DNA- 0og RNA-byggesten:
deres fotofysik | oplasning og gasfase

Her beskrives nucleobasers fotofysik i oplgsning, og hvordan vi i Aarhus vha. lagerrings-
eksperimenter pa isolerede nucleotider forsgger at afdeekke deres spaendende fysik og kemi

Af Steen Brandsted Nielsen, Institut for Fysik og Astronomi, Aarhus Universitet

Naturens valg af nucleobaser i DNA og RNA skyldes sandsyn-
ligvisikke kun de saerlige Watson-Crick basepar, der pa
smukkeste vis forklarer DNA-replikation, RNA-transskription
0g proteinsyntese, men ogsa at nucleobaserne virker som
effektive solskerme mod ultraviolet stréling. Men hvordan er
nucleotidernesfysik og kemi?

Nucleotider er DNA- og RNA-byggesten og indeholder en
nucleobase, et sukkermolekyle og en phosphatgruppe (figur 1).
Et nucleotid uden phosphatgruppen bensavnes et nucleosid.
Nucleobasers og nucleosidersfotofysik er velundersggt, bade
nér de er i oplgsning og isoleredei gasfase (for nucleobasers
vedkommende), og er detaljeret beskrevet i en nylig Chemical
Review artikel [1]. Gasfaseeksperimenter er med til at give en
forstael se af molekylernes karakteristiske egenskaber og er
dermed vaesentlige for at af degkke oplgsningsmidletsrolle.

Nucleobaser absorberer ultraviolet (UV) lys, maksimalt ved
260 nm. Den elektroniske overgang angives §,® S,, hvor Syer
den elektroniske grundtilstand og S, denfarsteexciterede
tilstand (Sangiver singlettilstand, dvs. totalt spin er nul).
Excitationen sker til en antibindende* orbital. Fluorescens-
kvanteudbyttet er meget lille (<10-4), og det samme er sandsyn-
ligheden for krydsning til enlavereliggendetriplettilstand, T;
(to uparrede elektroner med parallelle spin, dvs. totalt spin én).
Det antyder, at S;-tilstandenslevetid er kort mht. indre omdan-
nelsetil S,.

Nucleobaser er effektive solskaerme

For fire &r siden udferte Bern Kohler og hans gruppe pa Ohio
State University nogle opsigtsvaskkende eksperimenter, som
bestemte nucleosiders S;-levetid efter UV -fotoexcitation i
vandig oplgsning [2,3]. Denneinformation er vigtig, da
elektronisk exciterede molekyler ofte er meget reaktive. DNA’s
dobbelthelixstruktur bygger pa, at adenin hydrogenbinder med
thymin og guanin med cytosin (de sakal dte Watson-Crick
basepar [4], figur 2). Det er katastrofalt at miste denne pragfe-
rence, fordi en nucleobase modificeres kemisk efter
fotoexcitation. Det farer til fejl i den genetiske kode og dermed
mutationer. | vaarste fald cancer.

M ed tidsopl zst femtosekundspektroskopi malte Kohlers
gruppe, at S, ® S foregik i Igbet af nogle fa hundrede femto-
sekunder. Dvs. den farlige el ektroniske energi omsadtes
ultrahurtigt til varme (vibrationsenergi) i molekylerne. Hurtig
omdannelse af elektronisk energi til varme forekommer ofte,
nar to potentielle energioverflader rgrer ved hinanden i et punkt
i et tredimensionelt rum, hvor to af akserne er geometrikoordi-
nater. Et sddant punkt benaevnes et konisk krydsningspunkt [5]
og er teoretisk beregnet for deexcitationen af cytosin-nucleoba-
sen [6].

Endvidere fandt de, at de varme nucleosider nedkalestil
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Figur 1. Srukturen af AMP-nucl eotidanionen.

stuetemperatur i vandig opl gsning efter nogle fa picosekunder.
Dennetid er ogsé usadvanlig kort og skyldes hydrogenbinding
af omgivende vandmolekyler til nucleosidet, og dermed en god
kobling mellem nucleosidets og vandmol ekylernes egensving-
ninger. Slutresultatet af fotoexcitationen er saledes uskadelig
varmei det store »vandbadx.

Populaat sagt virker nucleobaserne som effektive sol skearme.
Det kan have spillet en afgerenderolle for livets opstden pa
jorden for mere end en milliard ar siden, far det beskyttende
ozonlag var til stede. I det kun fotostabile molekyler overlevede
den staarke UV -bestraling, kan vi tale om »survival of the
fittest« pamolekylaart niveau.

Ubesvarede spargsmal
Dette banebrydende arbejde efterlader imidlertid en ragkke
ubesvarede spgrgsmal.

Dissocierer nogle af de bestrélede nucleosider, mensdeer i
S,, omend levetiden af S, er kort? Det kan ske, hvis der er en
reaktionsvej paden exciteredetilstandsoverflade medingen
eller kunlille aktiveringsenergi.

Dadet er nucleobasen, som elektronisk exciteres, vil den
indreomdannel sesprocesferetil vibrationel excitationsenergi
hovedsageligt i nucleobasen. Til at begynde med besidder fa
svingninger derfor excitationsenergien (ikke-statistisk forde-
ling), meni |gbet af picosekunder fordel es energien statistisk
paalle molekylets svingninger bestemt af deres vibrationsener-
gi (jf. Boltzmannsfordeling). Med andre ord kanaliseres noget
af energien ud i sukker- og phosphatgruppen. P& engel sk
betegnes detteintramolecular vibrational redistribution(IVR).
Men er dissociation fgr VR mulig, dvs. mens det meste af
vibrationsenergien er lokaliseret i nucleobasen?

Selv efter IVR konkurrerer dissociation med nedkaling?
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Den sidste proces er en statistisk dissociationsproces, mens
en hurtigere dissociation er ikke-statistisk. En statistisk dissoci-
ationsproces defineres saledes som en proces, der kan beskri-
ves med et statistisk udtryk for hastighedskonstanten, f.eks. det
velkendte Arrheniusudtryk. lonen antages at vaere i den elektro-
niske grundtilstand, og dens mikrokanoniske temperatur er
bestemt af energien far excitationen og af fotonenergien. Dvs.
vores spergsmal kan sammenfattestil: hvad er sandsynligheden
for beskadigel se viaikke-statistiske ell er statistiske dissociati-
onsprocesser?

For at besvare dette er gasfaseeksperimenter ngdvendige. Vi
har behov for at finde hastighedskonstanter for processernei de
isolerede molekyler, og det er her lagerringseksperimenter
kommer ind i billedet.

Den arhusianske lagerring ELISA

| det falgende givesfarst en kort beskrivel se af lagerringen
ELISA (ELectrostatic lon Storage Ring in Aarhus), hvorefter
noglenylige datafor fotodissociation af AMP-nucleotidioner
prassenteres.

Instrumentet er vist skematisk pa figur 3 og bestar af en
ionkilde, et accel erationsomrade, en magnet, en injektionsdel
og endelig selveringen [7,8]. | ringen, eller racerbanen, kan
lagres savel atomare som molekylaare ioner.

loner i oplgsning bringes pa gasform med el ectrospray
ionisering. De dannede ioner akkumuleresfarst i enionfadde,
typisk i et tiendedel sekund, nér en 10 Hz pulseret laser bruges
til fotoexcitation. Herefter accel ereres de igennem et spam-
dingsfald pa 22 kV, og ioner med det gnskede masse/ladnings-
forhold (nV/2) udvad ges med magneten og injiceresi ringen.

Figur 2. Watson-Crick basepar.

Figur 3. Lagerringen
ELISA. Setekst for
detaljer.
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diener; men der findes ogsa nogle, hvor
de to dobbeltbindinger gar til samme C-
atom, allener.
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Columbianske giftige pilefrger har i
dereshud en allen (1), der af indianerne
har vaeret anvendt som pilegift. En bille
bruger en allen, som pheromon, seksual-
tiltraskkende stof. Billenindeholder opttil
0,59 af denneallen (2).
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sekundtidsskal a skyldeskollisioner med restgasi ringen. Det hurtige henfald
inden for de forste tyve millisekunder er fra metastabileioner med hgj indre
energi, der stammer fra kollisionsaktivering ved overfarsel fraionkildentil
ringen.

AMP-ioners levetid mht. dissociation efter UV-bestraling

| figur 5 er levetidsspektret for AM P-anionen efter absorption
af en 266 nm foton vist [9]. Tidskonstanten for dissociation af
devarmeioner er 16 us. | dissociationen dannes adenosin-
nucleosidet og POs, hvilket kraever 1.3 eV ifolge taarskel vaardi-
malinger af Yo og Kebarle [10]. Vores datatillader os at
konkludere, at fotodissociation er irrelevant, nar ionerne
befinder sig i oplasning, hvor de afgiver varmen i | gbet af
picosekunder.

Det er muligt, at en brgkdel af ionerne dissocierer viadirekte
ikke-statistiske processer pa submikrosekund tidsskala, men
instrumentetstidsopl gsning er ikketilstraskkeligtil at male
disse. Dog kan betydningen af sddanne processer vurderes
indirekte. Vi kan nemlig male brgkdelen af ioner, der i alt
fjernes fraionstrélen som fglge af laserpulsen og sammenholde
dette tal med brakdelen, som fjernes via den statistiske proces
med tidskonstant pa 16 ws. Det er naarmere beskrevet i referen-
ce[9] og bygger pasimple eksponentielle henfald. Disse
brgkdele er afbildet pafigur 6 som funktion af laserpuls-
energien malt i mJ. Destruktionen af ioner vokser linesart med
pulsenergien for laveenergier ligeindtil magning, hvor alle
ioner i vekselvirkningsomréadet har absorberet en foton. Der er
en stor usikkerhed p& dataene, men vi kan konkludere, at den
dominerende del af ionerne (80 + 20%) dissocierer viaen
statistisk proces, dade to datasast naesten er sammenfal dende.

| et andet eksperiment blev AM P-kationen (protoniseret
adenin og neutral phosphorsyregruppe) bestralet med UV-lys
[9]. Igen blev levetiden for statistisk dissociation malt til 16 s,
men i dettetilfad de dominerer ikke-statistiske processer (figur
6). Langt mindre end 1% af ionerne dissocierer via en statistisk
reaktionskanal. Det koniskekrydsningspunktstopol ogi [11]

kan varre asndret Aledec at fntnexritation niifarer til nromnta

Figur 5. AMP-ionerslevetid efter absorption af en 266 nmfoton. lonerne blev
belyst efter 80 millisekunderslagringstid. De bla data er for anionen, mensde
rade er for kationen. Levetiden pa de 16 psfor kationen er bestemt i et andet
eksperiment naamere beskrevet i reference[9]. Afstanden mellem de diskrete
punkter er ionernes omlgbstid i ringen (75 w.s).

lonernefaresrundt i ringen vha. elektriske felter. Ringens
omkreds er 8.4 meter, hvilket betyder, at ionerne har omlgbsti-
der af starrelsesordenen 10 til 100 s afhaangig af deres masse
og ladning. Uden ydre pévirkning er ionernes|evetid bestemt
af restgastrykket i ringen, dakollisioner farer til dissociation
eller elektrontab. Trykket af restgas, mestendels brint, er
omkring 10t mbar. Et ikke-ladet fragment maaker ikke de
elektriske felter og bevasger sig derfor i den retning, dens
moderion havde. Neutrale atomer eller molekyler, som dannes i
midteromréde 1 (figur 3), fortsadter ligeud og rammer detekto-
ren placeret for enden af banen. | eksperimentet tadles de
neutrale produkter som funktion af tiden. Et sddant kollisions-
afhaengigt henfald er eksponentielt med en tidskonstant pa
nogle fasekunder (figur 4). lonerne kan imidlertid belysesi
den anden side af ringen (omréde 2 figur 3), og hvis de
fotoexciterede ioner har nok energi til at gai stykker af sig
selv, maleset sterretadletal i detektoren pga. forsinket dissoci-
ation.
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Figur 6. Afbildning af den totale procentdel af AMP-ioner der fotodissocierer
(fyldtecirkler), og procentdelen der dissocierer via en statistisk proces (abne
cirkler) somfunktion af laserlysets pulsenergi. Bemaak at for kationen er
brokdelen for den stati stiske proces multipliceret med 450.
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dissociationi stedet for tilbagevenden til grundtilstanden for
AMP-kationen.

Endnu faare ioner dissocierer viaen anden kanal med en
tidskonstant pa 146 ws (figur 5), der tilskriveskrydsningtil en
lavereliggende triplettilstand, Ty, efter excitation til S;. Kryds-
ning fra T, til § er spinforbudt og er flaskehal s for dissociatio-
nen.

Sluthemeerkninger

| vandig oplasning afhaenger AMP’ sioniseringsform af pH-
vaadien. Protoniseret adenins pK,-vaxdi er 4.1, og ved neutral
pH er nucleobasen derfor neutral. Dvs. i et biologisk miljg er
AM P-anionen den dominerende form. Eksperimenterne viser,
at der kan sesbort frastatistisk unimolekylaer dissociation
(mikrosekundtidsskal a) efter fotoexcitation, daionerne er kgl et
ned inden vekselvirkninger med vandmol ekyler (picosekund-
tidsskala). Samtidig er ikke-statistiske dissociationsprocesser
negligerbare for anionerne, hvilket er i fin overensstemmelse
med en ultrakort levetid af den exciteredetilstand (fa hundrede
femtosekunder). Deexcitationen sker hgjst sandsynligt viaet
konisk krydsningspunkt (mere ngjagtigt: sloped conical
intersection [11]). Det statter hypotesen om, at nucleobasers
fotostabilitet har veeret vigtig for arvematerial ets dannel se og
dermed forudsagningen for liv pajorden. Fremtidige malinger
paoligonucleotider er planlagte for at faflere detaljer om
energitransportprocessernei DNA og RNA.
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