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5.2 Bericht tber die Entwicklung des Teilprojekts
5.2.1 Bericht

Ziel der Arbeiten im Rahmen des SFB-450 war die Aufklarung photochemischer Prozesse in
biologischen Chromophoren und Chromophorclustern, mit Fokus auf DNA Basen. Die mit
der elektronischen Struktur verbundene photoinduzierte Reaktionsdynamik in natdrlichen und
chemisch modifizierten Basenpaaren und Solvens Clustern sollte durch Femtosekunden
zeitaufgeloste  Massenspektrometrie  und  Elektronen-lonen  Koinzidenzspektroskopie
aufgeklart werden. Zum einen sollte die Beziehung zwischen Struktur und Grdsse der
untersuchten Molekulclustern und daran gekoppelten photochemischen Prozessen (UP1)
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entschliisselt werden, zum anderen sollte die elektronische Struktur entlang der
Reaktionspfade experimentell charakterisiert werden (UP2). Da die Ergebnissen der beiden

Unterprojekte eng zusammenhangen werden sie im folgenden gemeinsam présentiert.

Die Struktur von DNA ist durch Wasserstoffbriicken und Wechselwirkungen der
delokalisierten w-Systeme der DNA Basen gepragt. In einem DNA Einzelstrang halt ein
Zuckerphosphatgerist jeweils benachbarte Basen in einer n-gestapelten Konformation [1]. Im
Doppelstrang erlaubt dies die Ausbildung von 2-3 Wasserstoffbriicken zwischen komplemen-
tdren Basen der zwei Strdnge in der berihmten Watson-Crick Konformation [2]. Um die
Photochemie natlrlicher DNA zu verstehen, ist es somit von besonderer Bedeutung, die
jeweiligen Effekte von spezifischen Wasserstoffbriicken und r-Stapelwechselwirkungen zu
charakterisieren. Ein weiteres wichtiges Element sind Lésungsmitteleffekte durch Wasser,
welches zum einen eine Rolle als polarisierbare Umgebung spielt, zum anderen auch

spezifische Wasserstoffbriicken ausbilden kann

Theoretische Arbeiten zur Photochemie von Basenpaaren [3,4] weisen auf eine
besondere Bedeutung der Wasserstoffbriicken hin: Angeregte Zustdande in Watson-Crick
verbriickten Adenin-Thymin und Guanin-Cytosin Basenpaaren konnen uber einen Protonen-
gekoppelten Elektronentransfer (PCET) in den Grundzustand relaxieren. Die beschleunigte
Relaxation verringert die Wahrscheinlichkeit destruktiver photochemischer Reaktionen. Die
daraus resultierende erhohte Photostabilitdt gegeniber ultravioletter Strahlung war
moglicherweise ein wichtiger evolutiondren Faktor. m-Stapelwechselwirkungen im Einzel-
oder Doppelstrang kénnen ebenfalls einen groRen Einfluss auf die photochemischen Prozesse
nehmen. In der fliissigen Phase wurden Excimer-Zustdnde zwischen gestapelten Adenin und
Thymin Basen beschrieben [5], wobei diese Interpretation weiter kontrovers diskutiert wird
[6,7].

(a) Elektronische Struktur und Dynamik in isolierten DNA Basen

Das Verstandnis photochemischer Prozesse in DNA Basenclustern verlangt nach
entsprechend guter Charakterisierung entsprechender Prozesse in den Monomeren. Fir die
Base Cytosin ergibt sich eine besondere Problematik: Existierenden Daten mit sub-
Nanosekunden Zeitauflosung [8-10] basieren auf einer Anregung mit 250-267 nm Photonen

und konnen nicht eindeutig dem biologisch relevanten Keto Tautomer oder alternativ den
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Fig. 1: Dynamik angeregter Zustinde in den Keto und Enol Tautomeren von Cytosin. Die Energien
relevanter angeregter und ionischer Zustdnde sind der Literatur entnommen [11,13,18]. Relaxation
des Keto Tautomers erfolgt vermutlich iiber Zustande von zx*, nz* und > nz* Charakter mit sub-ps
bis ns Lebensdauer. Deutlich kiirzere Lebensdauern im Enol Tautomer werden der internen
Konversion nx*— nx* und nr*— Grundzustand zugeordnet.

Enol oder Keto-Imino Tautomeren zugeordnet werden. Zahlreiche theoretische Arbeiten tiber
Prozesse im angeregten Zustand des Keto Tautomers (z.B. Ref. [11-17]) koénnen
dementsprechend nicht mit experimentellen Daten verglichen werden. Wie in Fig. 1 gezeigt,
konnten wir durch Anregung im Wellenldngenbereich von 260-290 nm die
Relaxationsdynamik der Keto und Enol Tautomere unterscheiden [KSS09]. Das biologisch
relevante Keto Tautomer relaxiert in einem dreistufigen Prozess, vermutlich ber Zustdnde
mit nt* und Triplet Charakter, oder aber tiber Tautomerisierung im angeregten Zustand. Die
Relaxation im Enol Tautomer erfolgt tber zwei Schritte; Triplet Zustande spielen hier keine
Rolle. Die genaue Zuordnung der angeregten Zustande anhand von Photoelektronenspektren

ist in Arbeit und erfolgt in Zusammenarbeit mit der Gruppe Gonzales (Teilprojekt C9).

Die photochemischen Prozesse in Thymin Tautomeren und Thymin-Wasser Clustern
wurde durch eine Kombination von zeitaufgeloster Spektroskopie und ab initio Theorie
untersucht (Zusammenarbeit mit Teilprojekt C9, Fig. 2). Erwartete Relaxationskandle unter
Beteiligung von ne* Zustdnden und eine Tautomerisierung im angeregten Zustand konnten
hier ausgeschlossen werden [GGS09]. Die Zuordnung von drei an der Relaxation beteiligten

elektronischen Zustanden durch Photoelektronenspektren ist in Arbeit.
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Fig. 2: Zeitaufgeloste lonensignale von Thymin (unten links) zeigen Zustinde mit ps und ns
Lebensdauern; in Thymin-Wasserclustern (oben links) sind diese weitgehend unterdriickt.
Relaxations-kandle werden durch ab initio Rechnungen (Teilprojekt C9) vorgeschlagen (rechts).

Die angeregten Zustdnde in protonierten Basen sind jenen der unprotonierten Basen
ahnlich, aber es existieren wenig zeitaufgeloste Experimente welche die Relaxationskanale
protonierter Molekile charakterisieren. In einer Zusammenarbeit mit der Gruppe Weinkauf
(Heinrich-Heine Universitat Disseldorf) wurde ein Experiment zur Untersuchung protonierter
Molekiile in einer Paul-Falle aufgebaut und zur Untersuchung angeregter Zustande in
protoniertem Adenin genutzt [NWHO7]. Die in Fig. 3 skizzierten Experimente zeigten eine
barrierelose Relaxation des angeregten nn* Zustandes in Ubereinstimmung mit theoretische
Vorhersagen [19]. Nach Pionierarbeiten der Gruppe von Jouvet [20] war dies das weltweit

zweite Experiment mit der Fahigkeit ultraschnelle Reaktionen in komplexen, protonierten
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Fig. 3:  Pump-Probe Fragmentationsspektroskopie von protoniertem Adenin. Molekiile in einer
Paulfalle wurden mit femtosekunden UV-Pump- und IR-Probepulsen bestrahlt. Spezifische
Fragmentationskandile im angeregten Zustand, z.B. die Bildung eines C;N.H  Fragments mit m/z=635,
wurden als Funktion der Verzogerung zwischen Pump- und Probepuls beobachtet und
charakterisieren eine barrierelose Relaxation angeregter ™ Zustinde.
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Molekiilen zu untersuchen.

(b) Intermolekulare Prozesse in Basenclustern

Die Existenz des intermolekularen PCET Relaxationskanals wurde erstmals in dem Modell-
Basenpaar 2-Aminopyridin Dimer experimentell nachgewiesen [21]. Der Reaktions-
mechanismus liess sich in dieser Forderperiode durch zeitaufgeldste Massen- und Elektronen-
spektroskopie erschopfend charakterisieren und ist durch eine ausgepragte Reaktionsbarriere
entlang der Wasserstofftransfer-Koordinate gepragt [22,SRR09]. Experimentelle Daten und

die Zuordnung beobachteter Relaxationskandle sind in Fig. 4 dargestellt.
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Fig. 4:  Spektroskopische Daten (links) und berechnete Potentialflichen (rechts) fiir 2-
Aminopyridin Dimer. Zeitaufgeloste Elektronen und Massenspektren identifizieren die Struktur und
Dynamik angeregter Zustinde in einer Wasserstofftransfer Geometrie (voll) und einer lokal-
angeregten Geometrie (schraffiert). Berechnete vertikale (A) und adiabatische (®) Anregungs-
und lonisationspotentiale reproduzieren experimentelle Werte. Pfeile illustrieren die
Relaxationswege im angeregten Zustand.

Vergleichbare Untersuchungen an dem Adenin-Thymin Basenpaar [23,GSS07]
[SSHO8] deckten ein deutlich komplexeres photochemisches Verhalten auf. Asymmetrische
Clusterfragmentation im lon erschwerte in diesem Fall die Zuordnung der beteiligten
elektronischen Zustédnde. Wie in Fig. 5 ersichtlich, sind die photochemisch angeregten
Zustande in dem Adenin-Thymin Basenpaar zunédchst sehr dhnlich denjenigen in den Adenin
und Thymin Monomeren. Bei zeitlicher Verzdgerung von Pump- und Probestrahl liess sich
jedoch die Existenz eines bisher unbekannten delokalisierten Zustandes mit einer
Lebensdauer von 30-50 ps nachweisen. Die Zuordnung dieses Zustandes mithilfe von

Experiment und Theorie wird durch die Existenz einer Vielzahl verschiedener Clusterisomere
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Fig. 5: Elektronen-lonen Koinzidenzspektroskopie in einem Adenin-Thymine Clusterstrahl bei
zeitlichem Uberlapp von 266 nm Anregungs- und 400 nm Probestrahl. Eine Projektion auf die
Massenachse (links) zeigt Basen Monomere (A, T), Basenpaare (T>, AT, A;) und protonierte Basen
(AH, TH). Koinzidente Elektronenspektren (rechts) erlauben die Zuordnung von lonisationskandlen in
7 und n' ionische Zustinde der Basen und Basenpaare. Fiir das Basenpaar AT scheint die lonisation
in den n' Zustand unterdriickt: entsprechende Signale werden durch ionische Clusterfragmentation in
den Massenkanal der protonierten Monomere versetzt.

erschwert. Eine Methode fir entsprechende isomerenselektive Messungen existiert bislang
nicht, aber ein vielversprechender Ansatz mithilfe korrelierter Rotationsspektroskopie wurde

im Rahmen dieses Projektes etabliert und wird weiter unten besprochen.

Methylierte Basen kodnnen nur eine reduzierte Zahl an wasserstoffverbriickten
Strukturen ausbilden und versprechen einen einfachen Zugang zu strukturselektiven
Messungen. In entsprechenden Messungen an methylierten Adenin und Thymin Basenpaaren
fanden wir jedoch Anzeichen fiir gestapelte Basenpaare welche langlebige Excimer Zustande
ausbilden. Die strukturselektive Zuordnung wird somit durch einen neuen Grad an
Komplexitat gehindert und die Publikation der entsprechenden Daten ist noch nicht
abgeschlossen [siehe Dissertation Samoylova 2009].

Die Relaxation angeregter n* Zustdnde in Adenin und Adenin Dimer erfolgt auf der
Pikosekunden-Zeitskala tber den nt* Zustand. In mikrohydrierten Clustern A(H,0)n, wird
die Relaxation Uber den nm* Zustand durch einen noch schnelleren Relaxationskanal,

vermutlich Uber noe* Zustdnde ersetzt [24]. Wie in Fig. 6 dargestellt, wurde fir
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Fig. 6: Femtosekunden Pump-Probe Spektroskopie und Elektronen-lonen Koinzidenz-
spektroskopie von Adenin-Wasser Clustern. Massenspektren erlauben die Zuordnung von
A,-(H;0),, Clustern (links). Zeitaufgeloste Daten fiir die einzelnen Massenkandle zeigen eine sub-
Pikosekunden Relaxation angeregter Zustinde in A, aber komplexere Dynamik und einen
langlebigen Zustand fiir A,-(H,0); und andere mikrohydrierte Dimere (Mitte). Das
Elektronenspektrum der langlebigen Transiente in hydratisierten Dimeren unterscheidet sich
deutlich von dem des unsolvatisierten Dimers und erlaubt die Zuordnung eines Excimer Zustandes
(rechts).

mikrohydriertes Adenin-Dimer ein angeregter Zustand mit Nanosekunden Lebensdauer und
deutlich anderem Elektronenspektrum beobachtet [SSR10]. Mithilfe von ab initio
Rechnungen konnte der langlebige Zustand einem Excimer-Zustand in gestapelten
Basenpaaren zugeordnet werden. Unsere Daten bestatigen damit die theoretische Vorhersage
gestapelter Strukturen in mikrohydrierten Basenpaaren [25]. Die Eigenschaften entsprechen-
der Excimer Zustande wurden im Rahmen einer Zusammenarbeit mit D. Nachtigallova und P.
Hobza (Prag) theoretisch untersucht [RHNO7, NHRO8].

(c) Methodische Weiterentwicklungen

Fast alle beschriebenen Experimente basieren auf der thermischen Verdampfung von
Probemolekillen und der Erzeugung kalter Molekil- und Clusterstrahlen durch
Uberschallexpansionen. Das Losen schwerverdampfbarer Molekiile in tiberkritischen Fluiden
und eine darauffolgende Uberschallexpansion der Uberkritischen Losung kénnte eine
alternative Methode zur Erzeugung Kkalter Molekularstrahlen darstellen, aber die
Mechanismen der Expansion und Abkuhlung superfluider Substanzen ist nicht vollstandig
verstanden. In Zusammenarbeit mit der Gruppe von W. Christen und K. Rademann an der
Humboldt-Universitat Berlin wurde die Molekdl- und Clusterbildung in der Expansion von
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unter- und Uberkritischem Ethylen untersucht und die Rotationstemperatur von
koexpandierendem Indol gemessen. Die Expansion des 0berkritischen Ethylens ist von
ausgepragter Clusterbildung begleitet und die erreichbaren Strahltemperaturen von >40 K
sind durch die Verdampfungsenthalpie der Cluster gepragt. Die beobachteten Molekuldichten
koexpandierender Substanzen im Uberkritischen Strahl waren leider nicht ausreichend um
diese Molekularstrahlquelle fur die Untersuchung von DNA Basen und Basenclustern
einzusetzen [Diplomarbeit Kieling 2009].

Die weiter oben beschriebenen Clusterexperimente illustrieren die starke Verbindung
zwischen der lokalen Struktur in die ein Chromophore eingebettet ist und dessen
photochemischen Eigenschaften. Eine detailierte Analyse dieser “Struktur-Funktions-
Beziehung” setzt jedoch die direkte Korrelation (und damit die gleichzeitige Messung) von
strukturellen und photochemischen Eigenschaften voraus. Um solch korrelierte Messungen zu
ermoglichen, wurde im SFB Projekt die neuartige spektroskopische Methode der korrelierten
Rotationsalignment-Spektroskopie (correlated rotational alignment spectroscopy, CRASY)
entwickelt. CRASY basiert auf der kohdrenten Anregung eines Rotationswellenpakets mit
einem Ausrichtungspuls und der zeitabhangigen Abfrage desselben durch optische Anregung.
Zur Demonstration der CRASY Methode untersuchten wir das CRASY-Massenspektrum des
einfachen Chromophors CS; wie in Fig. 7 dargestellt. In einem einzigen Experiment konnten
wir die Rotationsspektren fiir 9 CS, Isotope aufldsen, darunter auch Spektren von seltenen

Isotopen fir welche Kkeine Literaturwerte existieren. Die Kkorrelierten Rotations-

mass spectrum delay alignment traces fourier rotational spectra
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Fig. 7: Im Flugzeit-Massenspektrum (links) lassen sich CS, Isotope mit Massen 76-82, sowie atomare
und molekulare Fragemente zuordnen. Bei zeitlicher Verzogerung zwischen Ausrichtungs- und
Probepuls werden alle Signale aufgrund von kohdrenter Rotations-ausrichtung moduliert. Die
Fouriertransformation der zeitaufgelosten Daten zeigt die Frequenzkomponenten im angeregen
Rotationswellenpaket und damit die Rotationsspektren der jeweiligen Isotope (rechts).
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Massenspektren  erlauben ausserdem die erschopfende  Charakterisierung  von
Fragmentationskandlen in unserer Pump-Probe lonisationsspektroskopie. CRASY-
Elektronenspektren ~ wurden  ebenfalls  gemessen  und  die  hochauflosende
rotationsspektroskopische Analyse erlaubt die Korrelation von Elektronen- und
Massenspektren, ohne dass zeitaufwendige Koinzidenzexperimente durchgefiihrt werden
mussen. In der Zukunft wird CRASY auf biologische Chromophore angewendet um

photochemische Eigenschaften mit experimentell bestimmten Rotationsstrukturen zu

korrelieren.
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5.3 Bewilligte Mittel fur die laufende Férderperiode

Das Teilprojekt wurde im Sonderforschungsbereich von 07/1998 bis 06/2010 geférdert.

Haushalts- | Personalmittel Sachmittel Investitionsmittel Gesamt
jahr
2007/2 36.8 3.0 0 39.8
2008 73.6 6.0 0 79.6
2009 73.6 6.0 0 79.6
2010/1 39.2 3.0 0 42.2
Summe 223.2 18.0 0 241.2

(Alle Angaben in Tausend EUR)
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