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Spektrometria skoku temperatury (T-jump)
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TgK Scientific, 7 Long’s Yard St Margaret’s
Street, Bradford on Avon BA15 1DH
United Kingdom

naczynko
pomiarowe

monochromator *

Temperature-Jump System, TJ-64
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.' Power Supply ~ System skoku temperatury TJ-64 firmy
{|: TgK Scientific to przyrzad wykorzystujacy
I '\_/ metode ogrzewania Joule'a, w ktorej
wytadowanie elektryczne powoduje
@ ) |_. szybka zmiane temperatury 100 pl
?En £ t —— objetosci reakcji, zaburzajac w ten sposéb
Y f jej rownowage. Przyrzad ten umozliwia
&z \ 2 skoki temperatury do 10°C w ciggu kilku
E ks S aw mikrosekund.
'S
s Z System sktada sie z termostatowanrgo naczynka potagczonego
bezposrednio z uktadem optycznym z mozliwoscia detekcji absorpcji i
fluorescencji. System wykorzystuje zasilacze magazynujace energie pod
wysokim napieciem w kondensatorach. Energia kondensatorow jest

Temperature Jump (not to scale)

szybko roztadowywana poprzez badana prébke.



A Nan OSECOI‘Id Tem peratu rE'Ju m p Apparatus (z ogrzewaniem Joule'a, za pomoca kabla koncentrycznego*)
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parametrami jest impedancja Z, okreslona przez E ”/ ]

_ 1/2 Hign Voltage \
Z=(L/C) Cooxial (Cable L g 5 Oscilloscope
< " [

oraz predkos¢ propagaciji v, dana wzorem ? |

V= (LC )— 1/2 Z h IRev. Sci. Instr., 42:1643-1647 (1971)
gdzie L to indukcyjnosé kabla na jednostke dtugoéci, a C to Eé h
pojemnos$¢ na jednostke dtugosci. Dla kakia koncentryczneqo % Vet

L=(u/27)-In(b/a) and C=(2x¢)[in(bla)]" 100KV

gdzie ai b to promienie edpowiednio wewnetrznego i zewnetrznego
przewodnika oraz gdzie 1 to przenikalnosé magnetyczna, a € to stata
dielektryczna izciatora. Zatem

Z=01/2x)(ul€)*In(bla) "\ i ve={ue)™?

Czas t, przestania fali elektromagnetycznej wzdtuz kabla o
dtugosci s wyraza sie wzorem t,=s /v

*Kabel koncentryczny skiada sie z wewnetrznego przewodnika

otoczonego koncentryczna os}onq przewodzch’ przy czym oba te Forma impulsu prqdu roztadowania (R=50 Q, 7=28 Q) Skala pozioma 50 nsldz.
elementy sa oddzielone dielektrykiem (materiatem izolacyjnym). Zatem wymog dopasowania nie jest bardzo krytyczny. Wewnetrzny przewodnik
Predko$é propagaciji, z jaka sygnat elektryczny moze roschodzié¢ sie jest tadowany do napiecia do 100 kV. Jest on odizolowany od naczynka prébki
w kablu jest poréwnywalna zpredkoscia Swiatta. za pomoca iskiernika wysokoci$nieniowego. Wytadowanie nastepuje poprzez

zawOr magnetyczny uwalniajacy to ci$nienie (okoto 10 atm).



E KALIBRACJA SKOKU TEMPERATURY PRZYRZADU T-

JUMP TJ-64 Z UZYCIEM TRIS/CZERWIEK: FENOLOWA
TgK Scientific, 7 Long’s Yard St Margaret’s
Street, Bradford on Avon BA15 1DH
United Kingdom
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Kalibracja obserwowanych zmian temperatury w spektrometrze T-jump, odpowiadajacych
przytozonym napieciom wytadowania. Bada sie sprzezona reakcje Tris/czerwien fenolowa za
pomgoca analizy amplitudy relaksacji. Czerwien fenolowa jest powszechnie stosowanym
wskaznikiem pH z dobrze okreslona zmiang koloru podczas protonowania/deprotonowania.
Tris jest buforem o dziataniu znaczaco zaleznym od temperatury, z pKa rownym 8.21 w 21 °C i
ApKJAT = --0.027/°C. Czerwien fenolowa ma ApK./AT = —0.006/°C. Lewa: Zaleznos¢ od pH
absorbancji czerwieni fenolowej w 100 mM roztworze Tris w temperaturze 25 °C. Prawa:
Absorbancja przy 555 nm wykreslona z funkcja dopasowania pH (czerwona linia) do:

AUmin o AUmax

1+10PH_pKa
z pKa =7.73 £ 0.01 pomiary z uzyciem spektrometru Varian's Cary 50.

AUSSS — AUmax +




HI{TIEICH TEMPERATURE CALIBRATION OF T-JUMP INSTRUMENT TJ-64
USING TRIS/PHENOL RED

TgK Scientific, 7 Long’s Yard St Margaret’s
Street, Bradford on Avon BA15 1DH
United Kingdom
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Lewa: Widima absorbancji czerwieni fenolowej w 100 mM Tris, pH 7,7 (w 25 °C) mierzone w
réznych temperaturach.

Prawa: Zaleznosé temiperaturowa absorbancji deprotonowanej formy czerwieni fenolowej przy
555 nm. Nachylenie, dAUsss/dT, wynosi -0.0123 + 0.0004 AUsss/°C
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TEMPERATURE CALIBRATION OF T-JUMP INSTRUMENT TJ-64

TgK Scientific, 7 Long’s Yard St Margaret’s USING TRIS/PHENOL RED
Street, Bradford on Avon BA15 1DH
United Kingdom
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Pomiary zmian absorbancji roztworu Tris/czerwien fenolowa przy skoku temperatury
przeprowadzonego przy roziadowaniu napieé¢ w zakresie od 5 do 12 kV.

Lewy: Krzywe relaksacji T-Jump czerwieni fenolowej w 100 mM Tris, pH 7,7, od 20 °C, mierzone
przy roznych napieciach roztadowania w TJ-64. Zmiany absorbancji przeksztatcono na zmiany
temperatury, korzystajac z nachylenia wykresu z poprzedniego slajdu.

Prawy: ZaieznoS$¢ pomiedzy wielkoscig skoku temperatury (AT) a napieciem roztadowania.
Nachylenie okreslone metoda regresji liniowej wynosi +0.0603 +0.0008 °C/kV?



Pomiar amplitudy relaksacji w doswiadczeniu skoku T

Napiecie fotopowielacza jest proporcjonalne do natezenia Swiatta padajacego: P o I.
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Wprowadzimy zmiane temperatury do ostathiego wyrazenia ...
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Time-resolved methods in biophysics. 9. Laser temperature-jump methods for
investigating biomolecular dynamics, Photochem. Photobiol. Sci., 2009, 8, 499-512;

Jan Kubelka
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Uzycie lasera w eksperymentach T-jump
zaproponowano juz w latach 60-tych XX wieku,
wkroétce po pojawieniu sig laserdow impulsowych.

Bezpesrediiie ogrzewanie woadnego rozpuszczal-
nika wymaga impulsdw bliskiej podczerwieni o
energii kKilku mJ w zakresie od 1300 do 2200 nm.

Intensywne impulsy laserowe o pozadanych
diugosciach fal mozna uzyskaé poprzez
konwersje Ramana tatwo dostepnych laseréow
z przetaczaniem Q.

W ciggu ostatniej dekady opracowano okoto
tuzina laserowych przyrzadéw do wykonywa-

— ==
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Schematyczny ukiad laserowego instrumentu do pomiaru skoku temperatury Narodowego

Instytutu Zdrowia (NIH). \Phctochem. Photobio!. Sci., 8:499-512 (2009)

nia skokéw temperatury. Uktady te sg podo-
bna do siebie, réznice dotycza gtéwnie reje-
stracji zmian zachodzacych w roztworze po
skoku temperatury.

Laserowy aparat T-jumip (przedstawiony powyzej), zostat zaprojektowany do pomiaréw kinetyki fatdowania
biatek przy uzyciu tlucrescencji tryptofanu (Trp) jako sondy. Skok temperatury jest generowany przez laser
Nd:YAG z przetaczaniem Q (tzw. Q-switch), ktéry wytwarza impulsy 7 ns, 300 mJ przy 1064 nm. Moc wyjSciowa
lasera Nd:YAG jest przesuwana przez komérke Ramana wypetniong D, pod ciSnieniem 500 psi, wytwarzajaca
~15 mJ na impuls przy 1562 nm. Impuls jest rozdzielany na dwie przeciw-biezne wigzki, skupiane na kuwecie
probki, powodujgc skoki temperatury od 15 K (przy ~293 K) do 10 K (przy ~333 K). Fluorescencje Trp wzbudza
sie przy 284 nm przy uzyciu lasera kryptonowego CW. Lasery kryptonowe moga emitowac¢ sSwiatto widzialne w
poblizu kilku ré6znych dtugosci fal, zwykle 406,7 nm, 413,1 nm, 415,4 nm, 468,0 nm, 476,2 nm, 482,5 nm, 520,8
nm, 530,9 nm, 568,2 nm (podwojenie czestosci daje 284.1 nm), 647,1 nm i 676,4 nm.



Eksperymentalne profile wiazek bliskiej podczerwieni
(ogrzewanie) i UV (sonda) w spektrometrze T-jump Kubelki.
Skok temperatury w H.O mierzono za pomoca zaleznej od
temperatury fluorescencji N-acetylotryptofanuamidu
(NATA).
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Czasawy profil zmian temperatury w spektrome-
trze T-jump Kubelki. Temperature kalibrowano za
pocimoca fluorescencji NATA. Gwiazdka oznhacza
eksperymentalny artefakt (,kolec”). Temperatura
pozostaje w przyblizeniu stata przez okoto 3 ms,
a prébka jest skutecznie schtadzana do
temperatury poczatkowej przez ~100 ms. Aby
zapewnic¢ catkowitg relaksacje termiczna, jak
réwniez optymalna wydajnosé ogniwa Ramana,
doswiadczenie przeprowadza sie z
czestotliwoscia 1,67 Hz. Aby zredukowaé
fotouszkodzenie Trp przez promieniowanie UV,
stosuje sie szybka migawke, ktéra blokuje wigzke
UV pomiedzy rejestracjami dla kolejnych skokéw
temperatury. Aby jednak catkowicie
wyeliminowa¢ utrate sygnatu na skutek
fotowybielania, pomiary prowadzi sie ze
specjalnie opracowang kuwetg przeptywowa.



Laser Nd:YAG Nd:YAG (granat itrowo:aluminiowy domieszkowany neodymem; Nd:Y3AI5012)
) to krysztat stosowany jako osrodek laserowy w laserach na ciele statym.
Domieszka, potréjnie zjonizowany neodym, Nd(lll), zazwyczaj zastepuje
niewielka frakcje (1%) jonow itru w strukturze krystalicznej macierzystego
granatu itrowo-glinowego (YAG), poniewaz oba joriy majg podobna wielkosé.
To jon neodymu zapewnia aktywnos$¢ laserowa w krysztale. Impulsowe lasery
Nd:YAG sa zwykle obstugiwane w tak zwanym trybie przetagczania Q:
przetacznik optyczny jest wkiadany do wneki lasera'i czeka na maksymalna
inwersje obsadzen jondw neodyriu, zanim sie otworzy. Nastepnie fala swietlna
moze przejS¢ przez wneke, ebrézniajac wzbudzony osradek laserowy przy
maksymalnej inwersji obsadzen. W tym trybie przetgczania Q osiagnietc moc
wyjsciowa 250 megawatow i czas trwanria impulsu od 10 do 25 nanosekund.
A \ Czestotliwosé emitowanego promieniowania mozna efektywnie podwoié, aby
wygenerowac swiatto laserowe przy 532 nm lub wyzsze harmoniczne przy 355,
A 2661 2213 nm.

dg=
I"3,f2

pret laserowy Nd:YAG

e

1064 nm

Y i

Granat itrowo-aluminiowy (diamonair, cyrolit, YAG)

il Y

Jony neodymu w réznych typach krysztatéw jonowych, a takze w szktach, dziataja jako osSrodek wzmocnienia lasera,
zazwyczaj emitujac Swiatto o dtugosci fali 1064 nm z okresSlonego przejScia atomowego w jonie heodymu (ze stanu
oznaczonego jako “Fs. do stanu %1, po ,wpompowaniu” do wzbudzenia ze zrédta zewnetrznego | dezaktywaciji
bezpromienistej do “Fz.. Neodym jest pierwiastkiem chemicznym o symbolu Nd i liczbie atomowej 60.

wikipedia



36 aminokwaswe biatko Villin Headpiece HP35 oraz kinetyka relaksacyjna jego rozwijanial/zwijania w
spektrometrze T-jump opisanym przez Kubelke.
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(a) Model wstegowy HIP35 (PDB 1yrf) z wyréznionym Trp23 (sonda fluorescencyjna) i wygaszaczem (His27),
wprowadzonym do sekwencji, aby fluorescencja Trp monitorowata proces zwijania.

(b) Relaksacja fluorescenciji Trp po skoku T z 328 do 337 K. Chwilowy spadek intensywnosci fluorescenciji
wynika z wewnetrznej zaleznosci wydajnosci kwantowej Trp od temperatury. PéZniejszy wzrost wynika z
przerwania kontaktu pomiedzy Trp23 i wygaszaczem His27, monitorujac ogolne rozwiniecie struktury biatka w
odpowiedzi ha podwyzszong temperature. Czarna krzywa jest dwuwyktadniczym dopasowaniem do danych.
Wstawka pokazuje szczegéty szybkiej (~70 ns) fazy kinetycznej.



Denaturacja biatek zimnem czyli zwijanie biatek w spektrometrze T-jump

Oprécz dobrze znanej denaturacji biatek pod wptywem ciepta, istnieje, powszechnie uznawane jako dobrze
znany fakt, zjawisko denaturacji biatek przez odpowiednio duze obnizenie temperatury (zimna denaturacja
biatek). Zjawisko to przewidziat w 1964 roku J. F. Brandts (JACS,86:4291-4301 i 4302-431.4).

Wiekszos¢ biatek, ktére denaturuja pod wptywem zimna, robi to w warunkach, w ktérych ich stan natywny
jest juz zdestabilizowany przez obecno$¢ denaturanta lub skrajnej wartosci pH.

Na podstawie badan kalorymetrycznych Privalov ustalit, ze ciepto wtasciwe w statym cisnieniu rozwinietej
formy biatek jest wieksze niz formy zwinietej. Zaktadajac, ze Ac; jest niezalezne od temperatury, mozemy
przewidzie€ istnienie formy zdenaturowanej przez zimno. Wyprowadzeriie wzoru ha zaleznis¢ Gp-Gy od
temperatury poznamy poznie;j.

25
Mative, 27 °C
N\
'E ]
= 6 M GuHCl 27°C
o
-
a2 O x’v‘t __________________ 5%
Vi
!*J |
i I I
I
| 9 5 pprm 7
I
-15 Widma 1D NMR mioglobiny zarejestrowane przez Privalova i

wspotpracownikéw: biatko natywne wykazuje silne cechy
Temperature (°C) strukturalne; widmo zarejestrowane w 6 M GuHCI wskazuje na
peina denaturacje; widmo zarejestrowane w temperaturze —5°C
wskazuje na istnienie struktury resztkowe;.

AG=G G

denatured 7 native

Privalov et al., J Mol Biol 190(3):487-98 (1986)



Bezposrednia obserwacja szybkiego faldowania biatek w laserowym spektrometrze
skoku T: przypadek mioglobiny

Prébke biatka poddaje sie denaturacji zimnem w kuwecie o krétkiej
drodze optycznej poprzez przechtodzenie buforu wodnego.

Spektroskopia dichroizmu kotowego (CD od circular dichroism) stuzy do
sprawdzenia pofatdowania biatka w zastosowanych warunkach.

Bufor wodny jest bezposrednio podgrzewany (z szybkos$cig 5-10° K/s) za.
pomoca nanosekundowego impulsu w podczerwieni.

Rozwiniete biatko znajduje sie teraz w ogrzanym buforze w temperaturze
termodynamicznie sprzyjajacej zwijaniu.

Proces zwijania Sledzi sie poprzez oswietlenie prébki ciggiem krotkich
impulséw lasera UV wzbudzajgcych fluorescencjg tryptofanu miogalobin.

A) Powolna dyfuzyjna relaksacja temperatury w
A naczynku pomiarowym po skoku T. Stata temp.
35 104 absorbance units/ utrzymuie sie przez 500 pis.
B) Kolejne impulsy przejsciowej fluorescericji
tryptofanu Trp-14 mioglobin obecnych v
roztworze, wzhudzanej przez impulsy lasera
Ti-J ' r —— prébkujacego (pH 5.9, 3x10* M biatka), pokazane
0 o.sﬁme stwnd;-s 2 w skali logarytmicznej czasu, obejmujacej szes¢é
: . rzedow wielkosci, od =10 us do +490 ps (w Model zwinietej ludzkiej apo-mioglobiny
T4ump (10us) =—=—1 | B odniesieniu do zazniaczonego skoku T). przedstawiajacy reszty Trp-14 (w helisie
|

Poszczegéine transienty (dtugo$¢ 15ns) A) i Met-131 (w helisie H) zaangazowane

\Nyznacza}% ]eden punkt na drOdze Zleanla blajka. w Wygaszanie ﬂuorescencji po kontakcie

W zaleznosci od skali czasu dane sa usredniane helis A-H.

w-1-600 blokach przejSciowych w celu

wyodrebnienia maksymalnego stosunku sygnatu

do szumu w dtugich okresach czasu.

(C) Funkcje przedstawiajace przejsciowa

fluorescencje, f. i f2, otrzymane, odpowiednio, poprzez

f, C usrednienie poczatkowych i kohcowych 8 ps

przedziatu czasu pokazanego w czesci A. Funkcjae te

| charakteryzuja fluorescencjg Trp-14 w biatku Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:5759-5764, 1996

rozwinietym (fi) i zwinietym (f;). Kolejne fluorescencje

przejSciowe miedzy t=0 i t=482 ps, sg réwne

NonosSconi? fo= (1-Wo)-f1 + Woef2 .

| fluor

\ﬁ'\\\\

1ns 10ns 0.1ps 1ps 10us 100 ps

1

Wyznaczony czas relaksacji procesu
zwijania mioglobiny wynosi 7+5 ps.
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Wiele obecriych laserowych spektrometréw T-jump
nykorzystuje absorpcje podczerwieni jako sonde

Ten spektrometr T-jump wykorzystuje laser sondujacy o czestotliwosci 10 kHz i
zsynchronizowany z nim laser pompujacy o czestotliwosci 1 kHz, przyciety przez “chopper” do
500 Hz. Laser pompujacy to uktad OPO (optyczny oscylator parametryczny) pompowany przez
granat itrowo-aluminiowy domieszkowany neodymem (Nd:YAG). Laser sondy to tytanowo-
szafirowy wzmacniacz impulsowy o mocy 20 W, o czestotliwosci powtarzania 10 kHz i czasie
trwania impulsu <50 fs. Swiatto sondy skupia sie na pompowanym obszarze prébki w plamce o
Srednicy 50 pm (znacznie mniejszej niz wiazka T-jump). Rejestrowane jest widmo dla kazdego
impulsu lasera sondy. Poniewaz czestotliwo$¢ powtarzania sondy do pompy wynosi 20:1, na
kazdy skok temperatury uzyskuje sie grupe 20 widm. Dla kazdej grupy ustalany jest czas
impulsu pompy w stosunku do poczatkowego impulsu sondy i rejestrowany jest grzebien
impulséw sondy. Pierwsza sonda podazajaca za impulsem pompy jest rejestrowana z
op6znieniem x ns, a widma kolejnej sondy rejestrowane sa z x + 100 ps, x + 200 ps, x + 300 ps
itd. Po usrednianiu przez kilka sekund, op6znienie pompa-sonda jest zmieniane. Daje to zestaw
danych z pomiaréw od nanosekund do milisekund po skoku temperatury. Pierwsze 19
impulséw sondy jest wykorzystane jako dane opéZnienia czasowego od 0,0 do 1,9 ms, a
koricowy impuls sondy (1,9-2,0 ms) jest uzyty do obliczenia znormalizowanych widm
ré6znicowych. Nazywamy to metoda spektroskopii wielosondowej z rozdzielczoscig czasowa
(TRMPS). Redukcja czestotliwos$ci wigzki pompy pozwala na dtuzszy czas powrotu probki do
poczatkowej rownowagi (2 zamiast 1 ms) i stwarza wazna mozliwo$¢é usuwania szumow.
Nazwane to jest TRMPS/2. (TRMPS=time-resolved multiple probe spectroscopy)

Applied Spectroscopy 74:720-727 (2020)



Badania kinetyki przej$¢ helisa < ktebek w strukturach “spinki do wtosow”
tworzonych przez RNA i jednoniciowe DNA.

Hairpin to motyw strukturalny czesto obserwowany w czgsteczkach RNA i DNA. Motyw ten
jest zaangaiowanv w rozne funkcje biologiczne (np. ekspresje i regulacje genéw). Wystepuje,
gdy dwa regiony tego samego tancucha, zwykie komplementarne w sekwencji nukleotydowej,
gdy sa odczytywane w przeciwnych kier unkach, facza sie w pary zasad, tworzac podwaGjna
helise, ktéra koficzy sie niesparcwang petla. Powstata struktura jest kluczowym elementem
wielu drugecizedowych struktur RNA.

Analiza zaleznosci temperaturowych statych szybkosci otrzymywanych w eksperymentach na
strukturach hairpin w jezyku réwnan Arrheniusa i Eyringa jest bardzo pouczajgca.

rysunek z wikipedii



Dynamics of the RNA Hairpin GNRA Tetraloop

M. Menger, F. Eckstein, and D. Porschke

(dekonwolucja funkcji odpowiedzi instrumentu)

Dynamike tetrapetli RNA o strukturze spinki do wioséw typu GNRA
[sekwencja G — dowolny rybonukleotyd (N)-puryna (R)-A] analizowano
metoda spektroskopii fluorescencyjnej oraz metoda relaksacji skoku
temperatury wykrywana przez fluorescencje, stosujac oligomery RNA
z 2-aminopuryna ( 2AP) podstawiony w dwéch réznych pozycjach

sekwencji petli, Gp2APpApA (HP1) i GpAp2APpA (HP2), jako
wskaznik.
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Relaksacja HP1 po skokiu temperatury rejestrowana przez
pomiar fluorescencji. Skok temperatury od 2 do 8,1°C (7,1
MM HP1). Linia oznaczona kétkami reprezentuje sygnat
referencyjny do dekonwolucji. Dopasowania
wyktadniczego (tc = 22,1 ps) nie mozna odréznié¢ od
danych eksperymentalnych. (bufor = 0,1 M NaClO, i 50
mM kwas kakodylowy/Tris, pH 7,2)

Biochemistry, 39:4500-4507 (2000)
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Relaksacja HP2 po skoku temperatury rejestrowana przez
pomiar fluorescencji. Skok temperatury od 2 do 8,1°C (7,1
MM HP2). Linia oznhaczona kétkami reprezentuje sygnat
referencyjny do dekonwolucji. Eksponencjalny fit (t¢, =
5.2 ps, 1= 41.3 ps) nie moze by¢ odrézniony od krzywej
doswiadczalne;.
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Zarys podstawowego eksperymentu TEB: Swiatto ze zrédta laserowego,
rozprzestrzeniajace sie wzdtuz osi z, przechodzi kolejno przez polaryzator, komore
prébki i analizator, ktéry jest zorientowany na bliskie wygaszenie wzgledem polaryzatora.
Po przytozeniu pola elektrycznego czasteczki w komoérce staja sie czesciowo
zorientowane, co sprawia, ze roztwor staje sie dwoéjtomny (ré6zne wspétczynniki
zatamania Swiatta sa prostopadte i rGwnolegte do pola orientujacego). W rezultacie
Swiatto staje sie spolaryzowane eliptycznie, co pozwala na przejscie czesci $wiatta przez
analizator do detektora. W przypadku impulsu napiecia o przebiegu prostokatnym
(kreskowany pasek, wstawka) sygnat wyjsciowy (przedstawiony jako dwéjtomnos$é, n)
wzrasta i opada w czasie. Sygnaty przejsciowe oznaczone kétkami na wykresach
pokazanych przez Porschke i wspétpracownikéw reprezentuja zanik dwéjtomnosci, ktory
jest wykorzystywany do “oczyszczenia" rejestrownej w eksperymentach intensywnosci
Swiatta fluorescencji z wktadu aparaturowego. To daje obserwowane state szybkosci
odnoszace sie wytgcznie do przejscia strukturalnego badanych oligonukleotydéw.

P. Hagerman, Current Opinion in Structural Biology 1996, 6:643-649
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Wptyw temperatury na absorpcje UV d(C-G)sT4(C-C)s w buforze.
Zmiany absorpcji wynikaja z przejScia upcirzadkowanej struktury
spinki do wioséw o podwdjnej helisie do stanu zdenaturocwanego
lub losowych, niesparowanych pasm spinki do wiosoéw.
Pochodzenie wzrostu absorpcji nazywa sie efektem

zaleznosScia amplitud skckdw T od temperatury, pokazanag na
prawym dolnym rysunku.

Prawy gorny: Relaksacji T-jump dla d({C-G)sT4(C-G)s w buforze,
pokazana dla dwdch skal czasu (skol< od 81.1 to 81.9°C,265 nm, Az =
0.96). linia ciagta przedstawia dopasowarie funkcji monoeksponen-
cjalnej metodg najinniejszych kwadratéw z czasem relaksacji 351 ps.
Prawy dolny: Amplitudy relaksacji Al dla skokéw temperatury w
funkcji temperatury T dla trzech réznych stezen nukleotydéw
[absorbancja (265 nin, 1 cm, 21°C) 0.45, 0.96, and 1.53]. Linie ciagte

przedstawiaja dopasowanie metoda najmniejszych kwadratéw zgodnie
z réwnaniem:

zmiana natezenia Swiatta Al jako funkcja zmiany entalpii = . .
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Jak pokazano na poprzednim slajdzie, relaksacja po skoku temperatury moze by¢, z zadowalajgca
doktadnoscia, opisana funkcja monoeksponencjalna.

Stata szybkosci tworzenia helisy jest rzedu 1300 s”, ze wzglednie stabg zaleznos$cia od temperatury, podczas
gdy stata szybkosci rozpadu helisy zmienia sie w zakresie 200-4500 s z bardzo silng zaleznoscig od
temperatury.

Zalezno$¢ statych szybkosci od temperatury mozna zanalizowaé w oparciu ¢ rOwnanie Arrheniusa (Wyktad 5).
Wykresy Arrhenius’a sa liniowe w zakresie doktadnosci eksperymentalne] i wykaztja znaczng dodatrig
entalpie aktywacji wynoszaca 235 kJ/mol dla dysocjacji heiisy, poclczas gdy asocjacja helisy jest powigzana z
ujemna entalpia aktywacji wynoszaca okoto —-50 kJ/moi.

Ujemna entalpia aktywacji wyraznie pokazuje, ze tworzenia helisy nie mozna cpisac jako prostego,
elementarnego etapu reakcji.
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Najbardziej niezwykta cecha wynikéw spektroskopii T-jump dla self-komplementarnych oligonukleotydéw oraz
oligonukleotydow tworzacych struktury szpilki de wtoséw, analizowanych w oparciu o model Arrhenius’a, jest
ujemna wartos¢ E.*. To mOwi nam, ze reakcja tworzenia helisy nie jest reakcja elernentarng zgodna z
réwnaniem przedstawionym w lewym gornym rogu slajdu.
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Measuring RNA UNCG Tetraloop Refolding Dynamics Using Temperature-Jump/Drop
Infrared Spectroscopy, J. Phys. Chem. Lett., 13:9171-9176 (2022)

Tetraloopy to rodzaj czterozasadowych motywow petli spinki do wtoséw w drugorzedowej strukturze RNA, ktore
zamykajg wiele podwdjnych helis. Tetraloop UNCG jest powszechny w rybosomalnym RNA. N moze by¢
uracylem, adenina, cytozyna lub guanina.

Eksperymenty T-jump, metoda TRMPS (Time Resolved Multiple Probe), przeprowadzono nha roztworach
oligomeréw DNA (5’-GCGCTACGGCGC-3’) i RNA (5’-GCGCUACGGCGC-3’). Eksperymenty retoldingu,
zachodzacego w skali 200 ps, przeprowadzono metoda ultraszybkiego schtadzania.
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Absorpcja w podczerwieni (a, b) i widma T-jump w podczerwieni (c, d) dla spinek
tetraloopowych RNA (a, c) i DNA (b, d). (a) i (b) przedstawiaja widma réznicowe jako funkcje
T wzgledem widma przy 20 °C. Skala koloréw obejmuje zakres od 20 do 80 °C (niebieski-
czerwony) z wyréznionym modem drgan pierscienia guaniny (mod GR). Panelecid
pokazujg odpowiednio widma IR T-jump RNA i DNA (To = Tm — 5 °C). WySwietlane sg
opodznienia czasowe od 1 ns (niebieski) do czaséw koricowych (czerwony) przy 20 pus (RNA)
i 6 us (DNA).



3. Phys. Chem. Lett., 13:9171-9176 (2022) Temperature (°C)
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Wyniki dopasowania staiych szybkosci ze spekiroskopii skokku T w funkcji wartosci T, dla prébek RNA i DNA. Dane
przedstawiono za pomoca wykresow Arrheniusa. Linia niebieska pokazuje zaleznosé szybkosci chtodzenia DO od
temperatury. Powyzej linii D,O topienie a ponizej tej linii ponowne fatdowanie spinek do witoséw DNA (kolor czarny) i
RNA (kolor czerwony). W kazdym przypacdku wykreslona temperatura to T, + 5°C, czyli Srednia temperatura w czasie
skoku T (o0 10°C). Aby skupié¢ sie na eksperymentach, w ktérych wystgpit znaczny odsetek topnienia spinki do witoséw,
przedstawiono dane dla zakresu temperatur, w ktérym maksymalna zmiana intensywnosci pasma Gr byta wieksza niz
20% najwiekszego zaobserwowanego sygnatu (To + 5 °C, DNA 65-85 °C; RNA 70-85 °C).

Narastanie sygnatu Gr pizypisano topnieniu helisy GCGC i towarzyszacemu temu topieniu petli. Dla RNA stwierdzono, ze
T: zmienia sie od 2,0 do 6,9 + 0,6 pus w zakresie wartosci To od 80 do 65 °C wokoét przejsScia topienia. Dla DNA wartosci 1.
wynosza od 0,4 do 1,5 + 0,2 us w tym samym zakres temperatur. Dane dobrze pasuja do zaleznosSci Arrheniusa, dajac
dodatnie energie aktywacji (Ea,m = 83 + 20 i 64 * 10 kJ mol* odpowiednio dla spinek do wtoséw RNA i DNA). WartosSci te sg
zgodne z wczeshiejszymi pracami.

Czasy relaksaciji, T2, dla zmian sygnatu w procesie ochtadzania po skoku T, pokazuja réowniez dobra zgodnos¢ z
wykresem Arrheniusa. Jednakze w przeciwienstwie do 1, stwierdzono, ze czasy relaksacji 1. rosng wraz ze wzrostem T,
dajac wartosci od 150 do 400 ps, od 60 do 80 °C zarowno dla RNA, jak i DNA, co prowadzi do ujemnej energii aktywacji.



Rownanie Van't Hoffa wigze zmiane statej rownowagi Keq reakcji chemicznej ze zmiang temperatury, T, powigzang ze zmiang
standardowej entalpii AH® procesu. Zostato zaproponowane przez holenderskiego chemika Jacobusa Henricusa van't Hoffa w
1884 roku, w ksigzce Etudes de Dynamique chimique (Studia z chemii dynamiczne)).

Table 1. Thermodynamic Parameters Obtained via Van't

Hoff, Arrhenius, and Eyring Analyses

RNA DNA
T, 81 °C 76 °C
Van't Hoft AH 113.3 124.2
AS 334 356
AG® 14.8 13.9
Arrhenius E.\ 83.3 64.0
~-48.2 —45.2
Eyring AH 80.4 61.2
AS 86 46
AGH 53.8 46.8
H —51.2 —48.1
AS} —-324 —-315
AGH 49.1 49.5

“All AG calculated at 37 °C.

k] mol ™’
T KV mol™
I4] mol™’
k] mol™’
k] mol™
k] mol™*
J K! mol™
k] mol™!
k] mol™!
J K™! mol™
k] mol™!

Podczas gdy dynamika topnienia i ponownego fatdowania spinek do witoséw RNA i DNA byta zgodna z
zaleznosciami temperatury Arrheniusa, ponowne fatdowanie charakteryzowato sie widoczng ujemna energia
aktywacji, zgodnie z mechanizmem obejmujacym wiele nieprawidtowo sfatdowanych pétproduktéw przed

zapieciem par zasad helisy.

J. Phys. Chem. Lett., 13:9171-9176 (2022)
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