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Krystyna Bystra

BADANIA SPEKTRAINE FLAWINOWYCH GRUP PROSTETYCZNYCH

1. WSTEP

0d dawna 2znana jest grupa oksydoreduktaz, zawierajgcych jako
grupy prostetyczne makleotydy flawinowe. Nazwa flawin pochodzi od
stowa ,flavus" - %48ity. Enzymy flawoproteinowe mogg miedé grupe
prostetyczng mono~, b3dZ dwunukleotydows L[41, 951, Oba rodzaje
nukleotydéw zawierajg ukZad ryboflawiny (rys. 1).

Odwracalne reakcje utleniania i redukcji ryboflawiny (RF),
mononukleotydu flawinowego (FMN), dwunukleotydu flawinowego (FAD)
zachodzg w ich pierdcieniu izoalloksazynowym.

Fnzvmy flawinowe mogg byé dostosowane do rdéznych substratdw
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do mniskich dodatnich. Rozpietodé potenc jatéw w ukiadach flawino-
wych jest uzalezniona od obecnoéci FMN, FAD lub obydwu koenzyméw,

+ + . +y .
jonéw metali (Fe’ Mo? , byé moze i 2n° ) i sposobu ich powigza-
nia z biazkiem, jak teZ zmian konformacyjnych samych biatek [ 44,
713,

Obok flawoprotein zawierajgcych FMN lub FAD jsko grupe proste-
tyczng, wystgpujg blatka specyficznie wigZgce RF. Kompleksy te
speiniajg funkcje magazynujgcg i uczestniczacg w rozprowadzaniu
witaminy B, (RF) w organizmach dojrzaXych oraz w czasie rozwoju
embrionalneﬂo £6]. Biaika specyficznie wigzace RF nie wykazujs
wiadeciwodei enzymatyeznych, a5 proteinami niskoez
C1081.

PokaZna iloddé proceséw biochemicznych, w kt4rych biors udziaz

enzymy flawinowe, zwiqzana Jest z emisjg i absorpcjg Swiatia - ze
'i fotold zZy, Potontlenionia., fotorednk
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> ji 'ynocoxaulng). Udziai flawin w procesach
dziatania fotodynamicznego, fototropii, fototaksji i fotomorfoge-
nezy jest dobrze znany biologom [101, 104, 105]. Jednsak jest jesz-
cze wiele nie rozwigzanych problem§w: np.krewetka Processa vobusta
ma na stronie grzbietowej biadig plamg utworzong z chromoforéw za-
wierajgcych granulki biaiego pigmentu, ktére Przemieszczajg sie
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zgodnie z rytmem-rozkurcz w dzien, skurcz w nocy L 71J; przemiesz-
czenia te moga byé wywoiane przez stymulatory hormonalne [11, 43]
lub dwietlne zardwno in vivo [61], jak 1 in vitro L2221, Dotych-
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Rys. 1. Chemiczna struktura flawin [20]
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role substancji dSwiatioczuiej? Jest to Jjeden z wielu przykiaddéw
ujawniajgcych ile zagadnien nalezy rozwigzaé, aby poznaé funkcje
pednione przez flawiny oraz mechanizm dziaiania flawoenzyméw. Eks-
perymentalne prace nad tymi zagadnieniami prowadzone sg wg naste-
pujgcych kierunkéw metodologicznych:

1) badanig modelowych ukiasddw symulujgecych oddzisiywanie fla-
win z biopolimerami,

2) obserwacje réznic we wiasciwod$ciach fizykochemicznych fla-
winy lub apoproteiny w pordwnaniu z ich kompleksem czyli flawopro-
teing,

3) badania wigzan strukturalnych analogéw ryboflawiny oraz
biadka,

4) préby okredlenia specyficznej roli réznych bocznych reszt
aminokwasowych Zaricucha polipeptydowego w tworzeniu kompleksu
z flawing [461.
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Dzigki chromoforowym i fluoroforowym wiadciwodciom flawin
podstawowym narzedziem w badaniach flawoprotein staiy sie metody
spektroskopowe.

W pracy te] przedstawiono i przedyskutowano wyniki badsh fla-
win 1 flawoprotein (ze szczegélnym uwzglednieniem flawoproteiny
z biatka jaja kury) otrzymane dzigki wykorzystaniu metod spektro-
skopowych.

2. UKLADY SYMULUJACE ODDZIAXZYWANIE FLAWIN Z BIOPOLIMERAMI

Modelowe badania biologicznych funkeji flawin powinny uwzgled-
niaé fakt, Ze w naturalnych strukturach biologicznych flawiny two-
rzg poigczenia z biaikami o specyficznej stereostrukturze. Biolo-
giczne dziaianie flawin mozna rozpatrywaé jako dziaianie flawopro-

tein w bionach komdérkowych bedacveh ukiadami anizotropowymi
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w ktérych pole molekularne czgsteczek otaczajgcych czgsteczke fla-
winy moze wpiywaé na jej struktureg stereoskopowg i reaktywnosddé
biochemiczng [18]. Podobne efekty oddziaiywa® molekularnych moZna
oainocnadl nrzaz wprowadzenie f1
VH*%D&%V L &N &l ¥V W IPCALMMLI W ddd ke vl
$ciwosciach strukturalnych.
Ukiady stosowane do otrzymywania struktur modelowych symulu-
ch pewne cechy struktur biologicznych moZna w zasadzie po-
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wierzchnie ciaz staiych o silnych wiadciwodciach sorpeyjnych, c)
matryce polimerowe w postaci izotropowych i anizotropowych folii,

-]
b
3
[o7]
(o]
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Sehmidt [£81] badax flawiny osadzone atomami N(3),C(7),
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zymu z apoproteing. Najbardziej efektywnymi parametrami pomiaro-
wymi takich ukiadéw sg polaryzacyjne widma fluorescencji i pola-
ryzacyjne widma wzbudzenia. W tym przypadku chromofory byiy praw-
wane wydigcznie przez sposdb ,zakotwliczenia" we-
wngtrz membrany L81J. Zaobserwowano réwnie? wzrost wydajnosdci
kwantowe} fluorescencji flawin w fazie przejsciowej 2Zel-ciekiy
krysztai, 2 rezultatéw przedstawionych w pracy S c hmi d t a
wynika, ze polaryzacja fluorescencji flawin zwigzanych w membra-
nach jest znacznie wyZsza niz dla izotropowo roziozonych flawin.
Zakres bada® modelowych mozZna znacznie rozszerzyé poprzez do-

bér micell o odpowiednich wiadciwodciach fizykochemicznych. S h i-
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badania wiasciwo$ci oksydo-redukcyjnych pochodnych flawin, zbada-
1i wpiyw wielofazowych $rodowisk, takich jak micele i polimery

rozpuszczalne w wodzie, na reaktywnosé koenzymdéw. Syntetyzowano
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réwniez polimery, ktdre ,rdzeniem” polistyrenu igczyiy sie z fla-
wing w pozycji N(%). OkazaXo sie, ze flawina w takim ukiamdzie mo-
ze byé doskonaiym czynnikiem utleniajacym tiol ezy karboanion

£871. Wydajnoéé tego procesu mosna znacznie poprawidé przez utwo-
rzenie pojedynczej struktury molekularnej ludb agregatu miceli, we-
wnatrz kt4rych znajduje sig flawina i jon tiazolowy [ 871, Moleku-
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wiadeiwodci katalityczne. Wysoka wydajnosé intramolekularnej ka-

cs’

talizy wskazuje, Ze ukiad micelarny mo%e stanowidé modelowy system

katalizy enzymatycznej [88], S hinkai i in. L8871 udowodnili,
ze 5-dezaizoalloksazyna i flawina moga tworzydé ukiad utleniajscy,

ktéry bedzie modelem mostu elektronowego od NAD® do flawiny (sche-
at 1).
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Schemat 1 [88]

Inny model flawinowych struktur biologicznych stanowig matry-
ce polimerowe w postaci izotropowych i anizotropowych folii z wbu-
dowanymi flawinami. Badania spektroskopowe RF w takich ukiadach
wykazaiy, ze czgsteczki RF wbudowane w krystality majg inne wiasd-
ciwodel absorpeyjne i emisyjne niZ RF w amorficznych obszarach fo-

1lii polimerowej L19, 20]. Mozna wiec przypuszczaé, Ze w RF w ma-
trycach z alkoholu poliwinylowego (PVA) +tworzy dwa rodzaje cen-
trdw ré4znigcych sie wiadciwodciami spektroskopowymi. Przyjmujac
folie PVA za bardzo uproszczony model biaika, badanie flawin
w anizotropowych foliach polimerdw organicznych moZna traktowad

jako badanie wpiywu konformacji biopolimerdw na wiadciwodeci fla-
1
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Rezultatem tego oddziaiywania mogg byé zmiany geometrii (planar-
nodeci) orez miany rozkigdu Zadunku (polarnodci) w podstawowym

frd

i wzbudzonym stanie elektronowym flawiny. Zmiany te zazwycza]j
wpiywaja na rozkiad przejéé wibronowych oraz na orientacje emi-
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syjnych 1 absorpeyjnych momentéw bprzej$é L19]. Potwierdzeniem
tego faktu jest hipsochromowe przesunigecie (w stosunku do roztwo-
réw wodnych) II pasma absorpcji flawin w matrycach PVA, Efekt ten
jest pordwnywalny z przesunieciem II pasma abgorpe ji uzyskanym
z obliczed metods orbitali molekularnych [£19, 901.,7 obliczeri tych
wynika, %e II pasmo absorpcji flawiny w matrycy PVA zmienia polo-
zenia po utworzeniu si¢ winza¥l wodorowych atomdw polimeru z ato-
mami N(5), N(3)4, 0(14) i/1lub 0(12) izoalloksazyny. ¥ pozycjach
(
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AT 12Y 5 /7ub Of(14) di4nicns od rdrendia ERN T TR T o
WD) AL 1< 17400 AR U B4 O u:LbL% Ui L ULCllld L50Uda Ll unﬁday iUWC}-)U licd
mo?liwo$¢é orientacji pod katem ostrym w stosunku do Zarcucha IVA.

Taksg orientacj¢ potwierdzajs wyniki otrzymane =z bada” FMN w ani-
zotropowych filmach PVA w podczerwieni (TR), obszarze widzialnym
T3 2) 3 w wmeades
(ViI8) 1 W nIaaiil
bliska 40° L "10
pasma absorpcji obserwowano takze dla flawin zwinzanych z innymi
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iolecie (UV), oszacowana wartosé tego
19d. 7 drugiej strony niebieskie ©przesunigcie II

polimerami. TFakt ten tiumaczy sig¢ unieruchomieniem flawin prawdo-
podobnie w hydrofobowym obszarze polimeru L[17, 101, dlatego Ffilmy
VA powinny byé traktowane jako fazy dyspersyjne mnic] polarne
niz woda. Na podstaw1e pomlardw r67nlcowych widm absorpcji, stwier-

flawinami (BRI TMNY o ma-—
Tl 1naml (HF, NN a ma

~~~~~~~~~~ iedzy
tryca PVA, w wyniku ktdrych nast@puge wzrost natesenia przejsé wi-
bronowych w obszarze absorpcji ok. 330, 400 i 500 nm. Wzrost ab-

sorpe ji w obszarze 330 1 400 nm mozna traktowad jako aktywacjie
trvovy PUYa 1h 3
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dwsch przejdé n—— m¥pod wpiywem m
kiadu prawdopodobieristwa przejéé wibronowych elektronowego przej-
$cia odpowiadajacego pasmu II i (lub) pasmu I. Obserwowana zmiana
rozkiadu przejéé widbronowych w obszarze I pasma absorpecji flawin
w filmach PVA odpowiada efektom widmowym kowpleksdw flawin i funk-
cyjnych grup protein L1871,

He el i s 1 wspbiprac. badali fotochemiczne wiafciwodci bu-
tyrylowej pochodnej RF (RFTB) w uktadach liposomowych i micelar-
nych [32]. RFTB w tych ukiadach wykazuje maig wydajno$é fosfore-
scencji w stosunku do FMN w roztworze wodnym lub RFTB w EtOH.
Efekt ten, wystepujacy w ukiadach nicelarnych, mozna traktowad
jako wynik wygaszania promieniowania flawiny przez jon Br~ -

zlokalizowany na powlerzchni miceli (jon Br~ jest znanym wyga-
szaczem standw singletowych i trypletowych flawiny). W tych ukia-
dach modeIOWJch maia wydajno ¢ fosforescencji flawin m odpowia-
m, tak jak obserwnje sie to
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Wiele parametrdw fizykochemicznych analogdw RF zmienia sig po
utworzeniu kompleksu z apoproteing. Zmiany tych parametrdw moZna
obserwowaé poprzez pomiary absorpcji flawin i ich kompleksdsw.

Widma absorpecyjne flawin sg wynikiem wystepowania w ich struk
turze pierdcienia izoalloksazyny. Nnjczedcie] bada sie poiozenie
maksimum trzech pasm absorpcyjnych RF: 445 nm (I), 373 nm (II) i
268 nm (III). Podstawniki w pierécieniu izoalloksazynowym
w niewielkim stopniu wpiywaja na ksztait widma absorpcji. Widmo
absorpcji FMN jest prawie identyczne z widmem absorpcji R¥, nato-
miast w widmie FAD maksima sg nieco przesuniete w kierunku czer-
wieni; odpowiedzialny za to jest wewngtrzmolekularny kompleks utwo-
rzony miedzy pierscieniami izoalloksazyny i adeniny [27].

Poprzez Ybadanie efektdw temperaturowych uzyskano informacje
0 mikrootoczeniu flawin. W zakresie niskich temperstur, w rozpusz-

czalnikach o wysokiej lepkodsci i niskiej polarnodci - gdzie naste-
puje obniZenie fluktuacji lokalnych pdl elektrycznych - obserwuje

sie wyrasny wpiyw temperatury na widma absorpcji [10, 621;

szczegdlnie widadé ten efekt w tzw. rdZnicowych widmach absorpeji
w réznych temperaturach (TDS). TDS flawin podobne sg do widm fla-
woprotein, Obserwowane niewielkie zmiany widmowe Dprzypisuje sig

redukcji rotacji flawiny poprzez zwiazanie jej z apoproteins
i mozliwo$ci odksztaicenia wigzania koenzymu L623. Ten wniosek

potwierdzono wynikami bada¥ dichroizmu kozowego (CD) L 23], Widma

TDS mozna 1interpretowné jako wynik oddziadiywania przez obszar

|!.l.’!

hrough space" i przez Zarncuch "through chain" zachodzacego mig-
dzy centrami chiralnymi Za+vicuchdw bocznych i flawinowym chromofo-
rem, ktére w rézny sposddb wpiywajg na dwa pierwsze Dprzejscia /r—sr'
W roztworach wodnych wiekszodé flawin (z wyjgtkiem FAD) wyka-

zuje stezeniowg zaleznodd widm résnicowych L 21, 2871, Prawdopodob-
nie zjawisko to spowodowane jest tworzeniem sie komplekséw miedzy

wmr AN T;\lrﬁ(f".
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Gipson L£rP9] Juﬁ w 1962 r.). % naszych badanh wynika, e fla-

drearmamar A

we j, mogg byé traktowa jako roztwory monomerdw.
flawiny powyzej 5 x 10 ° M obserwuje sie obecnosé
i monomeréw, i dimerdw flawin w roztworze [21]. Dimery nie wyste-
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Obecnodé¢ protom w poizozeniu N(31izoalloksazyny jest waznym czyn-
nikiem w procesie tworzenia sie komplekséw. Kompleksy flawina-
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-flawina, ktére majsg proton w centrum N(3) mogs zmniejszaé prawdo-
podobienistwo oddziatywania hydrofobowego, czy wigzania wodorowego
z molekuiami wody. Kiedy pozycja N(3) jest alkilowuna lub skiado-
we zwigzkdéw nie posiadajg w pozycji N(3) Zadnego protonu, wéwczas
zaznacza sie tendencja do powstawania komplekséw miedzymolekular—
nych [62]. W rozpuszczalnikach o niskiej polarnodci mozliwy Jest
jeszcze inny rodzaj wzajemneso oddziatywania flawin - przez atom

S
N(3YH, To oddziatywanie dotyczy wiazanh wodorowych z grupa karbo-
TN S hehd b il -l TTRASRA A M J J A (A YJ L] b 4 had

nylows C(2) lub C(4) dwéch molekuz flawinowych (rys. 2), ktére sg
odwrédcone w stosunku do siebie [ 52, 621. Wniosek powyZszy potwier-

dzono wynikami bada® magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) dla
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Rys. 2. Przykiad kompleksu flawina-flawina [62]

Takze pordwnanie wynikéw NMR £793 i obliczonyeh gestodeci
7v-elektronowych dowodzi, ze utleniona flawina w stanie podstawo-
wym doigcza preferencyjnie nukleofile (SO%', P(06H5)3) w centrach
N(5) i C(10a). Centra C(2) i C(8) sg chemicznie mniej reaktywne,
lecz réwniez ulegajg reakcjom podstawier nukleofilowych. W przy-
padku reakcji elektrofilowych nukleofile wystepujg w C(9) [801.

Z kolei obliczenia metods orbitali molekularnych wskazujg na
wystepowanie wiazar wodorowych w pozyejach N(1) lub N(5),co w znacz-
nym stopniu modyfikuje widma absorpecji izoalloksazyny, natomiast
wigzania wodorowe w innych pozycjach izoalloksazyny dajas maze
zmiany w widmie absorpcji [69]. Badania widmowe oraz obliczenia
teoretyczne pozwoliiy wykazad, e wigzanie wodorowe w N(5) powo-
duje nieznaczne zmnie jszenie gegstodcl elektronowej w tej pozycji.
Jezeli jednak zachodzi dodatkowe wiazanie wodorowe w 0(12), ﬁ(})H
1 0(14), np. we flawodoksynie czy oksydazie D-aminokwasdw, to po-
winowactwo elektronowe rdzenia izoalloksazyny wzrasta i azot N(5)
zachowuje wysokg mozliwo$¢ akceptowania elektronu. Wiazania wodo-

rowe zachodzace w 0(12). N(ZYH. 0O(14) oo mowass marnateuwwons 4ol
et S o N < ™ AN\ S/ sy WA T O dQUWOD4AT LAvayavie walic g v
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sagwasnleysae Caynnikl wpaiywajace na LalluvyCzig akiywrnosc 11awo-
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protein. Y a g i i in., L70, 1071 na podstawie przesunieé I i II
w

ey 2 PO P P P W -n [ S 4
G igzan

pasmn absorpcji flawiny zasugerowall mo#liwosdé pows

A

wodorowych wg nastepujacej kolejnodci: nie ma wigzania wodoroweco
—N(1) wigzanie wodorowe —N (1), 0(12) — N(1), 0(12),0(14) —N(1),
0(12), N(3)1, 0(14)—N(1), 0(12Y, N(3)H, 0(14), N(5) L7011, Wediug
obliczer przesuniecie 11 pasma absorpcji 7 ——m* flawin jest wigk-
sze nizeli pierwszesgo. Ten fakt czedciowo moZna wyjaénié silniej-
szym wiazaniem wodorowym w drugim wzbudzonym stanie singletowym
S? niz w stanie 81. Co wiece]j, stan 82 flawiny jest bardzie]j po-
larny w jeso strukturze elektronowej. R&%nica pomiedzy momentami

i 8. dla 7,8-dwumetyloizoalloksazyny wy-

dipolowymi w stanach S? 0

nosi 10,47 D, natomiast w przypadku stanéw S5, i S5 - 5,4 D L9,
Jest to zgodne z obserwacjami, Z%e wigzanie wodorowe wywoduje wigk-
sze zaburzenie w II padmie absorpeji nizeli w I L49, 96, 1021.

Generalnie (zgodnie 2z Becvarem [41) widma absorpcji fla-
win w kompleksach biadkowych w stosunku do roztwordw wodnych fla-
win wykazujq batochromowe przesuniecie z rozdzielaniem struktury
wibronowej w pasmie I i hipochromizm w pasmie II. Rozdzielenie
struktury wibronowej pasma widzialnego flawoprotein wydaje sig
byé charakterystyczne dla flawin w roztworze apolarnym; intuicyj-
nie jest to zgodne z hydrofobowodcig miejsc wigzania, ale trudne
do zinterpretowsnia L1273,

Przykiadem, odzwierciedlajgcym powyZsze sugestie moze byé spo-
s&b poigczenia flawiny z apoproteing (RBP) we flawoproteinie biax-
ka jaja kury. Ju? Becvar C41] wykazai, 3e flawoproteina z biaika
jaja kury toleruje strukturalne modyfikacje izoalloksazyny; wymie-
niona apoproteina wigze sie¢ z RF. Te wiadsciwodci biatka byiy przy-
czyng usywnnia go do asocjacji z analogami flawin [991,

Na podstawie bada”t spektralnych stwierdzono, e utleniong
formg flawoproteiny charakteryzuja maksima absorpeji przy 458,
375, 276 nm L106, 1081, Pasma absorpcji przy 458 i 375 nm sa prze-
suniete w kierunku fal diusszych w pordwnaniu z wolng RF, obserwu-
je sie¢ rdwnies wzrost absorpcji w zakresie 480-490 nm. Stosunek
absorpeji A276 do A458 wynosi 6,5. Apoproteina wykazuje jedno
maksimum pasma absorpcji w 280 nm o 457 nizszym od maksimum pasma
absorpcji flawoproteiny. W widmach absorpecji UV flawoprotein
obserwuje sig niezbyt wyrazne minimum w 265 nm, gdzie przypadamsk-
simum pasma absorpcji RF. Dodatnia dewliacja w obszarze 285-310 nm
moze by¢ przypisana absorpcji aromatycznych aminokwaséw omawl ane j
proteiny, poniewaz barwnik w tym obszarze wykazuje stabg absorp-
cje.
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Nesze Ybadania [20] wykazujg istnienie dodatkowego przejdcia
elektronowego dla flawin w obszarze 300-310 nm, Z pordwnania prac
L106 1 201 wynika, Ze dotychczas zmiany widmowe w tym obszarze nie
sg tiumaczone jednoznacznie. Ogélnie widmo kompleksu nie odpowia-
da sumie widm apoproteiny i nie zwiagzanej RF.

Na podstawie bada¥ modelowych stwierdzono, Ze przeniesienie
flawin 2z ©rozpuszczalnikéw polarnych do niepolarnych powoduje
pojawienie gsie struktury wibronowej pasma 450 nm oraz obniZenie
natezenia pasma II [63]., W przypadku RBP brak przesuniecia hipso-
chromowego w II pasmie absorpecji tiumaczy sie wynikiem kompensa-
cji dwéch efektdw: hydrofobowosci miejsca wigZgcego oraz bardzie]
specyficznego oddziadiywania RF z aromatycznymi resztami aminokwa-
sowymi czasteczki biadka.

W przeciwieristwie do tych wynikéw T o 1 1 in 4 Edmo nd-
s o nl23, 24, 261 stwierdzili, %e w Shethna flawoproteinie wsku-
tek oddziadywania proteiny z flawing obserwuje sieg tylko nieznacz-
ne zmiany widma reszt tryptofanu, mimo %e nastagpiiy powaZne zmia-
ny w komformacji grzebietu polipeptydowego.

Zlokalizowane maksima, a szczegélnie minima w widmie réZnico-
wym kompleksu izoalloksazyna-10-metylowy ester aminokwasu, sg
przesuniete w kierunku fal diuzZszych (w rzedzie tryptofan>tyrozy-
na > fenyloalanina), im krétszy jest most alkilowy w pozycji 10
C301.

Wigzanie flawiny do apoproteiny gidwnie jest przypisywane
hydrofobowemu oddziaiywaniu pierdcieni flawiny =z niepolarnymi
grupami proteiny 1 stereoselektywnemu uzoZeniu zarcucha bocznego
N(10) poprzez wodorowe wigzania grup hydroksylowych tego Zaricu-
cha [55, 561. Na podstawie przytoczonych wynikéw opisano czgstecz-
ke RBP [12, 461. Drobina RBP skiada sie z hydrofilowej warstwy
zewnetrznej oraz obszaru wewnegtrznego, ktérego nasjgiebsze regio-
ny majg charakter silnie hydrofobowy. Ponadto na powierzchni tego
biatka 2znajduje sie¢ hydrofobowa szczelina, stanowigca centrum
wizzace RF (rys. 3). ,Kieszen" wisgzgca utwoerzona jest giéwnie
z reszt takich aminokwasdéw, jak: walina, leucyna, izoleucyna eczy
fenyloalanina. Posiugujac sie metods chemicznej modyfikacji, nie
wykryto w tym obszarze reszt tyrozylowych. Niereaktywne reszty ty-
rozylowe (6-7) sg prawdopodobnie ukryte w hydrofobowym wnetrzu
makroczgsteczki, Ich modyfikacja po wczednie jszym traktowaniu 4 M
chlorowodorkiem guanidyny prowadzi do caikowitej inaktywacji fla-
woproteiny. Rola tych reszt polega gidwnie na zaangazowaniu sie
w oddziatywanie hydrofobowe warunkujgce prawidiows strukture trze-
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Rys. 3. Schematyczne przedstawienie miejsca wigzania flawiny
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ciorzedowg tego Dbiatka [92]1. Na dnie szczeliny znajdujs sig‘1—2
reszty tryptofanylowe (sposréd 7) tworzgce kompleksy /7-7v z dwume-
tylochinoksalinowym fragmentem czgsteczki flawiny. W warstwie po-
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grup najsilniej zjonizowanych, zatem najbardziej hydrofilowych.
Wszystkie grupy fosforanowe (7 grup na czgsteczke biazka) znajdu-

1a sie na same} powierzchni biatka, rdwniez wszystkie grupy Neami-

nowe zlokalizowane sg prawdopodobnie w poblizZu powierzchni biadka
L461. Ponadto w centrum wigzgcym wystepuje pojedyncza grupa karbo-
ksylowa. Jest ona istotna dla wigzania RF w tym sensie, 2ze jJej

mnﬂv’?‘iknﬂ"‘n powodu je atlk nm’f'f'u utrate powinowactwa bigiks do fla-

el A | WA ) Ve GV e Y e AT

win L4731, Wydaje siq, ze istotne dla wigzania RF przez apoprotei-~
ng jest jedno z odémiu wigzand dwusiarczkowych w czgsteczce apopro-
teiny [C481.
Blankemnhorn [£5]zaproponowat schemat rédwnowagi po-
migdzy réinymi formami flawoproteiny biaika jaja kury (schemat 2).
We flawodoksynie 2z Desulfovibrio vulgaris flawina (RF, FMN)

zwigzana z molemka biatka jest zorientowana przeciwnie ni% w przy-

£a LSS MR o 2 S 3 e LAV WWRLAG PA LTV v peadiy

padku flawoproteiny z biaika jaja kury, tzn. czedé molekuiy - dwu-
metylobenzen - jest wystawiona do roztworu, natomiast cze$é piry-
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protein). Jednoczednie badania kinetyczne wskazujg, iz pozycja 8
flawiny zwigzane] z apoproteinsg w oksydszie D-aminokwaséw, starym
56xtym enzymie i flawodoksynie jJest dostepna dla roztworu, pod-
czas gdy w oksydazie glukozy i RBP wydaje sig byé niedostgpna.
w oksydazie ksantyny wszystkie dane sugerujg ekspozycjg¢ centrum 8

oalloksazyny do roztworu, jednak dotychczasowe wyniki nie sg
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Z badai CD [75. 1001 flawoprotein 2z kowalentnie zwigzanym
koenzymem orientacje momentéw przejéé flawiny i jej otoczenia
mogg byé réine dla dwéch enzyméw. Przypuszczalnie rédiznice te
entacje geometrii
z kierunki elektro-
2) kierunki momentu
7 s

wynikajg 2z nastepujgcych przesianek: 1) ori
flawiny w miejscach aktywnych sg rézne, chocia
nowego momentu przejdScia flawiny podobne;

nr n-né P anma i €1 auwd o nwLina w wonid
F £ a d [~ a BT d - -La.w*u" J' UUJAG w ,'J A h A LA

izoalloksazyny.
Jak wczedniej wspomniano, prébuje si¢ okre$lié specyficzng ro-
le aromatycznych aminokwasdw zaricucha polipeptydowego w tworzeniu

ot

> mh '1'—--1 L o P Need

’ ~lrd T e Al mend Awma Yaoen X, ~
BT D DW ‘J B S J-dw-“lq‘ y‘ln‘-qn-& wvauallil viid P4 a'y WJAU.L a‘y Uull.‘.u HL U! & Trik

rrer  exivrle Ao m3 and

X, wyznaczono modelowe struktury komplekséw flawina-tyrozyna i
flawina-tryptofan we flawoproteinach [C37-391., Z badari tych wyni-
ka, 2e izoalloksazynowy pierscier jest w przybliZeniu planafny

(mgksimum dewiacji dla C(2) wynosi 0,09 ). Dla pochodnych utle-
nionej flawiny wyznaczony kat dwuscienny miegdzy piaszczyzng ben-
zenu 1 pirymidyny wynosi 4,70, réwniez wystepuje niewlelka defor-
mac ja dla purazynowe] czedeci. Tak ustawione pierdcienie tworzsg
ntbédkowg" konformacje izoalloksazyny L3711, Kompleksy flawina-tryp-
tofan majg charakter ,stosowy" (stacked) 2z odlegZodcig migdzy-
Piaszczyznows ok. 3,4 A, Kompleksy te sa stabilizowane oddziaiy-

waniami van der Waalsa i wigzaniasmi wodorowymi 2z czterema c¢zg-

steczkami wody wystepujgcymi w takich stosach.
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nolu 83 zawsze réwnolegie do pdaszczyzny izoalloksazyny. Komplek-
sy te zalicza sig¢ do asocjatéw z przeniesieniem Zadunku (CT)
7z pierdcienia donora -~ reszty aromatycznej aminokwasu - do naj-
nizszego, nie zajetego orbitalu izoalloksazyny w stanie podstawo-
wym. Fakt ten znajduje odzwierciedlenie w widmie absorpcji flawi-
ny. Na przykiad obecnos$é donordw w roztworze wodnym ryboflawiny
nie wylywa zasadniczo na zmianq pozioméw cLektTGﬁﬁwyCu RF, powo-
duje tylko niewielkie przesunigcie i rozszerzenie pasm. Utworzony
kompleks CT zmienia mikrootoczenie RF w stosunku do wody i wyka-
zuje staig réwnowagi K,p = 68,8 Vall C76, 971.

Stosowe oddziaiywanie pomiedzy resztg tyrozyny i piersdcieniem
izoalloksazyny FMN obserwowano w strukturach flawodoksyny z De-
sulfovibrio vulgaris i Clostridium MP [103]1. Poza tym potwierdzo-
no, ze J.J.awuyruue.x.ny w;t;ﬂ.sawsu.x. oksydaz \La& jek kilku 1nnyon en-
zyméw) stabilizujg chinonowsg forme flawiny. To odkrycie dostarcza
argumentdw do podtrzymania tezy, ze nétywna flawina we flawopro-
teinie oksydazy utrwala ujemny Zadunek umiejscowiony w N(1)-C(2a)
podczas biegu normalnej redukcji L3311, Flawiny zaréwno wolne, jak
i zwigzane z biatkiem ulegajg takZe nieodwracalnej fotoredukeji po-
igczonej z tworzeniem si¢ zwigzkdéw addycyjnych.W powstawaniu tych
podgczer uczestniczy podwéjne wigzanie miedzy N(5) i C(4a)izoallo-
ksazyny [591., Modyfikacje wszystkich pierdcieni RF powodujs zwy-
kle obnizenie energii wigzania.

Udowodniono [L591, ze reszty tryptofamm i +{yrozyny speiniajg
te same funkcje w wigzaniu z koenzymem flawinowym oraz w reskcjach
redox we flawoproteinie. Poza tymi dwoms sminokwasami inne nie
tworzg z flawing tak trwaiych komplekséw [591.W wielu przypadkach
wigzanie kowalentne flawiny z resztg histydyny lubdb cysteiny zan-
cucha polipepdytowego nie wyklucza oddziaiywat niskoenergetycz-
nych migdzy flawing a aminokwasami otaczajgcymi flawine.
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4. REZONANSOWE WIDMA RAMAN

Regonansowe widma Ramana (RR) dostarczajg metod do obserwowa-
nia widm wibracyjnych selektywnych grup chromoforowych biomolekui;
m.in. mozna obserwowaé flawoproteiny. W widmie CARS (spéjne anty-
stokesowskie rozproszenie ramanowskie) FAD-u wystepuje pasmo w ok.
1260 cm™ zwigzane z drganiami deformaoyjnymi N(3)H [22]. Czegsto-
tliwoéé tego pasma obniza sig¢ o 10 em™ L po utworzeniu kompleksu



Badania spektralne flawinowych grup prostetycznych 165

flawiny 2z apoproteing RBP, Zngleziono réwniez pasmo (1252 cm’1)
dla formy N(3)H; moze by¢ ono uzywane jako indykator dla stamu od-
dziadywania N(3)H--- proteina {67 .J Prawdopodobnie r4z podoZe—
nia pasma odzwierciedlajg zmiany w charakterze wigzah wodorowych,
w kt4érych zaangaZowany jest proton w pozycji N(3) 1 akceptorowa
grupa biatka lub czgsteczka wody w przypadku wolnego FAD-u [22].

Ostatnio opublikowano réwnie? klasyczne TrTezonansowe widma
Ramana dla komplekséw apoproteiny z RF i kilkoma innymi flawinami
[22, 42, 66~681., Poréwnanie 2z analogicznymi danymi dotyczgcymi
oksydazy glukozy C221 i dehydrogenezy kwaséw tiuszczowych L 2] pro-
wadzi do wniosku, %e wiadnie pasmo w ok. 1250 em™! moze dostar-
czyé informacji o oddziaiywaniu N(3)--- biaiko w réznych flawopro-
teinach. PotoZenie tego pasma jest identyczne dla lumiflawiny wol-
nej oraz zwigzanej z apo~-RBP L7, 671, Widma RR lumiflawiny réznig
sie bardzo od widm RF w zakresie 1200-1300 cm'1. R4znice te nie
wynikajg z réznego oddziaiywania flawina-proteina, ale 2z natury
samej flawiny. Dlatego struktura wibracyjna efektu podstawienia
w izoalloksazynie moze wigzaé sie 2z chemiczng resktywnodcig fla-
winy L671.

Mierzono rdwniez widma RR 7;8—C12-RF, 8~C1-RF, 8~Br-RF
w kompleksach 2z RBP., Dla powyzszych pochodnych RF zarejestrowano
nie zauwazone dotgd przesuniecie pasm pierdcienia IT i III izoal-
loksazyny, co moze odpowigdadé selektywnemu oddziaiywaniu <flawi-

nv 2z nroteina. Ta mozliwodd hvis teatowona Drzez Dordvnanie widma

ny zZ protelng., la mozilwogc dyLa tegtowana DrzeZz Dorgwranlie wiamg
e L TR - ST S - T 2o 8 2. TT F V-3 RN S, SO, SR Vo -

fniamana Ka4de j Liawliny 2 jej widame LN (L.iawing ovuaowalla W RrySZ-

taz KBr), tab. 1 [821.
Dla kilku flawin dokZadne poiozenie (w om™ 1) kazdego pasma

e wd Amd T ramawv - wm Lt atno AR AldnnmiadAnd aen n
w WwWillhace nguagiia L 04lll S4y ca 4O Gl

ta wynika z faktu, 2e otoczenie flawiny w badaniach w podczerwie-
ni (odrodek krystaliczny) ré2zni si¢ od otoczenia w badaniach

ramanowskich (proteina tworzy hy“roiﬁb_ we domeny) [4], przy czym
- P Aemd e . W - el P - o o~ < -‘- - . AN ik e lheneraln P o nd wa
Q4L w HUI zZeniua Magm a&ﬁd bbU JES L EX ﬂ. utLd L Q41 'yb 11a8awlil

Natomiast obserwowane rdéZnice w poioZeniach pacm pochodnych RP
w stosunku do RF prawdopodobnie odpowiadajg wewngtrzmolekularnym
wiadciwodcim odpowiednich pochodnych RF L[82].

Widma Ramgna 8-merkaptofliawiny zwigzanej z apoproteing w sta-
rym 248itym enzymie lub oksydazie glukozy réznig sie¢ od widm 8-po-
chodnych RF i samej RF., Dzigki te) réznicy moZna wyznaczyé elek-
tronowg strukture benzochinonu flawiny zwigzanej 2z apoproteins.

Réwniez widma RR 8—»NH3-RF i 8-—0QH -RF réznig sie¢ od widma RF, Po-
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wyzsze rdésnice widmowe moga bydé rezultatem zmilan w s e
T-elektronowej, odpowiadajace]j podstawieniu grupy aminowej 1
metoksylowej w pozycji 8 izoalloksazyny. Poprzez podstawienie
w pozycji 8 grupy, bedacej silnym donorem elektronu, rezonan-
sowa forma (rys. 4) w istotny sposdb zmienia elektronowsg struk-

RZ RZ
R | + l -
T2n0 N _N_ .0 Ry S NN N2 0

Hj ” " ‘H i "y H
v 4. Rezonansowa struktura flawin [671]

ture izoalloksazyny 1 powoduje zmiany natury podwéjnego wigza-
nia C(4a)-N(5)., PFakt ten mosna zauwazyé w przesunigciu pasma
Xamana 1583 en™ ! C671. Oprécz wiém RR form utlenionych flawiny
obserwowano r4wniez rezonansowe widma Ramana semichinonu i cai-
kowicie zredukowanej flawiny. Dla neutralnego semichinonu RF +
RBP pojawia sie¢ dodatkowe pasmo w 1617 cm™'. WZagnie to pasmo
moze byé uzywane jako pasmo informujgce o stanie redox flawiny
w posrednie] reakeji flawoproteiny lub kompleksu flawina-ligand
Cegl.

Badania RR bazuja na efektach widmowych selektywnych podsta-

a
3
wierd chemicznych w danym obszarze molekuty, co mozna zaobserwowad
poprzez zmiany poiozenia pasm w widmie RR dla réznych flawopro-

tein w wyniku oddziazywania proteiny z izoalloksazyng.

5. WIDMA REZONANSU PARAMAGNETYCZNEGO (EPR) POCHODNYCH RF

Pewne wiasdciwodci biofizyczne flawiny zmieniajg sie po utwo-
rzeniu kompleksu z apoproteing. Na przykiad BF w holoproteinie
jest stosunkowo oporna na fotolize w pordwnaniu z wolng RF L1061,
Wystepuja réwniez zmiany w widmie EPR flawoproteiny L72]. Rozsze-
rzenie linii rezonansu protondw atomu wegla C(6) i grup metylo-
wyoh w pozycjach C(7) i C(8) $wiadczy o hydrofobowym oddziaiywa-
niun migdzy gkiadnikami kompleksu. Natomiast 2znaczne wysokopolowe

" .
Przesuni caule chemiczne, o
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rzenie sie¢ komplekséwir-mrmiedzy izoalloksazyng a tryptofanem.
Znaczne] zmianie ulegaja wxadeiwodcl oksydo-redukeyjne RF w RBP,
Iiczne czynniki, ktére redukujz RF wolng, np. NADH, kwas liponow
i kroplowa elektroda rteciowa sg nieaktywne w przypadku holopro-
teiny [107]. Jednak nadwietlanie roztworu komplekséw RF + RBI
w obecno$ci EDTA lub pod wpiywem dwutioninu sodu pozwala otrzymy-
waé dwie zredukowane formy flawoproteiny: semichinonows 1 hydro-
chinonowg. Rodzaj semichinonu flawinowego stabilizowanego Dprzez
czgsteczke biatka zalegy $cidle od natury miejsca wigzgcego L341.
W przypadku flawoproteiny z biaika jaja kury Jjest to obojetny,nie
bieski" wolny rodnik [ 33, 34, 57, 58, 68, 1071, dajgcy w widmie
rezonansu paramagnetycznego sygnai o g = 2,003 i szerokodei 19
gausséw [ 1061, Stabilizacja obojetnego semichinonu jest zgodna
z hipotezg o hydrofobowym charakterze centrum wigZgcego, a ponad-
to wskazuje na silne oddziaiywanie czgsteczki apoproteiny z ato-
mem azotu w pozycji 5 pierdcienia izoalloksazynowego L 991.

Dla porédwnania mierzono rdéwniez widma proteiny zwigzane
z neutralnym semichinonem FMN 8« -podstawienie (w kompleksach
nAzotobacter" apoflawodoksyny) 1 uzyskano szerokos$é sygnaiu ok.
20~23 G. Natomiast semichinon flawinowy 8a -N(3)histydylo FAD
dehydrogenazy wykazuje duzo wezszy sygnaz (~12 G) stgd wniosek,ze
ten semichinon flawinowy wystepuje w dehydrogenazie w formie anio-
nowej (czerwonej) L143.
Badania struktur i ruchéw molekularnych centréw paramagnetycz-
sg prowadzone dzigkl zastosowaniu techniki spektroskopii po-
dwéjnych rezonanséw, elektronowo-jgdrowego (ENDOR) i elektronowo-
-elektronowego (EIDOR). Charskter obserwowanych widm zalezy od

MmLINnAanndneuath Mrnmanacm L wal alr v mar 2anas ale 1..-... R R — e
Tozivrounydil proCesow reiadsacyjnycn, £K0nNvrolujgcyc h prze payw ener-
g1l w obrebie ukiadu spindw oraz mied spinami i ich molekular-

2y s
nym otoczeniem, tzw. siecig uogélniong L78]. Dlatego bada sie do-

-~

orodnikowych miejsc makroczgsteczek.

Znaleziono, %e FMN charakteryzuje sie niemal catkowitg wymienial-
noécig oddziazujge po wymianie izotopowe}
1 -

B_O—eT)_ at e + 30 ’ mamrd vl e D e e
-.2- ..Zv, S A7 43 wyndau jg auaACailLe LS (8% WP~

J. Réwniez dzigki tej metodzie pomiarowej
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Wiekszoéé flawoprotein nie fluoryzuje lub bardzo sdisbo fluory-

zuje, 2 czego wynika ciggle otwarty problem wygaszania fluorescen-
cji f£lawin

Prgbuje sig réznyml, niezaleznymi metodami mierzyd czasy
zycia fluorescencji flawin wolnych, jak 1 2zwigzanych z proteing
[98]. Z pordwnania tych czaséw mozliwe jest obliczenie czasu
korelacji, ktéry odzwierciedla dynamiczne procesy oddziadywania
fluoroforu.

Szgba fluorescencje oksydazy D-aminokwasdw, dehydrogenazy
liponianu i wielu innych flawoprotein L 90, 911 charskteryzujg krét—
kie ezasy 2ycia (tab. 2), jednak sg one dfuzsze niz nalezaioby
sie spodziewaé z dynamicznego wygaszania, czy relacji zachodzgce]
miedzy czasem gadniecia fluorescencji a wydajnodcig kwantowa(qfl=

= tfl. gdzie T _ - naturalny czas zycia L3011

(o]

Song 1 wsp
Flawinag w singletowym stanie wzbudzonym moze wulegaé fotoreakeji
(np. hormon wzrostowy - auksyna stanowil doskonaty przykiad modelu
endogenicznego donora). Stad asutorzy sugerujag, iz krétki fluore-
scencyjny czas zycla flawiny zwigzane] 2z membrang odzwierciedla
dynamiczne wygaszanie fluorescencji flawiny w jej mikrootoczeniu.

Tollin 1iin, C16] badajg oddziatywanie flawiny z protei-

Nt ad i o N s n ™™WQ nd +alrd s mamae amahlrAadasd

ng w Shethna flawoproteinie. Obserwujg onl taskie same szybkosci
wygaszania fluorescencji proteiny, jak i flawiny, co prawdopodob-
nie jest rezultatem identycznego procesu. Autorzy wnioskujg, 2e
bezpoérednie molekularne ngkrywanie sie¢ pierdécieni aminokwasu
aromatycznego 1 flawiny powoduje forsterowskie przekazywanie

oprzez ddzd atuvaa vna ” 'n-nn+a'i'nn-m‘i

N
L

energii do flawiny.

Wiele prac podwiecono bhadaniom fluorescencji flawoprotein
biatka Jjaja kury. NasSwietlanie roztworu RF w zakresie I pasmsg
absorpeji wywozuje zielong fluorescencje =2z maksimum natezenia
w 535 nm. Przy Zgczeniu sig RF 2z apoproteing zachodzi wygaszanie

Plavnmammannadd e Mooy atAacirrmlrers maTl Acacsem 4 o 4 (-1 WP ran et wn o Yo
1iU0IresCencji; pPray siviésunsdu MOLOWYm 7 ¢ 1 (lTiawWilia ! Pproveliina)nia~

tezenie fluorescencji RF zmniejsza sie o ponad 90% L1061; w in-
nych pracach przyjmuje sig kompletne wygaszenie fluorescencji fla-
winy oraz zmniejszenie nateZenia fluorescencji proteiny w 83-86%
C12, 64, 721.

Badania te pozwolily wyznaczy¢ state asocjacji lub dysocjacji
flawoproteiny [60]. Ryboflawina jest najbar

cyficzng gru-
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Tabela 2

Czasy gadniecia fluorescencji flawin i flawoenzymdéw w temperatu-

rze pokojowej

($rednie z 20-30 wartodci)

FPlawina Srodowisko (Medium) T (ns)
4-butyryl-RF "EtOH 5,65
CCl, + 3 mM TCA (kwas tr
4 PR, R 2\ A A7
cn.iorooc ! 4427
CCl, + 20 mM TCA 2, 55 [£90]
FMN HQO 4,65
90% glicerol: HZO 5, 40
FAD H20 2,35
33% sacharoza: H,0 3, 40
90% glicerol: H,0 5,00
RF etanol 5,65
RF etanol: pirydyna (1 : 1) 5,63
Alloksazyna etanol: pirydyna (1 : 1) 1,71 [93]
Izoalloksazyna etanol: pirydyna (1 : 1) 5485
3-metylolumichrom etanol: pirydyna (1 : 1) 1,25
Dehydrogenaza bufor pH 7,2; 0,3 mM EDTA 3,50
liponianu
Okavdaza D—aminokwa- hnfor nH Q2 § 2 10
A ¥0J M4 4 CL B CAUL D 24N/ L% ¥V CA A A W e P e e 4 [ =N B
sows [901
bufor pH 8,5 + 10 nM - piro- 0, 44
gronian ~
bufor pH 8,5 + 20 mM indol 2,65
-~ kwas karboksylowy

pg Dprostetyczng dla apoproteiny =z zéltka Jaja ry. Stale dyso-

S S [ (P R TS DR TN ™A ocdpowiednio o I S ~ 1n"’9m

Ccjav s \apupylvvo.iua - 2.1 g LNy L AL VU puwiac iy [ P4 Liig
-7

6,3 x 100 'M, 2,5 x 10" "M) wykazujg kilkaset razy wigksze powino-

wactwo apoproteiny do RF w pordwnaniu z FMN czy FAD. Dla lumifla-~
winy stara dysocjacji jest ok. 20 razy mniejsza niz dla RF - jako
wynik braku udziaiu Zaricucha rybitolowego w interakcji 2z apopro-
teing [641.

Za fluorescencje apoproteiny odpowiedzialny jest gidwnie tryp-
tofan, ktérego 8 reszt przypada na czgsteczke biaika [ 741, Widmo
emisyjne apoproteiny jest identyczne po wzbudzeniu swiatzem o diu-
gosci 280 lub 295 nm [ 65]. Nakiadanie sig¢ widm fluorescencji ty-
rozyny i tryptofamu jest regulq w przypadku blaiek p091ada3qcych

008 te amxnum:vasy L!)Jo MlaliSJ. am auqae"‘ =1

proteiny z biazka jaja kury przypada na 343

€80 apo-

natomiast
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z 26itka na 366 nm L1081, réznica poZozenia maksimum natezenia
pPasma fluorescencji wynika z nieco odmiennego skiadu globuli RBP.
Obserwacje zmian fluorescencji biaZek pod wpiywem réznych sub-
stancji obecnych w roztworze dostarczajg niekiedy cennych infor-
macji o rozmieszeczeniu reszt tryptofanylowych w makroczgsteczce
L463. "i s hina i wspéiprac. [65] badali wygaszanie fluore-
scencji RBP przez jony jodkowe i1 cezowe w obecnodci czynnika de-
naturujgcego apoproteing - chlorku guanidyny. Autorzy przyjmujsg,
ze w wyniku intermolekularnych zderzer nastepuje wygaszanie fluo-
rescencji proteiny. Fluorescencja tryptofanu (o duzym natezeniu)

odpowiagds ,zagrzebgnym" »

r-Y-%-4 " 4= e me W e e e
QUG poanxLi4avouqQilyild LEe34 v

ein W y.r.a.ypdu.nu.
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1ami CcO PO~
woduje wygaszanie ich fluorescencgl. Stad wniosek, 2e o fluore-
scency jnych wiaéciwoéciach RBP decydujg reszty tryptofanowe.Obser-

w1 dia ada han mata
Vige Sa1g 0ar made

- - -

atadandia Trh AanFlramida e et
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ia v gt l- T 4AWU UV WL VT

o]

W
scencji kompieksu RF-apoproteina, co m.in., moze byé spowodowane
udziaiem tryptofanu w wigzaniu RF-RBP,
ieniu flawiny i odkryciu resz
ji wzrasta wielokrotnie. Udowodniono [ 441, %e wzro-

p

romieniowania po odszczepieniu RF o0d kompleksu

AR e

-D —.1\
£G0 Oaszczaep
nie fluorescenc
stowi natQZenia

. .

r ombameledens anse ATl = + -
aang = WU

8 spadek struktury helikalnej bi
réwniez przemawia za udziatem reszt tryptofanowych w wigzaniu fla-
winy 2z apoproteing.

1
(84

4o et o m Pt o DR = ~Aneanead -
nie jsca WanauLa n Z apoprov

Mikrootoczenie m zZu
szg staig dielektryczng nizeli woda. Prawdopodobnie, niepolarne

mikrootoczenie w "kieszeni“ apoproteiny stwarza mozliwo$é przysto-
~ nmnn Iz a = Ivam

0 o RBP [653; w ten sposéb prébuje sig tiuma-
czy¢ zdolnoéé apoprotelny do wigzania barwnikdéw o réznych struk-
turach £931. W roztworach o obojetnym zakresie pH czgsteozki barw-
am o 1e s lor o omne $ ..1..._.. 1—4- mmr T2 omALS T A ARAArmed o Fevemr st - T~
IL.LJX.OW wynuaudq Cliglan vel J..LyU.L_L-LUW‘y £ .Lbu. uuua.&u.a.y WdIL.LU Z &H "'

teing powinno byé zgodne z oczekiwaniem natury hydrofobowej.z dru—
giej strony, nie mozna wykluczyé 1nnych oddziaiywad na  skutek
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W bakterii lucyferazy koenzym flawinowy Jjest rédwniez ulokowany w
bardzo hydrofobowej i niepolarne] ,kieszeni" - centrum aktywnym
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| S )

Obserwowane wygaszanie fluorescencji proteiny jest niezaleZne
od struktury i wzglednych rozmiaréw flawiny CL121. Chociaz L i
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[53] przewidywaz mozliwoscl forsterowskiego przekazywania energii
A trvotofanu ado flawinv (Ao pDromienin krvtvernym 25 %) nie mos
“ E A A -~ A e AV de bdy \ W P WM AT A Ay W ywdidayusr g D Ak Or LA\

to byé jedyne zjawisko odpowiedzialne za wygaszanie fluorescencji.
Inne aminokwasy, jak metionina, siabiej histydyna nie wykazujg

tend ji do tworzenia intermolekularnych kompleksé z flawing
2z mmem ol awd o 2 DY o P SO . S — 'L__A_.A PRy I, Ny [ - B O

W wodazie 1 QLarexzu Vupgelwuwje Big baruzv sagoe wygasaalu.e LALUQLE-

sce cgi flawiny - nawet gdy aminokwas Jjest w znacznym mol arnym nad-
miarze. Wyniki wielu bada¥ efektéw rozpuszczalnikowych i tempera-

gy r0 |xnrn‘ﬂ Ahadmriianunhh omdeana Matadanta 4 nAlanwewran 44 - B orescen
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u Y a
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707 ) nl‘h
OWSE =S s syg, aLv

namicznemu stanu wzbudzonego flawiny podczas zderzenia z resztami

metioniny i histydyny. Réznice we wiadciwodciach  fluorescencyj-

nych flawin z podstawionymi w pozyejach 10~ i 3-aminokwasami wska-
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Na podstawie danych zawartych w pidmiennictwie, dotyczgcych
flawinowych grup prostetycznych wynika, #e flawiny moga speiniad

ne ‘F'-v nrnia hinln
AN -t *uLV'J\J A de WS e

5

ot A n
VAo e

Flawiny sg bardzo uniwersalnymi koenzymami funkec jonujgcymi =z
duzg wydajnodcig w réznych reakcjach enzymatycznych powodujacych

nroeanti acd ania Ano’noon T h w 1 Arh alalrt nALn QA7 P Aot awnwum IV
ll.l. LIV Add WD A Al dk/u.I.A\/bU e A WS \.L UULL G&GILU U LU' e J /A NS NANT VLYY VY 138 r.l.\.l
blemem w badaniach mechanizmu dziatania flawoenzyméw jest pozna-
nie natury oddziatywania flawina-biaiko. Uogdlnienia dotyczgce te-
g0 zagagdnienia mogse bvdé tworzone w onarciu o wyniki ezczeghdiowveh
OV uubuwx.a.vuuubu uvb\t VJ A4 AV b d W AANS vy VL-’LL*‘-‘-’-V‘- N~ J 44444 U&J uvbu-.vv N b A
badar nad stosunkowo prostymi flawoproteinami, ktére uznaje sie

za reprezentatywne dla znacznie szerszych grup. Pierwszym krokie

{wodind hiopolimersw poprzez bed
vO0SCL D1 ze?Z bad

R AT L= 4

SD

aat 4ledzenie wZode
" N W W ke W WAL Nt o dalin NS L g

poznawczym Zen wiadeiv
nie widm absorpcji i emisji.

Obserwac je widmowe flawoprotein udowadniajs istnienie oddzia-
Zywan hydrofobowych lub z przeniesieniem Zadunku. Proteiny, ktére
wigzg flawiny Dbez udziaiu mocnych kowalentnych wiaza®d [17, 181
tworzg kompleksy flawina-biako stabilizowane siZami van der Waal-
sa, wigzaniami wodorowymi, czyli wigzaniem 2z przeniesieniem Za~-
dunku £19]. Zdolno$é flawin do tworzenia kompleksu CT wynika z te-
go, 2e pierdécier izoalloksazyny w formie utlenionej jest akcepto-
rem, natomiast w formie zredukowanej - donorem.

Dotychczasowe wyniki eksperymentdw i teoretyczne przewidywa-
nia, szczegdblnie z usyciem ukZadéw modelowych nie zawsze pozwala-~
Ja na jednoznaczng interpretacjg obserwowanych zjawisk. Dlatego,
by dokiadniej poznaé funkcje fotobiologiczne flawin in vivo, ko-
nieczne sg dalsze badania tak ukiadéw naturalnych, jak i modeli.

Serdecznie dzigkuje Pani doc. dr hab. R, Drabent za wiele cen-
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Artykui wpiynat do Redakeji 25 II 1983
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SPECTROSCOPIC STUDIES OF THE FLAVIN PROSTETIC GROUPS

Summary

In this paper a survey of the experimental data obfained from
spectroscopic studies of flavins and flavoproteins is presented.
It 1is emphasized that spectroscopy methods are fundamental
is studies of flaving and flavoproteins.
Flavins are the fundamental coenzymes whlch play an xmportant
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