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Περίληψη 

 

 Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η φασµατοσκοπική µελέτη της 

κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3 από το βακτήριο Thermus Thermophillus. Η οξειδάση 

ba3 ανήκει στην οικογένεια των χαλκοξειδασών και εµφανίζει αρκετές οµοιότητες µε 

τα άλλα µέλη της οµάδας αλλά και ορισµένες ιδιαιτερότητες. Το ενεργό κέντρο του 

ενζύµου απαρτίζεται από µια αίµη τύπου α3 και ένα άτοµο CuB, ενώ περιέχει και 

επιπλέον δύο ακόµη οξειδοαναγωγικά κέντρα: µια αίµη τύπου b και ένα διπυρηνικό 

κέντρο ατόµων CuA. Eκτός της ικανότητας αναγωγής του οξυγόνου προς νερό και της 

άντλησης πρωτονίων δια µέσου της εσωτερικής µιτοχονδριακής µεµβράνης, έχει 

πρόσφατα διαπιστωθεί ότι κατέχει επιπλέον την ικανότητα αναγωγής του µονοξειδίου 

του αζώτου προς οξείδιο του διαζώτου, υπό αναγωγικές αναερόβιες συνθήκες. 

 Η παρούσα µελέτη πραγµατοποιήθηκε κυρίως µε την χρήση των τεχνικών 

FTIR και Time Resolved Step-Scan FTIR, µε σκοπό την ταυτοποίηση τόσο των 

δοµικών όσο και των δυναµικών χαρακτηριστικών του ενζύµου. Η φασµατοσκοπία 

υπερύθρου αποδεικνύεται ιδιαίτερα αποτελεσµατική σε αυτούς του τοµείς, καθώς η 

υψηλή της ευαισθησία, η µεγάλη φασµατική διακριτική ικανότητα αλλά και η µεγάλη 

χρονική ανάλυση των χρονοεξαρτώµενων πειραµάτων επιτρέπουν την ανίχνευση 

µεταβατικών δοµικών αλλαγών ακόµη και ενός µεµονωµένου πρωτεϊνικού 

καταλοίπου.  

Η διεξαγωγή των πειραµάτων πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση  του σταθερού 

συµπλόκου του ανηγµένου ενζύµου µε το µονοξείδιο του άνθρακα. Στο σύµπλοκο 

ισορροπίας βρέθηκε πως το 30% περίπου του δεσµευµένου CO παραµένει στον CuB, 

του οποίου το πρωτεϊνικό περιβάλλον εµφανίζει µεγάλη σταθερότητα στις αλλαγές 

pH και pD, παρατηρήσεις οι οποίες έρχονται σε συµφωνία µε δηµοσιευµένες µελέτες. 

Φωτολύοντας το σύµπλοκο ο υποκαταστάτης που αρχικά είναι δεσµευµένος στην 

σίδηρο της αίµης α3 µεταναστεύει µεταβατικά στον CuB , όπου παραµένει για λίγα  

ms. 

Η ανίχνευση του προϊόντος της φωτόλυσης του συµπλόκου ba3-CO σε 

φάσµατα συνεχούς φωτόλυσης προσφέρει πληροφορίες για την δευτεροταγή δοµή 

του ενζύµου και επιτρέπει την ταυτοποίηση δονήσεων πρωτεϊνικών οµάδων οι οποίες 

επηρεάζονται από την διαδικασία της φωτόλυσης. Η µελέτη της δυναµικής του 
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ενζύµου επιτυγχάνεται µέσω των Time Resolved Step-Scan FTIR φασµάτων, τα 

οποία επιβεβαίωσαν την αργή κινητική του συµπεριφορά σε σχέση µε άλλες 

οξειδάσες. Ανιχνεύοντας τις αντιδράσεις της πρωτεΐνης µετά την φωτόλυση του CO 

από τον αιµικό σίδηρο, προέκυψε ότι η µεταβατική δέσµευση του CO στον CuB είναι 

δυναµικά συζευγµένη µε αλλαγές στην προπιονική οµάδα του πυρρολικού δακτυλιου 

Α της αίµης a3 και µε αλλαγές στο τοπικό περιβάλλον των ασπαρτικών καταλοίπων 

D372. Σύµφωνα µε την χρονική εξέλιξη των δονήσεων αυτών των οµάδων, οι οποίες 

συµµετέχουν σε µια από τις προτεινόµενες διαδροµές πρωτονίων διαµέσου της 

µεµβράνης, προκύπτει το συµπέρασµα πως η συµµετοχή των πρωτονιοµένων  

ασπαρτικών καταλοίπων στην παρατηρούµενη αλλαγή τερµατίζεται νωρίτερα από 

την συµµετοχή των αποπροτονιωµένων µορφών τους και των προπιονικών οµάδων. 

Η διαταραχή του ασπαρτικού καταλοίπου συνδέεται µε τον σχηµατισµό του 

µεταβατικού συµπλόκου και όχι µε την επαναφορά του υποκαταστάτη στον σίδηρο 

της αίµης α3 

Οι κινήσεις της πρωτεΐνης στην περιοχή των προπιονικών οµάδων και του 

γειτονικού Asp372 πραγµατοποιούνται µε τέτοιο τρόπο ώστε να µεταβάλλεται το 

δίκτυο τον δεσµών υδρογόνου των παραπάνω οµάδων. Με βάση τα φασµατοσκοπικά 

δεδοµένα και την συµµετοχή αυτών των οµάδων σε ένα από τα κανάλια µεταφοράς 

πρωτονίων, το οποίο καταλήγει σε µια περιοχή συσσώρευσης µορίων νερού, 

προτείνεται ένα µοντέλο για τον ρόλο του Asp372 και των προπιονικών οµάδων της 

αίµης α3 στην µετακίνηση πρωτονίων, στο οποίο δρουν ως ένας µοριακός διακόπτης 

ο οποίος ενεργοποιείται µε την κοινή κατοχή ενός πρωτονίου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 8

Abstract 

 

 The aim of the present study was the spectroscopic investigation of 

cytochrome ba3 from Thermus Thermophillus. Cytochrome ba3 is a member of the 

large family of heme-copper oxidases, which appears to have many similarities with 

other members of the group but reveals a number of unusual features as well. The 

active cite of the enzyme consists of a high spin heme a3 and a CuB atom. Based on 

the crystal structure, ba3 contains two more redox centers: a low spin heme b and 

homobinuclear CuA center. Besides it’s ability to catalyze the four electron reduction 

of O2 to H2O and to pump protons through the inner mitochondrial membrane, it has 

been recently reported that ba3 is also capable of reducing nitric oxide (NO) to nitrous 

oxide (N2O), under reducing anaerobic conditions. 

In the present study we have applied FTIR and Time Resolved Step-Scan 

FTIR spectroscopy to investigate the structural and dynamic characteristics of 

cytochrome oxidase ba3. Due to it’s high sensitivity, spectral and time resolution 

FTIR spectroscopy allows the detection of transient structural changes even of an 

individual protein residue and is proven to be a very powerful tool in the study of 

biological systems. 

Experiments were carried out using the stable complex of the reduced enzyme 

with CO. The study of the equilibrium complex suggests that almost 30% of bound 

CO remains bound to CuB. The protein environment of CuB shows great stability to 

pH or pD changes, results that come in agreement with published studies. By 

photolysing the heme-Fe-CO complex, CO migrates to CuB, where it remains for a 

few milliseconds. Detection of the photolysis product in continuous photolysis spectra 

reveals information for the secondary structure of the protein and allows the 

identification of vibrational modes of protein groups that are influenced by the 

photolysis process..  

The study of the protein dynamics and the dynamics of the active center was 

achieved by the Time Resolved Step-Scan FTIR spectrums that confirmed the slow 

kinetic behavior of cytochrome ba3 compared to other members of the oxidase family. 

By detecting the protein reactions to CO photolysis from the heme iron, it was 
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concluded that the transient binding of CO to CuB is dynamically linked to structural 

changes at the ring A propionate of heme a3 and the to changes in the local 

environment of Asp372. These groups belong to the proposed Q proton channel and 

the time evolution of the vibrational modes that are attributed to them, indicates that 

the participation of the protonated form of the aspartic residue terminates sooner than 

the participation of it’s deprotonated form and  of the propionic groups. The 

perturbation of Asp372 is related to the formation of the transient complex and not to 

the ligand recombination to the iron of heme a3. 

The protein motions in the region of the propionic groups and the nearby 

Asp372 are performed in a way that alters the hydrogen bond network of these 

groups. Based on the spectroscopic data and the participation of these groups in a 

proton pathway which, terminates at an accumulation of water molecules, a model is 

proposed for their role in proton movement. 
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 1.1  Αναπνοή και κυτοχρωµικές οξειδάσες 

 

Ο όρος κυτοχρωµικές οξειδάσες αναφέρεται σε µια κατηγορία ενζύµων τα 

οποία ανήκουν στην µεγάλη οικογένεια των χαλκοξειδασών και συµµετέχουν στην 

µεταφορά ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα. Γενικά η διαδικασία της αναπνοής 

αναφέρεται σε µια διεργασία παραγωγής ΑΤΡa, όπου ηλεκτρόνια τα οποία προέρχονται 

από οργανικούς ή ανόργανους δότες καταλήγουν σε µια ανόργανη ένωση. Στους 

αερόβιους οργανισµούς αυτός ο τελικός δέκτης των ηλεκτρονίων είναι το µοριακό 

οξυγόνο ενώ τα ηλεκτρόνια προέρχονται από το NADHb ή το FADΗ2
c
. Οι ενώσεις αυτές 

προκύπτουν µέσω του κύκλου του κιτρικού οξέος, της γλυκόλυσης και της οξείδωσης 

των λιπαρών οξέων, ενώ τα ηλεκτρόνια τους µεταφέρονται στο O2 µέσω της οξειδωτικής 

φωσφορυλίωσης. Σε αυτή την διαδικασία καταναλώνεται η µεγαλύτερη ποσότητα 

βιολογικού οξυγόνου (Ο2). 

Τα αναπνευστικά συγκροτήµατα, όπως οι κυτοχρωµικές οξειδάσες, βρίσκονται 

στην εσωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων στην περίπτωση των ευκαρυωτικών 

κυττάρων και στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη στα προκαρυωτικά κύτταρα. Η 

σταδιακή µεταφορά ηλεκτρονίων µέσω αυτών των συστηµάτων συνοδεύεται από 

άντληση ηλεκτρονίων από την µήτρα, µε αποτέλεσµα την δηµιουργία βαθµίδωσης 

πρωτονίων κατά µήκος της µεµβράνης και ενός διαµεµβρανικού δυναµικού, τα οποία 

αποτελούν µια πρωτονιοκίνητη δύναµη που χρησιµοποιείται για την παραγωγή ΑΤΡ. Η 

σύνθεση του ΑΤΡ, το οποίo αποτελεί και το κύριο βραχυπρόθεσµο µέσο αποθήκευσης 

ενέργειας, πραγµατοποιείται όταν πρωτόνια εισρέουν πίσω στην µήτρα µέσω της ΑΤP-

συνθάσης.  

Στην µιτοχονδριακή αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων συµµετέχουν τέσσερα 

πρωτεϊνικά σύµπλοκα : 1) η NADH αφυδρογονάση  

                       2) η ηλεκτρική αφυδρογονάση,  

                       3) η κυτοχρωµική αναγωγάση και  

                       4) η κυτοχρωµική οξειδάση, 

Οι οµάδες που µεταφέρουν ηλεκτρόνια µεταξύ αυτών των ενζύµων είναι 

φλαβίνες, σύµπλοκα σιδήρου-θείου, αιµικές οµάδες και ιόντα χαλκού. Πιο συγκεκριµένα, 

τα ηλεκτρόνια µεταφέρονται από το NADH στην NADH αφυδρογονάση, και στην 

                                                 
a ΑΤΡ       : τριφωσφορική αδενοσύνη 
b NADH  : ανηγµένη µορφή του νικοτιναµιδο-αδενινο-δινουκλεοτιδίου 
c FADΗ2 : ανηγµένη µορφή του φλάβινο-αδενινο-δινουκλεοτιδίου 
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συνέχεια µεταφέρονται στην ουβικινόνη. Επίσης ηλεκτρόνια µεταφέρονται  στην 

ουβικινόνη από το ηλεκτρικό οξύ, µέσω του οξειδοαναγωγικού ζεύγους FADH2/FAD, 

από την ηλεκτρική αφυδρογονάση. Μέσω της ουβικινόνης τα ηλεκτρόνια µεταφέρονται 

στην κυτοχρωµική αναγωγάση, η οποία ανάγει το κυτόχρωµα c. Στο τελευταίο στάδιο 

της µεταφοράς οι κυτοχρωµικές οξειδάσες καταλύουν την µεταφορά ηλεκτρονίων από το 

κυτόχρωµα c στο Ο2
1, το οποίο ανάγουν προς νερό, σύµφωνα µε την αντίδραση: 

++− +→++ outin HOHHeO 4284 22  

Για την πραγµατοποίηση αυτής της αναγωγής απαιτούνται τέσσερα ηλεκτρόνια 

και τέσσερα πρωτόνια (scalar protons), ενώ αντλούνται και τέσσερα επιπλέον πρωτόνια 

(vertical protons) από την µιτοχονδριακή µήτρα, τα οποία συµβάλλουν στην δηµιουργία 

της πρωτονιακής διαβάθµισης. Εποµένως στις κυτοχρωµικές οξειδάσες παρατηρείται 

στενή σύζευξη µεταξύ της άντλησης πρωτονίων και της µεταφοράς ηλεκτρονίων που την 

ωθεί, καθώς δρουν σαν οξειδοαναγωγικές αντλίες πρωτονίων συνεισφέροντας άµεσα 

στην διαµεµβρανική διαβάθµιση ελεύθερης ενέργειας.  

 

 
 

Σχήµα 1.1: Σχηµατική αναπαράσταση της διαδικασίας οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Στο ένθετο                

αναπαριστάται η δηµιουργία της πρωτονιακής διαβάθµισης κατά µήκος της εσωτερικής µιτοχονδριακής 

µεµβράνης. 
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Η σύνθεση του ΑΤΡ πραγµατοποιείται όταν πρωτόνια επιστρέφουν στην µήτρα 

µέσω της ΑΤΡ-συνθάσης. Η ροή δύο ηλεκτρονίων σε καθένα από τα συστήµατα 

άντλησης πρωτονίων είναι αρκετή για την σύνθεση δύο µορίων ATP. Με την οξείδωση 

ενός µορίου NADH στην µήτρα παράγονται τρία µόρια ΑΤΡ, ενώ µε την οξείδωση 

κάθε µορίου FADH2 προκύπτουν δύο µόρια ATP. 

 

 

  1.2  ∆οµή και λειτουργία των κυτοχρωµικών οξειδασών 

 

1.2.1 ∆οµικά χαρακτηριστικά των κυτοχροµικών οξειδασών 
 

Τα τελευταία χρόνια έχουν βρεθεί οι κρυσταλλικές δοµές αρκετών ενζύµων της 

οικογένειας των κυτοχρωµικών οξειδασών. Ανάµεσα σε αυτά συµπεριλαµβάνεται το 

ένζυµο aa3 από µοσχαρίσια καρδιά (bovine)2,3,16, η οξειδάση aa3 από τον οργανισµό 

Parraccocus Denitrificans4,17 καθώς και η κυτοχρωµική οξειδάση ba3 από τον θερµόφιλο 

οργανισµό Thermus Thermophillus5, η οποία παρουσιάζει αρκετές δοµικές οµοιότητες µε 

τα αλλά µέλη της οµάδας αλλά και ορισµένες ιδιαιτερότητες. 

Οι οξειδάσες των ευκαρυωτικών οργανισµών αποτελούνται από πολλές 

υποµονάδες, από τις οποίες οι περισσότερες έχουν βοηθητικό ρόλο ενώ µόνο οι 

υποµονάδες Ι, ΙΙ και ΙΙΙ, οι οποίες κωδικοποιούνται στο µιτοχονδριακό DNA, φαίνεται να 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στην ενζυµική λειτουργία. Αντίθετα οι οξειδάσες των 

προκαρυωτικών κυττάρων αποτελούνται συνήθως από τις τρεις βασικές υποµονάδες6. Οι 

αλληλουχίες των αµινοξέων των κύριων υποµονάδων I και II των προαναφερθέντων aa3 

κυτοχρωµικών οξειδασών παρουσιάζουν µια οµολογία µεγαλύτερη του 50 %, ενώ η 

οµολογία τους µε το ba3 δεν ξεπερνά το 20 %7. 

Η υποµονάδα ΙΙ συνδέεται µε τον δότη των ηλεκτρονίων, το κυτόχρωµα c8, και 

περιέχει ένα οµοπυρηνικό διµεταλλικό κέντρο CuA, το οποίο αποτελεί και τον πρώτο 

δέκτη των ηλεκτρονίων. Αυτή η χρωµοφόρα οµάδα µπορεί να βρίσκεται σε δύο  

καταστάσεις: σε οξειδωτική κατάσταση µικτού σθένους Cu1,5+…Cu1,5+, η οποία 

συναντάται στην οξειδωµένη κατάσταση των ενζύµων ή στην κατάσταση Cu1+…Cu1+ στα 

ανηγµένα ένζυµα.  Μερικές χαλκοξειδάσες δεν περιέχουν στο µόριο τους CuA, όπως για 

παράδειγµα η οξειδάση bo3 από το βακτήριο Ε.Coli. Στην περίπτωση αυτή τα ηλεκτρόνια 

δεν προέρχονται από το κυτόχρωµα c αλλά από την ουβικινόνη και το γεγονός της 
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έλλειψης CuA γεννά ερωτήµατα για τον ρόλο αυτού του µεταλλικού κέντρου στην 

άντληση πρωτονίων.  

Το ενεργό κέντρο των χαλκοξειδασών βρίσκεται στην υποµονάδα Ι, η οποία 

φαίνεται να είναι απαραίτητη για την αναγωγή του µοριακού οξυγόνου και την άντληση 

των πρωτονίων. Το ενεργό κέντρο απαρτίζεται από µια αίµη υψηλού σπιν και ένα άτοµο 

CuΒ, ενώ συνήθως η υποµονάδα Ι περιέχει και ένα επιπλέον οξειδοαναγωγικό κέντρο. 

Στην περίπτωση της κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3 εκτός από τον CuΒ περιέχεται και µια 

αίµη a3 υψηλού σπιν, η οποία αποτελεί και την θέση αναγωγής του οξυγόνου, και µια 

αίµη b χαµηλού σπιν, σε αντίθεση µε το bovine ένζυµο και την οξειδάση του 

Parraccocus Denitrificans που περιέχουν µια χαµηλού σπιν αίµη a και µια υψηλού σπιν 

αίµη a3.   

α. b.  

 
 

Σχήµα 1.2: α ) ∆οµή της αίµης α    και    β ) ∆οµή της αίµης b. 

 
 

Οι ευκαρυωτικές οξειδάσες εκτός των δύο οξειδοαναγωγικών διµεταλλικών 

κέντρων συνήθως περιέχουν επιπλέον και ένα µεταλλικό κέντρο Mg2+, το οποίο δεν 

εµφανίζει οξειδοαναγωγική δραστικότητα. Σύµφωνα µε τις κρυσταλλικές δοµές 

οξειδασών που έχουν ως σήµερα διαλευκανθεί, αυτό το κατιόν Mg2+ τοποθετείται σε 

µια περιοχή όπου εντοπίζονται µόρια νερού9,17, συνδεδεµένα µε ένα δίκτυο δεσµών 

υδρογόνων. Στις βακτηριακές οξειδάσες η ύπαρξη ενός τέτοιου πρόσθετου µεταλλικού 

κέντρου δεν έχει παρατηρηθεί, ενώ οι περιοχή συσσώρευσης µορίων ύδατος φαίνεται 

να διατηρείται. 
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1.2.2 Ενεργοποίηση µοριακού οξυγόνου από τις κυτοχρωµικές οξειδάσες 
 

Ο µηχανισµός αναγωγής µοριακού οξυγόνου από τις κυτοχρωµµικές οξειδάσες 

έχει µελετηθεί κυρίως µε τεχνικές flow flash, στις οποίες η έναρξη της αντίδρασης του 

ανηγµένου ενζύµου µε το O2 πραγµατοποιείται µε την φωτοδιάσπαση του µονοξειδίου 

του άνθρακα από το σύµπλοκο CcOd-CO. Από τις µελέτες αυτής της αντίδρασης µε 

Transient Optical Absorption Flow-Flash και Time Resolved Resosance Raman τεχνικές 

έχουν προκύψει σηµαντικές πληροφορίες για την κινητική της µεταφοράς ηλεκτρονίων 

και για τις δοµές κάποιων ενδιαµέσων του καταλυτικού κύκλου. Παρόλα αυτά ορισµένες 

λεπτοµέρειες του µηχανισµού µεταφοράς ηλεκτρονίων κατά την εξέλιξη της αντίδρασης 

παραµένουν αδιευκρίνιστες. Επίσης προβληµατισµό γεννά το αν η αντίδραση που 

µελετάται µε τις παραπάνω τεχνικές, µετά την αποδέσµευση του CO αντικατοπτρίζει την 

πραγµατική αντίδραση του ενζύµου ή επηρεάζεται και από την τύχη του CO. 

 

a2+

a3
2+ CuB

+-O2
CuB

2+

a2+

peroxy

a3
3+-O--O-

a3
2+-O-

OH
CuB

2+

a2+

a3
2+-O=O

a2+

a3
3+-O - O- CuB

+

oxy

a3
4+=O CuB

3+-OH2

a2+

P/607nm

a3
4+=O CuB

2+-OH2

a3+

F/580nm

a3
3+-O-H

a3+

CuB
2+-OH2

hydroxy

a3
2+ CuB

+

a2+

O2

e
- e -

e
-

e-

e-

H+

H+

H+

2H+

2H+

H2O

 
 

Σχήµα 1.3: Προτεινόµενος µηχανισµός αναγωγής του µοριακού οξυγόνου από το ενεργό κέντρο των 

κυτοχρωµικών οξειδασών. Εµφανίζονται τα ενδιάµεσα του καταλυτικού κύκλου καθώς και τα σηµεία 

σύζευξης µε την άντληση πρωτονίων. 

                                                 
d CcO :  Κυτοχρωµική οξειδάση 
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Ο προτεινόµενος µηχανισµός της αναγωγής του µοριακού οξυγόνου10,11,12,13 

από την κυτοχρωµική οξειδάση περιγράφεται στο σχήµα 1.3. Σύµφωνα µε αυτόν, το 

οξυγόνο δεσµεύεται µεταβατικά στον +
BCu και ακολουθεί γρήγορος σχηµατισµός του 

όξυ ενδιαµέσου ( −++ −−↔=− OOFeOOFe aa
32

33
). Στην περίπτωση που δεν είναι 

εφικτή η διάθεση ηλεκτρονίων από τα κέντρα χαµηλού δυναµικού CuA/a (όπως στην 

µικτού σθένους µορφή του ενζύµου), µε την προσφορά ενός δεύτερου ηλεκτρονίου από 

τον +
BCu  σχηµατίζονται τα πέροξυ ενδιάµεσα ( OHOFeOOFe aa −−−− −+−−+ 33

33
, ). Με 

την συµµετοχή ενός τρίτου ηλεκτρονίου σχάζεται ο δεσµός Ο-Ο, ενώ σχηµατίζονται 

δύο νέοι δεσµοί ( HOCuOFe Ba −−= −++ 34 ,
3

). Έτσι προκύπτει το φερρύλ Ρ ενδιάµεσο 

( +++ −= 2
2

34 ,,
3

aOHCuOFe Ba ), το οποίο βρίσκεται σε ταχεία µη οξειδοαναγωγική 

ισορροπία µε την φερρύλ F δοµή ( +++ −= 3
2

24 ,,
3

aOHCuOFe Ba ).  

Στην περίπτωση που η µεταφορά ηλεκτρονίων από την αίµη α είναι δυνατή, 

πραγµατοποιείται γρήγορος σχηµατισµός του φερρύλ ενδιαµέσου F µε µεταφορά του 

δεύτερου ηλεκτρονίου από το κέντρο CuA/a και του τρίτου από τον CuB. Ένα τέταρτο 

ηλεκτρόνιο που µεταφέρεται από το κέντρο CuA/a στο διπυρηνικό κέντρο CuB/a3 οδηγεί 

στον σχηµατισµό της ύδροξυ µορφής ( ++−+ −− 3
2

23 ,,
3

aOHCuHOFe Ba ) και µε την 

µεταφορά πρωτονίων ο κύκλος ολοκληρώνεται και το ένζυµο επιστρέφει στην ανηγµένη 

του µορφή. 

 Tο όξυ, τα φερρύλ αλλά και το ύδροξυ ενδιάµεσο έχουν ανιχνευθεί 

φασµατοσκοπικά, ενώ αιτία προβληµατισµού έχει αποτελέσει η εισαγωγή του τρίτου 

ηλεκτρονίου στο καταλυτικού κύκλου. Τα όξυ ενδιάµεσο εµφανίζεται σε 40µs10,11,12,13 

περίπου µετά την έναρξη της αντίδρασης ενώ, ενώ µετά την εξαφάνιση του προκύπτει το 

Ρ ενδιάµεσο14 µε χαρακτηριστική απορρόφηση ορατού στα 607nm. Το Ρ ενδιάµεσο 

µετατρέπεται  στο F (απορρόφηση στα 580nm) σε µια γρήγορη ισορροπία.  Το τελευταίο 

ύδροξυ ενδιάµεσο εµφανίζεται µέσα σε 100µs και φθίνει µέσα σε λίγα ms11,12,13. 
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1.3 Η κυτοχρωµική οξειδάση ba3 

 

1.3.1  Ανάλυση δοµής στο κυτόχρωµα ba3 
 

Το µεγαλύτερο µέρος της οξειδάσης ba3 αποτελείται από την υποµονάδα Ι, η 

οποία σχηµατίζει δεκατρείς διαµεµβρανικές έλικες, σε αντίθεση µε τις δώδεκα που 

σχηµατίζονται στις περισσότερες οξειδάσες, µε το άµινο-τελικό άκρο να βρίσκεται στην 

κυτταροπλασµατική πλευρά της µεµβράνης και το κάρβοξυ-τελικό άκρο στην 

περιπλασµατική της πλευρά. Ο CuΒ του ba3 απέχει από την αίµη α3 4.4
o
Α , ενώ τα δυο 

αιµικά κέντρα απέχουν περίπου 15
o
Α από την περιπλασµατική µεµβρανική πλευρά. O 

σίδηρος της αίµης b έχει αριθµό συναρµογής έξι και συναρµόζεται µε δύο κατάλοιπα 

ιστιδίνης (His72, His386), ενώ ο σίδηρος της αίµης α3 συναρµόζεται µε µια ιστιδίνη 

(His384) και η έκτη θέση συναρµογής προσφέρεται για την δέσµευση του 

υποστρώµατος. Ο δεσµός µεταξύ του Fea3 και της His384 έχει µήκος µεγαλύτερο 

περίπου κατά 1
o
Α  από ότι στις aa3 κυτοχρωµικές  οξειδάσες που προαναφέρθηκαν. Η 

αίµη α3 περιλαµβάνει προπιονικές και φορµυλικές οµάδες και µια 

υδροξυγερανυλογερανυλική15 πλευρική αλυσίδα που φτάνει ως την κυτταροπλασµατική 

πλευρά της µεµβράνης, στην θέση της υδροξυφαρνεσυλικής  που συναντάται σε άλλες 

οξειδάσες. Ο CuΒ συναρµόζεται µε τρεις ιστιδίνες (His383, His382, His233), µε µια από 

αυτές (His233) να σχηµατίζει οµοιοπολικό δεσµό µε ένα κατάλοιπο Τυροσίνης (Tyr237), 

ένα δοµικό µοτίβο υψηλά διατηρούµενο στην οικογένεια των κυτοχρωµικών οξειδασών. 

Η κατανοµή της ηλεκτρονικής πυκνότητας στην περιοχή του ενεργού κέντρου, 

ανάµεσα στον Fe της αίµης a3 και του CuB είναι συµµετρική δίνοντας, ένα σχεδόν 

σφαιρικό σχήµα. Η ύπαρξη µιας τέτοιας συνεχόµενης ηλεκτρονικής πυκνότητας µεταξύ 

των δύο µεταλλικών κέντρων είναι ενδεικτική της ύπαρξης ενός υποκαταστάτη που 

γεφυρώνει τα δύο άτοµα (bridging ligand). H ύπαρξη ενός τέτοιου bridging ligand έχει 

διαπιστωθεί και στην bovine κυτοχρωµική οξειδάση16 καθώς και στο ένζυµο από το 

Parraccocus Denitrificans17. Στην πρώτη περίπτωση ερµηνεύτηκε ως ύπαρξη µιας 

υπεροξειδικής οµάδας Ο-Ο, ενώ στην δεύτερη πιθανότερη είναι η ύπαρξη ενός µορίου 

νερού συνδεδεµένου στον σίδηρο και ενός ιόντος υδροξυλίου στον χαλκό, σε απόσταση 

που επιτρέπει τον σχηµατισµό δεσµού υδρογόνου.  Η ύπαρξη ενός τέτοιου µοντέλου δεν 

συµφωνεί µε την κατανοµή της ηλεκτρονικής πυκνότητας στην περίπτωση του ba3, όπου 
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φαίνεται πιθανή η ύπαρξη ενός ατόµου οξυγόνου, είτε µε την µορφή µορίου νερού ή 

υδροξυλικής οµάδας.  

 

 
 
Σχήµα 1.4: Αναπαράσταση του διπυρηνικού κέντρου α3-CuB, όπου διακρίνονται οι ιστιδινικοί 

υποκαταστάτες και η Tyr237. Επίσης παρουσιάζεται η σφαιρική ηλεκτρονική πυκνότητα µεταξύ των δύο 

µεταλλικών κέντρων, η οποία αποδίδεται σε ένα άτοµο οξυγόνου 

 

 

  Η υποµονάδα ΙΙ αποτελείται από µια µόνο διαµεµβρανική έλικα και περιέχει 

µια πολική περιοχή λίγων αµινοξέων προς την περιπλασµατική πλευρά της µεµβράνης. 

Τα δύο άτοµα CuA δεν είναι ισοδύναµα αν και το καθένα συναρµόζεται µε µια ιστιδίνη 

(His114 ,His157) και δύο κυστεϊνικά κατάλοιπα (Cys149, Cys153), λόγω της 

διαφορετικότητας του τέταρτου υποκαταστάτη. Το ένα άτοµο χαλκού συναρµόζεται 

επιπλέον µε µεθειονίνη (Met 160) και το άλλο µε γλουταµίνη (Gln151).                                                

Οι δύο κυστεινικοί υποκαταστάτες σχηµατίζουν µια θειολική γέφυρα 

ενώνοντας τα δύo άτοµα CuA. Το ροµβικό δοµικό µοτίβο που σχηµατίζεται από  την 

ένωση των χαλκών, µέσω των συναρµοσµένων σε αυτούς κυστεινών, φαίνεται να είναι 

αρκετά σταθερό χωρίς να παρουσιάζει σηµαντικές δοµικές αλλαγές ανάµεσα στη 

οξειδωµένη και ανηγµένη µορφή του ενζύµου18. Αυτή η σταθερότητα υποδεικνύει πως 

για τη ηλεκτρονική µεταφορά απαιτείται ελάχιστη αναδιοργάνωση αυτού του 

διπυρηνικού κέντρου, γεγονός που συµφωνεί µε τον γρήγορο ρυθµό µεταφοράς 
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ηλεκτρονίων. Η µεταξύ τους απόσταση υπολογίζεται στα 2.4
o
Α , ενώ η απόσταση του 

σιδήρου της αίµης b από το πλησιέστερο άτοµο CuA είναι 19 
o
Α , από τον σιδήρο της 

αίµης α3 21.8 
o
Α και από τον CuΒ  21.6 

o
Α . Η αλληλεπίδραση της υποµονάδας ΙΙ µε το 

κυτόχρωµα c στηρίζεται κυρίως σε υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις σε αντίθεση µε τις 

οξειδάσες από µοσχαρίσια καρδιά και από το P. denitrificans, όπου παρατηρούνται 

κυρίως ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις.  

 

 

 
 
 
       Σχήµα 1.5: Αναπαράσταση του ροµβικού δοµικού µοντέλου συναρµογής του CuA 

 

 

Η τελευταία υποµονάδα του ενζύµου ονοµάζεται ΙΙα και δεν περιέχει κανένα 

οξειδοαναγωγικό κέντρο. Σχηµατίζει επίσης µια µόνο διαµεµβρανική έλικα και η 

αµινοξική της ακολουθία µοιάζει µε µια από τις έλικες των ενζύµων aa3 από µοσχαρίσια 

καρδιά και από το Parraccocus denitrificans, αν και εµφανίζει διαφορετική πολικότητα. 
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Σχήµα 1.6: ∆οµικό διάγραµµα της κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3. ∆ιακρίνονται οι 12 διαµεµβρανικές έλικες 

της υποµονάδας Ι, οι οποίες εµφανίζονται και στις άλλες οξειδάσες (κυανές) και οι δύο επιπλέον ( µπλε). Με 

κόκκινο χρώµα εµφανίζεται, η έλικα της υποµονάδας ΙΙ και µε κίτρινο η µοναδική έλικα της υποµονάδας ΙΙα. 

 

1.3.2 Κανάλια µεταφοράς ηλεκτρονίων 
 

Ο ρόλος των κυτοχρωµικών οξειδασών συνίσταται τόσο στην αναγωγή 

µοριακού οξυγόνου όσο και στην συµµετοχή τους στην δηµιουργία του διαµεµβρανικού 

δυναµικού. Για την επίτευξη αυτών των λειτουργιών είναι απαραίτητη τόσο η µεταφορά 

ηλεκτρονίων από το κυτόχρωµα c στο ενεργό κέντρο των ενζύµων όσο και η ύπαρξη 

καναλιών για την είσοδο του Ο2 και την αποµάκρυνση µορίων νερού και πρωτονίων, 

διαδικασίες οι οποίες συνοδεύονται από κινήσεις της πρωτεΐνης.  
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Ο πρώτος δέκτης ηλεκτρονίων στο ένζυµο είναι το διπυρηνικό κέντρο ατόµων 

CuA και έπειτα ακολουθεί µια ενδοµοριακή µεταφορά ηλεκτρονίων µέσω πολικών 

αµινοξέων και π συστηµάτων. Έχει προταθεί ότι τα ηλεκτρόνια µεταφέρονται στο ενεργό 

κέντρο µέσω της αίµης χαµηλού σπιν19, και η κρυσταλλική δοµή της κυτοχρωµικής 

οξειδάσης ba3 αποκαλύπτει πως τα αµινοξέα τα οποία έχουν προταθεί να συµµετέχουν σε 

αυτή την διαδικασία διατηρούνται σε µεγάλο βαθµό και περιλαµβάνουν κατάλοιπα όπως 

η Arg450, η Arg449 και η Phe358. 

Η διευθέτηση των αµινοξέων στην οξειδάση ba3 παραπέµπει στην πιθανή 

ύπαρξη µιας επιπλέον διαδροµής για την µεταφορά ηλεκτρονίων από τον CuA στον CuΒ, 

χωρίς την συµµετοχή της αίµης b5, µέσω των π συστηµάτων των καταλοίπων Tyr136, 

Trp229 και ενός υποκαταστάτη του CuΒ, την His283. Αυτή η εναλλακτική πορεία των 

ηλεκτρονίων θα µπορούσε να χρησιµοποιείται για την προσφορά ενός ηλεκτρονίου από 

τον CuΒ στα ενδιάµεσα του καταλυτικού κύκλου αναγωγής του οξυγόνου, όπως 

αναφέρεται στους προτεινόµενους µηχανισµούς19,20.  

 

 
 

Σχήµα 1.7 : Αναπαράσταση των καναλιών µεταφοράς ηλεκτρονίων στην κυτοχρωµική οξειδάση ba3. Οι δύο 

αίµες εµφανίζονται µε κόκκινο χρώµα, τα άτοµα χαλκού µε µπλε ενώ τα συναρµοσµένα αµινοξέα µε πράσινο. 

Τα δύο προτεινόµενα κανάλια από τον CuA στον CuB παρουσιάζονται µε µωβ και κυανό χρώµα. 
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1.3.3 Εισαγωγή µοριακού οξυγόνου 
 

Για την είσοδο του Ο2 έχουν προταθεί συγκεκριµένα κανάλια εισαγωγής του, 

µέσω των οποίων οδηγείται στο διπυρηνικό κέντρο των κυτοχρωµικών aa3 οξειδασών 

από την περιοχή του CuΒ. Ένα από αυτά τα κανάλια σχετίζεται µε την ύπαρξη ενός 

υδροφοβικού πόρου21 που ξεκινά από το µέσο της µεµβράνης φτάνοντας ως το 

διπυρηνικό κέντρο και περιέχει το αµινοξύ Glu278, κατάλοιπο πλησίον του CuΒ. 

Στο αντίστοιχο προτεινόµενο κανάλι για την εισαγωγή Ο2 στο ba3 το Glu278 

έχει αντικατασταθεί από την Ile235, µε αποτέλεσµα την δηµιουργία ενός µεγαλύτερου 

και αποτελεσµατικότερου πόρου. Λαµβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι η έκφραση του 

ενζύµου πραγµατοποιείται υπό συνθήκες χαµηλής συγκέντρωσης οξυγόνου και υψηλών 

θερµοκρασιών7 η ύπαρξη ενός τέτοιου βελτιστοποιηµένου καναλιού, που διευκολύνει 

την είσοδο του οξυγόνου, ίσως είναι απαραίτητη για την λειτουργικότητα του. 

 

 

 
 

Σχήµα 1.8: Αναπαράσταση του καναλιού εισαγωγής οξυγόνου (µωβ), το οποίο εκτείνεται προς το ενεργό 

κέντρο. Τα αµινοξέα που παρουσιάζονται µε µπλε χρώµα ανήκουν στο κανάλι εισαγωγής πρωτονίων D. 
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1.3.4. Κανάλια µεταφοράς πρωτονίων 
 

 Η αναγωγή του µοριακού οξυγόνου προς νερό και η µεταφορά ηλεκτρονίων 

είναι διαδικασίες συζευγµένες µε την µετακίνηση πρωτονίων δια µέσου της µεµβράνης. 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί πρωτόνια εισέρχονται στο ενεργό κέντρο και έπειτα 

αποµακρύνονται τόσο τα παραγόµενα µόρια νερού όσο και πρωτόνια προς την 

περιπλασµατική πλευρά της µεµβράνης. Για την µετακίνηση των πρωτονίων από την 

κυτοχρωµική οξειδάση ba3 έχουν προταθεί τρία κανάλια µεταφοράς, δύο από τα οποία 

έχουν χωρική διευθέτηση όµοια µε προτεινόµενων καναλιών άλλων οξειδασών. Η 

πρωτονιακή µεταφορά πραγµατοποιείται µε την συµµετοχή πολλών πολικών αµινοξέων 

και µορίων ύδατος, τα οποία σχετίζονται µε ένα δίκτυο δεσµών υδρογόνου. 

Το πρώτο κανάλι µπορεί να συγκριθεί µε το καλούµενο Κ κανάλι που έχει 

αναγνωριστεί σε άλλες οξειδάσες, όπως του bovine16 ενζύµου και της οξειδάσης από το 

P. denitrificans. Η ονοµασία του καναλιού προέρχεται από την συµµετοχή σε αυτό του 

καταλοίπου Lys354 (η αρίθµηση αναφέρεται στην οξειδάση του P. denitrificans). Η 

έναρξη του καναλιού εντοπίζεται στο κατάλοιπο Glu15 της υποµονάδας ΙΙ, ενώ πολλά 

από τα αµινοξέα που συµµετέχουν στην δηµιουργία του και διατηρούνται στις άλλες 

οξειδάσες, στο ba3 αντικαθίστανται από άλλα αµινοξέα. Για παράδειγµα η Thr351 και η 

Lys354 αντικαθίστανται από Ser309 και Thr312. Μεταξύ των καταλοίπων που 

συµµετέχουν σε αυτό κανάλι της ba3 οξειδάσης συγκαταλέγονται και τα αµινοξέα 

Tyr244, Tyr248, Asp517, His8, και Glu516.  

Η διευθέτηση του δεύτερου προτεινόµενου καναλιού µεταφοράς πρωτονίων της 

ba3 οξειδάσης αντιστιχεί µε το κανάλι D που έχει βρεθεί σε άλλα µέλη της οικογένειας, 

αλλά η παρατηρούµενη διατήρηση των αµινοξικών καταλοίπων που συµµετέχουν σ’ 

αυτό είναι ακόµη µικρότερη από ότι στην περίπτωση του καναλιού Κ. Χαρακτηριστικό 

παράδειγµα αποτελεί η αντικατάσταση του αµινοξέος Glu278 (η αρίθµηση αναφέρεται 

στην οξειδάση του P. denitrificans) από την Ile235, κατάλοιπα τα οποία όπως 

αναφέρθηκε εκτός από την µεταφορά των πρωτονίων συµµετέχουν και στην δηµιουργία 

του πόρου για την εισαγωγή του οξυγόνου. Η αντικατάσταση ενός πολικού αµινοξέος 

όπως το γλουταµινικό από ένα µη πολικό κατάλοιπο όπως η ισολευκίνη µπορεί να 

συνεπάγεται µειωµένη ικανότητα άντλησης πρωτονίων αλλά ταυτόχρονα διευκολύνει 

την εισαγωγή του οξυγόνου. Για ένα ένζυµο όπως το ba3 το οποίο εκφράζεται σε 

συνθήκες στις οποίες η διαθεσιµότητα του οξυγόνου είναι σχετικά µικρότερη, αυτή η  
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αλλαγή που ευνοεί την είσοδο του υποστρώµατος  ίσως είναι απαραίτητη ακόµη και αν 

το κόστος είναι η µείωση της ικανότητας πρωτονιακής άντλησης.  

Η αρχή αυτού του καναλιού εντοπίζεται στο κατάλοιπο Glu17, ενώ µέσω 

πολικών καταλοίπων όπως η Ser109, η Gln86, η Thr156 και η Gln82 καταλήγει σε µια 

εσωτερική κοιλότητα κοντά στο ενεργό κέντρο, η οποία συµπληρώνεται από δυο µόρια 

νερού (Wat10 και Wat29). 

Τo τρίτο κανάλι Q του ba3 δεν έχει παρατηρηθεί σε κανένα άλλο µέλος της 

οικογένειας των κυτοχρωµικών οξειδασών. Ξεκινά από την κυτταροπλασµατική πλευρά 

της µεµβράνης και περιέχει τα αµινοξέα Thr396, Leu392, Ser391, Gln388, Leu387, 

His384, Asn366 και Asp372 καθώς και τα µόρια νερού Wat44, Wat19 και Wat66. 

Σύµφωνα µε την χωρική του διευθέτηση µπορεί είτε να αντλεί πρωτόνια ανεξάρτητα είτε 

να µεταφέρει πρωτόνια που ξεκινούν από το κανάλι D.  

Σηµαντικά χαρακτηριστικά αυτού του καναλιού είναι ότι περιλαµβάνει τον 

αξονικό υποκαταστάτη του σιδήρου της αίµης α3, την His384,  τις προπιονικές οµάδες 

του πυρρολικού δακτυλίου Α της αίµης α3 και το πολικό αµινοξύ Asp372. Αυτά τα 

αµινοξέα εµφανίζουν υψηλό ποσοστό διατήρησης στις κυτοχρωµικές οξειδάσες και 

αποτέλεσαν αντικείµενο µελέτης και για την παρούσα εργασία. Η κατάληξη αυτού του 

καναλιού είναι µια περιοχή συγκέντρωσης µορίων νερού πάνω από τις προπιονικές 

οµάδες της αίµης, η οποία διατηρείται σε όλούς του γνωστούς εκπροσώπους των 

οξειδασών, µε τα αµινοξέα που την περιβάλλουν να διατηρούνται ή να ανταλλάσσονται 

µε άλλα παροµοίων χηµικών ιδιοτήτων. Τα µόρια νερού που συσσωρεύονται σε αυτή την 

περιοχή συνδέονται µέσω άλλων υδατικών µορίων και πολικών αµινοξέων µε τον 

διαλύτη στην περιπλασµατική πλευρά της µεµβράνης. Πειράµατα µεταλλάξεων 

αποδεικνύουν ότι αυτή η αποθεµατοποίηση µορίων νερού συνδέεται µε την 

αποµάκρυνση πρωτονίων και νερού από το ενεργό κέντρο των οξειδασών22.  
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Σχήµα 1.9 : Αναπαράσταση των καναλιών µεταφοράς πρωτονίων στην κυτοχρωµική οξειδάση ba3. Τα άτοµα 

σιδήρου παριστάνονται µε κόκκινο χρώµα ενώ τα άτοµα χαλκού µε µπλε. 

α) Το νέο κανάλι Q εµφανίζεται µε πράσινο χρώµα και οδηγεί από την κυτοπλασµατική πλευρά της 

µεµβράνης, µέσω His384 και της αίµης α3 στον χώρο συγκέντρωσης µορίων νερού. Με µωβ χρώµα 

εµφανίζεται το Κ κανάλι. 

b) Παρουσιάζονται τα αµινοξέα που συµµετέχουν στο κανάλι D, χρωµατισµένα µε µπλε χρώµα. 
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1.3.5 Ιδιαίτερα δοµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά της 
κυτοχρωµικής Οξειδάσης ba3 

 

Η ba3 κυτοχρωµική οξειδάση από τον οργανισµό Thermus Thempphillus  αν και 

παρουσιάζει πολλά κοινά χαρακτηριστικά µε τις υπόλοιπες οξειδάσες που έχουν ως 

σήµερα µελετηθεί, εµφανίζει και αρκετές ιδιαιτερότητες που ελκύουν το ερευνητικό 

ενδιαφέρον καθώς η µελέτη τους µπορεί να βοηθήσει στην κατανόηση του τρόπου 

καταλυτικής λειτουργίας των κυτοχρωµικών οξειδασών, όσον αφορά όχι µόνο την 

αναγωγή του οξυγόνου αλλά και την άντληση πρωτονίων και µεταφορά ηλεκτρονίων. 

Οι διαφοροποιήσεις αυτού του ενζύµου περιλαµβάνουν τόσο τι δοµικές όσο και 

τις χηµικές ιδιότητες του. Στην ανηγµένη του µορφή εµφανίζει πολύ µεγάλη συγγένεια 

για το CO, 50 µε 100 φορές υψηλότερη από αυτή που εµφανίζουν άλλες οξειδάσες. Αυτή 

η αυξηµένη συγγένεια του CuB για το µονοξείδιο του άνθρακα µπορεί να σχετίζεται µε 

τον φυσιολογικό ρόλο αυτού του θερµόφιλου ενζύµου, µε τον χαλκό να λειτουργεί σαν 

παγίδα οξυγόνου, καθώς η διαλυτότητα του Ο2 είναι µικρή σε µεγάλες θερµοκρασίες. 

Έχει βρεθεί ότι εκτός από την ικανότητα του να καταλύει την τεσσάρων 

ηλεκτρονίων αναγωγή του Ο2 σε Η2Ο έχει επίσης την ικανότητα να καταλύει την δύο 

ηλεκτρονίων αναγωγή του ΝΟ σε Ν2Ο23 :       OHONHeNO 22222 +→++ +− . 

Οι καταλυτικές υποµονάδες των κυτοχρωµικών οξειδασών εµφανίζουν µεγάλη 

δοµική οµοιότητα µε αυτές της αναγωγάσης του ΝΟ, ένα ένζυµο που καταλύει την 

αναγωγή του ΝΟ σε Ν2Ο24 . Ακόµη τα ενεργά κέντρα και των δύο οµάδων ενζύµων είναι 

διµεταλλικά µε την διαφορά ότι στην θέση του χαλκού των κυτοχρωµικών οξειδασών 

υπάρχει ένα άτοµο σιδήρου στις αναγωγάσες του µονοξειδίου του αζώτου25. Με βάση 

αυτές τις οµοιότητες και την παρατήρηση ότι η NORe έχει µικρή ικανότητα αναγωγής 

του οξυγόνου26 η υποψία ότι και οι κυτοχρωµικές οξειδάσες ίσως να ανάγουν το ΝΟ 

αναπτύχθηκε από νωρίς. Παρόλα αυτά οι ως τώρα µελέτες έχουν επιβεβαιώσει αυτή την 

υποψία µόνο για τις θερµόφιλες οξειδάσες ba3 και caa3 που εκφράζει ο οργανισµός 

Thermus Thermοphillus. Αυτή η αναγωγική ικανότητα του ba3 υπολογίζεται περίπου στα 

3mol NO ανά µόριο ενζύµου και ανά λεπτό σε συγκέντρωση NO 45µM23 και είναι 

αρκετά µειωµένη σε σχέση µε αυτή της NOR ( 300-4,500 mol NO/mol NOR*min)26.  

Το ενεργό κέντρο της κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3 παρουσιάζει ασυνήθιστες 

ιδιότητες27 στην δέσµευση και άλλων εξωγενών υποκαταστατών. Για παράδειγµα το CN- 

                                                 
e  ΝΟR : Αναγωγάση του ΝΟ 
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28,29 δεσµεύεται µόνο όταν ο σίδηρος της αίµης α3 βρίσκεται σε οξειδωτική κατάσταση 

Fe2+ ενώ H2O2 δεν δεσµεύεται στην οξειδωµένη δοµή του ενζύµου, σε αντίθεση µε ότι 

συµβαίνει στις άλλες οξειδάσες30. Με την προσθήκη CN- στο οξειδωµένο aa3 bovine 

ένζυµο σχηµατίζεται ένα χαµηλού σπιν σύµπλοκο χωρίς να παρατηρείται αναγωγή του 

διπυρηνικού κέντρου. Αυτή η ηλεκτρονική διαµόρφωση αποδίδεται στην δέσµευση του 

κυανίου τόσο στον αιµικό σίδηρο όσο και στο χαλκό µε αποτέλεσµα την δηµιουργία 

γέφυρας µεταξύ αυτών των µετάλλων( Fe3+-CN-Cu2+)31,32. H αντίδραση του κυανίου µε 

το οξειδωµένο ba3 είναι αρκετά διαφορετική, καθώς η παρουσία του φαίνεται να 

σταθεροποιεί την ferrous κατάσταση του σιδήρου της αίµης a3
33. ∆ηλαδή σίδηρος της 

αίµης a3 ανάγεται ενώ όλα τα υπόλοιπα µεταλλικά κέντρα παραµένουν οξειδωµένα. Στο 

προκύπτον ανηγµένο κατά ένα ηλεκτρόνιο σύµπλοκο  ένα κυάνιο συναρµόζεται στον 

Fea3
2+ και ένα στον Cu33,34.  

Το ba3 ανάγει το οξυγόνο σε νερό µε κατανάλωση 1.0Η+/e- ως συνήθως, αλλά 

εµφανίζει µειωµένη ικανότητα άντλησης πρωτονίων της τάξης του 0.4-0.5Η+/e- 35, ενώ 

για παράδειγµα η aa3 οξειδάση από το P. denitrificans εµφανίζει ικανότητα άντλησης 

πρωτονίων της τάξης του 1.0Η+/e- περίπου. Επιπλέον όπως αναφέρθηκε στην ανάλυση 

της δοµής του ba3, το οξυγόνο εισέρχεται στο διπυρηνικό κέντρο µέσω ενός 

βελτιστοποιηµένου καναλιού, στο οποίο ένα πολικό αµινοξύ έχει αντικατασταθεί από 

ένα υδροφοβικό κατάλοιπο5. Επιπλέον για την µεταφορά των ηλεκτρονίων ως το 

διπυρηνικό κέντρο φαίνεται να υπάρχουν δυο εναλλακτικοί τρόποι, ώστε να 

πραγµατοποιείται από τον CuΑ στον CuΒ5 είτε απευθείας, είτε µέσω της αίµης χαµηλού 

σπιν.   

Τέλος τα κανάλια µεταφοράς πρωτονίων, προς την περιπλασµατική πλευρά της 

µεµβράνης, συναντώνται τροποποιηµένα στο ba3
5

, ενώ ανιχνεύτηκε και µια επιπλέον 

πιθανή διαδροµή που καταλήγει στο σηµείο συσσώρευσης µορίων ύδατος. Αν και αυτό 

το κανάλι δεν έχει διαπιστωθεί στις περισσότερες οξειδάσες η περιοχή 

αποθεµατοποίησης µορίων νερού φαίνεται να διατηρείται8,9 σε όλα τα µέλη της 

οικογένειας, όπως και τo κατάλοιπo Asp3722,4,5,16,17 που βρίσκεται κοντά στις 

προπιονικές οµάδες της αίµης.  
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Σχήµα 1.10 : Σxηµατική αναπαράσταση της διαδροµής που ακολουθείται από τα πρωτόνια κατά την 

µεταφορά τους µέσω του Q καναλιού. Οι δύο αίµες παρουσιάζονται µε κόκκινο χρώµα, ενώ ο CuB µε µπλε. 

Τα αµινοξέα που συµµετέχουν στο κανάλι αναπαρίστανται µε πράσινες σφαίρες, ενώ η κατάληξη του 

καναλιού εντοπίζεται στην περιοχή αποθεµατοποίησης µορίων νερού πάνω από τις προπιονικές οµάδες της 

αίµης α3. 
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2.1 ∆ονητική φασµατοσκοπία υπερύθρου: βασικές αρχές και λειτουργία  

 

2.1.1 Εισαγωγή 
 

Η δονητική φασµατοσκοπία υπερύθρου αποτελεί ένα σηµαντικό εργαλείο για 

την µελέτη της δοµής των µορίων αλλά και της δυναµικής τους. Όπως και κάθε άλλη 

φασµατοσκοπική µέθοδος αναφέρεται στην µελέτη της αλληλεπίδρασης του φωτός 

µε την ύλη, χρησιµοποιώντας ακτινοβολία ενέργειας ικανής να προκαλέσει δονητικές 

και περιστροφικές µεταβάσεις, χωρίς ηλεκτρονική διέγερση του δείγµατος. Η περιοχή 

του υπερύθρου στο ηλεκτροµαγνητικό φάσµα κυµαίνεται κατά προσέγγιση από τους 

200 cm-1  έως τους 14.000 cm-1 και διαχωρίζεται σε τρεις επιµέρους περιοχές: 

• Την  far infrared περιοχή ως τους 400 cm-1 

• Την mid infrared από 400 cm-1 ως 4000 cm-1 

• Την near infrared από 4000 cm-1 ως 14,000 cm-1 

Τα περισσότερα φασµατοφωτόµετρα υπερύθρου καλύπτουν την ενδιάµεση 

περιοχή (400 cm-1 - 4000 cm-1) και σε αυτή συνήθως αναφέρονται οι περισσότερες 

µελέτες. 

 Για να πραγµατοποιηθεί απορρόφηση της ενέργειας της ηλεκτροµαγνητικής 

ακτινοβολίας, πρέπει αυτή να αντιστοιχεί στην ενέργεια µιας δονητικής µετάβασης, 

µε την προϋπόθεση της ύπαρξης ενός δίπολου, το οποίο πάλλεται µε συχνότητα ίση 

µε αυτή του παλλόµενου ηλεκτρικού φορτίου του προσπίπτοντος φωτός. Ο 

ευκολότερος τρόπος για την περιγραφή της δονητικής συµπεριφοράς των µορίων 

αποτελεί η µελέτη των διατοµικών µορίων µε το µοντέλο του αρµονικού ταλαντωτή. 
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2.1.2   Το µοντέλο του αρµονικού  και µη αρµονικού ταλαντωτή (∆υναµικό 
Morse). 

 

Η κλασσική προσέγγιση για την µελέτη ενός διατοµικού συστήµατος θεωρεί 

τους πυρήνες του µορίου σαν δύο σφαίρες συνδεδεµένες µέσω ελατηρίου, το οποίο 

αναπαριστά τις δυνάµεις που δρουν µεταξύ τους. Σε µια τέτοια περίπτωση, σύµφωνα 

µε τον νόµο του Hooke, για µικρές παραµορφώσεις ισχύει:   

2
)(

)(

2
1 kxVkx

dx
dV

F x
x =⇒−=

−
=         ( 1 ) 

όπου  V  είναι  η  δυναµική  ενέργεια,  k  η  σταθερά  δύναµης  που  αντιστοιχεί  στην  

ισχύ  του δεσµού  και  x  η  µετατόπιση  από  το  µήκος  ισορροπίας  του  δεσµού. 

Η  χαµιλτωνειανή  για τον αρµονικό  ταλαντωτή  µίας  διάστασης  δίνεται από 

την εξίσωση :            

                                          2
2

22

kx
2
1

dx
d

2
hH +
µ

−=                         ( 2 ) 

όπου  µ  η  ανηγµένη  µάζα  των  πυρήνων.   

Έτσι εξίσωση  του  Schrodinger είναι : 

                                                0
h
kx

h
E2

dx
d

v2

2

2
v

2
v

2

=Ψ






 µ
−

µ
+

Ψ            ( 3 )                    

Και η λύση της δίνει :                   )
2
1( += vhE ev ω                       ( 4 )                                                         

Όπου 
µπ

ω k
e 2

1
=  η κλασσική συχνότητα δόνησης και v ο δονητικός κβαντικός 

αριθµός. 

Η εξίσωση ( 4 ) δείχνει ότι τα δονητικά επίπεδα ισαπέχουν κατά hν και ότι το 

επίπεδο µε v = 0 έχει ενέργεια 1/2hν, γνωστή σαν ενέργεια µηδενικού σηµείου. Αυτή 

είναι η µικρότερη δυνατή τιµή ενέργειας, ακόµη και σε πολύ χαµηλές θερµοκρασίες. 

Παριστάνοντας το δυναµικό V(x) σε συνάρτηση µε την µετατόπιση x 

προκύπτει η γνωστή παραβολή του σχήµατος 2.1. Η σταθερά δύναµης k µπορεί να 

θεωρηθεί σαν µέτρο της δύναµης του ελατηρίου στο µοντέλο της µοριακής δόνησης. 

Όσο αυξάνεται η τάξη του δεσµού, τόσο αυξάνεται και το k. Φυσικά η δύναµη του 

ελατηρίου που αντιπροσωπεύει τον δεσµό οφείλεται στην λεπτή ισορροπία των 

πυρηνικών απωθήσεων, ηλεκτρονιακών απωθήσεων και ηλεκτρονιακών - πυρηνικών 

έλξεων. Καµία από αυτές δεν επηρεάζεται από την πυρηνική µετατόπιση και 

εποµένως το k δεν αλλάζει κατά την ισοτοπική αντικατάσταση.  
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.  
 

Σχήµα 2.1: Γραφική παράσταση του δυναµικού σε σχέση µε την απόσταση από το σηµείο ισορροπίας, για 

ένα διατοµικό µόριο, σύµφωνα µε το µοντέλο του αρµονικού ταλαντωτή 

 

Το µοντέλο του αρµονικού ταλαντωτή αποτελεί µια πρώτη προσέγγιση για 

την περιγραφή της δόνησης ενός διατοµικού µορίου αλλά απέχει σηµαντικά από την 

πραγµατική δοµή των µορίων. Μπορεί να θεωρηθεί ικανοποιητικό µόνο για µικρές 

τιµές της διαπυρηνικής απόστασης αφού σε µεγαλύτερες πραγµατοποιείται διάσπαση 

του µορίου και τα προκύπτοντα άτοµα δεν αλληλεπιδρούν µεταξύ τους.  Μετά από το 

σηµείο της διάσπασης περαιτέρω αύξηση της απόστασης των δύο πυρήνων δεν 

επιφέρει καµία µεταβολή στην τιµή της δυναµικής ενέργειας. 

Ένα περισσότερο ρεαλιστικό µοντέλο για την περιγραφή της δόνησης ενός 

διατοµικού µορίου είναι το δυναµικό Morse:      

             [ ])exp(1 2
)( xDV ex β−−=                 ( 4 )           

Όπου το De αντιστοιχεί στο βάθος του πηγαδιού και ο όρος β αντικατοπτρίζει την 

καµπυλότητα του. Τα ενεργειακά επίπεδα που προκύπτουν από το δυναµικό Morse 

περιγράφονται από την εξίσωση :  

                                        ..)
2
1()

2
1( 2 −+−+= vxvE eeev ωω ,     ( 5 ) 
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 µε ωe την συχνότητα του αρµονικού ταλαντωτή. Ο όρος xe ονοµάζεται 

αναρµονικότητα  και έχει ως αποτέλεσµα την σύγκλιση των ενεργειακών επίπεδων  µε 

την αύξηση του v, ώστε µετά το όριο διάσπασης να παρατηρείται µια συνέχεια 

επιπέδων. To σχήµα ενός τέτοιoυ δυναµικού φαίνεται στο σχήµα 2.2. 

 

 
 
                                                        Σχήµα 2.2 : ∆υναµικό Morse. 

 

 

2.1.3 Κανονικοί τρόποι δόνησης 
 

Τα πολυατοµικά µόρια έχουν πολύπλοκους τρόπους δόνησης αλλά όλες οι 

κινήσεις τους µπορούν να αναλυθούν σε ένα σύνολο πεπερασµένου αριθµού 

κινήσεων κατά τις οποίες οι παραµορφώσεις των µηκών δεσµών ή γωνιών φτάνουν 

στο µέγιστο ή στο ελάχιστο ταυτόχρονα. Αυτές οι δονήσεις ονοµάζονται κανονικοί 

τρόποι δόνησης. Από τους 3Ν βαθµούς ελευθερίας ενός πολυατοµικού µορίου Ν 

ατόµων, τρεις περιγράφουν την θέση του κέντρου µάζας (µεταφορικοί), τρεις την 

περιστροφή του µορίου (περιστροφικοί - δύο στην περίπτωση των διατοµικών) και οι 

εναποµείναντες 3Ν-6 (ή 3Ν-5 για τα διατοµικά) περιγράφουν τις δονήσεις (δονητικοί) 

και αντιστοιχούν στους κανονικούς τρόπους δόνησης. Αυτές οι δονήσεις µπορούν να 

ταξινοµηθούν σε τέσσερις κατηγορίες : 
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 ∆ονήσεις έκτασης όπου µεταβάλλονται µήκη δεσµών. 

 ∆ονήσεις τάσης εντός επιπέδου, όπου µεταβάλλονται µήκη γωνιών ενώ τα 

µήκη δεσµών παραµένουν σταθερά 

 ∆ονήσεις τάσεις εκτός επιπέδου όπου πραγµατοποιείται ταλάντωση ενός 

ατόµου σε ένα επίπεδο ορισµένο από τρία τουλάχιστον γειτονικά άτοµα 

 ∆ονήσεις στρέψης όπου µεταβάλλεται µια δίεδρη γωνία. 

Επιπρόσθετα, υπάρχει  η  πιθανότητα  παρατήρησης  συνδυαστικών  κινήσεων  

που περιλαµβάνουν µεταβάσεις σε δονητικά διεγερµένες καταστάσεις, όπου 

περισσότερες των µία δονήσεων διεγείρονται.   

 

2.1.4    Πιθανότητα µετάπτωσης και κανόνες επιλογής. 
 

Ποιες από τις µοριακές δονήσεις αναµένεται κάθε φορά να ανιχνευθούν σε ένα 

φάσµα υπερύθρου προκύπτει από τους λεγόµενους κανόνες επιλογής. Η πιθανότητα 

κάθε δονητικής µετάβασης εξαρτάται από την διπολική ροπή που την συνοδεύει και 

είναι ανάλογη του τετραγώνου της ροπής της µεταβάσεως. Για µια µετάβαση µεταξύ 

δύο επιπέδων µε δονητικές κυµατοσυναρτήσεις Ψi  και Ψf η ροπή της µετάβασης 

δίνεται από την σχέση :         ∫ =ΨΨ= ifR if µµ                  ( 6 ) 

Και για την διπολική ροπή ισχύει: 

                                           ...
!2

1

0
2

2

0
0 +++=

dq
d

dq
d µµµµ            ( 7 ) 

Εποµένως                        ..
0

++= iqf
dq
difR o
µµ              ( 8 ) 

 Σύµφωνα µε τα παραπάνω µια δόνηση για να συνοδεύεται από µη µηδενική 

ροπή µετάβασης και να είναι IR ενεργή θα πρέπει να έχει µόνιµη διπολική ροπή. 

Όµως η τιµή της ροπής µετάβασης εξαρτάται και από την τιµή των ολοκληρώµατος 

του δεύτερου αλλά και των ακόλουθων όρων και άρα από τις συµµετρίες των 

δονητικών κυµατοσυναρτήσεων. Έτσι υπεισέρχονται επιπρόσθετοι κανόνες επιλογής 

πέραν της απαίτησης για ύπαρξη µόνιµης διπολικής ροπής, οι οποίοι εξαρτώνται από 

την συµµετρία του µορίου. Για µόρια χαµηλής συµµετρίας οι κανόνες αυτοί δεν είναι 

περιοριστικοί. 
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 Στο σηµείο αυτό πρέπει να τονιστεί πως οι κανόνες επιλογής δεν µπορούν να 

οδηγήσουν σε όλες τις περιπτώσεις σε ακριβή πρόβλεψη καθώς λένε ποιές 

µεταβάσεις µπορεί να συµβούν χωρίς να αναφέρονται στην ένταση αυτών των 

µεταβάσεων, η οποία µπορεί να είναι πολύ µικρή. Όσο µεγαλύτερη είναι η µεταβολή 

της διπολικής ροπής που συνοδεύει µια δόνηση τόσο εντονότερη θα είναι και η 

απορρόφηση και εποµένως και το παραγόµενο σήµα σε ένα φάσµα υπερύθρου. Οι 

δονητικές µεταβάσεις µε 1±=∆v  ονοµάζονται θεµελιώδεις και συνήθως έχουν 

µεγαλύτερη ένταση από τις αρµονικές µεταβάσεις για τις οποίες ..3,2 ±±=∆v . 

 

2.1.5 ∆ιαδικασία λήψης υπέρυθρού φάσµατος - συµβολόµετρο Michelson 
 

Για την λήψη ενός φάσµατος υπερύθρου προσδιορίζεται το ποσοστό της 

απορρόφησης της υπέρυθρης ακτινοβολίας σε κάθε κυµατάριθµο και εποµένως ισχύει 

ο νόµος των Beer-Lampert σύµφωνα µε τον οποίο είναι: 

                                   cl
I
IA ε=





= 0log                ( 9 ) 

Όπου Α είναι η απορρόφηση, Ι0 η ένταση του προσπίπτοντος στο δείγµα φωτός και Ι 

η ένταση του φωτός που διαπερνά το δείγµα. Με c συµβολίζεται η συγκέντρωση του 

δείγµατος ενώ µε l η οπτική διαδροµή. Το ε είναι µια χαρακτηριστική σταθερά για 

κάθε ουσία η οποία ονοµάζεται µοριακός συντελεστής απορρόφησης. 

 Η αρχή λειτουργίας των φασµατοφωτοµέτρων υπερύθρου βασίζεται στο 

συµβολόµετρο του Michelson. Πρόκειται για µια διάταξη στην οποία η εκπεµπόµενη 

από την πηγή ακτινοβολία διαιρείται σε δύο µέρη και επανασυνδιάζεται µετά από την 

εισαγωγή µιας διαφοράς  διαδροµής. Με τον τρόπο αυτό η ένταση της τελικής 

εξερχόµενης δέσµης µεταβάλλεται συναρτήσει αυτής της διαφοράς.  

 Τα βασικά µέρη του συµβολόµετρου φαίνονται στο σχήµα 2.3. Εκτός της 

πηγής και του ανιχνευτή περιλαµβάνει δύο κάθετα τοποθετηµένους καθρέπτες, από 

τους οποίους ο ένας βρίσκεται σε σταθερό σηµείο (σταθερός καθρέπτης) και ο 

δεύτερος έχει την δυνατότητα κίνησης σε µια απόσταση d, κατά µήκος ενός άξονα 

κάθετου στο επίπεδο του (κινητός καθρέπτης). Μεταξύ των δύο καθρεπτών 

παρεµβάλλεται ένας διαχωριστής δέσµης, ο οποίος σε ιδανική λειτουργία επιτρέπει 

στο 50% του προσπίπτοντος φωτός να τον διαπεράσει και ανακλά το υπόλοιπο µέρος 

του. Το µέρος της ακτινοβολίας που ανακλάται από τον διαχωριστή δέσµης φτάνει 
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στον σταθερό καθρέπτη ενώ αυτό που τον διαπερνά φτάνει στον κινητό καθρέπτη. 

Όταν οι δύο προκύπτοντες δέσµες φτάσουν σε έναν από τους δύο καθρέπτες 

ανακλώνται ξανά προς τα πίσω και επανασυνδιάζονται. Η προκύπτουσα δέσµη 

επαναδιαχωρίζεται από τον beamsplitter. Έτσι το ένα µέρος της δέσµης επιστρέφει 

στην πηγή και το άλλο, αφού διέλθει από το δείγµα, οδηγείται στον ανιχνευτή.  

 

Fixed Mirror

M
oving M

irror

Source
Beamsplitter

Sample

Detector

Michelson Interferometer

 
 

Σχήµα 2.3 : Συµβολόµετρο του Μichelson. ∆ιακρίνεται ο κινητός και σταθερός καθρέπτης και ο 

διαχωριστής δέσµης. 

 

Ο τρόπος συµβολής των δύο δεσµών εξαρτάται από την διαφορά των 

διαδροµών που διένυσαν και εποµένως από την θέση του κινητού καθρέπτη την 

στιγµή της ανάκλασης. Οι µεταβολές της έντασης της δέσµης που φτάνει στον 

ανιχνευτή ή επιστρέφει στην πηγή περιέχουν την φασµατική πληροφορία. Η διαφορά 

της οπτικής διαδροµής των δύο δεσµών ονοµάζεται καθυστέρηση και συµβολίζεται 

µε το γράµµα δ. Την ίδια διαδροµή ακολουθεί και µια δέσµη εκπεµπόµενη από laser 

He-Ne. Αυτή η δέσµη είναι µονοχρωµατική και χρησιµοποιείται για την 

βαθµονόµηση του συµβολόµετρου. 
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 Στην λήψη στατικών φασµάτων ο κινητός καθρέπτης εκτελεί µια συνεχή 

κίνηση µε σταθερή ταχύτητα και η ένταση της δέσµης που φτάνει στον ανιχνευτή 

είναι συνηµιτονοειδής συνάρτηση της καθυστέρησης: 

⇒+= ∫
+∞

∞−

λλδ λ
πδ dII )1cos()(5.0)( 2   ⇒+= ∫

+∞

∞−

λλλδ λ
πδ dIII ))cos()(5.0)(5.0()( 2  

                                  ∫∫
+∞

∞−

+∞

∞−

+= λ
λ
πδλλλδ dIdII )2cos()(5.0)(5.0)(           ( 10 ) 

 Στην εξίσωση  (10) µόνο ο δεύτερος όρος µεταβάλλεται και είναι σηµαντικός 

για τις φασµατοσκοπικές µετρήσεις. :  

                                            ∫
+∞

∞−

= λ
λ
πδλδ dII )2cos()(5.0)( .                     (11) 

Αυτός όρος αυτός αναφέρεται ως συµβολογράφηµα και παίρνει την µορφή 

φάσµατος µετά από µαθηµατική επεξεργασία µε την χρήση του µετασχηµατισµού 

Fourier. Η ανάλυση του καταγραφόµενου φάσµατος εξαρτάται από την µέγιστη 

διαφορά διαδροµής. Αν αυτή είναι ίση µε ∆max τότε η µέγιστη ανάλυση θα είναι :     

 

                                          
max

1
∆

=∆λ                    ( 12) 
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2.2 Time-Resolved Step-Scan FΤΙR φασµατοσκοπία. 

 

2.2.1 Αρχή λειτουργίας 
 

 Σκοπός της τεχνικής Time-Resolved Step-Scan FΤΙR είναι η µελέτη 

φαινοµένων που πραγµατοποιούνται σε πολύ µικρούς χρόνους, ακόµα και της τάξης 

των nanoseconds και εµφανίζουν επαναληψιµότητα. Η κύρια διαφορά της τεχνικής 

Step-Scan είναι ο τρόπος κίνησης του καθρέπτη, ο οποίος δεν εκτελεί συνεχή κίνηση 

αλλά σταθεροποιείται σε καθορισµένα ισαπέχουσα σηµεία. Το συµβολογράφηµα 

παράγεται µε την ολοκλήρωση του σήµατος του ανιχνευτή κατά τη διάρκεια του 

χρόνου στον οποίο ο καθρέπτης παραµένει ακίνητος. Ο καθρέπτης µετακινείται στο 

επόµενο σηµείο όπου καταγράφεται ξανά το σήµα. Τα συνολικά συµβολογραφήµατα 

προκύπτουν από τα δεδοµένα στις διάφορες θέσεις του καθρέπτη που αντιστοιχούν σε 

διαφορετικές συχνότητες αλλά στον ίδιο χρόνο. Ο χρόνος που απαιτείται για να 

µετακινηθεί ο καθρέπτης ανάµεσα στα σηµεία που σταθεροποιείται δε συνεισφέρει 

στην καταγραφή του φάσµατος, και κατά συνέπεια επιδιώκεται η ελαχιστοποίηση 

του.  

 Η απόσταση των διαδοχικών θέσεων του καθρέπτη είναι συνήθως της τάξης 

των µικροµέτρων, ώστε να επιτυγχάνεται µια ικανοποιητική φασµατική ανάλυση ενώ 

για την για την βελτιστοποίηση του λόγου σήµατος προς θόρυβο συνήθως 

απαιτούνται πολλές επαναλήψεις. Βασικά πλεονεκτήµατα της µεθόδου αποτελεί η 

δυνατότητα µελέτης µη χρωµοφόρων οµάδων, η µη διατάραξη του υπό µελέτη 

συστήµατος από την υπέρυθρη ακτινοβολία καθώς και η ικανότητα ανίχνευσης όλων 

των IR ενεργών δονήσεων. 
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Σχήµα 2.4 : ∆ιάγραµµα όπου φαίνεται η διαφορά της κανονικής απλής σάρωσης από αυτής κατά την 

διάρκεια µιας  Τime Resolved Step-Scan FTIR µέτρησης. 
 

Τα χρονοεξαρτώµενα φάσµατα λαµβάνονται σε σχέση µε ένα φάσµα 

αναφοράς που αντιστοιχεί στο σύστηµα πριν την έναρξη της παρατηρούµενης 

µεταβολής. Εποµένως πρόκειται για φάσµατα διαφοράς, τα οποία σύµφωνα µε τον 

νόµο του Βeer υπολογίζονται από την σχέση :              
R

s

I
Ilog−=∆Α ,        ( 13 ) 

όπου Ιs είναι η ένταση του υπό µελέτη δείγµατος και ΙR η ένταση του αναφορικού 

δείγµατος. 

 
 
Σχήµα 2.5 : Αρχή της Τime Resolved Step-Scan FTIR φασµατοσκοπίας. Ο άξονας g αναπαριστά την 

οπτική διαδροµή του καθρέπτη, ο άξονας t τον χρόνο και ο Ι την ένταση του συµβολογραφήµατος. 
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2.2.2 Πειραµατική διάταξη 
 

Περιγραφή 
Η διάταξη που χρησιµοποιήθηκε για την διεξαγωγή των χρονοεξαρτηµένων 

πειραµάτων  περιλαµβάνει ένα Brucker Equinox IFS55 φασµατοφωτόµετρο, και µια 

globar πηγή υπέρυθρης ακτινοβολίας, τοποθετηµένα σε τραπέζι δονητικής 

αποµόνωσης (Newport, RS 4000). Η έναρξη της αντίδρασης πυροδοτείται µε ένα 

παλµικό laser Nd :YAG, ενώ η ανίχνευση του σήµατος, µετά την ενίσχυση του, 

πραγµατοποιείται µε έναν MCT (HgCdTe, Mercury Cadmium Telluride, Graseby 

Infrared, D316, Newnarket, U.K.) ανιχνευτή. Ανάµεσα στο δείγµα και στον ανιχνευτή 

τοποθετήθηκε ένα φίλτρο παρεµβολής (Optical Coating Laboratory Inc. Santa Rosa, 

CA) µε ανώτατο όριο απόκρισης τα 2.67 µm, για να µειώσει την ελεύθερη φασµατική 

περιοχή από τα 2.67 ως 8 µm και να προστατέψει τον ανιχνευτή από την είσοδο της 

παλµικής ακτινοβολίας. Αυτό οδηγεί σε ένα φασµατικό εύρος της τάξης των 3949.5 

cm-1, το οποίο ισοδυναµεί µε έναν παράγοντα µείωσης της τάξης του 4 από την 

συνολική περιοχή των 15.798 cm-1, η οποία προκύπτει από το µήκος κύµατος 

εκποµπής του He-Ne laser αναφοράς (632.8nm). 

Ο χρησιµοποιούµενος προενισχυτής διαθέτει δύο εξόδους: µια AC που 

παρέχει την επαγόµενη από το laser αλλαγή και µια DC που παρέχει το στατικό 

συµβολογράφηµα. Μετά την ενίσχυση των δύο σηµάτων αυτά ψηφοποιούνται από 

έναν 16-bit, 200kHz ADC (analog to digital) µετατροπέα. Ο συντονισµός των 

οργάνων πραγµατοποιείται µε την βοήθεια µιας ψηφιακής γεννήτριας παλµών 

(Quantum Composers, 9314T) που δίνει έναρξη κατά σειρά στα flashlamps, Q switch 

και στο φασµατοφωτόµετρο. Η καταγραφή του σήµατος αρχίζει πριν την 

εκπυρσοκρότηση του laser, ώστε τα πρώτα λαµβανόµενα σηµεία να 

χρησιµοποιηθούν ως δείγµα αναφοράς. Ο controller συνδέεται µε τον υπολογιστή, ο 

οποίος παρέχει τις εντολές για την θέση του καθρέπτη κατά την διάρκεια της 

µέτρησης. 
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Σχήµα 2.6 : Τime Resolved Step-Scan FTIR πειραµατική διάταξη. 
 

Nd : YAG laser 
Για την έναρξη της αντίδρασης χρησιµοποιείται ένα παλµικό Minilite Nd : 

YAG laser. Πρόκειται για ένα laser τεσσάρων επιπέδων µε την θεµελιώδη του 

συχνότητα στα 1064 nm. Η δράση του επάγεται σε ιόντα νεοδηµίου (Nd3+) σε µήτρα  

Yttrium Aluminium Garnet (Y3Al5O2). Τα ιόντα νεοδηµίου έχουν ηλεκτρονική 

διαµόρφωση :            623103 544..: pdsfdNd +  

Οι σηµαντικοί για την δράση του laser προκύπτοντες  φασµατοσκοπικοί όροι 

είναι οι      I4  ( J= 1 5/2, 1 3/2, 11 /2 , 9/2)     και      F4  (J = 9/2, 7/2, 5/2 3/2). 

 Η δράση του laser περιλαµβάνει την µετάπτωση 2/11
4

2/3
4 IF →  η οποία είναι 

διπλά απαγορευµένη. Λόγω της επίδρασης του κρυσταλλικού πεδίου η 2/11
4 I  

σχάζεται σε έξι καταστάσεις και η 2/3
4F σε δύο. Έτσι προκύπτουν οκτώ πιθανές 

µεταβάσεις, από τις οποίες δύο συνεισφέρουν σηµαντικά στο laser, στα 1.0648µm 

1.0612µm.  
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Σχήµα 2.7 : Γενική περιγραφή των τεσσάρων επιπέδων laser, στα οποία ανήκει το Nd: YAG και 

ενεργειακή απεικόνιση των βασικών µεταβάσεων που προκαλούν την εκποµπή των 1064nm.  

 

To Nd : YAG laser χρησιµοποιεί άντληση µε flashlamps, ενώ απεσταγµένο 

νερό κρυώνει την λάµπα και το ενεργό µέρος. Τα άτοµα νεοδηµίου διεγείρονται και 

παραµένουν στο επίπεδο lasing για χρόνο της τάξης του ms, πριν αρχίσει η 

αυθόρµητη εκποµπή. Ο προκύπτον παλµός αν και χαρακτηρίζεται από µεγάλη ένταση 

είναι µικρής ισχύος. Για την παραγωγή συντοµότερου και ισχυρότερου παλµού 

χρησιµοποιείται η τεχνική του Q switching που καθυστερεί την αυθόρµητη εκποµπή. 

Ο ποιοτικός παράγοντας Q µιας κοιλότητας laser σχετίζεται µε την ενέργεια 

Εc που αποθηκεύεται στην κοιλότητα και την ενέργεια Εt που διαφεύγει από αυτήν 

µέσω της σχέσης :                                 
t

c

E
tEQ πν2

=                  ( 14 ) 

Το Q - switching είναι µία λειτουργία κατά την οποία ο παράγοντας Q της 

κοιλότητας του laser µειώνεται για µία χρονική περίοδο, εµποδίζοντας την 

ακτινοβολία από το να αντανακλάται µεταξύ των καθρεπτών της κοιλότητας . Κατά 

την διάρκεια αυτού του χρόνου ο πληθυσµός του υψηλότερου επιπέδου αυξάνεται 

πολύ περισσότερο από ότι θα συνέβαινε αν ο Q παρέµενε υψηλός. Μετά ο Q 

αυξάνεται ραγδαία και ο κύκλος επαναλαµβάνεται µε αποτέλεσµα στενούς παλµούς  

laser. Η διάρκεια του παλµού ∆t συνδέεται µε την ισχύ του µέσω της σχέσης : 
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t
E

P p

∆
=                     ( 15 ) 

 Για την πραγµατοποίηση της παρούσας µελέτης χρησιµοποιήθηκε η δεύτερη 

αρµονική συχνότητα του Nd : YAG laser στα 532 nm. Η παραγωγή της γίνεται µε 

την χρήση ενός ΚΤΡ κρυστάλλου. Κατά την διάρκεια του διπλασιασµού, δύο 

φωτόνια συχνότητας 1.064 nm εισέρχονται ταυτόχρονα στον κρύσταλλο µε την ίδια 

κυκλική πόλωση. Τα δύο φωτόνια συνδυάζονται ενώ η ενέργεια και η ορµή του 

συστήµατος διατηρούνται. Ως αποτέλεσµα το προκύπτον φωτόνιο έχει διπλάσια 

συχνότητα, ίδια ταχύτητα και κάθετη πόλωση. Ο διαχωρισµός της προκύπτουσας 

αρµονικής συχνότητας από τη θεµελιώδη πραγµατοποιείται µε την βοήθεια ενός 

ζεύγους διχροϊκών κρυστάλλων.  

 Η χρήση του Nd : YAG laser για την διέγερση του δείγµατος στα πειράµατα 

της παρούσας µελέτης έγινε µε ρυθµό επανάληψης παλµών 3-7 Hz, µε την διάρκεια 

του κάθε παλµού να φτάνει τα 7-10 ns και την µέση προσπίπτουσα στο δείγµα ισχύ 

τα 30 mW περίπου. 

  

Ανιχνευτής Mercury Cadmium Telluride (HgCdTe) 
Για την ανίχνευση του σήµατος χρησιµοποιήθηκε ένας Mercury Cadmium 

Telluride (HgCdTe) ή αλλιώς MCT. Αποτελείται από ένα µείγµα των παραπάνω 

τριών στοιχείων και είναι ένας ηµιαγωγός. Απορροφά τα υπέρυθρα φωτόνια µε 

αποτέλεσµα την διέγερση ηλεκτρονίων σε αντιδεσµικά τροχιακά. Αυτά τα 

ηλεκτρόνια µπορούν να ανταποκριθούν σε εφαρµοζόµενο δυναµικό, µε το 

παραγόµενο ρεύµα να είναι ανάλογο του αριθµού των απορροφούµενων φωτονίων. 

Για την µεταπήδηση των ηλεκτρόνιων σε υψηλότερα τροχιακά απαιτείται ένα 

ελάχιστο ποσό ενέργειας και φωτόνια µε µικρότερη ενέργεια δεν µπορούν να 

ανιχνευθούν. Έτσι το κατώτερο όριο ανίχνευσης ορίζεται στους 600 cm-1. 

Για την λειτουργία του ανιχνευτή είναι απαραίτητη η ψύξη του µε υγρό άζωτο 

λόγω της εκπεµπόµενης από τα στοιχεία του θερµότητας, που οδηγεί σε ηλεκτρικό 

θόρυβο. Ο MCT ανιχνευτής χαρακτηρίζεται από µεγάλη ευαισθησία και γρήγορη 

απόκριση αλλά σε περίπτωση πρόσπτωσης ακτινοβολίας πολύ µεγάλης έντασης 

κινδυνεύει από φαινόµενα κορεσµού. 
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2.2.3 Πηγές θορύβου 
 

Σηµαντικό πλεονέκτηµα της τεχνικής αποτελεί το µεγάλο φασµατικό εύρος 

ενώ η χρονική της διακριτική ικανότητα περιορίζεται µόνο από το όριο απόκρισης 

του ανιχνευτή και τα χρησιµοποιούµενα ηλεκτρονικά, κυρίως τον AD conventer. Η 

περιγραφή της διαδικασίας πραγµατοποίησης ενός Time Resolved Step Scan FTIR 

πειράµατος έγινε θεωρώντας πως η αντίδραση του δείγµατος µπορεί να επαναληφθεί 

πολλές φορές µε πανοµοιότυπο τρόπο, παράγοντας ακριβώς τις ίδιες φασµατικές 

αλλαγές κάθε φορά. Όµως διακυµάνσεις του παλµού του laser µπορούν να 

δηµιουργήσουν διαφορές στις επαναλήψεις της αντίδρασης, ώστε διαφορετικό 

ποσοστό του δείγµατος να αντιδράσει ή να αλλάξει η θερµοκρασία του. 

Επιπλέον αν και η θέση του κινητού καθρέπτη ελέγχεται µέσω του laser He-

Ne, µπορούν να υπάρξουν διακυµάνσεις στην σταθερότητα του οι οποίες ποικίλλουν 

σε κάθε πειραµατική διάταξη. Αποτέλεσµα αυτών των διακυµάνσεων είναι η 

εισαγωγή λάθους στην απόσταση των σηµείων καταγραφής του φάσµατος και 

διακυµάνσεις της υπέρυθρης ακτινοβολίας, και εποµένως την δηµιουργία θορύβου 

στα λαµβανόµενα φάσµατα. 

Πηγή θορύβου µπορεί να αποδειχθεί και η µη γραµµική απόκριση του 

ανιχνευτή, όπως συµβαίνει και στα στατικά φάσµατα. Σε µια τέτοια περίπτωση 

µπορεί να παρατηρηθεί µετατόπιση της baseline και αλλαγές των εντάσεων των 

κορυφών. 

Συνεπώς κατά την εκτέλεση χρονοεξαρτόµενων πειραµάτων όλες οι 

παραπάνω πηγές θορύβου πρέπει να παρακολουθούνται και να επιδιώκεται η 

ελαχιστοποίηση τους. Για καλύτερη ποιότητα φασµάτων η εκτέλεση των πειραµάτων 

θα πρέπει να πραγµατοποιείται κάτω από συνθήκες σταθερής θερµοκρασίας και 

ηχητικής αποµόνωσης. 
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2.3 Μελέτη πρωτεϊνικών συστηµάτων µε την φασµατοσκοπία 

υπερύθρου 

 

Η φασµατοσκοπία υπερύθρου βρίσκει ευρεία εφαρµογή στην µελέτη 

πρωτεϊνικών συστηµάτων. Ειδικά µε την ανάπτυξη των χρονοεξαρτόµενων µεθόδων 

µπορεί να προσφέρει πολύτιµες πληροφορίες τόσο για τα δοµικά όσο και για τα 

λειτουργικά χαρακτηριστικά τους. Για παράδειγµα µπορούν να µελετηθούν 

φαινόµενα πρωτεϊνικής αναδίπλωσης και να διερευνηθεί η δευτεροταγής δοµή, καθώς 

είναι δυνατός και ο προσδιορισµός της δοµής ενδιαµέσων των καταλυτικών κύκλων 

και η µελέτη της κινητικής των ενζύµων. Ακόµη είναι εφικτή η µελέτη φαινόµενων 

που σχετίζονται µε αλλαγές του pH ή pD ώστε να εκτιµηθεί ο ρόλος τους στην 

φυσιολογική δράση των ενζύµων και στον µηχανισµό λειτουργίας τους. 

Η κύρια δυσκολία στην µελέτη βιολογικών συστηµάτων µε την 

φασµατοσκοπία υπερύθρου είναι η έντονη απορρόφηση του νερού που συχνά 

επικαλύπτει τις χαρακτηριστικές απορροφήσεις των πρωτεϊνών. Μερική 

αντιµετώπιση αυτού του προβλήµατος αποτελεί η µελέτη σε δευτεριοµένο νερό.  

Οι κυριότερες κοινές κορυφές των πρωτεϊνών σε ένα FTIR φάσµα 

ονοµάζονται amide I, I και ΙΙΙ και σχετίζονται µε δονήσεις των πεπτιδικών δεσµών. 

Αυτές οι ταινίες απορρόφησης είναι αρκετά ευρείες καθώς η κάθε πρωτεΐνη έχει 

δευτεροταγή δοµή που ποικίλει από περιοχή σε περιοχή.  Ο πίνακας Ι συνοψίζει αυτές 

της απορροφήσεις  

 
Tαινία Κυµµατάριθµοι 

(σε H2O) 

∆ονήσεις 

Amide A 3520-3300 Έκτασης N-H ,  

(σε συντονισµό µε αρµονική της Amide II) 

Amide I 1600-1700 Έκτασης C=O  

( µε σύζευξη µε µε τις δονήσεις έκτασης CN, κάµψης NH) 

Amide II 1550 Κάµψης Ν-Η 

( σύζευξη µε δόνηση έκτασης CN) 

Amide III 1230-1330 Κάµψης Ν-Η και έκτασης CN 

Amide IV 625-767 Κάµψης ΟCN 

AmideVI 640-800 Εκτός επιπέδου κάµψης Ν-Η 

Amide VIII ~200 Στρέψης σκελετού 

Πίνακας 2.1 :Οι κυριότερες απορροφήσεις υπερύθρου των πρωτεϊνών και οι δονήσεις στις οποίες 
αποδίδονται. 
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Η ισχυρότερη από αυτές είναι η amide I που εµφανίζεται στην περιοχή από 

1600 cm-1-1700 cm-1. Πρόκειται για µια αρκετά ευρεία κορυφή µε το µέγιστο της 

συνήθως να εντοπίζεται ανάµεσα στους 1654 cm-1-1674 cm-1. Αποδίδεται κυρίως 

στην δόνηση έκτασης της οµάδας C=O των πεπτιδικών δεσµών, µε µικρή σύζευξη µε 

τις δονήσεις των οµάδων CN, NH και CCN. Η amide I ταινία περιέχει πολλές 

κορυφές που αναλογούν σε διαφορετικές πρωτεϊνικές διαµορφώσεις. Οι συχνότητες 

στις οποίες εµφανίζονται έχουν συσχετιστεί µε συγκεκριµένες δευτεροταγείς δοµές. 

Οι δονήσεις στην περιοχή 1620 cm-1-1635 cm-1 παραπέµπουν σε δοµή β-πτυχωτής, 

στην περιοχή 1649 cm-1-1658 cm-1 σε α έλικα ενώ από 1665 cm-1 ως 1690 cm-1 σε β 

στροφή. Πρέπει να σηµειωθεί ότι αυτός ο διαχωρισµός αποτελεί µια γενική 

κατηγοριοποίηση από την οποία συχνά παρατηρούνται αποκλίσεις. 

Η amide II ταινία προκύπτει από δόνησης κάµψης της οµάδας ΝΗ, η οποία 

εµφανίζει σύζευξη µε την δόνηση έκτασης της οµάδας CN. Συναντάται στην περιοχή 

των 1550 cm-1 και µετατοπίζεται κατά δέκα περίπου κυµµατάριθµους χαµηλότερα 

όταν χρησιµοποιηθεί D2O. H amide III ταινία εµφανίζεται σε ακόµη χαµηλότερες 

συχνότητες (1220 cm-1-1330 cm-1) και αποδίδεται σε συνδυασµό της δόνησης κάµψης 

της οµάδας ΝΗ και της δόνησης έκτασης της οµάδας CN. Και αυτές οι δονήσεις 

εµφανίζουν ευαισθησία στις διαφορές της δευτεροταγούς δοµής. 

 

 
Σχήµα 2.8 : Οι κυριότερες απορροφήσεις την πολυπεπτιδικής αλυσίδας 
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Οι συχνότητες των δονήσεων των πλευρικών αλυσίδων των αµινοξέων 

ποικίλουν και συχνά επικαλύπτονται από τις amide ταινίες. Έτσι η ανίχνευση τους 

καθίσταται δύσκολη, αν και µε την λήψη φασµάτων διαφοράς είναι συχνά εφικτή. 

Για παράδειγµα οι δονήσεις της καρβονυλικών οµάδων των πολικών αµινοξέων 

Ασπαρτικού και Γλουταµινικού στην πρωτονιοµένη τους µορφή, εµφανίζονται στην 

περιοχή των 1760 cm-1. Ο σχηµατισµός δεσµών υδρογόνου µε γειτονικές οµάδες 

µετατοπίζει αυτές τις συχνότητες αρκετά χαµηλότερα στους 1690cm-1-1740cm-1 

περίπου. Οι καρβοξυλικές οµάδες των αποπρωτονιοµένων µορφών εµφανίζονται 

χαµηλότερα στις περιοχές 1546 cm-1-1620 cm-1 (ασύµµετρες δονήσεις) και 1300cm-1-

1450cm-1 (συµµετρικές δονήσεις). Η εµφάνιση σηµάτων µε θετικές και αρνητικές 

κορυφές στις παραπάνω περιοχές συχνοτήτων, σε φάσµατα που λαµβάνονται µετά 

από διατάραξη του συστήµατος, αποτελεί ισχυρή ένδειξη για αλλαγές στην 

κατάσταση πρωτονίωσης των αντίστοιχων αµινοξέων και αλλαγές της ισχύος των 

δεσµών υδρογόνων. 

Στα φάσµατα υπερύθρου των πρωτεϊνών συνεισφέρουν και οι προσθετικές 

οµάδες τους. Στην περίπτωση των αιµοπρωτεϊνών, όπως είναι και οι κυτοχρωµικές 

οξειδάσες, µόνο οι δονήσεις εκτός επιπέδου συµµετρίας A2u και εντός επιπέδου Eu 

του πορφυρινικού δακτυλίου είναι IR ενεργές. Πολλές από τις δονήσεις των 

πλευρικών αιµικών οµάδων επικαλύπτονται από τις amide ταινίες και όπως και στην 

περίπτωση των αµινοξέων η ανίχνευση τους γίνεται ευκολότερη µε την χρήση 

φασµάτων διαφοράς. Για παράδειγµα οι δονήσεις της καρβοξυλικής οµάδας των 

προπιονικών αλυσιδών εντοπίζονται στην περιοχή 1697 cm-1-1740 cm-1 

(πρωτονιοµένη µορφή). 

Τέλος χαρακτηριστικές είναι οι δονήσεις µικρών υποκαταστατών που 

δεσµεύονται στα µεταλλικά κέντρα των πρωτεϊνών (πχ. NO, CO, CN-). Η συχνότητα 

δόνησης του κάθε τέτοιου υποκαταστάτη εξαρτάται κυρίως από την ηλεκτρονική 

πυκνότητα του δεσµού που σχηµατίζει µε το µέταλλο. Συνεπώς επηρεάζεται από 

πολλούς παράγοντες, όπως την φύση των άλλων υποκαταστατών του µετάλλου, την 

γωνία δέσµευσης, τον σχηµατισµό δεσµών υδρογόνου και τις ηλεκτροστατικές 

επιδράσεις  µε γειτονικές οµάδες 

 Η φασµατοσκοπία υπερύθρού, ιδίως στην χρονοεξαρτώµενη εφαρµογή της, 

αποτελεί µια µέθοδο µελέτης συνολικών αλλά τοπικών δοµικών αλλαγών των 

πρωτεϊνών. Η δευτεροταγής δοµή της πρωτεΐνης µπορεί να µελετηθεί µε βάση την 

amide Ι ταινία, ενώ οι τοπικές αλλαγές µπορούν να διαπιστωθούν µε την ανάλυση 
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σηµάτων που προκύπτουν από τις πλευρικές οµάδες των αµινοξέων, από τα οποία 

αυτά που περιέχουν καρβοξυλικές οµάδες παρέχουν συνήθως τις περισσότερες 

πληροφορίες. Οι δονήσεις µορίων που δεσµεύονται στην αίµη και σε άλλα µεταλλικά 

κέντρα των πρωτεϊνών µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την µελέτη των ενεργών 

κέντρων και την δυναµική των ενζύµων. Η φασµατοσκοπία υπερύθρου αποτελεί ένα 

ισχυρό εργαλείο, που σε συνδυασµό µε τεχνικές µεταλλάξεων και ισοτοπικής 

αντικατάστασης µπορεί να έχει µια πολύτιµη συνεισφορά στην µελέτη βιολογικών 

συστηµάτων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Κεφάλαιο ΙΙ : ∆ονητική Φασµατοσκοπία Fourier Transform  Infrared και Time Resolved Step Scan  
Fourier Transform Infrared. 

 51

Βιβλιογραφία  

 
1 Harris, D. C. and Bertolucci, M. D. Symmetry and Spectroscopy-An Introdution to 

Vibrational and Electronic Spectroscopy; Oxford University Press: New York, 1978. 
2Griffiths, P. R. , de Haseth, J. A. Fourier Tranform Infrared Spectroscopy; Wiley 

and Sons: New York, 1986. 
3Demtroder W. Laser Spectroscopy, Springer - Verlag, Berlin, 1996. 
4 Rödig, C. and Siebert, F. (1999),  Appl. Spectrosc. 8, 893-901. 
5 Uhmann, W., Becker, A., Taran, C. and Siebert, F. (1991),  Appl. Spectrosc. 45, 390-

397. 
6 Plunkett, S. E., Chao, J. L., Tague, T. J. and Palmer. R. A. (1995), Appl. Spectrosc. 

49, 702-708. 
7Manning, C. J. and Griffiths, P. R. (1997), Appl. Spectrosc. 51, 1092-1101. 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Κεφάλαιο ΙΙΙ: FTIR και Time Resolved Step-Scan FTIR µελέτη της κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3 από 
τον οργανισµό Thermus Thermophillus. 

 52

   

   

   

   

   

   

ΚΚΚεεεφφφάάάλλλαααιιιοοο    ΙΙΙΙΙΙΙΙΙ:::   FFFTTTIIIRRR   κκκαααιιι    TTTiiimmmeee   RRReeesssooolllvvveeeddd   SSSttteeeppp---SSScccaaannn   FFFTTTIIIRRR   

µµµεεελλλέέέτττηηη   τττηηηςςς   κκκυυυτττοοοχχχρρρωωωµµµιιικκκήήήςςς   οοοξξξεεειιιδδδάάάσσσηηηςςς   bbbaaa333   αααπππόόό    τττοοοννν   οοορρργγγααανννιιισσσµµµόόό    TTThhheeerrrmmmuuusss   

TTThhheeerrrmmmoooppphhhiiilllllluuusss...   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Κεφάλαιο ΙΙΙ: FTIR και Time Resolved Step-Scan FTIR µελέτη της κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3 από 
τον οργανισµό Thermus Thermophillus. 

 53

3.1 Εισαγωγή  

 

Οι κυτοχρωµικές οξειδάσες αποτελούν µέλη της αναπνευστικής αλυσίδας των 

αερόβιων οργανισµών και λειτουργούν σαν µοριακοί µηχανισµοί χρησιµοποιώντας 

την ενέργεια που απελευθερώνεται κατά τη διάρκεια του καταλυτικού τους κύκλου 

για την άντληση πρωτονίων διαµέσου της µιτοχονδριακής µεµβράνης, ενάντια στην 

διαβάθµιση της συγκέντρωσης τους. Η αντίδραση την οποία καταλύουν µπορεί να 

περιγράφει σύµφωνα µε το γενικό σχήµα: 

OHcHOc 2
3

2
2 2444 +→++ +++  

όπου µε c2+ και c3+
 παριστάνεται η ανηγµένη και οξειδωµένη µορφή του 

κυτοχρώµατος c αντίστοιχα1,2. Πρόκειται για την τελευταία αντίδραση της 

αναπνευστικής αλυσίδας, η οποία παρέχει το µεγαλύτερο µέρος της απαιτούµενης 

ελεύθερης ενέργειας στους αερόβιους οργανισµούς, συζευγνύοντας την µεταφορά 

ηλεκτρονίων µε την βιοσύνθεση της τριφωσφορικής αδενοσύνης (ΑΤΡ).  

  O θερµόφιλος οργανισµός Thermus Thermophillus εκφράζει δύο τύπους 

κυτοχρωµικών οξειδασών: τις ba3 και caa3 κυτοχρωµικές οξειδάσες. Το κυτόχρωµα 

ba3 αποτελείται από τρεις µόνο υποµονάδες. Η κύρια υποµονάδα Ι περιέχει µια αίµη 

τύπου b και ένα διπυρηνικό κέντρο αποτελούµενο από ένα άτοµο CuB και µια αίµη 

τύπου α3, η οποία διαφέρει από τις αίµες τύπου α άλλων οξειδασών ως προς µια 

πλευρική της αλυσίδα. Πιο συγκεκριµένα στην θέση της υδροξυ-αιθυλ-φαρνεσυλικής 

οµάδας που συναντάται σε άλλες οξειδάσες περιέχει µια υδροξυ-αίθυλ-γερανυλ-

γερανυλική οµάδα, η οποία φτάνει ως την κυτταροπλασµατική πλευρά της 

µεµβράνης, χωρίς να αναµιγνύεται µε τις διαδροµές των πρωτονίων3,4. Η υποµονάδα 

ΙΙ περιέχει ένα µικτού σθένους ( ++ − 5.15.1
AA CuCu ) οµοπυρηνικό κέντρο ατόµων 

χαλκού34, ενώ η τρίτη υποµονάδα δεν περιέχει κανένα οξειδοαναγωγικό κέντρο. 

Σύµφωνα µε την κρυσταλλική δοµή το ενεργό κέντρο του κυτοχρώµατος ba3 είναι 

παρόµοιο µε αυτό της bovine heart aa3 οξειδάσης5,6,7 και της αντίστοιχης του 

οργανισµού  P. dentitrificans8,9. Πρόσφατα αναφέρθηκε ότι το κυτόχρωµα ba3 έχει 

την ικανότητα να ανάγει το µονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) σε οξείδιο του διαζώτου 

(Ν2Ο)10, παράλληλα µε την ικανότητα αναγωγής του οξυγόνου σε νερό και της 

άντλησης πρωτονίων, έστω και µε την σχετικά µικρή αποτελεσµατικότητα των 0.5 

Η+/e-11. 



Κεφάλαιο ΙΙΙ: FTIR και Time Resolved Step-Scan FTIR µελέτη της κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3 από 
τον οργανισµό Thermus Thermophillus. 

 54

Για την µελέτη της λειτουργίας και δυναµικής  των κυτοχρωµικών οξειδασών 

έχουν χρησιµοποιηθεί πλήθος φασµατοσκοπικών µεθόδων όπως UV-Vis, FTIR, και 

Raman φασµατοσκοπία, MCD, CD, EPR, EXAFS, ENDOR και άλλες τεχνικές. Η 

κοινή δυσκολία για την διεξαγωγή αυτών των µελετών εντοπίζεται στην πολύ 

γρήγορη αντίδραση του ενζύµου µε το φυσιολογικό υπόστρωµα, το µοριακό οξυγόνο, 

η οποία ολοκληρώνεται σε χρονικό διάστηµα λίγων ms. Για τον λόγο αυτό 

χρησιµοποιείται συνήθως ένας probe υποκαταστάτης όπως το µονοξείδιο του 

άνθρακα. Το CO µπορεί να δεσµευτεί στην αίµη υψηλού σπιν αυτών των ενζύµων, η 

οποία αποτελεί και το σηµείο δέσµευσης του Ο2, και να φωτολυθεί µε υψηλή 

κβαντική απόδοση. Έτσι το σύµπλοκο ανηγµένου ενζύµου-CO χρησιµοποιείται είτε 

για την έναρξη της αντίδρασης µε το οξυγόνο είτε για την µελέτη της δυναµικής των 

ενζύµων και της κινητικής των ενεργών τους κέντρων. 

Η δέσµευση των εξωγενών υποκαταστατών στις κυτοχρωµικές οξειδάσες 

πραγµατοποιείται στην υποµονάδα Ι του ενζύµου, η οποία περιέχει τρία τουλάχιστον 

οξειδοαναγωγικά κέντρα µε διαφορετικό περιβάλλον συναρµογής το καθένα 3,5,9,12,13. 

Ο CuB της κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3 συναρµόζεται µε τρία ιστιδινικά κατάλοιπα 

και η αίµη χαµηλόυ σπιν b έχει ως αξονικούς υποκαταστάτες δύο ιστιδίνες. Ο 

σίδηρος της αίµης α3 έχει αριθµό συναρµογής πέντε και είναι υψηλού σπιν, τόσο στην 

οξειδωµένη (S=5/2) όσο και στην ανηγµένη (S=2) µορφή του ενζύµου14. Επίσης στο 

οξειδωµένο ένζυµο παρατηρείται µαγνητική σύζευξη αυτού του µεταλλικού κέντρου 

και του CuB, µε αποτέλεσµα ο χαλκός να µην ανιχνεύεται µε την φασµατοσκοπία 

EPR. Η δέσµευση του CΟ στον +2
3aFe οδηγεί σε σύµπλοκο χαµηλού σπιν (S=0) και 

ακολουθεί µοριακό µηχανισµό παρόµοιο µε αυτόν που έχει βρεθεί και για άλλες 

οξειδάσες15,16,17 : 
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 ←
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 ←
++ −−
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όπου k1 και k-1 είναι η αντιστρεπτή δέσµευση του CΟ στον χαλκό και k2 η πρώτης 

τάξης µεταφορά του CΟ από τον χαλκό στον αιµικό σίδηρο14,16,18,19. 

 ∆ηλαδή το CΟ δεσµεύεται αρχικά στον χαλκό και έπειτα µεταφέρεται 

ενδοµοριακά στον σίδηρο της αίµης α3. Εποµένως η διαδικασία της δέσµευσης του 
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µονοξειδίου του άνθρακα στο ενεργό κέντρο των κυτοχρωµικών οξειδασών µπορεί να 

περιγραφεί µε την συνύπαρξη δύο χηµικών ισορροπιών. 

Η δέσµευση στο κυτόχρωµα ba3 έχει κάποια µοναδικά χαρακτηριστικά λόγω 

της µεγάλης συγγένειας του CuΒ για το CO ( Κ>104 Μ-1)20 και της αργής µεταφοράς 

του CO στον αιµικό σίδηρο. Η σταθερά ταχύτητας k-2, για την δεσµευµένη µε CO 

ανηγµένη µορφή του ενζύµου, έχει βρεθεί σηµαντικά µεγαλύτερη21 (0.8 s-1) από αυτή 

του ανηγµένου bovine ενζύµου22. Η συνολική συγγένεια του ενζύµου για το 

µονοξείδιο του άνθρακα υπολογίζεται σαράντα περίπου φορές  µικρότερη από αυτή 

του bovine ενζύµου, καθώς η ενδοµοριακή µεταφορά από τον χαλκό στον σίδηρο 

φαίνεται να είναι θερµοδυναµικά λιγότερο ευνοϊκή21. 

 Για την µελέτη της φωτοδιάσπασης του CO από την αίµη του ενεργού 

κέντρου των κυτοχρωµικών οξειδασών και την ανίχνευση της προκύπτουσας 

ενδιάµεσης κατάστασης έχουν χρησιµοποιηθεί πολλές φασµατοσκοπικές µέθοδοι. Το 

κυτόχρωµα ba3 αποτελεί ένα ιδανικό σύστηµα για την διεξαγωγή τέτοιων µελετών, 

λόγω της µεγάλης συγγένειας του CuB για το CO και της σχετικά αργής κινητικής που 

εµφανίζει σε θερµοκρασία δωµατίου. Ταυτόχρονα η ισχυρή απορρόφηση υπερύθρου 

που εµφανίζει το µονοξείδιο του άνθρακα και οι δυνατότητες διεξαγωγής 

χρονοεξαρτώµενων πειραµάτων µε την χρήση της τεχνικής Time Resolved Step-Scan 

FTIR µε µεγάλη χρονική ανάλυση και ευαισθησία, καθιστούν την φασµατοσκοπία 

υπερύθρου µια ιδιαίτερα αποτελεσµατική µέθοδο για την µελέτη του συστήµατος. Με 

τον τρόπο αυτό είναι εφικτή η λεπτοµερής µελέτη της φωτοδυναµικής του 

συµπλόκου ενζύµου-CO, καθώς είναι δυνατή η ανίχνευση ακόµη και της κίνησης 

ενός µεµονωµένου αµινοξικού καταλοίπου. 

 Καθώς το ενεργό κέντρο των κυτοχρωµικών οξειδασών εντοπίζεται στο 

εσωτερικό των πρωτεϊνών, για την δέσµευση του οξυγόνου και την αποµάκρυνση των 

προϊόντων της αναγωγής του αλλά και την άντληση των πρωτονίων απαιτείται η 

ύπαρξη καναλιών για την µεταφορά τους. Σύµφωνα µε τις γνωστές κρυσταλλικές 

δοµές αρκετών ενζύµων της οικογένειας των κυτοχρωµικών οξειδασών έχουν 

προταθεί πολλές πιθανές διαδροµές πρωτονιακής µεταφοράς. Οι υψηλότερα 

διατηρούµενες από αυτές αντιστοιχούν στα ονοµαζόµενα κανάλια Κ και D3,5,7,8,9.  

Αυτά τα µονοπάτια, αν και τροποποιηµένα συναντώνται και στο κυτόχρωµα 

ba3, για το οποίο έχει παρατηρηθεί και ένα επιπλέον µοναδικό κανάλι3. Αυτό το 

κανάλι ονοµάζεται Q και ξεκινά από την κυτταροπλασµατική πλευρά της µεµβράνης, 

και µέσω των προπιονικών οµάδων της αίµης α3 και των καταλοίπων Ηis384, Asn366 
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και Asp372 καταλήγει σε µια περιοχή συσσώρευσης µορίων νερού. Αν και αυτή η 

διαδροµή δεν έχει παρατηρηθεί σε άλλο µέλος των κυτοχρωµικών οξειδασών τα 

παραπάνω κατάλοιπα διατηρούνται, όπως και η περιοχή αποθεµατοποίησης µορίων 

ύδατος, η οποία εντοπίζεται πάνω από τις προπιονικές οµάδες της αίµης α3. Η 

συµµετοχή αυτής της περιοχής στην µετακίνηση των πρωτονίων έχει αποδειχθεί µε 

πειράµατα µεταλλάξεων23.  

Οι καρβοξυλικές πλευρικές αλυσίδες των πρωτεϊνικών καταλοίπων είναι οι 

πιθανότεροι  υποψήφιοι για την µεταφορά πρωτονίων. Η κατανόηση των δοµικών 

µεταβολών που σχετίζονται µε φαινόµενα πρωτονίωσης/αποπρωτονίωσης 

ευαίσθητων αµινοξικών καταλοίπων είναι απαραίτητη, καθώς τέτοιες οµάδες µε 

ικανότητα ιονισµού και τιµές pKa κοντά στις φυσιολογικές τιµές pH συµµετέχουν 

στην δέσµευση και απελευθέρωση των πρωτονίων. Πολλές µελέτες έχουν 

πραγµατοποιηθεί προς αυτή την κατεύθυνση, οι οποίες µε την χρήση 

ηλεκτροχηµικών και φασµατοσκοπικών τεχνικών έχουν διερευνήσει τον ρόλο 

τέτοιων πρωτεϊνικών καταλοίπων, όπως για παράδειγµα του Glu27824,25,26 (η 

αρίθµηση αναφέρεται στο P. dentitrificans). Αυτό κατάλοιπο το οποίο συµµετέχει 

στην διαµόρφωση του D καναλιού,  στο κυτόχρωµα ba3 αντικαθίσταται από Ile3.   

Σε αυτή την εργασία έχουµε µελετήσει το δεσµευµένο µε CO κυτόχρωµα ba3 

και το προϊόν της φωτόλυσης του µε την φασµατοσκοπία FTIR και Time Resolved 

Step-Scan  FTIR. Τα φάσµατα συνεχούς φωτόλυσης δίνουν σηµαντικές πληροφορίες 

για την δοµή του προϊόντος φωτόλυσης, ενώ η µελέτη της δυναµικής της πρωτεΐνης 

επιτυγχάνεται µε την βοήθεια των χρονοεξαρτώµενων πειραµάτων, τα οποία 

αποκαλύπτουν µια σχετικά αργή κινητική συµπεριφορά του ενζύµου, ερχόµενα σε 

συµφωνία  µε δηµοσιευµένες µελέτες15. Ταυτόχρονα είναι δυνατή η παρακολούθηση 

των µεταβατικών δοµικών αλλαγών της πρωτεΐνης που αποκαλύπτει την 

αναδιοργάνωση των προπιονικών οµάδων της αίµης και γειτονικού ασπαρτικού 

κατάλοιπου D372. Αυτές οι οµάδες συµµετέχουν στην διαµόρφωση του Q καναλιού 

και η παρατήρηση των κινήσεων τους παρέχει πληροφορίες οι οποίες βοηθούν στην 

κατανόηση της µεταφοράς των πρωτονίων µέσω αυτών των οµάδων 
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3.2 Πειραµατικό µέρος. 

 

Το κυτόχρωµα ba3 αποµονώθηκε από κύτταρα του βακτηρίου Thermus 

Thermophillus HB8 σύµφωνα µε ήδη δηµοσιευµένες διαδικασίες27, ενώ ως την 

εκτέλεση των πειραµάτων διατηρήθηκαν σε θερµοκρασία υγρού αζώτου. Τα δείγµατα 

που χρησιµοποιήθηκαν για τις FTIR µετρήσεις είχαν µια συγκέντρωση της τάξης του 

1mM και ήταν τοποθετηµένα σε  διάλυµα TRIS 50mM, στο οποίο είχε ρυθµιστεί το 

pH. Tα pD δείγµατα παρασκευάστηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα D2O και µετρήθηκαν 

µε την χρήση ενός πεχάµετρου σύµφωνα µε τον τύπο pD = pH+0.4. Η αναγωγή των 

δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση sodium dithionate (Na2S2O4) και για την 

παραγωγή του συµπλόκου του ενζύµου µε το µονοξείδιο του άνθρακα εκτέθηκαν υπό 

αναερόβιες συνθήκες σε πίεση 1atm CO (1mM). Έπειτα τα δείγµατα µεταφέρθηκαν 

αεροστεγώς σε µια ερµητικά κλειστή κυψελίδα FTΙR αποτελούµενη από δύο 

παράθυρα CaF2. To αέριο CO(99%) αποκτήθηκε από την Messer ( Γερµανία). 

Ως πηγή φωτόλυσης χρησιµοποιήθηκε ένα Continuum Minilite Nd:YaG laser 

(7-10ns πλάτος, 3Hz, 4mJ/παλµός) και ένα laser διόδου (416nm) µε µέγιστη ισχύ 

15mWatt. Το πρώτο laser χρησιµοποιήθηκε για την φωτόλυση του δείγµατος στην 

λήψη των χρονοεξαρτώµενων φασµάτων διαφοράς και το δεύτερο στην λήψη των  

φασµάτων συνεχούς φωτόλυσης. Οι FTIR µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν µε ένα 

φασµατοφωτόµετρο BRUCKER Equinox IFS55 εξοπλισµένο µε την επιλογή για 

Time Resolved Step-Scan µετρήσεις και εφοδιασµένο µε ένα MCT (Mercury 

Cadmium Tellurium, Graseby Infrared D316) ανιχνευτή µε κατώτερο όριο 

ανίχνευσης στους 600cm-1. Η πειραµατική διάταξη και όλη η διαδικασία 

συγχρονισµού του Nd:YAG laser µε την υπέρυθρη IR δέσµη ανίχνευσης και για την 

απόκτηση των Time Resolved Step-Scan φασµάτων καθώς και ο τρόπος 

πραγµατοποίησης µιας τέτοιας µέτρησης περιγράφεται αναλυτικά στο κεφάλαιο ΙΙ. 

Τα πειράµατα επαναλήφθηκαν πολλές φορές µε την χρήση διαφορετικών 

δειγµάτων για την διαπίστωση της επαναληψιµότητας των αποτελεσµάτων. Τα 

απόλυτα φάσµατα ελήφθησαν µε  φασµατική ανάλυση 2cm-1 και τα φάσµατα 

συνεχούς φωτόλυσης µε φασµατική ανάλυση 4cm-1. Κάθε τέτοιο φάσµα αποτελεί τον 

µέσο όρο τουλάχιστον 40 ανεξάρτητων φασµάτων και συνολικά 4,000 

συµβολογραφηµάτων. Η φασµατική ανάλυση των χρονοεξαρτώµενων φασµάτων 

ήταν 8cm-1 και η χρονική ανάλυση 5µs ή 100µs. Για κάθε µέτρηση απαιτείται χρόνος 

συλλογής των  δεδοµένων 62min και σε κάθε περίπτωση λήφθηκε ο µέσος όρος 
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τριών τέτοιων µετρήσεων, ώστε το κάθε φάσµα να αποτελεί µέσο όρο 30 

ανεξάρτητων φασµάτων. 

 Τα οπτικά φάσµατα ηλεκτρονικής απορρόφησης καταγράφηκαν µε ένα 

φασµατοφωτόµετρο ορατού – υπεριώδους Perkin Elmer Lamda 20 πριν και µετά από 

κάθε FTIR µέτρηση για την επιβεβαίωση του σχηµατισµού και της σταθερότητας του 

συµπλόκου ba3-CO. 
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3.3  Αποτελέσµατα 

 

Στο φάσµα ορατού του ανηγµένου κυτοχρώµατος ba3  οι απορροφήσεις των 

δύο αιµικών κέντρων εµφανίζουν µερική αλληλοεπικάλυψη. Η soret απορρόφηση της 

αίµης b2+ εµφανίζεται στα 427 nm, ενώ η αντίστοιχη της α3
2+ εµφανίζεται µε την 

µορφή ώµου στα 444 nm. Σε χαµηλότερα µήκη κύµατος παρατηρούνται µέγιστα στα 

559 nm και στα 614 nm, τα οποία οφείλονται κυρίως σε απορροφήσεις της αίµης b2+ 

και α3
2+ αντίστοιχα29. Οι απορροφήσεις του κέντρου CuA- CuA αναµένονται στα 480, 

530 και 834 nm28,29 αλλά λόγω της ασθενούς τους έντασης επικαλύπτονται από τις 

ισχυρές απορροφήσεις των αιµών και δεν διακρίνονται.  

 

 
Σχήµα 3.1 : Φασµατα οπτικής απορρόφησης του κυτοχρώµατος ba3 σε pH=7.5.  

α    H ανηγµένη µορφή του ενζύµου 

b.  Η δεσµευµένη µε CO ανηγµένη µορφή του ενζύµου και 

c.  Το φάσµα διαφοράς το οποίο προκύπτει από την αφαίρεση του a από το b και δηλώνει 

την συναρµογή του υποκαταστάτη στο διπυρηνικό κέντρο του κυτοχρώµατος. 
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Η συναρµογή του CO στο διπυρηνικό κέντρο του ενζύµου µετατοπίζει την 

soret απορρόφηση της αίµης από τα 444 nm στα 427 nm περίπου και την ταινία των 

614 nm στα 592 nm. Όπως είναι αναµενόµενο οι απορροφήσεις που οφείλονται στην 

αίµη b2+ δεν επηρεάζονται από την συναρµογή. Έτσι το οπτικό φάσµα του 

συµπλόκου εµφανίζει µια µόνο κορυφή στην soret περιοχή, στην οποία συνεισφέρουν 

και τα δύο αιµικά κέντρα. Το φάσµα διαφοράς του δεσµευµένου µε CO µείον το 

αδέσµευτου ανηγµένου ενζύµου επιβεβαιώνει την συναρµογή του υποκαταστάτη στο 

διπυρηνικό κέντρο. 

Το απόλυτο φάσµα υπερύθρου του συµπλόκου του ανηγµένου κυτοχρώµατος 

ba3 µε το µονοξείδιο του άνθρακα εµφανίζει χαρακτηριστικές απορροφήσεις στους 

1967 cm-1, 1973 cm-1, 1982 cm-1 και 2053 cm-1. Οι δονήσεις αυτές έχει βρεθεί ότι 

εµφανίζουν ευαισθησία στην ισοτοπική αντικατάσταση µε 13C, παρουσιάζοντας 

µετατόπιση κατά 45 cm-1 περίπου15. Έτσι έχουν αποδοθεί στις δονήσεις τάσης του 

δεσµευµένου στο ένζυµο µονοξείδίου του άνθρακα. Οι ανιχνευόµενες κορυφές 

αντιστοιχούν στα δύο διαφορετικά σύµπλοκα A ( COCuB −
+  ) και B ( COFea −+2

3 ), τα 

οποία βρίσκονται σε ισορροπία µε k-2=0.8s-1. Η δόνηση στους 2053 cm-1  αποδίδεται 

στην δόνηση του C=O του συµπλόκου A, δηλαδή του δεσµευµένου στον χαλκό 

υποκαταστάτη, ενώ οι άλλες τρεις δονήσεις αποδίδονται στο συµπλόκο B, όπου ο 

υποκαταστάτης είναι δεσµευµένος στον σίδηρο της αίµης α3.  
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Σχήµα 3.2 : FTIR φάσµατα του δεσµευµένου µε CO συµπλόκου του ανηγµένου κυτοχρώµατος ba3 σε 

τιµές pH από 6.5 ως 9.3. Η συγκέντρωση του δείγµατος ήταν 1mM, το µήκος της οπτικής διαδροµής 

14µm και η φασµατική διακριτική ικανότητα 2cm-1. 
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Οι δονήσεις του CO, το οποίο είναι δεσµευµένο στο κυτόχρωµα ba3,  

εµφανίζονται σε µεγαλύτερες συχνότητες από τις αντίστοιχες συµπλόκων άλλων 

κυτοχρωµικών οξειδασών, ενώ η ύπαρξη τριών διαφορετικών συχνοτήτων που 

αντιστοιχούν σε δονήσεις τάσης του δεσµευµένου στον αιµικό σίδηρο CO 

παραπέµπει στην ύπαρξη τουλάχιστον τριών διαµορφώσεων του ένζυµου, που έχουν 

ως αποτέλεσµα την ενίσχυση ή εξασθένηση του δεσµού C=O. Στην περίπτωση των 

αιµοπρωτεινών έχουν παρατηρηθεί τρεις γενικές διαµορφώσεις των ενζύµων όπου η 

συσχέτιση των συχνοτήτων των δονήσεων Fe-CO και C-O παρουσιάζει διαφορετικά 

χαρακτηριστικά. Πιο συγκεκριµένα στην α µορφή κατατάσσονται διαµορφώσεις για 

τις οποίες οι συχνότητες ν(Fe-CO) και ν(C-O) βρίσκονται εκτός της καµπύλης 

συσχέτισης30, ενώ στην β µορφή διαµορφώσεις στις οποίες οι προαναφερθέντες 

συχνότητες δόνησης βρίσκονται πάνω στην καµπύλη30. Η γ µορφή αναφέρεται σε 

διαµορφώσεις στις οποίες ο CuB βρίσκεται πιο κοντά στην δεσµευµένη µε CO αίµη, 

µε αποτέλεσµα η οµάδα Fe-C-O να αποµακρύνεται από την συµµετρία της α 

µορφής31.  Η κορυφή του συµπλόκου τους 1967 cm-1 οµοιάζει µε τις δονήσεις των 

συµπλόκων των οξειδασών bovine, Rhodobacter Spheroides, aa3-600 και P. 

denitrificans28,30,31,32, που έχουν αποδοθεί στην α µορφή, ενώ η κορυφή στους 1973 

cm-1  εντοπίζεται µόλις δύο κυµµατάριθµους χαµηλότερα από την δόνηση β µορφής 

του P. denitrificans31. Τέλος η υψηλότερης συχνότητας δόνηση στους 1982 cm-1, έχει 

αποδοθεί σε µια διαµόρφωση όπου ο χαλκός επιδρά µε ισχυρό στερικό φαινόµενο 

πάνω στην δεσµευµένη µε CO αίµη15. Αντίθετα η συχνότητα του δεσµευµένου στον 

χαλκό µονοξειδίου του άνθρακα δεν συµβαδίζει µε καµία από τις γνωστές µορφές33,34 

και εποµένως µια παρόµοια ταξινόµηση δεν είναι εφικτή. 

 Η δόνηση του δεσµευµένου στον χαλκό CO εµφανίζει αρκετά µεγάλη ένταση, 

σε αντίθεση µε άλλες οξειδάσες. Αυτή η διαφοροποίηση οφείλεται την µεγαλύτερη 

σταθερά ταχύτητας k-2 της οξειδάσης ba3 σε σχέση µε άλλα µέλη της οµάδας. Η 

µεταφορά του µονοξειδίου του άνθρακα από τον αιµικό σίδηρο στον χαλκό φαίνεται 

να είναι λιγότερο ευνοϊκή στο συγκεκριµένο ένζυµο µε αποτέλεσµα ένα αρκετά 

µεγάλο ποσοστό της αίµης a3, που φτάνει περίπου το 30%, να παραµένει αδέσµευτό. 

Έτσι το 30% του δεσµευµένου στο ένζυµο CO παραµένει στον CuΒ, γεγονός το οποίο 

επαληθεύεται και από τις σχετικές εντάσεις των κορυφών που αντιστοιχούν στις δύο 

µορφές του δεσµευµένου υποκαταστάτη ( 1:4
)(
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≈
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 Οι δονήσεις του µονοξειδίου του άνθρακα του συµπλόκου ba3-CO δεν 

παρουσιάζουν ευαισθησία στην αλλαγή του pH σε ένα αρκετά µεγάλο εύρος ή στην 

αντικατάσταση του νερού από δευτερωµένο διαλύτη. Η παρατήρηση αυτή οδήγησε 

στο συµπέρασµα πως ο χαλκός βρίσκεται σε ένα σταθερό πρωτεϊνικό περιβάλλον, 

στο οποίο οι ιστιδινικοί υποκαταστάτες του δεν παρουσιάζουν φαινόµενα 

πρωτονίωσης/ αποπρωτονίωσης15. 

  

 
 

Σχήµα 3.3 : FTIR φάσµατα διαφοράς συνεχούς φωτόλυσης του  δεσµευµένου µε CO συµπλόκου του 

κυτοχρώµατος ba3 σε τιµές pH από 6.5 ως 8.5 Η φασµατική διακριτική ικανότητα ήταν 4 cm-1 και το 

µήκος της οπτικής διαδροµής 14µm. To ποσοστό της φωτόλυσης ήταν περίπου 21%. 
 

 

Φωτολύοντας το σύµπλοκο το CO αποσπάται από τον αιµικό σίδηρο και 

µεταφέρεται στον χαλκό. Το προκύπτον σύµπλοκο CuB-CO  δηµιουργείται σε 

χρονική κλίµακα της τάξης του ενός picosecond16. Το µονοξείδιο του άνθρακα 

παραµένει δεσµευµένο στον χαλκό για µερικά milliseconds και έπειτα επιστρέφει 

στον σίδηρο της αίµης a3. Η διαδικασία της επαναδέσµευσης ολοκληρώνεται µετά 

από 80ms περίπου. Στο σχήµα 3.3 παρουσιάζονται φάσµατα διαφοράς ενός τέτοιου 
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φωτολυόµενου συµπλόκου, µείον το φάσµα του αρχικού δείγµατος σε διάφορα pH. Η 

φωτόλυση πραγµατοποιήθηκε µε ένα συνεχές laser διόδου 416 nm και φασµατική 

διακριτική ικανότητα ήταν 4 cm-1. Η συνεχής φωτόλυση του δείγµατος δεν επιτρέπει 

την επαναδέσµευση του CO στον Fea3 και εποµένως το φάσµα αντιστοιχεί σε µια 

στάσιµη κατάσταη του ενζύµου, όπου το 20% του υποκαταστάτη έχει φωτολυθεί. 

Σηµειώνεται πως το CO που ήταν αρχικά δεσµευµένο στον χαλκό στο σύµπλοκο 

ισορροπίας δεν συµµετέχει στα παραπάνω φάσµατα διαφοράς, καθώς κάτω από τις 

πειραµατικές συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν δεν είναι φωτοευαίσθητο.  

Οι κορυφές που παρουσιάζουν θετική απορρόφηση αντιστοιχούν στο προϊόν 

τις φωτόλυσης, ενώ τα αρνητικά σήµατα αντιστοιχούν σε δονήσεις του αρχικού 

συµπλόκου πριν την φωτόλυση. Στην περιοχή από 1970 cm-1–2060 cm-1  

παρατηρείται µια θετική κορυφή στους 2053 cm-1, η οποία αποδίδεται στην δόνηση 

τάσης του µονοξειδίου του άνθρακα, το οποίο έχει µεταναστεύσει στον χαλκό και µια 

τριπλή αρνητική κορυφή που εµφανίζει µέγιστα στους 1973cm-1, 1982cm-1 και 

1967cm-1. Αυτή η κορυφή αντιστοιχεί στο δεσµευµένο στον αιµικό σίδηρο 

υποκατάστατη του αρχικού συµπλόκου. Η συχνότητα της δόνησης του CO που 

δεσµεύεται στον χαλκό είναι ίδια µε την αντίστοιχη του συµπλόκου ισορροπίας και 

συµφωνεί µε άλλα πειράµατα συνεχούς φωτόλυσης22. Επίσης οι παραπάνω δονήσεις 

δεν παρουσιάζουν ευαισθησία στην ανταλλαγή µε δευτερωµένου νερό, παρόµοια µε 

το σύµπλοκο ισορροπίας. 

 Η µετανάστευση του υποκαταστάτη CO από τον σίδηρο της αίµης α3 στον 

CuB συνοδεύεται από αλλαγές της πρωτεϊνικής διαµόρφωσης µε συνέπεια την 

αναδιοργάνωση και την µεταβολή των πολλών χαρακτηριστικών συχνοτήτων 

δόνησης των δοµικών συστατικών της. Όµως η απόδοση των παρατηρούµενων 

κορυφών κάτω από τους 1700 cm-1 είναι ιδιαίτερα δύσκολη ένεκα των πολλών 

αλληλοεπικαλυπτόµενων σηµάτων και της πολυπλοκότητας του συστήµατος. Μια 

προσπάθεια για αντιστοίχηση των κορυφών σε συγκεκριµένες δονήσεις πρέπει να 

γίνεται µε ιδιαίτερη προσοχή και µπορεί να αποδειχθεί πλήρως µόνο µε πειράµατα 

ισοτοπικής αντικατάστασης και µεταλλάξεων. Παρόλα αυτά βασιζόµενοι σε ήδη 

δηµοσιευµένες µελέτες µπορούµε να αποδώσουµε ορισµένες από τις προκύπτουσες 

κορυφές, διατηρώντας βέβαια ορισµένες επιφυλάξεις. 

 Στην φασµατική περιοχή από τους 1610 cm-1  ως τους 1690 cm-1  αναµένονται 

δονήσεις της amide I ταινίας, οι οποίες προκύπτουν κυρίως από τις δονήσεις έκτασης 

της καρβονυλικής οµάδας των πεπτιδικών δεσµών της πρωτεΐνης.  Οι δονήσεις αυτές 
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έχουν συνδεθεί µε συγκεκριµένες διαµορφώσεις της δευτεροταγούς δοµής των 

πρωτεϊνών35,36. Στο φάσµα που λήφθηκε µε διαλύτη νερό αυτή η περιοχή είναι 

ιδιαίτερα θορυβώδης, καθώς σε αυτές τις συχνότητες το νερό εµφανίζει ισχυρή 

απορρόφηση. Η αφαίρεση της συνεισφοράς του νερού στις παρατηρούµενες δονήσεις 

είναι ιδιαίτερα δύσκολη και µπορεί να οδηγήσει σε σφάλµα. Ένας ασφαλέστερος 

τρόπος µελέτης του συστήµατος, όσον αφορά τις δονήσεις της amide I ταινίας 

αποτελεί το αντίστοιχο φάσµα στο οποίο το νερό έχει αντικατασταθεί µε 

δευτεριωµένο διαλύτη. 

 
 
Σχήµα 3.4 : FTIR φάσµα διαφοράς συνεχούς φωτόλυσης του  δεσµευµένου µε CO συµπλόκου του 

κυτοχρώµατος ba3 σε  pD=7.5 Στο ένθετο παρουσιάζεται σε µεγέθυνση η περιοχή του φάσµατος από  

τους 1600-1720cm-1 περίπου. Η φασµατική διακριτική ικανότητα ήταν 4 cm-1 και το µήκος της οπτικής  

διαδροµής 14µm. To ποσοστό της φωτόλυσης ήταν περίπου 21%. 
 

  

Στο φάσµα διαφοράς του σχήµατος 3.4 παρατηρούνται εµφανή ισχυρά 

αρνητικά σήµατα στις συχνότητες 1632 cm-1, 1661 cm-1, 1676 cm-1  και θετικά στους  

1646  cm-1, 1654cm-1, 1668 cm-1. Τα σήµατα στους 1654/1661cm-1  βρίσκονται σε µια 
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περιοχή χαρακτηριστική της δευτεροταγούς δοµής α-έλικας, ενώ οι δονήσεις στους 

1632cm-1 /1646 cm-1  είναι χαρακτηριστικές της δοµής β-πτυχωτής των πρωτεϊνών και 

έχουν αναφερθεί και σε φάσµατα διαφοράς του οξειδωµένου µείον του ανηγµένου 

ενζύµου29. 

 Οι δονήσεις της οµάδας C=O των φορµυλικών οµάδων των αιµών 

αναµένονται στην περιοχή µεταξύ των 1606cm-1  και 1680cm-1  ανάλογα µε τους 

δεσµούς υδρογόνου που σχηµατίζουν µε γειτονικά αµινοξικά κατάλοιπα. Σε φάσµατα 

συντονισµού Ramman της κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3 από το βακτήριο Thermus 

Thermophillus οι δονήσεις v(C=O) των φορµυλικών οµάδων της αίµης α3 έχουν 

παρατηρηθεί στους 1675/1676 cm-1, για την οξειδωµένη µορφή του ενζύµου και 

στους 1671/1669 cm-1 για την ανηγµένη µορφή37. Επίσης σε φάσµατα υπερύθρου του 

οξειδωµένου µείον το ανηγµένου ένζυµου οι δονήσεις αυτές παρατηρήθηκαν στους 

1676 cm-1 (οξειδωµένη µορφή) και στους 1668 cm-1 (ανηγµένη µορφή)29. Οι 

συχνότητες αυτές συµπίπτουν µε τις παρατηρούµενες στο φάσµα του σχήµατος 3.4  

και εποµένως οι εν λόγω δονήσεις είναι υποψήφιες των δονήσεων έκτασης της 

καρβονυλικής οµάδας των φορµυλοµάδων. Παρόλα αυτά δεν µπορεί να αποκλειστεί 

και η συνεισφορά δονήσεων της πολυπεπτιδικής αλυσίδας στις συγκεκριµένες 

δονήσεις. 

 Οι δονήσεις των πρωτονιωµένων προπιονικών οµάδων της αίµης 

εµφανίζονται στην περιοχή των 1665 cm-1 – 1700 cm-1  περίπου, ενώ οι συνεισφορές 

των ασύµµετρων και συµµετρικών δονήσεων της οµάδας C-O-O- της 

αποπρωτονιοµένης µορφής τους εντοπίζονται στους 1540 cm-1-1620 cm-1  και 1330 

cm1–1420 cm-1  αντίστοιχα. Για την κυτοχρωµική οξειδάση aa3 του οργανισµού P. 

denitrificans η συνεισφορά των προπιονικών αιµικών οµάδων έχει εκτιµηθεί µε 

πειράµατα εκλεκτικής ισοτοπικής αντικατάστασης µε 13C38. Οι δονήσεις που 

αποδόθηκαν µε τον τρόπο αυτό στην συγκεκριµένη οµάδα εντοπίζονται στους 1676 

cm-1, όσον αφορά την πρωτονιωµένη µορφή της και στους 1570 cm-1  και 1538 cm-1  

για την συµµετρική και την ασύµµετρη δόνηση της αποπρωτονιωµένης µορφής 

αντίστοιχα. 

  Με βάση τα παραπάνω η δόνηση της οµάδας C=Ο των πρωτονιωµένων 

προπιονικών αιµικών αλυσίδων του κυτοχρώµατος ba3 έχει αποδοθεί σε σήµατα που 

εµφανίζονται στους 1708 cm-1  και 1965 cm-1 15,29. Η ύπαρξη της χαµηλότερης 

συχνότητας, η οποία σηµαίνει εξασθένιση της ισχύς του δεσµού C=O, µπορεί να 

εξηγηθεί µε την δηµιουργία ισχυρότερων δεσµών υδρογόνου µε γειτονικά αµινοξέα. 
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Ανάλογα η ασύµµετρη δόνηση της οµάδας C-O-O- έχει αποδοθεί σε κορυφές στους 

1570 cm-1  και 1528 cm-1 και η συµµετρική σε κορυφή που εντοπίζεται στους 1390 

cm-1  σε φάσµατα διαφοράς ανηγµένου/οξειδωµένου ενζύµου. Σε χρονοεξαρτώµενα 

πειράµατα φωτόλυσης του συµπλόκου ba3-CO οι αντίστοιχες δονήσεις αναφέρονται 

στους 1529 cm-1 (ασύµµετρη δόνηση) και στους 1370/1390cm-1 (συµµετρική 

δόνηση)39. Η παρατήρηση και των δύο µορφών των προπιονικών οµάδων (ιονισµένης 

και µη) στην συγκεκριµένη µελέτη αναίρεσε την προηγούµενη θεώρηση πως στην 

κυτοχρωµική οξειδάση ba3 οι προπιονικές αιµικές οµάδες είναι κυρίως 

πρωτονιωµένες. Στα φάσµατα συνεχούς φωτόλυσης του σχήµατος 3.3 οι κορυφές 

στους 1708/1965 cm-1 αποδίδονται στην πρωτονιοµένη µορφή των προπιονικών 

οµάδων. H δόνηση στους 1533 cm-1  µπορεί να αποδοθεί στην ασύµµετρη δόνηση 

ν(COO-) της αποπρωτονιωµένης µορφής ενώ τα σήµατα στους 1365/1370 cm-1  στην 

αντίστοιχη συµµετρική δόνηση.  

Η απόδοση των δονήσεων πλευρικών αλυσίδων συγκεκριµένων αµινοξέων 

καθίσταται ακόµη περισσότερη πολύπλοκη. Για την κυτοχρωµική οξειδάση ba3 έχουν 

αναφερθεί ορισµένες δονήσεις που αποδίδονται σε αµινοξικές πλευρικές αλυσίδες, 

χωρίς όµως να έχουν επιβεβαιωθεί µε πειράµατα µεταλλάξεων. Ανάµεσα σε αυτές 

περιλαµβάνονται και οι δονήσεις της καρβονυλικής οµάδας ασπαρτικών και 

γλουταµινικών καταλοίπων, οι οποίες εντοπίζονται πάνω από τους 1700 cm-1  όταν 

είναι πρωτονιωµένα και στις περιοχές 1400 cm-1–1420 cm-1  και 1580 cm-1–1590 cm-1 

στην αποπρωτονιωµένη τους µορφή. Στα φάσµατα συνεχούς φωτόλυσης στις 

περιοχές αυτές εντοπίζονται πολλές αλληλοεπικαλυπτόµενες κορυφές και η ανάλυση 

αυτής της φασµατικής περιοχής είναι ιδιαίτερα δύσκολή. 

Οι περισσότερες από τις προαναφερθέντες δονήσεις εµφανίζονται και στα 

φάσµατα µεταβατικού συµπλόκου ba3-CO, το οποίο προκύπτει µετά από την 

φωτόλυση µε έναν παλµό laser. Ένα Time Resolved Step-Scan FTIR φάσµα 

διαφοράς του πλήρους ανηγµένου συµπλόκου ba3-CO, που έχει υποστεί φωτόλυση µε 

ένα παλµό laser µήκους κύµατος 532nm και πλάτους 7-10ns, και το οποίο αντιστοιχεί 

σε χρόνο 5µs από την διέγερση του δείγµατος σε pH=7.5, παρουσιάζεται στο σχήµα 

3.5.  

 Η φασµατική ανάλυση είναι ίση µε 8 cm-1, και για αυτό οι τρεις κορυφές που 

αντιστοιχούν στο δεσµευµένο στον σίδηρο CO, δεν διαχωρίζονται αλλά εµφανίζονται 

σαν µία αρνητική κορυφή στους 1977 cm-1. Η θετική κορυφή στους 2053 cm-1  

αντιστοιχεί όπως και στα φάσµατα συνεχούς φωτόλυσης στην δόνηση έκτασης του 
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µονοξείδίου του άνθρακα το οποίο δεσµεύεται στον χαλκό. Η µείωση της έντασης της 

κορυφής στους 2053 cm1, η οποία ξεκινά µετά την έλευση λίγων ms µετά την 

φωτόλυση του δείγµατος, συνοδεύεται από ταυτόχρονη αύξηση της κορυφής στους 

1977 cm-1. Μέχρι την εξισορρόπηση του δείγµατος η αναλογία των κορυφών των 

δονήσεων Fe2+-C=O/ CuB
+-C=O σε όλη την διάρκεια εξέλιξης του φαινοµένου είναι 

περίπου ίση µε 2, ενώ σε χρόνο 75 ms και οι δύο έχουν µηδενική ένταση. Ο σταθερός 

λόγος των εντάσεων των δύο κορυφών επιβεβαιώνει πως κανένα ποσοστό του CO 

δεν διαφεύγει από το ενεργό κέντρο σε θερµοκρασία δωµατίου και έρχεται σε 

συµφωνία µε άλλες µελέτες15,39. 

 

 
Σχήµα 3.5: Time resolved step- Scan FTIR φάσµα του συµπλόκου ba3, που αντιστοιχεί σε χρόνο 5µs 

µετά την φωτόλυση του δείγµατος. Η οπτική διαδροµή ήταν 14µm και η φασµατική ανάλυση 8cm-1, ενώ 

το ποσοστό της φωτόλυσης 10%. 

 

Η σταδιακή µεταβολή της έντασης των δονήσεων του µονοξειδίου του 

άνθρακα που σχετίζονται µε την αίµη α3 και τον CuB χαρακτηρίζει την αποδέσµευση 

του υποκαταστάτη από τον χαλκό και την επαναδέσµευση του στην αίµη όπως 

φαίνεται στο σχήµα 3.6. Το εµβαδόν των εντάσεων των δύο κορυφών µετρήθηκε σε 



Κεφάλαιο ΙΙΙ: FTIR και Time Resolved Step-Scan FTIR µελέτη της κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3 από 
τον οργανισµό Thermus Thermophillus. 

 68

διάφορους χρόνους µε σκοπό τον προσδιορισµό της σταθεράς ταχύτητας της 

αποδέσµευσης του CO από τον CuB (k1ob) και της επαναδέσµευσης του στην αίµη 

(k2οb). Οι µεταβολές των εντάσεων των παραπάνω κορυφών ακολουθούν κινητική 

πρώτης τάξης, όπως φαίνεται και στο σχήµα 3.7, όπου οι καµπύλες είναι εκθετική 

προσαρµογή στα πειραµατικά δεδοµένα. Οι τιµές των σταθερών που προέκυψαν µε 

τον τρόπο αυτό είναι k2οb= 23.3s-1 και k1ob= 31.8s-1, ενώ πλησιάζουν αρκετά 

δηµοσιευµένες τιµές40 . 
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Σχήµα 3.6 : Τime Resolved step-scan φάσµατα διαφοράς του δεσµευµένου µε CO πλήρως ανηγµένου 

κυτοχρώµατος ba3 (pH 7.5) σε χρόνους 1, 3, 5, 13, 21, 23, 33, 40, 55, 60, 75 ms  µετά την φωτόλυση του 

CO από τον αιµικό σίδηρο. Η φασµατική διακριτική ικανότητα ήταν 8cm-1 και η χρονική ανάλυση 

100ms. 
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Σχήµα 3.7 : ∆ιάγραµµα των µεταβολών απορρόφησης στους 2053cm-1 και 1977cm-1, ως προς τον χρόνο 

t, µετά την φωτόλυση του CO από την αίµη α3.  

   

 

Οι κορυφές στους 1708 cm-1/1695 cm-1  αντιστοιχούν στις δονήσεις των 

προπιονικών οµάδων της αίµης α3, και µε αντικατάσταση του νερού µε D2O, 

µετατοπίζονται κατά τρεις κυµµατάριθµούς χαµηλότερα. Εποµένως κατά την 

φωτοδιάσπαση του CO η διαµόρφωση της πρωτεΐνης µεταβάλλεται κοντά στις 

προπιονικές οµάδες της αίµης α3. Επίσης έχει βρεθεί πως η χρονική εξέλιξη των 

κορυφών 1708/1965 cm-1 είναι παρόµοια της εξέλιξης των κορυφών στους 1973 cm-1 

και 2053cm-1, οι οποίες αντιστοιχούν στις δονήσεις του δεσµευµένου στο ενεργό 

κέντρο CO15. 

Επίσης σε χαµηλότερους κυµµατάριθµους διακρίνονται δονήσεις στους 

1529cm-1, η οποία όπως έχει αναφερθεί αποδίδεται στην ασύµµετρη δόνηση του 

καρβονυλίου των αποπρωτονιωµένων προπιονικών οµάδων, και στους 1365/ 1370 

cm-1, οι οποίες αποδίδονται στην συµµετρική δόνηση της αντίστοιχης οµάδας. Οι 

δονήσεις στους 1444/1456cm-1  και 1582/1592cm-1  εµφανίζονται σε συχνότητες όπου 

αναµένονται οι συµµετρικές και ασύµµετρες δόνησεις αποπρωτονιωµένων 

καρβοξυλοµάδων του αµινοξικού καταλοίπων. Οι δονήσεις αυτές µπορούν να 

διακριθούν και στα φάσµατα συνεχούς φωτόλυσης µε µικρή ένταση. Επίσης 
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εµφανίζεται και µια επιπλέον κορυφή στους 1726 cm-1, η οποία είναι απούσα στα 

φάσµατα συνεχούς φωτόλυσης. Η δόνηση αυτή  εµφανίζεται σε περιοχή 

χαρακτηριστική για της απορροφήσεις πρωτονιωµένων καρβονυλοµάδων 

ασπαρτικών και γλουταµινικών καταλοίπων. Με βάση την κρυσταλλική δοµή της 

πρωτεΐνης, σύµφωνα µε την οποία το µόνο κατάλοιπο το οποίο βρίσκεται κοντά στο 

ενεργό κέντρο και θα µπορούσε να επηρεαστεί από την διάσπαση και µετανάστευση 

του CO, δίνοντας τις παραπάνω χαρακτηριστικές δονήσεις είναι το Asp372, οι 

κορυφές αυτές έχουν αποδοθεί στο συγκεκριµένο αµινοξύ39.  

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

                                        

Time Resolved Step-Scan FTIR

c. pH 9.3

b. pH7.5
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0.17 ms
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Σχήµα 3.8 : Τime  Resolved step-scan φάσµατα διαφοράς του δεσµευµένου µε CO πλήρως ανηγµένου 

κυτοχρώµατος ba3 α. Σε pD=7.5, όπου η δόνηση 1726cm-1δεν ανιχνεύεται.  b.Σε  pΗ 7.5 σε χρόνους 

0.17, 0.32, 0.72, 1.22ms και c. Σε pH=9.3 σε χρόνους 0.06, 0.12, 0.32, 0.67, 1.22ms. Η φασµατική 

διακριτική ικανότητα ήταν 8cm-1 και η χρονική ανάλυση 5µs. 
 

Ανταλλάσσοντας το νερό µε D2O η δόνηση  στους 1726 cm-1  δεν είναι πλέον 

ανιχνεύσιµη, ούτε παρατηρείται µετατόπιση της σε χαµηλότερους κυµµατάριθµους, 
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γεγονός τα οποίο θα µπορούσε να ερµηνευθεί λόγω της αύξησης της ανηγµένης 

µάζας. Επιπλέον δεν έχει παρατηρηθεί σε φάσµατα διαφοράς της ανηγµένης ως προς 

την οξειδωµένη µορφή του ενζύµου. Με βάση τα παραπάνω, η δόνηση αυτή έχει 

συσχετιστεί µε το µεταβατικό σύµπλοκο CuB
+-C=O39. Η παρατήρηση της δόνησης 

στους 1726 cm-1  δεν είναι αποτέλεσµα αλλαγής της οξειδωτικής κατάστασης των 

µετάλλων του ενεργού κέντρου αλλά της διαταραχής η οποία προκαλείται από τον 

σχηµατισµό του συµπλόκου CuB
+-C=O. Η δόνηση αυτή δεν εµφανίζει ευαισθησία 

στην αλλαγή του pH, σε ένα εύρος από pH=6.5 ως pH= 9.3, γεγονός τα οποίο δείχνει 

πως η τιµή pKa του Asp372 είναι µεγαλύτερη από 9.3. 

Παρατηρώντας την χρονική εξέλιξη αυτής της δόνησης βλέπουµε πως µετά 

την έλευση 200 µs περίπου αρχίζει να µετατοπίζεται σταδιακά κατά τέσσερις 

κυµµατάριθµους χαµηλότερα. Σε χρόνο 1ms περίπου αυτή η µετατόπιση έχει πλήρως 

ολοκληρωθεί, και η δόνηση η οποία εµφανίζεται πλέον στους 1721 cm-1, έχει την ίδια 

ένταση όπως και στους αρχικούς χρόνους. Στο ενδιάµεσο χρονικό διάστηµα από 

0.2ms ως 1 ms ο πληθυσµός των καταλοίπων µε χαρακτηριστική συχνότητα δόνησης 

ν(C=O) στους 1726 cm-1 µειώνεται συνεχώς µε ταυτόχρονη αύξηση του πληθυσµού 

των καταλοίπων µε χαρακτηριστική συχνότητα δόνησης στους 1721 cm-1. Αυτή  η 

µετατόπιση δεν εξαρτάται από την τιµή του pH, καθώς η ίδια συµπεριφορά 

παρατηρείται σε ένα εύρος από pH=6.5 ως pH=9.3.  

Επιπρόσθετα στο ίδιο χρονικό διάστηµα στο οποίο παρατηρείται µετατόπιση 

από τους 1726 cm-1 στους 1721 cm-1, παρατηρείται ανάλογη µετατόπιση και των 

δονήσεων που εµφανίζονται στους 1444 cm-1 και 1456 cm-1. Όπως προαναφέρθηκε οι 

κορυφές αυτές έχουν αποδοθεί στην συµµετρική δόνηση της οµάδας COO- της 

αποπρωτονιωµένης µορφής του Asp372. Συγκεκριµένα, όπως φαίνεται στο 3.9 µετά 

τα 200 µs περίπου οι κορυφές αυτές µετατοπίζονται από τους 1444/1456 cm-1 στους 

1438/1452 cm-1  αντίστοιχα. 
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Σχήµα 3.9 : Τime Resolved step-scan φάσµατα διαφοράς του δεσµευµένου µε CO πλήρως ανηγµένου 

κυτοχρώµατος ba3 α. Σε pΗ=6.5 σε χρόνους 0.07msως 6.22ms, όπου διακρίνεται η χρονική εξέλιξη της 

δόνησης στους 1726cm-1 που αποδίδεται στην πρωτονιωµένη µορφή του Αsp372. Στο ένθετο 

παρουσιάζεται η δόνηση της αποπρωτονιωµένης µορφής του Asp372σε χρόνους 0.07ms-1.17ms . Η 

φασµατική διακριτική ικανότητα ήταν 8cm-1 και η χρονική ανάλυση 5µs. 
 

 

Μετά από χρονικό διάστηµα 2ms περίπου η ένταση της  1721cm-1 δόνησης 

αρχίζει να µειώνεται σηµαντικά µε αποτέλεσµα η κορυφή να µη είναι πλέον 

ανιχνεύσιµη µετά τα 6 ms. Ο υψηλός λόγος σήµατος/θορύβου των Time-Resolved 

Step-Scan FTIR φασµάτων επέτρεψε την παρακολούθηση της χρονικής εξέλιξης 

αυτής της δόνησης, η οποία εξηγεί και την απουσία της από τα φάσµατα συνεχούς 

φωτόλυσης. Η ένταση της µειώνεται εκθετικά µε τον χρόνο και ο χρόνος ηµιζωής της, 

όπως υπολογίστηκε από τις εντάσεις της στους διάφορους χρόνους, είναι ίσος µε 2.8 

ms. Το χρονικό διάστηµα στο οποίο παρατηρείται η εξασθένηση του σήµατος της 
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δόνησης της καρβονυλικής οµάδας του πρωτονιωµένου καταλοίπου Asp372, δεν 

συµπίπτει µε τον χρόνο της σταδιακής µείωσης των εντάσεων των δονήσεων των 

προπιονικών οµάδων ή του δεσµευµένου CO. Αντίθετα αυτό που προκύπτει από τα 

παραπάνω δεδοµένα, είναι ότι οι δύο διαδικασίες πραγµατοποιούνται σχεδόν 

διαδοχικά, µε την εξασθένηση της κορυφής στους 1726 cm-1 να προηγείται. 
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∆Α=0,000003

   1721 cm-1

  t
1/2

= 2.8 ms

∆A
bs

or
ba

nc
e

Time (ms)

 
Σχήµα 3.10 : ∆ιάγραµµα των µεταβολών απορρόφησης στους 1721cm1 ως προς τον χρόνο t,                  

µετά την φωτόλυση του CO από την αίµη α3.  
 

 

Οι υπόλοιπες δονήσεις οι οποίες σχετίζονται µε το κατάλοιπο Asp372 δεν 

παρουσιάζουν ανάλογη χρονική εξέλιξη. Οι κορυφές στους 1444/1456 cm-1, αν και 

µετατοπίζονται κατά τέσσερις κυµµατάριθµους, δεν εµφανίζονται µε µειωµένη 

ένταση µετά τα 2 ms. Αντίθετα είναι ανιχνεύσιµες ως και τα 6ms, µε σχεδόν σταθερή 

ένταση. Επίσης οι κορυφές στους 1582/1592 cm-1, οι οποίες αποδίδονται στην 

συµµετρική δόνηση της οµάδας COO-, του συγκεκριµένου ασπαρτικού καταλοίπου, 

διατηρούν επίσης την ένταση τους και είναι ανιχνεύσιµες και στα φάσµατα συνεχούς 

φωτόλυσης, ενώ δεν παρατηρείται µετατόπιση των συχνοτήτων τους. Επιπρόσθετα οι 

δονήσεις οι οποίες έχουν αποδοθεί στην αποπρωτονιωµένη µορφή των προπιονικών 

οµάδων της αίµης α3, στους 1529 cm-1 και 1370 cm-1  δεν παρουσιάζουν αξιόλογες 

µεταβολές στην συχνότητα ή στην ένταση τους στο χρονικό διάστηµα των 6 ms.  
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3.4 Ανάλυση – Συζήτηση Αποτελεσµάτων 

 

Η δέσµευση του µονοξειδίου του άνθρακα στο ενεργό κέντρο της 

κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3 έχει ως αποτέλεσµα την δηµιουργία ενός συµπλόκου, 

στο οποίο το 30% των αιµικών κέντρων παραµένουν αδέσµευτα, καθώς ένα µέρος 

του υποκαταστάτη δεσµεύεται στον χαλκό. Αυτή η συµπεριφορά είναι αποτέλεσµα 

της ασυνήθιστα µεγάλης συγγένειας του CuB του ενζύµου για το CO, η οποία 

διευκολύνει την πραγµατοποίηση φασµατοσκοπικών µετρήσεων. Έτσι η τιµή της 

σταθεράς ταχύτητας k-2 υποδηλώνει ότι οι παρατηρούµενες δονήσεις του 

υποκαταστάτη στο σύµπλοκο ισορροπίας δεν οφείλονται στην ύπαρξη ενός 

συµπλόκου α3-CO/CuB -CO  αλλά σε δύο διαφορετικά σύµπλοκα αίµης (α3-CO) και 

χαλκού (CuB-CO). Σύµφωνα µε τα φασµατοσκοπικά δεδοµένα το σύµπλοκο της 

αίµης παρουσιάζει τρεις διαφορετικές διαµορφώσεις, ενώ η συναρµογή δεν φαίνεται 

να επηρεάζεται από το pΗ. Οι αναλογίες αλλά και οι συχνότητες των κορυφών που 

αντιστοιχούν σε δονήσεις του υποκαταστάτη παραµένουν σταθερές σε ένα εύρος pH 

από 6.5 ως 9.3. Αυτή η σταθερότητα καταδεικνύει ότι δεν υπάρχουν αλλαγές στη 

κατάσταση πρωτονίωσης των ιστιδινικών καταλοίπων του χαλκού σε τιµές pH κοντά 

στις φυσιολογικές. Σε µια τέτοια περίπτωση θα αναµένονταν µετατόπιση της 

συχνότητας δόνησης CuBC-O, εφόσον η αλλαγή της κατάστασης πρωτονίωσης των 

συναρµοσµένων στον χαλκό ιστιδινών συνοδεύεται από αλλαγή την ηλεκτρονικής 

πυκνότητας του δεσµού Cu-His και κατά συνέπεια αλλαγή της ηλεκρονιακής 

προσφοράς από τα d τροχιακά του µετάλλου στα αντιδεσµικά π τροχιακά του 

υποκαταστάτη. 

   Η ταύτιση της συχνότητας δόνησης του δεσµευµένου στον χαλκό CO στο 

µεταβατικό και στο σύµπλοκο ισορροπίας δεν υποστηρίζει δοµικές αλλαγές στο εγγύ 

περιβάλλον του χαλκού. Αντίθετα ο χαλκός φαίνεται να βρίσκεται σε ένα συµπαγές 

περιβάλλον, όπου η αναπροσαρµογή των υποκαταστατών του κατά την είσοδο και 

αποδέσµευση του CO δεν υποστηρίζεται  µε τα πειραµατικά δεδοµένα Ο χαλκός 

εµπλέκεται στην καταλυτική λειτουργία του ενζύµου και υπήρξαν πολλές προτάσεις 

ότι τα ιστιδινικά κατάλοιπα µε τα οποία είναι συναρµοσµένος συµµετέχουν σε 

διαδικασίες δέσµευσης και απελευθέρωσης πρωτονίων και ρυθµίζουν την σχετική 

θέση του µετάλλου σε σχέση µε την αίµη α3
41,42. Τα δεδοµένα που προκύπτουν από 

τα φάσµατα υπερύθρου του µεταβατικού και του συµπλόκου ισορροπίας φανερώνουν 

µια σταθερότητα η οποία αντιτίθεται στις παραπάνω προτάσεις. 
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Φωτολύοντας το σύµπολοκο ba3-CO τα προκύπτοντα φάσµατα διαφοράς  

παρέχουν πληροφορίες για τα δοµικά χαρακτηριστικά τόσο του αρχικού συµπλόκου 

όσο και του παραγόµενου µετά την αποδέσµευση του υποκαταστάτη από τον χαλκό. 

Ιδιαίτερα στα φάσµατα συνεχούς φωτόλυσης όπου το ποσοστό της φωτόλυσης φτάνει 

το 20% ο λόγος σήµατος/θορύβου είναι πολύ υψηλός καθιστώντας ευκολότερη την 

ανάλυση των φασµάτων. Με τον τρόπο αυτό µπορούν να εξαχθούν συµπεράσµατα 

τόσο για την δευτεροταγή δοµή της πρωτεΐνης όσο και για δοµικές αναπροσαρµογές 

συγκεκριµένων οµάδων, οι οποίες επάγονται από την φωτόλυση του δείγµατος. 

Τέτοιες οµάδες σύµφωνα µε τα φάσµατα που ελήφθησαν είναι οι προπιονικές οµάδες 

της αίµης α3, οι φορµυλικές αιµικές οµάδες και το κατάλοιπο Asp372. Αν και τα 

φάσµατα συνεχούς φωτόλυσης δεν αντικατοπτρίζουν το µεταβατικό σύµπλοκο, σε 

αντίθεση µε τα Τime Resolved Step-Scan FTIR φάσµατα, πολλές φορές µπορούν να 

χρησιµεύσουν συµπληρωµατικά. Στον ακόλουθο πίνακα δίνονται οι κυριότερες 

δονήσεις της πρωτεΐνης που ανιχνεύθηκαν και οι δονήσεις στις οποίες αποδίδονται. 

Συχνότητα ( cm-1) 
Σε H2O 

Συχνότητα ( cm-1 
Σε D2O 

Κατάσταση ενζύµου Πιθανή 
∆όνηση 

1708 1705 φωτολυόµενο v(C=O):προπιονικές 
οµάδες 

1695 1693 δεσµευµένο v(C=O):προπιονικές 
οµάδες, 

 1676 φωτολυόµενο v(C=O):φορµυλικές 
οµάδες, amide I 

 1668 δεσµευµένο v(C=O):φορµυλικές 
οµάδες, amide I 

 1661 δεσµευµένο amide I 
( α-έλικα) 

 1654 φωτολυόµενο amide I 
( α-έλικα) 

 1646 φωτολυόµενο Amide I 
(β-πτυχωτή) 

 1632 δεσµευµένο Amide I 
(β-πτυχωτή) 

1582 
 1582 δεσµευµένο ν(C-O-O-)asym : Asp372 

1533 1533 δεσµευµένο ν(C-O-O-)as: 
προπιονικές οµάδες 

1444 1448 ∆εσµευµένο 
 ν(C-O-O-)as: Asp372 

1370 1370 δεσµευµένο ν(C-O-O-)sym: 
προπιονικές οµάδες 

1365 1365 φωτολυόµενο ν(C-O-O-)sym: 
προπιονικές οµάδες 

 
Πίνακας 3.1: Oι κυριότερες δονήσεις του κυτοχρώµατος ba3 και του συµπλόκου του µε CO στην περιοχή 

από 1350cm-1-1710cm-1
. 
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Οι δονήσεις του CO στο µεταβατικό σύµπλοκο εµφανίζονται στους 2053cm-1, 

όταν αυτό είναι δεσµευµένο στον χαλκό και στους 1977 cm-1 όταν είναι δεσµευµένο 

στον σίδηρο. Αυτή η δόνηση περιλαµβάνει και τις τρεις συχνότητες που εµφανίζει το 

CO στο σύµπολοκο ισορροπίας, οι οποίες δεν διαχωρίζονται λόγω της φασµατικής 

ανάλυσης. Τα χρονοεξαρτώµενα φάσµατα µπορεί να υστερούν σε διακριτική 

ικανότητα αλλά µε τον τρόπο αυτό µειώνεται ο θόρυβος και εποµένως βελτιώνεται η 

ποιότητα τους. Οι σταθερές  k1ob και k2ob υπολογίστηκαν από τα πειραµατικά 

δεδοµένα και βρέθηκαν ίσες µε 31.8s-1 και 23.3s-1 και αναφέρονται στην 

αποδέσµευση του CO από τον χαλκό και στην επαναδέσµευση του στην αίµη 

αντίστοιχα. Αυτές οι τιµές είναι αρκετά µικρότερες από τις τιµές που έχουν βρεθεί για 

άλλα ένζυµα της οµάδας των κυτοχρωµικών οξειδασών. Η σταθερά ταχύτητας k2ob 

αφορά την συνολική αµφίδροµή πορεία k2/k-2. Γνωρίζοντας ότι k2=0.8s-1 και 

υποθέτοντας ότι k2>>k-2, η k2ob µπορεί να θεωρηθεί περίπου ίση µε k-2. Όµως η k1ob 

δεν µπορεί να συσχετιστεί µε καµία από τις σταθερές k1 και k-1 ή το πηλίκο τους 

καθώς εµφανίζουν εξάρτηση από την συγκέντρωση του CO, η οποία έχει στοιχεία 

κινητικής δευτέρας τάξεως. 

Η αποδέσµευση του µονοξειδίου του άνθρακα από τον χαλκό φαίνεται να 

είναι το καθοριστικό στάδιο της επαναδέσµευσης στον αιµικό σίδηρο και ο µεγάλος 

χρόνος αυτής της διαδικασίας έχει ερµηνευθεί ως προϊόν της µικρής σταθεράς 

ταχύτητας της θερµική ισορροπίας του CuΒ+- CO µε CO15.  Η συνολική θερµική και 

φωτοχηµική αποδέσµευση µπορεί να περιγραφεί σύµφωνα µε το µε το µοντέλο του 

σχήµατος 3.11, το οποίο αποτελείται από ένα θερµικό και έναν φωτοχηµικό κλάδο. 

Στο µοντέλο περιλαµβάνεται το µη φωτοευαίσθητο  σύµπλοκο  ισορροπίας CuΒ+- CO 

και το ανάλογο µεταβατικό σύµπλοκο. Οι καταστάσεις µε αστερίσκο υποδηλώνουν 

ότι το σύστηµα δεν έχει επέλθει σε ισορροπία αλλά περιέχει περίσσεια ενέργειας 

λόγω της φωτόλυσης.  
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140 fs

  CuB-COFe,

1p
s

30%70%

 
 

Σχήµα 3.11 : Μοντέλο της φωτοχηµικής και θερµικής διάσπασης του CO από το ενεργό κέντρο  του ba3. 

 

Ο λόγος των δύο κορυφών του CO στο µεταβατικό σύµπλοκο παραµένει 

σχεδόν σταθερός και ίσος µε 2 σε όλο το εύρος των pH  που µελετήθηκε. Ανάλογα 

πειράµατα σε δευτεριωµένο διαλύτη έχουν δείξει πως αυτός ο λόγος είναι µικρότερος 

(~1.4) σε αυτήν την περίπτωση15. Έτσι ενώ στην περίπτωση του D2O το 

φωτολυόµενο CO φαίνεται να µεταφέρεται ποσοτικά στον χαλκό στην περίπτωση του 

νερού ένα µικρό ποσοστό παραµένει ελεύθερο στο διάλυµα πριν επαναδεσµευτεί 

στον αιµικό σίδηρο. Αυτή η παρατήρηση έρχεται σε συµφωνία µε πρόσφατες 

δηµοσιεύσεις σύµφωνα µε τις οποίες το 15% του φωτολυόµενου CO εγκλωβίζεται σε 

µια κοιλότητα στο εσωτερικό της πρωτεΐνης, κοντά στις προπιονικές οµάδες του 

πυρρολικού δακτυλίου Α της αίµης α3, όπου παραµένει για λίγα µs. Στην συνέχεια 

διαχέεται στην πρωτεΐνη, χωρίς να δεσµευτεί στο χαλκό. Αυτό το ποσοστό δεν 

διαφεύγει από τα µεταλλικά κέντρα αλλά τελικά επαναδεσµεύεται στην αίµη, όπως 

και το CO το οποίο µετά την φωτόλυση δεσµεύεται στον χαλκό43,44
. 

Η ανίχνευση των κορυφών στους 1708 cm-1/1965 cm-1 δείχνει ότι λόγω της 

φωτόλυσης η πρωτεΐνη υπόκειται σε δοµικές µεταβολές κοντά στις προπιονικές 

οµάδες της αίµης α3. Η µετατόπιση της συχνότητας δόνησης του καρβονυλικού 

δεσµού αυτών των οµάδων στα φάσµατα του µεταβατικού συµπλόκου σε χαµηλότερη 

τιµή  δηλώνει εξασθένηση του δεσµού C=O και εποµένως ενίσχυση του δικτύου 

δεσµών υδρογόνου που σχηµατίζει µε παραπλήσιες οµάδες. Εποµένως η 
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αποδέσµευση του υποκαταστάτη από τον αιµικό σίδηρο οδηγεί σε δοµικές µεταβολές 

στην περιοχή των προπιονικών οµάδων της αίµης α3 και ενός κοντινού καταλοίπου ή 

µορίου νερού. Λαµβάνοντας υπόψη την κρυσταλλική δοµή του ενζύµου το µόνο 

αµινοξύ ικανό να σχηµατίσει δεσµό υδρογόνου µε  το καρβονύλιο των προπιονικών 

οµάδων και να αναµειγνύεται στη παραπάνω διαδικασία είναι το Asp372. Όπως έχει 

αναφερθεί αυτό το κατάλοιπο είναι µέρος ενός πιθανού καναλιού πρωτονίων, το 

οποίο καταλήγει στην περιπλασµατική πλευρά της µεµβράνης όπου συγκεντρώνονται 

µόρια νερού, τα οποία πιθανώς βρίσκονται σε ισορροπία µε το νερό του διαλύτη. 

Οι δονήσεις του συγκεκριµένου ασπαραγινικού καταλοίπου γίνονται ορατές 

στο φάσµα του µεταβατικού συµπλόκου, γεγονός το οποίο επιβεβαιώνει την 

συµµετοχή του στις δοµικές αλλαγές που προκάλεσε η αποδέσµευση του CO. H 

αντικατάσταση του υδατικού διαλύτη µε D2O έχει ως αποτέλεσµα η δόνηση της 

πρωτονιοµένης µορφής του Asp372 να µην είναι πλέον ανιχνεύσιµη. Εποµένως οι 

προπιονικές οµάδες της αίµης α3 συνδέονται µε δεσµούς υδρογόνου µε το Asp372, οι 

οποίοι διαταράσσονται από την παρουσία του D2O. H διακοπή αυτής της 

πρωτονιακής συσχέτισης έχει ως αποτέλεσµα την υιοθέτηση µιας διαφορετικής 

πρωτεϊνικής διευθέτησης σε αυτή την περιοχή. Η δόνηση στους 1726 cm-1 δεν 

ανιχνεύεται ούτε σε φάσµατα διαφοράς οξειδωµένου/ανηγµένου ενζύµου. Εποµένως 

η παρατήρηση της δόνησης που αποδίδεται στην πρωτονιωµένη µορφή του Asp372 

οφείλεται στην δηµιουργία του µεταβατικού συµπλόκου λόγω της σύνδεσης αυτού 

του αµινοξέος µε τις προπιονικές οµάδες και όχι σε αλλαγές της οξειδωτικής 

κατάστασης των µεταλλικών κέντρων. 

Η απόσταση αυτών των δύο οµάδων φτάνει µόλις τα 3.3
o
Α , ενώ έχει προταθεί 

ότι µοιράζονται ένα κοινό πρωτόνιο, σε ένα εύρος pH 4-11.5. Επιπλέον η ανίχνευση 

τόσο πρωτονιωµένων όσο και αποπρωτονιωµένων µορφών του ασπαρτικού 

καταλοίπου D372 και των προπιονικών οµάδων, παραπέµπει στην ύπαρξη µιας 

ισορροπίας της µορφής −↔ COOCOOH ανάµεσα στις δύο µορφές της κάθε οµάδας. 

Καθώς και οι δύο οµάδες ανήκουν στο κανάλι µεταφοράς πρωτονίων Q, η ύπαρξη 

µιας τέτοιας ισορροπίας και η κοινή κατοχή ενός πρωτονίου ίσως διαδραµατίζουν 

σηµαντικό ρόλο στην µεταφορά πρωτονίων µέσω αυτών. 

Στην επαγοµένη από την φωτόλυση διαταραχή συµµετέχουν και οι δύο 

µορφές (πρωτονιοµένη και µη πρωτονιωµένη) του Asp372 και των προπιονικών 

οµάδων, καθώς δονήσεις που οφείλονται σε δονήσεις και των δύο µορφών είναι 
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ανιχνεύσιµες στα φάσµατα διαφοράς. Οι µετατοπίσεις των δονήσεων των δύο 

µορφών του Asp372 σε χαµηλότερους κυµαττάριθµους δείχνει πως οι πρωτεϊνικές 

κινήσεις που προκαλεί αυτή η διαταραχή γίνεται µε τέτοιο τρόπο ώστε να ενισχύονται 

σταδιακά οι δεσµοί υδρογόνου που σχηµατίζει το κατάλοιπο, πιθανότατα µε γειτονικό 

κατάλοιπο νερού. Οι δονήσεις των προπιονικών οµάδων δεν παρουσιάζουν 

περαιτέρω αλλαγές στην συχνότητα τους κατά την εξέλιξη του φαινοµένου. Παρόλα 

αυτά η συµµετοχή των πρωτονιωµένων ασπαρτικών καταλοίπων φαίνεται να 

ολοκληρώνεται νωρίτερα. Η δόνηση που αντιστοιχεί σε αυτή την µορφή µετά την 

µετατόπιση της από τους 1726 cm-1 στους 1721 cm-1 αρχίζει να φθίνει σταδιακά, µε 

αποτέλεσµα µετά τα 6 ms να έχει µηδενική ένταση.  Αντίθετα η δόνηση της 

αποπρωτονιωµένης µορφής παρατηρείται και σε µεγαλύτερους χρόνους, όπως και οι 

δονήσεις των προπιονικών οµάδων. Η ελάττωση της έντασης των τελευταίων γίνεται 

σε χρόνους παραπλήσιους της φθοράς του µεταβατικού συµπλόκου CuB-CO. 

Eποµένως τα δεδοµένα φανερώνουν την ύπαρξη µιας δυναµικής σύζευξης µεταξύ 

αυτών των διαδικασιών. Η κίνηση του Asp372 δεν είναι αποτέλεσµα της 

αποδέσµευσης του CO από τον χαλκό και την επακόλουθης επαναδέσµευσης του 

στον αιµικό σίδηρο, αλλά προκαλείται µε την διαδικασία της φωτόλυσης και πιθανώς 

να σχετίζεται µε την δηµιουργία του µεταβατικού συµπλόκου. Η εξασθένηση του 

σήµατος της 1721 cm-1 δόνησης και η επαναφορά του CO στον σίδηρο είναι δύο 

διαδοχικά φαινόµενα, µε την κίνηση των πρωτονιοµένων ασπαρτικών καταλοίπων να 

προηγείται. 

Συνεπώς διαταράσσοντας το σύµπλοκο του ενζύµου µε το µονοξείδιο του 

άνθρακα µε ένα παλµό laser και µελετώντας την δυναµική του µε την τεχνική Time 

Resolved Step-Scan FTIR είναι δυνατή η παρακολούθηση της επαγόµενης κίνησης 

των προπιονικών οµάδων της αίµης α3 και του αµινοξέος Asp372. Καθώς οι δύο 

αυτές οµάδες συµµετέχουν στην µεταφορά πρωτονίων µέσω του Q καναλιού, οι 

µεταβατικές δοµικές αλλαγές της πρωτεΐνης σε αυτή την περιοχή  ίσως διευκολύνουν 

την µεταφορά των πρωτονίων µέσω αυτών των οµάδων ώστε να επιτρέψουν την 

µεταφορά τους στην έξοδο του καναλιού. Το ασπαρτικό αυτό κατάλοιπο σε 

συνδυασµό µε την προπιονικές οµάδες είναι πιθανό να λειτουργούν σαν ένας 

µοριακός διακόπτης δεσµεύοντας και απελευθερώνοντας πρωτόνια και η φωτόλυση 

του δείγµατος θα µπορούσε να αποτελέσει το ερέθισµα για την ενεργοποίηση του. 

Αυτή την λειτουργία των δύο οµάδων, λαµβάνοντας υπόψη την ύπαρξη των 

πρωτονιωµένων όσο και των αποπρωτονιωµένων µορφών τους, θα µπορούσε να 
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εξηγηθεί σύµφωνα µε το σχήµα 3.12. Σε αυτό το µοντέλο το σύστηµα στις 

καταστάσεις B και  D, όπου οι δύο οµάδες κατέχουν ένα κοινό πρωτόνιο, µπορεί να 

δεχτεί ένα πρωτόνιο απελευθερώνοντας το πρώτο προς την δεξαµενή µορίων νερού, η 

οποία τοποθετείται πάνω από τις προπιονικές οµάδες της αίµης. Η πρωτονιακή 

µεταφορά διακόπτεται από την ταυτόχρονη πρωτονίωση (κατάσταση Α) ή 

αποπρωτονίωση (κατάσταση C) και των δύο οµάδων. 

 
Σχήµα 3.12 : Μοντέλο της πρωτονιακής συσχέτισης µεταξύ της προπιονικής οµάδας του 

πυρρολλικού δακτυλίου Α της αίµης α3, του ασπαρτικού καταλοίπου και ενός µορίου νερού 

στην κυτοχρωµική οξειδάση ba3. 

 

 

Η είσοδος του οξυγόνου στο ενεργό κέντρο και η αποµάκρυνση µορίων νερού 

και πρωτονίων είναι φαινόµενα που δεν αφορούν µόνο τα µεταλλικά κέντρα αλλά και 

το πρωτεϊνικό περιβάλλον που τα περιβάλλει, το οποίο υπόκειται σε δοµικές 

µεταβολές κατά την πραγµατοποίηση των παραπάνω διαδικασιών. Για την είσοδο 

των υποκαταστατών, σύµφωνα µε την κρυσταλλική δοµή του ενζύµου, έχει  προταθεί 

η ύπαρξη ενός υδρόφοβου πόρου ενώ πρόσφατες µελέτες ενισχύουν την άποψη ότι το 

Ο2 προσεγγίζει το ενεργό κέντρο από την περιοχή του CuB
44. Για την µεταφορά των 

πρωτονίων, όπως έχει ήδη αναφερθεί, έχουν προταθεί αρκετές διαδροµές, µια από τις 

οποίες, το ονοµαζόµενο Q κανάλι, καταλήγει στην περιοχή αποθεµατοποίησης 

µορίων νερού, µέσω των προπιονικών οµάδων της αίµης α3 και του αµινοξέος 

Asp372. Αν και το κανάλι Q δεν έχει παρατηρηθεί σε άλλες οξειδάσες τα τρία δοµικά 

στοιχεία που αναφέρθηκαν εµφανίζουν υψηλό ποσοστό διατήρησης, µε την 
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συµµετοχή της περιοχής συσσώρευσης µορίων νερού στην µετακίνηση πρωτονίων να 

αποδεικνύεται από πειράµατα µεταλλάξεων. Τα φασµατοσκοπικά δεδοµένα 

υποδεικνύουν πως ο CuB αποτελεί µια στάση για το οξυγόνο και πως το Αsp372 µε 

τις προπιονικές οµάδες της αίµης α3 συµµετέχουν στην πρωτονιακή µεταφορά, 

πιθανώς δρώντας ως µοριακός διακόπτης, όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Εποµένως οι 

δύο διαδικασίες εισαγωγής Ο2 και εξαγωγής Η2Ο, Η+ µπορεί να περιγραφούν 

σύµφωνα µε το µοντέλο του σχήµατος 3.13,  όπου το κανάλι εισαγωγής τοποθετείται 

στην περιοχή του χαλκού και το κανάλι εξαγωγής στην περιοχή των προπιονικών 

οµάδων του πυρρολικού δακτυλίου Α της α3-Asp372-H2O. 

 

 

 

 
Σχήµα 3.13 : Μοντέλο για τα κανάλια εισαγωγής/εξαγωγής στην κυτοχρωµική οξειδάση ba3.  
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