhingigkeit von der Anregungsenergie I. Bei den verwendeten Energien (Intensitéiten)
ist keine Sittigung der Ubergiinge zu erwarten und fiir einen reinen Zwei-Photonen-Prozess
ergibt sich eine quadratische Abhéngigkeit der Signal-Amplitude von der Anregungsenergie
[Lac76]. Auf dieser Annahme basierend kann das normierte Signal (%) iiber eine lineare
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Fitfunktion gemil} S = A—EA = a - £ + b angepasst werden. Eine Steigung mit a # 0 ist ein
Nachweis fiir einen Zwei-Photonen-Prozess. Dagegen liefert ein reiner Ein-Photonen-Prozess

einen konstanten Offset mit b # 0 und a = 0.

In der Abbildung 5.10 werden die normierten Signale bei einer Wellenzahl von 1600 cm ™

nahe dem Zeitnullpunkt (150 fs und 1 ps) und bei 1628 cm™! (150 ps) miteinander verglichen.
Wihrend um den Zeitnullpunkt ein deutlicher Anteil mit positiver Steigung (a # 0) auftritt,
ist die Steigung in den beiden anderen Signalverldufen in guter Nidherung gleich Null. Diese
Beobachtung ldsst sich wie folgt erklidren. Am Zeitnullpunkt tritt ein quadratischer Beitrag auf,
der, wie in Abschnitt 5.1.2 diskutiert, durch die Zwei-Photonen-Ionisation des Losungsmittels
erkldrt werden kann. Dagegen ist fiir die Absorptionsdnderungen nach 1 ps im Bereich der
induzierten Absorption (,,heile* Grundzustinde) sowie die Erholung des Ausbleich-Signals
(Besetzung der langlebigen Zustinde) kein signifikanter Beitrag durch einen Zwei-Photonen-
Prozess zu erkennen.

Dennoch kann im Rahmen der Messungenaugigkeiten das Auftreten einer Zwei-Photonen-
Ionisation im Bereich weniger Prozent nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Diese
Moglichkeit wurde bereits bei der Diskussion der Nullpunkts-Signale am Beispiel AMP in
Abschnitt 5.1.2 angesprochen. Eine Photoionisation konnte dabei zum Beispiel fiir den in den
transienten Spektren nach 1 ns sichtbaren Offset im Bereich der Grundzustandsbande von AMP
(1624 cm™1) verantwortlich sein. Betrachtet man die Signalamplitude der transienten Spektren
in Abbildung 5.7 nach Abzug des Losungsmittel-Anteils, so ergibt sich ein zusétzliches
Ausbleich-Signal von etwa 100 4OD. Im Vergleich zum initialen Ausbleichen (= 6,4 mOD)
entspricht dies einem Anteil von etwa 1,5 % der angeregten AMP-Molekiile. Da im Rahmen
der Messungenauigkeit keine Kinetiken mit Lebensdauern im 10 und 100 Pikosekunden-
Bereich nachweisbar sind muss dieses Ausbleichen durch die Bildung von Photoprodukten oder
langlebiger elektronischer Zustinde verursacht werden. Leider gibt es in der Literatur bisher
keine IR-Spektren fiir das AMP-Anion und andere mogliche Reaktions-Produkte dieser Spezies
mit den Losungsmittel-Molekiilen [Cad92, Can92b, Can92a], die einen direkten Nachweis in
den transienten Spektren ermoglichen wiirden.

Triplett-Zustande?

Eine andere mogliche Erklédrung fiir die beobachteten Ausbleich-Signale und das damit verbun-
dene ,,Fehlen* an Grundzustands-Molekiilen auf der 100 Pikosekunden- und Nanosekunden-
Zeitskala beruht auf der Besetzung von Triplett-Zustidnden. Diese konnen, wie in Abbildung
2.16 schematisch dargestellt, durch Interkombination (ISC) aus dem angeregten Singulett-
Zustand besetzt werden und weisen aufgrund des ,,spin-verbotenen® Ubergangs in den elektro-
nischen Grundzustand vergleichweise lange Lebensdauern auf. Zum Beispiel wird fiir AMP in
wissriger Losung von einer Lebensdauer des energetisch niedrigsten Triplett-Zustands (Ty) in
der Groenordnung von einer Mikrosekunde ausgegangen. Aus diesem Grund erscheint ein
Beitrag auf der 100 ps-Zeitskala sehr unwahrscheinlich. Es sei denn, die Wechselwirkungen
der Adenin-Basen in poly(A) fiihren zu einem Loschen von Triplett-Zustianden auf dieser
Zeitskala. Allerdings liegen die Quantenausbeuten fiir die Bildung von Triplett-Zustinden in
AMP weit unter einem Prozent und sind damit die niedrigsten von allen DNA-Nukleotiden
[Cad92]. Basierend auf diesen Ergebnissen ist auch in poly(A) nicht mit einer signifikanten
Besetzung (im Bereich von mehreren 10 %) von Triplett-Zustinden zu rechnen.
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Langlebige Singulett-Zustande — Excimere

Eine Erkldrung fiir die langlebigen Zustinde in poly(A) konnen nach den oben durchgefiihr-
ten Betrachtungen nur noch elektronische Singulett-Zustinde liefern. Zum Beispiel wurden
in Anreg-Abtast Experimenten im UV/Vis-Bereich bzw. mit zeitaufgeloster Fluoreszenz-
Spektroskopie an poly(A) Zerfallskonstanten von 154 ps [CHO4b] bzw. 180 ps [Kwo06] nach-
gewiesen. Auch Fluoreszenz-Zerfille auf der Nanosekunden Zeitskala (1 - 2 ns) sind bekannt
[Bal82, Ple00, CHO4a]. Diese langlebigen Zustinde werden auf die Bildung von Excimer-
Zustdnden zwischen den aromatischen Adenin-Basen zuriickgefiihrt, bei denen es zu einer
Verteilung der Anregungsenergie auf zwei eng benachbarte Basen und einem gebundenen
angeregten Zustand kommt (Excimer = ,,excited dimer*, siche auch Abbildung 2.17).

Da die in den IR-Messungen an poly(A) gefundenen Zerfallszeiten in der gleichen Gré8en-
ordnungen sind, liegt es nahe, diese Zustidnde auch fiir die beobachteten IR-Signale verantwort-
lich zu machen. Dabei konnen fiir die auftretenden Unterschiede in den Zeitkonstanten mehrere
Ursachen verantwortlich sein. Zum Beispiel konnten die Unterschiede zwischen [CHO4b]
(~ 150ps) und [Kwo06] (~ 180 ps) Ausdruck der Unsicherheiten bei der multiexponentiellen
Datenanpassung sein [Ist99]. Sie konnen aber auch auf einen nicht exponentiellen Charakter
der Desaktivierung dieser Zustinde hinweisen, die durch eine Datenanpassung mit Expo-
nentialfunktionen nur bedingt wiedergegeben werden kann. Die in dieser Arbeit bestimmte
Zeitkonstante fiir die Erholung der Ausbleich-Signale in Abbildung 5.8 ist mit rund 220 ps
groBer als die oben genannten Literaturangaben. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass zum
einen bei dieser Datenanpassung das Auftreten einer Kinetik im Nanosekunden-Bereich nicht
beriicksichtigt wurde und zum anderen Unterschiede in den Lebensdauern angeregter Zustinde
auch durch einen Isotopen-Effekt verursacht werden konnen. Wihrend sich die Angaben in
[CHO4b, Kwo06] auf Messungen in HyO beziehen, wurden die IR-Messungen dieser Arbeit im
Losungsmittel DoO durchgefiihrt. Tatsdchlich sind Isotopen-Effekte, die zu einer Verldngerung
der beobachteten Zerfallszeiten fiihren, bereits aus zeitaufgelosten UV/Vis-Messungen bekannt.
Zum Beispiel ergab sich bei einem direkten Vergleich zwischen (dA);s-(dT);s in H,O und D,O
eine Verldngerung der Lebensdauer der beobachteten langlebigen elektronischen Zustidnde von
66 auf 150 ps [CHO4b]. Die genaue Ursache fiir diesen Effekt ist jedoch noch nicht geklart. Die
folgenden Betrachtung zeigt, dass es weitere Indizien fiir die Bildung von Excimer-dhnlichen
Zustdnden in poly(A) gibt.

Informationen zum Anteil der in poly(A) durch UV-Anregung besetzten langlebigen Zu-
standen lassen sich durch einen Vergleich der transienten Spektren von AMP und poly(A)
mit dem Grundzustands-Absorptionsspektren gewinnen. Dazu werden die transienten Spek-
tren von AMP und poly(A) nach 1 und 10ps in Abbildung 5.11 noch einmal im Detail
betrachtet. Links sind die transienten Spektren von AMP zusammen mit dem invertierten
Grundzustands-Spektrum von AMP gezeigt, das den unter den Anregungsbedingungen zu
erwartenden Anteil an angeregten Adenin-Basen (~ 7 %) wiederspiegelt (griine Linie). Da die
in AMP nach 1 ps vorliegenden heiflen Grundzustands-Molekiile ein deutlich zu kleineren Wel-
lenzahlen verschobenes Absorptions-Spektrum besitzen, sollte sich das transiente Spektrum
aus einem Ausbleichen der Grundzustands-Absorption und einer induzierten Absorption im
niederfrequenten Bereich der Spektrums zusammensetzen. Tatsédchlich lédsst sich das maximale
Ausbleich-Signal bei 1624 cm~! sehr gut durch ein invertiertes Grundzustands-Spektrum wie-
dergeben, das zu kleineren Wellenzahlen durch eine positive Absorptionsdnderung iiberlagert
wird.
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Abb. 5.11: Vergleich der transienten Spekiren von AMP und poly(A) fir Verzdgerungszeiten von
1 und 10 ps mit der Grundzustandsabsorption. Links: Die griine Linie entspricht dem invertierten
Grundzustands-Spektrum von AMP fiir die unter den Anregungsbedingungen zu erwartende Anregung
von etwa 7 % der Adenin-Basen. Die spektrale Form des Ausbleich-Signals nach 1 ps stimmt sehr
gut mit dem invertierten Grundzustands-Spektrum Uberein. Rechts: Die rote Linie entspricht dem
invertierten Grundzustands-Spektrum von poly(A) fir eine unter den Anregungsbedingungen zu
erwartende Anregung von etwa 5 % der Adenin-Basen. Die gestrichelte rote Linie ist eine Anpassung
des invertierten Grundzustands-Spektrum von poly(A) an die hochfrequente Flanke der transienten
Spektren nach 1 bzw. 10 ps entsprechend den angegebenen Skalierungsfaktoren. Die Unterschiede
deuten darauf hin, dass bei der Anregung ein gréBerer Anteil an Adenin-Basen in einen angeregten
Zustand Ubergeht, als man bei der Anregung einzelner Adenin-Basen in poly(A) erwarten wirde.

Fiihrt man die gleiche Analyse fiir poly(A) durch, zeigt sich ein deutlicher Unterschied.
Unter der Annahme, dass sich die Adenin-Basen in poly(A) wie in AMP verhalten und die An-
regung auf diese Basen lokalisiert bleibt, wiirde man unter den experimentellen Bedingungen
fiir poly(A) nach 1 ps ein Ausbleichen entsprechend der roten Linie (~ 5 % der Adenin-Basen
im Anregungsvolumen) in Abbildung 5.11 erwarten. Das nach 1 ps auftretende maximale
Ausbleich-Signal ist jedoch deutlich groBer und zu groBeren Wellenzahlen (1631 cm™!) ver-
schoben. Mit einer spektralen Breite von 12 cm~! (FWHM) ist es zudem etwa 30 % schmiiler
als die Grundzustandsbande mit etwa 18 cm~! (FWHM). Wie lassen sich diese Unterschiede
erkldren?

Eine Erkldrung fiir ein Ausbleich-Signal das grofer ist, als man fiir einzelne Basen erwarten
wiirde, besteht in der Bildung von Komplexen zwischen zwei oder mehr benachbarten Basen.
Besitzen diese Komplexe keine Absorption bei der betrachteten Grundzustands-Absorption,
fiihrt dies zu einem Differenzsignal, das mindestens einen Faktor 2 grofer ist als man bei
der Anregung einer isolierten Base erwarten wiirde. Eine Anpassung an das Differenzsignal
sollte demnach durch eine entsprechende Skalierung des Grundzustands-Spektrums moglich
sein. Die rot gestrichelten Linien in Abbildung 5.7 stellen das mit einem Faktor 2 (transientes
Spektrum nach 1 ps) bzw. mit einem Faktor 1 (transientes Spektrum nach 10 ps) skalierte und
invertierte Gundzustands-Spektrum der angeregten Adenin-Basen (~ 5 %) dar. Mit diesen
Skalierungsfaktoren ergibt sich eine sehr gute Anpassung der transienten Spektren von poly(A)
in der hochfrequente Flanke des Ausbleich-Signals. Da nach 1 ps noch Signalbeitrige durch die
nach der schnellen IC entstanden heilen Molekiile beriicksichtigt werden miissen und auf der
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Pikosekunden-Zeitskala moglicherweise dynamische Vorgénge bei der Bildung der langlebigen
Zustdnde auftreten (siehe Diskussion in [Kwo06]) wird fiir die folgende Abschidtzung nur
das 10 ps-Differenzspektrum verwendet. Nimmt man an, dass sich dieses Differenzspektrum
nur aus einem Ausbleichen der Grundzustands-Absorption und der induzierten Absorption
durch die langlebigen Zustinde zusammensetzt, entspricht der Skalierungsfaktor von 1 dem
eigentlich erwarteten Anteil von ~ 5 % angeregter Adenin-Basen.

Mit dieser Grofe ldsst sich eine Abschitzung fiir den Anteil moglicher Excimer-Zustiande
durchfiihren. Unter der Annahme, dass bei der Bildung der langlebigen elektronisch angereg-
ten Zustidnde jeweils nur zwei Basen beteiligt sind, ldsst sich das Differenz-Spektrum durch
Excimer-Zustinde erkliren, die bei etwa 50 % der urspriinglich absorbierten UV-Photonen ge-
bildet werden. Dieser Wert ist eine obere Grenze, da moglicherweise auch mehr als zwei Basen
daran beteiligt sein konnten. Er ist jedoch in guter Ubereinstimmung mit anderen Abschiit-
zungen zu den Ausbeuten fiir Excimer-Zustéinde in einzelstringigen Adenosin-Oligomeren
[CHO4b, CHOS]. Wie in [CHO4b] diskutiert, legt dieser hohe Anteil einen direkten Zusam-
menhang mit dem Anteil gestapelt vorliegender Adenin-Basen in poly(A) nahe. In [Dew79]
wird von einem Anteil von etwa 65 % gestapelter Adenin-Basen in poly(A) ausgegangen.
Entsprechend deutet die hier durchgefiihrte Abschidtzung darauf hin, dass ein grofer Anteil der
in Basen-Stapeln erfolgten Anregung zur Bildung von Excimer-Zustinden fiihrt.

IR-Signatur der langlebigen Zustande in poly(A)

Bisher gibt es in der Literatur keine IR-Absorptionsspektren fiir mogliche Excimer-Zustéinde
in Adenin-Homopolymeren. Aus diesem Grund wird im Folgenden versucht diese wichtige
Information aus den zeitaufgelosten IR-Experimenten zu extrahieren. Abbildung 5.12 zeigt das
aus der globalen Datenanalyse gewonnene Amplituden-Spektrum (siche Anhang E) fiir den
Zerfall der langlebigen Zustinde mit einer Zeitkonstante von ~ 220 ps. Unter obiger Annahme

T T T T

— Fit-Amplitude
+
- — — Poly(A)-Absorption

Excimer-Absorption

Amplitude / a.u.

1650 1600 1550

-1
Wavenumber / cm

Abb. 5.12: Bestimmung der IR-Absorption der in poly(A) auftretenden langlebigen Zustande. Das
IR-Spektrum dieser Zustéande (blaue Linie) ergibt sich aus der Fit-Amplitude (schwarze Linie) fir die
langlebigen Zustande durch Addition des Grundzustands-Spektrums (rot gestrichelte Linie).

setzt sich dieses Spektrum (schwarze Linie) aus dem Ausbleichen des Grundzustands und der
Absorption der Excimer-Zustinde zusammen. Durch Addition des Grundzustands-Spektrums
(rot gestrichelte Line) ergibt sich daraus die Absorption der Excimer-Zustinde (blaue Li-
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nie). Die Absorptionsmaxima des auf diese Weise bestimmten ,,Excimer-Spektrums* liegen
bei 1625cm™! und 1573 cm~!. Die hochfrequente Bande ist gegeniiber dem Grundzustand
(1628 cm™1) etwas zu niedrigeren Wellenzahlen verschoben. Zudem ist die spektrale Breite der
hochfrequenten Bande mit etwa 14 cm™! um etwa 25 % kleiner als im Grundzustand (18 cm™1).
Die IR-Absorption der Excimer-Zustinde zeichnet sich demnach im Wesentlichen durch eine
Reduktion der Oszillatoren-Stirke und eine kleine Verschiebung im Bereich der C=N- und
C=C-Doppelbindungen aus.

Sowohl die Rotverschiebung als auch die geringere Breite sind nicht unerwartet. Bei der Be-
setzung eines anti-bindenden Molekiilorbitals kommt es im Allgemeinen zu einer Erniedrigung
der an der Schwingungsmode beteiligten Kraftkonstanten und damit zu einer Erniedrigung der
Schwingungsfrequenz. Zum Beispiel konnte in einem Experiment an Lumazin-Molekiilen die
nach UV-Anregung (~ 400 nm) auftretende IR-Signatur des angeregten Singulett-Zustands
bestimmt und eine deutliche Rotverscheibungen (in der GréBenordnung von einigen 10 cm™1)
der Schwingungsbanden nachgewiesen werden [SchO8]. In diesem Zusammenhang konnte die
relativ kleine Rotverschiebung (~ 4 cm™!) in poly(A) ein Hinweis auf die Verteilung der Anre-
gungsenergie auf mehrere Adenin-Basen sein. Die geringere spektrale Breite konnte dadurch
erkldrt werden, dass bei der Excimer-Bildung ein Sub-Ensembles an Adenin-Basen betrachtet
wird, die sich in engem Kontakt zu benachbarten Adenin-Basen befinden. Der Kontakt zu
Losungsmittel-Molekiilen, der in der Regel zu einer Bandenverbreiterung fiihrt, wird dadurch
minimiert.

Modell zur Photophysik in poly(A)

Die hier durchgefiihrten IR-Messungen zeigen deutlich, dass die Wechselwirkungen zwischen
Adenin-Basen in DNA-Einzelstringen auch im infraroten Spektralbereich nachweisbar sind.
Die Ergebnisse zur Photophysik von poly(A) lassen sich mit dem in Abbildung 5.13 darge-
stellten Zwei-Zustands-Modell interpretieren. In diesem Modell werden die Basen je nach
ihrer Anordnung in der Helix entweder als ,,isoliert” oder in Wechselwirkung mit benachbarten
Adenin-Basen angesehen [Rei80]. In den ,,isolierten* oder AMP-dhnlichen Basen erfolgt
die Absorption eines UV-Photons, wie in Abschnitt 5.2.2 fiir AMP diskutiert, durch einen
Irn*-Ubergang der Adenin-Base. Aus diesem ist eine schnelle IC moglich, die zur Bildung
heiler Grundzustands-Basen und der fiir diese Zusténde typischen IR-Signatur fiihrt. In den
gestapelt vorliegenden Basen kommt es dagegen zu Wechselwirkungen, die den Charakter
der elektronischen Anregung und mogliche Desaktivierungspfade entscheidend beeinflussen.
Dabei konnte bisher nicht eindeutig geklédrt werden, ob die Anregung in gestapelt vorliegenden
Basen auf zwei oder mehr Basen delokalisiert erfolgt (Exciton-Zustinde) oder ob die Anregung
zundchst auf eine Base lokalisiert ist und anschlieBend eine dynamische Bildung moglicher
Excimer-Zustdnde stattfindet [Wil76]. Zum Beispiel wurden in [Kwo06] die Ergebnisse an
einem Adenosin-Oligonukleotid mit einer zunichst auf einzelne Basen lokalisierten Anregung
interpretiert, in deren Folge es zur dynamischen Bildung von Excimer-Zustinden kommt. Al-
lerdings weist eine theoretische Studie zu den elektronischen Zustédnden in Adenin-Multimeren
darauf hin, dass sich die experimentellen Ergebnisse aus [Kwo06] auch mit einer zunéchst tiber
mehrere Basen delokalisierten Anregung erklédren lassen. Die hier durchgefiihrten Experimente
konnen aufgrund der am Zeitnullpunkt auftretenden Uberlagerung verschiedener Beitrige
keines der beiden Modelle ausschlieBen. In Abbildung 5.13 wird deshalb der bei der Anregung
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Abb. 5.13: Schematische Darstellung der nach UV-Anregung besetzten Zustadnde in poly(A). Die
Anordnung der Basen entscheidet, ob ein langlebiger Excimer-Zustand gebildet wird oder nicht. (A)
Ist die betroffene Base nicht in einer gestapelten Konformation mit benachbarten Basen oder in einer
(,random-coil)-Struktur, verhalt sie sich &hnlich wie eine Base in einem AMP-Molekdil und wird Uber
eine schnelle IC desaktiviert. (B) Erfolgt die Anregung dagegen in einem Bereich des Einzelstrangs in
dem zwei oder mehrere Basen gestapelt und damit in groBer raumlicher Nahe vorliegen, erfolgt die
Anregung in einen elektronischen Zustand (Sg) der mdglicherweise Gber mehrere Base delokalisiert
ist. Aus diesem kann es zur Bildung von Excimer-Zustdnden kommen. Im Molekilschema wurde die
Deuterierung der Adenin-Basen im Lésungsmittel D,O berlicksichtigt.

besetzte Zustand allgemein als S (,,bright state*) gekennzeichnet, ohne explizite elektronische
Zuordnung. Aus diesem Zustand kann es zur Bildung von Excimeren kommen, denen ein
hoher Elektron-Transfer-Charakter zugeschrieben wird [San07]. Wie bei der Interpretation
der IR-Messungen dargelegt, ist bei der Besetzung dieser Zustinde offenbar der Anteil an
gestapelt vorliegenden Basen ein wesentliches Kriterium. In den Basen-Stapeln werden die
Adenin-Basen in engem Kontakt und parallel zueinander gehalten. Auf der einen Seite kann
diese Einschriankung dazu fiihren, dass die fiir eine konische Durchschneidung nétige Struktur-
dnderung im angeregten Zustand nicht moglich ist und eine mogliche Desaktivierung dadurch
verhindert wird. Auf der anderen Seite ist durch die Wechselwirkung (elektronische Kopplung)
der Basen der Ubergang in einen stabilisierten Excimer-dhnlichen Zustand moglich, der mit
der IC konkurriert. Uber die Mechanismen, die zu der Entvolkerung der Excimer-Zustinde
fiihren, ist bisher wenig bekannt. Die Zerfallszeiten umfassen, wie in dieser Arbeit bestitigt,
einen relativ groen Bereich (100 ps - 1 ns) [CHOS]. Moglicherweise spielen konformationelle
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Anderungen bei der komplexen Dynamik eine wichtige Rolle. Studien zur Bildung und Desak-
tivierung Excimer-dhnlicher Zustdande in Adenosin-Oligomeren konnten zum Beispiel unter
Variation der Probentemperatur erfolgen, da in diesen Experimenten der Anteil der in Stapeln
vorliegenden Adenin-Basen gezielt variiert werden konnte.

Obwohl die hier diskutierten Excimer-Zustdnden seit langem als mogliche Vorstufen fiir
Photoprodukte und Schidden in der DNA diskutiert werden, konnte bei der UV-Belichtung
von poly(A) keine signifikante Bildung von Photoprodukten festgestellt werden. Anders ist
die Situation in dem im Folgenden betrachteten Oligonukleotid (dT);s. In diesem konnte in
Kapitel 4 die Bildung von CPD-Schéden in stationidren Belichtungsexperimenten nachgewiesen
werden.

5.3 Zeitaufgeldste IR-Spektroskopie an
TMP und (dT)18

Seit 1960 ist bekannt, dass UV-Strahlung fiir die Bildung von CPD-Schiden zwischen benach-
barten Thymin-Basen in der DNA verantwortlich ist. Bisher konnte jedoch weder die Zeitskala,
auf der die Photoreaktion ablduft, noch der Mechanismus eindeutig geklirt werden (siehe
Diskussion in Abschnitt 2.3.3). In diesem Abschnitt soll nun die Bildung dieser Photoschiden,
erstmals mit zeitaufgeloster IR-Spektroskopie im Pikosekunden-Bereich untersucht werden.
Dazu werden Messungen am Monomer TMP mit Messungen am Oligomer (dT);g verglichen,
in dem die Bildung von Thymin-Dimeren in Abschnitt 4.3 unter stationdren Bedingungen
nachgewiesen wurde.

5.3.1 TMP und (dT),s: Zeitaufgeloste Messdaten

Einen ersten Uberblick zu den in TMP und (dT),5 auftretenden Absorptionsinderungen bieten
die Konturdarstellungen in den Abbildungen 5.14 und 5.15. Wihrend Abbildung 5.14 den
Bereich zwischen 1775 und 1575 cm™! umfasst, ist in Abbildung 5.15 der Fingerprint-Bereich
zwischen 1550 und 1310 cm™* dargestellt. Diese Aufteilung ermdglicht eine separate Skalie-
rung der beiden Messbereiche, die stark unterschiedliche Signalamplituden aufweisen, und
erleichtert den direkten Vergleich der Messdaten. Zusitzlich sind in den Abbildungen die
Grundzustands-Absorptionsspektren der Molekiile und transiente Spektren an ausgewéhlten
Zeitpunkten nach der Anregung abgebildet. Im Folgenden werden die Messergebnisse im
Detail beschrieben und miteinander verglichen.

Vergleich der Konturdarstellungen

Die Konturdarstellungen der beiden Molekiile zeichnen sich in beiden Spektralbereichen
durch sehr dhnliche transiente Signale aus. Zu Beginn zeigen sich starke negative Absorptions-
dnderungen (Ausbleichen) im Bereich der Grundzustands-Absorptionsbanden. Zudem sind
spektral breite positive Absorptionsinderungen (induzierte Absorption) um 1750 cm ™! und vor
allem im Fingerprint-Bereich zwischen 1460 und 1375 cm~! deutlich sichtbar. Ein GroBteil
der Ausbleich-Signale und der induzierten Absorption verschwindet auf einer Zeitskala von
etwa 10ps. Zwischen 100 ps und 1 ns ist in beiden Molekiilen eine weitere Erholung der
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Abb. 5.14: Darstellung der zeitaufgeldsten Messdaten fir TMP (links) und (dT);s (rechts) im Bereich
der hochfrequenten Doppelbindungs-Schwingungen. Von oben nach unten: (i) Konturdarstellung der
zeitaufgeldsten Absorptionsanderungen. Die gestrichelten Linien kennzeichnen die Positionen fir die in
Abbildung 5.16 dargestellten Zeitverlaufe. (i) Grundzustands-Absorptionsspektrum von TMP (griin) und
(dT)1s (rot). (iii) Transiente Spektren fir die angegebenen Verzdgerungszeiten. Die blau gestrichelte
Linie entspricht der Absorptionsanderung bei einer Erwarmung des Lésungsmittels D,O um etwa
45 mK.

Ausbleich-Signale zu sehen. Gleichzeitig kommt es auf dieser Zeitskala zu einer Reduktion
der induzierten Absorption um 1750 cm~!. Offenbar treten in beiden Molekiilen sehr dhnliche
Prozesse auf, deren spektrale Eigenschaften im nichsten Abschnitt ausfiihrlich beschrieben
werden.

Vergleich der transienten Spektren

Einen detaillierten Blick auf die spektralen Signaturen der Absorptionsdnderungen erlauben
die transienten Spektren in Kombination mit den Grundzustands-Spektrum in den Abbildun-
gen 5.14 und 5.15. Eine Pikosekunde nach der Anregung sind in beiden Spektralbereichen
starke Ausbleich-Signale sichtbar, deren spektrale Position (1681, 1661, 1630 und 1481 cm™*
fiir TMP, bzw. 1693, 1664, 1632 und 1479 cm™! fiir (dT);5) sehr gut mit den Grundzustands-
Absorptionsspektren der Molekiile iibereinstimmen. So lassen sich zum Beispiel die transienten

121



5 Zeitaufgeloste Anreg-Abtast-Experimente

NmommmeChm?e/mOD Absorbance Change / mOD
[ I

-08 -06 -04 -02 0.0 2 04 -08 -06 -04 -02 00 02 04
T T T

0
1000 ' : E
(70 1 1 1
E- I 1 I
o 100 I I
£ : I
|_ 10 1 1
g I I
(O] 1
0 ' o1
A 002F TMP / ! ! 4 002k @dT)1g/\ | : -
O I ] ] 1 | 1
=~ 1 1 1 |
< 0.00 ; | :: :: } | ; | ; 0.00 ; | :: :: ; | ; : ;
' s e
IlmOD oo ' 3ps) 1mob \/ _ | | 3ps
S I B | G/ SR,
(] ] ] ] \ 1 | I \
e ! 110 ps ! 110 ps
§ — = =
S 00 ps
g x5 \:/ o iL 0 ps x5 \:/w
1 I I 1 I I
T v - 3”} X5 - A ___,3ns
P T T 1 T ]
/ | | - ——httD.O ! ! ---hotD,O
L 1 ! L lI 1 L ? 2| L 1 ! L lI L 1 L ? 2|
1550 1500 1450 1400 1350 1550 1500 1450 1400 1350
Wavenumber / cmi Wavenumber / cmi

Abb. 5.15: Darstellung der zeitaufgelésten Messdaten von TMP (links) und (dT);s (rechts) im
Fingerprint-Bereich. Von oben nach unten: (i) Konturdarstellung der spektral- und zeitaufgeldsten
Absorptionsanderungen. Die gestrichelten Linien kennzeichnen die Spektralpositionen fiir die in Abbil-
dung 5.16 dargestellten Zeitverlaufe. (i) Grundzustands-Absorptionsspektrum von TMP (griin) und
(dT)1s (rot). (iii) Transiente Spektren fir die angegebenen Verzdégerungszeiten. Die blau gestrichelte
Linie entspricht der Absorptionséanderung bei einer Erwdrmung des L&sungsmittels D,O um etwa
45mK.

Spektren in Abbildung 5.15 nach 1 ps sehr gut durch ein invertiertes Grundzustands-Spektrum
beschreiben, dem in Anschluss an die Ausbleich-Signale um 1480 cm™? eine spektral breite
induzierte Absorption zu kleineren Wellenzahlen iiberlagert ist. Nach 3 ps ist in diesem Spek-
tralbereich eine deutliche Verschiebung der induzierten Absorption zu gréeren Wellenzahlen
zu erkennen. Gleichzeitig kommt es zu einer Reduktion der Ausbleich-Signale bei 1480 cm™!.
Zehn Pikosekunden nach der Anregung ist nur noch zwischen 1470 und 1310 ein schwacher
positiver Beitrag sichtbar. Die Amplitude des Ausbleich-Signals bei 1480 cm™ ist gegeniiber

den Werten nach 1 ps um etwa 80 % zuriickgegangen.

Diese Betrachtung lésst sich auch auf den Spektralbereich zwischen 1775 und 1575 cm™!

ibertragen. Auch hier ist nach 1 ps ein dem invertierten Grundzustands-Spektrum sehr dhn-
liches Ausbleichen zu erkennen. Der Beitrag einer zu kleineren Wellenzahlen verschobenen
induzierten Absorption ist um 1600 cm~! sichtbar. Zwischen 1700 und 1620 cm™* ist sie offen-
bar durch das sich iiberlappende und breite Ausbleichen im Bereich der Grundzustandsbanden

122



5.3 Zeitaufgeloste IR-Spektroskopie an TMP und (dT);s

iiberlagert. Nach zehn Pikosekunden ist eine deutliche Erholung der Ausbleich-Signale zu
erkennen, die mit dem Zerfall der induzierten Absorption um 1600 cm ™! verkniipft ist. Betrach-
tet man in den Abbildungen 5.14 bzw. 5.15 die mit dem angegebenen Faktor multiplizierten
transienten Spektren nach 100 ps und 3 ns, zeigt sich ein praktisch konstantes Differenzsi-
gnal, dass durch Absorptionsidnderungen im Bereich der starken Ausbleich-Signale und einer
Abnahme der schwachen induzierten Absorption um 1750 cm~! moduliert wird. Dieses ,,Un-
tergrundsignal® erstreckt sich iiber beide Spektralbereiche mit einem positiven Differenzsignal
zwischen 1500 und 1350 cm~! und einem negativen Beitrag an den iibrigen Spektralpositio-
nen. Im Fingerprint-Bereich (Abbildung 5.15) zeigt sich, dass dieser Signalbeitrag sehr gut
durch die blau gestrichelte Linie wiedergegeben wird, die der Absorptionsidnderung bei einer
Erwidrmung des Losungsmittels um etwa 50 mK entspricht (sieche Anhang 5.1.3). Mit dieser
Zuordnung wird deutlich, dass dieser Beitrag auch in Abbildung 5.14 einen Grofteil der nach
3 ns beobachteten Absorptionsianderungen erkldren kann. Dabei zeigt sich in beiden Molekiile
fiir Wellenzahlen groBer 1750 cm™! eine positive Abweichung von diesem Beitrag.

Neben diesen Gemeinsamkeiten sind nach 3 ns jedoch auch deutliche Unterschiede zwi-
schen den transienten Spektren von TMP und (dT);g sichtbar. Zum einen ist das transiente
Spektrum von (dT);g zwischen 1725 und 1600 cm™! deutlich stirker moduliert. Zum anderen
treten in (dT);5 im Fingerprint-Bereich positive Absorptionsdnderungen auf (1465, 1402 und
1320 cm™!), die in TMP nicht vorhanden sind.

Vergleich der Zeitverlaufe

Nach den spektralen Eigenschaften der transienten Spektren werden nun die Kinetiken der Ab-
sorptionsdnderungen in den Bereichen der Ausbleich-Signale und der induzierten Absorption
untersucht. Dazu sind in Abbildung 5.16 die Zeitverliufe fiir die in den Abbildungen 5.14 und
5.15 durch gestrichelte Linien gekennzeichneten Spektralpositionen einander gegeniibergestellt.
Die Datenanpassung (siehe Abschnitt 3.3.3) erfolgt iber eine Summe von Exponentialfunk-
tionen (gefaltet mit der Apparatefunktion). Dabei wurde zunéchst eine globale Datenanalyse
durchgefiihrt, deren Ergebnisse — mit Angabe der Zeitkonstanten und Fitamplituden — in
Anhang E dargestellt sind. In beiden Molekiilen sind drei Zeitkonstanten im Pikosekunden-
Bereich und weitere Zeitkonstanten in der Groflenordnung von 100 ps bzw. 1 ns notwendig. Da
jedoch, wie bereits in Abschnitt 5.2.1 diskutiert, fiir die Beschreibung der Verschiebung der
induzierten Absorption (< 10 ps) eine exponentielle Datenanpassung nicht geeignet ist, wurde
jeder Zeitverlauf in Abbildung 5.16 einzeln angepasst. Bei dieser Datenanpassung wurde fiir
die Wiedergabe der ,,schnellen Kinetik im Bereich kleiner 10 ps eine Zeitkonstante frei iteriert,
wihrend fiir Zeiten groBer 10 ps die Werte aus der globalen Datenanalyse {ibernommen und in
der Fitroutine festgehalten wurden. Die Zeitverldufe erfordern fiir eine gute Reprisentation der
Daten mindestens 4 Zeitkonstanten, die zusammen mit den entsprechenden Fitamplituden in
Tabelle 5.2 angegeben sind.

Kinetiken im Pikosekunden-Bereich

Im Folgenden werden die bei der Datenanpassung gefundenen Zeitkonstanten fiir TMP und
(dT),s miteinander verglichen. Auf der Pikosekunden-Zeitskala lassen sich sowohl die nach
einer Pikosekunde auftretenden Zerfille der induzierten Absorption als auch die Reduktion
der Ausbleich-Signale mit sehr dhnlichen Zeitkonstanten beschreiben. Dies wird zum Beispiel
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Abb. 5.16: Zeitverlaufe fir TMP (links) und (dT);s (rechts) an den angegebenen Spektralpositionen.
Die Datenanpassung (durchgezogene Linien) erfolgt flir Verzégerungszeiten gréBer 2 ps mit einer

Summe von Exponentialfunktionen, die mit der Apparatefunktion gefaltet werden. In Tabelle 5.1 sind
die entsprechenden Fit-Parameter angegeben.

in den fiir beide Thymin-Derivate nahezu spiegelsymmetrischen Signalverldaufe bei 1478 und
1445 cm™! deutlich. Im Fall von TMP liegen die Zeitkonstanten fiir die schnelle Komponen-
te (1) zwischen 1,8 und 3,1 ps. Fiir (dT);s ergeben sich Zeitkonstanten zwischen 2,8 und
3,9 ps. Eine Ausnahme bildet dabei nur der Zeitverlauf bei 1630 cm™! der sich durch eine
Zeitkonstante von etwa 7 ps anpassen lisst.

124
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Probe Viem® Ti/ps T/ps Tt3/ps T4/ ps a, a, as a,
TMP 1752 3,1 97 1073 © 0,19 -0,013 0,077 -0,062
1626 3,1 97 1073 e -1,32 0,066 -0,42 -0,36

1575 2,1 97 00 - 1,38 0,045 -0,15 -
1478 2,3 97 1073 o0 -1,77 -0,004 -0,009 0,024
1445 1.8 0 - - 0,49 0,086 - -
1350 25 0 - - 0,28 0,016 - -
(dT);g 1752 3,3 104 1055 0 0,18 0,04 0,048 -0,015
1630 6,8 104 1055 o0 -0,69 -0,084 -0,16 -0,407
1575 2,6 104 o0 - 0,79 0,22 -0,12 -
1478 3,9 104 1055 o0 -1,23 -0,064 -0,056 -0,011
1445 2,8 0 - - 0,39 0,088 - -
1350 2,8 104 o0 - 0,25 0,052 0,026 -

Tabelle 5.2: Fit-Parameter (Zeitkonstanten und Amplituden) fir die Datenanpassung der Zeitverlaufe
in Abbildung 5.16. Die Fit-Funktion entspricht einer Summe von Exponentialfunktionen, die mit der
Apparate-Funktion (GauB-Funktion mit Halbwertsbreite von 350fs (FWHM)) gefaltet werden. Die
grau hinterlegten Zeitkonstanten sind einer globalen Datenanalyse entnommen und wurden in der
Fit-Routine festgehalten.

Kinetiken im 100 Pikosekunden- und Nanosekunden-Bereich
In TMP lassen sich die Zeitverldufe bei 1575, 1445 und 1350 cm ™! mit nur einer schnellen Zeit-
konstante und einem Offset (,,Unendlich“-Komponente) beschreiben. Dies ist in (dT);g nur bei
1445 cm~! moglich. An allen anderen Spektral-Positionen sind weitere Zeitkonstanten fiir eine
gute Beschreibung der Daten notwendig. Dabei liefern die Zeitkonstanten aus der globalen Da-
tenanalyse (97 ps und 1073 ps fiir TMP, bzw. 104 ps und 1055 ps fiir (dT);5) auch in der einzeln
durchgefiihrten Datenanpassung eine sehr gute Reprisentation der Absorptionsinderungen.
Obwohl in beiden Proben dhnliche Zeitkonstanten auftreten unterscheiden sie sich deutlich
in den Amplituden (siehe Tabelle 5.2). In TMP besitzt die 1 ns-Komponente eine im Vergleich
zur 100 ps-Komponente wesentlich groere Amplitude und dominiert die Zeitverldufe bei
1752, 1626 und 1478 cm™~!. Dabei trigt sie insgesamt nur einen kleinen Anteil zur Reduktion
des Ausbleichens bei 1626 und 1478 cm™! bei. Anders ist die Situation in (dT);s. Hier liegen
die Amplituden der 100 ps-Komponente und 1 ns-Komponente in der gleichen Gré8enordnung.
Beide Anteile tragen deutlich zum Zerfall der induzierten Absorption bei 1752cm~! und
der Erholung des Grundzustands bei 1630 und 1478 cm~! bei. Im Gegensatz dazu ist in den
Zeitverlidufen bei 1575 und 1350 cm™*! nur die 100 ps-Komponente deutlich zu erkennen. Die
Unterschiede in den Zeitverldufen und den transienten Spektren sind Gegenstand des nédchsten
Abschnitts.

5.3.2 TMP und (dT),s: Dateninterpretation

Die Beobachtung, dass die zeitaufgelosten IR-Messungen an TMP und (dT);s sehr dhnliche
Absorptionsidnderungen aufweisen, legt nahe, dass sich ein GroBteil der angeregten Basen in
(dT);5 wie im Monomer TMP verhilt. In Anbetracht der Ergebnisse von Crespo-Hernandez
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und Mitarbeitern ist dies nicht unerwartet. Sie konnten mit zeitaufgeloster UV/Vis-Absorptions-
Spekroskopie zeigen, dass sowohl in TMP als auch in (dT)s etwa 85-90% der Basen nach
UV-Anregung iiber eine schnelle interne Konversion (~ 700 fs) in den Grundzustand iibergehen
[CHOS]. Zudem wurden fiir beide Thymin-Derivate langlebige Zustinde mit Lebensdauern im
100 Pikosekunden-Bereich und fiir (dT);s auch ein Beitrag mit einer Zeitkonstante von 800 ps
gefunden. Als mogliche Ursache fiir diese langlebigen Zustinde wird fiir beide Molekiile die
Besetzung von 'nr*-Zustinden diskutiert. Auf die Frage nach der Zeitskala fiir die Bildung
von CPD-Schiéden konnte jedoch in diesen Experimenten keine eindeutige Antwort gegeben
werden. Die zeitaufgeldsten IR-Messungen werden nun im Hinblick auf diese Frage und die
aus den UV/Vis-Messungen bekannten Ergebnisse diskutiert.

IR-Absorption heiBer Thymin-Basen

Die ersten Pikosekunden (< 10ps) nach der UV-Anregung werden in beiden Molekiilen
durch starke Ausbleich-Signale an den Positionen der Grundzustands-Banden und eine zu
kleineren Wellenzahlen verschobene induzierte Absorption dominiert. Die damit verbundenen
sigmoidalen Signaturen in den transienten Spektren sind, wie in Abschnitt 5.1.3 diskutiert,
charakteristisch fiir schwingungsangeregte (heifle) Grundzustands-Molekiile. Dabei bewirkt
die Anharmonizitit und die anharmonische Kopplung der hochfrequenten Schwingungsmoden
an niederfrequente Moden eine spektrale Verschiebung der Infrarotabsorption, die zu den
sigmoidalen Absorptionsidnderungen fiihrt. Das Verschwinden dieser Signalbeitrige ist ein
Mab# fiir den Energieiibertrag an das Losungsmittel [Sch04]. Abschitzungen zu der Kiihlrate
lassen sich deshalb zum Beispiel aus dem Zeitverlauf des Ausbleich-Signals bei 1478 cm™!
und der induzierten Absorption bei 1445 cm™ in Abbildung 5.16 erhalten. Sowohl der Zerfall
der induzierten Absorption als auch die Erholung des Ausbleich-Signals erfolgen mit einer
Zeitkonstante von etwa 2 ps fiir TMP bzw. 4 ps fiir (dT);s. Beide Werte stimmen damit, unter
Beriicksichtigung einer etwas langsameren Kiihlrate in D,O gegeniiber H,O [Mid07b], sehr
gut mit den Angaben in [CHOS, KuiO5] iiberein.

Der Unterschied zwischen den Kiihlraten im Monomer TMP und dem Oligomer (dT);g ist
dhnlich grofl wie zwischen den beiden Adenin-Derivaten AMP und poly(A), die in Abschnitt
5.2.1 untersucht wurden. Entsprechend stellt auch hier die unterschiedliche Umgebung der
Basen eine Erklédrung fiir das schnellere Abkiihlen von TMP-Molekiile dar. Wéhrend in TMP
jede Thymin-Base direkt von einer Losungsmittel-Hiille umgeben ist, die einen effizienten
Energietransfer an das Losungsmittel erlaubt, ist in (dT);5 ein groBer Teil der Oberflache durch
weitere Thymin-Basen und nicht durch D,O-Molekiile gegeben.

Die beim Abkiihlen der heilen Molekiile an das Losungsmittel abgegebene Schwingungs-
Energie fiihrt zu einer Erwidrmung des Anregungsvolumens. Dieser Vorgang ist die Erkldrung
fiir die in den transienten Spektren nach 100 ps und 3 ns (Abbildungen 5.14 und 5.15) zu
sehende Absorptionsidnderung (blau gestrichelte Linie), die einer Temperaturerhohung des
Losungsmittels von etwa 45 mK entspricht. Dieser Wert ist in sehr guter Ubereinstimmung mit
der unter den Anregungsbedingungen zu erwartenden Temperaturerh6hung von etwa 50 mK.
Aufgrund der im Vergleich langsamen Wirmediffusion (siehe Anhang C.2) aus dem Beob-
achtungsvolumen (Millisekundenbereich) bleibt diese Signatur im betrachteten Zeitbereich
(< 3 ns) praktisch konstant.

Eine Erkldrung fiir das Auftreten heiler Grundzustands-Molekiile nach 1 ps bietet die
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bereits in der Einleitung zu diesem Abschnitt erwédhnte schnelle (< 1 ps) interne Konversi-
on (IC) von Thymin-Basen nach UV-Anregung. Der Anteil der Basen, die dieser schnellen
Desaktivierung folgen, ldsst sich durch eine Analyse der Ausbleich-Signale abschitzen. Die
Absorptionsdanderungen im Bereich der Ausbleich-Signale spiegeln die Wiederbevolkerung
des Schwingungs-Grundzustands wieder. Da das Ausbleich-Signal um 1480 cm™! nur unwe-
sentlich durch Beitrige anderer Absorptionsbanden iiberlagert wird, ist in diesem Bereich
eine einfache Abschitzung moglich. Das Ausbleich-Signal bei 1478 cm ™! (Abbildung 5.16)
zeigt zwischen einer und zwanzig Pikosekunden eine Reduktion, die etwa 90 % der angeregten
TMP-Molekiile bzw. etwa 85 % der angeregten Thymin-Basen in (dT);g entspricht. Damit sind
die hier bestimmten Ausbeuten fiir die IC in sehr guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
aus [CHOS] und fiir die sehr dhnlichen transienten Spektren der Thymin-Derivate innerhalb
der ersten 10 ps verantwortlich. Deutliche Unterschiede zeigen sich erst in den transienten
Spektren nach 100 ps und 3 ns. Die dabei auftretenden Unterschiede im Fingerprint-Bereich
konnten ein Hinweis auf die Bildung von Photoschédden in (dT);g sein.

Nachweis von Thymin-Dimeren

Eines der Hauptziele dieser Arbeit ist die Bestimmung der Zeitskala auf der die Bildung von
Thymin-Dimeren in (dT);g ablduft. Zu diesem Zweck wurde in Kapitel 4.2 die IR-Absorption
dieser Schiaden bestimmt. Allerdings liegt die erwartete Quantenausbeute fiir diese Photo-
reaktion nur im Bereich weniger Prozent (2-3 %) [Mar05]. Demnach liefern iiber 90 % der
angeregten Molekiile Signalbeitrige, die der Signatur des Photoschadens iiberlagert sein kon-
nen. Dies trifft vor allem auf den Bereich der hochfrequenten Schwingungsbanden zwischen
1775 und 1575 cm™? zu, in dem sich die Signale mehrerer Grundzustandsbanden iiberlagern.
Da die Bildung des Zyklobutan-Rings mit einem Verschwinden der C=C Doppelbindung
verkniipft ist (sieche Abschnitt 4.2) sollte es im Fall einer Bildung von Thymin-Dimeren zu
einem Ausbleichen der Absorptionsbande um 1630 cm™! kommen. Tatsiichlich findet sich in
zeitaufgelosten IR-Messungen an (dT);5 ein Ausbleichen in diesem Bereich. Diese Absorp-
tionsdnderung konnte jedoch auch andere Ursachen haben. Zum einen wird dieser Bereich
zu frithen Zeiten (< 10 ps) durch die Signatur der heilen Grundzustands-Molekiile iiberlagert,
zum anderen konnte ein entsprechendes Ausbleich-Signal auch durch die Bildung anderer
Photoprodukte oder langlebiger Zustinde hervorgerufen werden. Diese Probleme treten im
Fingerprint-Bereich zwischen 1310 und 1550 cm™! nicht auf. Hier sollte sich die Bildung
von Thymin-Dimeren eindeutig durch die Absorption der in Abschnitt 4.2 bestimmten Dimer-
Marker-Banden (1465, 1402, 1320 cm™') nachweisen lassen. Aus diesem Grund wird in der
weiteren Diskussion dieser Spektralbereich betrachtet.

In Abbildung 5.17 A sind die transienten Spektren von TMP und (dT);g bei einer Verzo-
gerungszeit von 3 ns dargestellt. Dabei zeigt sich, dass die Absorptionsdnderung durch die
Erwarmung des Losungsmittels in beiden Proben in guter Ndherung gleich grof} ist. Zwei
Punkte sind dafiir verantwortlich: (i) Zum einen wurde die Konzentration der Thymin-Basen
so gewihlt, dass die optische Dichte der Proben bei der Anregungswellenlédnge und damit die
Anzahl der pro Laserschuss absorbierten Photonen in etwa gleich grof3 ist. (i1) Zum anderen
verhilt sich offenbar ein Grofteil der angeregten Thymin-Basen in (dT),s dhnlich wie in
TMP, so dass in beiden Thymin-Derivaten die absorbierte Energie auf @hnlichen Zeitskalen
an das Losungsmittel abgegeben wird. Unterschiede zeigen sich jedoch bei 1465, 1402 und
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Abb. 5.17: Links: Vergleich der transienten Spektren von TMP und (dT);s mit der IR-Signatur von
CPD-Schéden. (A) Transiente Spektren von TMP und (dT),s nach 3 ns. (B) Differenz-Spektren zwischen
(dT)15 und TMP fir 3ns und 15ps. (C) Differenzspektrum zur Bildung von CPD-Schaden zwischen
Thymin-Basen in (dT);s (siehe stationare Belichtungs-Experimenten in Abschnitt 4.3). Rechts: Kontur-
darstellung der Differenz zwischen (dT),s und TMP. Das Auftreten der Dimer-Marker-Banden zwischen
1 und 20 ps zeigt, dass die Bildung von CPD-Schaden auf einer Zeitskala von einer Pikosekunde
erfolgt.

1320cm ™. An diesen Spektralpositionen sind in (dT);g zusitzlich positive Absorptionsinde-
rungen sichtbar. Da in diesem Spektralbereich die Grundzustands-Absorptionsspektren der
beiden Molekiile sehr dhnlich sind, lassen sich diese spektralen Unterschiede durch eine Sub-
traktion des TMP-Signals vom (dT);g-Signal hervorheben. Das auf diese Weise gewonnene
Differenzspektrum nach 3 ns ist in Abbildung 5.17 B dargestellt. Darunter ist ein entsprechen-
des Differenz-Spektrum fiir eine Verzogerungszeit von 15 ps zu sehen. Beide konnen nun mit
dem fiir die CPD-Bildung erwarteten Differenzspektrum (siehe Abbildung 5.17 C) aus den
stationdren Belichtungs-Experimenten (siche Abschnitt 4.3) verglichen werden. Sowohl nach
3 ns als auch nach 15 ps stimmen die Unterschiede zwischen TMP und (dT);g sehr gut mit den
Dimer-Marker-Banden iiberein, und zeigen eindeutig, dass Dimer-Schiden bereits 15 ps nach
der UV-Anregung vorhanden sind.

Die Entwicklung dieser Banden zwischen O und 20 ps ist in Abbildung 5.17 in Form einer
Konturdarstellung gezeigt. In dieser Darstellung wird deutlich, dass die Absorption der Dimer-
Marker-Banden bei 1402 und 1320 cm™! bereits 1 ps nach dem Zeitnullpunkt auftritt. Bei der
dritten Spektralposition (1465 cm™!) wird die Dimer-Marker-Bande fiir Verzogerungszeiten
kleiner 4 ps durch einen negativen Beitrag iiberlagert, der auf die unterschiedlichen Kiihlraten
von TMP und (dT);s und die Differenzbildung zuriickzufiihren ist. Die nach IC entstehenden
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heiBen Molekiile fithren im Bereich der Grundzustands-Absorptionsbande um 1480 cm ™! zu

einer ausgepriagten sigmoidalen Signatur in den transienten Spektren von TMP und (dT);s.
Bei der Subtraktion ((dT);5- TMP) werden die Unterschiede im Abkiihlverhalten deutlich und
tiberlagern die positive Absorption durch das Entstehen des Dimer-Schadens bei 1465 cm™!
fiir Verzogerungszeiten kleiner 4 ps.

Aussagen zur Bildung von CPD-Schiden fiir den Zeitbereich kleiner 1 ps sind sehr schwierig.
In diesem Zeitbereich werden die Signale, wie in Abschnitt 5.1 diskutiert, durch die IR-
Absorption der angeregten elektronischen Zustinde (7ic ~ 700 fs) und Losungsmitteleffekte
iiberlagert. Der eindeutige Nachweis der Dimer-Marker-Banden bereits 1 ps nach der UV-
Anregung zeigt jedoch, dass die Dimer-Bildung extrem schnell ablduft und parallel zur internen
Konversion sichtbar wird.

Bestimmung der Quantenausbeute

Neben der Bestimmung der Zeitskala, auf der die Bildung von CPD-Schéden abliuft, ist die
Bestimmung der Quantenausbeute der Reaktion von ebenso grofler Bedeutung. Die Quanten-
ausbeute ergibt sich aus der Anzahl der nach UV-Absorption gebildeten Dimere, geteilt durch
die Anzahl der angeregten Thymin-Basen. Unter der Annahme, dass jede angeregte Thymin-
Base in (dT);g auch zu einem Dimer mit einer benachbarten Thymin-Base weiter reagieren
kann — dies ist unter den verwendeten Anregungsintensitdten und Konzentrationen gewihr-
leistet —, ldsst sich die Quantenausbeute auch durch die Konzentration der Thymin-Basen (c)
vor der Anregung und der Konzentration der gebildeten CPD-Schéden (ccpp) ausdriicken:

CcpD
n-Co

Dcpp = 5.4)
In Gleichung 5.4 wird der Anteil der tatsdchlich angeregten Thymin-Basen durch den Faktor
71 beriicksichtigt. Diese Grofe ldsst sich zum Beispiel aus dem initialen Ausbleichen der
Grundzustands-Absorptionsbande bei 1480 cm™! abschitzen und liegt bei etwa 5 %. Eine
Abschitzung basierend auf der Energie der Anregungsimpulse, dem Anregungsvolumen,
der Absorption und der Konzentration liefert mit rund 5,2 % eine vergleichbare GroBe. Mit
den in den zeitaufgelosten IR-Messungen bestimmten Absorptionsianderung A Ag und der
in Abschnitt 4.3.2 fiir (dT);s pro Base bestimmten Extinktionskoeffizienten ecpp und €qr),,
ergibt sich die Quantenausbeute mit

AAg = ccpp - d(2€cpp — 2€r),;) (5.5)

Zu:

1 A Ag
n-co d(2ecpp — 2€arys)
Bei der Aufstellung der Gleichung 5.5 wurde beriicksichtigt, dass bei der Anregung eines
Thymins gemal der Gleichung [T* + T — T=T] zwei Thymin-Basen reagieren. Fiir die
Bestimmung der Quantenausbeute ist die Dimer-Marker-Bande um 1402 cm™! am geeignetsten,
da in ihrer Nihe keine starke Grundzustand-Absorptionsbande liegt die das Signal der Thymin-
Dimere iiberlagert.

Unter den experimentellen Bedingungen werden etwa 5 % der Thymin-Basen im Anregungs-
volumen angeregt. Die in Abbildung 5.17 A bestimmte Differenz zwischen den transienten
Spektren von (dT);s und TMP (A Ag) ist ein MaB fiir die Absorptionsdnderung aufgrund

Pepp = (5.6)
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der Dimer-Bildung und betriigt bei 1402 cm™! etwa 0,025 mOD. Daraus ergibt sich mit den
Extinktionskoeffizienten (ecpp ~ 150M~tem™! bzw. €yr),, ~ 40M~cm™') und der Aus-
gangskonzentration (cy ~ 10 mM) eine Quantenausbeute von ®cpp = 2,5 %. Aufgrund der
Messungenaugigkeiten (Angabe der Extinktionskoeffizienten, Schichtdicke) sowie den Unsi-
cherheiten beim Abschitzen des Anteils der angeregten Molekiile liegt die Unsicherheit bei
4 0,5 % und demnach die Quantenausbeute zwischen 2 und 3 %.

Zeitskalen der Dimer-Bildung

Obwohl die Darstellung in Abbildung 5.17 nahelegt, dass die oben bestimmte Quantenausbeute
bereits eine Pikosekunde nach der Anregung vorliegt, stellt sich die Frage, ob es nach einer
initialen Bildung von Thymin-Dimeren (< 1 ps) zu weiteren Photoreaktionen auf einer ldngeren
Zeitskala kommt? Zum Beispiel wurde ja in Abschnitt 4.3 die Bildung von CPD-Schiden
zwischen TMP-Molekiilen nachgewiesen, zwischen denen die Reaktion diffusionslimitiert
und bei den verwendeten Konzentrationen nur iiber einen langlebigen Triplett-Zustand mog-
lich ist. Zudem sind in den Messungen an (dT);s und TMP Absorptionsidnderungen auf der
100-Pikosekunden-Zeitskala sichtbar, die moglicherweise mit der Dimer-Bildung in (dT);g
verkniipft sind. Diese Frage ldsst sich durch einen Vergleich der Zeitverlaufe von TMP und
(dT):s an den Positionen der Dimer-Marker-Banden untersuchen. In Abbildung 5.18 ist die
Differenz der Absorptionsinderungen zwischen TMP und (dT);g ein MaB fiir den Anteil
der in (dT)s gebildeten CPD-Schiiden. Fiir die Zeitverliufe bei 1402 und 1320 cm™! ist die
Differenz zwischen (dT)s entsprechend der Konturdarstellung in Abbildung 5.17 bis 1 ps nach
UV-Anregung vorhanden. Bei 1465 cm™! wird diese Signatur fiir Zeiten kleiner 4 ps — wie
bereits fiir die Konturdarstellung in Abbildung 5.17 diskutiert — durch die unterschiedlichen
Kiihlzeiten der beiden Proben iiberlagert. Im Rahmen der Messungenauigkeit findet sich nach
Abklingen der Kiihlprozesse (> 10 ps) jedoch in keinem der Zeitverldufe eine Zunahme dieses
Differenzsignals. Offenbar tragen also die in den Messdaten vor allem im Bereich zwischen
1775 und 1575 cm™~! sichtbaren Zerfille von Zustinden — mit Zeitkonstanten im Bereich
von 100 ps und 1 ns — nicht wesentlich zur Dimer-Bildung bei. Aufgrund der sehr guten
Ubereinstimmung der oben bestimmten Quantenausbeute mit den Literaturangaben ist auch
auf einer noch ldngeren Zeitskala nicht mit einem weiteren signifikanten Beitrag zu rechnen.

Diskussion der langlebigen Zustande

Die bisherige Dateninterpretation ergab, dass etwa 85 - 90 % der angergeten Thymin-Basen
in TMP und (dT);s eine schnelle Desaktivierung iiber eine interne Konversion (< 1 ps) in
den Grundzustand erfahren. Eine weitere Wiederbevolkerung des Grundzustands erfolgt erst
auf der 100 ps- und ns-Zeitskala. Dabei ist auch nach 3 ns noch keine vollstindige Erholung
im Bereich der Grundzustands-Banden erreicht. Bevor der mogliche Charakter dieser lang-
lebigen Zustidnde diskutiert wird, werden die nach 3 ns auftretenden transienten Spektren
unter Beriicksichtigung der bisher eindeutig bestimmten Signalbeitrige diskutiert. Zu diesen
Signalbeitrigen gehort neben der Erwidrmung des Losungsmittels (A7 ~ 50 mK) auch die
Bildung von CPD-Schiden in (dT);5. Dem ,,Fehlen* von Molekiilen im Grundzustand wird
bei der folgenden Analyse durch ein invertiertes Grundzustands-Spektrum Rechnung getragen.
Die entsprechenden Signalbeitrige fiir TMP und (dT);5 sind in Abbildung 5.19 dargestellt.
Dabei sind in der oberen Hilfte der Graphen die einzelnen Beitrige (Losungsmittel (blau),

130



5.3 Zeitaufgeloste IR-Spektroskopie an TMP und (dT);s

T
1465 cm't
O
[& T RAY &@@J@—A
A s pi
Q "
e Hi
© .
2 -1
8 1401 cm
N
O
Q
e
= R i s
2 00 - — RIS
g A It
04 | 1 1
i 1320 cm't
2 O
o 0 R 2
0.0 — o LLAL%
L S I o3 a3l o3 a3l PR
0246 810 100 1000

Delay Time / ps

Abb. 5.18: Zeitverlaufe an den angegebenen Wellenzahlen im Bereich der Dimer-Marker-Banden
fur TMP (griine Kreise) und (dT);s (rote Dreiecke). Die Linien entsprechen einer Datenanpassung
aus einer Summe von Exponentialfunktionen. An allen drei Spektral-Positionen ist ein deutlicher
Absorptions-Unterschied zwischen TMP und (dT),s zu erkennen, der ein Maf flr die Ausbeute an
Dimer-Schaden darstellt. Im logarithmisch aufgetragenen Zeitbereich zwischen 10 ps und 3 ns ist keine
weitere Dimer-Bildung nachweisbar.

CPD-Schiden (rot), invertierte Grundzustands-Spektren fiir TMP (griin) und (dT);s (violett))
dargestellt. In der unteren Hilfte wird die Summe aus diesen Beitridgen (grau gestrichelte Linie)
mit den transienten Spektren nach 3 ns verglichen.

Im Fingerprint-Bereich zwischen 1550 und 1310 cm™* lésst sich das transiente Spektrum
von TMP sehr gut durch eine Summe aus dem Signal der Losungsmittelerwdrmung und
einem invertieren Grundzustands-Spektrum, das etwa 4% der urspriinglich angeregten TMP-
Molekiile entspricht, wiedergeben. Eine ebenso gute Reprisentation des transienten Spektrums
ist fiir (dT);s moglich, wenn man zum Losungsmittel-Beitrag ein invertiertes Grundzustands-
Spektrum addiert, das etwa 3 % der angeregten Thymin-Basen entspricht und zusitzlich
das Signal der CPD-Bildung fiir eine Quantenausbeute von 3 % beriicksichtigt. Ubertrigt
man die im Fingerprint-Bereich erhaltenen Signalbeitrdge auf den Bereich der Carbonyl-
Banden zwischen 1700 und 1600 cm™!, zeigt sich auch in diesem Spektralbereich eine recht
gute Ubereinstimmung. So ist zum Beispiel fiir (dT),s auch in diesem Spektralbereich die
Signatur des CPD-Schadens deutlich als Modulation des transienten Spektrums nach 3 ns
sichtbar. Deutliche Abweichungen ergeben sich jedoch im Bereich der langlebigen induzierten
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Abb. 5.19: Analyse der Signalbeitrage in den transienten Spektren nach 3 ns fiir TMP (links) und (dT);s
(rechts). Beitrage durch die Erwarmung des Lésungsmittels sind blau eingezeichnet. Dem Fehlen an
Grundzustands-Molekilen wird durch invertierte Grundzustands-Spektren fir TMP (griin) und (dT):s
(violett) Rechnung getragen. Die Absorptionsanderung durch die Bildung von CPD-Schéaden (~ 3 %)
in (dT);s ist rot eingezeichnet. Im Fingerprint-Bereich zwischen 1550 und 1310cm~1 ist im Rahmen
der Messungenauigkeit eine sehr gute Anpassung der transienten Spektren mit diesen Beitragen
méglich (gestrichelte graue Linie). Dagegen zeigen sich im Bereich der Carbonyl-Schwingungen (1775
- 1575cm~1!) kleine aber deutliche Abweichung vor allem fiir Wellenzahlen gréBer 1700 cm—1.

Absorption um 1750 cm ™1,

Fiir diese Abweichungen und das ,,Fehlen* an Grundzustands-Molekiilen im Prozent-Bereich
konnen langlebige elektronische Zustinde oder Photoprodukte verantwortlich sein. Zu mogli-
chen Photoprodukten zwischen Thymin-Basen gehoren neben den CPD-Schédden zum Beispiel
Photohydrate oder der (6-4)-Photoschaden. Allerdings ist aus der Literatur bekannt, dass die
Ausbeuten fiir diese Reaktionen in den betrachteten Systemen weit unter einem Prozent liegen
[Cad92]. Sie scheiden demnach als Begriindung aus. Stattdessen werden in den néchsten
Abschnitten weitere Moglichkeiten diskutiert.

Photo-lonisation und Zwei-Photonen-Prozesse?

Wie in Abschnitt 5.1.2 fiir AMP diskutiert, konnte es auch bei der UV-Anregung der Thymin-
Derivate zu einer Photoionisation der Basen kommen. Bei der Photoionisation von Thymin
entsteht ein Thymin-Kation, das entweder mit einem Elektron in Losung rekombinieren oder
iber Folgereaktionen mit den umgebenden Wassermolekiilen weiter reagieren kann. Zum Bei-
spiel ist eine Deprotonierung [Thyt — Thy*(-H)] oder Hydratisierung [Thy™ — Thy*(OH)]
der Base moglich [Ora85, Cad90]. Auch mit den bei der Ionisation entstehenden solvatisierten
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Elektronen kann eine Reihe von Produkten [e,, + Thy — Thy™ 9 Produkte] gebildet werden
[Ste92]. Bisher sind jedoch keine IR-Spektren dieser Photoprodukte bekannt, die eine eindeuti-
ge Zuordnung in den transienten Spektren erlauben wiirde. Dennoch lassen sich Obergrenzen
fiir die Bildung moglicher Ionisationsprodukte angeben.

In Anbetracht der Ergebnisse aus [Mar06] scheint dabei ein signifkanter Beitrag durch eine
Ein-Photonen-Ionisation dulerst unwahrscheinlich. Weder fiir TMP noch fiir das Thymidin-
Oligomer (dT)yp wurde in Belichtungs-Experimenten mit UV-Strahlung (266 nm) eine signifi-
kante Ein-Photonen-Ionisation beobachtet. Eine andere Moglichkeit wire ein Zwei-Photonen-
Prozess, der zur Ionisation von Thymin-Basen fiihrt [Ora85, Reu96, Reu00]. Da die Zwei-
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Abb. 5.20: Normierte Absorptionsénderung fir (dT),s in Abhangigkeit von der Anregungsenergie.
Dargestellt ist die Abh&ngigkeit nahe dem Zeitnullpunkt (Dreiecke) bei 1588 cm~! und im Bereich der
Ausbleich-Signale bei 1626 cm~! nach 1 und 100 ps (Kreise und Quadrate). Die Werte bei 1626 cm~!
sind invertiert dargestellt. Die Datenanpassung erfolgt Gber eine lineare Fitfunktion. Eine Steigung
ungleich Null weist auf eine quadratische Abhangigkeit der Absorptionsédnderungen von der Anregungs-
Energie und einen Zwei-Photonen-Prozess hin. Eine Steigung gleich Null kennzeichnet dagegen einen
Ein-Photonen-Prozess.

Photonen-Ionisation quadratisch mit der Anregungsintensitit skaliert, ldsst sich ihr Auftreten
durch Variation der Anregungsintensitét iiberpriifen. Da eine entsprechende Datenanalyse
bereits fiir poly(A) durchgefiihrt wurde, wird an dieser Stelle auf eine erneute ausfiihrliche Dar-
legung der Datenanpassung verzichtet und auf die Ausfithrungen in Abschnitt 5.2.2 verwiesen.

Fiir die in Abbildung 5.20 dargestellten Messergebnisse wurde die Anregungsenergie bei
identischen Biindelparametern variiert (Anregungsintensitit ~ Anregungsenergie) und die
Absorptionsidnderung in (dT);g bestimmt. Aufgetragen ist die normierte Absorptionsidnderung
(%) an zwei Spektralpositionen in Abhédngigkeit von der Anregungsenergie. Wihrend sich die
normierten Absorptionsinderungen bei 1588 cm ™! nahe dem Zeitnullpunkt durch eine Gerade
mit einer Steigung ungleich Null beschreiben lésst, ist in den beiden anderen Signalverldufen
bei 1626 cm™! die Steigung im Rahmen der Unsicherheiten in guter Niherung gleich Null.
Diese Beobachtungen lassen sich wie folgt interpretieren.

Die quadratische Abhédngigkeit das ,,Nullpunkt-Signals* kann, wie in Abschnitt 5.1.2 dis-
kutiert, durch die Zwei-Photonen-Ionisation des Losungsmittels erklidrt werden. Da das bei

133



5 Zeitaufgeloste Anreg-Abtast-Experimente

diesem Prozess entstehende Intermediat auf dem Weg zum solvatisierten Elektron einen sehr
hohen Extinktionskoeffizienten im MIR besitzt, ist auch bei einer geringen lonisationsrate
ein deutliches Signal zu erwarten (siehe Diskussion in Abschnitt 3.4.1). Das Fehlen eines
deutlichen Zwei-Photonen-Effekts nach 1 ps und 100 ps zeigt dagegen, dass dieser Prozess
fiir die in den transienten Spektren betrachteten Ausbleich-Signale nur eine untergeordnete
Rolle spielt. Da den Pyrimidin-Basen (Thymin, Cytosin) eine im Vergleich zu den Purin-Basen
(Adenin, Guanin) geringere lonisationsrate zugeordnet wird [CHO4a], ist dieses Ergebnis fiir
(dT);s nicht unerwartet. Bereits in Abschnitt 5.2.2 wurde eine mogliche Photoionisation von
AMP und poly(A) unter denselben Anregungsbedingungen diskutiert. Fiir AMP ergab sich
dabei eine Ionisations-Obergrenze von etwa 1-2 % der angeregten Adenin-Basen. Da jedoch
wie in [Reu00] gezeigt, die Ionisations-Wahrscheinlichkeit fiir Adenin doppelt so hoch ist wie
fiir Thymin, stellt dies auch eine Obergrenze fiir die Thymin-Derivate dar.

Langlebige elektronische Zustande

Eine andere Erklirung fiir die beobachteten Kinetiken im 100 Pikosekunden- und Nanosekunden-
Bereich sind langlebige elektronische Zustinde, die durch Ein-Photonen-Uberginge besetzt
werden. Entsprechende Singulett- und Triplett-Zustinde sind Gegenstand der folgenden Be-
trachtung.

Singulett-Zustande Die Absorption der UV-Photonen erfolgt in den Thymin-Derivaten
durch einen '7m*-Ubergang. Eine Beteiligung und direkte Besetzung eines ebenfalls auftreten-
den 'n7*-Ubergangs bei der UV-Absorption kann, wie in Abschnitt 4.2 diskutiert, aufgrund
des symmetrie-verbotenen Charakters und der sehr kleinen Oszillatorenstéirke vernachléssigt
werden. Aus dem angeregten 'mr*-Zustand kann das Molekiil iiber eine schnelle interne
Konversion in den Grundzustand iibergehen. Fiir diesen sehr schnellen Prozess (< 1 ps) wird in
theoretischen Studien an Thymin eine konische Durchschneidung des ' 77*-Zustands und des
Grundzustands verantwortlich gemacht [Mer06]. Zusitzlich ist aus den bei der UV-Absorption
besetzten !wr*-Zustinden auch eine Besetzung von Singulett-Zustinden mit nw*-Charakter
denkbar. Diese Moglichkeit wird schon seit langerer Zeit fiir Thymin-Basen in der Gas-Phase
diskutiert und fiir das Auftreten langlebiger Zustinde im ns-Bereich verantwortlich gemacht
[CHO4a, Can05]. In der Gas-Phase besitzt der 'n7*-Zustand gemiB quantenmechanischer
Berechnungen eine niedrigere Energie als der bei der Anregung besetzte !mr*-Zustand. Nach
der Anregung in den !77*-Zustand kann der energetisch tiefer liegende 'n7*-Zustand erreicht
und als Desaktivierungspfad genutzt werden [SPO7].

In Losung kann sich die energetische Reihenfolge der angeregten Zustdnde von DNA-Basen
jedoch deutlich veridndern [Gus06]. Dabei gehen theoretische Studien davon aus, dass es,
wie in Abbildung 5.21 schematisch dargestellt, in Losung zu einer deutlichen Anhebung des
'nm*-Zustands gegeniiber den zunichst besetzten ! 77*-Zustand kommen kann [CHO4a]. Fiir
die Basen Thymin und Uracil sagen Berechnungen sogar eine Umkehrung der energetischen
Reihenfolge voraus [CHO4a]. Liegt der 'nm*-Zustand jedoch energetisch hoher als der '7rr*-
Zustand, ist gemdl dem einfachen Energieniveauschema eine anschlieBende Besetzung dieses
Zustands nicht moglich. Allerdings wird in dieser Darstellung nur die energetische Lage
der Niveaus an den Grundzustands-Geometrien (Frank-Condon-Bereich) betrachtet. Bewegt
man sich jedoch auf der Potential-Fliche des angeregten Zustands kann sich die energetische
Reihenfolgen der Energieniveaus verindern und eine Besetzung zunichst energetisch nicht
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Abb. 5.21: Links: Schematische Darstellung der energetischen Reihenfolge fiir den 'nz*- und '77*-

Zustand aus theoretischen Rechnungen. Beim Ubergang von der Gas-Phase in wéssrige Lésung ist
fur den 'nz*-Zustand mit einer energetischen Anhebung gegeniiber dem 'wr*-Zustand zu rechnen.
Dies kann zu einer Umkehrung der energetischen Reihenfolge der elektronischen Zustédnde im Frank-
Condon-Bereich flhren. Rechts: Schematische Darstellung zur Beschreibung der nach UV-Anregung
auftretenden elektronischen Zustande in Thymin. Neben der Besetzung eines 'nr*-Zustands und der
internen Konversion in den Grundzustand (Sy) Uber eine konische Durchschneidungen (Cl) zeigt die
Abbildung mégliche Ubergénge (ISC) in die Triplett-Zustande (*nr, 377*). Die Abbildung orientiert sich
an der Darstellung in [SP07].

zugdnglicher Zustinde nach dem Verlassen des Frank-Condon-Bereichs moglich werden
[SA06, Har06]. Zum Beispiel sagen theoretische Studien fiir die Pyrimidin-Base Uracil eine
konische Durchschneidung voraus, die einen Ubergang aus dem angeregten '77r*-Zustand in
den 'n7r*-Zustand ermdglicht [Mat04]. Auch fiir Thymin wird — neben der bereits erwihnten
konischen Durchschneidung fiir einen Ubergang in den elektronischen Grundzustand — eine
konische Durchschneidung fiir einen Ubergang zwischen der Potentialfliche des ! 7m*-Zustands
und des 'nr*-Zustands vorhergesagt. Beide sind in der Abbildung 5.21 (rechts) zur Lage
elektronischer Uberginge in Thymin schematisch dargestellt [SPO7].

In experimentellen Studien von Hare und Mitarbeitern an verschiedenen Pyrimidin-Derivaten
wird das Auftreten langlebiger 'nm*-Zustinde auf einen entsprechenden Ubergang zuriick-
gefiihrt [Har06, HarO7a]. Auch in den zeitaufgeldsten UV/Vis-Experimenten an TMP und
(dT),5 wird eine Besetzung von 'nm*-Zustinden fiir die auf der 100 ps-Zeitskala auftretenden
Kinetiken verantwortlich gemacht [CHOS5]. Fiir TMP wurde dabei eine Zeitkonstante von etwa
130 ps fiir den Zerfall der 'n7*-Zustiinde angegeben. In (dT)5 tritt bei der Datenanpassung der
UV/Vis-Messungen eine weitere Zeitkonstante mit etwa 800 ps auf. Aufgrund der in TMP und
(dT)y5 sehr dhnlichen Ausbeuten fiir die langlebigen Anteile (~ 10 %), wird vermutet, dass
auch im Oligomer (dT);5 ein 'n7*-Zustand fiir die langlebigen Anteile verantwortlich ist.

Eine andere Erkldrung fiir die langlebigen Zustinde in (dT),s wére die Bildung von Excimer-
dhnlichen Zustinden wie in poly(A). Jedoch wurden in den zeitaufgelosten UV/Vis-Messungen
beim direkten Vergleich der Messungen zwischen TMP und (dT);s keine Hinweise auf die
Bildung dieser Zustinde gefunden [CHOS]. Tatsédchlich zeigen Studien an Thymin-Oligomeren
(dT),, dass in diesen Molekiilen nur ein geringer Anteil der Basen in Stapeln angeordnet ist
[Mil99], die eine Bildung von Excimer-Zustinden begiinstigen konnten.
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Triplett-Zustande Fiir TMP ist in wissriger Losung nach UV-Anregung mit einer Triplett-
Ausbeute (niedrigster Triplett-Zustand 377*) von 1-2% zu rechnen. Dabei wird fiir den
niedrigsten Triplett-Zustand (377) eine Lebensdauer im Mikrosekunden-Bereich angegeben
[Cad92]. Obwohl die Bildung von Triplett-Zustdnden fiir die Base Thymin bereits seit lan-
gem bekannt ist, und zahlreiche Experimente durchgefiihrt wurden, ist iiber den genauen
Mechanismus der zur Besetzung dieser Zustidnde fiihrt, noch sehr wenig bekannt. Erst in
den letzten Jahren wurden weitere Anstrengungen in diese Richtung unternommen. Dabei
sind theoretische Arbeiten meist auf einzelne Thymin-Basen in der Gasphase beschrinkt. In
Abbildung 5.21 (rechts) sind zum Beispiel die Ergebnisse einer kiirzlich verdffentlichten Studie
zur Berechnung der elektronischen Zustinde und Uberginge fiir Thymin in der Gasphase
dargestellt [SPO7]. Neben den im vorhergehenden Abschnitt bereits angesprochenen konischen
Durchschneidungen (CI) fiir Singulett-Singulett Ubergiinge aus dem !77*-Zustand in einen
'nr*-Zustand in den Grundzustand (S) sind Positionen fiir die Singulett-Triplett-Uberginge
(ISC) eingezeichnet. Die Studie weist daraufhin, dass es neben einer Interkombination aus dem
angeregten !7r*-Zustand in den niedrigsten Triplett-Zustand (>77*) auch die Moglichkeit ei-
ner Interkombination in einen *n7*-Zustand gibt, der energetisch sehr nahe dem 'n7*-Zustand
liegt. Sowohl aus dem ®n7*- als auch aus dem 'n7*-Zustand sind Ubergiinge in den niedrigsten
Triplett-Zustand (377*) moglich.

Fiir die Besetzung von Triplett-Zustéinden (*77) aus einem nach UV-Anregung besetzten
'nr*-Zustand gibt es bereits erste experimentelle Hinweise. Zum Beispiel wird in [Har06,
Har(07a] der noch nicht equilibrierte 'n7*-Zustand in einem Uracil-Derivat (,,1-Cyclohexyl-
uracil®, CHU) und anderen Pyrimidin-Derivaten als mogliches Intermediat bei der Interkom-
bination (ISC) in den niedrigsten Triplett-Zustand gehandelt. Dieser wird in Abhédngigkeit
vom gewihlten Losungsmittel mit unterschiedlich hohen Ausbeuten gebildet [HarO7a]. Ein
experimenteller Nachweis fiir diesen Mechanismus wird fiir TMP in wissriger Losung jedoch
durch die sehr geringen Quantenausbeuten (1-2 %) erschwert und steht noch aus.

Fiir groBere Systeme wie Thymin-Homopolymere ist zudem noch ungeklart in welcher Gro-
Benordnung Triplett-Zustinde gebildet werden. Durch Messungen mit Laser-Flash-Photolyse
konnte bisher lediglich gezeigt werden, dass der Anteil an Triplett-Zustdnden in (dT)s nach
200 ns mindestens einen Faktor 10 geringer ist als in TMP und damit deutlich unter einem
Prozent liegt [Mar05]. Allerdings schlieB3t diese Beobachtung eine initiale Triplett-Bildung
iiber die in der Abbildung 5.21 schematisch dargestellten Wege im Prozent-Bereich nicht
vollkommen aus. Im Polymer konnte ndmlich aufgrund der rdumlichen Nihe zwischen den
Thymin-Basen ein Grofteil der zunéchst vorhandenen Triplett-Zustinde bereits auf der Piko-
und Nanosekunden-Zeitskala geloscht werden. Dabei konnten zum einen Triplett-Zusténde als
Intermediate bei der Bildung von CPD-Schiden auftreten. Zum anderen ist aus Belichtungs-
Experimenten an Thymin-Basen in Lésung bekannt, dass der niedrigste Triplett-Zustand in Thy-
min durch Wechselwirkung mit anderen Thymin-Basen geloscht werden kann [Fis70, Wag70].

In den zeitaufgelosten UV/Vis-Experimenten von Crespo-Herndndez und Mitarbeitern
konnte die Frage nach der Bildung von Triplett-Zusténden in (dT);s nicht beantwortet werden
[CHOS5]. Die Zuordnung von Triplett-Zustinden wird dabei durch den spektralen Uberlapp
zwischen der elektronischen Absorption von Triplett-Triplett-Ubergiingen und nm*-Zustinden
im UV-Bereich und durch die geringen Ausbeuten fiir Triplett-Zustidnde in wissriger Losung
erschwert [HarO7a].
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IR-Absorption von Singulett- und Triplett-Zustanden

In Anbetracht der Schwierigkeiten bei der Zuordnung von elektronischen Zustinden im UV/Vis-
Bereich konnten die IR-Spektroskopie bei der Zuordnung der langlebigen Zustinde helfen.
Zum Beispiel sagen quantenmechanische Rechnungen fiir die IR-Absorptionsbanden der oben
diskutierten 'n7r*- und Triplett-Zustinde (*77) deutlich unterschiedliche Signaturen im Bereich
der hochfrequenten Schwingsungsmoden zwischen 1800 und 1600 cm™! voraus:

e Fiir den niedrigsten Triplett-Zustand in Thymin (377) wird fiir die IR-Absorption der
Carbonyl-Gruppe am C4-Atom der Base eine deutliche Verschiebung zu kleineren Wel-
lenzahlen (Rotverschiebung) erwartet, da diese im Triplett-Zustand einen substantiellen
Einfachbindungs-Charakter erhilt. Diese Vorhersage konnte in IR-Experimenten an Thy-
min und Thymidin im Lésungsmittel Acetonitril (Triplett-Ausbeute ~ 20 %) bestitigt
werden [HarO7b]. In diesen Experimenten wurde nach UV-Anregung eine induzierte
Absorption um 1600 cm™! beobachtet, die eindeutig dem Triplett-Zustand zugeordnet
werden konnte. Demnach erfiihrt die Carbonyl-Gruppe am C4-Atom beim Ubergang in
den Triplett-Zustand eine Rotverschiebung der IR-Absorption um etwa 70 cm 1.

e In Bezug auf die IR-Absorption der nm*-Zustdnde in Thymin ist noch relativ wenig
bekannt. Erste quantenchemische Rechnungen fiir den 'n7*-Zustand in der Pyrimidin-
Base Uracil lassen jedoch fiir die IR-Absorption der Carbonyl-Gruppe eine deutliche
Verschiebung zu hoheren Frequenzen (Blauverschiebung) erwarten [Mid07a]. Verschie-
bungen zu hoheren Frequenzen in angeregten Zustinden sind zunédchst unerwartet, da die
Kraftkonstanten bei der Besetzung eines anti-bindenden Molekiil-Orbitals in der Regel
verringert werden. Gerade durch diese Sonderstellung bietet sich diese Signatur jedoch
als guter Marker fiir diese Zustinde an. In IR-Messungen an CHU (1-Cyclohexyluracil),
in dem die Bildung von 'n7*-Zustinde bereits durch Messungen im UV/Vis-Bereich
postuliert wurde, konnte eine entsprechende Blauverschiebung (in der Groenordnung
von 50 cm™1) im Bereich der Carbonyl-Schwingungen nachgewiesen werden [Mid07a].

Unter der Annahme, dass die Ergebnisse an der Pyrimidin-Base Uracil auch auf die in der
Struktur sehr dhnliche Base Thymin iibertragen werden konnen, erfolgt im Folgenden eine
Diskussion der in den IR-Messungen auftretenden langlebigen Zustinde.

Hinweise fiir die Besetzung von 'nr*-Zustianden in TMP In den zeitaufgelosten IR-
Messungen an TMP findet sich eine induzierte Absorption bei 1750 cm ™!, die im Losungsmittel
D,0O auf einer Zeitskala von 1 ns zerfillt. Dabei legt der spiegelsymmetrische Verlauf der
Zeitverldufe fiir 1750 und 1630 cm™! in Abbildung 5.15 nahe, dass der Zerfall dieses Zustands
direkt zur Wiederbevolkerung des Grundzustands fiihrt und mit einer Ausbeute von etwa 10 %
eingenommen wird.

Eine mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtung stellt nach den Ausfiihrungen des letz-
ten Abschnitts die Besetzung eines Inm*-Zustands dar, der wie im Fall von CHU zu einer
gegeniiber den Carbonyl-Schwingungen deutlich blauverschobenen Absorption fiihrt. Diese
Zuordnung wiirde sich in Bezug auf die Quantenausbeute auch mit den UV/Vis-Messungen von
Crespo-Herndndez und Mitarbeitern decken [CHOS]. Allerdings ist die in den IR-Messungen
beobachtete Zerfallszeit fiir diesen Zustand mit 1 ns etwa einen Faktor 7 lidnger als in den
UV/Vis-Experimenten. Wie ldsst sich ein so groBer Unterschied erklidren?
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Die Experimente unterscheiden sich sowohl in den verwendeten Konzentrationen der TMP-
Molekiile und dem Losungmittel als auch in der Anregungsintensitit, die in den IR-Messungen
etwa einen Faktor 10 hoher gewihlt wurde. In Bezug auf die Anregungsintensitit konnte
eine erhohte Zwei-Photonen-Absorption in den IR-Messungen zu Unterschieden fiihren. Eine
signifikante Beteiligung eines Zwei-Photonen-Prozesses in den IR-Messungen konnte jedoch
bereits ausgeschlossen werden. Auch ein Effekt aufgrund unterschiedlicher Konzentratio-
nen (< 1 mM in UV/Vis-Experiment, ~ 10 mM in IR-Experiment) ist aufgrund der geringen
Neigung von TMP zur Selbstassoziation nicht zu erwarten [Sol68]. Am wahrscheinlichsten
erscheint demnach ein Isotopen-Effekt durch die unterschiedlichen Losungsmittel. Wihrend
die UV/Vis-Messungen in H,O durchgefiihrt wurden, erfolgte die Datenaufnahme fiir die
IR-Messungen im Losungsmittel D,O. Unterschiedliche Lebensdauern von angeregten Zustén-
den in Abhéngigkeit vom Losungsmittel sind aus UV/Vis-Messungen bereits bekannt. Neben
dem bereits angesprochenem Unterschied zwischen den Lebensdauern der Excimer-dhnlichen
Zustinde in d(AT)g-d(AT)e [CHOS], bei denen im Losungsmittel D,O eine Verldngerung um
einen Faktor 3 gegeniiber der Messung in H,O auftritt, sind Isotopen-Effekte auch fiir die
postulierten 'n7*-Zustéinde bekannt. In diesem Zusammenhang wurde zum Beispiel beim
Vergleich von zeitaufgelosten UV/Vis-Messungen an CHU im Losungsmittel Methanol mit
entsprechenden zeitaufgelosten IR-Messungen in Methanol-d1 ein Isotopen-Effekt beobachtet.
In diesen Experimenten ergab sich fiir die deuterierte Probe in Methanol-d1 eine Verldgerung
der beobachteten Zerfallszeiten des postulierten 'n7*-Zustands um einen Faktor 5 von 100
auf 500 ps [MidO7a]. Die Desaktivierungsprozesse, die fiir den Zerfall dieser nm*-Zustinde
verantwortlich sind, konnten bisher noch nicht eindeutig geklirt werden [CHOS]. Es ist dem-
nach nicht auszuschlieBen, dass ein Isotopen-Effekt — entweder durch die Wechselwirkung
mit dem Losungsmittel oder aufgrund der Deuterierung der Molekiile — die Lebensdauer
beeinflusst. Zur Kldrung dieser Frage sind jedoch weitere Studien notig. UV/Vis-Messungen
an TMP und (dT);s im Losungsmittel D,O sind in Vorbereitung und konnten bei der Kldrung
dieser Frage helfen.

IR-Absorption der langlebigen Zustande in TMP Fiir die Interpretation zeitaufgelos-
ter IR-Experimente an DNA-Sequenzen und Doppelstriangen ist eine genaue Kenntnis der
IR-Absorption moglicher elektronischer Zustinde notwendig. Aus diesem Grund wird im Fol-
genden die IR-Absorption der langlebigen Zustinde bestimmt. Mit Ausnahme der induzierten
Absorption um 1750 cm~! wird die IR-Signatur in den transienten Spektren nach 100 ps im
Wesentlichen durch die starken Ausbleich-Signale zwischen 1700 und 1600 cm™! iiberdeckt.
Nimmt man an, dass die in den IR-Messungen von TMP auftretenden Absorptionsidnderungen
auf der Nanosekunden-Zeitskala nur durch den Zerfall einer Art von elektronisch angeregten
Zustianden hervorgerufen werden, lisst sich das IR-Absorptionsspektrum dieser Zustinde be-
rechnen. Dazu wird die Fitamplitude fiir die 1 ns-Komponente aus der globalen Datenanpassung
(siehe Anhang E) verwendet. In Abbildung 5.22 ist die Fitamplitude (schwarze Linie) zusam-
men mit dem Grundzustands-Spektrum (grau gestrichelte Linie) abgebildet. Die Fitamplitude
setzt sich unter obiger Annahme aus dem Absorptionsspektrum des langlebigen Zustands und
dem Ausbleichen des Grundzustands zusammen. Die Addition der Grundzustands-Absorption
zur Fitamplitude ergibt demnach das gesuchte IR-Spektrum. Dieses Spektrum besitzt eine
breite Absorptionsbande mit einem Maximum um 1730 cm ™!, die in den transienten Spektren
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Abb. 5.22: IR-Absorption der in TMP auftretenden langlebigen Zusténde. Das IR-Spektrum dieser
Zustande (blau) kann aus der Fitamplitude (schwarz) fir die 1 ns-Komponente und dem Grundzustands-
Spektrum (griin gestrichelte Linie) berechnet werden. Das Spektrum zeigt eine Absorptions-Bande
um 1730cm~! und eine breite Bande um 1675cm~1, die im Carbonyl-Bereich der Grundzustands-
Absorption liegt.

fiir die induzierte Absorption um 1750 cm~" verantwortlich ist. Zusitzlich zeigt das Spektrum
eine starke Bande um 1675 cm™1!, die im Bereich der Carbonyl-Schwingungen des Grundzu-
stands liegt. An diesem Spektrum kann in Zukunft mit Hilfe quantenmechanischer Rechnungen
fiir Thymin die Zuordnung der langlebigen Zustiinde und die Besetzung von 'nr*-Zustinde
tiberpriift werden.

Hinweise auf die Besetzung von 'nn*-Zustanden in (dT);s Auch in (dT),s ist bei
1750cm™! der Zerfall einer induzierten Absorption zu sehen, der mit der Erholung der
Grundzustands-Absorptionsbande bei 1630 cm™! einhergeht. Die Zeitverliufe werden gut
durch eine 100 ps- und eine 1 ns-Komponente wiedergeben. Auch in den UV/Vis-Messungen
von Crespo-Hernandez und Mitarbeitern wurde fiir (dT);g eine langsame Zeitkonstante mit
etwa 800 ps [CHO5] gefunden. Die sehr gute Ubereinstimmung der spektralen Position der in-
duzierten Absorption bei 1750 cm ™! mit den Ergebnissen an TMP sind ein eindeutiger Hinweis
darauf, dass in beiden Molekiilen die gleichen Zustédnde fiir diese Absorption verantwortlich
sind. Wie bereits oben erwéhnt, sind die Desaktivierunsmechanismen fiir die postulierten
'nr*-Zustinde jedoch noch nicht entgiiltig geklirt [Har07a]. Der multiexponentielle Charakter
in (dT);g konnte jedoch Ausdruck der lokalen Umgebung sein. Wihrend in TMP jedes Molekiil
von einer Losungsmittel-Hiille umgeben ist, befinden sich die Thymin-Basen im Polymer in
einem Abstand, der eine Wechselwirkung ermoglichen, und die Desaktivierung beeinflussen
konnte.

Besetzung von Triplett-Zustanden in TMP und (dT);s Im Gegensatz zu den Hin-
weisen auf die Besetzung von !nr*-Zustinden sind in den IR-Messungen an TMP keine
eindeutigen Signaturen fiir mogliche Triplett-Zustinde (>n7*, 377*) vorhanden. Dies ist auf-
grund der geringen Triplett-Ausbeute von nur etwa 1-2 % nicht unerwartet [Cad92]. Leider
sind keine IR-Absorptionsspektren fiir Triplett-Zustinde von Thymin-Basen in wissriger Lo-
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sung veroffentlicht, die eine direkte Zuordnung erlauben wiirden. Einen ersten Anhaltspunkt
geben die Ergebnisse aus [Har07b]. Demnach sollte sich der niedrigste Triplett-Zustand durch
eine zu den Carbonyl-Schwingungen deutlich rotverschobene Absorption zwischen 1550 und
1600 cm™! auszeichnen, die auf dem Einfachbindungs-Charakter der Carbonyl-Gruppe am
C4-Atom zuriickzufiihren ist. Allerdings beruhen diese Ergebnisse auf Messungen im Lo-
sungsmittel Acetonitril und sind deshalb nicht ohne Weiteres auf Messungen im Losungsmittel
D, 0 iibertragbar. Betrachtet man die transienten Spektren fiir TMP im Spektralbereich zwi-
schen 1650 und 1550 cm™*!, werden diese durch den spektral breiten Losungsmittelbeitrag
und die Ausbleichsignale der Doppelbindungs-Schwingungen dominiert. Eine eindeutige Zu-
ordnung von Triplett-Zustinde ist dabei nicht moglich. Entsprechend ist auch fiir (dT);5 eine
Identifikation von Triplett-Zustinden sehr schwierig.

Da jedoch aus den Messungen von [Mar(05] bekannt ist, dass der Anteil an Triplett-Zustinden
in (dT);5 nach 200 ns um eine Groflenordnung geringer ist als in TMP, konnten spektrale oder
kinetische Unterschiede in den zeitaufgelosten IR-Messungen Hinweise auf die Besetzung von
Triplett-Zustdnden in den Thymin-Derivaten geben. Ein wesentlicher Unterschied zwischen
TMP und (dT);g besteht in einer deutlich sichtbaren 100 ps-Kinetik in (dT);s, die auch in
Bereichen auftritt, die nicht dem oben postulierten !n7*-Zustand zugeordnet werden. Dies trifft
auf die Zeitverldufen von (dT);g bei 1575 cm™! und 1350 cm™! (siehe Abbildung 5.16) zu und
konnte ein Hinweis auf den Zerfall von Triplett-Zustdnden sein. In dhnlichen Spektralpositionen
konnte ndmlich in Messungen an Thymidin — im Losungsmittel Acetonitril — eindeutig die
Absorption von Triplett-Zustanden nachgewiesen werden [HarQ7b]. Wire diese Zuordnung
richtig, konnte das Fehlen von Triplett-Zustinden nach 200 ps in den Experimenten von
[Mar06] zum einen als Selbstloschung durch benachbarte Thymin-Basen im Strang gedeutet
werden. Zum anderen konnte eine Loschung von Triplett-Zustinden durch die Bildung von
CPD-Schiden erfolgen.

Die hier gefiihrte Diskussion beinhaltet jedoch Annahmen in Bezug auf die spektrale
Lage der Triplett-Absorption, die noch nicht eindeutig geklirt sind und weitere Experimente
erfordern. In diesem Zusammenhang ist auch die in TMP, wenn auch nur mit sehr geringer
Amplitude, auftretende 100 ps-Komponente noch nicht zugeordnet. Dabei konnte auch die
Besetzung von ®nr*-Zustinden als mogliches Intermediat bei der Bildung der niedrigsten
Triplett-Zustinde (*77*) von Bedeutung sein. Vor allem die geringen Ausbeuten machen eine
eindeutige Zuordnung bisher schwierig. Neben der Verwendung apolarer Losungsmittel, die
zu wesentlich hoheren Triplett-Ausbeuten fiihren, konnten in Zukunft auch Experimente unter
Zugabe von Triplett-Sensibilisatoren bei der Zuordnung dieser Zusténde helfen.

Modell zur Photophysik in TMP

Die Ergebnisse der Dateninterpretation fiir TMP sind in guter Ubereinstimmung mit den bereits
bekannten Ergebnissen aus UV/Vis-Messungen [CHOS] und lassen sich mit dem in Abbildung
5.23 gezeigten Schema fiir die in TMP ablaufenden photophysikalischen Prozesse beschrei-
ben. Die Absorption erfolgt in TMP durch einen '77*-Ubergang. Aus dem '77*-Zustand
relaxieren etwa 85-90 % der Basen iiber eine schnelle interne Konversion (7ic ~ 7001s) in
den Grundzustand. Das Abkiihlen der dabei entstandenen schwingungsangeregten (heilen)
Grundzustands-Molekiile erfolgt iiber eine effiziente Kopplung an die Losungsmittelmolekiile
(D50O) auf einer Zeitskala von 2-3 ps. Zusitzlich werden langlebige elektronische Zustinde mit
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Abb. 5.23: Schematische Darstellung der in TMP ablaufenden photophysikalischen Prozesse. Die

UV-Absorption erfolgt durch einen 'z7*-Ubergang. AnschlieBend kommt es in etwa 85 % der Molekiile
zu einer schnellen internen Konversion (IC) in einen schwingungsangeregten ,heiBen“ Grundzustand.
Das Kihlen (,Cooling®) erfolgt durch Energie-Abgabe an das Lésungsmittel auf einer Zeitskala von
etwa 2-3ps. Einen weiteren Desaktivierungs-Pfad bildet der Ubergang in einen nz*-Zustand der
eine Lebensdauer im Bereich einiger 100 Pikosekunden besitzt. Es ist bekannt, dass in TMP eine
Interkombination (ISC) in den Triplett-Zustand in einer GréBenordnung von etwa 1-2 % der angeregten
Thymin-Basen erfolgt. Bei der Besetzung kdnnte es neben einer direkten Interkombination aus dem
Llxm*-Zustand auch eine Besetzung des Triplett-Zustands tber einen noch nicht equilibrierten 'nz*-
Zustand geben. Da dieses Prozesse jedoch in den IR-Messungen nicht direkt beobachtet werden
konnten, sind diese Ubergange mit einem Fragezeichen versehen.

einer Ausbeute zwischen 10 und 15 % besetzt. Die IR-Messungen lassen sich durch die Beset-
zung langlebiger 'n*-Zustinde erkliren, die im Losungsmittel D,O mit einer Zeitkonstante
von einer Nanosekunde zerfallen. Da in den hier durchgefiihrten Messungen keine eindeutigen
Aussagen iiber die Besetzung von Triplett-Zustédnden (1-2 %) getroffen werden konnen, ist
die Interkombination (ISC) aus dem !77*-Zustand bzw. iiber einen 'n7*-Zustand [HarO7a]
mit einem Fragezeichen versehen. In Zukunft konnten quantenmechanische Berechnungen zu
den IR-Spektren angeregter elektronischer Zustinde helfen diese Fragen eindeutig zu kliren.
Nur mit diesem Hintergrundwissen iiber die IR-Absorption ldsst sich die spektrale Information
der zeitaufgelosten IR-Spektroskopie voll ausnutzen und zusammen mit Experimenten im
UV/Vis-Bereich zur Aufkliarung der photophysikalischen und photochemischen Prozesse in
DNA-Molekiilen einsetzen. Fiir die weitere Diskussion der Prozesse die zur Dimer-Bildung in
(dT);g fiihren (siehe nédchstes Kapitel) dient das Modell in Abbildung 5.23 als Grundlage, da
sich ein iiberwiegender Anteil der angeregten Thymin-Basen in (dT);g wie in TMP verhilt.
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6 Bildung von CPD-Schaden in DNA

Die Bildung von Zyklobutan-Pyrimidin-Dimeren (CPD) stellt die hiufigste durch UV-Strahlung
induzierte Schidigung der DNA dar. Neben einer Reihe von Krankheitsbildern werden diese
Schédden aufgrund ihrer potentiell mutagenen Wirkung auch fiir das Entstehen von Hautkrebs
verantwortlich gemacht [VinO1]. Im letzten Kapitel konnte mit Hilfe der zeitaufgelosten
IR-Spektroskopie die Bildung dieser Schiden in dem DNA-Modellsystem (dT);s auf einer
Zeitskala von nur einer Pikosekunde nachgewiesen werden. Mit diesem Ergebnis ldsst sich ein
Modell fiir die Schadensbildung erstellen, das im Folgenden vorgestellt und in Bezug auf seine
Ubertragbarkeit auf die DNA-Doppelhelix diskutiert wird.

6.1 Modell fir die Bildung von CPD-Schéaden in (dT) s

Die Ergebnisse der zeitaufgelosten IR-Spektroskopie an (dT);s zeigen, dass in diesem System
CPD-Schiden zwischen Thymin-Basen innerhalb einer Pikosekunde nach UV-Anregung gebil-
det werden. Damit ist diese Photoreaktion wesentlich schneller als mogliche molekulare Bewe-
gungen, die einzelne Basen in eine fiir die Reaktion geeignete Konformation bringen konnten.
Zum Beispiel wird fiir die dynamische Stapelung von Thymin-Basen in Molekulardynamik-
Simulationen an (pdT)g eine Zeitdauer im 10 ps-Bereich vorhergesagt [Mar0O1]. Das bedeutet,
dass die Dimerisierungs-Reaktion nur stattfinden kann, wenn die Thymin-Basen bereits zum
Zeitpunkt der Lichtabsorption in einer geeigneten Orientierung (reaktiven Konformation)
vorliegen [Bec89, Rah66]. Angeregte Zustinde von Thymin-Basen, deren benachbarte Basen
nicht in einer fiir die Dimerisierung geeigneten Orientierung vorliegen, werden durch eine
schnelle interne Konversion (IC) entvolkert, bevor eine Umorientierung die Dimer-Bildung
ermOglicht. In Abbildung 6.1 ist die Bildung von CPD-Schéden in (dT);g illustriert.
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Abb. 6.1: Schematische Darstellung der CPD-Bildung in (dT);s. Nur bei UV-Anregung einer Base, die
sich zum Zeitpunkt der Lichtabsorption in einer reaktiven Anordnung mit einer zweiten Thymin-Base
befindet, ist eine Dimerisierungs-Reaktion méglich.
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6.1.1 Die Konformation bestimmt die Ausbeute

Da die CPD-Bildung viel schneller abliuft als mogliche konformationelle Anderungen, ist die
Quantenausbeute der Reaktion gleich dem Anteil reaktiver Konformationen multipliziert mit
der Wahrscheinlichkeit, dass eine entsprechende Konformation nach Lichtanregung dimerisiert
[Wag83]. Beide Aspekte werden im Folgenden kurz diskutiert.

Reaktive Konformationen

Die genauen konformationellen Voraussetzungen, die eine reaktive Konformation zwischen
Thymin-Basen definieren, sind bisher nicht bekannt. In Zukunft konnten moglicherwei-
se jedoch ausfiihrliche quantenmechanische Modellierungen der angeregten Zustinde und
Molekulardynamik-Simulationen bei der Kldrung dieser Frage helfen [BP0O7, JohO7]. Ei-
nige geometrische Einschrinkungen lassen sich jedoch bereits jetzt formulieren. Nur bei
UV-Anregung einer Base, die sich zum Zeitpunkt der Lichtabsorption in einer reaktiven An-
ordnung mit einer zweiten Thymin-Base befindet ist eine Dimerisierungs-Reaktion moglich.
Fiir die Dimerisierung muss demnach bereits vor der UV-Anregung eine starke Anniherung
der Thymin-Basen vorliegen [Rah68]. Dabei miissen sich vor allem die bei der Bildung des
Zyklobutan-Rings beteiligten C5=C6 Doppelbindungen nahe kommen und ein kleiner Dihe-
dralwinkel zwischen den beiden Doppelbindungen auftreten. Da die Anordnung der Atome
in den CPD-Schidden mit groBer Wahrscheinlichkeit sehr d@hnlich zu der ist, die auch eine
Reaktion zwischen Thymin-Basen ermdglicht, wird anhand der Molekiilstruktur in Abbil-
dung 6.2 (links) die Geometrie eines CPD-Schadens zwischen zwei Thymin-Basen niher
untersucht. Die Molekiilstrukturen in der Abbildung wurden mit dem Programm Gaussian98

CPD-Lesion ‘_,-3 }1 . T TpT
i “ Ses

C5-C5':1,4A| | ggiggf;’??
C6-C6 14 A| gl 2" —

Abb. 6.2: Molekilstrukturen eines cis-syn CPD-Schadens (links) und eines TpT-Molekiils (rechts).
Die Struktur des CPD-Schadens erlaubt Angaben zu den Geometrien, die eine reaktive Konformation
zwischen zwei Thymin-Basen definieren. Demgegenlber zeigt die Struktur des TpT-Molekils, dass die
Thymin-Basen nach einer Geometrieoptimierung des Molekils weit entfernt von einer reaktiven Konfor-
mation liegen. Erst Abweichungen von dieser Konformation erlauben eine Dimerisierungsreaktion. Die
Strukturen wurden mit dem Programm Gaussian98 [Fri98] ohne Berlicksichtigung des Lésungsmittels
erstellt, die Darstellung erfolgte mit dem Programm VMD [Hum96].

[Fri98] erstellt. Obwohl bei der Strukturoptimierung keine Losungsmittel-Effekte beriicksich-
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tigt wurden, stimmt die Struktur fiir den CPD-Schaden sehr gut mit den Ergebnissen aus
Rontgen- und NMR-Experimenten an CPD-Schiden in einzelstrangigen Thymin-Oligomeren
iiberein [Cad85, Hru86, Ryc88], die eine mittlere Bindungslidnge von etwa 1,5-1,6 A fiir den
Zyklobutan-Ring angeben.

Den aus der Struktur des CPD-Schadens bestimmten Einschrinkungen fiir eine reakti-
ve Konformation steht die stark ungeordnete Orientierung der Basen in (dT);s gegeniiber
[Cam76, Mar(O1]. Dies wird bereits bei der Struktur von TpT in Abbildung 6.2 (rechts) deut-
lich. Fiir das Molekiil TpT fiihrt die Optimierung der Struktur zu einer Konformation, in der die
Thymin-Basen relativ weit auseinander liegen. Die Bildung eines CPD-Schadens ist entspre-
chend nur moéglich, wenn zum Zeitpunkt der UV-Absorption eine deutliche Abweichung von
dieser Struktur vorliegt. In diesem Zusammenhang ist fiir die Anordnung der Basen in einem
langeren Oligomer sowohl die Flexibilitit des Phosphat-Riickgrats als auch die moglicherweise
auftretende Stabilisierung von Konformationen durch intramolekulare Wasserstoffbriicken von
Bedeutung [MarO1]. Generell lassen die Untersuchungen zur Struktur von Thymin-Oligomeren
jedoch erwarten, dass nur ein sehr geringer Anteil der Thymin-Basen in einer potentiell re-
aktiven Konformation vorliegt [JohO7]. Auf die konformationellen Einschrinkungen in der
DNA-Doppelhelix wird in Abschnitt 6.2 gesondert eingegangen.

Wahrscheinlichkeit und Ausbeute

Ohne Kenntnis des genauen Anteils potentiell reaktiver Konformationen in (dT)g ldsst sich
die Wahrscheinlichkeit fiir eine Dimerisierungsreaktion in einer reaktiven Konformation
nicht aus den Messergebnissen in Kapitel 5 ableiten. Anhaltspunkte fiir die Dimerisierungs-
Wahrscheinlichkeit geben jedoch Studien zur Bildung von Thymin-Dimeren in Kristall-
Strukturen [Lis70] und starren Matrizen [Lam68b]. Im Kristall ordnen sich die planaren
Thymin-Basen bevorzugt in parallelen Schichten und Stapeln an [Ger61]. Entsprechend ist
nach den Ausfiithrungen des letzten Abschnitts zu erwarten, dass in diesen Anordnungen ver-
mehrt reaktive Konformationen vorliegen. Tatsichlich konnten in Belichtungs-Experimenten
an Thymin und 1,3-Dimethyl-Thymin (DMT) in einer KBr-Matrix Quantenausbeuten fiir
die CPD-Bildung in der GroBenordnung von einigen 10 % nachgewiesen werden [Lis70].
Ebenso wurde fiir Thymin in gefrorener Losung eine Quantenausbeute nahe 100 % bestimmt
[Lam68b]. In einer anderen Studie wurde die Ausbeute fiir die Dimerisierungsreaktion an
DMT-Molekiilen in gefrorenem Zustand untersucht [Lam68b]. In diesen Experimenten wurden
unter UV-Belichtung zundchst DMT-Dimere erzeugt und isoliert. Anschlieend wurden diese
in gefrorenem Zustand bei 80 K durch erneute UV-Belichtung wieder zu einem Teil (entspre-
chend dem photostationédren Gleichgewicht) gespalten. Bei der Bestimmung der Ausbeute fiir
die erneute Bildung von Dimeren in den zuvor gespaltenen Molekiilen wurde ein Wert nahe
100 % gefunden. Dieses Ergebnis lésst sich dadurch erkliren, dass die bei der UV-Absorption
der CPD-Schiden vorliegende relative Orientierung der DMT-Molekiile in der Matrix auch
nach dem Offnen des Zyklobutan-Rings im Wesentlichen erhalten bleibt und eine reaktive
Konformation fiir die erneute Bildung von CPD-Schiden darstellt.

Wird auch fiir die reaktiven Konformationen in (dT);g eine Reaktionswahrscheinlichkeit
nahe 100 % angenommen, gibt die Ausbeute der CPD-Bildung im Oligomer direkt den Anteil
reaktiver Konformationen wieder. Die in den zeitaufgelosten IR-Experimenten nachgewie-
sene Ausbeute von 2-3 Prozent bedeutet dann, dass nur ein entsprechend geringer Anteil
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von benachbarten Thymin-Paaren geeignet orientiert ist. Dies ist in Ubereinstimmung mit
der im letzten Abschnitt angesprochenen Beobachtung, dass Thymin-Oligomere eine stark
ungeordnete Struktur und nur einen geringen Prozentsatz gestapelt vorliegender Basen besitzen
[Mil99, Joh(07]. Unter stationdrer Belichtung ist demnach die Ausbeute von der Verweildauer
der Basen in reaktiven und nicht reaktiven Geometrien abhéngig.

Die Abhingigkeit der Ausbeute von der Konformation ist in Ubereinstimmung mit vielen
aus der Literatur bekannten Ergebnissen zur Ausbeute von CPD-Schiden [Rah68]. Zum
Beispiel ldsst sich damit die schnelle Sittigung der Dimer-Bildung in poly(U) und poly(dT) in
glasartigen Zustinden erklidren [Rah68]. In einer glasartigen Matrix bei Temperaturen von 77 K
(Ethylen-Glykol-Mischung) gibt es in den Polymeren nur eine begrenzte Anzahl an reaktiven
Konformationen. Aufgrund der Reversibilitit der Photoreaktion stellt sich deshalb bei einer
Anregungswellenlidnge von 280 nm nach relativ kurzer Belichtungsdauer ein photostationéres
Gleichgewicht ein, das den maximalen Anteil der erreichbaren Konzentration an CPD-Schéaden
(~ 25 %) bestimmt. Dabei ist anzunehmen, das im gefrorenen Zustand ein bestimmter Anteil
der Thymin-Basen im Oligomer gestapelt bzw. in einer reaktiven Konformation vorliegt.
Wird das Experiment dagegen in wissriger Losung bei Raumtemperatur durchgefiihrt, sind
thermische Fluktuationen in der Anordnung der einzelnen Basen moglich. Es entstehen im
Laufe der Belichtung neue, reaktive Konformationen, die weitere Dimerisierungreaktionen
erlauben und den maximalen Anteil der CPD-Schiden im photostationéren Gleichgewicht auf
etwa 75 % erhohen.

6.1.2 Elektronische Zustande bei der CPD-Bildung:
Singulett oder Triplett?

Die sehr schnelle Photoreaktion in (dT);g legt einen im Wesentlichen barrierelosen Reakti-
onspfad nahe, der den angeregten Zustand mit dem Produktzustand verbindet. Fiir die daran
beteiligten elektronischen Zustdnde wurden in der Vergangenheit sowohl Triplett- als auch
Singulett-Zustinde diskutiert [Lam68a, Zha06]. Fiir eine ausfiihrliche Darstellung zu die-
sem Thema wird auf die Angaben in Abschnitt 2.3.3 verwiesen. An dieser Stelle sind zwei
Moglichkeiten zu diskutieren:

Triplett-Mechanismus: Aus Experimenten mit Triplett-Sensibilisatoren ist bekannt, dass
eine CPD-Bildung iiber einen langlebigen Triplett-Zustand moglich ist. Zudem wird
die Besetzung von Triplett-Zustdnden nach UV-Anregung fiir die diffusionslimitierte
CPD-Bildung zwischen TMP-Molekiilen in Losung verantwortlich gemacht.

Singulett-Mechanismus: Fiir passend orientierte Thymin-Basen in (dT);g ist kein lang-
lebiger Triplett-Zustand fiir die Dimer-Bildung notwendig. Im Oligomer liegen die
Thymin-Basen bereits in direkter Nachbarschaft zueinander und auch ein kurzlebiger
Singulett-Zustand konnte zur Bildung von CPD-Schiden fiihren.

Beide Reaktionspfade sind in Abbildung 6.3 illustriert und werden im Folgenden diskutiert:

Triplett-Mechanismus Die zeitaufgelosten IR-Experimente an TMP und (dT);s erlauben
— aufgrund noch nicht eindeutig definierter Triplett-Markerbanden — keine eindeutige Zu-
ordnung transienter Absorptionsidnderungen zu Triplett-Zustdnden. Entsprechend kann eine
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Abb. 6.3: Schematische Darstellung der photochemisch erlaubten Bildung eines CPD-Schadens
zwischen Thymin-Basen. Wéhrend fiir die Reaktion tber Triplett-Zustédnde das Auftreten eines interme-
diaren Biradikals vorhergesagt wird, kann die [2 + 2]-Zykloaddition Uber einen Singulett-Zustand direkt
(konzertiert) und damit potentiell sehr schnell ablaufen.

Besetzung von Triplett-Zustinden in (dT);s im Bereich weniger Prozent nicht ausgeschlossen
werden. Allerdings lassen die experimentellen Ergebnisse eine signifikante Beteiligung von
Triplett-Zustindn an der CPD-Bildung duflerst unwahrscheinlich erscheinen: (i) Zum einen
lasst das Zeitfenster von 1 ps nur wenig Spielraum fiir einen Reaktionsverlauf {iber einen
Triplett-Zustand. Da die Edukte und das Reaktions-Produkt bei der CPD-Bildung Singulett-
Zustédnde sind, ist fiir eine Reaktion iiber einen Triplett-Zustand eine Spin-Umkehr notwendig.
In [Zha06] wird dabei angenommen, dass die Dimerisierung iiber einen biradikalischen Zwi-
schenzustand ablaufen sollte. Bei dieser Reaktion fiihrt eine erste Sigma-Bindung zwischen
den Thymin-Basen zum Biradikal, das anschlieBend mit der Ausbildung der zweiten Sigma-
Bindung zum Zyklobutan-Ring weiter reagiert. (ii) Zum anderen erfordert die nachgewiesene
Quantenausbeute von etwa 3 % CPD-Schiden, dass praktisch alle Triplett-Zustinde, die eine
reaktive Konformation erreichen, auch zur Dimer-Bildung beitragen. Dieser Annahmen wi-
derspricht, dass sich in den Zeitverldufen der IR-Messungen kein Hinweis auf die Bildung
von CPD-Schéden auf der 10 und 100 ps-Zeitskala findet, der mit dem postulierten Zerfall der
Triplett-Zustidnde einhergehen wiirde. (iii) Ein weiteres Argument gegen die Beteiligung eines
Triplett-Intermediats bei der CPD-Bildung in (dT),s liefern Experimente mit Triplett-Loschern
[Lam68a]. In diesen Experimenten konnte die Ausbeute fiir die Bildung von CPD-Schiden
unter UV-Strahlung nicht durch die Zugabe von Triplett-Loschern beeinflusst werden.

Singulett-Mechanismus Da wie in Abschnitt 2.3.3 diskutiert, eine thermisch aktivierte
Reaktion ausgeschlossen werden kann, ist fiir die CPD-Bildung ein Mechnismus iiber einen
angeregten Singulett-Zustand am wahrscheinlichsten. Nach den Orbital-Symmetrie-Regeln
von Woodward und Hoffmann [Wo069] wiirde man erwarten, dass der zunichst gebildete ange-
regte Zustand in einen Zweifach-angeregten Zustand der beiden Basen iibergeht, aus dem die
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Dimerisierung im Bereich der beiden C=C Doppelbindungen stattfindet. Zum Beispiel werden
in [Lam68a] Excimer-Zustiande als mogliche Intermediate diskutiert. Das Fehlen von Hinwei-
sen auf die Bildung von Excimer-Zustinden in den Messergebnissen von Crespo-Herndndez
und Mitarbeitern [CHO5] in (dT);g, kOnnte in diesem Zusammenhang auf die ultraschnelle
Desaktivierung dieser Intermediate und die Bildung von CPD-Schéden zuriickzufiihren sein. In
Anbetracht anderer bi-molekularer Photoadditionen [Sch90] und neuer theoretischer Studien
scheint jedoch eine Photoreaktion iiber eine konische Durchschneidung, die den angeregten
Zustand direkt mit dem Produkt-Grundzustand verbindet, am wahrscheinlichsten. Konische
Durchschneidungen werden als sehr effiziente Reaktionswege in perizyklischen Photoreaktio-
nen' gehandelt und fiir sehr schnell ablaufende photochemische Reaktionen verantwortlich
gemacht [Ber90, Kle95, Ber96]. Zum Beispiel wird fiir die intermolekulare Photoaddition in
Norbornadiene? in der Gasphase eine Reaktionszeit kleiner 100 fs postuliert [Fus02], die iiber
eine konische Durchschneidung erfolgen soll.

Mit der Veroftentlichung der hier prisentierten Ergebnisse zur CPD-Bildung in (dT);3 wur-
den neue theoretische Studien zur CPD-Bildung zwischen Thymin-Basen angeregt. In kiirzlich
veroffentlichten Arbeiten, die sich auf die in [Sch07] vorgestellten Ergebnisse beziehen, wurde
fiir Thymin-Basen in der Gasphase eine konische Durchschneidung gefunden, die aus einem
angeregten Singulett-Zustand in den Produkt-Zustand fiihrt [BP07, BlaO7]. Abbildung 6.4
zeigt zwel Darstellungen (basierend auf CASSCF-Rechnungen, ,,active space self-consistent
field) aus [BPO7]: (A) Die thermische Reaktion auf der Grundzustandsfldche ist mit einer
sehr hohen Potentialbarriere und dem Auftreten von mehreren biradikalischen Zwischenzu-
stinden (,transition state*, TS) verkniipft. Wie bereits in Abschnitt 2.3.3 diskutiert ist die
Reaktion demnach thermisch ,,verboten*. (B) Erfolgt dagegen eine Photoanregung in einen
angeregten Singulett-Zustand, ist ein barriereloser Ubergang in den Produktzustand moglich.
Der Ubergang erfolgt im Bereich einer konischen Durchschneidung (CI). Die Topologie am
konischen Schnitt wird durch Bewegungen in den Bereichen der beiden C=C Doppelbindungen
beeinflusst, und besitzt groBe Ahnlichkeit zu der fiir zwei Ethylen-Molekiile vorgeschlagenen
Zykloaddition [Ber90, Cel95, Ber97b].

Allerdings basieren die Ergebnisse auf Rechnungen in der Gasphase. Die lokale Umgebung
der Molekiile und die Besetzung anderer Zustinde wurden dabei vernachléssigt. Einfliisse
des Losungsmittels auf die Lage der elektronischen Zustidnde und konkurrierende photoche-
mische Prozesse konnten jedoch zu anderen Zerfallskanélen fithren und miissen in weiteren
theoretischen Studien iiberpriift werden. Dennoch decken sich die theoretischen Vorhersagen
mit den Ergebnissen der zeitaufgelosten IR-Messungen, die ebenfalls einen barrierelosen
Singulett-Mechanismus erwarten lassen.

6.1.3 Modell fur die Bildung von Thymin-Dimeren in (dT);s

Die Ergebnisse der in den letzten beiden Abschnitten durchgefiihrten Diskussion zur CPD-
Bildung im Modellsystem (dT);s lassen sich mit einem eindimensionalen Energieschema
interpretieren. In Abbildung 6.5 ist die Energie von zwei benachbarten Thymin-Basen im

!Perizyklische Reaktionen sind chemische Reaktionen, bei denen die Bindungsverhéltnisse durch eine konzer-
tierte Verschiebung von Elektronen veridndert werden.

2In diesem bi-zyklischen Kohlenwasserstoff befinden sich die beteiligten C=C Doppelbindungen in einer
definierten Orientierung, die eine [2 + 2]-Zykloaddition ermoglicht.
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Abb. 6.4: Potentialenergie-Schema flr die [2 + 2]-Zykloaddition zwischen Thymin-Basen basierend auf
Rechnungen mit CASSCF [BP07]. Aufgetragen ist die Energie gegenliber dem mittleren Abstand der
sich bildenden C-C Bindungen. (A) Auf der Grundzustands-Potentialflache erfolgt die CPD-Bildung Gber
mehrere Zwischenzustande (TS). Dieser Prozess ist mit einer hohen Aktivierungsenergie verkniipft und
stellt damit eine thermisch ,verbotene” Grundzustands-Reaktion dar. (B) Fir den angeregten Zustand
ergibt sich dagegen eine barrierelose Potentialflache, die den nach UV-Anregung besetzten angeregten
Zustand Uber eine konische Durchschneidung mit dem Produktzustand des Thymin-Dimers verbindet.
Abdruck mit Erlaubnis durch [BP07]. Copyright (2007) American Chemical Society.

Oligomer in Abhingigkeit von ihrer relativen Orientierung zueinander gezeigt. Dabei wird
die Orientierung der Basen durch ihre C5=C6 Doppelbindung reprisentiert und ist fiir einige
Konformationen schematisch dargestellt. Die Absorption der UV-Photonen in (dT)s erfolgt
meist durch quasi ,,freie* Thymin-Basen, die sich nicht in einer reaktiven Konformation mit
benachbarten Thymin-Basen befinden. Diese Basen verhalten sich nach UV-Anregung wie
die Thymin-Base in einem TMP-Molekiil, dessen Photophysik im letzten Kapitel ausfiihrlich
diskutiert wurde. In diesen Basen erfolgt die Absorption eines UV-Photons durch Anregung in
einen '7r*-Zustand. Aus diesem Zustand gehen etwa 85 - 90 % der Basen durch eine schnelle
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Abb. 6.5: Modell fir die Bildung von CPD-Schaden im DNA-Modell-System (dT);5. Oben: Schemati-
sche Darstellung einer (dT),5-Sequenz, in der die UV-Anregung einmal in einer nicht reaktiven (links)
und einmal in einer reaktiven Konformation benachbarter Basen erfolgt (rechts). Unten: Schematische
Darstellung der Energie benachbarter Thymin-Basen in Abh&ngigkeit von deren relativen Orientierung
zum Zeitpunkt der Lichtabsorption. Der GroB3teil der Thymin-Basen befindet sich statistisch gesehen
in einer fir eine CPD-Bildung ungeeigneten und damit nicht reaktiven Konformation. Diese Basen
verhalten sich &hnlich wie TMP-Molekile (siehe Abbildung 5.23). Die UV-Absorption erfolgt durch
einen 'mr*-Ubergang. Aus diesem Zustand geht ein GroBteil (~ 85 %) dieser Basen mit einer 'rr*-
Lebensdauer von etwa 700 fs durch interne Konversion in den Grundzustand Uber. Innerhalb dieser Zeit
kann nach Verlassen des Frank-Condon-Bereiches ein Teil der Potentiallandschaft (grauer Balken) er-
reicht werden, der die Besetzung langlebiger elektronischer Zustande (*nz*, Triplett) mit einer Ausbeute
von etwa 10 % ermdglicht. Diese Desaktivierungswege sind in der Abbildung zusammengefasst und
werden durch grau gestrichelte Pfeile symbolisiert. Erfolgt die Anregung jedoch in einer Thymin-Base,
die sich in einer reaktiven Konformation zu einer benachbarten Thymin-Base befindet (roter Bereich),
wird im Rahmen der 'mn*-Lebensdauer ein barriereloser Desaktivierungsweg zuganglich, der zur
Bildung des CPD-Schadens flhrt.

interne Konversion (< 1 ps) in den Grundzustand iiber. Ein weiterer Anteil von etwa 10 %
besetzt dagegen sehr wahrscheinlich einen 'n7*-Zustand, der moglichweise als Intermediat
bei der Besetzung von Triplett-Zustinden fungiert. In der Darstellung sind diese Uberginge
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zusammengefasst und als gestrichelte graue Pfeile angedeutet, die zu einer Entvolkerung
des '7m*-Zustands fiihren. Da in den IR-Messungen keine CPD-Bildung durch langlebige
Zustinde gefunden wurde, limitiert offenbar die Lebensdauer des !7n*-Zustands die Bil-
dung von CPD-Schiden. Der in dieser Zeit zugédngliche Bereich auf der Potentialfliche des
angeregten Zustands, wird durch einen grauen Balken symbolisiert. Erfolgt die Anregung
dagegen in einer Base, die eine reaktive Geometrie beziiglich einer benachbarten Base besitzt
(rot unterlegter Bereich), so 6ffnet sich innerhalb der Lebensdauer des 'mm*-Zustands ein
weiterer Desaktivierungspfad, der zur Bildung eines Zyklobutan-Rings zwischen dieser und
der benachbarten Base fithren kann. Das experimentelle Ergebniss einer Photoreaktion, die
innerhalb von 1 ps abléuft, spricht dabei fiir einen Singulett-Mechanismus, der Edukt und
Produkt iiber einen praktisch barrierelosen Reaktionspfad miteinander verbindet. Die geringe
Ausbeute (2 - 3 %) fiir die Bildung von CPD-Schaden in (dT),g ist dabei Ausdruck der stark
ungeordneten Konformation und des im thermischen Gleichgewichts geringen Anteils reaktiver
Konformationen. Dieser Zusammenhang wurde basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit
vor kurzem mit Molekulardynamik-Simulationen an (dT);g untersucht [JohO7].

6.2 Relevanz der Ergebnisse an (dT),s in Bezug auf
die DNA-Doppelhelix

Nach der Diskussion und Interpretation der in dieser Arbeit durchgefiihrten zeitaufgeldsten
IR-Messungen am einzelstringigen DNA-Modell-System (dT);s stellt sich die Frage, ob
die an diesem Modell gewonnenen Ergebnisse auch auf die DNA-Doppelhelix iibertragbar
sind? In Anbetracht der vielfiltigen Wechselwirkungen in einem komplexen Molekiil wie der
DNA-Doppelhelix bedarf diese Frage einer eingehenden Betrachtung.

Bereits beim Ubergang von Monomeren zu einzelstringigen Polymeren treten zusitzliche
Wechselwirkungen auf, die zu weiteren Desaktvierungswegen oder zu neuen Photoprodukten
nach UV-Anregung fithren konnen. Sehr gute Beispiele hierfiir sind die in dieser Arbeit
betrachteten langlebigen Excimer-dhnlichen Zusténde in poly(A) bzw. die Bildung von CPD-
Schiden zwischen Thymin-Basen in (dT);s. In der DNA-Doppelhelix sind mit der Watson-
Crick Basenpaarung nun zusétzlich Wasserstoff-Briicken zwischen den Basen beider Stringe
vorhanden. Neben der Stabilisierung der Helix ermodglichen diese Wechselwirkungen Proton-
Transfer-Prozesse zwischen den Basen, die als Desaktivierungspfade fiir angeregte Zustinde
diskutiert werden [Loe63, Sob04, Kwo07]. Die Wasserstoff-Briicken konnten auch bei der
Frage nach der Lokalisation der Anregung in Bezug auf mogliche exzitonische Zustinde von
Bedeutung sein [Wil76, Bou02, Bou03, Lew03, Ris02, Rit07].

Trotz der stark zunehmenden Komplexitét in der Doppelhelix deuten jedoch experimentel-
le Arbeiten darauf hin, dass die hier gewonnenen Ergebnisse am Einzelstrang auch fiir die
DNA-Doppelhelix relevant sind. Zeitaufgeloste UV/Vis-Experimente an Adenin und Thymin
enthaltenden doppelstringigen DNA-Modell-Systemen zeigen, dass die Wasserstoftbriicken
zwischen Adenin- und Thymin-Basen keinen groB3en Einfluss auf die Lebensdauer der beob-
achteten angeregten Zustdnde besitzen [CHOS]. Diese Beobachtung lédsst sich dahingehend
interpretieren, dass die Besetzung und Desaktivierung der elektronischen Zustidnde vor allem
von der Anordnung der Basen innerhalb eines Strangs bestimmt wird. In Bezug auf diese
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Ergebnisse ist deshalb davon auszugehen, dass die Bildung von CPD-Schiaden — bei geeig-
neter Anordnung der Basen — auch in doppelstrangiger DNA nicht wesentlich durch die
Wasserstoff-Briicken zwischen den Basen beeinflusst wird. Unter diesen Umstéinden sollte
die Photoreaktion ebenso schnell ablaufen wie im Modell-System (dT);5. Allerdings werden
die Wasserstoffbriicken durch ihren Einfluss auf die Konformation und Anordnung der Basen
die Ausbeute der Photoreaktion beeinflussen. Entsprechend sind zwei wesentliche Ergebnisse
dieser Arbeit auch fiir die DNA-Doppelhelix relevant:

1. Die Konformation zum Zeitpunkt der Lichtabsorption bestimmt, ob ein CPD-Schaden
gebildet wird oder nicht.

2. Die Ausbeute ist Ausdruck der im thermischen Gleichgewicht eingenommenen reaktiven
Konformationen.

Der Zusammenhang zwischen Konformation und Quantenausbeute fiir CPD-Schéden sollte
sich entsprechend in experimentellen Studien an der DNA-Doppelhelix wiederspiegeln.

6.2.1 Strukturelle Unterschiede und Quantenausbeuten

Es ist bekannt, dass sich die Strukturen von Thymin-Einzelstrangen wie (dT);s und doppel-
stringiger DNA mit einer gemischten Basen-Sequenz deutlich unterscheiden [Cam76, Mar01,
Mil99, Blo00]. Die Doppelhelix-Struktur in der B-DNA Form fiihrt zu einer definierten Orien-
tierung der Basen, in der benachbarte Basen senkrecht zur Helix-Achse ausgerichtet (gestapelt)
und in einer helikalen Windung von etwa 36° gegeneinander verdreht sind [Blo0OO] (siehe
Kapitel 2.1.2). Im Gegensatz dazu nehmen die Basen im Oligomer (dT);s aufgrund der ge-
ringen Wechselwirkungen vielfiltige Orientierungen ein, die zu einer stark ungeordneten
Gesamtstruktur fithren [Mil99, MarO1]. In Anbetracht dieser Unterschiede ist die Tatsache,
dass die Ausbeuten bezogen auf den Anteil benachbarter Thymin-Basen in beiden Systemen in
derselben GroBenordnung von 1-3 % liegen [Dou01, Hos67] zunichst iiberraschend und wird
im Folgenden néher untersucht.

Ubertriigt man die Ergebnisse an (dT),g auf die Doppelhelix, folgt daraus, dass statistisch
gesehen auch in der Doppelhelix der Anteil reaktiver Konformationen gering ist. Entsprechend
stellt sich auch in der Doppelhelix die Frage nach der Definition reaktiver Konformationen.
Betrachtet man die strukturellen Anderungen, die in (dT),s mit der CPD-Bildung verbunden
sind (siehe Abschnitt 6.1.1), so ist in der doppelstrangigen DNA mit einer deutlichen Ver-
zerrung der Helix zu rechnen. Mittlerweile existieren eine ganze Reihe von Rontgen- und
NMR-Analysen sowie theoretische Modelle, die sich mit der Auswirkung von CPD-Schiden
auf die Doppelhelix-Struktur beschiftigen [Par02, McA98, Jin98, Mia96, Spe97, Luk06]. In
diesen Arbeiten stand zunichst die Frage nach den strukturellen Merkmalen von CPD-Schédden
im Vordergrund, die es Reparatur-Enzymen ermoglichen, diese Schiaden zu erkennen [ParQ7].
Es zeigte sich, dass CPD-Schiden zu einer teilweisen Entwindung und Kriitmmung der Helix
fithren. Obwohl gerade die Kriimmung der Helix als wichtiges Erkennungsmerkmal diskutiert
wird, besteht in der Frage nach dem genauen Ausmal} der Kriimmung noch kein Konsens.
Wihrend Rontgen-Strukturanalysen meist sehr groe Werte im Bereich von etwa 30° fiir den
Kriimmungswinkel der Doppelhelix durch die CPD-Bildung angeben [Par(02], liefern NMR-
Daten wesentlich geringere Abweichungen zur Normalform, die in einem Bereich kleiner 10°
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liegen [Kem87, McA98]. Eine ausfiihrliche Diskussion und Deutung dieser Ergebnisse findet
sich in [Luk06] und soll an dieser Stelle nicht weiter diskutiert werden. Konsens besteht jedoch
weitestgehend in Bezug auf die lokalen Anderungen, die mit einem CPD-Schaden verbunden
sind. Diese Erkenntnisse konnen fiir ein qualitatives Verstidndnis der geringen Schadensraten
in der B-DNA dienen. In Abbildung 6.6 sind Ausschnitte aus DNA-Doppelhelixstrukturen mit
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Abb. 6.6: Ausschnitte aus den Strukturen eines DNA-Dodekamers nach [McA98] mit (links) und
ohne CPD-Schaden (rechts). Die Bilder zeigen die zentralen 4 Nukleotid-Segmente von der gro3en
Furche aus betrachtet. In beiden Strukturen ist eine rechtshandige Helix zu sehen. Allerdings ist im Fall
des CPD-Schadens die helikale Windung zwischen den Thymin-Basen des Schadens um etwa 10°
reduziert. Die Bildung des Zyklobutan-Rings erfordert zudem eine deutliche Abweichung der Thymin-
Basen von der parallelen Anordnung in der nativen Struktur. Der Verlust einer Wasserstoffbriicke
zwischen der 5’-Thymin-Base und dem gegenuberliegenden Adenin fiihrt zu einer Destabilisierung
der Doppelhelix. Die Strukturen wurden aus den PDB-Eintragen (,Protein Data Bank", [Ber03b]) 1TTD
(CPD-Lesion) 1COC (Native DNA) Gbernommen und mit dem Programm VMD dargestellt [Hum96].

und ohne Schaden dargestellt. Die Strukturen basieren auf NMR-Analysen von McAteer und
Mitarbeitern an einem DNA-Dodekamer und werden ausfiihrlich in [McA98] beschrieben. Das
Dodekamer besitzt die Sequenz d(GCACGAAT[cs]TAAG)-d(CTTAATTCGTGC) und ermog-
licht die Bildung von Thymin-Dimeren zwischen den durch [cs] getrennten Thymin-Basen®.
Ahnlich wie in Thymin-Oligomeren sind die Anderungen im Wesentlichen auf den Bereich der
den Schaden bildenden Thymin-Basen und die beiden direkt benachbarten Basen beschrinkt.
Die Dimerisierung zwischen den Thymin-Basen der Doppelhelix erfordert wie in (dT);5 eine
deutliche Annédherung der beiden Thymin-Basen gegeniiber der Ausgangsstruktur. Dabei re-
duziert sich durch die Zyklobutan-Bildung der Abstand zwischen den C1 und C1’-Atomen
der beiden Zucker von etwa 5 auf 3,5 A. Der Abstand zwischen dem C5- und C5’-Atom (bzw.
dem C6- und C6’-Atom) der Thymin-Basen reduziert sich von etwa 4,2A auf 2,3 A (bzw.
von etwa 4,5 A auf 2,2 A). Die helikale Windung zwischen den am CPD-Schaden beteiligten
Thymin-Basen liegt im Bereich von + 20° und ist damit etwa 10° kleiner als in der ungescha-
digten DNA. Obwohl die Thymin-Basen durch die Einschrankungen des Zyklobutan-Rings

3[cs], steht fiir das cis-syn-Isomer des CPD-Schadens.
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6 Bildung von CPD-Schiden in DNA

nicht mehr parallel zueinander liegen und deutlich gegeniiber der urspriinglichen Anordnung
verzerrt sind, bleiben die Basenpaarungen zu den gegeniiberliegenden Adenin-Basen im We-
sentlichen erhalten. Lediglich die Thymin-Base am 5°-Ende des Strangs ist anstatt mit zwei,
nur noch iiber eine Wasserstoffbriicke mit der gegeniiberliegenden Adenin-Base gebunden.
Die dadurch hervorgerufene Destabilisierung (~ 1-2 kcal/mol) der Helix-Struktur wird als
wichtiges Erkennungsmerkmal fiir Reparatur-Proteine diskutiert, da sie das Herausdrehen des
Schadens bei der Reparatur durch CPD-Photolyasen aus der Helix erleichtert [McA98, Jin98].

Dieser kleine Uberblick zu den fiir einen CPD-Schaden charakteristischen Anderungen in
der Doppelhelix zeigt, dass in der Doppelhelix eine deutliche Abweichung von der idealen
B-DNA Form den CPD-Schaden charakterisiert. Erfolgt die Bildung, wie in (dT);g schneller
als mogliche konformationelle Anderungen, so lisst sich die geringe Schadensrate als Aus-
wirkung der hohen strukturellen Ordnung in der B-DNA verstehen. Die Einschrinkung durch
die Wasserstoftbriicken fiihrt zu einer wesentlich geringeren Flexibilitit in der Doppelhelix
und verhindert mit der parallelen Orientierung der Basen — bei einer mittleren helikalen
Windung von etwa 36° — eine zu hohe Ausbeute an CPD-Schidden [Tra69]. In Bezug auf die
Schadensbildung in der DNA-Doppelhelix ist entsprechend die Bestimmung der in der DNA-
Doppelhelix moglichen reaktiven Konformationen von gro3er Bedeutung. Dabei stellt jedoch
die Komplexitit des Systems nach wie vor eine grole Herausforderung fiir Rechenkapazitiiten
und Methoden dar. Wie bereits in vorhergehenden Abschnitt angesprochen, sind die ersten
quantenmechanischen Beschreibungen zur Photophysik der CPD-Bildung bisher meist auf
einzelne Thymin-Basen in der Gasphase beschrinkt [BPO7, Bla07]. Ein Ziel muss deshalb
sein, diese Rechnungen auf grofere Systeme zu erweitern und die reaktiven Geometrien zu
definieren. Zusitzlich sind weitere Molekiildynamik-Simulationen an Einzel- und Doppel-
strangigen Modell-Systemen notwendig, in denen Gleichgewichtsstrukturen und die Anteile
reaktiver Konformationen bestimmt werden [JohO7].

6.2.2 CPD-Schaden und Konformationen in vivo

In der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele, die die Annahme, dass die Dimerisierung auf
der Einnahme ,,ungewohnlicher* Doppelhelix-Strukturen basiert, stiitzen.

Unterschiede zwischen A- und B-Form

Ein Beispiel dafiir sind die unterschiedlichen Schadensraten zwischen DNA in der A- und der
B-Form, deren Konformation in Abschnitt 2.1.2 beschrieben wurde. Dabei fiihrt der Ubergang
von der B-DNA in eine A-DNA zu einer Reduktion der Dimerisierungsrate um bis zu einem
Faktor zwei [Bec89]. Ein sogar noch groferer Riickgang wurde zwischen Thymin-Basen bei
speziellen Haarnadel-Strukturen mit A-DNA Konformation gefunden [Kun0O4]. Da in beiden
DNA-Formen dieselben Basenpaarungen vorliegen, ldsst sich dies nur iiber Unterschiede in den
zuginglichen Konformationen fiir benachbarte Basen erkldren. Ein wesentlicher Grund konnte
in der Veridnderung der Anordnung der Basen zwischen A- und B-Form liegen. Wihrend die
Basen in der B-Helix senktrecht zur Helix-Achse stehen, sind sie in der A-Helix deutlich ge-
geniiber der Helix-Achse geneigt. Dagegen dndert sich die mittlere helikale Windung zwischen
zwei Basen beim Ubergang von der A-Form (~ 33°) in die B-Form (~ 36°) nur wenig. Man
kann deshalb annehmen, dass Konformationen mit diesen Werten fiir die helikale Windung in
beiden Formen nicht reaktiv sind. Vielmehr ermoglicht erst eine passende Abweichung von
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6.2 Relevanz der Ergebnisse an (dT),s in Bezug auf die DNA-Doppelhelix

diesen Werten aufgrund natiirlicher Fluktuationen die Einnahme reaktiver Geometrien. Vor
allem die geringere konformationelle Variabilitit der A-DNA gegeniiber der B-DNA konnte
deshalb ein wesentlicher Grund fiir die groere Widerstandsfihigkeit der A-DNA gegeniiber
CPD-Schiden sein.

Es gibt einige Hinweise, dass die Natur die oben beschriebenen Unterschiede zwischen A-
und B-DNA Konformationen beziiglich der Widerstandsfahigkeit gegeniiber CPD-Schéden ge-
zielt ausnutzt. Zum Beispiel wird die deutlich verringerte Schadensrate von CPD-Photoschédden
in Sporen auf eine durch Proteine induzierte Anderung der Konformation der B-DNA zuriick-
gefiihrt. In diesen Sporen liegt die DNA, an Proteine gepackt, nicht in B-DNA sondern in einer
A-DNA @hnlichen Konformation vor (siehe Kapitel 2.1.2). Dadurch wird die Quantenausbeute
fiir mogliche CPD-Schiden unter hohen UV-Strahlenbelastungen deutlich verringert. Ein
anderer interessanter Aspekt betrifft RNA-Molekiile, in denen CPD-Schiden unter Beteiligung
der Pyrimidin-Basen Uracil und Cytosin gebildet werden konnen. Auch diese liegen meist in
einer A-DNA idhnlichen Konformation vor, und besitzen eine gegeniiber B-DNA geringere
Schadenshiufigkeit. Diese hohere Widerstandsfiahigkeit gegeniiber UV-induzierten Mutatio-
nen konnte in der Frithphase des Lebens - als noch keine schiitzende Ozon-Schicht zu hohe
Strahlenbelastungen verhinderte - eine entscheidende Rolle gespielt haben. In der ,,RNA*“-Welt
Theorie wird angenommen, dass sich das ,,Leben* - in Form von Molekiilen, die sich selbst
replizieren konnen, zunichst auf RNA-Molekiilen basierte, bevor sich die DNA als effizienter
und stabiler Informationstriger etablierte.

Schadenshaufigkeiten in der B-DNA

Bei der UV-Belichtung von Zell-DNA zeigen sich auffallende Periodizititen von Schadens-
hiufigkeiten (CPD-Schiden) und Mutationen, die auch als ,,damage hot spots* bezeichnet
werden [Mil85, Bec84]. Fiir diese Effekte sind Wechselwirkung der DNA mit Proteinen von
Bedeutung, aber auch bestimmte Basen-Sequenzen fiihren zu einer erhohten Schadensrate.
Zum Beispiel kommt es bei Belichtung von DNA im Zellkern, die in den Chromosomen an
Histone gebunden ist, zu einer deutlich erhohten Schadenshiufigkeit mit einer Periodizitét
von etwa 10 Basen [Gal87, Peh89]. Diese Periodizitit wird auf die definierte Kriimmung der
DNA-Doppelhelix bei ihrer Windung um die Histon-Proteine (sieche Abschnitt 2.1.2) zuriickge-
fiihrt [Peh92]. Die Bildung von CPD-Schiden wird offenbar in Bereichen maximal, an denen
die Kriimmung zur groen Furche am groBten ist. Die erhohte Schadensbildung scheint dabei
im Wesentlichen ein Ausdruck der Konformation und nicht einer erhohten Flexibiltit zu sein
[Peh&9]. Das Verfolgen von CPD-Schédden in DNA (,,UV-Photofootprinting*) kann deshalb fiir
das Erkennen bestimmter Abweichungen von der idealen B-DNA genutzt werden [Bec84]. In
diesem Zusammenhang zeigen auch poly(dA-dT) Sequenzen ein bestimmtes Schadens-Muster
[Mil85, Sut00]. Auch in diesen Sequenzen kommt es zu einer Kriimmung der Helix und
der Einnahme einer ungewohnlich rigiden Helix-Struktur [Koo86, Gal87, Lya91]. In dieser
tritt vor allem am 3’-Ende des Thymin-Strangs eine erhohte Schadensrate auf. Bisher ist die
biologische Funktion dieser Sequenzen noch nicht eindeutig geklért. Es gibt jedoch bereits
Hinweise, dass sie eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Transkription im Zellzyklus
spielen konnten [Sut00].
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6 Bildung von CPD-Schiden in DNA

Reslimee

Das in dieser Arbeit aus den zeitaufgeldsten IR-Experimenten abgeleitete Modell zur CPD-
Bildung geht davon aus, dass die statische Anordnung benachbarter Thymin-Basen [Peh89,
Bec89] zum Zeitpunkt der UV-Absorption und nicht die Beweglichkeit den Ausgang der
Photoreaktion bestimmt [Gal87, Lya91]. Selbst eine hohe Flexibilitit erlaubt es bei einer bereits
erfolgten Anregung in einem Thymin-Dublet nicht, innerhalb der Lebensdauer des angeregten
Zustands eine reaktive Konformation zu erreichen. Aber eine hohere Flexibilitdt des DNA-
Riickgrats kann den Anteil der reaktiven Konformationen zum Zeitpunkt der Lichtabsorption
erhohen. Das Wissen iiber die Kriterien, die eine reaktive Konformation bestimmen, wird
in Zukunft wesentliche Beitriage zur Indentifizierung von ,,damage hot spots* liefern und
gleichzeitig die Zuordnung von Mutationsmustern im Genom zu bestimmten Umweltfaktoren
erlauben.
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Das Makromolekiil DNA dient als molekularer Trager der Erbinformation. Zu den allgegen-
wairtigen Gefahren fiir das Erbgut gehort die UV-Strahlung der Sonne. Sie kann zu photoche-
mischen Reaktionen fiithren, in deren Folge es zu Mutationen und schweren Erkrankungen
kommen kann. Der héufigste direkt durch solare UV-Strahlung erzeugte Photoschaden beruht
auf der Bildung von Zyklobutan-Pyrimidin-Dimeren (,,cyclobutane pyrmidin dimer*, CPD)
zwischen benachbarten Pyrimidin-Basen (Thymin, Cytosin) in der DNA. In dieser Arbeit wur-
de die Bildung eines Thymin-Dimers erstmals mit zeitaufgeloster IR-Spektroskopie untersucht.
Das dabei eingesetzte Spektrometer kombiniert die hohe Struktursensitivitit der Schwingungs-
Spektroskopie mit einer Zeitauflosung im Subpikosekunden-Bereich. Mit dieser Technik konnte
gezeigt werden, dass die Bildung von Thymin-Dimeren in einem Thymin-Homopolymer inner-
halb einer Pikosekunde (1 ps = 10712 s) abliuft und damit sehr viel schneller ist als mogliche
konformationelle Anderungen. Zusitzlich wurde an zwei Adenin-Derivaten der Einfluss der
fir DNA-Molekiile typischen Stapelung von Basen auf die Desaktivierung und Besetzung
elektronischer Zustinde zwischen Adenin-Basen untersucht. Adenin ist die zu Thymin komple-
mentidre Base in der DNA-Doppelhelix, und die Ergebnisse sind damit Grundlage fiir weitere
zeitaufgeloste IR-Experimente an doppelstringigen DNA-Molekiilen.

Methodik: Das Anreg-Abtast-Experiment basiert auf einem Femtosekunden-Lasersystem,
das kurze Lichtimpulse (~ 90 fs) mit einer Zentralwellenlinge um 800 nm und einer Repetiti-
onsrate von 1 kHz liefert. Uber mehrstufige nichtlineare Prozesse werden daraus die fiir die
Experimente benotigten Anreg-Impulse im UV-Bereich (~ 270 nm) und abstimmbare Abtast-
Impulse im mittleren infraroten Spektralbereich (3 - 10 um) erzeugt. Die Detektion erfolgt iiber
eine Vielkanaldetektion, die das gleichzeitige Aufzeichnen der spektralen Signalinderungen
iiber einen Bereich von etwa 100 cm ™! erlaubt. Die fiir die Anregung der Molekiile verwende-
ten UV-Impulse werden durch eine Frequenzverdreifachung der Laser-Fundamentalen erzeugt,
die im Rahmen dieser Arbeit in einem sehr kompakten Aufbau realisiert werden konnte. Die
Erzeugung der abstimmbaren MIR-Abtast-Impulse erfolgt in einer mehrstufigen Frequenz-
konversion. Aufgrund der sehr hohen Anforderungen der Experimente, in denen relative
Transmissionséinderungen im Bereich von 10~° und kleiner nachgewiesen werden mussten,
wurde in dieser Arbeit die Sensitivitit des IR-Spektrometers deutlich erhoht. Dies wurde durch
Modifikationen in der Detektionselektronik und einer Optimierung der IR-Erzeugung erreicht.
Dabei wurde das Signal- zu Rausch-Verhiltnis der Detektionselektronik um einen Faktor 3
verbessert und durch Optimierung der mehrstufigen IR-Erzeugung eine reproduzierbare Er-
niedrigung der Intensititsschwankungen der MIR-Impulse ermoglicht. In den zeitaufgeldsten
IR-Experimenten konnten damit, bei realistischen Messdauern, Absorptionsdnderungen im
Bereich von 10 £OD aufgelost werden.

Modellsysteme: Aufgrund der komplexen Wechselwirkungen im Makromolekiil DNA war
fiir die explizite Untersuchung von Reaktionen und Wechselwirkungen zwischen einzelnen
DNA-Basen eine Reduktion auf moglichst gut definierte Modell-Systeme notwendig. In dieser
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Arbeit wurden einzelstringige Modellsysteme und Mononukleotide ausgewihlt und zunéchst
mit stationdrer Spektroskopie im Losungsmittel D,O untersucht. Zur Kldrung der Frage nach
der Bildung von Thymin-Dimeren wurde das Thymin-Homopolymer (dT),g ausgewihlt, da in
dhnlichen Systemen die bisher hochsten Quantenausbeuten (~ 3 %) fiir diese Art von Photo-
schiden in wissriger Losung nachgewiesen werden konnten. Die intrinsischen Eigenschaften
der Thymin-Basen wurden dagegen am Mononukleotid Thymidin-5’-Monophosphat (TMP)
untersucht. Wihrend (dT);s eine stark ungeordnete Struktur und einen geringen Anteil gestapelt
vorliegender Thymin-Basen besitzt, bildet die Stapelung von Basen in der DNA-Doppelhelix
ein wichtiges Strukturmerkmal. Der Einfluss dieser Anordnung auf die elektronischen Zusténde
von Adenin-Basen wurde durch einen Vergleich zwischen dem Mononukleotid Adenosin-5’-
Monophosphat (AMP) und dem Adenin-Homopolymer poly(A) untersucht. Poly(A) eignet
sich aufgrund seines hohen Anteils gestapelt vorliegender Basen (~ 65 %), der sich in den
stationdren Absorptionsspektren durch eine ausgeprigte Reduktion der UV-Absorption um
260 nm zeigt (Hypochromie), fiir eine entsprechende Studie besonders gut.

Ergebnisse zur Photophysik der Adenin-Derivate AMP und poly(A): Da iiber die Pho-
tophysik von AMP-Molekiilen bereits relativ viel bekannt ist, konnten an dieser Probe einige
der fiir die zeitaufgeloste IR-Spektroskopie an Nukleinsduren typischen Signalbeitrige disku-
tiert und zugeordnet werden. In AMP kommt es nach UV-Anregung zu einer sehr schnellen
internen Konversion (7i¢ ~ 300 fs) in den schwingungsangeregten Grundzustand. Entspre-
chend lassen sich die in den IR-Messungen nach 1 ps beobachteten Absorptionsinderungen
— Ausbleichen der Grundzustandsabsorption und eine zu kleineren Wellenzahlen auftretende
induzierte Absorption — dem Kiihlen heiler Grundzustandsmolekiile auf einer Zeitskala von
etwa 3 ps zuordnen. Wihrend in AMP praktisch alle angeregten Molekiile diesem schnellen
Desaktivierungspfad folgen, konnte in poly(A), neben einer zu AMP dhnlich schnellen Des-
aktivierung, zusitzlich die Besetzung langlebiger elektronischer Zustéinde mit Lebensdauern
im 100 ps- und ns-Bereich nachgewiesen werden. Der Anteil dieser Zustidnde kann aus den
Absorptionsdnderungen abgeschitzt werden und liegt in der Gré8enordnung der in poly(A)
gestapelt vorliegenden Basen (~ 65 %). Dieser Zusammenhang lisst sich durch die Bildung
Excimer-dhnlicher Zustiande zwischen benachbarten Adenin-Basen erkléren, fiir die in dieser
Arbeit erstmals die IR-Absorption ermittelt werden konnte.

Ergebnisse zur Photophysik und Photochemie der Thymin-Derivate TMP und (dT);s:
Vor der Durchfiihrung der zeitaufgelosten IR-Experimente an (dT);s wurde zunichst in statio-
niren Belichtungs-Experimenten die IR-Signatur von Thymin-Dimeren in (dT);s bestimmt.
Dabei konnten drei fiir den Dimer-Schaden charakteristische Schwingungsbanden mit Ab-
sorptionsmaxima bei 1465, 1402 und 1320 cm™! nachgewiesen werden, die als Grundlage
fiir die Interpretation der zeitaufgelosten Experimente verwendet wurden. Im Oligomer fiihrt
die geringe Wechselwirkung der Thymin-Basen dazu, dass sich mehr als 90 % der angeregten
Basen in (dT),g dhnlich wie im Monomer TMP verhalten. In den meisten Thymin-Basen
(~ 85 %) kommt es nach UV-Anregung zu einer schnellen internen Konversion (7ic< 1 ps)
in den Grundzustand. Ein deutlich geringerer Anteil (~ 10 %) besetzt dagegen langlebige
elektronische Zustinde mit Lebensdauern im 100 ps- und ns-Bereich, die sehr wahrscheinlich
einen n*-Charakter besitzen. Wihrend in TMP auch mit einer Besetzung (~ 1-2 %) von
Triplett-Zustinden (377*) mit Lebensdauern im us-Bereich zu rechnen ist, konnte die Beset-
zung von Triplett-Zustédnden in (dT);s — aufgrund der bisher nicht bekannten IR-Absorption
dieser Zustinde im Losungsmittel DoO — nicht abschlieBend geklirt werden.
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Dagegen konnte die Bildung von Thymin-Dimeren in (dT);s durch einen Vergleich mit den
Ergebnissen am Monomer TMP eindeutig nachgewiesen werden. Das Auftreten der in den
stationdren Experimenten bestimmten Dimer-Marker-Banden in (dT);g erfolgt innerhalb einer
Pikosekunde. Die Quantenausbeute liegt bei 2-3 % und es ist keine Beteiligung langlebiger
elektronisch angeregter Zustinde bei der Dimer-Bildung nachweisbar. Diese Ergebnisse legen
eine nahezu barrierelose Photoreaktion iiber einen Singulett-Mechnismus nahe, bei dem sehr
wahrscheinlich eine konische Durchschneidung zum Produktzustand (CPD-Schaden) fiihrt.
In Anbetracht dieser extrem schnellen Photoreaktion lassen sich die geringen Ausbeuten
als Ausdruck der Konformation zum Zeitpunkt der UV-Absorption interpretieren. Die UV-
induzierte Bildung von Thymin-Dimeren in (dT);s ist wesentlich schneller als konformationelle
Anderungen im Einzelstrang, die benachbarte Thymin-Basen in eine fiir die Dimerisierung
geeignete Anordnung bringen konnten. Aus diesem Grund ist eine Bildung von Thymin-
Dimeren nur moglich, wenn die Anordnung zweier benachbarter Basen bereits zum Zeitpunkt
der UV-Absorption fiir eine Dimerisierung geeignet ist (reaktive Konformation). Die geringe
Ausbeute von 2-3 % in (dT)5 ist deshalb Ausdruck der Struktur des Homopolymers, in dem
sich im statistischen Mittel nur ein sehr geringer Anteil der Thymin-Basen in einer reaktiven
Konformation befindet. Die am Modellsystem (dT);s erhaltenen Ergebnisse sind auch fiir
die DNA-Doppelhelix relevant. Auch hier bewirkt erst die Abweichung von der idealen
Doppelhelixstruktur die Einnahme reaktiver Konformationen und damit die Schadensbildung.

Ausblick: Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten zeigen, dass die zeitaufgelos-
te Schwingungsspektroskopie wesentliche Beitrdge zum Verstindnis der Photochemie und
Photophysik von Nukleinsduren leisten kann. Neben den Aussagen zu speziellen Photopro-
dukten erlaubt die hohe Spezifitit der IR-Spektroskopie dabei auch Aussagen zu den bei
der UV-Anregung von DNA-Molekiilen auftretenden angeregten langlebigen elektronischen
Zustdanden (Triplett-, n7*-, Excimer-Zustdnden), die immer wieder als mogliche Intermediate
von Photoschédden diskutiert werden. In diesem Zusammenhang besteht die Hoffnung, dass
es durch die Weiterentwicklung quantenchemischer Modelle und die steigenden Rechnerka-
pazititen in Zukunft moglich sein wird, die IR-Spektren elektronisch angeregter Zustinde
zu berechnen und damit eindeutig zuordnen zu konnen. Dabei steht neben der Untersuchung
weiterer Photoschiden die Erforschung der von der Natur eingesetzten Reparaturmechanismen
(z.B. Photolyasen) im Vordergrund. Auch bei der Aufklidrung dieser Prozesse sind durch die
zeitaufgeloste IR-Spektroskopie neue Erkenntnisse zu erwarten.

In Zusammenhang mit der Evolution des Lebens sind sowohl Erkldrungen fiir die expe-
rimentell nachgewiesenen Schadenshiufigkeiten (,,damage hot spots) im Genom, als auch
fiir die geringere Schadenshiufigkeit in RNA-Molekiilen von grolem Interesse. Dafiir ist
es jedoch zunichst wichtig, die geometrischen Voraussetzungen (Abstdnde, Dihedralwin-
kel), die eine reaktive Konformation auszeichnen, genau zu kennen. Zu diesem Zweck sind
in Zukunft ausfiihrliche quantenmechanische Rechnungen fiir die angeregten Zustinde und
Molekulardynamik-Simulationen, die Aussagen zu den Konformationen erlauben, notwendig.
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B Losungsmittelkorrektur

Die IR-Absorption der Modell-Substanzen wird durch zwei Beitrége tiberlagert. Zum einen
durch die breite Absorptionsbanden des Losungsmittels DoO zum anderen durch die Absorption
von HDO-Molekiilen die beim Auflésen und der Deuterierung der DNA- und RNA-Molekiile
entstehen. Diese Beitrdge lassen sich in zwei Schritten korrigieren:
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Abb. B.1: Ldsungsmittel-Korrektur am Beispiel TMP. (1) Im ersten Schritt erfolgt eine Subtraktion der
Lésungsmittelabsorption (D,O-Pufferlésung, blau) von dem in der Pufferldsung vorliegenden TMP-
Absorptionsspektrum (schwarz). (2) Im zweiten Schritt wird das daraus erhaltene Spektrum (grau) auf
den Anteil der beim Auflésen der nicht deuterierten Probenmolekiile entstandenen HDO-Molekiile
korrigiert. Dazu wird ein ,reines* HDO-Spektrum auf den Anteil der HDO-Molekdle in dem grauen
Spektrum skaliert (hellblau) und subtrahiert. Daraus resultiert das korrigierte TMP-Spektrum (grin).

1. Fiir jede Probe wird unter identischen experimentellen Bedingungen sowohl ein Spek-
trum des reinen Losungsmittels als auch der geldsten Substanz aufgenommen und an-
schlieBend der Anteil des Losungsmittels subtrahiert. Eine entsprechende Prozedur ist in
Abbildung B.1 (oben) fiir zwei Frequenzbereiche dargestellt. Aus der Subtraktion des rei-
nen Losungsmittels (D, O-Pufferlosung, blau gestrichelte Linie) vom Ausgangsspektrum
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(TMP + Losungsmittel, schwarze Linie) erhilt man das auf den Losungsmittel-Anteil
korrigierte TMP-Spektrum (graue Linie).

. Das aus dem ersten Schritt gewonnene Spektrum enthilt jedoch noch die Absorption der

bei der Deuterierung der Nukleinsduren gebildeten HDO-Molekiile. Die genaue Position
der HDO-Banden héngt dabei vom Verhéltnis Hy0 zu D,O ab. Bei den verwendeten Kon-
zentrationen (~10mM) liegt das Gleichgewicht eindeutig auf der Seite der deuterierten
DNA-Molekiilen und es tritt ein entsprechend hoher Anteil (~ 30 - 50 mM) an HDO-
Molekiilen auf. Neben der Bande um 1450 cm ™! findet sich im Bereich um 3350 cm ™!
die antisymmetrische Streckschwingung der HDO-Molekiile [Mar91, Cor0O5]. Diese
Bande eignet sich aufgrund ihrer separaten Lage und ihrer hohen Oszillatorenstirke
besonders gut zum Abschitzen des HDO-Anteiles und einer Korrektur [Mae80]. Die
entsprechenden Spektren sind in Abbildung B.1 (unten) dargestellt. Fiir diese Korrektur
wird ein aus einer separaten Messung gewonnenes HDO-Spektrum auf die maximale
Absorption bei etwa 3400 cm ™! skaliert (hellblau gestrichelt) und von dem auf den
reinen Losungsmittelbeitrag korrigierten TMP-Spektrum (grau) aus dem ersten Schritt
subtrahiert.

Diese beiden Korrekturschritte wurden bei allen in dieser Arbeit gezeigten IR-Absorptions-
spektren durchgefiihrt.
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C Warmediffusion und temperaturabhangige
Spektren

Die Temperaturabhingigkeit des Losungsmittels fiihrt in den zeitaufgeldsten Messungen zu
einem deutlichen Signalbeitrag, der die Absorptionsdnderungen der DNA- und RNA-Derivate
iiberlagert. Aus diesem Grund wurde die Temperaturabhingigkeit der Losungsmittelabsorption
und der Proben-Molekiile sowie die Wiarmediffusion im Anregungsvolumen untersucht. Details
zum experimentellen Aufbau fiir die temperaturabhingigen Experimenten finden sich in
Abschnitt 3.5.

C.1 Warmediffusion im Anregungsvolumen

In den zeitaufgelosten Messungen wird bei der UV-Absorption der Proben-Molekiile ein
bestimmter Energiebetrag im Anregungsvolumen deponiert, der mit dem Zerfall der elek-
tronisch angeregten Zustinde (z.B. interne Konversion) in Wirme umgewandelt und an das
Losungsmittel abgegeben wird. Diese Temperaturerhohung fiihrt zu einer spektralen Verschie-
bung der Grundzustandsabsorptionsbanden und einer entsprechenden Absorptionsénderung
in den zeitaufgelosten Messungen. Bei der Annahme, dass die spektrale Verschiebung und
Amplitudenabnahme in erster Ndherung linear von der Temperatur abhéngt (sieche ndchsten
Abschnitt), fithrt eine nicht homogene Temperaturverteilung im Beobachtungsfenster zu dem
gleichen Differenzsignal wie eine homogene Verteilung mit derselben Wirmeenergie [Lia94].
Eine weitere Veridnderung im Beobachtungsfenster tritt erst auf, wenn die Wirme aus diesem
Bereich diffundiert. Diese Zeitkonstante lésst sich liber die Warmediffusion im Losungsmittel
abschitzen. Die Diffusion ldsst sich durch die Diffusionsgleichung
orT

N =kr-AT (C.1)

mit der Temperatur 7" und der Temperaturleitfahigkeit « beschrieben [Som92]. Nimmt man fiir
die initiale Temperatur eine Deltafunktion an (Punkt-Wirmepol), so ldsst sich die Temperatur-
verteilung wiedergeben durch [Lia%94]:

__ @ r
T(r,t)= (47r/€t)%exp [—m} : (C.2)

Die Temperatur im Abstand » vom Ursprung wird durch die Stirke der Wiarmequelle @ = E/pc
und die Temperaturleitfahigkeit x = A/(c - p) bestimmt. Mit den Werten fiir die Warmeleitfa-
higkeit (A = 589 mW/Km), Wirmekapazitit (c = 4,18 J/gK) und Dichte (p = 0,998 g/cm?) fiir
das Losungsmittel D,O [Lid95, Bra96] ergibt sich eine Temperaturleitfdhigkeit von:

o2
A

kpyo = 14,4—. (C.3)
pPsS
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C Wirmediffusion und temperaturabhingige Spektren

Mit diesem Wert fiir die Temperaturleitfihigkeit lidsst sich die Zeit abschitzen, in der die mitt-
lere Diffusionsldnge (Radius an dem die Temperatur auf 1/e abgefallen ist) die im Experiment
betrachteten Dimensionen erreicht:

2

T(1/e) = V4Kt bzw. t = Z— (C4)
K

Mit einem Durchmesser des Abtast-Impulses von etwa 100 pm ergibt sich damit eine Zeitkon-
stante von etwa 4 ms. Im Beobachtungsfenster der zeitaufgelosten Messung (bis 4 ns) bleibt
die Wirmemenge im betrachteten Volumen deshalb praktisch konstant. In den zeitaufgeldsten
Experimenten ist mit einer Temperaturerhdhung in einer Grolenordnung von etwa S0 mK zu
rechnen.

C.2 Temperaturabhangige Absorptionsspektren

Sowohl das Losungsmittel als auch die darin geldsten Proben-Molekiile konnen bei einer
Temperaturerhohung zu den beobachteten Absorptionsidnderungen beitragen. Beide Beitriage
werden im Folgenden kurz betrachtet.

In Abbildung C.1 A ist die Absorption des Losungsmittels fiir Temperaturen zwischen
295 K und 308 K dargestellt. Das Maximum der Absorption bei etwa 1560 cm ™! wird einer

T 1 T 1 T 1 T 1
1oL @ — 205K
—— 308K
o
o
<
05
0.05  (B) .
a)
O 000
3 A(308 K) - A(295 K
005 L ( ) - A( )
1800 1700 1600 1500 1400 1300

Wavenumber / cmt

Abb. C.1: Abhangigkeit der IR-Absorption des Losungsmittels DoO von der Temperatur bei einer
Schichtdicke von ~ 90 um. (A) Absolutspektren zwischen 295 und 308 K. (B) Differenzspektren zur
Absorption bei 295 K.

Kombinationsschwingung aus der Biege- und einer Librations-Schwingung der D,O-Molekiile
zugeordnet [Mar91], die bei Temperaturerhohung eine Verschiebung zu kleineren Wellenzahlen
und eine Erniedrigung der Amplitude erfdhrt. Die sich daraus ergebenden Differenzspektren
zum Ausgangsspektrum sind in der Abbildung 5.6 B zu sehen.
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Abb. C.2: Absorptionsanderungen in Abhangigkeit von der Temperatur im Lésungsmittel DoO bei

einer Schichtdicke d ~ 90 um.

In Abbildung 5.6 sind die Absorptionsinderungen fiir 1600 und 1450 cm~! aufgetragen.
Beide Spektralpositionen lassen sich sehr gut mit einer Geraden anpassen. Das bedeutet,

1 1 1 1
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@) 1k
E
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0 } } : } : } ‘
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< 0.0
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<
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Abb. C.3: Oben: Vergleich der IR-Absorption von D>O, der D, O-Pufferlésung (50 mM Kaliumphosphat-
puffer, pH = 7) und TMP (gel6st in der Pufferlésung). Unten: Differenzspektren nach einer Temperaturer-
héhung von 295 auf 308 K. Es ergeben sich fiir alle drei ,Proben” sehr &hnliche Absorptionséanderungen.
Der Beitrag der gelésten TMP-Molekdle ist bei den verwendeten Konzentrationen (~ 10 %) relativ

gering.

dass die Absorptionsinderungen im betrachteten Temperaturbereich direkt proportional zur
Temperaturdanderung sind. Die in den zeitaufgeldsten Messungen zu erwartenden Absorp-

tionsdnderungen lassen sich deshalb iiber

eine lineare Skalierung dieser Differenzspektren
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C Wirmediffusion und temperaturabhingige Spektren

erhalten. Fiir eine einfache Abschidtzung sind in den Graphen die Steigungen der Absorpti-
onsinderung (Schichtdicke ~ 90 pm) angegeben. Der Einfluss der gelosten Molekiile, die im
thermischen Gleichgewicht neben dem Losungsmittel ebenfalls zu den Absorptionsinderungen
beitragen wird in Abbildung C.3 betrachtet. In Abbildung C.3 (oben) sind die Absolutspek-
tren fiir D,O (blau gestrichelt), die D,O-Pufferlosung (hellblau) und TMP (gel6st in der
D,O-Pufferlosung, griin) gezeigt. Die bei einer Temperaturerh6hung von 295 auf etwa 308 K
erhaltenen Absorptionsdnderungen sind im unteren Teil der Abbildung zu sehen. Sie zeigen,
dass bei den verwendeten Konzentrationen (~ 10 mM) die Absorptionsinderung der gelos-
ten TMP-Molekiile im Vergleich zum Losungsmittel vernachléssigt werden kann. Lediglich
zwischen 1700 und 1620 cm™! fiihrt die temperaturabhéingige Absorption der TMP-Molekiile
zu sichtbaren Absorptionsunterschieden. Die relativ kleinen Abweichungen zwischen dem
reinen Losungsmittel DO und TMP um 1500 cm™! sind dagegen vor allem auf die, beim
Auflosen der Probe, entstandenen HDO-Molekiile zuriickzufiihren, die eine Absorptionsbande
um 1450 cm™! besitzen (siche Anhang B). Dies wird beim Vergleich mit der D,O-Pufferlosung
deutlich, die ebenfalls eine bestimmte Konzentration an HDO-Molekiilen aufweist, deutlich.
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D Bestimmung der Extinktionskoeffizienten

Bei Kenntnis des wellenldngenabhiingigen Extinktionskoeffizienten (e,) und der Schichtdicke
(d) lasst sich die Konzentration (c) einer gelosten Substanz aus dem Absorptionsspektrum
bestimmen (A = e-d-c). Auf diese Weise lassen sich aus den Absorptionsspektren Unsicherhei-
ten bei der Einwaage der Proben, die zum Teil nur in sehr geringen Mengen (< 1 mg) vorliegen,
iiberpriifen. Fiir Nukleinsduren sind in diesem Zusammenhang zwei Punkte wichtig. Zum
einen gibt es groere Unterschiede in den Literaturangaben fiir die Extinktionskoeffizienten
[Cav04] von DNA- und RNA-Molekiilen. Zum anderen sind Extinktionskoeffizienten zwar
fiir die meisten Monomere, aber nur fiir relativ wenige Nukleotid-Sequenzen bekannt. Die
UV-Absorptionsspektren von AMP und poly(A) in Abschnitt 4.2 zeigen sehr deutlich, dass die
Wechselwirkungen in Poly-Nukleotidsequenzen einen groflen Einfluss auf die Absorption im
UV-Bereich haben konnen. Eine ausfiihrliche Zusammenstellung der Extinktionskoeffizienten
und Methoden, mit denen sich die Extinktion fiir Oligo-Nukleotide abschétzen lisst, findet
sich zum Beispiel in [Kal96, Cav04].

Molekdl €260 Azso Ciit Cexp
[M*cm™]  [OD] [mM] [mM]
AMP 15020 0,95 6,9 7,2+05
poly(A) 9800 0,59 6,8 7,1+05
TMP 8560 0,69 9 9+0,5
(dT) s 7800 0,71 10 > 8,3

Tabelle D.1: Vergleich der Extinktionskoeffzienten und Konzentrationen mit den bei der Einwaage
bestimmten Konzentrationen. Die Extinktionskoeffizienten der Monomere sind [Cav04] enthommen.
Extinktionskoeffizienten der Poly-Nukleotiden beziehen sich auf Angaben in [Kal96, Gir07, Sin62].

Die fiir die einzelnen Adenin- und Thymin-Derivate angegebenen Extinktionskoeffizienten
beziehen sich auf Angaben in [Kal96, Cav04, Sin62, GirQ7] und sind in Tabelle D.1 zusam-
mengefasst. Die Literaturangaben fiir den Extinktionskoeffizienten von poly(A) an der Stelle
des Absorptionsmaximums (\,,., = 257 nm) liegen zwischen 10000 und 10700 M~ *cm™!
[Sin62, Gir(7]. Fiir die Abschitzung der Konzentration wurde deshalb der Mittelwert von
10350 M~ tcm ™! fiir \,,q, = 257 nm angenommen, und anhand der gemessenen Spektren der
Wert fiir eine Wellenldnge von 260 nm berechnet. Der Extinktionskoeffizient fiir (dT);s wurde
anhand der Angaben fiir das Oligomer (T)y in [Kal96] abgeschitzt. Da in Thymidin-Polymeren
nur eine geringe Wechselwirkung zwischen den Thymin-Basen besteht und deshalb nur ein
relativ kleiner Hypochromie-Effekt zu erwarten ist, sollte die auf eine Base umgerechnete
Extinktion von (T)g eine sehr gute Niherung fiir die tatsdchliche Extinktion in (dT);g darstel-
len. In der Tabelle sind zum Vergleich, die aus der Einwaage bestimmten Konzentrationen
angebenen. Die Konzentrationsangaben fiir die Monomere und das Polymer poly(A) stimmen,
im Rahmen der Messungenauigkeiten bei der Einwaage und der Schichtdicke (Schichtdicke
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D Bestimmung der Extinktionskoeffizienten

~ 90 um) gut mit den berechneten Werten iiberein.Lediglich fiir das Oligomer (dT),s konnte
aus der Einwaage nur eine untere Grenze fiir die Konzentration angegeben werden. Im Fall
von (dT);g war die Probe als Pulver in kleinen Einheiten zu etwa 1 mg in separaten Gefédllen
proportioniert und wurde vor dem Auflosen nicht extra abgewogen. Es zeigte sich jedoch, dass
die Angaben des Herstellers in Bezug auf den tatsidchlichen Inhalt immer zu gering waren.
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E Globale Datenanpassung

Die experimentellen Daten lassen sich in einer globalen Datenanalyse mit einer Summe von
Exponentialfunktionen anpassen. Allerdings ist bei der Interpretation Vorsicht geboten, da
die frithen Zeiten (zwischen 1 ps und 10 ps) durch die Kiihl-Signaturen heiler Grundzustands-
Molekiile dominiert werden. Dabei kommt es zu einer spektralen Verschiebungen der induzier-
ten Absorption die nur unter Einbeziehung mehrerer exponentieller Zerfille gut wiedergegeben
werden kann. In der Fit-Routine fiihrt diese Schwierigkeit zum Teil zu spiegelsymmetrischen
Amplitudenverldufen fiir zeitlich nahe beieinanderliegende Zeitkonstanten und zu Kompensati-
onseffekten. Dagegen sind die Zeitkonstanten fiir Verzogerungszeiten grofler 10 ps — nach
dem Abklingen der Kiihlbeitrige — fiir die Dateninterpretation relevant. Im Folgenden sind die

AMP poly(A)
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Abb. E.1: Darstellung der Fit-Amplituden fir die bei der globalen Datenanalyse der Messungergebnisse
an AMP (links) und poly(A) (rechts) gefundenen Zeitkonstanten. Wahrend die Datenanpassung an
AMP fir die Wiedergabe der Kinetiken nur drei Zeitkonstanten im Pikoskundenbereich erfordert
(Interne Konversion, Kihlsignatur), ist fir die Datenanpassung an poly(A) mindestens eine zusatzliche
Zeitkonstante im 200-Pikosekundenbereich notwendig.

Zeitkonstanten und Fitamplituden fiir die Adenin- (Abbildung E.1) und Thymin-Derivate (E.2)
aus der globalen Datenanpassung dargestellt. Die Anpassung der Daten fiir Verzogerungszeiten

173



E Globale Datenanpassung

groBer 1 ps (durchgezogene Linie) erfolgte mit einer Summe von Exponentialfunktionen, die
mit der Apparate-Funktion (Gau3-Funktion mit Halbwertsbreite = 350 fs (FWHM)) gefaltet

werden.
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Abb. E.2: Darstellung der Fit-Amplituden fiir die bei der globalen Datenanalyse der Messungergeb-
nisse an TMP (links) und (dT);s (rechts) gefundenen Zeitkonstanten. In beiden Proben sind neben 3
Zeitkonstanten im Pikosekundenbereich (Interne Konversion, Kiihlsignatur), weitere Zeitkonstanten mit

etwa 100 ps, bzw. 1 ns notwendig.
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Glossar — Abkirzungsverzeichnis

AgGaS, Silberthiogolat Kristall

AMP Adenosin-5’-Monophosphat

BaF, Bariumfluorid

BBO (-Bariumborat Kristall

BS engl. beam splitter = Strahlteiler

CaF, Kalziumfluorid

CG engl. continuum generation = WeiBlichterzeugung

CHU 1-Cyclohexyluracil

CI engl. conical intersection = konische Durchschneidung

CPA engl. chirped pulse amplification

DFM engl. difference frequency mixing = Differenzfrequenzerzeugung

DMC engl. dimer model compound

(dT)5 18-mer Thymin Oligonukleotid

DM engl. dichroitic mirror = dichroitischer Spiegel

FC Franck-Condon-Bereich

FWHM engl. full width half maximum = Halbwertsbreite

IC engl. internal conversion = interne Konversion

IR Infrarot

ISC engl. intersystem crossing = innere Umwandlung

k die Ratenkonstante

kg die Boltzmannkonstante = 1,38 - 10~23

LASER engl. light amplification by stimulated emission of radiation

N2 Lambda-Halbe-Plittchen

MIR Mittelinfrarot

NIR Nahinfrarot

NMR engl. nuclear magnetic resonance = kernmagnetische Resonanz

NOPA engl. non-collinear optical parametric amplifier = nicht-kollinearer
optisch-parametrischer Verstirker

(0)); engl. optical density = optische Dichte, Absorption

OPA engl. optical parametric amplifier = optisch-parametrischer Verstirker

poly(A) Polyadenylsdure

SHG engl. second harmonic generation = Frequenzverdopplung

THG engl. third harmonic generation = Frequenzverdreifachung

T™P Thymidin-5’-Monophosphat

TpT Thymidylyl-3-5-Thymidin

Uv Ultraviolett

VIS engl. visible = sichtbar
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