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ASQCJACIA FLAWIN W ROZTWORACH WODNYCH

W celu zbedanie wplywu ssocjecji flawin FMN 4 RF na elek=
tronowe widmo ebscrpeji tzch barwnikdéw wyznaczons atgzaniow
xnlozqgté ncgélezyn o okestynkcist (A, c) w zakresie steze
od 107° wmol/l do 107" mol/l., Zaobserwowano zmiang widm abe
sorpcji wrez ze wzrostem stgZenia barwnika, Punkt izobesty~
czny Gla A = 490 nm wskazuje na istnienie réwnowagi miedzy
monomeremi 4 dimerami w roztworze, Ola poszczegbélnych stezed
FMN okredlono temperasturg, w ktdrej zeczyne sig proces dime-
ryzacji, : T

WO(Qg

quutn} nelezg do zwiszkéw biolegicznie czynnych. W natural-
nych strukturech biologicznych acza sie =z biatkemi tworzac kom-
plgkoy zwene flewoproteinami, Ryboflawing (RF), -fvitontna,‘ 82.
Jeko flewomononuklsotyd FMN, epelnia role koenzymu w enzymach
flawinowych, Aktywnoéé biologiczna flawin moZe byé wyjaéniena
przez dokladne poznanis btruktury slektronowej stanu padstawowego
i wzbudzonego, Ostetnieo ukazalo sig wiels prec dotyczacych od-
dziatywat flswin z proteinssi [1, 2] 4 aminokwasemi [3], & po=~
kazujecych wplyw tych komplekséw na elektronowe n!dno"obqorpcjs
4 esisji flawin, Prowedzone sg réwnie® badsnis procesu ssocjacyi
flawin, w ktérym dwie molekuly birwntka‘oddzsttpjg ze sobs po=
przez wigzenis wadorowe [4] lub przez utworzenie kompleksu C-T [S,
6]. Struktura tych dimeréw oraz mechanizm ich tworzenia nie 2a
jasno wyttumaczone. Niektdrzy suterzy twierdzg, 2e flawiny two-
rzg “"vertically stacked” kompleksy, S ermae 1 K2 in o~
e h o [8] ne podstewie baded NMR utworzyli dwa modele powstewa-
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nis tekich dimeréw, w ktérych dwie molekuly tworzgce “ssndwich”
09 przosuntvto wzgledem siebie, ,

Jak dotgad nie ma prac ukezujacych wplyw dt-oryzocjz na elok-
tronowe widmo absorpcji flewin., W tym celu zbadano steieniowg
zelezno$é elektronowych widm sbsorpcji RF i FMN oraz zsleznodé
tempersturowy wepbélczynnika absorpcji o« (vr) dla A = 510 nm S
antystokesowskiego przedzialu uzbudzcntl.

Metody

Zmierzono widmo absorpcjid flnuo-ononuklootydn c 7thﬂ‘ﬂlo
(FMN) firmy Fluka AG w zakreoie eteZeh od 107 nol/l do 410 3
mol/l orez rybofluniny Cy Mo 40 (RF) z BOH Chonical Ltd Ene

gland w zakresie stczon od 10”7 -9 mol/l do 6 - 107 -01/1 w bu~
forze fosforanowym (pH 7) uzywsjsc spektrofotometru "Opton™ PMO
MM 12 0 wyposafonego W termostatowsng obudowg do kuwet. FPomiar
absorpcji przeprowadzono w temperaturze 2°c 1 e0°c, )

Dls wybrsnej diugodci fali A = 510 nm 'z przedzisitu obtyb
stokesowskiego zeierzono temperaturowg zslezZno$é  wspdlczynnike
sbearpeji dla kilku stezed FMN 4 RF  w zekresie temperstur od
2°C do 70°C. Uwzgledniono poprswke ns termiczng rozszerzslnosé
kKuwety 1 roztworu,

Wyniki 1 dyskusje

Elektronows widma flawin RF 4 FMN zmieniaje ei¢ wrez ze
stezeniem (rys, 1, krzywe 1=3, dls FMN),  Podobne zmisny wy-
kszujs widma RF, Punkt izobestyczny wystepujecy przy A » 490
éwiadezy © istnieniy réwnowsgi eiedzy dimerewi 4 monomersmi w
roztworze. W temperaturze 60°C widma sbsorpcji FMN dle stezo=
nege i rozciefczonego roztworu prawie pokrywajy sie (rys, 2),
co éwiadezy o tym, z2e w tak wysokie] temperaturze dimery ule-
giy dysocjecii, Mekeimum widms réznicowego (rys, 1, « krzywa 4)
otrzymenego z réznicy widm absorpcii roztworu o meksymalnym i
mininalnym stezeniu lezy w entyetokesowskim przedzisle wzbudze-
nia flawin- (dla FMN A = 490 nm), W zwigzku 2z tym na teme
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Rys. 1. Stezeniows z tlougéé tepﬂczynntka oknynkcgl. e(l, ¢) FMN
W tempereturze 2°C w buforze fosforanowym (pH 7)

Concontnuqu dependence of tbo extinction coefficient c(h, c) of
FMN 8t & tesperature of 2 °C in phaosophate buffer (pH 7)

paraturowmg znhzmté wepdlozynnika aboorpcj_: monomeruy u.(v,‘r)" y
tyn przedzisle bedzie misl wplyw proces dimeryzacji.

, Zgodnie z praca [9] wepSiczynnik monomarowej ebsorpejs iy
(9,1') Zwigzany z 3odnofotonom przejdciem. unglot-unglot % nzo
bvé -vmovm ‘ : ; ; s

a (v.'l') = (v)'oxp[-ﬁﬁwi-”—f—vl] i
gd:us Voo = czntodé oxoktronmgo pmj(ct- niqdzy etanen podoj
'  stawowym S, @ wzbudzonym s,a ST ~
= czestodé uutto n:budn;geomz
- stala Plenca;
= stela Boltzuana;

: ;:tw.rawra w K.
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Rys. 2. Stezeniows znlotnoéé tczynnika ekstynkc)

w temperaturze 60°C w buforze foeforanowym epl-l 7

Concentration dependence of tho extinction coefficisnt E( A, c) of
FMN 8t a temperature of 60°C in phosophate buffer (pH 7)

e) FMN

Poniewaz czeetodé antystokesowskiego wzbudzenis v jest mniej-
8za niz Vv, (\7 $WVy )wepélczymtk ebsorpcji o (v.T) - bedzie
wykazywac silnq okeponmcjolno zoloznoéé od 1/1'. Pe zlogarytmo=
weniyu wyrazenia (1) otrzymujemys

“hlv -\’)1

ina (vr)-—-El——Tn: R 43

Viykrag funkcji Ina (v, T) w zale2nodci od T Jees f:‘.;.l-msg;r y
proste o wspélczynniku kserunkom & = -la(v 9)/!:. Dla FMN za-
leznodé ts przy wzbudzeniu A = 510 na pokazm- jest na rys. 3.
wapézczynn:.k absorpcji monomery nlcjo ze spadkien tupontury.
Absorpcje dimeru wzrasta ze spadkien temperatury, - Odchylenie od
liniowodci wekaszuje na pojswienie si¢  dimerdw = w  roztworze.
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Rys, 3, Wykres zaleznoéci 1n o od 1/7 dls kilku stezel FMN  bu-
for fosforanowy (pH 7)

Plot of the dependence of lnopyon 1/T for several concentration
of FMN in phosophate buffer (pH 7)

Na podstawie wykresu, dla poszczegblnych stezed FMN okreélono
tempersture, w ktérej zeczyne sig¢ proces dimsryzacji: dla c =
v 1072 mol/1 temperaturs ta wynosi temp, = 53°C, dla c = 1077
mol/1, temp, = 45°C orsz dla c = 10”4 mo1/1, temp, = 22%C, Wideé,
28 temperstura te roénie wraz ze wzrostem stezenia, Stwierdzono,
e w pokojow-j temperaturze istniejs dimery przy stgeniach wigk~

szych niz 10™% mol/1.
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FLAVIN ASSOCIATIONS IN AQUEOUS SOLUTIONS

In order to determine the sffect of sssociation of flaiine
(FMN and RF) on the electron sbsorption mn of these dyes, co-
ncentration dependence of the lbu %t e(l.ie)-n
studied in the conventration range 20 -l[l up to

A thenge in absorption spectra was observed with uernu of
the dve concentration, An isosbestic point at A =~ 490 nm indica-
tes an squilibrium betwesn dimers and monomers in the  solution.
. For rhosen FMN soncentrations tempsratures of onsst of the dime~
- rizetion process were determined,



