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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)

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
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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.



Spektroskopia relaksacyjna fotolizy btyskowej
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Journal of Muscle Research and Cell Motility 21:423-432, 2000
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Pomiary absorpcji przejsciowe|: badane obiekty to metastabilne (tj. przejSciowe) stany
wzbudzone molekut i produkty posrednie reakcji, ktérych czas zycia moze wahac sie od
femtosekund w przypadku pierwotnych stanéw wzbudzonych do tysiecy sekund w
przypadku potproduktow o powolnej reakcji. Molekuty sa tymczasowo przenoszone do
gornego stanu wzbudzonego. Pomiar widma absorpcyjnego substancji przejsciowych
wymaga uzycia laseréw impulsowych do generowania mierzalnego stezenia stanéw
wzbudzonych oraz drugiej wigzki Swiatta, CW lub impulsowej, do badania ich absorpcji.
Oprécz widm absorpcyjnych techniki absorpcji przejSciowej pozwalaja rowniez uzyskaé
state szybkosci proceséw, w ktoérych uczestnicza te substancje.

http://www.photobiology.info/Nonell_Viappiani.html
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Przyktad widm czasowo-rozdzielczych uzyskanych w eksperymencie fotolizy
blyskawicznej.

http://www.photobiology.info/Nonell_Viappiani.html
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Przebieg w czasie zmiany absorbancji przy
436 nm, po nanosekundowej
fotodysocjacji karboksyhemoglabiny.
Zmiana absorbanc)i odzwierciedla kinetyke
ponownego wigzania tlenku wegla z Fe
grupy hemowe).
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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
wymieniajg 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
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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
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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 hm
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 Under these conditions, the half-life of thioxanthone triplets in peptides nie
zawierajacych akceptora wynosit 30 ps (dane nie pokazane). DosSwiadczenia przeprowadzono w 22°C.
Okoto 30% molekut tioksantonu pozostawato w stanie trypletowym po osiagnieciu stanu rownowagi z
powodu matej réznicy w energii stanu trypletowego donora i akceptora w rozpuszczalnikach
polarnych. Te stany rownowagi trypletowej zanikaja w znacznie dtuzszej skali czasu porownywalnej 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 relaksaciji:
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¢ ksantenow
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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Mumber of peptide bonds (N)

Wptyw rosnhacej dtugosci fancucha (N) miedzy doinorem | akceptorem na stata szybkosci
tworzenia kontaktow w serii peptydow z naprzemiennymi glicynami i serynami (e) i dla
poliseryn (o). Linie ciggte reprezentuja fity rownania:

11
+
kKo k N"

Fity dajg ko=1.8(%0.2)x102 s, ki=6.7(+1.6)x10° s* i m=-1.72+0.08 dla poli-(glicyno-seryn) oraz
wartosci k.=8.7{(+x0.8)x107 s, k;=1.0(+0.8)x10*° s~* i m=-2.1+0.3 dla poliseryn. Dla tarhcucha
Gaussowskiego m=-1.5, zatem zaleznos$¢ od odlegtosci jest silniejsza niz dla takiego tancucha.
Uwzgledniajgc efekt objetosci wytgczonej Szabo otrzymat m=-1.8, co jest bliskie m uzyskanego
z fitowania dla peptydu serynowo-glicynowego. Dla peptydu poliserynowego dodatkowe efekty
prowadzace do innych wartosci sg istotne.

-1

k =

c

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



(A) Wptyw réznych kosolwentéw na dynamike
wewnatrztancuchowego tworzenia kontaktéw w
peptydzie Xan-(Gly-Ser)s-NAla-Ser-Gly. TTET byt
mierzony w wodnych roztworach w obecnosci
etanolu (¢), mocnika (e) i GdAmCI (o). Logarytm k.
maleje liniowo ze wzrostem stezenia kosolwentu w
peptydzie Xan-(Gly-Ser).-NAla-Ser-Gly.

kg (1)

(B) Wptyw odlegtosci donor-akceptor (N) na stata
szybkosci tworzenia kontaktow w serii peptydéw z
naprzemiennymi glicynami i serynami pomiedzy
donorem i akceptorem. State szybkosci dla
tworzenia kontaktow w wodzie (e) sa poréwnane
ze statymi sybkosci w 8 M Gd:mCl (9).

Whioski: (A) kosolwenty faworyzujg bardziej
rozciagniete, roztozone konformacje, brzez co
tworzenie kentaktow jest wolniejsze. (B) W 8 M
GdmCl pizeiscie z dynamiki niezaleznej od
odlegtosci na krotkich dystansach kontaktu do
rezimu zaleznego od odlegtosci dla dtuzszych
peptydow nastepuje przy krétszych dystansach.
Wskazuje 1o na zmniejszong sztywnos¢ tancucha
w 8 M GdmCI w poréwnaniu z woda, chociaz
dynamika jest znacznie spowolniona w obecnhosci
GdmCl zardwno na krétkich, jak i na dtugich
dystansach donor-akceptor. W przypadku dtugich
peptydow wptyw odlegtosci donor-akceptor na
szybkos$¢ tworzenia kontaktu jest podobny w 8 M
GdmCl i wodzie z k. ~ N™1:820:1,
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Thomas Kiefhaber group, J. Mol. Biol. (2003) 332, 265-274



Table 1. Effect of different amino acids on local peptide

dynamics

Xaa ke (107s7)
Gly 12 +1
Ala R.0 =07
Ser 6.7 0.7
Glu 5402
Arg 55+ 0.7
His 49 =04
Ile 44 +0.3
trans Pro 2.0+ 0.3
cis Pro 25+ 5

The rate constants for end-to-end contact formation (k.) were
measured by TTET from xanthone (Xan) to 1-naphthyl alanine
(NAla) in host guest peptides of the sequence Xan-Ser-Xaa-Ser-
NAla-Ser-Cly with varying guest amino acid (Xaa). Conditions
were 22.5 °C, pH 7 in water.

Aby zbadaé¢ wptyw innych aminokwaséw na dynamike taincucha lokalnego, zmierzono TTET w
krétkich peptydach gospodarz-gos¢ o sekwencji kanonicznej Xan-Ser-Xaa-Ser-NAla-Ser-Gly przy
uzyciu reszt aminokwasowych goscia Xaa = Gly, Ser , Ala, lle, His, Glu, Arg i Pro. Tabela 1
pokazuje, ze tancuch boczny aminokwasu rzeczywiscie ma niewielki wptyw na szybkos$¢
tworzenia kontaktu. Wszystkie aminokwasy z wyjatkiem proliny i glicyny wykazuja bardzo
podobna dynamike. Co ciekawe, istnieje niewielka, ale znaczgca réznica w szybkosci miedzy
krétkimi tancuchami bocznymi (Ala, Ser) a aminokwasami z dtuzszymi tancuchami bocznymi (lle,
Glu, Arg, His).

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



'|"'|'-!'.|r:|.-r T 5-10 ns 1
R
TJ, A Nucleation

*
7

A
Q.
[' W
1; L Cirowhy

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 wokot glicyny
(t=8 ns) i sztywniejsze wokot reszt
proiilowych (1=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 prolilowych, 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



Diffusional Encounter Rate Constants for Xanthone and 2-Naphthoic Acid
by Flash Photolysis Experiments and Brownian Dynamics Simulations:
Substantial Effects of Polarizability of the Triplet State

K. Stachurska, P. Grochowski, and J. M. Antosiewicz o, | AT,
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State szybkosSci spotkania dyfuzyjneqo dia czasteczel Ksantonu
I kwasu 2-naftalenowego w ich stanach trypletowych z
czasteczkami ksantonu lub kwasu 2-naftalenowego w ich " ;.\ - &
stanach trypletowych lub singletowych, ckresiono za pomoca &1 z/g

nanosekundowej laserowej spektroskopii fotolizy z btyskowe;. <N N
Jednoczesnie wykorzystano symulacje dynamiki Brownowskiej

do obliczenia tych stalych szybkosci dla zatozonych modeli

czgsteczek tworzacych ie dyfuzyjne kompleksy spotkaniowe.
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X3:X0 - Wartos¢ statej szybkosci otrzymana z symulacji BD dla odlegtosci “reakcji” 13 A, 723 + 30 uM s, zgadza sie bardzo
dobrze z wartoScig otrzymana z eksperymentu 755 £ 15 yM? s,

X3:NO — Dla odlegtosci reakcji 1.3 A, otrzymano z symulacji BD 590 + 26 pM* s, co jest znacznie ponizej wartosci
eksperymentainej, 3208 + 4 yM* s,

Ta znaczaca rozhieznos¢ moze by¢ wyjasniona przez odwotanie sie do udziatu oddziatywan elektrostatycznych w tworzeniu
kompleksu spotkaniowego, nieobecnych w symulacji BD. Mianowicie, oddziatywanie miedzy zjonizowanym kwasem 2-naftale-
nowym w stanie podstawowym oraz ksantonem w stanie trypletowym jest oddziatywaniem miedzy tadunkiem elektrycznym i
wysokopolaryzowalnym receptorem (wlasciwos¢ stanu trypletowego).

Trzy warianty modelu elektrostatycznego spolaryzowanego X3 zostaly opracowane przu uzyciu programu mechaniki kwantowej
Gaussian. Dla indukowanego dipola 1 otrzymano k = 1492 + 72 uyM s™, dla dipola 2 otrzymano k = 2228 + 112 yM™* s, i dla

dipola 3 otrzymano k = 3601 + 187 pM* s,
J. Phys. Chem. B, 123:9328-9342 (2019)



Eksperymenty relaksacyjne fotolizy btyskowej ze zwigzkami klatkowanymi

a) Zwiazki klatkowane to sztucznie zaprojektowane czasteczki, ktérych aktywnosc
biologiczna jest maskowana przez kowalencyjne przytaczenie fotochemicznie usuwalnej
grupy blokujacej aktywnosé krytycznie waznej grupy funkcyjnej {fotowyzwalacz).

(b) Fotochemiczna transformacja klatkowanego ATP (NPE-ATF) daje ATP i
2-nitrosoacetophenone.
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Caged ATP (NFPE-ATP)

Trends in Analytical Chemistry, 23:511-519, 2004



Eksperymenty ze skokiem pH w czasie, wykorzystujgce fotolize btyskowa laserai zielen
bromokrezolowa jako wskaznik, wykazaty, ze fotochemiczne rozszczepienie i uwolnienie kwasow
karboksylowych z r6znych pochodnych a-ketoamidow w Srodowisku wodnym zachodzi w
mikrosekundowej skali czasu (18-136 ps), w zaleznosci na zdolnos¢ grupy opuszczajacej
karboksylany.

" CH; CHy
LG\)HrNEtE A O O-{-H
I IG CH "'?{‘ NE H.H:s{\nl,uﬂ

HO r::' o

1 2 3

Leaving groups LG
CH5C O, FhCHLCOy, BocNHCH(GHS) GO, 4-NCCgHCO4
(Bocala)

Fotoliza N,N-dietylo a-ketoamidow 1 z grupamii opuszczajacymi LG = CHs;CO;", PhCH.CO,", w
pozycii a do grupy keto rnowej, powoduje skuteczne rozszczepienie i uwolnienie kwaséw
karboksylowych z zasadniczo iloscicwa wydajnoscia w sSrodowisku wodnym.

Tetrahedren Letters 46 (2005) 1045-1048

Ketokwasy karboksylowe: rodzaj oksokwasow karboksylowych, zawierajgcych jednoczesnie grupe karboksylowg i ketonowa. a-ketokwasy:
ketonowa grupa karbonylowa jest bezposrednio przytgczona do atomu wegla grupy karboksylowej, np. kwas pirogronowy

@

keton -
R1 40 o-ketokwas HsC,
(|3 kwas pirogronowy OH

R2 O



absorbance

Zastosowano metode czasowo-rozdzielczego skoku pH z wykorzystaniem laserowej fotolizy
btyskowej, ktéra wykorzystuje wyrazny wzrost kwasowosci obserwowany podczas fotolizy
pochodnych karboksylanowych a-ketoamidéw w niebuforowanym srodowisku vwodnym. Skoki
pH sa na tyle duze, ze trwale zmieniaja kolor dodanego wskaznika pH, zieleni hromokrezolowej
(pKa 4,90, 20 °C). Podano state szybkos$ci wybielania pasma 620 nm tego barwnika, co pozwala
autorom ustali¢ mechanizm utraty karboksylanowych grup opuszczajacych.

0.1 Ao !
xd‘.-.F'_.'rl-
0f - LR
—— Intermediate pH mix ik
Acid Form / 0.0
054 LR
——Basic Form -
04 /
; Y, \
7 'l:‘::: 0.1
034 Isosbestic point /
=l
-’ /
D2 _—/_’—\ l // ’/ .|:|2
e / ,-/
\ /“_—_—_ﬂ-’
01+ -
-..______/ . .
tirmes, ms bromocresol green
0 "|:|3 I 1 I I I. I 1 I 1
400 420 440 460 480 500 5201 541 560 ] 600 0.5 0.0 0.5
wavelength (nm) fime, ms

Srodek: Kinetyka zmnigjszania sie absorpcji przy 620 nm 20 pM roztworu zieleni
bromokrezolowej w obecnosci 0.1 M N,N-dietylo a-ketoamidu z LG=PhCH.CO.", pod impulsie 355
nm lasera Nd-YAG powodujacego uwolnienie LG i zakwaszenie roztworu (zsumowane 15
strzatlow lasera, kuweta przeptywowa). Wstawka pokazuje fit monoeksponencjalny do zaniku
absorpcji (k=18x10° s™). Widoczny pik w “chwili zero” pochodzi od fotoluminescencji kuwety
wywotanej impulsem lasera. Strona Lewa: widma absorpcji UV zieleni bromokrezolowej dla
réznych wartosci pH.

Tetrahedron Letters 46 (2005) 1045-1048; http://en.wikipedia.org/wiki/Bromocresol_green



Nowy klatkowany proton, siarczan 1-(2-nitrofenylo)etylu (siarczan w klatce), moze
indukowaé duze skoki pH i protonowa¢ grupy o niskich wartosciach pK (nawet 2.2).
Przydatnos¢ tego nowego klatkowanego zwiazku do badan biologicznych wykazano
poprzez jego zdolnos¢ do kierowania indukowang kwasem zmiana konformacyjna
metmioglobiny. To przejsScie od konformacji natywnej do postaci czeSciowo rozwinietej
zachodzi w poblizu pH 4 i byto monitorowane za pomoca spektroskopii absoirpcyjnej
bliskiego UV.

"O_+_COH 0.
NO, Me N™ e

Ogolny mechanizm reakcji fotolizy klatkowanych zwigzkow 1-(2-nitro-fenylo)etylowych.
Dla klatkowanego siarczanu, -OR = OSOs".

Biophysical Journal. 83:2864-2871, 2002



Absorbance
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Widma w zakresie UV-Vis (409nm=pasmo Soret’a)
czesciowego rozwiniecia struktury mioglobiny (Mb),
indukowanego przez fotolize klatkowanego siarczanu:

——, widmo przed pierwsza fotoliza;

— — —, widmo po jednej fotolizie;

— - —, widmo po dwdéch fotolizach;

- — —, widmo po pieciu fotclizach.

(A) “Surowe” widma miareczkowania otrzymane z
niebuforowanym reztworem Mb;

(B) Widma kontrolne otrzymane w 50 miV! octanie sodu, pH 4,6,
brak zmian w Mb, jedynie uwolnienie nitrobenzylu;

(C) Skorygowane widma miareczkowania, po odjeciu zmiany
absorbanc)i klatkowanego siarczanu.

Warunki dla wszystkich eksperymentéw byty nastepujace:
poczatkowe pH 4.6, 0.11 miM Mb, i 2.5 mM klatkowanego
siarczanu.

Warz z kolejnymi btyskami Swiatta, pasmo Soreta zmniejsza
sie, a absorbancja rosnie ponizej 380 hm (A). Ta druga zmiana
pochodzi od kombinacji przesuniecia pasma Soreta w strone
mniejszych dtugosci fali i zmian w widmie klatkowanego
siarczanu po fotolizie. Aby rozdzieli¢ te wkiady, pomiary
wykonano na kontrolnej prébce buforowanej do pH 4.6 przez
octan sodu. Kontrolne widma w (B) pokazuja minimalne
zmiany w pasmie Spreta pod wptywem kolejnych oswietlen
probki co demonstruje, ze zablokowanie zmian pH pozwala
zachowac¢ mioglobinie jej forme natywna. Ale widma kontrolne
wykazuja zmiany ponizej 370 nm, ktére pochodza wytacznie od
fotolizy klatkowanego siarczanu. Te zmiany absorbanciji
zostaty odjete od “surowych” widm miareczkowania.
Skorygowane widma miareczkowania pokazuje (C).

Biophysical Journal. 83:2864-2871, 2002
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