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FLUORESCENCJA KRYSTALICZNYCH PREPARATOW ALLOKSAZYN

Widma emisji fluorescencji roztworéw alloksazyny (All) i jej metylowych
pochodnych niepodstawionych przy N-1 w obecnosci kwasu octowego,
pirydyny i wody (tylko niektére pochodne) charakteryzujg sie podwdjng
fluorescencjg: pasmo krétkofalowe przy ok. 440 nm odpowiada formie allok-
sazynowej, a pasmo dtugofalowe przy ok. 530 nm formie fototautomery-
cznej, izoalloksazynowej [1-5]. Pojawienie si¢ formy izoalloksazynowej
$wiadczy o przeniesieniu protonu w stanie wzbudzonym z potozenia N-1 do
N-10. Fototautomerie obserwowano dotychczas tylko w roztworach w obe-
cnoéci czynnika katalizujgcego ten proces. Alloksazyny powinny réwniez
tworzyé dimery typu ,head to tail”, w ktérych w wyniku autokatalizy mogtby
zachodzi¢ proces przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym. Préby zna-
lezienia takich komplekséw w nasyconych roztworach alloksazyn w réznych
rozpuszczalnikach nie powiodty sie i podjeto badania dla sprawdzenia, czy
odpowiednie dimery mogg sie tworzy¢ w krysztatach alloksazyn.

1. Czes$¢ doswiadczalna

1.1. Materiaty

Alloksazyna (All), 6-metylo- (6MAIl), 7-metylo- (7MAIl), 8-metylo- (8MAII),
9-metylo- (9MAIl), 6,7-dimetylo- (6,7MAIl), 6,8-dimetylo- (6,8MAll), 6,9-dime-
tylo- (6,9MAIl), 7,8-dimetylo- (7,8MAll), 7,9-dimetylo- (7,9MAll) i 8,9-dimetylo-
alloksazyna (8,9MAIl) zostaty zsyntezowane w Zaktadzie Analizy
Instrumentalnej wedtug metody Kiihlinga [6] lub Goldnera i wspotprac. [7]
z modyfikacjami [8].

Produkty syntezy poddane zostaty metylowaniu w pierscieniu pirymidyno-
wym [9], w wyniku ktérego otrzymano 1,3-dimetylo- (1,3MAll), 1,3,6-trimetylo-
(1,3,6MAll), 1,3,7-trimetylo- (1,3,7MAll), 1,3,8-trimetylo- (1,3,8MAll), 1,3,9-tri-
metylo- (1,3,9MAll), 1,3,6,7-tetrametylo- (1,3,6,7MAll), 1,3,6,8-tetrametylo-
(1,3,6,8MAll), 1,3,6,9-tetrametylo- (1,3,6,9MAll), 1,3,7,8-tetrametylo- (1,3,7,8MAll),
1,3,7,9-tetrametylo- (1,3,7,9MAll) i 1,3,8,9-tetrametyloalloksazyne (1,3,8,9MAII).
Produkty syntez krystalizowano z metanolu, a nastepnie z 1,2-dichloroetanu,
sprawdzajgc spektrofotometrycznie i chromatograficznie z wykorzystaniem
techniki TLC. Zastosowano ptytki DC, firmy Merck o grubosci warstwy 0,2
mm. Fazami rozwijajacymi byty:




— benzen-metanol-kwas octowy-butanon-2 (14:2:1:1, obj./obj.),

— chloroform-butanon-2 (14:1, obj./obj.),

— chloroform-metanol-butanon-2 (14:1:1, obj./obj.).

Do pomiaréw przygotowano nawazki 1 mg (z doktadnoscig 0,002 mg)
kazdego z preparatéw, ktére ucierano z jedng standaryzowang kroplg nujolu
(spektr. cz., International Enzymes Ltd.) w moZdzierzu agatowym, az do
uzyskania jednolitej masy. Zawiesing umieszczono pomiedzy dwiema ptyt-
kami kwarcowymi.

1.2. Metody

Widma absorpcyjne w nadfiolecie badanych preparatéw alloksazyn rejestro-
wano przy uzyciu spektrofotometru Cary 118C, firmy Varian. Jako odnosnik
zastosowano dwie matowe ptytki kwarcowe z umieszczong miedzy nimi
kroplg nujolu.

Widma emisji fluorescenciji mierzono przy uzyciu spektrofluorymetru MPF
44A/E, firmy Perkin-Elmer, wyposazonego wlampe ksenonowa typu Cermax,
siatki holograficzne, mikroprocesor korygujgcy (DCSU), wzmacniacz i reje-
strator. Wszystkie widma byty korygowane. Ptytki z naniesionym preparatem
ustawiano w specjalnym uchwycie pod katem ok. 45° w stosunku do obu
monochromatoréw, w sposéb minimalizujacy odbicie $wiatta wzbudzajgce-
go w strone detektora. .

Pomiary czasow zycia fluorescencji wykonano przy uzyciu aparatury Fluo-
rescence Lifetime System M 199, firmy Edinburgh Instruments w North East
Wales Institute w Connah’s Quay w W.Brytanii. Przyrzgd ten byt wyposazony
W laser azotowy pozwalajgcy na prace przy wzbudzeniu 380 nm, podwdjny
monochromator o geometrii L i licznik fotonéw (Philips XP 2020 photomul-
tiplier). Wszystkie pomiary wykonano w temperaturze pokojowej.

2. Omdéwienie wynikow

Widma absorpciji krystalicznych preparatéw All i monometylo-pochodnych
w poréwnaniu z widmami zmierzonymi dla metanolowych i cykloheksano-
wych roztworéw charakteryzujg si¢ batochromowym przesunieciem pier-
wszego pasma absorpcji o ok. 15-25 nm, a drugiego o ok. 15-40 nm (rys. 1a.
tabela 1.). Te przesuniecia moga by¢ spowodowane utworzonymi wigzania-
mi wodorowymi pomiedzy dwoma czgsteczkami alloksazyn lub/oraz allok-
sazynami i wodg krystalizacyjng [5, 10, 11]. Obserwowane réznice w
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Rys. 1. Widma absorpcji zawiesin krystalicznych preparatéw monometylo-pochodnych allok-
sazyny (A) oraz ich 1,3-dimetylowanych analogdéw (B) w nujolu
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strukturze wibronowej, a takze pojawienie si¢ ,ogona” po dtugofalowej
stronie pierwszego pasma absorpcji, wskazujg na obecnos¢ wielu réznych
konformacji. Obliczenie absorpcyjnosci molowych nie jest mozliwe ze wzgle-
du na niedoktadnosci spowodowane naktadaniem na ptytki kwarcowe filmu
o niekontrolowanej grubosci.

Widma emisji fluorescencji (réwniez w swietle spolaryzowanym) krystali-
cznych mono- i dimetylowych pochodnych charakteryzujg sie batochromo-
wym przesunieciem pasma emisji do ok. 535 nm w poréwnaniu do
obserwowanego w przypadku roztworéw w cykloheksanie przy 430 nm (rys.
2a. tabela 2.). Ta dtugofalowa emisja fluorescencji moze by¢ zwigzana z
przeniesieniem protonu w stanie wzbudzonym z N-1 na N-10 w powstatym
dimerze typu ,head to tail”. Wyjatek stanowig All, 6MAIl i 7, SMAII, dla ktérych
maksima emisji fluorescencji potozone sg przy ok. 480 nm.

Tabela 1. Potozenie pasm absorpcji (w nm) zawiesin krystalicznych preparatéw alloksazyny,
monometylo-pochodnych oraz ich 1,3-dimetyllowanych analogéw w nujolu oraz alloksazyny
i 1,3-dimetyloalloksazyny w metanolu i cykloheksanie

Zwigzek Polozenie pasm Zwigzek Polozenie pasm
absorpcji w nm absorpcji w nm
All 390 362 270 1,3MAIl 382, . 343 ‘275
R*™415 R™295 R™410
1,3 MAIl w 377 321 248
cykloheksanie | R™ 397
R~ 362
All w metanolu 376 321 255 1,3 MAllw 379 321
R™395 metanolu R~ 397 R™~257
6 MAII 355 270 1,3,6 MAII 421 270
R™ 420 R™400 R™365
R~ 390 R™340
7 MAII 417 350 270 1,3,7 MAII 397 350 275
R™ 390 R™420
8 MAII 378 265 1,3,8 MAII 412, 280
R~ 405 R~ 295 R™~390 R™335
9 MAII 401 363 280 1,3,9 MAII 400
R™426 R™422 R™360 265
R™ 355
R* — ramie

Potwierdzeniem wystepowania fototautomerii sg dtugie czasy zycia fluores-
cencji (r 5-16 ns) zmierzone dla All, 6MAIl, 7MAII, 8MAII, 6,7MAIl, 6,8MAII,
6,9MAll, 7,8MAIl, 7,9MAIl i 8,9MAIl (tabela 2.). Brak fototautomerycznego,
izoalloksazynowego czasu zycia w przypadku 9MAIl jest najprawdopodob-
niej spowodowane zawadq przestrzenng grupy metylowe] w pozycji C-9.
Podobny wptyw na widma emisji i czasy zycia fluorescencji wywiera grupa
metylowa w przypadku 7,9MAll i 8,9MAIl (brak wyraZzne] dtugofalowej emisji
i niski udziat czasu zycia). Przyczyna wystgpienia dtugofalowej emisji w
przypadku 6,9MAIl nie jest znana, mozna przypuszczacé, ze jest to spowodo-
wane innym utozeniem czgsteczek w sieci krystalicznej. Dane krystalografi-
czne okredlone dla 9MAIl wskazujg, ze czgsteczki te] pochodnej tworzg
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Rys. 2. Widma absorpcji zawiesin krystalicznych preparatéw monometylo-pochodnych allok-
saayny (A) oraz ich 1,3-dimetylowanych analogéw (B) w nujolu

Miejsce metylowania: ( === ) bez grupy metylowej; (———) C-6 (rrrrovvere Yo Ca7s
——————— -8; (— — —)C-9. Dtugoéé fali wzbudzeniowej 350 nm.




wigzania wodorowe miedzy sobg (N-1 do C-4) i z udziatem czgsteczek wody
w pozycjach N-5, C-2 i N-3 [11]. Obecnos$¢ niestechiometrycznych ilo$ci
wody w krystalicznych pochodnych alloksazyny i izoalloksazyny zostata
réwniez stwierdzona za pomocg analizy elementarnej [12] oraz w badaniach
widm w podczerwieni [13]. Wydaje sie, ze wyznaczone czasy zycia fluores-
cencji o $redniej dtugosci (  2-3 ns) mozna przypisaé uktadom z wigzaniami
wodorowymi alloksazyna-woda [5, 10], podobnymi jak w przypadku 9MAII.
Dla poréwnania zostaty zmierzone widma absorpcjii emisji fluorescencji oraz
czasy zycia fluorescenciji 1,3-dimetylowych pochodnych alloksazyn niezdol-
nych do fototautomerii. W widmach absorpcji pasma przyjmujg ksztatt i
potozenie zblizone do obserwowanych w widmach alloksazyn niepodstawio-
nych grupami metylowymi w pozycji N-1 i N-3 (rys. 1b., tabela 1.). Réznice
polegajg na pojawieniu si¢ wyrazniejszych struktur wibronowych. Na pod-
stawie tych danych mozna sugerowac, ze w przypadku 1,3-dimetylowych
pochodnych przewaza okreslone uporzadkowanie czgsteczek w krysztatach
(np. typu ,stack” [11]).

Tabela 2. Potozenia pasm emisji fluorescencji w nm oraz czasy zycia fluorescencji w ns i ich
procentowe udziaty zawiesin krystalicznych preparatéw alloksazyn w nujolu

Czas zycia fluorescencji w ns
i (ich udzial procentowy)
Zwigzek Maksima emisji fluorescencji w nm zmierzone w pasmie emisji
450 nm 530 nm
All 475 1,7 (86), 3,5(14) (2,0 (78), 6,8 (22)
6MAII 490 13 2,3 (64), 13,8 (36)
7 MAII 535 0,8 (89), 19,1(11) [ 3,3 (38), 12,4 (62)
8Mall 515 13 2,7 (53), 12,3 (47)
9 MAIl 525 0,3 (86), 2,8(14)(0,1(52), 2,0 (48)
1,3 MAII 445 0,4 0,6 (56), 15,0 (44)
1,3,6 MAIl 460 505 1.1 2,0 (67), 9,1(33)
R*~ 535
1,3,7 MAII 535 1,5 (75), 16,7 (25) [ 8,4 (18), 22,9 (82)
R™460
1,3,8 MAIl 460 0,5 (26), 1,5(74)[1,6(86), 10,7 (14)
1,3,9 MAII 535 0,5 (87), 23 (13) (1,3 (86), 14,3 (14)
R™460
6,7 MAII 540 1,1(66), 4,5(34) (1,3 (46), 5,0 (54)
6,8 MAII 545 0,3 (73), 1,8(27)(06 (64), 5,3 (36)
6,7 MAII 535 1,2(90), 7,2(10) [ 1,8 (44), 7,7 (55)
7,8 MAIl 550 1,3 (80), 3,5(20) 2,2 (45), 9,0 (56)
R™460
7,9 MAIl 480 0,2(89), 13(11)(0,5(92), 7,7 (8)
8,9 MAII 500 0,3 (49), 1,5(51)[1,2(75), 16,0 (25)
1,3,6,7 MAIl 512 545 0592, 22(@®) [36@®3), 75(17)
R™ 460
1,3,6,8 MAII 508 540 0,1 1,5 (38), 5,0 (62)
R™465
1,3,6,9 MAII 520 1.1 19 (8), 23,1(92)
R™465 R™550
1,3,7,8 MAIl 445 500 0,3 2,2 (34), 7,6 (66)
R~ 535
1,3,7,9 MAII 575 0,9 (75), 4,5 (25) [3,4 (24), 13,2(76)
R™460
1,3,89 MAII 548 0,6 (90), 4,0 (10) | 2,0 (12), 18,0 (88)
R™460
R* — ramig
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W widmach emisji fluorescencji, obok spodziewanej fluorescencji alloksazy-
nowej (maximum przy ok. 460 nm), wystepujgcej czgsto w formie szczatko-
wej jako ramie, pojawiajg sie intensywne, dtugofalowe pasma (maximum
przy ok. 535-575 nm) (rys. 2b., tabela 2.). Wyniki pomiaréw czaséw zycia
fluorescencji wskazujg na istnienie dtugo zyjgcej formy (r 18-23 ns) w
przypadku 1, 3, 7MAII, 1, 3, 6, 9MAIl i 1, 3, 8, SMAII (tabela 2.), ktdrej struktury
nie mozna na podstawie tych wynikéw nawet w przyblizeniu okre$li¢. Dla
pozostatych pochodnych, obok typowego alloksazynowego czasu (z 0,5 ns),
obserwowanego w roztworach wyznaczono sredni czas (r 1,5-3,5 ns), o
znacznym udziale, za ktéry moga by¢ oodpowiedzialne kompleksy z wigza-
niami wodorowymi. Niektore specyficzne powigzania wodorowe moga po-
wodowacé wydtuzenie tego czasu do okoto 8-10 ns. Dane krystalograficzne
wyznaczone tylko dla 1, 3, 8, 9MAIl wskazujg na tworzenie sie warstwowych
kompleksdw [11], awigc nawyniki czaséw zycia moze mie¢ wptyw orientacja
samych czgsteczek w sieci krystalicznej.

3. Podzigkowania

Autorzy dziekujg Dr P.F.Heelis'owi za umozliwenie wykonania pomiaréw
czasow zycia fluorescencji. Cze$¢ wynikéw zostata przedstawiona na X
International Symposium on Flavins and Flavoproteins w Como we Wtoszech
w lipcu 1990 r.
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FLUORESCENCJA KRYSTALICZNYCH PREPARATOW ALLOKSAZYN

SUMMARY
Measurements were done of absorption and fluorescence emission spectra as well as of the
fluorescence lifetimes of ctrystalline preparations of alloxazine and ist methyl derivatives. The
formation of dimers capable of phototautomerizing and of systems of unknown structure was
evidenced.

PE3IOME

MamepeHbl cnekTpbl NOrnowWeHns u aMmccun Gnioopecledumm, a Takxke BpeMeHa XusHu
dnoopecueHunn Kpuctannnyeckux npenapartos annokcasnHa v ero MeTunosbiX
Npou3BoAHbIX. Ha oCHOBE nony4yeHHbIX pe3ynbTatoB BbNO ycTaHOBNEHO, 4TO
obpasosanuch auMmepsl, obnapaoume cnocobHOCTbIO $OTOTAYyTOMEPUU U CUCTEMBI C
Hepacrno3HaHHON CTPYKTYPON.




