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Cirkular dikroisme i det fjerne ultraviolette
med synkrotronstraling som lyskilde

| keelderen under Aarhus Universitet kan man nu mdle absorption og CD-spekire med
synkrotronstréling. Synkrotonstréling er en ekstremt intens lyskilde, der er langt kraftigere

end de traditionelle
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Under parkeringspladsen mellem Kemisk Institut og Institut for
Fysik og Astronomi ved Aarhus Universitet foregar der noget
spendende af interesse for danske kemikere, biokemikere og
molekyl@rbiologer. Her ligger lagerringsfaciliteten ASTRID,
som drives af ISA (Institute for Storage Ring Facilities — Aar-
hus). I Igbet af det sidste halvandet &rs tid har ansatte ved ISA
etableret en ny malestation (sakaldt beamline) kaldet UV1. Den
er indrettet til spektroskopiske undersggelser i det synlige,
nare og fjerne ultraviolette spektralomrade. Her kan der males
absorption og cirkular dikroisme (CD) af molekyler i oplgsning
samt af rene vasker og gasser. Der er dog tenkt specielt pa
studier af proteiner og andre biologiske molekyler i oplgsning
ved indretningen af malestationen.

Lidt om synkrotronstrdling og om UV1

Nogle vil méske tenke: hvorfor er det ngdvendigt at bevage
sig ned i kaelderen under Aarhus Universitet for at méle absorp-
tion og CD-spektre, nér der findes kommercielle instrumenter
til den slags mange steder?

Arsagen er den, at synkrotronstraling er en ekstremt kraftig
lyskilde, som er traditionelle lyskilder langt overlegen. Stra-
lingsintensiteten er meget hgj, f.eks. er der en foton-flux pa ca.
4-10" fotoner/sek. ved 200 nm ved UV 1. Det er op til fire stgr-
relsesordner kraftigere end traditionelle lyskilder, som en Xe-

non-lampe, der ikke har sa meget intensitet i det fjerne ultravi-
olette omrade under 200 nm.

I en lagerring som ASTRID kan ladede partikler som ioner
og elektroner opbevares, idet de holdes i omlgb ved hgj hastig-
hed under vakuum (under 10 mbar). Opbevaring af ioner er af .,

Hvad er cirkular dikroisme spektroskopi?

Cirkular dikroisme (CD) er en spektroskopisk teknik, der
kan give information om optisk aktive molekyler. Som
navnet antyder anvendes der cirkulert polariseret lys, og
dikroisme henviser til at chirale molekyler er »to-farvede«
m.h.t. cirkulert polariseret lys. CD defineres som forskel-
len i absorbans imellem venstre- og hgjre-polariseret lys.
CD optages normalt pa molekyler i oplgsning i det synlige
og ultraviolette spektralomrade, dvs. til detektion af
elektronovergange. CD anvendes rutinemassigt til analyse
af makromolekyler, som nukleinsyrer og proteiner. Tradi-
tionelle, kommercielle CD-instrumenter kan typisk méle i
spektralomradet fra det synlige (700 eller 800 nm) ned i
det fjerne ultraviolette (ca.180 nm). I praksis er det dog
ofte sveert at male under 200 nm pa en protein-oplgsning.
For en generel introduktion til CD henvises til [1].
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Bolgelzengde (nm) Figur 1. Spektrum af primer interesse for atomfysik (der foregar dog i gjeblikket

100000 1000 10 01 synkrotronstrdlingen fra serdeles interessante forsgg med molekylere ioner ved den
et ASTRID. Til sammenligning mindre lagerring ELISA, ligeledes ved ISA). Men nér der lag-
B - ervist solens spektrum. res elektroner i ringen, frigives der sakaldt synkrotronstréling,

= Sy”"f;;gs;fl'g‘g - nér elektronerne accelereres. Den udsendte striling dekker et
B _ meget stort spektralomrade som vist pa figur 1. For en nermere
T redeggrelse omkring ASTRID henvises til [2].

- Der udsendes straling, nar de lagrede elektroner afbgjes i et
. magnetfelt — som f.eks. ved dipolmagneterne i lagerringens
»hjgrner«. For at anvende stralingen som lyskilde etableres
»beamlines« som tangenter til elektronernes bane i lagerrin-
- gens hjgrner. UV 1 er placeret ved en af de fire dipolmagneter,
som ses bag den bla kappe pa figur 2. Selve CD-instrumentet
ses gverst til venstre, mens styrecomputeren kan skimtes til
hgjre.

Synkrotronstralingen er i meget hgj grad lineart polariseret i
det horisontale plan — og er derfor meget velegnet til f.eks. cir-
kular dikroisme spektroskopi. I et traditionelt CD-instrument
indszttes en simpel linezer polarisator efter lyskilden, og inden
der genereres cirkulart polariseret lys. UV1 har specielt kon-
strueret optik, der sgrger for at den lineert polariserede synkro-
tronstraling bevarer sin hgje grad af polarisering. I et vakuum,
som er direkte forbundet til lagerringens vakuum, sidder et
spejl, som fokuserer stralingen. Her sidder ligeledes to udskif-
telige gitre: et til det synlige (700-300 nm) og et til det ultravi-
olette omrade (350-100 nm). Dette vakuum er adskilt fra CD-
instrumentet med et calciumfluorid-vindue. Efter dette vindue
omdannes det line@rt polariserede lys til alternerende hgjre- og
venstrehands cirkulert polariseret lys vha. en photo-elastisk
modulator (PEM) med en modulations-frekvens pa 50 kHz.
Efter PEM’en fortsztter lyset til prgvekammeret, og CD-in-
strumentet ved UV 1 er herefter konstrueret som et traditionelt
CD-instrument. Lysstralen passerer prgven og detekteres vha.
et fotomultiplikatorrgr. Signalet fra fotomultiplikatorrgret be-
star af en jevnstrgmsdel samt den lille vekselstrgmskomponent
ved 50 kHz, som stammer fra CD-signalet. Mens jevnstrgms-
signalet holdes konstant ved at regulere sp@ndingen over foto-
multiplikatoren, sa udtreekkes CD-signalet vha. en sakaldt lock-
in-forsteerker, som kun opfanger signaler, der varierer med 50
kHz. En n@rmere beskrivelse af UV 1 findes pa ISA’s hjemme-
side (www.isa.au.dk), og en publikation er under udarbejdelse

[3].

Figur 3. Quartz Suprasil celle o

fr:zg HellmQa til éD-fpektroskopi. HVOI’d(IIl mules der ved uvi?
Alt styring og dataopsamling ved UV1 foregar vha. en
Windowsbaseret computer med et styreprogram programme-
ret i Visual Basic. Der er endda computerstyret temperatur-
kontrol af prgven vha. et Peltier-element i temperatur-
intervallet fra ca. —10 til +80°C. Maling af CD og absorbans
foretages i to separate malinger, idet CD-opstillingen ikke
giver de bedste betingelser for detektion af prgvens samlede
absorbans. Men med en let ombytning af et par kabler kan
man optage fotomultiplikator-spendingen som funktion af
bglgelengden. Nar dette er gjort for bade prgve og en refe-
rence, er det let at beregne absorptionsspektret, idet absorbans
er defineret som logaritmen til brgken af signalet for referen-
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Figur 2. Foto af hjgrnet af ASTRID, der hvor UVI-linien udtages.

cen over signalet for prgven.
Solvent 10 mm celle 0,1 mm celle Til sdvel absorbans- som CD-malinger benyttes cirkulere
Pentan 190 nm 170 nm kvartskuvetter, naturligvis af den bedste kvartskvalitet, som
2,2,2-Trifluorethanol 190 nm 170 nm f.eks. Quartz Suprasil fra Hellma som er vist pa figur 3. Kvali-
Vand 205 nm 172 nm teten af disse celler er af stor betydning, hvis man gnsker at
Acetonitril 190 nm 180 nm male ved bglgel@ngder under 200 nm. Selv mindre ridser eller
Methanol 205 nm 186 nm andre fejl i kvartsen har stor betydning for, hvor meget lys der
kan komme igennem cellen. Andre faktorer har ogsa indflydel-
Tabel 1. Greenser for anvendelighed ved lave bplgelengder for udvalgte se pa tab af lys ved sma bglgelangder, og hvis man gnsker at
solventer [4]. male i det fjerne ultraviolette omrade, er det derfor ngdvendigt
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Figur 4. Absorption og CD-spektre i det fjerne UV af den neutrale ligand
(S,S-stien(H biur),) og cobalt(Ill) forbindelsen ([Co-S,S-stien(biur),] ).

s vidt muligt at minimere lystabet pa andre omrader. Da oxy-
gen i luften vil absorbere den harde UV-straling — og i gvrigt
omdannes til ozon pga. den, er det ngdvendigt at foretage en
effektiv udskiftning af luften i prgvekammeret med nitrogen
eller en anden inert gas. Da prgvekammeret er konstrueret med
et meget lille volumen og den kortest mulige lysvej til detekto-
ren, er det som regel tilstreekkeligt at bruge en strgm pa 3-5
liter nitrogen i minuttet. Den sidste made at minimere lystabet
pa er naturligvis i prgve-praparationen. Det er klart, at der er
en stor fordel i at minimere solventets absorption ved at bruge
kvartsceller med meget kort vejlengde (fra 1 mm ned til 0,005
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Figur 5. Repreesentation af strukturen for liganden S,S-stien(H biur), og
cobalt(1ll) forbindelsen [Co-S,S-stien(biur),]".
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mm) og tilsvarende hgj prevekoncentration. Det er ogsa muligt
at veelge solvent med en vis omhu. Rent vand er ikke noget helt
darligt valg, D,O er bedre, og endelig er der muligheden for en
rekke forskellige organiske solventer som vist i tabel 1.

Som eksempel pé spektre optaget ved UV1 er pa figur 4 vist
absorbans og CD-data for en cobalt(IIT) koordinationsforbin-
delse og den tilsvarende protoniserede ligand. Liganden er te-
tradentat, sammensat af to biuret-enheder med en bro afledt af
chiralt stilbendiamin. Strukturformlen for kompleks og ligand
er i vist pa figur 5. Pa et normalt spektrofotometer, der kan
male ned til 190 nm, har liganden et ganske uinteressant ab-
sorptionsspektrum, men ved UV1 kan man fa meget mere in-
formation. Ud fra CD-spektrene af bade ligand og koordinati-
onsforbindelse kan man bl.a. fa information om molekylernes
konfiguration i oplgsning. I begge tilfelde ses et exciton-band,
hvor CD-signalet skifter fortegn ved en bglgelengde, der sva-
rer til absorptionsmaksimum. Det er tegn pa, at der er en vinkel
forskellig fra 0 og 90 grader for de vekselvirkende biuret-chro-
moforer.

CD med synkrotronstraling er en teknik pé vej frem
Der findes i gjeblikket ikke mange muligheder for at udgve
CD-spektroskopi med synkrotronstraling (forkortet: SR-CD for
Synchrotron Radiation CD), men det er en teknik, der ser ud til
at veere i fremgang. Der findes p.t. kun tre SR-CD-faciliteter:
En ved National Synchrotron Light Source (NSLS) ved
Brookhaven National Laboratory (USA) [5], én ved
Synchrotron Radiation Source (SRS) i Daresbury (UK) [6] og
endelig UV1 ved ASTRID. Der er dog i gjeblikket planer om at
etablere SR-CD-faciliteter flere steder ved synkrotronfaciliteter
rundt om i verden. Som navnt er det, der adskiller synkrotron-
stralingen fra konventionelle lyskilder, at lysintensiteten er
langt hgjere, hvilket giver mulighed for at fa et meget bedre
signal/stgj-forhold i datamaterialet. Man kan saledes pa kortere
tid fa data af en bedre kvalitet, og dermed udvides mulighe-
derne ogsa for at anvende CD som teknik til at studere dynami-
ske fenomener. Den stgrste fordel ved synkrontron-lyskilden
og UVI1-maélestationen ma dog nok siges at veere muligheden
for at optage CD- og absorptionsspektre af molekyler i oplgs-
ning helt ned til ca. 160 nm. Nogle vil maske tenke, at det
netop primert er fysikere, der er interesseret i sa hard UV-stra-
ling. Men det er et faktum, at der ved at studere CD-spektre i
det fjerne UV-omrade er store mangder information at hente
om struktur og dynamik af biologiske makromolekyler som
proteiner og DNA. Det er specielt muligheden for at studere
proteinstruktur i vandig oplgsning, som ggr SR-CD sa attraktiv.
Pa figur 6 er vist et eksempel pa ra data fra UV1 uden nogen
form for manipulation. Det er et CD-spektrum af myoglobin
oplgst i 2,2,2-trifluorethanol (ca. Smg/mL) med tilhgrende re-
ferencespektrum, begge i en 0,005 mm kvartscelle. Reference-
spektret af solventet viser selve instrumentets baggrundssignal.
Spektret er skaret af ved 163 nm, hvor lystabet bliver for stort
til, at detektoren kan fglge med. Der er skannet fra 280 til 160
nm med skridt pa en nm og en telletid pa seks sek. for hvert
malepunkt. Prgven er skannet to gange, referencen kun en
gang, hvilket giver en samlet maletid pa 1 time. CD-spektret
for myoglobin er typisk for proteiner med hgjt indhold af o.-
helix: to negative band ved 220 nm og 208 nm, samt et kraftigt
positivt band ved 190 nm. Spektret af myoglobin i 2,2,2-tri-
fluorethanol er meget lig spektret for en vandig oplgsning,
selvom det fluorerede solvent normalt modificerer protein-
struktur [7].

Cirkular dikroisme af biologiske molekyler
Hvordan kan man i praksis anvende CD til analyse af protein-
struktur? Svaret pa dette spgrgsmal ligger i, at de forskellige,
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Figur 6. CD-spektrum af myoglobin oplgst i 2,2,2-trifluorethanol samt
referencespektrum af solventet.

velkendte sekundare strukturelementer for proteiner har helt
karakteristiske CD-spektre [8]. Disse karaktertreek opstar ved,
at de enkelte peptid-kromoforer kobler med hinanden og dan-
ner et »makroskopisk« CD-signal, som er afh@ngigt af peptid-
kromoforernes rumlige orientering. Saledes giver o-helix, 3-
sheets, B-turns og random-coil unikke CD-spektre. CD-spektret
for et vilkarligt protein kan opfattes som en sum af spektrale
bidrag fra disse forskellige sekund@re strukturtyper. Ud fra et
basis-s®t af CD-spektre for proteiner og peptider med velkendt
sekunder struktur er det muligt at foretage en beregning af bi-
drag fra de forskellige sekundzre strukturelementer i et ekspe-
rimentelt CD-spektrum for en proteinoplgsning. Metoden ma
dog paregnes at have en rimelig stor usikkerhed, hvis man ikke
har et meget godt (stgjfrit) datamateriale og helst med data til
sé lave bglgelengder som muligt [9].

Gruppen omkring SR-CD-faciliteten i Daresbury har varet
meget aktive omkring anvendelsesmulighederne af teknikken
til strukturanalyse af proteiner. De har bl.a. etableret en omfat-
tende internetside DICHROWEB: www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb,
hvor der adgang til online-analyse af CD-data med en rakke af
de mest udbredte programmer. Fra Daresbury brugergruppen er
der ogsa planer om at etablere to helt nye databaser med prote-
in-CD-spektre, sd man far udvidet mulighederne for struktur-
analyse ved CD. En database skal vare for membranproteiner,
som er utrolig svere at krystallisere og derfor vil vaere meget
interessante at studere med CD. Det er ngdvendigt med en se-
parat database for membranproteiner, idet de normalt har lidt
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@ndrede CD-spektre pga. de associerede lipider. Den anden
database skal dekke proteiner i vandig oplgsning, men med et
datamateriale der udnytter hele SR-CD-spektralomradet, dvs.
ned til 160 nm. For nylig har B.A. Wallace fra brugergruppen i
Daresbury publiceret SR-CD-data, der tilsyneladende viser, at
man ved CD-signaler under 170 nm faktisk ikke bare kan skel-
ne mellem sekundzre strukturelementer af proteiner, men ogsa
kan skelne tertizere foldningsmotiver [10]. Disse meget opsigts-
vakkende observationer og fortolkninger er dog ikke bekraftet
uathangigt pa nuverende tidspunkt.

Ud over den umiddelbart tilgaengelige information om protei-
ners sekundare struktur har SR-CD en stor rolle at spille ved
studier af strukturelle @ndringer af proteiner. Pga. det forbedre-
de signal/stgj-forhold, kan man optage CD-spektre hurtigt.
Derved kan man lettere studere ting som proteinfoldning og
-stabilitet, som funktion af eksterne faktorer som temperatur,
pH, solvent osv. Men ogsa hurtige kinetiske malinger er mulige
ved brug af f.eks. stopped-flow-teknikker [11].

Muligheder for nye brugere ved UV1

UV er tilgengelig for interesserede brugere i det omfang, der
er tilgengelig maletid. Man ansgger om at fa maletid ved hen-
vendelse til ISA. Afthengig af den enkelte brugers behov vil
der kunne treffes aftale omkring teknisk assistance eller et
egentlig samarbejde med ISA. Som beskrevet er der mulighed
for bade at male absorption og CD af savel oplgsninger som
gasser. Selvom vi ikke har lagt veegt pa det i denne artikel, er
UV1 ogsa serdeles interessant for f.eks. atmosferekemikere,
der kan udnytte den harde UV-strdling som ASTRID og UV1
kan levere.

I ASTRID kan der som navnt lagres bade ioner og elektro-
ner. Men dette ggres naturligvis ikke pa samme tid. Aret er
inddelt i fire perioder, to med ionlagring og to med elektronlag-
ring. Den n@ste periode med elektronlagring, og dermed syn-
krotronstraling er fra den 21. januar til den 5. maj 2002. Man
kan i gvrigt finde en mere detaljeret tidsplan og ogsé den gje-
blikkelige status for ASTRID pa ISA’s hjemmeside.
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