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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
Η παρούσα διδακτορική διατριβή πραγµατοποιήθηκε µε στόχο την µελέτη 1) της 

κυτοχρωµικής c οξειδάσης (CcO), η οποία είναι το ένζυµο που καταλύει την αναγωγή του 

µοριακού οξυγόνου στην αερόβια αναπνοή θηλαστικών και βακτηρίων, και 2) της 

αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου (NOR) που καταλύει την αναγωγή του µονοξειδίου 

του αζώτου στην αναερόβια αναπνοή των βακτηρίων. Η ενεργή θέση της CcO είναι ένα 

διπυρηνικό κέντρο αποτελούµενο από µία αίµη υψηλής διαµόρφωσης σπιν και ένα άτοµο 

χαλκού, τον CuB. Στην NOR, η ενεργή θέση του ενζύµου αποτελείται από µία αίµη υψηλής 

διαµόρφωσης σπιν και ένα άτοµο µη-αιµικού FeB. 

Ένας από τους στόχους στην µελέτη της CcO ήταν ο χαρακτηρισµός του δοµικού και 

λειτουργικού ρόλου της Tyr280, η οποία διατηρεί οµοιοπολικό δεσµό µε έναν από τους 

υποκαταστάστες του CuB, την Ηis276. Αρχικά, χαρακτηρίσαµε µε φασµατοσκοπία 

συντονισµού Raman και FTIR το κυτόχρωµα αα3 του βακτηρίου Paracoccus denitrificans 

στο οποίο έχει πραγµατοποιηθεί η µετάλλαξη της Tyr280 σε ιστιδίνη στην οξειδωµένη και 

ανηγµένη µορφή καθώς επίσης και το CO-σύµπλοκο του ενζύµου. Η αίµη α3 διατηρεί την 

ίδια διαµόρφωση σπιν, αριθµό συναρµογής, εγγύ και µακρινό περιβάλλον στην οξειδωµένη 

και ανηγµένη µορφή τόσο του φυσικού όσο και του Υ280Η µεταλλαγµένου ενζύµου. Η 

ενεργή θέση διατηρεί την ικανότητα δέσµευσης και αναγωγής του οξυγόνου στο 

µεταλλαγµένο ένζυµο, και άρα η σταθερότητα του διπυρηνικού κέντρου δεν επηρεάζεται από 

την απουσία του οµοιοπολικού δεσµού Τyr280-His276.  

Μελετήθηκαν τα 607 και 580 nm ενδιάµεσα της χηµείας οξυγόνου της CcO σε 

θερµοκρασία δωµατίου µε φασµατοσκοπία UV/Vis και συντονισµού Raman, µέσω της 

αντίδρασης του οξειδωµένου κυτοχρώµατος αα3 από το βακτήριο P. denitrificans µε το H2O2. 

∆ιερευνήθηκε, επίσης ο ρόλος της τυροσίνης 280 στον σχηµατισµό των 607 και 580 nm 

µορφών µέσω της σύγκρισης των αντιδράσεων της οξειδωµένης µορφής του φυσικού και 

µεταλλαγµένου Υ280Η κυτοχρώµατος αα3 µε το H2O2, αλλά και της µικτού σθένους µορφής 

των ενζύµων µε το Ο2. ∆ιαπιστώθηκε ότι οι ίδιες µορφές σχηµατίζονται κατά τις αντίστοιχες 

αντιδράσεις φυσικού και µεταλλαγµένου ενζύµου, και κατά συνέπεια προτείνουµε ότι η Υ280 

δεν µετέχει στον σχηµατισµό αυτών των ενδιαµέσων. 

Η δοµή και η δυναµική του διπυρηνικού κέντρου του κυτοχρώµατος cαα3 από το 

βακτήριο T. thermophilus, που παρουσιάζει και ενεργότητα αναγωγάσης του ΝΟ, µελετήθηκε 

µε φασµατοσκοπία FTIR και time-resolved step scan FTIR. Το κυτόχρωµα caa3 είναι το µόνο 

µέλος της οικογένειας των αα3-τύπου οξειδασών που το διπυρηνικό του κέντρο αποτελείται 
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από µία αίµη β-διαµόρφωσης και CuB α-διαµόρφωσης. Τα παραπάνω αποτελέσµατα 

αποδεικνύουν ότι οι ιδιότητες του διπυρηνικού κέντρου που έχουν ως αποτέλεσµα την 

σταθεροποίηση της α-διαµόρφωσης δεν είναι απαραίτητες για την ενζυµατική δραστικότητα. 

Προτάθηκε επίσης µοντέλο για την περιγραφή της δυναµικής δέσµευσης/αποδέσµευσης 

υποκαταστατών στο ενεργό κέντρο. Με την ίδια µεθοδολογία πραγµατοποιήθηκε επίσης 

συγκριτική µελέτη των κυτοχρωµάτων αα3 και ba3 του βακτηρίου P. denitrificans. 

Χαρακτηρίστηκε η δοµή του διπυρηνικού κέντρου αιµικού/µη-αιµικού σιδήρου της 

αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου από το βακτήριο P. denitrificans, κατά την 

µετάβαση από την οξειδωµένη στην ανηγµένη κατάσταση του ενζύµου µε φασµατοσκοπία 

συντονισµού Raman, καθώς επίσης και του CO συµπλόκου του ενζύµου. Ο διαχωρισµός της 

δόνησης νas(Fe-O-Fe) δηλώνει την ύπαρξη δύο διαφορετικών διαµορφώσεων (ανοικτή και 

κλειστή) στο καταλυτικό κέντρο του οξειδωµένου ενζύµου, ενώ η εγγύς ιστιδίνη δεν 

δεσµεύεται από τον αιµικό σίδηρο σε καµία από τις διαµορφώσεις αυτές. Η µετάβαση στην 

ανηγµένη µορφή του ενζύµου προκαλεί την δέσµευση της εγγύς ιστιδίνης στον σίδηρο της 

αίµης. O δεσµός αυτός διατηρείται και στο CO-σύµπλοκο του ανηγµένου ενζύµου, το οποίο 

είναι αριθµού συναρµογής έξι και χαµηλής διαµόρφωσης σπιν. 

Μελέτηκε επίσης η αντίδραση της οξειδωµένης και ανηγµένης µορφής της NOR µε το 

NO µε φασµατοσκοπία συντονισµού Raman και FTIR, για τον χαρακτηρισµό ενδιαµέσων της 

καταλυτικής πορείας. Η αλληλεπίδραση του NO µε την οξειδωµένη NOR έχει ως 

αποτέλεσµα τον σχηµατισµό ενός συµπλόκου του ΝΟ µε την αίµη b3 χαµηλού σπιν και 

αριθµού συναρµογής έξι, το οποίο προτείνουµε ότι αποτελεί ενδιάµεσο του καταλυτικού της 

αναγωγής του ΝΟ. Τα προϊόντα της αντίδρασης της ανηγµένης NOR µε το µονοξείδιο του 

αζώτου, δείχνουν ότι ο σχηµατισµός του δεσµού Ν-Ν κατά την αναγωγή του ΝΟ σε Ν2Ο 

στην διαδικασία της απονιτροποίησης πραγµατοποιείται µε ακέραιο τον δεσµό His-αίµης b3. 

Η αντίδραση της αναγωγής του Ο2 από την NOR, ως µακρινό µέλος της οικογένειας 

των τελικών οξειδασών, συγκρίθηκε µε την αντίστοιχη αντίδραση του κυτoχρώµατος cbb3 

από το P. stutzeri, που παρουσιάζει την µεγαλύτερη οµολογία µε την NOR. Μελετήθηκε 

επίσης η αντίδραση του ανηγµένου κυτοχρώµατος µε το ΝΟ. Το cbb3 παρουσιάζει την 

µέγιστη ενεργότητα αναγωγάσης του ΝΟ σε σχέση µε τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας των 

τελικών οξειδασών. Η προσθήκη ΝΟ στο ένζυµο προκαλεί την διάσπαση του δεσµού της 

αίµης b3-His, µε αποτέλεσµα τον σχηµατισµό ενός συµπλόκου b3
2+-NO αριθµού συναρµογής 

πέντε. Προτάθηκε µοντέλο για την περιγραφή των καταστάσεων δέσµευσης του 

υποκαταστάτη και της οξείδωσης του ανηγµένου cbb3 µετά την προσθήκη του ΝΟ.  
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ABSTRACT 

 
  The aim of this phD thesis was to study 1) cytochrome c oxidase (CcO), which is the 

enzyme that catalyses the reduction of dioxygen to H2O in the aerobic respiration of mammals 

and bacteria, and 2) nitric oxide reductase (NOR) that catalyses the reduction of nitric oxide 

in the anaerobic respiration of bacteria. The active center of CcO is a binuclear site consisting 

of a high spin heme and a copper atom, CuB. The catalytic site of NOR consists of a high spin 

heme and a non-heme iron, FeB. 

 A major aim of the study of CcO was to determine the structural and functional role of 

Tyr280, which is covalently bound to one of CuB ligands, namely His276. We have used 

resonance Raman and FTIR spectroscopy to characterize cytochrome aa3 and the Y280H 

mutant from P. denitrificans in the oxidized and fully reduced state, as well as the CO-

complexes of the enzymes. Heme a3 retains the same proximal environment, spin, and 

coordination state in the wild type and Y280H mutant enzyme. The catalytic site retains its 

active configuration that allows dioxygen binding to heme a3, thus the stability of the site is 

not compromised by absence of the covalent link between Tyr280-His276. 

 We have studied the formation of the 607 and 580 nm species of the catalytic cycle of 

CcO by investigating the reaction of the fully oxidized cytochrome aa3 from P. denitrificans 

with hydrogen peroxide, at room temperature, using optical and resonance Raman 

spectroscopy. The role of Y280 in the formation of the 607 and 580 nm species was also 

examined by comparing the reactions of the oxidized wild type enzyme/H2O2 and the mixed-

valence enzyme/O2, to the respective reactions of the Y280H mutant. We have observed the 

formation of the same species in the reactions of the wild type and the Y280H mutant 

enzyme, and thus, suggested that Y280 is not involved in the generation of these 

intermediates. 

FTIR and time-resolved step scan FTIR have been applied for the investigation of the 

structure and dynamics of the binuclear site of cytochrome caa3 from Thermus thermophilus, 

which displays significant activity in the reduction of nitric oxide. Cytochrome caa3 is the 

only member of the heme-copper oxidase family, whose binuclear center consists of an a3-

type heme of the β-form and a CuB atom of the α-form. These results illustrate that the 

properties of the binuclear center in other oxidases resulting in the α-form are not required for 

enzymatic activity. A model describing the photodissociation/association of ligands in the 

active site of the enzyme has been proposed. We have also used the same experimental 
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approach for the comparative study of the alternative oxidases of P. denitrificans, 

cytochromes aa3 and ba3. 

We have studied the structure of the dinuclear heme/non-heme iron center of nitric 

oxide reductase from P. denitrificans in both the oxidized and reduced states of the enzyme, 

as well as in the CO-complex of NOR. The two distinct νas(Fe-O-Fe) modes we have 

observed suggest the presence of two different conformations (open and closed) of the 

catalytic site of the oxidized enzyme. The proximal histidine is not ligated to the heme b3 in 

the oxidized state of NOR. The transition to the reduced state of the enzyme results in the 

formation of the heme b3-His bond. Heme b3 becomes low spin and six-coordinate in the CO-

complex. 

Resonance Raman and FTIR spectroscopy have been applied for the investigation of 

the reaction of both oxidized and reduced NOR with nitric oxide. The interaction of oxidized 

NOR with NO results in the formation of a heme b3 ferric-six-coordinate low-spin NO-

complex, which we propose that is an intermediate of the catalytic cycle. The product of 

reaction of fully reduced NOR/NO indicates that the formation of the N-N bond in the 

denitrification process occurs with an intact His-heme b3 bond. 

The reduction of dioxygen by NOR has been investigated, as NOR is considered to be 

a distant member of the heme-copper oxidase superfamily, and compared to the respective 

reaction of cytochrome cbb3 from P. stutzeri, which is the heme-copper oxidase that displays 

the higher homology with NOR. We have also studied the reaction of the fully reduced 

cytochrome cbb3 with NO. Cytochrome cbb3 displays the highest activity in nitric oxide 

reduction among the members of the heme-copper oxidase family. Addition of NO to the 

reduced state of cytochrome cbb3 causes the disruption of the heme b3-His bond, resulting in 

the formation of a five coordinate b3
2+-NO complex. A model describing the oxidation of the 

enzyme after the addition of NO has been proposed. 
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

 

ADP                       adenosine diphosphate 

ATP                       adenosine triphosphate 

CcO                       cytochrome c oxidase 

cNOR                    cytochrome c-oxidizing bacterial nitric oxide reductase 

DM                        n-dodecyl β-D-maltoside 

EDTA                    ethylene diamine tetra-acetic acid 

EPR                       electron paramagnetic resonance 

FTIR                      Fourier tranform infrared  

Hb                          hemoglobin 

IMAC                    immobilized metal-ion affinity chromatography 

IPTG                      isopropylthiogalactoside 

kD                          kilodaltons 

Mb                         myoglobin 

MV                         mixed valence 

NAD                      nicotinamide adenosine dinucleotide, oxidized form 

NADH                   nicotinamide adenosine dinucleotide, reduced form 

NOR                      bacterial nitric oxide reductase 

qNOR                    quinol-oxidizing bacterial nitric oxide reductase 

QSHP                    Q-sepharose high performance 

RR                         resonance Raman 

TR-FTIR               time-resolved Fourier tranform infrared  

SDS-PAGE           polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of sodium dodecyl  

                              sulphate 
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1. ΑΕΡΟΒΙΑ ΑΝΑΠΝΟΗ 

 

1.1 ∆ιατήρηση της ελεύθερης ενέργειας στην αναπνευστική αλυσίδα  

 

Το µοριακό οξυγόνο εµφανίστηκε στην γη πριν περίπου 2.5 δισεκατοµύρια χρόνια και 

έφτασε τα σηµερινά του επίπεδα (~20% της ατµόσφαιρας) µετά από 2 δισεκατοµύρια χρόνια. 

Η ακριβής ιστορία της αύξησης του ποσοστού οξυγόνου δεν είναι γνωστή, αλλά η γενική 

θεωρία που επικρατεί υποστηρίζει την παρουσία οργανισµών ικανών να πραγµατοποιούν την 

φωτοσυνθετική διαδικασία (πρόγονοι των σηµερινών κυανοβακτηρίων) (1). Σήµερα το 

οξυγόνο είναι απαραίτητο στον µεταβολισµό πολλών βακτηρίων αλλά και όλων των φυτών 

και ζώων, αποτελώντας τον τελικό αποδέκτη των ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα 

και συνεισφέροντας παράλληλα στην διατήρηση της ελεύθερης ενέργειας. Το γεγονός ότι το 

90% του οξυγόνου της βιόσφαιρας ανάγεται από µία οικογένεια ενζύµων, τις τελικές 

αιµοχαλκοξειδάσες, στοιχειοθετεί την εξέχουσα σηµασία της διαδικασίας αυτής (2-6). 

Η παρουσία των ενζύµων της αναπνευστικής αλυσίδας στην εσωτερική µεµβράνη των 

µιτοχονδρίων (ή βακτηρίων), είναι θεµελιώδες στοιχείο που καθορίζει την λειτουργία τους, 

εφόσον η ελεύθερη ενέργεια που εκλύεται από τις οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις 

συξεύγνειται µε την δηµιουργία ηλεκτροχηµικού δυναµικού κατά µήκος της µεµβράνης, που 

τελικά χρησιµοποιείται για την σύνθεση του ΑΤΡ (7). Στο σχήµα 1 παρουσιάζονται τα 

ένζυµα που λαµβάνουν µέρος στην αναπνευστική αλυσίδα των µιτοχονδρίων και µε τα βέλη 

καθορίζονται τα µονοπάτια µεταφοράς ηλεκτρονίων, αρχικά από την NADH αµφιδρογονάση 

(Σύµπλεγµα Ι) ως τον τελικό αποδέκτη, την κυτοχρωµική c οξειδάση (Σύµπλεγµα IV), που 

καταλύει την αναγωγή του µοριακού οξυγόνου σε νερό. Με εξαίρεση το Σύµπλεγµα ΙΙ, τα 

τρία άλλα ένζυµα της αναπνευστικής αλυσίδας αποτελούν αντλίες πρωτονίων, συζεύγνουν 

δηλαδή την µεταφορά ηλεκτρονίων από υψηλό σε χαµηλό δυναµικό, µε την  µετατόπιση 

πρωτονίων από την εσωτερική (µιτοχονδριακή µήτρα) προς την εξωτερική πλευρά 

(διαµεµβρανικός χώρος) της µεµβράνης. Η διαβάθµιση πρωτονίων που δηµιουργείται µε τον 

τρόπο αυτό, χρησιµοποιείται την από την συνθάση του ΑΤP, ολοκληρώνοντας την διαδικασία 

της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης.  
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Σχήµα 1. Αναπνευστική αλυσίδα των µιτοχονδρίων. Με τα µαύρα βέλη απεικονίζεται το 

µονοπάτι µεταφοράς ηλεκτρονίων, και µε τα κυανά η µεταφορά πρωτονίων κατά µήκος της 

µεµβράνης. 

 

Τα βακτηριακά κύτταρα σε αντίθεση µε τα µιτοχόνδρια διαθέτουν εναλλακτικές πορείες 

στην αναπνευστική τους αλυσίδα λόγω της ικανότητας τους να προσαρµόζονται στις 

συνθήκες του περιβάλλοντος που αναπτύσονται. Σε αυτές τις εναλλακτικές πορείες είναι 

πιθανή η απουσία της κυτοχρωµικής αναγωγάσης (Σύµπλεγµα ΙII), που  έχει ως αποτέλεσµα 

την απευθείας µεταφορά των ηλεκτρονίων από µία κινόνη (Q) ή ουβικινόνη (UQ) στην 

τελική οξειδάση που χαρακτηρίζεται αντίστοιχα ως κινολική οξειδάση. Εκτός λοιπόν των 

κυτοχρωµικών c οξειδασών των ευκαρυωτικών κυττάρων, που δέχονται ηλεκτρόνια από το 

κυτόχρωµα c (δότης ενός ηλεκτρονίου), στα προκαρυωτικά κύτταρα είναι δυνατή η παρουσία 

τελικών οξειδασών που οξειδώνουν δότες δύο ηλεκτρονίων, τις κινόνες. Το βακτήριο του 

εδάφους Paracoccus denitrificans ειναι ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα βακτηρίου µε 

εναλλακτικές αναπνευστικές πορείες, οι οποίες περιλαµβάνουν διαφορετικές κινολικές και 

κυτοχρωµικές οξειδάσες και παρουσιάζονται στο σχήµα 2. 

 

 

 

 

 

Σχήµα 2. Εναλακτικές πορείες στην αερόβια αναπνοή του βακτηρίου Paracoccus 

denitrificans. Τα ένζυµα που δρουν ως αντλίες πρωτονίων περικλείονται σε τετράγωνα. 
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1.2   Η οικογένεια των τελικών οξειδασών  

 

Η οικογένεια των τελικών οξειδασών (αιµοχαλκοξειδάσες), που αποτελεί όπως 

προαναφέρθηκε τον τελικό αποδέκτη ηλεκτρονίων της αναπνευστικής αλυσίδας, καταλύει 

την αντίδραση της αναγωγής του µοριακού οξυγόνου σε νερό. Η ελεύθερη ενέργεια που 

παράγεται κατά την αντίδραση αυτή χρησιµοποιείται για την µεταφορά πρωτονίων απο την 

εσωτερική πλευρά της µεµβράνης (µιτοχονδριακή µήτρα ή κυτταρόπλασµα) προς την 

εξωτερική (2-6). Η συνολική αντίδραση µπορεί λοιπόν να περιγραφεί από την ακόλουθη 

χηµική εξίσωση: 
 

O2 + 4e-
. + 4H+ + 4H+

εσ.  → 2Η2Ο + 4H+
εξ.   

 

Όπως απεικονίζεται και στο σχήµα 1 τα τέσσερα ηλεκτρόνια που απαιτούνται για την 

αναγωγή του οξυγόνου µεταφέρονται από το κυτόχρωµα c, που βρίσκεται στο διαµεµβρανικό 

χώρο (εξωτερική πλευρά), ενώ τα τέσσερα πρωτόνια που είναι απαραίτητα για την 

δηµιουργία του νερού αντλούνται απο την µιτοχονδριακή µήτρα (εσωτερική πλευρά) και 

χαρακτηρίζονται ως «χηµικά πρωτόνια». Η δηµιουργούµενη από την χηµεία του οξυγόνου 

διαβάθµιση φορτίου ενισχύεται επιπλέον, εφόσον η ελεύθερη ενέργεια που εκλύεται από την 

αντίδραση χρησιµοποιείται από την οξειδάση για από την µεταφορά τεσσάρων πρωτονίων 

από την εσωτερική (4H+
εσ.) στην εξωτερική πλευρά (4H+

εξ.) της µεµβράνης. Τα πρωτόνια 

αυτά χαρακτηρίζονται ως «πρωτόνια διαβάθµισης» (scalar). Όµοια είναι η λειτουργία και των 

κινολικών οξειδασών µε την διαφορά ότι δότη των ηλεκτρονίων αποτελεί µία κινόνη (ή 

ουβικινόνη) που βρίσκεται στο εσωτερικό της µεµβράνης. Κυτοχρωµικές και κινολίκες 

οξειδάσες προσφέρουν συνεπώς  κατά ένα µεγάλο ποσοστό στην διατήρηση της ενέργειας 

στο κύτταρο και άρα στην διατήρηση της ζωής στους αερόβιους οργανισµούς. 

Η οικογένεια των τελικών οξειδασών περιλαµβάνει αρκετά µέλη που µπορεί να 

παρουσιάζουν διαφορές ως προς του δότες ηλεκτρονίων (κυτόχρωµα c ή κινόνη), στον τύπο 

αιµών που περιέχουν (Α, B, C, O), όπως επίσης και στον αριθµό των υποµονάδων τους. Τα 

µέλοι της οικογένειας όµως καθορίζονται από την παρουσία στην υποµονάδα Ι, µιας αίµης 

χαµηλού σπιν και αριθµού συναρµογής έξι όπως επίσης και ένα µοναδικό διπυρηνικό κέντρο 

που αποτελείται από µία αίµη υψηλού σπιν και ένα άτοµο χαλκού, τον CuB. Με βάση την 

ακολουθία των αµινοξέων πραγµατοποιήθηκε ένας αρχικός διαχωρισµός των αιµο-

χαλκοξειδασών σε δύο οµάδες  α) του τύπου Cox που παρουσιάζουν οµοιότητα µε την 

µιτοχονδριακή κυτοχρωµική οξειδάση και β) του τύπου cbb3 (ή FixN) (8,9). Οι Cox-τύπου 
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οξειδάσες διαθέτουν µία δεύτερη υποµονάδα (υποµονάδα ΙΙ) που περιέχει στην περίπτωση 

των κυτοχρωµικών οξειδασών ένα µικτού σθένους διµεταλλικό κέντρο χαλκού (CuA), ενώ 

στις κινολικές οξειδάσες το κέντρο αυτό απουσιάζει. Οι τύπου cbb3 οξειδάσες περιέχουν δύο 

διαφορετικές υποµονάδες µε  µία και δύο αίµες c, αντίστοιχα. 

Η υποµονάδα Ι που είναι διατηρηµένη σε όλες τις τελικές οξειδάσες περιέχει την 

ενεργή θέση, το οποίο είναι το διπυρηνικό κέντρο της υψηλού σπιν αίµης-CuB, όπως επίσης 

και τον άµεσο δότη ηλεκτρονίων προς το καταλυτικό κέντρο, την χαµηλού σπιν αίµη. Τα 

αµινοξέα που δεσµεύονται σε αυτές τις οµάδες  (έξι ιστιδίνες) είναι αυστηρά διατηρηµένα σε 

ολόκληρη την οικογένεια των αιµοχαλκοξειδασών και είναι οι: His I-94 και His I-413 

(υποκαταστάτες της αίµης χαµηλού σπιν), His I-276, His I-325, His I-326 (υποκαταστάτες 

του CuB), και His I-411 (εγγύς υποκαταστάτης της αίµης υψηλού σπιν). Η αναφορά των 

αµινοξέων γίνεται µε βάση την αρίθµηση του κυτοχρώµατος aa3 από το P. denitrificans 

(10,11). Ο τύπος αίµης στις οξειδάσες των ευκαρυωτικών κυττάρων είναι αποκλειστικά a και 

a3 (όπου ο συµβολισµός  «3»  διαχωρίζει την αίµη υψηλού του διπυρηνικού κέντρου). Στην 

περίπτωση των προκαρυωτικών οξειδασών συναντάµε ποικιλία αιµών α, b, c, o τόσο στην 

θέση της χαµηλού σπιν όσο και της χαµηλού σπιν αίµης. Οι διαφορετικοί τύποι αίµης 

απεικονίζονται στο σχήµα 3. 
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Σχήµα 3. Απεικόνιση των διαφορετικών οµάδων αίµης που εµφανίζονται στις τελικές 

οξειδάσες. 
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1.2.1 ∆οµή οξειδασών 

 

Η δοµή της µιτοχονδριακής κυτοχρωµικής οξειδάσης από καρδιά βοδιού (12-14), 

όπως επίσης και των κυτοχρωµάτων aa3 από το βακτήριο εδάφους Paracoccus  denitrificans 

(11,15), ba3 από το θερµόφιλο βακτήριο Thermus thermophilus (16), και bo3 από το βακτήριο 

E. coli (17), προσδιορίστηκαν τα τελευταία χρόνια µε την µέθοδο της κρυσταλλογραφίας 

ακτίνων-Χ, προσφέροντας µοναδικές πληροφορίες για τα δοµικά χαρακτηριστικά των 

ενζύµων της οικογένειας των τελικών οξειδασών. Ο αριθµός των υποµονάδων παρουσιάζει 

µεγάλη διαφορά ανάµεσα στην µιτοχονδριακή οξειδάση (13 υποµονάδες) και τα βακτηριακά 

ένζυµα (3-4 υποµονάδες). Τα κοινά δοµικά χαρακτηριστικά εµφανίζονται κυρίως στην 

υποµονάδα Ι, που όπως προαναφέρθηκε είναι διατηρηµένη σε όλη την οικογένεια των 

αιµοχαλκοξειδασών, και στην υποµονάδα ΙΙ που παρουσιάζει υψηλή οµολογία στις Cox-

τύπου οξειδάσες. Συνεπώς οι υποµονάδες που περιέχουν τα οξειδοαναγωγικά κέντρα του 

ενζύµου είναι αυτές που παρουσιάζουν παρόµοια δοµή.  

Η συνολική τρισδιάστατη δοµή του βακτηρίου Paracoccus  denitrificans αποτελείται 

από 22 διαµεµβρανικά, κυρίως ελικοειδή, τµήµατα και παρουσιάζεται στο σχήµα 4 (Iwata et 

al. Nature), στο οποίο συµπεριλαµβάνεται και το Fv θραύσµα αντισώµατος µε το οποίο 

κρυσταλλώθηκε. Στην παρούσα εργασία η αναφορά στην δοµή της κυτοχρωµικής οξειδάσης 

θα γίνεται κυρίως µε βάση το P. denitrificans. 

Σχήµα 4: Η κυτοχρωµική c οξειδάση από το 
βακτήριο P. denitrificans µε το Fv θραύσµα 
αντισώµατος που κρυσταλλώθηκε, όπως βρίσκεται 
παράλληλα προς την µεµβράνη. Ο κορµός της 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας των υποµονάδων Ι, ΙΙ, ΙΙΙ, 
IV και το Fv παρουσιάζονται µε κίτρινο, µωβ, µπλε, 
πράσινο και γαλάζιο αντίστοιχα. Η υποµονάδα Ι 
περιέχει τις αίµες α (κόκκινο) και α3 (γαλάζιο), 
όπως επίσης και το CuB (µπλε). Η υποµονάδα ΙΙ 
περιέχει τον CuΑ  (µπλε). Στην υποµανάδα ΙΙΙ 
εµφανίζεται ένα µόριο φωσφολιπιδίου (µωβ). Η 
κυτταροπλασµατική πλευρά (κάτω) είναι περίπου 
90 Å, η περιπλασµική 75 Å και το ύψος ~55 Å. 
Θεωρώντας ότι βλέπουµε κάθετα προς την 
µεµβράνη η οξειδάση έχει ελλειψοειδές σχήµα µε 
διαστάσεις των αξόνων 90 και 60 Å. 
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Υποµονάδα ΙΙ 

Στις κυτοχρωµικές οξειδάσες Cox-τύπου (µιτοχονδριακό κυτόχρωµα αα3, κυτόχρωµα 

aa3 από το Paracoccus  denitrificans και ba3 από το βακτήριο Thermus thermophilus) ο 

αρχικός δέκτης ηλεκτρονίων από το κυτόχρωµα c, ο CuA, βρίσκεται στην υποµονάδαν ΙΙ. Η 

υποµονάδα ΙΙ αποτελείται από τρία τµήµατα: ένα Ν-τελικό βρόγχο, δύο διαµεµβρανικές 

έλικες και ένα C-τελικό εξωµεµβρανικό σφαιρικό τµήµα το οποίο περιέχει και τον CuA. Όπως 

είχε προβλεφθεί από προηγούµενες µελέτες (18,19,20) και επιβεβαιώθηκε από την 

κρυσταλλική δοµή ο CuA είναι ένα διµερές µικτού σθένους CuA
+1.5  - CuA

+1.5. Το ένα άτοµο 

χαλκού συνδέεται µε την πρωτεΐνη µέσω των αµινοξέων Cys II-216, Cys II-220, His II-181, 

Met II-227 και το δεύτερο άτοµο µέσω των Cys II-216, Cys II-220, His II-224 και το 

καρβονυλικό οξυγόνο του Glu II-218, δηλαδή τα δύο άτοµα χαλκού συνδέονται µέσω των 

ατόµων θείου δύο κυστεϊνών και η απόστασή τους είναι 2.6 Å. Η απόσταση του CuA, που 

βρίσκεται πλησιέστερα στις δύο αίµες της υποµονάδας Ι, είναι 19.5 και 22.1 Å αντίστοιχα για 

την αίµη α και α3. Η µικρότερη απόσταση του CuA από την αίµη α συγκριτικά µε την α3, 

βρίσκεται σε συµφωνία µε την οριοθέτηση της µεταφοράς ηλεκρονίων από τον αρχικό δεκτη 

CuA στην αίµη α και από εκεί τελικά στο διπυρηνικό κέντρο (6,19,21). 

Υποµονάδα Ι 

Η δοµή της υποµονάδας Ι παρουσιάζει ίσως το σηµαντικότερο ενδιαφέρον, εφόσον 

δεν εµφανίζει µόνο την υψηλότερη δοµική οµοιότητα στην οικογένεια των τελικών 

οξειδασών, αλλά  επίσης περιέχει την καταλυτική θέση όπου πραγµατοποιείται η αναγωγή 

του οξυγόνου και η σύξευξή της µε την άντληση πρωτονίων (2-6). Η υποµονάδα Ι 

αποτελείται από 12 διαµεµβρανικά τµήµατα, µε δευτεροταγή δοµή στην οποία κυριαρχεί η α-

έλικα, και περιέχει τα τρία οξειδοαναγωγικά κέντρα του ενζύµου. Τα 12 διαµεµβρανικά 

τµήµατα είναι διευθετηµένα ώστε να σχηµατίζουν τρεις κύκλους συµµετρικά 

τοποθετηµένους. Η διευθέτηση αυτή εχει ως αποτέλεσµα των σχηµατισµό τριών πόρων Α, Β 

και C. Ο πόρος Α διαπερνάται από διατηρηµένα αρωµατικά αµινοξέα. Η υποµονάδα Ι 

περιέχει τις δύο οµάδες, µε την αίµη α να είναι διευθετηµένη στον πόρο C, ενώ η α3 στον 

πόρο Β. Οι δύο αίµες απέχουν από την περιπλασµική επιφάνεια της µεµβράνης περίπου 15 Å, 

µε τα επίπεδά τους κάθετα προς αυτή και µε τα µεταξύ τους επίπεδα να σχηµατίζουν γωνία 

108ο. Η απόσταση ανάµεσα στις δύο αίµες είναι 13.2 Å (κέντρο-κέντρο), ενώ η πλησιέστερη 

απόσταση τους είναι 4.7 Å. Η αίµη α είναι χαµηλού σπιν µε αξονικούς υποκαταστάτες δύο 

διατηρηµένες ιστιδίνες, (βλ. Παράγραφο 1.2) τις His I-94 και His I-413. Η υδροξυαιθυλ-

φαρνεσυλική πλευρική οµάδα της αίµης α περικλείεται στον πόρο C και σε συνδιασµό µε την 

παρουσία υδρόφοβων καταλοίπων αποκλείει την πρόσβαση της αίµης από την κυτταροπλα-
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σµατική πλευρά της µεµβράνης. Η υψηλού σπιν αίµη α3 και ο CuΒ, που σχηµατίζουν το 

διπυρηνικό κέντρο στο οποίο πραγµατοποιείται η αναγωγή του οξυγόνου, βρίσκονται στον 

πόρο Β. Η αίµη α3 παρουσιάζει αριθµό συναρµογής πέντε µε αξονικό υποκαταστάτη την 

διατηρηµένη ιστιδίνη His I-411, η οποία σχηµατίζει δεσµό υδρογόνου µε το καρβονύλιο του 

καταλοίπου Gly I-378 (Σχήµα 5). Η υδροξυαιθυλ-φαρνεσυλική πλευρική οµάδα της α3, σε 

αντίθεση µε την αίµη α, αποµακρύνεται από  τον πόρο Β και διαπερνάει την λιπιδική 

διπλοστοιβάδα της µεµβράνης µε αποτέλεσµα το διπυρηνικό κέντρο να είναι προσβάσιµο σε 

πρωτόνια από την περιπλασµική πλευρά. Οι υποκαταστάτες του CuΒ είναι τρία διατηρηµένα 

κατάλοιπα ιστιδίνης, οι His I-276, His I-325 και His I-326. Η απόσταση α3/CuΒ είναι 4.5 Å 

στο κυτόχρωµα αα3 από το P. denitrificans που αποτελείται και από τις τέσσερις υποµονάδες, 

ενώ εµφανίζεται 5.2 Å στο ένζυµο που διαθέτει µόνο τις υποµονάδες Ι και ΙΙ (11,15). Η 

απόσταση των δύο µετάλλων παρουσιάζει εξάρτηση από την οξειδωτική τους κατάσταση και 

από την δέσµευση υποκαταστατών, όπως φαίνεται από την διακύµανση  από 4.9 Å στο 

οξειδωµένο µιτοχονδριακό κυτόχρωµα αα3, σε 5.2 Å στην ανηγµένη µορφή του και σε 5.3 Å 

στα σύµπλοκα οξειδωµένου ενζύµου/αζιδίου και ανηγµένου ενζύµου/µονοξειδίου του 

άνθρακα (12-14). Η ισχυρή αντισιδηροµαγνητική σύζευξη που παρουσιάζει το διπυρηνικό 

κέντρο στην οξειδωµένη κατάσταση του ενζύµου αποτέλεσε την βάση για την πρόταση της 

ύπαρξης ενός υποκαταστάτη γέφυρας ανάµεσα στα δύο µεταλλικά κέντρα (22). Ο 

υποκαταστάτης αυτός δεν διελευκάνθηκε από την λύση της κρυσταλλοδοµής, εφόσον η 

ηλεκτρονική πυκνότητα ανάµεσα στα δύο κέντρα αποδώθηκε από τον Yoshikawa σε 

υπεροξείδιο (α3-Ο-Ο-CuΒ), από την οµάδα του Michel σε δύο υδροξύλια ή µόρια Η2Ο που 

συνδέονται το καθένα µε ένα µέταλλο και µεταξύ τους µέσω δεσµού υδρογόνου, ενώ ο 

Soulimane et al. αναφέρει την παρουσία ενός µόνο ατόµου Ο ως υποκαταστάτη γέφυρας.  

 

 

Σχήµα 5: Σχηµατική απεικόνιση 

του διπυρηνικού κέντρου στην 

ανηγµένη µορφή της κυτοχρωµικής 

οξειδάσης. 
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Από τις κρυσταλλικές δοµή των οξειδασών αναγνωρίστηκαν επίσης πιθανά µονοπάτια 

µεταφοράς πρωτονίων. Στο βακτήριο P . denitrificans (11,15) το πρώτο µονοπάτι οδηγεί στο 

διπυρηνικό κέντρο, ονοµάστηκε K και περιλαµβάνει τα υψηλά διατηρηµένα αµινοξέα Lys I-

354, Thr I-351, Tyr I-280 και την υδρόξυ οµάδα της υδροξυαιθυλ-φαρνεσυλική πλευρική 

οµάδα της αίµης α3. Το δεύτερο χαρακτηρίστηκε ως D µονοπάτι και περιλαµβάνει την Asp I-

124 και αρκετά διατηρηµένα πολικά αµινοξέα όπως  Asn I-199, Asn I-113, Asn I-131, Tyr I-

35, Ser I-193, τα οποία βρίσκονται γύρω από τον πόρο C. Εξω από τον πόρο C πιθανά 

συµµετέχουν τα Glu I-278 και Pro I-277 ή οι προπιονικές οµάδες της αίµης α3. Παρόµοια 

µονοπάτια έχουν αναφερθεί και στις υπολοιπες οξειδάσες που έχουν κρυσταλλωθεί. 

 Μία από τις σηµαντικότερες αποκαλύψεις της κρυσταλλικής δοµής θεωρείται ο 

οµοιοπολικός δεσµός της Tyr I-280 µε ένα από τους τρεις υποκαταστάτες του CuΒ, 

συγκεκριµένα την His I-276. Η ύπαρξη του δεσµού αυτού επιβεβαιώνεται σε όλες τις 

κρυσταλλικές δοµές που έχουν αναφερθεί ως σήµερα όπως και από χηµικές µελέτες της 

πρωτεΐνης (23). Η Tyr I-280 αποτελεί ένα καθολικά διατηρηµένο αµινοξύ στην οικογένεια 

των Cox-τύπου οξειδασών, ενώ απουσιάζει στις cbb3-τύπου τελικές οξειδάσες. Η αποκάλυψη 

του οµοιποπολικού δεσµού του αµινοξέος µε ένα από τους υποκαταστάτες του CuΒ 

αποτέλεσε τη βάση για µία σειρά µελετών που την προσδιορίζουν ως ενεργό µέτοχο στον 

καταλυτικό κύκλο του ενζύµου. (Παράγραφος 1.2.2) 

 

 

1.2.2 Η αντίδραση της κυτοχρωµικής οξειδάσης µε το οξυγόνο και το ανάλογό 

του, το υπεροξείδιο του υδρογόνου. 

 

Πολλές φασµατοσκοπικές αλλά και βιοχηµικές µέθοδοι έχουν εφαρµοστεί για τον  

χαρακτηρισµό των ενδιαµέσων της καταλυτικής αναγωγής του οξυγόνου από την 

κυτοχρωµική οξειδάση. Στην προσπάθεια χαρακτηρισµού των ενδιαµέσων έχουν 

χρησιµοποιηθεί διαφορετικές συνθήκες, που περιλαµβάνουν την αντίδραση του πλήρως 

ανηγµένου (CuA
1+, a2+, a3

2+, CuB
1+), καθώς επίσης και του µικτού σθένους ενζύµου (CuA

2+, 

a3+, a3
2+, CuB

1+), µε το οξυγόνο. Μελέτες για τον χαρακτηρισµό των ενδιαµέσων της 

αντίδρασης και της οξειδωµένης αλλά και της ανηγµένης µορφής της κυτοχρωµικής 

οξειδάσης  µε το µερικώς ανηγµένο ενδιάµεσο οξυγόνου,  το υπεροξείδιο του υδρογόνου, 

έχουν δείξει ότι κάποια από τα σχηµατιζόµενα ενδιάµεσα είναι κοινά στις προαναφερόµενες 

αντιδράσεις. 
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Συνοπτικά, τα ενδιάµεσα της αντίδρασης που έχουν χαρακτηριστεί είναι τα: οξυ 

(Fe2+-O2 , Α), φερύλ (Fe4+=O2- , P ή 607 nm-µορφή), φερύλ (Fe4+=O2- , F ή 580 nm-µορφή) 

και το υδρόξυ (Fe3+-OΗ) ενώ διαφωνίες εξακολουθούν να ιφίστανται ως προς την εµφάνιση 

του περόξυ ενδιαµέσου (Fe3+-O--Ο-) και τον δοµή των δύο ενδιαµέσων που παρουσιάζουν 

χαρακτήρα φερυλ, όπως επίσης και για την συµµετοχή της Tyr I-280 στην καταλυτική 

πορεία.  

 

Αρχική δέσµευση του οξυγόνου και σχηµατισµός του όξυ (Fe2+-O2) ενδιαµέσου 

 
Η πρώτη ουσιαστική µελέτη της αντίδρασης της κυτοχρωµικής οξειδάσης µε το 

οξυγόνο αναφέρθηκε από τους Gibson και Greenwood (24,25) οι οποίοι ανέπτυξαν την 

µέθοδο φωτόλυσης του µονοξειδίου του άνθρακα για την µελέτη της αντίδρασης. Η 

ανάπτυξη της µεθόδου της φωτόλυσης του CO από το CO-σύµπλοκο της ανηγµένης 

οξειδάσης για την έναρξη της αντίδρασης µε το οξυγόνο αποτέλεσε θεµέλιο λίθο για τις 

µετέπειτα µελέτες. Η θερµική αποδέσµευση του CO από την αίµη του διπυρηνικού κέντρου 

του ενζύµου πραγµατοποιείται σε κλίµακα δευτερολέπτων, επιτρέποντας στο χρόνο αυτό την 

ανάµιξη της πλήρους ανηγµένης ή µικτού σθένους οξειδάσης µε το οξυγόνο χωρίς την 

έναρξη της αντίδρασης. Η τελευταία πραγµατοποιείται µε την φωτοδιάσπαση του CO και η 

αντίδραση µπορεί συνεπώς να µελετηθεί µε χρονοεξαρτηµένες µεθόδους, χωρίς να ιφίσταται 

το πρόβληµα του νεκρού χρόνου µίξης που θα περιόριζε τη µελέτη σε ms κλίµακα. Με την 

εφαρµογή της µεθόδου οι Gibson και Greenwood έδειξαν ότι η αντίδραση µε το οξυγόνο 

πραγµατοποιείται σε κλίµακα µικροδευτερολέπτων (µs) όταν χρησιµοποιείται ρυθµιστικό 

διάλυµα κορεσµένο µε οξυγόνο. Σηµαντική επίσης ήταν η παρατήρηση ότι η αντίδραση 

δέσµευσης του οξυγόνου παρουσίαζε κινητική κορεσµού, ένδειξη ότι το οξυγόνο δεσµεύεται 

σε άλλη θέση στο ένζυµο πριν από την αίµη (25,26). Η παρατήρηση αυτή σε συνδιασµό µε 

τις FTIR µελέτες του Alben και συνεργατών του, που έδειξαν ότι όταν φωτολυθεί το 

δεσµευµένο στην αίµη CO, αυτό σχηµατίζει ένα µεταβατικό σύµπλοκο µε τον CuB (27,28) 

οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι αρχική θέση δέσµευσης εξωγενών υποκαταστατών και 

συνεπώς και του οξυγόνου, αποτελεί ο CuB. Το συµπέρασµα αυτό υποστηρίχθηκε από 

έρευνες της οµάδας του Woodruff (29-31), ενώ επίσης και οι Oliveberg και Malmstrom (32) 

απέδωσαν την µετάβαση που ανίχνευσαν στα 830 nm στο σχηµατισµό του συµπλόκου CuB-

Ο2. 

Ο σχηµατισµός του αρχικού όξυ ενδιαµέσου (Fe2+-O2  CuB
1+, Α) στην αντίδραση της 

κυτοχρωµικής οξειδάσης µε το οξυγόνο προτάθηκε αρχικά από τον Chance και τους 
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συνεργάτες του µε πειράµατα παγίδευσης EPR σε χαµηλές θερµοκρασίες (33).  Η δηµιουργία 

του όξυ ενδιαµέσου στηρίχθηκε µε χρονοεξαρτώµενα πειράµατα υπεριώδους/ορατού που 

έδειξαν τον σχηµατισµό ενός ενδιαµέσου του οποίου οι µεταβάσεις παρουσιάζονται στα 430 

και 595 nm (34,35) και η εφαρµογή χρονοεξαρτηµένων πειραµάτων συντονισµού Raman 

έδωσε την δυνατότητα χαρακτηρισµού του ενδιαµέσου µέσω της απευθείας καταγραφής της 

δόνησης τάσης  Fe2+-O2, η οποία εµφανίζεται στους 572 cm-1 και παρουσιάζει ευαισθησία 

στην ισοτοπική αντικατάσταση του οξυγόνου µε 18Ο2 (36-41). Η παρατηρούµενη ν(Fe2+-O2) 

βρίσκεται σε συµφωνία µε την δόνηση που παρατηρείται στην όξυ µορφή της µυοσφαιρίνης 

και της αιµοσφαιρίνης όπως και µε αντίστοιχα µοντέλα (42), γεγονός που δηλώνει ότι το 

δεσµευµένο στην αίµη οξυγόνο δεν αλληλεπιδρά µε τον CuB στο όξυ ενδιάµεσο. 

Το όξυ ενδιάµεσο παρατηρείται τόσο στην αντίδραση του πλήρως ανηγµένου ενζύµου 

(36,38,40,41) όσο και του µικτού σθένους (37,39) όχι όµως στην αντίδραση της οξειδωµένης 

οξειδάσης µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου, όπως άλλοστε είναι αναµενόµενο. Ο 

σχηµατισµός του όξυ ενδιαµέσου στις δύο προαναφερόµενες αντιδράσεις πραγµατοποιείται 

σε 5 µs, η ταχύτητα αποσχηµατισµού του όµως παρουσιάζει σηµαντική διαφορά. Στην 

αντίδραση του µικτού σθένους ενζύµου µε το οξυγόνο η ταχύτητα αποσχηµατισµού του όξυ 

ενδιαµέσου είναι ~5 x 103 s-1 (34,37), ενώ στην αντίδραση της πλήρως ανηγµένης οξειδάσης 

µε το οξυγόνο η αντίστοιχη ταχύτητα είναι ~2 x 104 s-1 (41,43,44) και ταυτόχρονα 

παρατηρείται οξείδωση της αίµης α (42,43). 

 

Σχηµατισµός του περόξυ (Fe3+-O--Ο-) ενδιαµέσου 

 
 Ο σχηµατισµός και ανίχνευση του ενδιαµέσου µε δοµή (Fe3+-O--Ο-  CuB

1+ ή Fe2+-O--

Ο-  CuB
2+)  είναι ένα από τα θέµατα που έχουν προκαλέσει σηµαντικές διαφωνίες στην 

µελέτη της καταλυτικής αναγωγής του οξυγόνου από την κυτοχρωµική οξειδάση. Αρχικά ο 

Blair et al. (45) πρότεινε τον σχηµατισµό του περόξυ ενδιαµέσου (Fe2+-O--Ο-  CuB
2+) µε 

πειράµατα EPR σε χαµηλές θερµοκρασίες. Η ανίχνευση µιας δόνησης που παρουσίαζε 

ευαισθησία στην ισοτοπική αντικατάσταση του οξυγόνου σε πειράµατα συντονισµού Raman 

στους 356/342 cm-1 για 16Ο2 και 18Ο2 αντίστοιχα αποδώθηκε, από τους Ogura et al. (46) και 

Varotsis et al. (41,47), στην δόνηση τάσης Fe-O του περόξυ ενδιαµέσου. Μεταγενέστερη 

µελέτη της αντίδρασης της  ανηγµένης οξειδάσης µε το οξυγόνο από τον Ogura et al. (48) 

(οµάδα Kitagawa), αµφισβήτησε την  απόδοση της δόνησης αυτής και υποστήριξε την 

προέλευσή της από την δόνηση κάµψης Fe4+=O2-, ενός ενδιαµέσου στο οποίο έχει 

πραγµατοποιηθεί η διάσπαση του δεσµού Ο-Ο. Η απόδοση της δόνησης στους 356 cm-1 στο 
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φερύλ ενδιάµεσο υποστηρίχθηκε επίσης µε πειράµατα µελέτης της αντίδρασης  της 

οξειδωµένης µορφής του ενζύµου µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου από την ίδια οµάδα 

(49,50). Με την άποψη της οµάδας Kitagawa συµφωνεί και ο Rousseau σε πρόσφατη µελέτη 

της αντίδρασης οξειδάσης/οξυγόνου, ο οποίος υποστηρίζει ότι το περόξυ ενδιάµεσο δεν 

σχηµατίζεται σε ανιχνεύσιµες συγκεντρώσεις (51). 

 

Σχηµατισµός των P (607 nm) και F (580 nm) φερύλ (Fe4+=O2-) ενδιαµέσων 

 
 Η αντίδραση της κυτοχρωµικής οξειδάσης µε το οξυγόνο µελετήθηκε µε 

φασµατοσκοπία υπεριώδους/ορατού, και µετά τον αποσχηµατισµό του όξυ ενδιαµέσου 

παρατηρήθηκε η δηµιουργία ενός ενδιαµέσου το οποίο παρουσιάζει απορρόφηση στα 438 και 

607 nm και χαρακτηρίζεται ως Ρ (ή C ή 607 nm) ενδιάµεσο (35). Το Ρ ενδιάµεσο 

σχηµατίζεται στις αντιδράσεις ανηγµένης (35) και µικτού σθένους οξειδάσης µε το οξυγόνο 

(52). ∆εδοµένου ότι στο µικτού σθένους ένζυµο µόνο δύο ηλεκτρόνια είναι διαθέσιµα για την 

αναγωγή του οξυγόνου, αρχικά θεωρήθηκε ότι το ενδιάµεσο αυτό αντιστοιχεί στο περόξυ 

ενδιάµεσο (53). Η οµάδα του Kitagawa κατόρθωσε να δείξει τον σχηµατισµό του 607 nm 

ενδιαµέσου στην αντίδραση της οξειδωµένης µορφής της κυτοχρωµικής οξειδάσης µε το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου. Εφαρµόζοντας την φασµατοσκοπία συντονισµού Raman µε 

διέγερση στα 607 nm και πραγµατοποίηση της αντίδρασης µε Η2
16Ο2, Η2

18Ο2 και Η2
16Ο18Ο 

απέδειξε ότι το Ρ ενδιάµεσο έχει δοµή φερύλ (Fe4+=O2- CuB
2+) µε ν(Fe4+=O2-) στους 804/769  

cm-1 για Η2
16Ο2 και Η2

18Ο2 αντίστοιχα (54). Η ύπαρξη του ζεύγους 804/764 cm-1 έχει 

αναφερθεί από την ίδια οµάδα και στην αντίδραση της ανηγµένης µορφής της κυτοχρωµικής 

οξειδάσης µε το οξυγόνο (48,55), αποδεικνύοντας την δηµιουργία του Ρ ενδιαµέσου ως κοινό 

ενδιάµεσο και στις δύο προαναφερόµενες αντιδράσεις. Στην προαναφερόµενη περίπτωση η 

δόνηση στους 804 cm-1 συνοδεύεται από µία δεύτερη στους 356 cm-1, η οποία αρχικά 

θεωρήθηκε ως η δ(Ηis-Fe4+=O2-) του ενδιαµέσου.  Σε αντίθεση, σε µεταγενέστερες µελέτες 

της αντίδρασης οξειδάσης/υπεροξειδίου, προτάθηκε ότι η εµφάνιση της 804 cm-1 δόνησης 

δεν συνοδεύεται από την 356 cm-1, αλλά η τελευταία αντιστοιχεί στην δόνηση δ(Ηis- 

Fe4+=O2-) ενός άλλου φερύλ ενδιαµέσου του οποίου δεν προσδιορίζεται η αντίστοιχη δόνηση 

τάσης του. Σε πρόσφατη µελέτη της οµάδας που αναφέρει το ζεύγος δονήσεων  804/768  cm-1 

για 16Ο2 και 18Ο2 αντίστοιχα κατά τον σχηµατισµό του Ρ ενδιαµέσου από την δηµιουργία του 

µικτού σθένους CO-συµπλόκου του ενζύµου παρουσία οξυγόνου, χωρίς ταυτόχρονη 

καταγραφή της 356 cm-1 δόνησης (56). O Proshlyakov et al. (57) σε χρονοεξαρτηµένη µελέτη 

συντονισµού Raman της αντίδρασης του µικτού σθένους ενζύµου µε το οξυγόνο παρουσιάζει 
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και τις δύο δονήσεις στους 804 και 356 cm-1, αποδίδοντας την πρώτη στην ν(Fe4+=O2-) του 

φερύλ ενδιαµέσου, ενώ δεν αναφέρεται στην δεύτερη, γεγονός που αφήνει το ζήτηµα της 

εµφάνισης του περόξυ ενδιαµέσου αδιευκρίνιστο. 

Σε πρόσφατη µελέτη µε φασµατοσκοπία µάζας της αντίδρασης της µικτού σθένους 

οξειδάσης µε το οξυγόνο, ο Palmer υποστηρίζει τον απόδοση του Ρ ενδιαµέσου σε φερύλ, 

εφόσον αποδεικνύει ότι έχει ήδη πραγµατοποιηθεί σχάση του δεσµού Ο-Ο (58). Το επόµενο 

ερώτηµα που ανακύπτει είναι πως σχηµατίζεται το Ρ ενδιάµεσο στην αντίδραση του µικτού 

σθένους ενζύµου (2 διαθέσιµα ηλεκτρόνια) µε το οξυγόνο, ενώ για την δηµιουργία του φερύλ 

απαιτούνται τρία ηλεκτρόνια. Για την απάντηση του τελευταίου ερωτήµατος εχουν γίνει 

διάφορες προτάσεις που περιλαµβάνουν ως πιθανές δοµές ενδιαµέσων Fe4+=O2- CuB
3+ (59) 

και Fe4+=O2- CuB
2+ + αµινοξική ρίζα (βλ. Ρόλο της τυροσίνης 280). 

Το ενδιάµεσο που ακολουθεί µετά το Ρ είναι το φερύλ F (ή 580-nm µορφή), τόσο 

στην αντίδραση της πλήρως ανηγµένης οξειδάσης µε το οξυγόνο (41,60-62) όσο και στην 

αντίδραση του οξειδωµένου ενζύµου µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου (49,50). Ο αρχικός 

χαρακτηρισµός του F ενδιαµέσου πιστοποιήθηκε µε την εφαρµογή της χρονοεξαρτηµένης 

φασµατοσκοπίας συντονισµού Raman από τους Varotsis et al. (60) και Ogura et al. (61) που 

ανέφεραν το ζεύγος δονήσεων 790/755 cm-1 για 16Ο2 και 18Ο2 αντίστοιχα. Ο Rousseau και 

συνεργάτες του έδειξαν ότι η δόνηση ν(Fe4+=O2-) στους 790 cm-1 παρουσιάζει ευαισθησία 

στην ισοτοπική αντικατάσταση Η µε D και µετατοπίζεται κατά ~12 cm-1 στους 800-804 cm-1, 

οπότε συµπέρανε ότι το το οξυγόνο στο φερύλ ενδιάµεσο διατηρεί δεσµό υδρογόνου (62), 

όπως υποστηρίζεται και σε µεταγενέστερες µελέτες (41,55). Υπάρχει συµφωνία λοιπόν, από 

τις µελέτες συντονισµού Raman όλων των οµάδων, ότι το φερύλ µε ν(Fe4+=O2-) στους 790 

cm-1  παρατηρείται στην αντίδραση της πλήρως ανηγµένης οξειδάσης µε το οξυγόνο και στην 

αντίδραση του οξειδωµένου ενζύµου µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου και η δοµή του είναι 

Fe4+=O2- CuB
2+.  

 

Σχηµατισµός του υδρόξυ (Fe3+-OΗ) ενδιαµέσου 

 
 Το τελικό υδρόξυ ενδιάµεσο Fe3+-OΗ της αντίδρασης ανηγµένης οξειδάσης/οξυγόνου 

χαρακτηρίστηκε µε χρονοεξαρτηµένη φασµατοσκοπία συντονισµού Raman (41,48,62,63). Η 

δόνηση τάσης Fe3+-OΗ παρουσιάζεται ~450 cm-1 και παρουσιάζει ευαισθησία στην 

ισοτοπική αντικατάσταση Η µε D, ενώ διαφορά παρουσιάζει και ο χρόνος εµφάνισής του 

εφόσον είναι ~500 µs όταν το πείραµα πραγµατοποιείται σε Η2Ο και ~1 ms σε D2Ο (41,62). 
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Το υδρόξυ ενδιάµεσο αποτελεί επίσης το τελικό ενδιάµεσο της αντίδρασης 

οξειδάσης/υπεροξειδίου του υδρογόνου (49,50). 

 

 Ο ρόλος της τυροσίνης 280  

 

 Η αποκάλυψη του οµοιοπολικού δεσµού της Τyr I-280 µε την Ηis I-276 (που είναι 

ένας από τους υποκαταστάτες του CuB) από την κρυσταλλική δοµή είχε ως αποτέλεσµα 

πολλές µελέτες να επικεντρωθούν στην προσπάθεια διελεύκανσης του πιθανού λειτουργικού 

του ρόλου. Σε µελέτη συντονισµού Raman η οµάδα του Rousseau, µε βάση τις ιδιότητες του 

κυτοχρώµατος αα3 από το βακτήριο Rhodobacter sphaeroides στο οποίο είχε 

πραγµατοποιηθεί η µετάλλαξη της συγκεκριµένης τυροσίνης σε φαινυλαλανίνη, πρότεινε ότι 

ο οµοιοπολικός δεσµός Tyr-His είναι απαραίτητος για την σταθερότητα του διπυρηνικού 

κέντρου. Η απουσία του δεσµού αυτού, όπως υποστήριξε, έχει ως αποτέλεσµα την 

αποδέσµευση ενός υποκαταστάτη του CuB και την συναρµογή του στην αίµη α3, µε συνέπεια 

την απενεργοποίηση του ενζύµου (64). Ο Yoshikawa και οι συνεργάτες του στην λύση της 

κρυσταλλικής δοµής του µιτοχονδριακού ενζύµου (14), υποστήριξαν ότι η ύπαρξη του 

οµοιοπολικού δεσµού Tyr-His προκαλεί σηµαντική µείωση του pka της υδρόξυ οµάδας της 

τυροσίνης και κατά συνέπεια ένα σηµαντικό ποσοστό της �ΟΗ οµάδας µπορεί να είναι 

αποπρωτονιοµένο σε φυσιολογικό pH. Πρότειναν, λοιπόν, ένα µηχανισµό στον οποίο η 

τυροσίνη 280 αποτελεί δότη πρωτονίου στο περόξυ ενδιάµεσο, και η ακόλουθη µεταφορά 

ηλεκτρονίου από τον CuB µέσω του οµοιοπολικού δεσµού, προκαλεί την σχάση του δεσµού 

Ο-Ο. Μοντέλο του διπυρηνικού κέντρου αίµης/χαλκού που περιλαµβάνει τον οµοιοπολικό 

δεσµό τυροσίνης-ιστιδίνης βρίσκεται σε συµφωνία µε την πρόταση του Yoshikawa, 

παρέχοντας πειραµατικά δεδοµένα για την µείωση του pka της υδρόξυ οµάδας της τυροσίνης  

στο µοντέλο (65). O Proshlyakov et al. (57) σε χρονοεξαρτηµένη µελέτη συντονισµού Raman 

της αντίδρασης του µικτού σθένους ενζύµου µε το οξυγόνο αναφέρει την 804 cm-1 δόνηση 

που αποδίδει στο φερύλ ενδιάµεσο και ως τον πιθανότερο υποψήφιο δότη του τρίτου 

ηλεκτρονίου προς το διπυρηνικό κέντρο αναφέρει την Tyr I-280, η οποία µετατρέπεται σε 

ρίζα. Σε πιο πρόσφατη µελέτη η ίδια οµάδα απέδειξε την δηµιουργία ρίζας του 

συγκεκριµένου αµινοξέος, αλλά σε συγκέντρωση της τάξης του µόλις 3% µε την επισήµανση 

της ρίζας µε ραδιενεργό ιώδιο (66). Η ανίχνευση ρίζας τυροσίνης από τον MacMillan et al. 

(67), κατά την αντίδραση της οξειδάσης µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου σε EPR πειράµατα, 

αποδώθηκε επίσης στην συγκεκριµένη Tyr I-280. Στην  αντίδραση του κυτοχρώµατος bo3 µε 

το υπεροξείδιο του υδρογόνου µε φασµατοσκοπία συντονισµού Raman η οµάδα του 
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Kitagawa ανέφερε την ανίχνευση σήµατος στους 1489 cm-1, το οποίο απέδωσε σε ουδέτερη 

ρίζα τυροσίνης αν και δεν επιβεβαιώθηκε µε ισοτοπική επισήµανση (68). 

 

Στο σχήµα 6 παρουσιάζεται συνοπτικά η πορεία της καταλυτικής αναγωγής του 

οξυγόνου από την οικογένεια των αιµοχαλκοξειδασών, όπως προκύπτει από τις µελέτες που 

προαναφέρθηκαν στην παράγραφο 1.2.2. Είναι απαραίτητο να αναφερθεί ότι υπάρχουν 

σηµαντικές διαφοροποιήσεις που υποστηρίζονται από διαφορετικές οµάδες (βλ. παράγραφο 

1.2.2 και εκάστοτε παραποµπή), και η παρούσα συνοπτική σχηµατική παρουσίαση δεν τις 

περιλαµβάνει.  

Η εναλλακτική πορεία που περιλαµβάνει τον σχηµατισµό της ρίζας τυροσίνης 

διαφοροποιείται στην περίπτωση των cbb3-τύπου οξειδασών, στις οποίες απουσιάζει η 

τυροσίνη που σχηµατίζει τον οµοιοπολικό δεσµό µε τον υποκαταστάτη του CuB (His 276 � 

Tyr 280). 

α3
3+  CuB

2+-His-TyrOH

α3
4+=O2- CuB

2+ -His-TyrOH

580-nm 

Fe4+=O2- 790 cm-1

α3
3+-O -O CuB

2+ -His-TyrOH

α3
4+=O2- CuB

2+ -His-TyrO.

607-nm

Fe4+=O2- 804 cm-1

α3
2+    CuB

1+-His-TyrOH

α3
2+-O2 CuB

1+-His-TyrOH

Fe2+-O2 572 cm-1
α3

2+      O2-CuB
1+-His-TyrOH

α3
3+ -OH CuB

2+-His-TyrOH

Fe3+-OH   450 cm-1

2e-

O2

e- H+

e- , 2H+

e-

H+

H+

H+ H2OH2O

H2O

 
Σχήµα 6: Συνοπτική παρουσίαση των προτεινόµενων ενδιαµέσων του καταλυτικού 

κύκλου της αναγωγής του οξυγόνου από τις τελικές οξειδάσες. 
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1.2.3 Αντιστρεπτή αναστολή της µιτοχονδριακής κυτοχρωµικής οξειδάσης από 

το ΝΟ. Βακτηριακές τελικές οξειδάσες που ανάγουν το ΝΟ. 

 

Το µονοξείδιο του αζώτου χαρακτηριζόταν πριν µερικά χρόνια ως ένας κοινός 

µολυσµατικός παράγοντας του αέρα και παρόλο που ήταν γνωστή η παραγωγή του σε 

βακτήρια δεν αναµενόταν να παρουσιάζει ενδιαφέρουσα δράση σε µεταγενέστερα εξελικτικά 

ζώα, όπως τα θηλαστικά, πέρα της τοξικής δράσης του. Η άποψη αυτή ανατράπηκε στα µέσα 

της δεκαετίας του 80, όποτε και αποκαλύφθηκε η δράση του ως µεταφορέας µηνυµάτων στο 

ανθρώπινο νευρικό σύστηµα (βραβείο Nobel Ιατρικής 1998), ανακάλυψη που έθεσε νέες 

αρχές πάνω στην µεταφορά µηνυµάτων σε βιολογικά συστήµατα. Μετέπειτα µελέτες 

ανέδειξαν τον πολύπλευρο ρόλο του ΝΟ, ως ρυθµιστικού παράγοντα της πίεσης του αίµατος 

και της κατανοµής αίµατος στα διάφορα όργανα, αλλά και ως όπλο εναντίον παρασιτικών και 

βακτηριακών µολύνσεων. 

Πρόσφατες µελέτες της δράσης του ΝΟ στην διαδικασία της αναπνοής υποστηρίζουν 

ότι µία από τις φυσιολογικές λειτουργίες του µονοξειδίου του αζώτου αποτελεί η ρύθµιση της 

αναπνοής στα µιτοχόνδρια (69). Το σηµαντικότερο σηµείο δράσης του ΝΟ στην 

αναπνευστική αλυσίδα θεωρείται η κυτοχρωµική οξειδάση. Οι πρώτες µελέτες που 

αποδεικνύουν την δράση του ΝΟ ως αντιστρεπτού αναστολέα της κυτοχρωµικής οξειδάσης 

πραγµατοποιήκαν στα µέσα της δεκετίας του 90 (70-72), παρόλο που προγενέστερες έρευνες 

είχαν δείξει την δέσµευση του ΝΟ στην αίµη α3, την καταλυτική θέση του ενζύµου (73-75), 

ενώ και ο CuB  έχει επίσης θεωρηθεί ως θέση δέσµευσης του ΝΟ (76). Το ΝΟ αποτελεί 

επίσης αναστολέα των τελικών οξειδασών των βακτηρίων P. denitrificans (77) και E. coli 

(78) όπως και ανώτερων φυτικών µιτοχονδριακών οξειδασών (79).  

Σε αντίθεση µε τις προαναφερόµενες βακτηριακές οξειδάσες όπως και µε τις 

µιτοχονδριακές, οι κυτοχρωµικές οξειδάσες του θερµόφιλου βακτηρίου Thermus 

thermophilus (κυτοχρώµατα caa3 και ba3) παρουσιάζουν την ικανότητα να καταλύουν την 

αναγωγή του µονοξειδίου του αζώτου σε Ν2Ο, µε ενεργότητες 0.1 ηλεκτρόνια/sec για το 

κυτόιχρωµα ba3 ενώ το κυτόχρωµα caa3 φτάνει το 1 ηλεκτρόνιο/sec (80a). Το κυτόχρωµα 

cbb3 του βακτηρίου Pseudomonas stutzeri αποτελεί επίσης µια οξειδάση µε σηµαντική 

ενεργότητα αναγωγάσης του ΝΟ (3 ηλεκτρόνια/sec) (80β). Οι ενεργότητες αυτές είναι 

σηµαντικά µικρότερες από τις αντίστοιχες που έχουν αναφερθεί για βακτηριακές αναγωγάσες 

του µονοξειδίου του αζώτου, οι οποίες καταλύουν την αντίδραση αναγωγής του ΝΟ σε Ν2Ο 

µε ρυθµό ~ 40-80 ηλεκτρόνια/sec (81-83). Επίσης οι βακτηριακές ΝΟRs παρουσιάζουν την 
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δυνατότητα να καταλύουν την αναγωγή του οξυγόνου σε νερό, µε ρυθµό ~ 30-120 

ηλεκτρόνια/sec (81-83), σε σχέση µε ~ 1000 ηλεκτρόνια/sec από τις οξειδάσες.  

Παρά την διαφορετική ενεργότητα που παρουσιάζουν τα δύο ένζυµα, το γεγονός ότι 

έχουν την ικανότητα να καταλύουν τόσο την αναγωγή του οξυγόνου όσο και του µονοξειδίου 

του αζώτου, στηρίζει την άποψη ότι NORs και οξειδάσες κατάγονται από κοινό πρόγονο και 

διαφοροποιήθηκαν κατά την εξελικτική διαδικασία. Η πρόταση αυτή είχε αρχικά διατυπωθεί 

µε βάση την υψηλή οµολογία της αµινοξικής ακολουθίας ΝΟRs/οξειδασών και δοµικές τους 

οµοιότητες (9,84,85). Σύµφωνα µε τα παραπάνω τα κυτοχρώµατα ba3 και caa3 του 

θερµόφιλου βακτηρίου Thermus thermophilus αποτελούν χαρακτηριστικά δείγµατα 

οξειδασών µε τα πλησιέστερα χαρακτηριστικά ως προς τις ΝΟRs, και συνεπώς η µελέτη της 

δοµής και δυναµικής του ενεργού τους κέντρου µπορεί να προσφέρει σηµαντικές 

πληροφορίες για τα ιδιαίτερες ιδιότητες που καθορίζουν την λειτουργική διαφοροποίηση 

οξειδασών/ΝΟRs, παρά τις σηµαντικές δοµικές τους οµοιότητες. Σηµαντικές πληροφορίες 

για την δοµή και δυναµική του διπυρηνικού κέντρου των οξειδασών έχουν αντληθεί από την 

δέσµευση εξωγενών υποκαταστατών, και κυρίως του διατοµικού µορίου CO. FTIR µελέτες 

του Alben και συνεργατών του έδειξαν ότι όταν φωτολυθεί το δεσµευµένο στην αίµη της 

µιτοχονδριακής οξειδάσης CO, αυτό σχηµατίζει ένα µεταβατικό σύµπλοκο µε το CuB (27,28). 

Το γεγονός αυτό οδήγησε τους ερευνητές στο συµπέρασµα ότι αρχική θέση δέσµευσης 

εξωγενών υποκαταστατών, και πιθανώς και του οξυγόνου, αποτελεί ο CuB. Έρευνες της 

οµάδας του Woodruff απέδειξαν ότι το σύµπλοκο του CuB µε το CO έχει χρόνο ζωής της 

τάξης των µικροδευτερολέπτων (µs) ενώ η επαναδέσµευση του υποκαταστάτη στην αίµη 

πραγµατοποιείται σε ms (29,31). Στην παρούσα εργασία θα πραγµατοποιηθεί συγκριτική 

µελέτη της κυτοχρωµικής οξειδάσης caa3 και των τελικών εναλλακτικών οξειδασών 

(κυτοχρωµική οξειδάση αα3 και κινολική οξειδάση bα3) του βακτηρίου P. denitrificans. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει επίσης η µελέτη του µηχανισµού αναγωγής του ΝΟ 

από το κυτόχρωµα cbb3 του βακτηρίου Pseudomonas stutzeri, που είναι η οξειδάση που 

παρουσιάζει την µεγαλύτερη ενεργότητα ως προς την αναγωγή του ΝΟ. Η σύγκριση του 

µηχανισµού της καταλυτικής αναγωγής του ΝΟ από τις αιµοχαλκοξειδάσες και του µακρινού 

µέλους της οικογενείας τους, της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου, αποτελεί ένα 

σηµαντικό βήµα για την κατανόηση της εξελικτικής διαφοροποίησης των δύο ενζύµων 

(βλέπε ενότητα 2 του Κεφ. 1). 
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2. ΑΝΑΕΡΟΒΙΑ ΑΝΑΠΝΟΗ 

 

2.1 Ο κύκλος του αζώτου 

 

Το µοριακό άζωτο αποτελεί το µεγαλύτερο ποσοστό της γήινης ατµόσφαιρας (~ 75%) 

και είναι απαραίτητο για την διατήρηση της ζωής στον πλανήτη εφόσον αποτελεί στοιχείο 

των νουκλεϊκών οξέων και των αµινοξέων. Συµµετέχει σε µία σειρά διαφορετικών 

βιολογικών διαδικασιών που χαρακτηρίζονται συνολικά ως κύκλος του αζώτου (σχήµα 7) 

(86,87). Η αρχική διαδικασία µε την οποία το αδρανές µοριακό άζωτο µετατρέπεται σταδιακά 

σε κατάλληλο βιολογικό υπόστρωµα για τα περισσότερα βιολογικά συστήµατα 

χαρακτηρίζεται ως καθήλωση του αζώτου (nitrogen fixation), και περιλαµβάνει την 

µετατροπή του αέριου µοριακού αζώτου σε υδατοδιαλυτά αµµωνιακά άλατα, τα οποία 

µπορούν να µετέχουν σε αντιδράσεις που καταλύουν η γλουταµική διυδρογονάση και η 

γλουταµική συνθάση. Τα αµµωνικά άλατα αποτελούν επίσης το υπόστρωµα για την 

διαδικασία της νιτροποίησης (nitrification), στην οποία η αµµωνία οξειδώνεται σε νιτρώδη 

και νιτρικά άλατα. Στην αντίστροφη πορεία τα νιτρικά άλατα µπορούν να απορρροφηθούν 

από ανώτερα φυτά, φύκη και µύκητες για την επανασύνθεση αµµωνίας, διαδικασία που 

χαρακτηρίζεται ως αναγωγική απορρόφηση νιτρικών (assimilatory nitrate reduction). Η 

εναλλακτική πορεία που µπορούν να ακολουθήσουν τα νιτρικά χαρακτηρίζεται ως 

απονιτροποίηση (denitrification) και αποτελεί την διαδικασία µέσω της οποίας επιστρέφουν 

µεγάλα ποσοστά του αζώτου πίσω στην ατµόσφαιρα, αντισταθµίζοντας την διαδικασία της 

καθήλωσης του  αζώτου. Πρόσφατα αναγνωρίστηκε επίσης η απευθείας αντίδραση της 

αµµωνίας µε τα νιτρώδη, που παράγει µοριακό άζωτο, διαδικασία που χαρακτηρίζεται ως 

ANAMOX (anaerobic ammonium oxidation). 

 

Σχήµα 7: Ο κύκλος του 

αζώτου. Τα νούµερα πάνω στα 

βέλη αντιστοιχούν στις 

διαδικασίες : (1) καθήλωση του 

αζώτου, (2) νιτροποίηση, (3) 

αναγωγική απορρόφηση 

νιτρικών  (4) απονιτροποίηση 

και (5) ΑΝΑΜΟΧ. 
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Η απονιτροποίηση αποτελεί την βασική φυσιολογική διαδικασία για σηµαντικό 

ποσοστό βακτηρίων, που απουσία του οξυγόνου ως τελικού αποδέκτη ηλεκτρονίων, 

παράγουν την απαραίτητη ενέργεια από την σύξευξη της φωσφοριλίωσης του ADP µε την 

αναγωγή των οξειδίων του αζώτου (86,87). Ένα από τα σηµεία στα οποία παρουσιάζονταν 

έντονη διαφωνία τα τελευταία χρόνια ήταν η παρουσία του ΝΟ ως απαραίτητο ενδιάµεσο 

στην πορεία της απονιτροποίησης. Σειρά δεδοµένων που έχουν προκύψει από διαφορετικές 

µελέτες τα τελευταία χρόνια, απέδειξαν ότι το µονοξείδιο του αζώτου παράγεται και 

καταναλώνεται στην διαδικασία της απονιτροποίησης. Ανάµεσα στα δεδοµένα αυτά 

περιλαµβάνονται η παγίδευση του ΝΟ σε βακτηριακές καλλιέργειες από την αιµοσφαιρίνη 

(88), η ανίχνευση επισηµασµένου Ν2Ο σε καλλιέργειες εµπλουτισµένες µε 15ΝΟ2
- (89), όπως 

και η διατήρηση της δυνατότητας αναγωγής του ΝΟ παρά την εξάλειψη της δραστικότητας 

αναγωγής του ΝΟ2
- (90). Το σηµαντικότερο δεδοµένο στον χαρακτηρισµό της αναγωγής του 

µονοξειδίου του αζώτου σε Ν2Ο ως ένα από τα υποχρεωτικά ενδιάµεσα βήµατα στην πορεία 

της απονιτροποίησης, αποτέλεσε η αποµόνωση και ο χαρακτηρισµός του ενζύµου της 

αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου (81,82,91-93).  

∆ιαδικασία που παρουσιάζει οµοιότητες µε την βακτηριακή απονιτροποίηση 

πραγµατοποιείται επίσης από µία οµάδα µυκήτων (94). Η πορεία της απονιτροποίησης των 

µυκήτων περιλαµβάνει την αναγωγή των ΝΟ3
-, ΝΟ2

-, και ΝΟ µε τελικό προιόν το Ν2Ο, 

εφόσον στις περισσότερες περιπτώσεις απουσιάζει η δράση της αναγωγάσης του οξειδίου του 

διαζώτου. 

 

2.2 Η αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου (NOR) 

 

∆ύο κατηγορίες αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου έχουν χαρακτηριστεί ως 

σήµερα. Η µία κατηγορία αφορά την µεµβρανική αναγωγάση του ΝΟ που παρουσιάζεται σε 

βακτήρια που πραγµατοποιούν την απονιτροποίηση, ενώ η δεύτερη κατηγορία περιλαµβάνει 

το υδατοδιαλυτό ένζυµο που ανάγει το µονοξείδιο του αζώτου σε µύκητες και χαρακτηρίζεται 

ως P-450nor . 

 

2.2.1 P-450nor 

 

Η αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου στους µύκητες (P-450nor) είναι µία 

υδατοδιαλυτή πρωτεΐνη που αποτελείται από µία υποµονάδα και ανήκει στην οικογένεια των 

Ρ-450 ενζύµων (94,95). Περιέχει µία οµάδα αίµης b, ο εγγύς υποκαταστάτης της οποίας είναι 



Κεφ. 1: Εισαγωγή      

 

38

κυστεΐνη, όπως σε ολη την οικογένεια των Ρ-450 ενζύµων. Σε αντίθεση όµως µε τα υπόλοιπα 

ευκαρυωτικά κυτοχρώµατα Ρ-450s, απουσιάζει το Ν-τελικό άκρο που προσδένει την 

πρωτείνη στην µεµβράνη. Επίσης, αναφορικά µε τον λειτουργικό ρόλο της οικογένειας των 

Ρ-450s που καταλύουν την µονοξυγόνωση ή υδροξυλίωση διαφoρετικών υποστρωµάτων, η 

Ρ-450nor δεν επιδεικνύει δραστικότητα µονοξυγονάσης. Η αντίδραση που καταλύει η Ρ-

450nor είναι η αναγωγή του µονοξειδίου του αζώτου σε Ν2Ο µε απευθείας µεταφορά  

ηλεκτρονίων από το NADH, σύµφωνα µε την ακόλουθη χηµική εξίσωση :     

 

    2NO + NADH + H+ → N2O + H2O + NAD+ 

  

 Η δοµή της Ρ-450nor από το βακτήριο F. οxysporum έχει προσδιοριστεί µε 

κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ στην οξειδωµένη µορφή, όπως επίσης έχει αναλυθεί και η δοµή 

των συµπλόκων του ανηγµένου ενζύµου µε το µονοξείδιο του άνθρακα και του οξειδωµένου 

µε το µονοξείδιο του αζώτου (96,97). Συνολικά η δοµή της Ρ-450nor (µε εξαίρεση όπως 

προαναφέρθηκε το Ν-τελικό άκρο) είναι όµοια µε τις αντίστοιχες δοµές άλλων Ρ-450 

ενζύµων, αποτελούµενη από τρεις κεντρικές περιοχές, µία β-πτυχωτή επιφάνεια, µια α-έλικα 

και ένα σπείραµα. 

Η πορεία της αντίδρασης που καταλύει η Ρ-450nor έχει µελετηθεί µε φασµατοσκοπία 

ορατού/υπεριώδους (98), FTIR και Raman (99), και χρονοεξαρτηµένη φασµατοσκοπία 

συντονισµού Raman (100). Ο µηχανισµός που έχει προταθεί µε βάση τις προαναφερόµενες 

µελέτες περιγράφεται συνοπτικά στο σχήµα 8. Στον µηχανισµό αυτό η δέσµευση του ΝΟ 

πραγµατοποιείται στην οξειδωµένη µορφή της Ρ-450nor, εφόσον η δέσµευση του 

υποστρώµατος αυξάνει το κανονικό δυναµικό οξειδοαναγωγής της αίµης (�307 mV), µε 

αποτέλεσµα την µεταφορά ηλεκτρονίων από το NADH (98). Αντίθετα όταν το ένζυµο 

βρίσκεται στην οξειδωµένη κατάσταση δεν υπάρχει σηµαντικό ποσοστό αναγωγής της P-

450nor από το NADH (95). Η δέσµευση του µονοξείδίου του αζώτου στο οξειδωµένο 

ένζυµου αρχικά χαρακτηρίστηκε µε φασµατοσκοπία FTIR και Raman (99), ενώ πρόσφατα 

προσδιορίστηκε και η δοµή του µε κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ (97). Η µεταφορά δύο 

ηλεκτρονίων από το NADH στο ΝΟ-σύµπλοκο της P-450nor, έχει ως αποτέλεσµα των 

σχηµατισµό του ενδιαµέσου Ι, το οποίο παρουσιάζει δύο µεταβάσεις στα 444 και 554 nm 

(98). Σύµφωνα µε τον χαρακτηρισµό του ενδιαµέσου Ι µε χρονοεξαρτηµένη φασµατοσκοπία 

συντονισµού Raman η δοµή που έχει είναι Fe2+-NO- (100). Η αντίδραση του ενδιαµέσου Ι µε 

ένα δεύτερο µόριο ΝΟ έχει ως αποτέλεσµα τον σχηµατισµό Ν2Ο και Η2Ο, ενώ το ένζυµο 

επανέρχεται στην οξειδωµένη κατάσταση. Σύµφωνα µε το αυτό το µοντέλο αναγωγής του 
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ΝΟ απο την P-450nor είναι απαραίτητη η µεταφορά δύο πρωτονίων στο ενεργό κέντρο. Στην 

δοµή των συµπλόκων του ανηγµένου ενζύµου µε το CO (96) και του οξειδωµένου µε το NO 

(97) έχει αναγνωριστεί ένα δίκτυο δεσµών υδρογόνου ανάµεσα στον εκάστοτε δεσµευµένο 

στην αίµη υποκαταστάτη και τον διαλύτη, που περιλαµβάνει τα κατάλοιπα S286 και D393, 

γεγονός που στηρίζει τον προτεινόµενο µηχανισµό. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 8: Μοντέλο του 

µηχανισµού αναγωγής του µονοξειδίου 

του αζώτου από την P-450nor (100). 

 

 

 

Ενδιαφέρουσα είναι η παρατήρηση ότι η υδατοδιαλυτή φύση της P-450nor είναι 

ασύµβατη µε την σύξευξη της αναγωγής του ΝΟ µε την σύνθεση του ΑΤΡ, σε αντίθεση µε τις 

άλλες δύο αντιδράσεις  των µυκητιακών µιτοχονδρίων, την αναγωγή των ΝΟ3
- και ΝΟ2

-, για 

τις οποίες έχει αποδειχθεί ότι απελευθερώνουν ενέργεια που χρησιµοποιείται για την σύνθεση 

ΑΤΡ. 

 

2.2.2 Βακτηριακή ΝΟR 

 

cNOR και qNOR 

 

Το ένζυµο που είναι υπεύθυνο για την αναγωγή του µονοξειδίου του αζώτου σε Ν2Ο 

στα βακτήρια, είναι µια µεµβρανική πρωτεΐνη. Οι  δύο κατηγορίες των βακτηριακών NORs 

σύµφωνα µε τον δότη ηλεκτρονίων τους, χαρακτηρίζονται ως cNOR (ή κυτοχρωµική NOR) 
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και qNOR (κινολική NOR) (101). Η κατηγοριοποίηση αυτή φαίνεται να ισχύει για την 

περίπτωση των gram-αρνητικών βακτηρίων, αν και η πρόσφατη αποµόνωση της αναγωγάσης 

του µονοξειδίου του αζώτου από το gram-θετικό βακτήριο Bacillus azotoformans (102) 

πιθανόν να προκαλέσει την αναθεώρηση του παραπάνω διαχωρισµού. Στην παρούσα εργασία 

η NOR του Bacillus azotoformans θα θεωρηθεί ως µέλος της κατηγορίας των qNORs. 

Η πρώτη κατηγορία περιλαµβάνει τα ένζυµα που καταλύουν την αναγωγή του 

µονοξειδίου του αζώτου χρησιµοποιώντας ηλεκτρόνια που δέχονται από υδατοδιαλυτούς 

δότες ηλεκτρονίων, όπως κυτοχρώµατα c-τύπου και πιθανόν και ψευδοαζουρίνες (85,87). Οι 

αναγωγάσες του ΝΟ που ανήκουν σε αυτή την κατηγορία ονοµάζονται cNORs, σύµφωνα µε 

τον δότη ηλεκτρονίων τους. Οι  cNORs που έχουν αποµονωθεί ως σήµερα, αποτελούν 

σύµπλοκα δύο υποµονάδων, NorC και NorB, που κωδικοποιούνται από τα γονίδια norC και 

norΒ αντίστοιχα, και διαθέτουν µοριακά βάρη περίπου 18 και 53 kDa (81,82,91-93). (Η 

µειωµένη τιµή του µοριακού βάρους της µεγαλύτερης υποµονάδας σε SDS-PAGE 

ηλεκτροφόρηση (40 kDa), σε σχέση µε το προβλεπόµενο από το γονίδιο norB µοριακό βάρος 

των 53 kDa, έχει αποδωθεί σε υπέρµετρη SDS-δέσµευση λόγω της µεγάλης της 

υδροφοβικότητας). Η υποµονάδα NorC περιλαµβάνει ένα κυτόχρωµα c-τύπου το οποίο 

βρίσκεται αγκιστρωµένο στην µεµβράνη µέσω µίας διαµεµβρανικής α-έλικας, ενώ η NorΒ 

αποτελείται από 12 διαµεµβρανικές έλικες και χαρακτηρίζεται από την παρουσία δύο 

κυτοχρωµάτων b-τύπου και ενός ατόµου µη-αιµικού σιδήρου.  

Η δεύτερη κατηγορία περιλαµβάνει τις αναγωγάσες του ΝΟ, των οποίων δότες 

ηλεκτρονίων αποτελούν κινόλες, και χαρακτηρίζονται ως qNORs.  Η αναγωγάση του 

µονοξειδίου του αζώτου του βακτηρίου Rastolnia eutropha αποτελεί µέλος της κατηγορίας 

αυτής, εφόσον παρουσιάζει δραστικότητα µόνο παρουσία κινόλης (103). Στο βακτήριο αυτό 

δεν υπάρχει το γονίδιο norC και το γονίδιο norΒ κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη όµοια µε την 

υποµονάδα NorB του συµπλόκου NorBC, που διαθέτει όµως επιπλέον δύο διαµεµβρανικά 

τµήµατα και ένα Ν-τελικό άκρο (104). Σύµφωνα µε την άποψη της οµάδας του Saraste η 

οµοιότητα cNOR και qNOR δεν περιορίζεται µόνο στο τµήµα NorB, αλλά ισχύει και για το 

Ν-τελικό άκρο της qNOR που θεωρεί οµόλογο της υποµονάδας NorC της cNOR (101).  

Μέλος της κατηγορίας των qNORs αποτελεί επίσης η αναγωγάση του µονοξειδίου 

του αζώτου από το gram-θετικό βακτήριο Bacillus azotoformans (102), εφόσον χρησιµοποιεί 

ως πηγή ηλεκτρονίων µία κινόλη.  Το ένζυµο αποµονώνεται ως σύµπλοκο δύο υποµονάδων 

µε µοριακά βάρη 16 και 57 kDa. Η αµινοξική ακολουθία της υποµονάδας των 16 kDa δεν 

παρουσιάζει οµολογία µε άλλες NOR, παρατηρήθηκε όµως 65% οµοιότητα µε την 

υποµονάδα ΙΙ του κυτοχρώµατος bo3, που αποτελεί την κυτοχρωµική οξειδάση του gram-
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θετικού βακτηρίου Bacillus stearothermophilus. Το γεγονός της υψηλής οµολογίας ανάµεσα 

στις υποµονάδες των δύο ενζύµων σε συνδιασµό µε την ανίχνευση δύο ατόµων χαλκού στην 

αναγωγάση του ΝΟ, οδήγησε στην πρόταση ότι ο Cu βρίσκεται στην υποµονάδα των 16  kDa 

της NOR, οµοίως µε τον CuA των οξειδασών. Παρά το γεγονός ότι δεν αναγνωρίστηκε η 

αµινοξική ακολουθία της υποµονάδας των 57 kDa, η παρουσία δύο αίµων b-τύπου καθώς και 

µη-αιµικού σιδήρου δηλώνει την οµοιότητα µε την υποµονάδα NorB του NorBC συµπλόκου. 

 

ΝΟR και Τελικές Οξειδάσες 

 

Η αναγνώριση της αλληλουχίας των γονιδίων, norB και norC, που κωδικοποιούν την 

αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου από το βακτήριο Pseudomonas stutzeri (105), έδωσε 

το πρώτο έναυσµα για την παρατήρηση της παρουσίας στην µεγαλύτερη υποµονάδα (NorB) 

της αναγωγάσης, ιδιαίτερων χαρακτηριστικών όµοιων µε αυτά της υποµονάδας Ι των 

αιµοχαλκοξειδασών (9,84). Συγκεκριµένα, τόσο οι 12 διαµεµβρανικές έλικες της υποµονάδας 

Ι των οξειδασών, όσο και οι έξι ιστιδίνες που αποτελούν τους υποκαταστάτες της χαµηλού 

σπιν αίµης και των δύο µετάλλων του διπυρηνικού κέντρου αίµης/CuB, είναι παρούσες και 

στην ΝorB υποµονάδα της NOR σε τοπολογικά σωστές θέσεις. Η διαφοροποίηση του 

διµεταλλικού κέντρου της NOR έγκειται στην παρουσία µη-αιµικού σιδήρου σε σχέση µε το 

άτοµο χαλκού στις οξειδάσες (βλ. οξειδοαναγωγικά κέντρα και ενεργή θέση της NOR). Η 

παρουσία CuA στην µικρή υποµονάδα της qNOR του gram-θετικού βακτηρίου Bacillus 

azotoformans και η υψηλή οµολογία της υποµονάδας µε την υποµονάδα ΙΙ του κυτοχρώµατος 

bo3 από το Bacillus stearothermophilus, αποτελεί έναν ακόµη κρίκο που συνδέει την NOR µε 

τις οξειδάσες (102).  

Η βακτηριακή αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου, σύµφωνα µε τα παραπάνω, 

θεωρείται ως µέλος της ευρύτερης οικογένειας των τελικών οξειδασών (σχήµα 9). 

 

 

Σχήµα 9: Μοντέλο για την 

δοµική, λειτουργική και εξελικτική 

σχέση NOR και οξειδάσης. 

 Παρουσιάζεται η άνω όψη της 

υποµονάδας Ι από την NOR (µοντέλο) 

και το κυτόχρωµα αα3 από το P. 

denitrificans (Iwata et al. 1995). 
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Τα οξειδοαναγωγικά κέντρα και η ενεργή θέση της NOR 

 

Συνολικά στην cNOR (σύµπλοκο NorBC) έχει προσδιοριστεί η παρουσία συνολικά 

τεσσάρων µεταλλικών κέντρων. Τα φάσµατα οπτικής απορρόφησης του αποµονωµένου 

συµπλόκου δείχνουν την παρουσία c-τύπου και b-τύπου αίµης µε αναλογία 1:2 (87,93,106). 

Η αναλογία αυτή βρίσκεται σε συµφωνία µε τα δεδοµένα της ακολουθίας των δύο 

υποµονάδων που δίνουν ενδείξεις για την παρουσία µιας θέσης δέσµευσης c-τύπου αίµης 

στην υποµονάδα NorC, και δύο θέσεις δέσµευσης b-τύπου αίµης στην υποµονάδα NorΒ. Στα 

αντίστοιχα EPR φάσµατα του συµπλόκου NorBC εµφανίζονται δύο διαφορετικά σήµατα που 

αποδίδονται σε χαµηλού σπιν αίµη c και b, αντίστοιχα (82,93,106), ενώ MCD µετρήσεις 

επιβεβαιώνουν την ύπαρξη µιας αίµης µε δύο αξονικούς υποκαταστάτες ιστιδίνης και µία µε 

υποκατάσταση ιστιδίνης/µεθειονίνης (106).  

Η παρουσία µίας ακόµα b-τύπου αίµης µε υψηλό σπιν αναφέρθηκε σύµφωνα µε τις 

αλλαγές του οπτικού φάµατος της ανηγµένης NOR κατά την δέσµευση του CO (80,92). Τα 

αποτελέσµατα µετρήσεων MCD και φασµατοσκοπίας οπτικής απορρόφησης παρείχαν 

ενδείξεις αξονικής υποκατάστασης της αίµης υψηλού σπιν από µία ιστιδίνη και ένα ισχυρό 

ανιόν στην οξειδωµένη της κατάσταση (106). Σε αντίθεση, δεδοµένα πειραµάτων 

φασµατοσκοπίας συντονισµού Raman έδειξαν ότι η υψηλού σπιν αίµη b3 διατηρεί αριθµό 

συναρµογής πέντε, τόσο στην οξειδωµένη όσο και στην ανηγµένη της µορφή και µάλιστα 

στην ανηγµένη κατάσταση πέµπτος υποκαταστάτης θεωρείται µία ιστιδίνη (107). Η ανάλυση 

µετάλλων στο αποµονωµένο NorBC σύµπλοκο αποδεικνύει την παρουσία ενός ακόµα 

µεταλλικού κέντρου, εφόσον η αναλογία ατόµων σιδήρου ανά µόριο ενζύµου είναι 4:1. 

∆εδοµένου λοιπόν ότι σε κάθε µόριο NOR αντιστοιχούν τρεις αίµες, το τέταρτο άτοµο 

σιδήρου είναι ένας µη-αιµικός σίδηρος, ο οποίος συµβολίζεται ως FeB (82,87,93). Όπως έχει 

προαναφερθεί, οι έξι ιστιδίνες που αποτελούν τους υποκαταστάτες της χαµηλού σπιν αίµης 

και των δύο µετάλλων του διπυρηνικού κέντρου αίµης/CuB, είναι παρούσες και στην ΝorB 

υποµονάδα της NOR. Η τοπολογία τους στην NOR επιτρέπει να θεωρείται ότι δύο από τις 

ιστιδίνες αυτές αποτελούν τους υποκαταταστάτες της χαµηλού σπιν αίµης b, µία της υψηλού 

σπιν αίµης b3, και οι υπόλοιπες είναι τρεις από τους υποκαταστάτες του µη-αιµικού σιδήρου, 

σε πλήρη αντιστοιχία µε τις τελικές οξειδάσες. Η απουσία EPR σήµατος του µη-αιµικού 

σιδήρου και της υψηλού σπιν αίµης στην οξειδωµένη κατάσταση του ενζύµου αποδώθηκε σε 

αντισιδηροµαγνητική σύζευξη των δύο µετάλλων (106), ερµηνεία που επαληθεύτηκε 

σύµφωνα µε πρόσφατη µελέτη συντονισµού Raman στην οποία ένα άτοµο οξυγόνου 

εµφανίζεται ως ο υποκαταστάτης που συνδέει τον µη-αιµικό σίδηρο µε τον σίδηρο της 
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υψηλού σπιν και αριθµού συναρµογής πέντε αίµης b3, η οποία δεν δεσµεύει την εγγύ ιστιδίνη 

στην οξειδωµένη NOR (108). Το δεδοµένο αυτό αποτέλεσε και την πρώτη πειραµατική 

απόδειξη ότι η καταλυτική θέση της NOR είναι ένα διµεταλλικό κέντρο αιµικού/µη-αιµικού 

σιδήρου σε αντιστοιχία µε το διπυρηνικό κέντρο αίµης/CuB των τελικών οξειδασών. Η 

παρατήρηση ότι η παρουσία του µη-αιµικού σιδήρου στην NOR ευνοεί ένα οκταεδρικό 

περιβάλλον σε σχέση µε το τετραεδρικό περιβάλλον του CuB στις οξειδάσες σε συνδιασµό µε 

την παρουσία τριών πλήρως διατηρηµένων γλουταµικών στην NOR διαφορετικών βακτηρίων 

που δεν εµφανίζονται στις οξειδάσες (στις θέσεις 198, 202 και 267 σύµφωνα την αρίθµηση 

του P. denitrificans), οδήγησε στην υπόθεση ότι ένα από αυτά µπορεί να είναι ένας επιπλέον 

υποκαταστάτης του FeB (87). 

Τα δεδοµένα που υπάρχουν για τα οξειδοαναγωγικά κέντρα στις qNORs µίας 

υποµονάδας, δείχνουν ότι η µόνη διαφορά σε σχέση µε τις cNORs είναι η απουσία της 

χαµηλού σπιν αίµης c (βρίσκεται στην υποµονάδα NorC που δεν κωδικοποιείται στην qNOR 

µιας υποµονάδας) (103). Αναφορικά µε την qNOR των δύο υποµονάδων (Bacillus 

azotoformans) και πάλι απουσιάζει η χαµηλού σπιν αίµης c, διαθέτει όµως το ένζυµο 

µεταλλικό κέντρο CuA, ενώ δεν παρατηρούνται σηµαντικές διαφορές στα οξειδοαναγωγικά 

κέντρα της υποµονάδας µε την ενεργή θέση (102). 

Η υποµονάδα NorC των cNORs, και συγκεκριµένα η χαµηλού σπιν αίµη c η οποία 

βρίσκεται προσδεδεµένη στην υποµονάδα αυτή, αποτελεί τον αρχικό δέκτη ηλεκτρονίων από 

το υδατοδιαλυτό κυτόχρωµα c, µε κανονικό δυναµικό οξειδοαναγωγής 310 mV (109). Τα 

κανονικά δυναµικά της χαµηλού σπιν αίµη b όπως και του µη-αιµικού σιδήρου βρίσκονται 

νται πολύ κοντά σε αυτό της αίµης c, µε αποτέλεσµα τα τρία αυτά οξειδοαναγωγικά κέντρα  

να κυµαίνονται σε επίπεδα Em = 300-350 mV. Ευνοείται συνεπώς η µεταφορά ηλεκτρονίων 

από του φυσιολογικούς δότες, το κυτόχρωµα c µε Em = 256 mV ή την ψευδοαζουρίνη µε Em = 

230 mV, στην καταλυτική θέση και συγκεκριµένα στον FeB. Όµως το κανονικό δυναµικό 

οξειδοαναγωγής των 60 mV της υψηλού σπιν αίµης b3, καθιστά την αναγωγή του 

διπυρηνικού κέντρου µε δύο ηλεκτρόνια θερµοδυναµικά µη ευνοούµενη. 

 

Η αντίδραση της NOR µε το ΝΟ 

 

 Ουσιαστική µελέτη της αντίδρασης της NOR µε το µονοξείδιο του αζώτου δεν έχει 

πραγµατοποιηθεί. Έχουν όµως προταθεί δύο τύποι µηχανισµών για την αναγωγή του ΝΟ. Στο 

ένα µοντέλο η οµάδα του deVries, βασιζόµενη σε µελέτες κινητικής σταθερής κατάστασης 

(93), πρότειναν ότι η αντίδραση ξεκινά όταν το διπυρηνικό κέντρο είναι πλήρως ανηγµένο 
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και ένα µόριο ΝΟ δεσµεύεται στο κάθε µέταλλο του κέντρου. Στην περίπτωση αυτή, η εγγύς 

ιστιδίνη της αίµης b3 δεν είναι δεσµευµένη στο σίδηρο, και µετά τον διµερισµό τον δύο 

µορίων ΝΟ, αυτά ανάγονται προς N2O χρησιµοποιώντας τα ηλεκτρόνια των µεταλλικών 

κέντρων στα οποία ήταν δεσµευµένα. Ένας δεύτερος εναλλακτικός µηχανισµός έχει προταθεί 

από τον Watmough (109), σύµφωνα µε τον οποίο επειδή η αναγωγή της αίµης  b3 είναι 

θερµοδυναµικά µη ευνοούµενη, το διπυρηνικό κέντρο υπάρχει σε µία µικτού σθένους 

κατάσταση (b3
3+ Fe2+) πριν την δέσµευση του ΝΟ. Στην συνέχεια δύο µόρια ΝΟ δεσµεύονται 

διαδοχικά στον µη-αιµικό σίδηρο, ενώ η αίµη b3 δεν µετέχει στον µηχανισµό. Τα µόνα 

πειραµατικά δεδοµένα που υπάρχουν σχετικά µε την αντίδραση NOR/NO είναι ο 

χαρακτηρισµός των ιδιοτήτων του ενεργού κέντρου κατά την προσθήκη ΝΟ στο πλήρως 

ανηγµένο ένζυµο µε φασµατοσκοπία EPR, τα οποία δείχνουν τον σχηµατισµό συµπλόκων 

b3/ΝΟ αριθµού συναρµογής πέντε και έξι, όπως και σχηµατισµό συµπλόκου µη-αιµικού 

σιδήρου/ΝΟ, χωρίς όµως να υπάρχει βεβαιότητα ότι τα σύµπλοκα αυτά είναι ενδιάµεσα του 

καταλυτικού κύκλου (82). 

 Ένα σηµαντικό θέµα που προκύπτει στην µελέτη της αναγωγής του ΝΟ και την 

δοµική και λειτουργική συγγένεια NOR/αιµοχαλκοξειδασών, είναι αν η ελεύθερη ενέργεια 

που παράγεται από την οξειδοαναγωγική διαδικασία της µετατροπής του ΝΟ σε Ν2Ο 

µεταφέρεται µέσω της ΝΟR σε διεργασίες που απαιτούν ενέργεια, όπως είναι η σύνθεση του 

ΑΤΡ. Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι η διαφορά δυναµικού της αναγωγής του ΝΟ είναι 1.12 V 

και άρα µεγαλύτερη από τα 0.82 V της αναγωγής του οξυγόνου που χρησιµοποιούν οι τελικές 

οξειδάσες για την δηµιουργία της πρωτονιακής διαβάθµισης που τελικά διοχετεύεται στην 

σύνθεση του ΑΤΡ. Οι τελευταίες µελέτες όµως συγκλίνουν στην άποψη ότι η ελεύθερη 

ενέργεια της αναγωγής του ΝΟ δεν χρησιµοποιείται από την NOR. Επίσης τα πρωτόνια που 

απαιτούνται για την αναγωγή του ΝΟ αντλούνται από την περιπλασµική πλευρά της 

µεµβράνης καθιστώντας την NOR ηλεκτρικά ουδέτερη εφόσον και τα ηλεκτρόνια αντλούνται 

από την ίδια πλευρά της µεµβράνης (83,110). 
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ΣΤΟΧΟΙ ΤΗΣ ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 

• Χαρακτηρισµός του κυτοχρώµατος αα3 από το P. denitrificans στο οποίο έχει 

πραγµατοποιηθεί η µετάλλαξη της τυροσίνης-280 σε ιστιδίνη µε φασµατοσκοπία ορατού/ 

υπεριώδους, FTIR και συντονισµού Raman, για την διερεύνηση του ρόλου της τυροσίνης και 

του οµοιοπολικού δεσµού His-Tyr στην δοµή και λειτουργία του διπυρηνικού κέντρου. 

Μελέτη της αντίδρασης του µεταλλαγµένου κυτοχρώµατος µε το οξυγόνο. (βλ. κεφάλαιο 4) 

• Μελέτη των ενδιαµέσων της χηµείας οξυγόνου της κυτοχρωµικής οξειδάσης σε 

θερµοκρασία δωµατίου µέσω της αντίδρασης του οξειδωµένου κυτοχρώµατος αα3 από το 

βακτήριο P. denitrificans µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου. Μελέτη της επίδρασης του pH 

στην πορεία της αντίδρασης αρχικά µε φασµατοσκοπία ορατού/υπεριώδους ώστε να βρεθούν 

οι βέλτιστες συνθήκες παγίδευσης των ενδιαµέσων και στην συνέχεια ο χαρακτηρισµός των 

δοµών των περόξυ, και φερύλ P και F ενδιαµέσων µε δονητική φασµατοσκοπία συντονισµού 

Raman. ∆ιερεύνυση του ρόλου της τυροσίνης 280 στον σχηµατισµό των P και F ενδιαµέσων 

(βλ. κεφάλαιο 5) 

• Μελέτη της δοµής και δυναµικής του διπυρηνικού κέντρου του κυτοχρώµατος cαα3 

από το βακτήριο T. thermophilus µε φασµατοσκοπία time-resolved step scan FTIR, για τον 

προσδιορισµό ιδιαίτερων χαρακτηριστικών που επιτρέπουν την κατάλυση της αντίδρασης 

αναγωγής του ΝΟ. Συγκριτική µελέτη µε την ίδια µεθοδολογία των εναλλακτικών οξειδασών 

(κυτόχρωµα αα3 και ba3 του βακτηρίου P. denitrificans (βλ. κεφάλαιο 6 και 7) 

• Χαρακτηρισµός της δοµής του διπυρηνικού κέντρου αιµικού/µη-αιµικού σιδήρου της 

αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου από το βακτήριο P. denitrificans, κατά την 

µετάβαση από την οξειδωµένη στην ανηγµένη κατάσταση του ενζύµου µε φασµατοσκοπία 

συντονισµού Raman, καθώς επίσης και του CO συµπλόκου του ενζύµου. (βλ. κεφάλαιο 8) 

• Μελέτη της αντίδρασης της οξειδωµένης και ανηγµένης µορφής της NOR µε το 

µονοξείδιο του αζώτου µε φασµατοσκοπία ορατού/υπεριώδους και συντονισµού Raman, για 

τον χαρακτηρισµό ενδιαµέσων της καταλυτικής πορείας. Μελέτη της αναγωγής του οξυγόνου 

από την NOR, ως µακρινό µέλος της οικογένειας των τελικών οξειδασών και  σύγκριση µε 

την αντίστοιχη αντίδραση της κυτοχρωµικής οξειδάσης που παρουσιάζει την µεγαλύτερη 

οµολογία µε την NOR, το κυτόχρωµα cbb3 (βλ. κεφάλαιο 9 και 11). Μελέτη της αντίδρασης 

του ανηγµένου κυτοχρώµατος cbb3 µε το µονοξείδιο του αζώτου (βλ. κεφάλαιο 10). 
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Εισαγωγή 

 

Η δονητική φασµατοσκοπία αποτελεί ένα από τα σηµαντικότερα εργαλεία µελέτης για 

την κατανόηση της φύσης των χηµικών δεσµών και της γεωµετρίας των µορίων. Η 

φασµατοσκοπίες υπερύθρου (IR) και Raman ανήκουν στην κατηγορία της δονητικής 

φασµατοσκοπίας, και βάση των διαφορετικών κανόνων που τις διέπουν µπορούν να 

συνεισφέρουν στον πλήρη δονητικό χαρακτηρισµό ενός συστήµατος µε τον συνδιασµό των 

πληροφοριών που καθεµία προσφέρει. 

Η ενέργεια των δονητικών µεταβάσεων αντιστοιχεί περίπου στο ένα δέκατο της 

ενέργειας των ηλεκτρονιακών µεταβάσεων. Αν υποθέσουµε (όπως απεικονίζεται στο Σχήµα 

1) ότι |m> και |n> είναι δύο κβαντισµένες καταστάσεις µιας κανονικής δόνησης στην βασική 

ηλεκτρονιακή κατάσταση και |e> µια διεγερµένη ηλεκτρονιακή κατάσταση που µπορεί να 

είναι και µη-πραγµατική (virtual), η IR απορρόφηση προέρχεται από την απευθείας 

µετάβαση από το |m> στο |n>, ενώ η σκέδαση Raman περιλαµβάνει δύο συνεχείς 

µεταβάσεις, από το |m> στο |e> και από το |e> στο |n>. Ενώ λοιπόν και οι δύο τεχνικές, 

απορρόφηση IR και σκέδαση Raman, αποκαλύπτουν την ενεργειακή διαφορά ανάµεσα στα 

κβαντισµένα δονητικά επίπεδα |m> και |n>, ισχύουν διαφορετικοί κανόνες επιλογής. Αν η 

µετάβαση ανάµεσα στα |m> και |n> συνοδεύεται από µεταβολή της διπολικής ροπής η 

δόνηση είναι IR ενεργή, ενώ αν συνοδεύεται από µεταβολή της πολωσιµότητας είναι Raman 

ενεργή. Σε µόρια που διαθέτουν κέντρο συµµετρίας αντισυµµετρικές δονήσεις είναι IR 

ενεργές και συµµετρικές δονήσεις είναι Raman ενεργές. 

 
    

 

 

 

 

Σχήµα 1 : Απορρόφηση υπερύθρου 

και σκέδαση Raman, όπου  |m> και |n> 

είναι δύο κβαντισµένες καταστάσεις 

µιας κανονικής δόνησης στην βασική 

ηλεκτρονιακή κατάσταση και |e> µια 

διεγερµένη ηλεκτρονιακή κατάσταση. 
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1. Φασµατοσκοπία Υπερύθρου. FTIR και Time-Resolved Step-Scan FTIR 

 

Η φασµατοσκοπία υπερύθρου βασίζεται στην µετάβαση µεταξύ δύο κβαντισµένων 

δονητικών επιπέδων στην βασική ηλεκτρονική κατάσταση µορίου. Είναι µία διαδικασία 

ευθείας απορρόφησης η συνάρτηση της οποίας ως προς τον χρόνο (συχνότητα) αποτελεί το 

παρατηρούµενο φάσµα, και πραγµατοποιείται όταν λαµβάνει χώρα µεταβολή της διπολικής 

ροπής που χαρακτηρίζει τον συγκεκριµένο τρόπο δόνησης.   

Η µόνιµη διπολική ροπή µο ενός µορίου δίνεται από την εξίσωση 1: 

µο = e x r                           (1) 

όπου e το φορτίο και r η απόσταση που χωρίζει τα θετικά από τα αρνητικά φορτία.  

Όταν ένα ετεροπυρηνικό διατοµικό µόριο δονείται σε µία συγκεκριµένη συχνότητα, η 

µοριακή διπολική ροπή επίσης ταλαντώνεται γύρω από την τιµή ισορροπίας της, καθώς τα 

δύο άτοµα µε το θετικό και αρνητικό φορτίο πραγµατοποιούν µια επαναλαµβανόµενη 

κίνηση. Το ταλαντούµενο δίπολο απορροφάει ενέργεια από ένα ηλεκτρικό πεδίο µόνο αν το 

τελευταίο ταλαντώνεται µε την ίδια συχνότητα του διπόλου.   

 Για δονητικές κινήσεις η µεταβατική διπολική ροπή µ µπορεί να γραφεί σαν ένα 

άθροισµα όρων : 

µ = µο + (∂µ /∂q) q + �..     (2) 

όπου µο η µόνιµη διπολική ροπή και q συντεταγµένη της δόνησης η οποία ορίζεται ως : 

q = r - re                                (3) 

όπου r η διαπυρηνική απόσταση και re η ίδια απόσταση κατά την ισορροπία.  

Αντικαθιστώντας την εξίσωση (3) στην (2) προκύπτει η µεταβατική διπολική ροπή 

µmn για µία µετάβαση µεταξύ των κβαντισµένων δονητικών επιπέδων m και n. Η δόνηση που 

αντιστοιχεί σε αυτή την µετάβαση είναι ΙR ενεργή αν <n|µ|m> ≠  0. Σε µόρια που διαθέτουν 

κέντρο συµµετρίας αντισυµµετρικές δονήσεις είναι IR ενεργές. 

Η ένταση των παρατηρούµενων δονήσεων καθορίζεται από την µεταβατική διπολική 

ροπή και είναι ανάλογη του παράγοντα (∂µ / ∂q)2, δηλαδή 

ΙΙR ∝  (∂µ / ∂q)2                    (4) 

 

Eπίσης ισχύει ο νόµος Beer � Lambert, δηλαδή 

Ιν = Ιο 10-εcb                                      (5) 

όπου Ιν η ένταση της ακτινοβολίας που εξέρχεται από το δείγµα µήκους b, συγκέντρωσης c 

και µοριακού συντελεστή απορρόφησης ε και Ιο η ένταση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας. 
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Συµβολόµετρο Michelson 

 

Ο σχεδιασµός των περισσοτέρων συµβολοµέτρων (interferometers) που 

χρησιµοποιούνται σήµερα στην φασµατοσκοπία υπερύθρου βασίζονται στο συµβολόµετρο 

δύο δεσµών που σχεδιάστηκε από τον Michelson το 1891. Το συµβολόµετρο Michelson  

είναι µία συσκευή που µπορεί να διαχωρίσει µία δέσµη ακτινοβολίας σε δύο πορείες και στη 

συνέχεια να επανασυνδιάσει τις δύο δέσµες αφού έχουν διανύσει διαφορετική απόσταση. 

∆ηµιουργείται δηλαδή µια διαδικασία συµβολής των δεσµών. Η διαφοροποίηση της έντασης 

της δέσµης της ακτινοβολίας από το συµβολόµετρο µπορεί να µετρηθεί από έναν ανιχνευτή 

ως συνάρτηση της απόστασης.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 2: Σχηµατική 

αναπαράσταση συµβολόµετρου 

Michelson. Oι διακεκοµένες 

γραµµές συµβολίζουν τα άκρα 

της δέσµης και η συµπαγής το 

µέσο της. 

 

Η πιο απλή µορφή ενός συµβολόµετρου Michelson (Σχήµα 2)  αποτελείται από δύο 

επίπεδους καθρέπτες κάθετους µεταξύ τους, ένας από τους οποίους διαθέτει την ικανότητα 

κίνησης κατά άξονα κάθετο στο επίπεδό του. Ο κινητός καθρέπτης, όπως χαρακτηρίζεται ο 

τελευταίος, κινείται µε σταθερή ταχύτητα ή καρατείται σταθερός σε σηµεία που ισαπέχουν 

µεταξύ τους για καθορισµένο χρονικό διάστηµα στο καθένα, µετακινούµενος γρήγορα 

ανάµεσά τους. Ανάµεσα στον σταθερό και κινητό καθρέπτη παρεµβάλεται ένας διαχωριστής 

δέσµης (beamsplitter), όπου η δέσµη της ακτινοβολίας από µια εξωτερική πηγή ανακλάται 

Ο 
Κ 

Σ 

∆ιαχωριστής 
δέσµης  

Κινητός 
καθρέπτης 

Σταθερός 
καθρέπτης 

Ανιχνευτής 
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µερικώς στον σταθερό καθρέπτη (σηµείο Σ) και µερικώς διαπερνά προς τον κινητό καθρέπτη 

(σηµείο Μ). Οι δέσµες επιστρέφουν στον διαχωριστή δέσµης, όπου πραγµατοποιείται η 

συµβολή τους και επαναλαµβάνεται η µερική ανάκλαση προς τον σταθερό και η µερική 

διαπέραση προς τον κινητό καθρέπτη. Λόγω του φαινοµένου της συµβολής η ένταση της 

κάθε δέσµης της ακτινοβολίας που φτάνει στον ανιχνευτή και ξαναγυρνάει στην πηγή 

εξαρτάται από την διαφορά στην πορεία των δεσµών στα δύο σκέλη του συµβολόµετρου. Η 

µεταβολή της εντάσεως των δεσµών στον ανιχνευτή ως συνάρτηση της απόστασης που 

διανύουν παράγει τις φασµατικές πληροφορίες που τελικώς λαµβάνουµε από ένα 

φασµατοφωτόµετρο Fourier transform υπερύθρου. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η δέσµη που 

φτάνει στον ανιχνευτή και αυτή που επιστρέφει στην πηγή περιέχουν τις ίδιες πληροφορίες 

αν και για πρακτικούς λόγους η τελευταία δεν µετράτε. 

Αν θεωρήσουµε την απλή περίπτωση που η πηγή εκπέµπει µονοχρωµατική 

ακτινοβολία µήκους κύµατος λ, ο διαχωριστής δέσµης έχει 50% διαπερατότητα και 50% 

ανακλαστικότητα και ο κινητός καθρέπτης καρατείται σταθερός σε σηµεία που ισαπέχουν 

µεταξύ τους για καθορισµένο χρονικό διάστηµα στο καθένα, µετακινούµενος γρήγορα 

ανάµεσα τους.  Η διαφορά στην απόσταση ανάµεσα στις δύο δέσµες που κινούνται προς τον 

κινητό και σταθερό καθρέπτη είναι 2(ΟΚ-ΟΣ), ορίζεται ως καθυστέρηση (retardation) και 

συµβολίζεται ως δ. Όταν κινητός και σταθερός καθρέπτης εισαπέχουν οι δέσµες βρίσκονται 

σε φάση στην διαδικασία της συµβολής µε αποτέλεσµα να καταλήγει στον ανιχνευτή το 

άθροισµα των δεσµών ενώ στην πηγή επιστρέφει µηδενική ένταση. Στην περίπτωση αυτή οι 

δέσµες συµβάλουν δηµιουργικά (constructively). Αντίθετα όταν ο κινητός καθρέπτης 

µετατοπιστεί κατά ¼ λ, δ = ½ λ και συνεπώς κατά την συµβολή τους οι δύο δέσµες 

βρίσκονται εκτός φάσης µε αποτέλεσµα την κατοστροφική (destructive) συµβολή τους, όπως 

φαίνεται στο Σχήµα 3. Όταν ο καθρέπτης κινείται µε σταθερή ταχύτητα η ένταση που φτάνει 

στον ανιχνευτή I΄(δ) ως συνάρτηση της δ είναι I΄(δ) 

 

I΄(δ) = 0.5 I(λ) [1 + cos(2πδ/λ)]           (6) 

όπου Ι(λ) η ένταση της πηγής. 

 

 Η παραπάνω σχέση αποτελείται από δύο παράγοντες εκ των οποίων ο πρώτος είναι 

σταθερός και ο δεύτερος είναι µεταβαλλόµενος, αποτελεί το σηµαντικό µέρος για την 

µέτρηση και αναφέρεται σαν συµβολογράφηµα I(δ) :  

I(δ) = 0.5 I(λ) cos(2πδ/λ)                     (7) 
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 Σχήµα 3: Σχηµατική αναπαράσταση της φάσης των ηλεκτροµαγνητικών κυµάτων από 

τον σταθερό καθρέπτη (συµπαγής γραµµή) και τον κινητό καθρέπτη (διακεκοµένη γραµµή) σε 

διαφορετικές τιµές δ.  

 

 Στην πράξη το συµβολογράφηµα επηρεάζεται και από άλλους παράγοντες όπως τα 

χαρακτηριστικά του διαχωριστή δέσµης (beamsplitter) και η απόκριση του ανιχνευτή, µε 

αποτέλεσµα η εξίσωση (7) να µετατρέπεται στην:  

 

I(δ) = Β(λ) cos(2πδ/λ)                       (8) 

 

όπου Β(λ) είναι η παράµετρος που δίνει την ένταση της πηγής όπως αυτή τροποποιείται από 

τα διάφορα χαρακτηριστικά των οργάνων. Η ένταση I(δ) είναι ο συνηµιτονοειδής 

µετασχηµατισµός Fourier του όρου Β(λ), από όπου και προκύπτει η ονοµασία Fourier 

transform Infrared φασµατοσκοπία. 

δ = 0 

Ι΄(δ)=Ι(λ) 

δ = λ/2 

δ = λ/4 

Ι΄(δ)=0 

Ι΄(δ)=Ι(λ) 
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 Στα περισσότερα εµπορικά διαθέσιµα συµβολόµετρα Michelson ο κινητός καθρέπτης 

κινείται µε σταθερή ταχύτητα υ και συνεπώς το συµβολογράφηµα µεταβάλεται ως 

συνάρτηση του χρόνου Ι(t), παρά ως συνάρτηση του δ. Η τιµή της δ µετά από χρόνο t µετά 

την µηδενική τιµή της, δίδεται από την σχέση: 

 δ = 2υt                                            (9) 

και κατά συνέπεια η εξίσωση  (8) µετατρέπεται στην: 

I(t) = B(λ) cos[(2π/λ)(2υt)]            (10) 

 

 Στην περίπτωση πολυχρωµατικής πηγής που δεν αποτελείται από ένα µήκος κύµατος, 

τότε το συµβολογράφηµα µπορεί να αναπαρασταθεί µε το ολοκλήρωµα : 

I(δ) = ∫
+∞

∞−
Β(λ) cos(2πδ/λ)dλ       (11) 

το οποίο είναι το µισό ενός ζεύγους συνηµιτονοειδούς µετασχηµατισµού Fourier, µε το άλλο 

µισό να είναι : 

Β(λ) =  ∫
+∞

∞−
I(δ) cos(2πδ/λ)dδ      (12) 

 

 Από την µέγιστη τιµή της δ εξαρτάται η ανάλυση του φάσµατος που παίρνουµε, ένα 

στοιχείο αρκετά σηµαντικό για την φασµατοσκοπία. Έτσι, αν η µέγιστη διαφορά διαδροµής 

ενός συµβολοµέτρου είναι ∆max η υψηλότερη ανάλυση ∆λ που µπορεί να αποκτηθεί είναι :  

∆λ = (∆max)-1                                 (13) 

 

 

 

Time-Resolved Step-Scan FTIR 

 
 H τεχνική του Time-Resolved Step-Scan FTIR δηµιουργήθηκε για την µελέτη 

φαινοµένων που πραγµατοποιούνται σε πολύ µικρού χρόνους της τάξης ακόµα και των 

nanoseconds, εφόσον το κατώτερο όριο που φτάνει ένα συµβολόµετρο ταχείας σάρωσης δεν 

ξεπερνά τα microseconds. Στην τεχνική Step-Scan η διαδροµή του κινητού καθρέπτη 

χωρίζεται σε πολλά µικρά βήµατα και αντί ο καθρέπτης να κινείται µε σταθερή ταχύτητα, 

σταθεροποιείται διαδοχικά στα σηµεία αυτά. Το συµβολογράφηµα παράγεται µε την 

ολοκλήρωση του σήµατος του ανιχνευτή κατά την διάρκεια του χρόνου στον οποίο ο 

καθρέπτης παραµένει ακίνητος. O καθρέπτης µετακινείται στο επόµενο σηµείο όπου 

ξανακαταγράφεται το σήµα. Στο σηµείο αυτό πρέπει να αναφερθεί ότι η διαδικασία ή 
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αντίδραση που µελετάται πρέπει να παρουσιάζει επαναληψηµότητα, εφόσον σε κάθε βήµα 

του καθρέπτη πρέπει να επαναλαµβάνεται η ίδια διαδικασία για την καταγραφή του σήµατος, 

ώστε να είναι δυνατή η καταγραφή του πλήρους χρονοεξαρτώµενου συµβολογραφήµατος. Ο 

χρόνος που ο καθρέπτης µετακινείται ανάµεσα στα σηµεία που σταθεροποιείται είναι 

ουσιαστικά νεκρός χρόνος, δεν συνεισφέρει στην καταγραφή του φάσµατος, και κατά 

συνέπεια πρέπει να είναι σύντοµος. Η επιτυχία της τεχνικής βασίζεται στην οµοιόµορφη 

αύξηση της δ µετά από κάθε βήµα. Ο κινητός καθρέπτης είναι πολύ περισσότερο ασταθής 

στην κατά βήµα κινησή του σε σχέση µε την κίνηση του µε σταθερή ταχύτητα. Για την 

καταγραφή ενός συµβολογράµατος µε καλή διακριτικότητα η απόσταση των διαδοχικών 

βηµάτων είναι της τάξης του ενός micrometer και ο καθέπτης πρέπει να παρουσιάζει 

σταθεροποίηση µε απόκλιση nanometers. Οι θέσεις στις οποίες ο κινητός καθρέπτης 

καθορίζονται από ένα laser He-Ne, από το σήµα του οποίου µπορεί να παρακολουθηθεί η 

κίνηση του καθρέπτη και η σταθερότητα του σε κάθε θέση. Το γεγονός της αστάθειας του 

συµβολοµέτρου καθιστά την step-scan τεχνική ιδιαιτέρως ευαίσθητη σε δονήσεις και είναι 

απαραίτητη η τοποθέτηση του συµβολοµέτρου σε όσο το δυνατόν αποµονωµένο από 

δονήσεις περιβάλλον. Η χρονική διακριτικότητα στην time-resolved Step-Scan FTIR 

φασµατοσκοπία περιορίζεται µόνο από τον χρόνο απόκρισης του ανιχνευτή και του 

καταγραφέα σήµατος. Στο Σχήµα 4 περιγράφεται σχηµατικά η συνάρτηση της δ µε τον χρόνο 

στην περίπτωση ενός συµβολόµετρου συνεχούς σάρωσης και ενός step-scan συµβολοµέτρου. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 Σχήµα 4 : Μεταβολή της δ συναρτήσει του χρόνου σε (Α) συµβολόµετρο συνεχούς 

σάρωσης και (Β) step-scan συµβολόµετρο. 

 

(δ) 

(t) 

(δ) 

(t) 

Α. Β. 
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Η εφαρµογή της time-resolved step-scan FTIR φασµατοσκοπίας στις αιµοπρωτεΐνες 

 

 Η time-resolved step-scan FTIR φασµατοσκοπία σε βιολογικά συστήµατα 

εφαρµόστηκε την δεκαετία του 1990 και έδωσε πολύτιµες πληροφορίες για την δυναµική του 

ενεργού κέντρου σηµαντικών βιολογικών µορίων, όπως η µυοσφαιρίνη, αλλά και της 

καταλυτικής πορείας ενζύµων, µε χαρακτηριστικό παράδειγµα την βακτηριοδοψίνη.  

Βασικό πλεονέκτηµα της µεθόδου αποτελεί η χρονική διακριτικότητα που φτάνει τα 

nanoseconds. Ένα από τα σηµαντικότερα προβλήµατα που αντιµετωπίζεται µε την µέθοδο 

time-resolved step-scan FTIR είναι το πρόβληµα της ισχυρής απορρόφησης του νερού που 

υπερκαλύπτει την ασθενή απορρόφηση που παρουσιάζουν δονήσεις βιολογικών 

συστηµάτων. Η µέθοδος step-scan αποτελεί ιδανική περίπτωση για την εφαρµογή της 

τεχνικής της φασµατοσκοπίας διαφοράς, µε αποτέλεσµα να αποµονώνονται οι µεταβατικές 

δονητικές ιδιότητες του συστήµατος χωρίς την παρεµβολή του διαλύτη. Η καινούργια αυτή 

τεχνική και η εφαρµογή της σε βιολογικά συστήµατα της τάξης µεγέθους της κυτοχρωµικής 

οξειδάσης µε ΜΒ 100-200 KDa αποτελεί ένα νέο τεχνολογικό επίτευγµα µε µεγάλη 

σηµασία. Όπως θα παρουσιαστεί στο κεφάλαιο 7 της παρούσας εργασίας είναι δυνατή η 

παρατήρηση των µεταβολών στην διαµόρφωση ή την κατάσταση δεσµών υδρογόνου σε 

επίπεδο ξεχωριστών αµινοξικών καταλοίπων. Τέτοιες µεταβολές είναι συχνά κρίσιµες για 

την ενζυµατική λειτουργία των πρωτεϊνών και ακόµα και υψηλής διακριτικότητας 

κρυσταλλική δοµή δεν είναι σε θέση να παρέχει αυτές τις πληροφορίες. Επιπλέον, το γεγονός 

ότι τα φαινόµενα αυτά µπορούν να παρατηρηθούν σε κλίµακα µε µεγάλης χρονικής 

διακριτικής ικανότητας (ns) καθιστά την τεχνικής step-scan FTIR µια µέθοδο που θα 

εφαρµοστεί σε ευρεία κλίµακα στην µελέτη βιολογικών συστηµάτων και έχει την δυναµική 

να δώσει απαντήσεις σε πολλά κρίσιµα ερωτήµατα. 

 Ενα από τα σηµαντικότερα µειονεκτήµατα της µεθόδου είναι ότι εφαρµόζεται µόνο 

σε συστήµατα που είναι δυνατός µεγάλος αριθµός επαναλήψεων. Ιδιαίτερα σε βιολογικά 

συστήµατα ΜΒ 100-200 KDa µε µικρές απορροφήσεις των οµάδων προς µελέτη απαιτείται 

σηµαντικά µεγάλος αριθµός επαναλήψεων (µέτρηση ~10000-60000 επαναλήψεις). Επίσης, 

απαιτούνται ποσότητες δείγµατος της τάξης 2-6 mg, οι οποίες είνα σηµαντικές ποσοτητες για 

πρωτεΐνες, όπως αυτές που µελετήθηκαν στην παρούσα εργασία. 

Η πειραµατική διαδικασία που εφαρµόστηκε στην παρούσα εργασία περιλαµβάνει 

την φωτοδιάσπαση ενός συµπλόκου (πρωτεΐνης-υποκαταστάτη), της παρατήρησης των 

σχηµατιζοµένων ενδιαµέσων και της επαναδηµιουργίας του συµπλόκου σε χρονικό διάστηµα 

5 µs εως αρκετά ms. Οι πληροφορίες που αντλούνται από την εφαρµογή της time-resolved 
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FTIR φασµατοσκοπίας στις αιµοχαλκοξειδάσες, αφορούν την δυναµική του ενεργού κέντρου 

της πρωτεΐνης κατά την αλληλεπίδραση της µε τον υποκαταστάτη άλλα και τις µεταβολές 

που προκαλούνται στο πρωτεϊνικό περιβάλλον κατά την διαδικασία δέσµευσης, 

αποδέσµευσης και επαναδέσµευσης του υποκαταστάτη.  

 

Πειραµατική διάταξη και διαδικασία για τις time-resolved step-scan FTIR 

µετρήσεις 
 
 Η πειραµατική διάταξη που χρησιµοποιήθηκε για τις time-resolved Step-Scan FTIR 

µετρήσεις απεικονίζεται στο σχήµα 5. H διάταξη περιλαµβάνει ένα FTIR φασµατοφωτό-

µετρο Equinox 55 Bruker, ένα παλµικό laser στερεής κατάστασης Nd : YAG (Continuum) 

και µια παλµογεννήτρια (Quantum Composers, 9314T). Tο φασµατοφωτόµετρο FTIR είναι 

εξοπλισµένο µε globar πηγή, laser He-Ne, φωτοβολταϊκό ανιχνευτή Mercury Cadmium 

Telluride (MCT) και µετασχηµατιστή αναλογικού σήµατος σε δεκαδικό 200-kHz, 16-bit. Το 

φασµατοφωτόµετρο διαθέτει την επιλογή λειτουργίας του συµβολοµέτρου µε την τεχνική 

step-scan και η χρονική διακριτικότητα της διάταξης καθορίζεται από τον χρόνο απόκρισης 

του dc-coupled MCT που είναι 5 µs. Το φασµατοφωτόµετρο FTIR βρίσκεται τοποθετηµένο 

σε τραπέζι Newport 4000 που στηρίζεται σε πεπιεσµένο αέρα για την αποµόνωση των 

δονήσεων του περιβάλλοντος. To παλµικό Nd : YAG laser παράγει παλµούς µε µήκος 

κύµατος 532 nm (δεύτερη αρµονική), µε πλάτος 3-5 ns και ταχύτητα επανάληψης 1-15 Hz. Η 

παλµογεννήτρια συνδιάζει χρονικά την λήψη φασµάτων από το FTIR µε τους παλµούς του 

Nd : YAG laser µέσω της διαδοχικής πυροδότησης flashlamps, Q-switch, και FTIR 

φασµατοφωτόµετρου µε TTL παλµό (Transistor Transistor Logic). 

Η δεύτερη αρµονική 532 nm του παλµικού Nd : YAG laser χρησιµοποιείται για την 

φωτόλυση του συµπλόκου και η ταχύτητα επανάληψης των παλµών εξαρτάται από την 

χρονικό διάστηµα που χρειάζεται το σύµπλοκο ώστε να επανέλθει στην αρχική του 

ισσοροπία και να επαναληφθεί η διαδικασία της φωτοδιάσπασης. Η δέσµη των 532 nm 

εισέρχεται στο FTIR φασµατοφωτόµετρο υπό τετοια γωνία που µετά την ανακλάσή της σε 

πρίσµα 90ο να διέρχεται από το δείγµα αλλά όχι από τον MCT ανιχνευτή (Σχήµα 5), εφόσον 

θα προκαλούσε σηµαντική αύξηση του θορύβου. Ο συνολικός χρόνος διεξαγωγής του 

πειράµατος εξαρτάται από το επιθυµητό φασµατικό εύρος (χρησιµοποιείται οπτικό φίλτρο 

(Optical Coating Laboratory, Santa Rosa, CA) µε όριο τα 2.67 µm για την µείωση του 

φασµατικού εύρους από από 2.67 ως 8 µm) την φασµατική διακριτικότητα και τον αριθµό 
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επαναλήψεων σε κάθε σταθερό σηµείο. Μια µέτρηση µε εύρος 0-3900 cm-1  και 

διακριτικότητα 8 cm-1, περιλαµβάνει 1110 σηµεία στα οποία ο καθρέπτης σταθεροποιείται 

και καταγράφεται το σήµα, ενώ τουλάχιστον 10 επαναλήψεις σε κάθε σηµείο είναι 

απαραίτητες για ικανοποιητικό σήµα/θόρυβο. Για την περαιτέρω βελτίωση του λόγου 

σήµα/θόρυβο 2-6 διαφορετικές µετρήσεις λαµβάνονται και προστίθενται ώστε να προκύψει ο 

µέσος όρος τους. Επιπλέον στοιχεία και λεπτοµέρειες για κάθε την πειραµατική διαδικασία 

και επεξεργασία των δεδοµένων περιλαµβάνονται σε κάθε κεφάλαιο µε time-resolved Step-

Scan FTIR. 

 

 

Σχήµα 5: Πειραµατική διάταξη για τις time-resolved Step-Scan FTIR µετρήσεις. 
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2. Φασµατοσκοπία συντονισµού Raman 
 
 
Το φαινόµενο Raman προκαλείται κατά την ανελαστική σκέδαση ενός µορίου µε 

µονοχρωµατική ακτινοβολία µήκους κύµατος στην περιοχή του υπεριώδους ή ορατού. Η 

σκέδαση Raman σχετίζεται µε κανονικές δονήσεις που προκαλούν µεταβολή της 

πολωσιµότητας του µορίου. 

Όταν ένα µόριο τοποθετηθεί σε ηλεκτρικό πεδίο Ε, επάγεται σε αυτό διπολική ροπή 

Ρ, λόγω της έλξης των ηλεκτρονίων του µορίου προς τον θετικό πόλο του πεδίου και των 

πυρήνων προς τον αρνητικό. Η διπολική ροπή δίνεται από την εξίσωση: 

P = α x E                                                               (14) 

όπου α η πολωσιµότητα του µορίου. 

 Η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου είναι γνωστό ότι δίνεται από την σχέση: 

Ε = Εο cos2πνοt                                                     (15) 

όπου Εο το πλάτος της έντασης, νο η συχνότητα διέγερσης και t ο χρόνος. 

H πολωσιµότητα µπορεί να επίσης να γραφεί σαν µία σειρά : 

α = αο + (∂α / ∂q)oq cos2πνmnt + �..                    (16) 

όπου q είναι η εκάστοτε δονητική συντεταγµένη και νmn η δονητική συχνότητα.  

Αντικαθιστώντας τις εξισώσεις 15 και 16 στην 14 προκύπτει: 

 

Ρ = [αο + (∂α / ∂q)οq cos2πνmnt] (Eo cos2πνοt)     (17)            

                       

⇒  Ρ = αοΕο cos2πνοt + 1/2 (∂α / ∂q)oEo [cos2π (νο - νmn)t + cos2π (νο + νmn)t]     (18) 

 
 Στην εξίσωση 18 διακρίνονται τρεις όροι οι οποίοι στις αντιστοιχούν ο πρώτος στις 

γραµµές Rayleigh, ο δεύτερος στις  Stokes και ο τρίτος στις anti-Stokes γραµµές.  

Το µεγαλύτερο ποσοστό από το σκεδαζόµενο φως αποτελείται από ακτινοβολία της 

ίδιας συχνότητας µε το προσπίπτων φως, χαρακτηρίζεται ως γραµµή Rayleigh, και στην 

περίπτωση αυτή δεν υπάρχει αλληλεπίδραση µε το µόριο. Από την εξίσωση 18 προκύπτει και 

ο κανόνας επιλογής για µια ενεργή Raman δόνηση. Εάν ο παράγοντας ∂α / ∂q είναι µηδέν 

τότε ο µόνος όρος που είναι µη-µηδενικός αντιστοιχεί στην γραµµή Rayleigh. Συνεπώς, το 

φαινόµενο της σκέδασης Raman παρατηρείται µόνο όταν µεταβάλεται η πολωσιµότητα του 

µορίου κατά την δόνησή του, δηλαδή ∂α / ∂q ≠ 0. 

Ένα µικρό ποσοστό του σκεδαζόµενου φωτός αλληλεπιδρά µέσω ανελαστικής 

σκέδασης µε το µόριο και αποκτάει νέες τροποποιηµένες συχνότητες νο ± νmn όπου οι 
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διαφορές νmn σε σχέση µε την αρχική συχνότητα νο ισούνται µε τις συχνότητες που 

σχετίζονται µε τις µεταβάσεις µεταξύ δονητικών και λιγότερο συχνά, περιστροφικών 

επιπέδων του συστήµατος. ∆ηλαδή το µόριο µε την επίδραση της ακτινοβολίας hνο 

απορροφάει ενέργεια και µεταβαίνει από ένα δονητικό επίπεδο m ή n της βασικής 

ηλεκτρονιακής κατάστασης σε ένα διεγερµένο ηλεκτρονιακό επίπεδο |e> που µπορεί να είναι 

και µη-πραγµατικό (virtual), από το οποίο αποδιεγείρεται στο δονητικό επίπεδο n ή m της 

βασικής ηλεκτρονικής κατάστασης, αντίστοιχα, εκπέµποντας φωτόνια συχνότητας νο ±  νmn.  

Στο παρατηρούµενο φάσµα οι δονητικές συχνότητες εµφανίζονται σαν µετατοπίσεις από την 

προσπίπτουσα συχνότητα νο. Οι γραµµές Stokes εµφανίζουν συχνότητα µικρότερη από αυτή 

της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, δηλαδή νο - νmn, και άρα το φωτόνιο που εκπέµπεται από 

το µόριο έχει χάσει ενέργεια που αντιστοιχεί στην δονητική µετάβαση από το |m> στο |n>, 

ενώ οι γραµµές anti-Stokes εµφανίζουν µεγαλύτερη συχνότητα νο + νmn και το φωτόνιο έχει 

κερδίσει την ενέργεια που αντιστοιχεί στην δονητική µετάβαση. Επειδή στην πράξη ο 

πληθυσµός που καταλαµβάνει διεγερµένα δονητικά επίπεδα σε ένα µόριο µειώνεται εκθετικά 

µε την αύξηση της ενέργειας, οι εντάσεις των γραµµών anti-Stokes είναι σηµαντικά 

µικρότερες από τις αντίστοιχες γραµµές Stokes και ισχύει η εξίσωση: 

 

( )
( ) kT

exp
I
I mn

4
mno

4
mno

ST

aST ν−
ν−ν
ν+ν

= h
                           (19)             

                                         

  

 

 

 

 

 
 

 

  

 

 

Σχήµα 6: Σχηµατική απεικόνιση της γραµµής Rayleigh, και των Stokes και anti-Stokes 

γραµµών. 
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H ένταση της σκέδασης I για µία µετάβαση µεταξύ δύο καταστάσεων |m> και |n> 

και σε γωνία 90 µοίρες ως προς την διεύθυνση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, δίνεται από 

την σχέση : 

 

( ) ∑
ρσ

ρσαν±ν
ε
π=π 2

mno
4

mno42
o

2
8

mn ][I
c

10)2/(I                                               (20) 

όπου Ιο η ένταση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, νο η συχνότητα της, νmn η συχνότητα της 

µετάβασης µεταξύ των καταστάσεων m και n, εο η διαπερατότητα του κενού και [αρσ]nm το 

διάνυσµα που µας δίνει την µεταβατική πολωσιµότητα και δίνεται από την εξίσωση: 

 

eoene eoem
mn i

m||ee||n
i

m||ee||n
h
1][

Γ+ν+ν
>µ><µ<

+
Γ+ν−ν

>µ><µ<
=α ρσσρ

ρσ ∑          (21) 

 

όπου |m> και |n> η αρχική και τελική κατάσταση του µορίου και το άθροισµα περιλαµβάνει 

όλες τις ενδιάµεσες καταστάσεις |e>. To <n|µρ|e> είναι η µεταβατική διπολική ροπή της 

µετάβασης en, µρ ο τελεστής της διπολικής ροπής στην κατεύθυνση ρ και αντίστοιχα 

ορίζονται τα <e|µσ|m>, <n|µσ|e> και <e|µρ|m>. Ο παράγοντας Γe αντιστοιχεί στο πλάτος της 

µετάβασης από την βασική κατάσταση στην |e>, αντιπροσωπεύει δηλαδή το χρόνο ηµιζωής 

της ενδιάµεσης κατάστασης. Οι σ και ρ αναφέρονται στα σταθερά καρτεσιανά δυανύσµατα 

του µορίου χ, y και z, και αντιπροσωπεύουν την πόλωση της προσπίπτουσας (σ) και 

σκεδαζόµενης (ρ) ακτινοβολίας. 

 Στην περίπτωση της κανονικής σκέδασης Raman, όπου η συχνότητα νο της 

ενέργειας διέγερσης είναι πολύ µικρότερη από την νem, ο παρονοµαστής του κλάσµατος της 

εξίσωσης (21) δεν παρουσιάζει σηµαντική εξάρτηση από την νο και οι µοριακές δονητικές 

µεταβάσεις συνεισφέρουν ανάλογα µε την διπολική τους ροπή. Εξαιτίας του µεγάλου 

αριθµού καταστάσεων που συνεισφέρουν στην [αρσ] καθίσταται αδύνατος ο καθορισµός των 

σχετικών µεγεθών της κάθε συνεισφοράς. Επίσης οι µεταβολές στην ένταση Raman ως προς 

την συχνότητα διέγερσης εξαρτώνται µόνο από τον όρο νο4, και άρα δεν ιφίσταται 

επιλεκτικότητα. 

Η κατάσταση είναι διαφορετική στην περίπτωση της σκέδασης συντονισµού 

Raman, όπου η συχνότητα νο της ενέργειας διέγερσης είναι πολύ κοντά µε µία ηλεκτρονιακή 

µετάβαση. Ο παρονοµαστής του πρώτου όρου της εξίσωσης (21) αποκτά ελάχιστη τιµή και 
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είναι ο όρος που κυριαρχεί, δηλαδή στο άθροισµα κυριαρχεί η ηλεκτρονιακή κατάσταση µε 

την οποία βρισκόµαστε σε συντονισµό. 

Οι επιδράσεις του ηλεκτρονικού και δονητικού Raman µπορούν να διαχωριστούν αν 

οι ιδιοκαταστάσεις |m>, |n>, |e> παραγοντοποιηθούν σε ηλεκτρονικά και δονητικά µέρη και 

αντικατασταθούν στην εξίσωση (21), και σαν αποτέλεσµα µπορούµε να διαχωρίσουµε τρεις 

διαφορετικούς µηχανισµούς σκέδασης. Έτσι η (21) γράφεται ως συνάρτηση τριών όρων : 

  

  [αρσ]mn = A + B + C                                                                                         (22) 
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όπου τα τριγωνικά brackets χρησιµοποιούνται για το συµβολισµό των ολοκληρωµάτων που 

αντιπροσωπεύουν µεταβάσεις ανάµεσα σε στην βασική ηλεκτρονιακή κατάσταση |g> και 

στις διεγερµένες ηλεκτρονιακές καταστάσεις |e>, ενώ τα στρογγυλεµένα brackets 

χρησιµοποιούνται για το συµβολισµό των ολοκληρωµάτων που αντιπροσωπεύουν 

µεταβάσεις ανάµεσα σε δονητικά επίπεδα µε |j> το αρχικό δονητικό επίπεδο στην βασική 

ηλεκτρονιακή κατάσταση |g> µιας κανονικής δόνησης ω, |υ> το δονητικό επίπεδο της 

κανονικής δόνησης στην διεγερµένη ηλεκτρονιακή κατάσταση, και |f> το τελικό δονητικό 

επίπεδο της βασικής ηλεκτρονιακής κατάστασης. 

  Ο όρος Α κυριαρχεί στην περίπτωση των ισχυρά επιτρεπτών µεταβάσεων. Εξαρτάται 

από τους παράγοντες Frank-Condon (f|υ) (υ|j) οι όποιοι θα είναι διαφορετικοί του µηδενός 
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µόνο όταν η γεωµετρία ισορροπίας της διεγερµένης κατάστασης είναι µετατοπισµένη κατά  

µήκος της συντεταµένης µιας συµµετρικής κανονικής δόνησης σε σχέση µε την βασική 

κατάσταση, υποθέτωντας ίδιες ορθοκανονικές κυµατοσυναρτήσεις για την δόνηση στην 

βασική και διεγερµένη κατάσταση. Ενίσχυση του όρου Α µπορεί να πραγµατοποιηθεί και 

µέσω ισχυρής Frank-Condon αλληλεπικάλυψης όταν οι δονητικές καταστάσεις της 

διεγερµένης κατάστασης αποτελούν λύσεις διαφορετικών χαµιλτονιανών σε σχέση µε τις 

αντίστοιχες της βασικής κατάστασης. Στην περισσότερο κοινώς συναντούµενη περίπτωση 

που υπάρχει οµοιότητα (ίδιες ορθοκανονικές συναρτήσεις) στις δονήσεις της βασικής και 

διεγερµένης κατάστασης, και η γεωµετρία της διεγερµένης κατάστασης είτε διαστέλεται είτε 

συστέλεται σε σχέση µε την βασική κατάσταση, η ενίσχυση των συµµετρικών δονήσεων 

είναι σχεδόν ανάλογη του ∆2/2, όπου ∆ είναι η µετατόπιση του ελαχίστου της δυναµικής 

επιφάνειας της διεγερµένης κατάστασης κατά µήκος της Raman κανονικής συντεταγµένης. 

Για µικρές µετατοπίσεις µόνο οι θεµελιώδης δονήσεις παρουσιάζουν σηµαντική ενίσχυση. 

 Η συµµετοχή του όρου Β στο διάνυσµα της πολωσιµότητας α ενισχύεται µέσω της 

µη-Condon εξάρτησης ηλεκτρονιακών µεταβάσεων µε δονητικές συντεταγµένες. Ένα από τα 

σηµαντικότερα παραδείγµατα µηχανισµών µέσω µη-Condon διαδικασιών, είναι η Herzberg-

Teller δονητική σύζευξη διαφορετικών ηλεκτρονιακών µεταβάσεων.  Με τον µηχανισµό 

αυτό ενισχύονται τόσο συµµετρικοί όσο και µη-σύµµετρικοί τρόποι δόνησης θεµελιωδών 

δονήσεων. Στην περίπτωση όµως ισχυρά επιτρεπτών µεταβάσεων, η συνεισφορά του όρου Β 

για συµµετρικές δονήσεις είναι σηµαντικά χαµηλότερη από την συνεισφορά του Α όρου. Η 

συνεισφορά του Β όρου κυριαρχεί µόνο για τις µη-συµµετρικές δονήσεις και σε µεταβάσεις 

µε µεγάλη σταθερά δόνησης, που προκύπτει από Herzberg-Teller σύζευξη µε γειτονικές 

επιτρεπτές µεταβάσεις. 

 Αν µία µετάβαση απαγορεύεται αυστηρά στην γεωµετρία ισορροπίας, δεν µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί ενίσχυση θεµελιωδών δονήσεων ούτε µέσω του όρου Α αλλά ούτε και του 

όρου Β. Ο όρος C µπορεί όµως να προκαλέσει ενίσχυση αρµονικών και συνδιαστικών 

τρόπων δόνησης, που θα περιλαµβάνουν συνεισφορά δύο κβάντα της δόνησης ω ή ένα 

κβάντουµ της δόνησης ω και ένα της ω�. Ο όρος C µπορεί να κυριαρχήσει µόνο στην 

περίπτωση διέγερσης σε συντονισµό µε απαγορευµένη ηλεκτρονιακή µετάβαση.  

 Συνοψίζοντας, οι τρόποι δόνησης που προκαλούν αλλαγή στην γεωµετρία κατά την 

µετάβαση από την βασική στην διεγερµένη κατάσταση (Franck-Condon) ή είναι ικανοί για 

δονητική σύζευξη της διεγερµένης µε κάποια άλλη ηλεκτρονική κατάσταση διαφορετικής 

διπολικής ροπής (Herzberg-Teller), ενισχύονται ισχυρά στην περίπτωση της χρησιµοποίησης 

ενέργειας διέγερσης σε συντονισµό µε κάποια ηλεκτρονιακή µετάβαση. Αυτή η επιλεκτική 
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ενίσχυση είναι ένα από τα σηµαντικότερα πλεονεκτήµατα της φασµατοσκοπίας συντονισµού 

Raman καθώς το παρατηρούµενο φάσµα αποτελείται από συµµετρικούς ή όχι τελείως 

συµµετρικούς τρόπους δόνησης, ανάλογα µε την φύση της συντονισµένης ηλεκτρονιακής 

µετάβασης.  

 

 Η εφαρµογή της φασµατοσκοπίας συντονισµού Raman στις αιµοπρωτεΐνες 

 

 Η φασµατοσκοπία συντονισµού Raman έχει αποδειχθεί ότι αποτελεί ένα εξαιρετικά 

χρήσιµο εργαλείο στην µελέτη των δοµικών ιδιοτήτων βιολογικών συστηµάτων. Ένα από τα 

σηµαντικότερα πλεονεκτήµατα είναι ότι δεν υπάρχει επίδραση του νερού, σε αντίθεση µε την 

φασµατοσκοπία υπερύθρου. Με την χρήση των τελευταίας τεχνολογίας και µεγάλης 

ευαισθησίας ανιχνευτές µπορούν να ληφθούν µετρήσεις σε αρκετά αραιά δείγµατα 

πρωτεϊνών 10 �100 µΜ. Επίσης µε την χρησιµοποίηση διέγερσης µήκους κύµατος σε 

συντόνισµο µε τις ηλεκτρονιακές µεταβάσεις συγκεκριµένων οµάδων των πρωτεϊνών, 

µπορούν να µελετηθούν οι οµάδες αυτές χωρίς παρεµβολή από τα άλλα µέρη του µορίου. Για 

παράδειγµα µε την χρήση διέγερσης 220-230 nm, στο όποιο µήκος κύµατος απορροφούν 

αµινοξέα µε αρωµατικούς δακτυλίους όπως τυροσίνη και τρυπτοφάνη, λαµβάνονται 

πληροφορίες σχετικά µε το περιβάλλον που βρίσκονται αυτά τα αµινοξέα στην πρωτεΐνη. 

Στην περίπτωση των αιµοπρωτεϊνών όταν η διέγερση πλησιάζει τις π→π* µεταβάσεις του 

πορφυρινικού δακτυλίου ενισχύονται οι εντός επιπέδου δονήσεις του δακτυλίου, καθώς και 

περιφερειακών υποκαταστατών του.  

 Η περιοχή των 1300-1700 cm-1 του φάσµατος συντονισµού Raman των 

αιµοπρωτεϊνών περιέχει τις ενός επιπέδου δονήσεις του πορφυρινικού δακτυλίου. Οι 

δονήσεις αυτές παρουσιάζουν ευαισθησία την ηλεκτρονιακή πυκνότητα του δακτυλίου, 

καθώς επίσης και την διαµόρφωση σπιν και αριθµό συναρµογής του κεντρικού ατόµου 

σιδήρου. Η ισχυρότερη γραµµή που παρουσιάζεται στο φάσµα, όταν η διέγερση 

πραγµατοποιείται στην περιοχή της Soret µετάβασης είναι η πλήρως συµµετρική δόνηση 

breathing της αίµης και η οποία εµφανίζει ιδιαίτερη ευαισθησία στην ηλεκτρονιακή 

πυκνότητα του δακτυλίου και για το λόγω αυτό αναφέρεται ως γραµµή της οξειδωτικής 

κατάστασης ή ν4. Μεταβολές της οξειδωτικής κατάστασης του κεντρικού ατόµου σιδήρου 

του δακτυλίου προκαλούν σηµαντική µετατόπιση της συχνότητας που εµφανίζεται η ν4 

εξαιτίας της ισχυρής αλληλεπίδρασης των τροχιακών της πορφυρίνης και του σιδήρου. 

Επίσης δονήσεις όπως η ν2, ν3, και  ν10 έχει αποδειχθεί µε σειρά µελετών σε µοντέλα 
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πορφυρινών αλλά και αιµοπρωτεϊνών ότι είναι ευαίσθητες τόσο στον αριθµό συναρµογής 

του σιδήρου όσο και στη διαµόρφωση της κατάστασης σπιν. Στο Σχήµα 7 απεικονίζονται 

µερικές από τις χαρακτηριστικότερες δονήσεις που εµφανίζονται στην περιοχή των υψηλών 

συχνοτήτων του φάσµατος συντονισµού Raman των αιµοπρωτεϊνών. 
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Σχήµα 7 : ∆ονήσεις που εµφανίζονται στην περιοχή των υψηλών συχνοτήτων του 

φάσµατος συντονισµού Raman των αιµοπρωτεϊνών και χαρακτηρίζουν την οξειδωτική 

κατάσταση, την διαµόρφωση σπιν, και τον αριθµό συναρµογής  του κεντρικού ατόµου σιδήρου.   

 

Εκτός βέβαια από τις δονήσεις του πορφυρινικού δακτυλίου στην υψηλή περιοχή των 

συχνοτήτων των φασµάτων συντονισµού Raman αιµοπρωτεϊνών µπορούν να παρατηρηθούν 

δονήσεις περιφερειακών υποκαταστατών του πορφυρινικού δακτυλίου, όταν αυτοί οι 

υποκαταστάτες είναι συζυγιακά συστήµατα όπως οι βυνιλοµάδες και φορµυλοµάδες. Γενικά, 

δεν αναµένεται να ενισχύονται δονήσεις των περιφερειακών υποκαταστατών της πορφυρίνης 

µε διέγερση στις π→π* µεταβάσεις της αίµης, εφόσον δεν συνεισφέρουν στις µεταβάσεις 

αυτές. Κερδίζουν όµως σηµαντική ένταση είτε µέσω της ηλεκτρονιακής σύζευξής τους µε το 

συζυγιακό σύστηµα της πορφυρίνης είτε µέσω κινητικής σύζευξης µε τις δονήσεις του 
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δακτυλίου. Η καταγραφή τέτοιων δονήσεων προσφέρει πληροφορίες για τον τύπο της αίµης 

(α ,b, o), αλλά και για την αλληλεπίδραση των περιφερειακών υποκατατατών µε γειτονικά 

αµινοξέα.  

Ο πορφυρινικός δακτύλιος προσδένεται στις πρωτεΐνες συνήθως µέσω του δεσµού 

του αιµικού σιδήρου µε ένα αµινοξύ ως αξονικό υποκαταστάτη (εγγύς υποκαταστάτης), και ο 

δεσµός αυτός αποτελεί σηµαντικό στοιχείο για την λειτουργία της πρωτεΐνης. Ο δεσµός 

αυτός σχηµατίζεται µε συνεισφορά ασύζευκτων ηλεκτρονίων στα dZ
2 του σιδήρου από 

άτοµα: θείου κυστεΐνης (Ρ-450, χλωροπεροξειδάση, ΝΟ συνθάση), αζώτου ιµιδαζολίου 

ιστιδίνης (µυοσφαιρίνη, αιµοσφαιρίνη, κυτοχρωµική οξειδάση) ή οξυγόνου τυροσίνης 

(καταλάση), µέσω των οποίων ο εγγύς υποκαταστάτης συζεύγνειται µε τον πορφυρινικό 

δακτύλιο.  Η ανίχνευση ν(Fe-His) ή  ν(Fe-Cys) συντελεί στην αναγνώριση της ταυτότητας 

του εγγούς υποκαταστάτη αλλά και των αλληλεπιδράσεών του µε το πρωτεϊνικό περιβάλλον 

εφόσον οι συχνότητες αυτές είναι ευαίσθητες στην γεωµετρία και τον σχηµατισµό δεσµών 

υδρογόνου. 

Σε αρκετές περιπτώσεις στην έκτη θέση δέσµευσης (µακρινή θέση δέσµευσης) του 

σιδήρου µπορούν να δεσµευτούν εξωγενείς υποκαταστάτες (φυσιολογικά υποστρώµατα ή 

αναστολείς) όπως Ο2, ΝΟ, CO, CN- , Ν3 κ.α. Η ανίχνευση των δονήσεων Fe-υποκαταστάτη 

όσο και των εσωτερικών δονήσεων του υποκαταστάτη παρέχει σηµαντικές πληροφορίες για 

την δοµή του µακρινού περιβάλλοντος της αίµης. 

 
 

Πειραµατική διάταξη µερτήσεων συντονισµού Raman 
  

 Η πειραµατική διάταξη για τις µετρήσεις συντονισµού απεικονίζεται στο Σχήµα 8, 

και περιλαµβάνει laser (συνεχούς κύµατος ή παλµικό) για την παροχή της µονοχρωµατικής 

ενέργειας διέγερσης, οπτικά φίλτρα για την βελτίωση του ποσοστού των ανιχνευόµενων 

φωτονίων και του σήµατος που καταγράφεται από τον ανιχνευτή, ένα απλό µονοχρωµάτορα 

Jobin Yvon-SPEX HR460 εξοπλισµένο µε gratings 1200 mm/groove και 1800 mm/groove 

για την ανάλυση των σκεδαζόµενων φωτονίων και ανιχνευτή Charged Coupled Detectror 

(CCD) Jobin Yvon- SPEX Spectrum ONE 3000 που ψύχεται µε υγρό άζωτο. 

 Το µήκος κύµατος της ακτινοβολίας που χρησιµοποιήθηκε ως ενέργεια διέγερσης 

βρίσκεται σε συντονισµό για κάθε µέτρηση που πραγµατοποιήθηκε, µε την ηλεκτρονιακή 

µετάβαση στην περιοχή της Soret µετάβασης, όπου και τα συστήµατα των αιµοπρωτεϊνών 

που µελετήθηκαν παρουσιάζουν τον µεγαλύτερο συντελεστή απορρόφησης. Η δέσµη της 

ορατής ακτινοβολίας κατευθύνεται µέσω πρισµάτων στο δείγµα αφού πρώτα εστιαστεί µε το 



Κεφ.2: MΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑ: Φασµατοσκοπία FTIR, Time-Resolved Step-Scan FTIR και Συντονισµού Raman 

 

    71 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 Σχήµα 8: Πειραµατική διάταξη για τις µετρήσεις συντονισµού Raman. 

 

κατάλληλο φακό εστίασης . H ακτινοβολία αλληλεπιδρά µε το δείγµα και συλλέγονται τα 

φωτόνια που σκεδάζονται σε γωνία 90ο. Τα φωτόνια συλλέγονται µε φακό κάµερας 1.2, 50 

mm. Εστιάζονται µε φακό εστίασης, του οποίου η ικανότητα συλλογής και εστίασης 

φωτονίων καθορίζεται από το λόγο F = f /D (όπου f το µήκος εστίασης και D η διάµετρός 

του) και όσο µικρότερη είναι η τιµή του λόγου τόσο µεγαλύτερη είναι η ικανότητα του 

φακού. Η τιµή F πρέπει να είναι το δυνατόν πλησιέστερα µε την τιµή F του µονοχρωµάτορα 

(HR460 έχει F = 5.3). Στην συνέχεια τα φωτόνια διέρχονται από ένα notch φίλτρο που 

εµποδίζει τα φωτόνια του µήκους κύµατος της διέγεσης (Reyleigh σκέδαση) να εισέλθουν 

στον µονοχρωµάτορα έτσι ώστε να είναι δυνατή η ανίχνευση δονήσεων που βρίσκονται σε 
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πολύ χαµηλές συχνότητες, δηλαδή πολύ κοντά στην γραµµή διέγερσης. Το τελευταίο οπτικό 

φίλτρο από το οποίο διέρχονται τα φωτόνια είναι ένας αποπολωτής. Στην συνέχεια τα 

σκεδαζόµενα φωτόνια διέρχονται από την σχισµή εισόδου του µονοχρωµάτορα η οποία 

ρυθµίζεται ώστε να επιτευχθεί και ένταση (µεγάλο µήκος σχισµής) αλλά και υψηλή 

φασµατική διακριτικότητα (µικρό µήκος σχισµής). Στον µονοχρωµάτορα τα φωτόνια 

αναλύονται στα gratings και ανιχνεύονται από τον µεγάλης ευαισθησίας CCD ανιχνευτή. 
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1. Αποµόνωση της Κυτοχρωµικής Οξειδάσης  

 

Α. Aποµόνωση του κυτοχρώµατος αα3 από το Paracoccus denitrificans 

 

Καλλιέργεια των βακτηρίων και προετοιµασία των µεµβρανών 

 

 Για την καλλιέργεια των βακτηρίων χρησιµοποιήθηκε το strain ATCC 13543, και η 

αποµόνωση βασίστηκε στις µεθόδους υγρής χρωµατογραφίας ανιοανταλλαγής και µοριακού 

αποκλεισµού (1,2). Η παρακολούθηση της έκλουσης της πρωτεΐνης παρακολουθήθηκε µε 

φασµατοσκοπία ορατού/υπεριώδους στα 280 nm και µε βάση το φάσµα διαφοράς 

οξειδωµένης-ανηγµένης πρωτεΐνης. 

Η προκαλλιέργεια 0.2 lt αναπτύχθηκε σε succinate µέσο pH 7 (50 mM succinate, 50 

mM K2HPO4, 10 mM NH4Cl, 1 mM MgSO4, 1 mM citrate, ιχνοστοιχεία) για 20- 22 ώρες και 

στη συνέχεια αυτή προστέθηκε σε δεύτερη καλλιέργεια 2 lt και µετά την επώασή της 

µεταφέρθηκε σε fermentor 100 lt στους 32 οC µε το ίδιο µέσο και παρουσία οξυγόνου. Μετά 

την πάροδο 20 �22 ωρών η οπτική απορρόφηση στα 600 nm ξεπέρασε το 1 και η επώαση 

των βακτηρίων σταµάτησε. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν µε υπερφυγοκέντρηση στους 4 οC. Η 

µέση απόδoση της καλλιέργειας των 100 lt είναι 400-600 gr υγρών κυττάρων.  Τα κύτταρα 

πλύθηκαν µε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM Κ2ΗΡΟ4 pH = 8 και φυλάχθηκαν στους �80 οC. 

H διάσπαση των κυττάρων πραγµατοποιήθηκε µε υψηλές πιέσεις (200 bar), αφού 

διαλυτοποιήθηκαν ως τελικού όγκου περίπου 1 lt µε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM Κ2ΗΡΟ4, 

pH = 8, 1 mM EDTA για την συµπλοκοποίηση των ελεύθερων µετάλλων, και µερικούς 

κόκκους pefabloc για την παρεµπόδιση της πρωτεόλυσης. Ακολούθησε φυγοκέντρηση του 

υλικού στις 40000 στροφές/λεπτό, στους 4 οC για δύο ώρες για να συλλεχθούν οι µεµβράνες 

που αποτελούν το µαλακό µέρος του ιζήµατος, ενώ οι διασπασµένες κυτταρικές µεµβράνες 

που αποτελούν το σκληρό µέρος του ιζήµατος απορρίφθηκαν. Οι µεµβράνες που 

συλλέχθηκαν διαλυτοποιήθηκαν και οµογενοποιήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM 

Κ2ΗΡΟ4 pH = 8, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl. Οι µεµβράνες χωρίστηκαν ώστε η τελική 

συγκέντρωση πρωτεΐνης να κυµαίνεται σε 3000-4000 mg σε κάθε κλάσµα (~10 mg/ml).  

 
∆ιαλυτοποίηση µεµβρανών και αποµόνωση της πρωτεΐνης 

 
 Η αποµόνωση της πρωτεΐνης πραγµατοποιήθηκε σε θερµοκρασία 4 οC, µε στήλες 

πακεταριζόµενες πριν την χρήση τους µε πληρωτικό υλικό της Pharmacia. Η έκλουση της 
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πρωτεΐνης παρακολουθήθηκε µε το φασµατοτοφωτόµετρο ορατού/υπεριώδους ρυθµισµένο 

στα 280 nm. 

 Οι µεµβράνες του οµογενοποιηµένου διάλυµατος 300 ml σε 50 mM Κ2ΗΡΟ4 pH = 8, 

1 mM EDTA,  100 mM NaCl, µε συγκέντρωση πρωτεΐνης 10 mg/ml (συνολικά 3000-4000 

mg πρωτεΐνης), διαλυτοποιήθηκαν µε την χρήση του απορρυπαντικού n-dodecyl β-D-

maltoside (DM) σε αναλογία 1.5 : 1 ως προς την πρωτεΐνη µέσω συνεχούς αναδεύσης για 30 

min στους 4 οC. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 40000 στροφές/λεπτό για 2 ώρες και 

µετέπειτα συγκέντρωση του υπερκείµενου διαλύµατος.  

Το διάλυµα αυτό φορτώθηκε σε ανιοανταλλακτική στήλη DEAE-Cellulose, η οποία 

είχε προηγουµένως εξισορροπηθεί µε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM Κ2ΗΡΟ4 pH = 8, 100 mM 

NaCl και 0.5% DM. Η έκλουση πραγµατοποιήθηκε µε συνολικό όγκο 5 φορές µεγαλύτερο 

από τον όγκο της στήλης µε γραµµική διαβάθµιση 100-600 mM NaCl . 

Αφού συλλέχθηκαν τα κλάσµατα µε το κυτόχρωµα αα3 από την πρώτη στήλη 

πραγµατοποιήθηκε αραίωση 1:3 µε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM Κ2ΗΡΟ4 pH = 8 και 0.5% 

DM, για να µειωθεί η συγκέντρωση του ΝaCl, εφόσον και η δεύτερη στήλη είναι επίσης 

ανιοανταλλακτική στήλη. Το πληρωτικό υλικό που χρησιµοποιήθηκε στη δεύτερη στήλη 

ήταν DEAE-Sepharose, και είχε προηγουµένως εξισορροπηθεί µε ρυθµιστικό διάλυµα 50 

mM Κ2ΗΡΟ4 pH = 8, 100 mM NaCl και 0.5% DM. Η έκλουση πραγµατοποιήθηκε µε 

συνολικό όγκο 5 φορές µεγαλύτερο από τον όγκο της στήλης µε γραµµική διαβάθµιση 100-

400 mM NaCl, µε το κυτόχρωµα αα3 να εκλούεται σε συγκέντρωση NaCl 300-350 mM. 

Η τρίτη στήλη, στην οποία εφαρµόζεται η τεχνική της υγρής χρωµατογραφίας 

µοριακού αποκλεισµού απαιτεί την συγκέντρωση των κλασµάτων του κυτοχρώµατος αα3 

από την προηγούµενη στήλη σε ελάχιστο όγκο, µικρότερο των 3-4 ml. H στήλη αυτή είναι 

πληρωµένη µε Ultragel AcA34 και εξισσοροπηµένη µε το ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM 

Κ2ΗΡΟ4 pH = 8, 100 mM NaCl και 0.5% DM, µε το οποίο πραγµατοποιήθηκε και η 

έκλουση. Κατά την έκλουση διακρίνονται δύο κλάσµατα το πρώτο από τα οποία είναι 

χρώµατος πράσινου και περιέχει το κυτόχρωµα αα3 ενώ το δεύτερο είναι κόκκινο και είναι το 

κυτόχρωµα bc1. 

Στην τελευταία στήλη επαναλήφθηκε η διαδικασία της δεύτερης στήλης, µε την 

πρωτεΐνη να εκλούεται µε καθαρότητα 99%. Το κυτόχρωµα αα3 συγκεντρώθηκε µε φίλτρα 

100 kDa σε τελική συγκέντρωση 20 mg/ml και αποθηκεύτηκε σε υγρό άζωτο. 
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Ηλεκτροφόρηση gel πολυακριλαµιδίου 

 

 Η ηλεκτροφόρηση gel πολυακριλαµιδίου παρουσία SDS (SDS-PAGE) 

πραγµατοποιήθηκε σε 12 % gel πολυακριλαµιδίου στους 6 οC (Laemmli). Τα δείγµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν στην ηλεκτροφόρηση προετοιµάστηκαν µε την πρόσθεση σταθερής 

ποσότητας ρυθµιστικού διαλύµατος (50 mM TRIS-HCl pH=7, 9 % glycerol, 0.05 % 

bromophenol blue) που περιείχε 16 % SDS χωρίς αναγωγικό.  

 Στην στήλη Α εµφανίζονται οι µπάντες πρωτεϊνών µε γνωστό µοριακό βάρος, και 

στις ακόλουθες το το πρωτεϊνικό διαλύµα µετά την πρώτη DEAE-Cellulose (Β), µετά την 

DEAE-Sepharose (Γ), µετά την Ultragel (∆), και µετά την δεύτερη DEAE-Sepharose (Ε). 

Στην στήλη (Ε) διακρίνονται ξεκάθαρα οι τέσσερις υποµονάδες Ι, ΙΙ, ΙΙΙ και IV της 

πρωτεΐνης. 

                                     A               B              Γ             ∆             Ε 

               

             97.4 

             66.2 

 
 46                        

 

 
 31   

 

 
 21.5 

 

 14.4 
 
 12.4 
 

 

Σχήµα 1: Gel πολυακριλαµιδίου. Στην στήλη (Α) εµφανίζονται οι µπάντες πρωτεϊνών 

µε γνωστό µοριακό βάρος, το οποίο αναφέρεται σε kilodaltons αριστερά της στήλης. Το 

πρωτεϊνικό διαλύµα µετά την πρώτη DEAE-Cellulose (Β), µετά την DEAE-Sepharose (Γ), µετά 

την Ultragel (∆), και µετά την δεύτερη DEAE-Sepharose. Στην στήλη (Ε) διακρίνονται οι 

τέσσερις υποµονάδες Ι, ΙΙ, ΙΙΙ και IV της πρωτεΐνης. 

I 

II 
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IV 
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Β. Aποµόνωση του µεταλλαγµένου κυτοχρώµατος Υ280Η αα3 από το Paracoccus 

denitrificans 

 

Η καλλιέργεια των βακτηρίων και η προετοιµασία των µεµβρανών 

πραγµατοποιήθηκε οµοίως µε το φυσικό κυτόχρωµα αα3, ενώ η µετάλλαξη της τυροσίνης 

280 σε ιστιδίνη πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε την παραποµπή 3. 

 Για την αποµόνωση χρησιµοποιήθηκε η ενός βήµατος διαδικασία που περιλαµβάνει 

συµπλοκοποίηση του µεταλλαγµένου Υ280Η κυτοχρώµατος αα3 µε θράυσµα αντίσωµατος 

Fv και την χρωµατογραφία συγγένειας του συµπλόκου σε στήλη steptavidine sepharose (3). 

 

Αποµόνωση θράυσµατος Fv αντισώµατος 

 

 Για την αποµόνωση του θραύσµατος Fv αντισώµατος χρησιµοποιήθηκε προ-

καλλιέργεια E. Coli σε 400 ml Luria-Bertani µέσο (10 g/lt tryptone, 5 g/lt NaCl, 5 g/lt yeast 

extract) µε 50 µg/ml αµπικυλλίνη και επώαση για 12-14 ώρες στους 30 οC. Η κύρια 

καλλιέργεια πραγµατοποιήθηκε µε προσθήκη 50 ml της προκαλλιέργειας σε 6 φλάσκες µε 2 

lt LB µέσου και 100 µg/ml αµπικυλλίνη. Η επώαση συνεχίστηκε µέχρι η απορρόφηση στα 

550 nm να φτάσει το 0.4 �0.5, ακολούθησε η προσθήκη 0.5 mM IPTG και µετά από περίπου 

τρεις ώρες η απορρόφηση στα 550 nm ξεπέρασε το 1.5 οπότε και διακόπηκε η επώαση. Τα 

κύτταρα συγκεντρώθηκαν µε φυγοκέντρηση στους 4 οC (5000 στροφές/λεπτό για 15 min). 

Στην συνέχεια τα κύτταρα αναµίχθηκαν σε διάλυµα  120 ml το οποίο περιείχε 100 mM 

Κ2ΗΡΟ4 pH=8, 500 mM sucrose, 1 mM EDTA, και 250 µΜ/100 ml pefabloc συγκέντρωσης 

10 mg/ml. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές/λεπτό στους 4 οC  για 30 λεπτά, 

συλλέχθηκε το υπερκείµενο διάλυµα, ��περιπλασµικό διάλυµα��, στο οποίο προστέθηκαν 250 

µΜ/100 ml pefabloc συγκέντρωσης 10 mg/ml και 5 mM EDTA. Επαναλήφθηκε η 

φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές/λεπτό στους 4 οC  για 30 λεπτά και το υπερκείµενο 

διάλυµα συνολικού όγκου ~120 ml που περιέχει τα θραύσµατα του Fv αντισώµατος ψύχθηκε 

στους �80 οC, ως την χρήση του. 

 

∆ιαλυτοποίηση µεµβρανών και αποµόνωση της πρωτεΐνης 

 

Οι µεµβράνες οµογενοποιήθηκαν σε διάλυµα 50 mM Κ2ΗΡΟ4 pH = 8, 1 mM EDTA,  

100 mM NaCl, µε συγκέντρωση πρωτεΐνης 30 mg/ml (συνολικά ~1000 mg πρωτεΐνης). Στο 
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διάλυµα αυτό προστέθηκαν 60 ml διαλύµατος των Fv/1000 mg πρωτεΐνης, 2.7 mg avidin 

/1000 mg πρωτεΐνης και ρυθµιστικό διάλυµα µέχρι συγκέντρωση πρωτεΐνης να φτάσει τα 10 

mg/ml. Στην συνέχεια οι µεµβράνες διαλυτοποιήθηκαν µε την χρήση του απορρυπαντικού n-

dodecyl β-D-maltoside (DM) σε αναλογία 1.5 : 1 ως προς την πρωτεΐνη µεσω συνεχούς 

αναδεύσης για 30 min στους 4 οC. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 40000 στροφές/λεπτό για 

2 ώρες και µετέπειτα συγκέντρωση του υπερκείµενου διαλύµατος.  

Η αποµόνωση πραγµατοποιήθηκε µε υγρή χρωµατογραφία συγγένειας σε στήλη 

Steptavidine Sepharose. Η στήλη είχε εξισσοροπηθεί µε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM Κ2ΗΡΟ4 

pH = 8, 1 mM EDTA,  100 mM NaCl, 0.5% DM πριν φορτωθεί σε αυτή το διάλυµα 

πρωτεΐνης. Οι πρωτεΐνες που δεν προσδέθηκαν στη στήλη (σε αυτή προσδένεται µόνο το 

σύµοπλοκο κυτοχρωµικής οξειδάσης/Fv) εκλούσθηκαν µε τη ροή του ρυθµιστικού 

διαλύµατος που χρησιµοποιήθηκε και για την εξισσορόπηση της στήλης όγκου ίσου µε αυτόν 

της στήλης ~30 ml.   Η έκλουση του συµπλόκου κυτοχρώµατος αα3/Fv πραγµατοποιήθηκε µε 

διάλυµα 50 mM Κ2ΗΡΟ4 pH = 8, 1 mM EDTA,  100 mM NaCl, 0.5% DM και 2 mM 

diaminobiotin. H πρωτεΐνη εκλούσθηκε µε καθαρότητα 99%, συγκεντρώθηκε µε φίλτρα 100 

kDa σε τελική συγκέντρωση 20 mg/ml και αποθηκεύτηκε σε υγρό άζωτο.  

 

 

Γ. Aποµόνωση του κυτοχρώµατος bα3 (κινολική οξειδαση) από το Paracoccus 

denitrificans 

 

Καλλιέργεια των βακτηρίων και προετοιµασία των µεµβρανών 

 

Για την καλλιέργεια των βακτηρίων χρησιµοποιήθηκε το strain G440 (∆bc) στο οποίο 

δεν εκφράζεται το κυτόχρωµα bc1 και η αποµόνωση βασίστηκε στις µεθόδους υγρής 

χρωµατογραφίας ανιοανταλλαγής, συγγένειας µετάλλου-ιόντος και µοριακού αποκλεισµού 

(4,5). Η παρακολούθηση της έκλουσης της πρωτεΐνης παρακολουθήθηκε µε φασµατοσκοπία 

ορατού/υπεριώδους στα 280 nm και µε βάση το φάσµα διαφοράς οξειδωµένης-ανηγµένης 

πρωτεΐνης. 

Η προκαλλιέργεια 0.2 lt αναπτύχθηκε υπό αερόβιες συνθήκες σε succinate µέσο 

pH=6.8 µε επιπλέον 25 µg/ml στρεπτοµυκίνη για 20 ώρες στους 32  οC, στην συνέχεια 

προστέθηκαν 50 ml από αυτή σε 1 lt µέσου µε 25 µg/ml στρεπτοµυκίνη και ακολούθησε 

επώαση για άλλες 20-22 ώρες, ενώ στο τελευταίο στάδιο προστέθηκαν 50 ml από την 
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καλλιέργεια του 1 lt σε φλάσκες που περιείχαν 2.5 lt succinate µέσου, µε 25 µg/ml 

στρεπτοµυκίνη και 40 mM ΚΝΟ3 και επωάστηκαν για 20- 22 ώρες. Τα κύτταρα συλέχθηκαν 

µε υπερφυγοκέντρηση στους 4 οC. Η µέση απόδoση της καλλιέργειας των 50 lt είναι 200- 

300 gr υγρών κυττάρων.  Τα κύτταρα πλύθηκαν µε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM Κ2ΗΡΟ4 pH 

= 8 και φυλάχθηκαν στους �80 οC. 

H διάσπαση των κυττάρων πραγµατοποιήθηκε µε υψηλές πιέσεις (200 bar), αφού 

διαλυτοποιήθηκαν ως τελικού όγκου περίπου 1 lt µε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM Κ2ΗΡΟ4 pH 

= 8, 1 mM EDTA για την συµπλοκοποίηση των ελεύθερων µετάλλων, και µερικούς κόκκους 

pefabloc για την παρεµπόδιση της πρωτεόλυσης. Ακολούθησε φυγοκέντρηση του υλικού 

στις 40000 στροφές/λεπτό, στους 4 οC για δύο ώρες για να συλλεχθούν οι µεµβράνες που 

αποτελούν το µαλακό µέρος του ιζήµατος, ενώ οι διασπασµένες κυταρρικές µεµβράνες που 

αποτελούν το σκληρό µέρος του ιζήµατος απορρίφθηκαν. Οι µεµβράνες που συλλέχθηκαν 

διαλυτοποιήθηκαν και οµογενοποιήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM Κ2ΗΡΟ4 pH = 7, 1 

mM EDTA, 100 mM NaCl.  Οι µεµβράνες χωρίστηκαν ώστε η τελική συγκέντρωση 

πρωτεΐνης να κυµαίνεται σε 1000-1500 mg σε κάθε κλάσµα (~10mg/ml).  

 

∆ιαλυτοποίηση µεµβρανών και αποµόνωση της πρωτεΐνης 

 
 Η αποµόνωση της πρωτείνης πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση του συστήµατος υγρής 

χρωµατογραφίας της Biorad τοποθετηµένο σε δωµάτιο µε θερµοκρασία 4 οC, σε συνδιασµό 

µε κολώνες πακεταριζόµενες πριν την χρήση τους µε πληρωτικό υλικό της Pharmacia. Η 

έκλουση της πρωτεΐνης παρακολουθήθηκε µε το φασµατοτοφωτόµετρο ορατού/υπεριώδους 

του συστήµατος ρυθµισµένο στα 280 nm. 

 Οι µεµβράνες του οµογενοποιηµένου διάλυµατος 100 ml σε 50 mM Κ2ΗΡΟ4 pH = 7, 

1 mM EDTA,  100 mM NaCl, µε συγκέντρωση πρωτεΐνης 10 mg/ml (συνολικά 1000 mg 

πρωτεΐνης), διαλυτοποιήθηκαν µε την χρήση του απορρυπαντικού n-dodecyl β-D-maltoside 

(DM) σε αναλογία 1.5 : 1 ως προς την πρωτεΐνη µεσω συνεχούς αναδεύσης για 30 min στους 

4 οC. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 40000 στροφές/λεπτό για 2 ώρες και µετέπειτα 

συγκέντρωση του υπερκείµενου διαλύµατος.  

Το διάλυµα αυτό φορτώθηκε σε ανιοανταλλακτική στήλη Q-Sepharose Fast Flow 

(Pharmacia) η οποία είχε προηγουµένως εξισορροπηθεί µε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM 

Κ2ΗΡΟ4 pH = 7,  100 mM NaCl και 0.5% DM. Η έκλουση πραγµατοποιήθηκε µε συνολικό 

όγκο 5 φορές µεγαλύτερο από τον όγκο της στήλης µε γραµµική διαβάθµιση 100-500 mM 
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NaCl και ταχύτητα 1 ml/min. Tα διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν για την έκλουση δεν 

περιείχαν EDTA που θα δηµιουργούσε παρεµβολή στην δεύτερη στήλη συγγένειας 

µετάλλου-ιόντος (IMAC: Immobilized Metal Affinity Chromatography) µέσω της 

συµπλοκοποίησης του µετάλλου της στήλης. Η έκλουση του κυτοχρώµατος ba3 έχει 

ολοκληρωθεί σε συγκέντρωση NaCl 400 mM. 

Τα κλάσµατα που διέθεταν ενεργότητα κινολικής οξειδάσης (κυτόχρωµα ba3) 

φορτώθηκαν στην δεύτερη χρωµατογραφική στήλη (IMAC, Fast Flow Sepharose, 

Pharmacia) που είχε προηγουµένως δέσµευση Cu2+ και είχε εξισορροπηθεί µε το ρυθµιστικό 

διάλυµα Κ2ΗΡΟ4 pH = 7,  100 mM NaCl και 0.5% DM. Η έκλουση πραγµατοποιήθηκε µε  

γραµµική διαβάθµιση 0-50 mM ιµιδαζολίου σε συνολικό όγκο 5 φορές τον όγκο της 

κολώνας µε ταχύτητα 0.6 ml/min. Η πρωτεΐνη εκλούεται µε υψηλή καθαρότητα >95%. 

Η τρίτη στήλη αφορά την χρωµατογραφία µοριακού αποκλεισµού και 

πραγµατοποιείται τόσο για την αύξηση της καθαρότητας της πρωτεΐνης αλλά και την 

αποµάκρυνση της πλεονάζουσας ποσότητας ιµιδαζολίου που συµπλοκοποιείται µε την αίµη 

αν παραµείνει στο διάλυµα. Τα κλάσµατα του κυτοχρώµατος ba3 από την δεύτερη στήλη 

συγκεντρώθηκαν σε τελικό όγκο 2-3 ml, φορτώθηκαν σε στήλη µοριακού αποκλεισµού 

(Ultrogel AcA 34, Serva) εξισσοροπηµένη µε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM Κ2ΗΡΟ4 pH = 7,  

100 mM NaCl, 1 mM EDTA και 0.2% DM, µε το οποίο πραγµατοποιήθηκε και η έκλουση. 

  

∆. Aποµόνωση του κυτοχρώµατος caα3 από το Thermus thermophilus 

Πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της παραποµπής 6. 

 

E. Aποµόνωση του κυτοχρώµατος cbb3 από το Pseudomonas stutzeri 

Πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της παραποµπής 7. 

 

 

2. Αποµόνωση της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου (NOR) 

 

Καλλιέργεια των βακτηρίων και προετοιµασία των µεµβρανών 

 

 Για την καλλιέργεια των βακτηρίων χρησιµοποιήθηκε το strain Pd27.21 (∆cbb3) (8), 

στο οποίο απουσιάζει η κυτοχρωµική οξειδάση cbb3 λόγω της αντικατάστασης µε γονίδιο 

ανθεκτικό στην καναµυκίνη. Το stain Pd21.27 (∆cbb3) επιλέχθηκε ως αρχικό υλικό διότι 
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µειώνει τις πιθανότητες η αποµονωµένη πρωτεΐνη να περιέχει την κυτοχρωµική οξειδάση 

cbb3, που είναι επίσης ένα bc σύµπλοκο και δύσκολο να διαχωριστεί από την NOR. Η 

αποµόνωση βασίστηκε στις µεθόδους υγρής χρωµατογραφίας ανιοανταλλαγής και 

συγγένειας µετάλλου-ιόντος (9). Η παρακολούθηση της έκλουσης της πρωτεΐνης 

παρακολουθήθηκε µε φασµατοσκοπία ορατού/υπεριώδους στα 280 nm και µε βάση την 

ενεργότητα της NOR. 

Η προκαλλιέργεια 0.5 lt αναπτύχθηκε κάτω από αναερόβιες συνθήκες στους 30 οC σε 

Luria-Bertani µέσο το οποίο περιείχε 25µg/ml καναµυκίνη, µέχρι να φτάσει η οπτική 

απορρόφηση στα 600 nm το 0.5. Η καλλιέργεια των βακτηρίων συνεχίστηκε µε την 

προσθήκη της προκαλλιέργειας σε κλειστή (χωρίς την παρουσία αέρα) fermentor 120 lt 

στους 35 οC. Τα 120 lt µέσου περιείχαν 50 mM sodium succinate και 100 mM ΚΝΟ3 σε pH 

7. Mετά την πάροδο 20 ωρών παρατηρήθηκε η έκλυση αερίου, η επώαση των βακτηρίων 

σταµάτησε και τα κύτταρα συλλέχθηκαν µε υπερφυγοκέντρηση. Πριν την φύλαξη τους στους 

-80 οC, πλύθηκαν µε ρυθµιστικό διάλυµα 20 mM ΤRIS-HCl pH 7.5. Η µέση απόδοση είναι 

250 gr υγρών κυττάρων, τα οποία µοιράζονται δια 4 ώστε η περαιτέρω διάσπαση των 

κυττάρων και επεξεργασία των µεµβρανών να πραγµατοποιείται µε περίπου 60 gr υγρών 

κυττάρων κάθε φορά. Η αποθήκευση των κυτάρρων πραγµατοποιείται στους -80 οC.   

 Για την διαδικασία διάσπασης των κυτάρων τα 60 gr υγρών κυτάρων αρχικά 

διαλυτοποιήθηκαν µε ρυθµιστικό διάλυµα 20 mM TRIS-HCl pH=7.5 µέχρι τελικού όγκου 

300 ml και προστέθηκαν µερικοί κόκκοι pefabloc ώστε να παρεµποδιστεί πιθανή 

πρωτεόλυση, 0.5 mM MgCl2 και κόκκοι DNAase I. Στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκε η 

διάρηξη των κυταρρικών µεµβρανών µε την βοήθεια υψηλών πιέσεων σε French Press.  

Μετά την ολοκλήρωση της διαδικασία της διάσπασης των κυτάρρων προστέθηκε στο 

διάλυµα, που περιέχει πλέον τις µεµβράνες, EDTA τελικής συγκέντρωσης 1 mM για την 

συµπλοκοποίηση ελεύθερων µετάλλων. Ακολούθησε φυγοκέντρηση του υλικού στις 40000 

στροφές/λεπτό, στους 4 οC για δύο ώρες για να συλλεχθούν οι µεµβράνες που αποτελούν το 

µαλακό µέρος του ιζήµατος, ενώ οι διασπασµένες κυταρρικές µεµβράνες που αποτελούν το 

σκληρό µέρος του ιζήµατος απορρίφθηκαν. Οι µεµβράνες που συλλέχθηκαν 

διαλυτοποιήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα 20 mM TRIS-HCl pH=7.5 που περιείχε 0.5 M 

NaCl και 0.5 mM ΕDTA σε τελικό όγκο 300 ml. Στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκε 

προσθήκη 0.2% Deoxycholate και µετά την πάροδο 5 λεπτών οµογενοποίηση του 

διαλύµατος. Το διάλυµα φυγοκεντρήθηκε και πάλι στις 40000 στροφές/λεπτό, στους 4 οC για 

δύο ώρες και συλλέχθηκαν οι µεµβράνες ως ίζηµα. Η διαλυτοποίηση των µεµβρανών 
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πραγµατοποιήθηκε µε ρυθµιστικό διάλυµα 20 mM TRIS-HCl pH=7.5, 1 mM EDTA σε 

τελικό όγκο 100 ml µε ακόλουθη οµογενοποίηση. Η πρωτεϊνική συγκέντρωσης στις 

µεµβράνες µετά την προετοιµασία τους κυµάνθηκε σε 500-700 mg.  

 

∆ιαλυτοποίηση µεµβρανών και αποµόνωση της πρωτεΐνης 

 
 Η αποµόνωση της πρωτεΐνης πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση του συστήµατος Ρ-50 

Gradifac της Pharmacia τοποθετηµένο σε δωµάτιο µε θερµοκρασία 4 οC, σε συνδιασµό µε 

κολώνες πακεταριζόµενες πριν την χρήση τους µε πληρωτικό υλικό της Pharmacia. Η 

εισαγωγή του δείγµατος πραγµατοποιήθηκε µε την αντλία του συστήµατος Ρ-50 Gradifac, 

και η έκλουση της πρωτεΐνης µε την υγρή χρωµατογραφία παρακολουθήθηκε µε το 

φασµατοτοφωτόµετρο ορατου/υπεριώδους του συστήµατος ρυθµισµένο στα 280 nm. 

Για την διαλυτοποίηση της πρωτεΐνης χρησιµοποιήθηκαν µεµβράνες µε 

περιεκτικότητα 500-700 mg πρωτείνης. Αρχικά το διάλυµα των µεµβρανών (100 ml σε 

ρυθµιστικό διάλυµα 20 mM TRIS-HCl pH=7.5, 1 mM EDTA) διαλυτοποιήθηκε µε 20 mM 

TRIS-HCl pH=7.5, 1 mM EDTA, 250 mM NaCl ώστε η τελική συγκέντρωση πρωτεΐνης να 

κυµανθεί περίπου σε 3 mg/ml. Στο διάλυµα προστέθηκαν κόκκοι Pefabloc ως αναστολέας 

πρωτεόλυσης ενώ για την διαλυτοποίηση της πρωτείνης προστέθηκε το απορριπαντικό n-

dodecyl β-D-maltoside (DM) σε αναλογία 2:1 ως προς την συγκέντρωση πρωτεΐνης. Μετά 

από ανάδευση για 5 λεπτά το διάλυµα φυγοκεντρήθηκε στις 40000 στροφές/λεπτό, στους 4 
οC για µία ώρα.  

Το υπερκείµενο διάλυµα από την φυγοκέντρηση φορτώθηκε σε ανιοανταλλακτική 

στήλη 150 ml (διαµέτρου 5 cm) Q-Sepharose υψηλής απόδοσης (QSHP) η οποία είχε ήδη 

εξισορροπηθεί µε το ρυθµιστικό διάλυµα (Α). Τα διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν στην 

ανιοανταλλακτική στήλη ήταν : (A) 20 mM TRIS-HCl pH=7.5, 0.1 mM EDTA, 0.02% DM 

και (Β) 20 mM TRIS-HCl pH=7.5, 1 M NaCl, 0.02% DM. Σε αυτό το χρωµατογραφικό 

στάδιο το EDTA προστέθηκε µόνο στο ρυθµιστικό διάλυµα (Α) για την αποφυγή 

παρεµβολής του στο δεύτερο στάδιο, που περιλαµβάνει χρωµατογραφία συγγένειας 

µετάλλου-ιόντος (IMAC: Immobilized Metal Affinity Chromatography). Η έκλουση από την 

στήλη QSHP πραγµατοποιήθηκε αρχικά µε την εφαρµογή διαβάθµισης 0-5% του διαλύµατος 

(Β) για 150 ml και στην συνέχεια 5-60% (Β) για 800 ml µε ροή 10 ml/min.  Τα κλάσµατα 

που περιείχαν την αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου εκλούσθηκαν σε συγκέντρωση 



Κεφ.3: ΥΛΙΚΑ: Αποµόνωση Κυτοχρωµικής Οξειδάσης και Αναγωγάσης του Μονοξειδίου του Αζώτου 
 

 

 

  84 

NaCl 450 mM, µετά την έκλουση της κυτοχρωµικής οξειδάσης αα3. Η καθαρότητα της NOR 

µετά την πρώτη στήλη είναι ~60%.   

Ακολούθησε η συγκέντρωση των κλασµάτων και η εισαγωγή τους στην δεύτερη 

χρωµατογραφική στήλη (Chelating Sepharose Fast Flow) 40 ml (διαµέτρου 2.6 cm), στην 

οποία είχε πραγµατοποιηθεί δέσµευση Cu2+ και είχε εξισορροπηθεί µε το ρυθµιστικό 

διάλυµα (Γ), (20 mM TRIS-HCl pH=7.5, 0.5 M NaCl, 0.1 mM imidazole, 0.02% DM). Το 

δεύτερο διάλυµα για την στήλη IMAC (∆) ήταν το ίδιο µε το (Γ) αλλά µε συγκέντρωση 

imidazole 50 mM. Η αρχική διαβάθµιση που εφαρµόστηκε στην στήλη ήταν 0-5% (∆) για 80 

ml, στην συνέχεια κρατήθηκε σταθερό το ποσοστό του (∆) στο 5% για 400 ml και τέλος 

εφαρµόστηκε διαβάθµιση 5-50% (∆) για 200 ml ώστε να εκλουσθεί η NOR. Η ροή της 

στήλης είχε ρυθµιστεί στα 4 ml/min. Οι περισσότερες πρωτείνες εκλούσθηκαν µε την αρχική 

συγκέντρωση 2.5 mM ιµιδαζολίου, ενώ η NOR εκλούσθηκε µε την διαβάθµιση της 

συγκέντρωσης ιµιδαζολίου ως τα 50 mM. Η καθαρότητα της NOR στο στάδιο αυτό φτάνει 

το 80% µε κύρια πρόσµιξη την οξειδάση αα3. Τα κλάσµατα που περιείχαν την NOR 

συγκεντρώθηκαν και αραιώθηκαν 1:1 µε το διάλυµα (Α) για την άµµεση µείωση της 

συγκέντρωσης του ιµιδαζολίου µεταφέρεται στην τρίτη στήλη. 

  Η τρίτη χρωµατογραφική στήλη µε την οποία συνεχίστηκε η αποµόνωση της 

πρωτεΐνης ήταν µία QSHP 20 ml (διαµέτρου 1.6 cm) και τα διαλύµατα τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα ίδια µε τα (Α) και (Β) µε την διαφορά ότι και τα δύο περιείχαν 

0.5 mM EDTA. Αφού το δείγµα φορτώθηκε στην στήλη εφαρµόστηκε διαβάθµιση 0-25% 

(Β) για 20 ml και ακολούθησε διαβάθµιση 25-60% (Β) για 200 ml µε ροή 4 ml/min. Η NOR 

εκλούσθηκε καθαρή σε συγκέντρωση NaCl 400-450 mM. Από την τελευταία 

ανιοανταλλακτική στήλη Q-Sepharose, η NOR εκλούεται σε καθαρότητα 99% . Η τυπική 

απόδοση καθαρής NOR είναι περίπου 15 mg από1 g µεµβρανικής πρωτεΐνης. 

Η NOR συγκεντρώθηκε µε φίλτρα 50 kDa σε τελική συγκέντρωση 20 mg/ml και 

αποθηκεύτηκε σε υγρό άζωτο. 

  

Ηλεκτροφόρηση gel πολυακριλαµιδίου 

 

 Η ηλεκτροφόρηση gel πολυακριλαµιδίου παρουσία SDS (SDS-PAGE) 

πραγµατοποιήθηκε σε 13.5 % gel πολυακριλαµιδίου στους 6 οC (Laemmli). Τα δείγµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν προετοιµάστηκαν µε την πρόσθεση σταθερής ποσότητας ρυθµιστικού 
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διαλύµατος (50 mM TRIS-HCl pH=6.8, 9 % glycerol, 0.05 % bromophenol blue) που 

περιείχε 16 % SDS χωρίς αναγωγικό.  

Η αποµονωµένη NOR αποτελείται από δύο υποµονάδες µε µοριακά βάρη 38 (NorC) 

και 17kDa (NorB), όπως φαίνεται στο gel ακρυλαµιδίου όπου στη στήλη Α και Β 

αντιστοιχούν σε αποµονωµένη NOR και η Γ σε πρωτεΐνες µε γνωστό µορικό βάρος. ∆εν 

εµφανίζονται άλλες µπάντες εκτός µίας ασθενώς ορατής στα περίπου 70 kDa, η οποία 

πιθανώς οφείλεται σε διµερές της υποµονάδας NorB και γίνεται εντονότερη όταν τα δείγµατα 

θερµανθούν πριν την ηλεκτροφόρηση. 

 

                                                   Α           Β          Γ 

 
                           70  kDA 
 

 

     38 kDa (NorB) 

 

 

 

     17 kDa (NorC) 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 2: Gel πολυακριλαµιδίου. Στις στήλες (Α) και (Β) εµφανίζονται δύο υποµονάδες 

µε µοριακά βάρη 38 (NorC) και 17kDa (NorB) της αποµονωµένη NOR, ενώ η ασθενώς ορατή 

µπάντα στα περίπου 70 kDa, πιθανώς οφείλεται σε διµερές της υποµονάδας NorB. Στην στήλη 

(Γ) εµφανίζονται πρωτεΐνες µε γνωστό µοριaκό βάρος. 
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Περίληψη 

 
Οι φασµατοσκοπικές µέθοδοι συντονισµού Raman και Fourier Transform Infrared 

χρησιµοποιήθηκαν για την µελέτη της αποµονωµένης αα3-τύπου κυτοχρωµικής c οξειδάσης 

και του µεταλλαγµένου κυτοχρώµατος Y280H  από το βακτήριο Paracoccus denitrificans σε 

θερµoκρασία δωµατίου. Η Υ280 συνδέεται οµοιοπολικά µε την His276, που είναι 

δεσµευµένη στον CuB. Η τροποποίηση που ιφίσταται ο CuB από την πραγµατοποίηση της 

µετάλλαξης της Y280 σε ιστιδίνη, έχει ως αποτέλεσµα την περιορισµένη διατάραξη της 

φορµυλικής οµάδας της αίµης α3. Η σταθερότητα του διπυρηνικού κέντρου από την απουσία 

του οµοιοπολικής σύνδεσης των δύο αµινοξέων δεν επηρεάζεται, εφόσον η αίµη α3 διατηρεί 

το ίδιο εγγύ (proximal) περιβάλλον, αριθµό υποκαταστατών και κατάσταση σπιν όπως το 

φυσικό κυτόχρωµα τόσο στην οξειδωµένη όσο και την ανηγµένη κατάσταση. 

Παρατηρούνται δύο δονήσεις τάσης C-O στο CO-σύµπλοκο του µεταλλαγµένου Υ280Η 

κυτοχρώµατος σε θερµοκρασία δωµατίου, µία στους 1966 cm-1 και µία στους 1975 cm-1. Η 

δόνηση στους 1975 cm-1, που εµφανίζεται και στο φάσµα του φυσικού κυτοχρώµατος, 

αποδίδεται στην γ-διαµόρφωση του ενζύµου και αντιπροσωπεύει την δοµή του ενεργού 

κέντρου στην οποία ο CuB ασκεί ισχυρή στερική επίδραση στο δεσµευµένο στην αίµη α3 CO, 

µε αποτέλεσµα την παραµόρφωση της µονάδας Fe-CO. Συνεπώς, ο ρόλος της οµοιοπολικής 

σύνδεσης έγκειται στην διατήρηση του CuB σε συγκεκριµένη διαµόρφωση και απόσταση από 

την αίµη α3. Προτείνουµε ότι στο µεταλλαγµένο κυτόχρωµα Υ280Η η σύνδεση µε την Η276 

δεν µπορεί να πραγµατοποιηθεί, αλλά η κοιλότητα της αίµης διατηρεί την ενεργή της 

διαµόρφωση, που επετρέπει την δέσµευση του οξυγόνου στην αίµη α3. Οξυγονοµένες µορφές 

του ενζύµου σχηµατίζονται από την µίξη του οξυγόνου µε το CO-σύµπλοκο του µικτού 

σθένους φυσικού και µεταλλαγµένου Υ280Η αα3 κυτοχρώµατος, εµφανίζοντας όµοιες Soret 

µετάβασεις στα 438 nm, και στην συνέχεια τα ένζυµα επανέρχονται στην αρχική οξειδωµένη 

τους κατάσταση. 
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Εισαγωγή 

 

Η κυτοχρωµική c οξειδάση (CcO) πραγµατοποιεί την σύξευξη της ενός ηλεκτρονίου 

οξείδωσης του κυτοχρώµατος c µε την τεσσάρων ηλεκτρονίων αναγωγή του µοριακού 

οξυγόνου και συνδέει την µεταφορά ηλεκτρονίων µε την µετατόπιση πρωτονίων κατά µήκος 

της εσωτερικής µιτοχονδριακής µεµβράνης, ή της βακτηριακής κυτορροπλασµατικής 

µεµβράνης, αντίστοιχα (1-6). Το ένζυµο περιέχει τέσσερα οξειδοαναγωγικά κέντρα, δύο 

αίµες α και δύο οµάδες ατόµων χαλκού. Η εισαγωγή ηλεκτρονίων από το κυτόχρωµα c στο 

οµοδιπυρηνικό κέντρο χαλκού, το CuA, ακολουθείται από την ενδοµοριακή µεταφορά των 

ηλεκτρονίων, µέσω της χαµηλού σπιν αίµης α, στο διπυρηνικό κέντρο που αποτελείται από 

την υψηλού σπιν αίµη α3 και ένα άτοµο CuB. Τα δύο τελευταία µεταλλικά κέντρα αποτελούν 

το ενεργό κέντρο στο οποίο καταλύεται η αναγωγή του οξυγόνου σε νερό. Η ελεύθερη 

ενέργεια που απελευθερώνεται από τις αντιδράσεις µεταφοράς ηλεκτρονίων διατηρείται ως 

ηλεκτροχηµική διαβάθµιση πρωτονίων κατά µήκος της µεµβράνης και τελικά διοχετεύεται 

στην σύνθεση του ΑΤΡ. 

Η κρυσταλλική δοµή της CcO των θηλαστικών (7-9) και του βακτηρίου του εδάφους 

Paracoccus denitrificans (10-11) προσδιορίστηκαν, προσφέροντας σηµαντικές πληροφορίες 

για τα δοµικά χαρακτηριστικά του ενζύµου. Τα δοµικά χαρακτηριστικά του διπυρηνικού 

κέντρου είναι ιδιαίτερης σπουδαιότητας, εφόσον το κέντρο a3/CuB αποτελεί την θέση 

αναγωγής του οξυγόνου, ενώ επίσης θεωρείται και ως το πιθανότερο σηµείο στο οποίο 

δηµιουργείται η σύζευξη µεταφοράς ηλεκτρονίων και άντλησης πρωτονίων (2). Μία από τις 

µοναδικές ιδιότητες του διπυρηνικού κέντρου που καθορίστηκαν από την κρυσταλλική δοµή 

είναι ο οµοιοπολικός δεσµός της τυροσίνης 280 µε ένα από τους τρεις υποκαταστάτες του 

CuB, και συγκεκριµένα την Η276. (Αν δεν αναφέρεται κάτι διαφορετικό, η αρίθµηση που 

ακολουθείται είναι αυτή του P. denitrificans.) Η συγκεκριµένη τυροσίνη, που βρίσκεται στο 

τέλος του Κ-καναλιού, παρουσιάζει υψηλό ποσοστό διατήρησης στις αιµοχαλκοξειδάσες και 

µετά την αποκάλυψη της οµοιοπολικής της σύνδεσης µε την Η276 έχει προταθεί ότι 

διαδραµατίζει σηµαντικό δοµικό και λειτουργικό ρόλο. Με βάση τις ιδιότητες του 

µεταλλαγµένου Y→F κυτοχρώµατος από το βακτήριο Rh. sphaeroides, που αναλύθηκαν µε 

φασµατοσκοπία συντονισµού Raman (RR), ο Rousseau και οι συνεργάτες του (12) 

υποστήριξαν ότι η οµοιοπολική σύνδεση τυροσίνης-ιστιδίνης σταθεροποιεί το διπυρηνικό 

κέντρο. Πρότειναν ότι απουσία της σύνδεσης His-Tyr, µία από τις ιστιδίνες που αποτελούν 

τους υποκαταστάτες του CuB συναρµόζεται στην αίµη α3, προκαλώντας ισχυρή διατάραξη 

της δοµής του διπυρηνικού κέντρου και καθιστώντας τελικά το ένζυµο ανενεργό. Η ανάλυση 
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της κρυσταλλικής δοµής της CcO από καρδιά βοδιού από τον Yoshikawa και συνεργάτες του 

(9) αποτέλεσε την βάση για την πρόταση ενός µηχανισµού που περιλαµβάνει την µεταφορά 

ενός πρωτονίου από την συγκεκριµένη τυροσίνη στο Fe3+-O--O- για τον σχηµατισµό 

υδροπεροξυ παραγώγου και στην συνέχεια την µεταφορά ηλεκτρονίου από τον CuB
1+ µέσω 

της σύνδεσης των αµινοξέων για την σχάση του δεσµού Ο-Ο. Επιπλέον, άλλες οµάδες έχουν 

προτείνει ότι η τυροσίνη αποτελεί δότη ενός ατόµου υδρογόνου κατά την αντίδραση 

κυτοχρωµικής οξειδάσης/ O2 (3,6,11,13). Σε πρόσφατη µελέτη ο Babcock και συνεργάτες 

του (14) κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι η Υ280 είναι πηγή του πρωτονίου αλλά και του 

ηλεκτρονίου που απαιτούνται για την διάσπαση του δεσµού Ο-Ο, και ο Michel και 

συναργάτες του (15) υποστήριξαν ότι το ΕPR σήµα που κατέγραψαν κατά την αντίδραση 

aa3/ H2O2 (P. denitrificans) είχε ως προέλευση την οµοιοπολικά συνδεµένη τυροσίνη. 

Σηµαντικές πληροφορίες για το κέντρο αίµης/CuB έχουν αντληθεί από µελέτες των CO-

συµπλόκων (16-28). Οι πληροφορίες αυτές δεν περιορίζονται στην αποκάλυψη της 

ηλεκτρονιακής και στερικής φύση της κοιλότητας της αίµης, αλλά µελέτες τις 

φωτοδιάσπασης του CO αποτελούν ισχυρά εργαλεία  για την µελέτη της δυναµικής και της 

χηµείας συναρµογής του κέντρου αίµης/CuB, που ακολουθεί µετά την φωτόλυση του 

µονοξειδίου του άνθρακα (29-34). Η φασµατοσκοπία RR έχει εφαρµοστεί µε ιδιαίτερη 

επιτυχία στην µελέτη των τελικών οξειδασών, εφόσον δίνει την δυνατότητα µελέτης των 

δονήσεων των αιµών χωρίς την παρεµβολή της πρωτεϊνικής µήτρας, καθιστώντας έτσι 

δυνατή την αναγνώριση της οξειδωτικής κατάστασης, της συναρµογή και της κατάσταση 

σπιν τους µέσω καθιερωµένων δονήσεων (35-41). Τόσο η RR όσο και η FTIR 

φασµατοσκοπίες έχουν χρησιµοποιηθεί για τον χαρακτηρισµό των CO-συµπλόκων τελικών 

οξειδασών. Οι συχνότητες δόνησης της µονάδας FeCO που προκύπτουν από τις δύο 

προαναφερθείσες φασµατοσκοπικές µεθόδους έχουν καταγραφεί για διαφορετικού τύπου 

αιµοχαλκοξειδάσες, αποκαλύπτοντας διαφορετικές διαµορφώσεις του ενεργού κέντρου (16-

23). Οι δύο κυριότερες διαµορφώσεις χαρακτηρίζονται ως α και β µορφές και παρά το 

γεγονός ότι η προέλευση όπως και η λειτουργική τους σηµασία δεν έχουν διευκρινιστεί, έχει 

δειχθεί ότι στην α µορφή οι ν(Fe-CO) και ν(C-O) δεν ανήκουν στην ευθεία που καθορίζει η 

αντίστροφη σχέση των δύο δονήσεων σε πρωτεΐνες µε αξονική υποκατάσταση ιστιδίνης. Σε 

αντίθεση στην β µορφή οι συχνότητες συµπίπτουν στην ευθεία (17,22-28). Πρόσφατη µελέτη 

αλλαγών της διαµόρφωσης του διπυρηνικού κέντρου συναρτήσει του pH, οδήγησε στην 

πρόταση ότι  οι διαφορετικές διαµορφώσεις είναι αποτέλεσµα της µεταβολής της θέσης του 

CuB σε σχέση µε το CO εξαιτίας της παρουσίας µίας ή περισσοτέρων ιονιζόµενων οµάδων 

(23). Επιπλέον, οι οµάδες που υποστηρίχθηκαν ως πιθανοί υποψήφιοι είναι η διατηρηµένη 
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τυροσίνη που σχηµατίζει τον οµοιοπολικό δεσµό µε τον ένα υποκαταστάτη του CuB και 

βρίσκεται κοντά στην θέση δέσµευσης του οξυγόνου, όπως επίσης και ένας από τους 

υποκαταστάτες του χαλκού. 

Σε µία προσπάθεια να αντλήσουµε επιπλέον πληροφορίες για τον ρόλο της Υ280 στην 

καταλυτική λειτουργία της CcO, πραγµατοποιήσαµε τον χαρακτηρισµό της φυσικής και 

µεταλλαγµένης Υ280Η CcO από το P. denitrificans στην οξειδωµένη και ανηγµένη 

κατάσταση όπως και το CO-σύµπλοκο µε φασµατοσκοπία απορρόφησης ορατού, RR και 

FTIR. Η µελέτη αυτή αποδεικνύει ότι η τροποποίηση που ιφίσταται ο CuB από την 

πραγµατοποίηση της µετάλλαξης της Y280 σε ιστιδίνη, έχει ως αποτέλεσµα την 

περιορισµένη διατάραξη της φορµυλικής οµάδας της αίµης α3. Συνεπώς ο ρόλος του 

οµοιοπολικού δεσµού δεν είναι η αποτροπή της δέσµευσης της Η276 (His240 από καρδιά 

βοδιού και His288 από το R. sphaeroides) στον CuB παρά στην αίµη, όπως είχε προηγούµενα 

υποστηριχθεί (12), αλλά να σταθεροποιεί τον CuB σε συγκεκριµένη διαµόρφωση και 

απόσταση ως προς την αίµη α3. Απουσία της οµοιοπολικής σύνδεσης Υ280 και Η276, η 

κοιλότητα της αίµης διατηρεί την ενεργή της διαµόρφωση που επιτρέπει την δέσµευση του 

O2 στην αίµη a3. Η απευθείας ανάµιξη του O2 µε το CO-σύµπλοκο του µικτού σθένους 

φυσικού και µεταλλαγµένου ενζύµου έχει ως αποτέλεσµα τον σχηµατισµό οξυγονοµένων 

µορφών του ενζύµου που εµφανίζουν όµοιες Soret µετάβασεις στα 438 nm, και στην 

συνέχεια τα ένζυµα επανέρχονται στην αρχική οξειδωµένη τους κατάσταση. 

 

 
Πειραµατικές ∆ιαδικασίες 

 

Η φυσική και µεταλλαγµένη CcO αποµονώθηκαν από το βακτήριο P. denitrificans όπως 

περιγράφηκε στο κεφάλαιο 3 και σύµφωνα µε δηµοσιευµένες διαδικασίες (42,43). Η CcO 

των θηλαστηκών αποµονώθηκε από βοδινές καρδιές (44). Τα δείγµατα συγκεντρώθηκαν σε 

100-150 µM σε 50 mM Hepes pH 7.4 που περιείχε 0.1 % dodecyl β-D-maltoside και 

διατηρήθηκαν σε υγρό άζωτο ως την χρήση τους. Το σύµπλοκο της πλήρως ανηγµένης 

οξειδάσης µε το CO προετοιµάστηκε µε την αναερόβια έκθεση του ανηγµένου µε dithionite 

ενζύµου σε αέριο CO. Το µικτού σθένους σύµπλοκο του ενζύµου µε το CO σχηµατίστηκε 

µετά την έκθεση της οξειδωµένης µορφής της οξειδάσης σε αέριο CO για διάστηµα 10 ωρών. 

Για την λήψη των RR φασµάτων χρησιµοποιήθηκε τριπλός µονοχρωµάτορας SPEX 1877 και 

EG&G (model 1530-CUV-1024S) CCD ανιχνευτής. Το µήκος κύµατος διέγερσης στα 413.1 

nm αντλήθηκε από ένα Coherent Innova K-90 laser κρυπτού, και η 431 nm διέγερση από ένα 



Κεφ.4: Ο Ρόλος του ∆εσµού His-Tyr στις Λειτουργικές Ιδιότητες του ∆ιπυρηνικού Κέντρου στην CcO  

 

  92 

Coherent 590 dye laser συνδεµένο µε το Coherent Innova 200 laser αργού. Η ενέργεια πάνω 

στο δείγµα ήταν 4-6 mW. Τα FTIR φάσµατα ελήφησαν από δείγµατα συγκέντρωσης 200-300 

µM µε φασµατοφωτόµετρο FTIR Bruker Equinox 55 εξοπλισµένο µε ανιχνευτή MCT που 

ψύχεται µε υγρό άζωτο. Τα δείγµατα τοποθετήθηκαν αναερόβια σε κυψελίδα µε παράθυρα 

CaF2 και 0.025 mm πάχος δείγµατος. Τα φάσµατα είναι µέσος όρος 1000 σαρώσεων και ως 

φάσµα αναφοράς χρησιµοποιήθηκε το ρυθµιστικό διάλυµα. Η διακριτικότητα για τις FTIR 

µετρήσεις είναι 2 cm-1 και 4 cm-1 για το CO-φάσµα του φυσικού και µεταλλαγµένου 

ενζύµου, αντίστοιχα. Φάσµατα απορρόφησης ορατού των δειγµάτων καταγράφηκαν πριν και 

µετά τις FTIR και Raman µετρήσεις για την πιστοποίηση της σταθερότητας των δειγµάτων 

µε ένα φασµατοφωτόµετρο ορατού/υπεριώδους Perkin-Elmer Lamda 20. 

 

 

Αποτελέσµατα και Συζήτηση 

 
 

Τα φάσµατα απορρόφησης ορατού του κυτοχρώµατος αα3 από το P. denitrificans 

παρουσιάζουν µέγιστα στα 423 και 598 nm στην µορφή στην οποία αποµονώνεται (Σχήµα 

1Α, φάσµα a) και στα 444 και 605 nm στην πλήρως ανηγµένη του κατάσταση (Σχήµα 1Α, 

φάσµα b). Το φάσµα διαφοράς του CO-συµπλόκου µείον το ανηγµένο ένζυµο εµφανίζει µία 

θετική µετάβαση στα 430 nm µε ώµο στα 416 nm και αρνητική κορυφή στα 449 nm (Σχήµα 

1Α, φάσµα c). Το φάσµα ορατού του µεταλλαγµένου κυτοχρώµατος Y280H, στην 

κατάσταση που αποµονώνεται, απεικονίζεται στο σχήµα 1Β (φάσµα a) και παρουσιάζει στην 

περιοχή της Soret µετάβασης επιπλέον του 423 nm µεγίστου και ένα ώµο στα 441 nm, όπως 

επίσης και αυξηµένη ένταση στα 604 nm. Τα δεδοµένα αυτά δείχνουν ότι ένα σηµαντικό 

ποσοστό της αίµης α (~ 30%) βρίσκεται στην ανηγµένη κατάσταση στην µεταλλαγµένη 

οξειδάση. Μετά την προσθήκη dithionite στο κυτόχρωµα Υ280Η (Σχήµα 1B, φάσµα b) οι 

µεταβάσεις του εµφανίζονται στα 441 και 604 nm, σε συµφωνία µε το φυσικό ένζυµο. Το 

φάσµα διαφοράς του CO-συµπλόκου µείον το ανηγµένο Υ280Η είναι χαρακτηριστικό της 

δέσµευσης του CO στην αίµη α3, όπως αποδεικνύεται από τις µεταβάσεις στα 432 και 592 

nm (Σχήµα 1B, φάσµα c). 
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Σχήµα 1. Φάσµατα απορρόφησης ορατού του φυσικού κυτοχρώµατος αα3 από το P. 

denitrificans (πίνακας Α) και του µεταλλαγµένου Υ280Η ενζύµου (πίνακας Β) στην µορφή που 

αποµονώνονται (φάσµα a, συνεχόµενη γραµµή) και στην ανηγµένη µε dithionite µορφή (φάσµα 

b, γραµµή µε κουκίδες). Στους δύο πίνακες συµπεριλαµβάνονται τα φάσµατα διαφοράς 

(φάσµατα c) του ανηγµένου CO-συµπλόκου µείον το πλήρως ανηγµένο ένζυµο, που δηλώνουν 

την δέσµευση του CO στην αίµη α3. Η συγκέντρωση των ενζύµων ήταν 10 µΜ και το µήκος της 

κυψελίδας 0.5 cm. 

 

Τα φάσµατα συντονισµού Raman στην υψηλή περιοχή συχνοτήτων, του φυσικού 

κυτοχρώµατος αα3 στην µορφή που αποµονώνεται, καθώς επίσης και την πλήρως ανηγµένη 

του µορφή απεικονίζονται στο σχήµα 2A (φάσµα a και b αντίστοιχα) και βρίσκονται σε 

συµφωνία µε αυτά που έχουν αναφερθεί για τις αιµοχαλκοξειδάσες (35-37,39-40). Στο 

φάσµα του ενζύµου στην µορφή που αποµονώνεται, η δόνηση που αποτελεί χαρακτηριστικό 

της οξειδωτικής κατάστασης των αιµών, v4, παρουσιάζεται στους 1371 cm-1 πιστοποιώντας 

ότι και οι δύο αίµες βρίσκονται στην πλήρως οξειδωµένη τους κατάσταση. Οι κορυφές 

στους 1477 και 1498 cm-1 προέρχονται από την ν3 της υψηλού σπιν αίµης α3 και της 

χαµηλού σπιν αίµης α, αντίστοιχα, αποδεικνύοντας ότι και οι δύο αίµες διατηρούν αριθµό 

συναρµογής έξι. Τα δεδοµένα αυτά βρίσκονται σε συµφωνία µε τα τα στοιχεία της 

κρυσταλλοδοµής που δείχνουν ότι στην οξειδωµένη µορφή του ενζύµου η αίµη α 
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Σχήµα 2. Η περιοχή υψηλών συχνοτήτων των φασµάτων συντονισµού Raman του 

φυσικού κυτοχρώµατος αα3 από το P. denitrificans (πίνακας Α) και του µεταλλαγµένου Υ280Η 

ενζύµου (πίνακας Β) στην µορφή που αποµονώνονται (φάσµα a) και στην ανηγµένη µε 

dithionite µορφή (φάσµα b). Το µήκος κύµατος διέγερσης ήταν 413.1 nm, και ο συνολικός 

χρόνος λήψης του κάθε φάσµατος 15 min. 

 

συναρµόζεται από δύο ιστιδίνες ενώ υπάρχει και ένας υποκαταστάτης γέφυρας ανάµεσα 

στην αίµη α3 και τον CuB (10-11). Η περιοχή στην οποία εµφανίζονται δονήσεις σχετικές µε 

το µέγεθος του πυρήνα της αίµης παρουσιάσει δύο κορυφές στους 1572 cm-1 (υψηλού σπιν 

αίµη α3
3+) και 1584 cm-1  (χαµηλού σπιν αίµη α3+). Οι 1612 και 1635 cm-1 δονήσεις 
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προέρχονται από τις ν10 των αιµών α3
3+ και α3+, αντίστοιχα. Οι κορυφές στους 1646 και 1671 

cm-1 έχουν αποδωθεί στην δόνηση τάσης C=O των φορµυλικών οµάδων (-CHO) των α3+ και 

α3
3+ (39-40). Το φάσµα του πλήρως ανηγµένου ενζύµου (Σχήµα 1Α, φάσµα b) εµφανίζει την 

χαρακτηριστική για την οξειδωτική κατάσταση δόνηση, ν4, στους1359 cm-1 πιστοποιώντας 

ότι οι δύο αίµες έχουν αναχθεί. Οι δονήσεις στους 1464 και 1490 cm-1 δηµιουργούνται από 

την ανηγµένη αίµη αριθµού συναρµογής πέντε και υψηλού σπιν (5chs) α3
2+ και από την 

ανηγµένη αίµη αριθµού συναρµογής έξι και χαµηλού σπιν α2+ (6cls), αντίστοιχα. Η κορυφή 

στους 1519 cm-1 προέρχεται από την ν19 της αίµης α2+ και οι δονήσεις στους 1569 και 1584 

cm-1 από τις ν2 των αιµών α3
3+ και α3+, αντίστοιχα. Οι δονήσεις στους 1612 και 1662 cm-1 

έχουν αποδωθεί στην δόνηση τάσης C=O των φορµυλικών οµάδων (-CHO) των α2+ και α3
2+ 

(35,40). Η κορυφή στους 1623 cm-1 οφείλεται στην δόνηση τάσης C=C της αίµης a2+ και 

a3
2+. Οι διαταραχές που προκαλούνται στο φάσµα του ενζύµου από την µετάλλαξη Υ280Η, 

στην µορφή που αποµονώνεται το ένζυµο, είναι πολύ περιορισµένες εκτός από την µείωση 

των εντάσεων των δονήσεων που προέρχονται από την αίµη a3+ και την εµφάνιση δονήσεων 

που οφείλονται σε ποσοστό της αίµης α που βρίσκεται στην ανηγµένη κατάσταση (Σχήµα 

2Β, φάσµα a). Η ύπαρξη της ανηγµένης α2+ είναι προφανής από την αύξηση της έντασης των 

ν4 στους 1356, ν11 στους 1519, ν2 στους 1585, ν10 στους 1612 cm-1, όπως επίσης και από την 

µείωση της έντασης της δόνησης φορµυλικής οµάδας στους 1646 cm-1. Όλες οι δονήσεις που 

σχετίζονται µε την υψηλού σπιν αίµη a3
3+ είναι όµοιες µε αυτές του φυσικού ενζύµου. Η 

µόνη εξαίρεση είναι η µείωση της έντασης της δόνησης τάσης της φορµυλικής οµάδας στους 

1671 cm-1. Το RR φάσµα του του πλήρως ανηγµένου κυτοχρώµατος Υ280Η (Σχήµα 2Β, 

φάσµα b) είναι όµοιο µε αυτό του ανηγµένου φυσικού ενζύµου και πάλι µε εξαίρεση την 

δόνηση της φορµυλικής οµάδας της αίµης a3
2+ στους 1662 cm-1, που παρουσιάζει µειωµένη 

ένταση. 

Ασυνήθιστες στερεοχηµικές επιδράσεις στην αίµη α3 που θα µπορούσαν να 

προκαλέσουν µεταβολές στην θέση δέσµευσης υποκαταστατών στην αίµη δεν υπάρχουν, και 

το οξειδοαναγωγικό δυναµικό της αίµης α3 δεν έχει µειωθεί κάτω από το αντίστοιχο του 

κυτοχρώµατος c (12). Επιπλέον, δεν εµφανίζονται στοιχεία που να οδηγούν στο συµπέρασµα 

της αποδέσµευσης κάποιας ιστιδίνης από τον CuB και της ακόλουθης δέσµευσης της στην 

αίµη α3. Συνεπώς τα δεδοµένα µας δεν στηρίζουν τα συµπεράσµατα του Das et al. (12), ότι η 

απουσία του οµοιοπολικού δεσµού Υ288 και Η284 (αρίθµηση σύµφωνα µε το R. 

Sphaeroides) προκαλεί σοβαρή διαταραχή στην κοιλότητα της αίµης α3, και µία από τις 

ιστιδίνες του CuB δεσµεύεται στην αίµη µειώνοντας το οξειδοαναγωγικό δυναµικό της. Η 

διαφοροποίηση των πειραµατικών δεδοµένων της οµάδας µας και αυτών του Das et. al. (12) 
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πιθανώς να προέρχεται από τον τρόπο µε τον οποίο επηρεάζει η µετάλλαξη της ιστιδίνης 280 

σε φαινυλαλανίνη τις ιδιότητες συναρµογής του διπυρηνικού κέντρου. 

 

 
 

Σχήµα 3. Τα φάσµατα συντονισµού Raman της πλήρως ανηγµένης µορφής του φυσικού 

κυτοχρώµατος αα3 από το P. denitrificans (φάσµα a) και του µεταλλαγµένου Υ280Η ενζύµου 

(φάσµα b) στην περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων. Απεικονίζονται επίσης τα 12CO και 13CO 

σύµπλοκα του φυσικού ενζύµου στα φάσµατα c και d, αντίστοιχα. Το φάσµα διαφοράς 12CO - 
13CO εµφανίζεται στο φάσµα e. Το µήκος κύµατος διέγερσης ήταν 413.1 nm, και ο συνολικός 

χρόνος λήψης του κάθε φάσµατος 20 min. 

 

Το σχήµα 3 απεικονίζει την περιοχή χαµηλών συχνοτήτων του RR φάσµατος του πλήρως 

ανηγµένου φυσικού και µεταλλαγµένου Υ280Η ενζύµου, όπως επίσης και του CO-

συµπλόκου του φυσικού κυτοχρώµατος  αα3. Το RR φάσµα του πλήρως ανηγµένου φυσικού 

ενζύµου (φάσµα a) χαρακτηρίζεται από την παρουσία της δόνησης τάσης Fe-His στους 220 

cm-1 και δονήσεων του πορφυρινικού δακτυλίου τόσο της αίµης α όσο και της αίµης α3. 

Όµοιο είναι το φάσµα του µεταλλαγµένου Υ280Η κυτοχρώµατος αα3 (φάσµα b). Η δόνηση 
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τάσης Fe-His παρουσιάζεται 6 cm-1 υψηλότερα σε σχέση µε την αντίστοιχη της CcO των 

θηλαστικών (36). Η δέσµευση του CO στην αίµη α3
2+ συνοδεύεται από την εξαφάνιση της 

δόνηση τάσης Fe-His στους 220 cm-1 και της πορφυρινικής δόνησης στους 369 cm-1 (φάσµα 

c). Στην περιοχή 400-600 cm-1 του RR φάσµατος του CO-συµπλόκου εµφανίζεται µόνο µία 

κορυφή στους 517 cm-1 για την ν(Fe-CO). Η απόδοση της δόνησης αυτής επιβεβαιώνεται µε 

την επανάληψη του πειράµατος µε ισοτοπικά εµπλουτισµένο υποκαταστάτη (13CO, φάσµα 

d), όπου η αντίστοιχη κορυφή παρουσιάζεται στους 513 cm-1, τιµή που είναι σύµφωνη µε το 

µοντέλο του αρµονικού ταλαντωτή για διατοµικό σύστηµα σιδήρου και CO. Το φάσµα 

διαφοράς (φάσµα e) επίσης συνηγορεί µε την απόδοση της δόνησης. Στο φάσµα του 13CO-

συµπλόκου ανιχνεύεται µία ακόµα κορυφή στους 559 cm-1. Παρά το γεγονός ότι η παρουσία 

µιας δόνησης του πορφυρινικού δακτυλίου στους ~ 580 cm-1 παρεµποδίζει την απόδοση 

δονήσεων µε το 12CO στην περιοχή αυτή, το φάσµα διαφοράς δείχνει ότι η δόνηση στους 559 

cm-1 του 13CO φάσµατος µετατοπίζεται στους 573 cm-1 όταν το πείραµα πραγµατοποιείται µε 
12CO. Με βάση τα παραπάνω, αποδίδουµε την κορυφή στους 573 cm-1 στην δόνηση κάµψης 

Fe-C-O. Οι συχνότητες των 517 και 573 cm-1 βρίσκονται κοντά στις αντίστοιχες που έχουν 

αναφερθεί για την αα3-τύπου οξειδάση από βοδινή καρδιά (16), το R. sphaeroides (17) και το 

aa3-600 από το B. subtilis (21).   

Η αυξηµένη συχνότητα της δόνησης τάσης Fe-His που παρατηρήσαµε στο κυτόχρωµα 

αα3 από το P.denitrificans µπορεί να αποδοθεί στην ισχύ του δεσµού υδρογόνου του εγγούς 

υποκαταστάτη  His411 µε την Gly387 (41). Μελέτες ενώσεων-µοντέλων, έχουν αποδείξει ότι 

το σύµπλοκο µε τον ασθενέστερο (ή απών) δεσµό υδρογόνου µε την εγγύ ιστιδίνη 

αναµένεται να παρουσιάζει και τον ασθενέστερο δεσµό Fe-His και κατά συνέπεια και την 

χαµηλότερη συχνότητα δόνησης του δεσµού (36). Η ανίχνευση της δόνησης Fe-His στους 

220 cm-1 σε συνδιασµό µε τα δεδοµένα της υψηλής περιοχής συχνοτήτων του RR φάσµατος 

υποστηρίζουν το συµπέρασµά µας ότι η αίµη α3
2+ στο µεταλλαγµένο Υ280Η κυτόχρωµα 

διαθέτει αριθµό συναρµογής πέντε και είναι υψηλού σπιν, αλλά και το εγγύ περιβάλλον της 

αίµης α3
2+ δεν παρουσιάζει διαφοροποιήσεις σε σχέση µε το φυσικό ένζυµο. Εφόσον λοιπόν, 

ο δεσµός Fe-His αποτελεί την µόνη σύνδεση ανάµεσα στην αριθµού συναρµογής πέντε αίµης 

α3
2+ και στην πρωτεΐνη, πιθανές δοµικές αλλαγές της πρωτεΐνης θα πρέπει να εµφανίζονται 

µέσω αυτού του δεσµού. Η απουσία τέτοιων µεταβολών στο εγγύ περιβάλλον της αίµης a3
2+ 

δηλώνει, ότι οι µεταβολές στην δοµή της πρωτεΐνης λόγω της µετάλλαξης δεν είναι 

καθολικές, αλλά περιορίζονται στο περιβάλλον του CuB. 

∆οµικές πληροφορίες, σχετικές µε την γεωµετρία του δεσµευµένου στην αίµη CO και την 

αλληλεπίδραση του υποκαταστάτη µε τον CuB, έχουν προσδιοριστεί από τις δονήσεις του 
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CO. Παρά το γεγονός ότι οι ν(Fe-CO) and δ(Fe-C-O) που προσδιορίσαµε είναι παρόµοιες µε 

τις αντίστοιχες που έχουν αναφερθεί για τις αα3-τύπου οξειδάσες, ο λόγος Ιδ/Ιν~0.25 που 

παρατηρούµε, είναι µικρότερος σε σχέση µε το αα3 από το R. sphaeroides (Ιδ/Ιν~0.43) και 

µεγαλύτερος από αυτόν του κυτοχρώµατος bo3 (Ιδ/Ιν~0.1) (20). Έχει υποστηριχθεί ότι ένας 

υψηλός λόγος Ιδ/Ιν αποτελεί ένδειξη για την ύπαρξη ισχυρής αλληλεπίδρασης µεταξύ του CO 

και του CuB. Συνεπώς, τα δεδοµένα µας οδηγούν στο συµπέρασµα ότι η απόσταση Fe�CuB 

είναι µεγαλύτερη στην περίπτωση του κυτοχρώµατος αα3 από το P. denitrificans σε 

σύγκριση µε την CcO του R.sphaeroides. Παρά την αυξηµένη απόσταση όµως, δεν 

παρατηρήσαµε ένα χαµηλής ενέργειας δεσµό Fe-CΟ (~490 cm-1), αντίστοιχο του υψηλής 

ενέργειας δεσµού C-O (~1950 cm-1) της β-διαµόρφωσης. Πρόσφατα, αναφέρθηκε ότι οι δύο 

διαφορετικές δονήσεις Fe-CO που εµφανίζονται στα RR φάσµατα του R. sphaeroides είναι 

αποτέλεσµα της αλλαγής της θέσης του CuB σχετικά µε το CO, εξαιτίας της παρουσίας µίας 

ή περισσοτέρων ιονιζόµενων οµάδων κοντά στο διπυρηνικό κέντρο (23). Πειράµατα για την 

διερεύνηση της ισχύς της υπόθεσης αυτής στο κυτόχρωµα αα3 του P. denitrificans 

βρίσκονται σε εξέλιξη στο εργαστήριο µας. 

Το σχήµα 4 απεικονίζει τα FTIR φάσµατα του CO-συµπλόκου του φυσικού και Υ280Η 

µεταλλαγµένου κυτοχρώµατος αα3 του P. denitrificans σε θερµοκρασία δωµατίου. Το CO-

σύµπλοκο του πλήρως ανηγµένου ενζύµου των θηλαστικών περιλαµβάνεται στο σχήµα για 

σύγκριση (φάσµα c). Το φάσµα a δείχνει ότι η δόνηση τάσης του δεσµευµένου CO στο P. 

denitrificans aa3 διαχωρίζεται σε τρεις κορυφές, όπως έχει αναφερθεί και σε πειράµατα σε 

χαµηλές θερµοκρασίες (27). Η κύρια κορυφή παρουσιάζεται στους 1966 cm-1 (α-

διαµόρφωση) και οι δύο µικρότερες στους 1956 cm-1 (β-διαµόρφωση) και 1975 cm-1. Η 

συχνότητα της κύριας δόνησης που ανιχνεύσαµε στο P. denitrificans είναι µεγαλύτερη κατά 

3 cm-1 από την αντίστοιχη του δεσµευµένου στην αίµη α3 CO της CcO των θηλαστικών 

(φάσµα c). Το φάσµα b απεικονίζει τις δύο διαµορφώσεις που παρουσιάζονται στο 

µεταλλαγµένο Υ280Η κυτόχρωµα µε την ν(CO) στους 1966 και 1975 cm-1. Παρόµοια 

αποτελέσµατα έχουν ληφθεί και σε πειράµατα σε χαµηλές θερµoκρασίες (P. Hellwig, 

manuscript submitted).     

Η βάση πάνω στην οποία θα µπορούσε να ερµηνευθεί ο διαχωρισµός του ενζύµου σε α- 

και β-µορφή δεν έχει καθοριστεί, ενώ επίσης δεν έχει αναφερθεί η προέλευση της 1975 cm-1. 

Το εύρος (στη µέση του µεγίστου της δόνησης, FWHM) των δονήσεων των κύριων 

διαµορφώσεων  του CO στα δύο ένζυµα, P. denitrificans και CcO θηλαστικών, είναι ~ 5 cm-1   
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Σχήµα 4. Τα FTIR φάσµατα 

του πλήρως ανηγµένου CO-

συµπλόκου του του φυσικού κυτοχρώ-

µατος αα3 από το P. denitrificans 

(φάσµα a) και του µεταλλαγµένου 

Υ280Η ενζύµου (φάσµα b). 

 Περιλαµβάνεται επίσης το CO-

σύµπλοκο του κυτοχρώµατος αα3 των 

θηλαστικών (φάσµα c). 
 

 

 

δείχνοντας ότι δεν παρατηρείται ευρεία κατανοµή των επιτρεπτών στο CO διαµορφώσεων. 

Κατά συνέπεια, τα παρών δεδοµένα επιβεβαιώνουν την οµοιότητα στις ιδιότητες της ενεργής 

θέσης των δύο τελικών οξειδασών. Η παρουσία, όµως, των δονήσεων στους 1956 και 1975 

cm-1 στο P. denitrificans δηλώνει ότι αν και το διπυρηνικό κέντρο του βακτηριακού ενζύµου 

είναι όµοιο µε αυτό των θηλαστικών, ωστόσο δεν είναι το ίδιο. Η αλληλοµετατροπή των α- 

και β-µορφών εξαρτάται από το pH και έχει αποδωθεί σε αλλαγές της απόστασης σιδήρου-

χαλκού. Έχει επίσης δειχθεί από δεδοµένα FTIR πειραµάτων σε χαµηλές θερµοκρασίες, ότι 

το εύρος των δονήσεων που αντιστοιχούν στις α- και β-διαµορφώσεις εξαρτάται τόσο από τη 

θερµοκρασία όσο και το pH (27). Συνεπώς, η α-µορφή αντιπροσωπεύει µία περιορισµένη 

κολότητα που δεν επιτρέπει στο CO να δεσµευτεί στον αιµικό σίδηρο χωρίς να δέχεται 

ισχυρές πολικές ή στερικές επιδράσεις από το άτοµο του χαλκού, ενώ στη β-µορφή ο CuB 

έχει αποµακρυνθεί από τον δεσµευµένο CO-υποκαταστάτη. Με βάση την παραπάνω 

ερµηνεία σχετικά µε την προέλευση των α- και β-διαµορφώσεων, αποδίδουµε την δόνηση 

στους 1975 cm-1 στην γ-διαµόρφωση. Στην  διαµόρφωση αυτή ο CuB βρίσκεται ακόµα 

πλησιέστερα προς το δεσµευµένο στην αίµη α3 CO, διαστρεβλώνοντας την οµάδα του Fe-C-

O από την ευννοούµενη συµµετρία της α-µορφής. Σε αντίθεση µε το φυσικό ένζυµο, που 
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κυρίαρχη είναι η α-διαµόρφωση, το µεταλλαγµένο Υ280Η κυτόχρωµα αα3 παρουσιάζει λόγο 

1975 cm-1 (γ-µορφή)/1966 cm-1(α-µορφή) 1.8 και άρα κυρίαρχη είναι η γ-διαµόρφωση. Κατά 

συνέπεια η απουσία του οµοιοπολικού δεσµού Tyr-His έχει ως αποτέλεσµα την µετακίνηση 

του ατόµου του CuB πλησιέστερα προς το δεσµευµένο στην αίµη CO. Το συµπέρασµα αυτό 

στηρίζεται επίσης από την απουσία της β-διαµόρφωσης (1956 cm-1) στο µεταλλαγµένο 

ένζυµο, µορφή στην οποία το CO δεν δέχεται πολικές ή στερικές επιδράσεις. Το ερώτηµα 

που είναι αναγκαίο να τεθεί αφορά την αιτία της αλλαγής του λόγου των τριών 

διαµορφώσεων και το αποτέλεσµα που µπορεί να επιφέρει στην καταλυτική δράση του 

ενζύµου. 

 Μελέτες του Rousseau et al. (12,16-18,20) έχουν αποδείξει ότι οι συχνότητες των 

δονήσεων ν(Fe-CO) και ν(CO) των αιµοπρωτεϊνών και η συσχέτιση τους αντικατοπτρίζουν 

α) την ταυτότητα και ιδιότητες του εγγούς υποκαταστάτη εξαιτίας του ανταγωνισµού του 

δεσµευµένου CO µε τον εγγύ υποκαταστάτη για τα ίδια dz
2 τροχιακά και β) την πολικότητα 

της κοιλότητας της αίµης. Ένα ισχυρά πολικό περιβάλλον ευννοεί τον π-δεσµό επαναφοράς 

µε αποτέλεσµα την αύξηση της ν(Fe-CO) και την µείωση της ν(C-O) λόγω της αυξηµένης 

ηλεκτρονιακής πυκνότητας στα αντιδεσµικά τροχιακά του CO. Επιπλέον, πληροφορίες για 

τις ιδιότητες του εγγούς περιβάλλοντος των αιµοχαλκοξειδασών και του τρόπου µε τον οποίο 

επηρεάζουν την δέσµευση υποκαταστατών στη µακρινή (distal) θέση δέσµευσης, έχουν 

αντληθεί από την αντίστροφη ευθεία συσχέτιση ανάµεσα στις συχνότητες των δονήσεων 

τάσης Fe-His και Fe-CO. Πρόσφατη µελέτη απέδειξε ότι ότι η ισχύς του δεσµού υδρογόνου 

της εγγύς ιστιδίνης επηρεάζει την ισχύ των δεσµών Fe-C και C-O, που επιπλέον 

επηρεάζονται και από το µακρινό περιβάλλον του CuB (21). Θεωρούµε κατά συνέπεια ότι 

επιδράσεις τόσο στο µακρινό όσο και στο εγγύ περιβάλλον καθορίζουν τις ν(Fe-CO) και ν(C-

O) που καταγράψαµε. 

Η κατά ~4 cm-1 µείωση της ν(Fe-CO) στο P.denitrificans σε σύγκριση µε την αντίστοιχη 

δόνηση της CcO των θηλαστικών, προκαλείται από τον ισχυρό δεσµό υδρογόνου της εγγύς 

ιστιδίνης αλλά και από τις µακρινές αλληλεπιδράσεις στο δεσµευµένο στην αίµη α3 CO από 

τον CuB. Το επιχείρηµα αυτό στηρίζεται από την παρατηρούµενη υψηλή συχνότητα της 

δόνησης τάσης Fe-His στους 220 cm-1, σε σχέση µε τις άλλες αα3- και bo3-τύπου οξειδάσες. 

Παρόµοιο συµπέρασµα σχετικά µε την επίδραση του εγγούς υποκαταστάτη στις ιδιότητες 

του δεσµευµένου στην µακρινή θέση CO έχει εξαχθεί πρόσφατα σε µελέτη της 

προσταγλαδινικής Η συνθάσης από τον Wang et al. (45). Σε αντίθεση, ο Das et al. (23) 

υποστηρίζει ότι η εξάρτηση που παρουσιάζουν οι δονήσεις της Fe-C-O µονάδας Rb.  
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sphaeroides από το pH, δεν µπορούν να αποδωθούν στις ιδιότητες της εγγύς θέσης εφόσον 

απουσιάζουν σηµαντικές αλλαγές στην δόνηση τάσης Fe-His σε µεταβολές του pH. Η εγγύς 

θέση της αίµης α3 παρουσιάζει υδροφοβικό χαρακτήρα και είναι αποκοµµένη από τον 

διαλύτη, όπως φαίνεται από µελέτες Raman σε D2O (41). Συνεπώς, η σταθερότητα της 

δόνησης τάσης Fe-His σε αλλαγές του pH, δεν µπορεί να αποκλείσει τις αλληλεπιδράσεις 

που προκαλούνται από τον δεσµό υδρογόνου της εγγύς ιστιδίνης της αίµης a3
2+. Επιπλέον, τα 

δεδοµένα της κρυσταλλικής δoµής του ενζύµου από το P. denitrificans δείχνουν την ύπαρξη 

δεσµού υδρογόνου της εγγύς ιστιδίνης µε την Gly387. Οι συχνότητες των δονήσεων τάσης 

Fe-His και Fe-CO του P. denitrificans τοποθετούν το ένζυµο στην ευθεία που παρουσιάζεται 

στο σχήµα 5Α και δείχνουν ότι η δοµή του είναι όµοια µε την α-µορφή των κυτοχρωµάτων 

αα3 των θηλαστικών και του Rb. Sphaeroides. Η απουσία µεταβολής στο εγγύ περιβάλλον 

της αίµης α3, όπως φαίνεται από την ισχύ του δεσµού Fe2+-His στους 220 cm-1, στο 

µεταλλαγµένο ένζυµο δηλώνει ότι η ανώµαλα υψηλή συχνότητα της δόνησης τάσης C-O του 

δεσµευµένου CO οφείλεται αποκλειστικά σε αλληλεπιδράσεις στην µακρινή θέση. 

Αλληλεπιδράσεις στην εγγύ θέση δεν υπάρχουν εφόσον η ν(Fe-His) µένει ανεπηρέαστη από 

την µετάλλαξη, γεγονός που αποδεικνύει ότι δεν λαµβάνουν χώρα καθολικές µεταβολές στην 

διαµόρφωσης της πρωτεΐνης. 

Οι ιδιότητες του διπυρηνικού κέντρου a3-CuB έχουν προσδιοριστεί µέσω της σχέσης 

των ν(Fe-CO) και ν(C-O) συχνοτήτων. Η κύρια α-διαµόρφωση του φυσικού κυτοχρώµατος 

αα3, που απεικονίζεται στο σχήµα 5Β, διαφοροποιείται από την αντίστροφη γραµµική σχέση 

που υπάρχει ανάµεσα στις συχνότητες στις συχνότητες ν(Fe-CO) και ν(C-O) ανάµεσα στις 

πρωτεΐνες µε υποκαταστάτη ιστιδίνη, αλλά ανήκει στην καµπύλη των υπολοίπων τελικών 

οξειδασών. Παρά το γεγονός ότι δεν ανιχνεύσαµε την ν(Fe-CO) της β-διαµόρφωσης, η 

συχνότητα της ν(C-O) αυτής της διαµόρφωσης είναι όµοια µε την αντίστοιχη που έχει 

αναφερθεί για το κυτόχρωµα αα3 από το Rh. sphaeroides, δηλώνοντας ότι οι συχνότητες της 

β-µορφής του P. denitrificans ανήκουν στην ευθεία των πρωτεϊνών µε υποκατάσταση 

ιστιδίνης, στις οποίες το CO δεσµεύεται στον αιµικό σίδηρο χωρίς ανώµαλες πολικές και 

στερικές επιδράσεις. Η παρατήρησή µας, ότι το µεταλλαγµένο Υ280Η ένζυµο διατηρεί την 

ικανότητα να ανάγει το Ο2 και να αντιδρά µε το Η2Ο2 προς παραγωγή ενδιαµέσων οξυγόνου 

(κεφ. 5), δηλώνει ότι η απουσία της β-διαµόρφωσης και η ταυτόχρονη παρουσία της γ-

διαµόρφωσης στους 1975 cm-1 δεν είναι καθοριστικής σηµασίας για την λειτουργικότητα 

του ενεργού κέντρου του ενζύµου. 
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Σχήµα 5. Πίνακας Α : Συσχέτιση των συχνοτήτων της δόνησης τάσης της Fe-His ως 

προς την C-O. (• ) κυτόχρωµα bo3 από το E. coli, (◄) η α-µορφή του κυτοχρώµατος aa3 από 

το R. sphaeroides, (■) κυτοχρωµική c οξειδάση των θηλαστικών και κυτόχρωµα aa3 από το B. 

subtilis, (▼) κυτόχρωµα aa3 από το P. denitrificans, (▲) κυτόχρωµα cbb3 από το R. 

capsulatus. Πίνακας Β: Συσχέτιση των συχνοτήτων της δόνησης τάσης της Fe-CO ως προς 

την C-O. Οµοίως µε τον πίνακα Α και (►) η β-µορφή του κυτοχρώµατος aa3 από το R. 

sphaeroides, (◊) µυοσφαιρίνες και αιµοσφαιρίνες. 

 

Η οµοιότητα  ανάµεσα στις συχνότητες και την σχετική ενίσχυση των δονήσεων της 

οξειδωµένης αίµης α3 στο φυσικό και µεταλλαγµένο ένζυµο αποτελεί ένδειξη ότι το 

πρωτεϊνικό περιβάλλον που περικλείει την αίµη α3 παραµένει αµετάβλητο στις δύο 

περιπτώσεις. Η σύγκριση των RR φασµάτων στην περιοχή των υψηλών συχνοτήτων του 

µεταλλαγµένου και φυσικού κυτοχρώµατος, µετά την αναγωγή τους, δεν παρουσιάζει 

σηµαντικές διαφορές. Οι µεταβολές όµως στην ένταση και το εύρος της δόνησης της 
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φορµυλικής οµάδας της αίµης α3 δηλώνουν ότι πιθανόν λαµβάνει χώρα αλλαγή στην 

διαµόρφωση του διπυρηνικού κέντρου στο µεταλλαγµένο Υ280Η σε σχέση µε το φυσικό 

ένζυµο. Η αλλαγή αυτή δεν είναι αποτέλεσµα µετατροπής της οξειδωτικής ή σπιν 

κατάστασης, ή του αριθµού συναρµογής της αίµης α3, εφόσον έχουµε αποδείξει ότι τέτοιες 

µεταβολές δεν πραγµατοποιούνται ως συνέπεια της µετάλλαξης της ιστιδίνης σε τυροσίνη. 

Κατά συνέπεια διαφορετικές πιθανότητες είναι απαραίτητο να σχολιαστούν. 

Η απουσία µεταβολών στην διαµόρφωση της αίµης α3 αφήνει ως µόνη πιθανότητα για 

την αιτιολόγηση της µείωσης της έντασης της φορµυλικής οµάδας της αίµης α3 την εµπλοκή 

των ιστιδινών που αποτελούν τους υποκασταστάτες του CuB. Η Η276 είναι η ιστιδίνη που 

σχηµατίζει τον οµοιοπολικό δεσµό µε την Υ280 στο φυσικό ένζυµο και βρίσκεται αρκετά 

αποµακρυσµένη από την φορµυλική οµάδα. Οι Η325 και Η326 ανήκουν στην ίδια έλικα και 

βρίσκονται κοντά στην φορµυλοµάδα. Το πλησιέστερο αµινοξύ στο οξυγόνο της 

φορµυλικής οµάδας είναι η Η325 (Η290 σύµφωνα µε την αρίθµηση του ενζύµου από καρδιά 

βοδιού). Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι η απουσία της Υ280 από την κοιλότητα της 

αίµης καταλήγει στην απώλεια του δεσµού υδρογόνου ανάµεσα στην υδρόξυ οµάδα της 

φαρνεσυλικής αλυσίδας της αίµης α3 και της υδρόξυ οµάδας της τυροσίνης. Εαν οι 

παρατηρούµενες µεταβολές οφείλονταν σε αλλαγή του δεµού υδρογόνου της φορµυλοµάδας 

θα αναµέναµε µετατόπιση της συχνότητας της δόνησης της συγκεκριµένης οµάδας (46).  

Προτείνουµε ότι µεταβολές στην απόσταση Fe-CuB µπορούν να προκαλέσουν αλλαγή της 

θέσης της Η325 σε σχέση µε την φορµυλική οµάδα της αίµης α3. Εφόσον λοιπόν δεν 

παρατηρείται µετατόπιση της συχνότητας δόνησης της φορµυλοµάδας, αποδίδουµε την 

µεταβολή της έντασης της δόνησης της, στην αλλαγή της γεωµετρίας της οµάδας που δεν 

επιτρέπει στην ηλεκτρονιακή σύζευξη µε τον πορφυρινικό πυρήνα να είναι τόσο 

αποτελεσµατική όσο στην αίµη α3 του φυσικού ενζύµου. Η απουσία της δόνησης τάσης 

C=O της φορµυλικής οµάδας στην ανηγµένη µορφή του µεταλλαγµένου Υ280F 

κυτοχρώµατος από το R. sphaeroides αποδώθηκε σε αλλαγή της διαµόρφωσης της αίµης α3. 

Η ερώτηση που ανακύπτει είναι σε πιο βαθµό µπορεί η µεταβολή του προσανατολισµού της 

φορµυλικής οµάδας, που είναι εµφανέστερη στο µεταλλαγµένο Υ280F κυτόχρωµα αα3 του 

R. sphaeroides συγκριτικά µε το Υ280Η αα3 του P. denitrificans, να επηρεάσει την 

καταλυτική δράση του ενζύµου. Πρόσφατα, ο Das et al. (46) ανάφερε ένα γεγονός 

αποπρωτονίωσης, συζευγµένο µε οξειδοαναγωγικές διαδικασίες, στο διπυρηνικό κέντρο της 

κινολικής οξειδάσης από το βακτήριο Acidianus ambivalens. Οι µεταβολές στην δόνηση 

τάσης C-O της φορµυλικής οµάδας κατά την αναγωγή της αίµης α3 αποδώθηκαν στην 

αλλαγή του δεσµού υδρογόνου της οµάδας. Οι συγγραφείς πρότειναν ως πιθανότερο 
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υποψήφιο για τις pH-εξαρτώµενες αλλαγές που παρατήρησαν την Η290 (αρίθµηση του 

ενζύµου από καρδιά βοδιού) και ανέπτυξαν τις επιπτώσεις στην διαδικασία άντλησης 

πρωτονίων. Ανάλογες παρατηρήσεις δεν έχουν πραγµατοποιηθεί για καµία άλλη αα3-τύπου 

οξειδάση και κατά συνέπεια δεν µπορούµε να υποστηρίξουµε ότι είναι πιθανόν η µικρή 

αλλαγή της διαµόρφωσης της φορµυλικής οµάδας της αίµης α3 στο µεταλλαγµένο Υ280Η 

ένζυµο να επηρεάσει τις λειτουργικές ιδιότητες του διπυρηνικού κέντρου. 

 

 
Σχήµα 5. Φάσµατα διαφοράς της απορρόφησης ορατού, που απεικονίζουν τα προϊόντα 

της αντίδρασης µε το οξυγόνο µείον την µορφή του φυσικού ενζύµου (πίνακας Α) και 

µεταλλαγµένου Υ280Η (πίνακας Β) όπως αποµονώνονται. Τα αντίστοιχα ένθετα 

περιλαµβάνουν τα φάσµατα των µικτού σθένους CO-συµπλόκων του φυσικού και Υ280Η 

ενζύµου µείον την µορφή που αποµονώνονται. Η συγκέντρωση των ενζύµων ήταν 10 µΜ και 

το µήκος της κυψελίδας 0.5 cm. 

 

Τα ενδιάµεσα οξυγόνου που δηµιουργούνται µετά τον αποσχηµατισµό του όξυ-

ενδιαµέσου (Ιm) στην αντίδραση της µικτού σθένους οξειδάσης µε το οξυγόνο µπορούν να 

σχηµατιστούν µε την απευθείας ανάµιξη του οξυγόνου µε το µικτού σθένους (ΜV) CO-

σύµπλοκο της οξειδάσης (47). Τα ενδιάµεσα αυτά έχει αναφερθεί ότι έχουν αρκετά 

µεγάλους χρόνους ζωής και συνεπώς µπορούν να µελετηθούν µε την χρήση ενός συµβατικού 

φασµατοφωτοµέτρου απορρόφησης. Η περιοχή της Soret µετάβασης των ενδιαµέσων 
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οξυγόνου που σχηµατίζονται µε την παραπάνω διαδικασία απεικονίζονται στο σχήµα 6. Το 

φάσµα διαφοράς του MV-CO µείον την οξειδωµένη µορφή του φυσικού ενζύµου (σχήµα 

6Α, ένθετο) µε µέγιστο και ελάχιστο στα 432 και 411 nm, αντίστοιχα, βρίσκεται σε 

συµφωνία µε το ανάλογο φάσµα του µικτού σθένους CO-συµπλόκου του µεταλλαγµένου 

Υ280Η κυτοχρώµατος (σχήµα 6Β, ένθετο). Η ανάµιξη των MV-CO συµπλόκων τόσο του 

φυσικού όσο και του µεταλλαγµένου Υ280Η ενζύµου µε το οξυγόνο µετατοπίζει την Soret 

µετάβαση στα 438 nm (1-18 min). Το γεγονός αυτό δηλώνει ότι και στο φυσικό αλλά και το 

µεταλλαγµένο ένζυµο το Ο2 αντικαθιστά αυθόρµητα το CO. Οι διαδοχικές µεταβολές της 

Soret µετάβασης δείχνουν τον αποσχηµατισµό του 438 nm ενδιαµέσου και την επακόλουθη 

µετατροπή του ενζύµου στην µετακαταλυτική µορφή (pulsed) και στη συνέχεια στην µορφή 

όπως αποµονώνεται (resting), µετατροπές που πραγµατοποιούνται συνολικά σε κλίµακα 

δεκάδων δευτερολέπτων. Παρόµοιες παρατηρήσεις για την µετατροπή του ΙΙm ενδιαµέσου 

στην µορφή που αποµονώνεται το ένζυµο, έχουν αναφερθεί από τον Rousseau και 

συνεργάτες του για την αντίδραση MV CcO/O2 (47). Αποδείχθηκε επίσης από τους ίδιους 

συγγραφείς ότι τα ενδιάµεσα, που σχηµατίζονται µε την αυθόρµητη αντικατάσταση του CO 

από το Ο2 µετά την ανάµιξη του οξυγόνου µε το CO-σύµπλοκο της MV CcO, είναι όµοια µε 

το ΙΙm των πειραµάτων ροής-παλµού (flow-flash) (47). 

Τα δεδοµένα που παρουσιάζονται εδώ αποδεικνύουν ότι ο οµοιοπολικός δεσµός His-

Tyr δηµιουργεί ένα µοναδικό περιβάλλον γύρω από τον CuB, κρατώντας τον σε σταθερή 

απόσταση από την αίµη α3. Η απουσία του δεσµού αυτού έχει ως αποτέλεσµα την 

µετατόπιση του CuB πλησιέστερα ως προς την αίµη α3 στο CO σύµπλοκο του ενζύµου, 

επηρεάζοντας τις ιδιότητες των υποκαταστατών που δεσµεύονται στην αίµη α3. Το 

µεταλλαγµένο Υ280 κυτόχρωµα αα3 διατηρεί ως εγγύ υποκαταστάτη στην αίµη α3 την 

ιστιδίνη όπως και την ικανότητα να οξειδώνεται από το οξυγόνο. Η οξείδωση της αίµης α3 

στο Υ280Η µεταλλαγµένο ένζυµο πραγµατοποιείται µέσω των ίδιων ενδιαµέσων µε το 

φυσικό κυτόχρωµα αα3 µε µέγιστο στην περιοχή της Soret µετάβασης στα 438 nm.  Οι 

ιδιότητες των ενδιαµέσων οξυγόνου παραµένουν προς καθορισµό. Ο χαρακτηρισµός της 

επίδρασης στις λειτουργικές/δοµικές ιδιότητες του κέντρου a3-CuB µετά την 

πραγµατοποίηση της µετάλλαξης Υ280Η που αναφέρονται στην παρούσα εργασία, καθώς 

επίσης ο προσδιορισµός των αρχικών σταδίων µεταφοράς ηλεκτρονίων στην αντίδραση 

Y280H/O2 θα οδηγήσουν σε βαθύτερη κατανόηση της οξείδωσης της κυτοχρωµικής c 

οξειδάσης.  
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Περίληψη 

 

Στην παρούσα εργασία αναφέρουµε τον σχηµατισµό των 580 και 607 nm µορφών  και 

τις Raman δονήσεις που σχετίζονται µε τα ενδιάµεσα αυτά στους 804, 790, και 358 cm-1  

κατά την αντίδραση του οξειδωµένου κυτοχρώµατος aa3 από το βακτήριο Paracoccus 

denitrificans µε το H2O2. Σε εύρος pH 6.6-7.4 δηµιουργείται η 580 nm µορφή µε 

χαρακτηριστική Raman δόνηση που παρουσιάζει ευαισθησία στην ισοτοπική αντικατάσταση 

του οξυγόνου στους 790 cm-1. Σε pH µεγαλύτερο του 7.8 λαµβάνουµε µείγµα των 607 και 

580 nm µορφών µε εµφάνιση δύο Raman δονήσεων ευαίσθητων στην ισοτοπική 

ανατικατάσταση του οξυγόνου στους 804 και 358 cm-1. Επιπλέον αναφέρουµε τον 

σχηµατισµό των δύο προαναφερόµενων µορφών και στην αντίδραση του µεταλλαγµένου 

κυτοχρώµατος Υ280Η αα3 µε το Η2Ο2 και προτείνουµε ότι η Υ280 δεν µετέχει στον 

σχηµατισµό αυτών των ενδιαµέσων. Η αντίδραση του µικτού σθένους µεταλλαγµένου 

ενζύµου Y280H/O2 εµφανίζει όµοια χαρακτηριστικά µε την αντίστοιχη αντίδραση του 

φυσικού ενζύµου, που επιβεβαιώνουν τον σχηµατισµό της 607 nm µορφής χωρίς την 

παρουσία του καταλοίπου της τυροσίνης 280. Τα φάσµατα συντονισµού Raman των 580 και 

607 nm ενδιαµέσων από την αντίδραση τόσο του φυσικού όσο και του µεταλλαγµένου 

Υ280Η ενζύµου µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου µε την χρήση διέγερσης στα 427 nm είναι 

όµοια µεταξύ τους, αποδεικνύοντας ότι και οι δύο µορφές είναι σύµπλοκα της αίµης α3 

αριθµού συναρµογής έξι και χαµηλής διαµόρφωσης σπιν, αποκλείοντας παράλληλα τον 

σχηµατισµό ρίζας κατιόντος πορφυρίνης. 
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Εισαγωγή 

 

Ο καθορισµός των δοµικών και λειτουργικών ιδιοτήτων του διπυρηνικού κέντρου της 

κυτοχρωµικής c οξειδάσης (CcO) (1-6) αποτελεί απαραίτητη προυπόθεση για την κατανόηση 

της συσχέτισης των δοµικών χαρακτηριστικών µε την χρονική συµπεριφορά των 

µεταβατικών ενδιαµέσων της αντίδρασης αναγωγής του µοριακού οξυγόνου. Η διελεύκανση 

του µηχανισµού της καταλυτικής αντίδρασης αποτελεί την θεµελιώδη βάση για την 

κατανόηση της λειτουργίας του ενζύµου ως αντλία πρωτονίων. Η κυτοχρωµική c οξειδάση 

από το βακτήριο του εδάφους Paracoccus denitrificans περιέχει ένα οµοπυρηνικό κέντρο 

χαλκού, CuA, µία χαµηλής διαµόρφωσης σπιν αίµη α, και ένα διπυρηνικό κέντρο 

αποτελούµενο από µία υψηλής διαµόρφωσης αίµη, την αίµη α3 και ένα άτοµο χαλκού, τον 

CuΒ. Το διπυρηνικό κέντρο α3/CuB αποτελεί την ενεργή θέση του ενζύµου όπου 

πραγµατοποιείται η αναγωγή του µοριακού οξυγόνου σε Η2Ο.  

Μια από τις µοναδικές δοµικές ιδιότητες του ενεργού κέντρου α3/CuB που αποκαλύφθηκε 

από τις κρυσταλλοδοµές των κυτοχρωµάτων αα3 του P. denitrificans αλλά και των 

θηλαστικών είναι ο οµοιοπολικός δεσµός που συνδέει έναν από του υποκαταστάτες του CuB, 

και συγκεκριµένα την Η276 µε γειτονικό αµινοξύ, την Υ280 (7-11). Η τυροσίνη 280 

αποτελεί το τελευταίο αµινοξύ του Κ καναλιού και είναι υψηλά διατηρηµένη στην  

οικογένεια των αιµοχαλκοξειδασών. Η τοποθέτηση της στο διπυρηνικό κέντρο αποτέλεσε 

την βάση για την πρόταση ότι το συγκεκριµένο αµινοξύ διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο τόσο 

σε σχέση µε τα δοµικά χαρακρηριστικά του ενεργού κέντρου όσο και µε την λειτουργία του 

(9, 12-15). Το συµπέρασµα ότι η σχάση του δεσµού Ο-Ο πραγµατοποιείται µε την µεταφορά 

ενός ατόµου υδρογόνου από την Υ280 προς τον σχηµατισµό ενός συστήµατος Fe4+=O2-

/CuB
2+-His-Y� (13), αναδεικνύει ένα βασικό ερώτηµα, δηλαδή το µηχανισµό ελέγχου της 

µεταφοράς ηλεκτρονίου στο παραπάνω σύστηµα, ώστε να λαµβάνουν χώρα οι δοµικές 

µεταβολές που απαιτούνται για την άντληση πρωτονίων. Η πολυπλοκότητα των διαδικασιών 

αυτών καθιστά απαραίτητη την κατανόηση της δοµής και κινητικής των ενδιαµέσων για την 

διελεύκανση των διαδικασιών πρωτονίωσης και σχηµατισµού δεσµών υδρογόνου ορισµένων 

ενδιαµέσων οξυγόνου, που δεν έχουν ακόµα καθοριστεί. 

 Η αντίδραση της οξειδωµένης CcO/H2O2 αποτελεί ένα πολύπλοκο ζήτηµα πάνω στο 

οποίο έχουν ανακύψει σηµαντικές διαφωνίες τα τελευταία χρόνια (16-26). Η αντίδραση 

αποτελεί ένα εναλλακτικό τρόπο µελέτης της οξειδωτικής κατάστασης του περόξυ 

ενδιαµέσου (2e-). Η αντίδραση της πλήρως οξειδωµένης µορφής της CcO µε το Η2Ο2, όπως 
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έχει µελετηθεί µε φασµατοσκοπία απορρόφησης ορατού, δείχνει την δηµιουργία δύο µορφών 

του ενζύµου που χαρακτηριζόνται ως 607 και 580 nm µορφές και ο σχηµατισµός τους 

παρουσιάζει εξάρτηση τόσο από την συγκέντρωση του υποστρώµατος όσο και από το pH. 

Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι σε αλκαλικό pH η προσθήκη στοιχειοµετρικής ποσότητας 

Η2Ο2 οδηγεί στον σχηµατισµό της 607 nm µορφής µε δοµή Fe4+=O2-····HO-CuB
2+-His-Y� , 

ενώ η 580 nm µορφή µε δοµή Fe4+=O2- CuB
2+-Ηis-Y� σχηµατίζεται µε την πρωτονίωση της 

607 nm µορφής (4). Σε χαµηλό pH η 580 nm µορφή δηµιουργείται µε την προσθήκη 

στοιχειοµετρικής ποσότητας Η2Ο2 στο ένζυµο. Σε υψηλές τιµές pH η 607 nm µορφή 

µετατρέπεται µέσω µη-αντιστρεπτής διαδικασίας και σε χρονικό διάστηµα της τάξης των 

λεπτών στην µορφή των χαµηλών pH, δηλαδή στην 580 nm µορφή. Η προσθήκη ενός 

δεύτερου ισοδύναµου Η2Ο2 µετατρέπει τις προαναφερόµενες µορφές σε Fe4+=O2-  CuB
2+-

Ηis-Y. Από την άλλη πλευρά, έχει αναφερθεί ότι µόνο η 607 nm µορφή και όχι η 580 nm 

µορφή συνοδεύεται από την ανίχνευση σήµατος ρίζας ΕPR σήµατος (24). Η απουσία της 

ρίζας τυροσίνης ως δότη ηλεκτρονίου, οδήγησε στην πρόταση ότι πηγή του ηλεκτρονίου 

είναι ο CuB, ο οποίος µεταβαίνει στην οξειδωτική κατάσταση CuB
3+ για να πραγµατοποιηθεί 

η σχάση του δεσµού Ο-Ο (17). Πρόσφατη µελέτη της CcO από καρδιά βοδιού εµφανίζει το 

ευρύ σήµα του EPR του ενζύµου στο οποίο έχει πραγµατοποιηθεί προσθήκη Η2Ο2 να 

αποδίδεται σε ρίζα κατιόντος τρυπτοφάνης συζευγµένο µε την όξο-φερύλ  Fe4+=O2- 

κατάσταση της αίµης α3, ενώ ένα δεύτερο σήµα αποδώθηκε σε ρίζα κατιόντος πορφυρίνης 

(25). Ως συµπέρασµα υποστηρίχθηκε ότι τα EPR σήµατα δεν σχετίζονταν, όπως στην 

προηγούµενη µελέτη µε ρίζα τυροσίνης, αλλά µε κατάλοιπο τρυπτοφάνης που βρίσκεται σε 

απόσταση ~ 9 Å από την αίµη α3. Ο σχηµατισµός ρίζας τρυπτοφάνης κατά την επεξεργασία 

της CcO µε Η2Ο2, έχει επίσης αναφερθεί και από µετρήσεις απορρόφησης ορατού (17).  

Η 607 nm µορφή µπορεί επίσης να σχηµατιστεί από την αντίδραση του οξειδωµένου 

ενζύµου µε το µονοξείδιο του άνθρακα παρουσία µοριακού οξυγόνου. Μέσω της 

προσέγγισης αυτής οι Fabian και Palmer (18) παρακολούθησαν την µετατροπή της 607 στην 

580 nm µορφή. Το συµπέρασµά τους ήταν ότι η αργή µετατροπή της 607 στην 580 nm 

µορφή είναι αποτέλεσµα της µεταφοράς ενός πρωτονίου σε αποπρωτονιοµένη οµάδα που 

δηµιουργείται στο διπυρηνικό κέντρο κατά τον σχηµατισµό της 607 nm µορφής. Προτάθηκε 

ότι η οµάδα αυτή δεν είναι προσβάσιµη σε πρωτόνια από το µέσο και το pka της θεωρήθηκε 

µεγαλύτερο από 9.0. Η µετατροπή της 607 στην 580 nm µορφή αναφέρθηκε ότι 

πραγµατοποιείται µε σταθερά ταχύτητας 1.1x10-2 s-1 και η τελευταία µε τη σειρά της 

µετατρέπεται στην οξειδωµένη µορφή του ενζύµου µε σταθερά ταχύτητας 1.1x10-3 s-1. Ο 
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Rousseau και οι συνεργάτες του (27) σε µελέτη της αντίδρασης του µικτού σθένους ενζύµου 

(ΜV), δηλαδή ανηγµένο µόνο το διπυρηνικό κέντρο, µε το οξυγόνο παρακολούθησαν την 

µετατροπή της 607 nm µορφής στην µετακαταλυτική µορφή του ενζύµου και την ακόλουθη 

µετάβαση του στην οξειδωµένη µορφή, όπως αποµονώνεται και ανέφεραν για τις δύο αυτές 

φάσεις σταθερές ταχύτητας 5x10-3 s-1 και 5x10-4 s-1, αντίστοιχα. 

Ο ταυτόχρονος χαρακτηρισµός των φερύλ ενδιαµέσων της αντίδρασης της οξειδωµένης 

CcO/H2O2 µε φασµατοσκοπία ορατού και συντονισµού Raman έχει αναφερθεί σε µελέτη, 

που περιλαµβάνει και την εξάρτηση που παρουσιάζει η προαναφερόµενη αντίδραση από το 

pH και την συγκέντρωση υποστρώµατος (22). Με την µεθοδολογία αυτή πραγµατοποιήθηκε 

η άµεση συσχέτιση των µορφών που χαρακτηρίζονται από την απορρόφηση ορατού τους και 

συγκεκριµένες Raman δονήσεις. Αναφέρθηκε στην µελέτη αυτή ότι η αντίδραση 

κυτοχρωµικής οξειδάσης/υπεροξειδίου του υδρογόνου οδηγεί στον σχηµατισµό των 607 και 

580 nm ενδιαµέσων, που χαρακτηρίζονται από τις ίδιες δονήσεις που παρουσιάζουν 

ευαισθησία στην ισοτοπική αντικατάσταση του οξυγόνου, µε τις αντίστοιχες δονήσεις 

ενδιαµέσων που εµφανίζονται στην αντίδραση της πλήρως ανηγµένης CcO/O2. Σε εύρος pH 

7.4-10 ο πληθυσµός του 607 nm ενδιαµέσου µε χαρακτηριστική δόνηση ν(Fe4+=O2-) στους 

804 cm-1 µειώνεται µε την αύξηση του pH και της συγκέντρωσης του Η2Ο2. Ο σχηµατισµός 

της 580 nm µορφής µε συγκέντρωση υπεροξειδίου του υδρογόνου σε µη-κορεσµένο επίπεδο 

συνοδεύεται από την εµφάνιση δύο δονήσεων Raman, που παρουσιάζουν ευαισθησία στην 

ισοτοπική αντικατάσταση του οξυγόνου του Η2Ο2. Η πρώτη δόνηση εµφανίζεται στους 785 

cm-1 και εξαφανίζεται σε τιµές pH µεγαλύτερες του 8.5 και αποδίδεται σε ένα δεύτερο φερύλ 

ενδιάµεσο Fe4+=O2-, ενώ η δεύτερη στους 355 cm-1 δεν εµφανίζεται σε pH µεγαλύτερο του 9 

και χωρίς η απουσία της να συνοδεύεται από σηµαντικές µεταβολές του φάσµατος 

απορρόφησης ορατού. Ως συµπέρασµα αναφέρθηκε ότι η δόνηση στους 355 cm-1 προέρχεται 

από ένα τρίτο όξο-φερύλ ενδιάµεσο και δεν συσχετίζεται µε τα φερύλ 804 και 785 cm-1. 

Πρόσφατα, αποδείξαµε ότι η σταθερότητα του διπυρηνικού κέντρου δεν επηρεάζεται 

από την απουσία του οµοιοπολικού δεσµού µέσω της µετάλλαξης της τυροσίνης 280 σε 

ιστιδίνη, εφόσον η αίµη α3 διατηρεί το ίδιο εγγύ περιβάλλον, διαµόρφωση σπιν και αριθµό 

συναρµογής όπως το φυσικό ένζυµο τόσο στην οξειδωµένη όσο και την ανηγµένη 

κατάσταση (κεφάλαιο 4, παραποµπή 28). Τα παραπάνω αποτελέσµατα παρέχουν ισχυρά 

στοιχεία ότι στο µεταλλαγµένο Υ280Η κυτόχρωµα αα3, το διπυρηνικό κέντρο διατηρεί την 

ενεργή του διαµόρφωση, που επιτρέπει την δέσµευση του Ο2 στην αίµη α3. Τα οξυγονοµένα 

ενδιάµεσα που σχηµατίζονται από την απευθείας ανάµιξη των CO-συµπλόκων του µικτού 
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σθένους φυσικού και µεταλλαγµένου Υ280Η ενζύµου παρουσιάζουν όµοιες Soret 

µεταβάσεις στα 438 nm. Οι διαφορετικές πειραµατικές προσεγγίσεις στην αντίδραση της 

οξειδωµένης CcO/H2O2 έχει επιφέρει ως αποτέλεσµα την διαφωνία πάνω στην δοµή των 607 

και 580 nm µορφών, αν και υπάρχει µερική συµφωνία ως προς την δοµή της 580 nm µορφής 

και της µετατροπής της στο οξειδωµένο ένζυµο. Επιπλέον, η σύγκριση µεταξύ των 607 nm 

µορφών που προκύπτουν από τις αντιδράσεις µικτού σθένους ενζύµου/Ο2 και οξειδωµένου 

ενζύµου/Η2Ο2 απαιτούν περαιτέρω διερεύνυση. Η σχέση ανάµεσα στις 804 και 785 cm-1 

δονήσεις µε την 355 cm-1 αποτελεί επίσης ένα σηµείο προς διευκρίνυση ώστε να καταστεί 

δυνατή η αποσαφήνυση της δοµής του κάθε ενδιαµέσου.  

Στην παρούσα εργασία αναφέρουµε τον σχηµατισµό των 580 και 607 nm µορφών  και 

τις Raman δονήσεις που σχετίζονται µε τα ενδιάµεσα αυτά στους 804, 790, και 358 cm-1  

κατά την αντίδραση του οξειδωµένου κυτοχρώµατος aa3 από το βακτήριο Paracoccus 

denitrificans µε το H2O2. Τα δεδοµένα µας δείχνουν ότι σε εύρος pH 6.6-7.4 δηµιουργείται η 

580 nm µορφή µε χαρακτηριστική Raman δόνηση που παρουσιάζει ευαισθησία στην 

ισοτοπική αντικατάσταση του οξυγόνου στους 790 cm-1. Σε pH µεγαλύτερο του 7.8 

λαµβάνουµε µείγµα των 607 και 580 nm µορφών µε εµφάνιση δύο Raman δονήσεων 

ευαίσθητων στην ισοτοπική ανατικατάσταση του οξυγόνου στους 804 και 358 cm-1. 

Επιπλέον, αναφέρουµε τον σχηµατισµό των δύο προαναφερόµενων µορφών και στην 

αντίδραση του µεταλλαγµένου κυτοχρώµατος Υ280Η αα3 µε το Η2Ο2 και προτείνουµε ότι η 

Υ280 δεν µετέχει στον σχηµατισµό αυτών των ενδιαµέσων. Η αντίδραση του µικτού 

σθένους µεταλλαγµένου ενζύµου Y280H/O2 εµφανίζει όµοια χαρακτηριστικά µε την 

αντίστοιχη αντίδραση του φυσικού ενζύµου, που επιβεβαιώνουν τον σχηµατισµό της 607 nm 

µορφής χωρίς την παρουσία του καταλοίπου της τυροσίνης 280. Τα φάσµατα συντονισµού 

Raman των 580 και 607 nm ενδιαµέσων από την αντίδραση τόσο του φυσικού όσο και του 

µεταλλαγµένου Υ280Η ενζύµου µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου µε την χρήση διέγερσης 

στα 427 nm είναι όµοια µεταξύ τους, αποδεικνύοντας ότι και οι δύο µορφές είναι σύµπλοκα 

της αίµης α3 αριθµού συναρµογής έξι και χαµηλής διαµόρφωσης σπιν, αποκλείοντας τον 

σχηµατισµό ρίζας κατιόντος πορφυρίνης, όπως είχε αναφερθεί σε προηγούµενη µελέτη (25).  

 
 
Πειραµατικές ∆ιαδικασίες 

 
 
Το φυσικό και µεταλλαγµένο κυτόχρωµα Υ280Η αα3 από το βακτήριο P. denitrificans 

αποµονώθηκε σύµφωνα µε την διαδικασία που περιγράφηκε στο κεφάλαιο 3 µε τα 
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πρωτόκολλα των παραποµπών (29, 30). Τα δείγµατα συγκεντρώθηκαν σε 100-150 µΜ στο 

επιθυµητό ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM (pH 6.5, MES; pH 7.5-8, HEPES; pH 8.5-9.5 CHES) 

που περιείχε 0.1 % dodecyl β-D-maltoside και ψύχθηκαν σε υγρό άζωτο ως την χρήση τους. 

Τα διάλυµατα δείγµατος και Η2Ο2 τοποθετήθηκαν σε διαφορετικές σύριγγες κινούµενες µε 

αντλία ώστε να πραγµατοποιείται η ανάµιξη των δύο διαλυµάτων σε µίξερ τύπου Gibson 

οκτώ θέσεων σε σειρά. Η έξοδος του µίξερ σχεδιάστηκε για επιτρέπει στο διάλυµα της 

οξειδάσης (τελικής συγκέντρωσης 40 µΜ) να ρέει µέσω κυψελίδας ύψους 2 cm και 

εσωτερικής διαµέτρου 0.2x0.1-mm. Η χρονική διακριτικότητα καθορίζεται από την 

ταχύτητα ροής, το εσωτερικό εµβαδόν της κυψελίδας και την χωρική απόσταση ανάµεσα 

στο σηµείο µίξης των διαλυµάτων και της ακτινοβολίας διέγερσης των 427 nm. To H2O2 

αγοράστηκε από την Aldrich Chemical Co. Inc. και το H2O2
18 από την Icon. Τα φάσµατα 

συντονισµού Raman καταγράφηκαν όπως έχει περιγραφεί (κεφ. 4) Η ενέργεια της 

ακτινοβολίας διέγερσης πάνω στο δείγµα ήταν 4-6 mW. Τα φάσµατα απορρόφησης ορατού 

των δειγµάτων καταγράφησαν µε φασµατοφωτόµετρο Perkin-Elmer Lamda 20 UV-visible. 

 

Αποτελέσµατα 
 
Το Σχήµα 1Α απεικονίζει τα φάσµατα διαφοράς απορρόφησης ορατού της αντίδρασης 

της οξειδωµένης CcO του P. denitrificans (6 µΜ) µε 3 mΜ Η2Ο2 µείον το οξειδωµένο 

ένζυµο σε pH 7.6 στις αναφερόµενες χρονικές στιγµές µετά την ανάµιξη των αντιδρώντων. 

Τα φάσµατα χαρακτηρίζονται από ελάχιστο στα 414 nm και µέγιστο στα 438 nm, καθώς 

επίσης και από δύο µεταβάσεις στα 586 και 610 nm. Οι µεταβολές που πραγµατοποιούνται 

στην περιοχή της Soret µετάβασης αλλά και στην περιοχή των µεταβάσεων ορατού δείχνουν 

ότι η µεγιστοποίηση του πληθυσµού των προϊόντων της αντίδρασης πραγµατοποιείται σε 

χρονικό διάστηµα 10 min. Τα προαναφερόµενα φάσµατα διαφοράς είναι όµοια µε αυτά που 

έχουν αναφερθεί στην αντίδραση της οξειδωµένης οξειδάσης των θηλαστικών και του 

βακτηρίου Rb. sphaeroides aa3-τύπου µε το Η2Ο2. Στην πραγµατοποιήση του ίδιου 

πειράµατος µε το µεταλλαγµένο κυτόχρωµα Υ280Η το φάσµα διαφοράς (φάσµα b) 

παρουσιάζει µικρές µεταβολές µε τα µέγιστα να εµφανίζονται στα 593 και 610 nm. Ο 

σχηµατισµός της 607 nm µορφής∗  τόσο στην περίπτωση του φυσικού όσο και του 

µεταλλαγµένου Υ280Η ενζύµου δείχνει ότι δεν υπάρχει άµεση σύνδεση αυτής της µορφής µε 

την παρουσία της δοµής Υ280-Ηis276.  
                                                 
∗  Οι µεταβάσεις στα 586 και 610 nm θα αναφέρονται ως 580 και 607 nm µορφές σύµφωνα µε την ορολογία που 
έχει επικρατήσει στην βιβλιογραφία στην µελέτη του µιτοχονδριακού ενζύµου.  
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Σχήµα 1: Α. Φάσµατα διαφοράς απορρόφησης ορατού της αντίδρασης του φυσικού 

κυτοχρώµατος αα3 του P. denitrificans (φάσµατα a) µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου σε pH 

7.6  και σε χρόνους 1, 2, 4, 5 και 10 min µετά την ανάµιξη 6 µΜ ενζύµου µε 3 mM Η2Ο2. Το 

φάσµα b είναι το αντίστοιχο φάσµα διαφοράς της αντίδρασης του µεταλλαγµένου Υ280Η 

ενζύµου σε pH 8. B. Το φάσµα α αντιστοιχεί στην αντίδραση του µικτού σθένους �CO 

συµπλόκου του φυσικού ενζύµου µε το οξυγόνο µέσω απευθείας ανάµιξης, µείον τo φάσµα του 

οξειδωµένου ενζύµου σε χρόνους 1, 5, και 10 min. Το φάσµα b αντιστοιχεί στην ανάλογη 

αντίδραση του µεταλλαγµένου Υ280Η ενζύµου µείον το φάσµα του MV-CO συµπλόκου σε 

χρόνο 1 min. 

 

Η απευθείας ανάµιξη οξυγόνου µε το CO-σύµπλοκο της µικτού σθένους οξειδάσης 

παράγει ενδιάµεσα οξυγόνου µετά το αρχικό όξυ ενδιάµεσο µε σχετικά µεγάλο χρόνο 

ηµιζωής. Η περιοχή των µεταβάσεων ορατού των φασµάτων του φυσικού και 

µεταλλαγµένου κυτοχρώµατος αα3 που προκύπτουν σύµφωνα µε την προαναφερόµενη 

διαδικασία απεικονίζονται στο Σχήµα 1Β. Η χρονική εξέλιξη του αποσχηµατισµού της 608 

nm µετάβασης της αντίδρασης φυσικού MV/O2 (φάσµατα a, τα οποία είναι τα φάσµατα 

διαφοράς της αντίδρασης MV/O2 µείον το φάσµα του οξειδωµένου ενζύµου) είναι όµοια µε 

αυτή που έχει αναφερθεί για την αντίστοιχη αντίδραση του κυτοχρώµατος αα3 των 

θηλαστικών (27). Επιπλέον το φάσµα διαφοράς της αντίδρασης MV/O2 του µεταλλαγµένου 
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Υ280Η ενζύµου, που απεικονίζεται στο Σχήµα 1Β (φάσµα b, τα οποίο αντιστοιχεί στο φάσµα 

διαφοράς της αντίδρασης MV/O2 µείον το φάσµα του MV ενζύµου)  παρουσιάζει οµοίως 

µέγιστο στα 610 nm, αν και η απορρόφηση της µετάβασης αυτής είναι σηµαντικά µικρότερη 

σε σχέση µε το φυσικό ένζυµο. Εφόσον η 607 nm µορφή που ανιχνεύσαµε στην περίπτωση 

στην αντίδραση Y280H MV/O2 εχει την ίδια δοµή µε το ενδιάµεσο που παράγεται από την 

αντίδραση της οξειδωµένης φυσικής αλλά και µεταλλαγµένης οξειδάσης µε το υπεροξείδιο 

του υδρογόνου, µπορούµε να συµπεράνουµε ότι δεν ιφίσταται άµεση εµπλοκή της τυροσίνης 

280 στον σχηµατισµό του ενδιαµέσου αυτού. 

 

 

Σχήµα 2: Φάσµατα 

διαφοράς απορρόφησης 

ορατού της αντίδρασης του 

κυτοχρώµατος αα3 του φυσικού 

P. denitrificans (φάσµατα a) 

µε το υπεροξείδιο του 

υδρογόνου σε pH 6.6, 7.4, 7.6, 

7.8, 8.1 (φάσµα a, b, c, d, e 

αντίστοιχα)  και σε χρόνο 1 

min µετά την ανάµιξη 6 µΜ 

ενζύµου µε 3 mM Η2Ο2. Στο 

ένθετο απεικονίζεται η 

µεταβολή του λόγου των 

εντάσεων 610/586 nm ως 

συνάρτηση του pH, καµπύλη 

από την οποία υπολογίζεται 

pka της µετάβασης ανάµεσα 

στις δύο µορφές 7.5. 

 

 

Το Σχήµα 2 απεικονίζει την εξάρτηση που παρουσιάζουν οι 607 και 580 nm µορφές από 

το pH. Η πρώτη µορφή παρουσιάζει σχετικά αυξηµένο πληθυσµό σε τιµές pH µεγαλύτερες 

από 7.6 (φάσµατα c, d, e), αλλά σταδιακά αντικαθιστάται από την 580 nm µορφή όσο το pH 
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µειώνεται (φάσµατα a και b). Η επίδραση που παρουσιάζει η µεταβολή του pH στον 

σχηµατισµό και αποσχηµατισµό της 607 nm µορφής προς την 580 nm µορφή απεικονίζεται 

στο ένθετο του Σχήµατος 2, δείχνοντας ότι η µετάβαση 607 προς 580 ελέγχεται από µία 

οµάδα µε pka της τάξης του 7.5. Εφόσον το Η2Ο2 είναι πλήρως πρωτονιωµένο στο εύρος των 

τιµών pH 5-8.5, προτείνουµε ότι η κατάσταση πρωτονίωσης µιας οµάδας στο διπυρηνικό 

κέντρο ελέγχει τα ενδιάµεσα της αντίδρασης. Όταν η οµάδα αυτή είναι πρωτονιοµένη, η 

αντίδραση ευννοεί τον σχηµατισµό της 580 nm µορφής, ενώ όταν είναι αποπρωτονιοµένη 

σταθεροποιείται η 607 nm µορφή. Οι Fabian και Palmer (18) υποστήριξαν την εµπλοκή µιας 

πρωτονιοµένης οµάδας στην µετατροπή της 607 στην 580 nm µορφή κατά την προετοιµασία 

του µικτού σθένους ενζύµου παρουσία µοριακού οξυγόνου.  Σε τιµές pH 6.6 ως 7.4 η 607 nm 

µορφή παρουσιάζει ασθενή απορρόφηση και µόνο η 580 nm µορφή είναι εµφανής και 

αυξάνει σε 10 λεπτά στην µέγιστη συγκέντρωσή της. Σε εύρος pH 7.6 ως 8.1 είναι παρούσες 

και οι δύο µορφές 607 και 580 nm. Η ταχεία, στις χαµηλές τιµές pH, µετατροπή της 607 στην 

580 nm µορφή δεν µπορεί να αντιστραφεί ούτε µε µεταβολή του pH.  

Mε την χρησιµοποίηση του µήκους κύµατος διέγερσης στα 427 nm η συνεισφορά της 

αίµης α στα φάσµατα συντονισµού Raman του οξειδωµένου ενζύµου ενισχύεται σε σχέση µε 

την αίµη α3 εφόσον η πρώτη παρουσιάζει το µέγιστο της Soret µετάβασης στα 427 nm, ενώ η 

δεύτερη στα 416 nm. Το Σχήµα 3Α και 3Β απεικονίζει την περιοχή των υψηλών συχνοτήτων 

των φασµάτων συντονισµού Raman του οξειδωµένου κυτοχρώµατος αα3 του P. denitrificans 

και των ενδιαµέσων της αντίδρασής του µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου  σε pH και pD 6.5-

9.5, αντίστοιχα (φάσµατα a-f). Το φάσµα g αντιστοιχεί στην περιοχή των υψηλών 

συχνοτήτων του φάσµατος συντονισµού Raman της αντίδρασης του οξειδωµένου 

µεταλλαγµένου ενζύµου Y280H µε το H2O2. Τα φάσµατα συντονισµού Raman του 

οξειδωµένου φυσικού ενζύµου σε pH 6.5 (φάσµα a), 7.8 (φάσµα c), και 9.5  (φάσµα e) είναι 

όµοια µεταξύ τους δείχνοντας ότι στο εύρος των παραπάνω τιµών pH δεν πραγµατοποιείται 

κάποια µεταβολή είτε στην οξειδωτική κατάσταση της αίµης α και α3 είτε στην 

υποκατάσταση της αίµης της ενεργού θέσης. Η δόνηση που χαρακτηρίζει την οξειδωτική 

κατάσταση των αιµών, ν4 στους 1371 cm-1 πιστοποιεί ότι και οι δύο αίµες βρίσκονται στην 

Fe3+ κατάσταση. Οι δονήσεις στους 1477 και 1498 cm-1 προέρχονται από την ν3 της υψηλής 

διαµόρφωσης σπιν αίµης α3 και της χαµηλή διαµόρφωσης σπιν αίµης α, αντίστοιχα, 

αποδεικνύοντας ότι και οι δύο αίµες διατηρούν αριθµό συναρµογής έξι. Η περιοχή του 

φάσµατος που χαρακτηρίζει το µέγεθος του πυρήνα του πορφυρινικού δακτυλίου 

παρουσιάζει δύο  ν2  δονήσεις  στους 1572 cm-1 (αίµη υψηλού σπιν α3
3+) και 1584 cm-1 (αίµη  
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Σχήµα 3: Α. Φάσµατα συντονισµού Raman στην περιοχή των υψηλών συχνοτήτων της 

οξειδωµένης µορφής του φυσικού κυτοχρώµατος αα3 του P. denitrificans σε pH 6.5 (φάσµα α), 

7.8 (φάσµα c) και 9.5 (φάσµα e). Τα φάσµατα της αντίδρασης του ενζύµου µε το υπεροξείδιο 

του υδρογόνου στα αντίστοιχα pH είναι τα b, d και f, ενώ το φάσµα g αντιστοιχεί στην 

αντίδραση του µεταλλαγµένου Υ280Η ενζύµου µε το Η2Ο2. Β. Τα αντίστοιχα µε το Α φάσµατα 

του οξειδωµένου κυτοχρώµατος αα3, καθώς και της αντίδρασης του µε το D2O2 στις ανάλογες 

τιµές pD. Το µήκος κύµατος διέγερσης ήταν 427 nm. 

 

χαµηλού σπιν α3+). Οι κορυφές στους 1612 και 1635 cm-1 αποδίδονται στην ν10 της αίµης 

α3
3+ και a3+, αντίστοιχα. Η εξαφάνιση των δονήσεων ν2 και ν10 της υψηλής διαµόρφωσης 

σπιν της αίµης α3 κατά την αντίδραση του ενζύµου µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου 
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αποτελεί ένδειξη ότι σχηµατίζονται οξυγονοµένα ενδιάµεσα όµοια µε αυτά που έχουν 

αναφερθεί στην αντίδραση του κυτοχρώµατος αα3 των θηλαστικών µε το Η2Ο2. Η απουσία ν2 

και ν10 σε χαµηλότερες συχνότητες αποκλείει την πιθανότητα σχηµατισµού κατιονικής 

πορφυρινικής ρίζας. Επιπλέον, η αύξηση της έντασης της ν10 της αίµης α3 στους 1638 cm-1 

σε όλο το εύρος των τιµών pH που µελετήθηκαν δείχνει ότι τόσο η 580 nm όσο και η 607 nm 

µορφή είναι παράγωγα της αίµης α3 µε χαµηλή διαµόρφωση σπιν. Οι δονήσεις που 

εµφανίζονται στο φάσµα της αντίδρασης του µεταλλαγµένου Υ280Η ενζύµου µε το Η2Ο2 

(φάσµα g) και αφορούν την αίµη του ενεργού κέντρου α3 είναι όµοιες µε τις αντίστοιχες του 

φυσικού κυτοχρώµατος αα3. Το Σχήµα 3Β δείχνει ότι παρόµοια αποτελέσµατα λαµβάνονται 

κατά την αντίδραση aa3/D2O2 σε εύρος pD 6.5-9.6. 
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 Σχήµα 4: Φάσµατα διαφοράς συντονισµού Raman στην περιοχή των χαµηλών 

συχνοτήτων της αντίδρασης του ενζύµου µε H2
16O2/H2

18O2 2-5 λεπτά µετά την έναρξη της 

αντίδρασης της οξειδωµένης κυτοχρωµικής οξειδάσης µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου. Το 

φάσµα a αντιστοιχεί σε pH 6.5 και το b σε pH 7.8. Το µήκος κύµατος διέγερσης ήταν 427 nm. 
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 Στο Σχήµα 4 παρουσιάζονται τα φάσµατα διαφοράς H2
16O2/H2

18O2 συντονισµού 

Raman στην περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων 2-5 λεπτά µετά την έναρξη της αντίδρασης 

της οξειδωµένης κυτοχρωµικής οξειδάσης µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου. Το φάσµα a 

εµφανίζει ένα ζεύγος δονήσεων στους 790/755 cm-1 για H2
16O2/H2

18O2 σε pH 6.5 και είναι η 

µόνη δόνηση που παρουσιάζει ευαισθησία στην ισοτοπική αντικάτασταση του οξυγόνου στο 

φάσµα. Η συχνότητα, το εύρος και η ισοτοπική µετατόπιση της προαναφερόµενης δόνησης 

παρουσιάζουν οµοιότητα µε τα αντίστοιχα µεγέθη της δόνησης του όξο-φερύλ ενδιαµέσου 

που παρατηρείται κατά την αντίδραση του πλήρως ανηγµένου κυτοχρώµατος αα3 των 

θηλαστικών µε το µοριακό οξυγόνο και του οξειδωµένου ενζύµου µε το H2O2 και έχει 

αποδωθεί σε σύµπλοκο Fe4+=O2- της αίµης α3. Το φάσµα b απεικονίζει το αντίστοιχο φάσµα 

διαφοράς της αντίδρασης σε pH 7.8. Στο φάσµα αυτό εµφανίζονται δύο άλλες δονήσεις που 

παρουσιάζουν ευαισθησία στην ισοτοπική αντικατάσταση του οξυγόνου. Το πρώτο ζεύγος 

δονήσεων βρίσκεται στους 804/762 cm-1, και το δεύτερο στους 358/342 cm-1. Οι δονήσεις 

στους 804 cm-1 και 355 cm-1 παρουσιάζουν τις ίδιες συχνότητες που έχουν παρατηρηθεί 

κατά την αντίδραση του πλήρως ανηγµένου και µικτού σθένους κυτοχρώµατος αα3 των 

θηλαστικών µε το µοριακό οξυγόνο και του οξειδωµένου ενζύµου µε το H2O2. Η 804 cm-1 

δόνηση έχει αποδωθεί σε ένα δεύτερο όξο-φερύλ ενδιάµεσο, ενώ δεν υπάρχει συµφωνία για 

την απόδοση της δεύτερης δόνησης. 

 

Συζήτηση 

 
Προέλευση των 607 και 580 nm µορφών. 

 

 Οι µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί ως σήµερα για τον σχηµατισµό των 607 και 580 

nm µορφών συγκλίνουν στην άποψη ότι η κυτοχρωµική οξειδάση καταλύει διαφορετικές 

αντιδράσεις µε το Ο2 και το Η2Ο2, οι οποίες εµφανίζουν µερικά όµοια ενδιάµεσα (20-23, 27, 

31-50). Οι 580 και 607 nm µορφές µπορούν να σχηµατιστούν µε την επίδραση υπεροξειδίου 

του υδρογόνου σε οξειδωµένο ένζυµο σε όξινες συνθήκες ή την προσθήκη περίσσειας Η2Ο2 

σε βασικό pH, αντίστοιχα. Τα δεδοµένα της αντίδρασης του µεταλλαγµένου ενζύµου Y280H/ 

H2O2 αποδεικνύουν ότι ο σχηµατισµός της 607 nm µορφής δεν συνδέεται µε τις οξειδο-

αναγωγικές ιδιότητες της Υ280, και µπορεί να πραγµατοποιηθεί χωρίς την παρουσία του 

συγκεκριµένου αµινοξέος, και κατά συνέπεια της δοµής Fe4+=O2-  CuB
2+-His- Y�, όπως είχε 

πρόσφατα προταθεί. Αξίζει να σηµειωθεί ότι οι Fabian και Palmer (17) ανέφεραν το 
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σχηµατισµό µιας ρίζας σε ποσοστό 7% στην αντίδραση της οξειδωµένης CcO/H2O2 και ο 

MacMillan et al. (24) στην ίδια αντίδραση κατέγραψε την δηµιουργία 20% ρίζας τυροσίνης. 

Υπολογισµοί DFT έχουν δείξει ότι η ύπαρξη του οµοιοπολικού δεσµού ανάµεσα στο Νε 

άτοµο της His276 και το Cε άτοµο της Tyr280 ευννοεί την µεταφορά φορτίου στο Νδ άτοµο 

της ιστιδίνης και κατά συνέπεια είναι πιθανή η σύξευξη ανάµεσα στον χαλκό και την 

οργανική ρίζα, Y�-Cu(II)B ↔ Y-CuB(III) (51). Η πιθανότητα του σχηµατισµού της 607 nm 

µορφής ως αποτέλεσµα της παρουσίας CuB(III), ρίζας τρυπτοφάνης ή τυροσίνης παραµένει 

ερώτηµα προς διευκρίνυση (17, 24, 25). Όπως παρουσιάζεται στα Σχήµατα 1 και 2 ο 

σχηµατισµός της 607 nm µορφής στην αντίδραση της οξειδωµένης κυτοχρωµικής οξειδάσης 

µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου αυξάνει στο εύρος pH 6.6-8.1. Η εξάρτηση που 

παρουσιάζει η 607 nm µορφή από το pH µεταβάλεται από τις εκάστοτε πειραµατικές 

συνθήκες. Στο πειραµατικό πρωτόκολλο που εφαρµόστηκε στην παρούσα µελέτη αλλά και 

σε αυτό των Fabian και Palmer (16-18) η αύξηση του pH προκαλεί την αύξηση του 

πληθυσµού της 607 nm µορφής, ενώ στην περίπτωση της πειραµατικής διαδικασίας που 

αναφέρθηκε από τον Proshlyakov et al. (22) στο εύρος 7.4-10 ο πληθυσµός της 607 nm 

µορφής µειώνεται µε την αύξηση του pH και της συγκέντρωσης του Η2Ο2. Σε ουδέτερο pH 

και µεγάλες συγκεντρώσεις H2O2, η 607 nm µορφή εµφανίζεται µεταβατικά και στην 

συνέχεια µετατρέπεται στην 580 nm µορφή. Από την τελευταία προαναφερόµενη οµάδα 

επισηµάνθηκε ακόµα ότι ο σχετικός πληθυσµός των δύο µορφών σε δεδοµένη τιµή pH 

παρουσίαζε εξάρτηση από την αποµόνωση του ενζύµου, ενώ τέτοια εξάρτηση δεν 

παρουσιαζόταν στις προκαλούµενες µεταβολές από την διακύµανση του pH. 

 Ένα σηµείο που παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον στην αντίδραση του µεταλλαγµένου 

Υ280Η κυτοχρώµατος µε το Ο2 και το Η2Ο2 είναι η καταγραφή της 607 nm µορφής και στις 

δύο αντιδράσεις, και της 580 nm µορφής στην δεύτερη αντίδραση. Τόσο ηλεκτρονιακοί όσο 

και δοµικοί παράγοντες αναµένεται να επηρεάζουν την διαφορά ανάµεσα στα µέγιστα των 

µεταβάσεων των 607 και 580 nm µορφών. Ο συντελεστής απορρόφησης της πρώτης µορφής 

κυµαίνεται ~12 mM-1 cm-1 και της δεύτερης ~5 mM-1 cm-1. Η µειωµένη τιµή που 

παρουσιάζει ο συντελεστης της 580 nm µορφής οφείλεται σε ένα βαθµό στο γεγονός ότι το 

µέγιστο της µετάβασης παρουσιάζει διακύµανση από τα 575 ως τα 593 nm, στοιχείο που 

αποτελεί ένδειξη ότι στην συγκεκριµένη µετάβαση αντιστοιχούν περισσότερες από µία 

µορφές. ∆εδοµένου της εγγύτητας της τυροσίνης 280 στην αίµη α3, αναµένεται µεταβολή του 

οπτικού φάσµατος της αίµης α3 στην περίπτωση που πραγµατοποιείται σηµαντική αύξηση 

του πληθυσµού της Y� κατά τον σχηµατισµό της 607 nm µορφής. Μια τέτοια µεταβολή δεν 
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εµφανίζεται στα πειραµατικά δεδοµένα της παρούσας εργασίας στην περίπτωση των 

αντιδράσεων µικτού σθένους ενζύµου/Ο2 και οξειδωµένου ενζύµου/H2O2, τόσο για την 

περίοπτωση του φυσικού όσο και του µεταλλαγµένου κυτοχρώµατος αα3. Υπάρχει γενική 

οµοφωνία ότι η 607 nm µορφή µετατρέπεται σε µια άλλη µορφή µε µέγιστο που κυµαίνεται 

ανάµεσα στα 575 µε 593 nm, και σε συµφωνία µε τα δεδοµένα της παρούσας µελέτης, το 

γεγονός αυτό είναι αποτέλεσµα ετερογενών δεσµών υδρογόνου στην µακρινή θέση της 

κοιλότητας της αίµης α3. Παρά το γεγονός ότι καταγράψαµε τον σχηµατισµό της 607 nm 

µορφής τόσο στην αντίδραση του φυσικού όσο και του µεταλλαγµένου Υ280Η 

κυτοχρώµατος αα3 µε το Η2Ο2, παρατηρήσαµε την µετατόπιση σε µεγαλύτερο µήκος 

κύµατος του µεγίστου της 580 nm µορφής κατά 6 nm στην περίπτωση της αντίδρασης του 

µεταλλαγµένου ενζύµου. Ο οµοιοπολικός δεσµός ανάµεσα στην Υ280 και την Η276 ελέγχει 

σε ένα βαθµό την διευθέτηση του CuB στο διπυρηνικό κέντρο, ενώ και η υδρόξυ οµάδα της 

τυροσίνης βρίσκεται σε απόσταση δεσµού υδρογόνου µε την υδρόξυ οµάδα της πλευρικής 

υδρόξυαιθυλ-φαρνεσυλικής αλυσίδας της αίµης α3. Παρόλο που δεν υπάρχει άµεση 

απόδειξη, ο οµοιοπολικός δεσµός ανάµεσα στην µεταλαγµένη σε ιστιδίνη Υ280 και την 

Η276 στο µεταλλαγµένο ένζυµο δεν είναι πιθανόν να υπάρχει. Σε πρόσφατη µελέτη µας 

υποστηρίξαµε ότι η πιθανολογούµενη απουσία του προαναφερόµενου οµοιοπολικού δεσµού 

έχει ως αποτέλεσµα την µετακίνηση του CuB προς την αίµη α3, µε συνέπεια την στερική 

αλληλεπίδραση του µε τους δεσµευµένους στην αίµη α3 υποκαταστάτες. Το διπυρηνικό 

κέντρο, όµως δεν ιφίσταται καταστροφική  µεταβολή. Προτείνουµε ότι στην αντίδραση του 

µεταλλαγµένου Υ280Η ενζύµου µε το Η2Ο2, το µέγιστο της µετάβασης στα 593 nm 

οφείλεται σε οξο-φερύλ ενδιάµεσο από το οποίο απουσιάζουν οι ετερογενείς δεσµοί 

υδρογόνου, που παρατηρούνται στην περίπτωση του φυσικού ενζύµου.  

 Η τιµή pka 7.5 που προσδιορίσαµε για την µετάβαση της 607 στην 580 nm µορφή 

βρισκεται σε συµφωνία µε αναφορά των Fabian και Palmer (18). Οι συγγραφείς της 

προαναφερόµενης µελέτης ανέφεραν ότι η 607 nm µορφή µπορεί να σχηµατιστεί µε την 

έκθεση του οξειδωµένου ενζύµου σε CO σε ανοικτό στην ατµόσφαιρα περιβάλλον και η 

ενδογενής µετετροπή της στην 580 nm µορφή και στην συνέχεια στην οξειδωµένη µορφή του 

ενζύµου εµφανίζει εξάρτηση από το pH στο εύρος τιµών 3.0 µε 7.6. Από την άλλη πλευρά, ο 

Kitagawa και οι συνεργάτες του (49) ακολούθησαν την ίδια διαδικασία για τον σχηµατισµό 

της 607 nm µορφής σε  pH 6.8, 7.4 και 8.0, χωρίς να αναφέρουν την µετατροπή της 607 στην 

580 nm µορφή. Οι Fabian και Palmer (18), απέκλεισαν την πιθανότητα αµινοξύ µε pka ~7 να 

ευθύνεται για την µετάβαση από την 607 στην 580 nm µορφή, διότι το ένζυµο πάνω από το 
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ουδέτερο pH αυτοανάγεται µε όµοια ταχύτητα µε αυτή του αποσχηµατισµού της 607 nm 

µορφής, διαδικασία η οποία επιταχύνεται µε την αύξηση του pH. Στην περίπτωση του 

κυτοχρώµατος αα3 του P. denitrificans δεν παρατηρήθηκε αυτοαναγωγή του ενζύµου στο 

εύρος pH 6.5-9.5 ούτε στα φάσµατα απορρόφησης ορατού όπως επίσης ούτε στα φάσµατα 

συντονισµού Raman, και κατά συνέπεια προτείνουµε ότι το pka της µετάβασης 607 στην 580 

nm µορφή είναι 7.5. 

 

Ανίχνευση και απόδοση των Raman δονήσεων των ενδιαµέσων. 

Η απόδοση των δονήσεων του κυτοχρώµατος αα3 του βακτηρίου P. denitrificans έχει 

πραγµατοποιηθεί (28, 52). Το µήκος κύµατος που χρησιµοποιήθηκε ως διέγερση ενισχύονται 

δονήσεις τόσο της αίµης χαµηλού σπιν α (S=O), όσο και της υψηλού σπιν αίµης α3 (S=2), 

όπως επίσης και των οξυγονοµένων ενδιαµέσων της αίµης α3. Η σηµαντική διαφοροποίηση 

της συχνότητας στην οποία εµφανίζονται οι δονήσεις που χαρακτηρίζουν τον αριθµό 

συναρµογής και την διαµόρφωση σπιν των δύο αιµών επιτρέπουν την αναγνώριση των 

µεταβολών που πιθανόν να ιφίσταται κάθε αίµη κατά την δέσµευση νέων υποκατασταστών ή 

λόγω της διακύµανσης του pH. Η  περιοχή υψηλών συχνοτήτων των φασµάτων συντονισµού 

Raman στην οξειδωµένη µορφή του ενζύµου σε εύρος τιµών pH και pD 6.5-9.5 αποδεικνύει 

ότι δεν πραγµατοποιείται αυτοαναγωγή ούτε της αίµης α αλλά ούτε και της αίµης α3 ως 

αποτέλεσµα της µεταβολής του pH, όπως είχε αναφερθεί προηγούµενα. Στα φάσµατα 

συντονισµού Raman που αντιστοιχούν στην αντίδραση CcO/H2O2 οι δονήσεις που 

χαρακτηρίζουν την διαµόρφωση σπιν, ν2 και ν10, αποδεικνύουν ότι σχηµατίζεται χαµηλού 

σπιν σύµπλοκο της αίµης α3, ενώ ταυτόχρονα αποκλείουν την δηµιουργία π-κατιονικής 

πορφυρινικής ρίζας. Ο δοµικός χαρακτηρισµός των 607 και 580 nm µορφών έχει και 

εξακολουθεί να αποτελεί ένα ζήτηµα πάνω στο οποίο εµφανίζονται σηµαντικές διαφωνίες. 

Οι δύο προαναφερόµενες µορφές αρχικά παρατηρήθηκαν σε µιτοχόνδρια κατά την 

αντίστροφη µεταφορά ηλεκτρονίων από το νερό στο κυτόχρωµα c (53). Ο σχηµατισµός του 

οξο-φερύλ ενδιαµέσου στην αντίδραση της οξειδωµένης κυτοχρωµικής οξειδάσης µε το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου, όπως παρουσιάζεται στο Σχήµα 4, απευθύνεται στο παραπάνω 

ζήτηµα και αποδεικνύει ότι η 607 nm µορφή συνδέεται µε φερύλ ενδιάµεσο Fe(IV)=O το 

οποίο χαρακτηρίζεται από την δόνηση τάσης στους 804 cm-1, σε συµφωνία µε προηγούµενες 

µελέτες του Kitagawa και των συνεργατών του (20-22). Η 607 nm µορφή συνδέεται επίσης 

µε µια δεύτερη δόνηση που παρουσιάζει ευαισθησία στην ισοτοπική αντικατάσταση του 

οξυγόνου στους 358 cm-1 (βλ. παρακάτω). Η 580 nm µορφή αντιστοιχεί σε ένα δεύτερο οξο-
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φερύλ ενδιάµεσο µε δόνηση τάσης στους 790 cm-1, το οποίο επίσης βρίσκεται σε συµφωνία 

µε τα πειραµατικά δεδοµένα και την απόδοση που υιοθετεί η οµάδα Kitagawa.  

Οι ιδιότητες των ενδιαµέσων που χαρακτηρίζονται από δονήσεις στην περιοχή 

συχνοτήτων 785-805 cm-1 παρουσιάζουν πολυπλοκότητα και έχουν δωθεί διαφορετικές 

ερµηνείες. Επιπλέον, η απόδοση της δόνησης στους 358 cm-1 αποτελεί ένα ζήτηµα που δεν 

έχει διελευκανθεί. Τόσο ο Kitagawa (20-22, 47, 50) όσο και ο Rousseau (48) και οι 

συνεργάτες τους έχουν αποδώσει την τελευταία δόνηση σε δόνηση κάµψης His-Fe4+=O2- 

ενός παραµορφωµένου φερύλ. Οι τελευταίοι συγγραφείς θεώρησαν ότι η 358 cm-1 δόνηση 

συνευδεύει την 790 cm-1 δόνηση του φερύλ ενδιαµέσου και έχει ένα αναγωγικό ισοδύναµο 

διαφορά σε σχέση µε την 800 cm-1 δόνηση που ανέφερε η οµάδα Kitagawa (47). Η 

εναλλακτική πρόταση από τον Varotsis et al. (43, 45) για την 358 cm-1 δόνηση είναι ότι 

προέρχεται από το υδροπερόξυ ενδιάµεσο, Fe3+-O--O(H), που σχηµατίζεται κατά την 

αντίδραση της πλήρως ανηγµένης κυτοχρωµικής οξειδάσης µε το Ο2.  

Πρόσφατα, ο Proshlyakov et al. (13) παρακολούθησε την αντίδραση του µικτού σθένους 

ενζύµου µε το οξυγόνο κατά την οποία σχηµατίζεται η 607 nm µορφή, και µε την χρήση 416 

nm διέγερσης  ανέφερε την δηµιουργία οξοφερύλ ενδιαµέσου µε δόνηση στους 804 cm-1 και 

την ταυτόχρονη παρατήρηση της 358 cm-1 δόνησης. Επιπλέον, ο Kim et al. (49) ανέφερε τον 

σχηµατισµό της 607 nm µορφής σε πείραµα απευθείας µίξης MV-CO ενζύµου/O2 και 

απέδωσε την δόνηση που κατέγραψε στους 804 cm-1 στο ίδιο οξοφερύλ ενδιάµεσο που 

δηµιουργείται στις αντιδράσεις πλήρως ανηγµένου και µικτού σθένους ενζύµου µε το Ο2 και 

οξειδωµένου ενζύµου/Η2Ο2. ∆εν ανιχνεύθηκαν όµως οι 790 και 358 cm-1 δονήσεις. Η 

ανίχνευση της 804 cm-1 δόνηση πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση ενέργειας διέγερσης 

µήκους κύµατος στα 441 και 607 nm αλλά όχι µε 413.1 και 421.3 nm. Αδιευκρίνιστο 

παραµένει το ερώτηµα γιατί η 804 cm-1 δόνηση ανιχνεύθηκε µόνο µε διέγερση 441 nm, 

εφόσον θεωρήθηκε ότι προέρχεται από το ίδιο οξοφερύλ ενδιάµεσο µε το αντίστοιχο που 

σχηµατίζεται κατά τις αντιδράσεις πλήρως ανηγµένου και µικτού σθένους ενζύµου µε το 

οξυγόνο και οξεδωµένης οξειδάσης/ Η2Ο2. Η 804 cm-1 δόνηση σε προηγούµενες µελέτες έχει 

ανιχνευθεί µε διέγερση 416 nm στην αντίδραση MV/O2 και µε 423 nm στην αντίδραση 

πλήρως ανηγµένης CcO/O2 από την ίδια οµάδα, όπως και µε 427 nm στην αντίδραση 

οξειδωµένης CcO/H2O2 (13, 20-22, 47). Επιπλέον, η 358 cm-1 δόνηση που εµφανίζεται τόσο 

στην αντίδραση MV/O2, όσο και πλήρως ανηγµένης CcO/O2, καθώς επίσης και οξειδωµένης 

CcO/H2O2, δεν παρατηρήθηκε από τον Kim et al. (49). Το γεγονός αυτό δείχνει ότι παρόλο 

που η 607 nm µορφή δηµιουργήθηκε στα πειράµατα των Proshlyakov et al. (13) και Kim et 
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al. (49), ωστόσο οι 804 και 358 cm-1 δονήσεις προέρχονται από διαφορετικά σύµπλοκα. 

Αξίζει να σηµειωθεί ότι και στα δύο προαναφερόµενα πειράµατα η 804 cm-1 αποδώθηκε 

στην δόνηση τάσης Fe(IV)=O, διότι η συχνότητα η ισοτοπική της µετατόπιση παρουσίασαν 

οµοιότητα µε την αντίστοιχη δόνηση των 804 cm-1 που είχε ανιχνευθεί στις αντιδράσεις 

ανηγµένου ενζύµου/Ο2 και οξειδωµένου ενζύµου/Η2Ο2. Και στις δύο παραπάνω αντιδράσεις, 

και µάλιστα στην τελευταία µε 607 nm διέγερση, η οµάδα Kitagawa απέδειξε µε την χρήση 
16O18O ότι η 804 cm-1 δόνηση προέρχεται από φερύλ Fe(IV)=O ενδιάµεσο (20). Ενδιαφέρον 

παρουσιάζει, όµως το γεγονός ότι σε µοντέλα αίµης-Ο-Ο-Cu η ν(Ο-Ο) εµφανίζεται στους 

804 cm-1 (54). Με βάση την παραπάνω ανάλυση, η 607 nm µορφή περιέχει δύο διαφορετικά 

ενδιάµεσα µε όµοιες δονήσεις συντονισµού Raman στους 804 cm-1. Στην περίπτωση που ένα 

µόνο ενδιάµεσο εµφάνιζε δόνηση στους 804 cm-1, τότε ο Kim et al. (49) θα µπορούσε να 

ανιχνεύσει την δόνηση αυτή και µε 421.3 nm διέγερση, κάτι όµως που όπως αναφέρεται από 

τον συγγραφέα δεν ήταν δυνατό. 

Έχει προταθεί ότι η καταγραφή της δόνησης 358 cm-1 που θεωρείται ως δόνηση κάµψης, 

οφείλεται σε δυνάµεις που εξασκούνται από την πρωτεΐνη και έχουν ως αποτέλεσµα την 

παραµόρφωση του δεσµού Fe=O από την αναµενόµενη ευθεία διαµόρφωση της οµάδας His-

Fe=O (47, 50). Το φερύλ ενδιάµεσο µε την παραµορφωµένη γεωµετρία, θεωρήθηκε ότι 

εµφανίζει την αντίστοιχη δόνηση τάσης του περίπου στους 800 cm-1, δόνηση η οποία 

αλληλεπικαλύπτεται µε την γειτονική δόνηση των 804 cm-1. Όµως, η ταυτόχρονη καταγραφή 

των 358 και 790 cm-1 δονήσεων στην αντίδραση της πλήρως ανηγµένης CcO/O2 από την 

οµάδα του Rousseau (48) αποδεικνύει ότι είναι σχεδόν απίθανο να σχηµατίζεται 

παραµορφωµένης διαµόρφωσης φερύλ ενδιάµεσα µε δονήσεις στους 358/804 cm-1 αλλά και 

στους 358/790 cm-1. Το παραπάνω επιχείρηµα ενισχύεται αν αναλογιστεί κάποιος ότι τα 

προαναφερόµενα αποτελέσµατα έχουν παρατηρηθεί στην ίδια αντίδραση, την αντίδραση της 

πλήρως ανηγµένης CcO/O2. Επίσης, στην περίπτωση της αντίδρασης του οξειδωµένου 

κυτοχρώµατος bo3/H2O2 ανιχνεύθηκαν οι δονήσεις τάσης τόσο της παραµορφωµένης όσο 

και της µη-παραµορφωµένης διαµόρφωσης φερυλ ενδιαµέσου χωρίς όµως την ταυτόχρονη 

καταγραφή της 358 cm-1 δόνησης (23). 

Τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας δείχνουν ότι η 358 cm-1 σχετίζεται µε την 804 

cm-1 δόνηση δίνοντας την εντύπωση ότι οι δύο αυτές δονήσεις προέρχονται από το ίδιο 

ενδιάµεσο. Όπως προαναφέρθηκε, το συµπέρασµα αυτό είχε εξαχθεί στην περίπτωση της 

αντίδρασης της ανηγµένης CcO/O2 από τον Ogura et al. (47), ένω ο Rousseau και οι 

συνεργάτες του (48) στην ίδια αντίδραση προτείνουν ότι συχετίζονται οι 358/790 cm-1. 
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Βασιζόµενοι στο συµπέρασµα που εξάγαµε προηγουµένως, ότι δηλαδή οι  358 και 804 cm-1 

δεν προέρχονται από το ίδιο ενδιάµεσο αλλά η 607 nm µορφή περιέχει δύο διαφορετικές 

µορφές του ενζύµου, απορρίπτουµε την απόδοση της 358 cm-1 ως δόνησης κάµψης φερύλ 

ενδιαµέσου µε αντίστοιχη δόνηση τάσης στους 804 ή 790 cm-1. Έχει επίσης αναφερθεί η 

πιθανότητα η 358 cm-1 δόνηση να προέρχεται από CuB-OH σύµπλοκο. Όµως, η µόνη 

µεταβολή που παρατηρείται κατά την πραγµατοποιήση της αντίδρασης σε διαλύτη D2O είναι 

η αύξηση του εύρους της δόνησης και όχι η µετατόπισή της και κατά συνέπεια η ερµηνεία 

που περιλαµβάνει το σύµπλοκο CuB-OH καθίσταται µάλλον απίθανη, συµπέρασµα µε το 

οποίο συµφωνεί η οµάδα Kitagawa. Ο Varotsis et al.(43) ανέφερε την καταγραφή της 358 

cm-1 δόνησης µόνο στα αρχικά χρονικά στάδια της αντίδρασης της πλήρως ανηγµένης 

οξειδάσης µε το οξυγόνο, µετά τον αποσχηµατισµό του αρχικού όξυ Fe-O2 ενδιαµέσου και 

πριν τον σχηµατισµό του οξοφερύλ Fe4+=O2- στους 790 cm-1, δόνηση την οποία απέδωσε σε 

υδροπερόξυ Fe-OOH ενδιάµεσο. Το επιχείρηµα που προτάθηκε για την απόρριψη της 

απόδοσης σε περόξυ µορφή ήταν ότι το ζεύγος 358/342 cm-1 θα έπρεπε να εµφανίζει 

διαφορετικές συχνότητες δόνησης ανάµεσα σε Fe-16O18OH και Fe-16O16OH και ανάµεσα σε 

Fe-18O16OH και Fe-18O18OH. Το ανώτατο όριο, όµως, µετατόπισης για την οµάδα Fe-O-O 

γωνίας 120ο είναι 2 cm-1, που αποτελούν πολύ µικρή διαφοροποίηση για την διακριτικότητα 

των µετρήσεων συντονισµού Raman. Με δεδοµένο τις αντιφάσεις που έχουν αναφερθεί στην 

ανάλυση µας, και την προηγούµενη καταγραφή της δόνησης αυτής στην αντίδραση της 

πλήρως ανηγµένης κυτοχρωµικής οξεοδάσης µε το οξυγόνο χωρίς την παράλληλη εµφάνιση 

δονήσεων στην περιοχή 780-804 cm-1, δεν µπορούµε µε βεβαιότητα να αποδώσουµε την 358 

cm-1 δόνηση της αντίδρασης της οξειδωµένης οξειδάσης µε το Η2Ο2 σε κάποιο ενδιάµεσο. 

Τα ενδιάµεσα που έχουν παρατηρηθεί στις αντιδράσεις της κυτοχρωµικής οξειδάσης µε 

Ο2 και Η2Ο2 παρουσιάζονται κοινά σε ορισµένα βήµατα. Ο Varotsis et al (43) και µετέπειτα 

ο Rousseau και οι συνεργάτες του (48) έδειξαν ότι η καταλυτική αντίδραση της 

κυτοχρωµικής οξειδάσης αποτελείται από διακλαδούµενο µηχανισµό µετά το αρχικό όξυ 

ενδιάµεσο. Στους µηχανισµούς που προτάθηκαν από τους δύο συγγραφείς περιλαµβάνεται ο 

σχηµατισµός  ενός περόξυ Fe3+-O--O- και ενός υδροπερόξυ Fe3+-O-OH ενδιαµέσου, αν και ο 

Rousseau υιοθετεί την ερµηνεία του Ogura et al. (47) ότι η 358 cm-1 δόνηση προέρχεται από 

την δόνηση κάµψης της οµάδας His-Fe-O. Τα δεδοµένα της παρούσας εργασίας δείχνουν ότι 

και στην περίπτωση της αντίδρασης της οξειδωµένης κυτοχρωµικής οξειδασης µε το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου υπάρχει διακλάδωση της αντίδρασης, που πραγµατοποιείται µε 
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τον σχηµατισµό οξοφερύλ (804 cm-1) ενδιαµέσου που µετατρέπεται στην 580 nm µορφή µε 

χαρακτηριστική δόνηση ν(Fe4+=O2-) στους 790 cm-1. 

Με βάση τους προτεινόµενους µηχανισµούς για την καταλυτική πορεία, παρατηρούνται 

οµοιότητες ανάµεσα στην κυτοχρωµική οξειδάση και τις περοξειδάσες όπως επίσης και τις 

καταλάσες ως προς την χηµεία διάσπασης του δεσµού Ο-Ο και των προϊόντων που 

προκύπτουν από τις αντίστοιχες αντιδράσεις. Στην περίπτωση των περοξειδασών και των 

καταλασών, το ένζυµο χρησιµοποιεί ένα ηλεκτρόνιο από το µέταλλο της αίµης και ένα 

δεύτερο από οργανική οµάδα για την αναγωγή του Η2Ο2 µε διαδικασία ενός βήµατος σε O= 

και OH (ενδιάµεσο Ι). Σε ακόλουθο βήµα το ενδιάµεσο Ι ανάγεται και σχηµατίζει το 

ενδιάµεσο ΙΙ, το οποίο χαρακτηρίζεται από Fe(IV)=O δοµή. Η οξείδωση της αίµης α3 στην 

κυτοχρωµική οξειδάση, όπως πραγµατοποιείται στο ενδιάµεσο Ι των περοξειδασών, µπορεί 

να αποκλειστεί µε βάση τα δεδοµένα των φασµάτων απορρόφησης ορατού και συντονισµού 

Raman. Επίσης το συµπέρασµα σχετικά µε την εµπλοκή της τυροσίνης 280 σε ρόλο 

καταλύτη οξέος-βάσης, όπως η µακρινή ιστιδίνη στην περίπτωση της HRP, θεωρούµε ότι 

είναι απίθανο µε βάση τα δεδοµένα των φασµάτων απορρόφησης ορατού του 

µεταλλαγµένου Υ280Η ενζύµου. Η πρόταση που έχει διατυπωθεί είναι ότι η 

αποπρωτονιωµένη Υ280 λαµβάνει ένα πρωτόνιο από το H2O2 και στην συνέχεια δρα ως 

δότης πρωτονίου για την ετερολυτική διάσπαση του δεσµού Ο-Ο και την δηµιουργία του 

οξοφερύλ ενδιαµέσου και Η2Ο. Απουσία της Υ280 ένα γλουταµικό αµινοξύ, µε πιθανό 

υποψήφιο το Glu278, ή µια ιστιδίνη µπορεί να διαδραµατίσει το ρόλο καταλύτη οξέος-

βάσης. Στην περίπτωση των χλωροπεροξειδασών έχει δειχθεί ότι ένα γλουταµικό οξύ δρα ως 

καταλύτης οξέος-βάσης, και συγκεκριµένα το Glu186 το οποίο βρίσκεται στην θέση που 

αντιστοιχεί στην µακρινή ιστιδίνη στην περίπτωση της HRP. 

Τα δεδοµένα της παρούσας εργασίας αποδεικνύουν ότι η 607 nm µορφή σχηµατίζεται 

τόσο στην αντίδραση MV CcO/O2 όσο και την αντίδραση CcO/H2O2, χωρίς να είναι 

απαραίτητη η παρουσία της Υ280. Τα προϊόντα της τελευταίας αντίδρασης τόσο του 

φυσικού όσο και του Υ280Η µεταλλαγµένου ενζύµου είναι σύµπλοκα χαµηλού σπιν της 

αίµης α3. Στην αντίδραση του φυσικού κυτοχρώµατος αα3 µε το υπεροξείδιο του υδρογόνου 

εµφανίζονται τρεις Raman δονήσεις που περουσιάζουν ευαισθησία στην ισοτοπική 

αντικατάσταση του οξυγόνου στους 804, 790, και 358 cm-1. Οι δύο πρώτες αποδίδονται στην 

δόνηση τάσης Fe=O των φερύλ ενδιαµέσων που αντιστοιχούν στην 607 και 580 nm µορφές, 

ενώ για πρώτη φορά παρουσιάζεται η 358 cm-1 δόνηση να συνοδεύεται από την 804 cm-1 

στην αντίδραση κυτοχρωµικής οξειδάσης/Η2Ο2. 
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Περίληψη 

 

Η φασµατοσκοπία Fourier-tranform υπερύθρου και η step-scan time-resolved FTIR 

χρησηµοποιήθηκαν για τον χαρακτηρισµό του συµπλόκου του κυτοχρώµατος caa3 µε το 

µονοξείδιο του άνθρακα. Ανιχνεύθηκαν συνολικά τρεις δονήσεις του δεσµευµένου στην αίµη 

α3 CO, µε την κύρια δόνηση να εµφανίζεται  στους 1958 cm-1 και τις δύο µικρότερες στους 

1967 και 1975 cm-1 µε αναλογία 7:1:1, σε θερµοκρασία δωµατίου. Οι δονήσεις παρέµειναν 

αµετάβλητες κατά την ανταλλαγή H2O/D2O, και οι συχνότητες τους βρίσκονται 10 cm-1 

υψηλότερα από τις αντίστοιχες που είχαν αναφερθεί για το ίδιο σύµπλοκο στους 21 Κ 

(Einarsdóttir, O., Killough, P. M., Fee, J. A., and Woodruff, W. H. (1989) J. Biol.Chem. 264, 

2405-2408). Τα time-resolved FTIR πειραµατικά δεδοµένα δείχνουν τον σχηµατισµό σε 

θερµοκρασία δωµατίου ενός ασταθούς συµπλόκου CuB
1+-CO σύµφωνα µε την εµφάνιση της 

δόνησης στους 2062 cm-1 µετά την φωτοδιάσπαση του CO από την αίµη α3. Συνεπώς, το 

κυτόχρωµα caa3 είναι το µόνο µέλος της οικογένειας των αιµοχαλκοπρωτεϊνών που το 

διπυρηνικό του κέντρο αποτελείται από µία αίµη α3-τύπου της β-διαµόρφωσης και ένα άτοµο 

CuB α-διαµόρφωσης. Τα παραπάνω αποτελέσµατα αποδεικνύουν ότι οι ιδιότητες του 

διπυρηνικού κέντρου άλλων µελών της οικογένειας των τελικών οξειδασών που έχουν ως 

αποτέλεσµα την σταθεροποίηση της α-διαµόρφωσης δεν είναι απαραίτητες για την 

ενζυµατική δραστικότητα. Ο αποσχηµατισµός του µεταβατικού συµπλόκου CuB
1+-CO είναι 

διφασικός και πραγµατοποιείται σταθερά 2.3x104 s-1 (ταχεία φάση, 35%) και 36.3 s-1 (αργή 

φάση, 65%). Η επαναδεύσµευση του CO στην αίµη α3 πραγµατοποιείται µε παρατηρούµενη 

σταθερά ταχύτητας 34.1 s-1. 
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Εισαγωγή 

 

Το θερµόφιλο gram-αρνητικό βακτήριο Thermus thermophilus HB8 (ATCC27634) 

εκφράζει τα κυτοχρώµατα caa3 και ba3, ως τελικές οξειδάσες που ανάγουν το µοριακό 

οξυγόνο σε νερό (1). Το πρώτο κυτόχρωµα δεν έχει µελετηθεί εκτενώς, ενώ η κρυσταλλική 

δοµή του δεύτερου αναφέρθηκε πρόσφατα (2). Τα δύο κυτοχρώµατα καταλύουν επίσης την 

αναγωγή του µονοξειδίου του αζώτου σε Ν2Ο κάτω από αναερόβιες συνθήκες, σε αντίθεση 

µε την ευκαρυωτική µιτοχονδριακή κυτοχρωµική οξειδάση aa3 (CcO) (3). Η αποκάλυψη 

αυτή στηρίζει την υπόθεση της κοινής εξέλιξης της βακτηριακής απονιτροποίησης και της 

αερόβιας αναπνοής. Το κυτόχρωµα caa3 από το Thermus thermophilus περιέχει ένα µικτού 

σθένους οµοπυρηνικό κέντρο χαλκού [CuA
1.5+-CuA

1.5+], δύο χαµηλού σπιν αίµες (α και c 

τύπου), και ένα διπυρηνικό κέντρο CuB και αίµης a3 (1-2, 4). Η α-τύπου αίµη του 

κυτοχρώµατος caa3 περιέχει µια υδρόφοβη οµάδα υδροξυαιθυλ-τζερανύλτζερανύλ αντί της 

υδροξυαίθυλ-φαρνεσύλ αλυσίδας των περισσοτέρων βακτηριακών καθώς και των 

ευκαρυωτικών αα3 οξειδασών (1). Η αίµη c-τύπου (δότης ηλεκτρονίων των κυτοχρωµικών 

οξειδασών) του κυτοχρώµατος caa3 είναι οµοιοπολικά δεσµευµένη στην πρωτεΐνη, όπως έχει 

βρεθεί σε ελάχιστα άλλα βακτήρια. Εφόσον το κυτόχρωµα caa3 είναι µέλος της οικογένειας 

των αιµοχαλκοξειδασών, η µελέτη της δοµής και λειτουργίας του είναι απαραίτητη για την 

κατανόηση δυνατότητας του να καταλύει τόσο την αναγωγή του µοριακού οξυγόνου όσο και 

του µονοξειδίου του αζώτου. 

Τα FTIR φάσµατα CO-συµπλόκων αιµοχαλκοξειδασών έχουν αποκαλύψει αρκετά 

ενδιαφέροντα χαρακτηριστικά του διπυρηνικού κέντρου των µελών της οικογένειας, όπως η 

ταυτότητα του µετάλλου που προσδένει το CO, αλλά και αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στους 

αξονικούς υποκαταστάτες και την αίµη καθώς επίσης µε το περιβάλλον του CuB (5-14). 

Κρυογονικές τεχνικές έχουν συνδιαστεί επιτυχώς µε την φασµατοσκοπία FTIR για την 

παγίδευση ασταθών ενδιαµέσων µέσω του παγώµατος του CO-συµπλόκου της πρωτεΐνης σε 

κρυογονικές θερµοκρασίες και στην συνέχεια την φωτοδιάσπαση του δεσµευµένου στην αίµη 

CO (6-10). Πρόσφατα, αναφέρθηκε η σύγκριση ανάµεσα στα ενδιάµεσα που παράγονται 

κατά την φωτοδιάσπαση των CO-συµπλόκων του κυτοχρώµατος αα3 των θηλαστικών και του 

κυτοχρώµατος bo3 από το βακτήριο E.coli, σε κρυογονικές θερµοκρασίες και τα αντίστοιχα 

που δηµιουργούνται σε θερµοκρασία δωµατίου, µε αρκετά ενδιαφέροντα αποτελέσµατα (13). 

Παρά το γεγονός ότι οι συχνότητες των δονήσεων αίµης-CO και CuB
1+-CO είναι όµοιες 

ανάµεσα στα φάσµατα σε κρυογονικές θερµοκρασίες και σε θερµοκρασία δωµατίου, ωστόσο 
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διαφορές παρατηρούνται στις συχνότητες σηµάτων που οφείλονται στην δόνηση τάσης C=O 

καρβοξυλικών οµάδων πλευρικών αλυσίδων αµινοξέων όπως γλουταµικών ή ασπαρτικών. Οι 

διαφορές αυτές αποδώθηκαν στο γεγονός ότι στα φάσµατα σε κρυογονικές θερµοκρασίες το 

σύµπλοκο CuB
1+-CO δεν έχει µεταβατικό χαρακτήρα αλλά είναι η τελική κατάσταση. 

Αντίθετα σε θερµοκρασία δωµατίου το CO απόδεσµεύεται από τον χαλκό σε κλίµακα µικρο-

δευτερολέπτων.  

Σε FTIR µελέτη µε φάσµατα «φως» µείον «σκοτάδι» (δηλαδή καταγραφή φασµάτων κατά 

την διάρκεια φωτόλυσης µείον τα φάσµατα χωρίς την πραγµατοποίηση φωτόλυσης) του 

κυτοχρώµατος caa3 στους 21 Κ αναγνωρίστηκαν δύο δονήσεις τάσης δεσµευµένου CO στους 

1953 cm-1 και 1947 cm-1 (6). Επίσης στο φάσµα καταγράφησαν άλλες τρεις δονήσεις µικρής 

έντασης στους 1965 cm-1, 2036 cm-1, και 2060 cm-1, µε σηµαντικά χαµηλό σήµα/θόρυβο, ενώ 

δεν επιβεβαιώθηκαν και µε την χρήση ισοτοπικά επισηµασµένου µονοξειδίου του άνθρακα. 

Η παραπάνω µελέτη πραγµατοποιήθηκε στους 21 Κ και δεν ανέλυσε την προέλευση των 

χαµηλών συχνοτήτων που καταγράφηκαν για το CO σε σχέση µε τα υπόλοιπα µέλη της 

οικογένειας των αιµοχαλκοξειδασών. Η µετατόπιση των δύο κυρίων δονήσεων στους 1953 

cm-1 και 1947 cm-1 στο κυτόχρωµα caa3 του βακτηρίου T. thermophilus (6), σε σχέση µε τους 

1963 cm-1 του κυτοχρώµατος aa3 των θηλαστικών (5, 8), τους 1966 cm-1 της οξειδάσης aa3 

του βακτηρίου Paracoccus denitrificans (10), και τους 1982/1973 cm-1 του κυτοχρώµατος 

ba3 του βακτηρίου T. thermophilus (6), θα µπορούσε να χαρακτηρίζει µια σηµαντική διαφορά 

της ενεργής θέσης του κυτοχρώµατος caa3. Αναφέρθηκε επίσης ότι σε θερµοκρασία 

δωµατίου στο caa3 η εξισορρόπιση του συµπλόκου CuB
1+-CO µε το CO στο διάλυµα 

πραγµατοποιείται µε σταθερά ταχύτητας k-1= 2x 104 s-1 και η επαναδεύµεση του CO στην 

αίµη α3 µε k2= 50 s-1 (5). Οι σταθερές αυτές είναι 35- και 20-φορές µικρότερες από τις 

αντίστοιχες που µετρήθηκαν για το κυτόχρωµα αα3 των θηλαστικών (k-1 =7x105 s-1, k2=1030 

s-1) και σηµαντικά µεγαλύτερες από την εναλλακτική οξειδάση του βακτηρίου T. 

thermophilus, το κυτόχρωµα ba3 (5, 6). 

 Στα πειράµατα που παρουσιάζονται στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε η 

φασµατοσκοπία FTIR (14,15) για την µελέτη του συµπλόκου του κυτοχρώµατος caa3 µε το 

µονοξεδίδιο του άνθρακα. Επίσης χρησηµοποιήθηκε η τεχνική time-resolved step-scan για 

την διερεύνηση της δυναµικής του ενεργού κέντρου µετά την φωτόλυση του CO σε 

θερµοκρασία δωµατίου,  που αποτελεί σηµαντικό βήµα για την κατανόηση των µοναδικών 

χηµικών µηχανισµών των οξειδοαναγωγικών διαδικασιών του ενζύµου. Η διελεύκανση των 

ιδιοτήτων του διπυρηνικού κέντρου του κυτοχρώµατος caa3 συµβάλει στην κατανόηση της 
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φύσης του καταλυτικού κέντρου της οικογένειας των τελικών οξειδασών, αλλά και 

χρησιµεύει ως βάση σε περαιτέρω µελέτες προσθήκης ΝΟ στο ένζυµο. Τέλος, οι 

πληροφορίες που λαµβάνονται από την παρούσα µελέτη επιτρέπουν την σύγκριση των δοµών 

που παρουσιάζουν µεγάλους πληθυσµούς σε θερµοκρασία δωµατίου σε σχέση µε τους 

αντίστοιχους των κρυογονικών θερµοκρασιών.  

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα µας, πληθυσµό σε θερµοκρασία δωµατίου συγκεντρώνουν 

τρεις διαφορετικές διαµορφώσεις του δεσµευµένου στην αίµη α3 υποκαταστάτη, µε δονήσεις 

στους 1958, 1967 και 1975 cm-1 και αναλογία 7:1:1. Οι συχνότητες των τριών 

προαναφερόµενων δονήσεων είναι µετατοπισµένες κατά 10 cm-1 σε σχέση µε της 

διαµορφώσης στους 21 Κ (6), και παρέµειναν αµετάβλητες κατά την ισοτοπική 

αντικατάσταση H2O/D2O. Η κυρίαρχη δόνηση του CO της αίµης εµφανίζεται στους 1958 cm-

1, ενώ του µεταβατικού συµπλόκου CuB
1+-CO στους 2062 cm-1, αποδεικνύοντας ότι η β- και 

η α- διαµόρφωση σταθεροποιούνται για την αίµη α3 και τον CuB, αντίστοιχα. Κατά συνέπεια, 

το κυτόχρωµα caa3 είναι το µόνο µέλος της οικογένειας των αιµοχαλκοξειδασών που το 

διπυρηνικό του κέντρο αποτελείται από µία αίµη α3-τύπου της β-διαµόρφωσης και ένα άτοµο 

CuB α-διαµόρφωσης. Η παρακολούθηση της έντασης της απορρόφησης των δονήσεων του 

CO προσδιορίστηκαν οι χρόνοι του αποσχηµατισµού του συµπλόκου CuB
1+-CO και της 

επαναδηµιουργίας του συµπλόκου αίµης a3
2+-CO. Για την ερµηνεία των δεδοµένων µας, 

προτείνουµε ένα µοντέλο για την δυναµική του διπυρηνικού κέντρου a3
2+ /CuB

1+ µετά την 

φωτόλυση του CO. 

 

Πειραµατικές ∆ιαδικασίες 

 

Η αποµόνωση του κυτοχρώµατος caa3 από το θερµόφιλο βακτήριο Thermus thermophilus 

πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε την παραποµπή (4). Η aa3 οξειδάση από το P. denitrificans 

αποµονώθηκε όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 3 και σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της 

παραποµπής (15) και το κυτόχρωµα αα3 των θηλαστικών σύµφωνα µε την παραποµπή (16) 

από καρδιά βοδιού. Η συγκέντρωση του caa3 προσδιορίστηκε από το φάσµα οπτικής 

απορρόφησης του ανηγµένου µείον το οξειδωµένο ένζυµο και χρησιµοποιώντας συντελεστή 

απορρόφησης ε605=11.7 mM-1 cm-1. Το pD των δευτεριοµένων διαλυµάτων µετρήθηκε µε την 

χρήση pHµέτρου και υποθέτωντας pD=pH (ένδειξη) + 0.4. Τα δείγµατα του ενζύµου 

ανάχθηκαν µε dithionite και εκτέθηκαν σε 1 atm CO (συγκέντρωση στο διάλυµα 1 mM) υπό 

αναερόβιες συνθήκες και στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε αναερόβια IR κυψελίδα µε 
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παράθυρα CaCl2 και ένα 0.025 mm spacer. Το αέριο CO αγοράστηκε από την Messer 

(Germany) και το ισοτοπικά επισηµασµένο αέριο (13CO) από την Isotec. Για την λήψη των 

φασµάτων FTIR χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα συγκέντρωσης 400-500 µΜ 

φασµατοφωτόµετρο Bruker Equinox 55 FTIR εξοπλισµένο µε mercury cadmium telluride 

ανιχνευτή, ψυχόµενο µε υγρό άζωτο. Τα φάσµατα παρουσιάζονται έχοντας αφαιρέσει το 

ρυθµιστικό διάλυµα και είναι ο µέσος όρος 1000 σαρώσεων. Η διακριτικότητα των στατικών 

FTIR µετρείσεων ήταν 2 cm-1. Η φωτόλυση του συµπλόκου caa3-CO επιτεύχηκε µε την 

χρήση παλµού 532 nm (πλάτους 7-ns και ενέργειας ~10 mJ/παλµό) από ένα Continuum Nd-

YAG laser µε ρυθµό επανάληψης 3 Hz. Τα time-resolved FTIR φάσµατα καταγράφησαν µε 

διακριτικότητα 8 cm-1 και ανά 5 µs για τις µετρήσεις 5µs-8ms ή 100 µs  για τις µετρήσεις 100 

µs-80ms. Ο συνολικός αριθµός φασµάτων ήταν 800, µε τα 40 να αντιστοιχούν σε φάσµατα 

πριν και 760 µετά τον παλµό. Σε κάθε σηµείο πραγµατοπoιήθηκαν 10 επαναλήψεις. Οι 

µεταβολές της έντασης των δονήσεων καταγράφηκαν µε MCT ανιχνευτή (dc-coupled) και 

µετατράπηκαν από αναλογικό σε δεκαδικό σήµα µε 200- kHz, 16-bit, ADC µετασχηµατιστή. 

Ο αλγόριθµος που χρησιµοποιήθηκε για την µετατροπή είναι Blackman-Harris three-term µε 

διακριτικότητα φάσης 32 cm-1 και διόρθρωση φάσης µε τον αλγόριθµο Μertz. Τα φάσµατα 

διαφοράς υπολογίστηκαν ως ∆A= -log(IS/IR). Οι σταθερές ταχύτητας για κάθε φάση του 

αποσχηµατισµού του συµπλόκου CuB
1+-CO και της επαναδεύσµευσης του CO στην αίµη α3 

υπολογίστηκαν µε προσαρµογή των πειραµατικών δεδοµένων σε εκθετική συνάρτηση τριών 

παραµέτρων. Πριν και µετά το τέλος των µετρήσεων time-resolved step-scan FTIR λήφθησαν 

τα φάσµατα οπτικής απορρόφησης του δείγµατος για να εκτιµηθεί η σταθερότητα του, µε 

φασµατοφωτόµετρο Perkin-Elmer Lamda 20 UV-visible. 

 

Αποτελέσµατα 

  

Το φάσµα απορρόφησης ορατού του κυτοχρώµατος caa3 από το T. thermophilus στην 

µορφή που αποµονώνεται (οξειδωµένο) παρουσιάζει µέγιστα στην περιοχή της Soret 

µετάβασης στα 411 (αίµη c3+) και 424 nm (αίµες a3+ και a3
3+), και στην περιοχή των α και β 

ταινιών στα 600 nm (Σχήµα 1, φάσµα Α). Το ανηγµένο ένζυµο παρουσιάζει Soret µέγιστο 

στα 416 (αίµη c2+) και 442 nm (αίµες a2+ και a3
2+), καθώς και µέγιστα στα 520, 548 (αίµη c2+) 

και 603 nm (a2+ και a3
2+) (Σχήµα 1, φάσµα Β). Το φάσµα διαφοράς του πλήρως ανηγµένου 

συµπλόκου του ενζύµου µε το µονοξείδιο του άνθρακα µείον το ανηγµένο ένζυµο είναι 
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χαρακτηριστικό της δέσµευσης του CO στην αίµη α3, όπως φαίνεται από τα µέγιστα στα 429 

και 592 nm (Σχήµα 1, φάσµα C). 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1: Φάσµατα 

απορρόφησης ορατού του κυτοχρώ-

µατος caa3 από το T. thermophilus. 

Τα φάσµατα Α (συµπαγής γραµµή) 

και Β (διακεκοµµένη γραµµή) 

αντιστοιχούν στην οξειδωµένη και 

ανηγµένη κατάσταση του ενζύµου. 

Το φάσµα διαφοράς C του 

συµπλόκου του πλήρους ανηγµένου 

κυτοχρώµατος caa3 µε το CO µείον 

το ανηγµένο ένζυµο δείχνουν την 

δέσµευση του CO στην αίµη α3.  

  

 

 

 

Στο Σχήµα 2 (φάσµατα Α-C) παρουσιάζονται τα FTIR φάσµατα των συµπλόκων του 

κυτοχρώµατος caa3 µε το CO σε ουδέτερο pH και pD, και σε θερµοκρασία δωµατίου. Για 

σύγκριση, παρατίθενται επίσης τα CO-σύµπλοκα των κυτοχρωµάτων aa3 από το Paracoccus 

denitrificans (Σχήµα 2, φάσµα D) και των θηλαστικών (Σχήµα 2, φάσµα D).  Τα φάσµατα 

των CO-συµπλόκων του κυτοχρώµατος caa3 εµφανίζουν µία κύρια δόνηση στους 1958 cm-1 

και δύο µικρότερης έντασης στους 1967 και 1975 cm-1, οι οποίες και παραµένουν 

ανεπηρέαστες από την ανταλλαγή ανάµεσα σε Η2Ο (φάσµα C) και D2O (φάσµα Α). Στο 

φάσµα του σύµπλοκο του ενζύµου µε το ισοτοπικά επισηµασµένο 13C16O οι τρεις δονήσεις 

µετατοπίζονται στους 1913, 1922 και 1929 cm-1. Η απόδοση των δονήσεων στο δεσµευµένο 
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στην αίµη α3 CO είναι προφανής, εφόσον η ισοτοπική µετατόπιση που εµφανίζουν ακολουθεί 

τους καθιερωµένους κανόνες. Το φάσµα του κυτοχρώµατος aa3 από το βακτήριο P. 

denitrificans παρουσιάζει την κύρια δόνηση στους 1967 cm-1 (α-διαµόρφωση) και δύο 

µικρότερες στους 1956  cm-1 (β-διαµόρφωση) και 1975 cm-1 (γ-διαµόρφωση), ενώ το φάσµα 

του ενζύµου των θηλαστικών εµφανίζει µία µοναδική ν(CO) στους 1963 cm-1 (α-

διαµόρφωση). Το µικρό εύρος της κύριας ν(CO) του κυτοχρώµατος caa3 στους 1958 cm-1 

(FWHM= 5 cm-1) αποτελεί ένδειξη περιορισµένων επιτρεπτών διαµορφώσεων CO. 

 

 

 

 

Σχήµα 2: FTIR 

φάσµατα του CO συµπλόκου 

του πλήρως ανηγµένου 

κυτοχρώµατος caa3 σε Η2Ο και 

D2O στους 298 Κ. (A) pD 7.5, 

(B) pD 7.5, 13CO, (C) pH 7.5. 

Το CO συµπλόκο του πλήρως 

ανηγµένου κυτοχρώµα-τος aa3 

από το P.denitrificans (D), και 

των θηλαστικών (E,) σε pD=7.5 

περιλαµβάνονται για σύγκριση. 

Η συγκέντρωση των ενζύµων 

ήταν 0.5 mM, το πάχος της 

κυψελίδας 25 µm, και η 

φασµατική διακριτικότητα 2 cm-

1.  
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Η συχνότητα της κύριας δόνησης CO του κυτοχρώµατος caa3 παρουσιάζεται 8 και 5 cm-1 

χαµηλότερα από τις αντίστοιχες συχνότητες των CO-συµπλόκων των κυτοχρωµάτων αα3 από 

το P. denitrificans και τα θηλαστικά, αντίστοιχα (8, 10, 15). Είναι, όµως παρόµοια µε αυτή 

του κυτοχρώµατος cbb3, που η αίµη του διπυρηνικού του κέντρου δεν είναι τύπου α3 ή ο3 

(14). Το γεγονός ότι οι CO δονήσεις του κυτοχρώµατος caa3 δεν παρουσιάζουν ευαισθησία 

στην ανταλλαγή Η/D δηλώνει την απουσία δεσµού υδρογόνου του δεσµευµένου CO µε 

αµινοξέα της ενεργής θέσης. Αρκετοί παράγοντες µπορούν να επηρεάσουν την ισχύ του 

δεσµού C-O. Για παράδειγµα αλληλεπιδράσεις στην µακρινή θέση της αίµης µε τον CuB 

µπορούν να µεταβάλουν την διαµόρφωση της οµάδας Fe-C-O από την ευνοϊκή της συµµετρία 

προς µία κεκαµµένη διαµόρφωση αυξάνοντας την συχνότητα του C-O δεσµού. Επίσης, η 

ισχύς πιθανών δεσµών υδρογόνου της εγγύς ιστιδίνης είναι δυνατόν να επηρεάσει την ισχύ 

των δεσµών Fe-C και C-O που καθορίζεται και από τις αλληλεπιδράσεις µε τον CuB (15, 17). 

Η δόνηση Fe-His της αίµης α3 του κυτοχρώµατος caa3 εµφανίζεται στους 211 cm-1 (4), 

συχνότητα που είναι παρόµοια µε άλλες αα3 τύπου οξειδάσες καθώς επίσης και µε την 

διαµόρφωση της υψηλής συχνότητας του κυτοχρώµατος ba3 (193 και 208 cm-1) (18). 

Συνδιάζοντας τις παραπάνω πληροφορίες µε τα FTIR δεδοµένα της παρούσας εργασίας και 

τα προηγούµενα RR δεδοµένα (4), µπορούµε να οδηγηθούµε στο συµπέρασµα ότι το µακρινό 

περιβάλλον της αίµης α3 είναι αυτό που επηρεάζει σε µεγαλύτερο βαθµό τις δονητικές 

ιδιότητες του συµπλόκου a3
2+-CO. 

Οι α-, β-, και γ-διαµορφώσεις έχουν αποδοθεί σε προηγούµενες µελέτες σε µεταβολές 

στην απόσταση ανάµεσα στο άτοµο σιδήρου της αίµης α3 και του CuB (15, 19). Η α-

διαµόρφωση αντιπροσωπεύει µια περιορισµένη κοιλότητα της αίµης που δεν επιτρέπει την 

συναρµογή του CO στην αίµη χωρίς αυτό να δέχεται αλληλεπιδράσεις από τον CuB, ενώ στην 

περίπτωση της β-δοµής ο CuB µετακινείται µακρυά από τον δεσµευµένο υποκαταστάτη (21). 

Πρόσφατα δείξαµε ότι στην γ-διαµόρφωση ο CuB τοποθετείται πλησιέστερα στο σύµπλοκο 

α3-CO, προκαλώντας την παραµόρφωση της οµάδας Fe-C-O από την ευνοϊκή συµµετρία της 

α-διαµόρφωσης (15). Κατά συνέπεια, αποδίδουµε την δόνηση στους 1958 cm-1 στην β-

διαµόφωση και τις δονήσεις στους 1967 και 1975 cm-1 στην α- και γ-δοµή, αντίστοιχα. Όλες 

οι τελικές οξειδάσες µε α-τύπου αίµη που έχουν µελετηθεί ως σήµερα διαθέτουν ως σταθερή 

διαµόρφωση σε ουδέτερο pH και θερµοκρασία δωµατίου την α-διαµόρφωση (10, 17, 19-21). 

Το κυτόχρωµα caa3 αποτελεί την µόνη οξειδάση τύπου α της οποίας το διπυρηνικό κέντρο 

διαθέτει ως σταθερή διαµόρφωση την β-δοµή.  
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Το Σχήµα 3 απεικονίζει τα step-scan time-resolved FTIR φάσµατα (td= 10 µs-56 ms, 8 cm-

1 διακριτικότητα) του πλήρως ανηγµένου συµπλόκου caa3-CO µετά την φωτόλυση του CO 

από nanosecond παλµό laser (532 nm). Μετά την φωτόλυση του CO από την αίµη α3, ο 

υποκαταστάτης µεταφέρεται στον CuB. Οι αρνητικές δονήσεις στους 1958/1975 cm-1 

προέρχονται από το φωτολυµένο σύµπλοκο a3
2+-CO και η θετική κορυφή στους 2062 cm-1 

(td= 10 µs) αποδίδεται στην δόνηση τάσης C-O του µεταβατικού συµπλόκου CuB
1+-CO, και η 

συχνότητα αλλά όχι και η έντασή του είναι όµοια µε αυτή που αναφέρθηκε στους 21 Κ (6). 

Αξίζει να σηµειωθεί ότι η ένταση της δόνησης ν(CO) του συµπλόκου CuB
1+-CO στους 21 Κ 

είναι σχεδόν στο σήµα/θόρυβο. Στις αα3 τύπου οξειδάσες οι συχνότητες που έχουν 

καταγραφεί για το σύµπλοκο CuB
1+-CO στους 2064 και 2042 cm-1 συνδέονται µε τις α- και β-

διαµορφώσεις, αντίστοιχα (10, 20). Στο κυτόχρωµα cbb3, όπου το διπυρηνικό κέντρο δεν 

διαθέτει την υδροξυαίθυλ-φαρνεσυλ πλευρική αλυσίδα καθώς επίσης και την υψηλά 

διατηρηµένη στην οικογένεια των τελικών οξειδασών τυροσίνη 280 (P. denitrificans 

αρίθµηση), η διαµόρφωση του CuB
1+-CO είναι η α-δοµή µε συχνότητα στους 2065 cm-1 (14). 

 

 

 

Σχήµα 3: Step-scan FTIR φάσµατα 

διαφοράς του CO συµπλόκου του πλήρως 

ανηγµένου κυτοχρώµατος caa3 (pD 7.5), 

σε 0.010, 0.015, 0.030, 0.075, 0.125, 

0.300, 0.800, 1.5, 3, 4, 7, 8, 9, 11, 14, 17, 

22, 30, 38, and 56 ms µετά την φωτόλυση 

του CO. Η φασµατική διακριτικότητα 

ήταν 8 cm-1 και η χρονική διακριτικότητα 

5 και 100 µs για τις µετρήσεις 5 µs -4 ms 

και 100 µs -80 ms. Για την φωτόλυση του 

CO χρησιµοποιήθηκε παλµός 532 nm, 10 

mJ/pulse. 
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Κατά συνέπεια, το σύµπλοκο CuB
1+-CO στο κυτόχρωµα caa3 ανήκει στην α-διαµόρφωση και 

η πλευρική αλυσίδα της αίµης α3  υδρόξυαιθυλ-τζερανυλτζερανύλ δεν έχει επίδραση στις 

δονητικές ιδιότητες του δεσµευµένου CO στην αίµη a3 ή τον CuB. Στους αρχικούς χρόνους 

της µέτρησης (10-100 µs), η µείωση της έντασης της δόνησης στους 2062 cm-1 δείχνει την 

αποδέσµευση του υποκαταστάτη από το µεταβατικό σύµπλοκο CuB
1+-CO, ενώ η ένταση της 

δόνησης 1958/1975 cm-1 παραµένει αµετάβλητη, δηλώνοντας ότι η αρχική φάση 

αποσχηµατισµού του συµπλόκου CuB
1+-CO δεν συνοδεύεται από τον επανασχηµατισµό του 

συµπλόκου α3 Fe2+-CO. Ακολουθεί µια φάση (150 µs-3 ms) στην οποία δεν 

πραγµατοποιούνται µεταβολές στην ένταση ούτε της αρνητικής ούτε της θετικής δόνησης. 

Τέλος, στους χρόνους µετά τα 4 ms συνεχίζεται η µείωση της έντασης στους 2062 cm-1, που 

συνοδεύεται από την µείωση της αρνητικής δόνησης στους 1958/1975 cm-1. Σε 56 ms µετά 

την φωτόλυση οι εντάσεις όλων των δονήσεων έχουν µειωθεί σηµαντικά. Αξίζει να 

σηµειωθεί ότι παρά το γεγονός ότι λόγω της διακριτικότητας των time-resolved φασµάτων (8 

cm-1) δεν µπορέσαµε να διαχωρίσουµε τις 1967 και 1975 cm-1 κορυφές, ωστόσο φαίνεται ότι 

η επαναδέσµευση του CO στην αίµη α3 πραγµατοποιείται µε την διατήρηση των α- (1967 cm-

1), β-(1958 cm-1), και γ-διαµορφώσεων (1975 cm-1) της ισορροπίας. Συνεπώς, κατά την 

διάρκεια της επαναδεύσµευσης του CO στην αίµη δεν παρατηρούνται µεταβατικές κινήσεις 

της πρωτεΐνης που θα επηρέαζαν την απόσταση Fe-CO�CuB, και άρα τις διαµορφώσεις που 

ιφίστανται στην ισορροπία (19). 

Το σήµα/θόρυβο στα time-resolved FTIR φάσµατα επιτρέπει την παρακολούθηση της 

έντασης των δονήσεων στους 2062 και 1958/1975 cm-1. Στο Σχήµα 4 παρουσιάζεται ο χρόνος 

αποσχηµατισµού του συµπλόκου CuB
1+-CO (γράφηµα Α), όπως προσδιορίσεται από την 

µεταβολή της έντασης στους 2062 cm-1 των φασµάτων που περιλαµβάνονται στο Σχήµα 3, 

καθώς επίσης και ο σχηµατισµός του συµπλόκου a3
2+-CO (γράφηµα Β) σύµφωνα µε την 

µεταβολή της έντασης της δόνησης στους 1958/1975 cm-1. Το CO αποµακρίνεται από τον 

CuB µε ταχύτητα 2.3x104 s-1 ( ταχεία φάση, 35%) και 36.3 s-1 (αργή φάση, 65%) και 

επαναδεσµεύεται στην αίµη α3 µε παρατηρούµενη σταθερά ταχύτητας 34.1 s-1 σε 

θερµοκρασία δωµατίου.  
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Σχήµα 4: Συσχέτιση 

των 2062 cm-1 (A) και 

1958/1975 cm-1 (B) 

δονήσεων ως προς τον 

χρόνο µετά την φωτόλυση 

του CO. Το ∆Α αντιστοιχεί 

στα φάσµατα του σχήµατος 

3.  

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Συζήτηση 

 

Προέλευση των Πολλαπλών ∆ιαµορφώσεων ∆εύσµευσης του CO 

 

H Einarsdóttir et al. (6) ανέφερε ως συχνότητες δόνησης των κύριων διαµορφώσεων του 

δεσµευµένου στο κυτόχρωµα caa3 CO τις 1953 και 1947 cm-1 στους 21 K. Στα φάσµατα του 

πλήρως ανηγµένου CO-συµπλόκου που καταγράψαµε σε θερµοκρασία δωµατίου δεν 

ανιχνεύεται κορυφή στους 1947 cm-1. Μια από τις πιθανές εκδοχές για την προαναφερόµενη 

διαφοροποίηση είναι ότι διαφορετικές διαµορφώσεις συγκεντρώνουν ανιχνεύσιµο πληθυσµό 
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σε χαµηλές θερµοκρασίες και θερµοκρασία δωµατιού. Μεταβολές της διαµόρφωσης 

συναρτήσει της θερµοκρασίας έχουν µελετηθεί κυρίως στο κυτόχρωµα αα3 των θηλαστικών 

και του P. denitrficans (7, 10).  Στην περίπτωση της οξειδάσης των θηλαστικών αναφέρθηκε 

ότι µόνο συχνότητα της β-διαµόρφωσης µετατοπίζεται από τους 1948 cm-1 στους 21 Κ στους 

1959 cm-1 σε θερµοκρασία δωµατίου (7). Παρόµοια συµπεράσµατα αναφέρθηκαν και από 

τον Rost et al. (10) που κατέγραψε µικρότερες µετατοπίσεις (~ 4 cm-1) συναρτήσει της 

θερµοκρασίας για την β-διαµόρφωση του κυτοχρώµατος αα3 από το βακτήριο P. 

denitrificans. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η συχνότητα της α-διαµόρφωσης  των παραπάνω 

ενζύµων δεν µετατοπίζεται µε την µεταβολή της θερµοκρασίας. Στην µελέτη του P. 

denitrificans καταγράφηκε επίσης µεταβολή των πληθυσµών των α-και β-διαµορφώσεων 

συναρτήσει της θερµοκρασίας, µε τον πληθυσµό της δεύτερης να ευνοείται στις χαµηλές 

θερµοκρασίες (10). Επιπλέον, λόγω της εµφάνισης της α-διαµόρφωσης σε σταθερή 

συχνότητα ανεξαρτήτως θερµοκρασίας, προτάθηκε ότι η διαµόρφωση αυτή προέρχεται από 

άκαµπτο περιβάλλον, ενώ αντίθετα η εξάρτηση της β-διαµόρφωσης από την θερµοκρασία 

δηλώνει ένα εύκαµπτο πρωτεϊνικό περιβάλλον. Στην περίπτωση του κυτοχρώµατος caa3 τόσο 

οι συχνότητες όσο και οι εντάσεις των CO-δονήσεων παρουσιάζουν εξάρτηση από την 

θερµοκρασία, και συνεπώς προτείνουµε ότι κατά την µετάβαση από τις χαµηλές 

θερµοκρασίες στην θερµοκρασία δωµατίου πραγµατοποιούνται δοµικές µεταβολές που 

επηρεάζουν τον σχετικό πληθυσµό των α- και β-διαµορφώσεων. 

Ο µοριακός µηχανισµός που προκαλεί την διαφοροποίηση των συχνοτήτων δόνησης της 

οµάδας Fe-C-O στο διπυρηνικό κέντρο αίµης/χαλκού είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρων. Σε µελέτη 

του CO-συµπλόκου του κυτοχρώµατος cbb3 του βακτηρίου R. capsulatus από τον Rousseau 

και τους συνεργάτες του προτάθηκε ότι η ανοικτή δοµή της κοιλότητας της ενεργής θέσης 

είναι αποτέλεσµα της παρουσίας της β-διαµόρφωσης στο διπυρηνικό κέντρο του ενζύµου, 

στην οποία δεν ιφίστανται οι αλληλεπιδράσεις που εµφανίζονται στην α-διαµόρφωση, και 

συνεπώς το CO µπορεί να συναρµόζεται στην αίµη b3 κάθετα ως προς το επίπεδο της αίµης 

(22). Επιπλέον, υποστηρίχθηκε από τους ίδιους συγγραφείς ότι η α-διαµόρφωση εξαρτάται 

από την σύνδεση της τυροσίνης 280 (P.denitrificans αρίθµηση), που βρίσκεται στην έλικα 

των υποκαταστατών του CuB, µε την υδρόξυ οµάδα της υδροξυαίθυλ-φαρνεσυλ πλευρικής 

αλυσίδας της αίµης a3 (23-24). Εφόσον η υδροξυαίθυλ-φαρνεσύλ αλυσίδα απουσιάζει από το 

την αίµη b3, το ενεργό κέντρο του κυτοχρώµατος cbb3 υιοθετεί µόνο την β-διαµόρφωση. Η 

αίµη α3 του κυτοχρώµατος caa3 περιέχει µια υδρόξυτζερανυλτζερανύλ οµάδα και την Υ280 

και άρα την σύνδεση της υδροξυοµάδας µε το αµινοξύ (1). Το γεγονός αυτό δηλώνει ότι η 
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απουσία δεσµού φαρνεσύλ αλυσίδας και τυροσίνης δεν επηρεάζει την ν(CO) και κατά 

συνέπεια των τύπο της σταθερής διαµόρφωσης (α ή β) του ενεργού κέντρου των 

αιµοχαλοκοξειδασών. 

Στο παρελθόν, υποστηρίχθηκε η άποψη ότι η εµφάνιση διαφορετικών διαµορφώσεων του 

διπυρηνικού κέντρου και η ύπαρξη ισορροπίας ανάµεσα σε αυτές διαδραµατίζει σηµαντικό 

ρόλο στην ενζυµατική δραστικότητα των µελών της οικογένειας των τελικών οξειδασών (21). 

Μάλιστα, ορισµένες µεταλλαγµένες οξειδάσες, στις οποίες ανιχνεύονταν χαµηλές συχνότητες 

δόνησης τάσης του CO, δεν εµφάνιζαν ικανότητα αναγωγής του οξυγόνου (25). Στις 

περιπτώσεις που καταγράφηκε η παρουσία της β-διαµόρφωσης, η ταυτόχρονη ανίχνευση και 

της α-διαµορφωσης δεν κατέστησε δυνατή την εκτίµηση της δραστικότητας της β-δοµής. Οι 

συχνότητες δόνησης του δεσµευµένου CO στα σύµπλοκα µε τις τελικές οξειδάσες µε αίµες 

a3-, o3-, και b3- τύπου καθώς και οι απόδοσή τους στις διαµορφώσεις (α, β και γ) 

παρατίθενται στον Πίνακα Ι. Η σύγκριση των CO δονήσεων του Πίνακα Ι, όταν ο 

υποκαταστάτης βρίσκεται δεσµευµένος στην αίµη ή τον CuB διαφορετικών οξειδασών µε 

πλήρη ενεργότητα δείχνει ότι ο τύπος της σταθερής διαµόρφωσης (α, β ή γ) του ενεργού 

κέντρου δεν ελέγχει την ενζυµατική δραστικότητα.  

Πίνακας I 
Συχνότητες των δονήσεων τάσης C-O (cm-1)των α-, β- και γ-διαµορφώσεων στο CO σύµπλοκο των 

αιµοχαλκοξειδασών. 

                Fe                        CuB    

                                                                                                            αααα             β   β   β   β                                               γ γ γ γ                                                                                                                                 α α α α                                                                             β β β β                       Παραποµπή 

aa3 

(bovine)     1965 (300 K)      1952 (80 K)                    2065 (300 K)      2043 (10 K)                  (5-8) 

(Rb.sph.)   1966 (300 K)       1955 (300 K)                                       2064 (10 K)       2039 (10 K)       (20,21) 

(B.subt.)    1963 (300 K)                                (17) 

(P.den)    1966 (300 K)       1956 (300 K)      1975 (300 K)                 (10,15) 

    1966 (84 K)   1952 (84 K)        1971 (84 K)             2061 (84 K)       2038 (84 K)              (10) 

bo3    1960 (300K)                         2065 (15K)            (13) 

cbb3                                  1956 (300 K)                          2065 (300 K)                          (14) 

ba3      1967 (300K)                    1973/1982 (300 K)                                  2053 (300 K)                         (34) 

caa3      1967 (300K)    1958 (300K)      1975 (300 K)            2062 (300 K)                           παρούσα εργασία 

  

Συντοµογραφίες Πίνακα Ι: Rb.sph = Rhodobacter sphaeroides, B. subt .= Bacillus 

subtilis, P.den .= Paraccocus denitrificans, bo3 = cytochrome bo3 from E. coli, cbb3 = 

cytochrome cbb3 from Pseudomonas stutzeri, ba3 = cytochrome ba3 from Thermus 

thermophillus, caa3 = cytochrome caa3 from Thermus thermophilus. 
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Σχήµα 5. Συσχέτιση των συχνοτήτων της δόνησης τάσης της Fe-CO ως προς την C-O. 

(• ) κυτόχρωµα bo3 από το E. coli, (◄) η α-µορφή του κυτοχρώµατος aa3 από το R. 

sphaeroides, (■) κυτοχρωµική c οξειδάση των θηλαστικών και κυτόχρωµα aa3 από το B. 

subtilis, (▼) κυτόχρωµα aa3 από το P. denitrificans, (▲) κυτόχρωµα cbb3 από το R. 

capsulatus, (♦ ) κυτόχρωµα cbb3 από το Pseudomonas stutzeri,  (►) η β-µορφή του 

κυτοχρώµατος aa3 από το R. sphaeroides, (◊) µυοσφαιρίνες και αιµοσφαιρίνες. 
 

Οι ιδιότητες της οµάδας ιστιδίνης-αίµης a3-CO�CuB έχουν καθοριστεί από τις 

συχνότητες και τις εντάσεις των ν(Fe2+-CO), ν(C-O), and δ(Fe-C-O), καθώς επίσης και από 

την συσχέτιση των δονήσεων ν(Fe2+-CO) και ν(C-O) (21). Παρόλο λοιπόν, που οι συχνότητες 

των δονήσεων τάσης Fe2+-CO και κάµψης  Fe-C-O δεν έχουν αναφερθεί ακόµα για το 

κυτόχρωµα caa3, χρησιµοποιώντας την αντίστροφη σχέση που υπάρχει ανάµεσα στις 

συχνότητες των ν(Fe2+-CO) και ν(C-O) για τις αιµοπρωτεΐνες µε υποκατάσταση ιστιδίνης 

στην εγγύ θέση, όπως φαίνεται στο Σχήµα 5, εκτιµούµε ότι η συχνότητα της  ν(Fe2+-CO) του 

κυτοχρώµατος caa3 κυµαίνεται κοντά στους 495 cm-1.  

Η διαµόρφωση που σταθεροποιείται στο διπυρηνικό κέντρο µπορεί να παρέχει σηµαντικές 

πληροφορίες για την µακρινή θέση δέσµευσης της αίµης. Για παράδειγµα, η αύξηση ή 

µείωση της απόστασης Fe-CuB είναι δυνατόν να επηρεάσει τις ιδιότητες των ενδιαµέσων 

οξυγόνου που σχηµατίζονται κατά την καταλυτική πορεία, εφόσον έχει αποδειχθεί ότι οι 

συχνότητες και κατά συνέπεια η ισχύς των δεσµών σιδήρου-υποκαταστατών στις 

αιµοπρωτεΐνες εξαρτάται από τις ιδιότητες των αµινοξέων που πλαισιώνουν την θέση 
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δέσµευσης των υποκαταστατών. Σύµφωνα µε το παραπάνω σκεπτικό, έχει προταθεί ότι τα P 

και F φερύλ ενδιάµεσα αντιπροσωπεύουν διαφορές στην διαµόρφωση του διπυρηνικού 

κέντρου λόγω µεταβολής της απόστασης ανάµεσα στον αιµικό σίδηρο και τον CuB (26). 

Επιπλέον στοιχείο για την ύπαρξη διαφορετικών διαµορφώσεων του διπυρηνικού κέντρου 

αποτελεί η ανίχνευση δύο διαφορετικών υδρόξυ ενδιαµέσων της αίµης α3. Μελέτες RR 

αποκάλυψαν ότι το υδρόξυ ενδιάµεσο µε συχνότητα της δόνησης τάσης Fe3+-OH στους 450 

cm-1 προέρχεται από την ύπαρξη ισχυρού δεσµού υδρογόνου του οξυγόνου που έχει ως 

αποτέλεσµα την χαµηλή συχνότητα δόνησης (27-28). Το ενδιάµεσο µε ν(Fe3+-OH) στους 477 

cm-1, αντίθετα, σχηµατίζει ασθενέστερο δεσµό υδρογόνου λόγω µιας περισσότερο ανοικτής 

διαµόρφωσης της κοιλότητας του ενεργού κέντρου (28). Συνεπώς, η συσχέτιση που 

εµφανίζουν οι δονήσεις του CO στις α- και β-διαµορφώσεις µπορούν να αποτελέσουν ένα 

χρήσιµο εργαλείο για την µελέτη τόσο των στερικών παραγόντων στο διπυρηνικό κέντρο, 

που επηρεάζουν το καταλυτικό µηχανισµό των αιµοχαλκοξειδασών, αλλά και της απόστασης 

αιµικού σιδήρου και CuB.  

Η συχνότητα των  2062 cm-1 που καταγράψαµε για το µεταβατικό σύµπλοκο CuB
1+-CO 

(α-διαµόρφωση) είναι όµοια µε αυτή που αναφέρθηκε για το σύµπλοκο αυτό στους 21 Κ, 

γεγονός που δηλώνει ότι σε αντίθεση µε το σύµπλοκο αίµης a3
2+ -CO το µεταβατικό 

σύµπλοκο του χαλκού µε το CO δεν παρουσιάζει εξάρτηση από την θερµοκρασία. Η διαφορά 

που υπάρχει ανάµεσα στην κρυογονική και την θερµοκρασία δωµατίου είναι ότι στην 

τελευταία δεν εµφανίζεται η δόνηση στους 2036 cm-1. Η παρατήρηση αυτή βρίσκεται σε 

συµφωνία µε τα αποτελέσµατα του Alben και των συνεργατών του (8), που έδειξαν ότι η 

διαµόρφωση του συµπλόκου CuB
1+-CO που εµφανίζει την χαµηλότερη συχνότητα δόνησης 

στο σύµπλοκο του κυτοχρώµατος αα3 των θηλαστικών παρουσιάζεται µόνο σε χαµηλές 

θερµοκρασίες. Ο Rost et al. (10) αναφέρει παρόµοιο συµπέρασµα για το κυτόχρωµατο αα3 

του P.denitrificans. Η οµοιότητα ανάµεσα στην συχνότητα των 2062 cm-1 τόσο σε 

θερµοκρασία δωµατίου όσο και σε κρυογονικές θερµοκρασίες αποτελεί ένδειξη ότι η ψύξη 

δεν επηρεάζει τον βαθµό ελευθερίας του δεσµευµένου στον χαλκό CO. Συνεπώς, οι διαφορές 

που παρατηρούνται στις CO δονήσεις της αίµης α3 συναρτήσει της θερµοκρασίας δεν 

οφείλονται σε διαφορετική διαµόρφωση του χαλκού, αλλά σε µεταβολή της διαµόρφωσης 

της αίµης α3. Σύµφωνα µε τον παραπάνω συλλογισµό το σύµπλοκο CuB
1+-CO µε την 

εναλλακτική οξειδάση του βακτηρίου T. thermophilus, το κυτόχρωµα ba3, στο οποίο το 

σύµπλοκο CuB
1+-CO έχει την ίδια συµπεριφορά σε κρυογονικές θερµοκρασίες και σε 

θερµοκρασία δωµατίου (6, 34). 
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∆υναµική των CO-∆ιαµορφώσεων 

 

Η δέσµευση και αποµάκρινση µικρών µορίων-υποκαταστατών από το διπυρηνικό κέντρο 

αίµης-CuB των αιµοχαλκοξειδασών αφορά µία πολύπλοκη διαδικασία που περιλαµβάνει την 

κίνηση του υποκαταστάτη µέσα στην πρωτεΐνη και εκτεταµένες µεταβολές στην ηλεκτρονική 

δοµή της αίµης καθώς και της διαµόρφωσής της. Μελέτες των CO-συµπλόκων της 

κυτοχρωµικής οξειδάσης παρείχαν σηµαντικές πληροφορίες για την ενεργή θέση, και η 

φωτοδιάσπαση και επαναδεσµεύση του υποκαταστάτη αποκάλυψε τις δυναµικές διαδικασίες 

που λαµβάνουν χώρα στο διπυρηνικό κέντρο (5, 29). Ο καθορισµός της µοριακής βάσης για 

την λειτουργία των αιµοχαλκοξειδασών προαπαιτεί την γνώση των αλληλεπιδράσεων 

ανάµεσα στους υποκαταστάτες που δεσµεύονται στο ενεργό κέντρο και στα αµινοξέα που το 

πλαισιώνουν, έτσι ώστε τελικά να οδηγηθούµε στην κατανόηση της κινητικής της δέσµευσης 

των υποκαταστατών και των ιδιοτήτων της καταλυτικής θέσης. Η δέσµευση του CO στις 

αιµοχαλκοξειδάσες και η φωτοδιάσπαση του CO περιγράφονται στο ∆ιάγραµµα 1Α και 1Β, 

αντίστοιχα. 

 

∆ιάγραµµα 1 

 

                                k1                                                k2          
Fe2+ CuB

1+
 + CO              Fe2+, CuB

1+-CO             Fe2+-CO,  CuB
1+  (A) 

                                           k-1                                                                  k-2 
 

                                            hν 
His-Fe2+-CO, CuB

1+→{His-Fe2+}*, CuB
1+-CO→ CO (sol.), CuB, His-Fe2+→ Fe2+-CO, CuB

1+    

(B) 
                 

όπου k1 και k-1 αντιπροσωπεύουν τις σταθερές ταχύτητας της αντιστρεπτής δέσµευσης του 

CO στον CuB και η k2 την πρώτης τάξης διαδικασία της µεταφοράς του CO από τον CuB στον 

αιµικό σίδηρο (5, 29). Το σύµπλοκο CuB
1+-CO σχηµατίζεται πλήρως σε 1 ps µετά την 

φωτόλυση του CO από την αίµη α3, χρόνος που δηλώνει την απουσία παραγόντων που 

αυξάνουν την ενέργεια ενεργοποίησης για την διαδικασία της µεταφοράς του CO από την 

αίµη α3 στον CuB (29). Η κατάσταση που δηλώνεται µε τον αστερίσκο αντιπροσωπεύει µία 

κατάσταση µη-ισορροπίας της αίµης α3, η οποία χαρακτηρίζεται από την µετατόπιση της 

δόνηση τάσης Fe-His σε µεγαλύτερες συχνότητες, και στην περίπτωση του κυτοχρώµατος 

αα3 των θηλαστικών µεταβαίνει στην κατάσταση ισορροπίας της ανηγµένης µορφής σε χρόνο 
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> 10 µs (30-32). Πρόσφατα, δείχθηκε ότι η ασυνήθιστα ταχεία αποδέσµευση του CO από την 

αίµη α3, µε ισχυρή εξάρτηση από την θερµοκρασία, και η ανίχνευση του συµπλόκου CuB
1+-

CO στο κυτόχρωµα ba3 του βακτηρίου T. thermophilus στην κατάσταση ισορροπίας είναι το 

αποτέλεσµα της µικρής συγγένειας που παρουσιάζει η αίµη a3 για το CO (Keq=1x105 M-1) σε 

θερµοκρασία 20 0C (33). Παρά το γεγονός ότι η ανάλογη συγγένεια του κυτοχρώµατος caa3 

για το CO δεν έχει µετρηθεί ακόµα, ωστόσο από την απουσία του συµπλόκου CuB
1+-CO στην 

ισορροπία συµπεραίνουµε ότι η αίµη α3 χαρακτηρίζεται από µικρότερη σταθερά 

αποδέσµευσης του CO και άρα µεγαλύτερη συγγένεια για το CO σε σχέση µε το κυτόχρωµα 

ba3. 

Η σταθερά ταχύτητας της ταχείας φάσης (35%) αποσχηµατισµού της δόνησης 2062 cm-1 

του µεταβατικού συµπλόκου CuB
1+-CO που παρατηρήσαµε είναι όµοια µε την ταχύτητα που 

είχε αναφερθεί προηγούµενα για τον πλήρη αποσχηµατισµό του συµπλόκου (5). Παρά το 

γεγονός της αποµάκρυνσης 35% του CO από το σύµπλοκο του µε τον χαλκό δεν 

παρατηρείται η επαναδέσµευσή του στην αίµη α3. Η ταχεία φάση ακολουθείται από µια φάση 

στην οποία δεν πραγµατοποιείται περαιτέρω αποσχηµατισµός του συµπλόκου CuB
1+-CO και 

τελικά από την αργή φάση στην οποία ολοκληρώνεται η αποδέσµευση του CO (36.3 s-1, 

65%). Η ταχύτητα που παρατηρήθηκε για την επαναδέσµευση του CO στην αίµη α3 (34.1 s-

1), βρίσκεται σε συµφωνία µε προηγούµενη µελέτη (kobs= 40 s-1) (5). 

Πρόσφατα, προτάθηκε ότι στο κυτόχρωµα aa3 των θηλαστικών η ταχεία επαναδέσµευση 

του CO στην αίµη µπορεί να ευνοηθεί από την παρεµπόδιση της κίνησης του υποκαταστάτη 

µακρυά από τον CuB και µειώνοντας τις στερικές επιδράσεις πάνω στην αίµη α3 (14). 

Επιπλέον, η πρόσβαση του υποκαταταστάτη στην αίµη α3, καθώς επίσης η αποδέσµευση του 

από τον χαλκό και η µετανάστευση του προς το εγγύ περιβάλλον απαιτούν µεταβατικές 

κινήσεις της πρωτεΐνης. Προτάθηκε ότι το πρωτεϊνικό περιβάλλον του CuB στο κυτόχρωµα 

αα3 ωθεί το CO, που αποδεσµεύεται θερµικά από τον CuB, να διαχυθεί µακρυά από το 

διπυρηνικό κέντρο. Κατά τον τρόπο αυτό παρεµποδίζει την επαναδέσµευση του CO στην 

αίµη α3 αµέσως µετά την αποδέσµευσή του από τον CuB. Οι τιµές των σταθερών ταχύτητας 

k-1 =2x104 s-1 και k2= 50 s-1 που είχαν αναφερθεί σε προηγούµενη µελέτη (5) για το 

κυτόχρωµα caa3, δείχνουν ότι παρόµοιος µηχανισµός µε αυτόν που παρεµποδίζει την 

απευθείας επαναδέσµευση του υποκαταστάτη στο κυτόχρωµα αα3 των θηλαστικών είναι 

ενεργός και στην περίπτωση του caa3 ενζύµου. Τα δεδοµένα της παρούσας εργασίας 

δηλώνουν ότι το βήµα που καθορίζει την επαναδέσµευση του CO στην αίµη είναι ο 

αποσχηµατισµός του συµπλόκου CuB
1+-CO. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η ταχύτητα 
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αποδέσµευσης του CO από το σύµπλοκο CuB
1+-CO στην πρώτη φάση (35%) είναι µεγάλη 

και άρα το περιβάλλον του CuB παρεµποδίζει την άµεση δέσµευση του υποκαταστάτη στην 

αίµη α3. Ο συνολικός χρόνος ζωής του συµπλόκου CuB
1+-CO είναι αρκετά µεγάλος ώστε να 

επηρεάζει τα flow-flash πειράµατα µε το οξυγόνο. Στα πειράµατα αυτά πραγµατοποιείται 

φωτόλυση του συµπλόκου αίµης-CO για την έναρξη της αντίδρασης µε το οξυγόνο, η 

δέσµευση όµως στον CuB για χρόνο στην κλίµακα των ms παρεµποδίζει την αντίδραση µε το 

οξυγόνο. Βέβαια εφόσον στο κυτόχρωµατος caa3 υπάρχουν δύο πληθυσµοί CuB
1+-CO µε 

διαφορετικό χρόνο ζωής και δεν µπορεί να εκτιµηθεί αν το 35% της ταχείας αποδέσµευσης 

είναι ικανό ποσοστό για την επιτυχία των flow-flash πειραµάτων. 

 

Μοντέλο για την δέσµευση/φωτοδιάσπαση 

 
Στο ∆ιάγραµµα 2 παρουσιάζεται ένα µοντέλο για την κινητική του CO, την αποδιέγερση 

της κοιλότητας της αίµης, και της χηµείας συναρµογής του διπυρηνικού κέντρου αίµης a3-

CuB του κυτοχρώµατος caa3. Το µοντέλο αποτελείται από δύο κλάδους, την θερµική και 

φωτοχηµική πορεία της δυναµικής του υποκαταταστάτη στο ενεργό κέντρο του ενζύµου, 

αντίστοιχα. Το µοντέλο αυτό είναι όµοιο µε αυτό που αναφέρθηκε πρόσφατα για το 

κυτόχρωµα ba3 (34) µε την διαφορά ότι δεν συµπεριλαµβάνεται το σύµπλοκο CuB
1+-CO στην 

ισορροπία, που παρατηρείται µόνο στην περίπτωση του ba3. Η χρονική κλίµακα των αρχικών 

βηµάτων στην φωτοχηµική πορεία του caa3 αναµένεται να είναι η ίδια µε αυτή που 

αναφέρθηκε από τον Woodruff και συνεργάτες του για το κυτόχρωµα aa3 των θηλαστικών 

(5). Συνεπώς στο φωτοχηµικό σκέλος η His-αίµη a3 που βρίσκεται σε µια διεγερµένη 

κατάσταση, αποδιεγείρεται στην διαµόρφωση ισορροπίας και το CO αποδεσµεύεται από τον 

CuB και εξισορροπεί µε τον διαλύτη. Η άµεση επαναδέσµευση του CO στην αίµη δεν 

παρατηρείται µετά την φωτοδιάσπαση του CO, κατά συνέπεια ούτε το στάδιο 5 ούτε το 6 δεν 

αντιστοιχούν σε τέτοιες καταστάσεις. Στα στάδια 5 και 6 το φωτολυµένο CO και η κοιλότητα 

της αίµης περιέχουν περίσσεια ενέργειας λόγω της φωτόλυσης. Η παραγόµενη θερµότητα 

από τα 532 nm φωτόνια εµφανίζεται ως περιστροφική ενέργεια του µη διεγερµένου CO και 

ως περίσσεια ενέργειας στο διπυρηνικό κέντρο. Το CO δεσµεύεται στον CuB χωρίς την 

θέρµανση του ενεργού κέντρου. Η µεγάλη συγγένεια του CuB (K1= k-1/k1=3.9 103 M-1) για το 

CO παρεµποδίζει την άµεση επαναδέσµευση του υποκαταστάτη στην αίµη και αυτή 

πραγµατοποιείται στον θερµικό κλάδο στο στάδιο 3 σε 20.3 ms. 
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∆ιάγραµµα 2. 

Μηχανιστικό µοντέλο για 

την φωτοχηµική και 

θερµική πορεία της 

δυναµικής δέσµευσης/ 

φωτοδιάσπασης του στο 

κυτόχρωµα caa3. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Συµπεράσµατα 

 

Ο προσδιορισµός των διαµορφώσεων του διπυρηνικού κέντρου κατά την δέσµευση του 

CO και κατά την διαδικασία φωτοδιάσπασης/επαναδέσµευσης αποτελεί βασικό στοιχείο στην 

διελεύκανση της δυναµικής του ενεργού κέντρου των αιµοχαλκοξειδασών. Τα πειραµατικά 

δεδοµένα της παρούσας εργασίας παρέχουν την βάση για την ανάλυση των δοµικών 

ιδιοτήτων που ευθύνονται για τις ιδιαίτερες διαµορφώσεις που υιοθετούνται στο ενεργό 
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κέντρο των τελικών οξειδασών. Οι διαµορφώσεις του κυτοχρώµατος caa3 αντιστοιχούν στην 

β-δοµή της αίµης α3 και την α-δοµή του CuB. Οι διαµορφώσεις που είχαν ανιχνευθεί για την 

αίµη α3 στην µελέτη του ενζύµου σε κρυογονικές θερµοκρασίες δεν εµφανίζονται στην 

θερµοκρασία δωµατίου. ∆οµικές αλλαγές που συντελούνται από την µεταβολή θερµοκρασίας 

είναι πιθανό να ευθύνονται για την σηµαντική διαφοροποίηση της ισχύς του δεσµού C-O 

όταν αυτό βρίσκεται δεσµευµένο στην αίµη α3, οχι όµως και στην περίπτωση που βρίσκεται 

δεσµευµένο στον CuB. Προτείνουµε ότι οι διαφορετικές διαµορφώσεις προέρχονται από 

µεταβολές στην απόσταση της αίµης α3 και του CuB και επηρεάζουν τον υποκαταστάτη όταν 

αυτός δεσµεύεται στην αίµη. Από τα δεδοµένα καταλήγουµε στο συµπέρασµα ότι οι 

ιδιότητες του διπυρηνικού κέντρου που προέρχονται από την α-διαµόρφωση της αίµης α3 δεν 

αποτελούν προυπόθεση για την ενζυµική δραστικότητα. Η δηµιουργία και ο αποσχηµατισµός 

του συµπλόκου CuB
1+-CO καθώς επίσης και η επαναδέσµευση του υποκαταστάτη στην αίµη 

για τον σχηµατισµό του συµπλόκου a3
2+-CO περιγράφονται µε το µοντέλο που 

παρουσιάστηκε.  
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Περίληψη 

 

Η φασµατοσκοπία Fourier-tranform υπερύθρου και η time-resolved step-scan time-

resolved FTIR χρησιµοποιήθηκαν για τον χαρακτηρισµό των συµπλόκων των κυτοχρωµάτων 

ba3 και aa3 του βακτηρίου Paracoccus denitrificans µε το µονοξείδιο του άνθρακα. Το 

κυτόχρωµα ba3 εµφανίζει δύο δονήσεις του δεσµευµένου στην αίµη α3 CO, µε την κύρια 

δόνηση να εµφανίζεται  στους 1966 cm-1 (α-διαµόρφωση), οµοίως µε το κυτόχρωµα αα3 

(Pinakoulaki, E. Pfitzner, U. Ludwig, B., and Varotsis C. (2002) J. Biol. Chem., 277, 13563-

13568), και την µικρότερη στους 1971 cm-1 (γ-διαµόρφωση), σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα 

time-resolved FTIR πειραµατικά δεδοµένα δείχνουν τον σχηµατισµό σε θερµοκρασία 

δωµατίου ενός µεταβατικού συµπλόκου CuB
1+-CO σύµφωνα µε την εµφάνιση της δόνησης 

στους 2062 cm-1 (α-διαµόρφωση), µετά την φωτοδιάσπαση του CO από την αίµη α3 στο 

κυτόχρωµα ba3. Μελετήθηκαν επίσης οι µεταβολές που προκαλούνται σε οµάδες της 

πρωτεΐνης κατά την φωτοδιάσπαση των CO-συµπλόκων των κυτοχρωµάτων αα3 και ba3 του 

βακτηρίου P. denitrificans. Οι µεταβολές αυτές πραγµατοποιούνται τόσο στο περιβάλλον 

αµινοξέων, γλουταµινικών ή/και ασπαρτικών, των προπιονικών οµάδων της αίµης α3, αλλά 

και τυροσίνης που προτείνουµε ότι είναι η Tyr 280 του Κ-καναλιού. Στην διαδικασία ελέγχου 

της επαναδέσµευσης του CO στην αίµη α3
2+ ενεργοποιούνται δύο διαφορετικοί µηχανισµοί 

στα δύο κυτοχρώµατα. Στην περίπτωση του κυτοχρώµατος αα3 ο χρόνος ηµιζωής του 

συµπλόκου CuB
1+-CO είναι της τάξης των µs, όµως το πρωτεϊνικό περιβάλλον του CuB 

αποµακρύνει το CO από την ενεργή θέση, ώστε η επαναδέσµευση του στην αίµη α3
2+ να 

πραγµατοποιείται τελικά σε χρόνο ms. Σε αντίθεση στο κυτόχρωµα ba3 ο χρόνος ηµιζωής του 

συµπλόκου CuB
1+-CO, που είναι της τάξης των ms, καθορίζει την επαναδέσµευση του 

υποκαταστάτη στην αίµη α3
2+. 
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Εισαγωγή 

 

Το gram-αρνητικό βακτήριο Paracoccus denitrificans εκφράζει τρεις διαφορετικές 

τελικές οξειδάσες, από τις οποίες οι δύο είναι οι κυτοχρωµικές οξειδάσες αα3 και cbb3 και η 

τρίτη είναι η κινολική οξειδάση ba3 (1). Το κυτόχρωµα ba3 δέχεται τα ηλεκτρόνια απευθείας 

από την ουβικινόνη και για το λόγο αυτό χαρακτηρίζεται ως κινολική οξειδάση. Στο 

κυτόχρωµα ba3 υπάρχουν µόνο τρία οξειδοαναγωγικά κέντρα, που περιλαµβάνουν την 

χαµηλού σπιν αίµη b-τύπου και το διπυρηνικό κέντρο που αποτελείται από την υψηλού σπιν 

αίµη α3 και τον CuΒ, και είναι η θέση που πραγµατοποιείται η αναγωγή του µοριακού 

οξυγόνου σε νερό, ενώ απουσιάζει ο CuA που είναι ο αρχικός δέκτης ηλεκτρονίων από το 

κυτόχρωµα c στην περίπτωση του κυτοχρώµατος αα3 (2,3). Όπως όλα τα µέλη της 

οικογένειας των τελικών οξειδασών, τα κυτοχρώµατα αα3 και ba3 συξεύγνουν την χηµεία 

οξυγόνου µε την άντληση πρωτονίων και την δηµιουργία ηλεκτροχηµικού δυναµικού που 

χρησιµοποιείται για την σύνθεση ΑΤΡ. 

Η κρυστάλλωση των κυτοχρωµικών οξειδασών αα3-τύπου του P. denitrificans (4,5) και 

των θηλαστικών (6-8), bα3-τύπου του Thermus thermophilus (9), και της κινολικής 

οξειδάσης bo3-τύπου από το Escherichia coli (10) πρόσφεραν σηµαντικές γνώσεις για την 

δοµή της οικογένειας των τελικών οξειδασών σε ατοµική λεπτοµέρεια. Με βάση τον 

συνδιασµό των δεδοµένων από τις κρυσταλλοδοµές και µεταλλάξεων συγκεκριµένων 

αµινοξέων προτάθηκαν κανάλια µεταφοράς πρωτονίων για την σύνθεση του νερού αλλά και 

για την άντληση των πρωτονίων. Στην περίπτωση του P. denitrificans χαρακτηρίζονται ως 

Κ- και D-κανάλια και κάποια από τα αµινοξέα «κλειδιά» που περιλαµβάνουν είναι η Lys354, 

Thr351, και Tyr280 για το πρώτο, και Glu278 και Asp124 για το δεύτερο. (Η αρίθµηση των 

αµινοξέων πραγµατοποιείται σύµφωνα µε το P. denitrificans, εκτός στις περιπτώσεις που 

αναφέρεται διαφορετικά).  

Πειραµατικά δεδοµένα για τη συµµετοχή ορισµένων από τα αµινοξέα αυτά, αλλά και 

άλλων οµάδων της πρωτεΐνης στην δέσµευση υποκαταστατών ή στην πραγµατοποίηση 

οξειδοαναγωγικών διαδικασίων συλλέχθηκαν από FTIR µελέτες. Οι πρώτες µελέτες 

πραγµατοποιήθηκαν από τον Alben και τους συνεργάτες του (11,12) πάνω στο σύµπλοκο της 

ανηγµένης κυτοχρωµικής οξειδάσης των θηλαστικών µε το CO. Οι µελέτες αυτές έδειξαν ότι 

κατά την φωτόλυση του δεσµευµένου στην αίµη CO, αυτό σχηµατίζει σύµπλοκο µε το άλλο 

µέταλλο του διπυρηνικού κέντρου, τον CuB. Το σύµπλοκο αυτό είναι σταθερό σε 

κρυογονικές θερµοκρασίες και είναι δυνατή η αναγνώριση οµάδων της πρωτεΐνης που 

ιφίστανται µεταβολές κατά την παραπάνω διαδικασία µέσω της καταγραφής στατικών 
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φασµάτων διαφοράς, πριν την φωτόλυση µείον τα φάσµατα µετά την φωτόλυση, «σκοτάδι-

φως». Σε θερµοκρασία δωµατίου ο χρόνος ηµιζωής του συµπλόκου CuB
1+-CO είναι της 

τάξης των µικροδευτερολέπτων (13). 

Η πρώτη µελέτη στην οποία υποστηρίχθηκε ότι υπάρχει λειτουργική σύνδεση ανάµεσα 

στην δέσµευση υποκαταστατών στα µέταλλα του διπυρηνικού κέντρου και ένα συγκεκριµένο 

αµινοξύ µέλος του D-µονοπατιού, το Glu287, πραγµατοποιήθηκε από την οµάδα του 

Woodruff µέσω της φωτόλυσης του CO συµπλόκου του κυτοχρώµατος bo3 από το E. coli, σε 

κρυογονικές θερµoκρασίες (14). Στην εργασία αυτή καταγράφηκε µετατόπιση ενός σήµατος 

από τους 1724 στους 1731 cm-1 κατά την φωτόλυση, και εφόσον το σήµα αυτό εξαφανίστηκε 

µε την µετάλλαξη του Glu278, αποδώθηκε στο συγκεκριµένο αµινοξύ. Παρόµοια 

αποτελέσµατα αναφέρθηκαν και από την οµάδα του Mäntele για το κυτόχρωµα αα3 του P. 

denitrificans σε χαµηλές θερµοκρασίες (15), και από τους Iwase et al. (16) και Rich et al. 

(17) για το κυτόχρωµα αα3 των θηλαστικών µε στατικά φάσµατα συνεχούς φωτόλυσης. 

Μετατόπιση από υψηλότερες (1745 cm-1) σε χαµηλότερες συχνότητες (1737-1732 cm-1), 

παρατηρήθηκε και σε στατικά FTIR φάσµατα διαφοράς της ανηγµένης µείον την οξειδωµένη 

κατάσταση αιµοχαλκοξειδασών διαφορετικών οργανισµών και αποδώθηκαν στο ίδιο αµινοξύ 

(18-21). Η παρατηρούµενη µετατόπιση ερµηνεύθηκε ότι προέρχεται από την µεταφορά 

πρωτονίου ανάµεσα σε δύο αµινοξέα ή σε επαναδιευθέτηση του αµινοξέος σε περισσότερο 

υδρόφιλο περιβάλλον (15,18). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει πρόσφατη µελέτη της 

φωτοδιάπασης των CO-συµπλόκων των κυτοχρωµάτων αα3 των θηλαστικών και bo3 από το 

E. coli από τον Bailey et al. (22), που έδειξε ότι διαφορετικά σήµατα καταγράφονται σε 

κρυογονικές θερµοκρασίες σε σχέση µε τις φυσιολογικές συνθήκες (θερµοκρασία δωµατίου) 

στην περιοχή που εµφανίζονται οι C=O δονήσεις αµινοξέων. Σηµαντικά είναι επίσης τα 

αποτελέσµατα της φωτοδιάσπασης των CO-συµπλόκων των κυτοχρωµάτων caa3, 

Pinakoulaki et al. (23, κεφάλαιο 6) και ba3, Koutsoupakis et al. (24) του βακτηρίου Thermus 

thermophilus που δείχνουν τον σχηµατισµό του µεταβατικού συµπλόκου CuB
1+-CO µε 

µεγάλο χρόνο ηµιζωής σε σχέση µε τις υπόλοιπες αιµοχαλκοξειδάσες (13,25). Στην µελέτη 

του κυτοχρώµατος ba3 του T. thermophilus για πρώτη φορά παρουσιάστηκαν πειραµατικά 

δεδοµένα για την σύξευξη ανάµεσα στο σχηµατισµό του µεταβατικού συµπλόκου  CuB
1+-CO  

και σε µεταβολές των προπιονικών οµάδων (COOH) της αίµης α3, και συγκεκριµένα 

µετατόπιση του σήµατος των προπιονικών από τους 1706 στους 1694 cm-1 κατά την 

φωτόλυση. Προτάθηκε ότι υπάρχει σύξευξη µεταξύ της δέσµευσης υποκαταστατών στο 

διπυρηνικό κέντρο και του περιβάλλοντος των προπιονικών οµάδων της αίµης α3 που 

ιφίστανται µεταβολή στην ισχύ του δεσµού µε ένα πρωτονίου που αλληλεπιδρά µε ένα µόριο 
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νερού ή µε ένα αµινοξύ, που σύµφωνα µε τα δεδοµένα της κρυσταλοδοµής προσδιορίστηκε 

ως πιθανότερος υποψήφιος το Asp372 (αρίθµηση T. thermophilus). 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήσαµε αρχικά την φασµατοσκοπία FTIR και time-

resolved step-scan FTIR (23,24,26) για τον χαρακτηρισµό της δοµής του διπυρηνικού 

κέντρου του κυτοχρώµατος bα3 του P. denitrificans, µέσω τον διαµορφώσεων που υιοθετεί το 

CO σύµπλοκο του ενζύµου, όταν το CO βρίσκεται δεσµευµένο στην αίµη α3
2+ και τον CuB

1+, 

αντίστοιχα. Στην συνέχεια η φασµατοσκοπία time-resolved step-scan FTIR χρησιµοποιήθηκε 

για την µελέτη των µεταβολών που προκαλούνται σε οµάδες της πρωτεΐνης κατά την 

φωτοδιάσπαση των CO-συµπλόκων των κυτοχρωµάτων αα3 και ba3 του βακτηρίου P. 

denitrificans. Οι µεταβολές αυτές πραγµατοποιούνται τόσο στο περιβάλλον αµινοξέων, 

γλουταµινικών ή/και ασπαρτικών, των προπιονικών οµάδων της αίµης α3, αλλά και τυροσίνης 

που προτείνουµε ότι είναι η Tyr 280 του Κ-καναλιού. Το συµπέρασµα που µπορεί κατά 

συνέπεια να συναχθεί είναι ότι η δέσµευση υποκαταστατών στο διπυρηνικό κέντρο του 

ενζύµου είναι συξευγµένη µε µεταβολές της πρωτεΐνης. Η σύζευξη αυτή µπορεί να 

πραγµατοποιείται είτε µε απευθείας δεσµούς υδρογόνου ανάµεσα στις προπιονικές οµάδες 

της αίµης του διπυρηνικού κέντρου και σειρά αµινοξέων, είται µέσω αλλαγών διαµόρφωσης 

εξαιτίας µεταβολών της ηλεκτροστατικής σταθεράς του περιβάλλοντος των 

προαναφερόµενων οµάδων. Επίσης, προσδιορίστηκαν οι παρατηρούµενες σταθερές 

αποσχηµατισµού του συµπλόκου CuB
1+-CO και επαναδέσµευσης στην αίµη α3

2+ στην 

περίπτωση του κυτοχρώµατος bα3, ενώ για το κυτόχρωµα αα3 υπολογίστηκε η 

παρατηρούµενη σταθερά επαναδέσµευσης του υποκαταστάτη στην αίµη. 

 

 

Πειραµατικές ∆ιαδικασίες 

 
Η αποµόνωση των κυτοχρώµατος ba3 και aa3 από το βακτήριο P. denitrificans 

πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 3 και σύµφωνα µε τις παραποµπές 

(3,27). Το pD των δευτεριοµένων διαλυµάτων µετρήθηκε µε την χρήση pHµετρου και 

υποθέτωντας pD=pH (ένδειξη) + 0.4. Τα δείγµατα του ενζύµου ανάχθηκαν µε dithionite και 

εκτέθηκαν σε 1 atm CO (συγκέντρωση στο διάλυµα 1 mM) υπό αναερόβιες συνθήκες και στη 

συνέχεια τοποθετήθηκαν σε αναερόβια IR κυψελίδα µε παράθυρα CaCl2 και ένα 0.025 mm 

spacer. Το αέριο CO αγοράστηκε από την Messer (Germany) και το ισοτοπικά επισηµασµένο 

αέριο (13CO) από την Isotec. Για την λήψη των φασµάτων FTIR χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα 

συγκέντρωσης 500-600 µΜ φασµατοφωτόµετρο Bruker Equinox 55 FTIR εξοπλισµένο µε 
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mercury cadmium telluride ανιχνευτή, ψυχόµενο µε υγρό άζωτο. Τα φάσµατα 

παρουσιάζονται έχοντας αφαιρέσει το ρυθµιστικό διάλυµα και είναι ο µέσος όρος 1000 

σαρώσεων. Η διακριτικότητα των στατικών FTIR µετρέσεων ήταν 2 cm-1.  

Για τα time-resolved step-scan FTIR πειράµατα, η φωτόλυση των συµπλόκων bα3 και aa3-

CO επιτεύχθηκε µε την χρήση παλµού 532 nm (πλάτους 7-ns και ενέργειας ~10 mJ/παλµό) 

από ένα Continuum Nd-YAG laser µε ρυθµό επανάληψης 3 Hz. Το φασµατοφωτόµετρο FTIR 

βρίσκεται τοποθετηµένο σε τραπέζι Newport που στηρίζεται σε πεπιεσµένο αέρα για την 

αποµόνωση των δονήσεων του περιβάλλοντος. Το τραπέζι είναι απαραίτητο για την 

αποσύξευξη του κινητού καθρέπτη του FTIR από τις δονήσεις του χώρου ώστε να είναι 

παρουσιάζει την µικρότερη κατά το δυνατό αστάθεια κατά την σταθεροποίησή του σε κάθε 

βήµα στην time-resolved step-scan µέτρηση, διότι αυτή η αστάθεια έχει ως αποτέλεσµα την 

αύξηση του θορύβου στα φάσµατα. Η σταθερότητα του καθρέπτη ελέγχεται µέσω του 

συµβολογραφήµατος του laser He-Ne, που παρουσιάζει διακύµανση 0.7-0.9 V όταν ο 

καθρέπτης βρίσκεται σε σταθερή θέση, ενώ το συνολικό πλάτος του του συµβολογραφήµατος 

είναι 5 V.  TTL παλµός (Transistor Transistor Logic) από φηφιακή παλµογεννήτρια 

(Quantum Composers, 9314T) πυροδοτεί µε την σειρά τα flashlamps, το Q-switch, και το 

FTIR φασµατοφωτόµετρο. Η πυροδότηση του FTIR πριν το laser επιτρέπει την καταγραφή 

φασµάτων πριν την φωτόλυση, που χρησιµοποιούνται ως φάσµατα αναφοράς. Οπτικό φίλτρο 

(Optical Coating Laboratory, Santa Rosa, CA) µε όριο τα 2.67 µm χρησιµοποιήθηκε για την 

µείωση του φασµατικού εύρους από από 2.67 ως 8 µm. Τα time-resolved FTIR φάσµατα 

καταγράφησαν µε διακριτικότητα 8 cm-1 και ανά 5 µs για τις µετρήσεις 5µs-4ms ή 50 µs  για 

τις µετρήσεις 50 µs-40ms και 70 µs για 70 µs-56ms  . Ο συνολικός αριθµός φασµάτων ήταν 

800, µε τα 20 να αντιστοιχούν σε φάσµατα πριν και 780 µετά τον παλµό. Σε κάθε σηµείο 

πραγµατοπoιήθηκαν 10 επαναλήψεις, και οι µετρήσεις επαναλήφθηκαν 4-8 φορές για να 

επιτευχθεί βελτίωση του σήµατος/θόρυβο ώστε να είναι δυνατή η ανίχνευση ελάχιστης 

έντασης µεταβολών. Οι µεταβολές της έντασης των δονήσεων καταγράφηκαν µε MCT 

ανιχνευτή (dc-coupled) και µετατράπηκαν από αναλογικό σε δεκαδικό σήµα µε 200- kHz, 16-

bit, ADC µετασχηµατιστή. Ο αλγόριθµος που χρησιµοποιήθηκε για την µετατροπή είναι 

Blackman-Harris three-term µε διακριτικότητα φάσης 32 cm-1 και διόρθρωση φάσης µε τον 

αλγόριθµο Μertz. Τα φάσµατα διαφοράς υπολογίστηκαν ως ∆A= -log(IS/IR). Οι σταθερές 

ταχύτητας για κάθε φάση του αποσχηµατισµού του συµπλόκου CuB
1+-CO και της 

επαναδεύσµευσης του CO στην αίµη α3 υπολογίστηκαν µε προσαρµογή των πειραµατικών 

δεδοµένων σε εκθετική συνάρτηση τριών παραµέτρων. Πριν και µετά το τέλος των 
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µετρήσεων time-resolved step-scan FTIR λήφθησαν τα φάσµατα οπτικής απορρόφησης του 

δείγµατος για να εκτιµηθεί η σταθερότητα του, µε φασµατοφωτόµετρο Perkin-Elmer Lamda 

20 UV-visible. 

 

 

Αποτελέσµατα και Συζήτηση 

 

 Το σχήµα 1 απεικονίζει τo FTIR φάσµα του συµπλόκου του πλήρως ανηγµένου 

κυτοχρχρώµατος ba3 από το βακτήριο P. denitrificans µε το µονοξείδιο του άνθρακα (φάσµα 

a)  και για σύγκριση το αντίστοιχο φάσµα του κυτοχρώµατος aa3 (φάσµα b). Το φάσµα a 

παρουσιάζει δύο κορυφές που αντιστοιχούν σε δόνηση τάσης του δεσµευµένου στην αίµη α3 

CO, στους 1966 και 1971 cm-1. Το CO δεσµεύεται αποκλειστικά στην αίµη α3
2+ σε δύο 

διαφορετικές διαµορφώσεις.  Στο φάσµα του κυτοχρώµατος aa3-CO καταγράφονται τρεις 

δονήσεις στους 1956, 1966 και 1975 cm-1, δηλαδή υπάρχουν τρεις διαµορφώσεις του 

δεσµευµένου στην αίµη α3 CO. 
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Οι διαφορετικές διαµορφώσεις του CO-συµπλόκου της οξειδάσης αποτέλεσαν 

αντικείµενο έρευνας από τον Rousseau και τους συνεργάτες του (28,29), που απέδειξαν ότι 

στην β-διαµόρφωση  οι ν(Fe-CO) και ν(C-O) του συµπλόκου οξειδάσης-CO ανήκουν στην 

ευθεία που καθορίζει η αντίστροφη σχέση των δύο δονήσεων σε πρωτεΐνες µε αξονική 

υποκατάσταση ιστιδίνης. Σε αντίθεση, στην α-διαµόρφωση οι ν(Fe-CO) και ν(C-O) 

αποκλίνουν από την προηγούµενως αναφερόµενη ευθεία. Μελέτη του CO-συµπλόκου του 

κυτοχρώµατος αα3 από το Rhodobacter sphaeroides απέδειξε ότι η αλληλοµετατροπή των α- 

και β-µορφών εξαρτάται από το pH, και αποδώθηκε σε αλλαγές της απόστασης σιδήρου-

χαλκού (30). Σύµφωνα µε την ερµηνεία αυτή, η α-µορφή αντιπροσωπεύει µία περιορισµένη 

κοιλότητα που δεν επιτρέπει στο CO να δεσµευτεί στον αιµικό σίδηρο χωρίς να δέχεται 

ισχυρές πολικές ή στερικές επιδράσεις από το άτοµο του χαλκού, ενώ στη β-µορφή η 

κοιλότητα είναι ανοικτή και ο CuB έχει αποµακρυνθεί από τον δεσµευµένο CO-

υποκαταστάτη. Πρόσφατη µελέτη µας (31) πάνω στο CO σύµπλοκο του κυτοχρώµατος αα3 

του P. denitrificans µε φασµατοσκοπία FTIR και συντονισµού Raman έδειξε την ύπαρξη της 

α- (1966 cm-1) και β-διαµόρφωσης (1956 cm-1), άλλα και επιπλέον µιας τρίτης που 

χαρακτηρίσαµε ως γ-δοµή (1975 cm-1). Στην  διαµόρφωση αυτή ο CuB βρίσκεται ακόµα 

πλησιέστερα προς το δεσµευµένο στην αίµη α3 CO, διαστρεβλώνοντας την οµάδα του Fe-C-

O από την ευννοούµενη συµµετρία της α-µορφής. 

 Σε αναλογία µε τον χαρακτηρισµό των δονήσεων του κυτοχρώµατος αα3 του P. 

denitrificans αποδίδουµε την δόνηση στους 1966 cm-1 του κυτοχρώµατος bα3 στην α-

διαµόρφωση και στους 1971 cm-1 στην γ-διαµόρφωση. Η κύρια δόνηση και στις δύο 

περιπτώσεις (αα3 και bα3) είναι η 1966 cm-1, που αντιστοιχεί στην α-διαµόρφωση και είναι η 

διαµόρφωση που κυριαρχεί έναντι των άλλων σε όλες τις οξειδάσες µε α3-τύπου αίµη στο 

διπυρηνικό κέντρο σε ουδέτερο pH και θερµοκρασία δωµατίου, µε µοναδική εξαίρεση τις 

κυτοχρωµικές οξειδάσες του θερµόφιλου βακτηρίου Thermus thermophilus (23,24). Αξίζει να 

σηµειωθεί ότι στις περίπτωσεις που ανιχνεύθηκε η γ-διαµόρφωση, δηλαδή στο κυτόχρωµα 

αα3 του P. denitrificans και cαα3 του T. thermophilus, αυτή υπήρχε σε µικρό πληθυσµό σε 

σχέση µε τις α- και β-δοµές, όπως φαίνεται στο φάσµα b του σχήµατος 1, και στο cαα3 η 

αναλογία των εντάσεων α:β:γ = 1:7:1. Στην περίπτωση του κυτοχρώµατος ba3 η αναλογία α:γ 

= 2:1, ενώ απουσιάζει εντελώς η β-διαµόρφωση. Κατά συνέπεια, το ενεργό κέντρο του 

κυτοχρώµατος ba3 αποτελεί µία κλειστή κοιλότητα στην οποία ο αιµικός σίδηρος και ο CuB 

βρίσκονται σε ασυνήθιστα κοντινή απόσταση. Η απόσταση αυτή µπορεί να επηρεάσει τις 

ιδιότητες των ενδιαµέσων οξυγόνου της καταλυτικής πορείας του ενζύµου. Ήδη µελέτες της 

αντίδρασης αναγωγής του οξυγόνου από την κυτοχρωµική οξειδάση έδειξαν τον σχηµατισµό 
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δύο διαφορετικής δοµής φερύλ ενδιαµέσων (P και F) που πιθανολογήθηκε ότι είναι 

αποτέλεσµα της διαφορετικής απόστασης ανάµεσα στον αιµικό σίδηρο και το άτοµο του CuB 

(32). Κατά συνέπεια η ιδιαιτερότητα της κλειστής κοιλότητας που φαίνεται να παρουσιάζει το 

κυτόχρωµα ba3 στο CO σύµπλοκό του µπορεί να αποτελέσει βάση για την µελέτη των 

στερικών παραγόντων, που πιθανόν να διαδραµατίζουν κάποιο ρόλο στον µηχανισµό 

κατάλυσης του ενζύµου, και µάλιστα σε αντιδιαστολή µε κυτοχρώµατα όπως το caa3 του 

Thermus thermophilus που παρουσιάζει αντιδιαµετρικά αντίθετη συµπεριφορά µε την 

ανοικτή β-διαµόρφωση να είναι αυτή που κυριαρχεί (23). 

 Ο πίνακας Α του σχήµατος 2 απεικονίζει τα time-resolved step-scan FTIR φάσµατα 

διαφοράς της φωτοδιάσπαση των συµπλόκων α3
2+-CO του κυτοχρώµατος ba3 του P. 

denitrificans σε χρόνο 5-100 µs (φάσµα a) και του κυτοχρώµατος αa3 σε χρόνο 5-50 µs 

(φάσµα b) µε nanosecond παλµό 532 nm. Στο φάσµα a εµφανίζεται µία αρνητική δόνηση 

στους 1966 cm-1 και µία θετική στους 2062 cm-1, ενώ µικρότερης έντασης δονήσεις 

εµφανίζονται και στην περιοχή 1300-1800 cm-1. Η αρνητική δόνηση στους 1966 cm-1 

οφείλεται στην φωτοδιάσπαση του συµπλόκου α3
2+-CO και δεν εµφανίζει τον ώµο στους 

1971 cm-1 λόγω της φασµατικής διακριτικότητας των 8 cm-1 που χρησιµοποιήθηκε για τα 

time-resolved step-scan φάσµατα. Η θετική κορυφή στους 2062 cm-1 αποδίδεται στην δόνηση 

τάσης του CO του µεταβατικού συµπλόκου CuB
1+-CO. Πραγµατοποιείται δηλαδή µεταφορά 

του φωτολυµένου υποκαταστάτη από την αίµη α3 στον CuB, όπως έχει αναφερθεί και στην 

περίπτωση άλλων µελών της οικογένειας των αιµοχαλκοξειδασών (11-17, 22-26). Ανάλογες 

διαµορφώσεις µε τις α- και β-δοµές του συµπλόκου αίµης α3
2+-CO έχουν αναφερθεί και για 

τα µεταβατικά σύµπλοκα του CuB
1+-CO µε την α-διαµόρφωση να κυµαίνεται σε συχνότητες 

2060-2070 cm-1 και την β-διαµόρφωση σε εύρος 2038-2048 cm-1 (15,23). Η συχνότητα της 

δόνησης ν(CO) των 2062 cm-1 του µεταβατικού συµπλόκου CuB
1+-CO στο κυτόχρωµα  ba3 

του P. denitrificans δείχνει ότι η διαµόρφωση που υιοθετεί το σύµπλοκο είναι η α-δοµή.  Στην 

περίπτωση του κυτοχρώµατος αa3 (φάσµα b) στην περιοχή που εµφανίζονται οι ν(CO) όταν ο 

υποκαταστάτης είναι δεσµευµένος στην αίµη a3
2+ ή τον CuB

1+ παρουσιάζει µία µόνο αρνητική 

κορυφή στους 1966 cm-1, που οφείλεται στην φωτοδιάσπαση του συµπλόκου αίµης α3
2+-CO. 

Η απουσία θετικής κορυφής που να µπορεί να αποδωθεί στον σχηµατισµό µεταβατικού 

συµπλόκου CuB
1+-CO δικαιολογείται σύµφωνα µε προγενέστερη µελέτη της φωτοδυναµικής 

του CO-συµπλόκου του κυτοχρώµατος αα3 από την οµάδα του Woodruff, που προσδιόρισε το 

χρόνο ηµιζωής του µεταβατικού συµπλόκου CuB
1+-CO στο 1 µs (25). Εφόσον λοιπόν η 

χρονική διακριτικότητα της παρούσας µελέτης είναι 5 µs είναι αδύνατη η ανίχνευση του 

συµπλόκου CuB
1+-CO. 
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 Σχήµα 2: Τime-resolved step-scan FTIR φάσµατα διαφοράς της φωτοδιάσπασης «φως-

σκοτάδι» των συµπλόκων α3
2+-CO του κυτοχρώµατος ba3 του P. denitrificans σε χρόνο 5-100 

µs (φάσµα a) και του κυτοχρώµατος αa3 σε χρόνο 5-50 µs (φάσµα b) µε nanosecond παλµό532 

nm σε θερµoκρασία 298 Κ. Στον πίνακα Β παρουσιάζεται σε µεγένθυση η περιοχή 1300-1800 

cm-1 των αντίστοιχων φασµάτων. 

 

Στον πίνακα Β του σχήµατος 2 εµφανίζεται σε µεγένθυση η περιοχή 1300-1800 cm-1, 

όπου αναµένεται η εµφάνιση δονήσεων συγκεκριµένων αµινοξέων ή οµάδων αίµης, που 

ιφίστανται µεταβολές κατά την διάρκεια της φωτοδιάσπασης του συµπλόκου α3
2+-CO ή/και 

την δηµιουργία και αποσχηµατισµό του µεταβατικού συµπλόκου CuB
1+-CO. Η περιοχή 1700-

1750 cm-1 εµφανίζει δονήσεις πρωτονιοµένων ασπαρτικών ή γλουταµινικών οξέων. Στην 
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περιοχή αυτή στο φάσµα a του κυτoχρώµατος  ba3 παρουσιάζονται δύο δονήσεις στους 1739 

και 1749 cm-1 που αποδίδονται στην δόνηση τάσης C=O δύο τουλάχιστον αµινοξέων 

ασπαρτικού και/ή γλουταµινικού, των οποίων µεταβάλεται η διαµόρφωση ή το ποσοστό 

πρωτονίωσης τους. Αντίστοιχες αρνητικές δονήσεις δεν είναι τόσο εµφανής, οµοίως µε τα 

αντίστοιχα φάσµατα του κυτοχρώµατος bo3 σε θερµοκρασία δωµατίου όπου στα ζεύγη 1726(-

)/1732(+) cm-1 και 1740(+)/1749(-) cm-1 εµφανής είναι κυρίως οι θετικές δονήσεις (22). Το 

γεγονότος ότι οι µετατοπίσεις είναι µικρότερες από το εύρος της δόνησης του αµινοξεός έχει 

ως συνέπεια στα φάσµατα διαφοράς να παρατηρούνται απλά αρνητικές ή θετικές κορυφές ή 

ζεύγοι θετικών και αρνητικών κορυφών. Στις κορυφές που παρουσιάζονται σε συχνότητες 

1620-1680 cm-1 κυριαρχούν δονήσεις C=O του πολυπεπτιδικού κορµού (amide I), και στην 

περιοχή αυτή εµφανίζεται µόνο µία αρνητική κορυφή στους 1624 cm-1 που αποδίδεται στην 

amide I β-πτυχωτής (21). Στην δόνηση αυτή πιθανόν να συνεισφέρει και η βυνυλική οµάδα 

της αίµης α3. Οι δονήσεις τάσης C-N και κάµψης Ν-Η του κορµού της πολυπεπτιδικής 

αλυσίδας (amide II) παρουσιάζονται στο εύρος 1520-1560 cm-1. Στην περιοχή αυτή το φάσµα 

a εµφανίζει µία θετική κορυφή στους 1548 cm-1 και µία αρνητική στους 1534 cm-1. Οι 

κορυφές αυτές εµφανίζουν συνεισφορά από τις δονήσεις amide II, αλλά και µέρος της 

έντασης τους οφείλεται στην δόνηση τάσης COO- προπιονικής ή προπιονικών οµάδων αίµης, 

σύµφωνα µε τον χαρακτηρισµό των δονήσεων των προπιονικών οµάδων του κυτοχρώµατος 

αα3 του P. denitrificans µέσω επιλεκτικής ισοτοπικής αντικατάστασης των οµάδων αυτών µε 
13C από την Behr et al. (33). Η αρνητική δόνηση στους 1494 cm-1 αποδίδεται στην ν19 (CC) 

του δακτυλίου της αποπρωτονιoµένης µορφής τυροσίνης (21,34).  

Στην περίπτωση του κυτοχρώµατος aa3 του P. denitrificans παρατηρείται (πίνακα Β 

του σχήµατος 2, φάσµα b) παρατηρείται σηµαντικότερη διατάραξη της δοµής του 

πολυπεπτιδικού κορµού σε σχέση µε το ba3, εφόσον οι δονήσεις στους 1644 και 1632 cm-1 

αποδίδονται σε amide I β-πτυχωτής και η 1665 cm-1 που αποτελεί την ισχυρότερης έντασης 

δόνηση στην περιοχή 1300-1800 cm-1 σε amide I α-έλικας, ενώ συνεισφέρει στην ένταση της 

και η φορµυλική οµάδα της αίµης α3. Οµοίως µε το φάσµα a η 1548 cm-1 αποδίδεται σε amide 

II. Πιθανή είναι η συµµετοχή των προπιονικών οµάδων στις µεταβολές που 

πραγµατοποιούνται στην περιοχή του ενεργού κέντρου του ενζύµου µετά την φωτοδιάσπαση 

του συµπλόκου α3
2+-CO, εφόσον η αρνητική δόνηση στους 1678 cm-1 χαρακτηρίζει την 

ν(C=O) της πρωτονιοµένης κατάστασης προπιονικής οµάδας, ενώ το αρνητικό σήµα στους 

1373 cm-1 µπορεί να αποδωθεί στην συµµετρική δόνηση τάσης COO- προπιονικής οµάδας, αν 

και δεν µπορεί να αποκλειστεί και συνεισφορά της ν41 (CαΝ) της αίµης (22,33). Το ζεύγος 

θετικής/αρνητικής κορυφής στους 1711/1696 cm-1, σύµφωνα µε την απόδοση των δονήσεων 
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του κυτοχρώµατος αα3 στα φάσµατα διαφοράς του ανηγµένου µείον του οξειδωµένου 

ενζύµου από τον Μäntele και τους συνεργάτες του, οφείλεται στην δόνηση τάσης C=O ενός ή 

περισσοτέρων πρωτονιοµένων γλουταµικών ή ασπαρτικών (21). Σε µελέτη όµως της 

οξειδοαναγωγής του κυτοχρώµατος  ba3 του T. thermophilus από την ίδια οµάδα, το 

αντίστοιχο ζεύγος δονήσεων  (1706(+)/1692(-) cm-1) αποδώθηκε στις προπιονικές οµάδες της 

αίµης µε την ερµηνεία ότι το ποσοστό πρωτονίωσης τους είναι µεγαλύτερο σε σχέση µε το 

κυτόχρωµα αα3 (20). Η καταγραφή και απόδοση του ζεύγους των προαναφερόµενων 

δονήσεων στις προπιονικές οµάδες της αίµης α3 πραγµατοποιήθηκε και στην µελέτη 

φωτοδιάσπασης του CO-συµπλόκου του κυτοχρώµατος ba3 του T. thermophilus από τον 

Koutsoupakis et al. (24). Στην περίπτωση µας υιοθετούµε την ερµηνεία της οµάδας Μäntele 

(21), δηλαδή αποδίδουµε το ζεύγος 1711/1696 cm-1 σε γλουταµικό ή/και ασπαρτικό, χωρίς 

όµως να αποκλείουµε και πιθανή συνεισφορά των προπιονικών οµάδων. Η αρνητική δόνηση 

στους 1494 cm-1 αποδίδεται στην ν19 (CC) του δακτυλίου της αποπρωτονιoµένης µορφής 

τυροσίνης, όπως και στο φάσµα a. 

 Στην µελέτη της φωτόλυσης του συµπλόκου CO-κυτοχρώµατος bo3 του βακτηρίου E. 

coli τα δύο ζεύγη δονήσεων στους 1726(-)/1732(+) cm-1 και 1740(+)/1749(-) cm-1 

αποδώθηκαν το πρώτο στο Glu 286 (D-κανάλι), σύµφωνα και µε την προγενέστερη µελέτη σε 

κρυογονικές θερµοκρασίες, ενώ για το δεύτερο προτάθηκε ως πιθανός υποψήφιος το Glu 89 

(αρίθµηση του κυτοχρώµατος bo3) που βρίσκεται κοντά στην είσοδο του Κ καναλίου (22). 

Στην περίπτωση του κυτοχρώµατος  ba3 του T. thermophilus το κυρίαρχο στοιχείο είναι η 

µεταβολή των προπιονικών οµάδων της αίµης α3 (24). Στην παρούσα µελέτη των 

κυτοχρωµάτων αα3 και ba3 του βακτηρίου P. denitrificans φαίνεται ότι η φωτοδιάσπαση του 

CO-συµπλόκου των ενζύµων προκαλεί µεταβολές τόσο στο περιβάλλον αµινοξέων, 

γλουταµικών ή/και ασπαρτικών, αλλά και των προπιονικών οµάδων της αίµης α3. Το 

συµπέρασµα που µπορεί κατά συνέπεια να συναχθεί είναι ότι η δέσµευση υποκαταστατών 

στο διπυρηνικό κέντρο του ενζύµου είναι συξευγµένη µε µεταβολές σε οµάδες COOH και -

ΟΗ της πρωτεΐνης. Η σύζευξη αυτή µπορεί να πραγµατοποιείται είτε µε απευθείας δεσµούς 

υδρογόνου ανάµεσα στις προπιονικές οµάδες της αίµης του διπυρηνικού κέντρου και σειρά 

αµινοξέων, είται µέσω αλλαγών διαµόρφωσης εξαιτίας µεταβολών της ηλεκτροστατικής 

σταθεράς του περιβάλλοντος των προαναφερόµενων οµάδων. 

 Μία σηµαντική παρατήρηση στην µελέτη τόσο του κυτοχρώµατος αα3 όσο και ba3 του 

βακτηρίου P. denitrificans είναι το αρνητικό σήµα στους 1494 cm-1 που αποδώθηκε στην ν19 

(CC) του δακτυλίου της αποπρωτονιoµένης µορφής τυροσίνης. Ένας από τους πιθανότερους 

υποψηφίους για το σήµα αυτό θεωρούµε ότι είναι η Tyr 280, που είναι η πλησιέστερη στο 
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διπυρηνικό κέντρο και αποτελεί το τελικό αµινοξύ του Κ-καναλιού (4). Παρουσιάζει υψηλό 

ποσοστό διατήρησης στις αιµοχαλκοξειδάσες και είναι οµοιοπολικά σύνδεµένη µε έναν από 

τους υποκαταστάτες του CuB, την Ηis 276. Ο Yoshikawa και οι συνεργάτες του στην λύση 

της κρυσταλλικής δοµής του µιτοχονδριακού ενζύµου (8), υποστήριξαν ότι η ύπαρξη του 

οµοιοπολικού δεσµού Tyr-His προκαλεί σηµαντική µείωση του pka της υδρόξυ οµάδας της 

τυροσίνης και κατά συνέπεια ένα σηµαντικό ποσοστό της �ΟΗ οµάδας µπορεί να είναι 

αποπρωτονιοµένο σε φυσιολογικό pH. Πρότειναν, λοιπόν, ένα µηχανισµό στον οποίο η 

τυροσίνη 280 αποτελεί δότη πρωτονίου στο περόξυ ενδιάµεσο, και η ακόλουθη µεταφορά 

ηλεκτρονίου από τον CuB µέσω του οµοιοπολικού δεσµού, προκαλεί την σχάση του δεσµού 

Ο-Ο. Μοντέλο του διπυρηνικού κέντρου αίµης/χαλκού που περιλαµβάνει τον οµοιοπολικό 

δεσµό τυροσίνης-ιστιδίνης βρίσκεται σε συµφωνία µε την πρόταση του Yoshikawa, 

παρέχοντας πειραµατικά δεδοµένα για την µείωση του pka της υδρόξυ οµάδας της τυροσίνης 

στο µοντέλο (35). Κατά συνέπεια προτείνουµε ότι το σήµα που καταγράψαµε οφείλεται στην 

αποπρωτονιoµένη µορφή της τυροσίνης 280. Η µεταβολή του σήµατος της Tyr 280 κατά την 

φωτοδιάσπαση του συµπλόκου α3
2+-CO δεν οφείλεται στον σχηµατισµό του συµπλόκου 

CuB
1+-CO, όπως θα µπορούσε να υποτεθεί λόγω του οµοιοπολικού δεσµού Tyr 280-His 276, 

εφόσον τουλάχιστον στην περίπτωση του κυτοχρώµατος αα3 το σύµπλοκο του CO µε τον CuB 

έχει αποσχηµατιστεί ενώ το σήµα της τυροσίνης παραµένει. Προτείνουµε ότι η µεταβολή της 

τυροσίνης αποτελεί µέρος της ευρύτερης σύξευξης οµάδων πρωτεΐνης µε την δέσµευση 

υποκαταστατών στο διπυρηνικό κέντρο, όπως σχολιάστηκε στην προηγούµενη παράγραφο. 

Η φασµατοσκοπία time-resolved step-scan FTIR µας δίνει επίσης την δυνατότητα να 

παρακολουθήσουµε την χρονική εξέλιξη της πορείας της φωτοδιάσπασης του CO-συµπλόκου 

της οξειδάσης. Στο Σχήµα 3 απεικονίζονται τα φάσµατα διαφοράς «φως-σκοτάδι» του 

κυτοχρώµατος ba3 µετά την φωτοδιάσπαση του συµπλόκου α3
2+-CO σε χρόνους από 5 µs ως 

40 ms. Στον πίνακα Α παρουσιάζεται µόνο η περιοχή που εµφανίζεται η δόνηση α3
2+-CO, ενώ 

στον πίνακα Β παρουσιάζονται τόσο η δόνηση α3
2+-CO (1966 cm-1) όσο και η δόνηση CuB

1+-

CO (2062 cm-1) και περιλαµβάνεται µικρότερος αριθµός φασµάτων για µεγαλύτερη 

ευκρίνεια. Οι παρατηρούµενες σταθερές ταχύτητας αποσχηµατισµού του συµπλόκου CuB
1+-

CO και επαναδέσµευσης του υποκαταστάτη στην αίµη α3 είναι όµοιες όπως φαίνεται από τα 

φάσµατα του πίνακα Β. Η µεταβολή της απορρόφησης της δόνησης στους 1966 cm-1 

συναρτήσει του χρόνου παρουσιάζεται αναλυτικά στον πίνακα C, και µε την προσοµοίωση 

των πειραµατικών δεδοµένων προσδιορίστηκε η παρατηρούµενη σταθερά ταχύτητας της 

επαναδέσµευσης του CO στην αίµη α3 kobs= 60 s-1. 
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Σχήµα 3: Τime-resolved step-scan FTIR φάσµατα διαφοράς της φωτοδιάσπασης «φως-

σκοτάδι» του συµπλόκου α3
2+-CO του κυτοχρώµατος ba3 του P. denitrificans µε nanosecond 

παλµό 532 nm στους 298 Κ από 10 µs ως 40 ms (Πίνακας Α). Στον Πίνακα Β παρουσιάζεται 

και η περιοχή εµφάνισης και του συµπλόκου CuB
1+-CO, ενώ περιλαµβάνεται µικρότερος 

αριθµός φασµάτων για µεγαλύτερη ευκρίνεια. Η µεταβολή της απορρόφησης της δόνησης στους 

1966 cm-1 συναρτήσει του χρόνου παρουσιάζεται αναλυτικά στον πίνακα C, και µε την 

προσοµοίωση των πειραµατικών δεδοµένων προσδιορίστηκε η παρατηρούµενη σταθερά 

ταχύτητας της επαναδέσµευσης του CO στην αίµη α3. 
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Σχήµα 4: Τime-resolved step-

scan FTIR φάσµατα διαφοράς της 

φωτοδιάσπασης «φως-σκοτάδι» του 

συµπλόκου α3
2+-CO του κυτοχρώ-

µατος αα3 του P. denitrificans µε 

nanosecond παλµό 532 nm στους 298 

Κ από 70 µs ως 56 ms. Η µεταβολή 

της απορρόφησης της δόνησης στους 

1966 cm-1 συναρτήσει του χρόνου 

παρουσιάζεται αναλυτικά στο ένθετο, 

και µε την προσοµοίωση των 

πειραµατικών δεδοµένων υπολογίστη-

κε η παρατηρούµενη σταθερά 

ταχύτητας της επαναδέσµευσης του CO 

στην αίµη α3. 

 

 

Στο Σχήµα 4 απεικονίζονται τα φάσµατα διαφοράς «φως-σκοτάδι» του κυτοχρώµατος 

αα3 µετά την φωτοδιάσπαση του συµπλόκου α3
2+-CO σε χρόνους από 5 µs ως 56 ms. Η 

µεταβολή της απορρόφησης της δόνησης στους 1966 cm-1 συναρτήσει του χρόνου 

παρουσιάζεται αναλυτικά στο ένθετο του σχήµατος, και µε την προσοµοίωση των 

πειραµατικών δεδοµένων προσδιορίστηκε η παρατηρούµενη σταθερά ταχύτητας της 

επαναδέσµευσης του CO στην αίµη α3 kobs= 50 s-1, τιµή η οποία βρίσκεται σε συµφωνία µε 

προηγούµενη µελέτη (25), αλλά και είναι όµοια µε την αντίστοιχη τιµή που υπολογίστηκε για 

το κυτόχρωµα ba3.  

Παρά το γεγονός ότι οι τιµές των παρατηρούµενων σταθερών επαναδέσµευσης του 

CO στην αίµη α3 µετά την φωτοδιάσπαση του αρχικού συµπλόκου CO-ενζύµου 

παρουσιάζουν πολύ κοντινές τιµές στην περίπτωση των κυτοχρωµάτων ba3 και αα3 του 

βακτηρίου P. denitrificans, η κινητική συµπεριφορά του µεταβατικού συµπλόκου CuB
1+-CO 

παρουσιάζει σηµαντική διαφορά. Στην περίπτωση του κυτοχρώµατος αα3 το σύµπλοκο αυτό 

έχει αποσχηµατιστεί σε 5 µs, που αποτελεί την χρονική διακριτικότητα των µετρήσεων της 

εργασίας αυτής, ενώ στα φάσµατα του κυτοχρώµατος ba3 η ένταση του συµπλόκου 

εµφανίζεται ως τα 40 ms. Το κυτόχρωµα αα3 παρουσιάζει συµπεριφορά όµοια µε το 
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κυτόχρωµα αα3 των θηλαστικών, που ο χρόνος ηµιζωής του συµπλόκου CuB
1+-CO είναι 1.5 

µs (13), και η αίµη α3 που βρίσκεται σε διεγερµένη κατάσταση µε αυξηµένη ισχύ του δεσµού 

Fe-His επανέρχεται σε ισορροπία σε χρονική κλίµακα επίσης µs (36). ΄Οµως η διαδικασία της 

επαναδέσµευσης του CO στην αίµη α3 πραγµατοποιείται σε χρόνους πολύ µεγαλύτερους, της 

τάξης των ms (25). Η άµεση επαναδέσµευση του CO στην αίµη είναι της τάξης των ns, 

συνεπώς κάποιος άλλος παράγοντας είναι αυτός που ελέγχει την παραπάνω διαδικασία. Για 

την ερµηνεία του φαινοµένου προτάθηκε αρχικά από την οµάδα του Woodruff (25) ένα 

µοντέλο που περιελάµβανε την δέσµευση ενός ενδογενούς υποκαταστάτη στην έκτη θέση 

δέσµευσης της αίµη α3, οπότε και η επαναδέσµευση του CO πραγµατοποιούνταν µετά την 

αποµάκρυνση αυτού του ενδογενούς υποκαταστάτη. Μεταγενέστερα time-resolved ps 

πειράµατα συντονισµού Raman απέδειξαν ότι η αίµη α3
2+ είναι υψηλού σπιν και αριθµού 

συναρµογής πέντε µετά την φωτοδιάσπαση του συµπλόκου α3
2+-CO, και κατά συνέπεια δεν 

δεσµεύεται σε αυτήν κάποιος ενδογενής υποκαταστάτης (37). Σε πρόσφατη συγκριτική 

µελέτη των κυτοχρωµάτων αα3 των θηλαστικών και cbb3 του βακτηρίου Pseudomοnas 

stutzeri, προτάθηκε ότι ο µηχανισµός ελέγχου της επαναδέσµευσης του CO στην αίµη α3 στην 

περίπτωση του πρώτου ενζύµου καθορίζεται από το πρωτεϊνικό περιβάλλον του CuB, το οποίο 

κατευθύνει τον υποκαταστάτη µακρυά από το διπυρηνικό κέντρο αµέσως µετά την 

αποδέσµευση του από το άτοµο του χαλκού. Σε αντίθεση, στο κυτόχρωµα cbb3 η διαδικασία 

που ελέγχει την επαναδέσµευση του CO στην αίµη b3
2+ είναι ο αποσχηµατισµός του 

συµπλόκου CuB
1+-CO (26). Ο τελευταίος µηχανισµός είναι αυτός που ισχύει στην περίπτωση 

του κυτοχρώµατος ba3 βακτηρίου P. denitrificans, αλλά και των κυτοχρωµάτων caa3 και ba3 

του T. thermophilus συµφωνα µε προηγούµενες εργασίες (23,24). Κατά συνέπεια, ιφίστανται 

δύο διαφορετικοί µηχανισµοί ελέγχου της κινητικής συµπεριφοράς του ενεργού κέντρου στην 

δέσµευση του CO σε διαφορετικές οξειδάσες, παρά την δοµική οµοιότητα του διπυρηνικού 

κέντρου στην οικογένεια αυτών των ενζύµων. Ωστόσο, και στους δύο αυτούς µηχανισµούς 

κοινό στοιχείο αποτελεί η αργή επαναδέσµευση του υποκαταστάτη στην αίµη της ενεργού 

θέσης (σε χρόνο ms, ενώ η άµεση επαναδέσµευση πραγµατοποιείται όπως προαναφέρθηκε σε 

χρονική κλίµακα ns) είτε µέσω του µεγάλου χρόνου ζωής του συµπλόκου CuB
1+-CO, είτε 

µέσω της αποµάκρυνσης του υποκαταστάτη από το ενεργό κέντρο. Αυτή η ιδιότητα της 

οικογένειας των τελικών οξειδασών αναµένεται να διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στον 

µηχανισµό της καταλυτικής αναγωγής του µοριακού οξυγόνου. 
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Περίληψη 

 

Το φάσµα συντονισµού Raman της οξειδωµένης µορφής της αναγωγάσης του 

µονοξειδίου του αζώτου (NOR) από το βακτήριο Paracoccus denitrificans παρουσιάζει δύο 

ξεχωριστές δονήσεις  νas(Fe-O-Fe) του κέντρου αιµικού/µη-αιµικού σιδήρου στους 815 και 

833 cm-1. Ο διαχωρισµός της δόνησης Fe-O-Fe δηλώνει την ύπαρξη δύο διαφορετικών 

διαµορφώσεων (ανοικτή και κλειστή) στο καταλυτικό κέντρο του ενζύµου. Πειράµατα 

ανταλλαγής µε δευτέριο παρέχουν στοιχεία από που µας επιτρέπουν να συµπεράνουµε ότι 

στην κύρια διαµόρφωση (833 cm-1, κλειστή) η Fe-O-Fe οµάδα διατηρεί δεσµό υδρογόνου µε 

γειτονικά αµινοξέα. Προτείνουµε ότι στην κλειστή διαµόρφωση, τα δεσµευµένα στον µη-

αιµικό σίδηρο αµινοξικά κατάλοιπα εξασκούν ισχυρές στερικές ή πολικές αλληλεπιδράσεις 

στο οξυγόνο της γέφυρας, µε αποτέλεσµα την συµπίεση ή παραµόρφωση της Fe-O-Fe 

οµάδας. Αντίθετα, η ανοικτή (815 cm-1) διαµόρφωση επιτρέπει µόνο ασθενείς 

αλληλεπιδράσεις µε τα γειτονικά αµινοξέα. Οι παραπάνω διαφορές  που εµφανίζονται στα 

φάσµατα Raman µας οδηγούν στο συµπέρασµα ότι η αίµη έχει εύκολη πρόσβαση σε 

πρωτόνια και επίσης τα ευκίνητα αµινοξέα του αιµικού σιδήρου αλληλεπιδρούν µε αυτήν.  

Τα δεδοµένα αυτά δηλώνουν την πιθανότητα της άµεσης εµπλοκής των υποκαταστατών του 

µη-αιµικού σιδήρου στην πρωτονίωση του ΝΟ κατά την καταλυτική αναγωγή του. Τα 

φάσµατα συντονισµού Raman στην περιοχή υψηλών συχνοτήτων προσφέρουν πληροφορίες 

για την κατάσταση σπιν και την συναρµογή υποκαταστατών µέσω συγκεκριµένων δονήσεων 

του πορφυρινικού δακτυλίου, και ιδιαίτερα για την φυσική και δεόξυ µορφή της αίµη b3, 

πληροφορίες για το εγγύ (proximal) και µακρινό (distal) περιβάλλον της. Η φασµατοσκοπία 

συντονισµού Raman και FTIR χρησιµοποιήθηκαν για τον χαρακτηρισµό του συµπλόκου της 

ανηγµένης NOR µε το µονοξειδίου του άνθρακα. Με βάση τα δεδοµένα της παρούσας 

µελέτης περιγράφονται µε µεγαλύτερη βεβαιότητα οι δοµές της οξειδωµένης και ανηγµένης 

µορφής του ενζύµου, καθώς επίσης και το σύµπλοκο της ανηγµένης NOR µε το µονοξειδίου 

του άνθρακα. 
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Εισαγωγή 

 

Η βακτηριακή αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου σχηµατίζει τον δεσµό Ν-Ν 

κατά την διαδικασία της απονιτροποίησης (1-7). Είναι ένα bc µεµβρανικό σύµπλοκο που 

αποτελείται από δύο υποµονάδες, NorC και NorB, και καταλύει την αναγωγή του NO σε 

N2O. Το σύµπλοκο περιέχει τέσσερα γνωστά οξειδοαναγωγικά κέντρα: τρεις αίµες και ένα 

άτοµο µη-αιµικού σιδήρου. Η αίµη c (αριθµού συναρµογής έξι, χαµηλού σπιν) είναι 

προσδεµένη στην υποµονάδα NorC και αποτελεί το σηµείο εισόδου των ηλεκτρονίων για το 

ένζυµο. Η υποµονάδα NorB περιέχει µια χαµηλού σπιν αίµη b αριθµού συναρµογής έξι και 

µία αίµη b3 υψηλού σπιν µε αριθµό συναρµογής πέντε, η οποία σχηµατίζει µε το άτοµο του 

µη-αιµικού σιδήρου την διπυρηνική περιοχή αναγωγής του ΝΟ. Η αµινοξική ακολουθία της 

NorB περιέχει και τις έξι ιστιδίνες που είναι υποκαταστάτες των αιµών a και a3 καθώς και 

του ατόµου CuB στην κυτοχρωµική οξειδάση (CcO). 

Τα φάσµατα συντονισµού Raman της οξειδωµένης, ανηγµένης όπως επίσης και του 

συµπλόκου του πλήρως ανηγµένου ενζύµου µε το CO έχουν αναφερθεί και παρείχαν 

ιδιαίτερα απρόσµενα αποτελέσµατα. Τα φάσµατα συντονισµού Raman (RR) της οξειδωµένης 

NOR έχουν αποκαλύψει την παρουσία της υψηλού σπιν αριθµού συναρµογής πέντε αίµης b3, 

που δεν είναι συναρµοσµένη στην πρωτεΐνη µε την εγγύ ιστιδίνη στην οξειδωµένη µορφή 

του ενζύµου. (6) Τα RR (6) και FTIR  (5) φάσµατα του ανηγµένου ενζύµου στο σύµπλοκο µε 

το CO έχουν δείξει τις συχνότητες των δονήσεων τάσης Fe-CO στα 478 cm-1, κάµψης Fe-C-

O στους 570 cm-1 και τάσης C-O στους 1970 cm-1, αποτελέσµατα που δηλώνουν ότι η αίµη 

b3 είναι συναρµοσµένη µε την πρωτεΐνη µέσω της εγγύς ιστιδίνης. Σε µια πρόσφατη αναφορά 

των φασµάτων Raman της οξειδωµένης µορφής του NOR, αναγνωρίστηκε µία δόνηση στους 

811 cm-1, που παρουσίαζε ευαισθησία στην ισοτοπική αντικατάσταση του οξυγόνου, και 

αποδώθηκε στην ασύµµετρη δόνηση τάσης νas(Fe-O-Fe) του αιµικού/µη-αιµικού δισιδηρικού 

κέντρου (7).  

Η σύγκριση των ιδιοτήτων του οξειδωµένου µε το δεόξυ ένζυµο (αριθµού 

συναρµογής πέντε, που δηµιουργείται µέσω αντιδράσεων) καθώς επίσης και µε το CO 

σύµπλοκο, συνδέεται µε τις δοµικές αλλαγές που πραγµατοποιούνται κατά την δέσµευση και 

αποδεύσµευση υποκαταστατών από την πρωτεΐνη. Αυτές οι αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στην 

αίµη και την πρωτεΐνη καθορίζουν τις βιολογικές ιδιότητες τις αιµοπρωτεΐνης. Επιπλέον, η 

διελέυκανση του µηχανισµού πρωτονίωσης του ΝΟ, προϋποθέτει τον καθορισµό περιοχών 

του ενζύµου που διαθέτουν ανταλλάξιµα πρωτόνια. Η πιθανή ύπαρξη τέτοιων περιοχών 
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κοντά στον αιµικό ή µη-αιµικό σίδηρο µπορεί να οδηγήσει σε αλλαγές των φασµάτων 

συντονισµού Raman µε την πραγµατοποίηση πειραµάτων ανταλλαγής πρωτονιωµένων µε 

δευτεριοµένα ρυθµιστικά διαλύµατα, εφόσον οι δονητικές συχνότητες παρουσιάζουν 

ευαισθησία στην ανηγµένη µάζα. 

Σε µια προσπάθεια να συγκεντρώσουµε πληροφορίες σχετικές µε τις παραπάνω 

παρατηρήσεις, χρησιµοποιήσαµε 413.1 nm RR διέγερση για να µελετήσουµε τα RR φάσµατα 

της µορφής της NOR, όπως αυτό αποµονώνεται, µέσω της ανταλλαγής µε D2
16O και H2

18O 

και να τα συγκρίνουµε µε τα φάσµατα του ανηγµένου ενζύµου. Με βάση τα αποτελέσµατά 

µας, προτείνουµε ένα πιθανό µηχανισµό για την µετάβαση από την οξειδωµένη στην 

ανηγµένη κατάσταση, καθώς επίσης και την δυνατότητα των υποκαταστατών του µη-αιµικού 

σιδήρου να δρουν ως δότες πρωτονίων στην αναγωγή του ΝΟ σε Ν2Ο. 

 

Πειραµατική διαδικασία 

 

Η αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου αποµονώθηκε σύµφωνα µε το 

πρωτόκολλο του κεφαλαίου 3. Για τις ισοτοπικές µελέτες υδρογόνου/δευτερίου και H2O/ 

H2
18O, διαλύµατα του οξειδωµένου ενζύµου ανταλλάχθηκαν τρεις φορές µε 99.9% D2

16O 

(Aldrich Chemical Co. Inc.) και 97%  H2
18O (Icon). Το σύµπλοκο της πλήρως ανηγµένης 

NOR µε το CO προετοιµάστηκε µε την αναερόβια έκθεση του ανηγµένου µε dithionite 

ενζύµου σε αέριο CO. Τα πειράµατα Raman πραγµατοποιήθηκαν µε µήκος κύµατος 

διέγερσης 413.1 nm από CW Kr ion Laser (Coherent).  Περίπου 40µl ενζύµου συγκέντρωσης 

50µΜ σε 20mM Tris, pH 7.4 τοποθετήθηκαν σε περιστρεφόµενη κυψελίδα quartz Raman 

(4000-6000 rpm) για να ελαχιστοποιηθεί η θέρµανση του δείγµατος. Οι κυψελίδες είναι 

σχεδιασµένες για αναερόβιες µετρήσεις και µπορούν να χρησιµοποιηθούν τόσο για την 

καταγραφή Raman φασµάτων όσο και απορρόφησης ορατού. Τα Raman φάσµατα 

ελήφθησαν µε τριπλό πολυχρωµάτορα SPEX 1877 µε ανιχνευτή EG&G (model 1530-CUV-

1024S) CCD. Οι µετατοπίσεις συχνοτήτων διαβαθµίστηκαν µε βάση το τουλουόλιο. Η 

ακρίβεια των µετρήσεων Raman είναι ±2 cm-1 για τις απόλυτες µετρήσεις και ±1 cm-1 για τις 

συσχετιζόµενες µετατοπίσεις. Η προσπίπτουσα στο δείγµα ενέργεια του laser κύµανθηκε σε 

5-10 mW και ο συνολικός χρόνος καταγραφής για κάθε φάσµα 20-30 min. Τα FTIR 

φάσµατα ελήφησαν από δείγµατα συγκέντρωσης 200-300 µM µε φασµατοφωτόµετρο FTIR 

Bruker Equinox 55 εξοπλισµένο µε ανιχνευτή MCT που ψύχεται µε υγρό άζωτο. Τα 

δείγµατα τοποθετήθηκαν αναερόβια σε κυψελίδα µε παράθυρα CaF2 και 0.025 mm πάχος 
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δείγµατος. Τα φάσµατα είναι µέσος όρος 1000 σαρώσεων και ως background 

χρησιµοποιήθηκε το ρυθµιστικό διάλυµα. Η διακριτικότητα για τις FTIR µετρήσεις είναι 2 

cm-1. 

 

Αποτελέσµατα και Συζήτηση 

 

 Τα φάσµατα συντονισµού Raman αιµοπρωτεϊνών στην περιοχή των υψηλών 

συχνοτήτων περιέχουν δονήσεις που έχουν αποδωθεί στον πορφυρινικό δακτύλιο και 

χαρακτηρίζουν καταστάσεις του δακτυλίου, όπως η οξειδωτική του κατάσταση (ν4), ο 

αριθµός υποκατάστασης και το σπιν του (ν3, ν2, ν10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα  1. RR φάσµατα της 

οξειδωµένης  (φάσµα Α) και 

ανηγµένης (φάσµα Β) NOR στην 

περιοχή υψηλών συχνοτήτων µε 

διέγερση 413.1 nm. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 1:  Συχνότητες δονήσεων (cm-1) συντονισµού Raman στην ΝΟR 

     Οξειδωµένο     Ανηγµένο                          

u 

∆ονήσεις   5C/HS  6C/LS    5C/HS  6C/LS        

u 

νννν2   1578  1584    1560         1584/1591 

νννν3   1492  1505    1472  1494 

νννν4   1373  1373    1362  1362 

νννν10   1630  1639    1606   

νννν11           1550 

νννν37     1597 

ννννC=C        1624  1624 

 

Το σχήµα 1 απεικονίζει την περιοχή υψηλών συχνοτήτων του RR φάσµατος της 

οξειδωµένης (φάσµα Α) και της πλήρως ανηγµένης (φάσµα Β) µορφής της NOR 

χρησιµοποιώντας ως µήκος κύµατος διέγερσης τα 413.1 nm, το οποίο βρίσκεται σε 

συντονισµό µε όλες οι αίµες. Τα αποτελέσµατα και η απόδοση των δονήσεων συνοψίζονται 

στον Πίνακα 1. Οι δονήσεις του οξειδωµένου ενζύµου (φάσµα A) στους 1373 (ν4) 1492 (ν3), 

1578 (ν2) και 1630 (ν10) cm-1 δηλώνουν την παρουσία της υψηλού σπιν αίµης b3, αριθµού 

συναρµογής πέντε, όπως έχει αναφερθεί από τους Moënne-Loccoz και de Vries (6). Συνεπώς 

η αίµη b3 είναι δεσµευµένη µε ένα µόνο αξονικό υποκαταστάτη, είτε στην εγγύ ή την 

µακρινή θέση. Επίσης παρούσες στο φάσµα είναι δονήσεις στους 1505 (ν3), 1584 (ν2) και 

1639 (ν10) cm-1, που είναι ενδεικτικές των χαµηλού σπιν και αριθµού συναρµογής έξι αιµών 

c και b. Η δόνηση στους 1597 cm-1 προέρχεται από την ν37 των χαµηλού σπιν c και b. Η ν4 

δόνηση παρουσιάζεται στην ίδια συχνότητα για τις τρεις οξειδωµένες αίµες παρόλο που 

υπάρχουν σηµαντικές διαφορές στα οξειδοαναγωγικά δυναµικά και τους υποκαταστάτες του 

πορφυρινικού δακτυλίου για την κάθε µία από αυτές. Το γεγονός αυτό είναι ασυνήθιστο 

εφόσον η ν4 παρουσιάζει εξάρτηση από την ισχύ των δεσµών επαναφοράς µεταξύ 

µετάλλου→πορφυρίνης (dπ→ eg(π)). Στο φάσµα του ανηγµένου ενζύµου (φάσµα Β) η ν4 

εµφανίζεται στους 1362 cm-1 πιστοποιώντας ότι όλες οι αίµες βρίσκονται στην ανηγµένη 

µορφή. Η ν3 στους 1472 cm-1, η ν2 στους 1560 cm-1, και η ν10 στους 1606 cm-1 δηλώνουν την 

παρουσία της ανηγµένης, αριθµού συναρµογής πέντε, υψηλού σπιν αίµης b3. Ενδεικτική των 

χαµηλού σπιν αιµών c και b είναι η  ν3 στους 1494 cm-1. Οι δονήσεις στους 1584 και 1591 

cm-1 αποδίδονται στην ν2 των χαµηλού σπιν b και c, αντίστοιχα. Η ν10 των χαµηλού σπιν 
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αιµών αναµένεται στους 1620 cm-1, αλλά η ανίχνευσή της παρεµποδίζεται λόγω 

αλληλεπικάλυψης µε την δόνηση τάσης των βυνιλίων του πορφυρινικού δακτυλίου. Οι 

συχνότητες που παρουσιάζονται όλες οι δονήσεις βρίσκονται σε συµφωνία µε προηγούµενες 

µελέτες RR ενζύµων που περιέχουν b και c αίµες, καθώς επίσης και µε τα µοντέλα Fe-

πρωτοπορφυρινών (8-12). 

  Το σχήµα 2 παρουσιάζει την περιοχή χαµηλών συχνοτήτων του RR φάσµατος από 

τους 150 εως τους 900 cm-1 της οξειδωµένης µορφής της NOR σε H2
16O (φάσµα A), H2

18O 

(φάσµα B), D2
16O (φάσµα C) καθώς και του πλήρως ανηγµένου ενζύµου (φάσµα D) µε 413.1 

nm διέγερση. Οι γραµµές Raman στην περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων περιλαµβάνουν 

δονήσεις  του  πορφυρινικού δακτυλίου και  των  περιφερειακών υποκαταστατών του, καθώς  

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 2. RR φάσµατα στην 

περιοχή χαµηλών συχνοτήτων 

µε διέγερση 413.1 nm της 

οξειδωµένης NOR σε H2
16O 

(φάσµα A), σε H2
18O (φάσµα 

B), και σε D2
16O (φάσµα C). 

Το φάσµα του πλήρως 

ανηγµένου ενζύµου (φάσµα C) 

καταγράγηκε µετά την 

πρόσθεση dithionite στο 

οξειδωµένο ένζυµο.  
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επίσης και τις κινήσεις Fe-υποκαταστάτη που είναι κάθετες στο επίπεδο της αίµης και του µη 

αιµικού σιδήρου. Με την χρησιµοποίηση διέγερσης στην περιοχή της Soret µετάβασης, τα 

RR φάσµατα αίµης τύπου b που διαθέτουν αριθµό συναρµογής πέντε στην Fe(II) κατάσταση, 

και αξονικό υποκαταστάτη ιστιδίνη, εµφανίζουν την δόνηση τάσης σιδήρου-ιστιδίνης στους 

200-250 cm-1. Η δόνηση που εµφανίζεται στους 211 cm-1 στο φάσµα Α, δεν έχει αναφερθεί 

σε φάσµατα αιµών χαµηλού σπιν b και c στην Fe(III) κατάσταση, και δεν αποτελεί αξονική 

δόνηση της υψηλού σπιν και αριθµού συναρµογής πέντε αίµης b3 που σχηµατίζει το 

σύµπλοκο της όξο-γέφυρας αιµικού/µη-αιµικού σιδήρου. Επιπλέον, δεν παρουσιάζει 

ευαισθησία στην ισοτοπική αντικατάσταση µε H2
18O (φάσµα B) και D2

16O (φάσµα C), και 

δεν εµφανίζεται στο φάσµα του πλήρως ανηγµένου ενζύµου (φάσµα D). Το γεγονός αυτό 

αποτελεί ένδειξη ότι η γραµµή στους 211 cm-1 είναι υποψήφια RR δόνηση του µη-αιµικού 

σιδήρου/ιστιδίνης. Έχει αποδειχθεί ότι πρωτεΐνες και µοντέλα που περιέχουν όξο-γέφυρες 

δισιδηρικών κέντρων, παρουσιάζουν ταινίες απορρόφησης στην περιοχή 320-420 nm. Οι 

µεταβάσεις αυτές έχουν αποδωθεί σε oξo→Fe3+ ταινίες µεταφοράς φορτίου (CT) (13,14). 

Συνεπώς, µε την χρησιµοποίηση διέγερσης στα 413. 1 nm βρισκόµαστε σε συντονισµό µε 

την CT ταινία και µας δίνεται η δυνατότητα παρατήρησης δονήσεων του συστήµατος µη-

αιµικού Fe(III). Η ανάλυση της ενίσχυσης της ν(Fe-O-Fe) συναρτήσει του µήκους κύµατος 

διέγερσης µπορεί να προσφέρει πληροφορίες για την αναγνώριση της συνεισφοράς των 

όξο→µετάλλου CT ταινιών. Η συχνότητα της δόνησης στους 207 cm-1 (φάσµα D) είναι 

όµοια µε τις ν(Fe+2-His) που εµφανίζονται σε άλλα συστήµατα υψηλού σπιν και αριθµού 

συναρµογής, Fe(II) αίµης b (11,12,15). Η περοχή 250-750 cm-1 του RR φάσµατος της NOR 

παρουσιάζει µεγάλο αριθµό δονήσεων, οι περισσότερες από τις οποίες οφείλονται στον 

πορφυρινικό δακτύλιο και τους περιφερειακούς υποκαταστάτες των χαµηλού σπιν αιµών b 

και c. Στην περιοχή 740-890 cm-1 καταγράφονται αλλαγές έντασης και µετατοπίσεις 

συχνοτήτων κατά την ανταλλαγή µε H2
18O και D2

16O, περιοχή η οποία παρουσιάζεται σε 

µεγένθυση στο σχήµα 3. 

Στο σχήµα 3, η δόνηση στους 833 cm-1 (φάσµα A) εµφανίζει µειωµένη ένταση στο φάσµα 

του H2
18O (φάσµα B), και η δόνηση στους 813 cm-1 (φάσµα A) έχει εξαφανιστεί στο φάσµα 

του H2
18O (φάσµα B). Η αφαίρεση του φάσµατος του H2

18O (φάσµα Β) από αυτό του  H2
16O 

δίνει το φάσµα διαφοράς Α-Β, που απεικονίζεται στο ένθετο του σχήµατος 3. Το φάσµα 

διαφοράς παρουσιάζει δύο δονήσεις που παρουσιάζουν ευαισθησία στην ισοτοπική 

αντικατάσταση του οξυγόνου, µε τα ζεύγη κορυφών να εµφανίζονται στους 815/776 cm-1 και  

833/796  cm-1 για  H2
16O/H2

18O. Το γεγονός αυτό δηλώνει ότι η ευρεία αρνητική δόνηση  
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Σχήµα 3. Οµοίως µε το 

σχήµα 2, αλλά στην 

περιοχή συχνοτήτων 740-

890 cm-1. Τα φάσµατα στο 

ένθετο αντιπροσωπεύουν 

τα φάσµατα διαφοράς 

H2
16O-H2

18O (A-B) και 

D2O- H2
18O (C-B). 

 

 

 

 

στους 778 cm-1  που  είχε αρχικά αναφερθεί  για  το φάσµα σε  H2
18O,  δεν είναι αποτέλεσµα 

µίας µόνο δόνησης αλλά δύο κορυφών που αλληλεπικαλύπτονται. Για να καθορίσουµε κατά 

πόσο υπάρχουν στοιχεία για την ύπαρξη δεσµών υδρογόνου στο οξυγόνο που παρουσιάζει 

ευαισθησία στην ισοτοπική αντικατάσταση, καταγράψαµε το RR φάσµα σε ρυθµιστικό 

διάλυµα εµπλουτισµένο σε D2
16O (φάσµα C). Η σύγκριση του φάσµατος C µε το Α δείχνει 

ότι η δόνηση στους 833 cm-1  έχει µετατοπιστεί στους 836 cm-1 στο D2
16O. Επιπλέον 

στοιχείο που πιστοποιεί την µετατόπιση της δόνησης στους 836 cm-1, άλλα και την ύπαρξη 

δύο ζευγών κορυφών 815/776 και 833/796 cm-1, που παρουσιάζουν ευαισθησία στην 

ισοτοπική αντικατάσταση του οξυγόνου είναι το φάσµα διαφοράς C-B. Η παρατηρούµενη 

µετατόπιση λόγω δευτερίωσης συνδέεται µε αλληλεπιδράσεις δεσµού υδρογόνου. Το φάσµα 
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διαφοράς C-B δείχνει επίσης ότι η 815 cm-1 δόνηση παρουσιάζει µεγαλύτερο εύρος στο D2O 

σε σχέση µε το H2O. Οι συχνότητες που παρουσιάζονται στα φάσµατα διαφοράς 

αντιπροσωπεύουν σωστά τις αντίστοιχες των απολύτων φασµάτων, και το µικρό εύρος της 

815 cm-1 δόνησης στο H2O σε σχέση µε το D2O δεν είναι αποτέλεσµα της µικρής διαφοράς 

στην συχνότητα των O16 και O18 κορυφών. Εάν λοιπόν, το εύρος εξαρτάται από την 

ανοµοιογένεια της διαµόρφωσης, τότε η 815 cm-1 κορυφή δηλώνει κοντινή απόσταση 

αµινοξέων στο οξυγόνο της γέφυρας. Στην περιοχή 160-900 cm-1 του φάσµατος δεν 

παρατηρούνται άλλες δονήσεις που να παρουσιάζουν ευαισθησία στην ισοτοπική 

αντικατάσταση του οξυγόνου, γεγονός που δείχνει ότι τόσο η συµµετρική δόνηση τάσης 

αλλά και η δόνηση κάµψης του Fe-O-Fe δεν ενισχύονται µε το µήκος κύµατος διέγερσης των 

413.1 nm. Επιπλέον, οι δονήσεις στους 815 και 833 cm-1 δεν ανιχνεύονται στο φάσµα του 

πλήρως ανηγµένου ενζύµου (σχήµα 2, φάσµα D), όπως άλλωστε αναµένεται από την 

µετάβαση της οξειδωµένης στην ανηγµένη µορφή. Τα πειραµατικά δεδοµένα αποδεικνύουν 

ότι τόσο η 815 όσο και η 833 cm-1 µπορούν να αποδωθούν στην ασύµµετρη δόνηση 

τάσηςνas (Fe-O-Fe) της NOR, εφόσον και η µετατόπιση 38-39 cm-1 λόγω ισοτοπικού 

φαινοµένου βρίσκεται σε συµφωνία µε την θεωρητική προσέγγιση του αρµονικού ταλαντωτή 

για την οµάδα Fe-O-Fe.  

Το ζεύγος δονήσεων στους 815/776 cm-1 είχα πρόσφατα αναφερθεί από τους 

Moënne-Loccoz et al. (7), ως η µοναδική νas (Fe-O-Fe) της NOR. Παρόλο που οι συγγραφείς 

ανίχνευσαν αλλαγές στην ένταση της κορυφής στους 833 cm-1, δεν ερµήνευσαν την δόνηση 

αυτή ως δεύτερη νas(Fe-O-Fe). Η πιο λογική εξήγηση είναι ότι οι δύο δονήσεις, 815 και 833 

cm-1, προκύπτουν από διαφορετικές διαµορφώσεις του συµπλόκου Fe(III)-O-Fe(III). Η 

διαµόρφωση µε τον ασθενέστερο δεσµό υδρογόνου στο οξυγόνο της γέφυρας αναµένεται να 

έχει και τον ασθενέστερο δεσµό Fe-O-Fe και άρα την µικρότερη συχνότητα δόνησης, 815 

cm-1. Σύµφωνα µε αυτή την ερµηνεία, η διαµόρφωση του NOR µε τον ισχυρότερο δεσµό 

υδρογόνου συνεισφέρει στην δόνηση των 833 cm-1 και η ισχύς του δεσµού Fe-O-Fe είναι 

παρόµοια µε αυτήν που παρουσιάζεται στο µοντέλο [(5L) Fe(III)-O-Fe(III)-Cl]+ (νas (Fe-O-

Fe) = 841 cm-1) (7). Η δόνηση των 815 cm-1 όµως, παρουσιάζεται 26 cm-1 χαµηλότερα από 

την αντίστοιχη του συµπλόκου αιµικού/µη-αιµικού σιδήρου [(5L) Fe(III)-O-Fe(III)-Cl]+, 

παρά το γεγονός ότι το µοντέλο αναπαράγει µε ακρίβεια την σφαίρα συναρµογής που 

υπάρχει γύρω από τα άτοµα σιδήρου στην πρωτεΐνη (7). Η διαµόρφωση του NOR που εµείς 

ανιχεύουµε είναι πολύ κοντά στους 818-829 cm-1, συχνότητες που έχουν καταγραφεί για 

φερύλ σύµπλοκα αριθµού συναρµογής έξι (8) και οξοφερύλ π-κατιονικές ρίζες πορφυρινικού 
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δακτυλίου µε αριθµό συναρµογής πέντε (9). Παρά την οµοιότητα των συχνοτήτων, 

προτείνουµε την Fe-O-Fe δοµή για την δόνηση που ανιχνεύουµε. Η βάση για αυτό βρίσκεται 

στο γεγονός ότι τόσο η 815 όσο και η 833 cm-1, εµφανίζονται στο ένζυµο µετά από τον 

οξειδοαναγωγικό κύκλο του (7,15). 

 Αποδίδουµε την διαµόρφωση µε την υψηλή συχνότητα δόνησης της νas (Fe-O-Fe) 

στους 833 cm-1, ως αυτή στην οποία υπάρχει ισχυρή πολική αλληλεπίδραση ανάµεσα στο 

άτοµο του οξυγόνου και γειτονικών αµονοξέων. Με τον αυτό τρόπο σχηµατίζεται µια 

συµπαγής (κλειστή) δοµή στην οποία το άτοµο του οξυγόνου σταθεροποιείται µέσω δεσµών 

υδρογόνου. Η διαµόρφωση µε την χαµηλή συχνότητα δόνησης της νas (Fe-O-Fe) στους 815 

cm-1 ερµηνεύεται ως ανοικτή δοµή. Ο λόγος I833cm-1/I815 cm-1 φανερώνει ότι η διαµόρφωση µε 

τους δεσµούς υδρογόνου είναι κυρίαρχη στην µορφή που αποµονώνεται το ένζυµο. Εφόσον 

λοιπόν, µπορούµε να αποκλείσουµε την εµπλοκή της εγγύς ιστιδίνης για την ερµηνεία της 

ύπαρξης ανοικτής και κλειστής διαµόρφωσης, ένα ενδιαφέρον µοντέλο είναι αυτό στο οποίο 

η διαφοροποίηση προέρχεται από την δηµιουργία δεσµών υδρογόνου ανάµεσα στην όξο 

γέφυρα και γειτονικά αµινοξέα του µη-αιµικού σιδήρου ή/και ενός µορίου H2O. Συνεπώς η 

ύπαρξη δεσµών υδρογόνου του οξυγόνου µε γειτονικά αµονοξέα είναι πιθανό να αποτελεί το 

λόγο διαφοροποίησης των δοµών στην NOR. Μια τέτοια δοµή της οµάδας Fe-O-Fe είναι 

δυνατόν να αυξάνει την ηλεκτρονιακή πυκνότητα στο αιµικό άτοµο σιδήρου και ως 

αποτέλεσµα να µετατοπίζει το οξειδοαναγωγικό δυναµικό σε αρνητικότερες τιµές. 

Ενδιαφέρων θέµα αποτελεί η µελέτη του κατά πόσο υπάρχουν σχετικές διαφοροποιήσεις 

ανάµεσα στις δύο διαµορφώσεις στην καταλυτική λειτουργία του ενζύµου, ιδιαίτερα εφόσον 

η αλληλεπίδραση του µη-αιµικού σιδήρου µε τα πιθανά ενδιάµεσα αίµης/ΝΟ µπορεί να είναι 

αρκετά διαφορετική για τις δύο διαµορφώσεις. Επιπλέον µελέτες είναι απαραίτητες για να 

καθοριστεί εάν οι δύο µορφές του ενζύµου αντικατοπτρίζουν ρύθµιση της ενεργότητάς του. 

 Σε µία προσπάθεια να κατανοήσουµε την εµπλοκή δοµικών ιδιοτήτων στην µετάβαση 

της οξειδωµένης µορφής του ενζύµου στην ανηγµένη, παρουσιάζουµε ένα µοντέλο στο 

σχήµα 4. Στο πρώτο στάδιο οι δύο διαφορετικές διαµορφώσεις του διπυρηνικού κέντρου, 

στις οποίες η Fe-O-Fe οµάδα πλαισιώνεται από διαφορετικό ηλεκτρονιακό περιβάλλον, 

αντιπροσωπεύουν την κλειστή και ανοικτή δοµή, αντοίστιχα. Και στις δύο δοµές η υψηλού 

σπιν αίµη b3 έχει αριθµό συναρµογής πέντε και η εγγύς ιστιδίνη δεν είναι δεσµευµένη. ∆ύο 

ηλεκτρόνια εισέρχονται στην καταλυτική περιοχή στο δεύτερο στάδιο, προκαλώντας την 

διάσπαση του δεσµού Fe-O-Fe και ακόλουθα την αναγωγή του διπυρηνικού κέντρου. Στην 

ανηγµένη µορφή του ενζύµου η ιστιδίνη βρίσκεται στην πέµπτη θέση δέσµευσης της αίµης 
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b3 και το Nδ άτοµο σχηµατίζει δεσµό υδρογόνου, όπως σε όλες σχεδόν τις αιµοπρωτεΐνες 

(16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4. Σχηµατική απεικόνιση της σύγκρισης ανάµεσα στην οξειδωµένη και ανηγµένη µορφή 

της NOR.. 
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Τα δεδοµένα από την οξειδωµένη και ανηγµένη µορφή του ενζύµου αποδεικνύουν 

ξεκάθαρα την µετάβαση από την υψηλού σπιν και αριθµού συναρµογής πέντε αίµη, Fe(III)-

O-Fe(III), στην υψηλού σπιν και αριθµού συναρµογής πέντε αίµη µε δοµή His-Fe(II) της 

ανηγµένης µορφής. Η µικρή απόσταση των 3.5 Å ανάµεσα στο αιµικό και µη-αιµικό σίδηρο 

(4) αποτελεί ένδειξη ότι συγκεκριµένη διευθέτηση δύο αρωµατικών δακτυλίων (ιµιδαζόλια 

του µη-αιµικού σιδήρου) µπορεί να προκαλέσει στερικές παρεµποδίσεις στην κοιλότητα του 

ενεργού κέντρου. Συνεπώς, παρόλο που ανεξάρτητα αµινοξέα µπορεί να αποτελούν τους 

καθοριστικούς παράγοντες για την ύπαρξη των δύο διαµορφώσεων, είναι επίσης πιθανή η 

δηµιουργία πολλαπλών επαναδιευθετήσεων στην κοιλότητα. Προτείνουµε ότι η αναγωγή του 

διπυρηνικού κέντρου προκαλεί αλλαγές στην διαµόρφωση γύρω από την αίµη, µε 

αποτέλεσµα επαναδιευθέτηση της αίµης και κίνηση του σιδήρου προς την εγγύ ιστιδίνη, έτσι 

ώστε να επιτραπεί η δέσµευση της τελευταίας στο σίδηρο. Έτσι, η απόσταση αιµικού/µη-

αιµικού σιδήρου αναµένεται µεγαλύτερη στην ανηγµένη µορφή. Το γεγονός αυτό δεν είναι 

απίθανο, εφόσον η κοιλότητα της αίµης στην NOR πρέπει να διαθέτει αρκετή ελαστικότητα 

για να επιτρέπει στο  σε δύο µόρια υποστρώµατος, ΝΟ, να εισέλθουν στο ενεργό κέντρο για 

τον σχηµατισµό του δεσµού N-N και την αποχώρησή του ως N2O. 

 Στο σχήµα 5 απεικονίζεται το φάσµα συντονισµού Raman του συµπλόκου της 

ανηγµένης NOR µε το µονοξείδιο του άνθρακα (φάσµα Β), στην περιοχή των υψηλών 

συχνοτήτων, ενώ επίσης περιλαµβάνεται για σύγκριση το φάσµα της ανηγµένης κατάστασης 

του ενζύµου (φάσµα Α) που αναλύθηκε στο σχήµα 1. Η  εµφάνιση µιας ακόµα κορυφής στην 

περιοχή της ν4 στους 1373 cm-1, καθώς επίσης η εξαφάνιση της ν3 (1472 cm-1) της υψηλού 

σπιν και αριθµού συναρµογής πέντε αίµης b3, αποτελούν στοιχεία για την δέσµευση του CO 

στην ανηγµένη αίµη b3, προς σχηµατισµό συµπλόκου χαµηλού σπιν και αριθµού συναρµογής  

έξι. Η εγγύς ιστιδίνη παραµένει δεσµευµένη στον πορφυρινικό δακτύλιο, του οποίου έκτος 

υποκαταστάτης είναι το CO. Η φωτοδιάσπαση συµπλόκων του µονοξειδίου του άνθρακα µε 

αιµοπρωτεΐνες είναι δυνατόν να επιτευχθεί µε την χρήση σχετικά χαµηλών ενεργειών, λόγω 

της υψηλής κβαντικής απόδοσης του CO. Η διαφοροποίηση του φάσµατος του συµπλόκου 

NOR/CO (φάσµα C), µε την χρήση υψηλότερης ενέργειας διέγερσης σε σχέση µε αυτήν που 

χρησιµοποιήθηκε για το φάσµα Β, είναι σύµφωνη µε την φωτοδιάσπαση σηµαντικού 

ποσοστού του συµπλόκου, όπως αποδεικνύεται από την µείωση της ν4 στους 1373 cm-1 και 

την επανεµφάνιση της ν3 στους 1472 cm-1. 
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Σχήµα  5. RR φάσµατα 

της ανηγµένης NOR  (φάσµα 

Α) και του συµπλόκου 

ανηγµένης ΝΟR/CO µε 

ενέργεια διέγερσης 3 mW 

(φάσµα Β) και 10 mW (φάσµα 

C) στην περιοχή υψηλών 

συχνοτήτων µε διέγερση 413.1 

nm. 

 

 

 

 

 

Ο χαρακτηρισµός του συµπλόκου NOR/CO πραγµατοποιείται µέσω της ανίχνευσης 

των δονήσεων ν(Fe-CO) και ν(CO). Η δόνηση τάσης Fe-CO αναµένεται στην περιοχή των 

χαµηλών συχνοτήτων του φάσµατος συντονισµού Raman του συµπλόκου, το οποίο 

παρουσιάζεται στο σχήµα 6 (φάσµα Β). Το φάσµα Α αντιστοιχεί στο πλήρως ανηγµένο 

ένζυµο και από την σύγκριση των Α και Β παρατηρούµε την εµφάνιση µιας κορυφής  στο 

φάσµα του συµπλόκου στους 488 cm-1 που απουσιάζει από το φάσµα του πλήρως ανηγµένου 

ενζύµου. H δόνηση αυτή εξαφανίζεται κατά την καταγραφή του φάσµατος του CO-

συµπλόκου µε την χρήση υψηλότερης ενέργειας διέγερσης, που προκαλεί την φωτοδιάπαση  
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Σχήµα 6: RR 

φάσµατα της ανηγµένης 

NOR  (φάσµα Α) και του 

συµπλόκου ανηγµένης 

ΝΟR/CO (φάσµα Β) στην 

περιοχή χαµηλών συχνοτή-

των µε διέγερση 413.1 nm. 

 

 

 

 

 

του συµπλόκου, όπως αποδείχθηκε προηγούµενα κατά την αναφορά στην περιοχή των 

υψηλών συχνοτήτων του φάσµατος συντονισµού Raman. Το φάσµα διαφοράς του CO-

συµπλόκου µείον το φωτοδιασπόµενο σύµπλοκο παρουσιάζει στην περιοχή 300-600 cm-1 µία 

δόνηση στους 491 cm-1, την οποία και αποδίδουµε στην δόνηση τάσης Fe-CO. Στο ένθετο 

του σχήµατος 6 απεικονίζεται το FTIR φάσµα του συµπλόκου NOR/CO, το οποίο 

παρουσιάζει µία δόνηση στους 1974 cm-1 την οποία αποδίδουµε στην δόνηση τάσης C-O, 

του δεσµευµένου στην αίµη b3 µονοξειδίου του άνθρακα. Η ανίχνευση µίας µοναδικής 

δόνησης ν(CO) αποκλείει την πιθανότητα ταυτόχρονης δέσµευσης δεύτερου µορίου CO στον 

µη-αιµικό σίδηρο. Το ενδεχόµενο αυτό είχε αναφερθεί σε προηγούµενη µελέτη (6) για να 
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υποστηρίξει το προτεινόµενο µοντέλο αναγωγής του ΝΟ που περιλαµβάνει την ταυτόχρονη 

δέσµευση δύο µορίων ΝΟ στο δισιδηρικό κέντρο προς την δηµιουργία του συµπλόκου 

αιµικού Fe-NO/µη αιµικού Fe-NO, πριν τον σχηµατισµό του δεσµού Ν-Ν και την 

απελευθέρωση τους ως Ν2Ο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 7: Συσχέτιση των συχνοτήτων της δόνησης τάσης της Fe-CO ως προς την C-O. (• ) 

κυτόχρωµα bo3 από το E. coli, (◄) η α-µορφή του κυτοχρώµατος aa3 από το R. sphaeroides, 

(■) κυτοχρωµική c οξειδάση των θηλαστικών και κυτόχρωµα aa3 από το B. Subtilis, (▼) 

κυτόχρωµα aa3 από το P. denitrificans, (▲) κυτόχρωµα cbb3 από το R. capsulatus, (►) η β-

µορφή του κυτοχρώµατος aa3 από το R. sphaeroides, (◊) µυοσφαιρίνες και αιµοσφαιρίνες, (   ) 

NOR. 

 

Μελέτες συµπλόκων αιµοπρωτεϊνών µε µονοξείδιο του άνθρακα (17-20) έχουν 

αποδείξει ότι οι συχνότητες των δονήσεων ν(Fe-CO) και ν(CO) των και η συσχέτιση τους 

αντικατοπτρίζουν α) την ταυτότητα και ιδιότητες του εγγούς υποκαταστάτη εξαιτίας του 

ανταγωνισµού του δεσµευµένου CO µε τον εγγύ υποκαταστάτη για τα ίδια dz
2 τροχιακά και 

β) την πολικότητα της κοιλότητας της αίµης. Ένα ισχυρά πολικό περιβάλλον ευννοεί τον π-

δεσµό επαναφοράς µε αποτέλεσµα την αύξηση της ν(Fe-CO) και την µείωση της ν(C-O) 
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λόγω της αυξηµένης ηλεκτρονιακής πυκνότητας στα αντιδεσµικά τροχιακά του CO. 

Σηµαντικό µέρος από τις προαναφερόµενες µελέτες αναφέρονται στην οικογένεια των 

τελικών οξειδασών, στην οποία θεωρείται ότι ανήκει και η ΝΟR, αποκαλύπτοντας 

διαφορετικές διαµορφώσεις του ενεργού κέντρου αίµης/χαλκού. Οι δύο κυριότερες 

διαµορφώσεις χαρακτηρίζονται ως α και β µορφές και έχει δειχθεί ότι στην α µορφή οι ν(Fe-

CO) και ν(C-O) δεν ανήκουν στην ευθεία που καθορίζει η αντίστροφη σχέση των δύο 

δονήσεων σε πρωτεΐνες µε αξονική υποκατάσταση ιστιδίνης (σχήµα 7). Σε αντίθεση στην β 

µορφή οι συχνότητες συµπίπτουν στην ευθεία. Σύµφωνα µε την ερµηνεία που έχει δωθεί 

σχετικά µε την προέλευση της α-διαµόρφωσης, αυτή αντιπροσωπεύει µία περιορισµένη 

κοιλότητα του διπυρηνικού κέντρου αίµης/χαλκού που δεν επιτρέπει στο CO να δεσµευτεί 

στον αιµικό σίδηρο χωρίς να δέχεται ισχυρές πολικές ή στερικές επιδράσεις από το άτοµο 

του χαλκού, ενώ στη β-µορφή ο CuB έχει αποµακρυνθεί από τον δεσµευµένο CO-

υποκαταστάτη.  

Οι συχνότητες των ν(Fe-CO) και ν(CO) που παρουσιάζονται στην παρούσα µελέτη 

κατατάσουν το CO-σύµπλοκο της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου στην β-

διαµόρφωση, όπως φαίνεται στο σχήµα 7. Κατά συνέπεια, η παρουσία του µη-αιµικού 

σιδήρου στην κοιλότητα της αίµης δεν εξασκεί ιδιαίτερες πολικές ή στερικές 

αλληλεπιδράσεις στο δεσµευµένο στην αίµη CO, όπως ο CuB στις οξειδάσες. Αξιοσηµείωτο 

είναι το γεγονός, ότι το µόνο µέλος της οικογένειας των αιµοχαλκοξειδασών που δεν 

εµφανίζει την α-µορφή είναι το κυτόχρωµα cbb3, που θεωρείται και ως ο πλησιέστερος 

κρίκος µε την NOR. Πρόσφατη µελέτη αλλαγών της διαµόρφωσης του διπυρηνικού κέντρου 

της κυτοχρωµικής οξειδάσης του βακτηρίου R. sphaeroides συναρτήσει του pH, οδήγησε 

στην πρόταση ότι οι διαφορετικές διαµορφώσεις είναι αποτέλεσµα της µεταβολής της θέσης 

του CuB σε σχέση µε το CO εξαιτίας της παρουσίας µίας ή περισσοτέρων ιονιζόµενων 

οµάδων (21). Επιπλέον, οι οµάδες που υποστηρίχθηκαν ως πιθανοί υποψήφιοι είναι η υψηλά 

διατηρηµένη στην οικογένεια των οξειδασών, τυροσίνη 280 (αρίθµηση συµφωνα µε το P. 

denitrificans), που σχηµατίζει τον οµοιοπολικό δεσµό µε τον ένα υποκαταστάτη του CuB και 

βρίσκεται κοντά στην θέση δέσµευσης του οξυγόνου, όπως επίσης και ένας από τους 

υποκαταστάτες του χαλκού. Η αντικατάσταση της τυροσίνης 280 από µία γλυκίνη στο 

κυτόχρωµα cbb3 και από ένα γλουταµικό στην ΝΟR θα µπορούσε να θεωρηθεί ως η αιτία 

διαφοροποίησης των δύο ενζύµων από τις ιδιότητες του διπυρηνικού κέντρου της ευρύτερης 

οικογένειας των τελικών οξειδασών. 
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Περίληψη 

 

Η φασµατοσκοπία συντονισµού Raman χρησιµοποιήθηκε για τον χαρακτηρισµό της 

αντίδρασης της οξειδωµένης µορφής της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου από το 

βακτήριο εδάφους Paracoccus denitrificans µε το ΝΟ. Η αλληλεπίδραση του µονοξειδίου 

του αζώτου µε την οξειδωµένη NOR έχει ως αποτέλεσµα τον σχηµατισµό ενός συµπλόκου 

του ΝΟ µε την αίµη b3 χαµηλού σπιν και αριθµού συναρµογής έξι, το οποίο προτείνουµε ότι 

αποτελεί ενδιάµεσο του καταλυτικού της αναγωγής του ΝΟ. Με βάση την ισοτοπική 

µετατόπιση µε την χρήση επισηµασµένου 15NO χαρακτηρίστηκε η δόνηση τάσης Fe3+-NO 

στους 594 cm-1. Το φάσµα υπερύθρου παρουσιάζει την δόνηση τάσης Ν-Ο του δεσµευµένου 

µονοξειδίου του αζώτου στους 1904 cm-1. Ανιχνεύτηκε µία µόνο διαµόρφωση για το ΝΟ-

σύµπλοκο της NOR, σε αντίθεση µε την οξειδωµένη µορφή του ενζύµου στην οποία 

χαρακτηρίστηκαν δύο διαµορφώσεις µε διαφορετική ισχύ της όξο-γέφυρας αιµικού/µη-

αιµικού σιδήρου. Η διαµόρφωση His-Fe-NO που υιοθετεί το σύµπλοκο ΝΟR/NO  είναι 

όµοια µε αυτή των ΝΟ-συµπλόκων της αιµογλοβίνης και µυογλοβίνης µε την ιστιδίνη 

δεσµευµένη στην αίµη b3. Τα αποτελέσµατά µας αποδεικνύουν ότι το ΝΟ-σύµπλοκο της 

NOR που χαρακτηρίσαµε, φωτολύεται προς τον σχηµατισµό µιας νέας µορφής οξειδωµένου 

ενζύµου στην οποία η εγγύς ιστιδίνη είναι δεσµευµένη στην αίµη b3, σε αντίθεση µε την 

κατάσταση στην οποία αποµονώνεται το ένζυµο. Η φωτοδιάσπαση του ΝΟ οδηγεί στον 

σχηµατισµό της υψηλού σπιν διαµόρφωσης της αίµης b3, µε αριθµό συναρµογής πέντε.  
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Εισαγωγή 

 

Η αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου είναι η µεµβρανική πρωτεΐνη που 

καταλύει την αναγωγή του ΝΟ σε Ν2Ο στην διαδικασία της βακτηριακής απονιτροποίησης 

(1-5). Η αναγωγή του µονοξειδίου του αζώτου πραγµατοποιείται σε ένα διπυρηνικό κέντρο 

αποτελούµενο από ένα άτοµο µη-αιµικού σιδήρου και από την αίµη b3 (5-7). Η µελέτη της 

ΝΟR µε φασµατοσκοπία συντονισµού Raman έδειξε ότι στην µορφή που αποµονώνεται το 

ένζυµο περιέχει µία όξο γέφυρα ανάµεσα στον µη-αιµικό και αιµικό σίδηρο της αριθµού 

συναρµογής πέντε αίµης b3, ενώ µε την αναγωγή του ενζύµου η αίµη b3 υιοθετεί υψηλού 

σπιν διαµόρφωση και αριθµό συναρµογής πέντε µε την εγγύ ιστιδίνη να αποτελεί τον πέµπτο 

υποκαταστάτη (κεφαλαιο 8). Στην µεταφορά των ηλεκτρονίων ανάµεσα στον φυσιολογικό 

δότη, κυτόχρωµα c, και το διπυρηνικό κέντρο της NOR παρεµβάλονται δύο επιπλέον 

οξειδοαναγωγικά κέντρα, δύο αίµες χαµηλού σπιν και αριθµού συναρµογής έξι από τις 

οποίες η µία είναι τύπου b και η άλλη τύπου c. Το δυναµικό οξειδοαναγωγής των δύο αυτών 

αιµών ειναι παραπλήσιο µε αυτό του µη-αιµικού σιδήρου, ενώ της αίµης b3 είναι σηµαντικά 

χαµηλότερο και µε βάση αυτό προτάθηκε ότι η πλήρης αναγωγή του διπυρηνικού κέντρου 

είναι θερµοδυναµικά µη ευννοούµενη (8). 

Ο καταλυτικός κύκλος της NOR δεν έχει µελετηθεί, έχουν όµως προταθεί δύο 

διαφορετικά µοντέλα. Στο ένα µοντέλο ο de Vries και οι συνεργάτες του (3) βασίστηκαν σε 

κινητικές µετρήσεις και πρότειναν ότι η διαδικασία της αναγωγής του µονοξειδίου του 

αζώτου ξεκινάει όταν το διπυρηνικό κέντρο είναι πλήρως ανηγµένο και δύο µόρια ΝΟ 

δεσµεύονται ενεργής θέσης του ενζύµου, ένα στο κάθε µεταλλικό κέντρο της. Σύµφωνα µε 

αυτό το µοντέλο η εγγύς ιστιδίνη δεν είναι συναρµοσµένη στην αίµη b3 µετά την δέσµευση 

του ΝΟ και ο σχηµατισµός του Ν2Ο πραγµατοποιείται µε την χρησιµοποίηση των 

ηλεκτρονίων των δύο µετάλλων, αιµικού και µη-αιµικού σιδήρου (3,6,7). Το δεύτερο 

µοντέλο που προτάθηκε από τον Watmough και τους συνεργάτες του (8) περιλαµβάνει την 

ύπαρξη µικτού σθένους διπυρηνικού κέντρου (b3
3+ Fe2+) πριν την δέσµευση δύο µορίων ΝΟ 

ταυτόχρονα στον µη-αιµικό σίδηρο, ενώ η αίµη b3 παραµένει αµέτοχη στον καταλυτικό 

κύκλο. Οι ιδιότητες του διπυρηνικού κέντρου µετά την προσθήκη ΝΟ στο πλήρως ανηγµένο 

ένζυµο χαρακτηρίστηκαν πρόσφατα µε φασµατοσκοπία ηλεκτρονιακού παραµαγνητισµού 

(5). Ανιχνεύθηκαν συνολικά τρία σήµατα, δύο από τα οποία αποδώθηκαν σε ΝΟ-σύµπλοκα 

της αίµης b3 αριθµού συναρµογής πέντε και έξι, ενώ το τρίτο στο σύµπλοκο µη-αιµικού 

Fe(ΙΙ)-NO. 
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Η φασµατοσκοπία συντονισµού Raman είναι µία δυναµική τεχνική για τον 

προσδιορισµό τόσο της συναρµογής υποκαταστατών στο ενεργό κέντρο αιµοπρωτεϊνών όσο 

και της διαµόρφωσης των σχηµατιζόµενων συµπλόκων (9-11). Στην παρούσα εργασία 

χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της RR φασµατοσκοπίας για την διερεύνυση της µοριακής βάσης 

της αναγωγής του µονοξειδίου του αζώτου, που απαιτεί την γνώση της δοµής και των 

κινητικών ιδιοτήτων των ενδιαµέσων του καταλυτικού κύκλου. Με την µέθοδο της 

ισοτοπικής αντικατάστασης, χαρακτηρίστηκε  το σύµπλοκο της οξειδωµένης µορφής της 

NOR µε το µονοξείδιο του αζώτου µέσω της δόνησης τάσης Fe3+-NO και Ν-Ο, το οποίο 

προτείνεται ότι αποτελεί ενδιάµεσο του καταλυτικού της αναγωγής του ΝΟ. Επιπλέον, το 

ΝΟ σύµπλοκο της NOR που ανιχνεύσαµε µπορεί να φωτοδιασπαστεί και το φωτοπροϊόν έχει 

διαφορετικές ιδιότητες σε σχέση µε την µορφή που αποµονώνεται το ένζυµο.  

 

Πειραµατικές ∆ιαδικασίες 

 

Η αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου αποµονώθηκε όπως έχει περιγραφεί στο 

κεφάλαιο 3. Η ενεργότητα του ενζύµου µετρήθηκε 40 µmol/mg/min (46e-/s), σύµφωνα µε 

την µεθοδολογία της παραποµπής 5. Η πρωτεΐνη συγκεντρώθηκε στα 150 µΜ σε ρυθµιστικό 

διάλυµα 20 mM Tris pH 7.4 που περιείχε 0.05 % dodecyl β-D-maltoside και αποθηκεύτηκε 

σε υγρό άζωτο ως την χρησηµοποίησή της. Η συγκέντρωση της NOR προσδιορίστηκε µε την 

λήψη φάσµατος οπτικής απορρόφησης του οξειδωµένου ενζύµου και χρησιµοποιώντας ε411= 

3.11x 105 M-1.cm-1. Οι Raman µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν µε διέγερση 413.1 nm από Kr+ 

laser (Coherent K-90). Η συγκέντρωση του ενζύµου που τοποθετήθηκε στην 

περιστρεφόµενη µε 4000-6000 rpm quartz Raman κυψελίδα για την µείωση της θέρµανσης 

του δείγµατος, ήταν 40-50 µΜ. Οι κυψελίδες είναι σχεδιασµένες για αναερόβιες µετρήσεις 

και µπορούν να χρησιµοποιηθούν τόσο για την λήψη φασµάτων συντονισµού Raman όσο 

και φασµάτων απορρόφησης ορατού (Perkin-Elmer Lamda 20 UV-visible spectrometer). Τα 

φάσµατα Raman ελήφθησαν µε την χρήση τριπλού πολυχρωµάτορα SPEX 1877 και EG&G 

(model 1530-CUV-1024S) CCD ανιχνευτή. Η ισχύς της ακτινιβολίας διέγερσης που 

χρησηµοποιήθηκε πάνω στο δείγµα ήταν 5-7 mW και ο συνολικός χρόνος καταγραφής κάθε 

φάσµατος 20-30 min. Για την καταγραφή των FTIR φασµάτων χρησηµοποιήθηκε δείγµα 

συγκέντρωσης 200-300 µΜ και ένα Bruker Equinox 55 FTIR φασµατοφωτόµετρο 

εξοπλισµένο µε mercury cadmium telluride ανιχνευτή ψυχόµενο µε υγρό άζωτο. Η 

δηµιουργία του ΝΟ-συµπλόκου πραγµατοποιήθηκε µε την έκθεση οξειδωµένου µε 1 
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ατµόσφαιρα ΝΟ και αναερόβια µεταφορά του στην περιστρεφόµενη Raman κυψελίδα για 

την λήψη των φασµάτων συντονισµού Raman και σε FTIR κυψελίδα µε παράθυρα CaCl2 και 

spacer 0.025 mm για την καταγραφή του FTIR φάσµατος, αντίστοιχα. Το FTIR φάσµα είναι 

φάσµα διαφοράς µε το ρυθµιστικό διάλυµα ως φάσµα αναφοράς, µε 2 cm-1 διακριτικότητα 

και είναι ο µέσος όρος 1000 σαρώσεων. Το αέριο ΝΟ προέρχεται από την Messer (Germany) 

και το ισότοπο NO (15NO) από την Isotec. 

 

Αποτελέσµατα 

 

Το φάσµα απορρόφησης ορατού της οξειδωµένης µορφής του ενζύµου (Σχήµα 1, 

φάσµα Α) παρουσιάζει µέγιστα στα 411, 530 και 558 nm, που είναι ενδεικτικά της ύπαρξης 

αιµών b και c χαµηλής διαµόρφωσης σπιν. Ο ώµος στα 595 nm αποδίδεται σε ταινία 

µεταφοράς φορτίου από την πορφυρίνη στο µέταλλο και είναι χαρακτηριστικός της αίµης 

υψηλής διαµόρφωσης σπιν b3. Το φάσµα του συµπλόκου οξειδωµένου ενζύµου-ΝΟ (Σχήµα 

1, φάσµα Β) καταγράφηκε µετά την απευθείας εισαγωγή αερίου ΝΟ στο οξειδωµένο ένζυµο 

και παρουσιάζει µέγιστο στην περιοχή της Soret µετάβασης στα 416 nm και στην περιοχή 

των α και β ταινιών µέγιστα στα 562 και 530 nm, αντίστοιχα, ενώ εξαφανίζεται η ταινία της 

υψηλού σπιν αίµης b3 στα 595 nm. Το πλήρως ανηγµένο ένζυµο (Σχήµα 1, φάσµα C) 

παρουσιάζει µέγιατα στα 420, 521, 551 και 558 nm. 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1. Φάσµατα απορρόφησης 

ορατού της αναγωγάσης του µονοξειδίου του 

αζώτου στην οξειδωµένη κατάσταση (φάσµα 

Α), του οξειδωµένου ΝΟ-συµπλόκου (φάσµα 

Β), και  της ανηγµένης κατάστασης του 

ενζύµου (φάσµα C). 
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Σχήµα 2. Περιοχή των 

υψηλών συχνοτήτων του 

φάσµατος συντονισµού Raman 

της αναγωγάσης του 

µονοξειδίου του αζώτου στην 

οξειδωµένη κατάσταση (φάσµα 

Α), του οξειδωµένου ΝΟ-

συµπλόκου (φάσµα Β), και  του 

φωτοπροϊόντος του ΝΟ-

συµπλόκου (φάσµα C). 

 

 

 

 

Η περιοχή των υψηλών συχνοτήτων του φάσµατος συντονισµού Raman παρέχει 

πληροφορίες για τον αριθµό υποκατάστασης καθώς και την διαµόρφωση σπιν των αιµών του 

ενζύµου µέσω χαρακτηριστικών συχνοτήτων των δονήσεων του πορφυρινικού δακτυλίου. 

Παράλληλα µπορούν να εκτιµηθούν η κατάσταση του µακρινού (distal) και εγγούς 

(proximal) περιβάλλοντος της αίµης b3 στην οξειδωµένη µορφή της, καθώς επίσης στο ΝΟ-

σύµπλοκο και το φωτοπροϊόν του. Συγκεκριµένα, τα RR φάσµατα των αιµοπρωτεϊνών στην 

περιοχή των υψηλών συχνοτήτων περιέχουν αρκετές πορφυρινικές δονήσεις που 

χαρακτηρίζουν την οξειδωτική κατάσταση (ν4) ή τον αριθµό υποκατάστασης και την 

διαµόρφωση σπιν (ν2, ν3, ν10). Το Σχήµα 2 απεικονίζει την περιοχή των υψηλών συχνοτήτων 

του RR φάσµατος του οξειδωµένου (φάσµα Α), του ΝΟ-συµπλόκου (φάσµα Β) και του 

φωτοπροϊόντος του (φάσµα C), µε την χρησιµοποίηση διέγερσης στα 413.1 nm, συχνότητα 

µε την οποία ενισχύονται οι δονήσεις από όλες τις αίµες. Η απόδοση των δονήσεων του 

οξειδωµένου ενζύµου (φάσµα Α) έχει ήδη πραγµατοποιηθεί σε προηγούµενο κεφάλαιο και 

αναφέρεται στον Πίνακα Ι. Συνοπτικά, οι δονήσεις στους 1373 (ν4), 1492 (ν3), 1578 (ν2) και 

1630 (ν10) cm-1 είναι χαρακτηριστικές της υψηλού σπιν και αριθµού συναρµογής πέντε αίµης 
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b3. Οπως έχει αποδειχθεί στο Κεφ. 8 η αίµη b3 στην οξειδωµένη µορφή της δεν είναι 

δεσµευµένη µε την εγγύ ιστιδίνη αλλά µέσω µιας γέφυρας οξυγόνου µε τον µη-αιµικό 

σίδηρο. Οι δονήσεις στο φάσµα Α στους 1505 (ν3), 1584 (ν2), και 1639 (ν10) cm-1 οφείλονται 

στις χαµηλού σπιν αίµες b και c, ενώ συνεισφέρουν και στην ν4 στους 1373 cm-1. Η 

µεταβολές που προκαλούνται στο φάσµα του οξειδωµένου ενζύµου µετά την προσθήκη 

αερίου ΝΟ στο ένζυµο (φάσµα Β) είναι περιορισµένες και αφορούν την εξαφάνιση των  ν3, 

ν2 και  ν10 στους 1492, 1578 και 1630 cm-1, αντίστοιχα, που είναι οι χαρακτηριστικές 

δονήσεις της υψηλού σπιν αίµης b3. Η συναρµογή του ΝΟ στο οξειδωµένο ένζυµο 

µετατοπίζει τις ν3, ν2 και  ν10, ώστε αυτές να συµπίπτουν µε τις αντίστοιχες δονήσεις των 

χαµηλού σπιν αιµών c και b στους 1505, 1584 και 1639 cm-1. Το γεγονός αυτό αποτελεί 

ένδειξη ότι η αίµη b3, υιοθετεί αριθµό συναρµογής έξι και διαµόρφωση χαµηλού σπιν στο 

ΝΟ-σύµπλοκο. Η διαφοροποίηση του φάσµατος του ΝΟ-συµπλόκου µε την αύξηση της 

ενέργειας διέγερσης (φάσµα C), χαρακτηρίζει την φωτοδιάσπαση του συµπλόκου. Η 

αναγνώριση των ν3 και ν2 στους 1492 και 1572 cm-1 (φάσµα C) αποτελεί απόδειξη ότι η 

αποµάκρυνση του έκτου υποκαταστάτη (ΝΟ) από την αίµη b3 µετατρέπει τον αριθµό 

υποκατάστασης της αίµης σε πέντε και την διαµόρφωση σπιν σε υψηλή. Η ν2 που 

χαρακτηρίζει το µέγεθος του πυρήνα του πορφυρινικού δακτυλίου έχει µετατοπιστεί σε 

χαµηλότερες συχνότητα σε σχέση µε το οξειδωµένο ένζυµο, γεγονός που δείχνει την αύξηση 

του πυρήνα του πορφυρινικού δακτυλίου στο φωτοπροϊόν. Η απόδοση των δονήσεων του 

οξειδωµένης NOR και του ΝΟ-συµπλόκου της συνοψίζονται στον Πίνακα Ι.  

 

Πίνακας Ι 

 

     Οξειδωµένο   Ανηγµένο                     Fe(III)-NO u 

∆όνηση       5C/HS  6C/LS  5C/HS  6C/LS                      6C/LS

 55 

νννν2  1578  1584  1560  1584/1591  1584 

νννν3  1492  1505  1472  1494   1505 

νννν4  1373  1373  1362  1362   1373 

νννν10  1630  1639  1606     1639 

νννν11        1550 

νννν37    1597 

 ννννC=C      1624  1624   1624 
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Σχήµα 3. Περιοχή των 

χαµηλών συχνοτήτων του 

φάσµατος συντονισµού Raman 

της αναγωγάσης του µονοξειδίου 

του αζώτου στην οξειδωµένη 

κατάσταση (φάσµα Α), του 

οξειδωµένου 14ΝΟ-συµπλόκου 

(φάσµα Β), του 15ΝΟ-συµπλόκου 

(φάσµα C), του φωτοπροϊόντος 

του 14ΝΟ-συµπλόκου (φάσµα D), 

και  του φωτοπροϊόντος του 
15ΝΟ-συµπλόκου (φάσµα E). 

Στο ένθετο παρουσιάζεται το 

FTIR φάσµα του NOR/ΝΟ-

συµπλόκου. 

  

 

 

 

Η περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων του RR φάσµατος του ΝΟ-συµπλόκου 

οξειδωµένης κατάστασης της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου απεικονίζεται στο 

Σχήµα 3. Το φάσµα Α αντιστοιχεί στο οξειδωµένο ένζυµο, το φάσµα Β προέρχεται από την 

έκθεση του οξειδωµένου ενζύµου σε αέριο 14N16O και το φάσµα C από την έκθεση σε 
15N16O. Από τα φάσµατα Β και C συνάγεται το συµπέρασµα ότι η δόνηση στους 594 cm-1 

(φάσµα Β) αφορά κίνηση του ΝΟ εφόσον  µετατοπίζεται  στους  588 cm-1  (φάσµα C) µε την 

ισοτοπική αντικατάσταση του 14N16O σε 15N16O. Παρά το γεγονός ότι η δόνηση στους 594 

cm-1 είναι παρόµοια µε αυτές που έχουν καταγραφεί για σύµπλοκα µη-αιµικού Fe-NO (12), 

αποδίδουµε την δόνηση αυτή στο σύµπλοκο αίµης b3�NO µε βάση όσα καταγράφησαν στην 

υψηλή περιοχή συχνοτήτων των RR φασµάτων. Σε αναλογία λοιπόν, µε άλλες πρωτεΐνες που 

διαθέτουν ως εγγύ υποκαταστάτη ιστιδίνη, στα φάσµατα των οποίων η ισχυρότερη δόνηση 
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που παρουσιάζει ισοτοπική µετατόπιση χαρακτηρίζει την δόνηση τάσης Fe-NO, αποδίδουµε 

την δόνηση στους 594 cm-1 στην ν(Fe3+-NO). Η δόνηση τάσης Fe-NO της NOR είναι 

παρόµοια µε την αντίστοιχη δόνηση του ΝΟ-συµπλόκου της µυογλοβίνης και της 

αιµογλοβίνης (13,14). Στα φάσµατα των ΝΟ-συµπλόκων της NOR δεν καταγράφεται άλλη 

δόνηση που παρουσιάζει ευαισθησία στην ισοτοπική αντικατάσταση του µονοξειδίου του 

αζώτου και θα µπορουσε να αποδωθεί στην δόνηση κάµψης του συστήµατος Fe-N-O. Τα 

φάσµατα D και E καταγράφησαν µε υψηλότερη ενέργεια διέγερσης και η απουσία των 

δονήσεων στους 594 και 588 cm-1 δείχνει την φωτοδιάσπαση του ΝΟ-συµπλόκου, σε 

συµφωνία µε την περιοχή υψηλών συχνοτήτων του φάσµατος συντονισµού Raman, όπως 

περιγράφηκε στο Σχήµα 2. Το FTIR φάσµα που περιλαµβάνεται ως ένθετο στο Σχήµα 2, 

απεικονίζει µία µοναδική δόνηση στους 1904 cm-1. Η συχνότητα της δόνησης αυτής είναι 

παρόµοια µε την δόνηση τάσης Ν-Ο της όξινης µορφής της metMb-NO (15) και της HRP-

NO (13,15) αλλά 18 cm-1 χαµηλότερα από την ουδέτερη metMb-NO (15,16). Στην περιοχή 

συχνοτήτων 1800-2000 cm-1 δεν ανιχνεύονται άλλες δονήσεις που θα µπορούσαν να 

αποδωθούν σε σύµπλοκα µη-αιµικού σιδήρου/ΝΟ. Ο χαρακτηρισµός των δονήσεων τάσης 

Fe3+-NO και NO κατά την αντίδραση της οξειδωµένης µορφής της NOR µε το µονοξείδιο 

του αζώτου παρέχει ακριβή περιγραφή του συµπλόκου NOR/NO. Επιπλέον, η περιοχή 800-

900 cm-1 των φασµάτων συντονισµού Raman που περιλαµβάνεται στο Σχήµα 3, δείχνει ότι η 

φωτοδιάσπαση του ΝΟ-συµπλόκου δεν συνοδεύεται από τον επανασχηµατισµό της γέφυρας 

της αίµης b3 Fe-Ο-Fe (µη αιµικού σιδήρου), εφόσον δεν παρουσιάζονται οι δονήσεις στους 

813 και 833 cm-1 που αποδίδονται στις δύο διαµορφώσεις της όξο-γέφυρας (κεφ. 8). 

 

Συζήτηση 

 

Ιδιότητες του συµπλόκου Fe3+-NO της ΝΟR 

Ο Πίνακας ΙΙ περιλαµβάνει τις συχνότητες των δονήσεων ν(Fe3+-NO), δ(Fe3+-NO) και 

ν(NO) για διάφορες αιµοπρωτεΐνες και µοντέλα τους. Στις πρωτεΐνες µε εγγύ υποκατάσταση 

ιστιδίνης και µε την χρήση ενέργειας διέγερσης για τα φάσµατα συντονισµού Raman στην 

περιοχή της Soret µετάβασης έχουν ανιχνευθεί µόνο η δόνηση τάσης Fe-NO και κάµψης Fe-

N-O (13, 19, 20). Το γεγονός αυτό έχει αποδωθεί στο µικρό ποσοστό σύζευξης που ιφίσταται 

µεταξύ των τροχιακών του µονοξειδίου του αζώτου και της αίµης στα σύµπλοκα His-Fe-NO. 

Στο ένζυµο P450nor που διαθέτει ως εγγύ υποκαταστάτη κυστεΐνη εκτός από την δόνηση 

τάσης Fe-NO ανιχνεύθηκε επίσης και η δόνηση τάσης Ν-Ο µε την χρήση ενέργειας 

διέγερσης στην περιοχή της Soret µετάβασης (18).  
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Πινακας II 

 

 Συχνότητες (cm-1) των NO ισοτοπικά ευαίσθητων δονήσεων σε σύµπλοκα Fe3+-NO 

πρωτεϊνών  

Πρωτεΐνες  νννν(Fe-NO)  δδδδ(Fe-N-O)  νννν(NO)     Παραποµπές  

Mb   595   573   1922             13-16 

HbA   594   574   1925  13 

HRP   604   574   1903             13,14 

CPO   538   558     17 

P450nor  530      1853  18 

P450                  528        19 

NOS(-)   540        20 

Nhase   592   570   1853  12 

Nor    594      1904         παρ. εργασία 

 

 

Πρόσφατα αναφέρθηκε η ν(ΝΟ) του συστήµατος His-Fe3+-NO διαφορετικών 

αιµοπρωτεϊνών µε την χρησηµοποίηση υπεριώδους ενέργειας διέγερσης για την καταγραφή 

των φασµάτων Raman (15). Στην περιοχή 1800-2000 cm-1 των RR του συµπλόκου NOR/NO 

µε διέγερση στην περιοχή της ταινίας Soret δεν καταγράφηκε κάποια δόνηση, σε συµφωνία 

µε τις προηγούµενες αναφορές για His-Fe-NO συστήµατα. Η δόνηση τάσης Fe3+-NO στο P-

450, το οποίο έχει ως εγγύ υποκαταστάτη κυστεΐνη, είναι µετατοπισµένη χαµηλότερα κατά 

70 cm-1 σε σχέση µε την αντίστοιχη δόνηση αιµοπρωτεϊνών µε εγγύ υποκαταστάτη ιστιδίνη 

(15, 16, 18). Μεταβολές στην βασικότητα του εγγούς υποκαταστάτη είναι πιθανόν να 

συνεισφέρουν στην διαφορά στην δόνηση τάσης του µονοξειδίου του αζώτου όταν αυτό 

δεσµεύεται σε πρωτεΐνες µε υποκατάταση ιστιδίνης ή κυστεΐνης. ∆εδοµένου, µάλιστα του 

γεγονότος ότι το άτοµο θείου της κυστεΐνης είναι ισχυρός δότης ηλεκτρονίων, µπορεί να 

εξαχθεί το συµπέρασµα ότι ο δεσµός του ΝΟ στο σύµπλοκο παρουσιάζει ιδιαίτερη 

ευαισθησία στην βασικότητα του εγγούς υποκαταστάτη, και η συχνότητα δόνησης του ΝΟ 

αυξάνει όσο ο εγγύς υποκαταστάτης γίνεται ισχυρότερος δότης ηλεκτρονίων προς το κέντρο 

Fe(III)-NO. 

Η ν(ΝΟ) του ελεύθερου µονοξειδίου του αζώτου είναι ευαίσθητη στην ηλεκτρονιακή του 

κατάσταση. Η προσθήκη ενός ηλεκτρονίου στην ρίζα του ΝΟ, το οποίο διαθέτει ένα 

ηλεκτρόνιο στο αντιδεσµικό τροχιακό π*, εξασθενεί τον δεσµό Ν-Ο και δίνει ΝΟ-, ενώ η 
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αποµάκρυνση του ηλεκτρονίου του τροχιακού π* ενισχύει τον δεσµό Ν-Ο και δίνει ΝΟ+. Οι 

συχνότητες που εµφανίζεται η δόνηση τάσης στα ΝΟ-, ΝΟ. και ΝΟ+ είναι 1284, 1876 και 

2345 cm-1, αντίστοιχα (21-23). Οι συχνότητες της ν(ΝΟ) στην Μb (όξινη µορφή), Μb 

(ουδέτερη µορφή) και HRP είναι 1910, 1922 και 1903 cm-1, αντίστοιχα, δηλαδή η 

ηλεκτρονιακή κατάσταση του δεσµευµένου µονοξειδίου του αζώτου στις παραπάνω 

αιµοπρωτεΐνες βρίσκεται πλησιέστερα στην ΝΟ. και το σύστηµα ΝΟ έχει έλλειψη 

ηλεκτρονιακής πυκνότητας. Όπως είχε προταθεί από τον Tomita et al. (15) η ν(ΝΟ) σε 

αρκετές αιµοπρωτεΐνες µε υποκατάσταση ουδέτερης ιστιδίνης στην εγγύ θεση δέσµευσης, το 

ΝΟ έχει έλλειψη ηλεκτρονιακής πυκνότητας και η συνεισφορά π ηλεκτρονίων από την 

ιστιδίνη είναι µικρή. Συνεπώς, προτείνουµε ότι στην ΝΟR το ΝΟ υιοθετεί την µορφή 

συντονισµού Fe+=N=O, που είναι παρόµοια µε αυτή της όξινης µορφής του συµπλόκου 

metMb-NO (ν(ΝΟ) = 1910 cm-1) παρά την Fe-N≡O+ της ουδέτερης µορφής (ν(ΝΟ) = 1922 

cm-1). Η τελευταία δοµή σταθεροποιείται στην µυογλοβίνη µέσω του ασύζευκτου ζεύγους 

ηλεκτρονίων στο Νε της ιστιδίνης που βρίσκεται στην µακρινή θέση ως προς την αίµη, και ο 

προσανατολισµός της επιτρέπει την αλληλεπίδραση µε το δεσµευµένο ΝΟ αυξάνοντας έτσι 

την ν(ΝΟ). Επίσης, µπορεί να εκτιµηθεί ότι ο βαθµός του δεσµού επαναφοράς στο σύστηµα 

Fe3+-NO στην NOR είναι ο ίδιος µε τα ΝΟ-σύµπλοκα Hb και Mb, εφόσον έχει δειχθεί ότι η 

συχνότητα της δόνησης Fe3+-NO είναι ευαίσθητη στον εγγύ υποκαταστάτη και η συχνότητα 

που καταγράφηκε για το σύµπλοκο της NOR είναι σύµφωνη µε την συναρµογή ουδέτερης 

παρά αρνητικά φορτισµένης ιστιδίνης, όπως στις περοξειδάσες (15). 

Η ασυνήθιστα χαµηλή συχνότητα της δόνησης τάσης Fe-CO που έχει καταγραφεί στην 

NOR αποδώθηκε στην ύπαρξη αρνητικού φορτίου στην κοιλότητα της αίµης (6). Η ύπαρξη 

αρνητικού φορτίου στο διπυρηνικό κέντρο της NOR θα σταθεροποιούσε την µορφή 

συντονισµού Fe-N≡O+ µε αποτέλεσµα µια σχετικά αυξηµένη ν(ΝΟ). Σύµφωνα όµως µε τα 

πειραµατικά δεδοµένα µας η µορφή συντονισµού που σταθεροποιείται στην NOR είναι η 

Fe+=N=O και συνεπώς η πολικότητα του διπυρηνικού κέντρου δεν επηρεάζει απευθείας την 

ισχύ των δεσµών Fe-NO και N-O. Τα RR και FTIR αποτελέσµατα µας παρέχουν ξεκάθαρα 

στοιχεία που δείχνουν ότι δεν παρουσιάζονται ασυνήθιστες στερεοχηµικές αλληλεπιδράσεις 

στο διπυρηνικό κέντρο της NOR που επηρεάζουν τον δεσµό Fe-NO, και παρά το γεγονός της 

ύπαρξης δύο διαµορφώσεων στην οξειδωµένη µορφή του ενζύµου, το µονοξείδιο του αζώτου 

δεσµεύεται σε µία συγκεκριµένη διαµόρφωση στην αίµη b3. Εαν το ΝΟ δεσµευόταν σε 

διαφορετικές διαµορφώσεις, τότε ένα δεύτερο ζευγάρι ν(Fe-ΝΟ) και ν(ΝΟ) θα εµφανιζόταν 

στα RR και FTIR φάσµατα. Καµία όµως τέτοια δόνηση δεν καταγράφηκε.  
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∆οµή του καταλυτικού κέντρου στην NOR 

 Στην προσπάθεια να διελευκανθούν οι δοµικές αλλαγές που πραγµατοποιούνται κατά την 

µετάβαση από την οξειδωµένη µορφή της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου στο ΝΟ-

σύµπλοκό της και το φωτοπροϊόν του, προτείνουµε το µοντέλο που παρουσιάζεται στο 

Σχήµα 4 και περιλαµβάνει επίσης και την µετάβαση στην πλήρως ανηγµένη µορφή της NOR, 

όπως περιγράφηκε στο προηγούµενο κεφάλαιο. Συνοπτικά, όπως έχει αναφερθεί στο 

προηγούµενο κεφάλαιο, στην οξειδωµένη µορφή το ένζυµο διαθέτει δύο διαφορετικές 

διαµορφώσεις την ανοικτή και κλειστή δοµή. Και στις δύο αυτές δοµές η αίµη b3 διατηρεί 

αριθµό συναρµογής πέντε και υψηλού σπιν διαµόρφωση, µε την εγγύ ιστιδίνη να µην 

βρίσκεται δεσµευµένη στον αιµικό σίδηρο. Η διαφοροποίηση των δύο διαµορφώσεων στην 

οξειδωµένη µορφή του ενζύµου είναι αποτέλεσµα της αλληλεπίδρασης του οξυγόνου της 

γέφυρας Fe-O-Fe µε τους υποκαταστάτες του µη-αιµικού σιδήρου µέσω δεσµού υδρογόνου 

ή/και στερικών παρεµποδίσεων στην κλειστή δοµή, ενώ αυτές οι αλληλεπιδράσεις 

περιορίζονται σε µικρότερο βαθµό στην ανοικτή διαµόρφωση. Η εισαγωγή δύο ηλεκτρονίων 

στο διπυρηνικό κέντρο έχει ως αποτέλεσµα την διάσπαση της γέφυρας που συνδέει τα δύο 

µέταλλα και την δέσµευση της εγγύς ιστιδίνης στην υψηλού σπιν αίµη b3, και την διατήρηση 

του αριθµού συναρµογής πέντε για την αίµη. Η εγγύς ιστιδίνη διατηρεί δεσµό υδρογόνου µε 

γειτονικό αµινοξύ όπως στην πλειοψηφία των αιµοπρωτεϊνών (24). Ένα από τα 

σηµαντικότερα δοµικά χαρακτηριστικά του διπυρηνικού κέντρου της NOR είναι η σχετική 

διευθέτηση των µεταλλικών κέντρων του αιµικού και του µη-αιµικού σιδήρου. Τα κέντρα 

αυτά βρίσκονται σε κοντινή απόσταση, και στο µηχανισµό που έχει προταθεί για την 

καταλυτική λειτουργία του ενζύµου από τον deVries (6), αποσταση των δύο µετάλλων είναι 

αυτή που επιτρέπει την δηµιουργία του δεσµού Ν-Ν µετά την δέσµευση ενός µορίου 

υποστρώµατος σε κάθε κέντρο. Κατά συνέπεια, µεταβολές στην απόσταση των δύο κέντρων 

σιδήρου είναι ιδιαίτερης σηµασίας εφόσον µπορεί να επηρεάσουν την κινητική της 

καταλυτικής αντίδρασης ή ακόµα και να καθορίσουν τον σχηµατισµό πιθανών ενδιαµέσων.  

 Προσθήκη του ΝΟ στην οξειδωµένη µορφή της αναγωγάσης του µονοξειδίου του 

αζώτου προκαλεί διάσπαση του δεσµού Fe-O-Fe και δέσµευση της εγγύς ιστιδίνης στον 

αιµικό σίδηρο, παράγοντας ένα σύµπλοκο His-Fe3+-NO. Τα δεδοµένα στηρίζουν την άποψη 

ότι µπορεί να υπάρχει επικοινωνία εγγύς και µακρινής θέσης δέσµευσης, πιθανά µέσω ενός 

δικτύου δεσµών υδρογόνου. Συνεπώς, µια δοµική αλλαγή στην µακρινή θέση που 

προκαλείται από την δέσµευση του ΝΟ είναι πιθανόν να µεταφέρεται στην εγγύ θέση µέσω 

του κορµού της πολυπεπτιδικής αλυσίδας. ∆εν µπορούµε να αποκλείσουµε την πιθανότητα 

να µετέχει ο µη-αιµικός σίδηρος στην διαδικασία δέσµευσης του µονοξειδίου του αζώτου ως  



Κεφ.9: Η Aντίδραση της Οξειδωµένης Aναγωγάσης του Mονοξειδίου του Aζώτου µε το ΝΟ 
 

 

204 

 

N

N

ΟΞΕΙ∆ΩΜΕΝΗ

N

N

H

NH
N

O

Fe2+

Fe2+ N
N
HH H

NH
N

O

Fe3+

Fe3+ N
N
H

NH
N

N
N

O

Fe3+

Fe3+ N

N
H

H

C
O

N

N

H

C
O

N

N

H

C
O

NH
N

N

N

O

Fe3+ N
N
HH H

NH
N

N
N

O

Fe3+ N
N
HH H

Fe3+

N
O

N

N

H
N

N

H

C
O

C
O

Fe3+

N

N

H

ΑΝΗΓΜΕΝΗ NO-ΣΥΜΠΛΟΚΟ

NO2e-

hv

ΑΝΟΙΚΤΗ ΚΛΕΙΣΤΗ

(NO)

 

Σχήµα 4. Μοντέλο δοµής-λειτουργίας του καταλυτικού κέντρου της αναγωγάσης του 

µονοξειδίου του αζώτου.  
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αρχική θέση δέσµευσης, µε αποτέλεσµα την διάσπαση της όξο-γέφυρας Fe-O-Fe και στην 

συνέχεια την µεταφορά του ΝΟ στον αιµικό σίδηρο µε επακόλουθο την δέσµευση και της 

εγγύς ιστιδίνης στην αίµη b3. Με βάση όµως τα πειραµατικά δεδοµένα αποκλείεται η 

ταυτόχρονη δέσµευση δύο µορίων υποστρώµατος στο οξειδωµένο διπυρηνικό κέντρο και 

κατά συνέπεια η αίµη b3 είναι το µέταλλο που διαθέτει την υψηλότερη συγγένεια για το ΝΟ 

σε σχέση µε τον µη-αιµικό σίδηρο. Η φωτοδιάσπαση συµπλόκων ΝΟ αποτελεί συχνά 

πρόβληµα εφόσον αυτά είναι ιδιαίτερα ασταθή. Τα πειραµατικά δεδοµένα της παρούσης 

εργασίας δείχνουν ότι τα ΝΟ-σύµπλοκα έχουν υψηλή κβαντική απόδοση και η επίτευξη 

πλήρους φωτοδιάσπασης είναι σχετικά εύκολη. Το προϊόν της φωτοδιάσπασης του ΝΟ-

συµπλόκου έχει δοµή στην οποία η εγγύς ιστιδίνη είναι δεσµευµένη στην αίµη b3, σε 

αντίθεση µε το οξειδωµένο ένζυµο, όπως αυτό αποµονώνεται. 

 Είναι σηµαντικό να επισηµάνουµε ότι και στους δύο µηχανισµούς που έχουν προταθεί ως 

σήµερα για την καταλυτική πορειά της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου, δύο µόρια 

ΝΟ προσδένονται στο ενεργό κέντρο. Στο µοντέλο που προτείνεται από τον de Vries και 

τους συνεργάτες του (6), η αντίδραση ξεκινάει όταν το ένζυµο είναι πλήρως ανηγµένο και 

ένα µόριο υποστώµατος προσδένεται σε κάθε µέταλλο του ενεργού κέντρου. Η δέσµευση 

του µονοξειδίου του αζώτου στον αιµικό σίδηρο έχει ως αποτέλεσµα την αποδέσµευση της 

εγγύς ιστιδίνης, ενώ ο δεσµός Ν-Ν σχηµατίζεται ανάµεσα στα δύο δεσµευµένα µόρια ΝΟ, 

που ανάγονται σε Ν2Ο χρησιµοποιώντας τα ηλεκτρόνια από τα µέταλλα στα οποία 

βρίσκονται δεσµευµένα. Η αναγωγή των δύο ΝΟ προς Ν2Ο αφήνει την οξειδωµένη αίµη b3 

µε αριθµό συναρµογής πέντε δεσµευµένη µε τον επίσης οξειδωµένο µη-αιµικό σίδηρο µέσω 

όξο γέφυρας. Στον εναλλακτικό µηχανισµό που προτάθηκε από τον Watmough και τους 

συνεργάτες του (8) το διπυρηνικό κέντρο της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου 

υπάρχει σε µικτού σθένους κατάσταση κέντρου (b3
3+ Fe2+) πριν την δέσµευση δύο µορίων 

ΝΟ ταυτόχρονα στον µη-αιµικό σίδηρο, ενώ η αίµη b3 παραµένει αµέτοχη στον καταλυτικό 

κύκλο. Το µοντέλο αυτό βασίστηκε στο γεγονός ότι το κανονικό δυναµικό αναγωγής της 

αίµης b3 είναι σηµαντικά χαµηλότερο από τα δυναµικά αναγωγής των τριών υπολοίπων 

µεταλλικών κέντρων του ενζύµου γεγονός που καθιστά την αναγωγή της b3 θερµοδυναµικά 

µη ευνοούµενη. Συγκεκριµένα, το δυναµικό της αίµης b3 (Em=60 mV) είναι πολύ 

χαµηλότερο από τα 310 mV της αίµης c, 345 mV της αίµης b, και τα 320 mV του µη-αιµικού 

σιδήρου.  ∆εν παρουσιάστηκαν ωστόσο πειραµατικά δεδοµένα που να στηρίζουν την 

δέσµευση ενός ή δύο µορίων υποστρώµατος στον ανηγµένο µη-αιµικό σίδηρο. 

 Οι τιµές των δυναµικών των οξειδοαναγωγικών κέντρων της NOR που αναφέρθηκαν 

παραπάνω καθιστούν πιθανή την υπόθεση ότι κάτω από φυσιολογικές συνθήκες η 
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ενεργοποίηση του ενζύµου πραγµατοποιείται όταν αυτό βρίσκεται σε κατάσταση µικτού 

σθένους, στην οποία οι χαµηλού σπιν αίµες b και c καθώς επίσης και ο µη-αιµικός σίδηρος 

βρίσκονται στην ανηγµένη τους µορφή ενώ η υψηλού σπιν αίµη b3 είναι οξειδωµένη. Στην 

περίπτωση αυτή ένα µόριο ΝΟ προσδένεται στην αίµη b3 και η µεταφορά δύο ηλεκτρονίων 

στο σύµπλοκο b3
3+-ΝΟ παράγει το ανηγµένο ενδιάµεσο ΝΟ Fe2+-N=O-. Στην συνέχεια ένα 

δεύτερο µόριο ΝΟ προσβάλει το δεσµευµένο άτοµο Ν µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό 

HONNO�, δηλαδή του δεσµού Ν-Ν. Η διάσπαση του δεσµού Ν-Ο τελικά παράγει N2O και 

H2O ενώ το ενεργό κέντρο έχεδι οξειδωθεί. Παρόµοια διαδικασία πραγµατοποιείται από το 

Ρ450Nor (25), το οποίο ανάγει το ΝΟ µε απευθείας λήψη των ηλεκτρονίων από το ΝΑDH. 

(2NO + NADH + H+→ N2O + H2O + NAD+ + H2O). Το αρχικό βήµα στην καταλυτική 

πορεία του Ρ450Nor είναι ο σχηµατισµός του συµπλόκου Fe3+-NO και η αναγωγή του από το 

NADH καταλήγει στον σχηµατισµό ενός ασταθούς ενδιαµέσου το οποίο αποσχηµατίζεται 

και αφήνει την αίµη στην Fe3+ κατάσταση. Σε άλλα ένζυµα, όπως η κυτοχρωµική οξειδάση 

όπου η αναγωγή του διπυρηνικού κέντρου είναι ευνοούµενη, έχει δειχθεί ότι η δέσµευση δύο 

µορίων ΝΟ στην ενεργή θέση του πλήρως ανηγµένου (4e-) ενζύµου, οδηγεί στην οξείδωση 

της αίµης και του γειτονικού ατόµου CuB (26). Η παραπάνω διασδικασία περιλαµβάνει την 

λήψη δύο πρωτονίων για τον σχηµατισµό N2O και H2O. Ο µοριακός µηχανισµός αναγωγής 

του µονοξειδίου του αζώτου σε N2O από την NOR εµφανίζεται περίπλοκος εφόσον τα 

αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας αποδεικνύουν ότι το ΝΟ δεσµεύεται στο οξειδωµένο 

ένζυµο αποκλειστικά στον αιµικό σιδηρο του ενεργού κέντρου προς τον σχηµατισµό ενός 

φωτοδιασπόµενου συµπλόκου.  

Συµπεράσµατα 

 Η φασµατοσκοπία συντονισµού Raman σε συνδιασµό µε την φασµατοσκοπία FTIR 

χρησιµοποιήθηκαν για τον χαρακτηρισµό της συναρµογής του ΝΟ στην οξειδωµένη µορφή 

της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου. Η καταγραφή των δονήσεων τάσης Fe3+-NO 

και N-O του συµπλόκου της αίµης b3 βάζει τα θεµέλια για την αναγνώριση και άλλων 

δονήσεων διαφορετικών ΝΟ ενδιαµέσων και κατά συνέπεια τον προσδιορισµό της 

καταλυτικής αντίδρασης αυτού του συναρπαστικού ενζύµου. Επιπλέον µελέτες είναι 

απαραίτητες για την διαµόρφωση ενός ολοκληρωµένου µοντέλου για την λειτουργία της 

αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου. 
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Περίληψη 
 

Η κατανόηση των χηµικών ιδιοτήτων του µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ) στο 

σύµπλοκο του µε τις αιµοχαλκοξειδάσες αποτελεί θεµέλιο για την διελεύκανση του 

µηχανισµού ενεργοποίησης του ΝΟ. Στην παρούσα εργασία παρουσιάζεται η ανίχνευση µε 

φασµατοσκοπία συντονισµού Raman των δονήσεων τάσης Fe2+-NO και Ν-Ο, που 

χαρακτηρίζουν τις δονητικές ιδιότητες του δεσµευµένου NO στην αίµη b3 του κυτοχρώµατος 

cbb3 από το Pseudomonas stutzeri. Η προσθήκη µονοξειδίου του αζώτου στο πλήρως 

ανηγµένο ένζυµο προκαλεί την διάσπαση του δεσµού της αίµης b3 µε την εγγύ ιστιδίνη, µε 

αποτέλεσµα τον σχηµατισµό ενός συµπλόκου b3
2+-NO αριθµού συναρµογής πέντε, µε τις 

δονήσεις ν(Fe2+-NO) και ν(NO) στους 524 cm-1 και 1679 cm-1, αντίστοιχα. Οι συχνότητες 

που ανιχνεύθηκαν για το σύµπλοκο b3
2+-NO είναι όµοιες µε αυτές που έχουν αναφερθεί για 

σύµπλοκα µοντέλων αιµών-ΝΟ και αιµοπρωτεϊνών-ΝΟ. Προτείνεται µοντέλο για την 

περιγραφή των καταστάσεων δέσµευσης του υποκαταστάτη και της οξείδωσης του πλήρως 

ανηγµένου κυτόχρωµα cbb3 µετά την προσθήκη του ΝΟ.  
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Εισαγωγή 
 

Η χηµεία της αλληλεπίδρασης του µονοξειδίου του αζώτου µε το διπυρηνικό κέντρο 

των αιµοχαλκοξειδασών παρουσιάζει σηµαντικό ενδιαφέρον λόγω της συσχέτισής της µε 

φυσιολογικές διαδικασίες (1,2). Για παράδειγµα, η αντιστρεπτή αναστολή της κυτοχρωµικής 

οξειδάσης από το ΝΟ έχει προταθεί ότι αποτελεί σηµείο ελέγχου της κατανάλωσης του Ο2 

στα µιτοχόνδρια, µε πιθανό συσχετισµό µε παθολογικές καταστάσεις του κυττάρου (3,4). 

Επίσης έχουν αναφερθεί στοιχεία που συνδέουν την αερόβια αναπνοή µε την διαδικασία της 

απονιτροποίησης των βακτηρίων, µε βάση τις δοµικές οµοιότητες ανάµεσα στην αναγωγάση 

του µονοξειδίου του αζώτου και την κυτοχρωµική οξειδάση cbb3 του βακτηρίου 

Pseudomonas stutzeri (2). Η cbb3 οξειδάση του Pseudomonas stutzeri περιέχει τρεις αίµες 

τύπου c χαµηλής διαµόρφωσης σπιν, µία αίµη τύπου b µε επίσης χαµηλή διαµόρφωση σπιν, 

και το διπυρηνικό κέντρο της υψηλού σπιν αίµης b3-CuB (5, 6). Μελέτες stopped-flow 

φασµατοσκοπίας ορατού/υπεριώδους του κυτοχρώµατος cbb3 απέδειξαν ότι η δράση του 

ενζύµου ως αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου είναι όµοια µε αυτή που έχει αναφερθεί 

για τα κυτοχρώµατα ba3 και caa3 του θερµόφιλου βακτηρίου Thermus thermophilus (1, 5).  

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της φασµατοσκοπίας συντονισµού 

Raman, µέθοδος που επιτρέπει την ανίχνευση δονήσεων αιµικού σιδήρου-υποκαταστατών, 

για τον χαρακτηρισµό του ΝΟ-συµπλόκου του ανηγµένου κυτοχρώµατος cbb3. Παρά το 

γεγονός ότι το σύµπλοκο b3
2+-NO δεν θα έπρεπε να παρουσιάζει σηµαντικό πληθυσµό στον 

καταλυτικό κύκλο, ο χαρακτηρισµός του σχηµατισµού του συµπλόκου που ανιχνεύτηκε είναι 

σηµαντικός για τον προσδιορισµό των συνθηκών κάτω από τις οποίες το ένζυµο παγιδεύεται 

σε µια κατάσταση λόγω της αργής αποδέσµευση του ΝΟ από την αίµη. Ανιχνεύθηκαν 

ταυτόχρονα οι δονήσεις τάσης του ΝΟ και του Fe2+-NO στους 1679 και 524 cm-1, 

αντίστοιχα. Από τις συχνότητες που παρουσιάζουν οι προαναφερόµενες δονήσεις, 

αποδεικνύεται ότι η προσθήκη του ΝΟ στο πλήρως ανηγµένο κυτόχρωµα cbb3 του βακτηρίου 

Pseudomonas stutzeri έχει ως αποτέλεσµα την διάσπαση του δεσµού His-Fe2+ της αίµης b3. 

Εφόσον λοιπόν πραγµατοποιείται σχάση του δεσµού του αιµικού σιδήρου µε τον εγγύ 

υποκαταστάτη το σύµπλοκο b3
2+-NO παρουσιάζει αριθµό συναρµογής πέντε. 
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Πειραµατικές ∆ιαδικασίες 
 

Το κυτόχρωµα cbb3 αποµονώθηκε όπως έχει περιγραφεί στο (5α). Η πρωτεΐνη 

συγκεντρώθηκε στα 150 µΜ σε ρυθµιστικό διάλυµα 20 mM Tris pH 7.4 που περιείχε 0.05 % 

dodecyl β-D-maltoside και αποθηκεύτηκε σε υγρό άζωτο ως την χρησηµοποίησή της. Για τις 

ισοτοπικές µελέτες υδρογόνου/δευτερίου, διαλύµατα του οξειδωµένου ενζύµου 

ανταλλάχθηκαν τρεις φορές µε 99.9% D2
16O (Aldrich Chemical Co. Inc.) Οι Raman 

µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν µε διέγερση 413.1 nm από Kr+ laser (Coherent K-90). Η 

συγκέντρωση του ενζύµου που τοποθετήθηκε στην περιστρεφόµενη µε 4000-6000 rpm 

quartz Raman κυψελίδα για την µείωση της θέρµανσης του δείγµατος, ήταν 40-50 µΜ. Οι 

κυψελίδες είναι σχεδιασµένες για αναερόβιες µετρήσεις και µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

τόσο για την λήψη φασµάτων συντονισµού Raman όσο και φασµάτων οπτικής απορρόφησης 

(Perkin-Elmer Lamda 20 UV-visible spectrometer). Τα φάσµατα Raman ελήφθησαν µε την 

χρήση τριπλού πολυχρωµάτορα SPEX 1877 και EG&G (model 1530-CUV-1024S) CCD 

ανιχνευτή. Η διακριτικότητα των φασµάτων Raman είναι ±2 cm-1. Η ισχύς της ακτινιβολίας 

διέγερσης που χρησιµοποιήθηκε πάνω στο δείγµα ήταν 3-5 mW και ο συνολικός χρόνος 

καταγραφής κάθε φάσµατος 20-30 min. Η δηµιουργία του ΝΟ-συµπλόκου 

πραγµατοποιήθηκε µε την έκθεση ανηγµένου µε dithionite ενζύµου σε 1 ατµόσφαιρα ΝΟ και 

αναερόβια µεταφορά του στην περιστρεφόµενη Raman κυψελίδα Το αέριο ΝΟ προέρχεται 

από την Messer (Germany) και το ισότοπο NO (15NO) από την Isotec. 

 

Αποτελέσµατα και Συζήτηση 

 

 Το Σχήµα 1 απεικονίζει τα φάσµατα συντονισµού Raman του πλήρως ανηγµένου 

κυτοχρώµατος cbb3 από το βακτήριο Pseudomonas stutzeri καθώς επίσης και των ΝΟ-

συµπλόκων του σε H2O και D2O. Η απόδοση των δονήσεων του ανηγµένου ενζύµου (Σχήµα 

1 Α) πραγµατοποιείται σε αναλογία µε τις αντίστοιχες δονήσεις του ανηγµένου 

κυτοχρώµατος cbb3 από το βακτήριο Rhodobacter sphaeroides (7). Οι δονήσεις στους 1362 

(ν4), 1467 (ν3), και 1605 (ν10) cm-1 χαρακτηρίζουν την αίµη υψηλής διαµόρφωσης σπιν b3. 

Στο φάσµα εµφανίζονται επίσης οι κορυφές στους 1494 (ν3) and 1592 (ν2) cm-1, δηλώνοντας 

την παρουσία των χαµηλού σπιν και αριθµού συναρµογής έξι αιµών b2+ και c2+. Η δέσµευση 

του ΝΟ στην αίµη b3
2+ του πλήρως ανηγµένου ενζύµου δηµιουργεί ένα σύµπλοκο b3

2+-NO 

µε χαµηλή διαµόρφωση σπιν (Σχήµα 1 Β). Η κατάσταση σπιν και ο αριθµός συναρµογής του 

συµπλόκου προσδιορίζονται από τις δονήσεις στους 1373 (ν4), 1507 (ν3), και 1644 (ν10) cm-1. 
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   Σχήµα 1: Περιοχή των υψηλών συχνοτήτων του φάσµατος συντονισµού Raman του 

ανηγµένου cbb3 (Α), του συµπλόκου του ανηγµένου cbb3-ΝΟ σε Η2Ο (Β) και του συµπλόκου 

του ανηγµένου cbb3-ΝΟ σε D2Ο (C) µε διέγερση 413.1 nm. Ένθετο: Περιοχή των xaµηλών 

συχνοτήτων του φάσµατος συντονισµού Raman του συµπλόκου του ανηγµένου cbb3-14ΝΟ (D) 

και του cbb3-15NO (Ε) σε H2O.  

Επιπλέον εµφανίζεται µία νέα δόνηση στους 1679 cm-1. Η προέλευση της δόνησης είναι από 

το δεσµευµένο ΝΟ στο σύµπλοκο b3
2+-NO, και η ερµηνεία αυτή βρίσκεται σε συµφωνία µε 

τις συχνότητες ν(ΝΟ) που έχουν αναφερθεί για άλλα σύµπλοκα αίµης Fe2+-NO αριθµού 

συναρµογής πέντε (9-17). Το Σχήµα 1C παρουσιάζει το φάσµα του δεσµευµένου ΝΟ στο 
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κυτόχρωµα cbb3 σε D2O. Η σύγκριση του φάσµατος Β µε το φάσµα C δείχνει ότι παρόµοιες 

δονήσεις λαµβάνονται σε ρυθµιστικά διαλύµατα H2O και D2O. Το γεγονός αυτό ερµηνεύεται 

µε το συµπέρασµα ότι δεν υπάρχουν αλληλεπιδράσεις του δεσµευµένου ΝΟ που να 

σχετίζονται µε δεσµό υδρογόνου στο σύµπλοκο b3
2+-NO σε  pH 7.4. Η υψηλή περιοχή 

συχνοτήτων του φάσµατος συντονισµού Raman του συµπλοκου b3
2+-15NO δεν εµφανίζει την 

δόνηση στους 1679 cm-1. Η αναµενόµενη συχνότητα της ν(15NO) του συµπλόκου βρίσκεται 

στους 1636 cm-1, σε µια περιοχή του φάσµατος µε δονήσεις µεγάλης έντασης, µε 

αποτέλεσµα να µην είναι δυνατή η ανίχνευση της ν(15NO). Στην περιοχή των χαµηλών 

συχνοτήτων του φάσµατος συντονισµού Raman του συµπλόκου cbb3-14ΝΟ (Σχήµα 1 D) 

εµφανίζεται µία δόνηση στους 524 cm-1 που µετατοπίζεται στους 518 cm-1 στο σύµπλοκο του 

ενζύµου µε το ισοτοπικά επισηµασµένο 15ΝΟ (Σχήµα 1 Ε). Η κορυφή αυτή αποδίδεται στην 

δόνηση τάσης Fe-NO του συµπλόκου b3
2+-ΝΟ, εφόσον η ισοτοπική µετατόπιση των 6 cm-1 

είναι σύµφωνη µε την θεωρητική τιµή που προσδιορίζεται µε βάση το µοντέλο του 

διατοµικού αρµονικού ταλαντωτή και επίσης η συχνότητα της δόνησης ν(Fe2+-NO)  είναι 

όµοια µε τις αντίστοιχες που έχουν αναφερθεί για σύµπλοκα µοντέλων αιµών-ΝΟ και 

αιµοπρωτεϊνών-ΝΟ (9-16). Σύµφωνα µε το µοντέλο του διατοµικού αρµονικού ταλαντωτή 

προβλέπεται µετατόπιση για την αντικατάσταση 14N16O µε  15N16O της τάξης των 6 cm-1 για 

ευθεία διαµόρφωση και 16 cm-1 για κεκαµµένη δοµή. Παρά το γεγονός ότι τα δεδοµένα από 

τα φάσµατα συντονισµού Raman του συµπλόκου b3
2+-NO συντείνουν στον προσδιορισµό 

ευθείας διαµόρφωσης, τα δεδοµένα Χ-ray µελετών µοντέλων Fe2+-NO δείχνουν ότι η δοµή 

που ευννοείται είναι η κεκαµµένη.  

Η ασυνήθιστα χαµηλή συχνότητα της δόνησης τάσης Fe2+-CO στο κυτόχρωµα cbb3 

σε σχέση µε τα αντίστοιχα σύµπλοκα άλλων µελών της οικογένειας των αιµοχαλκοξειδασών 

αποδώθηκε σε µια ανοικτή δοµή της ενεργής θέσης, στην οποία δεν παρουσιάζονται οι 

αλληλεπιδράσεις µε το γειτονικό άτοµο του CuB και συνεπώς το δεσµευµένο στην αίµη b3 

CO µπορεί να υιοθετήσει ευθεία διαµόρφωση, κάθετα ως προς το επίπεδο της αίµης (18). Τα 

αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης συνηγορούν στην ύπαρξη µιας παρόµοιας 

διαµόρφωσης της µακρινής θέσης της κοιλότητας της αίµης µε αυτή του CO-συµπλόκου στο 

ένζυµο. Οι συχνότητες ν(Fe2+-NO)=524 cm-1 και ν(NO)=1679 cm-1 βρίσκονται πολύ κοντά 

στις τιµές που έχουν αναφερθεί για σύµπλοκα αιµών-ΝΟ µε αριθµό συναρµογής πέντε. Το 

εύρος που εµφανίζει η δόνηση ν(Fe2+-NO) είναι µικρό και κυµαίνεται στους 523-526 cm-1, 

ενώ για την δόνηση ν(NO) έχει καταγραφεί µεγαλύτερη διακύµανση που καλύπτει το εύρος 

τιµών από 1667 ως 1681 cm-1. Αν και παραµένει προς διευκρίνυση το ποσοστό που 

επηρεάζει η πολικότητα της µακρινής θέσης της κοιλότητας της αίµης τις ιδιότητες της 
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ν(NO), όπως επηρεάζει και την ν(Fe2+-CO), τα πειραµατικά δεδοµένα δείχνουν ότι η 

πολικότητα της µακρινής θέσης της αίµης b3 στο κυτόχρωµα cbb3 είναι όµοια µε αυτή της 

sGC (νNO=1681) και της FixL (νNO=1677) (8, 9, 16). 

Για να περιγραφούν οι πιθανές καταστάσης δέσµευσης του υποκαταστάτη και η 

οξειδωτική τους κατάσταση, κατά την προσθήκη ΝΟ στο πλήρως ανηγµένο κυτόχρωµα cbb3, 

προτείνεται το µοντέλο που απεικονίζεται συνοπτικά στο ∆ιάγραµµα 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

∆ιάγραµµα 1. Σχηµατική απεικόνιση των δοµών των οξειδοαναγωγικών κέντρων του 

πλήρως ανηγµένου κυτοχρώµατος cbb3 κατά την προσθήκη µονοξειδίου του αζώτου.  

 

 Η προσθήκη του ΝΟ στο ανηγµένο κυτόχρωµα cbb3 προκαλεί την διάσπαση του 

δεσµού της αίµης b3 µε την εγγύ ιστιδίνη, παράγοντας ένα σύµπλοκο αίµης b3
2+-NO αριθµού 

συναρµογής πέντε 2. Ένα δεύτερο µόριο ΝΟ προσβάλει το άτοµο Ν του συµπλόκου αίµης-

ΝΟ και µε συνακόλουθη πρωτονίωση σχηµατίζεται ένα µεταβατικό σύµπλοκο (HONNO�), 

και άρα ο δεσµός Ν-Ν. Αυτή η µορφή του ενζύµου είναι ασταθής και µε την προσθήκη ενός 

πρωτονίου σχηµατίζεται µια κατάσταση µικτού σθένους 4 ενώ ταυτόχρονα απελευθερώνεται 

το παραγόµενο N2O και H2O. Η παρουσία περίσσειας dithionite οδηγεί στον αναγωγή του 

ενζύµου και τον σχηµατισµό και πάλι της µορφής 1. Στα πειράµατα της προσθήκης ΝΟ στο 

πλήρως ανηγµένο ένζυµο, που περιγράφονται στην παρούσα εργασία, δεν συναντάµε 

στοιχεία που να συνηγορούν στην οξείδωση του ενζύµου, γεγονός που αποδεικνύει την 

ύπαρξη σηµαντικής περίσσειας αναγωγικού που αποτρέπει την οξείδωση. Συνεπώς, ο 
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σχηµατισµός του ενδιαµέσου 3, από το σύµπλοκο αίµης b3
2+-NO 2, που εξαρτάται από την 

περίσσεια ΝΟ, αναστέλεται κάτω από τις παραπάνω συνθήκες και άρα αυξάνεται ο 

πληθυσµός του συµπλόκου b3
2+-NO. Ο µηχανισµός που περιγράφει την δηµιουργία του ΝΟ-

συµπλόκου κάτω από τις συγκεκριµένες συνθήκες διεξαγωγής του πειράµατος µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί ως µοντέλο εργασίας για µελλοντικά πειράµατα. 

Η αίµη b3 του κυτοχρώµατος cbb3 ανάγεται µερικώς από το ασκορβικό και 

οξειδώνεται από το ΝΟ (5). Η πλήρης αναγωγή του ενζύµου απαιτεί την χρησιµοποίηση 

dithionite, όπως απαιτείται και στην περίπτωση της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου 

(NOR) του Paracoccus denitrificans και του κυτοχρώµατος cbb3 από το Rhodothermus 

marinus (19, 20 ). Η συµπεριφορά αυτή αποτελεί ένδειξη για ασυνήθιστα χαµηλή τιµή του 

κανονικού δυναµικού οξειδοαναγωγής της αίµης b3. Το κανονικό δυναµικό οξειδοαναγωγής 

της αίµης b3 στην περίπτωση της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου είναι Em=60 mV, 

και η πλήρης αναγωγή του διπυρηνικού κέντρου στο ένζυµο αυτό είναι µη ευννοούµενη 

θερµοδυναµικά (21). Παρόµοιες παρατηρήσεις ισχύουν και για το κυτόχρωµατος cbb3 από το 

Rhodothermus marinus (20). Το ΝΟ-σύµπλοκο που ανιχνεύσαµε απαιτεί την χρήση 

dithionite και άρα πλήρως ανηγµένο ενεργό κέντρο. Πρόσφατα προτάθηκε ότι ο µηχανισµός 

ενεργοποίησης του ΝΟ από την NOR πραγµατοποιείται µε ένα πλήρως ανηγµένο διπυρηνικό 

κέντρο αίµης b3/µη-αιµικού σιδήρου, και η δέσµευση ΝΟ στην ανηγµένη αίµη b3 προκαλεί 

την αποδέσµευση της εγγύς ιστιδίνης (22). 

Τα πειραµατικά δεδοµένα και η ανάλυση που παρουσιάζεται στην παρούσα εργασία 

αποδεικνύουν τον σχηµατισµό ενός συµπλόκου Fe2+-NO της αίµης b3 µε αριθµό συναρµογής 

πέντε. Η ανίχνευση αυτού του συµπλόκου δεν ήταν αναµενόµενη. Αν και έχει αναφερθεί  σε 

διάφορα µηχανιστικά µοντέλα αναγωγής του ΝΟ (22), η επιβεβαίωση του σχηµατισµού του 

και ο φασµατοσκοπικός χαρακτηρισµός του δεν είχε καταστεί δυνατόν να πραγµατοποιηθεί 

πιθανόν λόγω του µικρού χρόνου ζωής του κατά την καταλυτική πορεία. Επιπλέον µελέτες 

απαιτούνται για την εξέταση των ιδιοτήτων του συµπλόκου και τον πιθανό ρόλο του στην 

ενζυµατική λειτουργία της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου και των κυτοχρωµάτων 

cbb3 και ba3 από το T. thermophilus, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες. Επίσης, η σύγκριση 

των συµπλόκων ΝΟ αριθµού συναρµογής πέντε και έξι, αντίστοιχα, είναι απαραίτητη 

προϋπόθεση για τον προσδιορισµό των δοµικών παραµέτρων που ευννοούν την διάσπαση 

του δεσµού Fe-His κατά την δέσµευση του ΝΟ. 
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Περίληψη 

 

Η φασµατοσκοπία συντονισµού Raman χρησιµοποιήθηκε για την διερεύνυση των 

δοµικών και λειτουργικών ιδιοτήτων του διπυρηνικού κέντρου αίµης b3-CuB του 

κυτοχρώµατος cbb3 από το βακτήριο Pseudomonas stutzeri και του κέντρου αίµης b3-Fe (µη-

αιµικού σιδήρου) της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου του βακτηρίου Paracoccus 

denitrificans σε διαφορετικές µορφές των ενζύµων. Τα φάσµατα των προϊόντων των 

αντιδράσεων cbb3/O2 και NOR/O2 δείχνουν ότι και τα δύο ένζυµα καταλύουν την αναγωγή 

του Ο2 σε H2O. Με βάση τις διαφορές στην µορφή που αποµονώνονται τα δύο ένζυµα 

προτείνουµε ότι ο επανασχηµατισµός του δεσµού b3-O-Fe στην NOR προκαλεί την 

διάσπαση του δεσµού His-αίµης b3 προς την δηµιουργία της ανοικτής και κλειστής 

διαµόρφωσης του οξειδωµένου ενεργού κέντρου b3-O(H)-Fe. Ο συνδιασµός 

φασµατοσκοπίας ορατού και συντονισµού Raman για τα προϊόντα της αντίδρασης της 

ανηγµένης NOR µε το µονοξείδιο του αζώτου, δείχνουν ότι ο σχηµατισµός του δεσµού Ν-Ν 

κατά την αναγωγή του ΝΟ σε Ν2Ο στην διαδικασία της απονιτροποίησης πραγµατοποιείται 

µε ακέραιο τον δεσµό His-αίµης b3. Η αναγωγή του Ο2 και του ΝΟ από την κυτοχρωµική 

οξειδάση και την αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου συγκρίνονται και σχολιάζονται. 
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Εισαγωγή 

 

Σηµαντική πρόοδος έχει σηµειωθεί τα τελευταία χρόνια στην κατανόηση της λειτουργίας 

και της µοριακής δοµής του αναπνευστικού συµπλόκου της κυτοχρωµικής c οξειδάσης (1-

45). Η ικανότητα του ενζύµου να ανάγει το Ο2 και να αντλεί πρωτόνια αποτέλεσε 

αντικείµενο µεγάλου αριθµού µελετών για την κατανόηση του µοριακού µηχανισµού της 

τάξης αυτών των ενζύµων. Με βάση τις δοµικές οµοιότητες ανάµεσα στην αναγωγάση του 

µονοξειδίου του αζώτου και της τελικής οξειδάσης cbb3 προτάθηκε πρόσφατα ότι υπάρχουν 

κοινά στοιχεία ανάµεσα στην αερόβια αναπνοή και την βακτηριακή απονιτροποίηση (29). 

Στο ίδιο πλαίσιο, θεωρήθηκε ότι η διαφοροποίηση ανάµεσα στις δύο τάξεις ενζύµων έγκειται 

στην οργάνωση της ενεργού τους θέσης. Στην διαδικασία της απονιτροποίησης, η 

αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου (NOR) καταλύει την δύο ηλεκτρονίων αναγωγή του 

ΝΟ σε Ν2Ο µέσω ενός διπυρηνικού κέντρου αιµικού b3/µη-αιµικού σιδήρου, ενώ η αναγωγή 

του O2 σε H2O από το ένζυµο της αναπνευστικής αλυσίδας λαµβάνει χώρα στο διπυρηνικό 

κέντρο b3/CuB (1-5, 45-54). 

Μελέτες πάνω στον βιολογικό έλεγχο της χηµείας οξυγόνου και µονοξειδίου του αζώτου 

έχουν αναδείξει διαφορετικούς µηχανισµούς (1, 45, 55). Τα µέταλλα που συναντώνται 

συχνότερα στις παραπάνω διαδικασίες είναι ο σίδηρος και ο χαλκός σε µονοπυρηνικά, και 

οµο- ή ετερο- διπυρηνικά κέντρα. Μέσω της εξελικτικής διαδικασίας επιλέχθηκαν τα 

καταλληλότερα µέσα για την αξιοποίηση των ιδιοτήτων της χηµείας του O2 και του NO, και 

σηµαντικός αριθµός ενζύµων εξελίχθηκε για τον έλεγχο της ενεργοποίησης τους (45, 54). 

Πρόσφατη µελέτη απεκάλυψε ότι τα κυτοχρώµατα ba3 και caa3 του θερµόφιλου βακτηρίου 

Thermus thermophilus παρουσιάζουν ενεργότητα αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου 

(29). Επιπλέον, το κυτόχρωµα cbb3 από το βακτήριο Pseudomonas stutzeri εµφανίζει την 

µεγαλύτερη ενεργότητα αναγωγάσης του ΝΟ ανάµεσα από τις οξειδάσες που έχουν 

µελετηθεί, παρέχοντας ενδείξεις για κοινή καταγωγή του κυτοχρώµατος και της NOR (43, 

44). Από την άλλη πλευρά, και η αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου εµφανίζει 

δραστικότητα ως προς το οξυγόνο, µε ενεργότητα που φτάνει τα 120 ηλεκτρόνια  s-1, τιµή 

που είναι της ίδιας τάξης µεγέθους µε την ενεργότητά της ως προς το ΝΟ (49). 

Το κυτόχρωµα cbb3 από το βακτήριο Pseudomonas stutzeri περιέχει τρεις c-τύπου 

χαµηλού σπιν αίµες, µία b-τύπου χαµηλού σπιν αίµη και το διπυρηνικό κέντρο της υψηλού 

σπιν αίµης b3-CuB (44). Ορισµένα από τα δοµικά χαρακτηριστικά του κυτοχρώµατος cbb3 

είναι ξεχωριστά σε σχέση µε τις αα3-τύπου κυτοχρωµικές οξειδάσες, και συγκεκριµένα 
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απουσιάζουν η πλευρική οµάδα υδρόξυαιθυλ-φαρνεσύλ της αίµης και η υψηλά διατηρηµένη 

στην οικογένεια των τελικών οξειδασών τυροσίνη 244 (αρίθµηση αα3 θηλαστικών), που έχει 

προταθεί ότι διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στις ιδιότητες του διπυρηνικού κέντρου (8, 10, 

11). Πρόσφατα, η µελέτη της φωτοδιάσπασης του CO συµπλόκου του κυτοχρώµατος cbb3 µε 

φασµατοσκοπία time-resolved step-scan FTIR απέδειξε ότι ο αποσχηµατισµός του 

µεταβατικού συµπλόκου CuB
1+-CO είναι ταυτόχρονος µε την επαναδέσµευση του CO στην 

αίµη b3, σε αντίθεση µε το κυτόχρωµα αα3 των θηλαστικών (26). Παράλληλα, η ν(CO) του 

συµπλόκου CuB
1+-CO στους 2065 cm-1 έδειξε ότι η διαµόρφωση του υποκαταστάτη είναι 

όµοια µε το κυτόχρωµα αα3 των θηλαστικών, παρά την απουσία της οµοιοπολικά 

δεσµευµένης Υ244 µε τον ένα υποκαταστάτη του CuB, την Η276. Επίσης έχουµε 

χαρακτηρίσει το σύµπλοκο Fe2+-NO του κυτοχρώµατος cbb3 του Pseudomonas stutzeri (κεφ. 

10, 38). Προσθήκη του ΝΟ στο πλήρως ανηγµένο ένζυµο προκαλεί την διάσπαση του 

δεσµού His-Fe της αίµης b3, παράγοντας ένα σύµπλοκο b3
2+-NO αριθµού συναρµογής πέντε. 

Η NOR περιλαµβάνει µία c- και µια b-τύπου χαµηλού σπιν αίµη, και µία υψηλού σπιν 

αίµη b3, η οποία µαζί µε ένα άτοµο µη-αιµικού σιδήρου σχηµατίζουν ένα οµοδιπυρηνικό 

κέντρο, όπου και πραγµατοποιείται η αναγωγή του ΝΟ (47-52). Μελέτη µας µε 

φασµατοσκοπία συντονισµού Raman απεκάλυψε τις ιδιότητες του ενεργού κέντρου της 

οξειδωµένης και ανηγµένης κατάστασης της αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου του 

βακτηρίου Paracoccus denitrificans, καθώς επίσης και του ΝΟ-συµπλόκου του ενζύµου 

(κεφ. 8 και 9, 53). Στην οξειδωµένη κατάσταση το φάσµα της NOR εµφανίζει δύο δονήσεις 

νas(Fe-O-Fe) στους 815 και 833 cm-1, οι οποίες αποδώθηκαν σε δύο διαφορετικές 

διαµορφώσεις του καταλυτικού κέντρου, την ανοικτή και την κλειστή, αντίστοιχα. Επιπλέον 

χαρακτηρίστηκε το ΝΟR/NO σύµπλοκο της οξειδωµένης µορφής του ενζύµου, µέσω των 

ν(Fe3+-NO) και ν(N-O) στους 594 και 1904 cm-1, αντίστοιχα (κεφ. 9, 53).  

Η σύγκριση της κυτοχρωµικής οξειδάσης τύπου cbb3 µε την αναγωγάση του µονοξειδίου 

του αζώτου µπορεί να µας δώσει την δυνατότητα για την αναγνώριση των διατηρηµέρων 

δοµικών χαρακτηριστικών στα δύο ένζυµα, που παρέχουν σε αυτά την δυνατότητα να 

επιτελούν τις κοινές βασικές λειτουργίες τους. Σε αντίθεση, οι διαφοροποιήσεις τους 

αφορούν την προσαρµογή των ενζύµων στις ιδιαίτερες ανάγκες του βιολογικού τους ρόλου.  

Σε µια προσπάθεια να κατανοήσουµε τις οµοιότητες στην δοµή και τις ιδιότητες του 

ενεργού κέντρου του κυτοχρώµατος cbb3 και της NOR, µελετήσαµε τα φάσµατα 

συντονισµού Raman των ενζύµων στην οξειδωµένη και ανηγµένη κατάσταση, καθώς και του 

συµπλόκου του ανηγµένου ενζύµου µε το CO. Επιπλέον, καταγράψαµε τα φάσµατα 
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συντονισµού Raman κατά την αντίδραση των CO-συµπλόκων cbb3 και NOR µε το οξυγόνο, 

στα οποία πραγµατοποιείται αυθόρµητη αντικατάσταση του CO από το Ο2. Η σύγκριση 

ανάµεσα στα πειραµατικά δεδοµένα των αντιδράσεων cbb3 και NOR µε το οξυγόνο, δείχνει 

τον σχηµατισµό οµοίων προϊόντων. Τα RR δεδοµένα της αντίδρασης της πλήρους ανηγµένης 

NOR µε το ΝΟ οδηγούν στο συµπέρασµα ότι παράγεται ένα σύµπλοκο υψηλής 

διαµόρφωσης σπιν και αριθµού συναρµογής έξι , µε το νερό να θεωρείται ως ο πιθανότερος 

έκτος υποκαταστάτης. Προτείνουµε ότι το οξυγόνο του µορίου του δεσµευµένου νερού είναι 

αυτό που στην συνέχεια σχηµατίζει την όξο-γέφυρα b3-O-Fe, ο σχηµατισµός της οποίας έχει 

ως αποτέλεσµα την διάσπαση του δεσµού His-αίµης b3 και την αναγέννηση του ενζύµου 

στην µορφή στην οποία αποµονώνεται, δηλαδή του διπυρηνικού κέντρου όξο-γέφυρας b3-

O(H)-Fe. Επιπλέον, τα δεδοµένα µας στηρίζουν την άποψη ότι ο σχηµατισµός του δεσµού Ν-

Ν στην διαδικασία της απονιτροποίησης πραγµατοποιείται µε ακέραιο τον δεσµό His-αίµης 

b3 και το διπυρηνικό κέντρο οξειδώνεται πλήρως µετά τον καταλυτικό κύκλο. 

 

Πειραµατικές ∆ιαδικασίες 

 

Η αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου αποµονώθηκε όπως περιγράφηκε στο 

κεφάλαιο 3 και σύµφωνα µε την παραποµπή 50. Η κυτοχρωµική οξειδάση cbb3-τύπου του 

Pseudomonas stutzeri αποµονώθηκε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της παραποµπής 44. Τα 

δείγµατα συγκεντρώθηκαν ως 150 µΜ σε 20 mM Tris pH 7.4 που περιείχε 0.05 % dodecyl β-

D-maltoside και αποθηκεύτηκαν σε υγρό άζωτο ως την χρήση τους. Η συγκέντρωση της 

NOR υπολογίστηκε µε ε411= 3.11x 105 M-1 cm-1. Τα φάσµατα συντονισµού Raman 

συλλέχθηκαν σύµφωνα µε όσα έχουν αναφερθεί στις παραποµπές (20, 21, 27). Η ενέργεια 

διέγερσης στα 413.1 nm ήταν 5-7 mW και ο συνολικός χρόνος καταγραφής κάθε φάσµατος 

5-10 min. Οι κυψελίδες Raman είναι σχεδιασµένες για αναερόβιες µετρήσεις φασµάτων 

Raman αλλά και απορρόφησης ορατού (Perkin Elmer Lamda 20) για την εκτίµηση της 

σταθερότητας του εκάστοτε δείγµατος. Τα CO-σύµπολοκα των δύο ενζύµων 

παρακευάστηκαν µε την έκθεση των ανηγµένων µε dithionite δειγµάτων σε 1 atm CO, µετά 

την αποµάκρυνση του οξυγόνου µε κύκλους αργού/κενού. Η αντίδραση µε το οξυγόνο 

πραγµατοποιήθηκε µε την έκθεση των δείγµατων σε 1 atm O2, ενώ για την αντίδραση της 

NOR µε το ΝΟ το δείγµα αρχικά ανάχθηκε υπό αναερόβιες συνθήκες µε dithionite και στην 

συνέχεια εκτέθηκε σε 1 atm NO. Τα αέρια ΝΟ και CO αγοράστηκαν από την Messer 

(Frankfurt, Germany). 
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Αποτελέσµατα 

 
Το φάσµα απορρόφησης ορατού της οξειδωµένης µορφής της αναγωγάσης του 

µονοξειδίου του αζώτου (φάσµα Α, Σχήµα 1) παρουσιάζει µέγιστα στα 411, 530, 558 nm, τα 

οποία είναι ενδεικτικά της παρουσίας των χαµηλού σπιν b- και c-τύπου αιµών και της 

υψηλού σπιν αίµης b3. Η µετάβαση στα 595 nm είναι µια χαρακτηριστική ταινία µεταφοράς 

φορτίου από την πορφυρίνη στον υποκαταστάτη, που οφείλεται στην αίµη υψηλού σπιν b3. 

Το ανηγµένο ένζυµο (φάσµα Β, Σχήµα 1) εµφανίζει την Soret µετάβαση στα 420 nm και τις 

άλλες µεταβάσεις ορατού στα 521, 551, και 558 nm. Το ΝΟ συναρµόζεται στις 

αιµοπρωτεΐνες τόσο στην ανηγµένη όσο και την οξειδωµένη τους κατάσταση, δίνοντας 

χαρακτηριστικά φάσµατα (53). Η έκθεση της ανηγµένης NOR σε 1 atm αερίου ΝΟ (φάσµα 

C, Σχήµα 1) µετατοπίζει την Soret µετάβαση στα 415 nm και µειώνει την ένταση των 

µεταβάσεων ορατού στα 521, 551, και 558 nm. Κατά συνέπεια φαίνεται ότι το ΝΟ οξειδώνει 

το ένζυµο. Με την παροδο περίπου 10 min το ένζυµο σταδιακά οξειδώνεται (φάσµα D, 

Σχήµα 1) και µετά την αποµάκρυνση της περίσσειας του αερίου ΝΟ αναγεννάται το φάσµα 

του οξειδωµένου ενζύµου στην µορφή που αποµονώνεται, µε την χαρακτηριστική µετάβαση 

της υψηλού σπιν αίµης στα 595 nm (φάσµα E, Σχήµα 1). 

 

 

Σχήµα 1: Φάσµατα απορρόφησης ορατού της 

ανγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου από το 

βακτήριο P. denitrificans στην µορφή που 

αποµονώνεται το ένζυµο (φάσµα Α), την πλήρως 

ανηγµένη µε dithionite µορφή (φάσµα Β), της 

αντίδρασης  ανηγµένης NOR/NO σε t=3 min 

(φάσµα C) και σε t=10 min (φάσµα D) και µετά 

την αποµάκρυνση της περίσσειας ΝΟ µε 

διοχέτευση αργού (φάσµα Ε). Η συγκέντρωση του 

ενζύµου ήταν 10 µΜ και το µήκος της κυψελίδας 

0.5 cm. 
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Σχήµα 2: Φάσµατα συντονισµού Raman στην περιοχή υψηλών συχνοτήτων της NOR στην 

µορφή που αποµονώνεται (φάσµα Α), την ανηγµένη µορφή (φάσµα Β), του CO-συµπλόκου του 

πλήρως ανηγµένου ενζύµου (φάσµα C), και της επανοξειδωµένης µε Ο2 µορφής (φάσµα D). Το 

µήκος κύµατος διέγερσης ήταν 413.1 nm και ο χρόνος καταγραφής κάθε φάσµατος 10-15 min.  

 

 

Τα φάσµατα συντονισµού Raman της NOR στην περιοχή υψηλών συχνοτήτων στην 

οξειδωµένη (φάσµα Α) και την ανηγµένη της µορφή (φάσµα Β), του πλήρως ανηγµένου CO-

συµπλόκου (φάσµα C) και του επανοξειδωµένου µε Ο2 ενζύµου (φάσµα D) παρουσιάζονται 

στο Σχήµα 2. Το µήκος κύµατος διέγερσης των 413.1 nm βρίσκεται σε συντονισµό µε όλες 

τις αίµες, και συνεπώς όλες συνεισφέρουν στην ένταση του φάσµατος. Η περιοχή των 

υψηλών συχνοτήτων (1200-1700 cm-1) περιέχει δονήσεις του πορφυρινικού δακτυλίου που 
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χαρακτηριζουν την οξειδωτική κατάσταση (ν4), τον αριθµό συναρµογής και την κατάσταση 

σπιν των αιµών (ν3, ν2, ν10). Οι δονήσεις του οξειδωµένου ενζύµου στους 1373 (ν4), 1492 

(ν3), 1578 (ν2) και 1630 (ν10) cm-1 είναι ενδεικτικές της υψηλού σπιν και αριθµού 

συναρµογής πέντε αίµης b3. Οι αίµες χαµηλού σπιν και αριθµού συναρµογής έξι b και c 

συνεισφέρουν στις δονήσεις στους 1505 (ν3), 1584 (ν2), 1639 (ν10) και στους 1597 cm-1 (ν37). 

Η αναγωγή όλων των αιµών του ενζύµου (φάσµα Β) επιβεβαιώνεται από την µετατόπιση της 

ν4 στους 1362 cm-1. Οι δονήσεις της υψηλού σπιν αίµης και αριθµού συναρµογής πέντε 

ανηγµένης αίµης b3 (αξονικός υποκαταστάτης η εγγύς ιστιδίνη) παρουσιάζονται στους 1472 

(ν3), 1560 (ν2), και 1606 (ν10). Η παρουσία των ανηγµένων αιµών χαµηλού σπιν b και c 

χαρακτηρίζεται από την δόνηση ν3 στους 1494 cm-1, ενώ η ν2 εµφανίζεται στους 1584 και 

1591 cm-1, αντίστοιχα για την κάθε µία. Το φάσµα του CO-συµπλόκου της NOR (φάσµα C) 

κυριαρχείται από δονήσεις αιµών χαµηλής διαµόρφωσης και αριθµού συναρµογής έξι. Οι 

δονήσεις της b3 µετατοπίζονται στους 1373, (ν4), 1494 (ν3), και στους 1630 cm-1 (ν10), το CO 

δεσµεύεται στην αίµη b3 σχηµατίζοντας το σύµπλοκο χαµηλού σπιν His-Fe2+-CO. Η ν2 

συµπίπτει µε άλλες δονήσεις όπως οι ν11, ν37 και ν38, συνεπώς η απόδοση της δεν µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί µε τα παρόν δεδοµένα (19), αλλά απαιτούνται πειράµατα µε διαφορετική 

πόλωση. Η προσθήκη Ο2 στο CO-σύµπλοκο του ενζύµου (φάσµα D) προκαλεί την συνολική 

µετατόπιση της έντασης της ν4 στους 1373 cm-1 δείχνοντας την οξείδωση τoυ συνόλου των 

αιµών της NOR. Με εξαίρεση την µεγάλη ένταση των δονήσεων της υψηλού σπιν αίµης και 

αριθµού συναρµογής αίµης b3 στους 1492 και 1572 cm-1, το φάσµα είναι όµοιο µε το φάσµα 

της µορφής που αποµονώνεται το ένζυµο. Για να διαπιστωθεί αν ο δεσµός b3-O-Fe έχει 

επαναδηµιουργηθεί καταγράψαµε το φάσµα συντονισµού στην περιοχή 700-900 cm-1. Το 

ένθετο του σχήµατος 2 απεικονίζει το φάσµα a, που αντιστοιχεί στο ένζυµο στην µορφή που 

αποµονώνεται, ενώ το φάσµα b µετά την οξείδωση µε το Ο2. Από την σύγκριση των δύο 

φασµάτων φαίνεται ότι οι 813 και 833 cm-1 δονήσεις που αντιστοιχούν στην όξο-γέφυρα δεν 

εµφανίζονται στα φάσµα b, γεγονός που προσδιορίζει την δοµή της υψηλού σπιν και αριθµού 

συναρµογής πέντε αίµης b3 σε His-b3
3+. Ο µηχανισµός µε τον οποίο πραγµατοποιείται η 

οξείδωση του ενζύµου δεν είναι γνωστός, ωστόσο πιθανή είναι η αντικατάσταση του CO από 

το οξυγόνο και η ακόλουθη, τεσσάρων ηλεκτρονίων, αναγωγή του προς Η2Ο µε µεταφορά 

ηλεκτρονίων από τις αίµες b/c και τον µη-αιµικό σίδηρο. Οι δονήσεις των διαφορετικών 

καταστάσεων και συµπλόκων της NOR συνοψίζονται στον Πίνακα Ι και βρίσκονται σε 

συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες φασµάτων συντονισµού ενζύµων µε b και c αίµες, 

καθώς επίσης και µοντέλων πορφυρινών. 
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Πίνακας Ι 

          Συχνότητες (cm-1) δονήσεων συντονισµού Raman στην  NOR 

     Οξειδωµένο   Ανηγµένο                 αίµη b3-CO         Επανοξειδ. (O2) αίµη b3      Επανοξειδ. (NO) αίµη b3 u 

∆όνηση         5C/HS  6C/LS  5C/HS  6C/LS                6C/LS            5C/HS                                       6C/HS          55 

ν2  1578  1584  1560  1591      1584  1572       1565   

ν3  1492  1505  1472  1494      1494  1492       1484 

ν4  1373  1373  1362  1362      1373  1373       1373 

ν10  1630  1639  1606        1633  1630 

ν11        1550 

ν37    1597 

νC=C      1624  1624      1624   
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Σχήµα 3: Φάσµατα συντονισµού Raman στην περιοχή των υψηλών συχνοτήτων του 

κυτοχρώµατος  cbb3 στην οξειδωµένη µορφή που αποµονώνεται (φάσµα Α), στην πλήρως 

ανηγµένη µορφή (φάσµα Β), του CO-συµπλόκου του ανηγµένου ενζύµου (φάσµα C), και του 

προϊόντος της αντίδρασης µετά την µίξη του CO-συµπλόκου µε οξυγόνο ώστε αυτό να 

αντικαταστήσει αυθόρµητα το CO. Το µήκος κύµατος διέγερσης ήταν 413.1 nm και ο χρόνος 

καταγραφής κάθε φάσµατος 10-15 min.  

 

 

Το Σχήµα 3 απεικονίζει την περιοχή υψηλών συχνοτήτων των φασµάτων συντονισµού 

Raman της οξειδωµένης (φάσµα Α) και της ανηγµένης µορφής (φάσµα Β) του κυτοχρώµατος 

cbb3 του βακτηρίου P. stutzeri, καθώς επίσης του πλήρως ανηγµένου CO-συµπλόκου (φάσµα 

C), και του παραγώµενου προϊόντος από την αντίδραση του CO-συµπλόκου ενζύµου µε το 
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Ο2 (φάσµα D). Το µήκος κύµατος διέγερσης 413.1 nm βρίσκεται και σε αυτή την περίπτωση 

σε συντονισµό µε όλες τις αίµες. Το φάσµα του οξειδωµένου ενζύµου εµφανίζει την ν4 στους 

1373 cm-1, επιβεβαιώνοντας την Fe3+ οξειδωτική κατάσταση των αιµών, όπως και σε 

προηγούµενες µελέτες (20). Η ασθενής δόνηση στους 1437 cm-1 προέρχεται από την ν3 και 

σε συνδιασµό µε την ν2 που παρουσιάζεται στους 1561 cm-1 και την ν10 στους 1628 cm-1 

αποδεικνύει ότι η αίµη b3 διαθέτει υψηλή διαµόρφωση σπιν και αριθµό συναρµογής έξι. Οι 

δονήσεις στους 1504 (ν3), 1584 (ν2), and 1638 (ν10) cm-1 είναι χαρακτηριστικές των χαµηλού 

σπιν και αριθµού συναρµογής έξι αιµών τύπου b και c. Η δόνηση που παρουσιάζει την 

µεγαλύτερη ευαισθησία στην ηλεκτρονιακή κατάσταση του πορφυρινικού δακτυλίου (ν4) στο 

πλήρως ανηγµένο κυτόχρωµα cbb3 παρουσιάζεται στους 1362 cm-1, πιστοποιώντας την 

αναγωγή του συνόλου των αιµών του ενζύµου. Η ν3 στους 1467 cm-1, η ν2 στους 1555  cm-1 

και η ν10 στους 1605 cm-1 χαρακτηρίζουν την παρουσία της ανηγµένης υψηλής διαµόρφωσης 

σπιν και αριθµού συναρµογής πέντε αίµης b3. Οι ανηγµένες αίµες χαµηλού σπιν και αριθµού 

συναρµογής έξι b και c συνεισφέρουν στην ένταση των ν3 στους 1492 cm-1, ν2 στους 1592 

cm-1 και ν10 στους 1622 cm-1. Η δόνηση στους 1605 cm-1 αποδίδεται στην ν37 των χαµηλού 

σπιν αιµών b και c. Η ν11 παρουσιάζει ιδιαίτερη ευαισθησία στην φύση των αξονικών 

υποκαταστατών και στην γεωµετρία του δακτυλίου της αίµης (19). Οι δονήσεις που 

παρουσιάζονται στους 1545 και 1555 cm-1 οφείλονται στην ν11 των αιµών c και b, 

αντίστοιχα. Η οµοιότητα της συχνότητας της ν11 της αίµης χαµηλού σπιν b του 

κυτοχρώµατος bo3 µε αυτή του κυτοχρώµατος cbb3 αποτελεί ένδειξη της ταυτόσηµης 

αξονικής υποκατάσταση (His-Fe-His) καθώς και της γεωµετρίας της αίµης (15). Επιπλέον, η 

ν11 µπορεί να αξιοποιηθεί ως χαρακτηριστική δόνηση της ανηγµένης χαµηλού σπιν αίµης b, 

εφόσον σε αυτήν την περιοχή του φάσµατος η αλληλεπικάλυψη δονήσεων µικρού εύρους 

δεν είναι τόσο έντονη. Η σύγκριση της ν11 της αίµης c µε τις αντίστοιχες που έχουν 

καταγραφεί για κυτοχρώµατα που περιέχουν αίµες c αποδεικνύει σηµαντικά χαµηλότερη 

τιµή στην περίπτωση του cbb3. Το γεγονός αυτό µπορεί να οφείλεται στην διατάραξη της 

ροµβικής γεωµετρίας που συνήθως υιοθετείται από His-Fe-Met αίµες c ή στην ύπαρξη ενός 

τουλάχιστον διαφορετικού αξονικού υποκαταστάτη στο κυτόχρωµα cbb3. Η έκθεση του 

ανηγµένου κυτοχρώµατος cbb3 σε 1 atm CO (φάσµα C) προκαλεί την µετάβαση της αίµης b3 

από υψηλή σε χαµηλή διαµόρφωση σπιν. Ο σχηµατισµός του συµπλόκου b3
2+-CO είναι 

εµφανής από τις µετατοπίσεις των ν4 από τους 1360 στους 1373 cm-1 και ν3 από τους 1467 

στους 1492 cm-1. Η προσθήκη Ο2 στο CO-σύµπλοκο του κυτοχρώµατος cbb3 (φάσµα D) 

προκαλεί σηµανικές µεταβολές στο φάσµα συντονισµού Raman του ενζύµου, που 
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πραγµατοποιούνται σε χρόνο λίγων λεπτών. Η ν3 στους 1492 και η ν2 στους 1572 cm-1 

αποδεικνύουν την συναρµογή του Ο2 στην αίµη b3 και την επακόλουθη οξείδωσή της. Η 

παρουσία των δονήσεων στους 1504 cm-1 (ν3), 1584 cm-1 (ν3)  και 1638 cm-1 (ν3) δηλώνουν 

οξείδωση των αιµών χαµηλού σπιν b και c, αν και αυτή δεν είναι πλήρης, όπως φαίνεται από 

την ένταση της ν4 στους 1362 cm-1. Οι συχνότητες των παραπάνω δονήσεων συνοψίζονται 

στον Πίνακα ΙΙ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4: Φάσµα συντονισµού Raman στην περιοχή των υψηλών συχνοτήτων της 

αντίδρασης της πλήρως ανηγµένης NOR µε το µονοξείδιο του αζώτου. Το φάσµα καταγράφηκε 

αµέσως µετά την προσθήκη αερίου ΝΟ στο πλήρως ανηγµένο ένζυµο. Το φάσµα Β αντιστοιχεί 

στην αφαίρεση ενός ποσοστού ανηγµένου ενζύµου (φάσµα Β του Σχήµατος 2) από το φάσµα Α. 

Το µήκος κύµατος διέγερσης ήταν 413.1 nm και ο συνολικός χρόνος καταγραφής κάθε 

φάσµατος 10 min.  
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                                                                         Πίνακας ΙΙ 

             Συχνότητες (cm-1) δονήσεων συντονισµού Raman στην  κυτοχρωµική οξειδάση cbb3  

                      Οξειδωµένο   Ανηγµένο                   αίµη b3-CO     Επαναξειδωµένη (O2) αίµη b3      u 

∆όνηση  6C/HS  6C/LS  5C/HS  6C/LS               6C/LS            5C/HS                         55 

ν2  1561  1584  1555  1592      1592  1572         

ν3  1473  1504  1467  1492      1492  1492        

ν4  1373  1373  1362  1362      1373  1373     

ν10  1628  1638  1606  1622      1622  1628 

ν11  1551    1545   

ν37    1597 

    νC=C      1622      
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Το Σχήµα 4 απεικονίζει το φάσµα συντονισµού Raman της αναγωγάσης του µονοξειδίου 

του αζώτου µετά την έκθεση του ανηγµένου ενζύµου σε αέριο ΝΟ. Η σύγκριση του 

παραπάνω φάσµατος µε το φάσµα του πλήρως ανηγµένου ενζύµου  (φάσµα Β , Σχήµα 2) 

αποκαλύπτει αρκετές διαφορές. Το φάσµα µετά την προσθήκη ΝΟ παρουσιάζει διπλή ν4 

στους 1362 και 1373 cm-1, και την ν3 στους 1484, 1494, και 1505 cm-1, αλλά και δύο ν10 

στους 1624 και 1639 cm-1. Οι δονήσεις αυτές φανερώνουν την παρουσία µείγµατος της αίµης 

b3
3+και αιµών  b3+/2+ και c3+/2+. Το φάσµα Β προκύπτει από την αφαίρεση από το φάσµα Α 

ενός ποσοστού του ανηγµένου ενζύµου, ώστε να αφαιρεθούν οι δονήσεις των ανηγµένων 

αιµών  χωρίς ωστόσο να  προκύψουν  αρνητικές κορυφές (φάσµα Β,  Σχήµα 4). Στο φάσµα Β 

είναι ξεκάθαρα τα στοιχεία που δείχνουν αριθµό συναρµογής έξι. Συγκεκριµένα, οι δονήσεις 

στους 1484 (ν3), 1565 (ν2), και 1624 cm-1 (ν10) χαρακτηρίζουν την παρουσία ενός συµπλόκου 

Fe3+ υψηλής διαµόρφωσης σπιν και αριθµού συναρµογής έξι. Οι δονήσεις στους 1505 (ν3), 

1584 (ν2), και 1639 cm-1(ν10) οφείλονται σε αίµες χαµηλής διαµόρφωσης σπιν και αριθµού 

συναρµογής έξι. 

Οι κορυφές στο φάσµα συντονισµού Raman στην περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων, 

200-800 cm-1, προέρχονται από τις δονήσεις του πορφυρινικού δακτυλίου , αλλά και από τις 

κινήσεις Fe-υποκαταστάτη ως προς τον άξονα της αίµης (17, 18, 23). Τα δεδοµένα από την 

περιοχή των υψηλών συχνοτήτων του φάσµατος συντονισµού Raman περείχαν ενδείξεις για 

τον σχηµατισµό ενός νέου συµπλόκου, το οποίο θα µπορούσε να είναι και ΝO-παράγωγο της 

αίµης b3, και για το λόγο αυτό διερευνύθηκε η περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων. Το Σχήµα 

5 απεικονίζει το φάσµα του οξειδωµένου (φάσµα Α), ανηγµένου (φάσµα Β), και των 

προϊόντων της αντίδρασης του ανηγµένου ενζύµου µε 14NO (φάσµα C) και 15NO (φάσµα D). 

Η έκθεση του ανηγµένου ενζύµου στο ΝΟ προκαλεί µικρές αλλά σηµαντικές αλλαγές. 

Συγκεκριµένα τα φάσµατα C και D παρουσιάζουν µεταβολές στις δονήσεις στους 356 και 

393 cm-1. Τα ΝΟ-συµπλοκα τόσο στην οξειδωµένη όσο και την ανηγµένη µορφή 

αιµοπρωτεϊνών παρουσιάζουν τις δονήσεις της οµάδας Fe-N-O στην περιοχή 400-600 cm-1 

(56-62). Η απουσία θετικής/αρνητικής κορυφής στο φάσµα διαφοράς C-D, το οποίο 

απεικονίζεται στο ένθετο του σχήµατος 5, αποδεικνύει ότι οι µεταβολές που παρουσιάζονται 

στο φάσµα του ενζύµου ως αποτέλεσµα της προσθήκης ΝΟ δεν οφείλονται σε σύµπλοκο της 

αίµης b3 µε το NO. 
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Σχήµα 5: Φάσµατα συντονισµού Raman στην περιοχή χαµηλών συχνοτήτων της NOR στην 

µορφή που αποµονώνεται (φάσµα Α), την ανηγµένη µορφή (φάσµα Β), και των προϊόντων της 

αντίδρασης του ανηγµένου ενζύµου µε 14NO (φάσµα C) και 15NO (φάσµα D). Στο ένθετο 

απεικονίζεται η αφαίρεση των φασµάτων C-D. Το µήκος κύµατος διέγερσης ήταν 413.1 nm και 

ο συνολικός χρόνος καταγραφής κάθε φάσµατος 10 min.  

 

Συζήτηση 

 
Η αντίδραση του ανηγµένου κυτοχρώµατος cbb3/O2 

 

 ∆ιαφορετικές φασµατοσκοπικές τεχνικές έχουν χρησιµοποιηθεί στην µελέτη του 

αρχικού όξυ συµπλόκου στην αντίδραση της πλήρως ανηγµένης κυτοχρωµικής οξειδάσης, το 

οποίο είναι όµοιο µε τα όξυ σύµπλοκα της αιµογλοβίνης και µυογλοβίνης (1, 10, 25, 28). Τα 
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περισσότερα από τα ενδιάµεσα της αντίδρασης κυτοχρωµικής οξειδάσης/Ο2 έχουν 

χαρακτηριστεί αναλυτικά (10, 25, 28, 31). Η διαφωνία εµφανίζεται σε ένα από τα κρίσιµα 

σηµεία του κύκλου, στον µηχανισµό διάσπασης του δεσµού Ο-Ο στο κέντρο a3/CuB και στον 

χρόνο που αυτή πραγµατοποιείται (34). Ενας µηχανισµός που έχει προταθεί για την 

διάσπαση του δεσµού Ο-Ο περιλαµβάνει την ταυτόχρονη µεταφορά ηλεκτρονίου/πρωτονίου 

από την οµοιοπολικά δεσµευµένη τυροσίνη 280, Υ280-Η276, προς τον σχηµατισµό του 

οξοφερύλ συµπλόκου της αίµης α3, του CuB
2+-OH και ρίζας τυροσίνης. Υπάρχει συµφωνία 

ως προς τον χαρακτηρισµό των επόµενων ενδιαµέσων στην πορεία του καταλυτικού κύκλου, 

και το υδρόξυ τελικό ενδιάµεσο µεταβαίνει στην µετακαταλυτική µορφή του ενζύµου 

(pulsed) και τελικά στην µορφή στην οποία αποµονώνεται το ένζυµο (34). Το σύµπλοκο που 

ανιχνεύσαµε στα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία είναι το τελικό 

προϊόν πολλαπλών καταλυτικών κύκλων και από τα δεδοµένα των φασµάτων συντονισµού 

Raman µπορούµε να συµπεράνουµε ότι πρόκειται για µορφή υψηλής διαµόρφωσης σπιν της 

αίµης b3. Είναι προφανές ότι το τελικό προϊόν που ανιχνεύσαµε είναι διαφορετικό από την 

οξειδωµένη µορφή στην οποία αποµονώνεται το κυτόχρωµα cbb3. Για παράγειγµα, η ν2 

εµφανίζεται σε συχνότητα υψηλότερη κατά ~ 10 cm-1 σε σχέση µε την οξειδωµένη µορφή 

που αποµονώνεται το ένζυµο. Η παρατήρηση αυτή σε συνδιασµό µε την αύξηση της έντασης 

της ν3 στους 1492 cm-1 δείχνει ότι η µορφή του ενζύµου που ανιχνεύουµε δεν είναι 

ταυτόσηµη µε την µορφή που αποµονώνεται το ένζυµο, αλλά µεταβαίνει σε αυτή σε 

µεταγενέστερο χρόνο. Η µετάβαση αυτή περιλαµβάνει αλλαγή της διαµόρφωσης της υψηλού 

σπιν αίµης b3. Παρόµοια συµπεράσµατα έχουν αναφερθεί για την αντίστοιχη αντίδραση του 

κυτοχρώµατος αα3 µε το Ο2 (25). Στο πείραµα αυτό αποδείχθηκε ότι η υψηλής διαµόρφωσης 

αίµη α3 αµέσως µετά τον καταλυτικό κύκλο είναι διαφορετική από την µορφή που 

αποµονώνεται το ένζυµο, και ιφίσταται µετατροπή διαµόρφωσης για να επανέλθει στην 

µορφή αυτή. Η ανίχνευση ενός ποσοστού ανηγµένου κυτοχρώµατος c στο προϊόν της 

αντίδρασης του κυτοχρώµατος cbb3 µε το Ο2 δεν δηµιουργεί έκπληξη, εφόσον το ένζυµο 

στην πλήρως ανηγµένη µορφή του περιέχει έξι ηλεκτρόνια, όταν απαιτούναι τέσσερα για την 

µετατροπή του οξυγόνου σε νερό. Σαν αποτέλεσµα η αναγωγή του οξυγόνου από το 

κυτόχρωµα cbb3 µπορεί να πραγµατοποιηθεί χωρίς το ένζυµο να χρησιµοποιήσει  τα 

ηλεκτρόνια που είναι διαθέσιµα σε όλα τα µεταλλικά του κέντρα. Στην περίπτωση των 

κυτοχρωµάτων αα3 των θηλαστικών και bo3 του E. coli έχει προταθεί ότι υπάρχουν 

διαθέσιµα έξτρα αναγωγικά ισοδύναµα από πηγές διαφορετικές των τεσσάρων και τριών 

µεταλλικών κέντρων, αντίστοιχα (11,15). 
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 Στον προτεινόµενο µηχανισµό για το κυτόχρωµα αα3 των θηλαστικών, που 

περιλαµβάνει την ρίζα τυροσίνης, η µοριακή δοµή δύο ενδιαµέσων είναι το κλειδί στην 

άντληση πρωτονίων (10). Στον µηχανισµό αυτό η φασµατοσκοπική ανίχνευση του Fe-O2 όξυ 

ενδιαµέσου ακολουθείται από την µεταφορά ηλεκτρονίου από τον CuB
1+ για τον σχηµατισµό 

ενός περόξυ ενδιαµέσου, που όµως δεν φτάνει ανιχνεύσιµες συγκεντρώσεις διότι αποσπά 

άµεσα ένα άτοµο υδρογόνου από την γειτονική τυροσίνη 280 και ο δεσµός Ο-Ο διασπάται. Η 

απουσία της προαναφερόµενης τυροσίνης από το κυτόχρωµα cbb3 και κατά συνέπεια 

πιθανώς και του µηχανισµού της γρήγορης απόσπασης υδρογόνου, µας οδηγεί στην υπόθεση 

ότι το περόξυ b3+ Fe-O-O ενδιάµεσο µπορεί να διαθέτει σηµαντική συγκέντρωση στην 

αντίδραση cbb3/O2. Συνεπώς η αντίδραση cbb3/O2 µπορεί να προσφέρει την µοναδική 

δυνατότητα για την πλήρη διελεύκανση του µηχανισµού διάσπασης του δεσµού Ο-Ο από τις 

τελικές οξειδάσες. Επιπλέον, τα ενδιάµεσα του καταλυτικού κύκλου είναι πιθανόν να 

ακολουθούν διαφορετική κινητική. Πειράµατα για την προαναφερόµενη αντίδραση 

βρίσκονται σε εξέλιξη. Από τα δεµένα, όµως της παρούσας εργασίας είναι ξεκάθαρο ότι 

παρά την απουσία της υδροξυαίθυλ-φαρνεσυλ πλευρικής αλυσίδας της αίµης και της υψηλά 

διατηρηµένης στην οικογένεια των αιµοχαλκοξειδασών τυροσίνης 280, το κυτόχρωµα cbb3 

καταλύει την αναγωγή του µοριακού οξυγόνου. Η κινητική των δονήσεων στο φάσµα Raman 

της αντίδρασης του κυτοχρώµατος cbb3 µε το Ο2 που σχετίζονται µε τον σχηµατισµό 

διαφορετικών ενδιαµέσων δεν έχει ακόµα προσδιοριστεί, ωστόσο το ένζυµο ανάγει το Ο2 σε 

Η2Ο, και εφόσον απουσιάζει η Υ280, χωρίς την συµµετοχή της.  

 

Η αντίδραση ανηγµένης ΝOR/O2 

 

 Η αρχική δέσµευση του οξυγόνου στο διπυρηνικό κέντρο αιµικού/µη-αιµικού 

σιδήρου στην NOR ακολουθείται από την αναγωγή του υποστρώµατος για τον σχηµατισµό 

του τελικού υδρόξυ συµπλόκου της αίµης b3 (28, 31, 34). Στην συνέχεια πραγµατοποιείται 

µεταβολή της διαµόρφωσης του ενεργού κέντρου, το υδρόξυ ενδιάµεσο εξισσοροπεί µε νερό, 

όπως στην περίπτωση της αντίδρασης του cbb3/Ο2, ενώ τελικά αποδεσµεύεται από την αίµη 

b3 και πιθανώς προσδένεται στον µη-αιµικό σίδηρο, µε αποτέλεσµα να ανιχνεύουµε το 

σύµπλοκο υψηλής διαµόρφωσης σπιν και αριθµού συναρµογής πέντε της αίµης b3. 

Προτείνουµε ότι ο σχηµατισµός του δεσµού b3-O-Fe πραγµατοποιείται στο τελικό προϊόν 

που ανιχνεύσαµε και προκαλεί την διάσπαση του δεσµού Fe-His της αίµης b3, µε 

αποτέλεσµα την αναγένηση της ανοικτής και κλειστής διαµόρφωσης του ενζύµου, στην 
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οποία η αίµη b3 είναι υψηλής διαµόρφωσης και αριθµού συναρµογής πέντε χωρίς την 

δέσµευση της εγγύς ιστιδίνης αλλά σχηµατίζοντας το b3-O(H)-Fe. Τα παραπάνω 

αποτελέσµατα βρίσκονται σε συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες πολλαπλών οξειδο-

αναγωγικών κύκλων µε Ο2, που κατέληξαν στον επανασχηµατισµό του διπυρηνικού κέντρου 

του ενζύµου στην µορφή που αποµονώνεται b3-O-FeΒ (52, 53). 

 Τα τελικά προϊόντα των αντιδράσεων των cbb3/O2 και NOR/O2, όπως παρουσιάζονται 

στην παρούσα εργασία, µέσω της αυθόρµητης αντικατάστασης του CO από το Ο2, δείχνουν 

την δοµική οµοιότητα ανάµεσα στα δύο ένζυµα ως προς την αίµη b3. Κατά συνέπεια, η 

παρουσία του µη-αιµικού σιδήρου δεν επηρεάζει τα τελικά στάδια της αντίδρασης µε το 

οξυγόνο, αν και δεν µπορεί να αποκλειστεί διαφορετική κινητική συµπεριφορά στα αρχικά 

στάδια µετατροπής του όξυ Fe-O2 ενδιαµέσου και την ακόλουθη οξείδωση των αιµών 

χαµηλού σπιν b και c, καθώς και του µη-αιµικού σιδήρου στην NOR. Λαµβάνοντας υπόψη 

τις διαφορές στην µορφή που αποµονώνονται τα δύο ένζυµα µπορούµε να οδηγηθούµε στο 

συµπέρασµα ότι ιφίστανται δοµικές διαφορές στα ενεργά κέντρα αίµης b3-CuB (cbb3) και 

αίµης b3-Fe (ΝΟR), των οποίων η διελεύκανση µπορεί να πραγµατοποιηθεί µέσω της 

λεπτοµερής καταγραφής των µεταβολών που πραγµατοποιούνται από την µετάβαση από την 

µετακαταλυτική µορφή στην µορφή που αποµονώνονται τα ένζυµα. Στον µηχανισµό που 

αναπτύξαµε για να περιγράψουµε την µετάβαση από την οξειδωµένη στην ανηγµένη 

κατάσταση της NOR (κεφ. 8) αλλά και από την οξειδωµένη µορφή στο ΝΟ-σύµπλοκο και το 

φωτοπροϊόν του (κεφ. 9) αναδείχθηκε ως βασικό στοιχείο η επικοινωνία ανάµεσα στην εγγύ 

και µακρινή θέση της αίµης µέσω της δικτύου δεσµών (53). Όµοιες µεταβολές διαµόρφωσης 

φαίνεται να εµπλέκονται και την µετάβαση από την µετακαταλυτική µορφή στην µορφή που 

αποµονώνεται η NOR. Ο σχηµατισµός του δεσµού b3-Ο-FeB συνδέεται µε την διάσπαση του 

δεσµού της εγγύς ιστιδίνης µε την αίµη b3. 

 Στην πλειοψηφία των ενζύµων που µεταβολίζουν το µοριακό οξυγόνο η µεταφορά 

ηλεκτρονίων είναι το στάδιο που καθορίζει την ταχύτητα της αντίδρασης, η πρωτονίωση 

είναι ταχεία και τοξικά ενδιάµεσα δεν παρουσιάζουν σηµαντική συγκέντρωση (32). Στην 

περίπτωση των τελικών οξειδασών η πρωτονίωση παρουσιάζεται να ελέγχει την αντίδραση, 

η ταχύτητα µεταφοράς ηλεκτρονίων µειώνεται σταδιακά κατά την πορεία της αντίδρασης, 

ενώ υπάρχει ισχυρή σύξευξη ανάµεσα στην οξειδοαναγωγική διαδικασία και την άντληση 

πρωτονίων από το ένζυµο κατά µήκος της µεµβράνης. Το γεγονός αυτό έχει ως αποτέλεσµα, 

την αύξηση της συγκέντρωσης µερικώς ανηγµένων ενδιαµέσων οξυγόνου σε σηµαντικά 

επίπεδα που επιτρέπουν την ανίχνευση τους µε φασµατοσκοπικές τεχνικές. Η αναγωγάση 



Κεφ. 11: Μελέτη της Αντίδρασης της Ανηγµένης NOR µε το ΝΟ και Σύγκριση των Αντιδράσεων  
NOR και cbb3 µε το Ο2 

 

 

237 

του µονοξειδίου του αζώτου δεν παρουσιάζει δράση αντλίας πρωτονίων (49, 50). Εµφανίζει 

όµως δραστικότητα στην αναγωγή του Ο2 σε Η2Ο, µε την διοχέτευση στο οξυγόνο των 

τεσσάρων ηλεκτρονίων από τα αντίστοιχα τέσσερα µεταλλικά της κέντρα (49). Παραµένει 

προς διευκρίνυση το κατά πόσο τα ενδιάµεσα που σχηµατίζονται διαθέτουν ανιχνεύσιµες 

συγκεντρώσεις. 

 

Η αντίδραση ανηγµένης ΝOR/NO 

 

Η δονητική φασµατοσκοπία έχει χρησιµοποιηθεί εκτενώς για τον χαρακτηρισµό των 

συµπλόκων Fe3+-ΝΟ και Fe2+-NO που σχηµατίζονται κατά την αντίδραση του ΝΟ µε 

αιµοπρωτεΐνες αλλά και πρωτεΐνες µε µη-αιµικό σίδηρο (56-62). Η κατανόηση της 

αλληλεπίδρασης του ΝΟ µε αιµοπρωτεΐνες είναι απαραίτητη για την διελεύκανση της in vivo 

χηµείας του ΝΟ και σε πιο βαθµό η αντίδραση µε αιµικό ή/και µη-αιµικό σίδηρο 

κυριαρχείται από χαρακτήρα ρίζας ή βάσεως Lewis. 

Το τελικό προϊόν της αντίδρασης ανηγµένης NOR/NO δεν µετατρέπεται άµεσα στην 

οξειδωµένη µορφή που αποµονώνεται το ένζυµο, καθώς 20 min µετά την αντίδραση υπάρχει 

σηµαντικό ποσοστό του υψηλού σπιν και αριθµού συναρµογής έξι συµπλόκου. Το τελικό 

προϊόν µετατρέπεται σε µια µορφή οξειδωµένου ενζύµου και στην συνέχεια στην µορφή 

στην οποία αυτό αποµονώνεται. Τόσο στην αντίδραση NOR/NO όσο και NOR/O2 

απελευθερώνεται Η2Ο, και στην πρώτη περίπτωση το άτοµο Ο του Η2Ο δεσµεύεται στον 

σίδηρο της αίµης b3 προς τον σχηµατισµό της µορφής στην οποία αποµονώνεται το ένζυµο, 

ενώ στην δεύτερη περίπτωση το άτοµο Ο δεσµεύεται στον µη-αιµικό σίδηρο και πάλι προς 

τον σχηµατισµό της µορφής στην οποία αποµονώνεται η NOR. Και στις δύο περιπτώσεις οι 

δοµικές αλλαγές από την συναρµογή του µορίου Η2Ο στην µακρινή κοιλότητα της ενεργής 

θέσης επιφέρουν µέσω του κορµού της πολυπεπτιδικής αλυσίδας, µεταβολές στην εγγύ θέση 

της αίµης b3, µε αποτέλεσµα την διάσπαση του δεσµού His-Fe της αίµης b3.  

Ο µοριακός µηχανισµός της αναγωγής του ΝΟ από την αναγωγάση του µονοξειδίου του 

αζώτου δεν έχει διελευκανθεί ακόµα λόγω της δυσκολίας να συλλεχθούν πληροφορίες για 

την κατάσταση του ΝΟ στα διάφορα ενδιάµεσα που σχηµατίζονται κατά τον καταλυτικό 

κύκλο. Στο παρελθόν η µεγαλύτερη προσπάθεια συλλογής αυτών των πληροφοριών 

πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση της φασµατοσκοπίας ορατού και EPR (48, 50-52). Στο ένα 

µοντέλο που προτάθηκε από τον de Vries και τους συνεργάτες του µε βάση κινητικές µελέτες 

ορατού, η αντίδραση αρχίζει όταν το διπυρηνικό κέντρο βρίσκεται στην πλήρως ανηγµένη 
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κατάσταση και ένα µόριο ΝΟ δεσµεύεται στο κάθε µεταλλικό κέντρο (48, 51, 52). Οι 

συγγραφείς πρότειναν ότι η δέσµευση του ΝΟ προκαλεί την διάσπαση του δεσµού His-Fe 

της αίµης b3. O διµερισµός των δύο µορίων ΝΟ και η ακόλουθη αναγωγή τους σε Ν2Ο 

πραγµατοποιείται µε την διοχέτευση των ηλεκτρονίων από τα δύο µέταλλα. Το παραγώµενο 

Ν2Ο αποµακρύνεται αφήνοντας την αίµη b3 στην οξειδωµένη µορφή και συνδεµένη µε τον 

µη-αιµικό σίδηρο µέσω της όξο γέφυρας και απουσία του δεσµού His-Fe. Το εναλλακτικό 

µοντέλο που προτάθηκε από τον Watmough και τους συνεργάτες του (54) περιλαµβάνει την 

ύπαρξη του διπυρηνικού κέντρου σε κατάσταση µικτού σθένους (αίµη b3
3+ /µη-αιµικός Fe2+), 

και δύο µόρια ΝΟ δεσµεύονται διαδοχικά στον µη-αιµικό σίδηρο στον οποίο 

πραγµατοποιείται η αναγωγή, αφήνοντας την αίµη b3 ως απλό θεατή στον καταλυτικό κύκλο. 

Επίσης σύµφωνα µε ΕPR µετρήσεις προτάθηκε από την οµάδα Saraste ότι το δεσµευµένο 

ΝΟ αποκτά χαρακτήρα ανιόντος NO-, και ο διµερισµός δύο τέτοιων ανιόντων µε 

επακόλουθη αντίδραση πρωτονίωσης απελευθερώνει Ν2Ο και Η2Ο (50). Μόνο το ΝΟ- 

µπορεί να απόδεσµευτεί από την αίµη, ώστε το ΝΟ να παγιδεύεται σε αυτή µετά την 

κατανάλωση των αναγωγικών ισοδύναµων. Το αποτέλεσµα είναι το διπυρηνικό κέντρο να 

µην οξειδώνεται πλήρως στον καταλυτικό κύκλο. 

Η εξέταση του προϊόντος της αντίδρασης ανηγµένης NOR/NO οδηγεί στο συµπέρασµα 

ότι η αίµη b3 είναι αριθµού συναρµογής έξι. Σηµανικές µεταβολές θα καταγράφονταν στα 

φάσµατα συντονισµού Raman στην περίπτωση που ο δεσµός της αίµη b3 µε την εγγύ ιστιδίνη 

θα είχε διασπαστεί. Οµοίως σηµαντικές µεταβολές θα καταγράφονταν και στα φάσµατα 

ορατού, εφόσον σε άλλες µελέτες αιµών b-τύπου στις οποίες διασπάται ο δεσµός His-Fe η 

Soret µετάβαση µετατοπίζεται από ~420 nm σε ~390 nm κατά την µετατροπή της αίµης 

αριθµού έξι συναρµογής σε αριθµού συναρµογής πέντε µε την αποµάκρυνση της ιστιδίνης. 

Το συµπέρασµα της παρούσας µελέτης είναι ότι ο σχηµατισµός του δεσµού Ν-Ν 

πραγµατοποιείται µε συναρµοσµένη την ιστιδίνη στην αίµη b3. Επιπλέον, τόσο τα φάσµατα 

ορατού της αντίδρασης της ανηγµένης αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου µε το ΝO 

όσο και τα αντίστοιχα φάσµατα συντονισµού Raman, αποδεικνύουν ότι η αίµη b3 

οξειδώνεται. Κατά συνέπεια οι προτάσεις ότι α) ο σχηµατισµός του δεσµού Ν-Ν 

πραγµατοποιείται µε διασπασµένο τον δεσµό της αίµης b3 µε την εγγύ ιστιδίνη, β) το 

διπυρηνικό κέντρο δεν οξειδώνεται κατά τον καταλυτικό κύκλο και γ) δύο µόρια ΝΟ 

προσδένονται στον µη-αιµικό σίδηρο αφήνοντας ανεπηρέαστη την αίµη b3, δεν βρίσκονται 

σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατά µας. 
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Ενα από τα σηµαντικότερα θέµατα στην αναγωγή του ΝΟ σε Ν2Ο είναι ο σχηµατισµός 

του δεσµού Ν-Ν κατά τον οποίο είναι δυνατόν να δηµιουρηθούν τοξικά ενδιάµεσα που να 

διαχυθούν και να προκαλέσουν αντιδράσης νίτρωσης. ∆εν έχουν αναφερθεί ως σήµερα 

πειραµατικά δεδοµένα τα οποία να επιβεβαιώνουν την δέσµευση δύο µορίων ΝΟ στα 

µέταλλα του διπυρηνικού κέντρου, ώστε να πραγµατοποιηθεί ο διµερισµός και η 

επακόλουθη απελευθέρωση Ν2Ο. Αντίθετα, έχουµε αποδείξει ότι το ΝΟ δεσµεύεται στην 

οξειδωµένη µορφή της αίµης b3, δίνοντας Fe3+-NΟ (κεφ. 9, 53). Πρόσφατα, προτείναµε ότι 

αν η φυσιολογική ενεργοποίηση του ΝΟ από την αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου 

πραγµατοποιείται από µικτού σθένους ενζύµου, τότε η προσθήση δύο ηλεκτρονίων στο Fe3+-

NO οδηγεί στον σχηµατισµό Fe2+-N=O-, το οποίο µε προσθήκη ενός δεύτερου µορίου ΝΟ 

παράγει το Ν2Ο. Το χαµηλό δυναµικό της αίµης (Em, pH 7.6 = +60 mV) αποτελεί ένα υψηλό 

θερµοδυναµικό φράγµα στην αναγωγή της από την µεταφορά ηλεκτρονίων από τις αίµες 

χαµηλού σπιν c και b (Em, pH 7.6 = +310mV και Em, pH 7.6 = +345mV, αντίστοιχα), ή από 

τον µη-αιµικό σίδηρο (Em, pH 7.6 = +320mV), εµποδίζοντας τον σχηµατισµό του συµπλόκου 

b3
2+-NO σε σηµαντικές συγκεντρώσεις. Τα πειραµατικά µας δεδοµένα δείχνουν ότι το 

σύµπλοκο b3
2+-NO δεν παρουσιάζει σηµαντικό πληθυσµό και ακόµα και αν υποθέσουµε ότι 

η ενεργοποίηση του NO από την NOR πραγµατοποιείται από το πλήρως ανηγµένο ένζυµο, η 

αναγωγή σε Ν2Ο λαµβάνει χώρα µε την εγγύ ιστιδίνη δεσµευµένη στο άτοµο σιδήρου της 

αίµης b3. 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει η σύγκριση των δεδοµένων της παρούσας εργασίας µε τα 

αντίστοιχα του κυτοχρώµατος cbb3 (κεφ. 10, 38), το οποίο παρουσιάζει σηµαντικό ποσοστό 

οµολογίας µε την NOR. Το σύµπλοκο της αίµης b3
2+-NO στο cbb3, εµφανίζει τις δονήσεις 

τάσης NO και Fe-NO στους 1679 και 524 cm-1, αντίστοιχα. Οι συχνότητες αυτές δείχνουν ότι 

η προσθήκη του ΝΟ στο πλήρως ανηγµένο ένζυµο προκαλεί την διάσπαση του δεσµού His-

Fe της αίµης b3 µε αποτέλεσµα τον σχηµατισµό του συµπλόκου b3
2+-NO µε αριθµό 

συναρµογής πέντε. Ο χαρακτηρισµός του προαναφερόµενου ΝΟ συµπλόκου δηλώνει ότι το 

ένζυµο παγιδεύεται στο σύµπλοκο αυτό, λόγω της πολύ αργής αποδέσµευσης του ΝΟ από 

την αίµη. Οι ίδιες πειραµατικές συνθήκες εφαρµόστηκαν και στην περίπτωση της αντίδρασης 

της πλήρως ανηγµένης NOR µε το ΝΟ, χωρίς όµως να παράγεται το αντίστοιχο σύµπλοκο 

της αίµης b3 µε το ΝΟ, αριθµού συναρµογής πέντε ή οποιοδήποτε άλλο ΝΟ-σύµπλοκο σε 

ανιχνεύσιµες συγκεντρώσες. Αντίθετα, το τελικό προϊόν της αντίδρασης NOR/NO είναι ένα 

σύµπλοκο υψηλής διαµόρφωσης σπιν και αριθµού συναρµογής έξι, στο οποίο κανένας 

υποκαταστάτης δεν είναι το ΝΟ. Επιπλέον πειράµατα πάνω στην δέσµευση του ΝΟ στην 
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µικτού σθένους NOR αλλά και στο κυτόχρωµα cbb3 θα καθορίσουν την προέλευση των 

διαφορετικών προϊόντων στις αντιδράσεις των ενζύµων µε το ΝΟ, ώστε τελικά να 

διαµορφωθεί ένας ολοκληρωµένος µηχανισµός για την αλληλεπίδραση του υποστρώµατος µε 

τα δύο ένζυµα υπό φυσιολογικές συνθήκες. 

Σηµαντική πρόοδος σηµειώθηκε τα τελευταία χρόνια στην κατανόηση σε µοριακό 

επίπεδο των οµοιοτήτων ανάµεσα στις αιµοχαλκοξειδάσες και το µακρινό µέλος της 

ευρύτερης οικογενείας τους, την αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου. Ο καθορισµός της 

µοριακής βάσης των πολύπλοκων µηχανισµών των αντιδράσεων αναγωγής του µοριακού 

οξυγόνου και του µονοξειδίου του αζώτου, προαπαιτεί τον χαρακτηρισµό των δοµικών και 

κινητικών ιδιοτήτων των ενδιαµέσων της καταλυτικής αντίδρασης των ενζύµων. Στην 

παρούσα εργασία, χρησιµοποιήθηκε η φασµατοσκοπία συντονισµού Raman για τον 

χαρακτηρισµό των ενεργών κέντρων του κυτοχρώµατος cbb3 και της βακτηριακής NOR. Οι 

µετρήσεις µας αποδεικνύουν ότι η αναγωγή του οξυγόνου σε Η2Ο στην περίπτωση και των 

δύο ενζύµων καταλήγει στον σχηµατισµό αίµης υψηλής διαµόρφωσης σπιν και αριθµού 

συναρµογής πέντε b3. Ακολουθεί στην ΝΟR η επαναδηµιουργία του δεσµού b3-O-Fe και η 

ταυτόχρονη διάσπαση του δεσµού His-Fe της αίµης b3 προς των σχηµατισµό της ανοικτής 

και κλειστής διαµόρφωσης που διαθέτει το ένζυµο στην µορφή που αποµονώνεται. Στην 

αντίδραση της αναγωγής του ΝΟ από την NOR η χηµεία πραγµατοποιείται µε την εγγύ 

ιστιδίνη δεσµευµένη στην αίµη b3, η οποία στο τελικό προϊόν οξειδώνεται και σχηµατίζει 

σύµπλοκο υψηλής διαµόρφωσης σπιν µε αριθµό συναρµογής έξι, όπου ο έκτος 

υποκαταστάτης είναι πιθανόν ένα µόριο νερού. Η διαθεσιµότητα πρωτονίων στο ενεργό 

κέντρο αποτελεί επίσης ένα θέµα το οποίο µπορεί να διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην 

βιολογική λειτουργία του ενζύµου, όπως η πρωτονίωση ενδιαµέσων ΝΟ κατά την αναγωγή 

του. Παρά το γεγονός, ότι δεν έχουν χαρακτηριστεί τα ενδιάµεσα µεταβατικά σύµπλοκα της 

χηµείας οξυγόνου και µονοξειδίου του αζώτου, όπως πραγµατοποιείται στα ενζυµικά 

συστήµατα, φαίνεται ότι η αιµοπρωτεΐνες µε ενεργά κέντρα σιδήρου/χαλκού και αιµικού 

σιδήρου/µη-αιµικού σιδήρου θα παρουσιάσουν κοινά στοιχεία. 
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