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W spektroskopii skoku pola elektrycznego, dwukrotnie napotykamy na wyrazenie
3cos?0-1. Rozwazmy molekuty wykazujace symetrie cylindryczna.

Elektrooptyczny eksperyment relaksacyjny dla molekut o symetrii cylindrvczne;.

Wiasciwosci molekuty: Zewnetrzine pole elektryczne:
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Zaktadamy, ze zewnetrzne pole elektryczne nie zmienia Anoec (“fizyczny” relaksacyjny
eksperyment elektro-optyczny).

Zatézmy, ze cylindryczna czgstecizka jest utozona wzdtuz osi z laboratoryjnego uktadu
wspoétrzednych (LCS). Wtedy, dla Swiaia spolaryzowanego liniowo wzdtuz osi z LCS:
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A dla swiatta spolaryzowanego liniowo wzdtuz osi x lub osi y LCS:
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Dla dowolnej orientacji naszej cylindrycznej
czgsteczki w LCS, jej lokainy wektor
jednostkowy wzdtuz osi cylindra ma w LCS
nastepujace skladowe:
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Wektor psoia elektrycznego E sSwiatta
spolaryzocwanego liniowo, ktéry ma
kierunek osi z LCS, réwniez tworzy kat 0 z
osia cylindra. Bez utraty og6lnosci mozemy
zatozyé, ze orientacje osi molekularnych x i
y sa takie, ze rzut wektora Eign: Na
ptaszczyzne xy molekularnego uktadu
wspoétrzednych tworzy kat ¢ z molekularna
osia x. Wéwczas wektor jednostkowy w
kierunku pola Eiign: ma nastepujace
wspoétrzedne w uktadzie molekuty:
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Zatem udziat danej, dowolnie zorientowanej, cylindrycznej czasteczki w absorpcji swiatta
spolaryzowanego liniowo wzdtuz osi z laboratoryjnego ukiadu wspétrzednych (ILCS) wyglada
nastepujaco:
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Alternatywnie mozemy zaczaé od: AA|(t)=A(t)-A
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Whiosek: udziat danej czgsteczki w zmierzonej absorpcji Swiatta
spolaryzowanego liniowo w kierunku osi z laboratoryjnego uktadu
wspotrzednych jest proporcjonalny do
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Dlatego w ,fizycznym” eksperymencie relaksacji elektrooptycznej obserwujemy zaleznos¢é czasu

AA(t))= Al'm;AL'm [3coso(t)-1)= A”';_A

usrednione po orientacjach (0) wszystkich czasteczek obecnych w roztworze.
(3cos*6—1)/2 jest wielomianem Legendre’a drugiego stopnia [P2(6)].

<(300826(t)-— 1)>

Aby otrzymacé zalezno$¢ tego wyrazenia od czasu nalezy rozwigzac¢ rownanie dyfuzji rotacyjnej
(RDE) dla orientacyjnej funkcji gestosci rozktadu f(Q,t). Liczba czasteczek, ktére w danym
momencie maja swoja dtuga os zwrécona w kierunku kata brytowego €, wynosi f(Q,t)dQ
(dQ=sin6 dO dg).

Ale najpierw musimy mieé to rdwnanie dyfuzji dla danych warunkéw eksperymentalnych.
Pomijamy wyprowadzenie tego rowriania, mozna je znalez¢ w P. Debye's Polar Molecules 1929.
Dla swobodnie obracajacej sie kulistej lub cylindrycznej czasteczki rownanie to ma postag:
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Elektro-optyczny eksperyment relaksacyjny

Czas relaksacji w tym eksperymencie charakteryzuja zmiany funkcji <300526—— 1)
u=(3cos’6-1) an(Scos 0—1)-£(0,t)sin0do

f spetnia rownanie dyfuzji rotacyjnej, ktore dla symetrii steryczrie) i cylindryczinej
ma postac:
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po dwukrotnym catkowaniu przez czesci (patrz nastepny slajd) otrzymujemy:
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Czas relaksacji z eksperymentu przejsciowego dichroizmu elektrycznego t1=1/(6D:).

dQ=2nsin0do



Wstawka: catkowanie przez czeSci, [vdu=vu-fudv = [vu’dx=vu-fuv’dx
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Kolejny eksperyment relaksacyjny: eksperyment relaksacyjny Debye'a

Mierzymy Sredni moment dipolowy (lub polaryzowalno$¢) w kierunku zewnetrznego pola
elektrycznego E (Srednia obejmuje wszystkie czasteczki)
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W chwili zerowej, gdy zewnetrzne pole elekiryczne jest wylgczone
< m > — MA_E
3KT
Czas relaksacji Debye’a charakteryzuje zmiany funkcji
(Ccos0)

COSO jest wielomianem Legendre’a pierwszego stopnia [P1(0)].



Eksperyment relaksacyjny Debye’a

Eksperyment relaksacyjny Debye’a charakteryzuje smiany w czasie (cosf).

Mierzymy Sredni moment diolowy w kierunku zewnetrznego pola E. Ten sredni

moment jest wynikiem sumowania wktadow p-cos0. W tym celu rozwazamy funkcje
TT
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Wstawka: catkowanie przez czeSci, fvdu=vu-fudv = [vu’dx=vu-fuv’dx,
zastosowanie do cos6
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Wspotczynniki dyfuzji rotacyjnej obiektow prostych
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W biochemii interkalacja nazywa sie proces wprowadzenia czgsteczek pomiedzy ptaskie
zasady kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA).

Czasy relaksacji rotacyjnej uzyskane w wyniku dopasowania funkcji
wykiadniczej do zaniku liniowego dichroizmu roztworu DNA po
wytgczeniu impulsu pola elektryczriego sa bardzo wrazlivwe na
dtugos¢é DNA. Wzrost dtugosci fragmentu DNA 0 100 parach zasad w
wyniku interkalacji pojedynczej czgsteczki etydyny prowadzi do
fatwo mierzalnego wzrostu czasu relaksaciji rotacyjnej w
eksperymencie elektrooptyczinym,
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Interkalacja powoduje znieksztatcenia v \
strukturalne. Po lewej: niezinieniona nié¢

DNA. Po prawej: ni¢ DNA interkalowana w

trzech miejscach (czarne obszary ) [wikipedia] &0 -
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Krzywe zaniku dichroizmu (zmiana natezenia $wiatta Al przy 248 nm w czasie
t po zakonczeniu impulsu) obserwowane dla fragmentu o 179 bp w buforze
B10 w temperaturze 2'C po impulsach pola elektrycznego o (a) 15 kV/icm przez
9 ps, kropkowana linia jest odniesieniem dla dekonwolucji (uzyskanym przez
pomiary dwéjtomnosci z buforem), uzywanym w procedurze dopasowywania
wyktadniczego.

Czasteczka etydyny interkalowana
pomiedzy dwiema parami zasad adenina-
tymina. [wikipedia]
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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,;.



Funkcja orientacii
Ayt)-A,(t)
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Energie statych i indukowanych momentéw dipolowych w polu elektrycznyms:

U,=—uEcos8; UZ::—%(ocl—ocz)Ezcosze
Funkcje crientacji dla statych i indukowanych momentéw dipolowych:
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Indukowany moment dipolowy

Przypadek prosty: [A:l. =o E
E,|
Mi,x _ OLxx Ony OLXZ\\ ﬁx
Lecz zwykle: Wiy |7 Fyx Oy OL.VZ,.\ y
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Co zapiszemy jako:
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Sa takie uktady wspdirzednych (uktady osi wlasnych tensora polaryzowalnhosci) dla ktérego:
()
Oyy O 0)
a= 0 adyy O
0 0 ay

Dla molekut c symetrii cylindrycznej jak krotkie DNA mielibySmy oxx=0yy=01; 0zz=0



Energia indukowanego dipola w polu elektrycznym,
w prostym przypadku: R >
w=oFE = w=oFE

Dla E=0 energia U=0. Zmiana energii dipola gdy pole elektryczrne wzrasta o dE, od E do
E+dE, wynosi

dU=—-w,dE=—aEJE
Gdy zwiekszamy natezenie pola.od 0 do E, koncowa energia jest rowna:

i A 1
J=— ’o aAEdE=—=qE*

2



0.01 3 ey .
| Pomiary

momentow

1 dipolowych w

_] eksperymencie

{ elektro-optycznym

0.0114

Ae/e

0.001 -

300 400 500 600 700 800 900 100.0
E [kV/em]

Dichroizm stacionarny a-chymotrypsyny (Ae/€) przy réznych natezeniach pola
elektrycznego E w temperaturze 10°C. Linia ciggta przedstawia dopasowanie danych
metoda najmniejszych kwadratow zgodnie z funkcjg orientacji dla trwatych dipoli przy
Hexp= 1.6%x1072" Cm i (Ae/€). = 0.028+0.006. Linia przerywana przedstawia dopasowanie
metoda najmniejszych kwadratow zgodnie z funkcja orientacji dla dipola indukowanego.

T. Schonknecht, D. Porschke, Biophysical Chemistry, 58:21-28, 1996



Electrooptical Measurements Demonstrate a Large Permanent Dipole
Moment Associated with Acetylcholinesterase
D. Porschke, Ch. Creminon, X. Cousin, C. Bon, J. Sussman, I. Silman

Stacjonarne wartosci dichroizmu elektrycznego (Agl€) zmierzone dla AChE z _ \

B. fasciatus w 20 mM buforze MES, pH 7,0, jako funkcja natezenia pola ele- | Biophys. 1, 7:1603-1508 (1996)
ktrycznego, E. Linia ciagta przedstawia dopasowanie metoda najmniejszych
kwadratow do danych dla modelu orientacji dipola trwatego p,= 3.86x10-%

Cm i (Aglg). = 0.026. Linia przerywana przedstawia dopasowanie dla medelu

dipola indukowanego z polaryzowalnos$cig 3.8x107* CmV™ i (Agig).. = 0.014.
0.016+

0.0124
Ae/e

0.008+

0.004+

0.00%
0

Torpedo AChE
E [kv/cm]

TABELA: Elekiryczne momenty dipolowe p, i graniczne wartosci

zredukowanego dichroizmu (Agig).. dla AChE z jadu Bungarus fasciatus
dla trzech réznych stezeri buroru MES buffer, c.

¢ Mo Hp
(mM) (Cm) (Aele),, (D)
5 5.03-10"% 0.026 1000
10 443-107% 0.027 880
20 3.86- 1077 10.026 770

Hp i (Aglg). s warto$ciami otrzymanymi bezposrednio z fitowania funkcji orientacji do
danych doswiadczalnych. p,° jest warto$ciag skorygowana na wielko$¢ elektrycznego
pola orientujacego przy zatozeniu sferycznej wneki w solwencie mieszczacej biatko.

. fasciatus AChE,
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Zredukowany dichroizm fragmentu DNA z 258 parami zasad jako funkcja
natezenia pola. Punkty doswiadczalne (o) z fitowaniem metoda najmniejszych
kwadratow dla modelu dipola statego (—- —-— - - ), modelu dipola indukowanego
(————- ) and modelu nasycajgcego sie dipola indukowanego ( ).

Biophysical Chemistry, 15:157-167 (1982)
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Zredukowany dichroizm fragmentu DNA z 43 parami zasad jako funkcja natezenia pola
elektrycznego. Punkty doswiadczalne (o) z fitowaniem metoda najmniejszych
kwadratow modelu anizotropowego przeptywu jonéw (— — — — - ) i modelu
indukowanego momentu dipolowego ( ). Wyniki dla modelu nasycajacego sie

indukowanego modelu dipolowego sa identyczne z modelem indukowanego momentu
dipolowego w catym zakresie natezen pola.

Biophysical Chemistry, 15:157-167 (1982)
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Zmiana natezenia Al Swiatia spolaryzowanego rownolegle do wektora pola w roztworze
fragmentu restrykcyjnego o dlugosci 256 bp indukowanego prostokatnym impulsem pola
elektrycznego z odwréceniem wektora pola (linia przerywana).

G. Nolte, D. Porschke, Macromolecules, 25:590-595, 1994
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