
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΚΡΗΤΗΣ 
ΣΧΟΛΗ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 

ΤΜΗΜΑ ΧΗΜΕΙΑΣ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΟ ΔΙΠΛΩΜΑ ΕΙΔΙΚΕΥΣΗΣ 
 
 
 
 
 

Ο ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΣΧΑΣΗΣ ΤΟΥ ΔΕΣΜΟΥ Ο–Ο  ΣΤΗΝ 
ΚΥΤΟΧΡΩΜΙΚΗ C ΟΞΕΙΔΑΣΗ ΜΕ ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΥΣ 

DENSITY FUNCTIONAL THEORY ΚΑΙ ΣΚΕΔΑΣΗ 
RESONANCE RAMAN 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΔΑΣΚΑΛΑΚΗΣ ΒΑΓΓΕΛΗΣ 
 

ΗΡΑΚΛΕΙΟ 
ΙΟΥΝΙΟΣ 2003 



Περίληψη 

 

Η παρούσα εργασία περιλαμβάνει, αρχικά, μια βιβλιογραφική αναφορά - ανα-

δρομή στις δομικές και λειτουργικές ιδιότητες της κυτοχρωμικής c οξειδάσης καθώς 

και άλλων ένζυμων – αντιπροσώπων της οικογένειας των τελικών οξειδασών. Οι τε-

λικές οξειδάσες ή αίμο/χάλκο τελικές οξειδάσες (κυτοχρωμικές και κινολικές) ανά-

γουν το μοριακό οξυγόνο σε H2O κατά τέσσερα ηλεκτρόνια, απομακρύνοντας με αυ-

τόν τον τρόπο ηλεκτρόνια χαμηλής ενέργειας από την αναπνευστική αλυσίδα, με α-

ποτέλεσμα τη συνεχή μεταφορά ηλεκτρονίων και τη μετατροπή ελεύθερης ενέργειας. 

Οι τελικές οξειδάσες λειτουργούν, επιπλέον, ως οξειδοαναγωγικές αντλίες πρωτονί-

ων, συνεισφέροντας σημαντικά και άμεσα στην διαμεμβρανική διαβάθμιση ελεύθε-

ρης ενέργειας, απαραίτητης για την παραγωγή ATP. 

Μετά τη θεωρητική ανάπτυξη μεθόδων υπολογισμών που εφαρμόζονται στα βι-

ολογικά μόρια και μια παρουσίαση των απλοποιημένων μοντέλων – ανάλογων του 

ενεργού κέντρου ένζυμων που χρησιμοποιούνται, συγκεντρώνονται τα αποτελέσματα 

θεωρητικών υπολογισμών για τμήματα του ενεργού κέντρου της κυτοχρωμικής c ο-

ξειδάσης και συγκεκριμένα του μεταλλικού κέντρου CuB με τους υποκαταστάτες και 

το cross-link σύστημα ιστιδίνης-τυροσίνης. Μεταβάλλοντας τη δομή της τυροσίνης, 

μελετάμε την επίδραση στην ηλεκτρονιακή κατάσταση του χαλκού CuB και αναζη-

τούμε τη σύνδεση δομής-ηλεκτρονιακής κατάστασης του CuΒ και αναγωγής του μο-

ριακού οξυγόνου κατά το τρίτο ηλεκτρόνιο. 

Τέλος, προτείνουμε περεταίρω θεωρητικούς υπολογισμούς και πειράματα Reso-

nance Raman για την διασαφήνιση του μηχανισμού της σχάσης του δεσμού O–O του 

μοριακού οξυγόνου. 

 

Abstract 

 

The present work includes, at first, a bibliographic report - retrospection on the 

structural and functional properties of cytochrome c oxidase as well as other enzymes 

– representatives of the family of terminal oxidases. Terminal oxidases or 

heme/copper terminal oxidases (cytochromic and cynolic) reduce molecular oxygen 

to H2O by four electrons, removing by this way low energy electrons from the respira-

tory chain, and as a result facilitate the continuous transport of electrons and the trans-

formation of free energy. Final oxidases function, moreover, as redox pumps of pro-



tons, contributing considerably and directly in the transmembrane gradation of free 

energy, essential for the production of ATP. 

After a brief presentation of theoretical methods for calculations that apply to 

biological molecules and of a group of simplified models of the enzyme’s active site 

used, the results of such theoretical calculations are discussed. Our goal is to study 

parts of the active site of cytochrome c oxidase and especially the CuB metal site with 

its ligands and the cross-link system histidine-tyrosine. Changing the tyrosine struc-

ture, we study the effect on the electronic state of cooper CuB and seek the connection 

between the electronic/ structural state of Cu and the reduction of molecular oxygen at 

the third electron level. 

Finally, we propose more theoretical calculations and experiments based on 

Resonance Raman for the clarification of the mechanism of O–O bond cleavage in the 

molecular oxygen. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ I – Αναπνοή και κυτοχρωµικές c οξειδάσες 
 

1.1 Εισαγωγή 

 

1.1.1 Από τους αναερόβιους οργανισµούς στην αερόβια αναπνοή 

 

Η µορφή και η εξέλιξη της ζωής στον πλανήτη µας πιστεύεται ότι είναι άρρηκτα 

συνδεδεµένη µε τις αλλαγές στη σύσταση της ατµόσφαιρας στα πρώτα στάδια ανά-

πτυξής της. Το Άζωτο (Ν2), το διοξείδιο του άνθρακα (CO2), οι υδρατµοί (H2O), ό-

πως επίσης το µεθάνιο (CH4) και η αµµωνία (NH3) αποτελούσαν τα κυρίαρχα αέρια 

στην προ-βιολογική ατµόσφαιρα, καθιστώντας την αναγωγική. Η εµφάνιση της πρώ-
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της µορφής ζωής χρονολογείται πριν 3.5 δισεκατοµµύρια χρόνια, όπου αναερόβια 

ετερότροφα κύτταρα ικανοποιούσαν τις απαιτήσεις τους σε ενέργεια µε οργανικά µό-

ρια που προέρχονταν από φυσικές διαδικασίες. Η ελάττωση των πόρων αυτών οδή-

γησε την εξέλιξη στην αναζήτηση νέων µεθόδων παραγωγής ενέργειας, όπως την εκ-

µετάλλευση της ηλιακής ενέργειας και του άφθονου H2O ως δότη ηλεκτρονίων. ∆ύο 

δισεκατοµµύρια χρόνια πριν, τα αυτότροφα αρχέγονα κυανοβακτήρια ανέπτυξαν 

πολύπλοκα συστήµατα φωτοσύνθεσης µε αλυσίδες µεταφοράς ηλεκτρονίων. Καθώς 

τα ατµοσφαιρικά επίπεδα του O2 (και του O3 κατ’ αναλογία), από τη φωτοξείδωση 

του H2O, άρχιζαν να ανεβαίνουν, τα κυανοβακτήρια οδηγήθηκαν στην ανάπτυξη 

µηχανισµών/ ενζύµων αυτο-προστασίας ενάντια στο O2 και τα παράγωγά του, σε µια 

κατ’ επέκταση περισσότερο οξειδωτική ατµόσφαιρα. Όταν εξασφαλίστηκε η 

προστασία, ορισµένα από αυτά εξέλιξαν την ενζυµική άµυνά τους ακόµα πε-

ρισσότερο, ώστε να χρησιµοποιούν το O2 ως πηγή ενέργειας µε τη διαδικασία που 

είναι γνωστή ως αναπνοή. Η εκµετάλλευση των οξειδωτικών όπως O2, H2O2, NO3
-, 

SO4
2- ως πηγή ενέργειας έπρεπε να πραγµατοποιηθεί εκτός του κυτταροπλάσµατος, 

υποχρεώνοντας τους αρχέγονους οργανισµούς να οργανώσουν τα κύτταρά τους σε 

διαµερίσµατα και οδηγώντας την εξέλιξη από τους προκαρυωτικούς στους 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς.  

Η χηµεία του οξυγόνου στους ζωντανούς οργανισµούς περιλαµβάνει ενζυµατι-

κές διαδικασίες όπως τη σύνθεση πεπτιδίων, νουκλεϊκών και λιπαρών οξέων, µετα-

τροπή σήµατος, αποτοξίνωση και κυτταρική προστασία. Ωστόσο, η µεγαλύτερη πο-

σότητα του βιολογικού O2 καταναλώνεται στην αναπνοή. 

 

1.1.2 Μεταφορά ηλεκτρονίων και οξειδωτική φωσφορυλίωση 

 

Το µόριο του ATP (τριφωσφορική αδενοσίνη) συγκαταλέγεται µεταξύ των βιο-

µορίων υψηλής ενέργειας παρουσιάζοντας µεγάλες αρνητικές τιµές ∆G0 κατά την υ-

δρόλυσή του και αποτελεί ένα βραχυπρόθεσµο µέσο αποθήκευσης – µεταφοράς της 

ενέργειας από το ένα ενζυµικό σύστηµα στο άλλο. Το ενεργειακό νόµισµα, το ATP, 

είναι αυτό που παρέχει την “κινητήρια δύναµη” των δραστηριοτήτων στα κύτταρα, 

όπως της σύνθεσης πολύπλοκων βιοµορίων, της ενεργητικής µεταφοράς ουσιών, της 

κυτταρικής κινητικότητας καθώς επίσης και της σύσπασης των µυών. 
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Το µεγαλύτερο µέρος της µεταβολικής ενέργειας από ουσίες που εισέρχονται 

στον κύκλο του κιτρικού οξέος και της γλυκόλυσης αποθηκεύεται µε τη µορφή του 

NADH και ανηγµένων φλαβονοπρωτεϊνών FADH2. Τα αποθηκευµένα σε αυτά τα 

συστήµατα υψηλού αρνητικού αναγωγικού δυναµικού ηλεκτρόνια διασχίζουν µια 

καλά οργανωµένη αλυσίδα πρωτεϊνών και συνενζύµων στα µιτοχόνδρια των ευκα-

ρυωτικών κυττάρων µε τελικό αποδέκτη το µόριο του O2. Tα ένζυµα στις διαδικασίες 

µεταφοράς ηλεκτρονίων είναι διαµεµβρανικά, καθώς έτσι η κίνηση αυτή των ηλε-

κτρονίων µπορεί να συζευχθεί µε τη δηµιουργία µιας χηµειοσµωτικής πρωτονιακής 

διαβάθµισης ∆(pH) και µιας διαβάθµισης ηλεκτροστατικού δυναµικού ∆Ψ στην εσω-

τερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων απαραίτητης για τη σύνθεση του ATP. Τα ηλε-

κτρόνια “κατεβαίνουν” την ενεργειακή κλίµακα µεταξύ των αναγωγικών δυναµικών 

των ζευγών NAD+/NADH (-0.33V) και O2/H2O (+0.82V) προς περισσότερο θετικά, 

δηλαδή, αναγωγικά δυναµικά. 

Η αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων στα µιτοχόνδρια που φαίνεται στο σχήµα 1 

αποτελείται από τέσσερα διακριτά πρωτεϊνικά σύµπλοκα: (i) την NADH αφυδρογονά-

ση που µεταφέρει ένα ζεύγος ηλεκτρονίων από το NADH στο ευκίνητο υδρόφοβο 

συνένζυµο Q (σύνθεση περίπου 2,5 ATP ανά NADH), (ii) την ηλεκτρική αφυδρογο-

νάση που οδηγεί τη ροή ηλεκτρονίων από το ηλεκτρικό οξύ στην ουβικινόνη (UQ ή 

συνένζυµο Q) µέσω του οξειδοαναγωγικού ζεύγους FADH2 – FAD (σύνθεση περίπου 

1,5 ATP ανά FADH2), (iii) την κυτοχρωµική αναγωγάση (cytochrome bc1 complex) 

που µεταφέρει ηλεκτρόνια από την ουβικινόλη (UQH2) στο ευκίνητο υδατοδιαλυτό 

κυτόχρωµα c και τον τελευταίο ενζυµικό αποδέκτη των ηλεκτρονίων την (iv) κυτο-

χρωµική c οξειδάση της οικογένειας των τελικών οξειδασών µέσω της οποίας µετακι-

νούνται τα ηλεκτρόνια από το κυτόχρωµα c στο µοριακό O2. Συνολικά, 1.15V ανά 

ηλεκτρόνιο είναι διαθέσιµα για τη διεκπεραίωση των κυτταρικών διαδικασιών και 

υπολογίζεται ότι το κύτταρο είναι ικανό να αποθηκεύσει το 80% περίπου αυτής της 

ενέργειας σε µόρια ATP. 

Οι τελικές οξειδάσες ή αιµο/χαλκο τελικές οξειδάσες (κυτοχρωµικές και κινολι-

κές) ανάγουν το µοριακό O2 σε H2O. Αποµακρύνονται µε αυτόν τον τρόπο ηλεκτρό-

νια χαµηλής ενέργειας από την αναπνευστική αλυσίδα, µε αποτέλεσµα την συνεχή 

µεταφορά ηλεκτρονίων και τη µετατροπή ελεύθερης ενέργειας. Με το µοριακό O2, ως 

τελικό δέκτη των ηλεκτρονίων, η παραγωγή ελεύθερης ενέργειας είναι σηµαντική, 

λόγω του υψηλού αναγωγικού δυναµικού του (0.815V σε pH 7). Οι τελικές οξειδάσες 

λειτουργούν ως οξειδοαναγωγικές αντλίες πρωτονίων, συνεισφέροντας σηµαντικά 
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σχήµα 1 
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και άµεσα στην διαµεµβρανική διαβάθµιση ελεύθερης ενέργειας. Η στοιχειοµετρία 

της πρωτονιακής µετατόπισης πλησιάζει το ένα πρωτόνιο ανά ηλεκτρόνιο που ανάγει 

το µοριακό O2, δηλαδή τα 4H+ ανά µόριο O2. Η ολική αντίδραση που καταλύουν οι 

τελικές οξειδάσες µπορεί να δοθεί ως: 

O2 + 4e- + 8H+
in 2H→ 2O + 4H+

out 

Τα H+
in και H+

out συµβολίζουν τα πρωτόνια που διακινούνται κάθετα στην εσω-

τερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων από τη µήτρα δια µέσου των τελικών οξειδασών. 

Από αυτά, τα 4Η+ καταναλώνονται για το σχηµατισµό του H2O και 4Η+ µεταφέρο-

νται στο διαµεµβρανικό χώρο των µιτοχονδρίων. 

Η κυτοχρωµική c οξειδάση είναι το τελικό ένζυµο της αναπνευστικής αλυσίδας 

σε µιτοχόνδρια και αρκετά αερόβια βακτήρια, ενώ οι κινολικές τελικές οξειδάσες α-

παντώνται σε ορισµένους αρχέγονους οργανισµούς. 

 

1.2 aa3 και cbb3 τύπου κυτοχρωµικές c οξειδάσες: ∆οµικά χα-

ρακτηριστικά 

 

1.2.1 Οι κυτοχρωµικές c οξειδάσες aa3 

 

 Οι κρυσταλλικές δοµές της κυτοχρωµικής c οξειδάσης τύπου aa3 από το βα-

κτήριο Paracoccus denitrificans7,8 και από µοσχαρίσια καρδιά9,10,11 είναι διαθέσιµες. 

Ο αριθµός των υποµονάδων στις κυτοχρωµικές c οξειδάσες κυµαίνεται µεταξύ 3 µε 5 

στα βακτήρια έως και 13 στα µιτοχόνδρια των θηλαστικών. Ωστόσο, οι υποµονάδες I 

και II ορισµένων τελικών οξειδασών εµφανίζουν οµοιότητα στην αµινοξειδική τους 

αλληλουχία και διατηρούν, ως σύµπλοκο, τη δραστικότητα του ενζύµου (αναγωγή 

µοριακού O2 και άντληση πρωτονίων)14. Έχει προταθεί ότι οι υπόλοιπες υποµονάδες 

συνεισφέρουν στην δοµική διαµόρφωση, σταθερότητα και αποµόνωση του πυρήνα 

των I και II12, την προστασία από καταστροφικές ρίζες-ενδιάµεσα, τη ρύθµιση της 

δράσης της οξειδάσης µε αλληλεπίδραση µε το ATP22 και τη διαµόρφωση καναλιών 

µεταφοράς H+/ e-. H υποµονάδα II των τελικών οξειδασών περιέχει συνήθως τη θέση 

δέσµευσης – αλληλεπίδρασης µε το κυτόχρωµα c15. Επιπλέον, η υποµονάδα III περιέ-

χει ένα cluster φωσφολιπιδίου που βρίσκεται στην αρχή ενός πιθανού καναλιού µε-

ταφοράς O2 προς το ενεργό κέντρο του ενζύµου12. 
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Η κυτοχρωµική c οξειδάση (CcO) από το P. denitrificans αποτελείται από τέσ-

σερις υποµονάδες και εµφανίζεται µονοµερές, ενώ 13 υποµονάδες συνιστούν την 

CcO από τη µοσχαρίσια καρδιά (διµερές). Εµφανίζουν κοινά δοµικά χαρακτηριστικά, 

µε την υποµονάδα II να περιέχει το διµερές κέντρο CuA, όπου τα δύο άτοµα CuA είναι 

γεφυρωµένα µε δύο άτοµα θείου από κυστεΐνες (Cys) και σχηµατίζουν ένα επίπεδο 

τετραγωνικό σύµπλοκο. Στην πλήρως οξειδωµένη µορφή του ή στη µορφή µικτού 

σθένους του ενζύµου, το διµερές αυτό κέντρο, περιέχει ένα µη εντοπισµένο ηλεκτρό-

νιο στα δύο άτοµα CuA (CuA[1.5] – CuA[1.5] φορτίο), καθιστώντας το οξειδοαναγω-

γικό κέντρο µεταφοράς ενός ηλεκτρονίου. Στην υποµονάδα I βρίσκονται δύο αίµες, η 

αίµη a χαµηλού spin, µε το Fe να έχει αριθµό συναρµογής 6 µε δύο ιστιδίνες (His) ως 

αξονικούς υποκαταστάτες και η αίµη a3 υψηλού spin που µαζί µε το χαλκό CuB συνι-

στούν το διπυρηνικό καταλυτικό κέντρο στο οποίο λαµβάνει χώρα η αναγωγή του 

µοριακού O2. Ο Fea3 έχει αριθµό συναρµογής 5, µε πέµπτο υποκαταστάτη µια His, 

ενώ τρεις ιστιδίνες συνιστούν τους υποκαταστάτες του CuB. Ο υποκαταστάτης 

His276 (His240 στην αλληλουχία από τη µοσχαρίσια καρδιά) του CuB είναι συνδεµέ-

νος οµοιοπολικά µε το κατάλοιπο Tyr-280 (Tyr-244) µέσω των αρωµατικών τους δα-

κτυλίων (δεσµός N–C). Η απόσταση µεταξύ των Fea3 και CuB κυµαίνεται µεταξύ 4.5-

5.2 Å. Το επίπεδο των δύο αιµών a και a3 είναι κάθετο στο επίπεδο της µεµβράνης. 

Οι αίµες τύπου α περιέχουν τη φαρνεσυλική πλευρική αλυσίδα, βινυλικές και προπιο-

νικές αλυσίδες. Έχει προταθεί, από την κρυσταλλική δοµή, ότι το υδροξύλιο της υ-

δροξυ-αιθυλ-φαρνεσυλικής αλυσίδας της αίµης a3 σχηµατίζει δεσµό υδρογόνου µε 

την Tyr244 (ή την Tyr280 για το P. denitrificans) και αποτελεί τµήµα ενός πιθανού 

καναλιού µεταφοράς πρωτονίων στο διπυρηνικό κέντρο7, σχήµα 2 ή µεταφοράς ηλε-

κτρονίων µεταξύ των µεταλλικών κέντρων Fe-a3 και CuB
9. Επίσης, σε mutants που 

έχει αντικατασταθεί η Tyr-244 από φαινυλαλανίνη παρατηρείται αδυναµία δέσµευ-

σης του CuB, καθιστώντας και δοµικό ίσως το ρόλο αυτού του καταλοίπου της τυρο-

σίνης16. Στο σχήµα 3 φαίνεται η συνεχής ηλεκτρονιακή πυκνότητα µεταξύ Fea3–CuB 

για το διπυρηνικό αυτό κέντρο. 

Κινητική µελέτη αποδεικνύει ότι ηλεκτρόνια από το κυτόχρωµα c µεταφέρο-

νται, αρχικά, στο διµερές κέντρο CuA–CuA και στη συνέχεια, µέσω της αίµης χαµη-

λού spin a, στο διπυρηνικό κέντρο Fea3–CuB
17. Το διπυρηνικό κέντρο Feαίµη-υψηλού spin–

CuB είναι κοινό χαρακτηριστικό ανάµεσα στις αιµο/χαλκο τελικές οξειδάσες (κινολι-

κές και κυτοχρωµικές) στην υποµονάδα I και η αλληλουχία των καταλοίπων – υπο-
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σχήµα 2: Το διπυρηνικό κέντρο αίµης a3 / CuB της κυ-
τοχρωµικής c οξειδάσης από το βακτήριο P. denitrifi-
cans. ∆ιακεκοµµένες γραµµές παριστάνουν το δίκτυο 
δεσµών υδρογόνου. Η φαρνεσυλική αλυσίδα της αίµης 
a3 σχηµατίζει δεσµό υδρογόνου µε το –OH της τυροσί-
νης Y2807. 
 

 
σχήµα 3: Χάρτης ηλεκτρονιακής πυκνό-
τητας του διπυρηνικού κέντρου αίµη a3 
(σίδηρος κόκκινος) / CuB (µπλε)8. 
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καταστατών των µετάλλων στην υποµονάδα I διατηρείται αναλλοίωτη στην οικογέ-

νεια αυτή. 

 

1.2.2 Κυτοχρωµική c οξειδάση τύπου cbb3: χαρακτηριστικά και 
διαφοροποιήσεις από τις aa3 

 

Βακτήρια όπως το Rhodobacter sphaeroides, το Bradyrhizobium japonicum18, 

το Pseudomonas stutzeri και το Rhodobacter capsulatus19 εκφράζουν την cbb3 τύπου 

κυτοχρωµική c οξειδάση που διαφοροποιείται σηµαντικά από τις συνήθεις τύπου aa3. 

Συγκεκριµένα, το Rb. sphaeroides εκφράζει τουλάχιστο δύο είδη κυτοχρωµικής c ο-

ξειδάσης. Οι µεµβράνες του είναι πλουσιότερες σε µια aa3 τύπου CcO όταν καλλιερ-

γείται σε υψηλές συγκεντρώσεις O2 και σε µια τύπου cbb3 όταν καλλιεργείται υπό 

µικροαερόβιες ή φωτοσυνθετικές συνθήκες20a. Επίσης, παρατηρείται υψηλή συγκέ-

ντρωση της cbb3 CcO σε mutants του Rb. sphaeroides που διαθέτουν µια µη λειτουρ-

γική ή ατελή aa3 κυτοχρωµική c οξειδάση20b. 

Η cbb3 αυτή κυτοχρωµική c οξειδάση από το Rb. sphaeroides αποτελείται από 

τρεις υποµονάδες (45 kDa, 35 kDa, 29 kDa) και εµφανίζει υψηλό αριθµό µετατροπής 

(turnover number, οξειδωµένο κυτόχρωµα ανά δευτερόλεπτο) γύρω στα 963 s-1 µε 

υπόστρωµα κυτόχρωµα c από καρδιά αλόγου12. Το φάσµα διαφοράς ανηγµένου µείον 

οξειδωµένου cbb3 παρουσιάζει µια κορυφή στο ορατό στα 551 και ένα διακριτό ώµο 

στα 562 nm που αντιστοιχούν σε αίµη C χαµηλού spin και αίµη B χαµηλού spin και 

αριθµού συναρµογής 6 αντίστοιχα, σε µια αναλογία 3 προς 2. Όπως προτείνουν οι 

Garcia-Horsman et al.12, οι δύο µικρότερες υποµονάδες περιέχουν αίµη τύπου C χα-

µηλού spin, οµοιοπολικά δεσµευµένη στις πεπτιδικές αλυσίδες. Ωστόσο, η cbb3 κυτο-

χρωµική οξειδάση περιέχει µια µόνο υψηλού spin αίµη B, όπως φαίνεται από τη δέ-

σµευσή της µε εξωγενή ligands CO και CN- σε φάσµατα διαφοράς του ενζύµου. Οι 

µοριακοί συντελεστές απορρόφησης έχουν υπολογιστεί για τα παρακάτω ζεύγη µή-

κους κύµατος: 415.1/ 436 nm (δέσµευση CO), 190 mM-1cm-1 και 404/ 420 nm (δέ-

σµευση CN-), 52 mM-1cm-1. 

Το σύµπλοκο του ανηγµένου (µε dithionite) ενζύµου µε CO δίνει κορυφές 1950 

cm-1 (δόνηση τάσης Fe-C O) και 2065 cm≡ -1 (δόνηση τάσης Cu-C≡O) σε FTIR φά-

σµατα διαφοράς, καθώς το CO αποδεσµεύεται φωτολυτικά από το Fe και δεσµεύεται 

στο Cu. Οι παραπάνω παρατηρήσεις οδηγούν στο συµπέρασµα ότι η κυτοχρωµική c 
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οξειδάση τύπου cbb3 περιέχει το διπυρηνικό κέντρο CuB-αίµη των αιµο/χαλκο τελι-

κών οξειδασών. 
Η οξειδάση τύπου cbb3 δεν παρουσιάζει ταινία απορρόφησης στα 820 nm (ηλε-

κτρονιακή µετάπτωση λόγω µεταφοράς φορτίου σχετιζόµενη µε το Cu) ή σήµα για 

g=2 περίπου σε EPR φάσµατα, που είναι χαρακτηριστικά του CuA στις aa3 κυτοχρω-

µικές οξειδάσες. Επιπλέον, η απουσία µεγάλου EPR σήµατος για g=6 στο ένζυµο α-

ποδίδεται σε ύπαρξη αίµης υψηλού spin συζευγµένης µε το CuB του διπυρηνικού κέ-

ντρου που δε δίνει σήµα στις αιµο/χαλκο οξειδάσες. Τα παραπάνω αποτελέσµατα έρ-

χονται σε συµφωνία µε τη µικρή αναλογία Cu (0.5 ισοδύναµα) ανά mol που βρέθηκε 

από τους Garcia-Horsman et al. για το ένζυµο. 

Συνοψίζοντας, µπορούµε να συγκεντρώσουµε τις διαφορές µεταξύ των δύο τύ-

πων κυτοχρωµικής c οξειδάσης aa3 και cbb3 ως εξής: 

(α) Η οξειδάση τύπου cbb3 περιέχει µόνο αίµες τύπου C (οµοιοπολικά δεσµευ-

µένες στην πρωτεΐνη) και B (µη οµοιοπολική δέσµευση). Αίµη τύπου B βρίσκεται 

στο διπυρηνικό κέντρο Feb3-CuB, σε αντίθεση µε άλλες αιµο/χαλκο τελικές οξειδάσες 

που περιέχουν αίµη τύπου A ή O21, µε αποτέλεσµα να µην είναι διαθέσιµη η φαρνε-

συλική αλυσίδα σε αυτό το κέντρο (βλ. παράγραφο 1.2.1 για τη φαρνεσυλική αλυσί-

δα). 

(β) Ο µόνος χαλκός που είναι παρόν στην οξειδάση τύπου cbb3 είναι ο CuB του 

διπυρηνικού κέντρου, σε αντίθεση µε τις aa3 κυτοχρωµικές c οξειδάσες που περιέ-

χουν CuA στην υποµονάδα II. 

Η αναλογία που προτείνεται για αυτό το ένζυµο είναι 1 χαλκός, 2 αίµες Β και 3 

αίµες C ανά mol, µε πιθανή παρουσία ενός διµερούς κυτοχρώµατος c. 

(γ) H cbb3 CcO δεν περιέχει τις κλασσικές υποµονάδες II και III που απαντώ-

νται στις περισσότερες αιµο/χαλκο τελικές οξειδάσες, όπως τις συναντήσαµε στην 

παράγραφο 1.2.1, ακόµα και σε γονιδιακό επίπεδο. 

(δ) Επιπλέον, δεν είναι διαθέσιµο το κατάλοιπο της τυροσίνης (βλ. Tyr-280 ή 

Tyr-244) κοντά στο διπυρηνικό κέντρο Feb3-CuB της cbb3 CcO, γεγονός που καθιστά 

το ένζυµο αυτό ιδιαίτερο ανάµεσα στις τελικές κυτοχρωµικές οξειδάσες. Ο προτεινό-

µενος ρόλος του καταλοίπου αυτού της τυροσίνης αναφέρεται σε επόµενη παράγρα-

φο στον καταλυτικό κύκλο. 

Από τη µία πλευρά, οι σηµαντικές διαφορές που παρουσιάζουν οι δύο τύποι των 

ενζύµων που ανήκουν στην ίδια οικογένεια και από την άλλη, ο κοινός τους στόχος, η 

αναγωγή του µοριακού O2 σε νερό, µας υποχρεώνει να αναθεωρήσουµε µηχανισµούς 
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κατάλυσης που έχουν προταθεί και διαθέσιµα πρωτόνια ή ηλεκτρόνια στο ενεργό δι-

πυρηνικό κέντρο που αναφέρονται στην ερµηνεία της αναγωγής αυτής από τις aa3 

κυτοχρωµικές c οξειδάσες. 

 

1.3 Κυτοχρωµική c οξειδάση: ενεργοποίηση µοριακού οξυγό-

νου και ενδιάµεσα στον καταλυτικό κύκλο 

 

Σε αυτή την ενότητα θα περάσουµε από τη δοµική στη µηχανιστική θεώρηση 

της κυτοχρωµικής c οξειδάσης και θα αναφερθούµε σε ενδιάµεσα προϊόντα της ανα-

γωγής του µοριακού O2 σε νερό. Οι µελέτες του µηχανισµού αυτού στηρίζονται στη 

µέθοδο flow-flash-probe που ανέπτυξαν αρχικά οι Greenwood και Gibson23a. Στη συ-

γκεκριµένη µέθοδο προκαλείται ελεγχόµενη έναρξη του καταλυτικού κύκλου µε τη 

δέσµευση του µοριακού O2 στο ένζυµο αµέσως µετά τη φωτόλυση συµπλόκου του µε 

το CO (αναστολέας). Τα ενδιάµεσα προϊόντα ανιχνεύονται φασµατοσκοπικά µε τε-

χνικές continues-flow23b και stopped-flow. Φασµατοσκοπίες απορρόφησης και Reso-

nance Raman σκέδαση χρησιµοποιούνται για την κινητική µελέτη και τον χαρακτη-

ρισµό ενδιάµεσων του καταλυτικού κύκλου. Η περιοχή υψηλών συχνοτήτων (1000-

1800 cm-1) του φάσµατος συντονισµού Raman περιέχει δονήσεις µε πληροφορίες για 

την υποκατάσταση, την κατάσταση spin και την οξειδωτική κατάσταση των αιµών 

στο ένζυµο, ενώ στην περιοχή χαµηλών συχνοτήτων (100-1000 cm-1), οι δονήσεις 

αφορούν κυρίως τα ενδιάµεσα προϊόντα της αναγωγής του µοριακού O2 από την CcO 

(δονήσεις ευαίσθητες στην ισοτοπική αντικατάσταση 16O/18O). Ωστόσο, ο µηχανι-

σµός της αναγωγής του O2 in vitro στην κυτοχρωµική c οξειδάση και τα ενδιάµεσα 

που ανιχνεύονται ίσως να διαφοροποιούνται εν µέρει από τη φυσιολογική δράση του 

ενζύµου στις µεµβράνες των µιτοχονδρίων24. 

Ο καταλυτικός κύκλος που µελετάµε αναµένουµε να περιλαµβάνει: προσθήκη 

ηλεκτρονίων, πρωτονίωση και διάσπαση του δεσµού O=O του µοριακού οξυγόνου. 

Στο σχήµα 4 φαίνεται ο προτεινόµενος µηχανισµός της αναγωγής του µοριακού οξυ-

γόνου. Οι Varotsis et al.26,28 και Rousseau et al.24,25 διακρίνουν δύο φάσεις-

διαδικασίες της αναγωγής µε σταθερές 40,000 s-1 και 1,000 s-1, γεγονός που υποστη-

ρίζεται και από την οξείδωση της αίµης a σε δύο διακριτές διαδικασίες25 . 
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σχήµα 4: προτεινόµενος µηχανισµός της αναγωγής του µοριακού οξυγόνου 
από την κυτοχρωµική c οξειδάση. Στο ενδιάµεσο 9 (P /607-nm) το τρίτο ηλε-
κτρόνιο προέρχεται από τον CuB του διπυρηνικού κέντρου και εµφανίζεται 
οξειδωµένος στην +3 κατάσταση. Στον προτεινόµενο µηχανισµό αναγράφο-
νται και τα σηµεία σύζευξης µεταφοράς ηλεκτρονίων και πρωτονιακής µε-
ταφοράς (2 x 2H+). 
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Μετά τη φωτόλυση του χαµηλού spin συµπλόκου του ενζύµου µε το CO (His-

Fe2+-CO), το µοριακό οξυγόνο δεσµεύεται αρχικά στο CuB 2. Η φωτόλυση του συ-

µπλόκου είναι πολύ γρήγορη και πλήρης (kp= 1x106 s-1). Ο προτεινόµενος µηχανι-

σµός ολοκληρώνεται σε δύο διακριτές φάσεις: µια αρχική γρήγορη φάση που περι-

λαµβάνει τη δέσµευση του O2 οδηγώντας στο σύµπλοκο χαµηλού spin CuB
1+ Fea3

2+-

O=O 3 και µερική οξείδωση του διπυρηνικού κέντρου µέχρι το περόξυ ενδιάµεσο 

CuB
+2 Fea3

+3-O2
2-(H) 4, 5 και µια δεύτερη που περιλαµβάνει την αναγωγή κατά το 3ο 

και 4ο ηλεκτρόνιο. Προτείνεται ότι στη µετάβαση από την πρώτη στη δεύτερη φάση 

υπάρχει κάποια ισορροπία και µεταξύ της αίµης a και του CuΑ, µε το τρίτο διαθέσιµο 

ηλεκτρόνιο να βρίσκεται απεντοπισµένο. 

Το O2 δεσµεύεται στο σίδηρο της αίµης a3, και σχηµατίζεται το πρώτο ενδιάµε-

σο χαµηλού spin όξυ, Α της χηµείας οξυγόνου στην κυτοχρωµική c οξειδάση: CuB
+1 

Fea3
3+-O-O-. Στη συνέχεια, παρουσιάζονται δύο πιθανά ενδεχόµενα αναγωγής του A 

προς τα περόξυ ενδιάµεσα και στη συνέχεια στο φερρύλ (F) ενδιάµεσο. Όταν δεν εί-

ναι διαθέσιµα ηλεκτρόνια στα κέντρα χαµηλού δυναµικού (CuA/ αίµη a), όπως στην 

περίπτωση του µικτού σθένους (mixed valence) ενζύµουa, η µεταφορά ηλεκτρονίου 

στο ενδιάµεσο A πραγµατοποιείται από τον CuB του διπυρηνικού κέντρου (στην πε-

ρίπτωση που η µεταφορά ηλεκτρονίων από την αίµη a είναι εφικτή, το ένζυµο σχηµα-

τίζει γρήγορα το φερρύλ ή “580-nm” ενδιάµεσο µε µεταφορά του δεύτερου ηλεκτρο-

νίου από το κέντρο a-CuA και του τρίτου από τον CuB). Φασµατοσκοπικές µελέτες 

αποδεικνύουν την ύπαρξη ενός ενδιαµέσου P οξο-φερρύλ δοµής CuB
2+-OH2 Fea3

4+-

O2- 9 µε µέγιστο απορρόφησης στα 607 nm που προκύπτει από το µονοπάτι µεταφο-

ράς ενός e- από τον CuB (σχήµα 4).  Εµφανίστηκε αρχικά σε πειράµατα µε δευτεριω-

µένο buffer. Το ενδιαφέρον διαφόρων ερευνητικών οµάδων στρέφεται στην προέλευ-

ση του τρίτου ηλεκτρονίου. Έχει προταθεί ότι το τρίτο ηλεκτρόνιο προέρχεται από 

οξειδοαναγωγική χηµεία στην πρωτεΐνη σχηµατίζοντας µια ρίζα R.. Προτείνεται ότι 

το ρόλο αυτό αναλαµβάνει το κατάλοιπο Tyr-244 που συνδέεται οµοιοπολικά µε τον 

υποκαταστάτη His-240 του CuB (βλ. παρακάτω, παράγραφος 1.3.1) οδηγώντας σε ένα 

ενδιάµεσο CuB
2+-His240-Tyr244O

.
 27. Μια εναλλακτική πηγή του ηλεκτρονίου αυτού 

θα µπορούσε να αποτελεί το οξειδοαναγωγικό κέντρο CuB µε το σχηµατισµό του εν-

                                                 
a Σε αυτή τη µορφή το ένζυµο είναι ανηγµένο κατά δύο ηλεκτρόνια, µε τα κέντρα χαµηλού δυναµικού 
(κυτόχρωµα a και CuA) να είναι οξειδωµένα, ενώ το κυτόχρωµα a3 και ο CuB (το διπυρηνικό κέντρο 
δηλαδή) ανηγµένα. Eπίσης, τα αρχικά ενδιάµεσα της χηµείας οξυγόνου έχουν µεγαλύτερο χρόνο ζωής 
στη µορφή αυτή του ενζύµου23b. 
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διαµέσου CuB
3+-His240-Tyr244OH (σχήµα 4, ενδιάµεσο 9). Το τρίτο ηλεκτρόνιο στον 

καταλυτικό κύκλο οδηγεί στη σχάση του δεσµού O–O και τελικά στο σχηµατισµό του 

φερρύλ ενδιαµέσου CuB
2+-OH2 Fea3

4+-O2- 6 µε µέγιστο απορρόφησης στα 580 nm 

από το περόξυ ενδιάµεσο 4. Το 4ο ηλεκτρόνιο στον καταλυτικό κύκλο µεταφέρεται 

στο 580 -nm ενδιάµεσο που οδηγεί στην υδρόξυ µορφή CuB
2+-OH- Fea3

3+-OH- (Η) 7 

χαµηλού ή υψηλού spin. Το τέταρτο ηλεκτρόνιο προκύπτει από µεταφορά ηλεκτρονί-

ου από το a-CuA στο a3-CuB κέντρο. Επιπλέον πρωτόνια µετατρέπουν αυτό το ενδιά-

µεσο στην πλήρως ανηγµένη µορφή του ενζύµου 8, 1. Ο προτεινόµενος µηχανισµός 

του σχήµατος 4 διαθέτει µια διακλάδωση στο 4 περόξυ ενδιάµεσο, µε το ένα µονοπά-

τι να οδηγεί στο σχηµατισµό του P /607-nm είδους, ενώ το άλλο στο περόξυ είδος 5 

από το οποίο όµοια µε ένα επιπλέον e- οδηγούµαστε στη σχάση του δεσµού O–O και 

το Ferryl ενδιάµεσο 6. Υπάρχει µια γρήγορη ισορροπία που µετατρέπει το P στο F 

ενδιάµεσο, µη οξειδοαναγωγική. 

 

Το ενδιάµεσο 607-nm και ο ρόλος της Tyr-244/Tyr-280 στον καταλυτικό κύ-

κλο 

 

Το ενδιαφέρον και η διαµάχη µεταξύ διαφόρων ερευνητικών οµάδων στρέφεται 

στο στάδιο της σχάσης του δεσµού O–O, στην ουσία δηλαδή, στην προέλευση του 

τρίτου ηλεκτρονίου. Πιθανές πηγές προέλευσης συνιστούν τα παρακάτω: α) η αίµη 

a3, χωρίς όµως να έχουν ανιχνευτεί πορφυρινικές π-κατιονικές ρίζες που να υποστη-

ρίζουν το ενδεχόµενο αυτό, β) ο Fea3
IV µε την οξείδωσή του σε Fea3

V, όπως εµφανίζε-

ται σε θεωρητικούς υπολογισµούς από την ερευνητική οµάδα του Que36, γ) ο χαλκός 

CuB του κέντρου CuB
2+-OH-, µε την οξείδωσή του σε CuB

3+ και δ) το ενδιάµεσο 607-

nm, όπως αναφέρθηκε και προηγούµενα, έχει προταθεί ότι σχηµατίζεται µέσω της 

δηµιουργίας µιας ρίζας τυροσίνης Tyr244O
.
 27,31. 

Η ερευνητική οµάδα του Babcock27 θεωρεί την Tyr-244/Tyr-280 (στην CcO από 

µοσχαρίσια καρδιά και από το P. denitrificans αντίστοιχα) ως τον πιο πιθανή πηγή 

του τρίτου ηλεκτρονίου. Λόγω της θέσης της στο ενεργό κέντρο (βλ. κρυσταλλική 

δοµή, παράγραφος 1.2.1) σε απόσταση δεσµού υδρογόνου από το οξυγόνο του Fea3-

O2 καθίσταται επιπλέον και ως πιθανός πρωτονιακός δότης στο βήµα της σχάσης του 

δεσµού O–O. 
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Στη µορφή µικτού σθένους (MV-CcO) το ήδη κατά δύο ηλεκτρόνια οξειδωµένο 

ένζυµο οδηγεί την αναγωγή του µοριακού οξυγόνου µόνο µέχρι το ενδιάµεσο 607-

nm. Βάσει πειραµάτων time-resolved resonance Raman της αντίδρασης MV-

CcO/O2
27, έχει προταθεί ο µηχανισµός που φαίνεται στο σχήµα 5, για την αναγωγή 

του µοριακού O2 και τον τρόπο σχάσης του δεσµού O–O στον οποίο βασικό ρόλο 

κρατάει η τυροσίνη στο ενεργό κέντρο. Σύµφωνα µε το µηχανισµό αυτό, το µοριακό 

O2 δεσµεύεται µεταβατικά στον CuB
+1 (5a) και στη συνέχεια, η δέσµευσή του στον 

Fea3 οδηγεί στο πρώτο ενδιάµεσο όξυ, Α Fea3
3+-O2

- (5b). Ακόλουθη µεταφορά ηλε-

κτρονίου, από τον CuB
+1, που µετατρέπεται σε CuB

2+ οδηγεί στα περόξυ ενδιάµεσα 

(5c). To distal οξυγόνο στο Fea3
3+-O--O- δεσµεύεται στον CuB

2+ για τη διατήρηση 

του φορτίου και της τάξης δεσµού. Το περόξυ ενδιάµεσο αποσπά ένα πρωτόνιο (H+) 

από την κοντινή Tyr244 (5d).  Σε αυτό το σηµείο σχάζεται ο δεσµός O–O, µε το dis-

tal οξυγόνο να σχηµατίζει το υδροξύλιο στο CuB
2+-OH- ενδιάµεσο, ενώ το proximal 

οξειδώνει το Fea3  σε Fea3
IV=O. Η σχάση δύο δεσµών (Ο–Ο, Η–OTyr) είναι ταυτό-

χρονη µε το σχηµατισµό δύο άλλων (Fe=O, H–O--CuB). Σχηµατίζεται έτσι και το 

σταθερό όξο-φερρύλ ενδιάµεσο (5e). To CuB
2+-OH- διατηρεί δεσµό υδρογόνου µε το 

φαινολικό οξυγόνο της ουδέτερης ρίζας τυροσίνης. Ένας δεύτερος δεσµός υδρογόνου 

σχηµατίζεται µεταξύ του Ο2- όξο οξυγόνου στο Fea3
IV=O και του πρωτονίου στο 

CuB
2+-OH- 30. Η δοµή του ενδιαµέσου στο 5e θεωρείται ότι αντιστοιχεί στο 607-nm 

είδος. Το πρωτόνιο που παρέχει η τυροσίνη κατά τη σχάση του δεσµού O–O εµφανί-

ζεται στο υδρόξυ ενδιάµεσο Fea3
3+-OH-. Ο δεσµός στο µοριακό οξυγόνο σχάζεται 

και δηµιουργεί δύο ισχυρά οξειδωτικά µέσα: CuB
2+-His240-Tyr244O

.
 και Fea3

IV=O.  

Ο προτεινόµενος µηχανισµός του σχήµατος 5 παρουσιάζει οµοιότητες µε τη 

δηµιουργία του δεσµού O–O στον καταλυτικό κύκλο του φωτοσυστήµατος II37. Μέ-

σω της οµοιοπολικής δέσµευσης της Tyr-280/Tyr-244 στον υποκαταστάτη His-

276/His-240 του CuB είναι δυνατή η ρύθµιση του οξειδοαναγωγικού δυναµικού κα-

θώς και του pKa της τυροσίνης. Ελέγχεται µε αυτόν τον τρόπο η “ταχύτητα” της 

σχάσης, ευνοώντας και τη µετακίνηση-άντληση πρωτονίων. Ωστόσο, πρέπει να ανα-

φέρουµε σε αυτό το σηµείο ότι ο CuB
2+ (S= ½) και η τυροσίνη ως ελεύθερη ρίζα 

(S=½) στο τελικό προϊόν δεν έχουν ανιχνευτεί στο EPR για την αντίδραση MV-

CcO/O2
38. Σύζευξη spin µεταξύ της TyrO

.
 και του CuB είναι δυνατή µέσω του His-

καταλοίπου υποκαταστάτη του χαλκού. Η σύζευξη αυτή µπορεί να οδηγήσει και σε 
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σχήµα 5: Προτεινόµενος ρόλος του καταλοίπου της τυροσίνης (Tyr-244/ Tyr-280) 
στην ενεργοποίηση και αναγωγή του µοριακού οξυγόνου από την κυτοχρωµική c 
οξειδάση (ένζυµο µικτού σθένους)27. 



Κεφάλαιο I – Αναπνοή και κυτοχρωµικές c οξειδάσες                                                                              . 

απεντοπισµό του ηλεκτρονίου µεταξύ των CuB/His/TyrO. καθιστώντας τον CuB µερι-

κώς τρισθενή CuB
3+. Υπάρχουν, δηλαδή, διάφορες δοµές συντονισµού στο τελικό 

προϊόν, µε µία να φαίνεται στο σχήµα 5e, πράγµα που εν µέρει ερµηνεύει την απου-

σία σήµατος στο EPR. Ποσοστό περίπου 7%39 και 20%31c τυροσινικής ρίζας έχει ανι-

χνευτεί σε αντιδράσεις οξειδωµένου ενζύµου µε το Η2Ο2. 

 

Τοξικά, ισχυρά οξειδωτικά ενδιάµεσα στον καταλυτικό κύκλο 

 

Τα ενδιάµεσα της αναγωγής του µοριακού O2 (υπεροξειδικές, περοξειδικές και 

υδρόδυ ρίζες) αποτελούν ισχυρά οξειδωτικά και ενδεχόµενα τοξικά µέσα για τα βιο-

λογικά συστήµατα (π.χ. µεµβράνες, γενετικό υλικό). Αποτέλεσµα αυτού είναι η ανά-

πτυξη µηχανισµών προστασίας, µε έλεγχο-µεταβολισµό των τοξικών ειδών. Ταχύτα-

τη, πιθανώς, πρωτονίωση των ενδιαµέσων αυτών να οδηγεί στην ικανοποιητική ελάτ-

τωση του χρόνου παραµονής των ενδιαµέσων αυτών στα ευαίσθητα βιολογικά συ-

στήµατα4. 

 

Σύζευξη ηλεκτρονιακής και πρωτονιακής µεταφοράς στην κυτοχρωµική c 

οξειδάση 

 

Στην κυτοχρωµική c οξειδάση παρατηρείται στενή σύζευξη µεταξύ της άντλη-

σης πρωτονίων και της µεταφοράς ηλεκτρονίων που την ωθεί, όπως αναφέρθηκε. Πε-

ρόξυ και φερρύλ ενδιάµεσα οξειδώνονται µε τρόπο ικανό σε κάποιο στάδιο να υπο-

στηρίξουν µια µεταφορά πρωτονίων (κατάλληλα δυναµικά οξειδοαναγωγής), όπως 

έχει προταθεί από τους Wilkstrom et al.33a, όπως φαίνεται και στον καταλυτικό κύκλο 

(σχήµα 4). Η άντληση πρωτονίων από τη µήτρα στο διαµεµβρανικό χώρο των µιτο-

χονδρίων από τη CcO πραγµατοποιείται σε δύο στάδια. Η ελεύθερη ενέργεια από την 

µεταφορά των ηλεκτρονίων, µε σύζευξη, µεταφέρεται στην ενεργή µεταφορά των 

πρωτονίων. Κατά τη φάση που το ένζυµο οξειδώνεται, την “οξειδωτική φάση”, µετα-

φέροντας τέσσερα ηλεκτρόνια στο µοριακό O2, µεταφέρεται µέρος του πρωτονιακού 

φορτίου, ενώ όταν το ένζυµο περνά στη λεγόµενη “αναγωγική φάση”, στο τελευταίο 

ενδιάµεσο υδρόξυ, µετακινείται το υπόλοιπο πρωτονιακό φορτίο33b,c. 
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Έχουν προταθεί δύο κανάλια µεταφοράς πρωτονίων στην CcO. Τα κανάλια αυ-

τά ονοµάζονται K- και D- (σχήµα 6). Θεωρείται ότι τα κανάλια αυτά εµπλέκονται 

στη µετακίνηση των πρωτονίων που χρησιµοποιούνται στο ενεργό κέντρο για την α-

ναγωγή του O2, αλλά και για τα πρωτόνια που οδηγούνται στο διαµεµβρανικό χώρο. 

Είναι σηµαντικό να αναφέρουµε σε αυτό το σηµείο ότι στο K-κανάλι περιλαµβάνεται 

δεσµός υδρογόνου µεταξύ της Tyr280 (Tyr244) και της φαρνεσυλική αλυσίδα της αίµης 

a3
7. 

 

1.3.1 Φασµατοσκοπικές ιδιότητες, χαρακτηριστικά και χρονική ε-
ξάρτηση ενδιαµέσων της αναγωγής του µοριακού O2 σε H2O 

 

Το Ενδιάµεσο όξυ CuB
1+ Fea3

3+-O2
- 

 

Το πρώτο ενδιάµεσο στον καταλυτικό κύκλο εµφανίζεται σε χρόνο µικρότερο 

των 10 µs και η συγκέντρωσή του ελαττώνεται σε χρόνο περίπου 35-40 µs από την 

έναρξη της αντίδρασης αναγωγής24,25,26,28. Εµφανίζεται στους 568 cm-1, ενώ µετατο-

πίζεται στους 547 cm-1 (δονήσεις τάσης) µε 18Ο2 ισοτοπική αντικατάσταση σε φά-

σµατα διαφοράς συντονισµού Raman. Η δοµή του αναφέρεται ως ferric(Fe3+)-

υπεροξειδική. 

Είναι ενδιαφέρον να αναφέρουµε ότι και οι δύο οµάδες των αιµών έχουν µετα-

τραπεί σε Fe3+ µορφές κατά µεγάλο ποσοστό µέσα στα πρώτα περίπου 40 µs25. 

 

Τα Ενδιάµεσα φερρύλ ή 580-nm και P ή 607-nm Cu2+-OH- | Fea3 4+=O 

 

Τα δύο αυτά ενδιάµεσα όµοιας δοµής σχηµατίζονται µε την αναγωγή του µο-

ριακού οξυγόνου κατά τρία ηλεκτρόνια, αλλά σε διαφορετικές χρονικές κλίµακες, µε 

πρώτο να εµφανίζεται το 607-nm ενδιάµεσο29. 

Το 580-nm φερρύλ προϊόν της αναγωγής εµφανίζεται σε χρονική κλίµακα πε-

ρίπου 10 µs, παρατηρείται µέγιστο ποσοστό στα 65-100 µs και η συγκέντρωσή του 

αρχίζει να φθίνει στα 400 µε 500 µs24,25,26,28. Σε φάσµατα διαφοράς συντονισµού Ra-
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σχήµα 6: Προτεινόµενα µονοπάτια-κανάλια µεταφοράς πρωτονίων 
από τη µιτοχονδριακή µήτρα στην υποµονάδα I της κυτοχρωµικής c 
οξειδάσης (από το P. denitrificans). Στο σχήµα φαίνονται τα κατάλοι-
πα που συµµετέχουν σε κάθε κανάλι. 



Κεφάλαιο I – Αναπνοή και κυτοχρωµικές c οξειδάσες                                                                              . 

man, του έχει αποδοθεί συνεισφορά στις κορυφές στους 786 cm-1, µε ισοτοπική µετα-

τόπιση στους 750 cm-1 για 18O2 και στους 355 cm-1 25. 

Οι Ogura et al.29 αναφέρουν την ύπαρξη µιας επιπλέον κορυφής στην περιοχή 

800-805 cm-1 στα φάσµατα διαφοράς συντονισµού Raman που την αποδίδουν σε ένα 

διαφορετικό από το φερρύλ ενδιάµεσο, το ενδιάµεσο P. Οι Proshlyakov et al.30 σε 

πειράµατα µε υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) στο οξειδωµένο ένζυµο , που πραγ-

µατοποίησαν, διαπίστωσαν ότι το ενδιάµεσο αυτό είναι όξο-φερρύλ δοµής, όµοιας µε 

του φερρύλ, µε µέγιστο απορρόφησης στα 607 nm σε φάσµατα διαφοράς ορατού. Το 

607-nm ενδιάµεσο εµφανίζεται αµέσως µετά την εξαφάνιση του όξυ, Α παραγώγου 

καθώς τα περόξυ ενδιάµεσα δοµής Fe3+-O2
2-(H) στο ένζυµο µικτού σθένους (+Ο2) 

έχουν πολύ µικρούς χρόνους ζωής για να ανιχνευτούν30. Ο σχηµατισµός του ενδιαµέ-

σου P εισάγει τη σχάση του δεσµού O–O καθιστώντας µη αντιστρέψιµο το βήµα αυ-

τό του καταλυτικού κύκλου της οξειδάσης. Το 607-nm είδος µετατρέπεται στο 580-

nm ενδιάµεσο σε µια γρήγορη ισορροπία. Οι αναλογίες στις εντάσεις των κορυφών 

580nm/607nm και 786cm-1/801cm-1 εξαρτώνται από το pH κατά τρόπο όµοιο. 

Η ερµηνεία των παραπάνω διαφορών στις απορροφήσεις στο ορατό των 580-

nm και 607-nm ειδών και στις δονήσεις τάσης Fe-O των δύο ενδιαµέσων οφείλεται 

πιθανότατα σε διαφορετικές διαµορφώσεις της όξο-φερρύλ δοµής στην αίµη a3 και σε 

ηλεκτρονιακούς παράγοντες, οδηγώντας σε διαφορετική ισχύ του δεσµού Fe-O. Συ-

γκεκριµένα25,27: 

Α) Τα distal και proximal κατάλοιπα στο περιβάλλον της αίµης a3 παίζουν ση-

µαντικό ρόλο στις δονήσεις τάσης Fe-O στις αιµο-πρωτεΐνες. Οι οπτικές ιδιότητες της 

Feα3
IV=O οντότητας επηρεάζονται σηµαντικά από τη διαµόρφωση της αίµης a3, της 

βασικότητας του ενδογενούς axial υποκαταστάτη (His) και του δεσµού υδρογόνου 

στον οποίο συµµετέχει το οξυγόνο της οµάδας αυτής. 

Β) Ο µοριακός συντελεστής απορρόφησης για το ενδιάµεσο 607-nm εµφανίζε-

ται µεγαλύτερος (≈15 mΜ-1cm-1)34, σε συµφωνία µε συνήθεις όξο-φερρύλ δοµές 

χρωµοφόρων αίµης, και σε αντίθεση µε τον αντίστοιχο συντελεστή για το 580-nm 

ενδιάµεσο που εµφανίζεται µικρότερος. Ετερογενείς δεσµοί υδρογόνου και αλληλεπι-

δράσεις µε την proximal βάση οδηγούν ενδεχοµένως σε διαφορετικές διαµορφώσεις 

του 580-nm, στην ευρεία κορυφή στο φάσµα και το µικρότερο µοριακό συντελεστή 

απορρόφησης. 

 16



Κεφάλαιο I – Αναπνοή και κυτοχρωµικές c οξειδάσες                                                                              . 

Γ) Η ρίζα της τυροσίνης (CuB-His240-Tyr244
.
) µε τον CuB του χρωµοφόρου που 

εµφανίζεται κατά το σχηµατισµό του 607-nm (P) ενδιαµέσου προϋποθέτει µια πιθανή 

ηλεκτρονιακή αλληλεπίδραση µε το FeIV της αίµης a3, µετατοπίζοντας την απορρό-

φηση στο ορατό σε σχέση µε αυτή για το F είδος. 

∆) Η διαφορά στις παρατηρούµενες δονήσεις vFe=O στο Raman 804/ 786cm-1 για 

τα P/F αντίστοιχα αποδίδεται σε διαφορετικές επιδράσεις από τους proximal και dis-

tal υποκαταστάτες της αίµης a3 σε συνδυασµό µε την αλληλεπίδραση που περιγράφε-

ται στο Γ. Η δοµή του P ενδιαµέσου µε παρουσία ενός ασθενούς δεσµού υδρογόνου 

ανάµεσα στο όξο οξυγόνο και το υδροξύλιο στο CuB
2+-OH- της distal θέσης30 (σχή-

µα 6) διαφοροποιείται από αυτή του F είδους στο οποίο σχηµατίζεται επιπλέον δεύ-

τερος δεσµός υδρογόνου µε τη µετάβαση  P F, καθώς πρωτονιώνεται η ρίζα του 

καταλοίπου της τυροσίνης Tyr244. Η ύπαρξη επιπλέον δεσµού υδρογόνου στο F υπο-

στηρίζεται και από φάσµατα διαφοράς Raman Η2Ο/D2O, όπου η Raman µετατόπιση 

είναι σηµαντικότερη στο F από αυτή στο P28,35. Οι διαφορές αυτές συνιστούν και 

στην αλλαγή των οπτικών ιδιοτήτων του χρωµοφόρου της αίµης a3. 

E) Η ισχύς του δεσµού FeIV=O και κατ’ επέκταση η δονητική συχνότητα στο 

Raman µειώνεται καθώς αυξάνεται η βασικότητα του proximal υποκαταστάτη, καθώς 

δηλαδή αυξάνεται η τάση της His να προσφέρει ηλεκτρόνια στο κέντρο αυτό. Συνε-

πώς, διαφορές στη βασικότητα της His συνεισφέρουν στις φασµατοσκοπικές διαφο-

ρές των P και F όξο-φερρύλ ειδών. 

ΣΤ) Κατά τον καταλυτικό κύκλο της κυτοχρωµικής c οξειδάσης µεταβάλλεται η 

απόσταση µεταξύ των µέταλλων του διπυρηνικού κέντρου CuB-Fea3 από τα 5.2 Å 

στο ανηγµένο ένζυµο, στα 4.9 Å στην οξειδωµένη µορφή. Έχει προταθεί από την ε-

ρευνητική οµάδα του Rousseau25 ότι η µετάβαση 5.2 Å  4.9 Å συµβαίνει κατά τη 

µετατροπή P  F ενδιαµέσου, µε την απόσταση να είναι 5.2 Å στο P και να µειώνε-

ται σε 4.9 Å στο F. Η µεταβολή στην απόσταση CuB-Fea3 οδηγεί σε διαφοροποίηση 

στο περιβάλλον της αίµης a3 (διαφορές στο ορατό φάσµα), ενώ η µικρότερη απόστα-

ση που παρατηρείται επηρεάζει τη δόνηση τάσης His-Fea3
IV=O, καθώς διαφορο-

ποιούνται οι ιδιότητες της distal θέσης πλησιάζοντας το Fea3. 

 

Το υδρόξυ ενδιάµεσο CuB
2+-OH- Fea3

3+-OH- 
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Το προϊόν της αναγωγής κατά τέσσερα ηλεκτρόνια του µοριακού οξυγόνου εµ-

φανίζεται σε λιγότερο από 100 µs και φθίνει σε ποσοστό στα πρώτα ms του καταλυ-

τικού κύκλου24,25,26,28. Η δόνηση τάσης Fe-OH σε αυτό το είδος εµφανίζεται σχετικά 

χαµηλά στους 450 cm-1 (χαµηλού spin) σε σύγκριση µε τις υψηλού spin σφαιρίνες 

(490 cm-1) σε φάσµατα διαφοράς συντονισµού Raman. Έχει προταθεί η ύπαρξη ισχυ-

ρού δεσµού υδρογόνου µεταξύ του H+ στο υδροξείδιο και πιθανότατα του CuB-OH ή 

της Tyr244-OH. Η δυνατότητα δύο διαφορετικών διαµορφώσεων του υδρόξυ ενδιαµέ-

σου υποστηρίζεται από µια διαφορετική δόνηση τάσης Fe-OH που εµφανίζεται στους 

475 cm-1 32. Η τελευταία γραµµή αντιπροσωπεύει το υψηλού spin Fe-OH, ενώ η 450 

cm-1 το είδος χαµηλού spin. Υποστηρίζεται ότι το 450 είδος σχηµατίζει ισχυρότερο 

δεσµό υδρογόνου, καθώς η απόσταση CuB-Fea3 είναι µικρότερη (4.9 Å) στο οξειδω-

µένο ένζυµο, ενώ στο 475 είδος ο δεσµός υδρογόνου εξασθενεί λόγω της µεγαλύτε-

ρης απόστασης CuB-Fea3 (5.2 Å) στην ανηγµένη µορφή του ενζύµου25. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ II – θεωρητικές µελέτες του διπυρηνικού 
κέντρου χαλκού-σιδήρου στην κυτοχρωµική c οξειδά-
ση 
 

2.1 Εισαγωγή 

 

Τα οξειδοαναγωγικά µεταλλικά κέντρα ενζύµων στις ζωτικές βιολογικές διαδι-

κασίες (όπως το φωτοσύστηµα II και η κυτοχρωµική c οξειδάση) καθώς επίσης και η 

διαλεύκανση του µηχανισµού δράσης τους αποτελούν αντικείµενο πειραµατικής µε-

λέτης για δεκαετίες. Ωστόσο, οι θεωρητικοί υπολογισµοί µε ακριβείς µεθόδους κβα-

ντικής χηµείας άρχισαν να εφαρµόζονται σε αυτά τα συστήµατα µόλις λίγα χρόνια 

πριν. Μελέτες αυτού του είδους προϋποθέτουν τον προσδιορισµό όλων των ενδιαµέ-

σων στον καταλυτικό κύκλο, µεταβατικών καταστάσεων και ενεργειών ενεργοποίη-
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σης. Πολύπλοκα ενζυµικά συστήµατα, όπως αυτά που αναφέρθηκαν παραπάνω, ανα-

πτύχθηκαν από τους οργανισµούς για την αποδοτικότερη παραγωγή ενέργειας κατά 

το µεταβολισµό. Η πολυπλοκότητα των µεταλλικών / ενεργών κέντρων των ενζύµων 

αυτών καθυστέρησε αρκετά και την εφαρµογή των µεθόδων της κβαντικής χηµείας 

στην αναζήτηση του τρόπου δράσης τους. Ενεργά κέντρα, λοιπόν, που περιλαµβά-

νουν περισσότερα από 30 άτοµα καθώς επίσης και µεταβατικά στοιχεία όπως ο Fe, 

αποτελούν σηµαντική πρόκληση για την κβαντική χηµεία µε τους υπολογισµούς να 

περιορίζονται και από την υπάρχουσα υπολογιστική ισχύ. Ακόµα και µε τον περιορι-

σµό του αριθµού των ατόµων που χρησιµοποιούνται για το µοντέλο µελέτης του ε-

νεργού κέντρου ενός ενζύµου (λαµβάνοντας υπόψη – για παράδειγµα – µόνο την 

πρώτη σφαίρα υποκατάστασης στο µεταλλικό κέντρο), η ύπαρξη µεταβατικών στοι-

χείων οδήγησε στην ανεύρεση νέων αποδοτικότερων µεθόδων, σχετικά πρόσφατα. Ο 

περιορισµός που τίθεται στις διάφορες υπολογιστικές µεθόδους, καθώς επίσης και το 

κριτήριο ακρίβειάς τους είναι η συµφωνία µε τις πειραµατικές µελέτες. 

Αξίζει να αναφέρουµε σε αυτό το σηµείο ότι η εφαρµογή κβαντικών υπολογι-

στικών µεθόδων ακόµα και σε πολύ απλά συστήµατα, όπως για παράδειγµα στην α-

ντίδραση µεµονωµένων µεταβατικών στοιχείων µε αλκένια, παρέχει σηµαντικές πλη-

ροφορίες που βρίσκουν ισχύ και σε ευρύτερα συστήµατα όπως την οµογενή κατάλυ-

ση ενεργοποίησης του δεσµού C-H του µεθανίου από RhCp(CO)1. Έτσι, παρουσιάζε-

ται η δυνατότητα χρήσης απλούστερων µοντέλων του ενεργού κέντρου ενός ενζύµου 

(κυρίως των υποκαταστατών στο κεντρικό µέταλλο), παρέχοντας παράλληλα σηµα-

ντικές πληροφορίες διαλεύκανσης του µηχανισµού δράσης τους. 

 

2.2 Η µέθοδος DFT (Density Functional Theory) και η εφαρµο-

γή της στα βιολογικά συστήµατα 

 

Ένα σηµαντικό βήµα προς την κατεύθυνση µελέτης πολύπλοκων συστηµάτων 

έγινε µε την ανάπτυξη υπολογιστικών µεθόδων µεγάλης ακρίβειας βάσει της Density 

Functional Theory ή θεωρίας του Συναρτησιακού της Ηλεκτρονιακής πυκνότητας2. Η 

εφαρµογή των µεθόδων αυτών αποδίδει πολύ ικανοποιητικά για τα µεγάλα συστήµα-

τα µορίων. Έτσι, τα σύµπλοκα µεταβατικών στοιχείων που απαντώνται στα ενεργά 

κέντρα των υπό µελέτη βιολογικών συστηµάτων περιγράφονται µε την κβαντική χη-

 22



Κεφάλαιο II – Θεωρητικές µελέτες του διπυρηνικού κέντρου χαλκού-σιδήρου στην κυτοχρωµική c 
οξειδάση                                                                                                                                                      . 

µεία χρησιµοποιώντας τη DFT στους υπολογισµούς. Όπως θα γίνει περισσότερο κα-

τανοητό παρακάτω, η θεωρία του συναρτησιακού της ηλεκτρονιακής πυκνότητας αυ-

ξάνει την ακρίβεια στους υπολογισµούς µε το να εισάγει στις συναρτήσεις όρους που 

εξαρτώνται από τη διαβάθµιση της ηλεκτρονιακής πυκνότητας, περιγράφοντας ικα-

νοποιητικότερα ενέργειες ανταλλαγής (exchange energies). Οι DFT µέθοδοι περι-

λαµβάνουν τις επιδράσεις της ηλεκτρονιακής συσχέτισης (electron correlation) – το 

γεγονός ότι τα ηλεκτρόνια σε ένα µοριακό σύστηµα αντιδρούν το ένα στην κίνηση 

του άλλου και προσπαθούν να κρατούνται εκτός της πορείας το ένα του άλλου. Οι 

Hartree-Fock (HF) υπολογισµοί λαµβάνουν υπόψη αυτό το χαρακτηριστικό σε µικρό 

βαθµό, καθώς κάθε ηλεκτρόνιο “αισθάνεται” και αντιδρά σε µια µέση ηλεκτρονιακή 

πυκνότητα. Επιπλέον, η εισαγωγή µερικών ηµιεµπειρικών και σωστών παραµέτρων 

δυναµικού ανταλλαγής (exchange potential/ energy) έδωσε ώθηση στην ακρίβεια της 

µεθόδου οδηγώντας σε µια υβριδική DFT. 

 

2.2.1 Η κβαντική προσέγγιση της θεωρίας του συναρτησιακού της 
ηλεκτρονιακής πυκνότητας 

 

Οι µέθοδοι DFT  υπολογίζουν την ηλεκτρονιακή συσχέτιση µέσω γενικών συ-

ναρτησιακώνb της ηλεκτρονιακής πυκνότητας. Τα συναρτησιακά στη DFT διαιρούν 

την ηλεκτρονιακή ενέργεια σε διακεκριµένες συνιστώσες που υπολογίζονται χωρι-

στά: την κινητική ενέργεια, την αλληλεπίδραση ηλεκτρονίου-πυρήνα, την άπωση 

Coulomb και µια παράµετρο ανταλλαγής-συσχέτισης που αντιπροσωπεύει το υπόλοι-

πο από την αλληλεπίδραση ηλεκτρονίου-ηλεκτρονίου (η οποία χωρίζεται και αυτή σε 

διακεκριµένες συνιστώσες ανταλλαγής και συσχέτισης). Το δυναµικό αυτό αποτελεί 

µια συνεισφορά στο δυναµικό εξωτερικού πεδίου Veff(r), το οποίο δρα ως εξωτερικό 

δυναµικό µη αλληλεπιδρόντων ηλεκτρονίων. Αναφέρονται δύο θεµελιώδεις προσεγ-

γίσεις της µεθόδου DFT: η προσέγγιση της τοπικής σπινο-ηλεκτρονιακής πυκνότητας 

(ΤΣΗΠ) , µε τα συναρτησιακά ανταλλαγής και συσχέτισης (local exchange and cor-

relation functionals) να περιλαµβάνουν µόνο τις τιµές των πυκνοτήτων των ηλεκτρο-

νιακών spin, και τη γενικευµένη προσέγγιση της απόκλισης της πυκνότητας (gradient 

                                                 
b Συναρτησιακό, στα µαθηµατικά, ορίζεται ως η συνάρτηση µιας συνάρτησης. Στην DFT τα συναρτη-
σιακά είναι συναρτήσεις της ηλεκτρονιακής πυκνότητας n(r), που είναι µε τη σειρά τους συνάρτηση 
των συντεταγµένων στο χώρο. 
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corrected functionals), µε τα συναρτησιακά να περιλαµβάνουν τις τιµές της πυκνότη-

τας των ηλεκτρονιακών spin, αλλά και τις αποκλίσεις τους. 

Η θεωρία του συναρτησιακού της ηλεκτρονιακής πυκνότητας βασίζεται κυρίως 

στην παρατήρηση – θεώρηµα των Hohenberg-Kohn ότι η ολική ενέργεια E[n], της 

βασικής κατάστασης οποιουδήποτε πολυηλεκτρονιακού συστήµατος, είναι ένα µονα-

δικό συναρτησιακό της πυκνότητας, n(r), των ηλεκτρονίων. Τα προσεγγιστικά συ-

ναρτησιακά που χρησιµοποιούν οι σηµερινές DFT µέθοδοι, χωρίζουν την ηλεκτρο-

νιακή ενέργεια ως εξής: 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]H ext XCE n T n E n E n E n= + + + (1) 

Το T[n] είναι το συναρτησιακό της κινητικής ενέργειας από την µετακίνηση 

των ηλεκτρονίων, το ΕΗ[n] είναι ο ηλεκτροστατικός όρος του συναρτησιακού αλλη-

λεπίδρασης ηλεκτρονίου-ηλεκτρονίου (Ue-e(r)) που οφείλεται στο δυναµικό Hartree 

VH
e-e(r), το Eext[n] αντιπροσωπεύει την ενέργεια του εξωτερικού πεδίου, και το 

EXC[n] είναι η παράµετρος ανταλλαγής-συσχέτισης που περιλαµβάνει το υπόλοιπο 

µέρος από τις αλληλεπιδράσεις ηλεκτρονίου-ηλεκτρονίου: U n . [ ] [ ] [ ]e e
H XCE n E n− = +

Το δεύτερο θεµελιώδες θεώρηµα της DFT αναφέρει ότι το συναρτησιακό της 

ολικής ενέργειας E[n], έχει ένα ελάχιστο στην ενέργεια της βασικής κατάστασης και 

στη σωστή φυσική ηλεκτρονιακή πυκνότητα της βασικής κατάστασης. Τα δύο θεω-

ρήµατα µας επιτρέπουν την εύρεση της εξίσωσης καθορισµού του συναρτησιακού 

από την απαίτηση να έχουµε ελάχιστο της ενέργειας, το οποίο, σύµφωνα µε την αρχή 

των µεταβολών, καθορίζεται από τη σχέση: ( )[ ] ( ) 0E n n r drδ λ− =∫ (2), όπου λ ένας 

πολλαπλασιαστής LaGrange. Η εξίσωση (2), λαµβάνοντας υπόψη τις επιµέρους συ-

νεισφορές από τα συναρτησιακά της εξίσωσης (1), µετασχηµατίζεται στην: 

( ) ( ) 0
( ) eff
Tn r V r dr

n r
δδ λ
δ
 

+ − 
 

∫ = , µε ( ')( ) ' ( )
( ) | ' |
XC

eff ext
E n r dr v r
n r r r

V r δ
δ

= + +
−∫  

Η ολική ενέργεια του συστήµατος παίρνει τη µορφή: 

1

1 ( ) ( ')[ ] ' [ ] ( )
2 | ' | ( )

N
XC

N XC
N

En r n rE n drdr E n n r dr
r r n r

δε
δ=

= − + −
−∑ ∫ ∫ , µε 

 n r  και 2

1
( ) | ( ) |

N

i
i

r
=

= Ψ∑ 21 ( ) ( ) 0
2 eff i iV r rε − ∇ + − Ψ = 

 
. 

Όταν το δυναµικό Veff(r) είναι γνωστό, µπορούµε εύκολα να υπολογίσουµε τη 

λύση n(r) που αντιπροσωπεύει το υπό µελέτη σύστηµα. Ωστόσο, πρέπει να καθορι-
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στεί το άγνωστο συναρτησιακό EXC[n] της ενέργειας ανταλλαγής και συσχέτισης, που 

συνήθως υπολογίζεται µε προσεγγιστικές µεθόδους: 

Α) [ ] ( ( )) ( )XC XCE n n r n r drε= ∫ , µε ( ( ))XC n rε  η ενέργεια ανταλλαγής και συσχέ-

τισης ανά ηλεκτρόνιο σ’ ένα οµογενές ηλεκτρονιακό αέριο πυκνότητας n(r)=n. Η ε-

νέργεια αυτή υπολογίζεται από τη θεωρία του οµογενούς ηλεκτρονιακού αερίου. Η 

παραπάνω εξίσωση για την EXC[n] αναφέρεται στην προσέγγιση της τοπικής ηλε-

κτρονιακής πυκνότητας. 

Β) , όπου  οι πυκνότητες των 

ηλεκτρονίων µε προβολή spin +½ και –½ αντίστοιχα και 

[ , ] [ ( ) ( )] ( )XC XCE n n n r n r n r drε↑ ↓ ↑ ↓= ⋅∫ ( ), ( )n r n r↑ ↓

( )n r n ( ) ( )r n r↑ ↓= + . Η πα-

ραπάνω εξίσωση αφορά την προσέγγιση της τοπικής σπινο-ηλεκτρονιακής πυκνότη-

τας. 

 

2.2.2 Η µέθοδος DFT/B3LYP 

 

Η µέθοδος DFT που χρησιµοποιείται ευρύτατα στα βιολογικά συστήµατα είναι 

η υβριδική B3LYP17. Στις υβριδικές µεθόδους, το συναρτησιακό ανταλλαγής ορίζεται 

ως ένας γραµµικός συνδυασµός Hartree-Fock, local και gradient-corrected παραµέ-

τρων ανταλλαγής. Αυτό το συναρτησιακό ανταλλαγής στη συνέχεια συνδυάζεται µε 

ένα local και / ή gradient-corrected συναρτησιακό. 

Ο Becke17 όρισε συναρτησιακά που περιλαµβάνουν ένα µίγµα από Hartree-

Fock και DFT  παραµέτρους ανταλλαγής (ΕΧ), µαζί µε DFT παραµέτρους συσχέτισης 

(ΕC), όπως: , όπου τα c είναι σταθερές. Η B3LYP Μέθο-

δος του Becke ορίζεται ως εξής: 

hybrid HF DFT
XC HF X DFT XCE c E c E= +

88 3 3
3 0 ( ) (XC LDA HF LDA B VWN LYP VWN

B LYP X X X X X C C C CE E c E E c E E c E E= + − + ∆ + + −

/LYP LYP
X CE E

3 LDA
X

) , όπου οι 

παράµετροι είναι:  ανταλλαγής/ συσχέτισης των Lee, Yang και Parr, 

 συσχέτισης των Vosko, Wilk, και Nusair, VWN
CE E  ανταλλαγής από το συναρτη-

σιακό τοπικής ανταλλαγής (local exchange functional) και τελευταία η  gradi-

ent-corrected ανταλλαγής που όρισε ο Becke, βασιζόµενος στην . Στο συναρτη-

σιακό B3LYP, οι παράµετροι c προσδιορίστηκαν από τον Becke προσαρµόζοντάς τις 

σε ενέργειες ατοµοποίησης, δυναµικά ιονισµού, πρωτονιακές συγγένειες και ατοµικές 

88B
XE

LDA
XE
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ενέργειες: c0=0.20, cX=0.72 και cC=0.81, χρησιµοποιώντας το συναρτησιακό συσχέ-

τισης των Perdew-Wang και όχι των VWN3, LYP. 

Σηµαντικό είναι ότι οι ίδιες σταθερές c βρίσκουν ισχύ µε διαφορετικά συναρτη-

σιακά, εµπεριέχοντας προφανώς τη φυσική ερµηνεία ενός τέτοιου µίγµατος παραµέ-

τρων που πρότεινε ο Becke. 

 

2.2.3 Η ακρίβεια στους υπολογισµούς των χρησιµοποιούµενων 
µεθόδων, εφαρµογές στα βιολογικά συστήµατα 

 

Με τις υβριδικές συναρτήσεις που εισάγονται στην DFT µπορούµε και λαµβά-

νουµε αποτελέσµατα που συγκρίνονται σε ακρίβεια µε τις πιο ακριβείς ab initio (από 

βασικές αρχές, µε αποκλειστικά µεθόδους της κβαντικής χηµείας) µεθόδους µε πολύ 

λιγότερο υπολογιστικό κόστος, όµοιο µε αυτό ενός υπολογισµού HF. Με φυσιολογι-

κές διαφορές που κυµαίνονται µόλις λίγα kcal/mol από τα πειραµατικά δεδοµένα, οι 

υβριδικές συναρτήσεις υπολογίζουν ενέργειες µε υψηλή ακρίβεια. Ωστόσο, πρέπει να 

λαµβάνεται υπόψη ότι το σφάλµα στην υπολογιζόµενη ενέργεια ενεργοποίησης (ε-

νεργειακό φράγµα) για µια ενζυµική κατάλυση δεν είναι µικρότερο από 3–5 kcal/mol. 

Το όριο αυτό των 3–5 kcal/mol θέτει περιορισµό στο είδος των µηχανισµών που συ-

γκρίνονται και στα ερωτηµατικά που απαντώνται, για την εύρεση του πιθανότερου 

µηχανισµού in vivo. Μηχανισµοί µε διαφορές στις ενέργειες µικρότερες ή ίσες των 3–

5 kcal/mol δεν µπορούν να συγκριθούν και µε ασφάλεια να καθοριστεί ο πιθανότε-

ρος. Στα βιολογικά συστήµατα, κατά συνέπεια, µόνο ορισµένες µηχανιστικές λεπτο-

µέρειες µπορούν να εξακριβωθούν από την κβαντική χηµεία, µε τις µεθόδους DFT. 

Στην κυτοχρωµική c οξειδάση, στο στάδιο της σχάσης του δεσµού στο µοριακό οξυ-

γόνο, οι διάφοροι προτεινόµενοι µηχανισµοί διαφέρουν περισσότερο από 15 

kcal/mol4,5. Το αποτέλεσµα είναι να µπορεί να διασαφηνιστεί µε ασφάλεια ο πιθανό-

τερος µηχανισµός βάσει της κβαντικής χηµείας στα µοντέλα που χρησιµοποιούνται 

για το ενεργό κέντρο της CcO. 

Οι Curtiss et al.18 έδειξαν ότι η B3LYP µέθοδος είναι ανώτερη σε σχέση µε τις 

άλλες DFT µεθόδους που αναφέρονται στη βιβλιογραφία, µε µέση ενεργειακή διαφο-

ρά από τα πειραµατικά 3.11 kcal/mol. Πρόσφατη µελέτη της ίδιας ερευνητικής οµά-

δας19, σε ενθαλπίες σχηµατισµού, δυναµικά ιονισµού, ηλεκτροσυγγένειες και πρωτο-

νιακές συγγένειες µεγαλύτερου αριθµού και µεγέθους µορίων έδωσε µέσο όρο δια-
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φοράς ενέργειας 4.27 (ή 3.29 kcal/mol όταν χρησιµοποιηθούν µόνο µόρια µε µικρό 

αριθµό δεσµών που σχηµατίζονται, όπως συµβαίνει και στην περίπτωση της αναγω-

γής του µοριακού οξυγόνου από τη CcO). Στην ίδια µελέτη το µέσο σφάλµα στον υ-

πολογισµό αποστάσεων δεσµών ανέρχεται στα 0.008 Å, ενώ για τις γωνίες στις 0.610 

στην B3LYP µέθοδο. 

Η εφαρµογή της B3LYP µεθόδου, όµως, στα βιολογικά συστήµατα, όπως την 

κυτοχρωµική c οξειδάση, περιλαµβάνει υπολογισµούς µε µεταβατικά στοιχεία (Fe 

και Cu της πρώτης σειράς). Σε µια µελέτη των ενεργειών δεσµών M-R (όπου M µε-

ταβατικό στοιχείο της πρώτης σειράς και R: H, CH3, CH2, OH) το µέσο απόλυτο 

σφάλµα κυµαίνεται µεταξύ 3-5 kcal/mol20, ενώ για M-CO ενέργειες δεσµών το 

σφάλµα µειώνεται σε 3 kcal/mol περίπου. 

Σε αντιδράσεις όπως αυτές της ενεργοποίησης και αναγωγής του µοριακού οξυ-

γόνου, µε διαµορφώσεις των µεταβατικών καταστάσεων (TS ≠ ) παρόµοιας σχετικά 

ενέργειας, είναι δύσκολο µε µία µόνο µέθοδο (B3LYP) να περιγραφούν ικανοποιητικά 

αυτές οι  και οδηγούµαστε σε ελάχιστα υψηλότερα ενεργειακά φράγµατα. Συνή-

θως η B3LYP µέθοδος χρησιµοποιείται για βελτιστοποιηµένες γεωµετρίες µε µέτρια 

σετ βάσεων, ενώ οι ενέργειες υπολογίζονται µε µεγαλύτερα σετ βάσεων. 

TS ≠

 

2.3 Ακολουθία υπολογισµών: η µεθοδολογία στην κβαντική 

προσέγγιση 

 

Έχουν αναπτυχθεί αρκετές µεθοδολογίες αντιµετώπισης των ενζυµικών συστη-

µάτων και της εύρεσης ενδιάµεσων προϊόντων και µεταβατικών καταστάσεων στον 

καταλυτικό τους κύκλο. Η ερευνητική οµάδα της Blomberg, M3,4,5 έχει εφαρµόσει ένα 

πρωτόκολλο υπολογισµών στην κυτοχρωµική c οξειδάση4 µε αποτελέσµατα που ερ-

µηνεύουν εν µέρει τις πειραµατικές παρατηρήσεις. 

 

Τα ενδιάµεσα προϊόντα και οι µεταβατικές καταστάσεις 

 

Αρχικά, η υβριδική DFT µέθοδος B3LYP χρησιµοποιείται στην βελτιστοποίηση 

της γεωµετρίας των επιλεγµένων µοντέλων για τα µεταλλικά κέντρα. Επιπλέον ακρί-

βεια στους υπολογισµούς αυτούς εισάγεται µε το πάγωµα ορισµένων παραµέτρων – 
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για παράδειγµα ατοµικών αποστάσεων και γωνιών – στις αντίστοιχες που έχουν βρε-

θεί από την κρυσταλλική δοµή των ενζύµων, οδηγώντας σε µια constrained (περιορι-

στική) βελτιστοποίηση µοριακής δοµής. Σε αυτό το στάδιο των υπολογισµών, χρησι-

µοποιείται το σετ βάσεωνc LANL2DZ6. Το σετ αυτό βάσεων περιλαµβάνει τυπικά 

double-ζd σετ βάσεων για όλα τα ελαφριά στοιχεία, ενώ για τα µεταβατικά µέταλλα 

(όπως ο σίδηρος και ο χαλκός στο διπυρηνικό κέντρο της κυτοχρωµικής c οξειδάσης) 

χρησιµοποιείται ένα µη σχετικιστικό αποτελεσµατικό πυρηνικό δυναµικό (effective 

core potential, ECP). Στις περισσότερες των περιπτώσεων προσδιορίζονται αρχικά 

προσεγγιστικές µεταβατικές καταστάσεις. Ο προσδιορισµός βασίζεται στο πάγωµα 

µίας ή δύο παραµέτρων σε διαφορετικές τιµές στο µοντέλο, στη βελτιστοποίηση των 

υπολοίπων βαθµών ελευθερίας και στην εύρεση του µεγίστου σε ένα ενεργειακό διά-

γραµµα των δοµών που προκύπτουν. Οι παράµετροι που παγώνουν σε διάφορες τιµές 

είναι κυρίως διαφορετικά µήκη δεσµών που δηµιουργούνται ή σχάζονται κατά την 

κατάλυση. Χρησιµοποιώντας την προσεγγιστική µεταβατική κατάσταση, που προσ-

διορίστηκε στο προηγούµενο βήµα, ως δοµή εκκίνησης, πραγµατοποιείται ο υπολογι-

σµός της Hessian, ώστε να έχουµε µια πλήρη βελτιστοποίηση της µεταβατικής κατά-

στασης. Για τους υπολογισµούς των Hessians, δηλαδή των δευτέρων παραγώγων της 

ενέργειας συναρτήσει των πυρηνικών συντεταγµένων, το χρησιµοποιούµενο σετ βά-

σεων είναι επίσης το LANL2DZ. 

 

Οι σχετικές ενέργειες και οι ενέργειες ενεργοποίησης 

 

Στους θεωρητικούς υπολογισµούς στρέφουµε κυρίως το ενδιαφέρον µας στις 

σχετικές ενέργειες µεταξύ των βελτιστοποιηµένων δοµών των ενδιάµεσων προϊόντων 

καθώς επίσης και στις ενέργειες ενεργοποίησης. Οι ενέργειες ενεργοποίησης υπολο-

γίζονται ως η ενεργειακή διαφορά µεταξύ του αντιδρώντος και µιας µεταβατικής κα-

τάστασης. Η επιλογή του ευνοϊκότερου µεταξύ διαφορετικών ενδεχόµενων µηχανι-

                                                 
c Σετ βάσεων (σύνολο συναρτήσεων) είναι µια µαθηµατική περιγραφή (αναπαράσταση) των µοριακών 
τροχιακών σε ένα µόριο. Το σετ βάσεων ορίζει µια οµάδα βασικών συναρτήσεων σε κάθε άτοµο στο 
µόριο για την προσέγγιση των τροχιακών του. Αυτές οι βασικές συναρτήσεις προέρχονται από γραµ-
µικό συνδυασµό συναρτήσεων Gaussian (G). Το σετ βάσεων µπορεί να ερµηνευτεί ως ο περιορισµός 
κάθε ηλεκτρονίου σε µια συγκεκριµένη περιοχή του χώρου. Μεγαλύτερα σετ βάσεων επιβάλουν λιγό-
τερους περιορισµούς στα ηλεκτρόνια στο χώρο και προσεγγίζουν µε µεγαλύτερη ακρίβεια τα µοριακά 
τροχιακά. Ωστόσο, τέτοια σετ βάσεων απαιτούν µεγαλύτερη υπολογιστική ισχύ. 
d Το double-ζ σετ βάσεων σχηµατίζει όλα τα µοριακά τροχιακά µε γραµµικούς συνδυασµούς δύο µεγε-
θών συναρτήσεων για κάθε ατοµικό τροχιακό. 
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σµών βασίζεται στη σύγκριση των ενεργειών ενεργοποίησης σε κάθε περίπτωση. 

Υψηλές ενέργειες ενεργοποίησης προϋποθέτουν αργές αντιδράσεις, γεγονός που δε 

χαρακτηρίζει τα ενζυµικά συστήµατα που µελετώνται. Οι διαφορά µεταξύ των ενερ-

γειών ενεργοποίησης βάσει των προσεγγιστικών µεταβατικών καταστάσεων και αυ-

τών που υπολογίζονται από τις πλήρως βελτιστοποιηµένες µεταβατικές καταστάσεις 

είναι µόλις λίγα kcal/mol, όπως παρατηρείται4. Για τους παραπάνω ενεργειακούς υ-

πολογισµούς πραγµατοποιούνται περαιτέρω βελτιστοποιήσεις των δοµών των µετα-

βατικών καταστάσεων και των ενδιαµέσων χρησιµοποιώντας τη B3LYP µέθοδο µε 

µεγαλύτερα σετ βάσεων που περιλαµβάνουν συναρτήσεις διάχυσηςe και ένα µοναδικό 

σετ συναρτήσεων πόλωσηςf σε κάθε άτοµο. 

 

Το πρωτεϊνικό περιβάλλον των µεταλλικών κέντρων στα ένζυµα 

 

Στην εφαρµογή των θεωρητικών υπολογισµών για τα βιολογικά συστήµατα που 

µελετώνται δε πρέπει να παραβλέπουµε το γεγονός ότι τα µεταλλικά κέντρα στα έν-

ζυµα περιβάλλονται κυρίως από αµινοξικά κατάλοιπα και πιθανώς µόρια νερού. Αν 

και έχει βρεθεί γενικά ότι η επίδραση του περιβάλλοντος του µεταλλικού κέντρου, 

που µελετάται µε την κβαντική µηχανική, στις διάφορες οξειδοαναγωγικές αντιδρά-

σεις δεν είναι σηµαντική (≤ ± kcal/mol), ωστόσο χρησιµοποιούνται µέθοδοι προσο-

µοίωσης αυτού του περιβάλλοντος. Σε περίπτωση που διαπιστώνεται µεγάλη επίδρα-

ση του διηλεκτρικού δυναµικού στους υπολογισµούς, πιθανότατα το χηµικό µοντέλο 

που επιλέχτηκε να µην είναι το κατάλληλο ανά περίπτωση. Χρησιµοποιώντας, λοι-

πόν, απλές µεθόδους (µοντέλα διαλυτών) που περιλαµβάνουν κοιλότητες στο σχήµα 

των µορίων που µελετώνται

3

9, είναι εφικτή η σχετικά ρεαλιστική αναπαράσταση της 

φυσιολογικής δράσης του ενζύµου. Η διηλεκτρική σταθερά (Ε) της πρωτεΐνης αποτε-

λεί τη µόνη εµπειρική παράµετρο που εισάγεται στις παραπάνω µεθόδους, περιλαµ-

βάνοντας και την επίδραση από τα µόρια του νερού. Η τιµή του E που χρησιµοποιεί-

                                                 
e Οι συναρτήσεις διάχυσης είναι µεγαλύτερες εκδόσεις των s- και p- τύπου συναρτήσεων (στις τυπικές 
συναρτήσεις σθένους-µεγέθους). Επιτρέπουν στα τροχιακά να καταλαµβάνουν µεγαλύτερη περιοχή 
του χώρου. Χρησιµοποιούνται σε συστήµατα µε τα ηλεκτρόνια να βρίσκονται σχετικά µακριά από τον 
πυρήνα. Τέτοιες βάσεις είναι οι 6-31+G(d) και 6-31++G(d) µε συναρτήσεις διάχυσης στα βαριά άτοµα 
η πρώτη και επιπλέον στα άτοµα υδρογόνου η δεύτερη. 
f Πολωµένα σετ βάσεων προσθέτουν d συναρτήσεις στα άτοµα άνθρακα, f συναρτήσεις στα µεταβατι-
κά στοιχεία και µερικές από αυτές προσθέτουν και p συναρτήσεις στα άτοµα υδρογόνου. Έτσι, περι-
γράφεται µαζί µε το µέγεθος, επιπλέον και το σχήµα των τροχιακών ακριβέστερα. Παραδείγµατα: 6-
31G(d), 6-31G(d,p). 
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ται για τις διάφορες πρωτεΐνες, όπως και στην περίπτωση της κυτοχρωµικής c οξει-

δάσης είναι 44,5. Στο τελευταίο βήµα, λοιπόν, περιλαµβάνονται υπολογισµοί για τις 

επιδράσεις του διηλεκτρικού δυναµικού Ε στις ήδη βελτιστοποιηµένες δοµές που 

προσδιορίστηκαν στα προηγούµενα στάδια. Το διηλεκτρικό δυναµικό εισάγεται 

στους υπολογισµούς στο επίπεδο B3LYP, ωστόσο µε το µικρότερο σετ βάσεων. 

Τα µοντέλα διαλύτη που χρησιµοποιούνται για συστήµατα σε µη υδατικά δια-

λύµατα αναφέρονται ως Self-Consistent Reaction Field (SCRF) ή µέθοδοι αυτοσυνε-

πούς πεδίου αντίδρασης. Όλες οι µέθοδοι αυτές προσοµοιώνουν το διαλύτη (ή πρω-

τεϊνικό περιβάλλον) ως ένα συνεχές και οµογενές µέσο διηλεκτρικής σταθεράς ε (το 

πεδίο αντίδρασης). Το σύστηµα τοποθετείται σε µια κοιλότητα µέσα στο διαλυτικό 

µέσο. Οι διαφορές που παρουσιάζονται στα διάφορα µοντέλα SCRF εντοπίζονται, 

στη ουσία, στον τρόπο ορισµού της κοιλότητας αυτής και του πεδίου αντίδρασης. Στο 

σχήµα 7 παρουσιάζονται τα διαφορετικά µοντέλα που έχουν αναπτυχθεί για τις µεθό-

δους SCRF. Στο πιο απλό SCRF µοντέλο (Α) το σύστηµα καταλαµβάνει µια σταθερή 

σφαιρική κοιλότητα ακτίνας a0 στο µέσο-διαλύτη. Κάποιο δίπολο στο µόριο δηµιουρ-

γεί επαγόµενο δίπολο στο µέσο, και το ηλεκτρικό πεδίο που εφαρµόζεται από το µέ-

σο-δίπολο µε τη σειρά του θα αλληλεπιδράσει µε το µοριακό δίπολο, οδηγώντας στη 

συνολική σταθεροποίηση του συστήµατος. Το δεύτερο µοντέλο (Β) ορίζει την κοιλό-

τητα ως την ένωση µιας σειράς εµπλεκόµενων σφαιρών. Η επίδραση της πολωσιµό-

τητας του διαλύτη-µέσου αναπαρίσταται αριθµητικά, καθώς υπολογίζεται από αριθ-

µητική ολοκλήρωση, όπως συµβαίνει και στα δύο επόµενα µοντέλα (C, D). Το µο-

ντέλο IPCM (C) ορίζει την κοιλότητα ως µια επιφάνεια ίδιας πυκνότητας του µορίου. 

Αυτή η επιφάνεια προσδιορίζεται από µια επαναληπτική διαδικασία στην οποία 

πραγµατοποιείται ένας αυτοσυνεπής κύκλος. Η σύγκλιση στον κύκλο γίνεται χρησι-

µοποιώντας την τρέχουσα κοιλότητα ισοπυκνότητας (isodensity). Η προκύπτουσα 

κυµατοσυνάρτηση χρησιµοποιείται στον υπολογισµό µιας καινούριας κοιλότητας ι-

σοπυκνότητας και στη συνέχεια ο κύκλος επαναλαµβάνεται µέχρι το σχήµα της κοι-

λότητας να µη µεταβάλλεται κατά τον SCF κύκλο. Με την παραπάνω διαδικασία, η 

επιφάνεια ισοπυκνότητας (isodensity) αντιστοιχεί στο ενεργό σχήµα του µορίου όσο 

δυνατό περισσότερο. Το τελευταίο µοντέλο (SCIPCM, D) περιλαµβάνει την επίδρα-

ση της διαλυτοποίησης ενσωµατώνοντάς την στον κύκλο SCF του µοντέλου IPCM, 

παρά σε ένα επόµενο βήµα. Έτσι, το µοντέλο SCIPCM λαµβάνει υπόψη του τη σύ-

ζευξη µεταξύ της κοιλότητας και της ηλεκτρονιακής πυκνότητας και περιλαµβάνει 

όρους σύζευξης που δεν υπάρχουν στην IPCM µέθοδο. 
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σχήµα 7: ∆ιάφορα µοντέλα που έχουν αναπτυχθεί για να 
προσοµοιώσουν το διαλύτη (ή πρωτεϊνικό περιβάλλον) 
στους θεωρητικούς υπολογισµούς 
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Το υπολογιστικό πακέτο που χρησιµοποιείται είναι το GAUSSIAN7 ή το JAG-

UAR8. 

 

2.4 Μοντέλα µεταλλικών κέντρων στους θεωρητικούς υπολο-

γισµούς για την κυτοχρωµική c οξειδάση 

 

Εισαγωγικά, θα µπορούσαµε να αναφέρουµε ότι η επιλογή του µοντέλου που θα 

προσοµοιώνει το ενεργό κέντρο ενός ενζύµου επηρεάζει και τα αποτελέσµατα των 

θεωρητικών υπολογισµών. Σηµαντική είναι, ωστόσο, η παρατήρηση ότι η επιλογή 

διαφορετικών υποκαταστατών για το µέταλλο στο µεταλλικό κέντρο δεν διαφορο-

ποιεί ιδιαίτερα τα αποτελέσµατα, σε αντίθεση µε την οξειδωτική κατάσταση του µε-

τάλλου που κατέχει καθοριστικό ρόλο στην έκβαση των υπολογισµών3. Γενικά, έχει 

παρατηρηθεί ότι η σύγκλιση στους υπολογισµούς επιτυγχάνεται ευκολότερα για µια 

σιδηροµαγνητική, παρά για την κατάλληλη αντισιδηροµαγνητική σύζευξη στα µε-

ταλλικά κέντρα11. 

Το διπυρηνικό κέντρο στην κυτοχρωµική c οξειδάση, όπως αναφέρθηκε προη-

γούµενα, αποτελείται από δύο µέταλλα – ένα CuB υποκατεστηµένο µε τρεις ιστιδίνες 

(Ηis) και ένα Fea3 στην αίµη a3 µε πέµπτο υποκαταστάτη µια ιστιδίνη. Απλοποιώντας 

τους υπολογισµούς σε µια προσπάθειά µας να µειώσουµε τον αριθµό των ατόµων στα 

χρησιµοποιούµενα µοντέλα, οι ιστιδίνες µπορούν να αντικατασταθούν από ιµιδαζόλια 

(Im) και τα ιµιδαζόλια από αµµωνίες (NH3
+) σε ένα ακόµα απλούστερο υπό µελέτη 

σύστηµα. Αν και στην αµµωνία δεν υπάρχει η ηλεκτρονιακή σύζευξη που εµφανίζε-

ται στο ιµιδαζόλιο, ωστόσο, οι επιδράσεις στην ηλεκτρονιακή δοµή εµφανίζονται πα-

ρόµοιες και στα δύο είδη υποκαταστατών (µε µόλις 0.2 kcal/mol διαφορά στην ενέρ-

γεια ενεργοποίησης που υπολογίζεται3). Οι παραπάνω προσεγγίσεις στους υποκατα-

στάτες των µετάλλων πρέπει να λαµβάνουν υπόψη και την πιθανή αλλαγή που επιφέ-

ρουν στο δίκτυο των δεσµών υδρογόνου του κέντρου. Η NH3
+, για παράδειγµα, ευνο-

εί τη δηµιουργία περισσότερων δεσµών υδρογόνου από το ιµιδαζόλιο. Πρέπει να ση-

µειωθεί ότι η αυξηµένη επίδραση της διηλεκτρικής σταθεράς (µοντέλο διαλύτη) 

στους υπολογισµούς µπορεί να περιοριστεί χρησιµοποιώντας ένα περισσότερο ρεαλι-

στικό µοντέλο. Μια τέτοια επίδραση µπορεί να εµφανιστεί και σε περιπτώσεις όπου 
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στο σύστηµα έχουµε µεταφορά ηλεκτρονίου, χωρίς να έχουµε τη δυνατότητα χρήσης 

ρεαλιστικότερου µοντέλου, περιορίζοντας σχετικά την ακρίβεια των υπολογισµών10. 

 

Το διπυρηνικό κέντρο CuB-Fea3 στην κυτοχρωµική c οξειδάση 

 

Οι M.R.A. Blomberg et al.3,4,5 έχουν προτείνει ορισµένα µοντέλα που προσο-

µοιώνουν το διπυρηνικό κέντρο στη CcO, µε τις ατοµικές αποστάσεις σε αυτά να δια-

τηρούνται σε όσο το δυνατό πλησιέστερες τιµές των αντιστοίχων από την κρυσταλλι-

κή δοµή, κατά τους θεωρητικούς υπολογισµούς. Χρησιµοποιούν σύνθετα ή απλού-

στερα µοντέλα, ανάλογα την περίπτωση και την απαιτούµενη ακρίβεια, χωρίς όµως ο 

αριθµός των ατόµων να ξεπερνάει τα 50, καθιστώντας τους υπολογισµούς µεταβατι-

κών καταστάσεων εφικτούς. 

Στο µεγαλύτερο µοντέλο του CuB, τα κατάλοιπα ιστιδίνων που συναρµόζουν 

τον CuB αντικαθίστανται από ιµιδαζόλια (Im) και το σύστηµα ιστιδίνης-τυροσίνης 

στο ενεργό κέντρο αντικαθίσταται από φαινόλη οµοιοπολικά δεσµευµένη σε ιµιδαζό-

λιο (Ν–C οµοιοπολικός δεσµός). Ωστόσο, στο µοντέλο για το διπυρηνικό κέντρο, τα 

ιµιδαζόλια αντικαθίστανται από αµµωνίες, εκτός από το Im στο σύστηµα ιµιδαζολί-

ου-φαινόλης. Στην ανηγµένη µορφή του ενζύµου, ο CuB έχει αριθµό οξείδωσης +1, 

που µπορεί να εισαχθεί στους υπολογισµούς µε δύο τρόπους: χρησιµοποιώντας θετι-

κό φορτίο (+1) στο σύµπλοκο του CuB ή αποπρωτονιώνοντας ένα υποκαταστάτη ιµι-

δαζόλιο (ή αµµωνία) σχηµατίζοντας ένα ουδέτερο σύµπλοκο. Το εκτεταµένο δίκτυο 

δεσµών υδρογόνου στην κυτοχρωµική c οξειδάση που περιλαµβάνει και την His290 

(υποκαταστάτη του CuB στη CcO από τη µοσχαρίσια καρδιά) δίνει τη δυνατότητα 

στο σύµπλοκο να εναλλάσσεται – πιθανότατα – µεταξύ θετικά φορτισµένου και ουδέ-

τερου ανάλογα µε την κατάσταση πρωτονίωσης της His29012. Στους υπολογισµούς 

χρησιµοποιείται το θετικό φορτίο (+1) στο σύµπλοκο CuB. 

Για το σύµπλοκο Fe-αίµη a3 χρησιµοποιείται µια µη υποκατεστηµένη πορφυρί-

νη, ενώ ο 5ος υποκαταστάτης – ένα κατάλοιπο ιστιδίνης αντικαθίσταται από ιµιδαζό-

λιο (Im). Σε ένα απλούστερο µοντέλο, το οποίο και χρησιµοποιείται στους υπολογι-

σµούς µε το διπυρηνικό κέντρο, η πορφυρίνη αντικαθίσταται από δύο χηλικούς υπο-

καταστάτες NH=CH-NH-, όπως και σε άλλες µελέτες µε πορφυρίνη13, ενώ η αξονική 

ιστιδίνη από αµµωνία (ΝΗ3). 

Στο σχήµα 8 παριστάνονται τα µοντέλα που παρουσιάστηκαν πιο πάνω. 
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Τα µεγαλύτερα µοντέλα χρησιµοποιούνται στην αποτίµηση της ακρίβειας των 

µικρότερων που χρησιµοποιούνται στο διπυρηνικό κέντρο και σε ορισµένες περιπτώ-

σεις στις διορθωτικές επεµβάσεις στα αποτελέσµατα από τα απλούστερα µοντέλα. 

Ωστόσο, όπως βρέθηκε, τα µικρότερα µοντέλα αναπαράγουν τα αποτελέσµατα από 

τα µεγαλύτερα και πιο ρεαλιστικά σχετικά καλά5. Οι διορθώσεις που εισάγονται 

στους υπολογισµούς, µε τα µεγαλύτερα µοντέλα, αφορούν κυρίως: α) την ισχύ του 

δεσµού O–H του νερού που είναι χαλαρά συναρµοσµένο στο χαλκό CuB (σύµπλοκο 

CuB-OH2) που διαφέρει κατά +4.3 kcal/mol από το µεγαλύτερο στο µικρότερο µο-

ντέλο, β) η ισχύς του δεσµού O–H στο σύµπλοκο (a3)Fe(III)-O-O-H (περόξυ ενδιά-

µεσο) που διαφέρει κατά +5.7 kcal/mol από το µικρότερο στο µεγαλύτερο µοντέλο4,5. 

Η συγκεκριµένη σχετικά µεγάλη διαφορά στις ενέργειες δεσµού οφείλεται κυρίως 

στη µεγάλη ισχύ του δεσµού Fe–O στο (a3)Fe(II)-O2 είδος, όπως υπολογίζεται στα 

µοντέλα. 

Ένα σηµαντικό πρόβληµα που δεν έχει αντιµετωπιστεί ακόµα σε ορισµένες πε-

ριπτώσεις είναι ο σχηµατισµός δεσµών υδρογόνου που δεν ανταποκρίνονται στα δε-

δοµένα της κρυσταλλικής δοµής (πλασµατικών) κατά τα βήµατα µιας αντίδρασης ή η 

αδυναµία εισαγωγής δεσµών υδρογόνου στις θέσεις που απαιτούνται. Συνέπεια αυτής 

της δυσκολίας είναι ο συνυπολογισµός του σχηµατισµού ή της διάσπασης δεσµών 

υδρογόνου στους υπολογισµούς σχετικών ενεργειών. Επειδή έχει παρατηρηθεί ότι η 

µεταβολή στους δεσµούς υδρογόνου είναι µικρότερη µεταβαίνοντας από το ενδιάµε-

σο στην αµέσως επόµενη µεταβατική κατάσταση (TS ≠ ) οι ενέργειες ενεργοποίησης 

είναι σχετικά αξιόπιστες, σε αντίθεση µε τις σχετικές ενέργειες µεταξύ ενδιαµέσων 

προϊόντων όπου απαιτείται µεγαλύτερη προσοχή στα εξαγόµενα συµπεράσµατα. 

 

2.5 Θεωρητικές µηχανιστικές µελέτες του διπυρηνικού κέ-

ντρου χαλκού-σιδήρου της κυτοχρωµικής c οξειδάσης 

 

Οι θεωρητικές µελέτες στην κυτοχρωµική c οξειδάση αφορούν το διπυρηνικό 

κέντρο CuB-Fea3 και συγκεκριµένα το στάδιο της σχάσης του δεσµού O–O, µε τη 

σύγκριση των ενεργειών ενεργοποίησης και των σχετικών ενεργειών από διαφορετι-

κούς πιθανούς µηχανισµούς. Όπως είναι γνωστό, η κυτοχρωµική c οξειδάση έχει υ-

ψηλό αριθµό µετατροπής (turnover number ~1000 s-1). Επιπλέον, µετατρέπει σχεδόν 
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όλη την ελεύθερη ενέργεια αναγωγής του µοριακού οξυγόνου σε ATP. Έτσι, δε θα 

πρέπει να υπάρχουν υψηλές ενέργειες ενεργοποίησης σε οποιοδήποτε βήµα, διαφορε-

τικά η όλη διαδικασία της αναγωγής θα ήταν πολύ αργή. Επίσης, κάθε επιµέρους α-

ντίδραση (βήµα) θα πρέπει να χαρακτηρίζεται από θερµοουδετερότητα, διαφορετικά 

η ενέργεια θα ελευθερωνόταν ως θερµότητα. Οι Karpefors et al.14 υπολόγισαν την 

ενέργεια ενεργοποίησης για τη σχάση του δεσµού στο µοριακό O2 σε 6.4 kcal/mol 

από την κλίση της καµπύλης ln(k) ως προς 1/T (Arrhenius plot). Συµπερασµατικά, 

µηχανισµοί που µελετώνται θεωρητικά, για να έχουν ισχύ in vivo, θα πρέπει να δί-

νουν ενέργειες ενεργοποίησης που κυµαίνονται όσο το δυνατό γύρω από αυτή την 

τιµή. 

Αρχικές θεωρητικές µελέτες έδειξαν ότι ο δεσµός O–O µπορεί και σχάζεται στο 

επίπεδο αναγωγής κατά τρία ηλεκτρόνια, µε σχεδόν θερµοουδέτερη αντίδραση, σχη-

µατίζοντας ένα όξο-φερρύλ είδος και µια ρίζα τυροσίνης, ξεκινώντας από δύο διαφο-

ρετικές αρχικές δοµές: µια γεφυρωµένη Fe-O-O-CuB, είτε µια Fe-O-O-H δοµή, µε 

το πρωτόνιο (H+) να προέρχεται από ένα µόριο H2O κοντά στον CuB
5. Ωστόσο, και 

στις δύο περιπτώσεις το ενεργειακό φράγµα της σχάσης του O2 είναι απαγορευτικό (~ 

30 kcal/mol), καθώς υπάρχει µια ασθενής ηλεκτρονιακή σύζευξη µεταξύ της τυροσί-

νης και του οξειδοαναγωγικά ενεργού κέντρου Fea3. Το ενδεχόµενο ύπαρξης είτε ρί-

ζας τυροσίνης (παρέχοντας ηλεκτρόνιο και πρωτόνιο), ή πορφυρινικής ρίζας σε αυτό 

το στάδιο δε διασαφηνίζεται κατά τους υπολογισµούς, ωστόσο βρέθηκε ότι η ρίζα 

τυροσίνης δεν επηρεάζει τόσο ενεργειακά, όσο εµπλέκεται στην άντληση πρωτονίων 

που συζευγνύεται µε την αναγωγή του µοριακού οξυγόνου5. Στην περίπτωση της αρ-

χικής δοµής Fe-O-O-H, λαµβάνοντας υπόψη ότι η τυροσίνη (His276-

Tyr280OH/His240-Tyr244OH) παρέχει ένα πρωτόνιο και ένα ηλεκτρόνιο κατά το στά-

διο σχάσης του O2, είναι αναγκαία η διαθεσιµότητα ενός επιπλέον πρωτονίου στο δι-

πυρηνικό κέντρο, ώστε να µειωθεί η ενέργεια ενεργοποίησης της σχάσης4,5. Μια πι-

θανή πηγή προέλευσης αυτού του επιπλέον πρωτονίου προτείνεται ότι είναι η φαρνε-

συλική αλυσίδα της αίµης a3 που σχηµατίζει δεσµό υδρογόνου µε την τυροσίνη στο 

ενεργό κέντρο και βρίσκεται στο τέλος του K-καναλιού µεταφοράς πρωτονίων. Το 

υδροξύλιο –OH της φαρνεσυλική αλυσίδας σε συντονισµό µε το σύστηµα των π-

τροχιακών της αίµης a3 έχει υψηλή πρωτονιακή συγγένεια. 

Στο σχήµα 9 παρουσιάζονται ορισµένοι µηχανισµοί που έχουν µελετηθεί4,5 στο 

διπυρηνικό κέντρο της κυτοχρωµικής c οξειδάσης, καθώς επίσης και οι ενέργειες ε-

νεργοποίησης που αντιστοιχούν στον καθένα4: 
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Σχήµα 9: Στάδια – µηχανισµοί της αναγωγής του µοριακού 
οξυγόνου από την CcO που έχουν µελετηθεί µε θεωρητικούς 
υπολογισµούς. Ea οι ενέργειες ενεργοποίησης σε κάθε βήµα. 
 

 
Σχήµα 10: Ενέργειες ενεργοποίησης κατά 
την αναγωγή του µοριακού οξυγόνου στην 
CcO (προτεινόµενος µηχανισµός). 
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(Α) Ένα µόριο H2O κοντά στο κέντρο CuB παρέχει ένα πρωτόνιο H+ στο όξυ 

Fe-O2 ενδιάµεσο και ο χαλκός παρέχει ένα ηλεκτρόνιο µεταβαίνοντας σε +2 οξειδω-

τική κατάσταση, σχηµατίζοντας τα ενδιάµεσα Fe(III)-O-O-H και CuB(II)-OH. To 

Fe(III)-O-O-H σχηµατίζει δεσµό υδρογόνου µε την TyrOH. Η πολλαπλότητα για το 

διπυρηνικό κέντρο Fe(III)-CuB(II) είναι 3 (triplet), µε σιδηροµαγνητική σύζευξη. 

(Β) Ένα µόριο H2O σχηµατίζει δεσµούς υδρογόνου µεταξύ του distal οξυγόνου 

στο Fe-O-O-CuB ενδιάµεσο και της τυροσίνης. Η τυροσίνη προσφέρει ένα πρωτόνιο 

και ένα ηλεκτρόνιο κατά τη σχάση του δεσµού στο µοριακό οξυγόνο. 

(Γ) Εναλλακτικά του (Β), το τρίτο ηλεκτρόνιο προέρχεται από την αίµη a3-Fe 

και η τυροσίνη δε παρέχει το πρωτόνιο για τη σχάση του O–O δεσµού, αλλά αυτό 

προέρχεται από – πιθανότατα – τη φαρνεσυλική αλυσίδα (H3O+ στο σχήµα). Σε αυτή 

την περίπτωση υποστηρίζεται ότι η σχηµατιζόµενη ρίζα µεταφέρεται από την πορφυ-

ρίνη στην τυροσίνη σε ένα εξώθερµο βήµα αµέσως µετά τη σχάση του δεσµού O–O, 

καθώς δεν ανιχνεύονται πορφυρινικές ρίζες. Ο σχηµατισµός της ρίζας TyrO
.
 από την 

τυροσίνη ευνοείται µόνο στην περίπτωση που η τυροσίνη δηµιουργεί δεσµό υδρογό-

νου µε µια σχετικά ισχυρή βάση10. Η φαρνεσυλική αλυσίδα, ως βάση, µειώνει το δυ-

ναµικό ιονισµού της τυροσίνης σε τιµές µικρότερες αυτών του πορφυρινικού δακτυ-

λίου, µε αποτέλεσµα τον απεντοπισµό της ρίζας στο προϊόν µεταξύ τυροσίνης και 

πορφυρινικού δακτυλίου. Έχει προταθεί, επίσης, ότι το επιπλέον πρωτόνιο H+ στο 

τέλος της αντίδρασης σχάσης του δεσµού O–O πηγαίνει στην υδρόξυ οµάδα του CuB, 

ευνοώντας τη ρίζα τυροσίνης, καθώς το CuB-OH2 είναι ισχυρότερη βάση από το 

υδροξύλιο της φαρνεσυλικής αλυσίδας4. 

Οι υπολογισµοί δείχνουν ότι ένα ενδιάµεσο CuB(III) είναι λιγότερο σταθερό 

κατά 7 kcal/mol σε σύγκριση µε το σχηµατισµό της ρίζας του καταλοίπου της τυρο-

σίνης4. 

Συγκρίνοντας τις διάφορες ενέργειες ενεργοποίησης, οι Blomberg et al.4 πρότει-

ναν το µηχανισµό του σχήµατος 10, για την ενεργοποίηση και αναγωγή του µορια-

κού οξυγόνου, όπου το καθοριστικό για την ταχύτητα της αναγωγής βήµα είναι η 

σχάση του µορίου του H2O και ο σχηµατισµός του Fe-O-O-H ενδιαµέσου. Αυτό το 

βήµα χαρακτηρίζεται από µεγάλο εντροπικό περιεχόµενο, πράγµα που δικαιολογεί 

και τη χαµηλή εξάρτηση της ταχύτητας της αντίδρασης αναγωγής του O2 από τη θερ-

µοκρασία. Όπως διαπιστώνεται από τον προτεινόµενο µηχανισµό, το Fe(III)-O2H 
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περόξυ ενδιάµεσο δεν είναι αρκετά σταθερό, µε αποτέλεσµα ο δεσµός O–O να σχά-

ζεται µε χαµηλό ενεργειακό φράγµα. 

Ωστόσο, οι Bassan et al.15, σε θεωρητικές µελέτες για την στερεοειδική οξείδω-

ση υδρογονανθράκων, παρουσία H2O2, από σύµπλοκα Fe(TPA)g, προτείνουν ότι η 

ετερολυτική σχάση του δεσµού O–O είναι υπεύθυνη για το σχηµατισµό ενός υψηλού 

σθένους Fe-όξο είδους FeV=O που οδηγεί στη στερεοειδική υδροξυλίωση των αλκε-

νίων. Ενώ, η οµολυτική σχάση του δεσµού οδηγεί στο σχηµατισµό ενός FeIV=O εί-

δους και µιας ρίζας 
.
OH. Έτσι, στην παραπάνω αντίδραση και τα δύο ηλεκτρόνια που 

απαιτούνται για την ετερολυτική σχάση του δεσµού O–O παρέχονται από το σίδηρο, 

οξειδώνοντάς τον στην +5 κατάσταση. Το FeV=O ενδιάµεσο µπορεί να συγκριθεί µε 

το ενδιάµεσο είδος [(porf.)FeIV=O]+ στο κυτόχρωµα P450, όπου ο πορφυρινικός δα-

κτύλιος παρέχει το ένα ηλεκτρόνιο, σχηµατίζοντας την πορφυρινική ρίζα, ενώ ο σί-

δηρος οξειδώνεται µέχρι την +4 (φερρύλ) κατάσταση. Από τα παραπάνω, γίνεται κα-

τανοητό ότι µια κατάσταση FeV για το σίδηρο της αίµης a3 θα µπορούσε να είναι εφι-

κτή, αν και δεν έχουν ανιχνευτεί τα αντίστοιχα ενδιάµεσα, καθιστώντας τον Fea3 ως 

την πηγή του τρίτου ηλεκτρονίου που απαιτείται για τη σχάση του δεσµού στο µορια-

κό οξυγόνο. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ III – ΒΑΣΙΚΕΣ ΑΡΧΕΣ ΚΑΙ ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ 
ΤΗΣ ∆ΟΝΗΤΙΚΗΣ ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑΣ FTIR ΚΑΙ RA-
MAN 

 

3.1 Εισαγωγή 

 

Φασµατοσκοπία είναι η µελέτη της αλληλεπίδρασης της ηλεκτροµαγνητικής 

ακτινοβολίας (φως, ραδιοκύµατα, ακτίνες x, κλπ.) µε την ύλη. Τα µόρια, που αποτε-

λούνται από ηλεκτρικά φορτισµένους πυρήνες και ηλεκτρόνια, µπορούν και αλληλε-

πιδρούν µε το ταλαντευόµενο ηλεκτρικό και µαγνητικό πεδίο του φωτός και απορρο-

φούν την ενέργεια που µεταφέρει. Ένα µόριο δεν αλληλεπιδρά µε κάθε είδος ακτινο-

βολίας που θα συναντήσει, αλλά µόνο µε αυτή που φέρει τη σωστή ποσότητα ενέρ-

γειας, ώστε να το προάγει από ένα ξεχωριστό ενεργειακό επίπεδο σε άλλο. Με ακτι-

νοβολία (φως) υπέρυθρων συχνοτήτων (100-5000 cm-1) το µόριο µπορεί να µεταβεί 

από ένα δονητικό ενεργειακό επίπεδο σε άλλο. Η ενέργεια µιας τέτοιας ακτινοβολίας 

(1.2-60 KJ/mol) είναι αρκετή, ώστε να προκαλέσει δονήσεις στα µόρια που την α-

πορροφούν. Ωστόσο, οι περιστροφικές ενέργειες των µορίων είναι ακόµα µικρότερες 
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από τις δονητικές, µε αποτέλεσµα η συγκεκριµένη ακτινοβολία να είναι ικανή να 

προκαλέσει παράλληλα και περιστροφικές µεταπτώσεις Στην περίπτωση αυτή, η φα-

σµατοσκοπία ονοµάζεται δονητική (vibrational spectroscopy). Τα δονητικά φάσµατα 

συνήθως µετρούνται µε δύο διαφορετικές τεχνικές. Στην υπέρυθρη (IR) φασµατο-

σκοπία, φως όλων των διαφορετικών συχνοτήτων περνάει µέσα από ένα δείγµα και 

µετράται η ένταση του φωτός που διαπερνά σε κάθε συχνότητα. Στη φασµατοσκοπία 

Raman µελετάµε το φως που σκεδάζεται από το δείγµα και όχι αυτό που διαπερνά. 

Στην περίπτωση αυτή, χρησιµοποιείται φως µιας συχνότητας (µονοχρωµατική ακτινο-

βολία) και µάλιστα µεγαλύτερης συχνότητας από τις υπέρυθρες, καθώς µετρώνται οι 

διαφορές |vo – vi|h της Raman σκεδαζόµενης ακτινοβολίας, µε το ∆Ε=h| vo – vi| να 

αντιστοιχεί σε ενέργειες που απορροφώνται από το δείγµα. 

 

3.2 Η φασµατοσκοπία υπερύθρου FT-IR 

 

3.2.1 Το συµβολόµετρο του MICHELSON 

 

Τα περισσότερα συµβολόµετρα (interferometers) που χρησιµοποιούνται σήµερα 

στην υπέρυθρη φασµατοσκοπία έχουν τη θεωρητική τους βάση στο συµβολόµετρο 

δύο δεσµών που σχεδίασε ο Michelson το 1821 (σχήµα 11). Παρακάτω θα γίνει µια 

αναφορά στον τρόπο λειτουργίας του συµβολόµετρου αυτού και στη µέτρηση του 

υπέρυθρου φάσµατος. 

Η βασική αρχή λειτουργίας του συµβολόµετρου του Michelson είναι ο διαχωρι-

σµός µιας δέσµης ακτινοβολίας σε δύο πορείες και στη συνέχεια ο ανασυνδυασµός 

των δύο δεσµών µετά την εισαγωγή µιας διαφοράς φάσης διαδροµής. ∆έσµη 

ακτινοβολίας από µια εξωτερική πηγή προσπίπτει στο διαχωριστή δέσµης που 

βρίσκεται µεταξύ δύο κάθετων µεταξύ τους καθρεπτών. Ο ένας µπορεί και κινείται µε 

σταθερή ταχύτητα ή να καταλαµβάνει διακριτές θέσεις ανά σταθερά τµήµατα κατά 

µήκος ενός άξονα κάθετου στο επίπεδό του και για σταθερά µικρά χρονικά 

διαστήµατα (κινούµενος καθρέπτης). Ο δεύτερος καθρέπτης είναι σταθερός. 

                                                

Η δέσµη, περνώντας  από το διαχωριστή δέσµης, ανακλάται µερικώς στο στα-

θερό καθρέπτη στο σηµείο M2 και αναµεταδίδεται µερικώς στον κινούµενο καθρέπτη 
 

h Οι διαφορές |vo – vi| βρίσκονται στην υπέρυθρη περιοχή συχνοτήτων. 
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Σχήµα 11:  Σχηµατική αναπαράσταση του συµβολόµετρου του MICHEL-
SON. Τα µικρότερα βέλη δείχνουν την ακτινοβολία που ανακλάται από 
τους καθρέπτες M1 και M2, καθώς και την ακτινοβολία που επιστρέφει 
στην πηγή. 
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στο σηµείο M1. Οι δύο δέσµες ανακλώνται πίσω στο διαχωριστή δέσµης όπου και 

αλληλεπιδρούν. Η δέσµη που ανακλάται από το σηµείο M2 έχει διανύσει συνολικά 

απόσταση 2l, µέχρι το διαχωριστή δέσµης, ενώ αυτή από το σηµείο M1, απόσταση 

συνολικά 2(l+x), καθώς το σηµείο M1 µπορεί και κινείται. Οι αλληλεπιδρόµενες δέ-

σµες ανακλώνται και αναµεταδίδονται µερικώς και πάλι. Κατά την αλληλεπίδραση, η 

ένταση κάθε δέσµης ακτινοβολίας εξαρτάται από τη διαφορά δ=2x. Στο φασµατοφω-

τόµετρο, µετράµε την ένταση της ακτινοβολίας συναρτήσει της µετατόπισης x και 

προκύπτει το συµβολογράφηµα. Με µετασχηµατισµό Fourier στο συµβολογράφηµα 

παίρνουµε το φάσµα απλής δέσµης (single-beam spectrum). Παρά το γεγονός ότι οι 

δύο δέσµες περιέχουν τις ίδιες πληροφορίες, συνήθως ανιχνευτής υπάρχει για την κά-

θετη της δέσµης από την πηγή. Η δέσµη αυτή διέρχεται από το δείγµα και τελικά 

φτάνει στον ανιχνευτή. 

Για µια µονοχρωµατική πηγή 1v
λ

= , όταν δ=0, όλη η ακτινοβολία από την πη-

γή φτάνει στον ανιχνευτή (σε ένα ιδανικό διαχωριστή δέσµης), ενώ για δ=λ/2, στον 

ανιχνευτή δε φτάνει δέσµη. Γενικά, η ένταση I(δ) της ακτινοβολίας που φτάνει στον 

ανιχνευτή είναι: ( ) 0.5 ( )[1 cos(2 )]I v vδ π δ= Ι + , ενώ όταν δ=nλ, µε n ακέραιο, είναι 

( ) ( )I I vδ = . Το συµβολογράφηµα, στην περίπτωση αυτή, δίνεται από τη σχέση: 

( ) 0.5 ( ) cos(2 )I I v vδ π δ= . Εισάγοντας την παράµετρο ( ) 0.5 ( ) ( )B v H v I v=  που α-

ντιστοιχεί στην ένταση της ακτινοβολίας της πηγής σε µήκος κύµατος v τροποποιη-

µένη από τα χαρακτηριστικά του συµβολόµετρου (µη ιδανικό), παίρνουµε το συµβο-

λογράφηµα: ( ) ( ) cos(2 )I B v vδ π δ= . Το φάσµα υπολογίζεται από το συµβολογράφη-

µα ως το συνηµίτονωειδές της Fourier µετατροπής του ( )I δ . 

Στην περίπτωση πολυχρωµατικής συνεχούς πηγής, το συµβολογράφηµα δίνεται 

από τη σχέση: ( ) ( ) cos(2 )I B v v dvδ π
+∞

−∞

= ∫ δ , µε 
0

( ) ( ) cos(2 )B v I v dδ π δ δ
+∞

= ∫ . Το 

( )B v  είναι το φάσµα απλής δέσµης (single-beam spectra) που αναφέρθηκε παραπά-

νω. 

 

3.2.2 ∆ονητική φασµατοσκοπία, µηχανική και κβαντική προσέγγι-
ση 

 

 41



Κεφάλαιο III – Βασικές αρχές και εφαρµογές της δονητικής φασµατοσκοπίας FTIR και RAMAN          . 

Στη φασµατοσκοπία υπερύθρου µελετάµε την απορρόφηση υπέρυθρου φωτός 

από το δείγµα συναρτήσει της συχνότητας. Το µόριο απορροφά ενέργεια ∆Ε=hv από 

την IR πηγή (που εκπέµπει ακτινοβολία έντασης I) σε κάθε δονητική µετάβαση. Σύµ-

φωνα µε το νόµο των Lambert-Beer, η ένταση της IR ακτινοβολίας που δεν απορρο-

φάται από το δείγµα θα είναι: , όπου ε (M0
CdI I e ε−= -1cm-1) είναι ο µοριακός συντε-

λεστής απορρόφησης, d (cm) είναι το µήκος της κυψελίδας όπου βρίσκεται το δείγµα 

και C (M) είναι η συγκέντρωση του δείγµατος. H % διαπερατότητα T ορίζεται ως 

0

(%) 100IT x
I

= , ενώ η απορρόφηση A ως: 0log IA
I

ε= = Cd . Στα φάσµατα IR συνή-

θως αναφέρεται η απορρόφηση συναρτήσει του κυµατάριθµου 1/v λ= . Στη φασµα-

τοσκοπία υπερύθρου, το ηλεκτροµαγνητικό πεδίο του φωτός αλληλεπιδρά µε το µό-

ριο στην περίπτωση που έχει διπολική ροπή µ. Χωρίς διπολική ροπή, δεν έχουµε δυ-

νάµεις που µεταβάλουν το µόριο (όχι περιστροφικές και δονητικές µεταβάσεις). Για 

τις δονητικές µεταβάσεις, η διπολική ροπή µ πρέπει να µεταβάλλεται: ως κανόνας 

επιλογής 0
q
µ∂

≠
∂ 

 
  , µε q µια κανονική συντεταγµένη του µορίου. 

Στην περίπτωση ενός διατοµικού µορίου, θεωρούµε ότι η συµπεριφορά των πυ-

ρήνων κατά τη δόνηση είναι αντίστοιχη των δύο σφαιρών στον αρµονικό ταλαντωτή 

(σχήµα 12). Με την εφαρµογή του νόµου του Hooke, η δύναµη επαναφοράς F, δίνε-

ται από τη σχέση: , µε το k να είναι η σταθερά επαναφοράς (N/m) και το q 

να παίρνει τιµές . Το δυναµικό για τον αρµονικό ταλαντωτή, σε αυτή την 

περίπτωση, είναι: . Σύµφωνα µε την κβαντική 

προσέγγιση για τον αρµονικό ταλαντωτή, ένα µόριο ανηγµένης µάζας µ µπορεί να 

έχει µόνο διακριτά ενεργειακά δονητικά επίπεδα που αντιστοιχούν στον κβαντικό α-

ριθµό v: 

F k= −

0q r r= −

dV = −

q

kqFdq kqdq= + 2(1/ 2)V⇒ =

( 1/ 2) / ( 1/ 2)
2v
hE v k v hµ ω
π

= + ≡ + , µε 1 /
2

kω µ
π

= , 0,1,2,3,...v =  

1 2

1 2

m m
m m

µ =
+

 

Στην προσέγγιση του αρµονικού ταλαντωτή, το µόριο έχει ισαπέχοντα δονητικά 

ενεργειακά επίπεδα ( E hω∆ = ) και ενέργεια µηδενικού σηµείου + (1/ 2)hω . Από τα 

δονητικά φάσµατα διατοµικών µορίων µπορούµε να υπολογίσουµε την σταθερά επα-

ναφοράς (ισχύ) του χηµικού δεσµού. 
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Σχήµα 12: Ο αρµονικός ταλαντωτής 

 
 

 
 

Σχήµα 13: Το φαινόµενο Raman σχηµατικά. Ε0 και Ε1 αφορούν ηλεκτρο-
νιακές ενεργειακές καταστάσεις και v1, v2, v3 και v4 τα δονητικά ενερ-
γειακά επίπεδα της βασικής ηλεκτρονιακής κατάστασης (Ε0). 
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Ωστόσο, στη φύση, τα µόρια δε µπορούν να περιγραφούν ικανοποιητικά από το 

µοντέλο του αρµονικού ταλαντωτή, καθώς µε την αύξηση του δονητικού κβαντικού 

αριθµού, η ενέργεια µετάβασης µειώνεται έως ότου το µόριο σε κάποιο σηµείο να 

διασπαστεί. Το δυναµικό “πηγάδι” ενός µορίου περιγράφεται σχετικά καλά από το 

δυναµικό του Morse: , όπου D2(1 )q
eV D e β−= − e είναι το βάθος του “πηγαδιού” 

δυναµικού και το β είναι µια παράµετρος της καµπυλότητας στον πάτο του 

“πηγαδιού”. Στην περίπτωση αυτή, τα ενεργειακά επίπεδα από το δυναµικό του 

Morse, έχουν ως εξής: 22) ( 1/ 2)e ex vω ω− +( 1/eE v= + , όπου το eω  είναι κατ’ 

αντιστοιχία µε τον αρµονικό ταλαντωτή και το exεω  αντιπροσωπεύει την αναρµονική 

διόρθωση. Με το δυναµικό Morse, η διαφορά ενέργειας σε µια δονητική διέγερση 

(από το κατώτερο ενεργειακά επίπεδο) στο διατοµικό µόριο είναι: 0vE E E∆ = − , 

δηλαδή: ( 1)ex v v +e eE vω ω∆ = − . 

Στην περίπτωση των πολυατοµικών µορίων, οι δονήσεις είναι περισσότερο πο-

λύπλοκες και περιγράφονται από ένα σύστηµα συζευγµένων µη αρµονικών ταλαντω-

τών. Γενικά, ένα µόριο µε N άτοµα θα έχει 3N-6 ανεξάρτητες βασικές δονήσεις 

(modes of vibration)i. Ένα γραµµικό µόριο θα έχει 3N-5 ανεξάρτητες βασικές δονή-

σεις (ή εσωτερικούς βαθµούς ελευθερίας). Το δονητικό φάσµα ενός πολυατοµικού 

µορίου σχηµατίζεται από τις εσωτερικές κινήσεις του. Οι εσωτερικές κινήσεις του 

µορίου είναι οι συνισταµένες των βασικών του δονήσεων (συζευγµένο σύστηµα ανε-

ξάρτητων αρµονικών ταλαντωτών). 

Γίνεται κατανοητό από τα παραπάνω ότι το δονητικό του φάσµα χαρακτηρίζει 

απόλυτα ένα µόριο. 

 

3.3 Η Φασµατοσκοπία Raman 

 

3.3.1 Περιγραφή του φαινοµένου Raman µε την κλασσική µηχανική 

 

Στη φασµατοσκοπία Raman, το δείγµα αλληλεπιδρά µε ακτινοβολία (v0) στη 

UV-Visible περιοχή του φάσµατος και το σκεδαζόµενο φως παρατηρείται συνήθως σε 

                                                 
i Στον κανονικό τρόπο δόνησης, όλα τα άτοµα του µορίου δονούνται µε την ίδια συχνότητα και περ-
νούν ταυτόχρονα από τις θέσεις ισορροπίας τους. 
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κατεύθυνση κάθετη αυτής της προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Όπως φαίνεται στο σχή-

µα 13, το σκεδαζόµενο φως είναι δύο ειδών: το σκεδαζόµενο Rayleigh, που είναι 

µεγαλύτερης έντασης και έχει την ίδια συχνότητα µε την προσπίπτουσα ακτινοβολία 

(v0) και το σκεδαζόµενο Raman, που είναι αρκετά ασθενέστερο (~10-5 της προσπί-

πτουσας ακτινοβολίας), και έχει συχνότητες 0 iv v± , όπου vi είναι µια δονητική συ-

χνότητα του µορίου. Οι γραµµές 0 iv v+  και 0 iv v− , που προκύπτουν από ανελαστική 

σκέδαση του φωτός, ονοµάζονται anti-Stokes και Stokes αντίστοιχα. Για τις Stokes 

γραµµές, το µόριο από το βασικό δονητικό επίπεδο v1 διεγείρεται, απορροφώντας ε-

νέργεια , σε ένα ενεργειακό εικονικό επίπεδο από το οποίο αποδιεγείρεται στο 

διεγερµένο δονητικό επίπεδο v

0hv

2 της βασικής ηλεκτρονιακής κατάστασης, εκπέµπο-

ντας ακτινοβολία , µε 0 iv v− 2ihv E 1( )v( )E v= − . Στην περίπτωση που το µόριο βρί-

σκεται ήδη σε διεγερµένο δονητικό επίπεδο v2, διεγείρεται σε εικονικό δονητικό επί-

πεδο από το οποίο µεταβαίνει στο δονητικό επίπεδο v1, κατά την αποδιέγερση, εκπέ-

µποντας ακτινοβολία συχνότητας iv v+ . Στη φασµατοσκοπία Raman µετράµε τη δο-

νητική συχνότητα vi ως µετατόπιση από την προσπίπτουσα ακτινοβολία v0 και το 

φάσµα Raman παριστάνει την ένταση του σκεδαζόµενου φωτός συναρτήσει της µε-

τατόπισης της συχνότητας  µεταξύ της προσπίπτουσας v0 iv−v v∆ = 0 και της σκεδα-

ζόµενης ακτινοβολίας vi. Κορυφές σε ένα τέτοιο φάσµα αντιστοιχούν σε µεταβάσεις 

µεταξύ δονητικών επιπέδων της βασικής ηλεκτρονιακής κατάστασης, αποκαλύπτο-

ντας τη δυναµική της. Η συχνότητα, η ένταση και η πόλωση του σκεδαζόµενου Ra-

man φωτός εξαρτώνται από τη φύση των µορίων (δείκτης της µοριακής δοµής). 

Η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου, E, της προσπίπτουσας ηλεκτροµαγνητικής 

ακτινοβολίας, δίνεται από τη σχέση: 0 cos(2 )E E v t0π= , µε t τον χρόνο, E0 το πλάτος 

και v0 τη συχνότητα του laser. H ηλεκτρική διπολική ροπή P που επάγεται σε διατο-

µικό µόριο που δέχεται την παραπάνω ακτινοβολία δίνεται από την εξίσωση: 

0 0cos(2 )P E P E v tα α π= ⇒ =  

Το α είναι ο παράγοντας πολωσιµότητα του µορίου. Καθώς το µόριο δονείται µε 

συχνότητα vi, η µετατόπιση του πυρήνα του q, θα περιγράφεται από τη σχέση: 

0 cos(2 )iq q v tπ=  

Tο α είναι γραµµική συνάρτηση του q για µικρές τιµές του q0 (πλάτος της δό-

νησης): 
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0 0
0

...q
q
αα α

 ∂
= + + ∂ 

 

Το α0 είναι η πολωσιµότητα του µορίου στην κατάσταση ισορροπίας, και 

0q
α ∂

 ∂ 
 είναι ο ρυθµός µεταβολής του α σε σχέση µε τη µεταβολή του q στην κατά-

σταση ισορροπίας. 

Από τα παραπάνω, η επαγόµενη διπολική ροπή P θα δίνεται από την εξίσωση: 

0 0cos(2 )P E v tα π= ⇒  

0 0 0 0 0
0

cos(2 ) cos(2 )P E v t qE v t
q
αα π π

 ∂
= +  ∂ 

⇒  

0 0 0 0 0 0
0

cos(2 ) cos(2 )cos(2 )iP E v t q E v t v t
q
αα π π π

 ∂
= +  ∂ 

⇒  

1

2 3

0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0

1 1cos(2 ) cos[2 ( ) ] cos[2 ( ) ]
2 2i i

P
P P

P E v t q E v v t q E v v
q q
α αα π π π

   ∂ ∂
= + + +   ∂ ∂   

t−

 

Από την παραπάνω εξίσωση, ο πρώτος όρος (P1) αντιστοιχεί σε ένα δίπολο που 

ταλαντώνεται και εκπέµπει ακτινοβολία συχνότητας v0 (σκέδαση Rayleigh), ο δεύτε-

ρος (P2) αντιστοιχεί στη σκέδαση Raman, συχνότητας 0 iv v+  (γραµµή anti-Stokes), 

ενώ ο τρίτος (P3) αντιστοιχεί στη σκέδαση Raman, συχνότητας  (γραµµή 

Stokes). Στην περίπτωση, όπου 

0 iv v−

0

0
q
α ∂

≠ ∂ 
 έχουµε ενεργή δόνηση στο Raman, δηλα-

δή ο ρυθµός αλλαγής της πολωσιµότητας (α) µε την δόνηση πρέπει να είναι διάφορος 

του µηδενός. 

Όπως φαίνεται στο σχήµα 13, η ακτινοβολία συχνότητας v0 επιλέγεται, έτσι, 

ώστε η ενέργειά της να είναι πολύ χαµηλότερη από την πρώτη ηλεκτρονιακή διεγερ-

µένη κατάσταση. Ο πληθυσµός των µορίων στο δονητικό επίπεδο v=0 είναι πολύ µε-

γαλύτερος από αυτόν για το v=1 δονητικό επίπεδο στην βασική ηλεκτρονιακή κατά-

σταση (από κατανοµή Maxwell-Boltzman). Υπό φυσιολογικές συνθήκες, εποµένως, οι 

γραµµές Stokes έχουν µεγαλύτερη ένταση από τις anti-Stokes και καθώς δίνουν τις 

ίδιες πληροφορίες, στο φάσµα Raman µελετάµε τη Stoke περιοχή. 

Στη σκέδαση Raman, επιλέγουµε την προσπίπτουσα ακτινοβολία µε συχνότητα 

v0 µακριά από συχνότητα συντονισµού (ηλεκτρονιακής µετάβασης). Σκέδαση συντο-
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νισµού Raman (Resonance Raman Scattering) συµβαίνει όταν σε ένα µόριο η προ-

σπίπτουσα ακτινοβολία έχει συχνότητα στην περιοχή µιας ηλεκτρονιακής του µετά-

βασης. Με το φαινόµενο αυτό, η σκέδαση Raman ενισχύεται σε σηµαντικό βαθµό. Το 

φαινόµενο συντονισµού Raman έχει εφαρµογές στη βιολογία για τη µελέτη χρωµο-

φόρων µεταλλοπρωτεϊνών ή µακροµορίων. Το φάσµα συντονισµού Raman εµφανίζε-

ται ισχυρά ενισχυµένο στις µπάντες απορρόφησης της περιοχής της ηλεκτρονιακής 

µετάβασης. Η Resonance Fluorescence διαδικασία λαµβάνει χώρα όταν το µόριο 

διεγείρεται σε ένα διακριτό ενεργειακό επίπεδο της διεγερµένης ηλεκτρονιακής κα-

τάστασης E1 (σχήµα 13). Φάσµατα Fluorescence παρατηρούνται όταν το διεγερµένο 

µόριο µεταβαίνει στο κατώτερο ενεργειακά δονητικό επίπεδο µέσω µεταβάσεων χω-

ρίς εκποµπές ακτινοβολίας. Ακτινοβολία εκπέµπεται στο τέλος της µετάβασης. 

 

3.3.2 Η Κβαντική θεώρηση του φαινοµένου Raman 

 

Η ολική ένταση της ακτινοβολίας που σκεδάζεται σε γωνία 4π κατά τη διαδικα-

σία Raman, δίνεται από τη σχέση: 
7 5 24

,
,

2 ( )
9

total
S L SI I v aρ σ

ρ σ

π
→

 
=  
 

∑ G F

L

 

Από την παραπάνω εξίσωση φαίνεται ότι η ένταση της ακτινοβολίας είναι ανά-

λογη της έντασης του Laser: total
SI I∝ , ανάλογη της τέταρτης δύναµης της συχνότη-

τας της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας: 4total
S SI v∝  και ανάλογη του τετραγώνου του τα-

νυστη πολωσιµότητας για τη µετάβαση G F : →
2

,( )total
S GI aρ σ →∝ F . 

Ο τανυστής πολωσιµότητας (το στοιχείο ρσ του πίνακα) δίνεται από τη θεωρία 

διαταραχών δεύτερης τάξης (Kramers-Heisenberg τύπος διασποράς): 

ˆ ˆ ˆ ˆ| | | | | | | |1( )G F
E GE L E GE L E

F E E G F E E G
a

hc v v i v v i
ρ σ σ ρ

ρσ

µ µ µ µ
→

 
= + 

− + Γ + + Γ  
∑  

Η παραπάνω σχέση εκφράζει την µεταβατική πολωσιµότητα, συναρτήσει της 

συχνότητας vL της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, ως στοιχείο ενός πίνακα του τελε-

στή της πολωσιµότητας, συνδέοντας αρχικές και τελικές καταστάσεις. Η µεταβατική 

πολωσιµότητα γράφεται ως καρτεσιανός τανυστής, όπου ρ και σ είναι διευθύνσεις x, 

y, z στο µοριακό σκελετό. Στον παρονοµαστή εµφανίζεται η ποσότητα iΓΕ, ένας πα-
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ράγοντας απόσβεσης που εξαρτάται από το ενεργειακό επίπεδο και σχετίζεται µε το 

χρόνο ζωής της ενδιάµεσης κατάστασης (ρυθµός ελάττωσης του πληθυσµού µέσω 

µηχανισµών µε ακτινοβόληση και χωρίς). 

ράγοντας απόσβεσης που εξαρτάται από το ενεργειακό επίπεδο και σχετίζεται µε το 

χρόνο ζωής της ενδιάµεσης κατάστασης (ρυθµός ελάττωσης του πληθυσµού µέσω 

µηχανισµών µε ακτινοβόληση και χωρίς). 

  

Το φαινόµενο του συντονισµού Raman Το φαινόµενο του συντονισµού Raman 

  

Στην περίπτωση του Resonance Raman φαινοµένου, µόνο ο πρώτος όρος του 

τανυστή της πολωσιµότητας λαµβάνεται υπόψη: 

Στην περίπτωση του Resonance Raman φαινοµένου, µόνο ο πρώτος όρος του 

τανυστή της πολωσιµότητας λαµβάνεται υπόψη: 

ˆ ˆ| | | |1( )res
G F

E GE L E

F E E G
a

hc v v i
ρ σ

ρσ

µ µ
→ ≈

− + Γ∑  

Χρησιµοποιώντας την προσέγγιση Born-Oppenheimer, το τµήµα του τανυστή 

της πολωσιµότητας για το συντονισµό, γράφεται ως εξής: 

e,v  e,v e,v 
ˆ ˆ| | | |1( ) , (res

u w GE L
e v

gw ev ev gu
a v

hc v i
ρ σ

ρσ

µ µ
→ ≈ ∆

∆ + Γ∑∑ )v v= −  

ˆ ˆ| | | | | |1 g e e

e v

g e w v e g v u
hc v i

ρ σµ µ
≈

∆ + Γ∑∑ g  g,w g,w 

g,u g,u 
2

| |1 ˆ ˆ, ( | | | | )g e e g
eg eg

v

w v v u
M M g e e g

hc v i ρ σµ µ≈ =
∆ + Γ∑ =

)v

 

Η ενίσχυση λόγω του φαινοµένου συντονισµού Raman περιγράφεται παρακά-

τω: 
2( ) (res

G F ega Mρσ ε→ ∝ ∝  (συντελεστής µοριακής απορρόφησης) 

1( ) ( )res
G F GE L GEa v v iρσ

−
→ ∝ − + Γ  (συχνότητα της ακτινοβολίας του Laser) 

 

3.4 ∆ονήσεις του πορφυρινικού σκελετού 

 

Οι πληροφορίες που µπορούµε να συλλέξουµε από ένα φάσµα συντονισµού 

Raman για τις σιδηροπορφυρίνες είναι: 

 

 v10: CaCm 1600-1645 cm-1 Ενίσχυση πληροφορίας για 

συναρµογή και κατάσταση 

 47



Κεφάλαιο III – Βασικές αρχές και εφαρµογές της δονητικής φασµατοσκοπίας FTIR και RAMAN          . 

spin 

v2: CbCb 1560-1600 cm-1 Κατάσταση spin 

v3: CaCm 1470-1510 cm-1 Αριθµός συναρµογής 

v4: CaN 1345-1380 cm-1 Οξειδωτική κατάσταση 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ IV – ΕΠΙΛΟΓΗ ΚΑΤΑΛΛΗΛΩΝ ΜΟΝΤΕΛΩΝ 
ΓΙΑ ΤΟΥΣ ΘΕΩΡΗΤΙΚΟΥΣ ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΥΣ ΣΤΟ ∆ΙΠΥ-
ΡΗΝΙΚΟ ΚΕΝΤΡΟ ΧΑΛΚΟΥ-ΣΙ∆ΗΡΟΥ ΚΑΙ ΑΠΟΤΕΛΕ-
ΣΜΑΤΑ 

 

4.1 Εισαγωγή 

 

Στο Κεφάλαιο I αναφέρθηκε εκτεταµένα ο προτεινόµενος ρόλος της τυροσίνης 

στο διπυρηνικό κέντρο CuB-Fea3 κατά την ενεργοποίηση του µοριακού οξυγόνου και 

τη σχάση του δεσµού O–O. 

Οι Pinakoulaki et al.1 παρατήρησαν το σχηµατισµό των “607” και “580” ενδια-

µέσων στην αντίδραση CcO aa3/ H2O2, χωρίς την εµπλοκή της Tyr280. To ενδιάµεσο 

607-nm ανιχνεύεται σε µια αντίδραση της κυτοχρωµικής c οξειδάσης (µικτού σθέ-

νους) µε το µοριακό O2 χωρίς τη συµµετοχή της Tyr280 (σε mutant Υ280H). 

Επιπλέον, οι Koutsoupakis et al.2 υπολόγισαν το pka (7.8) της crossed-linked 

Tyr237 από το ba3 στο T. thermophilus3 και προτείνουν ότι σε όξινες συνθήκες, όπου 

και η συγκεκριµένη τυροσίνη είναι πρωτονιωµένη (TyrOH), σχηµατίζονται τα οξει-

δωτικά ενδιάµεσα CuB
2+-His-Tyr237

.
 και Fea3

IV=O, µε δυνατότητα όµως ύπαρξης 

µιας ισορροπίας: Υ
.
-Cu(II)B↔  Υ-Cu(III)B. Σε βασικές συνθήκες, ωστόσο, η Tyr237 
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είναι αποπρωτονιωµένη και κατά συνέπεια η σχάση του δεσµού O–O συµβαίνει πιθα-

νότατα µε οξείδωση ενός αµινοξικού καταλοίπου εκτός διπυρηνικού κέντρου ή µετα-

φορά ηλεκτρονίου από τον Cu2+ ( Cu3+), σχηµατίζοντας µόνο το ένα είδος ferryl 

ενδιάµεσου (607-nm). Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε τη µικτού σθένους 

µορφή του ενζύµου και αποδεικνύεται ότι η σχάση του δεσµού στο µοριακό οξυγόνο 

δεν εξαρτάται από την κατάσταση πρωτονίωσης της Tyr237. 

Η διερεύνηση των ιδιοτήτων και της δοµής του συστήµατος CuB-His-TyrOH 

που εµφανίζεται στις αιµο/ χαλκο-οξειδάσες κρίνεται απαραίτητη, ώστε να κατανοή-

σουµε την ενεργοποίηση του µοριακού οξυγόνου και τη σχάση του δεσµού Ο–Ο. Το 

“πεπτίδιο” His-Tyr, όπως εµφανίζεται στις αιµο/ χαλκο-πρωτεΐνες, είναι µοναδικό 

στο είδος του. Αν και η ύπαρξης της οξειδωτικής κατάστασης Cu3+ έχει διαπιστωθεί 

σε αντιδράσεις µε µοντέλα, δεν έχει ανιχνευτεί σε ένζυµα που περιέχουν Cu3,4. Ωστό-

σο, καθώς έχουν ανιχνευτεί µόνο µικρά ποσοστά Tyr
.
 (βλ. παρακάτω3) κατά το σχη-

µατισµό του 607-nm ενδιαµέσου, οι Pinakoulaki et al.1 προτείνουν επίσης την ύπαρ-

ξη µιας ρίζας στην πρωτεΐνη εκτός του διπυρηνικού κέντρου ή την πιθανότητα ο CuB 

να συµµετέχει στην ισορροπία Υ
.
-Cu(II)B↔  Υ-Cu(III)B, η οποία και να καθορίζει το 

µηχανισµό της ενεργοποίησης του µοριακού οξυγόνου από το ένζυµο. Οι McMillan et 

al3 σε µελέτες µε EPR της αντίδρασης του πλήρως οξειδωµένου ενζύµου µε το υπε-

ροξείδιο H2O2 σε pH 6.0, ανίχνευσαν την ύπαρξη µιας οργανικής ρίζας σε ποσοστό 

~20% που την αποδίδουν σε ρίζα τυροσίνης και προτείνουν ότι πιθανότατα να συµ-

µετέχει στον καταλυτικό κύκλο του ενζύµου. 

Πραγµατοποιείται, λοιπόν, θεωρητική µελέτη του παραπάνω συστήµατος CuB-

His-TyrOH, ώστε να βγουν ορισµένα συµπεράσµατα για την δυνατότητα ύπαρξης της 

οξειδωτικής κατάστασης 3+ του χαλκού ή της ρίζας της τυροσίνης κατά τον καταλυ-

τικό κύκλο. Επιπρόσθετα αναλύεται το ενδεχόµενο της ύπαρξης ισορροπίας µεταξύ 

της ρίζας της τυροσίνης και του CuB(III). 

 

4.2 Η µέθοδος των υπολογισµών 

 

Σε αυτή τη µελέτη, όλες οι δοµές βελτιστοποιήθηκαν χρησιµοποιώντας τη µέ-

θοδο DFT, που όπως αναφέρθηκε σε άλλο κεφάλαιο δίνει και τα περισσότερο αξιόπι-
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στα αποτελέσµατα. Το σετ βάσεων που χρησιµοποιήθηκε είναι το LANL2DZ. Το σετ 

αυτό βάσεων, όπως αναφέρθηκε, περιλαµβάνει τυπικά double-ζ σετ βάσεων για όλα 

τα ελαφριά στοιχεία, ενώ για τα µεταβατικά µέταλλα (όπως ο χαλκός στο διπυρηνικό 

κέντρο της κυτοχρωµικής c οξειδάσης) χρησιµοποιείται ένα µη σχετικιστικό αποτε-

λεσµατικό πυρηνικό δυναµικό (effective core potential, ECP). Στην κάθε περίπτωση 

δοµής που βελτιστοποιείται ερευνώνται οι πυκνότητες spin και τα φορτία στο κάθε 

άτοµο µε τη µέθοδο Mulliken και αναγράφονται οι αντίστοιχες τιµές για τα σηµαντι-

κότερα από αυτά (σχήµα 14). Πρέπει να σηµειωθεί ότι το cross-linked σύστηµα ιµι-

δαζολίου-φαινόλης είχε αρχικά βελτιστοποιηθεί στα επίπεδα HF/6-31G(d) και 

B3LYP/6-31G(d). Σε όλους τους παραπάνω υπολογισµούς χρησιµοποιήθηκε το πα-

κέτο Gaussian 98. 

 

4.3 Μοντέλα του µεταλλικού κέντρου CuB στους θεωρητικούς 

υπολογισµούς για την κυτοχρωµική c οξειδάση στη µελέτη 

 

Στα σχήµατα 14, 15 φαίνονται τα διάφορα µοντέλα που χρησιµοποιήθηκαν για 

την προσοµοίωση του µεταλλικού κέντρου CuB. Οι δοµές στο σχήµα έχουν βελτιστο-

ποιηθεί στο επίπεδο B3LYP/Lanl2dz. Σε µια αρχική προσέγγιση, ο CuB συναρµόζεται 

µόνο µε το cross-linked σύστηµα ιµιδαζολίου-φαινόλης, στην προσπάθειά µας να 

σχεδιάσουµε το σύστηµα ιστιδίνης-τυροσίνης που απαντάται στην κυτοχρωµική c 

οξειδάση. Στη συνέχεια, προσθέτουµε επιπλέον διαφορετικά ligands στο µεταλλικό 

κέντρο CuB και ερευνούµε τις επιδράσεις τους στην οξειδωτική κατάσταση του χαλ-

κού και τη ρίζα της τυροσίνης. Επιπλέον, µελετάται η επίδραση της κατάστασης spin/ 

φορτίου του οξυγόνου της φαινόλης (τυροσίνης) στην οξειδωτική κατάσταση του 

CuB. Σκοπός µας είναι η διερεύνηση της πιθανότητας του τρίτου ηλεκτρονίου στον 

καταλυτικό κύκλο της CcO να προέρχεται από τον CuB και όχι από την τυροσίνη 

(Tyr280 από το P. denitrificans, Tyr244 από τη µοσχαρίσια καρδιά και Tyr237 από 

το βακτήριο T. thermophilus) οδηγώντας στη σχάση του δεσµού O–O του µοριακού 

οξυγόνου. 

Όπως γνωρίζουµε, ο CuB συναρµόζεται µε τρεις ιστιδίνες, µία από τις οποίες 

συνδέεται οµοιοπολικά (δεσµός N-C) µε µία τυροσίνη. Ο οµοιοπολικός αυτός δεσµός 

αναµένεται να µειώσει την τιµή pKa του υδροξυλίου της τυροσίνης και κατά συνέ-
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Σχήµα 14:  Βελτιστοποιηµένες δοµές των µορίων – µοντέλων του συστή-
µατος CuB-His-Tyr. Αναγράφονται αποστάσεις και δίεδρες γωνίες. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 15:  Τρισδιάστατες βελτιστοποιηµένες δοµές των µοντέλων 8, 9, 10 
και 11. Οι δοµές είναι τυπικές για σύµπλοκα Cu και ανταποκρίνονται ι-
κανοποιητικά στην κρυσταλλική δοµή (11). 
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πεια, ένα µεγάλο ποσοστό της τυροσίνης ίσως να βρίσκεται στην αποπρωτονιωµένη 

µορφή της σε ουδέτερο pH. Από τις κρυσταλλικές δοµές (βλ. Κεφάλαιο I) έχει προ-

ταθεί ότι οι ιστιδίνες (τα ιµιδαζόλια) µπορεί να είναι ουδέτερες ή αρνητικά φορτισµέ-

νες. Μία από τις ιστιδίνες-ligands του CuB (His290, µοσχαρίσια καρδιά) ανήκει σε 

ένα δίκτυο αµινοξικών καταλοίπων που συνδέονται µεταξύ τους µε δεσµούς υδρογό-

νου. Αποπρωτονίωση/ πρωτονίωση της His290 στον ιµιδαζολικό δακτύλιο οδηγεί σε 

ένα αρνητικά φορτισµένο/ ουδέτερο αντίστοιχα ligand. Οι υπόλοιπες ιστιδίνες (ιµιδα-

ζόλια) είναι ουδέτερα ligands. Όπως θα διαπιστώσουµε και από τους υπολογισ ούς, 

ένα µοντέλο του κέντρου CuB µε θετικά φορτισµένα ligands αµµωνίες –ΝΗ3
+, όπως 

προτείνουν οι Blomberg et al. (βλ. Κεφάλαιο II) δεν αναπαριστά ικανοποιητικά την 

πραγµατικότητα αν και δεν έχει σηµαντική επίδραση στο φορτίο/ οξειδωτική κατά-

σταση του CuB ή στις ατοµικές

µ

 αποστάσεις που υπολογίζονται στο µοντέλο. Επίσης, 

όπως προτείνει η ίδια ερευνητική οµάδα, το φορτίο +1 στον CuB εισάγεται στους υ-

πολογισµούς µε ένα θετικό συνολικό φορτίο +1 στο σύµπλοκο, πράγµα που, όπως 

φαίνεται από τις βελτιστοποιηµένες δοµές των µοντέλων που παρουσιάζονται παρα-

κάτω, δεν εξασφαλίζει την οξειδωτική κατάσταση +1 στον CuB σε όλες τις περιπτώ-

σεις. 

Στην περίπτωση που το οξυγόνο της τυροσίνης βρίσκεται στις µορφές –OH /–

Ο
-
 η πολλαπλότητα που δίνεται στους υπολογισµούς είναι 2S+1=1, ενώ στην περί-

πτωση της ρίζας –O
.
 η πολλαπλότητα του συστήµατος είναι 2. Χρησιµοποιώντας 

διαφορετική πολλαπλότητα στις παραπάνω περιπτώσεις, οδηγούµαστε σε δοµές, ό-

πως η 1, όπου δε διατηρείται η αρωµατικότητα στο δακτύλιο της τυροσίνης, µε σχε-

τικά εντοπισµένο spin (S=0.32) στον άνθρακα 6 του δακτυλίου. Σε αντίθεση, οι 

Blomberg et al. (βλ. Κεφάλαιο II) χρησιµοποιούν συνολικό spin 1 στο σύµπλοκο του 

CuB (2S+1=2) και φορτίο 2+ σε κάποια από τα προτεινόµενα µοντέλα τους. 

 

4.4 Αποτελέσµατα και συζήτηση 

 

Τα ligands του CuB στα µοντέλα των θεωρητικών υπολογισµών 
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Συγκρίνοντας τις δοµές 9 και 10 (συνολικό φορτίο 3 και πολλαπλότητα 1), πα-

ρατηρούµε ότι η επιλογή των ligands δεν επηρεάζει σηµαντικά το φορτίο του CuB 

ούτε και τις διάφορες ατοµικές αποστάσεις. Τα θετικά, ωστόσο, φορτισµένα αυτά 

ligands –ΝΗ3
+ δεν αντιπροσωπεύουν ικανοποιητικά τις ιστιδίνες, καθώς έρχονται σε 

αντίθεση µε µια ουδέτερη ή αρνητικά φορτισµένη κατάσταση των ιµιδαζολίων στις 

ιστιδίνες του διπυρηνικού κέντρου (όπως έχει προταθεί). Κατά συνέπεια, δεν κρίνο-

νται κατάλληλα για τους θεωρητικούς υπολογισµούς, εκτός την περίπτωση που εξε-

τάζουµε πρωτονιωµένα ligands. Στη δοµή 8, ωστόσο παρατηρούµε ότι το είδος των 

ligands στον CuB και η κατάσταση πρωτονίωσής τους, επηρεάζει την ηλεκτρονιακή 

του κατάσταση. 

 

Το τρίτο ηλεκτρόνιο του καταλυτικού κύκλου και η κατάσταση Cu3+ 

 

Συγκρίνοντας τις δοµές 2 και 3 του σχήµατος 14, µε συνολικό φορτίο +1, 0 α-

ντίστοιχα και πολλαπλότητα 1, διαπιστώνουµε ότι το φορτίο στον CuB µειώνεται ό-

ταν υπάρχει εντοπισµένο φορτίο (-) στο οξυγόνο της τυροσίνης (δοµή 3). ∆ηλαδή, το 

µεταλλικό κέντρο CuB “τραβάει” φορτίο (ηλεκτρόνια) από το οξυγόνο της τυροσίνης, 

µέσω των αρωµατικών δακτυλίων, προς µια σταθερότερη κατάσταση. Η µείωση του 

φορτίου στον CuB, όπως παρατηρείται από τους υπολογισµούς είναι περίπου 36%. 

Στην περίπτωση που στο οξυγόνο της τυροσίνης υπάρχει εντοπισµένο ηλεκτρόνιο 

(ρίζα, S=0.67), δε παρατηρείται µεταβολή στην οξειδωτική κατάσταση του CuB (σύ-

γκριση δοµών 2 και 4), δηλαδή δεν έχουµε µεταφορά φορτίου από το οξυγόνο στον 

CuB σε αυτή την περίπτωση. Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή, πιθανότατα η τυ-

ροσίνη να είναι στη µορφή TyrO- σε κάποιο στάδιο του καταλυτικού κύκλου της CcO 

(pKa=7.8). Είναι γνωστό ότι η κατάσταση του χαλκού Cu3+ δεν είναι σταθερή, µε α-

ποτέλεσµα να µην ευνοείται η προσφορά του τρίτου e- από τον CuB. Ωστόσο, µια κα-

τάσταση Cu3+ στον καταλυτικό κύκλο σε µια µεταβατική κατάσταση είναι πιθανή, 

εφόσον µε την σηµαντική παράλληλη µεταφορά φορτίου από το οξυγόνο της τυροσί-

νης (TyrO-) ο CuB σταθεροποιείται σε µια κατάσταση µικρότερου οξειδωτικού αριθ-

µού. 
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Στις δοµές 1 και 5 ο συνδυασµός φορτίου και πολλαπλότητας διαταράσσει την 

αρωµατικότητα στους δακτυλίους και το φορτίο του CuB παραµένει στα ~0.72+, χω-

ρίς να παρατηρείται µεταφορά φορτίου στην περίπτωση αυτή (δοµή 5). 

Στη δοµή 4 όπου βρίσκουµε τη ρίζα της τυροσίνης, υπάρχει ένα σχετικά σηµα-

ντικό ποσοστό αρνητικού φορτίου στο οξυγόνο (0.26-) παράλληλα µε το ισχυρά ε-

ντοπισµένο spin (S=0.67). 

Η πυκνότητα spin στο δεσµού N–C µεταξύ της ιστιδίνης και της τυροσίνης δε 

µεταβάλλεται αισθητά κατά τις διαφορετικές καταστάσεις του οξυγόνου της τυροσί-

νης, όπως διαπιστώνεται και από τα διάφορα µήκη N–C στα µοντέλα 2, 3 και 4. Το 

φορτίο µεταφέρεται µέχρι τον CuB, σε κάθε περίπτωση, διατηρώντας την αρωµατικό-

τητα, εκτός της 5 όπου παρατηρείται µικρή αύξηση της πυκνότητας spin στο δεσµό 

N–C, καθώς µειώνεται το µήκος του. 

Η σηµαντικότερη δοµική αλλαγή που διαπιστώνεται από τους υπολογισµούς εί-

ναι στη δίεδρη γωνία C N  που µειώνεται κατά 81% στο 3. Ίσως σε µια 

τέτοια κατάσταση ευνοείται περισσότερο η µεταφορά φορτίου (απεντοπισµός) µετα-

ξύ των δύο δακτυλίων λόγω κατάλληλης γεωµετρίας. 

8 7 2C C− − − 1

Σηµαντικό είναι επίσης να αναφερθεί σε αυτό το σηµείο ότι το Ν10 είναι δε-

σµευµένο µε τον CuB και τους C11, C9 (σχήµα 14, ένθετο). Το ιµιδαζόλιο πρέπει να 

διατηρήσει την αρωµατικότητα του, έτσι έχουµε να κάνουµε µε ένα απεντοπισµένο 

σύστηµα “4” δεσµών στο N10 που δυσκολεύει εν µέρει την ακριβή απεικόνιση του 

σε µοντέλα υπολογισµών. Οι δεσµοί Cu–N έχουν ηλεκτροστατικό και οµοιοπολικό 

χαρακτήρα4. Επίσης, τα ιµιδαζόλια για τα µοντέλα είναι αποπρωτονιωµένα οδηγώ-

ντας σε αποπρωτονιωµένες ιστιδίνες. Το σύστηµα, ωστόσο, που χρησιµοποιούµε 

προσεγγίζει ικανοποιητικά το αντίστοιχο πραγµατικό. 

Ενδιαφέρον, ωστόσο, παρουσιάζει η σύγκριση των βελτιστοποιηµένων δοµών 4 

και 11. Στην πρώτη δοµή, ανιχνεύεται εντοπισµένο ηλεκτρόνιο στο οξυγόνο της τυ-

ροσίνης (χωρίς δηλαδή να παρατηρείται απεντοπισµός του στο σύστηµα). Σε αντίθε-

ση µε αυτό, στη δοµή 11 όπου στον CuB έχουν προστεθεί επιπλέον δύο ligands ιµι-

δαζολίου, το ηλεκτρόνιο απεντοπίζεται σηµαντικά µεταξύ του οξυγόνου της τυροσί-

νης (S=0.46) και του CuB (S=0.26), χωρίς να εµφανίζεται µεταβολή στο φορτίο του 

CuB. Ωστόσο, διαπιστώνουµε ότι το φορτίο (οξειδωτική κατάσταση) του CuB αυξάνε-

ται (0.85+), καθώς και το spin του (S=0.60), όταν στο οξυγόνο της τυροσίνης δεν ε-

 54



Κεφάλαιο IV – Επιλογή κατάλληλων µοντέλων για τους θεωρητικούς υπολογισµούς στο διπυρηνικό 
κέντρο χαλκού-σιδήρου και αποτελέσµατα                                                                                                . 

ντοπίζεται spin/ ή αρνητικό φορτίο (δοµή 8) σε σύστηµα µε πολλαπλότητα 2 και 

φορτίο +3. Στην περίπτωση της δοµής 8 µπορούµε να δεχτούµε ότι οι φορτισµένοι 

θετικά υποκαταστάτες –NH3
+ του CuΒ αντιπροσωπεύουν, στην ουσία, πρωτονιωµένα 

ligands του CuB, αφού όπως αναφέρεται και σε προηγούµενη παράγραφο, µια τέτοια 

υπόθεση είναι λογική. Στη δοµή 8 το ηλεκτρόνιο που σε άλλες δοµές εντοπιζόταν στο 

οξυγόνο της τυροσίνης, εµφανίζεται τώρα πλήρως εντοπισµένο στον CuB και διαθέ-

σιµο (ως πιθανά το «τρίτο ηλεκτρόνιο» στον καταλυτικό κύκλο). Σύµφωνα µε τα πα-

ραπάνω, λοιπόν, εξάγουµε το συµπέρασµα ότι το είδος των ligands στον CuB – και 

συγκεκριµένα η πρωτονίωσή τους – επηρεάζει τον απεντοπισµό του ηλεκτρονίου της 

ρίζας της τυροσίνης. Πιθανότατα η πρωτονίωση των ιµιδαζολίων – ligands του χαλ-

κού να επηρεάζει ακόµα περισσότερο την «τύχη» αυτού του ηλεκτρονίου και να απο-

τελεί και το σηµείο αναφοράς όσον αφορά στην προέλευση του τρίτου ηλεκτρονίου 

για τη σχάση του δεσµού O–O. Περαιτέρω θεωρητικοί υπολογισµοί µε πρωτονιωµέ-

να ιµιδαζόλια ως ligands στον CuB είναι υπό µελέτη. Η παραπάνω υπόθεση πιθανό-

τατα να βρίσκει εφαρµογή σε κυτοχρωµικές c οξειδάσες όπως η cbb3, η οποία δεν 

περιέχει την οµοιοπολικά δεσµευµένη TyrOH και τη φαρνεσυλική αλυσίδα στο ενερ-

γό κέντρο του ενζύµου. Όπως έχουµε αναφέρει, η φαρνεσυλική αλυσίδα έχει προτα-

θεί ότι σταθεροποιεί τη ρίζα στο οξυγόνο της τυροσίνης. 

 

∆ονήσεις της οµάδας C-O της οµοιοπολικά δεσµευµένης τυροσίνης στο ενερ-

γό κέντρο του ενζύµου 

 

Στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα από τους θεωρητι-

κούς υπολογισµούς στο επίπεδο B3LYP/LANL2DZ όσον αφορά στις δονήσεις της 

οµάδας C-O στην τυροσίνη. Όπως παρατηρούµε, στο δονητικό φάσµα του µόριου-

µοντέλου 3, περισσότερες από µία δονήσεις εµφανίζουν χαρακτήρα C-O, καθώς πι-

θανότατα υπάρχει σύζευξη µε τον αρωµατικό δακτύλιο, ενώ στην περίπτωση των 

µορφών –OH και –O
. 
εµφανίζεται µια δόνηση ανά περίπτωση. Στο δονητικό φάσµα 

του µοντέλου-µορίου 8 εµφανίζονται δύο δονήσεις C-O χαρακτήρα, αρκετά υψηλό-

τερα, λόγω του καρβονυλίου. 
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(οι δονήσεις µε τον περισσότερο C-O χαρακτήρα εµφανίζονται µε bold γραµµατοσειρά) 

 

Πρόσφατες FTIR µελέτες σε ένα µόριο-µοντέλο His-Tyr-OH, το 2-imidazole-1-

yl-4-methylphenol, έχουν δείξει ότι οι δονήσεις ν7a(CO) και δ(COH) στο αποπρωτο-

νιωµένο είδος µετατοπίζονται από τους 1268 cm-1 (πρωτονιωµένο) στους 1301 cm-1 5. 

Επίσης, οι Koutsoupakis et al2 έδειξαν ότι οι δονήσεις ν7a(CO) και δ(COH) στο πρω-

τονιωµένο είδος (CuB-His-Tyr237OH) από το ba3 του T. thermophilus εµφανίζονται 

στους 1247 cm-1 και στους 1301 cm-1 στην αποπρωτονιωµένη µορφή (CuB-His-

Tyr237O-). Όπως παρατηρούµε, οι θεωρητικοί υπολογισµού αναπαριστούν ικανοποιη-

τικά τα πειραµατικά δεδοµένα, µε την προϋπόθεση ότι εµφανίζουν σφάλµα µέχρι και 

60 cm-1. 

Περαιτέρω υπολογισµοί πραγµατοποιούνται για τη διερεύνηση της επίδρασης 

της κατάστασης της πρωτονίωσης των ιστιδίνων στη δόνηση της οµάδας C-O της τυ-

ροσίνης. 

 

Είναι απαραίτητο να αναφέρουµε ότι οι αποστάσεις Cu–N που υπολογίζονται 

στις βελτιστοποιηµένες δοµές 10 και 11 (γύρω στα 2.0 Ǻ) συµφωνούν µε τις κρυ-

σταλλικές δοµές (βλ. Κεφάλαιο I) και άλλες µελέτες4. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ V – ΠΡΟΤΕΙΝΟΜΕΝΑ ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ/ ΘΕΩ-
ΡΗΤΙΚΕΣ ΜΕΛΕΤΕΣ 

 

5.1 Εισαγωγή 

 

Σκοπός αυτής της ερευνητικής εργασίας είναι από τη µία πλευρά η θεωρητική 

µελέτη του ενεργού κέντρου CuB/Fea3 κατά τον καταλυτικό κύκλο της CcO και η ε-

ξαγωγή συµπερασµάτων σχετικά µε τις ενέργειες ενεργοποίησης της αναγωγής του 

µοριακού οξυγόνου χωρίς τη διαδικασία απόσπασης του πρωτονίου από την TyrOH 

(εφαρµογή στο cbb3), και από την άλλη ο φασµατοσκοπικός χαρακτηρισµός των εν-

διαµέσων προϊόντων στον καταλυτικό κύκλο σε αντιδράσεις των κυτοχρωµικών c 
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οξειδασών ba3 και cbb3 µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2). Το ενδιαφέρον, 

στους θεωρητικούς υπολογισµούς, θα εστιαστεί στο σύστηµα (His)2CuB-His-

TyrOH/ Fea3 σε σχέση µε την απουσία της οµοιοπολικά δεσµευµένης TyrOH. Η πα-

ραπάνω µελέτες θα δώσουν σηµαντικές πληροφορίες σχετικά µε το µηχανισµό ανα-

γωγής του µοριακού οξυγόνου από την κυτοχρωµική c οξειδάση, το σηµαντικότερο 

ένζυµο στην αναπνευστική αλυσίδα. 

Συνδυασµός γνώσεων από θεωρητικούς υπολογισµούς και πειραµατικά δεδοµέ-

να, οδηγεί στην καλύτερη κατανόηση µηχανισµών αντιδράσεων/ καταλυτικών κύ-

κλων, καθώς οι παρατηρήσεις αποκτούν θεωρητικό υπόβαθρο και συµπληρώνονται. 

 

5.2 Resonance Raman µελέτες των όξο- ενδιαµέσων στην α-

ντίδραση των οξειδασών ba3 και cbb3 µε το υπεροξείδιο του 

υδρογόνου (Η2Ο2) 

 

Το κυριότερο υπόστρωµα για τις κυτοχρωµικές c οξειδάσες αποτελεί το µορια-

κό O2, ωστόσο µια διαφορετική προσέγγιση στη µελέτη των ενδιάµεσων της αντί-

δρασης αυτής µε το O2, είναι η αντίδραση του οξειδωµένου ενζύµουj µε το υπεροξεί-

διο H2O2. Του ήδη, κατά δύο ηλεκτρόνια, δηλαδή, ανηγµένου υποστρώµατος σε σχέ-

ση µε το µοριακό οξυγόνο. Οι δοµές της αίµης a3 στα P (607-nm) και F (580-nm) εν-

διάµεσα της αντίδρασης της ανηγµένης  CcO/O2 ταυτίζονται µε αυτά της αντίδρασης 

της οξειδωµένης CcO µε το H2O2
1. Ο πληθυσµός των F και P ενδιαµέσων εξαρτάται 

ισχυρά από το pH, τη συγκέντρωση του H2O2 και του ενζύµου. Σκοπός της µελέτης 

είναι η ανίχνευση και ο χαρακτηρισµός του περόξυ κυρίως ενδιαµέσου µε φασµατο-

σκοπία Raman, που δεν έχει χαρακτηριστεί µέχρι σήµερα αν και έχει προταθεί σε κα-

ταλυτικούς κύκλους της CcO, όπως και ο ρόλος της οµοιοπολικά δεσµευµένης τυρο-

σίνης σε ένα από τα 3 ligands ιστιδίνης του CuB. Όπως αναφέρθηκε σε προηγούµενο 

κεφάλαιο, η οξειδάση cbb3 δεν περιέχει τη συγκεκριµένη τυροσίνη και η αντίδραση 

µε το H2O2 αναµένεται να δώσει σηµαντικές πληροφορίες για κάποιο πιθανά εναλλα-

κτικό µηχανισµό αναγωγής σε σχέση µε αυτό της aa3, bo2 όπου όπως θα αναφέρουµε, 

η συγκεκριµένη τυροσίνη παίζει σηµαντικό ρόλο. 

                                                 
j Η αίµη α3 στη µορφή Fe3+ (κατ’ αντιστοιχία η αίµη b3 στο cbb3) 
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Με την αντίδραση των οξειδωµένων ενζύµων (ba3/ cbb3) µε το H2O2 αναµένε-

ται να συλλέξουµε: 

α) πληροφορίες σχετικά µε το περιβάλλον του διπυρηνικού κέντρου CuB-Fe και 

συγκεκριµένα για την ύπαρξη η µη δεσµών υδρογόνου µεταξύ του οξυγόνου στο όξο 

ενδιάµεσο και αποµακρυσµένων καταλοίπων που µπορούν να βοηθήσουν στην πε-

ραιτέρω κατανόηση της δοµής του 607-nm ενδιαµέσου (εξάρτηση από το pH/ pD) 

και τα χαρακτηριστικά που το διαφοροποιούν από το άλλο FeIV είδος. 

β) πληροφορίες για τους χρόνους ζωής των περόξυ, 607-nm και 580-nm ενδια-

µέσων και την εξάρτησή τους από τις πειραµατικές συνθήκες. 

γ) πληροφορίες για το περιβάλλον της αίµης του διπυρηνικού κέντρου, που εκ-

φράζονται στη µετατόπιση της δόνησης vFe=O. 

Τέλος, να επιτύχουµε την ανίχνευση του περόξυ ενδιαµέσου του καταλυτικού 

κύκλου, γνωρίζοντας ήδη το αρχικό µας σύστηµα (το pKa της Tyr237OH στο ba3 από 

το T. thermophilus έχει υπολογιστεί σε 7.83). 

Οι Uchida et al2 σε πειράµατα steady-state Resonance Raman που πραγµατο-

ποίησαν στην αναγωγή του H2O2 από το κυτόχρωµα bo, προτείνουν το µηχανισµό 

που φαίνεται στο σχήµα 16. Σε υψηλές συγκεντρώσεις H2O2 και υψηλά pH, ο χρόνος 

ζωής των ferryl ειδών P και F αυξάνεται καθιστώντας τα ανιχνεύσιµα4. Όπως φαίνε-

ται στο σχήµα 16, στις περοξειδάσες (HRP), η αντίδραση εκκινεί µε κάποιο αµινοξι-

κό κατάλοιπο στην περιοχή του διπυρηνικού κέντρου (πιθανότατα τη µακρινή ιστιδί-

νη) να αποσπά πρωτόνιο από το H2O2. Στη συνέχεια ακολουθεί η ετερολυτική σχάση 

του O–O δεσµού λόγω της αστάθειας του Fe-O-O-H ενδιαµέσου, µε τη δηµιουργία 

δεσµού υδρογόνου και τελικό προϊόν µια FeIV=O πορφυρηνική π-κατιονική ρίζα. Πα-

ρουσία της Tyr288 (στο bo)2 η αποπρωτονιωµένη τυροσίνη του οξειδωµένου ενζύµου 

αποσπά ένα πρωτόνιο από το H2O2. H Tyr288 αναλαµβάνει, στη συνέχεια, το ρόλο 

του δότη πρωτονίου στο σχηµατισµό δεσµού υδρογόνου µε το µακρινό οξυγόνο του 

Fe(ΙΙΙ)-Ο-Ο-Η (περόξυ προς ανίχνευση) είδους, οδηγώντας στην ετερολυτική σχάση 

του δεσµού O–O και τη δηµιουργία ενός ενδιαµέσου P. Η αναγωγή και η µετέπειτα 

πρωτονίωση της ρίζας της Tyr288 οδηγεί στο F ενδιάµεσο που έχει χαρακτηριστεί 

ικανοποιητικά. Έχει δειχτεί ότι η αύξηση στην τιµή του pH οδηγεί σε αύξηση του 

ρυθµού παραγωγής του P ενδιαµέσου (αύξηση του πληθυσµού της Tyr288-O
.
) και ότι 

η παρουσία D2O µειώνει το ρυθµό σχηµατισµού του P είδους στην περίπτωση και του 

bo2. 
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Σχήµα 16:  Προτεινόµενοι µηχανισµοί για την αντίδραση του υπεροξειδί-
ου του υδρογόνου H2O2 µε περοξειδάσες και το bo από τους Uchida et al2 
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Οι µελέτες της αντίδρασης του οξειδωµένου ba3 µε H2O2 θα γίνουν στην απο-

πρωτονιωµένη και πρωτονιωµένη µορφή του ενζύµου (TyrO-). 

Με το Η2Ο2 επιτυγχάνουµε µε µικρή ποσότητα ενζύµου, σε steady-state πειρά-

µατα το φασµατοσκοπικό χαρακτηρισµό των ενδιαµέσων, σε αντίθεση µε την αντί-

δραση µε το O2. 

 

5.3 θεωρητικοί υπολογισµοί στο ενεργό κέντρο χαλκού-

σιδήρου της κυτοχρωµικής c οξειδάσης 

 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί ενδελεχώς στο κεφάλαιο II, έχουν πραγµατοποιηθεί 

θεωρητικοί υπολογισµοί όσον αφορά στο ενεργό κέντρο της κυτοχρωµικής c οξειδά-

σης από τους M.R.A. Blomberg et al5,6,7. Κάθε µηχανισµός που προτείνεται και 

µελετάται προϋποθέτει την ύπαρξη της οµοιοπολικά δεσµευµένης σε ένα από τα 

ligands του CuB πρωτονιωµένης τυροσίνης TyrOH ή της φαρνεσυλικής αλυσίδας 

στην αίµη a3. 

Η τυροσίνη χρησιµοποιείται ως δότης πρωτονίου σε δεσµούς υδρογόνου µε το 

περόξυ ενδιάµεσο, ως δότης πρωτονίου και ηλεκτρονίου κατά τη σχάση του δεσµού 

O–O ή σε ένα τρίτο εναλλακτικό προτεινόµενο µηχανισµό, στους θεωρητικούς υπο-

λογισµούς, η σχηµατιζόµενη ρίζα µεταφέρεται από την πορφυρίνη στην τυροσίνη 

(εξώθερµο βήµα µετά τη σχάση του δεσµού στο µοριακό οξυγόνο). Η ύπαρξη της 

ρίζας τυροσίνης έχει ανιχνευτεί πειραµατικά σε ένα ποσοστό περίπου 20%8, πράγµα 

που δεν ενισχύει σηµαντικά την άποψη ότι στον καταλυτικό κύκλο το τρίτο 

ηλεκτρόνιο προέρχεται αποκλειστικά από τη συγκεκριµένη τυροσίνη, σχηµατίζοντας 

µια ρίζα. Εναλλακτικές πηγές του τρίτου ηλεκτρονίου και ισορροπίες, ανάλογα µε τις 

συνθήκες και την κατάσταση πρωτονίωσης της συγκεκριµένης τυροσίνης, είναι 

δυνατόν να υφίστανται. 

Σκοπός των θεωρητικών υπολογισµών, που θα πραγµατοποιηθούν, είναι να µε-

λετηθούν οι προτεινόµενοι µηχανισµοί της αναγωγής του µοριακού οξυγόνου από την 

κυτοχρωµική c οξειδάση, και συγκεκριµένα το στάδιο της σχάσης του δεσµού O–O, 

απουσία της οµοιοπολικά δεσµευµένης τυροσίνης και της φαρνεσυλικής αλυσίδας 

(οξειδάση cbb3), δηλαδή απουσία των “διαθέσιµων”, ευνοϊκών πρωτονίων της τυρο-

σίνης ή της φαρνεσυλικής αλυσίδας. Ενδιαφέρον παρουσιάζει, επίσης, και η θεωρη-
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τική µελέτη των προτεινόµενων µηχανισµών (βλ. παραγράφους 1.3 & 2.5) παρουσία 

της αποπρωτονιωµένης µορφής της οµοιοπολικά δεσµευµένης τυροσίνης (TyrO-) στο 

ενεργό κέντρο της CcO, που πιθανότατα αναπαριστά ικανοποιητικότερα την in vivo 

κατάσταση του ενεργού κέντρου. 

Η καθοδήγηση των θεωρητικών υπολογισµών βάσει των πειραµατικών δεδοµέ-

νων αποτελεί µια καλή τεχνική στην κατανόηση των πειραµατικών παρατηρήσεων. 
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