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In nat�rlicher DNA wird der Zerfall des angeregten Zustands durch
Watson-Crick-Basenpaarung bestimmt**
Dominik B. Bucher, Alexander Schlueter, Thomas Carell* und Wolfgang Zinth*

Abstract: Die Dynamik des angeregten Zustands ist wesentlich
f�r ein Verst�ndnis der UV-Licht-induzierten Schadensbildung
der DNA. Mithilfe von Femtosekunden-IR-Spektroskopie
konnten wir die Lebenszeit des angeregten Zustands aller vier
Nukleobasen in der doppelstr�ngigen nat�rlichen DNA be-
stimmen. Wir stellten einen konzertierten Zerfall des angereg-
ten Zustands von Watson-Crick-Basenpaaren nach UV-Anre-
gung fest. Durch einen Vergleich von einzelstr�ngiger und
doppelstr�ngiger DNA konnten wir zeigen, dass die in Ein-
zelstr�ngen auftretenden reaktiven, ladungsgetrennten Zu-
st�nde durch Basenpaarung im Duplex unterdr�ckt werden.
Der starke Einfluss der Watson-Crick-Wasserstoffbr�cken
deutet auf einen Protonentransfer hin, der einen neuen Zer-
fallskanal erçffnet und damit die Bildung von reaktiven la-
dungsgetrennten Zust�nden vermeidet oder deren Lebenszeit
verk�rzt.

UV-Strahlung ist eine Hauptursache f�r Sch�den im
Genom. Bei der UV-Anregung werden reaktive Zust�nde
besetzt, die zu photochemischen Reaktionen f�hren kçnnen.
Die dadurch entstehenden �nderungen in der DNA-Struktur
verursachen Mutationen und Zelltod.[1] F�r eine Aufkl�rung
dieser strahlungsinduzierten Schadensbildung ist es notwen-
dig, die prim�ren photophysikalischen Prozesse zu verstehen.
Die photophysikalischen Prozesse einzelner Basen sind be-
reits gut verstanden. Die Energie des absorbierten Photons
wird durch eine ultraschnelle interne Konversion in W�rme
umgewandelt. Dieser Prozess vermeidet die Besetzung von
reaktiven Zust�nden, die zu Sch�den f�hren kçnnen.[2] Dieser
Desaktivierungsmechanismus war von grundlegender Be-
deutung in den Anf�ngen der Evolution als die Bausteine f�r
den genetischen Code unter extremen UV-Bestrahlung ent-

standen sind. Heutzutage sind in allen Organismen auf der
Erde Nukleotide als Informations-Bits f�r die Informations-
speicherung verantwortlich. Daf�r sind sie in langen doppel-
helikalen Strukturen organisiert, die durch zwei Wechselwir-
kungen stabilisiert werden – die Basenstapelung und die
Basenpaarung. Beide Wechselwirkungen haben Einfluss auf
die Photophysik der DNA. Es ist bekannt, dass nach UV-
Anregung die p-Stapelung mit hohen Ausbeuten langlebige
Zust�nde bewirkt.[3] Diese konnten erst k�rzlich in DNA-
Einzelstr�ngen als ladungsgetrennte und ladungsdelokaliser-
te Zust�nde identifiziert werden.[4] F�r homogene Sequenzen
werden außerdem neutrale Exzimere diskutiert.[5] In dop-
pelstr�ngiger DNA ist die Basenpaarung neben der Basen-
stapelung die zweite wichtige Wechselwirkung. Es ist bis
heute nicht bekannt, wie die Wasserstoffbr�cken zwischen
den Basen die Photophysik beeinflussen. Theoretische
Rechnungen zeigen, dass diese mçglicherweise einen neuen
ultraschnellen Desaktivierungskanal f�r den angeregten Zu-
stand ermçglichen.[6] In diesem Modell wird ein ladungsge-
trennter Zustand zwischen den Basen eines Watson-Crick-
Paars gebildet, der ultraschnell durch einen Protonentransfer
zwischen den Basen in den Grundzustand �bergeht. In der
Tat wurde beobachtet, dass der angeregte Zustand von
Modell-Basenpaaren in der Gasphase[7] und isolierte GC-
Basenpaare in Chloroform[8] schneller zerfallen, als die ent-
sprechenden Einzelbasen. Die Untersuchung von verschie-
denen GC Basenpaarungsmustern in der Gasphase zeigte,
dass nur das Watson-Crick-Basenpaarungsmuster den ultra-
schnellen Zerfall aufweist, wie theoretisch best�tigt wurde.[9]

In doppelstr�ngiger GC-DNA in Lçsung wurde ein Lçschen
des angeregten pp*-Zustands gefunden.[10] Jedoch konnte
nicht gezeigt werden, dass auch die R�ckkehr in den
Grundzustand beschleunigt wird, da – wie im Einzelstrang –
weitere langlebige Zust�nde auftreten.[11] Somit argumentie-
ren gegenw�rtige Modelle, dass die Basenstapelung die ent-
scheidende Wechselwirkung f�r die Photophysik in doppel-
str�ngiger DNA ist.[3a,b,4b, 12]

Neben einigen Messungen an nat�rlichen Proben[13]

wurden fr�here Messungen bevorzugt an synthetischen Oli-
gonukleotiden mit UV/Vis- und Fluoreszenzspektroskopie
durchgef�hrt.[3a, 11d,14] Da in diesem spektralen Bereich die
Absorptionsbanden stark �berlappen, kçnnen die DNA-
Basen und deren Beitrag zum Zerfall des angeregten Zu-
stands nicht einzeln aufgelçst werden. Um die Basen zu un-
terscheiden verwenden wir zeitauflçsende IR-Spektrosko-
pie.[15] Die Nukleobasen besitzen im IR schmale und cha-
rakteristische Banden, welche den individuellen Beitrag ein-
zelner DNA-Basentypen zum angeregten Zustand erkennen
lassen. Eine Anregung im UV und die Abfrage im IR er-
mçglicht es uns dabei, den Zerfall des angeregten Zustands
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f�r jede der vier DNA-Basen in der nat�rlichen Kalbsthymus-
DNA zu verfolgen.

Die Markerbanden der vier einzelnen Nukleobasen in
doppelstr�ngiger DNA wurden mit station�rer IR-Spektro-
skopie anhand von Literaturwerten identifiziert[16] (Details in
den Hintergrundinformationen und den Abbildungen S1–3).
Die Positionen der Markerbanden der Basen sind in allen
Bildern als farbige Balken dargestellt. Alle Experimente
wurden in D2O-Puffer durchgef�hrt (Details in den Hinter-
grundinformationen). Abbildung 1 zeigt die Absorptions�n-
derungen im IR nach nichtselektiver Anregung aller DNA-
Basentypen in doppelstr�ngiger Kalbsthymus-DNA. Durch
die Anregung bleichen die Banden des urspr�nglichen
Grundzustands aus. Das Zur�ckkehren jedes einzelnen Ba-
sentyps zum Grundzustand wird anhand der Markerbanden
beobachtet. Abbildung 1a zeigt das Differenzabsorptions-
spektrum f�r eine kurze Verzçgerungszeit (0.25 ps). Zu
diesem Zeitpunkt sind die urspr�nglich angeregten Zust�nde
besetzt, die eine breite Absorptionszunahme bewirken.
�berlagert findet man schmale negative Banden (Ausblei-
chen), welche gut zu der Grundzustandsabsorption passen
(Abbildungen S1–3). Jede dieser Banden kann einer Nu-
kleobase zugeordnet werden (Abbildung 1 a). Die Absorpti-
ons�nderung des urspr�nglich angeregten Zustands zerf�llt
innerhalb der ersten Pikosekunden und geht in die eines
heißen Grundzustands �ber. Das K�hlen des vibronisch an-
geregten Zustands ist innerhalb von 10 ps abgeschlossen
(Zeitkonstante ca. 6 ps, Abbildung S4). Die Konturdarstel-
lung in Abbildung 1b zeigt den Verlauf der Absorptions�n-
derung in Anschluss an den K�hlprozess (t> 10 ps). Das
Differenzabsorptionsspektrum zu sp�teren Zeiten unter-
scheidet sich erheblich von dem kurz nach der Anregung und
– besonders wichtig – ver�ndert sich im Laufe der Zeit. Die
beobachteten Kinetiken zeigen Prozesse auf der 10- bis 100-
ps-Zeitskala und sind somit sehr �hnlich zu denen in einzel-
str�ngiger DNA.[3a, 4a] Der Anteil der langlebigen Zust�nde
aus Abbildung 1 b in Bezug auf das urspr�ngliche Ausblei-
chen betr�gt ca. 50 %. Die langlebigen Absorptions�nderun-
gen der Kalbsthymus-DNA zeigen mehrere charakteristische
Eigenschaften: 1) Die Differenzabsorptionsspektren unter-
scheiden sich von dem Ausbleichspektrum zu kurzen Verzç-
gerungszeiten. 2) Die Dynamik der langsamen Absorptions-
�nderung kann mithilfe zweier Zeitkonstanten angepasst
werden (t1 = 40 ps, t2 = 210 ps). Diese Zeiten liegen – unter
Ber�cksichtigung der Komplexit�t der Kalbsthymus-DNA –
in dem Bereich der Ergebnisse fr�herer Messungen.[3a, 17] In
dieser Verçffentlichung werden Prozesse auf der ps-Zeitskala
mit großen Amplituden untersucht, w�hrend Prozesse auf
l�ngeren Zeitskalen und mit geringen Amplituden – wie sie in
Emissionsmessungen beobachtet wurden – hier nicht behan-
delt werden.[13a] 3) Am wichtigsten sind die zerfallsassoziier-
ten Spektren f�r die beiden langen Zeitkonstanten (Abbil-
dung 1c). Diese Spektren D1(n) und D2(n) unterscheiden sich
deutlich. Beim 40-ps-Zerfallsspektrum zeigen die Marker-
banden, dass die Basen Cytosin (C) und Guanin (G) haupt-
s�chlich beteiligt sind, w�hrend das 210-ps-Zerfallsspektrum
�berwiegend Anteile von Adenin (A) und Thymin (T) auf-
weist. Um Artefakte durch das Anpassen auszuschließen,
konnten wir auch zeigen, dass diese spektrale Unterschiede

durch einfaches Subtrahieren von Spektren sp�terer Zeiten
von fr�hen Zeiten erhalten werden kçnnen (Abbildung S5).

Die experimentellen Daten zeigen eindeutig, dass dieje-
nigen Basen, die �ber das Watson-Crick-Paarungsmuster
verbr�ckt sind, auch im Zerfallsprozess verkn�pft sind.

Abbildung 1. a) Transientes IR-Differenzspektrum bei einer Verzçge-
rungszeit von 0.25 ps nach Anregung bei 266 nm. Die Positionen der
Markerbanden von Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin
(T) sind durch farbige Balken dargestellt. b) Absorptions�nderung in
einer Konturdarstellung zu sp�teren Verzçgerungszeiten. Die K�hlpro-
zesse vor 10 ps sind nicht gezeigt. c) Zerfallsassoziierte Spektren D1(n)
und D2(n) der langsam zerfallenden Komponenten mit den Zeitkon-
stanten t1 = 40 ps bzw. t2 = 210 ps.
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Zudem zeigen die Daten, dass der angeregten Zustand von G
und C k�rzer als der von A und T lebt.

Falls die langlebigen Zust�nde mit Ladungstransferzu-
st�nden innerhalb eines Strangs identifiziert werden, w�rde
man ein wesentlich komplexeres Zerfallsschema erwarten.
Da die Rekombinationszeit f�r diese Zust�nde nach der
Marcus-Theorie vom Redoxpotential der beteiligten Basen
bestimmt ist, sollten verschiedene Sequenzen verschiedene
Zerfallszeiten ergeben.[3c] Dieses Verhalten wurde in Einzel-
str�ngen festgestellt. Somit wird f�r die komplexe Sequenz
der Kalbsthymus-DNA ein komplexes Zerfallsschema des
angeregten Zustands erwartet. Zum Beispiel zerf�llt der GA-
Exzimer in 300 ps,[4a] viel l�nger, als die beobachteten Zeiten
im Duplex. Der gemeinsame Zerfall von G und C auf der
einen Seite und A und T auf der anderen, zeigt, dass hier die
Basenpaarung und nicht die Basenstapelung den Zerfall des
angeregten Zustands bestimmt.

Der Einfluss der Interstrang-Basenverkn�pfung wurde
von uns ausf�hrlicher anhand einzelstr�ngiger und doppel-
str�ngiger Oligonukleotiden untersucht. Als erstes entwarfen
wir zwei komplement�re Str�nge, wobei wir die Einzelbasen
so ausw�hlten, dass mit Anregungslicht bei 295 nm in jedem
Strang nur eine Base, 2’-Desoxyguanosin (G) oder 5-Methyl-
2’-desoxycytidin (mC), angeregt wurde (Abbildung S6).[4a] Die
Untersuchung dieser beiden DNA-Einzelstr�nge (UmCU-
UUUUU, AAAAAAGA; Abbildung 2a) ergab langlebige

Zust�nde mit charakteristischen Absorptionsbanden. Diese
konnten ladungsgetrennte Zust�nde zugeordnet werden
(Abbildung S7). Der ladungsgetrennte Zustand mCC+UC� in
UmCUUUUU zerf�llt mit einer Zeitkonstante von 65 ps. Der
ladungsgetrennte Zustand GC+AC� in AAAAAAGA rekom-
biniert mit 490 ps. Der zeitliche Verlauf kann sehr gut an der
Position der Grundzustandsabsorption von mC und G beob-
achtet werden (Abbildung 2b, gr�ne und blaue Symbole).
Diese Ergebnisse sind in Einklang mit vorherigen Messungen
am Einzelstrang.[4a] Im n�chsten Schritt verwendeten wir
einen Doppelstrang bestehend aus diesen beiden Einzel-
str�ngen. Um einen stabilen Doppelstrang zu erhalten, ver-
kn�pften wir die beide Einzelstr�nge �ber einen Hexaethy-
lenglycol-Linker zu einer Haarnadelstruktur. (Abbildung 2a,
Abbildung S8, S9). In diesem Duplex kçnnen mC und G se-
lektiv angeregt werden. Zudem kann die R�ckkehr in den
Grundzustand f�r diese beiden Basen aufgrund der unter-
schiedlichen Absorption im IR selektiv beobachtet werden.
Die entsprechenden Verl�ufe f�r G bei 1678 cm�1 (schwarz)
und f�r mC (rot) bei 1652 cm�1 im Doppelstrang sind in Ab-
bildung 2 b gezeigt. Eindeutig erkennt man, dass der langle-
bige Zustand von mC und G im Doppelstrang viel schneller
zerf�llt als in den entsprechenden Einzelstr�ngen. Wichtiger
ist jedoch, dass sowohl f�r mC als auch f�r G eine Zeitkon-
stante von 40 ps auftritt, w�hrend die Anregungen in den
Einzelstr�ngen viel langsamer und mit stark unterschiedli-
chen Zeiten zerfallen. Dieser Effekt kann nicht auf struktu-
relle Unterschiede im Einzel- und Doppelstrang zur�ckge-
f�hrt werden, da die ladungsgetrennten Zust�nde nahezu
unabh�ngig von der Basenstapelungsgeometrie sind.[18] Somit
ist der Zerfall der angeregten Zust�nde von G und mC im
Doppelstrang gekoppelt, und es ist diese Kopplung, die die
Bildung von reaktiven geladenen Radikalen verhindert. Au-
ßerdem sind die Zeitkonstanten f�r mC-G f�r den k�nstlichen
Doppelstrang gleich der in der nat�rlichen Kalbsthymus-
DNA. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die Wasser-
stoffbr�cken Entstehung und Zerfall von langlebigen Zu-
st�nden in der DNA bestimmen. Unsere Daten deuten auf
einen photoinduzierten Protonentransfer zwischen den
Str�ngen hin, welcher f�r den gemeinsamen Zerfall der Ba-
senpaare verantwortlich ist. In der Tat wurde ein Protonen-
transfer zwischen gepaarten Basen nach Ladungstransfer in-
nerhalb eines Strangs in der Literatur aufgrund eines Was-
serstoff-Deuterium-Isotopeneffekts postuliert.[3a, 19] Der be-
obachtete gemeinsame Zerfall des angeregten Zustands von
Basenpaare kann aber auch durch einen Protonentransfer
beschrieben werden, der an einen Interstrang-Ladungstrans-
fer gekoppelt ist.[6] Jedoch bilden unsere beobachteten langen
Lebenszeiten einen Widerspruch zu dem vorgeschlagenen
Subpikosekundenzerfall aus der Theorie. Neben diesen La-
dungstransfer-induzierten Protonentransferreaktionen
kçnnte auch ein direkter photoinduzierter Doppelproton-
transfer-Mechanismus unsere Beobachtung erkl�ren.[20] Ge-
meinsam ist aber allen Modellen ein Protonentransfer, wel-
cher zu den beobachteten �nderungen im IR-Spektrum
aufgrund einer ge�nderten Protonenanordnung f�hrt.

Die molekularen Prozesse nach Anregung von Nukleo-
basen sind in Abbildung 3 dargestellt. In den Monomoren
zerfallen die optisch angeregten pp*-Zust�nde zumeist ul-

Abbildung 2. a) Pikosekunden-UV-Lichtpulse bei 295 nm ermçglichen
eine selektive Anregung von 2’-Desoxyguanosin (G) in AAAAAAGA und
von 5-Methyl-2’-desoxycytidin (mC) in UmCUUUUUU-Oligonukleoti-
den. In dem entsprechenden Doppelstrang AAAAAAGA·UmCUUUUUU
werden nur G und mC angeregt. b) Zeitabh�ngige Absorptions�nde-
rungen im IR (normiert) an der Position der Markerbanden von G und
mC f�r die einzelstr�ngige und doppelstr�ngige Probe. Die Verl�ufe
wurden mit einer Summe von Exponentialfunktionen angepasst (Linie)
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traschnell durch interne Konversion in den Grundzustand. In
Einzelstr�ngen ermçglicht die Basenstapelung photochemi-
sche Reaktionen zwischen benachbarten Basen (zum Beispiel
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer (CPD)[15b,c] oder (6-4)-Sch�-
den[15a]) und verursacht die Besetzung von langlebigen Ra-
dikalpaar-Zust�nden. Die ladungsgetrennten Zust�nde sind
Vorstufen des sch�dlichen (6-4)-Schadens in DNA[21] und
verursachen mçglicherweise oxidative und reduktive Sch�-
den.[22] Da die Basenstapelung Ladungstransferzust�nde er-
mçglicht, ist die Basenstapelung f�r DNA-Sch�den verant-
wortlich (Abbildung 3). Die Basenpaarung mit den Watson-
Crick-Wasserstoffbr�cken erçffnet jedoch �ber den Proto-
nentransfer einen neuen Zerfallskanal,[23] der sch�dliche, la-
dungstransferierte Zust�nde desaktiviert.

Eingegangen am 16. Juni 2014,
ver�nderte Fassung am 22. Juli 2014
Online verçffentlicht am 2. September 2014
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Abbildung 3. Basenstapelung in DNA-Str�ngen unterst�tzt die geord-
nete Anordnung der Basen, die f�r viele Funktionen der DNA verant-
wortlich ist. Jedoch ermçglicht die Stapelung auch Photosch�den, die
direkt durch den pp*-Zustand oder �ber ladungsgetrennte intermedi�-
re Zustande gebildet werden. Basenpaarung zwischen zwei Basen
komplement�rer Str�nge çffnet einen neuen Zerfallskanal und desakti-
viert den pp*-[10] und die ladungsgetrennten Zust�nde. Somit wirkt die
Basenpaarung den sch�dlichen ladungsgetrennten Zust�nden entge-
hen und sch�tzt die genetische Information.
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