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. fuggelék

A TDK munka soran feladatom a kovetkezd volt: a konzulensem Utmutatasa alapjan elvégezni a
kijelolt kisérleteket, ezeket kiértékelni a megfelel6 programok segitségével, majd a kapott
eredményeket rendszerbe foglalni, és ezekben szabalyossagokat megfigyelni. A kutatds soran
megtanultam haszndlni a szamomra bemutatott mérd-gépeket: Horiba Jobin Yvon FluoroLog
késziilék, valamint Horiba Jobin Yvon NanoLog késziilék. A FluoroLog késziilékkel emisszios
méréseket végeztem, mig a NanoLog késziilékkel élettartam, valamint anizotropids méréseket
folytattam. A kisérletezés soran FMN, és FAD koncentracio sorokat készitettem, és ezek fotofizikai
tulajdonsagait vizsgaltam, ugy, hogy ezeket megfigyeltem I-triptofan jelenlétében is. Utdbbi esetben
fixen tartott FMN/FAD koncentracido mellett a triptofanbol hasznaltam higitassal nyert koncentracio
sort. A mérések egy részét megismételtem mas puffer alkalmazasaval is, hogy a puffertél valo
befolyast kizarjam. A kapott emisszidos adatokat Origin és Excel segitségével értékeltem ki:
megfigyeltem a grafikonok helyzetének, elsdsorban cstiicsdnak koncentracio fiiggését, és a kapott
értékeket tablazatokba rendeztem. Az élettartam adatok kiértékelésére pedig a FluoFit nevii programot
hasznaltam a lecsengési gorbek illesztéséhez, valamint ezek paramétereinek meghatarozasahoz, majd
az igy nyert adatokat szintén tablazatokba rendeztem, és vizsgaltam valtozasuk koncentraciotol valo
fliggését. Az igy nyert Osszefliggések lettek felhasznalva a leirt végkovetkeztetések megallapitasaban.

A dolgozat lezarasanak datuma:

2015.01.05. (megjegyzés: ez a formai modositasok utani lezaras ideje, tartalmi modositas a hazi védés
utdn nem tortént)



I. Osszefoglalas (absztrakt)

A bemutatott dolgozat a flavin adenin dinukleotid (FAD) és a flavin adenin mononukleotid (FMN)
fotofizikajaval foglalkozik. A természetben mintegy 150 enzimben fordul el6 FAD vagy FMN, ezek
funkcidja pedig rendkiviil valtozatos. A funkcid szempontjabol jelentés szerepe van az FAD/FMN
redox allapotainak illetve elektron donor és akceptor képességének. A flavoenzimek fontos
kovetdéen valosul meg. Ilyen enzim példaul a DNS javitasaban fontos szerepet betdlté fotolidz,
amelyben az UV/kék foton elnyelését kovetéen az FAD-rél egy elektron 1ép ki, melynek
kovetkeztében — a hibas — ciklobutan pirimidin dimer kétés felbomlik. Az elektron transzfernek mas
fotoaktiv flavoproteinek esetében is fontos szerepe van, a cirkadidn ritmus szabalyozasaért felelés
kriptokrémokban példaul a gerjesztést kovetden egy elektron transzfer kaszkadra keriil sor, amelynek
soran az elektron harom kozeli triptofan molekulan ,,ugralva” redukalja az FAD-t. Ebben az esetben a
triptofan molekulak egyfajta ,,nanodrétként” viselkednek.

Jelen dolgozatban az FMN és a FAD triptofan altali redukalasanak fotofizikajat vizsgaltam oldatban.

Ennek érdekében fluoreszcencia emisszios és élettartam méréseket végeztem.

I1. Bevezeteés és problémafelvetés

A fotoindukalt elektron transzfer a fluoreszcencia kioltas gyakori oka. A folyamat soran a fluorofor
gerjesztését kovetden egy elektront vonz a kornyezetébdl, amely a gerjesztett allapot gyors
UV/kék foton elnyelését kovetden a kromofor gerjesztett allapota az adenin gylriit6l jovo elektron
transzferen keresztiil relaxalodik. Ennek kdvetkeztében az FAD esetében két populacio figyelheté meg

—egy rovid, 9 ps és egy hosszabb 3.5 ns korili fluoreszcencia élettartammal rendelkezd.

FAD

1. dbra: Fotoindukalt elektron transzfer az FAD esetében [1] Li et al, J Phys Chem B. 2009.

Tekintettel a flavinok redox tulajdonsagaira a fotoindukalt elektron transzfer szamos flavoprotein

esetében megfigyelhetd, jollehet az esetek tobbségében a fehérje funkcidjaban nem jatszik szerepet.



2. abra

A 2. abran lathaté gliikoéz oxidaz esetében az FAD gerjesztett allapota 10 ps alatt relaxalodik, ami
els@sorban a flavinhoz kozel elhelyezkedd triptofannak kdszonhetd. A fényabszorpciot kdvetden az
FAD gerjesztett allapotba keriil, ezt kdvetéen egy elektron transzferalddik a kozeli triptofanrol, igy
redukalva a flavint. Az elektron transzfer kovetkeztében egy flavin anion és egy triptofan kation gyodk
keletkezik, amely kozvetleniil is megfigyelhetd és lathatd infravords tranziens abszorpcio segitségével
([2] Lukacs et al., J. Phys. Chem. B., 2013).

Bar a legtobb flavoprotein esetében a fotoindukalt elektron transzfernek nincs fiziologiai funkcidja,
néhany flavoprotein csalad esetében ez a folyamat kulcsfontossagh a fehérje funkcidjanak
szempontjabdl. Ilyen fehérjék példaul a DNS-javitasban részt vevd fotolidazok, vagy a
rovarok/novények cirkadian ritmusanak szabalyozasaban részt vevé kriptokromok, amelyek esetében
az FAD redukalasa egy harom tagl triptofan lancon keresztiil valésul meg.

Tekintettel arra, hogy a fotoaktiv flavoproteinek miikodésének megértése szempontjabol fontos a
flavin redox folyamatainak a nyomon kovetése oldatban kivantunk olyan spektralis markereket
keresni, amelyek az FAD és a triptofan anion és semleges gyok allapotara jellemz6. Ennek érdekében
FMN ¢és FAD mellé adagoltunk triptofant, arra szamitva, hogy megfigyelhet6 a fotoindukalt elektron
transzfer. Annak érdekében, hogy az elektron transzfer megvalosuljon mind az FAD mind a triptofan
koncentracidja meglehetdsen magas értékre allitottuk be. A kisérlet nem az el6zetes varakozasainknak
megfelelden tortént meg. Magas koncentracié esetében azt figyeltik meg, hogy az FAD/FMN
fluoreszcencia emisszidés csucsa mintegy 25-30 nm-t elmozdul. Ha triptofant tesziink a magas

koncentracidban jelen levd FMN/FAD mellé, akkor egy szinreakcid jatszodik le.



3. adbra

Jelen munkaban ennek a két jelenségnek a feltérképezését és megértését tliztik ki célul fluoreszcencia

spektroszkopiai mérések segitségével.
III. Mérési koriilmények

1. A mérés soran hasznalt anyagok listaja:
(a hasznalt anyagok a Sigma-Aldrich-t6l voltak rendelve)

FMN flavin mononukleotid

FAD flavin dinukleotid

Trp  I-triptofan

Pufferek listaja:

PBS pH 7.0

Tris pH 7.33
2. A mérési beallitasokrol:

Emisszios mérések:

Horiba Jobin Yvon FluoroLog késziilékkel, a gerjesztési hullamhossz 360 nm volt, a felvett
hullamhossz-tartomany pedig 480-700 nm-ig terjedt, a mért értékek a miiszert jellemzd értékkel
korrigalva lettek, hasznalt integracios id6: 0,2 ns.

Elettartam mérések:

Horiba Jobin Yvon NanoLog késziilékkel, a gerjesztés 450 nm-en tdrtént, impulzus iizemiit LED-et
hasznalva (impulzus szélesség 1,2 ns), a detektor 900 V-on ilizemelt. A megfigyelt hullamhossz 540



nm volt (kivéve prompt ahol a szérast mértem 450 nm-en), a mérések addig torténtek, amig a 10000-
es csucs-beiitésszamot el nem értem, a csatornaszélesség 0,055 ns/ch volt.

Anizotropids mérések:

Horiba Jobin Yvon NanoLog késziilékkel, a gerjesztés 450 nm-en tortént, impulzus lizemi LED-et
hasznalva (impulzus szélesség 1,2 ns), a detektor 900 V-on iizemelt. A megfigyelt hullamhossz 540
nm volt (kivéve prompt, ahol a szérast mértem 450 nm-en), a mérések addig zajlottak, amig a két
polarizaciés irany kozti csucsbeiitésszam eltérés el nem érte az 1000-es beiitésszamot. Egy egy
polarizacios iranyban a gép 30 s-ot id6zott, és utana valtott, G-faktor mérése esetén 5 teljes ciklus
lefutasat mérte a gép. A csatornaszélesség 0,055 ns/ch volt. A kdvetkezé adatok lettek felvéve: prompt
VYV, lecsengés VH, lecsengés VV, G-faktor HV, G-faktor HH.

IV. Mérési eredmények bemutatasa:

1. Emisszios és élettartam mérések PBS pufferben:

a) FMN-el végzett mérések (PBS puffer):

Emisszios mérés:

539nm 544 nm ——TFMN 10000 pM
—— FMN 5000 pM
——FMN 1000 pM
1.0 FMN 500 uM
——TFMN 250 pM
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’ FMN 62,5 uM
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4. abra



Emisszios csucsok helyeit tartalmazo tablazat:

Crmn (UM) | Apax (nm) | elt.(nm)
10000 544 0
5000 539 -5
1000 531 -13
500 523 21
250 522 -22
125 526 -18
62,5 525 -19

A tablazat grafikonos szemléltetése:
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5. abra

Megfigyelés: ahogy csokken a koncentracio, ugy tolodik az emisszids gorbe az ultra-tartomany
iranyaba.



FMN+Trp emisszios mérés:

546 nm ——FMN 10mM
>34 nm ——Trp 25mM + FMN 5mM
/561 nm | ——Trp 12,5mM + FMN 5SmM
1.0 - Trp 6,25mM + FMN SmM
——Trp 3,125mM + FMN 5mM
—— Trp 2,0835mM + FMN 5mM
0.8 Trp 1,5625mM + FMN SmM
—— Trp 781,25uM + FMN 5mM
—— Trp 390,625yM + FMN 5mM
s % —— Trp 195,3125uM + FMN 5SmM
3 ——FMN 5mM
~" 044
0,2 4
0,0 4
T T T T T T T T T T
450 500 550 600 650 700
A (nm)
6. abra

Emisszios csucsok helyeit tartalmazoé tablazat:
Magyarazat a tablazathoz:

Az “elt.” azt jeloli, hogy a toményebb, Trp-t nem tartalmazo6 oldatnal (amely Trp-vel lett higitva
késébb) mért adattdl mekkora az eltérés az adott mar Trp-t is tartalmazé oldatnal. A ,,szumma eltérés”
pedig azt mutatja meg, hogy mekkora a csak a Trp okozta eltérés, azaz az ,.elt.”-hez hozzaadjuk a
toményebb triptofin mentes oldat adatat, és levonjuk a higabb triptofan mentes oldat adatat (azaz
Osszességében levonjuk a higulas okozta eltérést az ,.elt.”-bél, mivel az nem a Trp hatasa). Ezt a
jelolés modot a késébbiekben is alkalmazom a dolgozatom soran.

Cemn (MM) | crp (MM) | Aoy (nm) | elt. (nm) | Zelt. (nm)

10 - 546

5 25 561 15 23
5 12,5 554 8 16
5 6,25 550 4 12
5 3,125 545 -1 7
5 2,0835 543 -3 5
5 1,5625 542 -4 4
5 0,78125 541 -5 3
5 0,390625 539 -7 1
5 0,1953125 538 -8 0
5 - 538




A tablazat grafikonos szemléltetése:

565 5 mM FMN + Trp emisszids csticsok
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7. abra

Megfigyelés: az oldathoz adott triptofan az emisszios gorbét az infra-tartomany iranyaba tolja, minél
tobbet adunk hozza, annal erésebb ez a hatas.
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FMN élettartam mérés:

10000

8000

6000

4000

betitésszam

2000

Prompt
—— FMN 10000 pM
—— FMN 5000 pM
FMN 1000 uM
—— FMN 500 uM
—— FMN 250 uM
FMN 125 uM
——FMN 62,5 uM
—FMN 12,5 uM
——FMN 2,5 yM
——FMN 0,5 pM

t (ns)

8. abra

Kiértékelt adatok tablazata (dolgozatom soran az élettartam kiértékeléseket a FluoFit nevii

programmal végeztem):

Cen (UM) | zaa(ns) | 2 | elt.(ns)

10000 4,68 1,10 | 0,00
5000 4,68 | 098 | 0,00
1000 3,82 0,50 | -0,86
500 3,20 | 046 | -1,48
250 2,75 0,43 | -1,93
125 2,64 (043 | -2,03
62,5 2,92 0,46 | -1,76
12,5 3,58 1043 | -1,10
2,5 3,95 0,54 | -0,72
0,5 3,65 0,72 | -1,03
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A tablazat grafikonos szemléltetése:
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9. abra
Megfigyelés: az FMN ¢lettartama kezdetben, a koncentracié csokkenéssel egyiitt csokken, majd
késobb ndvekedni kezd.

12



FMN+Trp élettartam mérés:

betitésszam

12000

10000

8000

6000

4000

2000

prompt
— 10 mM FMN
—25mM Trp +5 mM FMN
12,5 mM Trp + 5 mM FMN
—6,25 mM Trp + 5 mM FMN
— 3,125 mM Trp + 5 mM FMN
2,0835 mM Trp + 5 mM FMN
— 1,5625 mM Trp + 5 mM FMN
—781,25 uM Trp +5 mM FMN
—390,625 uM Trp +5 mM FMN
—195,3125 uM Trp + 5 mM FMN
5 mM FMN

Kiértékelt adatok tablazata:

0 5 10 15 20 25 30 35
t (ns)
10. dbra
caan (MM) | crp (MM) | 7(ns) | %7 | elt.(ns) | Zelt.(ns)
10 - 4,75 | 1,60
5 25 2,87 | 1,21 -1,89 -1,89
5 12,5 3,49 | 0,84 -1,27 -1,27
5 6,25 3,85 | 1,17 -0,90 -0,90
5 3,125 4,03 | 0,96 -0,72 -0,72
5 2,0835 4,12 | 0,87 -0,63 -0,64
5 1,5625 4,14 | 0,86 -0,61 -0,61
5 0,78125 4,21 | 0,84 -0,55 -0,55
5 0,390625 4,24 | 0,83 -0,52 -0,52
5 0,1953125 | 4,26 | 0,80 -0,50 -0,50
5 - 4,76 | 1,54
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A tablazat grafikonos szemléltetése:

5 mM FMN + Trp élettartamok
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11. abra

Megfigyelés: minél tobb Triptofant adunk az oldathoz, annal jobban lecsdkken az fluoreszcencia
¢lettartama.
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Fluoreszcencia élettartam kioltas FMN-+Trp esetén:

T/t

[llesztett egyenes egyenlete:
vy =1,09378 + 0,02257*x

0.9 , . , . , . , . , . ,
0 5 10 15 20 25

Trp koncentracié (mM)

12. abra

Amint lathat6é az élettartamot quencheli a hozzaadott triptofan (ez dinamikus quenchelést jelent, az
iitkozésekbol fakadodan, azaz mar gerjesztett molekulakat sugarzas nélkiil alapallapotba juttat). A
kapott dinamikus Stern-Volmer konstans értéke, az egyenes meredeksége: 0,02257 1/mM.
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Fluoreszcencia intenzitas kioltds FMN-+Trp esetén:

10 4

1 FMN+T1p

I/1

0 T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25

Trp koncentracié (mM)

13. abra

Lathatd, hogy a kapott grafikon nem egyenes, felfelé ivel (ellentétben az élettartam kioltasnal
kapottal), ez azért van, mivel bizonyos quencheld molekulak mar a gerjesztéskor olyan kdzel vannak a
quenchelt molekulakhoz, hogy azok egybdl quenchelik Oket a gerjesztés utan, igy azok
fluoreszcenciajat mar eleve nem észleljiik (ezért intenzitas tekintetében erésebb quenchelést kapunk).
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b) FAD-al végzett mérések (PBS puffer):

Emisszios mérés:

1,0 H

0,8 1

0,6

alizalt

1
norm

0,4

0,2 1

0,0 H

541 nm

521 nm
L 550 nm

——FAD 10000 pM
——TFAD 5000 pM
——TFAD 1000 pM
FAD 500 uM
——FAD 250 uM
——FAD 125 pM
FAD 62,5 uM

450

500

550 600 650 700

A (nm)

14. abra

Emisszios csucsok helyeit tartalmazoé tablazat:

Crap (UM) | Amax (nm) | elt. (nm)
10000 550 0
5000 541 -9
1000 530 -20

500 528 -22
250 524 -26
125 522 -28
62,5 521 -29
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A tablazat grafikonos szemléltetése:

- FAD emisszios csucsok
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15. abra

Megfigyelés: ahogy csdokken a FAD koncentracio, gy tolodik az emisszids gorbe az ultra-tartomany
iranyaba.
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FAD+Trp emisszios mérés:

350 nm ——FAD 10mM
552 nm ——Trp 12,5mM +FAD 5mM
/ ——T1p 6,25mM +FAD 5mM
1.0 4 Yo > m Trp 3,125mM + FAD 5mM
——Trp 2,0835mM + FAD 5mM
——Trp 1,5625mM + FAD 5mM
0.8 1 Trp 781,25uM +FAD 5mM
—— Trp 390,625pM +FAD 5mM
——Trp 195,3125uM +FAD 5mM
< %07 ——FAD 5mM
£
~% 0,44
0,2
0,0
T T T T T T T T T T
450 500 550 600 650 700
Z (nm)
16. dbra

Emisszios csucsok helyeit tartalmazoé tablazat:

Ceap (MM) | Crp (MM) | Aoy (nm) | elt. (nm) | Zelt. (nm)

10 - 550

5 12,5 555 5 14
5 6,25 552 2 11
5 3,125 543 -7 2
5 2,0835 543 -7 2
5 1,5625 545 -5 4
5 0,78125 546 -4 5
5 0,390625 543 -7 2
5 0,1953125 542 -8 1
5 - 541
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A tablazat grafikonos szemléltetése:

5 mM FAD + Trp emisszids csticsok

556

554 A
] FAD 10 mM

552 /

550 ®
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(nm)

A

546
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542 A

540
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17. abra

Megfigyelés: a hozzaadott triptofan az emisszios gorbét az infra-tartomany iranyaba tolja. Minél tobb
triptofant adtunk az oldathoz, annal erésebb az eltolas mértéke.
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FAD élettartam mérés:

10000

8000

6000

4000

betitésszam

2000

prompt
—FAD 10000 pM
——FAD 5000 uM
FAD 1000 pM
—FAD 500 uM
—FAD 250 uM
FAD 125 uM
—VFAD 62,5 pM
——FAD 12,5 pM
——FAD25uM
—FADO,5 uM

Kiértékelt adatok tablazata:

5 10 15 20
t (ns)
18. abra

e (BM) | Tau (ns) | 77 | elt.(ns)
10000 2,23 1,02 0,00
5000 2,39 0,70 0,16
1000 2,75 0,86 0,52
500 2,81 0,78 0,58
250 2,84 0,87 0,61
125 2,87 0,99 0,64
62,5 2,88 1,08 0,65
12,5 2,85 0,69 0,62
2,5 2,89 1,00 0,66
0,5 3,22 1,06 0,99
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A tablazat grafikonos szemléltetése:

; FAD élettartamok
3,2 4
3,0 4
2.8 4
2
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2,2 4
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19. abra
Megfigyelés: a FAD koncentracid csokkenésével az élettartam no.
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FAD+Trp élettartam mérés:

10000

8000

6000

4000

betitésszam

2000

prompt

—FAD 10 mM

Trp 25 mM +FAD 5 mM

Trp 12,5 mM +FAD 5 mM
Trp 6,25 mM +FAD 5 mM
Trp 3,125 mM + FAD 5 mM
Trp 2,0835 mM +FAD 5 mM
Trp 1,5625 mM +FAD 5 mM
Trp 781,25 uM + FAD 5 mM
Trp 390,625 uM +FAD 5 mM
Trp 195,3125 pM +FAD 5 mM
—FAD 5mM

0 5 10 15 20
t (ns)
20. abra
Kiértékelt adatok tablazata:
Crap (MM) | crp (MM) | 745 (ns) | #° | elt.(ns) | Zelt.(ns)

10 - 2,23 | 1,02
5 25 1,72 0,91 -0,51 -0,67
5 12,5 1,98 0,89 -0,25 -0,41
5 6,25 2,14 0,80 -0,09 -0,24
5 3,125 2,24 0,74 0,00 -0,15
5 2,0835 2,25 0,69 0,02 -0,14
5 1,5625 2,27 0,67 0,04 -0,12
5 0,78125 2,30 0,72 0,07 -0,09
5 0,390625 2,31 0,66 0,08 -0,07
5 0,195312 2,32 0,71 0,09 -0,06
5 - 2,39 0,71
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A tablazat grafikonos szemléltetése:

1 5 mM FAD + Trp élettartamok
2.4 4
2.3 4
1 ®
2,2 4 \
_ 17 10mMFAD
éﬁ/ 4
3 2,0 4
[
1.9 4
1.8 4
1,7 4
T T T T T T T
0 5 10 15 20
3y (M)

25

21. abra
Megfigyelés: minél tobb Triptofant adunk az oldathoz, az élettartam annal jobban lecsdkken
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Fluoreszcencia élettartam kioltas FAD+Trp esetén:

T/t

[lesztett egyenes egyenlete:
vy =1,02634 +0,01447*x

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25

Trp koncentracié (mM)

22. abra

Amint lathato az élettartamot quencheli a hozzaadott triptofan (ez dinamikus quenchelést jelent, az
iitkozésekbol fakadodan, azaz mar gerjesztett molekulakat sugarzas nélkiil alapallapotba juttat). A
kapott dinamikus Stern-Volmer konstans értéke, az egyenes meredeksége: 0,01447 1/mM.
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Fluoreszcencia intenzitas kioltds FMN-+Trp esetén:

3,0 4
2,8
2,6
247 FAD+Trp
2,2
2,0 H

1.8

I/

1,6
1,4
1,2
1,0

0,8 -

T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Trp koncentracié (mM)

23. abra

Lathatd, hogy a kapott grafikon nem egyenes, felfelé ivel (ellentétben az élettartam kioltasnal
kapottal), ez azért van, mivel bizonyos quencheld molekulak mar a gerjesztéskor olyan kdzel vannak a
quenchelt molekulakhoz, hogy azok egybdl quenchelik Oket a gerjesztés utan, igy azok
fluoreszcenciajat mar eleve nem észleljiik (ezért intenzitas tekintetében erésebb quenchelést kapunk).

¢) Mérések osszevetése

Triptofan mentes emisszios mérések:

FMN FAD
Crmn (UM) | Amax (nm) | elt. (nm) | Ceap (M) | Amax (nm) | elt. (nm)
10000 544 0 10000 550 0
5000 539 -5 5000 541 -9
1000 531 -13 1000 530 -20
500 523 -21 500 528 -22
250 522 -22 250 524 -26
125 526 -18 125 522 -28
62,5 525 -19 62,5 521 -29
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(nm)

A

max

550
545
540
535
530

L
525 ]

520

Trp mentes emisszids csucsok

FMN
FAD

T
2000

T
4000

T
6000

¢ (uM)

24. dbra

T
8000

T
10000

Megfigyelés: a FAD, ahogy csokken a koncentracio, ugy erésebben tolddik az ultra-tartomany
iranyaba, mint az FMN.

Triptofanos emisszids mérések:

FMN FAD
cemn(mM) | crp(MmM) | Apax(nm) | elt.(nm) | Zelt.(nm) | ceap(mMM) | crp(mMM) | Apax(nm) | elt.(nm) | Zelt.(nm)

10 - 546 10 - 550

5 12,5 554 8 16 5 12,5 555 5 14
5 6,25 550 4 12 5 6,25 552 2 11
5 3,125 545 -1 7 5 3,125 543 -7 2
5 2,0835 543 -3 5 5 2,0835 543 -7 2
5 1,5625 542 -4 4 5 1,5625 545 -5 4
5 0,78125 541 -5 3 5 0,78125 546 -4 5
5 0,390625 539 -7 1 5 0,390625 543 -7 2
5 0,1953125 538 -8 0 5 0,1953125 542 -8 1
5 - 538 5 - 541
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Trp-s emisszids csucsok

556
554 4 | ]
10 mM FAD
552 1 /
5504 v [
10 mM FMN B 5mMFMN + Trp
4 / SmMFAD + Trp
E 4
g 546 a
§ 1 [

X544

542 4 | ] h

1 |
540
1 |
538 ||
536 T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
¢y, @M)
25. 4bra

Megfigyelés: az FMN-t a hozzaadott triptofan jobban tolja az infra-tartomany irdnyaba, mint a FAD-
ot.

Triptofan-mentes €lettartam mérések:

FMN FAD
Cevn (UM) | T(ns) | elt.(ns) | Crap (UM) | T4 (nS) | elt.(ns)
10000 4,68 0,00 10000 2,23 0,00
5000 4,68 0,00 5000 2,39 0,16
1000 3,82 -0,86 1000 2,75 0,52
500 3,20 -1,48 500 2,81 0,58
250 2,75 -1,93 250 2,84 0,61
125 2,64 -2,03 125 2,87 0,64
62,5 2,92 -1,76 62,5 2,88 0,65
12,5 3,58 -1,10 12,5 2,85 0,62
2,5 3,95 -0,72 2,5 2,89 0,66
0,5 3,65 -1,03 0,5 3,22 0,99
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Megfigyelés: a két anyag élettartama masképp valtozik a koncentracio valtozas soran: az FMN

5,0 5

4,5 -

4,0 -

Z&ﬂ(ns)

3,0 o

2,5 4

2,0

3,54

Trp-mentes élettartamok

= FMN
FAD

T
2000

T
4000
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T
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T
8000

T
10000

¢lettartama altalaban elmondhato, hogy csékken, mig a FAD-¢ n6, ha a koncentraciot csokkentjiik.

Triptofanos élettartam mérések:

FMN FAD
cemn (MM) | crp (MM) | 7(ns) | elt.(ns) | Zelt.(ns) | ceap (MM) | Crp (MM) | 74 (ns) | elt.(ns) | Zelt.(ns)

10 - 4,75 10 - 2,23

5 25 2,87 -1,89 -1,89 5 25 1,72 -0,51 -0,67
5 12,5 3,49 -1,27 -1,27 5 12,5 1,98 -0,25 -0,41
5 6,25 3,85 -0,90 -0,90 5 6,25 2,14 -0,09 -0,24
5 3,125 4,03 -0,72 -0,72 5 3,125 2,24 0,00 -0,15
5 2,0835 4,12 -0,63 -0,64 5 2,0835 2,25 0,02 -0,14
5 1,5625 4,14 -0,61 -0,61 5 1,5625 2,27 0,04 -0,12
5 0,78125 4,21 -0,55 -0,55 5 0,78125 2,30 0,07 -0,09
5 0,390625 4,24 -0,52 -0,52 5 0,390625 2,31 0,08 -0,07
5 0,1953125 | 4,26 -0,50 -0,50 5 0,195312 2,32 0,09 -0,06
5 - 4,76 5 - 2,39
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5.0 - Trp-s élettartamok

E ) §
45 T~ 10 mM FMN
4 Ny -
4,0 m B 5mMFMN +Tmp
] " 5 mM FAD + Trp
3,54 [ ]
7
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3,04
[ ]
2,54
1 v
2,0 4 AN
] 10 mM FAD
L5 T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
,,, (mM)
27. abra

Megfigyelés: a Triptofan az FMN élettartamot jobban lecsdkkenti, mint a FAD élettartamot.
2. Mérések Tris pufferben:

Az elvégzett emisszios méréseket megismételtem PBS (pH: 7.0) puffer helyett Tris (p: 7.33) puffert
hasznalva, hogy ellenérizzem, hogy a méréseket a puffer tipusa befolyasolja-e.

A PBS-Tris mérés sorozat parokat egy grafikonra tettem, hogy Ossze lehessen Oket hasonlitani
(megjegyzés: Tris-es mérések esetén a gorbe eltolodas a koncentracié valtozas soran ugyanabba az
iranyba tortént, mint a PBS mérések esetén, igy a grafikonokon kiilon szinnel nincsenek jeldlve, hogy
melyik gorbe melyik koncentraciohoz tartozik, mivel a minden mérést tartalmazé grafikonok csak
atfogd, és konnyen atlathatd képet akarnak adni arrol, hogy a kétféle puffer mas mértékben hat-e az
oldatokra) . Az atlathatésag kedvéért a sz€lsG koncentraciokat kiilon is abrazoltam, jelolve a
kiilonb6z6 koncentracidkat is.
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FMN-es mérések:

——FMN (PBS) 10 mM
FMN (PBS) 5 mM

. ——FMN (PBS) | mM
Lo ——FMN (PBS) 500 uM
. ——FMN (PBS) 250 uM
i ——FMN (PBS) 125 uM
——FMN (PBS) 62,5 uM
0,8 ——FMN (Tris) 10 mM
——FMN (Tris) 5 mM
] ——FMN (Tris) 1 mM
0.6 ——FMN (Tris) 500 uM
5 ——FMN (Tris) 250 uM
E . ——FMN (Tris) 125 uM
8 ——FMN (Tris) 62,5 uM
= 0,44
0,2
0,0
. T . T . T . T . T )
450 500 550 600 650 700
A (nm)
28. abra
—FMN (PBS) 10 mM
—FMN (PBS) 62,5 uM
—FMN (Tris) 10 mM
1,0 H ——FMN (Tris) 62,5 pM
0,8
0,6
=
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3 4
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0,2
0,0
T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Megfigyelés: lathatd, hogy a két puffer hasznalata kézt nincs érdembeli kiilonbség.
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FMN+Trp-s mérések:

——FMN (PBS) 10 mM

——(PBS) Trp 25 mM + FMN 5 mM
——(PBS) Trp 12,5 mM + FMN 5 mM
——(PBS) Trp 6,25 mM + FMN 5 mM
——(PBS) Trp 3,125 mM + FMN 5 mM

———(PBS) Trp 195,3125 uM + FMN 5 mM

(Ttis) Ttp 12,5 mM + FMN 5 mM
(Ttis) Ttp 6,25 mM + FMN 5 mM
(Ttis) Trp 3,125 mM + FMN 5 mM
(Ttis) Ttp 2,0835 mM + FMN 5 mM
(Ttis) Ttp 1,5625 mM + FMN 5 mM
(Ttis) Ttp 781,25 uM + FMN 5 mM
(Tris) Trp 390,625 uM + FMN 5 mM
(Tris) Trp 195,3125 uM + FMN 5 mM

1,0 4
’ ———(PBS) Trp 2,0835 mM + FMN 5 mM
) —(PBS) Trp 1,5625 mM + FMN 5 mM
—(PBS) Trp 781,25 yM + FMN 5 mM
0.8 —(PBS) Trp 390,625 uM + FMN 5 mM
- —FMN (PBS) 5 mM
FMN (Tris) 10 mM
. 0,64 (Tris) Ttp 25 mM + FMN 5 mM
13
5 ]
S
~" 044
02
———FMN (Tris) 5 mM
0,0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720
A (nm)
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——FMN (PBS) 10 mM
——(PBS) Trp 25 mM + FMN 5 mM
1.05 —— (PBS) Trp 195,3125 uM + FMN 5 mM
0,98 FMN (PBS) 5 mM
091 ] ——TFMN (Tris) 10 mM
0,84 (Tris) Trp 25 mM +FMN 5 mM
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31. abra

Megfigyelés: 1athatd, hogy a két puffer hasznalata kézt nincs érdembeli kiilonbség.
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FAD-o0s mérések:
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——TFAD (PBS) 62,5 M
——TFAD (Tris) 10 mM
———TFAD (Tris) 5 mM
——TFAD (Tris) 1 mM
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——TFAD (Tris) 125 uM
——TFAD (Tris) 62,5 uM
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——FAD (PBS) 10 mM
——FAD (PBS) 62,5 uM
——TFAD (Tris) 10 mM
——FAD (Tris) 62,5 M

450

—71 . r - 1 - 1 - 1 -~ 1 1 1 1 " 1T "1
475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725

A (nm)
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Megfigyelés: lathatd, hogy a két puffer hasznalata kézt nincs érdembeli kiilonbség.
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FAD+Trp-s mérések:
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——(PBS) Trp 25 mM + FAD 5 mM
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——(PBS) Trp 6,25 mM + FAD 5 mM
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——(PBS) Trp 2,0835 mM + FAD 5 mM
——(PBS) Trp 1,5625 mM + FAD 5 mM
———(PBS) Trp 781,25 uM + FAD 5 mM
———(PBS) Trp 390,625 uM + FAD 5 mM
——(PBS) Trp 195,3125 uM + FAD 5 mM
——TFAD (PBS) 5 mM
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(Tris) Trp 25 mM + FAD 5 mM
(Ttis) Trp 12,5 mM + FAD 5 mM
(Ttis) Ttp 6,25 mM + FAD 5 mM
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(Ttis) Ttp 2,0835 mM + FAD 5 mM
(Ttis) Ttp 1,5625 mM + FAD 5 mM
(Ttis) Trp 781,25 uM + FAD 5 mM
(Tris) Trp 390,625 uM + FAD 5 mM
(Tris) Trp 195,3125uM + FAD 5 mM

R | ——FAD (Tris) 5 mM

1,0 4

0.8 -

0,6

alizdlt

1
norm

0.4

T
460 4

80 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720

A (nm)

34. abra

——FAD (PBS) 10 mM

—— (PBS) Trp 25 mM + FAD 5 mM
——(PBS) Trp 195,3125 yM +FAD 5 mM

FAD (PBS) 5 mM

——FAD (Tris) 10 mM

(Tris) Trp 25 mM + FAD 5 mM

(Tris) Trp 195,3125 uM + FAD 5 mM
——FAD (Tris) 5 mM
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Megfigyelés: lathatd, hogy a két puffer hasznalata kézt nincs érdembeli kiilonbség.
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3. Anizotropias mérések:

FMN:

0,4

0,2

0,0
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—FMN 125 pM
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Megjegyzés: mivel az anizotropia lecsengés id6beliségére voltam kivancsi, igy a gorbéket az y-tengely
mentén az Osszehasonlithatosag végett egymasba shifteltem.

Megfigyelés: az anizotropia lecsengést lathatolag nem befolyasolja a koncentracio.
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Megfigyelés: az anizotropia lecsengést lathatolag nem befolyasolja a koncentracio.

V. Osszegzés, megallapitasok:

FMN ¢és FAD esetén is az emisszios gorbe a koncentracio csokkenésével az ultratartomany iranyaba
tolodik (ennek oka lehet, hogy koncentralt allapotban dimereket képeznek magukkal, megvaltoztatva
az energia szint atmenetek nagysagat). Ha Triptofant adunk az oldatokhoz, a gorbék az infratartomany
iranyaba tolédnak. Az élettartam mérések azt mutattak, hogy a koncentracid valtozasra masképp
reagal az FMN ¢és a FAD molekula: FMN élettartama altalaban véve csdkken, ha a koncentracioja
csokken, FAD esetén pedig ndvekedés figyelheté meg (FAD esetén ennek oka, hogy koncentralt
allapotban az adenin gylriije kozel zarul a FAD torzsi részéhez, és igy képes elektron transzferre,
meggyorsitva a lecsengést). A hozzaadott Triptofan mindkét anyag élettartamat lecsokkenti. A
mérésekben nem jatszott dont6 szerepet a hasznalt puffer. FMN, és FAD anizotropias lecsengési ideje
nem fligg a koncentraciojuktol (tehat, ha van is dimer képzddés, annak nincs hatdsa anizotropias
mérésekre: a dimerképzodés nem valtoztatja meg a forgasszimmetriat).

Forrasjegyzek:
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