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Niederfrequente Strukturschwingungen von Proteinen und
DNA sind wichtig fiir ihre physiologische Funktion, und diese
Bewegungen werden verdndert, wenn Biomolekiile mitein-
ander oder mit Liganden wechselwirken. Als Modell be-
trachten wir den DNA-Duplex d(CGCAAATTTGCG), zu-
sammen mit dem Bis(benzimidazol)-Farbstoff Hoechst 33258
(H33258), der A:T-reiche Regionen in der kleinen Furche
erkennt und daran bindet."? Dynamische Aspekte der Er-
kennung werden zunehmend als wesentlich fiir inter- und
intramolekulare Signalnetzwerke,” Enzymkatalyse und al-
losterische Regulation® erkannt. Verbesserte Strategien zur
Wirkstoffsuche berticksichtigen ebenfalls die Flexibilitédt der
biomolekularen Zielstruktur.® Aber trotz ihrer Bedeutung
wurde eine Schwingung entlang der Koordinate fiir biomo-
lekulare Erkennung noch nicht beobachtet. Denn erstens ist
Infrarot-Spektroskopie nicht selektiv genug fiir die Bindung,
und zweitens wird stationdre Raman-Spektroskopie bei
niedrigen Wellenzahlen (=~ THz oder 30 cm ') von Rayleigh-
Streuung dominant iiberlagert. Wir schlagen stattdessen vor,
Bindungsoszillationen mithilfe der Fluoreszenz des Liganden
zu beobachten. Die zeitabhéngige Stokes-Verschiebung
(,,time-dependent Stokes shift“, TDSS) der Fluoreszenzban-
de zeigt eine Modulation, welche die kohdrente Auf- und
Abbewegung des Liganden widerspiegelt, mit Atmung der
kleinen Furche.! Die Beobachtungsmethode ist riumlich
selektiv und empfindlich, verglichen mit THz-Absorptions-
messungen, und konnte wichtig werden aufgrund neuerer
Entwicklungen zur Fluoreszenz-Zeitauflosung.®*!
Abbildung 1 zeigt die Rontgenkristallstruktur des
DNA :H33258-Komplexes.!!! Die Imidgruppen HN1 und HN3
bilden verzweigte Wasserstoffbriicken mit den Kanten T O2
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Abbildung 1. Sicht auf die kleine Furche von d(CGCAAATTTGCG), mit
gebundenem H33258. Dessen Imido-Gruppen bilden je zwei Wasser-
stoffbriicken zu Nukleobase-Kanten im Furchenboden (zur Bezeich-
nung siehe Lit. [23]). Wir zeigen, dass die H-Briicken-Abstinde und
Furchenbreite kohidrent schwingen, wenn der Chromophor optisch an-
geregt wird. Die Bewegung wird mittels Fluoreszenz beobachtet, und
zwar als Frequenzmodulation der zeitabhingigen Stokes-Verschiebung.

und A N3 im Furchenboden; sie spielen eine wichtige Rolle
bei der molekularen Erkennung.!"?) Wir regen den Liganden
mit kurzen optischen Pulsen an und verfolgen die gesamte
Fluoreszenzbande, in ihrer Zeitentwicklung, iiber mehrere
Pikosekunden. Dazu wird die Emission in einem verschieb-
baren 85-fs-Zeitfenster mit Nahinfrarotlicht gemischt, insge-
samt in den UV-Bereich hochkonvertiert (durch Summen-
frequenz-Erzeugung) und dort breitbandig aufgenommen.”
Allgemein reflektiert der TDSS die Antwort der lokalen
Umgebung auf eine plotzliche elektrostatische Storung, her-
vorgerufen durch die elektronische Anregung eines geeigne-
ten Sondenmolekiils. Fiir ein Oxychinolinium-Betain in ver-
schiedenen Losungsmitteln wurden nicht nur intramolekulare
Schwingungen des Sondenmolekiils gesehen, sondern auch
kohirente Bewegungen des Solvens.'! Wenn die fluoreszente
Sonde zudem spezifisch bindet, darf man hoffen, sogar die
Ostzillation der Bindungslidnge zu beobachten. Doch in allen
entsprechenden Studien von Proteinen und natiirlicher DNA
wurden nur multiexponentielle oder dhnliche Stokes-Ver-
schiebungen gefunden, entsprechend einer diffusiven Reor-
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ganisation der Umgebung.">?' Die Debatte konzentrierte
sich deshalb auf die Zeitskalen 1 ps—100 ns und auf die Frage,
inwieweit das Biomolekiil selbst oder die Wasserumgebung
zur Reorganisation beitragen.””®! Inzwischen wurden die
experimentellen Methoden verbessert und schlieBlich eine
oszillatorische TDSS-Komponente gefunden, allerdings mit
nichtnatiirlicher DNA, in der eine Nukleobase durch die
Sonde ersetzt worden war und wofiir eine Ligandenkoordi-
nate nicht offensichtlich ist.”*! Hier berichten wir iiber solche
Oszillationen von DNA :H33258. Thre Zuordnung zu spezifi-
schen und gekoppelten Moden erfolgt mithilfe von Mole-
kiildynamik(MD)-Simulationen.*"’!

Abbildung 2a zeigt stationdre Spektren von H33258.
Durch Bindung an den Duplex wird die Absorptionsbande ins
Rote verschoben und verbreitert, verglichen mit wéssriger
Losung. Aus technischen Griinden benutzen wir eine relativ
hohe Konzentration (0.7 mm) des Komplexes. In diesem Fall
erscheint die Emissionsbande rotverschoben von der Position
bei niedriger Konzentration, aufgrund von Heterogenitét
(Farbstoff-Beladung) und Selbstabsorption.* Aber unab-
héngig von diesen Komplikationen bewirkt optische Anre-
gung mit Femtosekundenpulsen an der roten Bandkante
(400 nm), dass gebundene H33258-Chromophore in den
ersten elektronisch angeregten Singulett-Zustand S1 ge-
pumpt werden. Wir interessieren uns besonders fiir die ersten
Pikosekunden der spektralen Relaxation nach der Anregung.

Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektren S; — S, wie gemes-
sen, zeigt Abbildung 2b. Die Emission wurde gleichzeitig bei
allen relevanten Wellenlidngen registriert und mit derjenigen
von Standard-Farbstoffen verglichen. Wir erhalten so die
Verteilung von Photonen iiber Fluoreszenzwellenzahlen.'”
Eine spektrale Mulde bei 530nm wird durch starke
S, — S;-Absorption verursacht.”!) Diese Art des ,,inneren
Filtereffektes* kann mit Kenntnis der entsprechenden Ban-
denform (Abbildung2c) und Amplitude (Vergleich von
Spektren im quasistationdren Zustand bei spéter Zeit) kor-
rigiert werden. Ahnlich wird der innere Filtereffekt aufgrund
der Absorption des Grundzustands abgeschétzt. Nach der
Korrektur erhilt man die ,,wahren“ Quantenverteilungen in
Abbildung 2d.

Die Fluoreszenzfrequenz als Funktion der Zeit ist in
Abbildung 3 dargestellt. Hier zeigt Abbildung 3 a die Position
vp(t) des Bandenmaximums fiir 20°C und 1°C (von lognorm-
Beschreibungen der Spektren in Abbildung 2d). Ahnlich
kann man die mittlere Frequenz »(f) benutzen; es gibt keinen
theoretischen Grund, weshalb das eine oder andere Maf3
bevorzugt sein sollte. Fiir Anregung an der roten Absorpti-
onskante liefern beide GroBen dieselbe Dynamik. Die
vp(t)-Kurve fiir 20°C wird mit einer GauB-Funktion und bis
zu drei Exponentialfunktionen beschrieben (sieche Hinter-
grundinformationen). Das Ergebnis stimmt qualitativ {iberein
mit Summenfrequenzdaten zum (verschiedenen) verdiinnten
System.*"!

Die Entdeckung einer Frequenzmodulation (FM) wih-
rend der ersten Pikosekunden steht im Zentrum dieser
Arbeit. Zu diesem Zweck ist die Berechnung von (¢) direkt
aus den gemessenen Spektren (wie in Abbildung 2b) vorzu-
ziehen. Das frithe Verhalten zeigt Abbildung 3b. Wenn die
Temperatur von 20°C auf 1°C erniedrigt wird, erscheinen
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Abbildung 2. Optische Spektren des DNA:H33258-Komplexes in
Wasser (pH 7.4). a) Stationidre Absorption und Fluoreszenz bei 20°C.
Graue Linie: Fluoreszenz bei niedriger Konzentration. Schwarze durch-
gezogene Linien: bei 0.7 mm Duplex-Konzentration und 400 nm Anre-
gung. b) Transiente Fluoreszenz nach Femtosekunden(fs)-Laser-Anre-
gung bei 400 nm, 1°C, 0.7 mm, mit 85-fs-Zeitauflésung (volle Halb-
wertsbreite der Apparatefunktion). Gezeigt sind die gemessenen Spek-
tren unmittelbar nach photometrischer Korrektur, welche durch Ver-
gleich mit Standard-Farbstoffen erfolgt. Das Spektrum einer
Frequenzmodulation, welche Rekursionen bei 0.6 und 1.2 ps aufweist,
ist auch dargestellt (siehe Text). c) Transiente Absorption nach fs Anre-
gung.P!! Absorption aus dem angeregten Zustand, bei 530 nm, bewirkt
die entsprechende Mulde in den gemessenen transienten Fluoreszenz-
spektren (,innerer Filtereffekt“). d) Transiente Fluoreszenzspektren bei
1°C, erhalten aus (b) mittels Glattung tiber 3 Pixel und Korrektur des
inneren Filtereffekts. Die dynamische Rotverschiebung der Bande
(Pfeile) wird gemessen Uber die Frequenz v,(t) des Maximums oder
tiber die mittlere Frequenz ¥(t).

schwache Oszillationen auf der diffusen Relaxationskurve
(weil die kohidrente Kernbewegung, welche spiter verant-
wortlich gemacht wird, weniger Reibung erfihrt). Ein Ver-
gleich der beiden Kurven zeigt, dass die Oszillationen bei 1°C
signifikant sind. Die spektrale Veranderung, welche »(f) zu-
grunde liegt, wird am besten mit einem globalen Angleich,
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Abbildung 3. Zeitabhingige Stokes-Verschiebung von DNA:H33258 in
Wasser (0.7 mm). a) Frequenz v, des Maximums, von Angleichen der
Fluoreszenzbanden wie in Abbildung 2d mit einer spektralen lognorm-
Funktion. Wegen besserer Statistik ist das Rauschen geringer vor

10 ps. b) Mittlere Frequenz ¥ (Punkte), welche direkt — unter Vermei-
dung von spektralen Angleichen — aus gemessenen Spektren wie in
Abbildung 2b bestimmt werden kann. Ein konstanter Wert wurde ad-
diert, um mit v, vergleichbare Werte zu erreichen. Bei Temperaturer-
niedrigung auf 1°C erscheinen schwache Oszillationen auf einer diffu-
sen spektralen Relaxationskurve. Glatte v-Verldufe wurden mithilfe
eines globalen Angleichs (¢, v) gewonnen (durchgezogene Linien), und
das Konfidenz-Interval ist angedeutet. c) Restkurve zwischen der
schwarzen Linie in (b) und ihrem triexponentiellen Angleich (schwarze
durchgezogene Linie). Ebenso wurden Restkurven fiir die simulierte
Zeitkorrelationsfunktion Cona(t) (gepunktet) und C,...(t) (grau) be-
rechnet. Sie wurden mit der beobachteten gesamten Stokes-Verschie-
bung skaliert (Abbildung S8) und beschreiben die Schwankungen der
Emissionsfrequenz, welche fiir die zwei Relaxationskanile erwartet
werden. Multiexponentielle Angleiche wurden beschrénkt auf t=0.1-
10 ps. Fiir (c) wurde die Ordinate von (b) 2 x gestreckt.

d.h. gleichzeitig fiir alle Wellenldngen, erschlossen. Dazu
wurden eine zeitliche GauB3-Funktion und 3 Exponential-
funktionen benutzt. Die oszillatorische Komponente bei 1°C
konnte (nach vielen Versuchen) am einfachsten durch die
Funktion s(f) = §exp[—y,f] cos[w,f] + exp[—y,t] cos|w,t] er-
fasst werden. Optimale Parameterwerte sind §=0.2, w,=
5.4ps”!, y,=0.85 w,~2w,, y,=171ps"". Wir probierten
auch nur eine einzige Frequenz, doch in diesem Fall wird die
beobachtete Dampfung nicht gut wiedergegeben und auch
nicht das Verhalten in Ethylenglycol (sieche unten). Das
Spektrum, welches mit s(f) assoziiert ist, wird in Abbil-
dung 2b auch gezeigt; es hat eine dispersive Form mit Null-
durchgang nahe dem Fluoreszenzmaximum, wie erwartet fiir
FM. Sehr wahrscheinlich bedeutet die Oszillation eine ko-
hérente supramolekulare Schwingung, wie im Folgenden be-
griindet wird.

Uber MD-Simulationen von DNA:H33258 wurde von
einigen von uns bereits berichtet.””?! Die berechnete Sol-
vatationsrelaxationsfunktion, C(f), konnte in Beitrige der
Umgebung (DNA, Wasser, Gegenionen) und der intramole-
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kularen Konformationen des H22358-Solvats zerlegt werden:
C(t) = CDNA(t) + Cwater(t) + Cions(t) + Cconf(t)' HOChfrequente
Oszillationen der partiellen C;(¢) werden durch intramole-
kulare Bewegung verursacht (siche Hintergrundinformatio-
nen, Abbildung S7). Das darunterliegende langsame Verhal-
ten von Cpya(?) zeigt ein lokales Maximum bei etwa 1.05 ps.
Fiir Cy,..(¢) hat das langsame Verhalten eine sehr schwache
Schulter bei 0.6 ps. Oszillationen sieht man besser, wenn ein
multiexponentieller Abgleich von jeder geglitteten Kurve
abgezogen wird. Die resultierenden AC;(f) werden sodann
mit dem Faktor skaliert, welcher das gesamte C(r) an die
beobachtete spektrale Verschiebung anpasst; das Ergebnis
zeigt Abbildung 3c. Modulation der Fluoreszenzfrequenz
wird vorhergesagt fiir Solvatation durch DNA (gepunktete
Line) und, in geringerem MaB, durch Wasser (grau). Der
Beitrag der Gegenionen ist strukturlos im betrachteten
Zeitbereich, und Konformationsinderungen des Solvats
selbst tragen vernachlédssigbar wenig bei.

Ein Vergleich mit dem Experiment (schwarze Punkte und
Linien in Abbildung 3b,c) zeigt, dass die Amplitude und
Zeitskala der simulierten FM zu denjenigen der beobachteten
FM passen. Die qualitativen Ziige werden durch die MD of-
fenbar gut beschrieben, wihrend die simulierten Werte vom
Kraftfeld abhéngen. Der DNA-Beitrag wird als gleich grof3
oder grofer als derjenige des Wassers vorhergesagt, und seine
Rekurrenz bei 1.05 ps stimmt mit der gemessenen Rekurrenz
von 1.1 ps gut tiberein. Die Simulation von H33258 allein in
Wasser zeigt tiberhaupt keine Rekurrenz. Somit kann die
Welle exp[—y,]cos[w,f] der Kohirenz in einer 29-cm -
Strukturmode des Komplexes zugeordent werden.

FEine Betrachtung der Koordinaten zeigt, dass die Bin-
dungsldngen der beiden (zweifachen) H-Briicken ebenfalls
mit einer 1.05-ps-Periode oszillieren. Weil die Emission des
Chromophors sich mit der Bindung verschiebt (Abbil-
dung 2a), sollte diese Bewegung mit der Oszillation der be-
rechneten Cpy, (1)-Kurve assoziiert sein (und deshalb mit der
beobachteten Frequenzmodulation). Ahnlich kénnte die
Breite der kleinen Furche (Abbildung S10) beteiligt sein. Sie
wird definiert als der Abstand zwischen gegeniiberliegenden
Phosphoratomen, wobei dasjenige im Gegenstrang zu einem
um vier verschobenen Basenpaar gehort. Fiir den zentralen
Teil erhélt man z. B. die Absténde A6-C11’, T7-G10', T8-T9',
T9-T8', G10-T7 und Cl11-A6'. Thre Zeitkorrelationsfunk-
tionen (,time correlation functions“, TCF, Abbildung S10)
zeigen eine Rekurrenz bei 1 ps. Offenbar wird die zentrale
Region insgesamt von einer kohédrenten Bewegung erfasst,
deren Frequenz nah bei der beobachteten liegt. Ein Vergleich
von TCFs mit und ohne Farbstoffmolekiil zeigt mehrere
Unterschiede. Am wichtigsten ist, dass die Rekurrenz bei 1 ps
verschwindet, wenn der Farbstoff nicht gebunden ist. In
letzterem Fall nehmen die TCFs auch schneller ab, was be-
deutet, dass die Flexibilitdit des DNA-Duplex durch die
Komplexbildung verdndert wird. Insgesamt kann geschlossen
werden, dass die beobachtete Frequenzmodulation eine
Schwingung entlang der Koordinate fiir biomolekulare Er-
kennung widerspiegelt.

Die Beobachtung von zwei FM-Termen konnte auf ver-
schiedene Farbstoffspezies hindeuten. Doch diese Moglich-
keit wird ausgeschlossen, weil eine komplexe Oszillations-
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antwort auch mit verdiinnter Losung gefunden wird (siehe
Hintergrundinformationen). Die MD-Simulationen legen
nahe, dass die 0.6-ps-Rekurrenz dem Wasser zuzuordnen ist.
Zwar wurde dessen Amplitude zu klein berechnet, verglichen
mit derjenigen von DNA, sodass beide berechneten Terme
zusammen nicht die beobachtete Doppelmaximum-Form er-
geben (schwarze Linien in Abbildung 3¢). Das Ungleichge-
wicht der beiden berechneten Terme konnte auf ein unstim-
miges Kraftfeld zuriickzufiihren sein, oder auf Vereinfa-
chungen, die zur Berechnung der Antwortfunktion notig
waren.” Ebenfalls konnte die experimentelle Kurve unge-
nau sein, weil sie als Restkurve zu einem stark abfallenden
Untergrund bestimmt wurde (vergleiche Abbildung 3b).
Deshalb bleibt kohirente, kollektive Wasserbewegung eine
mogliche Erkldrung, die weiter unten fortgefithrt werden
wird. Zuvor soll aber eine andere Erkldarung erldutert
werden: dass ndmlich das lokale Maximum bei 0.6 ps einen
Oberton der DNA-Schwingung darstellt. Dazu betrachten
wir Abbildung 4.

Optische Anregung S;<S, des Liganden H33258 ist
prinzipiell begleitet von einer Strukturdnderung des gesam-
ten Komplexes. Entlang einer ,, Koordinate fiir molekulare
Erkennung®, mit charakteristischer Frequenz von 29 cm™!,
wird das Minimum der potentiellen Energie z.B. um 4 #0
verschoben (Abbildung 4 a). In diesem Fall wird ein einfaches
Wellenpaket im S;-Zustand erzeugt, welches die Energie des
Ubergangs S,—S, bei der Fundamentalfrequenz », modu-
liert. Eine andere Situation ist in Abbildung 4b dargestellt.
Hier wird die Mode durch die Anregung nicht verschoben
(4 =0); stattdessen édndert sich die Kraftkonstante. Die an-
fénglich GauB-Verteilung im elektronisch angeregten Zu-
stand S; entwickelt sich in eine bimodale Verteilung und
wieder zuriick. Dies bewirkt eine Modulation der Emissions-
energie beim Oberton 2w;, was die 0.6-ps-Rekurrenz erkli-
ren wiirde.

Mit einem letzten Experiment erkunden wir die andere
Hypothese: dass Wasser die 0.6-ps-Rekurrenz der zeitaufge-
l6sten Emissionsfrequenz verursacht. Wiirde dieser Term
verschwinden, wenn Wasser entfernt wird? Die Hybridisie-
rung eines 21meren Oligonukleotids in Ethylenglycol erfolgte
bei erniedrigter Temperatur.® Fiir das hier behandelte

kit Ko

Abbildung 4. Modulation der Emissionsfrequenz infolge von Kohiarenz
in einer ,,Erkennungs“-Mode (gebogene Pfeile). a) Die Gleichgewichts-
struktur wird durch optische Anregung verindert. In diesem Fall wird
ein einfaches Wellenpaket erzeugt, und man beobachtet eine Modula-
tion bei der Fundamentalschwingung von 29 cm™". b) Die Struktur
bleibt erhalten (Verschiebung A=0) aber die Kraftkonstante wird ver-
dndert. In diesem Fall wird das Wellenpaket bimodal, und man beob-
achtet eine Modulation bei der doppelten Schwingung (58 cm™).
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Abbildung 5. Stokes-Verschiebung der DNA:H33258-Fluoreszenz in
Ethylenglycol (mittlere Frequenzen von Spektren wie in Abbildung 2b).
Bei —10°C zeigt der Chromophor ein breites ¥(¢)-Maximum bei
t~1.2 ps. Die Kurve dhnelt sehr dem simulierten Cpna(t) (gepunktete
Line, nach Skalierung). Bei 20°C ist der Komplex teilweise dissoziiert.

Oligomer beobachten wir scharfe spektrale Anderungen bei
23°C sowohl fiir die Liganden-Absorption (Abbildung S12,
S13) als auch fiir DNA-Hyperchromie. Ein geordneter
DNA :H33258-Komplex existiert demnach unterhalb dieser
Temperatur. Die spektrale Relaxation bei —10°C (schwarze
Linie in Abbildung 5) hat ein breites lokales Maximum um
1 ps, beinahe identisch mit dem simulierten Cpya(f) (ge-
punktete Kurve, skaliert von Abbildung S7). Die Signifikanz
der Oszillation wird deutlich im Vergleich mit der Kurve fiir
20°C. (In diesem Fall ist nicht nur die Reibung grofer, wie
zuvor, sondern der Komplex ist auch teilweise zerfallen.)

Zusammengefasst gibt es zwei Interpretationen fiir die
Frequenzmodulation um 58 cm™': 1) Wasser ist direkt betei-
ligt, als kollektive kohédrente Bewegung, welche den Liganden
beeinflusst; 2) Wasser wirkt mittelbar, indem es eine struk-
turelle Verdnderung — entlang der Erkennungsmode — im
elektronisch angeregten Zustand reduziert. Simulationen mit
gemischter Quanten-/Molekiilmechanik konnten entschei-
den, welcher Mechanismus zutrifft. Auch sollte die Breite der
kleinen Furche mit der Solvavationsenergie des Liganden
korreliert werden. Die wichtigste Beobachtung ist eine Fre-
quenzmodulation der Fluoreszenzbande um 29 cm™' (1.1 ps).
Mithilfe von MD-Simulationen wird sie einer kohédrenten
Ostzillation des Substrat-Ligand-Abstands und der Breite der
kleinen Furche zugeordnet. Der molekulare Mechanismus
der Ligandenbindung konnte so direkt beobachtet werden. Es
besteht Aussicht auf ultraempfindliche Messungen dieser
Art B
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