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1. Einleitung

Die Wechselwirkung von DNA mit Wassermolek�len der
Umgebung ist entscheidend f�r die Stabilisierung der ma-
kromolekularen Struktur der Doppelhelix und f�r die elek-
trische Abschirmung geladener und polarer Gruppen, etwa
der Phosphatgruppen im DNA-R�ckgrat und der Gegenio-
nen.[1–3] �nderungen des Hydratisierungsgrades f�hren zu
Konformations�nderungen der DNA-Helix, beispielsweise zu
einem �bergang aus der A-Form bei niedrigem Wassergehalt
zur vollst�ndig hydratisierten B-Form.[4,5] Die Kopplung
zwischen DNA und w�ssriger Umgebung erm�glicht den
Austausch von Energie, weshalb sie eine Schl�sselrolle f�r
Nichtgleichgewichtsprozesse spielen sollte, etwa die Dissipa-
tion von �berschussenergie aus dem Zerfall von elektroni-
schen und Schwingungsanregungen.

Bisher wurden hydratisierte DNA-Strukturen vorwiegend
unter quasi-station�ren Bedingungen untersucht, wof�r
Techniken der R�ntgenbeugung, Neutronenstreuung und
spektroskopische Methoden eingesetzt wurden, darunter die
Schwingungsspektroskopie.[2, 6–10] Diese station�ren Metho-
den haben zu einer hochgenauen Charakterisierung der
zeitlich gemittelten Strukturen zahlreicher DNA-Systeme
gef�hrt. Die Wechselwirkung zwischen DNA und Wasser
wurde anf�nglich beschrieben durch eine erste Hydratisie-
rungsh�lle aus Wassermolek�len, die direkt mit bestimmten
funktionellen Gruppen der DNA wechselwirken, und eine
zweite Hydratisierungsh�lle mit Eigenschaften, die denen des
reinen Wassers �hneln.[2] Dieses qualitative statische Bild
wurde durch umfangreiche Kernspinresonanz-Experimente
(NMR) verfeinert, aus denen sich die St�rke der Wechsel-
wirkung mit und die Verweilzeiten von Wassermolek�len an
bestimmten Bindungsstellen ergaben.[4,11–13] Im thermischen
Gleichgewicht bei Temperaturen um 300 K wurden Verweil-
zeiten von ungef�hr 10 ps bis in den Nanosekundenbereich

aus den NMR-Daten abgeleitet. Dieser Zeitbereich ist in
�bereinstimmung mit theoretischen molekulardynamischen
Berechnungen (MD), welche jedoch eine sehr viel schnellere
intrinsische Dynamik der Wasserh�lle um die DNA nahele-
gen.[14, 15]

Auf molekularer Ebene ist die Wechselwirkung von DNA
mit Wasser durch ein kompliziertes Wechselspiel lokaler
Wasserstoffbr�cken und langreichweitiger Coulomb-Kr�fte
gekennzeichnet.[14–16] Die Struktur von Wasser und damit die
Wasser-DNA-Wechselwirkung fluktuieren auf Zeitskalen
zwischen weniger als 50 fs und Nanosekunden mit einer
durchschnittlichen Lebensdauer der Wasserstoffbr�cken
zwischen Wassermolek�len von ca. 1 ps.[17–19] Elementare
�nderungen der Molek�lgeometrien wie schnelle Rotationen
und die Umorientierung und das Brechen von Wasserstoff-
br�cken treten im Ultrakurzzeitbereich weniger Pikosekun-
den auf, der durch NMR nicht direkt zug�nglich ist. Optische
Methoden mit einer Zeitaufl�sung im Femtosekundenbereich
erm�glichen hingegen die zeitaufgel�ste Beobachtung der
ultraschnellen Dynamik hydratisierter DNA und eine Tren-
nung der verschiedenen Prozesse �ber ihre unterschiedliche
Zeitskala.

Die Dynamik von Wasser an der Oberfl�che der DNA
wurde anhand von zeitaufgel�sten Fluoreszenzspektren von
Chromophoren untersucht, die in die DNA-Struktur einge-
baut waren.[20–22] Die photoinduzierte Dipol�nderung des
Chromophors induziert einen Solvatationsprozess, in dem die
Energie des angeregten emittierenden Zustandes durch eine
Reorientierung der umgebenden Wassermolek�le abgesenkt
wird. Die Pikosekunden-Zeitskala derartiger �nderungen

Biochemische Prozesse laufen �berwiegend in w�ssriger Umge-
bung ab. Eine Schl�sselrolle f�r Struktur und Funktion von Bio-
molek�len spielt dabei die Wechselwirkung mit Wassermolek�len.
Desoxyribonukleins�ure (DNA), der grundlegende Tr�ger geneti-
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struktur vor, die durch zwischenmolekulare Wasserstoffbr�cken in
Basenpaaren zusammengehalten und durch eine Umgebung von
Wassermolek�len mit fluktuierenden Wasserstoffbr�cken hydrati-
siert wird. Elementare Schwingungsbewegungen hydratisierter
DNA und die schnellsten Ver�nderungen der DNA-Wasser-Wech-
selwirkung und der Hydratisierungsgeometrien treten im Zeitbe-
reich unterhalb 1 ps auf. Methoden der nichtlinearen Ultrakurzzeit-
Schwingungsspektroskopie bieten Zugang zu diesen Prozessen,
indem die Schwingungsdynamik von DNA und Wasser zeitaufge-
l�st verfolgt wird. Derartige Untersuchungen f�hren zu einem de-
taillierten Verst�ndnis von DNA-Schwingungen und ihrer Dynamik
und geben Einblick in die Nichtgleichgewichtseigenschaften und
-strukturen hydratisierter DNA.
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der Wasserstruktur wurde aus der zeitlichen Entwicklung der
entsprechenden Rotverschiebung der Emission bestimmt und
in theoretischen Simulationen analysiert.[22–24]

Spezielle funktionelle Gruppen innerhalb der DNA und
lokale Wechselwirkungen werden durch Schwingungsspek-

troskopie zug�nglich. Diese Selektivit�t gestattet die Unter-
suchung der Wechselwirkung nichtsubstituierter DNA mit
Wasser im elektronischen Grundzustand.[7–10] Abbildung 1
zeigt die Schwingungsabsorptionsspektren von reinem
Wasser (a) und DNA-Oligomeren (b) f�r verschiedene Hy-
dratisierungsgrade (DNA-Struktur in Abbildung 2a,b).
Obwohl die spektrale Form der Banden die mikroskopischen
Wechselwirkungen in zeitintegrierter Form widerspiegelt,
kann hieraus keine genaue Information �ber die mikrosko-
pische Dynamik gewonnen werden.

In den letzten Jahren hat sich die nichtlineare Schwin-
gungsspektroskopie mit einer Zeitaufl�sung im Femtose-
kundenbereich zu einer wichtigen Methode f�r die Untersu-
chung der ultraschnellen Struktur- und Schwingungsdynamik
w�ssriger Systeme entwickelt, insbesondere von reinem H2O
und isotopenverd�nntem HOD in H2O oder D2O.[25–43] Die
Analyse des nichtlinearen Verhaltens erm�glicht eine Un-
terscheidung zwischen Strukturdynamik und Relaxations-
prozessen �ber die jeweiligen Zeitskalen und eine Bestim-
mung von intramolekularen Kopplungen, System-Bad-
Wechselwirkungen und Relaxationszeiten. Umfangreiche
theoretische Arbeiten, die wesentlich auf MD-Simulationen
beruhen, haben ein klares Bild der zugrundeliegenden mi-
kroskopischen Prozesse geschaffen. Schwingungsspektrosko-
pie im Ultrakurzzeitbereich wurde auch auf biomolekulare
Systeme angewendet, etwa Proteine, Peptide und lichtsam-
melnde Komplexe.[44] Untersuchungen von DNA existieren
jedoch nur in sehr begrenztem Umfang.[45, 46]

In diesem Aufsatz stellen wir neue Ergebnisse zur
Wechselwirkung von DNA und Wasser im Femto- und Piko-
sekunden-Zeitbereich vor. Unterschiedliche Techniken der
Ultrakurzzeit-Infrarotspektroskopie wurden eingesetzt, um
die NH-Streckschwingungen von Adenin-Thymin(A-T)-Ba-
senpaaren in DNA von der OH-Streckschwingungsabsorpti-
on des umgebenden Wassers zu trennen und die Dynamik und
Kopplungen dieser Schwingungen zu bestimmen. Messungen
bei verschiedenen Hydratisierungsgraden gestatten eine klare
Zuordnung transienter Absorptionsbanden zu spezifischen
Schwingungen. Wir diskutieren dar�ber hinaus die Schwin-
gungsdynamik von Phosphatgruppen im DNA-R�ckgrat, die
eine prominente Rolle f�r die Hydratisierung spielen und
stark mit Wasser wechselwirken. Wir zeigen, dass die Hy-
drath�llen um die Phosphatgruppen von großer Bedeutung
f�r die Dissipation von �berschussenergie aus der DNA sind
und messen zeitabh�ngige Phosphat-Wasser-Wechselwirkun-
gen.

Der Aufsatz ist in folgender Weise gegliedert: Abschnitt 2
enth�lt eine Zusammenfassung der Literatur zur ultra-
schnellen Struktur- und Schwingungsdynamik von reinem
Wasser und eine Diskussion der Schwingungseigenschaften
von DNA unter station�ren (Gleichgewichts-)Bedingungen.
Grundlegende Methoden der Femtosekunden-Schwingungs-
spektroskopie und die Herstellung von DNA-D�nnfilmpro-
ben werden in Abschnitt 3 beschrieben. Neue Ergebnisse zu
Schwingungsdynamik und Schwingungskopplungen hydrati-
sierter DNA werden in Abschnitt 4 vorgestellt, Ergebnisse
zur ultraschnellen Hydratisierungsdynamik dann in Ab-
schnitt 5. Abschnitt 6 enth�lt schließlich eine Zusammenfas-
sung und einen kurzen Ausblick.
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2. Schwingungseigenschaften von Wasser und
hydratisierter DNA

2.1. Ultraschnelle Struktur- und Schwingungsdynamik von
fl�ssigem H2O

In der fl�ssigen Phase bilden Wassermolek�le ein ausge-
dehntes ungeordnetes Netzwerk zwischenmolekularer Was-
serstoffbr�cken.[17, 18] Ein einzelnes Wassermolek�l kann �ber
seine Wasserstoffatome als Donor zweier Wasserstoffbr�cken
fungieren und �ber sein Sauerstoffatom als Akzeptor von
zwei weiteren Br�cken (Abbildung 1a). Dieses molekulare
Netzwerk unterliegt strukturellen Fluktuationen im Ultra-
kurzzeitbereich zwischen ca. 10 fs, der Periode der OH-
Streckschwingung, und einigen Pikosekunden. Aufgrund der
hohen elektrischen Polarit�t des Wassermolek�ls f�hren
strukturelle Fluktuationen zu fluktuierenden langreichweiti-

gen Coulomb-Wechselwirkungen. Das Schwingungsabsorpti-
onsspektrum von Wasser im Frequenzbereich zwischen 600
und 4000 cm�1 (Abbildung 1a) wird dominiert durch die
fundamentalen �berg�nge von v = 0 nach v = 1 (v = 0!1)
der intramolekularen OH-Streck- und Biegeschwingungen
und durch so genannte Librationen, gehinderte Rotations-
bewegungen von Wassermolek�len im Netzwerk. Das Maxi-
mum der OH-Streckschwingungsbande liegt bei 3400 cm�1,
das der OH-Biegeschwingungsabsorption bei 1650 cm�1. Die
durch Librationen verursachte Absorption erstreckt sich �ber
einen breiten Bereich von 400 bis 1600 cm�1, mit der starken
L2-Bande um 670 cm�1 und der schwachen OH-Biege/Lib-
rations-Kombinationsschwingung bei 2100 cm�1. Die mit
Translationsbewegungen verkn�pfte Absorption liegt unter-
halb von 400 cm�1 und ist, ebenso wie die O···O-Wasser-
stoffbr�ckenschwingung bei 170 cm�1, in Abbildung 1 a nicht
gezeigt.

Die Ultrakurzzeitdynamik von Wasser wurde vorwiegend
in Anrege-Abtast- und Photonecho-Experimenten mit einer
Zeitaufl�sung im Femtosekundenbereich untersucht. Diese
Methoden werden in Abschnitt 3 im Detail vorgestellt. Die
Untersuchungen haben gezeigt, dass fluktuierende Coulomb-
Kr�fte zu starker spektraler Diffusion f�hren, d.h. zu sto-
chastischen Frequenzspr�ngen von OH-Streckoszillato-
ren.[30–41] Die Frequenz des v = 0!1-�bergangs eines indivi-
duellen OH-Streckoszillators kann sich dabei �ber den ge-
samten Frequenzbereich ver�ndern, �ber den sich die Ab-
sorptionsbande der OH-Streckschwingung erstreckt. Zwei-
dimensionale OH-Streckschwingungsspektren von H2O
zeigen, dass die schnellsten Komponenten der fluktuierenden
Kraft im Sub-50-fs-Zeitbereich mit hochfrequenten Librati-
onsbewegungen von Wassermolek�len verkn�pft sind.[40,41]

Dar�ber hinaus treten langsamere Komponenten im
(Sub)Pikosekundenbereich auf, die auf Rotationen von
Wassermolek�len und das Brechen und Wiederherstellen von
Wasserstoffbr�cken zur�ckzuf�hren sind.[34] Zwischen be-
nachbarten Wassermolek�len tritt ein resonanter Transfer
von OH-Streckschwingungsanregungen im Zeitbereich von
100 fs auf, der ebenfalls zur spektralen Diffusion bei-
tr�gt.[40, 41,43] Das beobachtete Verhalten ist in �bereinstim-
mung mit umfangreichen theoretischen Studien, die auf MD-
Simulationen der Wasserdynamik beruhen.[33–39] Als bestim-
mende Gr�ße f�r die Erzeugung der beobachteten Fre-
quenzfluktuationen hat sich die Projektion des fluktuieren-
den elektrischen Feldes auf die O-H-Bindungskoordinaten
der Wassermolek�le erwiesen.

Die Lebensdauer des v = 1-Zustandes der OH-Streck-
schwingung betr�gt 200 fs, diejenige des v = 1-Zustandes der
OH-Biegeschwingung 170 fs.[40,41, 47–50] Zwischen dem v = 1-
OH-Streck- und dem v = 2-OH-Biegezustand besteht eine
Fermi-Resonanz. Anrege-Abtast-Experimente im Femtose-
kundenbereich haben gezeigt, dass die OH-Streckanregung
aus dem v = 1-Zustand in zwei aufeinanderfolgenden Schrit-
ten �ber die v = 2- und v = 1-Zust�nde der OH-Biege-
schwingung zerf�llt. Die dabei freiwerdende Energie wird auf
zwischenmolekulare Schwingungen im Wasserstoffbr�cken-
netzwerk �bertragen.[50] K�rzlich haben theoretische Arbei-
ten gezeigt, dass OH-Biegeanregungen prim�r in eine ge-
hinderte Rotation des gleichen Molek�ls zerfallen, wobei die

Abbildung 1. a) Infrarot-Absorptionsspektrum von fl�ssigem Wasser,
bestehend aus der OH-Streckbande, der OH-Biegeabsorption und der
L2-Librationsbande (T =300 K, Probenschichtdicke 3 mm). Die Absorp-
tion zwischen 1000 und 1600 cm�1 ist auf hochfrequente Librationen
zur�ckzuf�hren, die schwache Bande bei 2100 cm�1 auf einen Librati-
ons/OH-Biege-Kombinationston. Kleines Bild: Tetraedrische Anord-
nung wasserstoffverbr�ckter Wassermolek�le. b) Infrarot-Absorptions-
spektrum von DNA-Oligomeren, die 23 alternierende Adenin-Thymin-
Basenpaare enthalten (Struktur in Abbildung 2a,b). Die auf einem
Si3N4-Substrat angeordnete D�nnfilmprobe weist Hydratationsgrade
von 0%, 75% und 92% relativer Feuchte (r.h.) auf. Die Bande zwi-
schen 3000 und 3700 cm�1 stammt von den NH-Streckschwingungen
der Basenpaare und der OH-Streckschwingung des umgebenden Was-
sers. Einschub: Infrarotabsorption im Bereich der symmetrischen
(1070 cm�1) und asymmetrischen (1250 cm�1) (PO2)

�-Streckschwin-
gung der Phosphatgruppen im DNA-R�ckgrat. Beide Banden zeigen
charakteristische Ver�nderungen mit dem Hydratisierungsgrad.
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Zentrifugalkopplung der beiden Moden den dominanten
Wechselwirkungsmechanismus darstellt.[51, 52] Hochfrequente
Librationen im Frequenzbereich zwischen 1000 und
1600 cm�1 haben eine bisher nicht bestimmte Lebensdauer
von weniger als 100 fs. Ihr Zerfall f�hrt zu einer lokalen
Schw�chung von Wasserstoffbr�cken um die angeregten
Molek�le, gefolgt von einer langsameren Umverteilung der
�berschussenergie im Netzwerk.[50] Diese Umverteilung ist
durch Zeitkonstanten von ca. 1 ps gekennzeichnet und f�hrt
zum Brechen von Wasserstoffbr�cken. Innerhalb einiger Pi-
kosekunden bildet sich ein makroskopisch aufgeheizter
Grundzustand des Netzwerks, in dem im zeitlichen Mittel ein
h�herer Anteil von Wasserstoffbr�cken gebrochen bleibt.
Das Brechen von Wasserstoffbr�cken ist verkn�pft mit einer
Rotationsbewegung eines Wassermolek�ls um einen großen
Winkel von seinem urspr�nglichen zu seinem neuen Bin-
dungspartner und wird induziert durch lokale Fluktuationen
in der Koordinationszahl der Molek�le.[42] Derartige Fluk-
tuationen nehmen mit steigender Temperatur zu.

2.2. Schwingungseigenschaften und Hydrath�llen von DNA

Die linearen Infrarot- und Raman-Spektren der DNA und
ihre Ver�nderungen durch Hydratisierung waren Gegenstand
umfangreicher experimenteller Arbeiten und theoretischer
Berechnungen.[7–10,53–58] Schwingungsbanden der DNA
decken einen sehr breiten Frequenzbereich ab, von den
hochfrequenten Streckschwingungen der NH- oder CH-
Gruppen zwischen 2800 und 3700 cm�1 bis hinunter zu An-
regungen bei < 1 cm�1, die mit stark delokalisierten Bewe-
gungen des DNA-R�ckgrats verbunden sind. Im Allgemei-
nen sind die Infrarot- und Raman-Spektren durch eine dichte
Folge zahlreicher �berlappender Banden gekennzeichnet, vor
allem im Fingerprint-Bereich zwischen 1000 und 2000 cm�1.
Die Zuweisung der Banden oberhalb von 3000 cm�1 zu den
unterschiedlichen NH- und NH2-Streckschwingungen von
Basenpaaren wird kontrovers diskutiert, insbesondere im
Vergleich zwischen Theorie und Experiment.[56–58]

In Abbildung 1b pr�sentieren wir die station�ren Infra-
rotspektren der DNA-D�nnfilmproben, die in unseren
Femtosekundenexperimenten bei verschiedenen Hydratisie-
rungsgraden (relative Feuchte, r.h.) untersucht wurden. Die
Proben enthalten DNA-Oligomere mit 23 alternierenden
Adenin(A)-Thymin(T)-Basenpaaren (Abbildung 2a,b) und
Cetyltrimethylammonium-Gegenionen. Im Frequenzbereich
oberhalb 3000 cm�1 zeigt die Probe bei 0% r.h. (2 Wasser-
molek�le pro Basenpaar) eine breite Absorption, die eine
spektrale Substruktur aufweist.[59] Eine Erh�hung des Was-
sergehalts auf 75% r.h (12 Wassermolek�le pro Basenpaar)
und 92 % r.h. (> 20 Wassermolek�le pro Basenpaar) f�hrt zu
einer Verst�rkung und spektralen Ver�nderung dieser Ab-
sorption, die prim�r auf die verst�rkte OH-Streckabsorption
bei h�herer Wasserkonzentration zur�ckzuf�hren ist. Be-
achtenswert ist, dass die St�rke der Absorption nicht linear
mit der Wasserkonzentration skaliert, d. h. die Zunahme der
Maximalabsorption (bei 3400 cm�1) von 0 auf 92 % r.h. ist viel
kleiner als f�r das Verh�ltnis der Wasserkonzentrationen er-
wartet. Dieses Verhalten zeigt, dass die bei 0% r.h. beob-

achtete Bande nicht vollst�ndig von Wasser herr�hrt, sondern
Beitr�ge von DNA-Schwingungen enth�lt.

Der Einschub in Abbildung 1 b zeigt Ver�nderungen der
symmetrischen und asymmetrischen (PO2)

�-Streckschwin-
gungsbanden der Phosphatgruppen im DNA-R�ckgrat mit
dem Hydratisierungsgrad. Die asymmetrische Streckschwin-
gung nas(PO2)

� zeigt eine kontinuierliche Rotverschiebung
mit zunehmender Wasserkonzentration, die in Abbildung 2c
(Quadrate) gegen die Wasserkonzentration aufgetragen ist.
Dieses Verhalten stimmt mit umfangreichen fr�heren Un-
tersuchungen von DNA mit Na+-Gegenionen �berein. Diese
ergeben aufgrund der unterschiedlichen Polarisierung der
Phosphatgruppen durch das Gegenion leicht unterschiedliche
absolute Frequenzpositionen der nas(PO2)

�-Bande, jedoch
identische Verschiebungen mit dem Hydratisierungsgrad
(offene Symbole).[9, 60] In den zeitaufgel�sten Experimenten
werden wir diese Schwingungsmode als empfindliche Sonde
der Hydratisierungsdynamik verwenden.

Ausgehend von derartigen und verwandten Ergebnissen
der Infrarotspektroskopie haben Falk und Mitarbeiter ein
(statisches) Hydratisierungsschema von DNA vorgeschlagen,
in dem das Na+-Gegenion und die Phosphatgruppen die

Abbildung 2. a) Sequenz alternierender Adenin(A)-Thymin(T)-Basen-
paare in k�nstlichen Doppelstrang-DNA-Oligomeren. b) Molek�lstruk-
tur der A-T-Basenpaare, der Zuckereinheiten und der ionischen Phos-
phatgruppen im DNA-R�ckgrat. Die get�nten Fl�chen um die Phos-
phatgruppen deuten ihre Wasserh�llen an. c) Frequenzverschiebung
der asymmetrischen nas(PO2)

�-Streckschwingung als Funktion der rela-
tiven Feuchte (r.h.) in der Probe. Daten f�r die hier untersuchten DNA-
CTMA-Komplexe (Quadrate) werden mit Daten f�r DNA mit Na+-Ge-
genionen verglichen (Lit. [9,60]).
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prim�r hydratisierten Einheiten darstellen. Hingegen sind
Wasserstoffbr�cken zu den Zuckergruppen im R�ckgrat und
zu funktionellen Gruppen der Basenpaare wesentlich
schw�cher.[8,9] Die wenigen Wassermolek�le bei 0% r.h.
sollten sich deshalb an den Phosphatgruppen befinden. Außer
durch Schwingungsspektroskopie wurde die Hydratisierung
von DNA durch R�ntgenbeugung, Neutronenstreuung und
NMR-Spektroskopie untersucht, jeweils in Verbindung mit
theoretischen Arbeiten, vor allem MD-Simulationen. Die
Rolle der Phosphatgruppen als prim�r hydratisierte Einhei-
ten und die Hydratisierungsgeometrien in der großen und
kleinen Furche der DNA-Doppelhelix wurden im Detail
aufgekl�rt. R�ntgen- und Neutronenstreuung legen nahe,
dass in vollst�ndig hydratisierter DNA sechs Wassermolek�le
mit den beiden freien Sauerstoffatomen einer Phosphat-
gruppe wechselwirken.[6] Jede Phosphatgruppe ist von ihrer
eigenen Wasserh�lle umgeben, die von den Wasserh�llen
benachbarter Phosphatgruppen getrennt ist und deshalb nur
schwach an sie koppelt. In w�ssriger Umgebung wird diese
„erste Lage“ von Wassermolek�len durch Wassermolek�le in
gr�ßerer Entfernung erg�nzt, die �ber langreichweitige
Coulomb-Kr�fte wechselwirken.[2, 6] �ber dieses rein quali-
tative Konzept einer „zweiten Wasserh�lle“ hinaus war eine
Unterscheidung der verschiedenen Wasserspezies nicht
m�glich. Insgesamt beschreiben alle soweit vorgestellten Er-
gebnisse lediglich das station�re Verhalten der DNA dicht am
thermischen Gleichgewicht.

3. Nichtlineare Femtosekunden-Schwingungs-
spektroskopie und DNA-Proben

3.1. Nichtlineare Femtosekunden-Schwingungsspektroskopie

Femtosekunden-Infrarotspektroskopie beruht auf der
resonanten Wechselwirkung von Femtosekunden-Lichtim-
pulsen mit Dipol�berg�ngen von Schwingungen.[25, 26,61, 62] Im
Folgenden beschreiben wir kurz die Anrege-Abtast-Methode
und die zweidimensionale Schwingungsspektroskopie, die
beide die nichtlineare Antwort 3. Ordnung eines Ensembles
molekularer Oszillatoren nutzen. Die resonante Anregung
eines �bergangs zwischen zwei Quantenzust�nden eines
Oszillators durch einen Femtosekundenimpuls (Abbil-
dung 3a) erzeugt sowohl eine koh�rente Polarisation, d.h.
eine dipolvermittelte �berlagerung der Wellenfunktionen
der beiden Zust�nde, als auch eine Besetzungs�nderung
durch Anregung von Molek�len vom unteren in den oberen
Zustand. Im Anrege-Abtast-Verfahren wird diese Anregung
durch einen zweiten Impuls abgetastet, der �nderungen der
Schwingungsabsorption als Funktion der Verz�gerungszeit
zwischen Anregungs- und Abtastimpuls misst. In Abbil-
dung 3a regt ein Pumpimpuls (schwarzer Pfeil, linkes Bild)
den v = 0!1 �bergang eines Streckoszillators an, und das
System wird �ber �nderungen der v = 0!1- und v = 1!2-
Absorption abgetastet (graue Pfeile). F�r eine sequenzielle
Wechselwirkung, d.h. der Abtastimpuls wechselwirkt mit
dem System nach der Anregung, f�hrt die reduzierte Beset-
zung des v = 0-Zustandes und die �berschussbesetzung des
v = 1-Zustandes zu einer Absorptions�nderung DA< 0 auf

dem v = 0!1-�bergang, die durch Ausbleichen und stimu-
lierte Emission verursacht wird (schwarzes Profil im rechten
Teil von Abbildung 2a). Gleichzeitig verursacht die v = 1-
�berschussbesetzung eine erh�hte Absorption DA> 0 auf
dem v = 1!2-�bergang (graues Profil). Dieser Beitrag zum
Signal ist aufgrund der Anharmonizit�t des Oszillators zu
kleineren Frequenzen verschoben. Eine Messung von DA als
Funktion der Anrege-Abtast-Verz�gerung gibt Einblick in
die Populationskinetik und die damit verkn�pfte Umvertei-
lung von Energie.

In der zweidimensionalen (2D) Infrarotspektroskopie
wechselwirkt eine Abfolge von drei Femtosekunden-Infra-
rotimpulsen mit der molekularen Probe und erzeugt eine
koh�rente Schwingungsantwort, die �ber ein Photonechosi-
gnal ausgelesen wird.[63–66] Dabei existieren zwei unabh�ngige
Zeitintervalle: zwischen den Impulsen 1 und 2, die Koh�-
renzzeit, und zwischen den Impulsen 2 und 3, die Warte- oder
Populationszeit T. Das Photonechosignal kann in zeitinte-
grierter Form (Homodyndetektion) oder phasenaufgel�st

Abbildung 3. a) Links: Schema einer linearen Wasserstoffbr�cke mit
einer X-H-Donorgruppe (dunkle Kugeln) und einem Y-Akzeptoratom
(helle Kugel) sowie Potential eines anharmonischen Oszillators mit
den Quantenzust�nden v = 0, 1 und 2. In einem Femtosekunden-
Anrege-Abtast-Experiment wird der v = 0!1-�bergang durch den
Pumpimpuls angeregt (schwarzer Pfeil), und die v = 0!1- und v =1!
2-�berg�nge werden abgetastet (graue Pfeile). Rechts: Schematische
Darstellung der gemessenen Absorptions�nderungen mit einer Abnah-
me der v = 0!1-Absorption und einer rotverschobenen Zunahme der
v = 1!2-Absorption. b) Links: Absorptionsbande der OH-Streck-
schwingung von H2O und das Prinzip der spektralen Diffusion. Rechte
Seite: Schematische Darstellung zweidimensionaler (2D) Spektren f�r
verschiedene Populationszeiten T. c) Links: NH/OH-Streckabsorption
der DNA-Oligomere aus Abbildung 2 f�r 0% r.h. und deren spektrale
Komponenten. Rechte Seite: Schematisches 2D-Spektrum mit Diago-
nal- und Außerdiagonalbeitr�gen.
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durch Mischung mit dem elektrischen Feld eines Referenz-
impulses (Impuls 4), des lokalen Oszillators, nachgewiesen
werden (Heterodyndetektion). Aus dem Heterodynsignal
bestimmt man 2D-Spektren, indem die Fourier-Transfor-
mierte der Polarisation 3. Ordnung als Funktion zweier Fre-
quenzen bestimmt wird, der Anregungsfrequenz n1 und der
Detektionsfrequenz n3. Der Realteil dieser Gr�ße ergibt die
absorptive Antwort, der Imagin�rteil die dispersive Antwort
der Probe. (Weitere Details zu dieser Methode finden sich in
Lit. [64, 66].)

Abbildung 3b zeigt skizzierte Spektren f�r den Grenzfall
dominanter spektraler Diffusion. In einem ungeordneten
Wasserstoffbr�ckennetzwerk, wie in reinem Wasser, h�ngt
die Frequenz des vOH = 0!1-�bergangs von der lokalen
Umgebung ab, was zu einer – inhomogenen – Frequenzver-
teilung innerhalb der linearen OH-Streckschwingungs-
absorptionsbande f�hrt (linkes Bild). Da die Struktur des
Netzwerks, die lokalen Umgebungen und die langreichweiti-
gen Coulomb-Wechselwirkungen fluktuieren, ver�ndert sich
die Frequenzposition eines Oszillators mit der Zeit. Sie
durchl�uft statistische Verschiebungen innerhalb der spek-
tralen Einh�llenden, ein Prozess, der als spektrale Diffusion
bezeichnet wird. Zeitaufgel�ste 2D-Absorptionsspektren
(rechts in Abbildung 3b) machen die spektrale Diffusion
direkt sichtbar. 2D-Spektren f�r eine Populationszeit T= 0,
d.h. ein instantanes Auslesen der von den ersten beiden Im-
pulsen erzeugten Frequenzverteilung angeregter Oszillatoren
durch den dritten Impuls, weisen eine entlang der Diagonalen
n1 = n3 ausgerichtete gestreckte Form auf. Auf der Diagonalen
sind Anregungs- und Abtastfrequenz gleich, d. h. jeder bei n1

angeregte Oszillator erzeugt einen Signalbeitrag bei der
identischen Frequenz n3. W�hrend eines endlichen Zeitin-
tervalls T¼6 0 zwischen dem zweiten und dritten („Auslese“)-
Impuls tritt im Molek�lensemble spektrale Diffusion auf,
wodurch die Korrelation zwischen Anregungs- und Detek-
tionsfrequenzen aufgehoben wird. Im Ergebnis zeigt das 2D-
Spektrum f�r T> 0 eine im wesentlichen runde Form, welche
die Randomisierung der �bergangsfrequenzen und der zu-
grundeliegenden Molek�lgeometrien widerspiegelt.

Im entgegengesetzten Grenzfall vernachl�ssigbarer
spektraler Diffusion gestatten 2D-Spektren die quantitative
Bestimmung von Kopplungen zwischen unterschiedlichen
Schwingungen. Dies ist in Abbildung 3c am Beispiel der NH/
OH-Streckschwingungen von DNA-Oligomeren illustriert.
Die lineare Absorptionsbande besteht aus einer Zahl von
Linien und hat eine komplexe spektrale Einh�llende. In den
nichtlinearen 2D-Spektren treten unterschiedliche Beitr�ge
auf: Die Anregung einer Subkomponente (schwarzes oder
graues Profil im linearen Spektrum) f�hrt zu einem Signal bei
der gleichen Frequenz, d. h. auf der Diagonalen des 2D-
Spektrums (schwarzes oder graues Symbol im rechten Bild)
und zus�tzlich zu Außerdiagonalbeitr�gen (hellgraue Sym-
bole) bei der Frequenzposition der jeweils anderen gekop-
pelten Schwingung. Die St�rke der Außerdiagonalbeitr�ge ist
proportional zur Kopplungsst�rke.

Die in den Abschnitten 4 und 5 vorgestellten Ergebnisse
beruhen auf Zweifarben-Anrege-Abtast-Experimenten in
einem weiten Frequenzbereich von 1000 bis 4000 cm�1 und
auf heterodyn detektierten Photonechos zwischen 3000 und

3700 cm�1. Anrege- und Abtastimpulse, die jeweils im Be-
reich von 800 bis 3700 cm�1 durchstimmbar sind, wurden in
zwei parametrischen Frequenzkonvertern erzeugt.[67] Die
Energie der Anregungsimpulse am Ort der Probe war 1.5 mJ,
wodurch weniger als 5% der Oszillatoren in der Probe an-
geregt wurden. Die zeitliche Breite der Kreuzkorrelation
zwischen Anrege- und Abtastimpulsen war 150 fs (FWHM).
Die �nderung der Absorbanz der DNA-Filme DA =�log(T/
T0) (T,T0: Transmission der Probe mit und ohne Anregung)
wurde als Funktion der Verz�gerungszeit zwischen Anrege-
und Abtastimpuls mit paralleler (DApar) und senkrechter
(DApp) linearer Polarization der Impulse gemessen. Aus den
Daten wurde die zeitabh�ngige Anrege-Abtast-Anisotropie
r(t) = (DApar�DApp)/(DApar+2DApp) errechnet. Nach der
Wechselwirkung mit der Probe wurden die Abtastimpulse
spektral zerlegt und mit einer HgCdTe-Detektorzeile mit
16 Elementen nachgewiesen (spektrale Aufl�sung 2 cm�1 um
1200 cm�1 und 8 cm�1 zwischen 3000 und 3700 cm�1).

In den Photonechoexperimenten wurden mithilfe dif-
fraktiver Optik zwei phasengekoppelte Impulspaare mit den
Ausbreitungsrichtungen (k1,k2) und (k3,kLO) erzeugt, die in
der „Boxcar“-Geometrie mit der Probe wechselwirken.[40,41]

2D-Spektren wurden aus dem heterodyn detektierten Signal
in der (k1�k2 + k3)-Richtung bestimmt, wobei das in
Lit. [40, 41] beschriebene Verfahren eingesetzt wurde. Im
Allgemeinen f�hrt die elastische Streuung des Infrarotlichts
an den DNA-Filmen zu einem Hintergrundsignal bei der
Detektion des Photonechosignals. F�r DNA-Filme auf CaF2-
Substraten ist dieses Signal hinreichend klein, um Photon-
echos homodyn und heterodyn detektieren zu k�nnen.

3.2. Pr�paration der DNA-D�nnfilmproben

In den Ultrakurzzeitexperimenten wurden DNA-Oligo-
mer-Doppelstr�nge untersucht, die 23 alternierende Ade-
nin(A)-Thymin(T)-Basenpaare enthalten. Die Doppelstr�n-
ge bestehen aus einem 5’-T(TA)10-TT-3’-Strang und einem
komplement�ren Strang (Abbildung 2 a,b). Um DNA-Filme
hoher optischer Qualit�t herzustellen, wurden die Na+-Ge-
genionen durch das Tensid Cetyltrimethylammonium
(CTMA) ersetzt, das Komplexe mit DNA bildet. DNA-
D�nnfilmproben mit 5–30 mm Dicke wurden mit dem in
Lit. [68–71] beschriebenen Verfahren pr�pariert. Die Kom-
plexe wurden auf 0.5 mm dicke Si3N4- oder 1 mm dicke CaF2-
Substrate aufgebracht. Aus der Gr�ße der DNA-Tensid-
Komplexe l�sst sich eine DNA-Konzentration von 1.5 � 10�2

m

absch�tzen. Die DNA-Proben wurden in eine selbstentwi-
ckelte Feuchtigkeitskammer eingebracht. Diese Kammer war
mit einem Reservoir verbunden, das unterschiedliche Sub-
stanzen zur Einstellung der relativen Feuchte (r.h.) in der
Kammer und damit im DNA-Film enthielt. Die Wasserkon-
zentration im Film betrug 0.57m, 3.5m und 5.7m f�r relative
Feuchten von 0%, 75% bzw. 92%. Der Hydratisierungsgrad
der DNA-Filme wurde durch station�re Messungen der nas-
(PO2)

�-Infrarotabsorption bei den verschiedenen Feuchte-
graden (Abbildung 2c) und durch gravimetrische Messungen
verifiziert.
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R�ntgenbeugungsexperimente zeigen, dass mit Tensid-
Gegenionen versehene DNA-Helices Konformations�nde-
rungen durchlaufen, die vom Wassergehalt abh�ngig und sehr
�hnlich zu denen von DNA-Oligomeren mit Na+-Gegenionen
sind.[68–70] DNA-Oligomere mit alternierenden A-T-Paaren
liegen zwischen 40 und 70% r.h. in der D-Konformation[2] vor
und bei h�heren Feuchtegraden in der B-Konformation.[2]

R�ntgenbeugungsuntersuchungen ergeben auch bei 0% r.h.
eine definierte Helixstruktur.

4. Ultraschnelle Schwingungsdynamik und
Schwingungskopplungen in hydratisierter DNA

4.1. NH- und NH2-Streckschwingungen in DNA-Basenpaaren

Spektral und zeitaufgel�ste Anrege-Abtast-Experimente
bei verschiedenen Hydratisierungsgraden gestatten die Zu-
ordnung der NH- und NH2-Streckschwingungsbanden von
Thymin und Adenin und ihre Unterscheidung von der OH-
Streckabsorption des umgebenden Wassers.[59, 71] Abbildung 4
zeigt nichtlineare Absorptionsspektren f�r verschiedene
Verz�gerungszeiten nach Anregung durch Impulse, die bei
Eex = 3250 cm�1 spektral zentriert sind. F�r 0 % r.h. (Abbil-
dung 4a) beobachtet man eine breite Absorption unterhalb
von 3100 cm�1, die auf die v = 1!2-�berg�nge der angereg-
ten Oszillatoren zur�ckzuf�hren ist. Die beiden ausgepr�gten
negativen Banden mit Maxima bei 3200 und 3350 cm�1 r�hren
vom Ausbleichen und der stimulierten Emission auf den v =

0!1-�berg�ngen her. Die Amplituden dieser Banden
nehmen auf einer Zeitskala von 1 ps deutlich ab, ohne ihre
spektrale Position zu ver�ndern. Dies zeigt eine vernachl�s-
sigbare spektrale Diffusion dieser Banden. Die zeitliche
Entwicklung der Absorptionserh�hung (v = 1!2-�bergang)
und der Absorptionsabnahme (v = 0!1-�bergang) ist in
Abbildung 5a,b f�r zwei feste spektrale Positionen aufgetra-

gen (volle Symbole). Man beobachtet eine anf�ngliche Re-
laxation mit der Lebensdauer des angeregten v = 1-Zustandes
von ungef�hr 500 fs. Raman-Experimente im Subpikosekun-
denbereich haben gezeigt, dass die NH-Streckanregungen
vorwiegend in Fingerprint-Schwingungen im Frequenzbe-
reich der NH-Biegeschwingungen zerfallen.[72] Nach der 500-
fs-Kinetik tritt in der Absorptionsabnahme (Abbildung 5b)
eine langsame Komponente auf, die mit der Dissipation von
�berschussenergie zusammenh�ngt und in Abschnitt 5 dis-
kutiert wird.

Die transienten Spektren der vollst�ndig hydratisierten
Probe (92% r.h.) sind in Abbildung 4 b gezeigt. Hier werden
die beiden starken negativen Banden bei 3200 und 3350 cm�1

durch die breite OH-Streckabsorption des zus�tzlichen Was-
sers erg�nzt, die zwischen den beiden Banden und oberhalb
von 3400 cm�1 am st�rksten ausgepr�gt ist. Aus den in Ab-
bildung 5 a,b gezeigten Zeitabh�ngigkeiten (offene Kreise)
ergibt sich ein gegen�ber 0 % r.h. ver�ndertes Verhalten mit
einem schnellen Abfall der Absorptionserh�hung bei
3075 cm�1 (Abbildung 5a) und einer nachfolgenden langsa-
meren Komponente, die zu sp�ten Zeiten negative Werte
annimmt.

Eine detaillierte Analyse der beiden transienten Banden
bei 3200 und 3350 cm�1, die Messungen der transienten
Anrege-Abtast-Anisotropien umfasst und Schwingungszu-
ordnungen f�r isolierte Basenpaare in der Gasphase einbe-
zieht, wurde in Lit. [59,71] pr�sentiert. Die Bande bei

Abbildung 4. a) Transiente Anrege-Abtast-Spektren (Symbole) der
DNA-Oligomere bei 0% r.h nach Anregung durch Femtosekundenim-
pulse mit Maximum bei Eex =3250 cm�1. Die �nderung der Absorbanz
DA =�log(T/T0) (T, T0 : Transmission der Probe mit und ohne Anre-
gung, parallele lineare Polarisation von Anrege- und Abtastimpuls) in
mOD ist aufgetragen als Funktion der Abtastfrequenz f�r Verz�ge-
rungszeiten von 100 fs (volle Kreise), 500 fs (offene Kreise) und 1 ps
(Dreiecke). Die durchgezogene Linie zeigt das lineare Absorptions-
spektrum. b) Entsprechende Daten f�r DNA-Oligomere bei 92% r.h.

Abbildung 5. a) �nderung der Absorbanz DA bei einer Abtastphoton-
Energie Epr = 3075 cm�1 nach Anregung der DNA-Oligomere bei
Eex = 3250 cm�1 als Funktion der Anrege-Abtast-Verz�gerungszeit.
Daten sind gezeigt f�r 0% r.h. (volle Kreise) und 92% r.h. (offene
Kreise, parallele Polarisation von Anrege- und Abtastimpulsen). b) Ent-
sprechende Daten f�r eine Abtastphoton-Energie Epr = 3205 cm�1.
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3200 cm�1 ist eine �berlagerung der NH-Streckschwin-
gungsbande von Thymin und der symmetrischen NH2-
Streckschwingungsbande von Adenin. Diese beiden Moden
weisen eine gegenseitige Kopplung in der Gr�ßenordnung
von 15 cm�1 auf, die aus einem schnellen Abfall der Anrege-
Abtast-Anisotropie bestimmt wurde.[71] Im Vergleich zu
dieser Kopplung ist die Kopplung an die asymmetrische NH2-
Streckschwingung geringer. Kopplungen zwischen Oszillato-
ren verschiedener Basenpaare sollten noch schw�cher sein
und wurden nicht beobachtet.

Die bisher vorgestellten Femtosekundenmessungen ge-
statten eine Bestimmung der unterschiedlichen NH-Streck-
schwingungsbanden und ihrer gegenseitigen Kopplungen.
Diese Ergebnisse f�r unterschiedliche Hydratisierungsgrade
beweisen, dass NH-Streckschwingungsbanden einen wesent-
lichen Beitrag zur Gesamt-Schwingungsabsorption im Fre-
quenzbereich von 3000 bis 3700 cm�1 liefern.

4.2. OH-Streckschwingungsdynamik von Wasser in
Wechselwirkung mit DNA

Die OH-Streckschwingung von Wasser ist eine empfind-
liche Sonde f�r Struktur und Dynamik lokaler Wasserstoff-
br�cken und langreichweitiger Coulomb-Wechselwirkungen.
Die OH-Streckabsorption tritt im gleichen Spektralbereich
auf wie die NH-Streckschwingungsbanden der DNA-Basen-
paare. In Abbildung 6 sind transiente Infrarotspektren nach
Anregung durch Impulse bei Eex = 3550 cm�1 gezeigt. Bei 0%
r.h. (Abbildung 6a) f�hren die ca. 2 Wassermolek�le pro
Basenpaar zu einer schwachen OH-Streckschwingungsbande

mit einem Maximum bei 3480 cm�1. Diese Bande weist eine
vernachl�ssigbare spektrale Diffusion auf und zerf�llt auf
einer Zeitskala weniger Pikosekunden. Die v = 1-Lebens-
dauer der OH-Streckschwingung betr�gt ca. 500 fs und ist
damit deutlich l�nger als in reinem Wasser (200 fs, siehe
Abschnitt 2.1). Die Anrege-Abtast-Anisotropie hat im DNA-
Wasser-System bei 0 % r.h. einen konstanten Wert von 0.4
und unterscheidet sich somit stark vom 100-fs-Zerfall in
reinem H2O. Diese Ergebnisse legen eine Hydratisierungs-
geometrie nahe, in der einzelne Wassermolek�le an den
Phosphatgruppen platziert sind, den st�rksten Wasserstoff-
br�cken-Akzeptoren in den DNA-Proben. Die spektrale
Position der OH-Bande und die im Vergleich zu reinem
Wasser verl�ngerte Lebensdauer �hneln dem Verhalten von
Wasser in kleinen Micellen, in denen Wassermolek�le direkt
mit den stark polaren oder ionischen Kopfgruppen der Mi-
celle wechselwirken.[73, 74] Im Fall von Wasser und DNA f�hrt
die starke lokale Wechselwirkung zu einer Geometrie, in der
die Wassermolek�le an den Phosphatgruppen sterisch fixiert
sind und damit Rotationsbewegungen unterdr�ckt werden.
Daraus resultiert eine zeitlich konstante Anrege-Abtast-An-
isotropie.

Bei 92% r.h. sind mehr als 20 Wassermolek�le pro Ba-
senpaar vorhanden, weshalb eine heterogenere Struktur des
Wassers zu erwarten ist. Neben den direkt mit der DNA
wechselwirkenden Wassermolek�len sollte eine �ußere Was-
serh�lle existieren, in der Wechselwirkungen zwischen Was-
sermolek�len dominieren und deren Eigenschaften denjeni-
gen des reinen Wassers �hneln. Die Anrege-Abtast-Daten in
den Abbildungen 4 und 6 zeigen in der Tat, dass unter-
schiedliche Wasserspezies auftreten. Die transiente OH-
Streckschwingungsbande (Abbildung 4b und 6b) erstreckt
sich jetzt �ber einen sehr viel breiteren Spektralbereich von
ca. 3200 bis 3600 cm�1. Nach Anregung bei Eex = 3550 cm�1

tritt ausgepr�gte spektrale Diffusion auf, die zu einer Ver-
schiebung des Schwerpunkts der Bande zu kleineren Fre-
quenzen f�hrt (Abbildung 6b).

Zeitaufgel�ste Transienten f�r 92% r.h. sind in Abbil-
dung 7a gezeigt. Die Abnahme des OH-Streckabsorption
nach Anregung bei Eex = 3500 cm�1 weist eine anf�ngliche
Relaxation mit einer Zeitkonstante von 200 fs auf, die mit
dem schnellen Abfall der v = 1!2-Absorption in Abbil-
dung 5a �bereinstimmt und nahezu identisch ist mit der v = 1-
Lebensdauer in reinem Wasser. Neben dieser schnellen
Komponente tritt ein langsamerer Beitrag mit einer Zeit-
konstante von ca. 500 fs auf und danach eine langlebige
Komponente, die sich �ber Hunderte von Pikosekunden nicht
ver�ndert. Wir vergleichen nun dieses Verhalten mit den nach
Anregung bei Eex = 3250 cm�1 gemessenen Daten (Rauten in
Abbildung 7). Hier tritt wieder die 200-fs-Komponente auf,
danach aber die Bildung einer langlebigen transienten Ab-
sorption mit einer Zeitkonstante von 500 fs. Dieses Verhalten
�hnelt stark dem des reinen Wassers, das f�r die gleichen
Anrege- und Abtastfrequenzen bestimmt wurde (durchge-
zogene Linie, Lit. [47]). Die erh�hte Absorption ist auf die
Bildung eines Wassergrundzustandes mit heißem Schwin-
gungssystem zur�ckzuf�hren. Die �berschussenergie aus
dem Zerfall der OH-Streckanregung wird an zwischenmole-
kulare Moden niedriger Frequenz �bertragen und �ber das

Abbildung 6. a) Transiente Anrege-Abtast-Spektren von DNA-Oligo-
meren bei 0% r.h nach Anregung durch Femtosekundenimpulse mit
Maximum bei Eex = 3550 cm�1. Die �nderung der Absorbanz DA in
mOD ist aufgetragen als Funktion der Abtastfrequenz f�r Verz�ge-
rungszeiten von 100 fs (volle Kreise), 500 fs (offene Kreise) und 1 ps
(Dreiecke). Die durchgezogene Linie zeigt das lineare Absorptions-
spektrum. b) Entsprechende Daten f�r DNA-Oligomere bei 92% r.h.
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Wasserstoffbr�cken-Netzwerk delokalisiert. Unter unseren
experimentellen Bedingungen f�hrt dies zu einem Anstieg
der Schwingungstemperatur um 3–5 K. Im aufgeheizten
Wassernetzwerk ist der Anteil gebrochener Wasserstoffbr�-
cken erh�ht, d.h. ein gr�ßerer Bruchteil von OH-Gruppen ist
nicht (mehr) Bestandteil einer Wasserstoffbr�cke. Die Ab-
sorption solcher OH-Gruppen tritt im hochfrequenten Teil
der OH-Streckschwingungsbande auf und verursacht so den
Absorptionsanstieg.

Zweidimensionale (2D) Schwingungsspektren geben we-
sentlich genaueren Einblick in die Zeitskalen und die Me-
chanismen spektraler Diffusion. Wie in Abbildung 3b sche-
matisch gezeigt, weist ein inhomogen verbreitertes Ensemble
von Oszillatoren anf�nglich eine Korrelation zwischen An-
regungs- und Detektionsfrequenzen auf, die zu einem entlang
der Diagonalen n1 = n3 ausgerichteten 2D-Spektrum f�hrt.
Spektrale Diffusion hebt diese Korrelation auf, und das 2D-
Spektrum geht in eine im Wesentlichen runde Form �ber. In
Abbildung 8 sind 2D-Spektren f�r reines Wasser (linke
Spalte) und f�r hydratisierte DNA bei 92% r.h. (rechte

Spalte) f�r verschiedene Populationszeiten (Wartezeiten) T
gezeigt. Im Bereich des v = 0!1-�bergangs (gelb-rote Be-
reiche) gehen die Spektren des reinen Wassers von einer
leicht gestreckten Form bei T= 0 innerhalb von 50 fs in eine
runde Form �ber. Diese extrem schnelle spektrale Diffusion
wurde in Lit. [40,41] eingehend diskutiert und ist auf die
durch hochfrequente Librationen verursachten fluktuieren-
den Felder zur�ckzuf�hren. Die 2D-Spektren des DNA-
Wasser-Systems (rechte Spalte) enthalten ausgepr�gte Si-
gnale auf den Diagonalen, die aus Beitr�gen der NH-
Streckschwingungen und der OH-Streckschwingung des
Wassers bestehen. Das Kreuzsignal bei der Frequenzposition
(n3,n1) = (3330 cm�1, 3200 cm�1) ist auf die Kopplung zwi-
schen den NH-Streckschwingungen bei 3200 cm�1 und der
asymmetrischen NH2-Streckschwingung bei 3330 cm�1 zu-
r�ckzuf�hren. Das entsprechende Kreuzsignal bei
(3200 cm�1, 3330 cm�1) ist durch das starke Signal der v = 1!
2-�berg�nge (mit entgegengesetztem Vorzeichen) verdeckt.
F�r T= 300 fs sind die NH-Streckschwingungsbeitr�ge noch
immer an ihrer urspr�nglichen Position, d.h. sie zeigen ver-
nachl�ssigbare spektrale Diffusion, w�hrend der OH-Streck-
beitrag seine Form stark ver�ndert hat und jetzt eine im we-
sentlichen runde Einh�llende zeigt. Dieses Verhalten ist
qualitativ sehr �hnlich zu reinem Wasser, jedoch etwas lang-
samer. Eine detailliertere Analyse der Spektren und der zu-
grundeliegenden Kopplungen wird an anderer Stelle disku-
tiert werden.

Abbildung 7. a) Zeitaufgel�ste �nderung der OH-Streckabsorption von
Wasser in der DNA-Probe bei 92 % r.h. (parallele Polarisation von
Anrege- und Abtastimpuls). Die Daten f�r Eex = Epr = 3500 cm�1 zeigen
einen anf�nglichen 200-fs-Zerfall, gefolgt von einem langsameren 500-
fs-Beitrag und einem langlebigen Restsignal. Nach Anregung bei
Eex = 3250 cm�1 beobachtet man zu fr�hen Zeiten eine Absorptionsab-
nahme, die mit ca. 200 fs zerf�llt, gefolgt von einer Absorptionszunah-
me mit einer Zeitkonstante von 500 fs. Letzteres Signal wird durch die
Bildung eines heißen Grundzustands des Wassers verursacht, �hnlich
zu reinem Wasser (durchgezogene Linie, Daten aus Lit. [47]). b) Zeitli-
che Entwicklung der �nderung der nas(PO2)

�-Absorption der DNA bei
zwei festen Frequenzpositionen Epr (siehe Abbildung 11) nach Anre-
gung der OH-Streckschwingung des umgebenden Wassers
(Eex = 3500 cm�1).

Abbildung 8. Zweidimensionale Schwingungsspektren von reinem
Wasser (linke Spalte, aus Lit. [40]) und von hydratisierter DNA bei
92% r.h. (rechte Spalte). Der Realteil des 2D-Signals ist aufgetragen
gegen die Anregungsfrequenz n1 und die Detektionsfrequenz n3 f�r
verschiedene Populationszeiten (Wartezeiten) T. Die Signale werden in
den gelb-roten Bereichen durch die v= 0!1-�berg�nge verursacht, in
den blauen Bereichen durch die v= 1!2-�berg�nge.
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4.3. Phosphatschwingungen im DNA-R�ckgrat

Die ionischen Phosphatgruppen spielen eine wichtige
Rolle bei der Hydratisierung von DNA, und ihre Schwin-
gungen sind empfindliche Sonden der DNA-Wasser-Wech-
selwirkung. Wie in den Abbildungen 1b (Einschub) und 2c
gezeigt, durchl�uft die asymmetrische (PO2)

�-Streckschwin-
gung mit wachsendem Hydratisierungsgrad eine charakteris-
tische Verschiebung zu kleineren Frequenzen. Im Folgenden
diskutieren wir die erste Untersuchung dieser Schwingung im
Femtosekundenbereich.

Transiente Spektren der nas(PO2)
�-Absorption wurden bei

0% und 92 % r.h. nach resonanter Anregung durch Impulse
mit einer Dauer von 130 fs gemessen, die spektral bei Eex =

1230 cm�1 zentriert waren. Die Spektren f�r 0% r.h. (Abbil-
dung 9) zeigen eine erh�hte rotverschobene Absorption auf

dem v = 1!2-�bergang und eine Absorptionsabnahme auf
dem fundamentalen �bergang (v = 0!1) des Oszillators.
Beide Komponenten relaxieren als Funktion der Zeit mit nur
geringen �nderungen der spektralen Einh�llenden. Die
Rotverschiebung der erh�hten v = 1!2-Absorption relativ
zur Abnahme der v = 0!1-Absorption ist ein Maß f�r die
(diagonale) Anharmonizit�t Dn des nas(PO2)

�-Oszillators.
Eine Linienformanalyse ergibt Werte von Dn = n21�n10 =

� (12� 2) cm�1 f�r 0 % r.h. und Dn =� (18� 2) cm�1 f�r 92%
r.h. Sowohl die Rotverschiebung wie auch die Zunahme der
Anharmonizit�t des nas(PO2)

�-Oszillators mit dem relativen
Feuchtegrad sind auf die zunehmende Hydratisierung der
Phosphatgruppen zur�ckzuf�hren. Neben der gr�ßeren Zahl
von Wasserstoffbr�cken zwischen den (PO2)

�-Gruppen und
Wassermolek�len ist dabei die Verschiebung elektronischer

Ladung in den stark polarisierbaren (PO2)
�-Gruppen von

Bedeutung.[75]

Bei beiden Feuchtegraden zerfallen die erh�hte v = 1!2-
Absorption und die verminderte v = 0!1-Absorption mit der
sehr kurzen Lebensdauer des v = 1-Zustands von 340 fs
(Abbildung 10, durchgezogene Linie: numerische Anpas-
sung). Die identische Lebensdauer bei 0% und 92 % r.h.

deutet auf eine vernachl�ssigbare Rolle von Wasserschwin-
gungen f�r den Zerfall der v = 1-Besetzung hin. Hingegen
sollte die Kopplung an DNA-Schwingungen niedrigerer Fre-
quenz, z. B. die symmetrische (PO2)

�-Streckschwingung, die
Diesterphosphat-Streckschwingung und die Phosphat-Biege-
schwingungen, den Relaxationspfad beeinflussen. Nach dem
v = 1-Zerfall wird eine kleine langlebige Absorptions�nde-
rung beobachtet, die innerhalb von 20 ps vollst�ndig zerf�llt.
Diese Komponente ist auch in der Relaxationskinetik der
NH-Streckschwingungen vorhanden (unterste Transiente in
Abbildung 10 a) und zeigt die Dissipation von �berschuss-
energie (siehe Abschnitt 5). Es ist von großer Bedeutung,
dass diese langsame Komponente bei vollst�ndig hydrati-
sierten Phosphatgruppen (92 % r.h.) nicht auftritt.

Abbildung 9. Transiente Spektren der asymmetrischen nas(PO2)
�-

Schwingung (Symbole) der DNA-Oligomere bei 0% r.h. nach Femto-
sekundenanregung durch Impulse mit Maximum bei Eex = 1230 cm�1.
Die �nderung der Absorbanz ist gegen die Abtastfrequenz aufgetragen
f�r verschiedene Verz�gerungszeiten (parallele Polarisation von
Anrege- und Abtastimpulsen). Die Spektren zeigen eine erh�hte
v =1!2-Absorption bei niedrigen Frequenzen und eine reduzierte
v =0!1-Absorption bei hohen Frequenzen (linker Einschub). Der
rechte Einschub zeigt ein Schema der v= 0!1-Absorption nach der
Relaxation des v = 1-Zustandes. Durchgezogene Linie: lineare Infrarot-
absorption.

Abbildung 10. Zeitaufgel�ste �nderungen der nas(PO2)
�-Absorption bei

festen Abtastfrequenzen f�r DNA-Oligomere bei a) 0% r.h. und
b) 92 % r.h. (Symbole, parallele Polarisation von Anrege- und Abtastim-
pulsen). Der 340-fs-Zerfall zu fr�hen Zeiten ist unabh�ngig vom Hy-
dratisierungsgrad (durchgezogene Linien: aus einem Ratengleichungs-
modell berechnete Kurven) und zeigt die v = 1-Populationsrelaxation.
Bei 0% r.h. folgt auf diese Komponente ein langsames Restsignal.
Dieser Beitrag wird auch in der Kinetik der NH-Streckschwingungen
beobachtet (unterste Transiente in (a)) und zerf�llt mit einer Zeitkon-
stante von 5.5 ps (durchgezogene Linie). Bei 92% r.h. (b) tritt kein
langsames Signal auf.
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5. Energiedissipation im Nichtgleichgewicht und
Hydratisierungsdynamik

In diesem Abschnitt wird die Umverteilung von �ber-
schussenergie nach Schwingungsanregung der DNA und nach
Anregung der Wasserh�lle �ber ihre OH-Streckschwingun-
gen behandelt. Bei 0% r.h. zeigen die nas(PO2)

�-Mode und
die NH-Streckschwingungen bei 3190 cm�1 (Abbildung 10 a)
nach dem Zerfall des jeweiligen v = 1-Zustandes eine nach-
folgende langsam ver�nderliche Absorptions�nderung, die
innerhalb von 20 ps zerf�llt. Dieses Signal wird durch eine
spektrale Verformung der jeweiligen Schwingungsbanden im
heißen Grundzustand des Molek�lensembles verursacht. Die
im v = 1-Zerfall freiwerdende �berschussenergie f�hrt zu
transienten Nichtgleichgewichtsbesetzungen niederfrequen-
ter Moden. Eine Untergruppe dieser Moden koppelt anhar-
monisch an die nas(PO2)

�- und/oder die NH-Streckschwin-
gungen, die sich jetzt in ihren v = 0-Zust�nden befinden.
Diese Kopplung verursacht eine spektrale Verformung der
nas(PO2)

� und/oder der NH-Streckabsorption (v = 0!1-
�bergang) und damit die Absorptions�nderung im Pikose-
kundenbereich.[76] Das Abk�hlen der niederfrequenten
Moden durch Energietransfer in das große Schwingungssys-
tem der DNA wird als langsamer Zerfall dieses „thermi-
schen“ Signals sichtbar. Die bei 0 % r.h. vorhandenen weni-
gen Wassermolek�le befinden sich zwar an den Phosphat-
gruppen, die von ihnen bereitgestellte Zahl an Energie auf-
nehmenden Moden ist aber sehr gering. Deshalb dient unter
diesen Bedingungen die DNA selbst als prim�re W�rmesen-
ke, und die Pikosekundenkinetik gibt Aufschluss �ber den
Energietransport innerhalb von und entlang der DNA-
Struktur. Eine sehr �hnliche Zeitskala wurde in j�ngsten
Untersuchungen des Energietransports in Peptidstrukturen[77]

und in l�ngeren Kohlenwasserstoffen[78] gefunden.
In der Dynamik der vollst�ndig hydratisierten DNA bei

92% r.h. tritt die langsame Komponente in der nas(PO2)
�-

Relaxation nicht auf. Offensichtlich dient hier die Wasser-
h�lle um einen angeregten nas(PO2)

�-Oszillator als sehr effi-
ziente W�rmesenke. Das Fehlen jeglicher langsamen Kinetik
zeigt, dass der Energietransfer aus der DNA in die Wasser-
h�lle in einem k�rzeren Zeitraum erfolgt als die Lebensdauer
des nas(PO2)

�-Zustandes von 340 fs. Der Energiefluss in die
Wasserh�lle wird durch niederfrequente Moden vermittelt.
Obwohl die Zahl niederfrequenter Moden in einer H�lle aus
6 Wassermolek�len geringer ist als im reinen Wasser, existiert
ein breiter Bereich von Librationsanregungen, welche die
Energie aufnehmen k�nnen. Insgesamt etablieren diese Er-
gebnisse die Bedeutung der w�ssrigen Umgebung als W�r-
mesenke f�r �berschussenergie, die aus dem Zerfall von
Vibrations- aber auch vibronischen Anregungen der DNA
stammt.

Um die Wechselwirkung zwischen den Phosphatgruppen
und ihren Wasserh�llen genauer zu verstehen, wurde eine
Reihe von Experimenten durchgef�hrt, in denen die Was-
serh�lle bei 92 % r.h. �ber die OH-Streckschwingung ange-
regt wurde und die Reaktion der nas(PO2)

�-Schwingung
spektral und zeitlich aufgel�st verfolgt wurde. In Abbil-
dung 11 sind transiente nas(PO2)

�-Spektren f�r verschiedene
Verz�gerungszeiten nach Anregung der OH-Streckschwin-

gung bei Eex = 3500 cm�1 gezeigt. Das Spektrum f�r �200 fs
(Abtastimpuls geht Anregeimpuls voraus) ist durch die
Kopplung zwischen den OH-Streck- und den nas(PO2)

�-Os-
zillatoren bestimmt. Bei positiven Verz�gerungszeiten (Ab-
tastimpuls nach Anregeimpuls) ver�ndert sich die Form der
Spektren stark. Es bilden sich eine ausgepr�gte Absorpti-
onsabnahme bei niedrigen Frequenzen und eine erh�hte
Absorption bei hohen Frequenzen aus, die beide f�r Verz�-
gerungszeiten �ber 10 ps erhalten bleiben. Abbildung 7b
enth�lt die zeitabh�ngigen Absorptions�nderungen f�r zwei
feste Abtastfrequenzen. Die Transienten zeigen, dass die
Ver�nderungen der spektralen Einh�llenden auf der gleichen
Zeitskala entstehen wie der heiße Grundzustand des umge-
benden Wassers (Abbildung 7a).

Die starke Ver�nderung der nas(PO2)
�-Bande nach OH-

Streckanregung der Wasserh�lle ist auf Ver�nderungen der
lokalen Wasser-Phosphat-Wechselwirkung zur�ckzuf�hren,
d.h. auf �nderungen der Wasserstoffbr�ckenstruktur. Im
heißen Grundzustand der Wasserh�lle ist ein gr�ßerer Anteil
von Wasserstoffbr�cken zwischen Wassermolek�len und
zwischen Wassermolek�len und Phosphatgruppen gebrochen.
Mit abnehmender Zahl von Wasserstoffbr�cken verschiebt
sich die nas(PO2)

�-Schwingungsbande zu h�heren Frequen-
zen, wie die bei positiven Verz�gerungszeiten gemessenen
transienten Spektren in Abbildung 11 zeigen. Unter statio-
n�ren Bedingungen l�sst sich eine �hnliche Verschiebung
durch eine Reduktion des Hydratisierungsgrades herbeif�h-
ren (siehe Einschub in Abbildung 1 b). Die Differenz dA =

A(0%r.h.)�A(92 %r.h.) der station�ren nas(PO2)
�-Spektren

Abbildung 11. a) Transiente Spektren (Symbole) der nas(PO2)
�-Schwin-

gung nach Anregung (Eex = 3500 cm�1) der OH-Streckschwingung von
Wassermolek�len in der DNA-Probe bei 92% r.h. Es sind Spektren f�r
drei verschiedene Anrege-Abtast-Verz�gerungszeiten gezeigt (parallele
Polarisation von Anrege- und Abtastimpulsen). b) Transiente Spektren
f�r Verz�gerungszeiten von 2 und 10 ps (Symbole). Durchgezogene
Linie: Differenz dA = A(0%)�A(92%) der linearen Absorptionsspek-
tren f�r 0% und 92% r.h., skaliert f�r den Bruchteil angeregter Was-
sermolek�le.
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f�r 0% r.h und 92% r.h. ist als durchgezogene Linie in Ab-
bildung 11 gezeigt. Dieses Differenzspektrum ist in seiner
Form mit einer Absorptionsabnahme bei niedrigen und einer
Zunahme bei hohen Frequenzen den transienten Spektren
sehr �hnlich. Die qualitative �bereinstimmung der Linien-
form in den transienten und den station�ren Spektren legt
nahe, dass ein signifikanter Bruchteil der Wasser-Phosphat-
Wasserstoffbr�cken im heißen Grundzustand der Wasser-
h�lle gebrochen ist.

Die kleinere Zahl von Wasser-Phosphat-Br�cken im
heißen Grundzustand ist �quivalent zu einer reduzierten
Kopplung zwischen Wasser und DNA. Hingegen existiert
eine starke Kopplung zwischen Wassermolek�len an den
Phosphatgruppen und anderen Wassermolek�len der Umge-
bung. Im Ergebnis sollte deshalb der Energiefluss aus der
heißen Wasserh�lle in die DNA gering sein im Vergleich zur
Energieausgleichsrate innerhalb der w�ssrigen Umgebung.
Dieses Verhalten beg�nstigt ein Fortbestehen des heißen
Wassergrundzustands f�r Hunderte von Pikosekunden, d.h.
f�r eine Dauer, die das Zeitintervall des Energietransports
innerhalb der DNA von ca. 20 ps deutlich �bersteigt.

6. Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Aufsatz haben wir k�rzlich erzielte Ergebnisse
zur ultraschnellen Schwingungsdynamik von DNA bei un-
terschiedlichen Hydratisierungsgraden zusammengefasst. Die
Ergebnisse unterstreichen das Potenzial der nichtlinearen
Infrarotspektroskopie im Femtosekundenzeitbereich f�r die
Trennung und Zuweisung von DNA- und Wasserschwingun-
gen, die Bestimmung der Schwingungskopplungen und die
Untersuchung der mikroskopischen Prozesse, welche die
Dynamik der Wasserh�llen bestimmen. Polarisationsaufge-
l�ste Anrege-Abtast-Experimente und 2D-Schwingungs-
spektren beweisen die gegenseitige Kopplung unterschiedli-
cher NH-Streckschwingungen in Adenin-Thymin-Basenpaa-
ren in DNA-Oligomeren. Die NH-Streckbande von Thymin
und die symmetrische NH2-Streckbande von Adenin weisen
eine nahezu identische Frequenzposition bei 3200 cm�1 auf,
die Kopplungsst�rke zwischen den Schwingungen betr�gt ca.
15 cm�1. Bei einem niedrigen Hydratisierungsgrad von 2
Wassermolek�len pro Basenpaar wechselwirken die Wasser-
molek�le prim�r mit den Phosphatgruppen und bilden eine
starre Struktur, in der ihre Rotation weitgehend unterdr�ckt
ist. Im Fall vollst�ndig hydratisierter DNA ist die Dynamik
der Wasserh�lle dem Verhalten des reinen Wassers �hnlicher,
und man beobachtet spektrale Diffusion der OH-Streck-
schwingung und damit einen Verlust des strukturellen Ge-
d�chtnisses im Subpikosekundenbereich, einen Zerfall der
Schwingungsanisotropie durch Molek�lrotation und/oder
Energietransfer und die Bildung eines heißen Grundzustan-
des des Wassers nach dem Zerfall der OH-Streckschwin-
gungsanregung.

Die Untersuchung der asymmetrischen nas(PO2)
�-Streck-

schwingung gibt spezifischen Einblick in die lokale Wechsel-
wirkung von Wasser mit den ionischen Phosphatgruppen im
DNA-R�ckgrat. Die Wasserh�lle um vollst�ndig hydratisier-
te DNA ist die prim�re W�rmesenke f�r �berschussenergie

aus der DNA, wobei die Energietransferzeiten im Femtose-
kundenbereich liegen. Im Unterschied zu diesem ultra-
schnellen Prozess erfolgt Energietransport innerhalb der
DNA auf einer langsameren Zeitskala von ungef�hr 20 ps.
Die Kopplung zwischen Wasser und DNA ist im heißen
Grundzustand der Wasserh�lle vergleichsweise schwach, was
wahrscheinlich auf die reduzierte Zahl an Wasserstoffbr�cken
mit den Phosphatgruppen zur�ckzuf�hren ist.

In der Zukunft werden systematische Messungen zwei-
dimensionaler (2D) Infrarotspektren detaillierten Einblick in
Schwingungskopplungen und Energietransferprozesse geben.
Kopplungen zwischen Schwingungen stark unterschiedlicher
Frequenz werden sich durch Zweifarben-2D-Spektren be-
stimmen lassen. In Verbindung mit theoretischen Berech-
nungen werden derartige Daten eine quantitative Analyse
der komplexen Kopplungsschemata erm�glichen. Eine wei-
tere zuk�nftige Forschungsrichtung ist die Untersuchung der
Energiedissipation w�hrend und nach dem strahlungslosen
Zerfall elektronisch angeregter Zust�nde der DNA. Bei
diesen Prozessen werden sehr große �berschussenergien von
ca. 30000 cm�1 umverteilt. Femtosekunden-Schwingungs-
spektroskopie ist eine vielversprechende Methode, um Pfade
des Energieflusses und damit die Mechanismen aufzukl�ren,
die zur hohen Photostabilit�t von DNA f�hren.

Wir danken Jason R. Dwyer f�r seine Beitr�ge zu den hier
vorgestellten Ergebnissen und Jens Dreyer f�r seine Hilfe bei
der Erstellung des Titelbildes. Unsere Forschungsarbeiten
wurden durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (Son-
derforschungsbereich 450) und den Fonds der Chemischen
Industrie unterst�tzt.
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