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Circulardichroismus von Aminosauren im Vakuum-Ultravioletten**
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Professor Henri B. Kagan zum 80. Geburtstag gewidmet

Biopolymere wie Nucleinsduren und Proteine sind aus chi-
ralen Monomeren einheitlicher stereochemischer Konfigu-
ration aufgebaut. Natiirlich vorkommende Proteine enthalten
ausschlieBlich L-Aminosiuren.!! Eine der Hypothesen zur
Erkldrung dieses biomolekularen Symmetriebruchs beruht
auf dem Modell der absoluten asymmetrischen Photochemie,
dem zufolge circular polarisiertes (CP-)Licht einen Enantio-
mereniiberschuss in chiralen organischen Verbindungen zu
induzieren vermag.>*! Dieses Modell wird sowohl durch den
Nachweis von CP-Licht in der sternenbildenden Region des
Orions™*! als auch durch die Bestimmung von L-Enantiomer-
angereicherten Aminosduren in kohlenstoffhaltigen Meteo-
riten®® genihrt. Allerdings ist die differenzielle Absorption
des CP-Lichtes durch Aminosidure-Enantiomere, die die
Geschwindigkeit und Intensitit einer enantioselektiven
Photolyse bestimmt, iiber einen weiten Spektralbereich un-
bekannt. Wir zeigen, dass massive Ubergiinge im Circulardi-
chroismus (CD) von Aminosduren beobachtet werden
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konnen, indem die CD-Spektroskopie auf den Vakuum-
ultravioletten (Vakuum-UV-)Spektralbereich ausgeweitet
wird. a-H-Aminoséduren zeigen iiber einen groflen Spektral-
bereich dieselbe Grofe und dasselbe Vorzeichen im CD. In
einem gegebenen spektralen Fenster” kann CP-Licht einen
Enantiomereniiberschuss derselben Héndigkeit in den un-
tersuchten proteinogenen Aminoséduren induzieren. Absolute
asymmetrische Photochemie vermag daher die Entwicklung
von Leben auf der Erde, das auf L-Aminosiduren beruht,
ausgelost zu haben. Unsere Befunde zeigen, dass Enantio-
mere von ,,meteoritischen* o-Methylaminosduren eine di-
chroitische Absorption derselben GroBe, jedoch unter-
schiedlichen Vorzeichens aufweisen. Daher ist es nicht mog-
lich, dass CP-Licht einen L-Enantiomereniiberschuss in
sowohl a-Methylaminosduren als auch o-H-Aminosduren
induziert, wie sie in Meteoriten gefunden werden.

Um den Ursprung des biomolekularen Symmetriebruchs
zu erkliren, schligt eine weit verbreitete Theorie® %! vor,
dass interstellare CP-Strahlung im UV-Bereich, dhnlich der
infraroten CP-Strahlung, die in der sternenbildenden Region
des Orions nachgewiesen wurde,®” einen Enantiomeren-
iiberschuss durch asymmetrische photochemische Reaktio-
nen in interstellaren und circumstellaren organischen Ver-
bindungen induzierte, und dies bereits vor deren Transfer auf
die frithe Erde.l'¥ Diese Theorie wurde dadurch untermauert,
dass chirale Aminosdurestrukturen in interstellaren Eisana-
loga identifiziert wurden™ und eine groBe Zahl von L-
Enantiomeren-angereicherten Aminosduren im Inneren der
kohlenstoffhaltigen Murchison- und Murray-Meteoriten”!
nachgewiesen wurde.’! Die Verifizierung des Modells zur
absoluten asymmetrischen Photochemie erforderte eine sys-
tematische Untersuchung der differenziellen Absorption von
CP-Licht durch proteinogene und ,,meteoritische* Amino-
sduren-Enantiomere.

Bisher wurde die weit verbreitete Technik der CD-Spek-
troskopie zur Aufnahme elektronischer CD-Spektren von
chiralen Molekiilen in wissriger Losung oberhalb von 190 nm
angewendet."! Wasser absorbiert Photonen mit 4 < 190 nm,
was die Vakuum-UV-Region fiir die CD-Spektroskopie in
wiassriger Phase unzugénglich macht. Durch die Anwendung
einer Synchrotron-Strahlungsquelle fiir CP-Licht und durch
die Priparation von isotropen amorphen Aminosédurefilmen,
die in fester Phase auf MgF,-Fenster adsorbiert sind, ist es uns
nun gelungen, elektronische CD-Messungen auf den
Vakuum-UV-Bereich auszuweiten.

Wir beobachteten intensive CD-aktive Ubergéinge von
Aminosduren zwischen 140 und 190 nm (Abbildung 1), die
deutlich intensiver als die zuvor bekannten CD-Banden zwi-
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Abbildung 1. CD-Spektren von Aminosiduren in der Vakuum-UV-
Region. a) CD-Spektren zwischen 140 und 330 nm von isotropem
amorphem p-Ala (rot) und L-Ala (blau) verschiedener Schichtdicke;

b) L-Ala (blau), L-Val (hellgriin) und L-Leu (dunkelgriin); c) L-Aba (dun-
kelblau) -Ser (hellblau), d) p-lva (rot), L-lva (schwarz), p-Methyl-Val
(orange) und L-Methyl-Val (blau), aufgetragen auf MgF,. Starke CD-
aktive Uberginge von Aminosiuren finden sich bei 140-190 nm und
sind deutlich starker als die bisher bekannten CD-Banden bei 190—
330 nm im grau unterlegten Bereich. Bei 180 nm zeigen die Enantio-
mere der a-methylierten Aminosiuren Iva und a-Methyl-Val entgegen-
gesetzte CD-Spektren zu jenen der Enantiomere der a-H-Aminosiuren.
Die y-Achse ist auf Masse pro Fliche normiert.

schen 190 und 330 nm waren. Abbildung 1a zeigt die hiermit
zuginglichen CD-Spektren fiir D- und L-Alanin. Wie erwar-
tet, zeigen die Enantiomere von Alanin eine dichroitische
Absorption gleicher Grofe, jedoch entgegengesetzten Vor-
zeichens — ein Spiegeleffekt, der die hohe Qualitit der Daten
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veranschaulicht. Die CD-Spektren von L-Alanin, L-Valin und
L-Leucin sind durch Maxima zwischen 180 und 190 nm cha-
rakterisiert (Abbildung 1b), r-Valin und r-Leucin zeigen
Maxima zwischen 160 und 170 nm, und L-Serin und L-2-
Aminobuttersdure zeigen ihr Maximum bei 165-170 nm
(Abbildung 1c¢). Die aufgenommenen CD-Spektren sind ko-
hdrent mit friheren Arbeiten zu Alanin- und Valin-Enan-
tiomeren,'” in denen die CD-Spektren sowohl durch Line-
ardichroismus, der durch anisotrope mikrokristalline Proben
hervorgerufen wurde, als auch durch den CD-Beitrag enan-
tiomorpher Aminosédurekristalle beeinflusst worden waren.
Die CD-Spektren der analysierten a-H-L-Aminosduren sind
durch ein Maximum zwischen 165 und 185 nm charakterisiert.
Derart intensive Banden lassen sich den (m*,m)-Ubergingen
in der Carboxygruppe zuschreiben, wogegen (m*,n)-Uber-
ginge oberhalb von 200 nm vorkommen."”!

Dagegen beobachteten wir, dass die elektronischen CD-
Spektren der a-methylierten Aminoséduren L-Isovalin und L-
o-Methylvalin etwas unerwartet negative CD-Signale tiber
den spektralen Vakuum-UV-Bereich aufweisen (Abbil-
dung 1d). Die entgegengesetzten Enantiomere D-Isovalin
und D-a-Methylvalin zeigen positive CD-Banden gleicher
GrofBe. Wir nehmen an, dass die sterische Hinderung der o-
methylierten Aminosiuren drastische Anderungen der Mo-
lekiilorbitale hervorruft, die zu der beobachteten Inversion
des CD fiihren. Zeitabhingigen Ab-initio-Dichtefunktional-
rechnungen zufolge héngt der CD der Aminosiduren L-Valin
und L-Isovalin von der relativen Besetzung der moglichen
Konformere ab. Theoretische CD-Kurven, die nach ihrer
Boltzmann-Besetzung gewichtet wurden, bestitigten kiirzlich
die entgegengesetzten Vorzeichen fiir nichtionisches L-Valin
und L-Tsovalin in der Gasphase zwischen 130 und 180 nm.['*!
Friihere experimentelle Arbeiten, bei denen ein kommerzi-
elles CD-Photospektrometer verwendet worden war, hatten
das entgegengesetzte CD-Vorzeichen fiir Isovalin anhand von
Daten angedeutet, die lediglich bis zum Wert von 180 nm
giiltig sind, von dem an die Absorption gesittigt ist.['"]

Die zuvor genannten theoretischen Spektren neutraler
Molekiile in der Gasphase sind nicht unmittelbar mit inter-
stellarer Chemie und mit unseren Experimenten vergleich-
bar. Dies beruht auf der Tatsache, dass die Schwingungs-
spektren von kondensiertem L-Alanin scharfe Banden, die
NH;"-Normalschwingungen zugeordnet werden (Streck-
schwingung bei 3072 und 2978 cm™ und antisymmetrische
Schwingung bei 1586 cm™), sowie v,OCO™- und v,OCO"-
Schwingungen bei 1621 bzw. 1361 cm™' zeigen.'® Die
Schwingungen mittlerer Intensitit von NH;" — 8, p und t bei
1520/1505, 1237 bzw. 486 cm™' — untermauern die charakte-
ristischen Schwingungen der zwitterionischen Form. Die In-
frarotspektren von L-Alanin zeigen keine Banden bei 3322
und 1723 cm™!, die vNH,-Schwingungen (als Marker der
nichtprotonierten Form der Aminogruppe) bzw. vC=0O-
Schwingungen (als Marker der protonierten Carboxygruppe)
zugeordnet werden."®! Ahnlich zeigen die Schwingungsspek-
tren von L-Isovalin und L-Methylvalin scharfe Banden bei
1614 und 1366 cm™" bzw. bei 1618 und 1366 cm™'. Bei 3322
und 1723 cm™ sind keine Signale zugegen, was belegt, dass
auch r-Isovalin und L-Methylvalin in der amorphen festen
Phase in zwitterionischer Form vorliegen. Wir schlussfolgern,
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dass sowohl a-H- als auch a-Methylaminosduren nach Sub-
limation und Kondensation in zwitterionischer Form vorlie-
gen.

Das Problem des Einflusses kristalliner Strukturen auf die
optische Aktivitdt im Bereich unter 190 nm wird im Rahmen
unserer Vakuum-UV-Messungen umgangen, indem wir die
Aminoséduren in isotroper und amorpher Form in definierter
Schichtdicke auf MgF,-Fenster kondensieren. Das Vorliegen
der amorphen Form der kondensierten Aminoséduren und der
isotropen Orientierung in der festen Phase wurde durch
Elektronenbeugungsexperimente verifiziert. Hierfiir wurde
Epon-Harz auf den kondensierten Aminosdurefilm aufge-
tragen, und nach dessen Polymerisierung wurden transversale
70-nm-Schnitte (epon-cuts) elektronenbeugungsspektrosko-
pisch untersucht. Die aufgenommenen Spektren waren diffus,
was den isotropen, amorphen Zustand der sublimierten L-
Aminosaurefilme bestétigt.

Zudem wurden rasterelektronenmikroskopische Auf-
nahmen der kondensierten L-Valin- und p-a-Methylvalinfil-
me gemacht. Dabei wurde die nichtkristalline, isotrope,
amorphe Struktur sichtbar; sie zeigt blattdhnliche Aggregate
fiir das L-Valin und fadenartige Netzwerkstrukturen fiir D-a-
Methylvalin (Abbildung 2). Zum Vergleich wurde mikro-
kristallines L-Valin durch Eindampfen aus wissriger Losung
hergestellt. Dabei bildeten sich Mikrokristalle, die im Ras-
terelektronenmikroskop sichtbar waren (Abbildung 2a,b). Es
ist von besonderer Relevanz, dass wir UV- und Vakuum-UV-
CD-Spektren von Proben amorpher a-H- und a-Methylami-
nosduren aufgenommen haben, die unter simulierten inter-
stellaren und circumstellaren Bedingungen hergestellt
wurden, unter denen organische Molekiile in einem Prozess,
der als interstellarer Staubzyklus bekannt ist, sublimieren und
kondensieren.

Im Infraroten zeigt interstellare Strahlung asymmetrische
Komponenten und ist partiell circular polarisiert.”>) Diese
circulare Polarisation wurde auch fiir den Vakuum-UV-Be-
reich vorhergesagt und berechnet, konnte dort jedoch noch
nicht experimentell gemessen werden. ,,Chirale Photonen®
sind dafiir bekannt, dass sie ihre inhdrente Asymmetrie unter
bestimmten Bedingungen iiber enantioselektive Photolyse
auf organische Molekiile iibertragen konnen.?**1%1 Dieser
Licht-Materie-Chiralitédtstransfer hingt von der differenziel-
len Absorption des CP-Lichtes durch die beiden Enantiomere
ab. Die Kenntnis der chiroptischen Eigenschaften von Ami-
nosduren iiber einen breiten Spektralbereich ist wichtig, um
die Frage beantworten zu konnen, ob alle Aminosduren auf
derselben Energie/Wellenldnge asymmetrisch photolysieren
und ob das Vorzeichen des induzierten Enantiomereniiber-
schuss fiir alle Aminosiuren gleich ist.”” Wir folgern aus
unseren Befunden, dass CP-Licht einer gegebenen Wellen-
lange (170-200 nm) und einer gegebenen Helizitdt einen
Enantiomereniiberschuss derselben Héndigkeit in den un-
tersuchten proteinogenen Aminosiuren induzieren kann. Es
wurden Aminosduren ausgewéhlt, von denen angenommen
wird, dass sie frith von Proteinen rekrutiert worden sind.?"
Absolute asymmetrische interstellare Photochemie mag
daher die Entstehung des auf L-Aminosduren aufgebauten
Lebens auf der Erde ausgelost haben.
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Abbildung 2. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von L-Valin
und p-o-Methylvalin. a,b) Mikrokristallines L-Valin, das durch Ver-
dampfen einer wissrigen Lésung bei 1 atm erhalten wurde; c—e) amor-
phes L-Valin und f-j) amorphes p-a-Methylvalin. Die nichtkristallinen,
isotropen, amorphen Filme zeigen keine weitrdumige Ordnung; sie
wurden fiir die CD-Messungen verwendet.

Wie erwidhnt, wurden L-Enantiomeren-angereicherte
Aminosduren im Inneren der kohlenstoffhaltigen Murchison-
 und Murray-Meteoriten” nachgewiesen.’) Meteoritische
o-Methylaminosduren wie Isovalin zeigen einen signifikant
hoheren Enantiomereniiberschuss (bis 18.5% ee) als a-H-
Aminoséduren (einige Prozent). Es wird angenommen, dass
der urspriingliche Enantiomereniiberschuss der a-methylier-
ten Aminosduren wegen ldngerer Racemisierungszeiten
besser konserviert wurde. Unsere Befunde zeigen, dass die
Enantiomere der a-Methylaminosduren CD-Signale mit
entgegengesetztem Vorzeichen zu dem der a-H-Aminosédu-
ren aufweisen. Somit kann CP-Licht einer gegebenen Heli-
zitét nicht gleichzeitig einen L-Enantiomereniiberschuss in a-
Methyl- und in a-H-Aminosduren induzieren, wie er in Me-
teoriten gefunden wird. Zum Verstdndnis des kollektiven
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L-Enantiomereniiberschusses in ,,meteoritischen Amino-
sduren sind komplementidre Modelle vonnéten, wie enantio-
selektive Adsorptionen,? Kristallisationseffekte,” magne-
tochirale Einfliisse,*"! p-Zerfallsprodukte®! oder Einfliisse
der schwachen Wechselwirkung.”

Bislang haben wir lediglich Aminosduren untersucht, es
wire jedoch sinnvoll, die CD-Studien auch auf andere Fa-
milien organischer Molekiile auszuweiten, die ebenfalls
starke CD-aktive Uberginge im Vakuum-UV-Bereich auf-
weisen.

Experimentelles

CD-Spektren der Aminosduren wurden am UV1- und CD1-Licht-
kanal des Synchrotron-Zentrums ASTRID am Elektronen-Spei-
cherring (ISA) der Universitit Aarhus (Ddnemark) aufgenommen.
Die linear polarisierte Strahlung der Lichtkanile wurde durch einen
photoelastischen CaF,-Modulator zu alternierend links- und rechts-
héndigem CP-Licht moduliert. Das CP-Licht passierte die Proben
und wurde mit einem Photovervielfiltiger detektiert, der fiir den
Vakuum-UV-Bereich ausgelegt ist. Wellenldnge und Signalbreite
wurden mit (4)-Camphersulfonsdure (CSA) kalibriert. Die MgF,-
Fenster wurden aus einem MgF,-Kristall senkrecht zur c-Achse ge-
schnitten, um die Doppelbrechung zu minimieren. Blindproben-CD-
Spektren wurden fiir die MgF,-Fenster gemessen und von den CD-
Spektren der Aminosduren subtrahiert. Jedes CD-Spektrum wurde
doppelt gemessen. Die MgF,-Fenster mit den Aminosdurefilmen
wurden in Winkeln von 0, 90, 180 und 270° um die Achse der Syn-
chrotronstrahlung gedreht. Die dabei gemessenen CD-Spektren
waren identisch, wodurch storende Effekte durch unerwiinschten
Lineardichroismus und lineare Doppelbrechung ausgeschlossen
werden konnten.””)

Aminosduren wurden von Fluka in > 99.5% Reinheit erworben.
Aminosdurefilme wurden durch Sublimation und Kondensation von
Aminosduren unter Temparatur- und Druckkontrolle im Ultrahoch-
vakuum produziert. Die Aminosiduren wurden dazu in eine Subli-
mationsquelle, ein zylindrisches 19-mm?*-Quarzreservoir gegeben, das
in einen heizbaren Metallzylinder eingefiigt wurde. Dessen Tempe-
ratur wurde mit einem Thermoelement vom Typ K registriert. Eine
Klappe ermoglichte es, den Aminosédurefluss zu 6ffnen und zu ver-
schlieBen. Die Flussgeschwindigkeit der Aminosdurekondensation
(typischerweise 10-20 nmmin~') wurde iiber eine 5-MHz-Quarz-
kristall-Mikrowaage gemessen, die zwischen Sublimationsquelle und
MgF,-Fenster eingefiigt werden konnte. Die Ultrahochvakuumkam-

Tabelle 1: Datensatz der Aminoséuresublimation und -kondensation.

Aminosaure T [°CIH to [min] Filmdicke [nm]®
p-Alanin 149.0 30 500
L-Alanin 149.0 30 500
L-Valin 140.0 30 500
L-Leucin 131.0 20 150
L-Serin 153.0 40 250
L-2-Aminobutterséure 138.0 30 500
L-Isovalin 130.0 30 400
D-Isovalin 130.0 30 400
L-a-Methylvalin 145.0 40 300
p-a-Methylvalin 145.0 40 300

[a] Sublimationstemperatur bei P=10"" mbar, optimiert, um Konden-
sationsgeschwindigkeiten von 10-20 nmmin~"' zu erzeugen, die mithilfe
einer Quarzkristall-Mikrowaage (QCM) kontrolliert wurden. [b] Die Be-
stimmung der Filmdicke durch QCM ist mit einem Fehler von £10 nm
behaftet.
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mer wurde mithilfe einer Turbopumpe evakuiert, die durch eine
Skroll-Pumpe unterstiitzt wurde. Der Druck wurde iiber einen
Drucksensor ermittelt. Datensitze zur Sublimation und Kondensati-
on von Aminoséduren sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Eingegangen am 25. Juni 2010
Online veroffentlicht am 15. September 2010
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Circular polarisiertes Licht - Circulardichroismus -
Ursprung des Lebens
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