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Spektroskopia skoku pola elektrycznego (TED - transient electric dichroism)
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Dichroizm: zalezno$¢ absorpcji Swiatta spolaryzowanego liniowo od
orientacji polaryzacji wzgledem amteriatu absorbujacego.

AA

Y Dichroizm liniowy (LD): roznica miedzy absorpcjg swiatta spolaryzowanego
" réwnolegle i spolaryzowanego prostopadle do osi orientaciji.

Dichroizm elektryczny: dichroizm liniowy powstajacy w wyniku przytozenia
pola elektrycznego.

t [pS] PrzejsSciowy dichroizm elektryczny: przejsSciowy dichroizm liniowy
powstajacy w wyniku przytozenia impulsu pola elektrycznego.



Dla Swiatta rozchodzacego sie wzdtuz osi Oy, @'=0 i Srednia absorpcje otrzymuje sie z usrednienia
po wszystkich katach @:
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gdzie K jest statag wspétczynnikiem proporcjonalnosci, a 2t jest dodane w celach normalizaciji.
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Gdy czasteczki sa doskonale zorientowane wzgledem zewnetrznego pola elektrycznego,
absorpcja A jest funkcja orientacji ptaszczyzny peiaryzacji padajacego Swiatta 0' i orientacji
wektora momentu przejscia 0. QOhbliczenie piernszej pochodnej A wzgledem 0' daje ekstrema A dla
0'=0°i 6" =90° niezaleznie od kata 0:
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Dla 9'=0 mamy: A(G,O)ZK-COSZGEAH

i dla 0'=90 mamy:
A(e,rc/Z):%K-sinzeEAi

zatem, zachowujgc jedynie jawna zalezno$¢ A od kata 0', mozemy zapisac:

A(,0")=K- 0082600526'+%sin26~sin26' = A(6')=A-cos’0'+A, -sin’@'

niezaleznie od kata 0, czyli niezaleznie od aktualnej orientacii czgsteczek w naczynku
pomiarowym wzgledem kierurku pola zewnetrzneqgo (chowigzuje tylko wtedy, gdy pole nie
powoduje zadnych zmian chemicznych)
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Mozemy obliczyé Srednia absorpcje {(wspotczynnik %2 to wspoétczynnik normalizaciji, f sin6'd6'=2):
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Mozemy sprawdzié, ze:
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Liniowy dichroizm jest zdefiniowany jako:

W eksperymentach elektrooptycznych || oraz L oznaczajg réwnolegly i prostopadty do kierunku
zewnetrznego pola elektrycznego. Ogolnie rzecz biorac, nie mierzymy bezposrednio dichroizmu
elektrycznego, ale w rzeczywistosci mierzymy:

wybierajac czesto 0'=0°. Korzystajac ze wzoru na srednig absorpcje z poprzedniego slajdu,
obowiazujacego, gdy pole elektryczne nie powoduje zmian chemiczinych w roztworze, mamy:
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Gdy:
AAsg(t)#0

pole elektryczne inicjuje w czgsteczkach przemiany strukturalne i/lub chemiczne i mozna te
przemiany badaé¢ metoda skoku pola elektrycznego uzywajac Swiatta spolaryzowanego liniowo pod
powyzszym katem wzgledem kierunku zewnetrznego pola elektryczriego.
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D. Porschke, J. Mol. Biol. 331-679, 2003



Przejsciowy liniowy dichroizm elektryczny bez wktadu od procesow “chemicznych”
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Kinetyka konwersji DNA B do A w eksperymentach skoku pola elektrycznego:

Dynamics of the B-A transition of DNA double helices
Davis Jose and Dietmar Porschke
Nucleic Acids Research, 32:2251-2258 (2004)

The Dynamics of the B-A Transition of Natural DNA Doub!e Helices

Davis Jose and Dietmar Porschke
J. Am. Chem. Soc., 127:16120-16128 (2005)

Od lewej do prawej struktury DNAA, B i Z.
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA



Motywacja podjecia badan

Przejscie pomiedzy standardowa forma B podwaojnych helis DNA a forma A zaobserwowano
podczas pierwszych badan rentgenowskich.

Mineto piecédziesiat lat, a dynamika tego przejScia nadai nie zostata scharakteryzowana,
mimo ze wiadomo, ze przejScie B-A jest niezbedne do przetwarzania informacji genetycznej,
m.in. podczas transkrypcii.
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structural analysis. J. Mol. Biol., 287, 877-396.
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Ferris,A.L., Clark,P., Hizi,A., Hughes,S.H. and Arnold,E. (1993) Crystal structure of human
immunodefficiency virus type 1 reverse transcriptase complexed with double-stranded DNA at
resolutior: 3.0 A shows bent DNA. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 90, 6320-6324.

Cheatham,G.M.T. and Steitz,T.A. (1999) Structure of a transcribing T7 RNA polymerase initiation
complex. Science, 286, 2305-2309.
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PrzejScie B-A poli[d(A-T)] (Srednia dtugos¢ 1600 bp) Sledzone poprzez widma réznicowe absorpciji
przy réznych stezeniach etanolu. Widmo absorpcji zmierzone przy 51,68% etanolu odejmowano od
widm absorpcji zmierzonych przy danym stezeniu etanolu. As w M~*cm™; % w jednostkach vlv;
poczatkowe stezenia: 40 uM poly[d(A-T)], 125 uM NaCl, 125 pyM bufor kakodylowy pH 7, 25 yM EDTA.

D. Jose and D. Porschke, Nucleic Acids Research, 32:2251-2258 (2004)
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Zmiana transmisji Al przy 280 nni, wywotana skokiem pola E, dla poli[d(A-T)]. (a) Skorygowany dichroizm
przejSciowy (Qlo—Alss, lewa skala); (b) dichroizm przejSciowy przy kacie magicznym (Alss, Srednia z pieciu
strzatéw, lewa skalaj; oraz (c) powiekszony dichroizm przejSciowy przy kacie magicznym (prawa skala).
Kreska w lewym géinym rogu wskazuje czas trwania impulsu pola. Dopasowania metoda najmniejszych
kwadratéw zaniku sygnatu przy kacie magicznym (c) przez sume dwéch eksponensow (17,5 i 145 ps przy
amplitudach wzglednych odpowiednio 61 i 39%) oraz zaniku dichroizmu (a) przez sume czterech
eksponensow (2,25 s, 22,2 us, 165 ps i 1 ms z amplitudami wzglednymi odpowiednio 22, 30, 27 i 21%) sa
nieodréznialne od danych eksperymentalnych; jednoeksponencjalne dopasowanie (49 ps) do zaniku
sygnatu przy kacie magicznym pokazano linig przerywang. Warunki: 70.2% etanol vlv, 8°C, 8.5 uyM
poly[d(A-T)], 75 uM NacCl, 75 uM bufor kakodylanowy, pH 7, 15 yM EDTA; puls pola E 3.45x10° V/m.
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Wzgledne amplitudy ielaksacyjne sygnatoéw przejSciowych rejestrowanych przy kacie magicznym, AAss/A
dla poly[d(A-T)] jako funkcje stezenia etanolu w procentach objetosciowych %(v/v). Linia ciagta
przedstawia fitowanie funkcji Gaussa. Warunki: 8°C, 8.5 uM poly[d(A-T)], 75 pyM NaCl, 75 pM bufor
kakodylanowy, pH 7, 15 pM EDTA; impuls pola E 3.45x10° V/m.

Preferencja formy B w obecnosci pola elektrycznego wskazuje, ze helisy formy B maja wiekszy efektywny
moment dipolowy. Wiadomo, ze momenty dipolowe DNA silnie rosha ze wzrostem dtugosci helisy DNA.
Przyrost dtugosci helisy na pare zasad formy B-DNA (3.4 A) jest znacznie wiekszy niz przyrost na pare
zasad w formie A-DNA (~2.8 A).
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Przesuwanie rownowagi w strone formy B przez pole elektryczne wynika z faktu, ze moment dipolowy formy B
jest wiekszy niz moment dipolowy formy A. Interpretacje te potwierdza przedstawione na powyzszym wykresie
narastanie dichroizmu przy kacie magicznym dla poly[d(A-T)] indukowane przez impuls pola 3.7-10° V/m. Fit
dwueksponencjalny daje 1.69 i 4.38 us, ze wzglednymi amplitudami -0.85 i 1.85 co Swiadczy o istnieniu okresu
indukgji, odpowiadajacemu poczatkowemu zerowemu nachyleniu krzywej dichroizmu wzgledem osi x. Pierwszy
eksponens opisije narastanie momentu dipolowego, a drugi opisuje przejscie A-B. Proces indukcji momentu
dipolowego jest spleciony przejSciem A—B, co w efekcie daje obserwowana zalezno$¢ dichroizmu od czasu.
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Eksperymenty z kiotkimi fragmentami DNA wykazujace, ze w polu elektrycznym nastepuje zmiana
diugosci: Indukowana przez pole zmiana transmisji Swiatta w 280 nm dla poly[d(A-T)] o dtugosci 70 par
zasad, dla orientacji polaryzatora 0'=0° i 55° wzgledem kierunku wektora pola E. Kreska w lewym gérnym
rogu pokazuje czas trwania impulsu pola E. Skorygowany dichroizm przejSciowy (Alo—Aiss, pomaranczowy)
z linig dopasowania sumy dwéch eksponenséw (czarny, 1.=0.83 ps, 1.=2.19 ps, A1 = 61%, A. = 39%); sygnat
przejSciowy przy kacie magicznym (Alss, Srednia z pieciu strzatéw) jest pokazany zar6wno przy tej samej
skali jak sygnat skorygowanego dichroizmu (magenta, skala lewa) jak i powiekszonej (niebieski, skala
prawa) z dopasowaniem zaniku przez sume dwéch eksponensow (czerwony, 1:=8.25 ps, 1.=67.8 ps, A1 =
87%, A> = 13%) i Jdenego eksponensu (zielony). 70.4% ethanol (v/v), 8°C, 8.5 uM poly[d(A-T)], 75 pM NacCl,
75 pM kakodylan pH 7, 15 pM EDTA; impuls pola E 3.45x10° V/m.
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Wypadkowe state czasowe zaniku skorygowanego dichroizmu, T, dla liczagcego 70 par zasad
poly[d(A-T)] jako funkcje stezenia etanolu (v/v), poprawione na stan wody (lepkosc¢) w 20°C (75 pM
NacCl, 75 pM kakodylan pH 7, 15 uM EDTA; impuls pola E 3.45x10° V/Im). ti byt obliczony na
podstawie parametrow z fitdbw dwueksponencjalnych, zgodnie z rownaniem: Ti= 11 *Ai/(A1+A2) + T2
-A:2l(A1+Az), gdzie 11, T2 S§ czasami relaksacji a Ai, A amplitudami otrzymanymi z fitowania zaniku
skorygowanego dichroizmu przejsciowego (Rysunek na poprzednim slajdzie). Linia ciagta
reprezentuje fit funkcji sigmoidalne,;.



Fotoliza btyskowa
jako sposob na szybkie zainicjowanie niektorych reakcji za pomoca krétkich
impulsow Swietlnych,
(metoda opracowana przez Ronalda G.W. Norrisha w Cambridge i George'a Portera
w Londynie)

elektronika rejestrujaca
przejsciwa absorpcje

laser
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fluorescencji

monochromator - . =
Zrodta impulsowego sSwiatta ksenonowego

z zasilaczem i impulsatorem

Kazdy impuls moze zapoczatkowaé reakcje chemiczng lub prowadzié¢ do zwiekszonej
populacji pecziomoéw energii innych niz stan podstawowy w prébce atomoéw lub czasteczek.
a) Transfer energii triple-triplet.

b) Uwolnienie zwiazku w klatce inicjujagcego proces molekularny

c) Reakcja chemiczna w stanie wzbudzonym

Nd:YAG Q-Switched laser, 1064, 532, 355, 266 nm



lamp

Podstawowy ukiad optyczny ukiadu fotolizy z

laser
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nanosekundowa lampa btyskowa lasera. Zmiany
absorbancji, od milisekund do nanosekund, po wzbudzeniu

za pcimoca nanosekundowego lasera impulsowego

-
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monitoruje sie za pomoca zrédta Swiatta ciggtego, takiego
jak lampa tukowa Xe.

http://www.photobiology.info/Nonell_Viappiani.html
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Szybka migawka wystawia prébke na
dziatanie wiazki sondy na krétko
przed dotarciem impulsu lasera do
probki i zamyka sie po zakonczeniu
zbierania danych, aby zapobiec jej
fotowybielaniu.

W czasie zero przestona jest
zamknieta i detektor nie widzi
Swiatta. Po otwarciu przestony
Swiatto przechodzace przez prébke
jest widziane przez detektor. Zmiany
intensywnosci indukowane przez
laser impulsowy sa podswietlane
niebieskim sygnatem. Pod koniec
eksperymentu przestona jest
ponownie zamknieta.
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Zanik stanu trypietowego antracenu rozpuszczonego w metanolu obserwowany na podstawie
pomiaréw absorbancji przy 420 nm. Wzbudzenie impulsem o dtugosci 355 nm. Eksperyment
przeprowadzony przy uzyciu spektrometru LKS60 firmy Applied Photophysics Ltd.
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transfer energii triplet-triplet (TTET)

transfer energii z elektronicznie
wzbudzonego donora trypletowego
w prowadzacy do wytworzenia
elektronicznie wzbudzonego
akceptora w jego stanie
trypletowym (IJUPAC Compendium
of Chemical Terminology, wydanie 2
(1997)).

Transfer energii Dextera to proces,
w ktérym dwie czasteczki
(miedzyczasteczkowy) lub dwie
czesci czasteczki (wewnatrz-
czasteczkowy) dwustronnie
wymieniaja swoje elekirony. W
przeciwienstwie do zaleznosci
transferu energii Forstera od
szostei poteql odlegicv*"n, stata
szybko‘ ci reakcii transferu energii
Dextera maleje wyktadniczo wraz ze
wzrostem odlegtosci miedzy tymi
donorem | akceptorem. Ze wzgledu
na wyktadniczy zwigzek z odlegto-
Scig, mechanizm wymiany zwykle
zachodzi w zakresie 10 A. Stad
mechanizm wymiany nazywany jest
takze transferem energii krétkiego
zasiegu.

transfery energii

Singlet-singlet Forster energy trahsfer |
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Triplet-triplet energy transfer
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http://chemwiki.ucdavis.edu/Theoretical_Chemistry/Fundamentals/Dexter _Energy_Transfer



Badania dynamiki konformacyjnej peptydow i biatek
poprzez obserwacje transferu energii triplet-triplet

e
/=1 ‘

Formation of Loop formation Triplet-triplet
donor triplet state energy transfer

Thomas Kiefhaber research, Technische Universitat Munchen and Biozentrum der Universitat Basel



Widma absorbancji przejSciowej
tioksantonu (a) oraz mieszaniny
tioksantonu i kwasu naftylooctowego
(b) po selektywnym wzbudzeniu
tioksantonu 20-ns impulsem lasera
przy 351 nm. Stezenie tioksantonu w
obu przypadkach wynosito 86 pM.
Populacje trypletéw donora
(tioksantonu) i akceptora (1-
naftyloalaniny) mozna tatwo zmierzy¢
ha podstawie ich silnych pasm
absorbancji odpowiednio pizy 620 nm
1 420 nm. Okres poéttrwania tripletu
tioksantonu przy braku akceptora (a)
wynosit 30 gs w zastosowanych
warunkach doswiadczalnych. Zanik
sygnalu miat charakter mieszany z
powodu anihilacji triplet-triplet. W
obecnosci 0,5 mM 1-naftyloalaniny (b)
czas zycia tripletéw tioksantonu
spada do 500 ns. Efekt ten wynika z
przeniesienia energii triplet-triplet do
chromoforu akceptorowego, na co
wskazuje rownoczesny wzrost
absorbanciji tripletu przez 1-naftylo-
alanine przy 420 nm.

Absorbance

Absorbance

Thomas Kiefhaber group, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 96, pp. 9597-9601, 1999
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(c) pokazuje te same eksperymenty co czesc b, ale z chromoforami donora i akceptora
przytaczonymi de taricucha polipeptydowego [peptyd A (n=4)]. Doswiadczenia przeprowadzono
w etanolu. W przypadku transteru wewngtrzczasteczkowego (c) roztwor zawierat 40% gliceryny.
Spowainia to tworzenie sie kontaktu, a tym samym umozliwia rejestracje widm rozdzielonych
czasowo. Stezenie peptydu wynosiio 15 yuM.

[-gly—ser].
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Przejsciowa absorbancja roztworu tioksantonu w peptydzie A(n=4) w etanolu. Impuls lasera byt
przytozony w t=0. Zanik ahsorbancii trypletu tioksantonu w 620 hm (©) moze by¢ opisany jako proces
jedno-eksponencjalny ze statg szybkosci 1.4 #0.2x107 s™ (linia ciagta). Poniewaz wykazano, ze
wewnatrzczasteczkowy proces transferu energii stanu trypletowego jest kontrolowany procesami
dyfuzji, ta stata szybkosci odpowiada szybkosci wewnatrzlancuchowej dyfuzji donora wzgledem
akceptora. Stezenie peptydu wynosito 40 pM. W tych warunkach, potéwkowy czas zycia trypletu
tioksantonu w peptydach nie zawierajacych akceptora wynosit 30 ps (dane nie pokazane).
Doswiadczenia przeprowadzono w 22°C. Okoto 30% molekut tioksantonu pozostawato w stanie
trypletowym po osiggnieciu stanu réwnowagi z powodu matej réznicy w energii stanu trypletowego
donora i akceptora w rozpuszczalnikach polarnych. Te stany réwnowagi trypletowej zanikaja w
znacznie dtuzszej skali czasu poréwnywalnej z czasem zaniku trypletéw akceptora (1/k=30 ps; dane
nie pokazane).
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Zaleznos¢ szybkosci wewnatrzczgsteczkowej dyfuzji od odlegtos$ci donor-akceptor. Szybkosé
tworzenia kontaktow w réznych peptydach A (n= 1-4) zostata wykreslon w funkcji liczby wigzan
peptydowych (N) oddzialajacych donor od akceptora. Jednoeksponencjalna kinetyka byta
obserwowana dla wszystkich peptydéw A. Warunki eksperymetalne byty takie jak dla danych
pokazanych na poprzednim slajdzie. Stezenie peptydu wynosito 15 pM. Liniowy fit na wykresie
z obiema osiami w skali logarytmicznej daje nachylenie —1.36+ 0.26. Teoretyczna wartos¢ dla
tancucha Gaussowskiego wynosi -1.5.
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ZaleznoSE od lepkosci szybkosci tworzenia kontaktow w peptydach A zawierajgcych n=1 (e), 2
(o), 3(A) and 4 (/) par glicyna/seryna miedzy tioksantonem i 1-naftylalaning. Liniowe fity ha
dwulogarytmicznym wykresie daja nachylenia —0.96+0.05, —0.83+0.05, —0.80+0.05, and
—0.81+0.05, odpowiednio. Teoretyczna warto$¢ oczekiwana dla procesow limitowanych
wytacznie przez dyfuzje wynosi —1.
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Pomiary TTET wewnatrztancuchowej dyfuzji w tancuchach poli(glicyno-serynowych)
liczacych do 56 reszt aminockwasowych miedzy punktami tworzenia kontaktéw: ksantonem i
naftyl-alaning. Zaniki absorpcji przez stan trypletowy byly rejestrowane przez Laser Flash
Photolysis Reaction Analyzer (LKS.60) firmy Applied Photophysics. Stan trypletowy
ksantonu hyt wzbudzany selektywnie przez laser Quantel Nd:YAG (354.6 nm, 4 ns pulse of 50
mJ), stezenia tancucha poicipeptydowego byty w zakresie 50-100 pM. Pomiary
przeprowadzono w temperaturze 22.5 °C i pH 7 w wodzie.

Thomas Kiefhaber group, J. Mol. Biol. (2003) 332, 265-274



Przebieg czasowy tworzenia i zaniku
trypletéw ksantonu w peptydach Xan-
(Gly-Ser).-NAla-Ser-Gly po podziataniu a
4 ns impulsem lasera w t=0, mierzonego
jako zmiany absorbancji w 590 nm
(maksimum absorpcji trypletu
ksantonu). Pokazane sg dane dla
ré6znych liczb wigzan peptydowych (N)
miedzy donorem i akceptorem. Linie
ciggte pokazuja jednoeksponenciaine
fity do danych doswaidczalnych. Reszty
z fitowan pokazane sa na dole rysunku.
Fity daja nastepujace czasy relaksacji:
11.6(+x0.4) ns, 25.0(*1.3) ns i 57.1(%3.3)
ns dlaN =9;17, and 29, odpowiednio.
Na koncu eksponencjalnego zaniku
widac¢, ze niewielka czes¢ ksantonow
pozostaje w stanie trypletowym. Te
stany zanikaja w znacznie dtuzsej skali
czasu, ti» =30 us.

Thomas Kiefhaber group, J. Mol. Biol. (2003) 332, 265-274

Absorbance at 590 nm
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Reprezentatywne state czasowe pierwszych
etapow tworzenia petli, B-spinek do wtosow i
a-helis podczas zwijania biatka, uzyskane z
danych zmierzonych metoda TTET w wodzie.

J'E'-E'D fLF First contact

Wyniki pokazujg, ze sekwencja aminokwa-
sO6w ma niewielki wptyw na lokalng dynamike
tancuchow polipeptydowych. Wszystkie
aminokwasy wykazuja bardzo podobne
szybkocsci dyfuzji kohcow ze statymi
czasowymi od 12 ns do 20 ns dla tworzenia
kontaktow i-i+4. f.ancuchy polipeptydowe sa
znacznie bardziej elastyczne wokoét glicyny
(t=8 ns) i sztywniejsze wokot reszt
proiinowych (t=50 ns dla izomeru trans).

State czasowe pierwszych krokéw tworzenia
najciasniejszych skretow z kontaktami i-i+3
wynoszg okoto 5 ns dla Gly i cis Xaa-Pro. W
skretach wolnych od glicyny i proliny szyb-
kosci te sg spowolnione do okoto 10-20 ns,
w zaleznosSci od sekwencji aminokwasow.

Tworzenie a-helis jest najprawdopodobniej
inicjowane przez utworzenie skretu helikal-
nego, co wigze sie z utworzeniem kontaktu i-
i+4. Poniewaz helisy sa zwykle wolne od
reszt glicylowych i prolinowych, inicjacja nie
moze nastapic szybciej niz okoto 12-20 ns.
Szybkosci te stanowia gérna granice kinetyki
tworzenia struktury drugorzedowe;.

Thomas Kiefhaber group, J. Mol. Biol. (2003) 332, 265-274
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