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Περίληψη 

Η κυτταρική αναπνοή είναι µια από τις σηµαντικότερες λειτουργίες των ζώντων 

οργανισµών, καθώς οδηγεί στην παραγωγή ATP. H οξειδάση του κυτοχρώµατος c 

αποτελεί το τελικό ένζυµο της αναπνευστικής αλυσίδας, καταλύοντας την αντίδραση 

αναγωγής του µοριακού οξυγόνου σε νερό και αντλώντας ταυτόχρονα πρωτόνια διαµέσου 

της µεµβράνης για τη δηµιουργία ηλεκτροχηµικού δυναµικού. Στην οικογένεια των 

αιµοχαλκοξειδασών ανήκουν οι οξειδάσες ba3 από το θερµόφιλο βακτήριο Thermus 

thermophilus (κατηγορία Β) και cbb3 από το βακτήριο Pseudomonas stutzeri (κατηγορία 

C).  

H παρούσα διδακτορική διατριβή επικεντρώθηκε στη µελέτη των αντιδράσεων εξωγενών 

υποκαταστατών (CN-, N3
-, NO2

-) µε την ba3 οξειδάση και στη µελέτη της αντίδρασης της 

cbb3 οξειδάσης µε το ΝΟ2
- µε τη χρήση φασµατοσκοπίας απορρόφησης UV/Vis, FTIR και 

συντονισµού Raman. 

Στη µελέτη της αντίδρασης του CN- µε την οξειδωµένη ba3 οξειδάση, τα πειράµατα FTIR 

αποκάλυψαν τον αρχικό σχηµατισµό γέφυρας µεταξύ του CN- και των δύο µετάλλων του 

ενεργού κέντρου (αίµη a3 Fe3+-C≡N-CuB
2+) µε χαρακτηριστική συχνότητα δόνησης v(CN) 

στους 2152 cm-1. Η αρχικά σχηµατιζόµενη γέφυρα αντικαθίσταται από το σύµπλοκο αίµης 

a3 Fe2+-CN-, το οποίο χαρακτηρίστηκε από τη δόνηση v(CN) στους 2074 cm-1. 

Φωτοδιάσπαση του συµπλόκου αίµης a3 Fe2+-CN- οδήγησε στην εµφάνιση κορυφής στους 

2146 cm-1, η οποία αποδόθηκε στο σχηµατισµό του µεταβατικού συµπλόκου CuB
2+-CN-. 

Περαιτέρω, αναλύθηκε η επίδραση του περιβάλλοντος του ενεργού κέντρου στα 

σχηµατιζόµενα σύµπλοκα.  

Η µέλετη της αντίδρασης του Ν3
- µε την οξειδωµένη µορφή της ba3 οξειδάσης, φανέρωσε 

το σχηµατισµό του συµπλόκου CuB
2+-N3

-, το οποίο χαρακτηρίζεται από την ασύµµετρη 

δόνηση v(N=Ν=Ν-)asym στους 2061 cm-1. Από τα πειράµατα της ανταγωνιστικής 

δέσµευσης N3
-/CN- επιβεβαιώθηκε ο σχηµατισµός του συµπλόκου CuB

2+-N3
-, καθώς 

επίσης και η δέσµευση του Ν3
- σε κατάλοιπα της πρωτεΐνης.  

Πρόσφατες µελέτες απέδειξαν ότι οι οξειδάσες του κυτοχρώµατος c των θηλαστικών 

διαθέτουν δραστικότητα αναγωγάσης του NO2
- σε υποξικές και ανοξικές συνθήκες, 

ανάγωντας το ΝΟ2
- σε ΝΟ. Στην προσπάθεια διερεύνησης του µηχανισµού δράσης των 

αιµοχαλκοξειδασών ως αναγωγάσες των νιτρωδών, πραγµατοποιήθηκε ο χαρακτηρισµός 

της δοµής του συµπλόκου της ba3 οξειδάσης µε το ΝΟ2
- µε φασµατοσκοπία συντονισµού 

Raman. Τα αποτελέσµατα µας απέδειξαν το σχηµατισµό ενός νίτρο-συµπλόκου της αίµης 

α3 στο ενεργό διµεταλλικό κέντρο αίµης/CuB µε χαρακτηριστικές δονήσεις v(Fe-NO2
-) και 
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δ(ΟΝΟ) στους 568 και 786 cm-1, αντίστοιχα. Επιπλέον, αναλύθηκε ο ρόλος του εγγύς και 

του µακρινού περιβάλλοντος της αίµης a3 στη δοµή και δραστικότητα του σχηµατιζόµενου 

συµπλόκου.  

Η µελέτη της αντίδρασης της cbb3 οξειδάσης µε το ΝΟ2
-
 µε φασµατοσκοπία συντονισµού 

Raman και FTIR απέδειξε ότι το NO2
- ανάγεται σε Ν2Ο µέσω του σχηµατισµού του 

συµπλόκου αίµης b3 Fe2+-NO, που χαρακτηρίζεται από τις δονήσεις δ(Fe-N-O) και v(NO) 

στους 555 και 1592 cm-1, αντίστοιχα. Η cbb3 οξειδάση είναι το πρώτο µέλος της 

οικογένειας των αιµοχαλκοξειδασών που αναγνωρίστηκε ότι διαθέτει δραστικότητα 

αναγωγάσης των νιτρωδών και του µονοξειδίου του αζώτου.  
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Abstract 

Cytochrome c oxidase is the terminal enzyme in the respiratory chain. The enzyme 

catalyzes the reduction of molecular oxygen to water and uses the free energy that is 

produced to translocate protons across the inner mitochondrial (or bacterial) membrane 

generating the transmembrane electrochemical potential that is used by ATP synthase. The 

ba3 oxidase from the thermophilic bacterium Thermus thermophilus (B-family) and cbb3 

oxidase from Pseudomonas stutzeri (C-family) are members of the heme/copper oxidase 

superfamily. 

The research goal of the present PhD thesis was to investigate the reactions of ba3 oxidase 

from T. thermophilus with a variety of exogenous ligands (CN-, N3
-, NO2

-) and the reaction 

of cbb3 oxidase from P. stutzeri with NO2
- by employing UV/Vis, FTIR and RR 

spectroscopies. 

In the reaction of oxidized ba3 oxidase with cyanide the FTIR experiments revealed that 

the initially formed heme a3 Fe3+-C≡N-CuB
2+ species with ν(CN) frequency at 2152 cm-1 

was replaced by a photolabile complex with a frequency at 2075 cm-1 characteristic of 

heme a3 Fe2+-CN-. Photolysis of the heme a3 Fe2+-CN- adduct produced a band at 2146   

cm-1 attributed to the formation of a transient CuB
2+-CN- complex. The role of the active 

site protein environment in the formation of the characterized species has been discussed. 

The study of the reaction of oxidized ba3 oxidase with N3
- showed the formation of the 

CuB
2+-N3

- complex, characterized by the ν(N=N=N)asym at 2061 cm-1. A secondary protein 

binding site for N3
- has been determined by the N3

-/CN- ligand competition experiments. 

Recent studies indicate that the mitochondrial cytochrome c oxidase is able to catalyze the 

reduction of nitrite to nitric oxide in mammals. In an effort to investigate the nitrite 

reductase function of cytochrome c oxidases, we have investigated the reaction of ba3 

oxidase with NO2
-. The resonance Raman results revealed the formation of a ferrous heme 

a3-nitro complex in the binuclear heme a3/CuB center that is characterized by the Fe-NO2 

stretching vibration at 568 cm-1 and bending NO2 mode at 786 cm-1. The distinct roles of 

the distal and proximal heme protein environments in determining the structure of the 

heme-bound nitrite species are outlined.  

We have investigated the reaction of nitrite with the C-family cbb3 oxidase from P. stutzeri 

under reducing anaerobic conditions by employing resonance Raman and FTIR 

spectroscopy. We provide experimental evidence that cbb3 oxidase catalyzes the reduction 

of NO2
- to N2O through the formation of a six-coordinate ferrous heme b3 Fe2+-NO adduct 

characterized by the δ(Fe-N-O) and ν(NO) at 555 and 1592 cm-1, respectively. The cbb3 
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oxidase is the first member of the heme/copper oxidase family identified as capable of 

functioning both as nitrite and nitric oxide reductase. 
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Κατάλογος Σχηµάτων Σελ. 

Σχήµα 2.1.1 Σχηµατική αναπαράσταση της εσωτερικής µιτοχονδριακής 

µεµβράνης που περιλαµβάνει τα ένζυµα της αναπνευστικής 

αλυσίδας (Complexes I-IV) και της ATP-συνθάσης 

(Complex V). Η οξειδάση του κυτοχρώµατος c αναφέρεται 

ως Complex IV. 8 

 

Σχήµα 2.1.1.1 Κρυσταλλική δοµή της Α. aa3 βόειας οξειδάσης µε τις 13 

υποµονάδες και της Β. aa3 από το βακτήριο R. sphaeroides 

µε τις 4 υποµονάδες. C. και D. Διάταξη του διµεταλλικού 

κέντρου (υψηλού σπιν αίµη α3 και CuB), της χαµηλού σπιν 

αίµης α και του διπυρηνικού κέντρου CuA στην aa3 βόεια 

οξειδάση (C) και στην αα3 οξειδάση από το βακτήριο R. 

sphaeroides (D). Οι υποµονάδες Ι, ΙΙ και ΙΙΙ που σχηµατίζουν 

τον κύριο πυρήνα του ενζύµου απεικονίζονται µε κόκκινο, 

πράσινο και µπλε αντίστοιχα. Τα δοµικά χαρακτηριστικά 

λήφθηκαν από τα αρχεία PDB 1ΟCC και PDB 1M56. 10 

 

Σχήµα 2.1.2.1 Κρυσταλλική δοµή της οξειδάσης του κυτοχρώµατος c από 

βόεια καρδία όπου επισηµαίνονται τα τρία κανάλια άντλησης 

πρωτονίων Κ, D και Η. Τα κανάλια σχηµατίζονται από τα 

κατάλοιπα αµινοξέων που αναγράφονται και τα οποία 

σχηµατίζουν δεσµούς υδρογόνου µεταξύ τους και µε µόρια 

νερού που απεικονιζονται µε τελείες. Οι οµάδες αίµης 

απεικονίζονται µε κόκκινο χρώµα και τα ιόντα χαλκού µε 

πορτοκαλί. Τα δοµικά χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το 

αρχείο PDB 1ΟCC. 12 

 

Σχήµα 2.1.2.2 Φυλογενετικό δέντρο των αιµοχαλκοξειδασών όπου 

παρουσιάζεται η κατηγοριοποίηση των οξειδασών του 

κυτοχρώµατος στις κατηγορίες Α (Α1 και Α2), Β και C µε 

βάση την ακολουθία των αµινοξέων τους και τα κανάλια 

άντλησης πρωτονίων που περιέχουν. Η κατηγορία Α περιέχει 

τα D και Κ κανάλια, όπου στην υποκατηγορία Α1 
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παρατηρείται το κατάλοιπο γλουταµινικού, Ε το οποίο 

αντικαθίσταται από τα κατάλοιπα τυροσίνης και σερίνης, YS 

στην υποκατηγορία Α2. Οι κατηγορίες B και C περιέχουν 

ένα κανάλι που αναγράφεται σε εισαγωγικά για να δείξει ότι 

είναι ανάλογο του Κ καναλιού. 13 

 

Σχήµα 2.1.2.3 Σχηµατική αναπαράσταση των Α. αa3 (κατηγορία Α) και Β. 

ba3 (κατηγορία Β) οξειδασών όπου επισηµαίνονται τα 

κατάλοιπα αµινοξέων που σχηµατίζουν τα κανάλια άντλησης 

πρωτονίων στις δύο κατηγορίες καθώς επίσης η πορεία 

µεταφοράς πρωτονίων από την αρνητική πλευρά της 

µεµβράνης προς το ενεργό κέντρο και δια µέσου της 

µεµβράνης. Στην κατηγορία Α αιµοχαλκοξειδασών η 

µεταφορά και η άντληση πρωτονίων επιτυγχάνεται µέσω των 

D και Κ καναλιών ενώ στην κατηγορία Β γίνεται µέσω του Κ 

καναλιού που σχηµατίζεται σε ανάλογη θέση µε αυτή της 

κατηγορίας Α αλλά από διαφορετικά αµινοξέα. Με καφέ 

χρώµα απεικονίζεται η υποµονάδα Ι που περιέχει το 

διµεταλλικό κέντρο και τη χαµηλού σπιν αίµη. Με γαλάζιο 

χρώµα παρουσιάζεται η υποµονάδα ΙΙ που περιέχει το 

διπυρηνικό κέντρο CuA και µε πορτοκαλί απεικονίζεται το 

κυτόχρωµα c. Επίσης, παρουσιάζεται η πορεία που 

ακολουθούν τα ηλεκτρόνια από το κυτόχρωµα c προς το 

ενεργό κέντρο. 14 

 

Σχήµα 2.1.3.1 Στάδια του καταλυτικού κύκλου των αιµοχαλκοξειδασών µε 

τις πιθανές δοµές των ενδιαµέσων ανά στάδιο. Στα πλαίσια 

των πιθανών δοµών οι µεταβολές των οµάδων του ενεργού 

κέντρου (αίµη a3 και CuB) επισηµαίνονται µε κόκκινο χρώµα 

και οι µεταβολές των υπόλοιπων οµάδων (αίµη a, CuA και 

Tyr) µε πράσινο. 16 

 

Σχήµα 2.2.1 Α. Κρυσταλλική δοµή της ba3 οξειδάσης από το βακτήριο T. 

thermophilus όπου επισηµαίνονται οι υποµονάδες Ι, ΙΙ και 
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ΙΙa, από τις οποίες αποτελείται. Η υποµονάδα Ι απεικονίζεται 

µε κόκκινο, η υποµονάδα ΙΙ µε µπλε και η υποµονάδα ΙΙa µε 

πράσινο Β. Κρυσταλλική δοµή της ba3 οξειδάσης όπου 

επισηµαίνεται η διάταξη του διµεταλλικού κέντρου (υψηλού 

σπιν αίµη a3 και CuB), της χαµηλού σπιν αίµης b και του 

διπυρηνικού κέντρου CuA. Οι οµάδες αίµης a3 και b και ο 

CuB βρίσκονται στην υποµονάδα Ι, και το διπυρηνικό κέντρο 

CuA στην υποµονάδα ΙΙ. Τα δοµικά χαρακτηριστικά 

λήφθηκαν από το αρχείο PDB 1EHK. 18 

 

Σχήµα 2.2.2 Δοµή αιµών a, a3 και b. 19 

 

Σχήµα 2.2.3 Σχηµατική αναπαράσταση του διµεταλλικού κέντρου αίµης 

a3/CuB της ba3 οξειδάσης µε τους υποκαταστάτες του. Τα 

δοµικά χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το αρχείο PDB 

1EHK. 19 

 

Σχήµα 2.2.4 Σχηµατική αναπαράσταση Α. της αίµης b και Β. του  CuA της 

ba3 οξειδάσης µε τους υποκαταστάτες τους. Τα δοµικά 

χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το αρχείο PDB 1EHK. 20 

 

Σχήµα 2.2.5 Κρυσταλλική δοµή της ba3 οξειδάσης όπου επισηµαίνονται 

τα αµινοξέα που σχηµατίζουν το ανάλογο Κ κανάλι και η 

πορεία που ακολουθούν τα πρωτόνια προς το ενεργό κέντρο 

και δια µέσου της µεµβράνης . Με κόκκινο απεικονίζονται οι 

οµάδες αίµης και µε πορτοκαλί τα ιόντα χαλκού. Η 

υποµονάδα Ι απεικονίζεται µε ασθενές κόκκινο, η υποµονάδα 

ΙΙ µε ασθενές µπλε και η υποµονάδα ΙΙa µε ασθενές πράσινο. 

Τα δοµικά χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το αρχείο PDB 

1EHK. 22 

 

Σχήµα 2.2.6 Κοιλότητες µεταφοράς O2 προς το ενεργό κέντρο Α. της ba3 

οξειδάσης από το βακτήριο T. thermophilus και Β. της aa3 

οξειδάσης από το βακτήριο R. sphaeroides. Τα σηµεία 
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εισόδου του Ο2 επισηµαίνονται µε τόξα. Η κοιλότητα στην 

ba3 οξειδάση έχει σχήµα Υ, παρουσιάζει δυο σηµεία εισόδου 

και δεν εµφανίζει στένωση. Στην αα3 οξειδάση από το 

βακτήριο R. sphaeroides υπάρχει µόνο ένα σηµείο εισόδου 

του Ο2 και παρουσιάζεται στένωση λόγω της παρουσίας των 

καταλοίπων Phe282 και Trp172. 23 

 

Σχήµα 2.3.1 Α. Σχηµατική αναπαραστάση των υποµονάδων CcoNOPQ 

που απαρτίζουν τις cbb3 οξειδάσες Β. Διάταξη των 

προσθετικών οµάδων αίµης και CuB στις υποµονάδες 

CcoNOP. Η υποµονάδα CcoN περιέχει το διµεταλλικό 

κέντρο υψηλού σπιν αίµης b3/CuB και τη χαµηλού σπιν αίµη 

b. Η υποµονάδα CcoO περιέχει µια οµάδα αίµης c και η 

υποµονάδα CcoP δύο οµάδες αίµης c. 26 

 

Σχήµα 2.3.2 A. Κρυσταλλική δοµή της cbb3 οξειδάσης από το βακτήριο 

P. stutzeri όπου επισηµαίνονται οι υποµονάδες CcoNOPQ. Η 

υποµονάδα CcoN απεικονίζεται µε κόκκινο, η CcoO µε µπλε, 

η CcoP µε πράσινο και η CcoQ µε κίτρινο. B. Κρυσταλλική 

δοµή της cbb3 οξειδάσης όπου επισηµαίνεται η διάταξη των 

οµάδων αίµης και CuB. Οι οµάδες αίµης b3 και b και ο CuB 

βρίσκονται στην υποµονάδα CcoN. Η υποµονάδα CcoO 

περιέχει µια οµάδα αίµης c και η υποµονάδα CcoP δύο 

οµάδες αίµης c. Τα δοµικά χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το 

αρχείο PDB 3MK7. 27 

 

Σχήµα 2.3.3 Σχηµατική αναπαράσταση A. του διµεταλλικού κέντρου 

αίµης b3/CuB της υποµονάδας CcoN, B. της χαµηλού σπιν 

αίµης b της υποµονάδας CcoN, C. της οµάδας αίµης c της 

υποµονάδας CcoO και D. των οµάδων αιµης c της 

υποµονάδας CcoP της cbb3 οξειδάσης από το βακτήριο P. 

stutzeri µε τους υποκαταστάτες τους. Τα δοµικά 

χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το αρχείο PDB 3ΜΚ7. 28 
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Σχήµα 2.3.4 Δοµή κοιλοτήτων µεταφοράς Ο2, πρωτονίων και 

απελευθέρωσης νερού µεταξύ του ενεργού κέντρου, του 

περιπλάσµατος και της µεµβράνης. 29 

 

Σχήµα 2.3.5 Κρυσταλλική δοµή της cbb3 οξειδάσης από το βακτήριο P. 

stutzeri όπου επισηµαίνονται τα αµινοξέα που σχηµατίζουν 

το ανάλογο Κ κανάλι και η πορεία που ακολουθούν τα 

πρωτόνια προς το ενεργό κέντρο και δια µέσου της 

µεµβράνης . Με κόκκινο απεικονίζονται οι οµάδες αίµης και 

µε πορτοκαλί τα ιόντα χαλκού. Η υποµονάδα CcoN 

απεικονίζεται µε ασθενές κόκκινο, η υποµονάδα CcoO µε 

ασθενές µπλε και η υποµονάδα CcoP µε ασθενές πράσινο. Τα 

δοµικά χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το αρχείο PDB 

3MK7. 30 

 

Σχήµα 2.4.1 Καταλυτικός κύκλος του αζώτου 31 

 

Σχήµα 2.4.2 Σχηµατική αναπαράσταση της N-νίτριτο δέσµευσης στις 

cd1NiR και O,O-διδοντικής νίτριτο δέσµευσης στις CuNiR 

αναγωγάσες των νιτρωδών. 32 

 

Σχήµα 2.4.3 Τα δύο µονοπάτια σχηµατισµού του ΝΟ στα θηλαστικά. Σε 

φυσιολογικές συνθήκες οι αναγωγάσες του µονοξειδίου του 

αζώτου (NOS) καταλύουν την αντίδραση οξείδωσης της L-

αργινίνης για να παραχθεί ΝΟ. Σε συνθήκες υποξίας η δράση 

των NOS αναστέλλεται και το ΝΟ παράγεται από την 

αναγωγή του ΝΟ2
-. 33 

 

Σχήµα 2.4.4 Σχηµατική αναπαράσταση της αντίδρασης αναγωγής του 

ΝΟ2
- που καταλύεται από διάφορες πρωτεΐνες των 

θηλαστικών. 33 

 

Σχήµα 2.4.4 Σχηµατική αναπαράσταση της O-νίτρο δέσµευσης στη 

µυοσφαιρίνη. 34 

ΑΝ
ΔΡ
ΕΑ
Σ Λ
ΟΥ
ΛΛ
ΗΣ



																																																																																																																																										Κατάλογος	Σχημάτων	

	

	 xvi	

Σχήµα 3.1.1 Σχηµατική αναπαράσταση Α. του αρµονικού και Β. του µη 

αρµονικού µοντέλου της δυναµικής ενέργειας διατοµικού µορίου. 44 

 

Σχήµα 3.1.2 Σχηµατική αναπαράσταση του συµβολοµέτρου Michelson 45 

 

Σχήµα 3.1.3 Φάσεις των ηλεκτροµαγνητικών κυµάτων από το στατικό και 

κινητό κάτοπτρο σε διαφορετικές τιµές οπτικής 

καθυστέρησης: (a) µηδενική διαφορά, (b) διαφορά ½ µήκους 

κύµατος, (c) διαφορά ενός µήκους κύµατος. 46 

 

Σχήµα 3.2.1.1 Σχηµατικό διάγραµµα της σχέσης µεταξύ των διαδικασιών 

απορρόφησης υπερύθρου (IR), σκέδασης Rayleigh και 

Raman (Stokes και anti-Stokes) και σκέδασης συντονισµού 

Raman. Η απορρόφηση υπερύθρου είναι διαδικασία ενός 

φωτονίου ενώ οι υπόλοιπες είναι διαδικασίες δύο φωτονίων. 

Τα νο και νvib αναφέρονται στη συχνότητα της 

προσπίπτουσας και της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας, 

αντίστοιχα. 49 

 

Σχήµα 3.2.4.1 Σχηµατικό διάγραµµα των ενεργειακών επιπέδων µε τις 

µεταβάσεις τους και φάσµα απορρόφησης υπεριώδους-

οράτου οµάδας αίµης όπου επισηµαίνονται οι µεταβάσεις 

στην περιοχή Soret, B και στη ζώνη Q, Q1 και Q0. 55 

 

Σχήµα 3.2.4.2 Σχηµατική αναπαράσταση των σηµαντικότερων δονήσεων 

του πορφυρινικού δακτυλίου. 56 

 

Σχήµα 4.3.1.1 Πειραµατική διάταξη IR που χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη 

των αντιδράσεων της ba3 οξειδάσης µε τους υποκαταστάτες 

και των πειραµάτων φωτοδιάσπασης των συµπλόκων. 62 

 

Σχήµα 4.3.2.1 Πειραµατική διάταξη Raman που χρησιµοποιήθηκε για τη 

µελέτη των αντιδράσεων των ba3 και cbb3 οξειδασών µε τους 

υποκαταστάτες. 63 
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Σχήµα 5.2.1 Φάσµατα οπτικής απορρόφησης της οξειδωµένης ba3 

οξειδάσης (πλαίσιο A, φάσµα a), της αντίδρασης της 

οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το CN- (πλαίσιο Α, φάσµα b), 

της ανηγµένης ba3 οξειδάσης (πλαίσιο B, φάσµα a) και της 

αντίδρασης της ανηγµένης ba3 οξειδάσης µε το CN- (πλαίσιο 

B, φάσµα b) σε pH 7,5. 71 

 

Σχήµα 5.2.2 Φάσµατα FTIR της χρονικής εξέλιξης της αντίδρασης της 

οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το 12C14N- σε χρόνους 2, 4, 8, 

18 και 24 ωρών (φάσµατα Α-Ε) µετά την προσθήκη CN- στο 

οξειδωµένο ένζυµο, σε pH 7,5. Το φάσµα F αναφέρεται στην 

αντίδραση µε το 13C14N-, 8 ώρες µετά την προσθήκη CN- στο 

οξειδωµένο ένζυµο. Το ένθετο απεικονίζει τα αντίστοιχα, σε 

χρόνους, φάσµατα οπτικής απορρόφησης. 72 

 

Σχήµα 5.2.3 Φάσµατα FTIR της αντίδρασης της οξειδωµένης ba3 

οξειδάσης µε το 12C14N- σε pH 5,5 (φάσµα Α), pH 7,5 

(φάσµα Β), pH 9,5 (φάσµα F) και pD 7,5 (φάσµα G), που 

λήφθηκαν 24 ώρες µετά την προσθήκη CN- στο οξειδωµένο 

ένζυµο. Τα παράγωγα µε το 13C14N-, το 12C15N- και το 
13C15N- φαίνονται στα φάσµατα C, D και E αντίστοιχα. Το 

ένθετο παρουσιάζει τα φάσµατα της αντίδρασης της 

ανηγµένης ba3 οξειδάσης µε το 12C14N- (φάσµα a) και το 
13C14N- (φάσµα b) σε pH 7,5. 73 

 

Σχήµα 5.2.4 Φάσµατα FTIR διαφοράς φωτεινό-µείον-σκοτεινό των 

παραγώγων της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το 12C14N- σε 

pH 5,5 (φάσµα Α), pH 7,5 (φάσµα Β), pH 9,5 (φάσµα F) και 

pD 7,5 (φάσµα G). Τα φάσµατα διαφοράς φωτεινό-µείον-

σκοτεινό των παραγώγων µε το 13C14N-, το 12C15N- και το 
13C15N- φαίνονται στα φάσµατα C, D και E, αντίστοιχα. Τα 

φάσµατα Η και I παρουσιάζουν τα φάσµατα διαφοράς 

φωτεινό-µείον-σκοτεινό των παραγώγων της ανηγµένης ba3 

οξειδάσης µε το 12C14N- και το CO, αντίστοιχα. Το µήκος 
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κύµατος της ακτινοβολίας για τη φωτόλυση των παραγώγων 

ήταν στα 447 nm και η ενέργεια της ακτινοβολίας στο δείγµα 

στα 30 mW. 74 

 

Σχήµα 5.3.1 Σχηµατική απεικόνιση των δοµών του δεσµευµένου CN- 

στην ba3 οξειδάση και του προϊόντος φωτόλυσης. 79 

 

Σχήµα 6.2.1 Οπτικά φάσµατα απορρόφησης της οξειδωµένης ba3 

οξειδάσης (φάσµα a) και της αντίδρασης της οξειδωµένης 

ba3 οξειδάσης µε το 14Ν3
- σε pH 7,5 και σε χρόνους 2 ωρών 

(φάσµα b) και 24 ωρών (φάσµα c) µετά την προσθήκη N3
- 

στο ένζυµο. 87 

 

Σχήµα 6.2.2 Φάσµατα FTIR των αντίδρασεων της οξειδωµένης ba3 

oξειδάσης µε το 14Ν3
- (φάσµα Α), και το 

15Ν3 (φάσµα Β) σε 

pΗ 7,5. Στο ένθετο εµφανίζονται τα FTΙR φάσµατα του 

ελεύθερου 14Ν3
- (φάσµα a) και 15Ν3

- (φάσµα b). 88 

 

Σχήµα 6.2.3 Φάσµατα FTIR των αντίδρασεων της οξειδωµένης ba3 

oξειδάσης µε το 14Ν3
- (φάσµα Α), και το 

15Ν3
- (φάσµα Β) σε 

pH 7,5 µετά την προσθήκη CN- και χρόνο επώασης 3 µέρες. 90 

 

Σχήµα 6.2.4 Φάσµατα RR στην περιοχή των υψηλών (πλαίσιο Α) και των 

χαµηλών συχνοτήτων (πλαίσιο Β), της οξειδωµένης ba3 

οξειδάσης (φάσµα a) και των παραγώγων της ba3 οξειδάσης 

µε το 14Ν3
-
 (φάσµα b) και το 15Ν14Ν2

- (φάσµα c) σε pH 7,5. 

Το φάσµα b-c αντιστοιχεί στο φάσµα διαφοράς των 

παραγώγων ba3-14Ν3
-
 µείον ba3-15Ν14Ν2

-. 91 

 

Σχήµα 7.2.1 Φάσµατα οπτικής απορρόφησης της οξειδωµένης ba3 

οξειδάσης (φάσµα a), µετά από προσθήκη ΝΟ2
- (φάσµα b), 2 

ώρες µετά την προσθήκη κυστεΐνης στο επωασµένο µε ΝΟ2
- 

ένζυµο (φάσµα c) και c-b το φάσµα διαφοράς σε pH 6,0 
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(πλαίσιο Α), σε pH 7,5 (πλαίσιο Β) και σε pH 9,0 (πλαίσιο 

C). 97 

 

Σχήµα 7.2.2 Φάσµατα RR της ba3 οξειδάσης στην οξειδωµένη (φάσµα a) 

και στην ανηγµένη (φάσµα b) µορφή στην περιοχή των 

υψηλών (πλαίσιο Α) και χαµηλών συχνοτήτων (πλαίσιο Β). 

Τα φάσµατα λήφθηκαν µε µήκη κύµατος διέγερσης στα 405 

nm και 441 nm για την οξειδωµένη και ανηγµένη µορφή της 

ba3 οξειδάσης, αντίστοιχα και ενέργεια ακτινοβολίας στο 

δείγµα στα 4mW. 99 

 

Σχήµα 7.2.3 Φάσµατα RR, στην περιοχή των υψηλών (πλαίσιο Α) και 

χαµηλών (πλαίσιο Β) συχνοτήτων των παραγώγων της 

οξειδωµένης κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3-NO2
- µε το 

14Ν16Ο2
- (φάσµατα a, c, e) και το 15Ν16Ο2

-
 (φάσµατα b, d, f) 

σε pH 6,0 (φάσµατα a, b), pH 7,5 (φάσµατα c, d) και pH 9,0 

(φάσµατα e,f). Τα φάσµατα a-b, c-d και e-f αντιστοιχούν στα 

φάσµατα διαφοράς των παραγώγων ba3-14Ν16Ο2
-
 µείον ba3-

15Ν16Ο2
-
 σε pH 6,0, 7,5 και 9,0, αντίστοιχα. Τα φάσµατα 

λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 405 nm και 

ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 mW. 99 

 

Σχήµα 7.2.4 Φάσµατα RR, στην περιοχή των υψηλών συχνοτήτων, των 

παραγώγων της κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3-NO2
- µετά την 

προσθήκη κυστεΐνης στο επωασµένο µε 14Ν16Ο2
- (φάσµα a), 

15Ν16Ο2
- (φάσµα b), 15Ν18Ο2

- (φάσµα c) ένζυµο σε pH 6,0 

(πλαίσιο Α), pH 7,5 (πλαίσιο Β) και pH 9,0 (πλαίσιο C). Τα 

φάσµατα a-b και a-c αντιστοιχούν στα φάσµατα διαφοράς 

των παραγώγων ba3-14Ν16Ο2
-
 µείον ba3-15Ν16Ο2

- και ba3-
14Ν16Ο2

-
 µείον ba3-15Ν18Ο2

-, αντίστοιχα. Τα φάσµατα 

λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 441 nm και 

ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 mW. 101 
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Σχήµα 7.2.5 Φάσµατα RR, στην περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων, των 

παραγώγων της κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3-NO2
- µετά την 

προσθήκη κυστεΐνης στο επωασµένο µε 14Ν16Ο2
- (φάσµα a), 

15Ν16Ο2
- (φάσµα b), 15Ν18Ο2

- (φάσµα c) ένζυµο σε pH 6,0 

(πλαίσιο Α), pH 7,5 (πλαίσιο Β) και pH 9,0 (πλαίσιο C). Τα 

φάσµατα a-b και a-c αντιστοιχούν στα φάσµατα διαφοράς 

των παραγώγων ba3-14Ν16Ο2
-
 µείον ba3-15Ν16Ο2

-
 και ba3-

14Ν16Ο2
-
 µείον ba3-15Ν18Ο2

-, αντίστοιχα και είναι 

µεγενθυµένα κατά 2 φορές. Το ένθετο στο πλαίσιο Β 

παρουσιάζει τα φάσµατα διαφοράς ba3-14Ν16Ο2
- µείον ba3-

15Ν16Ο2
- (φάσµα a΄) και ba3-14Ν16Ο2

-
 µείον ba3-15Ν18Ο2 

(φάσµα b΄) σε pD 7,5. Τα φάσµατα λήφθηκαν µε µήκος 

κύµατος διέγερσης στα 441 nm και ενέργεια ακτινοβολίας 

στο δείγµα στα 4 mW. 101 

 

Σχήµα 7.3.1 Σχηµατική αναπαράσταση του παραγώγου αίµης a3-νίτρο της 

ba3 οξειδάσης. Τα δοµικά χαρακτηριστικά του διµεταλλικού 

κέντρου αίµης a3/CuB λήφθηκαν από το αρχείο PDB 1EHK. 104 

 

Σχήµα 8.2.1 Φάσµατα οπτικής απορρόφησης της οξειδωµένης cbb3 

οξειδάσης (φάσµα a), της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 

οξειδάσης (φάσµα b) και µετά την προσθήκη ΝΟ2
- στην 

ανηγµένη cbb3 οξειδάση (φάσµα c) σε pH 7,5. Το φάσµα 

c΄στο ένθετο δείχνει µεγενθυµένη την περιοχή 500 – 700 nm 

του φάσµατος c και το φάσµα c-b στο ένθετο παρουσιάζει το 

φάσµα διαφοράς. 112 

 

Σχήµα 8.2.2 Φάσµατα RR της cbb3 οξειδάσης στην οξειδωµένη (φάσµα a) 

και στην ανηγµένη από κυστεΐνη (φάσµα b) µορφή στην 

περιοχή των υψηλών συχνοτήτων. Τα φάσµατα λήφθηκαν µε 

µήκη κύµατος διέγερσης στα 405 nm και 441 nm για την 

οξειδωµένη και την ανηγµένη µορφή της cbb3 οξειδάσης, 

αντίστοιχα. Η ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα ήταν στα 

4mW. 113 
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Σχήµα 8.2.3 Φάσµατα RR, στην περιοχή των υψηλών (πλαίσιο Α) και των 

χαµηλών (πλαίσιο Β) συχνοτήτων, των παραγώγων της 

ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης που σχηµατίζονται 

µετά την προσθήκη 14Ν16Ο2
- (φάσµα a) και 15Ν16Ο2

- (φάσµα 

b) σε pH 7,5. Το φάσµα a-b αναφέρεται στο φάσµα διαφοράς 

και είναι µεγενθυµένο κατά 5 φορές. Τα φάσµατα λήφθηκαν 

µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 405 nm και ενέργεια 

ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 mW. 114 

 

Σχήµα 8.2.4 Φάσµατα RR, στην περιοχή των υψηλών συχνοτήτων, των 

παραγώγων της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης που 

σχηµατίζονται µετά την προσθήκη 14Ν16Ο2
- (φάσµα a) και 

15Ν16Ο2
- (φάσµα b) σε pH 7,5. Το φάσµα a-b αναφέρεται στο 

φάσµα διαφοράς και είναι µεγενθυµένο κατά 5 φορές. Στο 

ένθετο παρουσιάζεται το αντίστοιχο φάσµα διαφοράς σε pH 

9,0. Τα φάσµατα λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 

441 nm και ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 mW 115 

 

Σχήµα 8.2.5 Φάσµατα RR, στην περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων, των 

παραγώγων της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης που 

σχηµατίζονται µετά την προσθήκη 14Ν16Ο2
- (φάσµα a), 

15Ν16Ο2
- (φάσµα b) και 15Ν18Ο2

- (φάσµα c) σε pH 7,5. Τα 

φάσµατα a-b και a-c αναφέρονται στα φάσµατα διαφοράς και 

είναι µεγενθυµένα κατά 2 φορές. Στο ένθετο παρουσιάζονται 

τα αντίστοιχα φάσµατα διαφοράς σε pH 9,0. Τα φάσµατα 

λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 441 nm και 

ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 mW. 116 

 

Σχήµα 8.2.6 Φάσµατα RR, στην περιοχή των υψηλών (πλαίσιο Α) και των 

χαµηλών (πλαίσιο Β) συχνοτήτων, των παραγώγων της 

ανηγµένης από διθειονικά cbb3 οξειδάσης µε το 14Ν16Ο 

(φάσµα a) και το 15Ν16Ο (φάσµα b) σε pH 7,5. Το φάσµα a-b 

αναφέρεται στο φάσµα διαφοράς και είναι µεγενθυµένο κατά 

5 φορές στην περιοχή των υψηλών και κατά 2 φορές στην 
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περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων. Τα φάσµατα λήφθηκαν 

µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 441 nm και ενέργεια 

ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 mW. 118 

 

Σχήµα 8.2.7 Φάσµα FTIR της αντίδρασης της ανηγµένης από κυστεΐνη 

cbb3 οξειδάσης µε το 14Ν16Ο2
-
 συγκέντρωσης 6mM. Στο 

ένθετο παρουσιάζεται η αντίστοιχη αντίδραση µε το 15Ν16Ο2
-. 118 

 

Σχήµα 8.2.8 Καµπύλη βαθµονόµησης της απορρόφησης της δόνησης 

στους 2230 cm-1 συναρτήσει της συγκέντρωσης του Ν2Ο. Με 

κόκκινες διακεκοµµένες γραµµές επισηµαίνεται η 

απορρόφηση στους 2230 cm-1 που λήφθηκε από την 

αντίδραση cbb3/NO2
- και η αντίστοιχη συγκέντρωση N2O 

που παράχθηκε. 119 

 

Σχήµα 8.3.1 Σχηµατική αναπαράσταση του παραγώγου αίµης b3-νιτρόζυλ 

της cbb3 οξειδάσης. Τα δοµικά χαρακτηριστικά του 

διµεταλλικού κέντρου αίµης b3/CuB λήφθηκαν από το αρχείο 

PDB 3MK7. 121 
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Κατάλογος Πινάκων Σελ 

Πίνακας 2.1.2.1 Κατηγορίες Α (Α1 και Α2), Β και C αιµοχαλκοξειδασών 

µε παραδείγµατα χαρακτηριστικών αντιπροσώπων, τις 

λειτουργικές υποµονάδες µε τις οµάδες αίµης και ιόντων 

χαλκού, τα κανάλια άντλησης πρωτονίων που περιέχουν 

και τη στοιχειοµετρία άντλησης πρωτονίων σε κάθε 

κατηγορία. 15 

 

Πίνακας 5.3.1 Συχνότητες των δονήσεων τάσης (cm-1) του δεσµού C-N 

στα σύµπλοκα Cu+-CN- και Cu2+-CN-. 77 

 

Πίνακας 6.2.1 Συχνότητες των δονήσεων τάσης (cm-1) του N3
- όταν 

βρίσκεται δεσµευµένο στο ενεργό κέντρο αιµοπρωτεϊνών. 89 

 

Πίνακας 8.3.1 Συχνότητες των δονήσεων v(Fe-NO)/δ(Fe-N-O) και v(N-

O) (cm-1) των νιτρόζυλ-συµπλόκων σε αιµοχαλκοξειδάσες 

και στη µυοσφαιρίνη. 120 
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Πίνακας Συντµήσεων και Συµβόλων 

α Πολωσιµότητα 

a Αίµη a 

aa3 aa3 oξειδάση 

AEBSF 4-(2-aminoethyl)-benzol-sylphonyl fluoride 

Ala Αλανίνη 

Anti-Stokes Σκέδαση anti-Stokes 

ΑΟ Αλδεϋδική οξειδάση 

Αrg Αργινίνη 

ATP Τριφωσφορική αδενοσίνη 

b αίµη b 

ba3 ba3 οξειδάση 

BaF2 Φθοριούχο βάριο 

γs
2 Ανισοτροπία 

γas
2 Αντισυµµετρία 

γo
2 Μέση πολωσιµότητα 

Γe Παράγοντας απόσβεσης 

c552 Κυτόχρωµα c552 

caa3 caa3 οξειδάση 

CaCl2 Χλωριούχο ασβέστιο 

cbb3 cbb3 οξειδάση 

Cb Kυτοσφαιρίνη 

Cc, cyt c Kυτόχρωµα c 

CcO Οξειδάση του κυτοχρώµατος c 

cd1NiR Αναγωγάση των νιτρωδών που περιέχει αίµη στο  ενεργό 

 κέντρο 

CuA Διπυρηνικό κέντρο CuA 

CuB Ιόν CuB που βρίσκεται στο ενεργό κέντρο των 

 αιµοχαλκοξειδασών 

CHES 2-(cyclohexylamino)ethanesulfonic acid 

CN- Κυάνιο 

CO Μονοξείδιο του άνθρακα 

CuCl2 Χλωριούχος χαλκός 

δ Καθυστέρηση 
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Δr Ενδοµοριακή απόσταση 

D Ασπαρτικό οξύ 

D2O Δευτεριωµένο νερό 

DEAE Αιθυλαινοδιάµινοτετραοξικο οξύ 

DM n-decyl-β-D-maltopyranoside  

e Δονητική κατάσταση διεγερµένης ηλεκτρονιακής  

 κατάστασης 

e- Ηλεκτρόνιο 

ε354 Συντελεστής απορροφητικότητας στα 354nm 

Ε. coli Escherichia coli 

EDTA Αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ 

ENDOR Electron Nuclear Double Resonance  

EPR Electron Paramagnetic Resonance 

f Τελική δονητική κατάσταση 

Fe Σίδηρος 

far-IR Άπω υπέρυθρο  

FeCl3•6H2O Ένυδρος χλωριούχος σίδηρος 

Gln Γλουταµίνη 

Glu Γλουταµινικό Οξύ 

h Σταθερά του Planck 

H+ Πρωτόνιο 

Η2Ο Νερό 

His Ιστιδίνη 

Hb Αιµοσφαιρίνη 

HOMO Highest Occupied Molecular Orbital 

i Θεµελειώδης δονητική κατάσταση 

Ile Ισολευκίνη 

I0 Ισχύς ακτινοβολίας 

I⊥ Ένταση σκεδαζόµενου φωτός κάθετα στην πολωσιµότητα της  

 προσπίπτουσας ακτινοβολίας 

Ι⁄ ⁄ Ένταση σκεδαζόµενου φωτός παράλληλα στην πολωσιµότητα  

 της προσπίπτουσας ακτινοβολίας 

k Σταθερά του ελατηρίου 

Κ Λυσίνη 
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KCN Κυανιούχο κάλιο 

KH2PO4 Δισόξινο φωσφορικό κάλιο 

Kr Κρυπτόν 

LUMO Lowest Unoccupied Molecular Orbital 

µ Ανηγµένη µάζα 

Mb Μυοσφαιρίνη 

MCT Mercury-Cadmium-Telluride, ανιχνευτής  

 Υδραργύρου-Καδµίου-Τελλουρίου 

MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 

Met Μεθειονίνη 

mid-IR Μέσο υπέρθυρο 

MgSO4•7H2O Ένυδρο θειϊκό µαγνήσιο 

ν  Συχνότητα δόνησης, cm-1 

ν Συχνότητα , cm-1 

ve, vvib Συχνότητα Διέγερσης, cm-1 

vei Συχνότητα ηλεκτρονιακής µετάπτωσης 

vo Συχνότητα προσπίπτουσας ακτινοβολίας 

Ν2 Άζωτο 

Ν2Ο Μονοξείδιο του διαζώτου 

Ν3
- Αζίδιο 

NaN3 Αζίδιο του νατρίου 

NaNO2 Νιτρώδες νάτριο 

Na2S2O4 Διθειονικό νάτριο 

NaCl Χλωριούχο νάτριο 

Na3citrate•H2O Ένυδρο κιτρικό νάτριο 

Nb Νευροσφαιρίνη 

near-IR Εγγύς υπέρυθρο 

NiRs Αναγωγάσες των νιτρωδών 

NMR Nuclear Magnetic Resonance, Πυρηνικός Μαγνητικός  

 Συντονισµός 

NO Μονοξείδιο του αζώτου 

ΝΟ2
- Νιτρώδες ιόν 

ΝΟ3
- Νιτρικό ιόν 

NOS Nitric oxide synthase, συνθάση του µονοξειδίου του αζώτου 
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Ο2 Οξυγόνο 
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P. stutzeri Pseudomonas stutzeri 

Ρ λόγος αποπόλωσης 

RR Resonance Raman, Συντονισµός Raman 

R. sphaeroides Rhodobacter sphaeroides 

Rayleigh σκέδαση Rayleigh 

So Θεµελιώδης δονητική κατάσταση 

S1 Διεγερµένη δονητική κατάσταση 

Ser Σερίνη 

Soret Απορρόφηση Soret στην περιοχή του ορατού 

Stokes σκέδαση Stokes 

Thr Θρεονίνη 

TMAE Triethylaminoethyl 

Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol 

Trp Τρυπτοφάνη 

Tyr Τυροσίνη 

T. thermophilus Thermus thermophilus 

UV/Vis Φασµατοσκοπία Υπεριώδους/Ορατού 

w/v Όγκος κατά βάρος 

x Μετατόπιση 

Xe Ξένον 

XD Αφυδρογονάση της ξανθίνης 

xm Σταθερά µη αρµονικότητας 

XO Οξειδάση της ξανθίνης 

|α〉  Διεγερµένη κατάσταση 

|vi〉  Αρχική δονητική κυµατοσυνάρτηση 

|vf〉  Τελική δονητική κυµατοσυνάρτηση 

|ve〉  Διεγερµένη δονητική κυµατοσυνάρτηση 

|ef
o〉  Ηλεκτρονιακή κυµατοσυνάρτηση τελικής κατάστασης 

|ee
o〉  Ηλεκτρονιακή κυµατοσυνάρτηση διεγερµένης κατάστασης 

|ei
o〉  Ηλεκτρονιακή κυµατοσυνάρτηση αρχικής κατάστασης 
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1.1 Εισαγωγή 

Οι οξειδάσες του κυτοχρώµατος c συγκροτούν µια µεγάλη οικογένεια ενζύµων και 

αποτελούν αναπόσπαστο κοµµάτι της αναπνευστικής αλυσίδας. Η ικανότητά τους να 

συζεύγνουν την καταλυτική αναγωγή του µοριακού οξυγόνου σε νερό µε την ταυτόχρονη 

άντληση πρωτονίων δια µέσου της ενδοµιτοχονδριακής (ή βακτηριακής) µεµβράνης, 

οδηγεί στην παραγωγή διαµεµβρανικού δυναµικού, το οποίο απαιτείται για τη σύνθεση 

ATP. Οι διαφορετικοί τύποι αιµοχαλκοξειδασών µπορεί να έχουν διαφορετικούς δότες 

ηλεκτρονίων και διαφορετική σύσταση υποµονάδων και τύπoυ αιµών. Παρόλ’ αυτά 

χαρακτηρίζονται από µια κεντρική υποµονάδα, η οποία περιέχει µια χαµηλού σπιν αίµη (a 

ή b) και ένα διµεταλλικό κέντρο υψηλού σπιν αίµης (a3, o3 ή b3)/χαλκού (CuB) όπου 

πραγµατοποιείται η αναγωγή του οξυγόνου (Ο2). Η διαφοροποίηση που παρατηρείται έχει 

επίδραση στις ιδιότητες του ενεργού κέντρου των αιµοχαλκοξειδασών.1-4 Η σύγκριση 

µεταξύ των βακτηριακών οξειδασών και των οξειδασών των θηλαστικών επιτρέπει την 

κατανόηση των δοµικών και λειτουργικών ιδιοτήτων τους και παρέχει τον τρόπο 

αναγνώρισης των χαρακτηριστικών που καθορίζουν τις θεµελειώδεις λειτουργίες τους. Τα 

δοµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά των αιµοχαλκοξειδασών µπορούν να µελετηθούν 

µε κρυσταλλογραφικές, φασµατοσκοπικές και υπολογιστικές µεθόδους εξετάζοντας τη 

δέσµευση µικρών εξωγενών υποκαταστατών που δρουν ως αναστολείς του ενζύµου όπως 

το µονοξείδιο του άνθρακα (CO),5-9 το κυάνιο (CN-),10-20 το µονοξείδιο του αζώτου 

(ΝΟ),21-24 και το αζίδιο (Ν3
-)25-29. Η χρήση των εναλλακτικών υποκαταστατών προσφέρει 

τη δυνατότητα µελέτης του ενζύµου σε διαφορετικές οξειδωτικές καταστάσεις των 

µετάλλων του ενεργού κέντρου.  

Πρόσφατα, περιγράφηκε µια επιπρόσθετη αντίδραση για τις αιµοχαλκοξειδάσες και 

συγκεκριµένα η αντίδραση αναγωγής των νιτρωδών (ΝΟ2
-) προς µονοξείδιο του αζώτου 

(ΝΟ). Η αντίδραση αυτή παρουσιάζει ιδιαίτερα µεγάλο ενδιαφέρον, καθώς το ΝΟ 

λειτουγεί ως σηµατοδοτικό µόριο στα θηλαστικά και επηρεάζει πληθώρα λειτουργιών 

τους.30-31 Επίσης, οι βακτηριακές οξειδάσες έχουν την ικανότητα να καταλύουν την 

αντίδραση αναγωγής του ΝΟ σε µονοξείδιο του διαζώτου (Ν2Ο), καθώς µοιράζονται 

φυλογενετικά χαρακτηριστικά µε τις αναγωγάσες του µονοξειδίου του αζώτου. Η 

ικανότητά τους να ανάγουν Ο2 και ΝΟ υποστηρίζει την πιθανή ταυτόχρονη εξέλιξη της 

αερόβιας αναπνοής και της απονιτροποίησης.22  

Από τις τεχνικές που προσφέρονται για τη µελέτη της δέσµευσης υποκαταστατών στις 

αιµοπρωτεΐνες είναι η φασµατοσκοπίες απορρόφησης υπεριώδους-ορατού (UV/Vis), 

υπερύθρου µε µετασχηµατισµό Fourier (FTIR) και συντονισµού Raman (RR). Με τη 
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φασµατοσκοπία απορρόφησης UV/Vis µπορούν να ληφθούν πληροφορίες για την 

οξειδωτική κατάσταση των µετάλλων, καθώς επίσης και για το σχηµατισµό συµπλόκων 

των µετάλλων του ενεργού κέντρου µε τους υποκαταστάτες. Επιπλέον, οι φασµατασκοπίες 

FTIR και RR είναι τεχνικές ευαίσθητες στη δοµή και την ισοτοπική αντικατάσταση, 

προσφέροντας πληροφορίες για τα δοµικά χαρακτηριστικά των συµπλόκων.  

 

1.2 Στόχος και Πρωτοτυπία Διατριβής 

Στόχος της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι η διερεύνηση των αντιδράσεων 

εξωγενών υποκαταστατών µε τη θερµόφιλη ba3 οξειδάση (κατηγορία Β) από το βακτήριο 

T. thermophilus και τη µεσόφιλη cbb3 οξειδάση (κατηγορία C) από το βακτήριο P. 

stutzeri. Συγκεκριµένα µελετώνται οι  αντιδράσεις της ba3 οξειδάσης µε το CN-, το N3
- και 

το ΝΟ2
- και της cbb3 οξειδάσης µε το NO2

-, µε εφαρµογή των φασµατοσκοπικών τεχνικών 

απορρόφησης UV/Vis, FTIR και RR.  

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή πραγµατοποιείται η µελέτη µε φασµατοσκοπία FTIR 

των αλληλεπιδράσεων του CN- µε το µεικτού σθένους (Fe2+/CuB
2+) και ανηγµένου 

(Fe2+/CuB
+) ενεργού κέντρου της ba3 οξειδάσης. Επίσης, η οξειδωµένη µορφή (Fe3+/CuB

2+) 

του ενεργού κέντρου της ba3 οξειδάσης µελετάται µέσω της αντίδρασης µε το Ν3
-. Οι 

αντιδράσεις του ΝΟ2
- µε τις ba3 και cbb3 οξειδάσες µελετώνται για πρώτη φορά µε 

µεθόδους δονητικής φασµατοσκοπίας, ώστε να διερευνηθεί εάν δρουν ως αναγωγάσες των 

νιτρωδών όπως το µιτοχονδριακό ένζυµο και να χαρακτηριστούν τα σύµπλοκα αίµης-

νιτρωδών ή χαλκού-νιτρωδών που πιθανόν σχηµατίζονται κατά τις αντιδράσεις. 
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2.1 Οξειδάσες του Κυτοχρώµατος c 

Οι οξειδάσες του κυτοχρώµατος c είναι µεµβρανικές πρωτεΐνες, οι οποίες βρίσκονται στην 

εσωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων στα ευκαρυωτικά και την κυτταροπλασµατική 

µεµβράνη των αερόβιων βακτηρίων στα προκαρυωτικά. Αποτελούν το τελευταίο ένζυµο 

της αναπνευστικής αλυσίδας, γι’αυτό και συχνά αναφέρονται ως τελικές οξειδάσες. 

(Σχήµα 2.1.1)1 Ανήκουν στην ευρύτερη οικογένεια των αιµοχαλκοξειδασών, των οποίων η 

λειτουργία είναι να καταλύουν την αντίδραση αναγωγής του µοριακού οξυγόνου σε νερό.  

 

 
 

Σχήµα 2.1.1: Σχηµατική αναπαράσταση της εσωτερικής µιτοχονδριακής µεµβράνης που περιλαµβάνει τα 

ένζυµα της αναπνευστικής αλυσίδας (Complexes I-IV) και της ATP-συνθάσης (Complex V). Η οξειδάση 

του κυτοχρώµατος c αναφέρεται ως Complex IV.1  

 

Τα ηλεκτρόνια που χρειάζονται για την αντίδραση παρέχονται από το κυτόχρωµα c, το 

οποίο βρίσκεται στην εξωτερική πλευρά της µεµβράνης (διαµεµβρανικός χώρος 

µιτοχονδρίων ή περίπλασµα βακτηρίων) ενώ τα πρωτόνια που απαιτούνται για το 

σχηµατισµό του νερού λαµβάνονται από την εσωτερική πλευρά της µεµβράνης των 

µιτοχονδρίων (µήτρα µιτοχονδρίων) ή από το κυτταρόπλασµα των βακτηρίων. Η 

αντίδραση αυτή είναι ισχυρά εξώεργη και η ενέργεια που απελευθερώνεται 

χρησιµοποιείται για την άντληση πρωτονίων δια µέσου της µεµβράνης. Έτσι, για κάθε 

ηλεκτρόνιο, ένα επιπλέον πρωτόνιο µετακινείται δια µέσου της µεµβράνης. Η συνολική 

αντίδραση δίδεται στην Εξίσωση 1. 
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4cyt c2+ + Ο2 + 8H+
in → 4cyt c3+ + 2H2O + 4H+

out   (Εξίσωση 1) 

Η άντληση επιπλέον πρωτονίων έχει ως αποτέλεσµα την άνιση κατανοµή φορτίου κατά 

µήκος της µεµβράνης. Περισσότερα θετικά φορτία βρίσκονται στην εξωτερική πλευρά της 

µεµβράνης (P positive) και λιγότερα στην εσωτερική (N negative), οδηγώντας έτσι στο 

σχηµατισµό διαµεµβρανικού δυναµικού. Το παραγώµενο διαµεµβρανικό δυναµικό 

χρησιµοποιείται από την ATP-συνθάση για τη σύνθεση ATP.1-5  

Στα ευκαρυωτικά παρουσιάζεται µόνο ένας τύπος οξειδασών του κυτοχρώµατος c, ενώ 

στα προκαρυωτικά εµφανίζονται πολλαπλοί τύποι οξειδασών. Οι διάφοροι τύποι 

οξειδασών του κυτοχρώµατος c δίνουν τη δυνατότητα στα βακτήρια να προσαρµόζονται 

καλύτερα σε διαφορετικές συνθήκες ανάπτυξης ανάλογα µε το περιβάλλον που 

βρίσκονται. Με τους διαφορετικούς τύπους τελικών οξειδασών προκύπτει διαφοροποίηση 

στη δοµή τους, η οποία αντικατοπτρίζεται στον αριθµό των υποµονάδων και το είδος των 

προσθετικών οµάδων που περιέχουν, καθώς επίσης και στην αλληλουχία τους.1, 6  

 

2.1.1 Δοµή Οξειδασών του Κυτοχρώµατος c 

Οι δοµές αιµοχαλκοξειδασών από διαφορετικούς οργανισµούς έχουν προσδιοριστεί µε 

κρυσταλλογραφικές µεθόδους.7-11 Με βάση αυτές τις κρυσταλλικές δοµές αποκαλύφθηκε 

ότι οι µιτοχονδριακές οξειδάσες αποτελούνται από 13 υποµονάδες7-8 (Σχήµα 2.1.1.1Α), 

ενώ οι βακτηριακές είναι πιο απλές στη δοµή και έχουν 3-4 υποµονάδες9-11 (Σχήµα 

2.1.1.1Β). Οι κυριότερες υποµονάδες είναι οι υποµονάδες Ι, ΙΙ και ΙΙΙ, οι οποίες 

σχηµατίζουν τον κύριο πυρήνα του ενζύµου (Σχήµα 2.1.1.1 C και D). Επίσης, 

παρουσιάζονται σηµαντικές οµοιότητες, όσον αφορά την αλληλουχία, µεταξύ 

µιτοχονδριακών και βακτηριακών οξειδασών.1, 4, 6  

Η υποµονάδα Ι είναι η µεγαλύτερη και συνίσταται από 12 διαµεµβρανικές έλικες. Σε 

αυτήν περιέχονται δύο προσθετικές οµάδες αίµης και ένα ιόν χαλκού (CuB). Στις 

µιτοχονδριακές οξειδάσες οι αίµες είναι τύπου a, ενώ στις βακτηριακές οξειδάσες 

µπορούν να είναι του τύπου a, b, ο ή παράγωγα των αιµών a και o και οι δυο αίµες 

µπορούν να είναι του ίδιου ή διαφορετικού τύπου. Η µια οµάδα αίµης µαζί µε το ιόν 

χαλκού σχηµατίζουν το διµεταλλικό καταλυτικό κέντρο του ενζύµου, όπου 

πραγµατοποιείται όλη η χηµεία αναγωγής του µοριακού οξυγόνου σε νερό (Σχήµα 2.1.1.1 

C και D, heme a3/CuB). Η οµάδα αίµης του διµεταλλικού κέντρου είναι υψηλού σπιν τόσο 

στην ανηγµένη όσο και στην οξειδωµένη της µορφή και συµβολίζεται αναγράφοντας τον 

τύπο αίµης και το δείκτη 3, π.χ αίµη a3. Στην πέµπτη θέση ένταξής της βρίσκεται 

δεσµευµένο ένα κατάλοιπο ιστιδίνης, ενώ η έκτη θέση ένταξης είναι διαθέσιµη για 

ΑΝ
ΔΡ
ΕΑ
Σ Λ
ΟΥ
ΛΛ
ΗΣ



Κεφάλαιο	2																																																																																																																				Θεωρητικό	Υπόβαθρο	

	

	 10	

δέσµευση υποκαταστατών όπως το οξυγόνο (Ο2), το µονοξείδιο του άνθρακα (CO), το 

κυάνιο (CN-) και το αζίδιο (N3
-). Το ιόν χαλκού (CuB) είναι δεσµευµένο µε τρεις 

υποκαταστάτες ιστιδίνης, εκ των οποίων η µια είναι οµοιοπολικά δεσµευµένη µε ένα 

κατάλοιπο τυροσίνης.1, 4-6  
 

  
  

    
 

Σχήµα 2.1.1.1: Κρυσταλλική δοµή της Α. aa3 βόειας οξειδάσης µε τις 13 υποµονάδες και της Β. aa3 από το 

βακτήριο R. sphaeroides µε τις 4 υποµονάδες. C. και D. Διάταξη του διµεταλλικού κέντρου (υψηλού σπιν 

αίµη α3 και CuB), της χαµηλού σπιν αίµης α και του διπυρηνικού κέντρου CuA στην aa3 βόεια οξειδάση (C) 

και στην αα3 οξειδάση από το βακτήριο R. sphaeroides (D). Οι υποµονάδες Ι, ΙΙ και ΙΙΙ που σχηµατίζουν τον 

κύριο πυρήνα του ενζύµου απεικονίζονται µε κόκκινο, πράσινο και µπλε αντίστοιχα. Τα δοµικά 

χαρακτηριστικά λήφθηκαν από τα αρχεία PDB 1ΟCC8 και PDB 1M5610. 
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Η δεύτερη οµάδα αίµης είναι υπεύθυνη για τη µεταφορά ηλεκτρονίων προς το ενεργό 

κέντρο (Σχήµα 2.1.1.1 C και D, heme a). Τόσο στην οξειδωµένη όσο και στην ανηγµένη 

της µορφή βρίσκεται σε κατάσταση χαµηλού σπιν και είναι δεσµευµένη µε δύο κατάλοιπα 

ιστιδίνης στην πέµπτη και έκτη θέση ένταξης της.1, 4-6 Οι αιµοχαλκοξειδάσες ονοµάζονται 

µε βάση τις οµάδες αίµης που περιέχουν. Αναγράφονται µε πλάγια γράµµατα και πρώτα 

γράφεται η χαµηλού σπιν αίµη και µετά η υψηλού σπιν αίµη του διµεταλλικού κέντρου µε 

το δείκτη της, π.χ aa3, ba3. Κάποιες από τις οξειδάσες µπορούν να περιέχουν οµοιπολικά 

δεσµευµένο κυτόχρωµα c. Σε αυτή την περίπτωση αναγράφεται πρώτα η οµάδα αίµης c 

και µετά οι υπόλοιπες οµάδες αίµης όπως αναφέρθηκε παραπάνω, π.χ caa3, cbb3.  

Η υποµονάδα ΙΙ σχηµατίζει δύο διαµεµβρανικές έλικες και συµπεριλαµβάνει ένα 

οξειδοαναγωγικό κέντρο (Σχήµα 2.1.1.1 Α και Β). Το οξειδοαναγωγικό αυτό κέντρο 

αποτελεί τον πρωταρχικό δέκτη ηλεκτρονίων από το κυτόχρωµα c. Αποτελείται από δύο 

ιόντα χαλκού και αναγράφεται ως CuA (Σχήµα 2.1.1.1 C και D). Το κέντρο CuA έχει έξι 

υποκαταστάτες εκ των οποίων δύο είναι κατάλοιπα κυστεΐνης, δύο κατάλοιπα ιστιδίνης, 

ένα κατάλοιπο µεθειονίνης και ένα κατάλοιπο γλουταµινικού. Οι σουλφιδικές οµάδες των 

καταλοίπων κυστεΐνης λειτουργούν ως γέφυρα και συνδέουν τα δύο ιόντα χαλκού µεταξύ 

τους. Όταν το ένζυµο βρίσκεται στην οξειδωµένη του µορφή το διπυρηνικό κέντρο CuA 

έχει διαµόρφωση µεικτού σθένους [Cu1.5+-Cu1.5+] ενώ στην ανηγµένη µορφή έχει 

διαµόρφωση [Cu+-Cu+] και το ηλεκτρόνιο που λαµβάνει κατανέµεται µεταξύ των δύο 

ατόµων χαλκού. Κάποιες, όµως, από τις οξειδάσες του κυτοχρώµατος c δεν περιέχουν 

κέντρο CuA αλλά µια υποµονάδα κυτοχρώµατος c, η οποία λειτουργεί ως πρωταρχικός 

δέκτης ηλεκτρονίων.1, 4-6  

Η υποµονάδα ΙΙΙ αποτελείται από επτά διαµεµβρανικές έλικες (Σχήµα 2.1.1.1 Α και Β) και 

η λειτουργία της είναι άγνωστη, καθώς δεν περιέχει κάποια προσθετική οµάδα και δεν 

συµβάλει στην άντληση πρωτονίων. Παρ’ όλ’ αυτά είναι απαραίτητη, καθώς εµπλέκεται 

στη σταθερότητα της δοµής της οξειδάσης, εξασφαλίζοντας τη σωστή διάταξη του 

ενζύµου και τη δοµική προσαρµογή των οµάδων αίµης.1, 4-5 Η µεταφορά πρωτονίων από 

την αρνητική πλευρά της µεµβράνης προς το ενεργό κέντρο, καθώς επίσης και η άντληση 

πρωτονίων δια µέσου της µεµβράνης επιτυγχάνεται µέσω των καναλιών άντλησης 

πρωτονίων.  

 

2.1.2 Κανάλια Άντλησης Πρωτονίων 

Τα κανάλια άντλησης πρωτονίων σχηµατίζονται από πολικά και πρωτονιωµένα κατάλοιπα 

αµινοξέων και από µόρια νερού. Με βάση τις κρυσταλλικές δοµές προτάθηκαν δύο 
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κανάλια πρωτονίων, τα Κ και D, τα οποία βρίσκονται στην υποµονάδα Ι. Τα ονόµατά τους 

προκύπτουν από το κατάλοιπο λυσίνης (K319, αρίθµηση µε βάση τη βόεια κυτοχρωµική 

οξειδάση) που βρίσκεται στο κέντρο του Κ καναλιού και από το κατάλοιπο ασπαρτικού 

οξέος (D91, αρίθµηση µε βάση τη βόεια κυτοχρωµική οξειδάση) που βρίσκεται στην 

είσοδο του D καναλιού. Ένα τρίτο κανάλι, το Η, παρατηρήθηκε µόνο στις οξειδάσες των 

θηλαστικών και δεν παρουσιάζεται στις οξειδάσες των προκαρυωτικών. To H κανάλι 

βρίσκεται πλησίον της χαµηλού σπιν αίµης και σχετίζεται µόνο µε την άντληση 

πρωτονίων δια µέσου της µεµβράνης1-2, 4-5, 12 (Σχήµα 2.1.2.1). 
 

 
 

Σχήµα 2.1.2.1: Κρυσταλλική δοµή της οξειδάσης του κυτοχρώµατος c από βόεια καρδία όπου 

επισηµαίνονται τα τρία κανάλια άντλησης πρωτονίων Κ, D και Η. Τα κανάλια σχηµατίζονται από τα 

κατάλοιπα αµινοξέων που αναγράφονται και τα οποία σχηµατίζουν δεσµούς υδρογόνου µεταξύ τους και µε 

µόρια νερού που απεικονίζονται µε τελείες. Οι οµάδες αίµης απεικονίζονται µε κόκκινο χρώµα και τα ιόντα 

χαλκού µε πορτοκαλί. Τα δοµικά χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το αρχείο PDB 1ΟCC8.  

 

Οι οξειδάσες του κυτοχρώµατος c κατηγοριοποιούνται µε βάση την οµοιότητα της 

αλληλουχίας τους και τα κατάλοιπα που σχηµατίζουν τα κανάλια άντλησης πρωτονίων. 

Προκύπτουν έτσι τρεις κατηγορίες αιµοχαλκοξειδασών, οι Α, Β και C, εκ των οποίων η Α 

χωρίζεται στις υποκατηγορίες Α1 και Α2 (Σχήµα 2.1.2.2)13. 
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Σχήµα 2.1.2.2: Φυλογενετικό δέντρο των αιµοχαλκοξειδασών όπου παρουσιάζεται η κατηγοριοποίηση των 

οξειδασών του κυτοχρώµατος στις κατηγορίες Α (Α1 και Α2), Β και C µε βάση την ακολουθία των 

αµινοξέων τους και τα κανάλια άντλησης πρωτονίων που περιέχουν. Η κατηγορία Α περιέχει τα D και Κ 

κανάλια, όπου στην υποκατηγορία Α1 παρατηρείται το κατάλοιπο γλουταµινικού, Ε το οποίο αντικαθίσταται 

από τα κατάλοιπα τυροσίνης και σερίνης, YS στην υποκατηγορία Α2. Οι κατηγορίες B και C περιέχουν ένα 

κανάλι που αναγράφεται σε εισαγωγικά για να δείξει ότι είναι ανάλογο του Κ καναλιού.13 

 

Στην κατηγορία Α ανήκουν οι µιτοχονδριακές οξειδάσες και µερικές βακτηριακές 

οξειδάσες. Σε αυτήν την κατηγορία οι οξειδάσες µεταφέρουν πρωτόνια µέσω των δύο 

καναλιών άντλησης πρωτονίων, D και K και αντλούν πρωτόνια µε στοιχειοµετρία 1Η+/1e- 

(Σχήµα 2.1.2.3Α)14. Οι υποκατηγορίες προκύπτουν λόγω διαφοροποίησης που 

παρατηρείται σε κατάλοιπο του υδρόφοβου άκρου του D καναλιού. Στην υποκατηγορία 

Α1 παρατηρείται ένα κατάλοιπο γλουταµινικού (Ε) στο D κανάλι, το οποίο αντικαθίσταται 

από κατάλοιπα τυροσίνης και σερίνης (YS) στην υποκατηγορία Α213, 15-17 (Πίνακας 

2.1.2.1)15-16. 

Μέλη της κατηγορίας Β αποτελούν οι οξειδάσες που εκφράζονται κάτω από χαµηλές 

συγκεντρώσεις Ο2 και παρουσιάζουν µεγάλη συγγένεια για το Ο2. Το D κανάλι απουσιάζει 

πλήρως ενώ περιέχουν ένα Κ κανάλι, ανάλογο µε αυτό της κατηγορίας Α, που 
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σχηµατίζεται σε παρόµοια θέση αλλά από διαφορετικά κατάλοιπα (Σχήµα 2.1.2.3Β)14. Η 

άντληση πρωτονίων πραγµατοποιείται σε χαµηλότερη στοιχειοµετρία 0,5Η+/1e-. Ένα 

αντιπροσωπευτικό µέλος αυτής της κατηγορίας είναι η ba3 οξειδάση από το βακτήριο T. 

thermophilus13-18 (Πίνακας 2.1.2.1)15-16. 
 

 
 

Σχήµα 2.1.2.3: Σχηµατική αναπαράσταση των Α. αa3 (κατηγορία Α) και Β. ba3 (κατηγορία Β) οξειδασών 

όπου επισηµαίνονται τα κατάλοιπα αµινοξέων που σχηµατίζουν τα κανάλια άντλησης πρωτονίων στις δύο 

κατηγορίες καθώς επίσης η πορεία µεταφοράς πρωτονίων από την αρνητική πλευρά της µεµβράνης προς το 

ενεργό κέντρο και δια µέσου της µεµβράνης. Στην κατηγορία Α αιµοχαλκοξειδασών η µεταφορά και η 

άντληση πρωτονίων επιτυγχάνεται µέσω των D και Κ καναλιών ενώ στην κατηγορία Β γίνεται µέσω του Κ 

καναλιού που σχηµατίζεται σε ανάλογη θέση µε αυτή της κατηγορίας Α αλλά από διαφορετικά αµινοξέα. Με 

καφέ χρώµα απεικονίζεται η υποµονάδα Ι που περιέχει το διµεταλλικό κέντρο και τη χαµηλού σπιν αίµη. Με 

γαλάζιο χρώµα παρουσιάζεται η υποµονάδα ΙΙ που περιέχει το διπυρηνικό κέντρο CuA και µε πορτοκαλί 

απεικονίζεται το κυτόχρωµα c. Επίσης, παρουσιάζεται η πορεία που ακολουθούν τα ηλεκτρόνια από το 

κυτόχρωµα c προς το ενεργό κέντρο.14 
 

Η κατηγορία C συνίσταται από τις κυτοχρωµικές οξειδάσες του τύπου cbb3, οι οποίες 

απαντώνται κυρίως σε βακτήρια. Όπως και στις οξειδάσες της κατηγορίας B, οι οξειδάσες 

της κατηγορίας C δεν έχουν D κανάλι και η άντληση πρωτονίων πραγµατοποιείται σε 

στοιχειοµετρία 0,5Η+/1e-. Η διαφορά της κατηγορίας C εµφανίζεται στο Κ κανάλι, το 

οποίο είναι ανάλογο του K καναλιού της κατηγορίας B και σχηµατίζεται από µικρότερο 

αριθµό καταλοίπων. Επίσης, σε αντίθεση µε τις αιµοχαλκοξειδάσες των κατηγοριών Α και 

Β, οι κυτοχρωµικές οξειδάσες της κατηγορίας C δεν περιέχουν διπυρηνικό κέντρο CuA 

αλλά c τύπου αίµες υπεύθυνες για τη µεταφορά ηλεκτρονίων προς το ενεργό κέντρο13, 15-18 

(Πίνακας 2.1.2.1).15-16 
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Πίνακας 2.1.2.1: Κατηγορίες Α (Α1 και Α2), Β και C αιµοχαλκοξειδασών µε παραδείγµατα 

χαρακτηριστικών αντιπροσώπων, τις λειτουργικές υποµονάδες µε τις οµάδες αίµης και ιόντων χαλκού, τα 

κανάλια άντλησης πρωτονίων που περιέχουν και τη στοιχειοµετρία άντλησης πρωτονίων σε κάθε 

κατηγορία.15-16 

Κατηγορίες 
Α 

Β C 
Α1 Α2 

Παραδείγµατα 

αα3 P. denitrificans 

bo3 E. coli 

aa3 bovine 

caa3 T. thermophilus 

caa3 R. marinus 

aa3 Synechocystis sp 

ba3 T. thermophilus 

aa3 A. ambivalens 

ba3 R. marinus  

cbb3 V. cholerae 

cbb3 P. stutzeri 

cbb3 R. sphaeroides 

Λειτουργικές 

Υποµονάδες 
Υποµονάδα Ι Υποµονάδα Ι Υποµονάδα Ι Υποµονάδα CcoN 

υψηλού σπιν αίµη 

 

χαµηλού σπιν αίµη 

a3 ή ο3 

CuB 

a ή b 

a3 

CuB 

a 

a3 

CuB 

b 

b3 

CuB 

b 

 
Υποµονάδα ΙΙ 

CuA 

Υποµονάδα ΙΙ 

CuA 

Υποµονάδα ΙΙ 

CuA 

Υποµονάδα CcoO 

αίµη c 

 

Υποµονάδα ΙΙΙ 

Χωρίς προσθετική 

οµάδα 

Υποµονάδα ΙΙΙ 

Χωρίς προσθετική 

οµάδα 

Υποµονάδα ΙΙΙ 

Χωρίς προσθετική 

οµάδα 

Υποµονάδα CcoO 

2 αίµες c 

 

Κανάλια 

άντλησης Η+ 

D (E), K 

(βακτήρια) 

D (E), K, H 

(µιτοχόνδρια) 

D (YS), K  Ανάλογο Κ κανάλι Ανάλογο Κ κανάλι 

Στοιχειοµετρία 

άντλησης Η+ 1Η+/e- 1Η+/e- 0,5Η+/e- 0,5Η+/e- 

 

Παρόλο που υπάρχει διαφοροποίηση στη δοµή των κυτοχρωµικών οξειδασών ανάµεσα 

στα ευκαρυωτικά και τα προκαρυωτικά, εν τούτοις όλες οι οξειδάσες καταλύουν την 

αντίδραση αναγωγής του µοριακού οξυγόνου σε νερό και αντλούν πρωτόνια δια µέσου της 

µεµβράνης. Η αναγωγή του Ο2 και η άντληση πρωτονίων γίνεται µέσω διαδοχικών 

σταδίων που συνιστούν τον καταλυτικό κύκλο των αιµοχαλκοξειδασών. 

 

2.1.3 Καταλυτικός Κύκλος 

Ο καταλυτικός κύκλος των αιµοχαλκοξειδασών έχει µελετηθεί εντατικά και τα ενδιάµεσά 

του έχουν χαρακτηριστεί µε φασµατοσκοπικές µεθόδους. Ωστόσο, υπάρχουν ακόµα 

αντικρουόµενες προτάσεις για ορισµένα από τα στάδιά του. Σύµφωνα µε τις 

επικρατέστερες µελέτες των τελευταίων ετών τα βασικά στάδια του καταλυτικού κύκλου 

περιγράφονται παρακάτω.1-2, 4-5  
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Ο καταλυτικός κύκλος (Σχήµα 2.1.3.1) ξεκινά από το πλήρως οξειδωµένο ένζυµο, Ο 

κατάσταση, όπου όλα τα οξειδοαναγωγικά κέντρα (CuA, CuB, υψηλού και χαµηλού σπιν 

αίµες) βρίσκονται στην οξειδωµένη τους µορφή. Η µεταφορά ενός ηλεκτρονίου από το 

κυτόχρωµα c στο ενεργό κέντρο οδηγεί στο σχηµατισµό της κατάστασης Ε, η οποία 

συνοδεύεται µε άντληση πρωτονίου µέσω του Κ καναλιού.  

 

 

 
 

Σχήµα 2.1.3.1:  Στάδια του καταλυτικού κύκλου των αιµοχαλκοξειδασών (δεξιά) µε τις πιθανές δοµές των 

ενδιαµέσων ανά στάδιο (αριστερά). Στα πλαίσια των πιθανών δοµών οι µεταβολές των οµάδων του ενεργού 

κέντρου (αίµη a3 και CuB) επισηµαίνονται µε κόκκινο χρώµα και οι µεταβολές των υπόλοιπων οµάδων (αίµη 

a, CuA και Tyr) µε πράσινο. 

 

Στη συνέχεια ένα δεύτερο ηλεκτρόνιο µεταφέρεται µε την ίδια διαδικασία στο ενεργό 

κέντρο σχηµατίζοντας την κατάσταση R2 (µεικτού σθένους), όπου µόνο τα µέταλλα του 

ενεργού κέντρου (υψηλού σπιν αίµη και CuB) είναι ανηγµένα, αντλώντας ταυτόχρονα 
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πρωτόνιο µέσω του Κ καναλιού. Με προσθήκη ακόµα δύο ηλεκτρονίων δηµιουργείται η 

κατάσταση R4 (πλήρως ανηγµένη) όπου όλα τα οξειδοαναγωγικά κέντρα βρίσκονται στην 

ανηγµένη τους µορφή.  

Όταν το ένζυµο βρίσκεται στην κατάσταση R µπορεί να δεσµεύσει ένα µόριο οξυγόνου 

στο σίδηρο της υψηλού σπιν αίµης. Η διαµόρφωση που προκύπτει ονοµάζεται Α. Με τη 

δέσµευση του οξυγόνου, ο δεσµός Ο-Ο διασπάται και το ένζυµο µεταβαίνει στην 

κατάσταση P. Το ένα άτοµο οξυγόνου είναι δεσµευµένο στο σίδηρο της υψηλού σπιν 

αίµης σχηµατίζοντας οξο-φερυλ δοµή (Fe4+=O) ενώ το άλλο άτοµο οξυγόνου είναι 

δεσµευµένο στο CuB υπό τη µορφή ιόντος υδροξειδίου. Για τη διάσπαση του δεσµού 

απαιτούνται τέσσερα ηλεκτρόνια. Τα δύο από αυτά προέρχονται από την υψηλού σπιν 

αίµη (Fe2+→ Fe4+) και ένα από το CuB (CuB
2+→ CuB

+). Το τέταρτο ηλεκτρόνιο µπορεί να 

προέλθει από δύο πηγές, ανάλογα µε την κατάσταση που βρισκόταν το ένζυµο (µεικτού 

σθένους R2 ή πλήρως ανηγµένη R4). Στην περίπτωση του πλήρως ανηγµένου ενζύµου 

σχηµατίζεται η κατάσταση PR και το τέταρτο ηλεκτρόνιο λαµβάνεται από τη χαµηλού 

σπιν αίµη. Απαιτείται επιπλέον η λήψη πρωτονίου, το οποίο λαµβάνεται πιθανόν από το 

κατάλοιπο τυροσίνης που βρίσκεται οµοιοπολικά δεσµευµένο σε έναν από τους 

υποκαταστάστες ιστιδίνης του CuB. Στην περίπτωση του µεικτού σθένους, έχει προταθεί 

ότι, τόσο το τέταρτο ηλεκτρόνιο όσο και το πρωτόνιο λαµβάνονται από το κατάλοιπο 

τυροσίνης, σχηµατίζοντας ρίζα τυροσίνης, οδηγώντας στη δηµιουργία της κατάστασης PM. 

Οι µεταβάσεις R→Α→P δεν συνοδεύονται από άντληση πρωτονίων. 

Ακολούθως, σχηµατίζεται το F ενδιάµεσο µε ταυτόχρονη άντληση πρωτονίου δια µέσου 

της µεµβράνης. Για τη µετάβαση από τη PR στην F κατάσταση απαιτείται ένα πρωτόνιο 

και ένα ηλεκτρόνιο ενώ από τη PM στην F απαιτείται µόνο ένα πρωτόνιο. Το πρωτόνιο 

λαµβάνεται από τη θετική πλευρά της µεµβράνης µέσω του D καναλιού και έχει προταθεί 

ότι χρησιµοποιείται είτε για να πρωτονιώσει το κατάλοιπο τυροσίνης, είτε για να 

σχηµατίσει νερό µε την υδροξυλοµάδα που είναι δεσµευµένη στο CuB. Το ηλεκτρόνιο 

προέρχεται από το κατάλοιπο τυροσίνης.  

Ο κύκλος ολοκληρώνεται µε το ένζυµο να επιστρέφει πίσω στην οξειδωµένη του µορφή. 

Για να επιτευχθεί αυτό, απαιτείται ένα πρωτόνιο και ένα ηλεκτρόνιo, τα οποία 

λαµβάνονται µέσω του D καναλιού και της χαµηλού σπιν αίµης, αντίστοιχα, ενώ 

παράλληλα, πραγµατοποιείται άντληση πρωτονίου.1-2, 4-5, 17  

Οι οξειδάσες του κυτοχρώµατος c αποτελούν αναπόσπαστο κοµµάτι της αναπνευστικής 

αλυσίδας τόσο στα ευκαρυωτικά όσο και στα προκαρυωτικά. Η διαφοροποίηση ως προς 

τη δοµή και τη δραστικότητά τους προς διαφορετικά υποστρώµατα καθιστά απαραίτητη τη 
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συγκριτική τους µελέτη. Στην παρούσα εργασία επικεντρωθήκαµε σε χαρακτηριστικούς 

εκπροσώπους οξειδασών της κατηγορίας Β (ba3 οξειδάση από το βακτήριο T. 

thermophilus) και της κατηγορίας C (cbb3 οξειδάση από το βακτήριο P. stutzeri). 

 

2.2 Κυτοχρωµική Οξειδάση ba3 

Το αρνητικό κατά Gram θερµόφιλο βακτήριο Thermus thermophilus εκφράζει, ανάλογα µε 

τις συνθήκες στις οποίες αναπτύσσεται, c- και b- τύπου κυτοχρώµατα, καθώς επίσης δύο 

τελικές οξειδάσες, τις ba3 και caa3 οξειδάσες.19-20 Η ba3 οξειδάση εκφράζεται κάτω από 

χαµηλές συγκεντρώσεις O2 και παρουσιάζει υψηλή συγγένεια για το O2. Αρχικά 

χαρακτηρίστηκε ως ένζυµο που περιέχει µόνο µια υποµονάδα20 αλλά στη συνέχεια 

αποκαλύφθηκε ότι αποτελείται απο τρεις υποµονάδες, τις υποµονάδες Ι, ΙΙ και ΙΙa (Σχήµα 

2.2.1Α).11  
 

   
 

Σχήµα 2.2.1: Α. Κρυσταλλική δοµή της ba3 οξειδάσης από το βακτήριο T. thermophilus όπου 

επισηµαίνονται οι υποµονάδες Ι, ΙΙ και ΙΙa, από τις οποίες αποτελείται. Η υποµονάδα Ι απεικονίζεται µε 

κόκκινο, η υποµονάδα ΙΙ µε µπλε και η υποµονάδα ΙΙa µε πράσινο Β. Κρυσταλλική δοµή της ba3 οξειδάσης 

όπου επισηµαίνεται η διάταξη του διµεταλλικού κέντρου (υψηλού σπιν αίµη a3 και CuB), της χαµηλού σπιν 

αίµης b και του διπυρηνικού κέντρου CuA. Οι οµάδες αίµης a3 και b και ο CuB βρίσκονται στην υποµονάδα Ι, 

και το διπυρηνικό κέντρο CuA στην υποµονάδα ΙΙ. Τα δοµικά χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το αρχείο PDB 

1EHK.11  
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Η υποµονάδα Ι αποτελείται από 13 διαµεµβρανικές έλικες σε αντίθεση µε τις υποµονάδες 

Ι των αιµοχαλκοξειδασών της κατηγορίας Α που συνίστανται από 12 διαµεµβρανικές 

έλικες.21 Οι αλυσίδες που ενώνουν µεταξύ τους τις έλικες είναι κοντύτερες έτσι ώστε να 

µειώνεται η εντροπία αποδιάταξης των ελίκων και να αυξάνεται η θερµική σταθερότητα 

της πρωτεΐνης.22-23 Στην υποµονάδα Ι περιέχονται τα τρία από τα τέσσερα 

οξειδοαναγωγικά κέντρα, oι χαµηλού και υψηλού σπίν αίµες και το ιόν CuB (Σχήµα 

2.2.1Β). Η υψηλού σπιν αίµη είναι τύπου a και µαζί µε το ιόν CuB σχηµατίζουν το 

διµεταλλικό ενεργό κέντρο ενώ η χαµηλού σπιν αίµη είναι τύπου b (Σχήµα 2.2.2). Η αίµη 

a3 της ba3 οξειδάσης χαρακτηρίζεται από την παρουσία µιας φορµυλοµάδας στον C8 και 

µιας υδροξυ-αιθυλ-γερανυλ-γερανυλικής οµάδας στον C2, αντί για υδροξυ-αιθυλ-

φαρνεσυλικής οµάδα που παρατηρείται στην τυπική δοµή της αίµης a (Σχήµα 2.2.2).  

 

 

 
 

 
 

Σχήµα 2.2.2: Δοµή αιµών a, a3 και b.  

 

Η υδροξυ-αιθυλ-γερανυλ-γερανυλική οµάδα είναι ευθύγραµµη και εκτείνεται µέχρι το 

κυτταρόπλασµα χωρίς να παρεµβάλλεται στα κανάλια άντλησης πρωτονίων. Η υψηλή 

υδροφοβικότητα που παρουσιάζει πιθανόν να σταθεροποιεί την αίµη στις υψηλές 

θερµοκρασίες που διατηρείται το ένζυµο. Με βάση την κρυσταλλική δοµή, το κατάλοιπο 

His384/α10 (Σχήµα 2.2.3) είναι δεσµευµένο στην πέµπτη θέση ένταξης του σιδήρου της 

αίµης a3.11, 21, 24 Ο CuB έχει τρεις υποκαταστάτες ιστιδίνης, His283/α7, His282/α7 και 

ΑΝ
ΔΡ
ΕΑ
Σ Λ
ΟΥ
ΛΛ
ΗΣ



Κεφάλαιο	2																																																																																																																				Θεωρητικό	Υπόβαθρο	

	

	 20	

His233/α6, εκ των οποίων η His233 είναι οµοιοπολικά δεσµευµένη µε το κατάλοιπο 

Tyr237/α611, 21 (Σχήµα 2.2.3). 

 

 
 

Σχήµα 2.2.3: Σχηµατική αναπαράσταση του διµεταλλικού κέντρου αίµης a3/CuB της ba3 οξειδάσης µε τους 

υποκαταστάτες του. Τα δοµικά χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το αρχείο PDB 1EHK.11  

 

Στη χαµηλού σπιν αίµη b τα κατάλοιπα His72/α2 και His386/α10 λειτουργούν ως αξονικοί 

υποκαταστάτες στην πέµπτη και έκτη θέση ένταξης (Σχήµα 2.2.4Α) .11, 21  

Η υποµονάδα ΙΙ σχηµατίζει µόνο µια διαµεµβρανική έλικα και περιέχει το τέταρτο 

οξειδοαναγωγικό κέντρο, το διπυρηνικό κέντρο CuA (Σχήµα 2.2.1Β). Η απόσταση µεταξύ 

των δύο ατόµων χαλκού είναι 2,4 Å. Στο ένα άτοµο Cu (CU1) βρίσκονται ενταγµένα τα 

κατάλοιπα Cys149, Cys153, His157 και Gln151 ενώ στο δεύτερο άτοµο (CU2) τα 

κατάλοιπα Cys149, Cys153, His114 και Met160. Οι σουλφιδικές οµάδες των καταλοίπων 

Cys149 και Cys153 λειτουργούν ως γέφυρα που συνδέει τα δύο άτοµα χαλκού (Σχήµα 

2.2.4Β).11, 21, 25 Η µεταφορά ηλεκτρονίων προς το CuA πραγµατοποιείται µέσω του 

κυτοχρώµατος c552. Η περιοχή της υποµονάδας ΙΙ όπου δεσµεύεται το κυτόχρωµα c552 

περιέχει υδρόφοβα αµινοξέα και ως εκ τούτου η δέσµευση πραγµατοποιείται µέσω 

υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων.26-27 Αυτό βρίσκεται σε αντίθεση µε τις µεσόφιλες 

οξειδάσες, όπου η δέσµευση του κυτοχρώµατος c γίνεται µέσω ηλεκτροστατικών 

αλληλεπιδράσεων. Στην ba3 οξειδάση απουσιάζουν οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις 

εφόσον σε ψηλές θερµοκρασίες γίνονται σηµαντικά ασθενέστερες.28 
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Σχήµα 2.2.4: Σχηµατική αναπαράσταση Α. της αίµης b και Β. του διπυρηνικού κέντρου CuA της ba3 

οξειδάσης µε τους υποκαταστάτες τους. Τα δοµικά χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το αρχείο PDB 1EHK.11 

 

Η υποµονάδα ΙΙa σχηµατίζει µια διαµεµβρανική έλικα µε αντίθετη πολικότητα και είναι 

σηµαντική για τη λειτουργία της ba3 οξειδάσης (Σχήµα 2.2.1Β). Ο κανονικός αριθµός 

διαµεµβρανικών ελίκων της υποµονάδας ΙΙ είναι δύο. Ως εκ τούτου, η υποµονάδα ΙΙa 

πιθανόν να είναι η δεύτερη έλικα της υποµονάδας ΙΙ και να λειτουργεί συµπληρωµατικά 

και δοµικά της υποµονάδας ΙΙ.11, 21, 29  

Η µεταφορά ηλεκτρονίων προς το ενεργό κέντρο επιτυγχάνεται µέσω καταλοίπων που 

είναι σηµαντικά για τη λειτουργία της κυτοχρωµικής οξειδάσης, όπως οι υποκαταστάτες 

των αιµών και των ιόντων Cu καθώς επίσης και από κατάλοιπα πλησίον αυτών των 

υποκαταστατών. Το µονοπάτι µεταφοράς ηλεκτρονίων από το κυτόχρωµα c552 στο CuA 

µελετήθηκε µε τη φασµατοσκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισµού (NMR) και 

προτείνεται ότι τα ηλεκτρόνια µεταφέρονται από τον πορφυρινικό δακτύλιο της αίµης του 

κυτοχρώµατος c552 διαδοχικά µέσω των καταλοίπων Ala87, Phe88 και His114 για να 

καταλήξουν στο άτοµο CU2 του διπυρηνικού κέντρου CuA.30 Μετά το CuA, τα ηλεκτρόνια 

µπορούν να ακολουθήσουν δύο πορείες. Στην πρώτη περίπτωση το ηλεκτρόνιο µεταβαίνει 

από το CuA διαδοχικά στα κατάλοιπα Arg450, Arg449, Phe385 καταλήγοντας στην αίµη 

a3. Εναλλακτικά, στη δεύτερη περίπτωση, το ηλεκτρόνιο µεταφέρεται µέσω των 

καταλοίπων Gln151, Tyr136, Trp229 και His283 (υποκαταστάτης του CuB) καταλήγοντας 

στο CuB.11, 21  

Με βάση την κρυσταλλική δοµή έχει προταθεί ότι υπάρχουν τρία πιθανά κανάλια 

άντλησης πρωτονίων.11 Ως µέλος της κατηγορίας Β, η ba3 οξειδάση περιέχει το Κ κανάλι 

που είναι ανάλογο αυτού των αιµοχαλκοξειδασών της κατηγορίας Α. Για την ταυτοποίηση 
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των καταλοίπων που σχηµατίζουν το ανάλογο αυτό κανάλι, πραγµατοποιήθηκε σειρά 

µελετών µετάλλαξης αµινοξέων. Τα κατάλοιπα του K καναλιού µεταλλάχθηκαν µε µη 

πολικά αµινοξέα έτσι ώστε να εξαλειφθεί η ικανότητα σχηµατισµού δεσµών υδρογόνου.  

Από τις µελέτες αυτές εξάχθηκε το συµπέρασµα ότι το ανάλογο Κ κανάλι ξεκινά από το 

κατάλοιπο Glu15 στην υποµονάδα ΙΙ και συνεχίζει στα κατάλοιπα της υποµονάδας Ι, 

Thr315, Tyr248, Thr312, Ser309, Tyr244 και Tyr237 (Σχήµα 2.2.5). Επιπλέον, µε τις 

µεταλλάξεις, µειώθηκε σηµαντικά η ικανότητα αναγωγής του O2, καθώς επίσης και η 

µεταφορά και άντληση πρωτονίων, υποδεικνύοντας το κανάλι Κ ως απαραίτητο για την 

καταλυτική δράση της ba3 οξειδάσης.31 

 

 
 

Σχήµα 2.2.5: Κρυσταλλική δοµή της ba3 οξειδάσης όπου επισηµαίνονται τα αµινοξέα που σχηµατίζουν το 

ανάλογο Κ κανάλι και η πορεία που ακολουθούν τα πρωτόνια προς το ενεργό κέντρο και δια µέσου της 

µεµβράνης . Με κόκκινο απεικονίζονται οι οµάδες αίµης και µε πορτοκαλί τα ιόντα χαλκού. Η υποµονάδα Ι 

απεικονίζεται µε ασθενές κόκκινο, η υποµονάδα ΙΙ µε ασθενές µπλε και η υποµονάδα ΙΙa µε ασθενές 

πράσινο. Τα δοµικά χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το αρχείο PDB 1EHK.11 
 

Το δεύτερο κανάλι που προτάθηκε είναι παρόµοιο µε το D κανάλι ενώ το τρίτο, Q κανάλι, 

οδηγεί απο το κατάλοιπο Gln254 στην His384 της αίµης a3.11 Παρόµοια πειράµατα 

µετάλλαξεων πραγµατοποιήθηκαν για τα D και Q κανάλια αλλά κανένα δεν επηρέαζε την 

καταλυτική δράση ή την άντληση πρωτονίων της αιµοχαλκοξειδάσης, οδηγώντας στο 

συµπέρασµα ότι αυτά τα δύο κανάλια δεν λειτουργούν ως κανάλια άντλησης πρωτονίων.31 
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Αξιοπρόσεκτο στην ba3 οξειδάση είναι ότι το κατάλοιπο Glu278 (αρίθµηση µε βάση την 

κυτοχρωµική οξειδάση από το βακτήριο R. spaeroides), αντικαθίσταται από το κατάλοιπο 

Ile235. Το Glu278 ανήκει στο D κανάλι και είναι ένα από τα απαραίτητα κατάλοιπα για 

την άντληση πρωτονίων στις αιµοχαλκοξειδάσες της κατηγορίας Α. Η αντικατάστασή του 

µε το Ile235 ίσως να ευθύνεται για την µειωµένη άντληση πρωτονίων (0,5Η+/e-) που 

παρατηρείται στην ba3 οξειδάση. Η παρουσία του καταλοίπου Ile235 βελτιστοποιεί το 

σχηµατισµό υδρόφοβης κοιλότητας από το µέσο της µεµβράνης στο διµεταλλικό κέντρο. 

Η υδρόφοβη κοιλότητα αποτελεί σηµείο εισόδου του O2 και ως εκ τούτου λειτουργεί ως το 

µονοπάτι µεταφοράς του υποστρώµατος στο ενεργό κέντρο. Αυτό δείχνει ότι η 

εξασφάλιση ικανοποιητικής ποσότητας υποστρώµατος είναι σηµαντικότερη από την 

άντληση πρωτονίων για τη λειτουργία του ενζύµου κάτω από τις χαµηλές συγκεντρώσεις 

Ο2 στις οποίες αναπτύσσεται το βακτήριο.11  

 

 
 

Σχήµα 2.2.6: Κοιλότητες µεταφοράς O2 προς το ενεργό κέντρο Α. της ba3 οξειδάσης από το βακτήριο T. 

thermophilus και Β. της aa3 οξειδάσης από το βακτήριο R. sphaeroides. Τα σηµεία εισόδου του Ο2 

επισηµαίνονται µε τόξα. Η κοιλότητα στην ba3 οξειδάση έχει σχήµα Υ, παρουσιάζει δυο σηµεία εισόδου και 

δεν εµφανίζει στένωση. Στην αα3 οξειδάση από το βακτήριο R. sphaeroides υπάρχει µόνο ένα σηµείο 

εισόδου του Ο2 και παρουσιάζεται στένωση λόγω της παρουσίας των καταλοίπων Phe282 και Trp172.32 
 

Το µέγεθος και το σχήµα της υδρόφοβης κοιλότητας της ba3 οξειδάσης διευκρινίστηκε 

µέσω κρυσταλλογραφικών µελετών δέσµευσης Xe και Kr. Οι µελέτες έχουν δείξει ότι η 

κοιλότητα έχει σχήµα Y, οπότε έχει δύο πλευρές εισόδου του υποστρώµατος, και ο όγκος 

που καταλαµβάνει είναι ~390 Å3 (Σχήµα 2.2.6A).32 Σε αντίθεση, οι υπόλοιπες 

αιµοχαλκοξειδάσες έχουν µόνο µια πλευρά εισόδου, µικρότερο όγκο και εµφανίζουν ένα 
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σηµείο όπου υπάρχει στένωση στην κοιλότητα, που προκύπτει από την παρουσία των 

καταλοίπων Phe282 και Trp172 (αρίθµηση µε βάση την κυτοχρωµική οξειδάση από το 

βακτήριο R. sphaeroides) (Σχήµα 2.2.6Β). Στην περίπτωση της ba3 οξειδάσης, στη θέση 

των καταλοίπων Phe282 και Trp172 βρίσκονται τα κατάλοιπα Thr231 και Tyr133 που 

είναι µικρότερα σε µέγεθος και έτσι δεν εµφανίζεται στένωση στην κοιλότητα (Σχήµα 

2.2.6Α). Οι δύο πλευρές εισόδου και ο µεγάλος όγκος που παρουσιάζει η υδρόφοβη 

κοιλότητα στην ba3 οξειδάση διευκολύνουν τη µεταφορά του O2 από τη µεµβράνη στο 

διµεταλλικό κέντρο. Αυτό είναι αναγκαίο, καθώς το βακτήριο T. thermophilus 

αναπτύσσεται σε θερµοκρασίες 70 οC και η συγκέντρωση του διαλυµένου O2 στο νερό σε 

αυτή τη θερµοκρασία είναι περίπου η µισή της συγκέντρωσης στους 25 οC.32 

Η ba3 οξειδάση εκτός από τη δραστικότητα που παρουσιάζει ως προς το O2, που είναι το 

φυσικό της υπόστρωµα, παρουσιάζει επίσης ασυνήθιστη δραστικότητα ως προς τους 

εξωγενείς υποκαταστάτες της αίµης a3, όπως είναι το CN-,33-36 το CO,37-38 και το NO39-40. 

Οι ιδιότητες αυτές την καθιστούν µοναδική ανάµεσα στις υπόλοιπες αιµοχαλκοξειδάσες 

και σηµαντική προς µελέτη. 

Η δραστικότητα της ba3 οξειδάσης αλλά και άλλων βακτηριακών οξειδασών ως προς το 

NO αποτέλεσε αντικείµενο έρευνας τα τελευταία χρόνια. Το ένζυµο που φυσιολογικά 

ανάγει το ΝΟ σε Ν2Ο είναι οι αναγωγάσες του µονοξειδίου του αζώτου. Οι οξειδάσες του 

κυτοχρώµατος c παρουσιάζουν δοµικές οµοιότητες µε τις αναγωγάσες του µονοξειδίου 

του αζώτου. Επίσης, το ενεργό κέντρο και στα δύο ένζυµα είναι ένα διµεταλλικό κέντρο 

που αποτελείται από το Fe της υψηλού σπιν αίµης και ένα δεύτερο µέταλλο, που στις 

οξειδάσες είναι Cu ενώ στις αναγωγάσες του µονοξειδίου του αζώτου είναι Fe.41-42 Από 

αυτές τις οµοιότητες αναµένεται ότι ο µηχανισµός αναγωγής του Ο2 και του ΝΟ θα 

παρουσιάζει κοινά χαρακτηριστικά και πιθανόν το Ο2 και το ΝΟ να χρησιµοποιούνται ως 

εναλλακτικά υποστρώµατα από τα δύο ένζυµα.43  

Η οµάδα του A. Giuffrè µελέτησε τη δράση των ba3 και caa3 οξειδασών από το βακτήριο 

T. thermophilus.43 Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι κάτω από αναγωγικές αναερόβιες 

συνθήκες, τα δύο ένζυµα παρουσιάζουν δράση αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου, 

καταλύοντας την αντίδραση αναγωγής του ΝΟ σε Ν2Ο. Η καταλυτική δράση των ba3 και 

caa3 οξειδασών βρέθηκε 3,0 ± 0,7 mol NO/mol ba3 x min και 32 ± 8 mol NO/mol caa3 x 

min σε [ΝΟ] ≈ 50µΜ, η οποία είναι σηµαντικά µικρότερη από την καταλυτική δράση των 

αναγωγασών του µονοξειδίου του αζώτου (300-4500 mol NO/mol ενζύµου x min). Η 

µικρότερη καταλυτική δράση των αιµοχαλκοξειδασών είναι αναµενόµενη, καθώς το 

ενεργό τους κέντρο έχει εξελιχθεί έτσι ώστε να αντιδρά µε το Ο2. Από τη µελέτη 

ΑΝ
ΔΡ
ΕΑ
Σ Λ
ΟΥ
ΛΛ
ΗΣ



Κεφάλαιο	2																																																																																																																				Θεωρητικό	Υπόβαθρο	

	

	 25	

προτάθηκε ότι δύο µόρια ΝΟ αντιδρούν µε την πλήρως ανηγµένη ba3 οξειδάση. Το ένα 

δεσµεύεται µε µεγάλη συγγένεια στο Fe2+ της αίµης a3 ενώ το δεύτερο δεσµεύεται µε πολύ 

µικρότερη συγγένεια στο CuB
+, ο οποίος παρέχει ένα ηλεκτρόνιο στο ΝΟ και ανάγεται στη 

συνέχεια από τη χαµηλού σπιν αίµη b.43  Αντίθετα, στην ανηγµένη βόεια aa3 οξειδάση, 

σχηµατίζεται το σύµπλοκο αίµης a3 Fe2+-NO χωρίς να πραγµατοποιείται καταλυτική 

αναγωγή του NO.44
  Ως εκ τούτου, συµπεραίνεται ότι η εξελιχτική µετάβαση µεταξύ 

κυτοχρωµικών οξειδασών και αναγωγασών του µονοξειδίου του αζώτου εκτός από την 

αντικατάσταση του Fe µε Cu πιθανόν να οδήγησε στην εµφάνιση ενζύµων µε ενδιάµεσες 

ιδιότητες. Από τις µελέτες προτείνεται ότι οι αιµοχαλκοξειδάσες και οι αναγωγάσες του 

µονοξειδίου του αζώτου πιθανόν να εξελίχθηκαν από κοινό πρόγονο και υποστηρίζεται η 

πιθανή ταυτόχρονη εξέλιξη της αερόβιας αναπνοής και της απονιτροποίησης.43 

 

2.3 Κυτοχρωµικές Οξειδάσες cbb3 

Οι cbb3 τύπου κυτοχρωµικές οξειδάσες απαντώνται µόνο στα βακτήρια και συνιστούν την 

κατηγορία C των αιµοχαλκοξειδασών. Αποτελούν τη δεύτερη µεγαλύτερη οµάδα µετά τις 

aa3 τύπου, περιλαµβάνοντας περίπου το 20% των αιµοχαλκοξειδασών.45 Εκφράζονται 

κυρίως κάτω από χαµηλές συγκεντρώσεις Ο2
45 και χαρακτηρίζονται από την υψηλή 

συγγένεια που παρουσιάζουν για το Ο2,46 τη µειωµένη άντληση πρωτονίων δια µέσου της 

µεµβράνης47 και την ικανότητά τους να ανάγουν το ΝΟ σε Ν2Ο, παρουσιάζοντας τη 

µεγαλύτερη δραστικότητα αναγωγάσης ΝΟ από όλες τις γνωστές αιµοχαλκοξειδάσες.48 Οι 

ιδιότητες αυτές αξιοποιούνται από διάφορα παθογόνα πρωτεοβακτήρια και τους δίνουν τη 

δυνατότητα να αποικίσουν µικροαερόβιο περιβάλλον. Επίσης, αξιοποιούνται από 

αγρονοµικά συµβιωτικές διαζοτροφίνες που µπορούν να εκτελούν ταυτόχρονα τις 

λειτουργίες της αερόβιας αναπνοής και της καθήλωσης αζώτου.49-51 Η µεγάλη 

δραστικότητα αναγωγάσης µονοξειδίου του αζώτου που παρουσιάζουν δεν προκαλεί 

έκπληξη, καθώς οι cbb3 οξειδάσες είναι στενοί συγγενείς των αναγωγασών του 

µονοξειδίου του αζώτου και µοιράζονται πολλά φυλογενετικά και δοµικά χαρακτηριστικά 

µε αυτές.13, 52-54  

Η σχεδόν αποκλειστική παρουσία των cbb3 οξειδασών στα βακτήρια αντιτίθεται µε τη 

γενική κατανοµή των αιµοχαλκοξειδασών σε όλους τους τοµείς της ζωής. Προτείνεται ότι 

οι cbb3 οξειδάσες εξελίχθηκαν πριν από περίπου 2 δισεκατοµύρια χρόνια και 

αντιπροσωπεύουν ένα µοντέρνο ένζυµο, το οποίο έχει εξελιχθεί ανεξάρτητα για να 

εκπληρώσει τον εξειδικευµένο ρόλο του µικροαερόβιου µεταβολισµού ενέργειας.45 Οι 

cbb3 οξειδάσες απαρτίζονται συνήθως από τέσσερις υποµονάδες (Σχήµα 2.3.1Α)55, τις 
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CcoN (υποµονάδα Ι), CcoO (υποµονάδα ΙΙ), CcoP (υποµονάδα ΙΙΙ) και CcoQ (υποµονάδα 

IV) αλλά υπάρχουν πολλές περιπτώσεις που αποτελούνται από τρεις υποµονάδες 

(CcoNOP).  

 

 
Σχήµα 2.3.1: Α. Σχηµατική αναπαραστάση των υποµονάδων CcoNOPQ που απαρτίζουν τις cbb3 

οξειδάσες55 Β. Διάταξη των προσθετικών οµάδων αίµης και CuB στις υποµονάδες CcoNOP.45 Η υποµονάδα 

CcoN περιέχει το διµεταλλικό κέντρο υψηλού σπιν αίµης b3/CuB και τη χαµηλού σπιν αίµη b. Η υποµονάδα 

CcoO περιέχει µια οµάδα αίµης c και η υποµονάδα CcoP δύο οµάδες αίµης c.  
 

Η υποµονάδα CcoN είναι ανάλογη της υποµονάδας Ι της κατηγορίας Α των 

αιµοχαλκοξειδασών αλλά παρουσιάζει πολύ µικρή οµολογία αλληλουχίας (µικρότερη από 

20%). Αποτελείται από 12 διαµεµβρανικές έλικες και περιέχει τη χαµηλού σπιν αίµη b και 

το διµεταλλικό κέντρο υψηλού σπιν αίµης b3-CuB (Σχήµα 2.3.1Β)45. Στα οξειδοαναγωγικά 

κέντρα βρίσκονται δεσµευµένοι, υποκαταστάτες ιστιδίνης όπως παρατηρείται σε όλες τις 

αιµοχαλκοξειδάσες. Αξιοσηµείωτη, είναι η παρουσία της αίµης b στο ενεργό κέντρο. Σε 

αντίθεση µε τις αίµες a και o, η αίµη b δεν περιέχει την υδρoξυ-αιθυλ-φαρνεσυλική οµάδα 

στον πορφυρινικό δακτύλιο, γεγονός που µπορεί να επιφέρει επιπτώσεις στη δοµή του 

ενεργού κέντρου και να επηρεάζει τη µεταφορά πρωτονίων. 

Παρόλο που οι cbb3 οξειδάσες χρησιµοποιούν ως ηλεκτρονιοδότη το κυτόχρωµα c, το 

διπυρηνικό κέντρο CuA απουσιάζει. Αντί αυτού, περιέχουν c-τύπου αίµες στις δύο 

υποµονάδες, CcoO και CcoP (Σχήµα 2.3.1Β)45. Η υποµονάδα CcoO σχηµατίζει µια 

διαµεµβρανική έλικα και περιέχει µια οµάδα αίµης c. Μαζί µε την υποµονάδα CcoN 

σχηµατίζουν τον κύριο πυρήνα του ενζύµου. Η τρίτη υποµονάδα, CcoP έχει βρεθεί ότι 

αποτελείται από δύο διαµεµβρανικές έλικες και περιέχει δύο οµάδες αίµης c (Σχήµα 

2.3.1Β)45. Με βάση τα δοµικά χαρακτηριστικά προτείνεται ότι η υποµονάδα CcoP 

λειτουργεί ως ο αρχικός δέκτης ηλεκτρονίων από το κυτόχρωµα c. Η µακρινή οµάδα αίµης 
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c λαµβάνει ηλεκτρόνια απο το κυτόχρωµα c του περιπλάσµατος και τα µεταφέρει στην 

εγγύς οµάδα αίµης c της υποµονάδας. Η τελευταία διαβιβάζει τα ηλεκτρόνια στην οµάδα 

αίµης c της υποµονάδας CcoO για να µεταφερθούν τελικά στο καταλυτικό κέντρο της 

υποµονάδας CcoN. Η τέταρτη υποµονάδα, CcoQ σχηµατίζει µια διαµεµβρανική έλικα και 

δεν παρουσιάζεται σε όλες τις cbb3 οξειδάσες. Δεν περιέχει κάποιο οξειδοαναγωγικό 

κέντρο και η απουσία της δεν αναστέλλει πλήρως τη δράση του ενζύµου.45, 49-51, 55 

Όπως και στα ένζυµα της κατηγορίας Β, οι αιµοχαλκοξειδάσες της κατηγορίας C 

περιέχουν µόνο ένα κανάλι άντλησης πρωτονίων ανάλογο του Κ καναλιού. Συγκεκριµένα, 

το D κανάλι µπλοκάρεται από υδρόφοβα κατάλοιπα αµινοξέων ενώ το ανάλογο K κανάλι 

δεν περιέχει κάνενα από τα αµινοξέα που παρατηρούνται στις αιµοχαλκοξειδάσες της 

κατηγορίας Α. Ωστόσο, παρατηρούνται κάποια από τα αµινοξέα που σχηµατίζουν το 

ανάλογο Κ κανάλι της κατηγορίας Β.45, 55 

 

 
 

Σχήµα 2.3.2: A. Κρυσταλλική δοµή της cbb3 οξειδάσης από το βακτήριο P. stutzeri όπου επισηµαίνονται οι 

υποµονάδες CcoNOPQ. Η υποµονάδα CcoN απεικονίζεται µε κόκκινο, η CcoO µε µπλε, η CcoP µε πράσινο 

και η CcoQ µε κίτρινο. B. Κρυσταλλική δοµή της cbb3 οξειδάσης όπου επισηµαίνεται η διάταξη των οµάδων 

αίµης και CuB. Οι οµάδες αίµης b3 και b και ο CuB βρίσκονται στην υποµονάδα CcoN. Η υποµονάδα CcoO 

περιέχει µια οµάδα αίµης c και η υποµονάδα CcoP δύο οµάδες αίµης c. Τα δοµικά χαρακτηριστικά 

λήφθηκαν από το αρχείο PDB 3MK7.50 
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Από τις cbb3 οξειδάσες επιλύθηκε µόνο η κρυσταλλική δοµή της cbb3 οξειδάσης από το 

βακτήριο Pseudomonas stutzeri (Σχήµα 2.3.2Α)50. Το βακτήριο P. stutzeri είναι ένα 

αρνητικό κατά Gram βακτήριο που ανήκει στην οικογένεια των Pseudomonaceae. Η 

οικογένεια αυτή περιλαµβάνει ένα αριθµό επίγειων και υδατικών ειδών καθώς επίσης και 

παθογενών βακτηρίων στα ζώα και τα φυτά.51, 56 Με βάση την κρυσταλλική δοµή, η cbb3 

οξειδάση από το βακτήριο P. stutzeri αποτελείται από τέσσερις υποµονάδες, CcoNOPQ 

(Σχήµα 2.3.2Α) µε τα οξειδοαναγωγικά κέντρα να βρίσκονται στις υποµονάδες όπως 

αναφέρθηκαν προηγουµένως49-50, 56 (Σχήµα 2.3.2Β). 
 

 
 

 
 

Σχήµα 2.3.3: Σχηµατική αναπαράσταση A. του διµεταλλικού κέντρου αίµης b3/CuB της υποµονάδας CcoN, 

B. της χαµηλού σπιν αίµης b της υποµονάδας CcoN, C. της οµάδας αίµης c της υποµονάδας CcoO και D. 

των οµάδων αιµης c της υποµονάδας CcoP της cbb3 οξειδάσης από το βακτήριο P. stutzeri µε τους 

υποκαταστάτες τους. Τα δοµικά χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το αρχείο PDB 3ΜΚ7. 50 
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Η υψηλού σπιν αίµη b3 έχει στην πέµπτη θέση ένταξής της δεσµευµένο το κατάλοιπο 

His346 ενώ ο CuB έχει τρεις υποκαταστάτες ιστιδίνης, His258, His257 και His207, εκ των 

οποίων η His207 είναι οµοιοπολικά δεσµευµένη µε το κατάλοιπο Tyr251 (Σχήµα 2.3.3Α). 

Οι υποκαταστάτες της χαµηλού σπιν αίµης b είναι τα κατάλοιπα His345 και His60 (Σχήµα 

2.3.3Β). Σε αντίθεση, οι οµάδες αίµης c των υποµονάδων CcoO και CcoP είναι 

δεσµευµένες µε κατάλοιπα Μet/His. Στην περίπτωση της αίµης c της υποµονάδας CcoO, 

οι υποκαταστάτες είναι τα κατάλοιπα Μet137 και His69 (Σχήµα 2.3.3C), ενώ της 

υποµονάδας CcoP τα κατάλοιπα Met279/His147 στην εγγύς οµάδα αίµης c και τα 

κατάλοιπα Met186/His237 στη µακρινή οµάδα αίµης c50 (Σχήµα 2.3.3D). 

Η κρυσταλλική δοµή φανερώνει την παρουσία κοιλοτήτων που µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για τη µεταφορά Ο2, πρωτονίων και την απελευθέρωση νερού µεταξύ 

του ενεργού κέντρου, του περιπλάσµατος και της µεµβράνης (Σχήµα 2.3.4)50. Η µεταφορά 

πρωτονίων απο το κυτταρόπλασµα στο ενεργό κέντρο πραγµατοποιείται από ανάλογο Κ 

κανάλι το οποίο σχηµατίζεται από τα κατάλοιπα Ser240, Tyr223, His243, Tyr317, Thr215 

και της οµοιοπολικά δεσµευµένης Τyr25150 (Σχήµα 2.3.5).  
 

 
 

Σχήµα 2.3.4: Δοµή κοιλοτήτων µεταφοράς Ο2, πρωτονίων και απελευθέρωσης νερού µεταξύ του ενεργού 

κέντρου, του περιπλάσµατος και της µεµβράνης.50 
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Σχήµα 2.3.5: Κρυσταλλική δοµή της cbb3 οξειδάσης από το βακτήριο P. stutzeri όπου επισηµαίνονται τα 

αµινοξέα που σχηµατίζουν το ανάλογο Κ κανάλι και η πορεία που ακολουθούν τα πρωτόνια προς το ενεργό 

κέντρο και δια µέσου της µεµβράνης. Με κόκκινο απεικονίζονται οι οµάδες αίµης και µε πορτοκαλί τα ιόντα 

χαλκού. Η υποµονάδα CcoN απεικονίζεται µε ασθενές κόκκινο, η υποµονάδα CcoO µε ασθενές µπλε και η 

υποµονάδα CcoP µε ασθενές πράσινο. Τα δοµικά χαρακτηριστικά λήφθηκαν από το αρχείο PDB 3MK7. 50	
 

2.4 Δράση Oξειδασών του Kυτοχρώµατος c ως Aναγωγάσες των Nιτρωδών 

Πρόσφατες µελέτες έχουν δείξει ότι µέλη της οικογένειας των οξειδασών του 

κυτοχρώµατος c µπορούν να δράσουν επίσης ως αναγωγάσες των νιτρωδών.57 Καταλύουν, 

δηλαδή την αντίδραση αναγωγής του ΝΟ2
- σε ΝΟ. Η αντίδραση αυτή αποτελεί ενδιαµέσο 

στάδιο του βιογεωχηµικού κύκλου του αζώτου (Σχήµα 2.4.1). Στο βιογεωχηµικό κύκλο 

του αζώτου, το µοριακό άζωτο µετατρέπεται µέσω ενζυµατικών αντιδράσεων σε ενώσεις 

του αζώτου, οι οποίες χρησιµοποιούνται από τους οργανισµούς για τη σύνθεση αµινοξέων, 

νουκλεοτιδίων και άλλων βιολογικών ενώσεων. Ο κύκλος του αζώτου χωρίζεται σε δύο 

κύριες διεργασίες, τη νιτροποίηση και την απονιτροποίηση. Στο οξειδωτικό στάδιο της 

νιτροποίησης, το µοριακό άζωτο (Ν2) µετατρέπεται σταδιακά σε ΝΟ2
- και τελικά σε ΝΟ3

-. 

Στο αναγωγικό στάδιο της απονιτροποίησης, το ΝΟ2
- ανάγεται διαδοχικά σε Ν2.58-59 
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Σχήµα 2.4.1: Καταλυτικός κύκλος του αζώτου.  
 

Η αναγωγή του ΝΟ2
- σε ΝΟ αποτελεί το δεύτερο βήµα του σταδίου της απονιτροποίησης. 

Η αντίδραση αυτή καταλύεται από δύο τύπους αναγωγασών των νιτρωδών (NiRs) αυτές 

που περιέχουν αίµη και αυτές που περιέχουν χαλκό (Cu) στο καταλυτικό τους κέντρο.59 Οι 

οργανισµοί που περίεχουν ένζυµα µε αίµη βρίσκονται σε µεγαλύτερη αφθονία στη φύση, 

ενώ οι οργανισµοί που περιέχουν ένζυµα µε Cu καταλαµβάνουν µεγαλύτερο εύρος στη 

φύση αλλά βρίσκονται σε µικρότερη αφθoνία. Tα ένζυµα που περιέχουν αίµη στην ενεργή 

θέση (cd1NiR) λαµβάνουν τα ηλεκτρόνια που χρειάζονται από κυτοχρώµατα c (c550, c551, 

c554) και από χαλκοπρωτεΐνες (αζουρίνες και ψευδοαζουρίνες). Τα ένζυµα που περιέχουν 

Cu (CuNiR) χωρίζονται σε δύο κατηγορίες ανάλογα µε το χρώµα τους, µπλε ή πράσινα. 

Τα µπλε ένζυµα έχουν ως ηλεκτρονιοδότες τις αζουρίνες και το κυτόχρωµα c551 ενώ τα 

πράσινα τις ψευδοαζουρίνες.58-59 Από την επίλυση κρυσταλλικών δοµών παραγώγων των 

αναγωγασών των νιτρωδών µε NO2
- αποκαλύφθηκε ότι στα ένζυµα που περιέχουν αίµη η 

πρόσδεση του NO2
- πραγµατοποιείται µέσω το ατόµου του αζώτου (N-νίτρο δέσµευση) 

στο Fe της αίµης60 (Σχήµα 2.4.2A). Στην περίπτωση των ενζύµων που περιέχουν Cu η 

δέσµευση πραγµατοποιείται µέσω των δύο άτοµων οξυγόνου του NO2
- (Ο,Ο-διδοντική 

νίτριτο δέσµευση)61 (Σχήµα 2.4.2Β). Ο τρόπος αυτός δέσµευσης δεν έχει παρατηρηθεί σε 

οποιαδήποτε αιµοπρωτεΐνη. 
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Σχήµα 2.4.2: Σχηµατική αναπαράσταση της Α. N-νίτριτο δέσµευσης στις cd1NiR και Β. O,O-διδοντικής 

νίτριτο δέσµευσης στις CuNiR αναγωγάσες των νιτρωδών.  
 

Η αντίδραση αναγωγής του ΝΟ2
- σε ΝΟ, εκτός από το ότι αποτελεί ενδιάµεσο στάδιο του 

κύκλου του αζώτου, παρουσιάζει σηµαντική βιολογική σηµασία και στα θηλαστικά. Το 

ΝΟ2
- θεωρείτο µέχρι πρόσφατα ως ανεπιθύµητο κατάλοιπο της διατροφικής αλυσίδας µε 

πιθανές καρκινογόνες συνέπειες και ως ανενεργό οξειδωτικό τελικό προϊόν του 

ενδογενούς µεταβολισµού του ΝΟ στα θηλαστικά. Πρόσφατες µελέτες όµως έδειξαν ότι 

το ΝΟ2
- που βρίσκεται σε αφθονία στο αίµα και στους ιστούς ανακυκλώνεται, για να 

σχηµατίσει ΝΟ και άλλα βιοδραστικά οξείδια του αζώτου.62-63 Ως εκ τούτου, το ΝΟ2
- 

λειτουργεί ως εναλλακτική πηγή του ΝΟ. Το ΝΟ λειτουργεί ως σηµατοδοτικό µόριο στα 

θηλαστικά και συµβάλλει σε διάφορες λειτουργίες που επηρεάζουν την υγεία τους, όπως 

αγγειοδιαστολή, ρύθµιση της κυτταρικής αναπνοής και άλλες.58, 62-63 

Σε φυσιολογικές συνθήκες, όταν η συγκέντρωση του Ο2 είναι ικανοποιητική και το pH του 

αίµατος φυσιολογικό, οι συνθάσες του µονοξειδίου του αζώτου (NOS) καταλύουν τη δύο 

σταδίων αντίδραση οξείδωσης της L-αργινίνης (Εξίσωση 2) για να απελευθερωθεί ΝΟ 

(Σχήµα 2.4.3).  

 

Η δράση των NOS εξαρτάται από τη συγκέντρωση του Ο2 στο αίµα. Σε συνθήκες 

φυσιολογικής ή παθολογικής υποξίας τα επίπεδα του Ο2 µειώνονται και το pH του αίµατος 
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µειώνεται, µε αποτέλεσµα η δράση των NOS να αναστέλλεται. Σε αυτήν την περιπτωση, 

ενεργοποιείται ο εναλλακτικός µηχανισµός αναγωγής του ΝΟ2
-, έτσι ώστε να 

εξασφαλιστεί ο σχηµατισµός και η ικανοποιητική συγκέντρωση ΝΟ (Σχήµα 2.4.3). 

Εποµένως, το ΝΟ2
- αποτελεί την κύρια πηγή ΝΟ κάτω από υποξικές συνθήκες, 

αναπληρώνοντας τη δράση των ΝOS. 62-63 

 

 
 

Σχήµα 2.4.3: Τα δύο µονοπάτια σχηµατισµού του ΝΟ στα θηλαστικά. Σε φυσιολογικές συνθήκες οι 

αναγωγάσες του µονοξειδίου του αζώτου (NOS) καταλύουν την αντίδραση οξείδωσης της L-αργινίνης για 

να παραχθεί ΝΟ. Σε συνθήκες υποξίας η δράση των NOS αναστέλλεται και το ΝΟ παράγεται από την 

αναγωγή του ΝΟ2
-. 

 

Aυξανόµενα στοιχεία αποδεικνύουν ότι το ΝΟ2
- ανάγεται ενζυµατικά, κάτω από υποξικές 

συνθήκες, από διάφορες µεταλλοπρωτεΐνες των θηλαστικών, όπως η αιµοσφαιρίνη, η 

µυοσφαιρίνη καθώς επίσης και από ένζυµα της αναπνευστικής αλυσίδας57, 62, 64-65 (Σχήµα 

2.4.4).  

 

 
 

Σχήµα 2.4.4: Σχηµατική αναπαράσταση της αντίδρασης αναγωγής του ΝΟ2
- που καταλύεται από διάφορες 

πρωτεΐνες των θηλαστικών.  
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Η οµάδα του G.B. Ricter-Addo µελέτησε τη δέσµευση του ΝΟ2
- στην αιµοσφαιρίνη και τη 

µυοσφαιρίνη µε κρυσταλλογραφικές µεθόδους. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι το ΝΟ2
- 

προσδένεται µέσω του ενός ατόµου οξυγόνου (O-νίτριτο δέσµευση)66-67 (Σχήµα 2.4.5). Ο 

ασυνήθιστος αυτός τρόπος δέσµευσης οφείλεται στην επίδραση του καταλοίπου της 

µακρινής ιστιδίνης στις αιµοσφαιρίνη και µυοσφαιρίνη. Ο δεσµός υδρογόνου της µακρινής 

ιστιδίνης κατευθύνει τη δέσµευση µέσω του ενός ατόµου οξυγόνου και επηρεάζει την 

κινητική της αναγωγής του ΝΟ2
-.68 

 

 
 

Σχήµα 2.4.5: Σχηµατική αναπαράσταση της O-νίτρο δέσµευσης στη µυοσφαιρίνη.  

 

Η αντιστρεπτή αναστολή των οξειδασών του κυτοχρώµατος c εµπλέκεται επίσης, κατά τη 

µεσολάβηση του ΝΟ2
- στην προστασία των κυττάρων µετά από συνθήκες 

ισχαιµίας/επανεµάτωσης.69  Για τις µιτοχονδριακές αιµοχαλκοξειδάσες βρέθηκε ότι 

µπορούν να καταλύσουν την αντίδραση αναγωγής του ΝΟ2
- σε ΝΟ κάτω από υποξικές 

συνθήκες.57 Το ΝΟ δεσµεύεται στο διµεταλλικό κέντρο των αιµοχαλκοξειδασών 

αποκλείοντας τη δέσµευση Ο2 και αναστέλλοντας τη διαδικασία της κυτταρικής αναπνοής. 

Ο τρόπος αυτός αναστολής της κυτταρικής αναπνοής επιτυγχάνεται σε µεγαλύτερο 

ποσοστό όσο µειώνεται η συγκέντρωση του Ο2 και είναι πλήρως αντιστρεπτός όταν η 

συγκέντρωση του Ο2 επανέλθει στα φυσιολογικά επίπεδα.69 

Σε συνδιασµό µε φασµατοσκοπικές µελέτες, έχουν προταθεί διαφορετικοί µοριακοί 

µηχανισµοί για την αναγωγή του ΝΟ2
- και πρόσφατα περιγράφηκε η αντίδραση του ΝΟ2

- 

µε µοντέλα αίµης/χαλκού.70 Παρόλ’ αυτά ο τρόπος µε τον οποίο το ΝΟ2
- αλληλεπιδρά µε 

τις αιµοχαλκοξειδάσες, καθώς επίσης και ο ακριβής µοριακός µηχανισµός µε τον οποίο οι 

οξειδάσες του κυτοχρώµατος c καταλύουν την αντίδραση αναγωγής του ΝΟ2
- δεν έχει 

ακόµα µελετηθεί.  
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Η παρούσα εργασία επικεντρώνεται στη µελέτη της δραστικότητας της ba3 οξειδάσης από 

το βακτήριο T. thermophilus και της cbb3 οξειδάσης από το βακτήριο P. stutzeri, που είναι 

οι χαρακτηριστικοί αντιπρόσωποι των αιµοχαλκοξειδασών των κατηγοριών B και C, 

αντίστοιχα, ως προς το ΝΟ2
-. 
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3.1 Φασµατοσκοπία Υπερύθρου 

Η περιοχή του υπερύθρου καλύπτει την περιοχή της ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας 

µεταξύ ~10–12800 cm-1. Χωρίζεται σε τρεις περιοχές, τις άπω, µέση και εγγύς. Η άπω 

περιοχή (far-IR) καλύπτει το εύρος µεταξύ 10-200 cm-1, η µέση (mid-IR) µεταξύ 200-4000 

cm-1 και η εγγύς (near-IR) µεταξύ 4000-12800 cm-1. Οι περιοχές της υπέρυθρης 

ακτινοβολίας χωρίζονται µε βάση το διαφορετικό χαρακτήρα των µεταβάσεων που 

εµπλέκονται σε κάθε περίπτωση, και ως εκ τούτου παίζουν διαφορετικό ρόλο στην 

ανάλυση των ενώσεων. 

Τα φάσµατα υπερύθρου είναι το αποτέλεσµα των µεταβάσεων µεταξύ κβαντισµένων 

δονητικών ενεργειακών καταστάσεων. Η ακτινοβολία του µέσου υπερύθρου προκαλεί 

διεγέρσεις από τη χαµηλότερης ενέργειας δονητική κατάσταση στην πρώτη διεγερµένη 

δονητική κατάσταση, οι οποίες ονοµάζονται θεµελιώδεις µεταβάσεις.1 

Για να µπορεί ένα µόριο να απορροφήσει υπέρυθρη ακτινοβολία πρέπει να κατέχει 

διπολική ροπή, η οποία να µεταβάλλεται καθώς δονείται το µόριο.2-3 Η µεταβολή της 

διπολικής ροπής προκύπτει λόγω συστολής και διαστολής του δεσµού (πλάτος του 

δεσµού) µεταξύ των ατόµων του µορίου.2 Όταν ένα µόριο µε διπολική ροπή δονείται, 

υπάρχει µια σταθερή αλλαγή στη διπολική ροπή και δηµιουργείται πεδίο, το οποίο 

αλληλεπιδρά µε το ηλεκτρικό πεδίο της ακτινοβολίας. Εάν η συχνότητα της ακτινοβολίας 

συµπίπτει µε τη συχνότητα µιας κανονικής δόνησης του µορίου, θα ακολουθήσει µια 

καθαρή µεταφορά ενέργειας. Η µεταφορά αυτή θα προκαλέσει αλλαγή στο πλάτος της 

µοριακής δόνησης, οπότε θα πραγµατοποιηθεί απορρόφηση ακτινοβολίας.3 

Τα χαρακτηριστικά των δονήσεων µπορούν να προσεγγιστούν µε τη χρήση του µοντέλου 

του αρµονικού ταλαντωτή, το οποίο απεικονίζει ένα διατοµικό µόριο µε δύο σφαίρες που 

ενώνονται µεταξύ τους µε ένα ελατήριο. Με βάση το νόµο του Hook η ενέργεια του 

συστήµατος δίνεται από την εξίσωση 𝐸 = !
!!

!
!
 , όπου h η σταθερά του Planck, k η 

σταθερά του ελατηρίου και µ η ανηγµένη µάζα, 𝜇 = !!∙!!
!!!!!

 . Η συχνότητα δόνησης του 

µορίου εκφράζεται από την εξίσωση 𝜈 = !
!!

!
!
 . Η δυναµική ενέργεια του συστήµατος 

δίνεται από την εξίσωση 𝑉 = !
!
𝑘𝑥! και η µεταβολή της δυναµικής ενέργειας συναρτήσει 

της µετατόπισης, x των ατόµων από τη θέση ισορροπίας φαίνεται στο σχήµα 3.1.1A4. Τα 

µοριακά συστήµατα µπορούν να έχουν µόνο διακριτά ενεργειακά επίπεδα, όπως προκύπτει 

από την κβαντοµηχανική, έτσι η εξίσωση της ενέργειας του συστήµατος παίρνει τη µορφή 
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𝐸! = (𝜐 + !
!
) !
!!

!
!
 , όπου υ είναι ο κβαντικός αριθµός δόνησης, ο οποίος µπορεί να 

αποκτήσει µόνο θετικές τιµές και το µηδέν. Επιπλέον, υπάρχει ο περιορισµός (κανόνας 

επιλογής) ότι οι µεταβάσεις που µπορούν να πραγµατοποιηθούν, είναι αυτές στις οποίες οι 

κβαντικοί αριθµοί δόνησης διαφέρουν κατά µία µονάδα, Δυ = ±1. Η ενέργεια της 

ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας που µπορεί να απορροφηθεί για να µεταβεί ένα µόριο 

στη διεγερµένη κατάσταση πρέπει να είναι ίση µε τη διαφορά µεταξύ των δύο 

ενεργειακών καταστάσεων, 𝛥𝛦 = 𝛦!! −  𝛦!! = 𝛥𝜐ℎ𝜈.4 

 

 
 

Σχήµα 3.1.1: Σχηµατική αναπαράσταση Α. του αρµονικού και Β. του µη αρµονικού µοντέλου της 

δυναµικής ενέργειας διατοµικού µορίου.4 

 

Παρόλο που το µοντέλο του αρµονικού ταλαντωτή περιγράφει τη δόνηση των µορίων, εν 

τούτοις τα µοριακά συστήµατα αποκλίνουν από την αρµονικότητα. Αυτό οφείλεται στο 

ότι, όταν δύο άτοµα πλησιάζουν µεταξύ τους καθώς το µόριο ταλαντώνεται, εµφανίζεται 

απωστική δύναµη Coulomb µεταξύ των δύο ατόµων, η οποία ενεργεί στην ίδια 

κατεύθυνση µε τη δύναµη επαναφοράς του δεσµού. Εποµένως, η δυναµική ενέργεια 

αυξάνει ταχύτερα απ’ ότι προβλέπεται από το προσεγγιστικό µοντέλο του αρµονικού 

ταλαντωτή. Στο άλλο άκρο της ταλάντωσης, όταν η απόσταση µεταξύ των δύο ατόµων 

προσεγγίζει αυτή στην οποία ο δεσµός διασπάται, η δύναµη επαναφοράς µειώνεται και 

εποµένως µειώνεται η δυναµική ενέργεια (Σχήµα 3.1.1Β)4.3 Με εφαρµογή της 

κβαντοµηχανικής, τα ενεργειακά επίπεδα των δονήσεων των µορίων περιγράφονται από 
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την εξίσωση 𝛦 = ℎ𝜈 𝜐 + !
!
+ 𝑥!ℎ𝜈(𝜐 +

!
!
)!, όπου xm η σταθερά µη αρµονικότητας.4 Η 

µη αρµονικότητα οδηγεί σε δύο ειδών αποκλίσεις: (α) σε µεγαλύτερους κβαντικούς 

αριθµούς το ΔE γίνεται µικρότερο και (β) παρατηρούνται µεταπτώσεις µε Δν = ±2 ή ±3 

(υπέρτονες).3 

Η ανάλυση της αλληλεπίδρασης των µορίων µε την υπέρυθρη ακτινοβολία µπορεί να γίνει 

µε τη χρήση φασµατοφωτόµετρου µε µετασχηµατισµό Fourier. Τα φαµατοφωτόµετρα µε 

µετασχηµατισµό Fourier αποτελούνται από την πηγή υπερύθρου, το συµβολόµετρο 

Michelson και τον ανιχνετή σήµατος. Το βασικότερο τµήµα είναι το συµβολόµετρο 

Michelson (Σχήµα 3.1.2)  

 

 
 

Σχήµα 3.1.2: Σχηµατική αναπαράσταση του συµβολοµέτρου Michelson.  

 

Το συµβολόµετρο Michelson είναι µια συσκευή, η οποία µοιράζει τη δέσµη της 

ακτινοβολίας σε δύο δέσµες και στη συνέχεια τις ανασυνθέτει, έτσι ώστε να µετρούνται ως 

συνάρτηση των διαφορών των οπτικών διαδροµών των δύο δεσµών. Η διαφορά της 

οπτικής διαδροµής των δύο δεσµών επιτυγχάνεται από την παρουσία ενός στατικού και 

ενός κινητού κατόπτρου. Καθώς η δέσµη της ακτινοβολίας µοιράζεται από το διαµοιραστή 

δέσµης, το 50% της ακτινοβολίας κατευθύνεται στο στατικό κάτοπτρο και το υπόλοιπο 

50% στο κινητό κάτοπτρο. Ανάλογα µε τη θέση που βρίσκεται το κινητό κάτοπτρο, 

προκαλείται διακύµανση της ακτινοβολίας που φτάνει στον ανιχνευτή, κατά ένα 

προβλέψιµο τρόπο. Όταν τα δύο κάτοπτρα ισαπέχουν από το διαµοιραστή, τα δύο µέρη 

της δέσµης έχουν την ίδια φάση κατά την ανασύνθεση. Ως εκ τούτου, οι δύο δέσµες 

ΑΝ
ΔΡ
ΕΑ
Σ Λ
ΟΥ
ΛΛ
ΗΣ



Κεφάλαιο	3																																																																																																																																		Μεθοδολογία	

	

	 46	

συµβάλλουν ενισχυτικά και η ένταση της δέσµης που περνά στον ανιχνευτή είναι το 

άθροισµα των συχνοτήτων των δύο δεσµών3, 5 (Σχήµα 3.1.3a)5. Επίσης, οι δέσµες 

συµβάλλουν ενισχυτικά στις περιπτώσεις όπου το κινούµενο κάτοπτρο βρίσκεται σε 

θέσεις όπου η διαµοιρασµένη δέσµη έχει µήκος κύµατος ίσο µε το µήκος κύµατος της 

ακτινοβολίας της πηγής (Σχήµα 3.1.3c)5. Όταν το κινούµενο κάτοπτρο βρίσκεται σε θέση 

ίση µε το ½ του µήκους κύµατος της ακτινοβολίας της πηγής, τότε οι δύο δέσµες 

συµβάλλουν καταστροφικά κατά την ανασύνθεση (Σχήµα 3.1.3b)5. Σε αυτήν την 

περίπτωση, η ανασυνθετηµένη δέσµη επιστρέφει πίσω στην πηγή. Η διαφορά στην οπτική 

διαδροµή των δύο δεσµών ονοµάζεται καθυστέρηση, δ. Το διάγραµµα της έντασης του 

σήµατος εξόδου του ανιχνευτή ως προς την καθυστέρηση ονοµάζεται συµβολόγραµµα και 

έχει συνηµιτονοειδή µορφή.3, 5  

 

 
 

Σχήµα 3.1.3: Φάσεις των ηλεκτροµαγνητικών κυµάτων από το στατικό και κινητό κάτοπτρο σε 

διαφορετικές τιµές οπτικής καθυστέρησης: (a) µηδενική διαφορά, (b) διαφορά ½ µήκους κύµατος, (c) 

διαφορά ενός µήκους κύµατος.5 

 

Η συνηµιτονοειδής µορφή του συµβολογραφήµατος περιγράφεται από την Εξίσωση 1 

𝑃 𝛿 = 𝛣 𝜈 𝑐𝑜𝑠2𝜋𝛿𝜈   (Εξίσωση 1) 

η οποία εκφράζει το µέγεθος του σήµατος του συµβολογραφήµατος ως συνάρτηση του 

συντελεστή καθυστέρησης και του κυµαταριθµού του οπτικού σήµατος εισόδου. 
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Για πηγή συνεχούς ακτινοβολίας το συµβολόγραµµα µπορεί να παρουσιαστεί ως το 

άθροισµα ενός απείρου αριθµού συνηµιτονικών όρων (Εξίσωση 2) 

𝑃 𝛿 = 𝛣 𝜈 𝑐𝑜𝑠2𝜋𝛿𝜈!!
!!    (Εξίσωση 2) 

Ο µετασχηµατισµός Fourier του πιο πάνω ολοκληρώµατος δίνεται από την Εξίσωση 3  

𝛣 𝜈 = 𝑃(𝛿)𝑐𝑜𝑠2𝜋𝜈𝑑𝛿!!
!!    (Εξίσωση 3) 

Η οπτική φασµατοσκοπία µετασχηµατισµού Fourier περιλαµβάνει καταγραφή του P(δ) ως 

συνάρτηση του δ (Εξίσωση 2) και µετά τον µαθηµατικό µετασχηµατισµό αυτής της 

σχέσης σε µια άλλη σχέση, η οποία παρέχει το Β(ν) ως συνάρτηση του ν (φάσµα 

συχνότητας), όπως δείχνει η εξίσωση 3.3, 5 

Η τεχνική της φασµατοσκοπίας υπερύθρου καθίσταται σηµαντική στη µελέτη βιολογικών 

µορίων καθώς µπορεί να βοηθήσει στη διερεύνηση της δοµής και της λειτουργίας των 

πρωτεΐνών. Οι πρωτεΐνες για να εκτελέσουν τις βιολογικές τους λειτουργίες υιοθετούν 

διάφορες διαµορφώσεις. Οι δοµικές αλλαγές προκαλούνται από τη δέσµευση του 

υποστρώµατος στην πρωτεΐνη ή/και αλληλεπιδράσεις µε συµπαράγοντες και άλλους 

εξωγενείς υποκαταστάτες και µπορούν να ανιχνευθούν µε τη φασµατοσκοπία FTIR. Τα 

δεδοµένα που προκύπτουν για τις πρωτεΐνες µε τη φασµατοσκοπία υπερύθρου 

συµπληρώνουν και δίνουν επιπλέον στοιχεία από τα δεδοµένα που λαµβάνονται από τις 

κρυσταλλογραφικές µεθόδους και τη φασµατοσκοπία NMR.6-7 

 

3.2 Φασµατοσκοπία Raman 

Το φαινόµενο Raman βασίζεται στη σκέδαση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, που 

προκαλείται από την αλληλεπίδραση µεταξύ των µορίων που συνιστούν µια ένωση και 

των φωτονίων που συνιστούν την ακτινοβολία. Η µέθοδος ονοµάστηκε έτσι µετά από τον 

Ινδό φυσικό C.V Raman, ο οποίος µαζί µε τον K.S Krishnan ανέφεραν, το 1928, για 

πρώτη φορά το φαινόµενο σε υδατικά διαλύµατα. Από τις πειραµατικές τους µελέτες, 

ανακάλυψαν ότι το µήκος κύµατος ενός µικρού κλάσµατος της ορατής ακτινοβολίας, που 

σκεδάζεται από ορισµένα µόρια, διαφέρει από αυτό της προσπίπτουσας ακτινοβολίας και 

επιπλέον οι µετατοπίσεις στο µήκος κύµατος εξαρτώνται από τη χηµική δοµή των µορίων 

που προκαλούν τη σκέδαση.3, 8 

Όταν το φως αλληλεπιδρά µε την ύλη, τα φωτόνια που το συνθέτουν µπορούν να 

απορροφηθούν ή να σκεδαστούν ή να µην αλληλεπιδράσουν µε τα συστατικά της ύλης και 

να περάσουν δια µέσου της. Στην περίπτωση της απορρόφησης, που είναι διαδικασία ενός 
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φωτονίου, παρατηρείται το φαινόµενο IR ενώ στην περίπτωση της σκέδασης, που είναι 

διαδικασία δύο φωτονίων, παρατηρείται το φαινόµενο Raman.8-10  

Το φαινόµενο Raman µπορεί να περιγραφεί µε την κλασσική και την κβαντική θεωρία. Η 

κλασσική θεωρία βασίζεται στην κυµατοειδή φύση του φωτός και µπορεί να δώσει 

πληροφορίες για τη φύση του φαινοµένου Raman.9 

 

3.2.1 Κλασσική Θεωρία Φαινοµένου Raman 

Το φως συνίσταται από µαγνητικά και ηλεκτρικά πεδία, εκ των οποίων µόνο το ηλεκτρικό 

πεδίο προκαλεί το φαινόµενο Raman. Το ηλεκτρικό πεδίο του φωτός τείνει να µετατοπίσει 

τα ηλεκτρόνια από τις θέσεις που βρίσκονται γύρω από το θετικά φορτισµένο πυρήνα. Η 

επίδραση αυτή, οδηγεί στο σχηµατισµό µιας, µικρού χρόνου ηµιζωής, κατάστασης 

(εικονική κατάσταση), η οποία είναι ασταθής και το φωτόνιο επανεκπέµπεται γρήγορα. Οι 

µετατοπίσεις των ηλεκτρονίων έχουν ως αποτελέσµα την εµφάνιση επαγώµενου διπόλου, 

µ στο µόριο, το οποίο είναι ανάλογο της ισχύος του ηλεκτρικού πεδίου, 𝜇 = 𝛼𝛦, όπου α η 

ηλεκτρική πολωσιµότητα του µορίου. Με προσθήκη των όρων του ηλεκτρικού πεδίου 

συναρτήσει του χρόνου 𝛦 𝑡 = 𝛦!"# cos 2𝜋𝜈!𝑡  και της ενδοµοριακής απόστασης 

συναρτήσει του χρόνου 𝛥𝑟 𝑡 = 𝛥𝑟!"# cos(2𝜋 𝜈!"#𝑡 + 𝜑)  η εξίσωση 𝜇 = 𝛼𝛦 

µετατρέπεται στην 

𝜇 𝑡 = 𝛼!𝐸!"# cos 2𝜋𝜈!𝑡 +
!
!
!"
!"
𝛥𝑟!"#𝐸!"# cos 2𝜋 𝜈! + 𝜈!"# 𝑡 +

!
!
!"
!"
𝛥𝑟!"#𝐸!"# cos 2𝜋 𝜈! − 𝜈!"# 𝑡. 

H τελευταία εξίσωση εκφράζει το επαγώµενο δίπολο που σχηµατίζεται και υποδεικνύει ότι 

τα σκεδαζόµενα φωτόνια που παράγονται είναι τριών ειδών. Ο πρώτος όρος δείχνει ότι το 

σκεδαζόµενο φωτόνιο έχει την ίδια συχνότητα µε την προσπίπτουσα ακτινοβολία (Σχήµα 

3.2.1.1). Ο τρόπος αυτός σκέδασης ονοµάζεται Rayleigh και συµβαίνει όταν 

παραµορφώνεται µόνο το ηλεκτρονιακό νέφος χωρίς να µετακινείται ο πυρήνας του 

µορίου. Ο τρόπος αυτός σκέδασης είναι ελαστικός, δεν προκαλεί σηµαντική αλλαγή στην 

ενέργεια του φωτονίου και είναι η πιο έντονη µορφή σκέδασης. 

Ο δεύτερος όρος αναφέρεται στα σκεδαζόµενα φωτόνια όπου η συχνότητά τους είναι 

µεγαλύτερη από αυτή της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, νο + νvib και ο τρίτος όρος στα 

σκεδαζόµενα φωτόνια µε συχνότητα µικρότερη της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, νο - νvib. 

Οι τρόποι αυτοί σκέδασης ονοµάζονται anti-Stokes και Stokes, αντίστοιχα και µαζί 

αποτελούν τη σκέδαση Raman. Η σκέδαση Raman είναι ανελαστική σκέδαση και 

συµβαίνει όταν η προσπίπτουσα ακτινοβολία εκτός από παραµόρφωση του ηλεκτρονιακού 

νέφους, προκαλεί και µετακίνηση του πυρήνα. Καθώς ο πυρήνας είναι βαρύτερος από τα 
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ηλεκτρόνια, υπάρχει σηµαντική αλλαγή στην ενέργεια του φωτονίου, που µπορεί να είναι 

µεγαλύτερη ή µικρότερη της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, ανάλογα αν η διαδικασία 

ξεκινά µε το µόριο να βρίσκεται στη θεµελιώδη δονητική κατάσταση (σκέδαση Stokes) ή 

σε διεγερµένη δονητική κατάσταση (σκέδαση anti-Stokes) (Σχήµα 3.2.1.1). Σε 

θερµοκρασία δωµατίου, η πλειονότητα των µορίων βρίσκεται στη θεµελιώδη κατάσταση 

και ως εκ τούτου η σκέδαση που παρατηρείται περισσότερο είναι η σκέδαση Stokes.3, 8-9, 11 

 

 
  

Σχήµα 3.2.1.1: Σχηµατικό διάγραµµα της σχέσης µεταξύ των διαδικασιών απορρόφησης υπερύθρου (IR), 

σκέδασης Rayleigh και Raman (Stokes και anti-Stokes) και σκέδασης συντονισµού Raman. Η απορρόφηση 

υπερύθρου είναι διαδικασία ενός φωτονίου ενώ οι υπόλοιπες είναι διαδικασίες δύο φωτονίων. Τα ν0 και νvib 

αναφέρονται στη συχνότητα της προσπίπτουσας και της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας, αντίστοιχα. 
 

Ένα φάσµα Raman που λαµβάνεται, εκφράζει την ένταση της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας 

συναρτήσει της µετατόπισης Raman. Για να εξαχθούν όσο το δυνατόν περισσότερες 

πληροφορίες από τα φάσµατα Raman, απαιτείται λεπτοµερής ανάλυση των 

χαρακτηριστικών του φάσµατος. Οι σηµαντικότερες φασµατικές παράµετροι είναι η 

µετατόπιση Raman, Δν και οι εντάσεις των κορυφών, καθώς επίσης και οι λόγοι 

αποπόλωσης.  

Η ένταση των κορυφών Raman εξαρτάται από την πολωσιµότητα του µορίου, την ένταση 

της πηγής, τη συγκέντρωση της δραστικής οµάδας και άλλους παράγοντες και oρίζεται 

από την εξίσωση 𝛪 = 𝛫𝛪!𝛼!𝜔!, όπου Κ είναι σταθερά, I0 η ισχύς της ακτινοβολίας, α η 

πολωσιµότητα του µορίου και ω η συχνότητα της προσπίπτουσας ακτινοβολίας. 

Η πολωσιµότητα του σκεδαζόµενου φωτός ως προς την προσπίπτουσα ακτινοβολία 

καθορίζεται από τον προσανατολισµό των σκεδαζόµενων µορίων και τη συµµετρία των 

δονήσεων. Η παράµετρος που χρησιµοποιείται για να περιγραφεί η πολωσιµότητα της 
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σκέδασης Raman που παράγεται από την πολωµένη προσπίπτουσα ακτινοβολία είναι ο 

λόγος αποπόλωσης. Ο λόγος αποπόλωσης ορίζεται από την εξίσωση 𝜌 = 𝛪!/𝛪∥, όπου 𝛪! 

και 𝛪∥ οι εντάσεις του σκεδαζόµενου φωτός κάθετα και παράλληλα στην πολωσιµότητα 

της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, αντίστοιχα. Η εξάρτηση των λόγων αποπόλωσης από τη 

συµµετρία των δονήσεων, τους καθιστά χρήσιµους στη λήψη πληροφοριών για τη 

συµµετρία των δονήσεων και στην ταυτοποίηση κορυφών. Η σχέση µεταξύ του λόγου 

αποπόλωσης, ρ και της πολωσιµότητας, α εκφράζεται από την εξίσωση                              

𝜌 =
𝛪!
𝛪∥
=
3𝛾!! + 5𝛾!"!

45𝛾!! + 4𝛾!!
 

όπου 𝛾!! , 𝛾!"!  και 𝛾!!  η ανισοτροπία, η αντισυµµετρία και η µέση πολωσιµότητα, 

αντίστοιχα. 

𝛾!! =
1
2 (𝑎!! + 𝑎!!)!

!"
+
3
4 (𝑎!" − 𝑎!")!

!"
 

𝛾!"! =
3
4 (𝑎!" − 𝑎!")!

!"
 

𝛾!! =
1
3 𝛼!"

!
 

Τα i και j αντιπροσωπεύουν τις αξονικές διευθύνσεις του καρτεσιανού συστήµατος 

συντεταγµένων. Η αποπόλωση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας είναι αποτέλεσµα της 

οπτικής ανισοτροπίας των ενώσεων. Στη σκέδαση Raman, ο τανυστής πολωσιµότητας 

είναι συµµετρικός, 𝑎!" = 𝑎!"  και συνεπώς 𝛾!" = 0 . Σε αυτήν την περίπτωση, 

παρατηρούνται οι πλήρως συµµετρικές δονήσεις, όπου έχουν µη µηδενικά στοιχεία 

τανυστή διαγώνιας πολωσιµότητας και ο λόγος αποπόλωσης τους κυµαίνεται µεταξύ 0 

(όταν 𝛾! ≠ 0) και 3/4 (όταν 𝛾! = 0), 0 < ρ < 3/4. Γι’ αυτούς του λόγους οι πλήρως 

συµµετρικές δονήσεις ονοµαζονται πολωµένες. Οι υπόλοιπες δονήσεις δεν είναι πλήρως 

συµµετρικές (𝛾! = 0) και έτσι παρατηρούνται αποπολωµένες δονήσεις που έχουν λόγο 

αποπόλωσης, ρ=3/4. Στην περίπτωση της σκέδασης συντονισµού Raman, οι τανυστές 

πολωσιµότητας συγκεκριµένων δονήσεων µπορούν να γίνουν µη συµµετρικοί (𝑎!" ≠ 𝑎!"). 

Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την εµφάνιση ανώµαλα πολωµένων δονήσεων, οι οποίες έχουν 

𝛾!"! ≠ 0  και ρ > 3/4. Ο λόγος αποπόλωσης των δονήσεων Raman είναι ιδιαίτερα 

βοηθητικός στην ταυτοποίηση κορυφών σε ένα φάσµα Raman.10, 12  

Η κλασσική θεωρία µπορεί να εξηγήσει τη φύση της σκέδασης Raman αλλά υστερεί στο 

σηµείο ότι δεν λαµβάνει υπόψην την κβαντική φύση του φωτός. Επίσης, δεν µπορεί να 
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εξηγήσει τη σχέση µεταξύ των µοριακών ιδιοτήτων µια ένωσης και της σκέδασης Raman 

και έτσι παρέχει περιορισµένες πληροφορίες για τις δονήσεις Raman.  

 

3.2.2 Κβαντική Θεωρία Φαινοµένου Raman 

Με την κβαντική θεωρία εισάγεται η κυµατική και σωµατιδιακή φύση του φωτός και 

λαµβάνεται υπόψην ότι η ακτινοβολία αποτελείται απο κβάντα φωτός. Επιπλέον, 

λαµβάνονται υπόψην ότι τα µοριακά ενεργειακά επίπεδα είναι κβαντισµένα και αυτο δίνει 

τη δυνατότητα να υπολογιστεί η πολωσιµότητα, α και κατά συνέπεια οι εντάσεις της 

σκέδασης Raman ως προς τις ηλεκτρονιακές ιδιότητες του µορίου.  

Η πολωσιµότητα του µορίου µπορεί να εκφραστεί ως το άθροισµα των συνεισφορών των 

κυµατοσυναρτήσεων όλων των διεγερµένων καταστάσεων µέσω της εξίσωσης Kramers-

Heisenberg-Dirac: 

𝛼!"
!,! =

2𝜋
ℎ (

!

𝑓 𝜇! 𝑒 𝑒 𝜇! 𝑖
𝜈!" − 𝜈! + 𝑖𝛤!

+
𝑓 𝜇! 𝑒 𝑒 𝜇! 𝑖
𝜈!" + 𝜈! + 𝑖𝛤!

) 

 όπου α η πολωσιµότητα του µορίου, ρ και σ οι κατευθύνσεις της προσπίπτουσας και 

σκεδαζόµενης πολωσιµότητας, αντίστοιχα και Σ το άθροισµα όλων των δονητικών 

καταστάσεων του µορίου. Οι όροι i, f και e είναι σταθερές. Ο όρος i αναφέρεται στη 

θεµελιώδη δονητική κατάσταση, ο f στην τελική δονητική κατάσταση της θεµελιώδης 

κατάστασης και ο e στη δονητική κατάσταση µιας διεγερµένης ηλεκτρονιακής 

κατάστασης. Ο όρος Γe είναι ο παράγοντας απόσβεσης που εξασφαλίζει το πεπερασµένο 

εύρος ζώνης για τη διεγερµένη κατάσταση.8-10, 12 

H σκέδαση Raman είναι πολύ ασθενής καθώς, µόνο ένα στα 106-108 φωτόνια που 

σκεδάζονται παρουσιάζει σκέδαση Raman. Σηµαντική ενίσχυση του φαινοµένου 

επιτυγχάνεται µε την τεχνική συντονισµού Raman.11  

 

3.2.3  Σκέδαση Συντονισµού Raman 

Η σκέδαση συντονισµού Raman πραγµατοποιείται όταν µια ένωση ακτινοβολείται µε 

ακτινοβολία µήκους κύµατος που να αντιστοιχεί στην ενέργεια ηλεκτρονιακής µετάβασης 

µιας συγκεκριµένης χρωµοφόρας οµάδας του µορίου. Όταν η διέγερση πλησιάζει ή είναι 

στα επίπεδα ηλεκτρονιακής απορρόφησης, τότε αυξάνεται η δονητική σύζευξη µε την 

ηλεκτρονιακά διεγερµένη κατάσταση (Σχήµα 3.2.1.1). Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την  

αύξηση των εντάσεων των κορυφών Raman κατά παράγοντα 103 µέχρι 105 και της 
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εκλεκτικότητας των δονητικών πληροφοριών που λαµβάνονται, αφού µόνο οι δονήσεις 

που σχετίζονται µε τη συγκεκριµένη χρωµοφόρα οµάδα ενισχύονται.10, 12-13 

Η βάση του φαινοµένου συντονισµού Raman ακολουθεί την εξίσωση Kramers-

Heisenberg-Dirac. Καθώς η συχνότητα διέγερσης, νe προσεγγίζει τη συχνότητα 

ηλεκτρονιακής µετάβασης, νei η τιµή του πρώτου όρου της εξίσωσης αυξάνεται ενώ ο 

δεύτερος όρος γίνεται ασήµαντος. Όταν φτάσει στα επίπεδα της ηλεκτρονιακής 

µετάβασης, τότε η συνεισφορά των υπόλοιπων ηλεκτρονιακών µεταβάσεων στον πρώτο 

όρο γίνεται ασήµαντη και η εξίσωση µετατρέπεται  

𝛼!"
!,! =

2𝜋
ℎ (

!!

𝑓 𝜇! 𝑒 𝑒 𝜇! 𝑖
𝜈!!! − 𝜈! + 𝑖𝛤!

) 

Περισσότερες πληροφορίες λαµβάνονται εκφράζοντας τις κυµατοσυναρτήσεις ως 

παράγωγα των ηλεκτρονιακών και δονητικών κυµατοσυναρτήσεων. Αυτό επιτυγχάνεται 

χρησιµοποιώντας την προσέγγιση Born-Oppenheimer ακολουθούµενη από τη σειρά 

Herzberg-Taylor, οπότε η εξίσωση Kramers-Heisenberg-Dirac παίρνει τη µορφή 

 𝛼!"
!,! = 𝐴 + 𝐵 + 𝐶 

𝛢 =
2𝜋
ℎ 𝑀!

!𝛭!
! (

!!

𝑣! 𝑣! 𝑣! 𝑣!
𝜈!!!! − 𝜈! + 𝑖𝛤!!

) 

𝐵 =
2𝜋
ℎ (𝑀!

!𝛭!! (
!!

𝑣! 𝑣! 𝑣! 𝑄 𝑣!
𝜈!!!! − 𝜈! + 𝑖𝛤!!

)+𝛭!!𝛭!
! (

!!

𝑣! 𝑄 𝑣! 𝑣! 𝑣!
𝜈!!!! − 𝜈! + 𝑖𝛤!!

)) 

𝐶 =
2𝜋
ℎ 𝛭!!𝛭!! (

!!

𝑣! 𝑄 𝑣! 𝑣! 𝑄 𝑣!
𝜈!!!! − 𝜈! + 𝑖𝛤!!

 

όπου 𝛭! = 𝑒!! 𝜇! 𝑒!!  και 𝛭!! = 𝛭!
! 𝛼 𝜕𝛭! 𝜕𝑄 𝑒 /(𝜈! − 𝜈!), µε το |α〉 να είναι ακόµα 

µια διεγερµένη κατάσταση που σχετίζεται µε το µεταβατικό δίπολο 𝛭!
! και την ενέργεια 

𝑣!. Οι όροι |𝑣!〉 και |𝑣!〉 είναι η αρχική και τελική δονητική κυµατοσυνάρτηση, αντίστοιχα 

για τη θεµελιώδη κατάσταση και |𝑣!〉 για τη διεγερµένη και οι όροι |𝑒!!〉, |𝑒!!〉, |𝑒!!〉 είναι οι 

ηλεκτρονιακές κυµατοσυναρτήσεις της τελικής, διεγερµένης και αρχικής κατάστασης, 

αντίστοιχα. 

Ο κάθε όρος Α, Β, C περιγράφει τις συνεισφορές που σχετίζονται µε τις ηλεκτρονιακές και 

δονητικές κυµατοσυναρτήσεις και την ενέργεια διέγερσης. Η συνεισφορά των δονητικών 

κυµατοσυναρτήσεων στους Α- και Β- όρους εκφράζεται από τις µεταβλητές Frank-

Condon, 𝑣! 𝑣!  και 𝑣! 𝑣!  και στους όρους Β- και C- από τις Q-εξαρτώµενες 
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µεταβλητές, 𝑣! 𝑄 𝑣!  και 𝑣! 𝑄 𝑣! . Αυτές οι µεταβλητές συσχετίζουν τη συµµετρία των 

δονήσεων µε την ενεργότητά τους στο Raman και είναι η πηγή των κανόνων επιλογής στη 

σκέδαση Raman. 

Για τις πλήρως επιτρεπτές µεταβάσεις, που έχουν µεγάλες τιµές Μ0, ο µηχανισµός 

ενίσχυσης του συντονισµού προκύπτει από τον Α- όρο. Ο Α- όρος γίνεται µεγαλύτερος 

καθώς o παρονοµαστής γίνεται µικρότερος σε συνθήκες συντονισµού. Για να µην είναι 

µηδέν ο Α- όρος πρέπει να επιτρέπεται η ηλεκτρονιακή µετάβαση 𝑖⟷ 𝑒  και το 

αποτέλεσµα των µεταβλητών 𝑣! 𝑣!  και 𝜈! 𝜈!  πρέπει να µην είναι µηδέν. Η παράµετρος 

αυτή εκπληρώνεται όταν πραγµατοποιείται µετατόπιση της θέσης ισορροπίας κατά τη 

µετάβαση. Οι πλήρως συµµετρικές δονήσεις τείνουν να ενισχύονται σε συνθήκες 

συντονισµού µέσω του Α- όρου, καθώς τείνουν να µετατοπίζουν τη θέση ισορροπίας κατά 

την ηλεκτρονιακή διέγερση. Ως εκ τούτου, ο Α- όρος χαρακτηρίζει τις πολωµένες 

δονήσεις.  

Όταν η ηλεκτρονιακή µετάβαση στο συντονισµό είναι ασθενής και Μ΄>Μ0 , τότε η 

συνεισφορά από το Β- όρο είναι κυρίαρχη. Παρόλο που ο παρονοµαστής στο Β- όρο είναι 

ο ίδιος µε αυτόν του Α- όρου, ο αριθµητής του B- όρου περιέχει τα Q- εξαρτώµενα 

ολοκληρώµατα, που δεν εξαλείφονται ακόµα και όταν δεν µετατοπίζεται η θέση 

ισορροπίας. Επειδή ο Β- όρος περιλαµβάνει δονητική ανάµειξη δύο διεγερµένων 

ηλεκτρονιακών µεταπτώσεων, η συνεισφορά του Β- όρου ευνοείται όταν η ασθενής 

δονητική µετάβαση είναι δονητικά συζευγµένη µε µια ισχυρή. Έτσι, o B- όρος προκαλεί 

κυρίως, ενίσχυση µέσω συντονισµού των µη πλήρως συµµετρικών δονήσεων και 

ελαφρώς, των πλήρως συµµετρικών δονήσεων. 

Ο αριθµητής του C-όρου περιέχει δύο Q-εξαρτώµενες µεταβλητές. Επειδή η κάθε µια 

συνδέει δονητικά επίπεδα που διαφέρουν µεταξύ τους κατά ένα κβάντο, το τελευταίο 

επίπεδο θα διαφέρει από το αρχικό κατά δύο κβάντα. Συνεπώς, µόνο οι υπέρτονες 

δονήσεις ενισχύονται από τον C- όρο και η συνεισφορά του C- όρου γίνεται σηµαντική 

όταν Μ΄≥ Μ0. Επειδή, οι υπέρτονες δονήσεις προκύπτουν από µετάβαση σε διεγερµένη 

κατάσταση µε ενέργεια µεγαλύτερη από την πρώτη διεγερµένη κατάσταση, ο C- όρος δεν 

λαµβάνεται υπόψη.10, 12, 14 

Το κυριότερο πλεονέκτηµα της φασµατοσκοπίας συντονισµού Raman είναι η 

εκλεκτικότητα που παρουσιάζει, ως προς το ότι µόνο συγκεκριµένες δονήσεις της 

χρωµοφόρας οµάδας που µελετάται ενισχύονται. Οι συχνότητες των δονήσεων είναι 

ευαίσθητες, όσον αφορά, την ισχύ του δεσµού, τον αριθµό των ατόµων, τη γεωµετρία και 

το βαθµό ένταξης. Η µεταβολές αυτών των χαρακτηριστικών µπορούν να δώσουν 
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πληροφορίες για τη δοµή και τη λειτουργία των βιοµορίων. Ως εκ τούτου, η τεχνική 

συντονισµού Raman βρίσκει σηµαντική εφαρµογή στη µελέτη βιολογικών µορίων.15 

 

3.2.4 Εφαρµογή Φασµατοσκοπίας Συντονισµού Raman στη Μελέτη Αιµοπρωτεϊνών 

Τα φάσµατα συντονισµού Raman των πρωτεϊνών οφείλονται στην αλληλεπίδραση της 

ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας µε τις χρωµοφόρες οµάδες που περιέχουν οι πρωτεΐνες. 

Οι χρωµοφόρες οµάδες των πρωτεΐνών περιλαµβάνουν: α) τον πεπτιδικό δεσµό (αµιδικός 

δεσµός), β) τις πλευρικές αλυσίδες αρωµατικών αµινοξέων (τυροσίνη, τρυπτοφάνη) και γ) 

τις προσθετικές οµάδες και συνένζυµα, που στην περίπτωση των αιµοπρωτεΐνών είναι η 

προσθετική οµάδα αίµης. Ο πεπτιδικός δεσµός παρουσιάζει δύο µεταβάσεις στα 190 και 

210-220 nm οι οποίες οφείλονται στις µεταβάσεις π→π* και n→π*, αντίστοιχα. Τα 

αµινοξέα, τυροσίνη και τρυπτοφάνη παρουσιάζουν µεταβάσεις στα 274 και 280 nm, 

αντίστοιχα οι οποίες οφείλονται στον αρωµατικό τους δακτύλιο.16 Η προθετική οµάδα 

αίµης που αποτελεί το ενεργό κέντρο σε µεγάλο εύρος αιµοπρωτεϊνών παρουσιάζει 

ιδιαίτερα µεγάλο ενδιαφέρον.  

Οι ηλεκτρονιακές ιδιότητες της αίµης προκύπτουν από το π συζυγιακό σύστηµα του 

πορφυρινικού δακτυλίου. Με βάση τη θεωρία των µοριακών τροχιακών, οι κορυφές που 

παρατηρούνται στο φάσµα απορρόφησης των πορφυρινικών συστηµάτων, προέρχονται 

από τις µεταβάσεις µεταξύ των δύο HOMO και των δύο LUMO µοριακών τροχιακών. 

Εξαιτίας του εκτεταµένου π συζυγιακού συστήµατος του πορφυρινικού δακτυλίου, η 

ενεργειακή διαφορά µεταξύ HOMO-LUMO είναι σχετικά µικρή. Τα δύο HOMO µοριακά 

τροχιακά έχουν α1u και α2u συµµετρία και έχουν περίπου ίδια ενέργεια ενώ τα LUMO 

τροχιακά είναι διπλά εκφυλισµένα µε συµµετρία eg. Κατά συνέπεια, προκύπτουν δύο 

µεταβάσεις, 𝑎!!(𝜋)⟶ 𝑒!(𝜋 ∗)  και 𝑎!!(𝜋)⟶ 𝑒!(𝜋 ∗) , ίδιας συµµετρίας, Εu και 

παρόµοιας ενέργειας, οι οποίες αλληλεπιδρούν µεταξύ τους (Σχήµα 3.2.4.1)14. Για την 

υψηλής ενέργειας µετάβαση, τα µεταβατικά δίπολα προστίθενται µεταξύ τους ενώ για τη 

χαµηλής ενέργειας µετάβαση τα µεταβατικά δίπολα αφαιρούνται. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσµα, την εµφάνιση έντονης ζώνης απορρόφησης περίπου στα 400 nm, η οποία 

ονοµάζεται Sοret ή Β- ζώνη και µιας δέυτερης ασθενέστερης ζώνης απορρόφησης, 

περίπου στα 550 nm, ονοµαζόµενη Q0 ή α- ζώνη (Σχήµα 3.2.4.1)14. Ωστόσο, η χαµηλής 

ενέργειας µετάβαση µπορεί να ανακτήσει µέρος της έντασης της υψηλότερης ενέργειας 

µετάβασης (~10%) µέσω δονητικής ανάµειξης, οδηγώντας στην εµφάνιση ακόµα µιας 

ζώνης απορρόφησης περίπου στα 530 nm, που ονοµάζεται Q1 ή β- ζώνη.12, 14, 17-18 Τα 

χαρακτηριστικά αυτά, δίνουν το πλεονέκτηµα της εύκολης και ακριβής παρακολούθησης 
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των διαδικασιών δέσµευσης υποκαταστατών στις οµάδες αίµης των αιµοπρωτεϊνών µέσω 

της φασµατοσκοπίας απορρόφησης UV/Vis.19 

 

 
 

Σχήµα 3.2.4.1: Σχηµατικό διάγραµµα των ενεργειακών επιπέδων µε τις µεταβάσεις τους και φάσµα 

απορρόφησης υπεριώδους-οράτου οµάδας αίµης όπου επισηµαίνονται οι µεταβάσεις στην περιοχή Soret, B 

και στη ζώνη Q, Q1 και Q0.14 

 

Η υψηλή συµµετρία που παρουσιάζουν οι µεταλλοπορφυρίνες διευκολύνει τη δονητική 

ανάλυσή τους. Η φασµατοσκοπία συντονισµού Raman, καθώς µπορεί να διεγείρει 

συγκεκριµένες οµάδες των βιοµορίων ανάλογα µε το µήκος κύµατος της ακτινοβολίας 

(Soret ή Q) που χρησιµοποιείται, µπορεί να βοηθήσει στο χαρακτηρισµό της πορφυρίνης 

και των συµπλόκων της µε διάφορους υποκαταστάστες. Διάφορες αιµοπρωτεΐνες και 

µοντέλα πορφυρινών µελετήθηκαν µε στόχο την ταυτοποίηση των χαρακτηριστικών 

δονήσεων που παρουσιάζονται στα φάσµατά τους.20-23 Αυτές οι δονήσεις ονοµάζονται 

ζώνες-δείκτες και είναι χαρακτηριστικές, λόγω του ότι παρουσιάζουν ευαισθησία στην 

ηλεκτρονιακή δοµή και την κατάσταση δέσµευσης του κεντρικού µεταλλικού ιόντος και 

τη γεωµετρία του πορφυρινικού δακτυλίου.10 Οι σηµαντικότερες είναι οι δονήσεις, ν4, ν2, 

ν3 και ν10 (Σχήµα 3.2.4.2)13. 
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Σχήµα 3.2.4.2: Σχηµατική αναπαράσταση των σηµαντικότερων δονήσεων του πορφυρινικού δακτυλίου.13 
 

Η δόνηση ν4 µεταβάλλεται έντονα, σε σύγκριση µε άλλες δονήσεις, όταν η κατάσταση 

οξείδωσης του κεντρικού µεταλλικού ιόντος στο δακτύλιο αλλάζει, γι’ αυτό και αποτελεί 

το δείκτη της οξειδωτικής κατάστασης του κεντρικού µεταλλικού ιόντος. Αυτό οφείλεται 

στις µεγάλες µετατοπίσεις των τεσσάρων ατόµων αζώτου του πορφυρινικού δακτυλίου 

που είναι δεσµευµένα µε το κεντρικό µεταλλικό ιόν. Τα άτοµα αζώτου µετακινούνται 

συµµετρικά προς τα µέσα ή προς τα έξω ανάλογα µε το µέγεθος του µεταλλικού ιόντος. 

Καθώς το µέγεθος του µεταλλικού ιόντος αλλάζει ανάλογα µε την κατάσταση οξείδωσής 

του, η συχνότητα της συγκεκριµένης δόνησης επηρεάζεται σηµαντικά. 

Οι δονήσεις ν2, ν3 και ν10 αποτελούν τους δείκτες της κατάστασης σπιν του κεντρικού 

µεταλλικού ιόντος. Η δόνηση ν2 επιβεβαιώνει την κατάσταση σπιν. Οι ν3 και ν10 , εκτός 

από την κατάσταση σπιν, δίνουν επιπλέον πληροφορίες για τον αριθµό ένταξης και την 

οξειδωτική κατάσταση του µεταλλικού ιόντος, αντίστοιχα.  

Εκτός από τις πληροφορίες που µπορούν να ληφθούν από τις χαρακτηριστικές δονήσεις, 

σηµαντικές πληροφορίες µπορούν να ληφθούν επίσης, από την ανάλυση των δονήσεων 

µετάλλου-υποκαταστάτη. Από την ανάλυση αυτών των δονήσεων µπορούν να εξαχθούν 

πληροφορίες για το µήκος, τη γωνιά και την ισχύ των δεσµών.10, 13 
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4.1 Χηµικές Ενώσεις και Ρυθµιστικά Διαλύµατα 

Οι χηµικές ενώσεις που χρησιµοποιήθηκαν είναι: κυανιούχο κάλιο (KCN ≥ 98,0% Fluka, 

K13CN 99 atom % 13C ISOTEC, KC15N 98+ atom % 15N ISOTEC, Κ13C15N 99 atom % 
13C- 15N ISOTEK), αζίδιο του νατρίου (NaN3 99% Riedel-de Haën, Na-15N=N≡N 98 atom 

% 15N terminal N ISOTEK), νιτρώδες νάτριο (NaΝΟ2 Sigma Aldrich, Na15NO2 98 atom % 
15N Sigma-Aldrich, Na15N18O2 98;90 atom % 15N;18O Sigma-Aldrich), διθειονικά άλατα 

(Na2S2O4 ≥ 98% Sigma-Aldrich), L-κυστεΐνη (C3H7NO2S ≥ 98,5% Sigma-Aldrich), 

δευτεριωµένο νερό (D2O, 99,9 atom % D Sigma-Aldrich), άλατα των ρυθµιστικών 

διαλυµάτων Tris (reagent grade, Sigma-Aldrich) CHES (ultrol grade, Calbiochem), MES 

(ultrol grade, Calbiochem), αέριο CO (99,999%, Linde) και αέριο Ν2Ο (100%, Linde). 

Tα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν σε ρυθµιστικά διαλύµατα 50 mM Tris pH και pD 7,5, 

50 mM CHES pH 5,5-6,0 και 50 mM MES pH 9,0-9,5. 

 

4.2 Έκφραση και Αποµόνωση Πρωτεϊνών 

4.2.1 Κυτοχρωµική Οξειδάση ba3 

Η έκφραση και αποµόνωση της ba3 οξειδάσης πραγµατοποιήθηκε στο Πανεπιστήµιο του 

Limerick στην Ιρλανδία στο Τµήµα Χηµικών και Περιβαλλοντικών Επιστηµών. Η 

αποµόνωση της πρωτεΐνης πραγµατοποιήθηκε από εµένα κατά την τρίµηνη επίσκεψη µου 

στο εργαστήριο του Καθηγητή Dr. Tewfik Soulimane καθώς και από τον Dr. Mohamed R. 

Noor. 

Για την έκφραση της ba3 οξειδάσης από το βακτήριο T. thermophilus HB8 (ATCC27634) 

τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν στους 70 οC σε 100 mL µέσου καλλιέργειας χρησιµοποιώντας 

αντιδραστήρα ζύµωσης σε συνθήκες 0,05 V/V•min (όγκος αέρα ανά όγκο µέσου 

καλλιέργειας ανά λεπτό). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν κατά την πρώιµη µε µέση εκθετική 

φάση ανάπτυξης. Στη συνέχεια, 100 g των κυττάρων αραιώθηκαν σε τελικό όγκο 500 mL 

µε ρυθµιστικό διάλυµα 100 mM Tris-HCl pH 7,6, 200 mM KCl και 800 mg λυσοζύµη. Το 

διάλυµα αναδεύθηκε για µια ώρα και έπειτα φυγοκεντρήθηκε. Για τη διαλυτοποίηση των 

συµπλεγµάτων της αναπνευστικής αλυσίδας, το ίζηµα που προέκυψε από τη 

φυγοκέντρηση επαναδιαλύθηκε σε τελικό όγκο 500 mL, µε ρυθµιστικό διάλυµα 100 mM 

Tris-HCl pH 7,6, 5% Triton X-100, αναδεύθηκε για 3 ώρες και φυγοκεντρήθηκε στα 

17700xg σε θερµοκρασία 4 oC. Το υπερκείµενο διάλυµα από τη φυγοκέντρηση αραιώθηκε 

σε 5 L νερού και εισήχθηκε σε στήλη χρωµατογραφίας DEAE-Biogel Agarose, η οποία 

προηγουµένως είχε ισορροπηθεί µε ρυθµιστικό διάλυµα 10 mM Tris pH 7,6, 0.1% Triton 

X-100. Τα κλάσµατα της ba3 οξειδάσης που λήφθηκαν από τη χρωµατογραφία, 
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οµαδοποιήθηκαν, συγκεντρώθηκαν και ξαναπραγµατοποιήθηκε διπλή χρωµατογραφία σε 

στήλη χρωµατογραφίας Fractogel EMD TMAE-650 (S), χρησιµοποιώντας 0,05% dodecyl 

β-D-maltoside αντί 0,1% Triton X-100 στο ρυθµιστικό διάλυµα. Τα κλάσµατα από τις 

χρωµατογραφίες συλλέχθηκαν, συγκεντρώθηκαν και καθαρίστηκαν µε χρωµατογραφία gel 

σε στήλη Superdex 200 χρησιµοποιώντας ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM Tris-HCl pH 7,6, 

0,1% dodecyl β-D-maltoside. Η αποµονωµένη ba3 οξειδάση συγκεντρώθηκε µε 

υπερδιήθηση (Centricon 10000, Amicon) και αποµακρύνθηκε η περίσσεια άλατος µε 

στήλη Sephadex G-25. Μετά την αποµάκρυνση του άλατος, η ποσότητα του ενζύµου που 

αποµονώθηκε ψύχθηκε σε υγρό άζωτο και αποθηκεύτηκε στους -80 οC.1 

 

4.2.2 Κυτοχρωµική Οξειδάση cbb3 

 Τα κύτταρα από το βακτήριο P. stutzeri strain ZoBell καλλιεργήθηκαν σε θερµοκρασία 32 
οC κάτω από συνθήκες χαµηλού αερισµού σε ανακινούµενες φιάλες. Το µέσο 

καλλιέργειας που χρησιµοποιήθηκε για την ανάπτυξη των κυττάρων ήταν το ακόλουθο: 

2,0 g/L L-αργινίνη, 7,0 g/L Na3citrate•H2O, 2,0 g/L KH2PO4, 2,0 g/L MgSO4•7H2O, 0,1 

g/L CaCl2•2H2O, 10 g/L NaCl, 25 mg/L FeCl3•6H2O, 0,17 mg/L CuCl2•2H2O µε όλα τα 

διαλύµατα να είναι ρυθµισµένα σε pH 8,0. Μετά από 30 λεπτά ανάδευσης, τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν και φυγοκεντρήθηκαν για 30 λεπτά στις 4500 στροφές ανά λεπτό  και σε 

θερµοκρασία 4 oC. Η λύση των κυττάρων πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας το 

παρακάτω ρυθµιστικό διάλυµα: 20 mM Tris pH 7,5, 2 mM MgCl2, ~1 mM 4-(2-

aminoethyl)-benzol-sulphonyl fluoride (AEBSF), 0,1 mg/g κύτταρα δεοξυριβονουκλεάσης 

Ι και 500 mM NaCl pH 7,5. Στο µίγµα προστέθηκαν 5 mM EDTA σε χρόνο 5-10 λεπτών 

µετά τη λύση των κυττάρων. Το διάλυµα που προέκυψε φυγοκεντρήθηκε για 2,5 ώρες, 

στα 10000xg και στους 4 οC. Η διαλυτοποίηση της µεµβρανικής πρωτεΐνης επιτεύχθηκε 

επωάζοντας, για 5 λεπτά σε πάγο, τις οµογενοποιηµένες µεµβράνες µε DM σε αναλογία 

2,5 g DM ανά γραµµάριο πρωτεΐνης σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιείχε: 20 mM Tris, 0,5 

mM EDTA, 10% w/v γλυκερόλη, 50 mM NaCl και ~1 mM AEBSF. Το υπερκείµενο 

διάλυµα που λήφθηκε µετά από τη φυγοκέντρηση του πιο πάνω διαλύµατος, για 1 ώρα, 

στα 100000xg, στους 4 οC, εισήχθηκε σε ανιονανταλλακτική στήλη DEAE Toyopearl 

650C. Η στήλη είχε προηγουµένως ισορροπηθεί µε ρυθµιστικό διάλυµα: 20 mM Tris, 0,05 

mM EDTA, 10% w/v γλυκερόλη, 50 mM NaCl και 0,02% DM. Η έκλουση του δείγµατος 

πραγµατοποιήθηκε µε γραµµική βαθµίδωση 0-25% σε 290 mL διαλύµατος 20 mM Tris, 

10% w/v γλυκερόλη, 1 Μ NaCl και 0,02% DM. Τα πλούσια σε αίµες c και b κλάσµατα, 

εκλούστηκαν µεταξύ των συγκεντρώσεων 100-160 mM NaCl και εισήχθηκαν σε 
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ιµινοδιοξική ακινητοποιηµένη ρητίνη (Fast Flow Chelating Sepharose). Η στήλη 

προηγουµένως κορέστηκε µε διάλυµα CuSO4 και ισορροπήθηκε µε ρυθµιστικό διάλυµα 20 

mM Tris, 10% w/v γλυκερόλη, 200 mM NaCl, 0,02% DM. Οι δεσµευµένες πρωτεΐνες 

εκλούστηκαν µε 440 mL γραµµικής βαθµίδωσης 0-8 mM ιµιδαζολίου σε ρυθµιστικό 

διάλυµα που χρησιµοποιήθηκε για την ισορρόπηση της στήλης. H εξέλιξη της έκλουσης 

παρατηρήθηκε µε βάση τις απορροφήσεις στα 280 και 405 nm και τα κλάσµατα στο τέλος 

της βαθµίδωσης του ιµιδαζολίου, συλλέχθηκαν, αραιώθηκαν και εισήχθηκαν σε 

ανιονανταλλακτική στήλη. Η ανιοναταλλακτική στήλη DEAE Toyopearl 650C είχε 

ισορροπηθεί µε διάλυµα 20 mM Tris, 0,5 mM EDTA, 0,02% DM και η έκλουση 

επιτεύχθηκε µε 470 mL διαλύµατος 20 mM Tris, 1 M NaCl, 0.5 mM EDTA και 0,02% 

DM και βαθµίδωση 0-30%. Τα κλάσµατα που περιείχαν cbb3 οξειδάση συγκεντρώθηκαν, 

ψύχθηκαν µε υγρό άζωτο και αποθηκεύτηκαν στους -80 οC.2  

 

4.3 Πειραµατικές Διατάξεις 

4.3.1 Πειραµατική Διάταξη FTIR 

Τα φάσµατα υπερύθρου καταγράφηκαν µε τη χρήση φασµατοµέτρου FTIR Bruker Vertex 

70 εξοπλισµένο µε φωτοαγώγιµο ανιχνευτή Υδραργύρου-Καδµίου-Τελλουρίου (MCT), ο 

οποίος ψύχθηκε µε υγρό άζωτο (Σχήµα 4.3.1.1). 

 

 
 

Σχήµα 4.3.1.1: Πειραµατική διάταξη IR που χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη των αντιδράσεων της ba3 

οξειδάσης µε τους υποκαταστάτες και των πειραµάτων φωτοδιάσπασης των συµπλόκων. 
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Η φωτοδιάσπαση των συµπλόκων πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση laser διόδου συνεχούς 

κύµατος (Coherent, Cube) και µήκους κύµατος στα 447 nm. Η ενέργεια της ακτινοβολίας 

του laser στο δείγµα ήταν στα 30 mW. Τα φάσµατα λήφθηκαν στη µέση περιοχή 

υπερύθρου 4000-850 cm-1 µε φασµατική ανάλυση 4 cm-1, ταχύτητα σάρωσης 20 kHz, 

ανάλυση φάσης 32, διόρθωση φάσης Mertz/No Peak Search και λειτουργία αποδισµού 

Blackman-Harris 4-Term. Για τη λήψη των απόλυτων φασµάτων καταγράφονταν 100 

σαρώσεις του δείγµατος αφού αρχικά είχε ληφθεί µε 100 σαρώσεις το φάσµα αναφοράς 

χωρίς δείγµα. 

 

4.3.2 Πειραµατική Διάταξη Raman 

Τα φάσµατα RR λήφθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου (20 oC) µε φασµατογράφο Raman 

µήκους εστίασης 640 mm (Horiba T64000) εξοπλισµένο µε 1800 g/mm holographic 

grating και ανιχνευτή Horiba Symphony BIUV 1024x256 CCD (Σχήµα 4.3.2.1). 

 

 
 

Σχήµα 4.3.2.1: Πειραµατική διάταξη Raman που χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη των αντιδράσεων των ba3 

και cbb3 οξειδασών µε τους υποκαταστάτες. 
 

Τα δείγµατα ετοιµάζονταν σε σωλήνες quartz και περιστρέφονταν έτσι ώστε να 

ελαχιστοποιηθεί η τοπική θέρµανση του δείγµατος. Η σκεδαζόµενη ακτινοβολία 

λαµβανόταν υπό γωνία 90ο. Για τη διέγερση των δειγµάτων χρησιµοποιήθηκαν laser 

µήκους κύµατος 405 nm Οndax SureLock LM-405 µε ενσωµατωµένο φίλτρο CleanLine 

ACE και laser Kimmon HeCd  µήκους κύµατος 441.6 nm. Η αποµάκρυνση της σκέδασης 
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Rayleigh επιτεύχθηκε µε τη χρήση φίλτρων Semrock StopLine 405 nm και Semrock 442 

nm, αντίστοιχα. Η ενέργεια στο δείγµα ήταν 4 mW και το κάθε φάσµα λαµβανόταν σε 

συνολικό χρόνο 10-20 λεπτών. Οι µετατοπίσεις Raman βαθµονοµήθηκαν 

χρησιµοποιώντας τολουόλιο.  

 

4.4 Πειραµατικές Διαδικασίες 

4.4.1 Μελέτη της Αντίδρασης ba3 Οξειδάσης/CN- 

Για την πραγµατοποίηση των πειραµάτων της αντίδρασης της ba3 οξειδάσης µε το CN- 

χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα του ενζύµου συγκέντρωσης ~1 mM στο επιθυµητό 

ρυθµιστικό διάλυµα (pH 5,5 MES, pH 7,5-9,5 Tris και pD 7,5 Tris). Το pD των 

διαλυµάτων µετρήθηκε µε πεχάµετρο και υπολογίστηκε υποθέτωντας ότι pD = pH 

(παρατηρούµενο) + 0,4. Τα παράγωγα CN- της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης ετοιµάστηκαν, 

προσθέτωντας διάλυµα κυανιούχου καλίου, τελικής συγκέντρωσης ~20 mM, στην 

πρωτεΐνη. Τα παράγωγα CN- της πλήρως ανηγµένης ba3 οξειδάσης ετοιµάστηκαν κάτω 

από αναερόβιες συνθήκες, προσθέτωντας διάλυµα κυανιούχου καλίου, τελικής 

συγκέντρωσης ~10 mM, στην ανηγµένη από διθειονικά άλατα, πρωτεΐνη. Για το 

παράγωγο της ba3 οξειδάσης µε το CO, η ανηγµένη, από διθειονικά άλατα, πρωτεΐνη 

εκτέθηκε σε ατµόσφαιρα CO µέσα σε γυάλινο φιαλίδιο υπο κενό. Για τη λήψη των 

φασµάτων υπερύθρου των παραγώγων του CN- και του παραγώγου του CO, τα δείγµατα 

εισήχθηκαν σε σφραγισµένη FTIR κυψελίδα κάτω από αναερόβιες συνθήκες. Τα 

παράθυρα της κυψελίδας ήταν φθοριούχου βαρίου (BaF2) και το πάχος της κυψελίδας 

καθορίστηκε µε τη χρήση spacer 0,015mm. Τα στατικά φάσµατα FTIR καταγράφηκαν µε 

την πειραµατική διάταξη που περιγράφηκε στην παράγραφο 4.3.1. Αρχικά λήφθηκαν τα 

απόλυτα φάσµατα των παραγώγων, από τα οποία αφαιρέθηκε το φάσµα το υδροκυανίου 

(HCN) έτσι ώστε να εξαλειφθεί η συνεισφορά του ελεύθερου υποκαταστάτη. Στη συνέχεια 

πραγµατοποιήθηκε φωτοδιάσπαση των συµπλόκων. Για τη φωτοδιάσπαση των 

συµπλόκων καταγράφηκαν αρχικά 100 σαρώσεις του δείγµατος έτσι ώστε να ληφθεί το 

σκοτεινό φάσµα αναφοράς. Στη συνέχεια καταγράφηκαν 100 σαρώσεις του δείγµατος 

κατά την ακτινοβόλησή του, λαµβάνοντας τελικά το φάσµα διαφοράς φωτεινό-µείον-

σκοτεινό. Το τελικό φάσµα του φωτοπροϊόντος προέκυψε από το µέσο όρο 30-50 

φασµάτων διαφοράς φωτεινού-µείον-σκοτεινού. Με το µήκος κύµατος του laser στα 447 

nm και την ενέργεια της ακτινοβολίας του laser στα 30 mW, επιτεύχθηκαν ποσοστά 

φωτόλυσης στα 30% και 5% για τα σύµπλοκα της οξειδωµένης ba3-CN- και της ανηγµένης 

ba3-CN-, αντίστοιχα. Τα οπτικά φάσµατα απορρόφησης των παραγώγων λήφθηκαν µε 
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φασµατόµετρο UV/Vis πριν και µετά της µετρήσεις FTIR, έτσι ώστε να επιβεβαιωθεί ο 

σχηµατισµός και η σταθερότητα των παραγώγων κυανίου. 

 

4.4.2 Μελέτη Δέσµευσης Ν3
- στην ba3 Οξειδάση. 

Τα παράγωγα οξειδωµένης ba3-N3
- προετοιµάστηκαν µε το ίδιο τρόπο όπως τα παράγωγα 

CN-, σε συγκέντρωση ενζύµου ~1 mM σε ρυθµιστικό διάλυµα Tris pH 7,5 και µετέπειτα 

προσθήκη διάλυµατος αζιδίου του νατρίου (NaN3), τελικής συγκέντρωσης ~20 mM στην 

πρωτεΐνη. Τα παράγωγα µελετήθηκαν µε τη φασµατοσκοπία FTIR και RR. Τα FTIR 

φάσµατα λήφθηκαν χρησιµοποιώντας τις ίδιες παραµέτρους όπως και στην περίπτωση της 

µελέτης των παραγώγων CN-. Τα RR φάσµατα λήφθηκαν µε την πειραµατική διάταξη που 

περιγράφηκε στην παράγραφο 4.3.2. Για τη µελέτη FTIR της ανταγωνιστικής δέσµευσης 

του N3
- µε το CN-, αρχικά ετοιµάστηκε το παράγωγο N3

- και στη συνέχεια προστέθηκε 

διάλυµα CN- τελικής συγκέντρωσης ~20 mM.  

 

4.4.3 Μελέτη της Αντίδρασης ba3 Οξειδάσης/NΟ2
- 

Τα δείγµατα της ba3 οξειδάσης που χρησιµοποιήθηκαν για τη λήψη των φασµάτων 

οπτικής απορρόφησης και RR, αραιώθηκαν σε συγκεντρώσεις 5 µΜ και 50 µΜ, 

αντίστοιχα, στο επιθυµητό ρυθµιστικό διάλυµα (pH 6,0 MES, pH 7,5 Tris, pH 9,0 CHES, 

pD 7,5 Tris). Το pD των διαλυµάτων µετρήθηκε µε πεχάµετρο και υπολογίστηκε 

υποθέτωντας ότι pD = pH (παρατηρούµενο) + 0,4. Τα παράγωγα του NO2
- 

προετοιµάστηκαν µε επώαση, αρχικά, του οξειδωµένου ενζύµου µε 500 φορές περίσσεια 

νιτρώδους νατρίου (NaNO2) για 5 ώρες και µετέπειτα προστέθηκε περίσσεια κυστεΐνης 

(300 φορές) κάτω από αναερόβιες συνθήκες.  

Τα φάσµατα οπτικής απορρόφησης λήφθηκαν µε φασµατόµετρο UV/Vis. Όλα τα δείγµατα 

προετοιµάστηκαν κάτω από αναερόβιες συνθήκες σε κυψελίδα quartz. Φάσµατα οπτικής 

απορρόφησης λήφθηκαν, επίσης κατά την προσθήκη 15 mM κυστεΐνης σε διάλυµα 25 mM 

NO2
-, έτσι ώστε να ελεγχθεί εάν τo NO2

- ανάγεται από την κυστεΐνη κάτω από τις 

πειραµατικές µας συνθήκες. Η απορρόφηση του ΝΟ2
- στα 354 nm (ε354=22,7 Μ-1cm-1) 

παραµένει σταθερή για 2 ώρες, επιβεβαιώνοντας ότι το ΝΟ2
- δεν ανάγεται από την 

κυστεΐνη. Τα RR φάσµατα λήφθηκαν µε τις ίδιες παραµέτρους που περιγράφηκαν στην 

παράγραφο 4.3.2. Πριν και µετά απο κάθε µέτρηση RR λαµβάνονταν τα οπτικά φάσµατα 

απορρόφησης των δειγµάτων για να επιβεβαιωθεί ο σχηµατισµός και η σταθερότητα των 

παραγώγων ba3-NO2
-. 
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4.4.4 Μελέτη της Δράσης Αναγωγάσης ΝΟ2
- και NO της cbb3 Οξειδάσης 

Τα δείγµατα της cbb3 οξειδάσης προτετοιµάστηκαν σε συγκέντρωσεις 5 µΜ και 50 µΜ  

για να ληφθούν τα φάσµατα οπτικής απορρόφησης και RR, αντίστοιχα. Για την αντίδραση 

της ανηγµένης cbb3 οξειδάσης µε το NO2
-, τα δείγµατα ετοιµάστηκαν µε την προσθήκη 

περίσσειας κυστεΐνης (300 φορές) στο ένζυµο και τη µετέπειτα προσθήκη περίσσειας NO2
- 

(500 φορές) κάτω από αναερόβιες συνθήκες. Για τα παράγωγα του NO, αρχικά 

ετοιµάστηκε διάλυµα NO2
- στο οποίο προστέθηκε διάλυµα διθειονικών αλάτων, έτσι ώστε 

να πραγµατοποιηθεί αναγωγή του ΝΟ2
- σε ΝΟ. Στη συνέχεια, το διάλυµα προστέθηκε 

στην ανηγµένη, από διθειονικά άλατα, πρωτεΐνη κάτω από αναερόβιες συνθήκες. Τα RR 

φάσµατα λήφθηκαν µε τις ίδιες παραµέτρους που περιγράφηκαν στην παράγραφο 4.3.2. 

Για τη µελέτη FTIR της αντίδρασης της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης µε το 

ΝΟ2
-, τα δείγµατα ετοιµάστηκαν σε συγκέντρωση 200 µΜ cbb3 οξειδάσης µε την 

προσθήκη περίσσειας κυστεΐνης (100 φορές) και τη µετέπειτα προσθήκη 6 mM ΝΟ2
- κάτω 

από αναερόβιες συνθήκες. Στη συνέχεια κατασκευάστηκε καµπύλη βαθµονόµησης για τον 

προσδιορισµό της συγκέντρωσης του παραγώµενου Ν2Ο από τα FTIR δεδοµένα. Αρχικά 

εισήχθηκε σε σφραγισµένο φιαλίδιο των 4 mL, 1 mL ρυθµιστικού διαλύµατος Tris pΗ 7,5 

και από το διάλυµα αφαιρέθηκε, µε την εφαρµογή κενού, ο άερας που περιείχε. Έπειτα, 

εισήχθηκε αέριο Ν2Ο και το διάλυµα αφέθηκε υπό ανάδευση για 2 ώρες έτσι ώστε να 

σχηµατιστεί κορεσµένο διάλυµα Ν2Ο (25 mΜ). Το κορεσµένο διάλυµα αραιώθηκε 

ανάλογα για τη λήψη των φασµάτων FTIR των συγκεντρώσεων 1, 2, 3, 4 και 5 mΜ Ν2Ο. 

Τα φάσµατα FTIR λήφθηκαν µε τις παραµέτρους που περιγράφηκαν στην παράγραφο 

4.3.1. 
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Μεταφορά Υποκαταστατών στο Διπυρηνικό Κέντρο της ba3 Οξειδάσης 

από το Βακτήριο T. thermophilus: FTIR Ανίχνευση των Συµπλόκων 

Αίµης a3
2+-CN και CuB
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5.1 Εισαγωγή  

Οι δοµικές και λειτουργικές ιδιότητες του ενεργού κέντρου της ba3 οξειδάσης, καθώς 

επίσης και των υπόλοιπων αιµοχαλκοξειδασών, έχουν µελετηθεί µε πλήθος 

φασµατοσκοπικών και υπολογιστικών µεθόδων, εξετάζοντας τη δέσµευση εξωγενών 

υποκαταστατών όπως το CO, το CN- και το ΝΟ.1-27 Καθώς, το ενεργό κέντρο της ba3 

οξειδάσης παρουσιάζει ασυνήθιστες ιδιότητες ως προς τη δέσµευση υποκαταστατών, η 

ba3 οξειδάση καθίσταται µοναδική ανάµεσα στις αιµοχαλκοξειδάσες.28-30 Ως εκ τούτου, 

κρίνεται απαραίτητη η εκτεταµένη µελέτη και ανάλυση της δυναµικής δέσµευσης των 

υποκαταστατών στο ενεργό της κέντρο. 

Με τη χρήση φασµατοσκοπιών απορρόφησης UV/Vis, RR, ηλεκτρονικού παραµαγνητικού 

συντονισµού (EPR) και Εlectron Νuclear Double Resonance (ENDOR) µελετήθηκε η 

αντίδραση της ba3 οξειδάσης µε το CN-.15-17 Οι µελέτες έδειξαν ότι η ba3 οξειδάση 

αντιδρά αργά µε περίσσεια HCN σε pH 7,4 και σχηµατίζει µια µορφή όπου τα 

οξειδοαναγωγικά κέντρα CuA, χαµηλού σπιν αίµης b και CuB παραµένουν στην 

οξειδωµένη τους µορφή ενώ η υψηλού σπιν αίµη a3 ανάγεται από ένα ηλεκτρόνιο. Το 

ηλεκτρόνιο πιθανότατα παρέχεται από το CN-, το οποίο οξειδώνεται σχηµατίζοντας 

κυανογόνο.17 Έχει προταθεί ότι το προϊόν που σχηµατίζεται από αυτήν την αντίδραση 

είναι το σύµπλοκο αίµης a3 Fe2+-CN⋅CuB
2+-CN, όπου ένα άτοµο CN- δεσµεύεται µέσω του 

ατόµου του άνθρακα στο Fe2+ της αίµης a3, ο οποίος λαµβάνει χαµηλού σπιν διάταξη (S = 

0). Επίσης, προτάθηκε ότι ο CuB έχει τέσσερις υποκαταστάτες ιστιδίνης σε ισηµερινή θέση 

καθιστώντας τις αξονικές θέσεις ελεύθερες για τη δέσµευση ενός δεύτερου ιόντος CN-.17 

Η υπόθεση των τεσσάρων υποκαταστών ιστιδίνης καταρρίφθηκε µε την επίλυση της 

κρυσταλλικής δοµής της ba3 οξειδάσης όπου βρέθηκε ότι ο CuB έχει µόνο τρεις 

υποκαταστάτες ιστιδίνης.31 Ο σχηµατισµός γέφυρας µεταξύ του CN- και των δύο 

µετάλλων φαίνεται να είναι ασθενής ή να µην σχηµατίζεται καθόλου.17 

Η δέσµευση του CN- µελετήθηκε σε διαφορετικές οξειδωτικές καταστάσεις των 

αιµοχαλκοξειδασών µε τις φασµατοσκοπίες FTIR και RR.6-7, 21-27 Στην οξειδωµένη µορφή 

της ba3 οξειδάσης παρατηρήθηκε ότι δεν πραγµατοποιείται δέσµευση του CN-. Αυτό 

βρίσκεται σε αντίθεση µε τις υπόλοιπες αιµοχαλκοξειδάσες, στις οποίες προσθήκη CN- 

στο οξειδωµένο ένζυµο οδηγεί στο σχηµατισµό του χαµηλού σπιν αίµης Fe3+-CN-CuB
2+ 

συµπλόκου.6, 15-17, 23-25 Τα παράγωγα των ανηγµένων µορφών των οξειδασών µε το CN- 

παρουσιάζουν διαφορές και οι µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί έχουν δώσει 

αντιφατικά αποτελέσµατα. Μετά από µελέτη µε τη φασµατοσκοπία FTIR, αναφέρθηκαν οι 

δονήσεις στους 2058 και 2045 cm-1 για την ανηγµένη βόεια κυτοχρωµική οξειδάση. Στο 
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µερικώς ανηγµένο ένζυµο, οι δονήσεις στους 2131 και 2093 cm-1 αποδόθηκαν σε 

οξειδοαναγωγικές αλλαγές του κέντρου αίµης Fe-CuΒ ή σε αλλαγή στην κατάσταση 

πρωτονίωσης.22, 24 Aξιοσηµείωτη, είναι η αναφορά των δονήσεων που παρατηρήθηκαν σε 

υψηλές συγκεντρώσεις CN- στους 2093 και 2037 cm-1, οι οποίες αποδώθηκαν στη 

δέσµεση ενός δεύτερου µορίου CN- στο CuB.22 Υπάρχουν επίσης, µερικά ενδιαφέροντα 

δεδοµένα σχετικά µε τις ιδιότητες δέσµευσης του CN- στο διπυρηνικό κέντρο των bo3 και 

ba3 οξειδασών. Στο παράγωγο της ανηγµένης bo3 µε το CN-, η δόνηση ν(CN) 

παρατηρήθηκε στους 2035 cm-1.25 Η συχνότητα της δόνησης είναι 23 cm-1 µικρότερη από 

την αντίστοιχη στο παράγωγο της βόειας οξειδάσης και φαίνεται να προκύπτει από το 

διαφορετικό χαρακτήρα δέσµευσης του CN- στο διµεταλλικό κέντρο της bo3 οξειδάσης. Η 

διαφοροποίηση της δόνησης τάσης C-N(Fe), η οποία παρατηρείται στους 2058 cm-1 κατά 

τη δέσµευση του υποκαταστάτη στην αίµη a3
2+ της βόειας οξειδάσης και στους 2035 cm-1 

στην αίµη o3
2+ της bo3 οξειδάσης, προτείνει ότι υπάρχει σηµαντική διαφορά στο ενεργό 

κέντρο των a3
2+/CuB

+ και ο3
2+/CuB

+ κατά τη δέσµευση του CN-.7  

Σύµφωνα µε µελέτη της αντίδρασης της ba3 oξειδάσης µε το CN- µε τη φασµατοσκοπία 

RR, το σύµπλοκο Fe2+-CN χαρακτηρίζεται από τις δονήσεις στους 512, 485 και 473 cm-1 

όταν ο Fe της αίµης a3 βρίσκεται στην ανηγµένη µορφή ενώ τα υπόλοιπα µέταλλα 

βρίσκονται στην οξειδωµένη µορφή (CuB
2+, CuA

2+, b3+).15 Με βάση την ισοτοπική 

αντικατάσταση η δόνηση στους 512 cm-1 αποδόθηκε στη δόνηση τάσης του δεσµού Fe-C, 

ενώ οι δονήσεις στους 485 και 473 cm-1 σε δονήσεις κάµψης του δεσµού Fe-C-N.15 Οι 

δονήσεις αυτές παραµένουν οι ίδιες ή αλλάζουν ελάχιστα µε αναγωγή των υπόλοιπων 

µετάλλων, υποδηλώνοντας ότι η δοµή του συµπλόκου αίµης a3 Fe2+-CN- παραµένει 

αµετάβλητη και δεν επηρεάζεται από την οξειδωτική κατάσταση των υπόλοιπων 

µετάλλων.15-16 Στην περίπτωση του συµπλόκου της ανηγµένης βόειας aa3 οξειδάσης µε το 

CN- παρατηρήθηκαν µόνο δύο ισοτοπικά ευαίσθητες δονήσεις στους 503 και 469 cm-1 

αποδιδόµενες στις δονήσεις κάµψης δ(Fe-C-N) και τάσης ν(Fe-C), αντίστοιχα.15 Σύγκριση 

των αποτελεσµάτων από τις δύο πρωτεΐνες, έδειξε ότι η σειρά των δονήσεων τάσης και 

κάµψης των παραγώγων της aa3 οξειδάσης είναι αντίστροφες από αυτές των παραγώγων 

της ba3 οξειδάσης. Η δόνηση τάσης, στο παράγωγο του CN- του βακτηριακού ενζύµου, 

εµφανίζεται σε µεγαλύτερη συχνότητα απ’ ότι οι δύο δονήσεις κάµψεις, ενώ στο ένζυµο 

από θηλαστικά η δόνηση κάµψης παρατηρείται σε µεγαλύτερη συχνότητα από τη δόνηση 

τάσης. Η σηµαντική αυτή παρατήρηση επισηµαίνει ότι η γεωµετρία του δεσµού Fe-C-N 

είναι διαφορετική στα παράγωγα των δύο ενζύµων. Στην περίπτωση της ba3 οξειδάσης, η 

γωνιά Fe-C-N είναι 180ο και είναι γραµµική ενώ στην aa3 οξειδάση έχει βρεθεί ότι έχει 
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γωνία 170ο. Τα γραµµικά σύµπλοκα έχουν την τάση να παρουσιάζουν δονήσεις τάσης σε 

µεγαλύτερες συχνότητες από τις δονήσεις κάµψης ενώ τα σύµπλοκα που αποκλίνουν από 

τη γραµµικότητα παρουσιάζουν το αντίθετο µοτίβο στις ανάλογες συχνότητες.15 Εκτός 

από τη γραµµικότητα του συµπλόκου, τις δονήσεις τάσης και κάµψης, επηρεάζει και η 

ισχύς του δεσµού µετάλλου-υποκαταστάτη. Ο Kim και οι συνεργάτες του µελέτησαν την 

ισχύ του δεσµού µετάλλου-υποκαταστάτη στο σύµπλοκο αίµης a3 Fe2+-CN- στην ba3 

οξειδάση. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι ο δεσµός Fe-C στο σύµπλοκο παρουσιάζει 

σχετικά υψηλή ισχύ και επιβεβαιώνει την εµφάνιση της δόνησης τάσης σε µεγαλύτερες 

συχνότητες από αυτές των δονήσεων κάµψης.15 

Στην παρούσα εργασία µελετήθηκαν µε τη φασµατοσκοπία FTIR οι αντιδράσεις της 

οξειδωµένης και ανηγµένης ba3 οξειδάσης µε το CN-, όπως επίσης τα φάσµατα διαφοράς 

φωτεινό-µείον-σκοτεινό των σχηµατιζόµενων συµπλόκων και συγκρίθηκαν µε τα 

δονητικά χαρακτηριστικά των παραγώγων του CN- που αναφέρθηκαν προηγουµένως για 

τις aa3 και bo3 οξειδάσες. Κατά την προσθήκη CN- στην οξειδωµένη ba3 οξειδάση 

παρατηρήθηκε ο σχηµατισµός γέφυρας (αίµης α3 Fe3+-C≡N-CuB
2+), η οποία 

αντικαθίσταται από το φωτοευαίσθητο σύµπλοκο αίµης a3 Fe2+-CN-. Η φωτόλυση του 

συµπλόκου αίµης a3 Fe2+-CN- οδηγεί στο σχηµατισµό του µεταβατικού συµπλόκου CuB
2+-

CN-. Η ανίχνευση των µεταβατικών συµπλόκων αίµης a3 Fe2+/CuB
2+-CN- και αίµης a3 

Fe2+/CuB
+-CΟ επιτρέπει το χαρακτηρισµό του µεταλλικού κέντρου της ba3 οξειδάσης στην 

ανηγµένη κατάσταση (Fe2+/CuB
+) και στην κατάσταση µεικτού σθένους (Fe2+/CuB

2+). 

 

5.2 Αποτελέσµατα 

Το φάσµα οπτικής απορρόφησης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης (Σχήµα 5.2.1, πλαίσιο Α, 

φάσµα a) παρουσιάζει µέγιστα απορρόφησης στην περιοχή Soret στα 414 nm και στη 

ζώνη Q στα 535, 562 και 660 nm. Στο φάσµα του συµπλόκου της αντίδρασης της 

οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το CN- (Σχήµα 5.2.1, πλαίσιο A, φάσµα b) εµφανίζονται 

Soret µέγιστα στα 414 και 439 nm και στην περιοχή των Q-bands στα 538 και 590 nm. Η 

ανηγµένη, από διθειονικά, ba3 οξειδάση (Σχήµα 5.2.1 πλαίσιο B, φάσµα a) εµφανίζει 

µέγιστα απορρόφησης στην περιοχή Soret στα 426 nm, οφειλόµενο στην αίµη b2+ και στα 

442 nm, οφειλόµενο στην αίµη a3
2+. Επίσης, στη ζώνη Q παρουσιάζονται µέγιστα στα 

530/559 nm για την αίµη b2+ και στα 612 nm για την αίµη a3
2+. Στο σύµπλοκο της 

ανηγµένης ba3-CN- (Σχήµα 5.2.1, πλαίσιο B, φάσµα b) παρατηρούνται Soret µέγιστα στα 

426 και 440 nm και στη ζώνη Q στα 530, 559 και 591 nm. Οι κορυφές που παρατηρούνται 

στα 439/590 nm στην αντίδραση της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το CN- και οι κορυφές 
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στα 440/591 nm στην αντίδραση της ανηγµένης ba3 οξειδάσης µε το CN-, υποδεικνύουν το 

σχηµατισµό ενός χαµηλού σπιν εξα-υποκατεστηµένης αίµης a3
 Fe2+-CN- συµπλόκου, το 

οποίο βρίσκεται σε συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες.17 

 

 
 

Σχήµα 5.2.1: Φάσµατα οπτικής απορρόφησης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης (πλαίσιο A, φάσµα a), της 

αντίδρασης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το CN- (πλαίσιο Α, φάσµα b), της ανηγµένης ba3 οξειδάσης 

(πλαίσιο B, φάσµα a) και της αντίδρασης της ανηγµένης ba3 οξειδάσης µε το CN- (πλαίσιο B, φάσµα b) σε 

pH 7,5. 
 

Στο σχήµα 5.2.2 παρουσιάζονται τα φάσµατα FTIR της χρονικής εξέλιξης της αντίδρασης 

της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το CN-, σε χρόνους 2, 4, 8, 18 και 24 ωρών (φάσµατα 

Α-Ε) µετά την προσθήκη CN- στο οξειδωµένο ένζυµο, σε pH 7,5. Στο ένθετο 

απεικονίζονται τα αντίστοιχα φάσµατα οπτικής απορρόφησης της αντίδρασης, ενώ το 

φάσµα F αναφέρεται στο φάσµα της αντίδρασης που λήφθηκε 8 ώρες µετά την προσθήκη 
13C14N-. Οι δονήσεις στους 2152 και 2075 cm-1 που παρατηρούνται στα φάσµατα Α-Ε 

µετατοπίζονται στους 2106 και 2032 cm-1, αντίστoιχα, στο φάσµα F, καθώς αυξάνεται η 

µάζα του CN-. Η συχνότητα και η ισοτοπική µετατόπιση της δόνησης στους 2152 cm-1 

είναι παρόµοια µε αυτή που παρατηρήθηκε στην πλειονότητα των αιµοχαλκοξειδασών και 

έχει αποδοθεί στο σχηµατισµό δοµής γέφυρας Fe3+-C≡N-CuB
2+ µεταξύ του κυανίου και 

των δύο µετάλλων του ενεργού κέντρου.22-24 Η παρατήρηση αυτή υποδηλώνει το 

σχηµατισµό ανάλογης γέφυρας, αίµης a3 Fe3+-C≡N-CuB
2+ στην ba3 οξειδάση. Η ένταση 

της δόνησης στους 2152 cm-1 είναι ασθενής, σε σύγκριση µε την ένταση της δόνησης 
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στους 2075 cm-1, και εξαφανίζεται σε µεταγενέστερους χρόνους (φάσµα Ε). Με βάση τη 

συχνότητα και την ισοτοπική µετατόπιση, η δόνηση στους 2075 cm-1 αποδίδεται στη 

δόνηση τάσης του δεσµού C-N όταν το CN- βρίσκεται δεσµευµένο στο Fe2+ της αίµης a3. 

Αυτό βρίσκεται σε συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες Raman που αναφέρουν τις 

δονήσεις v(Fe2+-CN) και δ(Fe2+-C-N) στην αντίδραση του οξειδωµένου ενζύµου µε το CN- 

επισηµαίνοντας ότι η αίµη a3 ανάγεται κατά την αντίδραση.15-17  

 

 
 

Σχήµα 5.2.2: Φάσµατα FTIR της χρονικής εξέλιξης της αντίδρασης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το 
12C14N- σε χρόνους 2, 4, 8, 18 και 24 ωρών (φάσµατα Α-Ε) µετά την προσθήκη CN- στο οξειδωµένο ένζυµο, 

σε pH 7,5. Το φάσµα F αναφέρεται στην αντίδραση µε το 13C14N-, 8 ώρες µετά την προσθήκη CN- στο 

οξειδωµένο ένζυµο. Το ένθετο απεικονίζει τα αντίστοιχα, σε χρόνους, φάσµατα οπτικής απορρόφησης. 
 

Τα φάσµατα FTIR των αντιδράσεων της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το CN- σε εύρος 

pH 5,5-9,5 και σε pD 7,5 παρουσιάζονται στο σχήµα 5.2.3. Το φάσµα Α αναφέρεται στο 

παράγωγο ba3-12C14N- σε pH 5,5 και εµφανίζει µια δόνηση στους 2074 cm-1, η οποία 

µετατοπίζεται στους 2075 cm-1 σε pH 7,5 (φάσµα Β), pH 9,5 (φάσµα F) και pD 7,5 
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(φάσµα G). Επίσης, η δόνηση στους 2075 cm-1 µετατοπίζεται στους 2032 cm-1 στο φάσµα 

του παραγώγου µε το 13C14N- (φάσµα C), στους 2042 cm-1 στο παράγωγο µε το 12C15N- 

(φάσµα D) και στους 1999 cm-1 στο παράγωγο µε το 13C15N- (φάσµα Ε). 

 

 
 

Σχήµα 5.2.3: Φάσµατα FTIR της αντίδρασης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το 12C14N- σε pH 5,5 

(φάσµα Α), pH 7,5 (φάσµα Β), pH 9,5 (φάσµα F) και pD 7,5 (φάσµα G), που λήφθηκαν 24 ώρες µετά την 

προσθήκη CN- στο οξειδωµένο ένζυµο. Τα παράγωγα µε το 13C14N-, το 12C15N- και το 13C15N- φαίνονται στα 

φάσµατα C, D και E αντίστοιχα. Το ένθετο παρουσιάζει τα φάσµατα της αντίδρασης της ανηγµένης ba3 

οξειδάσης µε το 12C14N- (φάσµα a) και το 13C14N- (φάσµα b) σε pH 7,5. 

 

Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, η συχνότητα της δόνησης και η ισοτοπική της 

µετατόπιση, επιτρέπει την απόδοσή της στη δόνηση τάσης του δεσµού C-N στο σύµπλοκο 

αίµης a3 Fe2+-CN. Στο ένθετο παρουσιάζονται τα φάσµατα FTIR των παραγώγων της 

ανηγµένης ba3 οξειδάσης µε το 12C14N- (φάσµα a) και το 13C14N- (φάσµα b) σε pH 7,5, 

όπου εµφανίζεται η δόνηση v(C-N) του παραγώγου αίµης a3 Fe2+-CN στους 2074 cm-1.  
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Στο σχήµα 5.2.4 απεικονίζονται τα φάσµατα FTIR διαφοράς φωτεινό-µείον-σκοτεινό των 

παραγώγων της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το 12C14N- σε pH 5,5 (φάσµα Α), pH 7,5 

(φάσµα Β), pH 9,5 (φάσµα F) και pD 7,5 (φάσµα G).  

 

 
 

Σχήµα 5.2.4: Φάσµατα FTIR διαφοράς φωτεινό-µείον-σκοτεινό των παραγώγων της οξειδωµένης ba3 

οξειδάσης µε το 12C14N- σε pH 5,5 (φάσµα Α), pH 7,5 (φάσµα Β), pH 9,5 (φάσµα F) και pD 7,5 (φάσµα G). 

Τα φάσµατα διαφοράς φωτεινό-µείον-σκοτεινό των παραγώγων µε το 13C14N-, το 12C15N- και το 13C15N- 

φαίνονται στα φάσµατα C, D και E, αντίστοιχα. Τα φάσµατα Η και I παρουσιάζουν τα φάσµατα διαφοράς 

φωτεινό-µείον-σκοτεινό των παραγώγων της ανηγµένης ba3 οξειδάσης µε το 12C14N- και το CO, αντίστοιχα. 

Το µήκος κύµατος της ακτινοβολίας για τη φωτόλυση των παραγώγων ήταν στα 447 nm και η ενέργεια της 

ακτινοβολίας στο δείγµα στα 30 mW. 

 

Η αρνητική κορυφή στους 2074 cm-1 στο φάσµα Α και στους 2075 cm-1 στα φάσµατα B, F 

και G, υποδεικνύει ότι το CN- αποδεσµεύεται από το Fe2+ της αίµης a3, ενώ η ταυτόχρονη 

εµφάνιση της θετικής κορυφής στους 2146 cm-1 αποδίδεται στο σχηµατισµό του 

µεταβατικού συµπλόκου CuB
2+-CN-. Η δόνηση στους 2146 cm-1 µετατοπίζεται στους 2101 
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cm-1 στο φωτοπαράγωγο ba3-13C14N- (φάσµα C) και στους 2114 και 2068 cm-1 στα 

φωτοπαράγωγα ba3-12C15N- (φάσµα D) και ba3-13C15N- (φάσµα E), αντίστοιχα. Η 

συχνότητα της δόνησης στους 2146 cm-1, υποδεικνύει ότι ο CuB παραµένει στην 

οξειδωµένη του µορφή, καθώς έχει αναφερθεί ότι οι δονήσεις v(CuΒ+C-N) εµφανίζονται 

στους 2037 και 2093 cm-1.22 Το ποσοστό σχηµατισµού του φωτοπροϊόντος ήταν 30% για 

τα παράγωγα της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το CN-. Το φάσµα Η αναφέρεται στο 

φάσµα FTIR διαφοράς φωτεινό-µειον-σκοτεινό του παραγώγου της ανηγµένης ba3-CN-. Η 

ένταση της αρνητικής κορυφής στους 2074 cm-1 είναι πολύ µικρή (5% σε σύγκριση µε το 

αρχικό φάσµα), υποδηλώνοντας ότι το φωτοπαράγωγο σχηµατίζεται σε πολύ χαµηλό 

ποσοστό. Συγκριτικά, παρατίθεται το φάσµα FTIR διαφοράς φωτεινό-µείον-σκοτεινό του 

παραγώγου της ανηγµένης ba3 οξειδάσης µε το CO, το οποίο δείχνει τη µεταφορά του CO 

από το Fe2+ της αίµη a3 (αρνητικές κορυφές στους 1973 και 1982 cm-1) στο CuB
+ (θετική 

κορυφή στους 2054 cm-1) κατά τη φωτόλυση του παραγώγου µε ακτινοβολία στα 447 nm. 

 

5.3 Συζήτηση 

Η ba3 οξειδάση παρουσιάζει σηµαντικές διαφορές, όσον αφορά τις ιδιότητες δέσµευσης 

υποκαταστατών, σε σύγκριση µε άλλες αιµοχαλκοξειδάσες. Παρόλ’ αυτά, η συχνότητα 

της δόνησης στους 2152 cm-1 είναι παρόµοια µε τις συχνότητες των δονήσεων που 

παρατηρήθηκαν στην πλειονότητα των αιµοχαλκοξειδασών και έχουν αποδοθεί σε 

σχηµατισµό δοµής γέφυρας Fe3+-C≡N-CuB
2+, µε βάση πειράµατα ισοτοπικής 

αντικατάστασης.6, 22-24 Όπως φαίνεται στο σχήµα 5.2.3 (φάσµατα A, B, F, G), η συχνότητα 

της δόνησης v(CN) στο σύµπλοκο αίµης a3 Fe2+-CN- παραµένει ανεπηρέαστη σε εύρος pH 

5,5-9,5 και µε ανταλλαγή Η/D, υποδηλώνoντας ότι οι οµάδες που βρίσκονται πλησίον του 

CN-, δεν υφίστανται αλλαγές στην κατάσταση πρωτονίωσής τους κατά τις πειραµατικές 

µας συνθήκες. Επίσης, παρατηρείται ότι η συχνότητα της δόνησης v(CN) στο σύµπλοκο 

αίµης a3 Fe2+-CN- είναι 16 και 37 cm-1 µεγαλύτερη από τις παρατηρούµενες δονήσεις των 

αντίστοιχων συµπλόκων στις aa3 και bo3 οξειδάσες.22, 25 Όπως φαίνεται, υπάρχει µεγάλη 

διαφορά στη συχνότητα των ισοτοπικά ευαίσθητων δονήσεων του CN- στα σύµπλοκα των 

ανηγµένων αιµών a3 και o3 µε το CN-, παρόλο που οι συχνότητες των δονήσεων της δοµής 

γέφυρας στο οξειδωµένο ένζυµο παρουσιάζουν σηµαντική οµοιότητα. Ως εκ τούτου, 

προκύπτει ότι η περιοχή της αίµης και της ιστιδίνης στην πέµπτη θέση ένταξης (εγγύς 

ιστιδίνη) στην ba3 οξειδάση, υφίσταται σηµαντικές αλλαγές σε σύγκριση µε τις 

αιµοχαλκοξειδάσες από θηλαστικά και από το βακτήριο E.coli, αλλαγές οι οποίες 

επηρεάζουν τη συχνότητα του δεσµευµένου CN-. 
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Η εγγύς ιστιδίνη αποτελεί καλό σ και π δότη ηλεκτρονίων προς το Fe2+ της αίµης, ενώ η 

αίµη είναι π δέκτης. Το CN- είναι ασθενής π δέκτης και καλός σ δότης. Η δονητική 

ανάλυση προβλέπει ότι, µε εξασθένηση του τρανς-αξονικού δεσµού του υποκαταστάτη 

αναµένεται να προκληθεί ισχυρή σ συνεισφορά προς το CN- µέσω τρανς επίδρασης. 

Αναλόγως, η ασθενής π συνεισφορά από την εγγύς ιστιδίνη θα τείνει να εξασθενήσει τον 

dπ δεσµό επαναφοράς του συµπλόκου Fe-CN-, οδηγώντας έτσι σε αύξηση της συχνότητας 

της δόνησης v(CN).7, 15-16 Εποµένως, οι κύριοι παράγοντες που συµβάλλουν στην 

εµφάνιση της δόνησης του δεσµευµένου CN- στην ba3 οξειδάση σε µεγαλύτερες 

συχνότητες σε σύγκριση µε τις ανάλογες δονήσεις στις aa3 και bo3 οξειδάσες είναι: α) οι 

αλληλεπιδράσεις της εγγύς ιστιδίνης µε το περιβάλλον της πρωτεΐνης, οι οποίες 

επηρεάζουν σηµαντικά τη βασικότητα της ιστιδίνης και β) η αποµάκρυνση ηλεκτρονιακής 

πυκνότητας από τις φορµυλοµάδες της αίµης a3, καθώς επίσης και η κατάσταση 

πρωτονίωσης των προπιονικών οµάδων της αίµης a3 κατά τη δέσµευση του 

υποκαταστάτη.15-16, 32-33 Επιπλέον, αυτοί οι παράγοντες, µπορούν να επηρεάσουν την 

ηλεκτρονιακή πυκνότητα του Fe της αίµης, κάνοντάς τον φτωχότερο ηλεκτρονιακά και ως 

εκ τούτου πιο ευαίσθητο στο να αυτοαναχθεί από το CN-.16 Εποµένως, η αρχικά 

σχηµατιζόµενη δοµή γέφυρας Fe3+-C≡N-CuB
2+, µετατρέπεται στο σύµπλοκο αίµης a3 Fe2+-

CN- λόγω των ιδιοτήτων του Fe της αίµης που αναφέρθηκαν πιο πάνω, µε το CuB
2+ να µη 

συµµετέχει πλέον στην αντίδραση. Συγκρίνοντας τη συχνότητα της δόνησης v(CN) του 

συµπλόκου απο την αντίδραση µε το οξειδωµένο ένζυµο (a3 Fe2+-CN-/CuB
2+) (Σχήµα 

5.2.3, φάσµα Β) µε τη συχνότητα της δόνησης του συµπλόκου από την αντίδραση µε το 

ανηγµένο ένζυµο (a3 Fe2+-CN-/CuB
+) (Σχήµα 5.2.3, φάσµα b, ένθετο) παρατηρείται ότι 

είναι η ίδια.  Αυτό δείχνει ότι η οξειδωτική κατάσταση του CuB δεν επηρεάζει την ισχύ 

του συµπλόκου αίµης a3 Fe2+-CN-, καθώς επίσης ότι η επίδραση της εγγύς ιστιδίνης είναι η 

ίδια, ανεξάρτητα από τον τρόπο σχηµατισµού του συµπλόκου αίµης a3 Fe2+-CN-.  

Στον πίνακα 5.3.1 συνοψίζονται οι συχνότητες των δονήσεων του δεσµευµένου CN- στο 

Cu+ και Cu2+ στις αιµοχαλκοξειδάσες, στις αναγωγάσες των νιτρωδών που περιέχουν Cu 

στο ενεργό τους κέντρο (CuNiR) και σε µοντέλα χαλκού.22, 34-35 Μια προσεκτική 

αξιολόγηση των συχνοτήτων της δόνησης v(CN) προτείνει ότι, η δόνηση που 

παρατηρείται στους 2146 cm-1 οφείλεται στο σχηµατισµό του µεταβατικού συµπλόκου 

CuB
2+-CN-. Οι παρατηρούµενες δονήσεις για το σύµπλοκο CuB

+-CN- στις 

αιµοχαλκοξειδάσες, τις αναγωγάσες των νιτρωδών και σε µοντέλα χαλκού κυµαίνονται 

µεταξύ των 2037 µε 2093 cm-1.22, 34 Επίσης, τα φάσµατα υπερύθρου του στερεού 

κυανιούχου χαλκού (CuCN) παρουσιάζουν τη δόνηση v(CN) στους 2170 cm-1.35  
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Πίνακας 5.3.1: Συχνότητες των δονήσεων τάσης (cm-1) του δεσµού C-N στα σύµπλοκα Cu+-CN- και     

Cu2+-CN-. 

 12C14N- 12C15N- 13C14N- 13C15N- 

Συχνότητες δονήσεων τάσης C-N των συµπλόκων Cu1+-CN- 

Βόεια aa3 οξειδάση22 2093 2060 2049 2016 

 2037 2006 1995 1964 

Αναγωγάση των νιτρωδών (Alcaligenes faecalis)a 2065    

(Et4N)[Cu(HB(Me2pz)3(CN)]34 2077    

Συχνότητες δονήσεων τάσης C-N των συµπλόκων Cu2+-CN- 

Υπεροξειδική δισµουτάση Cu/Zn35 2137    

[Cu(Npy3)(CN)]34 2142    

ba3 οξειδάση (T. Thermophilus)b 2146 2114 2101 2068 
aPinakoulaki et al, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα. bΠαρούσα εργασία 

 

Προηγούµενες µελέτες έδειξαν ότι, όταν το CN- δεσµεύεται στο Cu µέσω του ατόµου του 

άνθρακα, επηρεάζεται από τους υποκαταστάτες ιστιδίνης του Cu και έτσι µπορούν να 

ληφθούν πληροφορίες για την κατάσταση υποκατάστασης του Cu. Η σχέση µεταξύ της 

συχνότητας της δόνησης v(CN) και του περιβάλλοντος υποκατάστασης του Cu 

καθορίζεται από τον τρόπο δέσµευσης του CN- στο Cu. Ο δεσµός Cu-C σχηµατίζεται από 

την παροχή δύο ηλεκτρονίων που εντοπίζονται στο άτοµο του άνθρακα. Καθώς το CN- 

είναι καλός σ δότης και ασθενής π δέκτης, τα δύο ηλεκτρόνια που είναι ασθενώς 

αντιδεσµικά στον ελεύθερο υποκαταστάστη, µετατρέπονται σε δεσµικά κατά τη δέσµευση 

του στο Cu. Συνεπώς, η συχνότητα δόνησης του CN- αναµένεται να αυξηθεί κατά τη 

δέσµευση του στο CuB
2+. Η συχνότητα θα αυξάνεται όσο µεγαλύτερη είναι η βασικότητα 

ή η σ συνεισφορά από τους υποκαταστάτες ιστιδίνης του CuB.34 Όπως παρατηρείται, η 

συχνότητα του δεσµευµένου CN- στο CuB
2+ εµφανίζεται στους 2146 cm-1, που είναι 66     

cm-1 υψηλότερη από αυτή του ελεύθερου CN-. Η κορυφή στους 2146 cm-1 είναι παρόµοια 

µε αυτή που παρατηρείται στην υπεροξειδική δισµουτάση Cu/Zn στους 2137 cm-1 και στο 

µοντέλο χαλκού [Cu(Npyr3)(CN)] στους 2142 cm-1, το οποίο µιµείται τις αλληλεπιδράσεις 

του CN- µε το Cu στις αιµοχαλκοξειδάσες.34-35  

Με βάση τη συχνότητα της δόνησης v(CN) στο σύµπλοκο CuB
2+-CN- µπορούν να ληφθούν 

δοµικές πληροφορίες για τους υποκαταστάτες ιστιδίνης του CuB όταν ο CuB βρίσκεται 

στην οξειδωµένη του µορφή (Σχήµα 8.2.4, φάσµατα Α-G), όπως επίσης και όταν βρίσκεται 

στην ανηγµένη του µορφή από το σύµπλοκο CuB
+-CO µε βάση τη συχνότητα της δόνησης 

v(CO) (Σχήµα 8.2.4, φάσµα Η). Εάν πραγµατοποιόταν αλλαγή στην κατάσταση 
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πρωτονίωσης ενός από τους υποκαταστάτες ιστιδίνης του CuB, τότε θα επηρεάζονταν η 

βασικότητα τους και ως εκ τούτου η συχνότητα δόνησης του δεσµευµένου CN-. Ωστόσο, η 

συχνότητα δόνησης του CN- παραµένει ανεπηρέαστη µετά από ανταλλαγή Η2O/D2O και 

σε εύρος pH 5,5-9,5, υποδεικνύοντας ότι το περιβάλλον των υποκαστατών ιστιδίνης και 

του CuB είναι άκαµπτο και δεν υπόκειται σε δοµικές µεταβολές που να σχετίζονται µε 

αλλαγές στην κατάσταση πρωτονίωσης των υποκαταστατών ιστιδίνης του CuB
2+. 

Παρόµοια συµπεράσµατα εξήχθησαν και στην περίπτωση του συµπλόκου CuB
+-CO.3-4 Ως 

εκ τούτου, το περιβάλλον του CuB και των υποκαταστατών ιστιδίνης είναι άκαµπτο και 

στις δύο οξειδωτικές καταστάσεις του µετάλλου.  

Η µελέτη της δυναµικής δέσµευσης και αποδέσµευσης του υποκαταστάτη στις 

αιµοχαλκοξειδάσες, µπορεί να παρέχει σηµαντικές πληροφορίες για τη δραστικότητα του 

ενεργού κέντρου, καθώς επίσης και πληροφορίες για το πως ελέγχει η πρωτεΐνη τη 

δραστικότητα και την πορεία που ακολουθεί ο υποκαταστάστης. Η πορεία που ακολουθεί 

ο υποκαταστάτης στις αιµοχαλκοξειδάσες µπορεί να µελετηθεί µε τη χρήση 

υποκαταστατών όπως CO, O2, NO και CN- και µετά από φωτόλυση του δεσµού Fe-

υποκαταστάτη. Μετά τη φωτόλυση, ο υποκαταστάτης είτε θα επαναδεσµευτεί γρήγορα 

στο Fe, είτε θα δεσµευτεί µεταβατικά στο CuB και στη συνέχεια θα επαναδεσµευτεί πίσω 

στο Fe. Η αργή επαναδέσµευση εξαρτάται από τη δραστικότητα του υποκαταστάτη µε το 

Fe της αίµης και την ικανότητά του να δεσµεύεται στο CuB ή να διαχέεται µακριά από το 

διµεταλλικό κέντρο. Ο ρόλος του CuB µετά τη φωτόλυση έχει µελετηθεί κατά τη δέσµευση 

του CO στην ba3 οξειδάση.1-4 Τα δεδοµένα που λήφθηκαν από τη µελέτη της 

θερµοδυναµικής και της κινητικής δέσµευσης/επαναδέσµευσης του CO δείχνουν ότι 

υπάρχει σηµαντική χηµική διαφορά µεταξύ της ba3 οξειδάσης και των υπόλοιπων 

αιµοχαλκοξειδασών.29-30 

Στα φάσµατα FTIR φωτόλυσης που παρουσιάζονται στο σχήµα 5.2.4 (φάσµατα A-G) 

φαίνονται οι διαφορές µεταξύ του µεικτού σθένους a3 Fe2+/CuB
2+ ενεργού κέντρου όταν το 

CN- βρίσκεται δεσµευµένο στο Fe της αίµης και του µεικτού σθένους a3 Fe2+/CuB
2+ 

ενεργού κέντρου όταν το CN- βρίσκεται δεσµευµένο στο CuB
2+. Από αυτά προκύπτει ότι 

δεν υπάρχει οποιοδήποτε εµπόδιο που να επηρεάζει τη µεταφορά του CN- από τo Fe2+ της 

αίµης a3 στο CuB
2+. Το αντίστοιχo φάσµα FTIR φωτόλυσης του παραγώγου της ανηγµένης 

ba3 οξειδάσης µε το CN- (φάσµα Η), δείχνει τη διαφορά που υπάρχει µεταξύ του 

ανηγµένου ενζύµου, όταν το CN- είναι δεσµευµένο στο Fe2+ της αίµης και του ανηγµένου 

ενζύµου όταν το CN- δεν είναι δεσµευµένο. Εποµένως, η µεταφορά του CN- από το ένα 

µέταλλο στο άλλο (τα δύο µέταλλα απέχουν µεταξύ τους 4-5 Å) πραγµατοποιείται µόνο 
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στην περίπτωση που το διµεταλλικό κέντρο βρίσκεται στην κατάσταση µεικτού σθένους. 

Η φωτόλυση του παραγώγου του CN- στο µεικτού σθένους ένζυµο a3 Fe2+-CN-/CuB
2+ 

διαφέρει από αυτή στο παράγωγο του ανηγµένου ενζύµου a3 Fe2+-CN-/CuB
+ και η 

επαναδέσµευση του CN- πίσω στο Fe της αίµης είναι ουσιαστικά πιο αργή στην πρώτη 

περίπτωση. Η διαφορετική συγγένεια που παρουσιάζει ο CuB
2+ έναντι του CuB

+ ως προς το 

CN- µπορεί να προταθεί ως το στάδιο που περιορίζει τη γρήγορη επαναδέσµευση του CN-. 

Στο σχήµα 5.3.1 παρουσιάζεται σχηµατική απεικόνιση των δοµών του δεσµευµένου µε 

CN- ενεργού κέντρου και του φωτοπροϊόντος. H παρατηρούµενη φωτοχηµική 

δραστικότητα προκαλεί έκπληξη και δεν ήταν κάτι που αναµενόταν. 

 

 
 

Σχήµα 5.3.1: Σχηµατική απεικόνιση των δοµών του δεσµευµένου CN- στην ba3 οξειδάση και του προϊόντος 

φωτόλυσης.  

 

Συνοψίζοντας, κατά την προσθήκη CN- στην οξειδωµένη ba3 οξειδάση, σχηµατίζεται 

γέφυρα αίµης a3 Fe3+-C≡N-CuB
2+ µεταξύ του κυανίου και των δύο µετάλλων του ενεργού 

κέντρου, η οποία στη συνέχεια αντικαθίσταται από το φωτοευαίσθητο σύµπλοκο αίµης a3 

Fe2+-CN-. Ο σχηµατισµός γέφυρας πριν το σχηµατισµό του συµπλόκου αίµης a3 Fe2+-CN-, 

στην ba3 οξειδάση παρατηρήθηκε και χαρακτηρίστηκε για πρώτη φορά, καθώς 

προηγούµενες µελέτες απέτυχαν να το ανιχνεύσουν. Φωτόλυση του συµπλόκου αίµης a3 

Fe2+-CN- οδηγεί στο σχηµατισµό του µεταβατικού συµπλόκου CuΒ2+-CN-. Το ενεργό 

κέντρο δεσµεύει µόνο ένα µόριο CN- και ο CuB παραµένει στην οξειδωµένη του µορφή 

κατά το σχηµατισµό του µεταβατικού συµπλόκου a3 Fe2+/CuB
2+-CN- όπου το ενεργό 

κέντρο βρίσκεται σε κατάσταση µεικτού σθένους. Η παρατήρηση των συµπλόκων αίµης 

a3 Fe3+-C≡N-CuB
2+, αίµης a3 Fe2+-CN-/CuB

2+, αίµης a3 Fe2+-CN-/CuB
+ και του µεταβατικού 

συµπλόκου αίµης a3 Fe3+/CuB
2+-CN- συγκροτούν τη βάση για την κατανόηση του 
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περιβάλλοντος του CuB και του µηχανισµού των αντιδράσεων φωτοδιάσπασης στην ba3 

οξειδάση. 
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6.1 Εισαγωγή 

Η κατανόηση του τρόπου λειτουργίας του ενεργού κέντρου των αιµοχαλκοξειδασών 

επιτυγχάνεται µε τη µελέτη της δέσµευσης εναλλακτικών εξωγενών υποκαταστατών στο 

ενεργό τους κέντρο. Ένας εκ των υποκαταστατών που ενδείκνυται για τέτοιου είδους 

µελέτες είναι το αζίδιο (Ν3
-), το οποίο είναι ένας ικανός αναστολέας των 

αιµοχαλκοξειδασών. Η αναστολή που προκαλεί, θεωρείται ότι οφείλεται στην ικανότητα 

του να δεσµεύεται στα µέταλλα του ενεργού κέντρου.1-8 Παρόλ’ αυτά η δέσµευση του N3
- 

παρουσιάζει διαφορετική επίδραση στο ενεργό κέντρο σε σύγκριση µε τη δέσµευση του 

CO και του CN-. Συγκεκριµένα, το Ν3
- έχει χρησιµοποιηθεί για τη διερεύνηση των 

δοµικών/λειτουργικών ιδιοτήτων του ενεργού κέντρου των αιµοχαλκοξειδασών στην 

οξειδωµένη του µορφή σε αντίθεση µε το CO, το οποίο χρησιµοποιείται για τη µελέτη του 

ενεργού κέντρου στην ανηγµένη του µορφή. 

Η δέσµευση του N3
- µελετήθηκε σε διαφορετικές αιµοπρωτεΐνες, όπως την αιµοσφαιρίνη, 

τη µυοσφαιρίνη9-11 και τις οξειδάσες του κυτοχρώµατος c από θηλαστικά1-4 και 

βακτήρια.5-8 Μελέτες δέσµεσης του N3
- µε τη φασµατοσκοπία FTIR, στην αιµοσφαιρίνη 

και στη µυοσφαιρίνη έδειξαν ότι το N3
- δεσµεύεται στο Fe της αίµης, όταν ο Fe βρίσκεται 

στην οξειδωµένη του µορφή, µε δύο τρόπους, οµοιοπολικά και µε ιοντικές 

αλληλεπιδράσεις. Οι δύο αυτοί τρόποι δέσµευσης εµφανίζονται ως δύο ασύµµετρες 

δονήσεις τάσης µε συχνότητες στους 2047 και 2025 cm-1 για την αιµοσφαιρίνη και στους 

2045 και 2023 cm-1 για τη µυοσφαιρίνη. Η δόνηση µε τη µικρότερη συχνότητα οφείλεται 

στο παράγωγο όπου το N3
- δεσµεύεται οµοιοπολικά και σχηµατίζει χαµηλού σπιν 

σύµπλοκο, ενώ η δόνηση µε τη µεγαλύτερη συχνότητα δόνησης οφείλεται στο παράγωγο 

όπου το N3
- δεσµεύεται µέσω ιοντικών αλληλεπιδράσεων και εποµένως το σύµπλοκο είναι 

υψηλού σπιν.9-10 Επίσης, το χαµηλού σπιν σύµπλοκο χαρακτηρίζεται, µε βάση τη 

φασµατοσκοπία RR, από τις κορυφές στους 413 και 570 cm-1, οι οποίες αποδίδονται στη 

δόνηση τάσης του δεσµού Fe-N3
- και στην δόνηση κάµψης του N3

- όταν βρίσκεται 

δεσµευµένο στο Fe3+ της αίµης, αντίστοιχα.11 

Στην περίπτωση των αιµοχαλκοξειδασών παρατηρήθηκε ότι η δέσµευση του N3
- στην 

οξειδωµένη µορφή της βόειας και bo3 οξειδάσης προκαλεί ασθενή αλλαγή στο φάσµα 

οπτικής απορρόφησης.1, 7 Περαιτέρω, στα φάσµατα FTIR του παραγώγου της οξειδωµένης 

βόειας οξειδάσης µε το N3
-, εµφανίζονται δύο κορυφές στους 2051 και 2041 cm-1. Η 

δόνηση στους 2051 cm-1 έχει µεγάλη ένταση και µετατοπίζεται στους 2039 cm-1 µε χρήση 
15N14N14N- ενώ η δόνηση στους 2041 cm-1 έχει µικρή ένταση και διαχωρίζεται στους 2035 

και 2024 cm-1 µε τη χρήση ισοτόπου.1-2 Το γεγονός ότι η µια από τις δύο δονήσεις 
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διαχωρίζεται µετά από ισοτοπική αντικατάσταση δηλώνει ότι προέρχονται από 

διαφορετικό τρόπο δέσµευσης. Η δόνηση στους 2041 cm-1 αποδόθηκε στο σχηµατισµό 

γέφυρας µεταξύ του αζιδίου και των δύο µετάλλων του ενεργού κέντρου, Fe3+-N=N=N-

CuB
2+. Η ασύµµετρη δόνηση τάσης του δεσµού Ν-Ν είναι διαφορετική, αφού οι δεσµοί 

CuB-N και Fe-N έχουν διαφορετική ισχύ και έτσι παρατηρείται ο διαχωρισµός της 

δόνησης µετά απο ισοτοπική αντικατάσταση. Η απόδοση του σχηµατισµού γέφυρας 

ενισχύθηκε περαιτέρω, µε την προσθήκη CN- στο σύµπλοκο της οξειδάσης µε το N3
-. 

Παρατηρήθηκε η εξαφάνιση της δόνησης στους 2041 cm-1 και ο σχηµατισµός γέφυρας 

Fe3+-C≡N-CuB
2+ (ν(CN) = 2151 cm-1), οδηγώντας στο συµπέρασµα ότι το CN- εκτόπισε το 

Ν3
-.2 Επιπλέον, ο σχηµατισµός γέφυρας (Fe3+-N3-CuB

2+) επιβεβαιώθηκε πλήρως µε την 

αποκάλυψη της κρυσταλλικής δοµής του συµπλόκου στη βόεια οξειδαση.4 Η δόνηση 

στους 2051 cm-1, καθώς δεν παρουσιάζει διαχωρισµό µετά από ισοτοπική αντικατάσταση 

και δεν επηρεάζεται από την προσθήκη CN-, προτάθηκε ότι οφείλεται σε δέσµευση του 

N3
- σε περιοχή της πρωτεΐνης κοντά στο ενεργό κέντρο.1-2 Από την κρυσταλλική δοµή του 

συµπλόκου εξακριβώθηκε ότι το N3
- σχηµατίζει δεσµούς υδρογόνου µε τα κατάλοιπα 

Asn422 και Tyr379 και σε αυτές τις αλληλεπιδράσεις οφείλεται η εµφάνιση της δόνησης 

στους 2051 cm-1, οι οποίες πιθανόν είναι πολύ ασθενείς και γι’αυτό δεν παρουσιάζεται 

διαχωρισµός της δόνησης µετά από ισοτοπική αντικατάσταση.4  

Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν στην aa3 οξειδάση από το βακτήριο P. 

denitrificans. Τα FTIR φάσµατα των παραγώγων Ν3
- χαρακτηρίζονται από δύο κορυφές 

στους 2056 cm-1 (µε µεγάλη ένταση) και 2038 cm-1 (µε µικρή ένταση) εκ των οποίων η 

2056 διαχωρίζεται µετά από ισοτοπική αντικατάσταση. Σε αντίθεση µε τη βόεια οξειδάση, 

οι δύο κορυφές αποδόθηκαν στη δόνηση v(N3)asym όταν το Ν3
- βρίσκεται δεσµευµένο στα 

δύο µέταλλα του ενεργού κέντρου υπό µορφή γέφυρας, Fe3+-N3-CuB
2+ και οφείλονται στο 

ότι υπάρχουν δύο διαφορετικές διαµορφώσεις του ενζύµου, οι οποίες προκύπτουν λόγω 

αλλαγής της θέσης του CuB και στις οποίες δεσµεύεται το Ν3
-. Επίσης, τα παράγωγα 

µελετήθηκαν µε τη φασµατοσκοπία συντονισµού Raman και χαρακτηρίζονται από την 

κορυφή στους 417 cm-1, η οποία αποδίδεται στη δόνηση τάσης v(Fe-N3-CuB).8  

Στην περίπτωση της bo3 οξειδάσης από το βακτήριο E.coli, τα παράγωγα Ν3
- 

χαρακτηρίζονται από την κορυφή στους 419 cm-1 µε τη φασµατοσκοπία Raman και από 

τις κορυφές στους 2040 και 2061 cm-1 µε τη φασµατοσκοπία FTIR. Η κορυφή στους 419 

cm-1 αποδόθηκε στη δόνηση v(Fe-N3-CuB) και οι κορυφές στους 2040 και 2061 cm-1 στη 

δόνηση v(N3)asym όταν το Ν3
- βρίσκεται δεσµευµένο στα δύο µέταλλα του ενεργού κέντρου 

υπό µορφή γέφυρας, Fe3+-N3-CuB
2+. Αξιοσηµείωτο είναι ότι η κορυφή στους 2040 cm-1 
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εχεί µεγάλη ένταση ενώ η δόνηση στους 2061 cm-1 µικρή σε αντίθεση µε τις εντάσεις των 

κορυφών στη βόεια και στην aa3 οξειδάση από το βακτήριο P. denitrificans όπου 

παρατηρείται το αντίστροφο. Ακόµα µια διαφόρα είναι οτι η κορυφή στους 2061 cm-1 δεν 

παρουσιάζει διαχωρισµό µετά από ισοτοπική αντικατάσταση επισηµαίνοντας ότι η ισχύς 

των δεσµών Fe-N και CuB-N είναι η ίδια στην bo3 οξειδάση.7 

Προκειµένου να συγκριθεί η δέσµευση του N3
- στην ba3 οξειδάση µε τις υπόλοιπες 

αιµοχαλκοξειδάσες, µελετήθηκαν οι αντιδράσεις της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το N3
- 

µε τις φασµατοσκοπίες απορρόφησης UV/Vis, FTIR και RR. Επίσης, µελετήθηκε η 

ανταγωνιστική δέσµευση CN-/N3
- στην ba3 οξειδάση. 

 

6.2 Αποτελέσµατα 

Στο φάσµα οπτικής απορρόφησης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης (Σχήµα 6.2.1, φάσµα a) 

παρατηρούνται µέγιστα απορρόφησης στην περιοχή Soret στα 414 nm και στη ζώνη Q στα 

535, 562 και 660 nm. Μετά από επώαση του οξειδωµένου ενζύµου µε N3
- για δύο ώρες 

(Σχήµα 6.2.1, φάσµα b), δεν προκαλείται οποιαδήποτε αλλαγή και τα µέγιστα 

απορρόφησης παραµένουν αµετάβλητα ακόµα και µετά από 24 ώρες επώασης του 

ενζύµου µε N3
- (Σχήµα 6.2.1, φάσµα c).  

 

 
 

Σχήµα 6.2.1: Οπτικά φάσµατα απορρόφησης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης (φάσµα a) και της αντίδρασης 

της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το 14Ν3
- σε pH 7,5 και σε χρόνους 2 ωρών (φάσµα b) και 24 ωρών (φάσµα 

c) µετά την προσθήκη N3
- στο ένζυµο. 
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Το γεγονός ότι τα φάσµατα παραµένουν αµετάβλητα µετά την προσθήκη N3
-, βρίσκεται σε 

αντίθεση µε µελέτες άλλων αιµοχαλκοξειδασών, όπου παρατηρήθηκε µικρή µετατόπιση 

της κορυφής στην περιοχή Soret 1, 7, υποδηλώνοντας ότι πιθανόν να µην πραγµατοποιείται 

δέσµευση του N3
- στο Fe3+ της αίµης a3 στην ba3 οξειδάση. 

Τα φάσµατα FTIR της αντίδρασης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το N3
- σε pH 7,5 και 

χρόνο επώασης δύο ώρες, παρουσιάζονται στο σχήµα 6.2.2. Το φάσµα Α αναφέρεται στο 

παράγωγο µε το 14Ν3
- και παρουσιάζει δύο δονήσεις στους 2038 και 2061 cm-1, οι οποίες 

µετατοπίζονται στους 2028 και 2050 cm-1 µε ισοτοπική αντικατάσταση µε 15N14N2
- 

(φάσµα Β). Στο ένθετο εµφανίζονται οι δονήσεις του ελέυθερου N3
- στους 2049 cm-1 για 

το 14Ν3
- και στους 2038 cm-1 για το σηµασµένο 15Ν14Ν2

-. Οι συχνότητες των δονήσεων του 

ελεύθερου N3
- είναι διαφορετικές από τις συχνότητες των δονήσεων που παρατηρούνται 

στις αντιδράσεις, επισηµαίνοντας ότι πραγµατοποιείται δέσµευση του N3
-.  

 

 
 

Σχήµα 6.2.2: Φάσµατα FTIR των αντίδρασεων της οξειδωµένης ba3 oξειδάσης µε το 14Ν3
- (φάσµα Α), και 

το 
15Ν3 (φάσµα Β) σε pΗ 7,5. Στο ένθετο εµφανίζονται τα FTΙR φάσµατα του ελεύθερου 14Ν3

- (φάσµα a) και 

του 
15Ν3

- (φάσµα b). 
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Οι παρατηρούµενες δονήσεις στους 2038 και 2061 cm-1 παρουσιάζουν το ίδιο µοτίβο µε 

άλλες αιµοχαλκοξειδάσες1-2, 7-8 (Πίνακας 6.2.1) υποδεικνύοντας ότι πραγµατοποιείται 

δέσµευση του N3
- στο ενεργό κέντρο, καθώς επίσης και πιθανή αλληλεπίδραση του N3

- µε 

κατάλοιπα της πρωτεΐνης. Επίσης, οι κορυφές είναι σχεδόν όµοιες µε αυτές που 

παρατηρήθηκαν στην bo3 οξειδάση από το βακτήριο E. coli (2040 και 2061 cm-1)7 και η 

κορυφή στους 2061 cm-1 δεν παρουσιάζει διαχωρισµό µετά από ισοτοπική αντικατάσταση, 

όµοια µε την bo3 οξειδάση και σε αντίθεση µε τις υπόλοιπες οξειδάσες του κυτοχρώµατος 

c, επισηµαίνοντας τον πιθανό σχηµατισµό γέφυρας µεταξύ του αζιδίου και το µετάλλων 

του ενεργού κέντρου. 

 
Πίνακας 6.2.1: Συχνότητες των δονήσεων τάσης (cm-1) του N3

- όταν βρίσκεται δεσµευµένο στο ενεργό 

κέντρο αιµοπρωτεϊνών. 

 14Ν3
- 15Ν14Ν2

- 

Μυοσφαιρίνη9 
2045 

2023 
- 

Αιµοσφαιρίνη9 
2047 

2025 
- 

Βόεια aa3 οξειδάση1-2 
2051 

2041 

2039 

2035, 2024 

αα3 οξειδάση (P. denitrificans)8 
2056 

2038 

2043, 2037 

2032 

bo3 οξειδάση (E. coli)7 
2061 

2040 

2051 

2024 

ba3 οξειδάση (T. thermophilus)Παρούσα µελέτη 2061 

2038 

2050 

2028 

 

Στο Σχήµα 6.2.3 απεικονίζονται τα φάσµατα FTIR των αντιδράσεων της οξειδωµένης ba3 

οξειδάσης µε το 14Ν3
- (φάσµα Α) και το 15Ν14Ν2

- (φάσµα Β) σε pΗ 7,5 µετά την προσθήκη 

CN- και χρόνο επώασης 3 µέρες. Το φάσµα Α του παραγώγου µε το 14Ν3
- και το CN- 

εµφανίζει τρεις δονήσεις στους 2038, 2075 και 2152 cm-1 εκ των οποίων µόνο η δόνηση 

στους 2038 cm-1 µετατοπίζεται στους 2028 cm-1 λόγω ισοτοπικής αντικατάστασης µε το 
15Ν14Ν2

- (φάσµα Β). Η ένταση της δόνησης στους 2038 cm-1 παραµένει αµετάβλητη σε 

σύγκριση µε το φάσµα Α του σχήµατος 6.2.2 ενώ η δόνηση στους 2061 cm-1 εξαφανίζεται 

και εµφανίζονται δύο νέες κορυφές στους 2075 και 2152 cm-1. Η εξαφάνιση της δόνησης 

στους 2061 cm-1 υποδηλώνει ότι το N3
- αποδεσµεύεται από µέταλλο του ενεργού κέντρου, 

ενώ η εµφάνιση των δονήσεων στους 2075 και 2152 cm-1 υποδεικνύει τη δέσµευση του 
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CN- στο Fe2+ της αίµης a3 και το σχηµατισµό γέφυρας αίµης a3 Fe3+-C≡N-CuB
2+, 

αντίστοιχα όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 5. 

 

 
 

Σχήµα 6.2.3: Φάσµατα FTIR των αντίδρασεων της οξειδωµένης ba3 oξειδάσης µε το 14Ν3
- (φάσµα Α), και 

το 
15Ν3

- (φάσµα Β) σε pH 7,5 µετά την προσθήκη CN- και χρόνο επώασης 3 µέρες. 
 

Στο σχήµα 6.2.4 εµφανίζονται τα φάσµατα RR των παραγώγων ba3-N3
- στην περιοχή των 

υψηλών συχνοτήτων (πλαίσιο Α) και των χαµηλών συχνοτήτων (πλαίσιο Β). Το φάσµα a 

αναφέρεται στο φάσµα της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης, το οποίο είναι όµοιο µε αυτό που 

αναφέρθηκε στη βιβλιογραφία και χαρακτηρίζεται από τις δονήσεις της χαµηλού σπιν 

αίµης b3+ στους 1372 (v4), 1578 (v2) και 1635 (v10) cm-1 και της υψηλού σπιν αίµης a3
3+ 

στους 1372 (v4), 1578 (v2) και 1610 (v10) cm-1.12 Τα φάσµατα b και c αναφέρονται στα 

παράγωγα της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το 14Ν3
- και το 15Ν14Ν2

-, αντίστοιχα, ενώ τo 

φάσµα b-c στο φάσµα διαφοράς των παραγώγων ba3-14Ν3
- µείον ba3-15Ν14Ν2

-. Τα απόλυτα 

φάσµατα των παραγώγων της ba3 οξειδάσης µε το Ν3
- φαίνονται να είναι τα ίδια µε το 

φάσµα της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης, τόσο στην περιοχή των υψηλών όσο και στην 

περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων. Επίσης, τα φάσµατα διαφοράς των δύο περιοχών δεν 

παρουσιάζουν κάποιο µοτίβο θετικής/αρνητικής κορυφής που να µπορεί να αποδοθεί στην 
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παρουσία ισοτοπικά ευαίσθητης δόνησης, υποδεικνύοντας ότι το Ν3
- δεν δεσµεύεται στο 

Fe3+ της αίµης a3 στην ba3 οξειδάση. Η παρατήρηση αυτή, επιβεβαιώνει τα φάσµατα 

οπτικής απορρόφησης όπου δεν παρατηρήθηκε αλλαγή µετά την πρσθήκη Ν3
- στο 

οξειδωµένο ένζυµο. 

 

 
 

Σχήµα 6.2.4: Φάσµατα RR στην περιοχή των υψηλών (πλαίσιο Α) και των χαµηλών συχνοτήτων (πλαίσιο 

Β), της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης (φάσµα a) και των παραγώγων της ba3 οξειδάσης µε το 14Ν3
-
 (φάσµα b) 

και το 15Ν14Ν2
- (φάσµα c) σε pH 7,5. Το φάσµα b-c αντιστοιχεί στο φάσµα διαφοράς των παραγώγων ba3-

14Ν3
-
 µείον ba3-15Ν14Ν2

-. 
 

6.3 Συζήτηση 

Η παρουσία των δονήσεων στους 2038 και 2061 cm-1 στα φάσµατα FTIR της αντίδρασης 

της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το Ν3
- (Σχήµα 6.2.2 φάσµα Α) υποδεικνύει ότι 

πραγµατοποιείται δέσµευση του Ν3
-, καθώς και οι δύο δονήσεις διαφέρουν από τη 

συχνότητα δόνησης του ελεύθερου Ν3
-. Το ίδιο µοτίβο δονήσεων παρατηρήθηκε στην 

πλειονότητα των αιµοχαλκοξειδασών και σε παρόµοιες συχνότητες και αποδόθηκαν σε 

δοµή γέφυρας Fe-N3-CuB και αλληλεπίδραση του Ν3
- µε κατάλοιπα του ενζύµου στη βόεια 

οξειδάση2 και σε δοµή γέφυρας στις aa3 και bo3 οξειδάσες από τα βακτήρια P. 

denitrificans και E. coli, αντίστοιχα.7-8 Με βάση τις παρατηρούµενες συχνότητες και τις 
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αναφορές των προηγούµενων µελετών, η δόνηση στους 2038 cm-1 πιθανόν να οφείλεται 

σε αλληλεπίδραση του Ν3
- µε κατάλοιπα της πρωτεΐνης ή σε σχηµατισµό γέφυρας µεταξύ 

του Ν3
- και των µετάλλων του ενεργού κέντρου. Η πιθανότητα η δόνηση να οφείλεται σε 

σχηµατισµό γέφυρας αποκλείεται καθώς δεν επηρεάζεται από την προσθήκη CN- 

παροµοίως µε την περίπτωση της βόειας οξειδάσης2 και έτσι αποδίδεται σε 

αλληλεπίδραση δεσµού υδρογόνου του Ν3
- µε κατάλοιπα της πρωτεΐνης. Η δεύτερη 

δόνηση στους 2061 cm-1 αποδίδεται στη δέσµευση του Ν3
- στο ενεργό κέντρο. Στην 

πληθώρα των αιµοχαλκοξειδασών, η συγκεκριµένη δόνηση παρουσιάζει διαχωρισµό µετά 

από ισοτοπική αντικατάσταση µε 15Ν14Ν2
- εκτός από την περίπτωση της bo3 οξειδάσης και 

έχει αποδοθεί στο σχηµατισµό γέφυρας µεταξύ του Ν3
- και των µετάλλων του ενεργού 

κέντρου, Fe3+-N=N=N-Cu2+. Ο διαχωρισµός της δόνησης προκύπτει από το γεγονός ότι η 

δόνηση του δεσµού N-N διαφοροποιείται καθώς η ισχύς των δονήσεων Fe-N και Cu-Ν 

διαφέρει, ενώ στην περίπτωση της bo3 οξειδάσης όπου δεν παρατηρείται διαχωρισµός 

οφείλεται στο ότι η ισχύς των δεσµών είναι παρόµοια.2, 7-8 Στην ba3 οξειδάση, δεν 

παρατηρείται διαχωρισµός της δόνησης µετά από ισοτοπική αντικατάσταση (Σχήµα 6.2.2, 

φάσµα Β), οµοίος µε την bo3 οξειδάση, προτείνοντας τον πιθανό σχηµατισµό ανάλογης 

γέφυρας και στην ba3 οξειδάση. Για την περαιτέρω επιβεβαίωση των κορυφών στους 2038 

και 2061 cm-1 πραγµατοποιήθηκε η ανταγωνιστική δέσµευση CN- στην αντίδραση της 

οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το Ν3
-. Από το φάσµα Α του σχήµατος 6.2.3 παρατηρείται 

ότι η δόνηση στους 2061 cm-1 εξαφανίζεται ενώ εµφανίζονται δύο νέες κορυφές στους 

2075 cm-1 και 2152 cm-1. Οι δονήσεις στους 2075 και 2152 cm-1 οφείλονται στο 

σχηµατισµό του συµπλόκου αίµης a3 Fe2+-CN- και της δοµής γέφυρας Fe3+-C≡N-CuB
2+, 

αντίστοιχα.13 Η εξαφάνιση της δόνησης στους 2061 cm-1 µετά την προσθήκη CN-, 

επιβεβαιώνει ότι η συγκεκριµένη δόνηση οφείλεται στη δόνηση τάσης του Ν3
- όταν 

βρίσκεται δεσµευµένο στα µέταλλα του ενεργού κέντρου. Το CN- εκτοπίζει το Ν3
- και 

δεσµεύεται στα µέταλλα υπό τις µορφές που προαναφέρθηκαν. Η δόνηση στους 2038 cm-1 

παραµένει αµετάβλητη µετά την προσθήκη CN-, επιβεβαιώνοντας ότι η δόνηση στους 

2038 cm-1 δεν προέρχεται από το Ν3
- όταν είναι δεσµευµένο σε µέταλλο του ενεργού 

κέντρου αλλά επειδή είναι δεσµευµένο σε άλλη περιοχή της πρωτεΐνης. 

Τα φάσµατα οπτικής απορρόφησης της αντίδρασης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το 

Ν3
- (Σχήµα 6.2.1) δεν παρουσιάζουν οποιαδήποτε µεταβολή. Το γεγονός αυτό αντιτίθεται 

στα αποτελέσµατα από µελέτες άλλων αιµοχαλκοξειδασών όπου παρατηρήθηκε µικρή 

αλλαγή του φάσµατος οπτικής απορρόφησης, κυρίως στην περιοχή Soret.1, 7 Το ότι τα 

φάσµατα παραµένουν αµετάβλητα, προτείνει ότι η δέσµευση του Ν3
- πιθανόν να µην 
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πραγµατοποιείται στο Fe3+ της αίµης a3. Η υπόθεση επιβεβαιώνεται από τα RR φάσµατα 

των παραγώγων της αντίδρασης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το Ν3
- στο σχήµα 

6.2.4. Τα απόλυτα φάσµατα των αντιδράσεων είναι τα ίδια µε της οξειδωµένης ba3 

οξειδάσης. Επίσης, στα φάσµατα διαφοράς δεν παρατηρείται κάποιο µοτίβο 

θετικής/αρνητικής κορυφής που να µπορεί να αποδωθεί σε ισοτοπικά ευαίσθητη δόνηση. 

Με αυτόν τον τρόπο επιβεβαιώνεται ότι το Ν3
- δεν δεσµεύεται στο Fe3+ της αίµης a3 και 

δεν σχηµατίζεται δοµή γέφυρας µεταξύ του Ν3
- και των µετάλλων του ενεργού κέντρου. 

Ως εκ τούτου συµπεραίνεται, ότι κατά την αντίδραση της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε 

το Ν3
- σχηµατίζεται το σύµπλοκο CuB

2+-N3
- και η δόνηση στους 2061 cm-1 απoδίδεται στη 

δόνηση τάσης του Ν3
- όταν βρίσκεται δεσµευµένο στο CuB, ενώ η δόνηση στους 2038   

cm-1 στη δόνηση τάσης του Ν3
- όταν βρίσκεται δεσµευµένο σε περιοχή της πρωτεΐνης. 

Συµπερασµατικά, το Ν3
- δεσµεύεται µε δύο τρόπους στην οξειδωµένη ba3 οξειδάση. Όπως 

και στις υπόλοιπες αιµοχαλκοξειδάσες δεσµεύεται µέσω δεσµών υδρογόνου σε κατάλοιπα 

της πρωτεΐνης. Σε αντίθεση όµως µε την πλειονότητα των αιµοχαλκοξειδασών δεν 

σχηµατίζει δοµή γέφυρας και δεν δεσµεύεται στο Fe3+ της αίµης a3 αλλά δεσµεύεται στο 

CuB, σχηµατίζοντας το σύµπλοκο CuB
2+-Ν3

-. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 

 

Χαρακτηρισμός	της	Δομής	του	Συμπλόκου	Νίτρο-Αίμης	a3	στην	ba3	

Οξειδάση	με	Φασματοσκοπία	Raman	 

 

 

ΑΝ
ΔΡ
ΕΑ
Σ Λ
ΟΥ
ΛΛ
ΗΣ



Κεφάλαιο	7																																																																											Μελέτη	της	Aντίδρασης	ba3	Oξειδάσης/NO2
-	

	

	 96	

7.1 Εισαγωγή 

Τα τελευταία χρόνια, η βιολογία του νιτρώδους ιόντος (NO2
-) έχει λάβει µεγάλο 

ενδιαφέρον και µελετάται εκτεταµένα. Το NO2
- εκτός από το ρόλο που παρουσιάζει στο 

βιογεωχηµικό κύκλο του αζώτου, έχει βρεθεί ότι συµµετέχει σε µονοπάτια σηµατοδότησης 

στα θηλαστικά.1-4 Η σηµαντικότητα του NO2
- στα θηλαστικά παρουσιάζεται στις 

περιπτώσεις υποξίας και ανοξίας. Κάτω από αυτές τις συνθήκες, η δραστικότητα της 

συνθάσης του µονοξειδίου του αζώτου αναστέλλεται και ενεργοποιείται η καταλυτική 

αναγωγή του NO2
- προς ΝΟ, καθιστώντας το NO2

- την κύρια πηγή ΝΟ σε υποξικές και 

ανοξικές συνθήκες. Η πραγµατοποίηση της καταλυτικής αναγωγής του NO2
- 

υποστηρίζεται από το µεγάλο αριθµό µελετών, που διερεύνησαν τη δράση 

µεταλλοπρωτεϊνών των θηλαστικών, ως αναγωγάσες των νιτρωδών, και αναφέρουν ότι 

πολλές από αυτές είναι ικανές να ανάγουν το NO2
- σε ΝΟ.  Μεταξύ αυτών των 

µεταλλοπρωτεϊνών είναι η αιµοσφαιρίνη, η µυοσφαιρίνη και η οξειδάση του 

κυτοχρώµατας c.1-4 Επίσης, η αναγωγή του ΝΟ2
- αποτελεί ενδιάµεσο βήµα κατά το στάδιο 

της απονιτροποίησης, στον κύκλο του αζώτου.5 Το στάδιο της απονιτροποίησης είναι το 

τµήµα του βιοχηµικού κύκλου του αζώτου, κατά τον οποίο πραγµατοποιείται αναγωγή 

των νιτρικών ιόντων (ΝΟ3
-) σε µοριακό άζωτο (Ν2) σε τέσσερα διαδοχικά βήµατα (ΝΟ3

- 

→ NO2
- → NO → N2O → N2) και απαντάται σε µεγάλο εύρος οργανισµών, από αρχαία σε 

ευβακτήρια, ακόµα και σε µερικά ευκαρυωτικά.1, 5 Το δεύτερο βήµα, η αναγωγή του NO2
- 

προς ΝΟ, καταλύεται από δύο διαφορετικού τύπου αναγωγάσες των νιτρωδών (NiRs)  

αυτές που περιέχουν αίµη στο ενεργό τους κέντρο (cd1NiR) και αυτές που περιέχουν Cu 

(CuNiR).5  

Ο µηχανισµός αναγωγής τoυ NO2
- από τις bona fide αναγωγάσες των νιτρωδών, καθώς 

επίσης και από τις αιµοσφαιρίνη και µυοσφαιρίνη, έχει µελετηθεί µε φασµατοσκοπικές και 

κρυσταλλογραφικές µεθόδους. Μέσω των διαθέσιµων κρυσταλλικών δοµών 

αποδεικνύεται ότι η δέσµευση του NO2
- στις cd1NiR  πραγµατοποιείται µέσω του ατόµου 

του αζώτου (Ν-νίτρο δέσµευση), στις CuNiR µέσω των δύο ατόµων οξυγόνου του NO2
- 

(Ο,Ο-διδοντική νίτριτο δέσµευση) και στις αιµοσφαιρίνη και µυοσφαιρίνη µέσω του ενός 

ατόµου οξυγόνου (Ν-νίτριτο δέσµευση).6-10 Σε συνδιασµό µε φασµατοσκοπικές µελέτες, 

έχει προταθεί αριθµός µοριακών µηχανισµών αναγωγής του NO2
-.6-14 Παρόλ’ αυτά, ο 

τρόπος µε τον οποίο αλληλεπιδρά το NO2
- µε τις οξειδάσες του κυτοχρώµατος c, οι οποίες 

περιέχουν Fe και Cu στο ενεργό τους κέντρο, δεν έχει ακόµη διευκρινιστεί. Πρόσφατα, 

περιγράφηκε η αντίδραση του NO2
- µε µοντέλα αίµης/χαλκού.15  
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Με βάση την αναφορά ότι οι οξειδάσες του κυτοχρώµατος c παρουσιάζουν δραστικότητα 

αναγωγάσης των νιτρωδών και την υπόθεση της κοινής εξέλιξης της αερόβιας αναπνοής 

και της απονιτροποίησης, µελετήθηκαν στον παρόν κεφάλαιο, οι αλληλεπιδράσεις του 

NO2
- µε το διµεταλλικό κέντρο της ba3 οξειδάσης µε τη χρήση των φασµατοσκοπιών 

απορρόφησης UV/Vis και RR. 

 

7.2 Αποτελέσµατα 

Στο φάσµα οπτικής απορρόφησης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης (Σχήµα 7.2.1 πλαίσια Α-

C, φάσµα a) παρατηρούνται µέγιστα απορρόφησης στην περιοχή Soret στα 415 nm (αίµη 

b3+ και αίµη a3
3+) και στη ζώνη Q στα 532 και 560 nm (αίµη b3+).16-17 Όπως παρατηρείται, 

τα φάσµατα παραµένουν τα ίδια σε εύρος pH 6,0-9,0. Η ανηγµένη µορφή της ba3 

οξειδάσης παρουσιάζει µέγιστα απορρόφησης στην περιοχή Soret στα 426 nm (αίµη b2+) 

και 444 nm (αίµη a3
2+) και στη ζώνη Q στα 529, 559 nm για την αίµη b2+ και στα 614 nm 

για την αίµη a3
2+.18 

 

 
 

Σχήµα 7.2.1: Φάσµατα οπτικής απορρόφησης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης (φάσµα a), µετά από 

προσθήκη ΝΟ2
- (φάσµα b), 2 ώρες µετά την προσθήκη κυστεΐνης στο επωασµένο µε ΝΟ2

- ένζυµο (φάσµα c) 

και c-b το φάσµα διαφοράς σε pH 6,0 (πλαίσιο Α), σε pH 7,5 (πλαίσιο Β) και σε pH 9,0 (πλαίσιο C).  
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Κατά την προσθήκη του NO2
- στο οξειδωµένο ένζυµο δεν παρατηρήθηκαν σηµαντικές 

µεταβολές στα φάσµατα απορρόφησης σε pH 6,0-9,0 (Σχήµα 7.2.1, πλαίσια A-C, φάσµα 

b). Σε pH 6,0 η µετέπειτα προσθήκη κυστεΐνης, η οποία είναι ήπιο αναγωγικό, προκαλεί 

µετατόπιση των µεταβάσεων της αίµης a3 στα 438 και 589 nm (Σχήµα 7.2.1, πλαίσιο Α, 

φάσµα c), υποδηλώνοντας το σχηµατισµό ενός συµπλόκου αίµης a3 Fe2+, πιθανόν του 

παραγώγου αίµης a3 Fe2+-NO2. Ο σχηµατισµός του συγκεκριµένου παραγώγου 

παρατηρείται ξεκάθαρα στο οπτικό φάσµα διαφοράς (Σχήµα 7.2.1, πλαίσιο Α, φάσµα c-b), 

το οποίο είναι διαφορετικό από το σύµπλοκο αίµης a3 Fe2+-NO (Fe-N=O), καθώς το 

σύµπλοκο αίµης a3 Fe2+-NO χαρακτηρίζεται από µέγιστα απορρόφησης στα 423 και 599 

nm.18 Οι κορυφές της αίµης b παραµένουν αµετάβλητες µετά την προσθήκη κυστεΐνης, 

υποδηλώνοντας ότι σε pH 6.0, δεν πραγµατοποιείται αναγωγή της αίµης b. Ως αναγωγικό 

χρησιµοποιήθηκε η κυστεΐνη, η οποία είναι ήπιο αναγωγικό, αντί άλλα αναγωγικά που 

χρησιµοποιούνται ευρέως, όπως διθειονικά ή ασκορβικά άλατα, για να αποφευχθούν µη 

ενζυµατικές αντιδράσεις αναγωγής του NO2
-. Κάτω από τις πειραµατικές µας συνθήκες, 

δεν παρατηρήθηκε αναγωγή του NO2
- από την κυστεΐνη. Σε pH 7,5 (Σχήµα 7.2.1, πλαίσιο 

Β, φάσµα c) η προσθήκη κυστεΐνης στην αντίδραση της ba3 οξειδάσης µε το NO2
- οδηγεί 

στη µετατόπιση των µεταβάσεων της αίµης a3, στα 441 και 592 nm και σε µερική 

µετατόπιση των µεταβάσεων της αίµης b3+ στα 426 και 559 nm, υποδεικνύοντας ότι η 

αίµη b ανάγεται σε σηµαντικό ποσοστό. Παρόµοιες µεταβολές παρατηρήθηκαν και σε pH 

9,0 (Σχήµα 7.2.1 πλαίσιο C, φάσµα c) και σε αυτή την περίπτωση η αίµη b ανάχθηκε 

πλήρως µετά την προσθήκη κυστεΐνης. Κάτω από τις πειραµατικές µας συνθήκες το 

σύµπλοκο της αίµης a3 µε χαρακτηριστικές µεταβάσεις στα 441/592 nm παραµένει 

σταθερό, υποδηλώνοντας ότι το NO2
- δεν ανάγεται σε ΝΟ σε σηµαντικό ποσοστό.  

Τα φάσµατα RR της οξειδωµένης και ανηγµένης µορφής της ba3 οξειδάσης φαίνονται στο 

σχήµα 7.2.2 και είναι όµοια µε αυτά που έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία.17 Οι 

χαρακτηριστικές δονήσεις της υψηλού σπιν πεντα-ενταγµένης αίµης a3
2+ στο πλήρως 

ανηγµένο ένζυµο εντοπίζονται στους 1356 cm-1 (v4), 1579 cm-1 (v2) και 1605 cm-1 (v10). 

Στο σχήµα 7.2.3 παρουσιάζονται τα φάσµατα RR στην περιοχή των υψηλών (πλαίσιο Α) 

και χαµηλών (πλαίσιο Β) συχνοτήτων, των αντιδράσεων της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης 

µε το ΝΟ2
- (φάσµατα a, c, e) και το 15ΝΟ2

- (φάσµατα b, d, f) σε pH 6,0 (φάσµατα a, b), pH 

7,5 (φάσµατα c, d) και pH 9,0 (φάσµατα e, f). Τα φάσµατα a-b, c-d και e-f αναφέρονται 

στα φάσµατα διαφοράς των παραγώγων ba3-NO2
- µείον ba3-15NO2

- σε pH 6,0, 7,5 και 9,0, 

αντίστοιχα. 

ΑΝ
ΔΡ
ΕΑ
Σ Λ
ΟΥ
ΛΛ
ΗΣ



Κεφάλαιο	7																																																																											Μελέτη	της	Aντίδρασης	ba3	Oξειδάσης/NO2
-	

	

	 99	

 
Σχήµα 7.2.2: Φάσµατα RR της ba3 οξειδάσης στην οξειδωµένη (φάσµα a) και στην ανηγµένη (φάσµα b) 

µορφή στην περιοχή των υψηλών (πλαίσιο Α) και χαµηλών συχνοτήτων (πλαίσιο Β). Τα φάσµατα λήφθηκαν 

µε µήκη κύµατος διέγερσης στα 405 nm και 441 nm για την οξειδωµένη και ανηγµένη µορφή της ba3 

οξειδάσης, αντίστοιχα και ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4mW. 

 

  

Σχήµα 7.2.3: Φάσµατα RR, στην περιοχή των υψηλών (πλαίσιο Α) και χαµηλών (πλαίσιο Β) συχνοτήτων 

των παραγώγων της οξειδωµένης κυτοχρωµικής οξειδάσης ba3-NO2
- µε το 14Ν16Ο2

- (φάσµατα a, c, e) και το 
15Ν16Ο2

-
 (φάσµατα b, d, f) σε pH 6,0 (φάσµατα a, b), pH 7,5 (φάσµατα c, d) και pH 9,0 (φάσµατα e,f). Τα 

φάσµατα a-b, c-d και e-f αντιστοιχούν στα φάσµατα διαφοράς των παραγώγων ba3-14Ν16Ο2
-
 µείον ba3-

15Ν16Ο2
-
 σε pH 6,0, 7,5 και 9,0, αντίστοιχα. Τα φάσµατα λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 405 nm 

και ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 mW.  
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Τα απόλυτα φάσµατα των αντιδράσεων σε όλα τα pH είναι όµοια µεταξύ τους και 

παρουσιάζουν πολύ µικρές διαφορές σε σύγκριση µε το φάσµα της οξειδωµένης ba3 

οξειδάσης. Επίσης, στα φάσµατα διαφοράς των παραγώγων δεν παρατηρείται κάποιο 

µοτίβο θετικής/αρνητικής κορυφής που να µπορεί να αποδωθεί σε ισοτοπικά ευαίσθητη 

δόνηση, υποδηλώνοντας ότι δεν πραγµατοποιείται δέσµευση του NO2
- στο οξειδωµένο 

ένζυµο. 

Στο σχήµα 7.2.4 παρουσιάζονται τα φάσµατα RR, στην περιοχή των υψηλών συχνοτήτων, 

των παραγώγων της ba3 οξειδάσης µετά την προσθήκη κυστεΐνης στο επωασµένο µε NO2
- 

ένζυµο σε pH 6,0 (πλαίσιο Α), pH 7,5 (πλαίσιο B) και pH 9,0 (πλαίσιο C). Τα φάσµατα a, 

b, και c αναφέρονται στα παράγωγα µε το 14Ν16Ο2
-, το 15Ν16Ο2

- και το 15Ν18Ο2
-, αντίστοιχα. 

Η παρουσία των δονήσεων στους 1365 cm-1 (v4), 1492 cm-1 (v3), 1587 cm-1 (v2) και 1628 

cm-1 (v10) στα φάσµατα RR της αντίδρασης της ba3 οξειδάσης µε το NO2
- παρουσία 

κυστεΐνης, δείχνουν το σχηµατισµό ενός χαµηλού σπιν εξα-υποκατεστηµένου αίµης a3 

Fe2+ συµπλόκου.17-18 Μια αξιοσηµείωτη διαφορά στα φάσµατα είναι η παρουσία της 

δόνησης στους 1356 cm-1 σε pH 7,5 και pH 9,0, η οποία αποδίδεται στη δόνηση v4 της 

ανηγµένης αίµης b2+. Αυτό βρίσκεται σε συµφωνία µε τα φάσµατα οπτικής απορρόφησης 

και αποδεικνύουν την αναγωγή της αίµης b σε pH 7,5 και 9,0 ενώ σε pH 6,0 η αίµη b 

παραµένει οξειδωµένη. Τα φάσµατα διαφοράς των παραγώγων ba3-14N16O2
- µείον ba3-

15N16O2
-
 (φάσµα a-b) και ba3-14N16O2

-
 µείον ba3-15N18O2

-
 (φάσµα a-c) δεν παρουσιάζουν 

κάποιο µοτίβο θετικής/αρνητικής κορυφής, το οποίο θα µπορούσε να αποδωθεί σε 

ισοτοπικά ευαίσθητες δονήσεις. Οι κορυφές που επισηµαίνονται µε αστεράκι στα 

φάσµατα διαφοράς οφείλονται σε διαφορές στην ένταση της δόνησης v4. Η συµµετρική 

δόνηση τάσης του ελεύθερου NO2
- εντοπίζεται στους 1335 cm-1 και η αντίστοιχη 

ασύµµετρη στους 1250 cm-1, ενώ όταν το NO2
- βρίσκεται δεσµευµένο µέσω του ατόµου 

του αζώτου (N-νίτρο δέσµευση) σε µέταλλο, οι παραπάνω δονήσεις εµφανίζονται σε εύρος 

1300-1500 cm-1.19-20 Ως εκ τούτου, από τα δεδοµένα µας φαίνεται ότι οι δονήσεις τάσης 

του NO2
- όταν βρίσκεται δεσµευµένο στο Fe2+ της αίµης a3 δεν ενισχύονται µε διέγερση 

στα 441 nm. 

Τα φάσµατα RR, στην περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων, των παραγώγων της ba3 

οξειδάσης µετά την προσθήκη κυστεΐνης σε pH 6,0 (πλαίσιο Α), pH 7,5 (πλαίσιο Β) και 

pH 9,0 (πλαίσιο C) εµφανίζονται στο σχήµα 7.2.5. Τα φάσµατα a, b και c αντιστοιχούν 

στα παράγωγα µε το 14Ν16Ο2
-, το 15Ν16Ο2

- και το 15Ν15Ο2
-, αντίστοιχα. Στο φάσµα a, του 

παραγώγου ba3-14N16O2
-, στα πλαίσια Α-C του σχήµατος 7.2.5, παρατηρείται η δόνηση 

στους 570 cm-1, η οποία παρουσιάζει ισοτοπική ευαισθησία µε υποκατάσταση του αζώτου 
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και του οξυγόνου και µετατοπίζεται στους 554 και 552 cm-1 στα παράγωγα ba3-15N16O2
- 

(φάσµα b) και ba3-15N18O2
- (φάσµα c), αντίστοιχα. 

 

   
 

 
 

Σχήµα 7.2.4: Φάσµατα RR, στην περιοχή των υψηλών συχνοτήτων, των παραγώγων της κυτοχρωµικής 

οξειδάσης ba3-NO2
- µετά την προσθήκη κυστεΐνης στο επωασµένο µε 14Ν16Ο2

- (φάσµα a), 15Ν16Ο2
- (φάσµα 

b), 15Ν18Ο2
- (φάσµα c) ένζυµο σε pH 6,0 (πλαίσιο Α), pH 7,5 (πλαίσιο Β) και pH 9,0 (πλαίσιο C). Τα 

φάσµατα a-b και a-c αντιστοιχούν στα φάσµατα διαφοράς των παραγώγων ba3-14Ν16Ο2
-
 µείον ba3-15Ν16Ο2

- 

και ba3-14Ν16Ο2
-
 µείον ba3-15Ν18Ο2

-, αντίστοιχα. Τα φάσµατα λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 441 

nm και ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 mW. 
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Σχήµα 7.2.5: Φάσµατα RR, στην περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων, των παραγώγων της κυτοχρωµικής 

οξειδάσης ba3-NO2
- µετά την προσθήκη κυστεΐνης στο επωασµένο µε 14Ν16Ο2

- (φάσµα a), 15Ν16Ο2
- (φάσµα 

b), 15Ν18Ο2
- (φάσµα c) ένζυµο σε pH 6,0 (πλαίσιο Α), pH 7,5 (πλαίσιο Β) και pH 9,0 (πλαίσιο C). Τα 

φάσµατα a-b και a-c αντιστοιχούν στα φάσµατα διαφοράς των παραγώγων ba3-14Ν16Ο2
-
 µείον ba3-15Ν16Ο2

-
 

και ba3-14Ν16Ο2
-
 µείον ba3-15Ν18Ο2

-, αντίστοιχα και είναι µεγενθυµένα κατά 2 φορές. Το ένθετο στο πλαίσιο 

Β παρουσιάζει τα φάσµατα διαφοράς ba3-14Ν16Ο2
- µείον ba3-15Ν16Ο2

- (φάσµα a΄) και ba3-14Ν16Ο2
-
 µείον ba3-

15Ν18Ο2 (φάσµα b΄) σε pD 7,5. Τα φάσµατα λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 441 nm και ενέργεια 

ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 mW. 
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Στα φάσµατα διαφοράς των παραγώγων ba3-14N16O2
- µείον ba3-15N16O2

-
 (φάσµα a-b) και 

ba3-14N16O2
-
 µείον ba3-15N18O2

- (φάσµα a-c) παρουσιάζονται µοτίβα θετικής/αρνητικής 

κορυφής στους 568/554 cm-1 και 568/552 cm-1, αντίστοιχα, επιβεβαιώνοντας την 

παρουσία ισοτοπικά ευαίσθητης δόνησης. Επιπλέον, στο φάσµα διαφοράς ba3-14N16O2
- 

µείον ba3-15N16O2
-
 (φάσµα a-b) εµφανίζεται µια δεύτερη ισοτοπικά ευαίσθητη δόνηση. Η 

δόνηση αυτή παρατηρείται σαν θετική/αρνητική κορυφή στους 786/765 cm-1, αλλά δεν 

παρατηρείται στα απόλυτα φάσµατα επειδή επικαλύπτεται από άλλες δονήσεις. Αυτό το 

χαρακτηριστικό µοτίβο θετικής/αρνητικής κορυφής παρουσιάζεται και στο φάσµα 

διαφοράς ba3-14N16O2
- µείον ba3-15N18O2

-
 (φάσµα a-c), µε την αρνητική κορυφή να 

εµφανίζεται στους 763 cm-1.  

Στη βιβλιογραφία δεν υπάρχουν αναφορές για το χαρακτηρισµό πρωτεΐνικών συµπλόκων 

αίµης-νιτρωδών µε µεθόδους δονητικής φασµατοσκοπίας. Ωστόσο, µε βάση τις 

παρατηρούµενες συχνότητες και τις ισοτοπικές µετατοπίσεις, η δόνηση στους 568 cm-1 

αποδίδεται στη δόνηση τάσης ν(Fe-NO2) και η δόνηση στους 786 cm-1 στη δόνηση 

κάµψης δ(ΟΝΟ). Η δόνηση τάσης Fe-N του παραγώγου ba3-ΝΟ2
- βρίσκεται σε εύρος 

συχνοτήτων που έχουν αναφερθεί για τη δόνηση Fe-N των εξα-υποκατεστηµένων 

νιτρόζυλ συµπλόκων Fe2+-N=O, τα οποία έχουν µελετηθεί εκτεταµένα21-22 και είναι 29  

cm-1 µεγαλύτερη από την αντίστοιχη δόνηση ν(Fe-N) του νιτρόζυλ συµπλόκου (αίµη a3 

Fe2+-NO) της ba3 οξειδάσης.18 Επιπρόσθετα, η δόνηση κάµψης του ΝΟ2
- εµφανίζεται 

στους 825 cm-1 στο ελεύθερο ιόν και σε εύρος 790-850 cm-1 σε διάφορα σύµπλοκα 

µετάλλων-νιτρωδών.19-20 Ως εκ τούτου, µε βάση τις παρατηρούµενες ισοτοπικές 

µετατοπίσεις και για τις δύο δονήσεις που ανιχνεύθηκαν, η δέσµευση του NO2
- µέσω του 

ατόµου του οξυγόνου µπορεί να αποκλειστεί. Για τις συχνότητες των δονήσεων ν(Fe-NO2) 

και δ(ΟΝΟ), παρατηρείται ότι, παραµένουν αµετάβλητες σε εύρος pH 6,0-9,0 (Σχήµα 

7.2.5, πλαίσια Α-C, φάσµατα a-b και a-c) και µετά από αντικατάσταση H2O/D2O (Σχήµα 

7.2.5, πλαίσιο Β, ένθετο), υποδηλώνοντας ότι η δοµή του συµπλόκου αίµης a3 Fe2+-ΝΟ2
- 

παραµένει ανεπηρέστη. Συνεπώς, η οξειδωτική κατάσταση της αίµης b (b3+ σε pH 6,0 και 

b2+ σε pH 7,5 και pH 9,0) δεν έχει καµία επίδραση στις ιδιότητες του συµπλόκου αίµης α3 

Fe2+-NO2
-.  

 

7.3 Συζήτηση 

Η ταυτοποίηση των δονήσεων ν(Fe-NO2) και δ(ΟΝΟ) µας επιτρέπει να χαρακτηρίσουµε 

τη δοµή και τις ιδιότητες του παραγώγου αίµης a3 Fe2+-NO2
- της ba3 οξειδάσης (Σχήµα 

7.3.1). Η ανίχνευση της δόνησης τάσης ν(Fe-NO2) στους 568 cm-1 υποδεικνύει ότι το NO2
-
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δεσµεύεται, στo Fe2+ της αίµης a3, µέσω του ατόµου του αζώτου στην ba3 οξειδάση (N- 

νίτρο δέσµευση). Αυτός ο τρόπος ένταξης έχει παρατηρηθεί στις αναγωγάσες των 

νιτρωδών, cd1NiR και σταθεροποιείται µέσω δεσµών υδρογόνου που σχηµατίζονται 

µεταξύ των δύο ατόµων οξυγόνου του δεσµευµένου NO2
- στην αίµη d1

 και των δύο 

καταλοίπων ιστιδίνης που είναι σηµαντικά για τη δραστικότητα του ενζύµου.6, 13 

 

 
 

Σχήµα 7.3.1: Σχηµατική αναπαράσταση του παραγώγου αίµης a3-νίτρο της ba3 οξειδάσης. Τα δοµικά 

χαρακτηριστικά του διµεταλλικού κέντρου αίµης a3/CuB λήφθηκαν από το αρχείο PDB 1EHK.23  
 

Σε αντίθεση, στην αιµοσφαιρίνη και στη µυοσφαιρίνη σχηµατίζονται νίτριτο σύµπλοκα.7-9 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει, ότι κατά τη µετάλλαξη του κατάλοιπου της µακρινής ιστιδίνης 

(H64V) στη µυοσφαιρίνη, αλλάζει ο τρόπος δέσµευσης από νίτριτο σε νίτρο και χάνεται η 

δραστικότητα της ως αναγωγάση των νιτρωδών. Ως εκ τούτου, το κατάλοιπο της µακρινής 

ιστιδίνης θεωρείται ότι κατευθύνει και ελέγχει τη δέσµευση τoυ NO2
- µέσω του ατόµου 

του οξυγόνου στο Fe της αίµης στη µυοσφαιρίνη και την αιµοσφαιρίνη.8 

Υπάρχει γενική οµοφωνία ότι το εγγύς και µακρινό περιβάλλον της αίµης ελέγχει τις 

ιδιότητες των δεσµευµένων, στην αίµη, υποκαταστατών στις αιµοπρωτεΐνες. Στη 

µυοσφαιρίνη το κατάλοιπο της µακρινής ιστιδίνης κατευθύνει τη δέσµευση του NO2
- στο 

Fe της αίµης µέσω του ατόµου του οξυγόνου.8 Στο νιτρόζυλ σύµπλοκο της ανηγµένης 

µυοσφαιρίνης, Mb-NO (νFe-NO=558 cm-1, νΝ-Ο=1613 cm-1) η γωνιά Fe-N-O και 

κατ’επέκταση η ισχύς των δεσµών Fe-N και N-O επηρεάζονται από την ισχύ του δεσµού 

µεταξύ του Fe και της εγγύς ιστιδίνης (Fe-His93) και από πολικές και στερικές 

αλληλεπιδράσεις στη µακρινή θέση της αίµης.21-22 Ωστόσο, στην ba3 οξειδάση έχει φανεί 

ότι οι δονήσεις ν(Fe2+-NO) και ν(Ν-Ο) παρατηρούνται στους 539 και 1620 cm-1, 
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αντίστοιχα και παραµένουν ανεπηρέαστες µετά από ανταλλαγή H2O/D2O και σε εύρος pH 

6,0-9,0, υποδηλώνοντας ότι το άµεσο περιβάλλον του δεσµευµένου NO στο Fe της αίµης 

δεν συµβάλλει στην αποδυνάµωση του δεσµού Fea3-NO.18 Περαιτέρω, µελέτες µε 

φασµατοσκοπία FTIR των παραγώγων CN- της ba3 οξειδάσης έχουν αποκαλύψει ότι το 

περιβάλλον του CuB και των υποκαταστατών ιστιδίνης του, συµπεριλαµβανοµένης και της 

οµοιοπολικά δεσµευµένης Tyr237 είναι άκαµπτο και δεν υπόκειται σε αλλαγές στη 

διαµόρφωση που να συνδέονται µε αλλαγή στην κατάσταση 

πρωτονίωσης/αποπρωτονίωσης των υποκαταστατών του CuB
2+.24 Παρόµοια 

συµπεράσµατα εξήχθησαν και στην περίπτωση του συµπλόκου CuB
+-CO.25 Εποµένως, το 

περιβάλλον του CuB είναι άκαµπτο και στις δύο οξειδωτικές καταστάσεις του µετάλλου 

και το περιβάλλον του διπυρηνικού κέντρου (pH/pD = 6,0-9,0) της ba3 οξειδάσης δεν 

µεταβάλλει την κατάσταση πρωτονίωσης των πολικών καταλοίπων ιστιδίνης και της 

Tyr237, τα οποία είναι υποκαταστάστες του CuB. Η οµοιότητα της δόνησης ν(Fe2+-NO2
-) 

σε εύρος pH 6,0-9,0 και µε ανταλλαγή H2O/D2O υποδεικνύει ότι δεν υπάρχει κάποια 

πολική επίδραση από το περιβάλλον του CuB που θα µπορούσε να επηρεάσει το δεσµό Fe-

NO2
- και έτσι η δοµή του συµπλόκου αίµης a3 Fe2+-NO2

- παραµένει αµετάβλητη. 

Λαµβάνοντας υπόψην τα πιο πάνω, τα δεδοµένα µας καθώς και αυτά που έχουν αναφερθεί 

προηγουµένως αποδεικνύουν ότι το µακρινό περιβάλλον της αίµης a3 δεν επηρεάζει 

σηµαντικά την ισχύ και τον τρόπο δέσµευσης των υποκαταστατών στην αίµη a3.18 

Όπως φαίνεται από τα φάσµατα RR της ανηγµένης ba3 οξειδάσης στο φάσµα b του 

σχήµατος 7.2.2, παρατηρούνται δύο δονήσεις του δεσµού Fe-εγγύς ιστιδίνης, ν(Fe-His), 

στους 193 και 209 cm-1.17, 26 H εγγύς ιστιδίνη, His384 στην ba3 οξειδάση, σχηµατίζει 

δεσµό υδρογόνου µε το κατάλοιπο Gly359 (Σχήµα 7.3.1). Η µεταβολή στην κατάσταση 

του συγκεκριµένου δεσµού, έχει χρησιµοποιηθεί για να εξηγήσει το διαχωρισµό της 

δόνησης Fe-His. Ως εκ τούτου, η δόνηση ν(Fe-His) στους 193 cm-1 αποδίδεται σε 

διαµόρφωση όπου σχηµατίζεται πολύ ασθενής δεσµός υδρογόνου, ενώ η δόνηση ν(Fe-His) 

στους 209 cm-1 οφείλεται σε διαµόρφωση µε µερική αλληλεπίδραση δεσµού υδρογόνου 

µεταξύ της His384 και της Gly359.26 Σε προηγούµενες µελέτες έχει αποδειχθεί ότι το 

πρωτεϊνικό περιβάλλον της εγγύς ιστιδίνης ελέγχει την ισχύ του δεσµού Fe-His384 κατά 

τη δέσµευση υποκατασταστών (CO vs NO).18, 26 Με αυτόν τον τρόπο, η χαµηλή 

συχνότητα της δόνησης τάσης του δεσµού Fe-NO που ανιχνεύθηκε στην ba3 οξειδάση, σε 

σύγκριση µε τη µυοσφαιρίνη, αποδόθηκε στο σχηµατισµό ασθενέστερου δεσµού Fe-His 

στην ba3 οξειδάση.18 Τα RR δεδοµένα µας αποδεικνύουν ξεκάθαρα το σχηµατισµό µιας 

διαµόρφωσης στο παράγωγο της αίµης a3-NO2
-, εφόσον ανιχνεύεται µια µόνο δόνηση 

ΑΝ
ΔΡ
ΕΑ
Σ Λ
ΟΥ
ΛΛ
ΗΣ



Κεφάλαιο	7																																																																											Μελέτη	της	Aντίδρασης	ba3	Oξειδάσης/NO2
-	

	

	 106	

v(Fe-NO2
-) στους 568 cm-1 και ότι ο δεσµός Fe-His384 παραµένει άθικτος στο σύµπλοκο 

αυτό. 

Συνοψίζοντας, κατά την αντίδραση της ba3 οξειδάσης µε το NO2
- παρουσία κυστεΐνης 

σχηµατίζεται το σύµπλοκο αίµης a3 Fe2+-NO2
-, το οποίο αποµονώθηκε και 

χαρακτηρίστηκε φασµατοσκοπικά για πρώτη φορά. Το σύµπλοκο έχει µεγάλο χρόνο 

ηµιζωής κάτω από τις πειραµατικές µας συνθήκες, υποδηλώνοντας πιθανή διαφορετική 

δραστικότητα ως προς το ΝΟ2
- µεταξύ βακτηριακών οξειδασών και οξειδασών των 

θηλαστικών. Επίσης, αποδείχθηκε ότι τα πολικά κατάλοιπα του CuB, σε αντίθεση µε τη 

µυοσφαιρίνη, δεν κατευθύνουν τη δέσµευση του ΝΟ2
- (νίτρο έναντι νίτριτο δέσµευσης) 

στο Fe της αίµης. Επιπλέον, προτείνεται ότι το πρωτεΐνικό περιβάλλον της εγγύς ιστιδίνης 

ελέγχει το δεσµό Fe-His384 κατά τη δέσµευση υποκαταστατών στην ba3 οξειδάση.  
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8.1 Εισαγωγή 

Ο µοριακός µηχανισµός λειτουργίας των αιµοχαλκοξειδασών, όσον αφορά την αναγωγή 

του µοριακού οξυγόνου σε νερό και την άντληση πρωτονίων, έχει διερευνηθεί εκτεταµένα 

και τα βασικά στοιχεία του έχουν διευκρινιστεί.1-3 Εκτός από την αναγωγή του Ο2, κατά τη 

διάρκεια των τελευταίων ετών έχουν περιγραφεί επιπρόσθετες καταλυτικές λειτουργίες 

των αιµοχαλκοξειδασών. Πρόσφατα, αναφέρθηκε ότι οι µιτοχονδριακές οξειδάσες έχουν 

την ικανότητα να καταλύουν την αντίδραση αναγωγής του ΝΟ2
- σε ΝΟ (ΝΟ2

- + e- + 2H+ 

→ NO + H2O) κάτω από υποξικές συνθήκες. Η ικανότητα αυτή, περιγράφει τον πιθανό 

ρόλο των αιµοχαλκοξειδασών σε µονοπάτια σηµατοδότησης, καθώς το ΝΟ λειτουργεί ως 

σηµατοδοτικό µόριο και αποτελεί µόριο εξαιρετικής σηµασίας στους ζωντανούς 

οργανισµούς, αφού ρυθµίζει µεγάλο εύρος λειτουργιών τους.4-5 Περαιτέρω, οι 

βακτηριακές οξειδάσες, συµπεριλαµβανοµένου των caa3 και ba3 οξειδασών από το 

βακτήριο T. thermophilus, της cbb3 οξειδάσης από το βακτήριο P. stutzeri και της bo3 

κινολικής οξειδάσης από το βακτήριο E. coli, είναι ικανές να καταλύουν την αντίδραση 

αναγωγής του ΝΟ σε Ν2Ο (ΝΟ2
- + 2e- + 2H+ → N2O + H2O) σε αντίθεση µε τις 

αιµοχαλκοξειδάσες των θηλαστικών.6-8 H αναγωγή του ΝΟ2
- σε ΝΟ και του ΝΟ σε Ν2Ο 

αποτελούν ενδιάµεσα βήµατα του σταδίου της απονιτροποίησης, στον κύκλο του αζώτου. 

Το στάδιο της απονιτροποίησης είναι το τµήµα του βιοχηµικού κύκλου του αζώτου, κατά 

τον οποίο πραγµατοποιείται αναγωγή των νιτρικών ιόντων (ΝΟ3
-) σε µοριακό άζωτο (Ν2) 

σε τέσσερα διαδοχικά βήµατα (ΝΟ3
- → NO2

- → NO → N2O → N2) και απαντάται σε 

µεγάλο εύρος οργανισµών, από αρχαία σε ευβακτήρια, ακόµα και σε µερικά 

ευκαρυωτικά.5, 9 Επιπλέον, είναι ενδιαφέρον να σηµειωθεί ότι τα βακτήρια είναι αναγκαίο 

να ανταποκρίνονται σε διάφορες εξωτερικές επιδράσεις, συµπεριλαµβανοµένου του ΝΟ, 

κατά τη διάρκεια ζωής τους. Αυτό παρατηρείται στους παθογόνους οργανισµούς, οι οποίοι 

υποβάλλονται στην απόκριση του ανοσοποιητικού συστήµατος των θηλαστικών. 

Οι ποικίλοι βιολογικοί ρόλοι του ΝΟ2
- και του ΝΟ υπογραµµίζουν τη σηµαντικότητα της 

διαλεύκανσης της θεµελειώδης χηµείας που πραγµατοποιείται κατά την αναγωγή αυτών 

των µικρών µοριων. Η αναγωγή των υποστρωµάτων (ΝΟ2
- και ΝΟ) πραγµατοποιείται στο 

διµεταλλικό κέντρο αίµης/χαλκού των αιµοχαλκοξειδασών, ωστόσο ο ρόλος του κάθε 

µετάλλου και τα ενδιάµεσα που σχηµατίζονται κατά τις αντιδράσεις δεν έχουν ακόµη 

διευκρινιστεί. Πρόσφατα έχουν συντεθεί µοντέλα δοµών αίµης/χαλκού και οι αντιδράσεις 

τους µε το ΝΟ2
- έχουν µελετηθεί.10 Στο κεφάλαιο 7 πραγµατοποιήθηκε η µελέτη της 

αντίδρασης της ba3 οξειδάσης µε το ΝΟ2
- κάτω από αναερόβιες συνθήκες. Κατά την 

αντίδραση σχηµατίστηκε το παράγωγο αίµης a3 Fe2+-NO2
-, το οποίο χαρακτηρίστηκε µε τη 
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φασµατοσκοπία RR, υποδεικνύοντας ότι οι βακτηριακές οξειδάσες και οι οξειδάσες των 

θηλαστικών πιθανόν να παρουσιάζουν διαφορετική δραστικότητα ως προς το ΝΟ2
-.11 Η 

διαφορετική δραστικότητα ως προς τα πιθανά υποστρώµατα δεν προκαλεί εκπλήξη καθώς, 

όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, οι βακτηριακές οξειδάσες (ba3, caa3 και bo3) έχουν την 

ικανότητα να καταλύουν την αντίδραση αναγωγής του NO σε N2O σε αντίθεση µε τις 

οξειδάσες των θηλαστικών.6-8 Aξιοσηµείωτο, είναι ότι ο µοριακός µηχανισµός αναγωγής 

του NO σε N2O από τις αιµοχαλκοξειδάσες δεν έχει ακόµη ξεκαθαριστεί, καθώς 

παρατηρήθηκαν διαφορετικά ενδιάµεσα ανάλογα µε το κάθε µέλος της 

αιµοχαλκοξειδάσης που µελετήθηκε. Κατά την αντίδραση της οξειδωµένης cbb3 

οξειδάσης µε το NO σχηµατίζεται το εξα-υποκατεστηµένο αίµης b3-νιτρόζυλ σύµπλοκο 

Fe3+-NO, ενώ κάτω από αναγωγικές συνθήκες ο δεσµός της εγγύς His-Feb3 διασπάται και 

σχηµατίζεται το πεντα-υποκατεστηµένο αίµης b3-νιτρόζυλ σύµπλοκο Fe2+-NO.12-13 Από 

µελέτη της αντίδρασης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το ΝΟ, µε φασµατοσκοπία UV 

και Vis συντονισµού Raman, παρατηρήθηκε ο σχηµατισµός του συµπλόκου αίµης a3-

υπονιτρώδους (ΗΟ-Ν=ΝΟ-).14-15 Περαιτέρω, κάτω από αναγωγικές αναερόβιες συνθήκες 

ανιχνεύθηκε το έξα-υποκατεστηµένο αίµης a3-νιτρόζυλ σύµπλοκο Fe2+-NO και προτάθηκε 

ότι το υπονιτρώδες παράγωγο σχηµατίζεται µεταβατικά.16 Ο ρόλος του CuB παραµένει 

ασαφής, καθώς τα πειράµατα φωτόλυσης σε χαµηλή θερµοκρασία των παραγώγων Fe2+-

NO στις ba3 και bo3 οξειδάσες που µελετήθηκαν µε φασµατοσκοπία FTIR φανέρωσαν ότι 

κατά τη φωτοδιάσπαση του δεσµού Fe-ΝΟ σχηµατίζεται το παράγωγο CuB-NO στην ba3 

οξειδάση, το οποίο δεν σχηµατίζεται στην bo3 οξειδάση.17-18 

Στον παρόν κεφάλαιο µελετήθηκε µε τις φασµατοσκοπίες RR και FTIR, η αντίδραση του 

ΝΟ2
- µε την cbb3 οξειδάση από το βακτήριο P. stutzeri κάτω από αναγωγικές αναερόβιες 

συνθήκες. Τα πειραµατικά αποτελέσµατα έδειξαν ότι η cbb3 οξειδάση καταλύει την 

αναγωγή του ΝΟ2
- σε N2O µέσω του σχηµατισµού του παραγώγου αίµης b3 Fe2+-NO. Με 

βάση τις παρατηρήσεις µας, η cbb3 οξειδάση είναι το πρώτο µέλος της οικογένειας των 

αιµοχαλκοξειδασών που αναγνωρίζεται ότι παρουσιάζει δραστικότητα αναγωγάσης των 

νιτρωδών και αναγωγάσης του µονοξειδίου του αζώτου. 

 

8.2 Αποτελέσµατα 

Στο φάσµα οπτικής απορρόφησης της οξειδωµένης cbb3 οξειδάσης (Σχήµα 8.2.1, φάσµα a) 

παρατηρούνται µέγιστα απορρόφησης στα 411, 530 και 560 nm. Η ανηγµένη από 

κυστεΐνη cbb3 οξειδάση (Σχήµα 8.2.1, φάσµα b) παρουσιάζει µέγιστα απορρόφησης στην 

περιοχή Soret στα 417 και 428 nm και στην περιοχή των Q-bands στα 521, 528, 551 και 
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559 nm. Οι κορυφές στα 417, 521 και 551 nm είναι χαρακτηριστικές της αίµης c2+ ενώ οι 

ώµοι στα 428, 528 και 559 nm οφείλονται στις αίµες b2+ και b3
2+. Μετά την προσθήκη 

NO2
- στο ανηγµένο ένζυµο (Σχήµα 8.2.1, φάσµα c και φάσµα c΄ στο ένθετο) 

παρατηρήθηκε µικρή αύξηση της κορυφής στα 428 nm και εµφάνιση ώµου στα 592 nm 

υποδηλώνοντας το σχηµατισµό ενός συµπλόκου αίµης b3 Fe2+. Ο σχηµατισµός συµπλόκου 

επιβεβαιώνεται από το οπτικό φάσµα διαφοράς (Σχήµα 8.2.1, φάσµα c-b, ένθετο), το οποίο 

χαρακτηρίζεται από τις κορυφές στα 430 και 590 nm.  

 

 
 

Σχήµα 8.2.1: Φάσµατα οπτικής απορρόφησης της οξειδωµένης cbb3 οξειδάσης (φάσµα a), της ανηγµένης 

από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης (φάσµα b) και µετά την προσθήκη ΝΟ2
- στην ανηγµένη cbb3 οξειδάση (φάσµα 

c) σε pH 7,5. Το φάσµα c΄στο ένθετο δείχνει µεγενθυµένη την περιοχή 500 – 700 nm του φάσµατος c και το 

φάσµα c-b στο ένθετο παρουσιάζει το φάσµα διαφοράς. 

 

Τα RR φάσµατα της οξειδωµένης και της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης στην 

περιοχή των υψηλών συχνοτήτων παρουσιάζονται στο σχήµα 8.2.2 και είναι όµοια µε 

αυτά από προηγούµενες αναφορές.19 Συνοπτικά, η δόνηση v4 που αναφέρεται στην π* 

ηλεκτρονιακή πυκνότητα του πορφυρινικού δακτυλίου, παρατηρείται στους 1362 cm-1 

υποδεικνύοντας ότι οι αίµες βρίσκονται στην ανηγµένη κατάσταση. Οι δονήσεις v3 στους 

1494 cm-1 και v2 στους 1590 cm-1 προέρχονται από τις χαµηλού σπιν αίµες c και b, ενώ η 
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αντίστοιχη δόνηση v2 για την αίµη b3 παρατηρείται στους 1467 cm-1. Για τη µελέτη της 

αντίδρασης της ανηγµένης cbb3 οξειδάσης µε το ΝΟ2
- χρησιµοποιήθηκε κυστεΐνη, η οποία 

όπως αναφέρθηκε στο κεφ. 7 είναι ήπιο αναγωγικό, αντί άλλα αναγωγικά που 

χρησιµοποιούνται ευρέως, όπως διθειονικά ή ασκορβικά άλατα, έτσι ώστε να αποφευχθεί 

η µη ενζυµατική αναγωγή του ΝΟ2
-. 

 

 
 

Σχήµα 8.2.2: Φάσµατα RR της cbb3 οξειδάσης στην οξειδωµένη (φάσµα a) και στην ανηγµένη από κυστεΐνη 

(φάσµα b) µορφή στην περιοχή των υψηλών συχνοτήτων. Τα φάσµατα λήφθηκαν µε µήκη κύµατος 

διέγερσης στα 405 nm και 441 nm για την οξειδωµένη και την ανηγµένη µορφή της cbb3 οξειδάσης, 

αντίστοιχα. Η ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα ήταν στα 4mW. 

 

Στο σχήµα 8.2.3 παρουσιάζονται τα RR φάσµατα, στην περιοχή των υψηλών (πλαίσιο Α) 

και των χαµηλών (πλαίσιο Β) συχνοτήτων των αντιδράσεων της ανηγµένης cbb3 

οξειδάσης µε το ΝΟ2
- που λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 405 nm. Όπως 

παρατηρείται τα φάσµατα των δύο παραγώγων είναι όµοια µεταξύ τους τόσο στην περιοχή 

των υψηλών όσο και στην περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων. Επίσης, δεν παρατηρείται 

κάποιο µοτίβο θετικής/αρνητικής κορυφής στα φάσµατα διαφοράς, που να µπορεί να 

αποδοθεί σε ισοτοπικά ευαίσθητη δόνηση, υποδεικνύοντας ότι οι δονήσεις του παραγώγου 

που σχηµατίζεται δεν ενισχύονται µε διέγερση στα 405 nm. 

ΑΝ
ΔΡ
ΕΑ
Σ Λ
ΟΥ
ΛΛ
ΗΣ



Κεφάλαιο	8																																				Μελέτη	της	Δράσης	Αναγωγάσης	ΝΟ2
-	και	NO	της	cbb3	Οξειδάσης	

	

	 114	

 

 
 

Σχήµα 8.2.3: Φάσµατα RR, στην περιοχή των υψηλών (πλαίσιο Α) και των χαµηλών (πλαίσιο Β) 

συχνοτήτων, των παραγώγων της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης που σχηµατίζονται µετά την 

προσθήκη 14Ν16Ο2
- (φάσµα a) και 15Ν16Ο2

- (φάσµα b) σε pH 7,5. Το φάσµα a-b αναφέρεται στο φάσµα 

διαφοράς και είναι µεγενθυµένο κατά 5 φορές. Τα φάσµατα λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 405 

nm και ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 mW. 

 

Στο σχήµα 8.2.4 παρουσιάζονται τα φάσµατα RR, στην περιοχή των υψηλών συχνοτήτων, 

της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης µε το 14Ν16Ο2
- (φάσµα a) και το 15Ν16Ο2

- 

(φάσµα b) σε pH 7,5 που λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 441 nm. Οι πιο 

αξιοπρόσεκτες αλλαγές που παρατηρούνται στα φάσµατα RR της ανηγµένης από κυστεΐνη 

cbb3 οξειδάσης µετά την προσθήκη ΝΟ2
-, είναι η εµφάνιση ώµου στους 1373 cm-1 (v4) και 

η µετατόπιση της δόνησης v2 της αίµης b3 στους 1494 cm-1. Οι δονήσεις στους 1373 και 

1494 cm-1 συµπίπτουν µε τις αντίστοιχες δονήσεις των χαµηλού σπιν αιµών c και b, 

υποδεικνύοντας το σχηµατισµό ενός εξα-υποκατεστηµένου χαµηλού σπιν αίµης b3 

συµπλόκου. Επιπρόσθετα, παρατηρείται αύξηση της έντασης της δόνησης στους 1575   

cm-1 στο φάσµα b (αντίδραση µε το 15Ν16Ο2
-) σε σύγκριση µε το φάσµα a (αντίδραση µε 

το 14Ν16Ο2
-). Στο φάσµα διαφοράς (φάσµα a-b) παρατηρείται µοτίβο θετικής/αρνητικής 

κορυφής στους 1592/1572 cm-1, φανερώνοντας την παρουσία ισοτοπικά ευαίσθητης 

δόνησης, η οποία παραµένει αµετάβλητη σε pH 9,0 (Σχήµα 8.2.4, ένθετο). 
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Σχήµα 8.2.4: Φάσµατα RR, στην περιοχή των υψηλών συχνοτήτων, των παραγώγων της ανηγµένης από 

κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης που σχηµατίζονται µετά την προσθήκη 14Ν16Ο2
- (φάσµα a) και 15Ν16Ο2

- (φάσµα b) 

σε pH 7,5. Το φάσµα a-b αναφέρεται στο φάσµα διαφοράς και είναι µεγενθυµένο κατά 5 φορές. Στο ένθετο 

παρουσιάζεται το αντίστοιχο φάσµα διαφοράς σε pH 9,0. Τα φάσµατα λήφθηκαν µε µήκος κύµατος 

διέγερσης στα 441 nm και ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 mW. 

 

Τα φάσµατα RR, στην περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων, της αντίδρασης της ανηγµένης 

cbb3 οξειδάσης µε το 14Ν16Ο2
- (φάσµα a), το 15Ν16Ο2

- (φάσµα b) και το 15Ν18Ο2
- (φάσµα c) 

σε pH 7,5, που λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 441 nm, παρουσιάζονται στο 

σχήµα 8.2.5. Στο φάσµα a (αντίδραση µε το 14Ν16Ο2
-)  παρατηρείται η δόνηση στους 550 

cm-1, η οποία µετατοπίζεται στους 540 cm-1 µε τη χρήση 15Ν16Ο2
- και 15Ν18Ο2

- (φάσµατα b 

και c, αντίστοιχα). Η παρουσία των µοτίβων θετικής/αρνητικής κορυφής στους 555/538 

cm-1 και 555/536 cm-1 στα φάσµατα διαφοράς a-b και a-c, αντίστοιχα, επιβεβαιώνουν την 

ευαισθησία της δόνησης στους 550 cm-1 µε  την ισοτοπική αντικατάσταση αζώτου και 

οξυγόνου. Οι ίδιες συχνότητες παρατηρούνται και στα αντίστοιχα φάσµατα διαφοράς σε 

pH 9,0 (Σχήµα 8.2.5, ένθετο). 
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Σχήµα 8.2.5: Φάσµατα RR, στην περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων, των παραγώγων της ανηγµένης από 

κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης που σχηµατίζονται µετά την προσθήκη 14Ν16Ο2
- (φάσµα a), 15Ν16Ο2

- (φάσµα b) και 
15Ν18Ο2

- (φάσµα c) σε pH 7,5. Τα φάσµατα a-b και a-c αναφέρονται στα φάσµατα διαφοράς και είναι 

µεγενθυµένα κατά 2 φορές. Στο ένθετο παρουσιάζονται τα αντίστοιχα φάσµατα διαφοράς σε pH 9,0. Τα 

φάσµατα λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 441 nm και ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 

mW. 
 

Στη µελέτη της αντίδρασης της ba3 οξειδάσης µε το ΝΟ2
- αναφέρθηκε για πρώτη φορά η 

ανίχνευση του νίτρο-συµπλόκου στο διµεταλλικό της κέντρο. Το σύµπλοκο 

χαρακτηρίστηκε από τις δονήσεις τάσης v(Fe2+-NO2
-) και κάµψης δ(ΟΝΟ) στους 568 και 

786 cm-1, αντίστοιχα.11 Παρόλο που η δόνηση στους 555 cm-1 στην αντίδραση της cbb3 

οξειδάσης µε ΝΟ2
- εµφανίζεται σε συχνότητα πλησίον της δόνησης τάσης v(Fe-NO2) του 

νίτρο-παραγώγου της ba3 οξειδάσης, εµπίπτει επίσης και στο εύρος των συχνοτήτων της 

δόνησης τάσης v(Fe-NO) των νιτρόζυλ-συµπλόκων. Συγκεκριµένα, η δόνηση τάσης v(Fe-

NO) των εξα-υποκατεστηµένων νιτρόζυλ-συµπλόκων στις ba3 και bo3 οξειδάσες έχει 

αναφερθεί στους 539 και 534 cm-1, αντίστοιχα,16, 18 και του αντίστοιχου συµπλόκου στη 

µυοσφαιρίνη στους 551 cm-1.20 Επίσης πρέπει να επισηµανθεί ότι πρόσφατες µελέτες 

δονητικής φασµατοσκοπίας πυρηνικού συντονισµού (NRVS) των νιτρόζυλ-συµπλόκων 

της µυοσφαιρίνης και µοντέλων εξα-υποκατεστηµένης αίµης-νιτρόζυλ συµπλόκων, 
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υποστηρίζουν ότι η δόνηση στους ~550 cm-1 (υψηλότερη συχνότητα δόνησης), που 

συνήθως αποδίδεται στη δόνηση τάσης ν(Fe-NO) σε µελέτες RR, έχει σηµαντική 

συνεισφορά από τη δόνηση κάµψης Fe-N-O και η χαµηλότερη συχνότητα δόνησης στους 

~450 cm-1 µπορεί να αποδοθεί στη δόνηση τάσης Fe-NO.21-26 Με βάση τις µελέτες NRVS 

και εφόσον οι παρατηρούµενες ισοτοπικές µετατοπίσεις των παραγώγων 15ΝΟ και 15Ν18Ο 

είναι σχεδόν παρόµοιες, η δόνηση στους 555 cm-1 αποδίδεται στη δόνηση κάµψης δ(Fe-N-

O), λαµβάνοντας υπόψην ότι περιέχει σηµαντική συνεισφορά απο τη δόνηση τάσης Fe-

ΝΟ. Εάν η δόνηση στους 555 cm-1 οφειλόταν κατά κύριο λόγο στη δόνηση τάσης Fe-NO 

τότε θα αναµενόταν µεγαλύτερη ισοτοπική µετατόπιση για το παράγωγο του 15Ν18Ο σε 

σύγκριση µε το παράγωγο του 15ΝΟ.21-23 Για τη διαλεύκανση του συµπλόκου που 

σχηµατίζεται λαµβάνεται υπόψην η δεύτερη ισοτοπικά ευαίσθητη δόνηση που 

παρατηρήθηκε στους 1592 cm-1. Η δόνηση στους 1592 cm-1 αποδίδεται στη δόνηση τάσης 

N-O του εξα-υποκατεστηµένου συµπλόκου αίµης b3 Fe2+-NO, καθώς η ν(ΝΟ) εµφανίζεται 

σε εύρος 1590-1640 cm-1 στα εξα-υποκατεστηµένα νιτρόζυλ-σύµπλοκα και σε 

µεγαλύτερες συχνότητες (1660-1680 cm-1) στα πεντα-υποκατεστηµένα παράγωγα,21-23, 27-29 

ενώ οι συµµετρικές και ασύµµετρες δονήσεις τάσης του δεσµευµένου στην αίµη NO2
- 

αναµένονται σε εύρος 1300-1500 cm-1 στα νίτριτο-σύµπλοκα.30 Ως εκ τούτου, αποδίδουµε 

τις δονήσεις στους 555 και 1592 cm-1 στις δ(Fe-N-O) και v(N-O), αντίστοιχα του 

συµπλόκου αίµης b3 Fe2+-NO. Οι ίδιες κορυφές ανιχνεύονται και στην περίπτωση της 

αντίδρασης της ανηγµένης cbb3 οξειδάσης µε το ΝΟ (Σχήµα 8.2.6) επιβεβαιώνοντας ότι το 

ίδιο σύµπλοκο αίµης b3 Fe2+-NO σχηµατίζεται στις αντιδράσεις cbb3/NO2
- και cbb3/NO. 

Τα αποτελέσµατά µας συνεπώς δείχνουν ότι η cbb3 οξειδάση έχει την ικανότητα να ανάγει 

το ΝΟ2
- σε ΝΟ σε σηµαντικό ποσοστό και παρουσιάζει δραστικότητα αναγωγάσης των 

νιτρωδών. 

Μετά την ανίχνευση του σχηµατισµού του εξα-υποκατεστηµένου αίµης b3-νιτρόζυλ-

συµπλόκου Fe2+-NO κατά την αντίδραση της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης µε 

το ΝΟ2
-, εξετάστηκε κατά πόσο σχηµατίζεται Ν2Ο ως τελικό προϊόν. Η µελέτη αυτή 

πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση της φασµατοσκοπίας FTIR έτσι ώστε να επιβεβαιωθεί 

κατά πόσο η cbb3 οξειδάση διατηρεί την ικανότητά της να λειτουργεί ως αναγωγάση του 

µονοξειδίου του αζώτου κάτω από τις πειραµατικές µας συνθήκες. Στο σχήµα 8.2.7 

παρουσιάζεται το φάσµα FTIR της αντίδρασης της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 

οξειδάσης µε το ΝΟ2
-, το οποίο εµφανίζει µια δόνηση στους 2230 cm-1. Η δόνηση 

οφείλεται στην ασύµµετρη δόνηση τάσης Ν-Ν-Ο του Ν2Ο,17 και µετατοπίζεται στους 2161 
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cm-1 µε τη χρήση 15ΝΟ2
- (Σχήµα 8.2.7, ένθετο). Στο αντίστοιχο πείραµα, απουσία του 

ενζύµου (επώαση ΝΟ2
- µε κυστεΐνη) δεν παρατηρήθηκε σχηµατισµός Ν2Ο. 

 

 
 

Σχήµα 8.2.6: Φάσµατα RR, στην περιοχή των υψηλών (πλαίσιο Α) και των χαµηλών (πλαίσιο Β) 

συχνοτήτων, των παραγώγων της ανηγµένης από διθειονικά cbb3 οξειδάσης µε το 14Ν16Ο (φάσµα a) και το 
15Ν16Ο (φάσµα b) σε pH 7,5. Το φάσµα a-b αναφέρεται στο φάσµα διαφοράς και είναι µεγενθυµένο κατά 5 

φορές στην περιοχή των υψηλών και κατά 2 φορές στην περιοχή των χαµηλών συχνοτήτων. Τα φάσµατα 

λήφθηκαν µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 441 nm και ενέργεια ακτινοβολίας στο δείγµα στα 4 mW. 
 

 
Σχήµα 8.2.7: Φάσµα FTIR της αντίδρασης της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης µε το 14Ν16Ο2

-
 

συγκέντρωσης 6mM. Στο ένθετο παρουσιάζεται η αντίστοιχη αντίδραση µε το 15Ν16Ο2
-. 
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Για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης του παραγώµενου Ν2Ο κατά την αντίδραση 

cbb3/NO2
- κατασκευάστηκε καµπύλη βαθµονόµησης της απορρόφησης της δόνησης στους 

2230 cm-1 συναρτήσει της συγκέντρωσης του Ν2Ο (Σχήµα 8.2.8). Από την απορρόφηση 

της δόνησης στους 2230 cm-1 της αντίδρασης της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης 

µε το ΝΟ2
- παρατηρείται ότι σχεδόν όλη η ποσότητα του ΝΟ2

- µετατρέπεται σε Ν2Ο 

υποδεικνύοντας ότι η cbb3 οξειδάση καταλύει ποσοτικά την αναγωγή του ΝΟ2
- σε Ν2Ο. 

Ως εκ τούτου, αποδεικνύεται ότι η cbb3 οξειδάση είναι ικανή να λειτουργεί ως αναγωγάση 

των νιτρωδών και του µονοξειδίου του αζώτου κάτω από αναγωγικές αναερόβιες 

συνθήκες. 

 

 
 

Σχήµα 8.2.8: Καµπύλη βαθµονόµησης της απορρόφησης της δόνησης στους 2230 cm-1 συναρτήσει της 

συγκέντρωσης του Ν2Ο. Με κόκκινες διακεκοµµένες γραµµές επισηµαίνεται η απορρόφηση στους 2230   

cm-1 που λήφθηκε από την αντίδραση cbb3/NO2
- και η αντίστοιχη συγκέντρωση N2O που παράχθηκε. 

 

8.3 Συζήτηση 

Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι στα σύµπλοκα του ΝΟ µε αιµοπρωτεΐνες όταν ο 

Fe της αίµης βρίσκεται στην ανηγµένη κατάσταση, Fe2+ το ΝΟ δρα ως σ-δότης/π-

δέκτης.21-29 Η διαφορά στην ισχύ του σ δεσµού οδηγεί σε απευθεία συσχέτιση των 

δονήσεων τάσης ν(Fe-NO) και ν(N-O), ενώ η αλλαγή στον π δεσµό επαναφοράς οδηγεί σε 

αντίστροφη σχέση των δονήσεων.21-29 Ως εκ τούτου, ανάλογα µε το πως επηρεάζεται ο 

δεσµός από τις αλληλεπιδράσεις του συµπλόκου αίµης-ΝΟ µε το πρωτεϊνικό περιβάλλον, 

προκαλείται διαφοροποίηση των δονήσεων Fe-N-O. Οι συχνότητες των δονήσεων τάσης 

ν(Fe-NO)/v(N-O) στα παράγωγα αίµης Fe2+-NO στις ba3 και bo3 οξειδάσες αναφέρθηκαν 

στους 539/1620 cm-1 και 534/1616 cm-1, αντίστοιχα.16-17 Τα σύµπλοκα που ανιχνεύθηκαν 
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στις αντιδράσεις της cbb3 οξειδάσης παρουσιάζουν αρκετά διαφορετική δοµή, καθώς η 

δόνηση τάσης δ(Fe-N-O) που εµφανίζεται στους 555 cm-1 είναι µεγαλύτερη σε σύγκριση 

µε τις αντίστοιχες συχνότητες των ba3 και bo3 οξειδασών, ενώ η δόνηση τάσης v(N-O) 

στους 1592 cm-1 είναι σηµαντικά µικρότερη. Ενδιαφέρον παρουσιάζει ότι οι συχνότητες 

του νιτρόζυλ-συµπλόκου της cbb3 οξειδάσης βρίσκονται πιο κοντά σε αυτές του εξα-

υποκατεστηµένου αίµης-νιτρόζυλ παραγώγου της φυσικού τύπου µυοσφαιρίνης (551/1612 

cm-1) και ιδιαίτερα σε αυτές του παραγώγου της µεταλλαγµένης µυοσφαιρίνης V68N 

(551/1595 cm-1).20 Τα RR δεδοµένα της φυσικού τύπου και διαφόρων µεταλλάξεων στη 

µακρινή περιοχή της µυοσφαιρίνης, καθώς και υπολογισµοί DFT υποδεικνύουν ότι το 

δεσµευµένο στην αίµη ΝΟ σχηµατίζει δεσµό υδρογόνου µέσω του ατόµου του αζώτου µε 

το κατάλοιπο His64. Στο παράγωγο της µεταλλαγµένης µυοσφαιρίνης V68N έχει προταθεί 

ότι η ασπαραγίνη σχηµατίζει ισχυρότερο δεσµό υδρογόνου, µειώνοντας περαιτέρω τη 

συχνότητα v(N-O).20, 27-29 Οι υπολογισµοί DFT έχουν δείξει ότι οι δεσµοί Fe-N και N-O 

εξασθενούν όταν δέκτης δεσµού υδρογόνου είναι το Ν, ενώ όταν δέκτης δεσµού 

υδρογόνου είναι το Ο, ο δεσµός Fe-N ενισχύεται και ο δεσµός Ν-Ο εξασθενεί.27-29 Στην 

ba3 οξειδάση, οι διαφορές στις συχνότητες των δονήσεων Fe-N-O σε σύγκριση µε τη 

µυοσφαιρίνη έχουν αποδωθεί στο πρωτεΐνικό περιβάλλον της εγγύς στην αίµη α3 His384, 

που έχει προταθεί ότι ελέγχει την ισχύ του δεσµού Fe-His384 και καθορίζει τη δοµή του 

αίµης a3-νιτρόζυλ συµπλόκου.16 Οι συχνότητες των δονήσεων ν(Fe-NO)/δ(Fe-N-O) και 

v(N-O) εξα-υποκατεστηµένων συµπλόκων αίµης-νιτρόζυλ διαφόρων αιµοχαλκοξειδασών 

και της µυοσφαιρίνης συνοψίζονται στον Πίνακα 8.3.1. 

 
Πίνακας 8.3.1: Συχνότητες των δονήσεων v(Fe-NO)/δ(Fe-N-O) και v(N-O) (cm-1) νιτρόζυλ-συµπλόκων σε 

αιµοχαλκοξειδάσες και στη µυοσφαιρίνη.  

 v(Fe-NO)/δ(Fe-N-O) v(N-O) 

ba3 οξειδάση (T.thermophilus)16 539 v(Fe-NO) 1620 

bo3 οξειδάση (E.coli)8 534 v(Fe-NO) 1616 

Mb φυσικού τύπου20 550 v(Fe-NO) 1612 

Mb V68N20 551 v(Fe-NO) 1595 

cbb3 οξειδάση (P.stutzeri)Παρούσα εργασία 555 δ(Fe-N-O) 1592 

 

Για την εξήγηση της ιδιαίτερης δοµής του νιτρόζυλ-παραγώγου της cbb3 οξειδάσης, σε 

σχέση µε τα αντίστοιχα σύµπλοκα των ba3 και bo3 οξειδασών λαµβάνεται υπόψην η 

επίδραση του εγγύς και µακρινού περιβάλλοντος της αίµης (Σχήµα 8.3.1). Ωστόσο, η 

περίπλοκη και ισχυρά µεικτή φύση των δονήσεων τάσης Fe-NO και κάµψης Fe-N-O, 
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καθώς επίσης και οι αντιθέσεις µεταξύ των αποτελεσµάτων των µελετών NRVS και RR 

για τα εξα-υποκατεστηµένα αίµης Fe2+-NO σύµπλοκα καθιστά περίπλοκη την αξιολόγηση 

της συνεισφοράς του κάθε παράγοντα.20-29 Στην cbb3 οξειδάση, η αίµη b3 είναι 

υποκατεστηµένη µε τo κατάλοιπο His345, το οποίο σχηµατίζει δεσµό υδρογόνου µε το 

κατάλοιπο Glu323 αντί µε κατάλοιπο γλυκίνης όπως στις υπόλοιπες αιµοχαλκοξειδάσες.3 

Ο δεσµός υδρογόνου µε το κατάλοιπο γλουταµινικού αυξάνει τη βασικότητα της εγγύς 

ιστιδίνης και ενισχύει το δεσµό Fe-ΝHis της ανηγµένης αίµης b3. Ο ισχυρότερος δεσµός 

Fe-NHis στην cbb3 οξειδάση σε σύγκριση µε τις υπόλοιπες οξειδάσες, αναµένεται να 

εξασθενήσει τους δεσµούς Fe-NO και Ν-Ο καθώς τα σ τροχιακά του ΝΟ και της ιστιδίνης 

συναγωνίζονται για τα dz
2 τροχιακά του Fe (τρανς φαινόµενο).24-26 Aντίστροφα, η ισχυρή 

τρανς επίδραση του ΝΟ πιθανόν να εξασθενεί σηµαντικά το δεσµό Fe-NHis κατά τη 

δέσµευση του ΝΟ στην αίµη b3.24-26 

 

 
 

Σχήµα 8.3.1: Σχηµατική αναπαράσταση του παραγώγου αίµης b3-νιτρόζυλ της cbb3 οξειδάσης. Τα δοµικά 

χαρακτηριστικά του διµεταλλικού κέντρου αίµης b3/CuB λήφθηκαν από το αρχείο PDB 3MK7.3 

 

Η εξήγηση αυτή συνάδει µε την ανίχνευση του πεντα-υποκατεστηµένου συµπλόκου αίµης 

b3-νιτρόζυλ σε προηγούµενη µελέτη RR.13 Στο µακρινό περιβάλλον της αίµης b3 στην cbb3 

οξειδάση, παρατηρείται η οµοιοπολικά δεσµευµένη Tyr251 στο κατάλοιπο Ηis207 του 

CuB, όπως παρατηρείται σε όλα τα µέλη της οικογένειας των αιµοχαλκοξειδασών.3 

Ωστόσο, η πλευρική οµάδα της τυροσίνης προεξέχει προς την έλικα a7 και όχι προς την 

έλικα a8 και βρίσκεται ~4 Å µακριά από τη θέση δέσµευσης του υποκαταστάτη, σε θέση 

που θα µπορούσε να σχηµατίσει δεσµό υδρογόνου µε το δεσµευµένο, στην αίµη, ΝΟ. Οι 
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πολικές αλληλεπιδράσεις στη µακρινή περιοχή από την Tyr251 µπορούν να αιτιολογήσουν 

τις συχνότητες που παρατηρήθηκαν για το σύµπλοκο αίµης b3-NO, µε βάση τις οµοιότητες 

µε το αντίστοιχο παράγωγο MbNO της µεταλλαγµένης µυοσφαιρίνης V68N.20, 27-29 

Η αντίδραση της cbb3 οξειδάσης µε ΝΟ2
- παρουσία αναγωγικού οδηγεί στο σχηµατισµό 

του εξα-υποκατεστηµένου συµπλόκου αίµης b3 Fe2+-NO. Ο σχηµατισµός του νίτρο- 

(δέσµευση του ΝΟ2
- µέσω του ατόµου του αζώτου) ή του νίτριτο- (δέσµευση του ΝΟ2

- 

µέσω του ατόµου του οξυγόνου) συµπλόκου δεν παρατηρήθηκε, πιθανόν λόγω του ότι το 

αρχικό ενδιάµεσο έχει µικρό χρόνο ηµιζωής. Εξαιτίας αυτού, προτείνεται ότι κατά τη 

δέσµευση του ΝΟ2
- στην αίµη b3 πραγµατοποιείται µεταφορά ηλεκτρονίου από την αίµη 

στον υποκαταστάτη µε ταυτόχρονη διπλή πρωτονίωση που οδηγεί στην αναγωγή του ΝΟ2
- 

σε ΝΟ και στην απελευθέρωση νερού. Η αίµη b3 ταυτόχρονα επανανάγεται µε µεταφορά 

ηλεκτρονίου είτε από το CuB είτε από την αίµη b, η οποία, σε αντίθεση µε τις υπόλοιπες 

αιµοχαλκοξειδάσες, παρουσιάζει αλληλεπιδράσεις Van den Waals µε την αίµη b3 

υποδεικνύοντας υψηλή ταχύτητα µεταφοράς ηλεκτρονίων µεταξύ των δύο αιµών. Με 

αυτόν τον τρόπο, σχηµατίζεται το εξα-υποκατεστηµένο σύµπλοκο αίµης b3 Fe2+-NO που 

ανιχνεύθηκε, παγιδεύοντας το ΝΟ για τη µετέπειτα καταλυτική αντίδραση. Θα πρέπει να 

επισηµανθεί ότι στην προηγούµενη µελέτη RR της αναγωγής του NO από την cbb3 

οξειδάση, ανιχνεύθηκε και χαρακτηρίστηκε το σύµπλοκο πεντα-υποκατεστηµένης αίµης 

b3 Fe2+-NO (vFe-NO=524 cm-1 και vNO=1679 cm-1) µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 413 

nm.13 Στην παρούσα µελέτη το εξα-υποκατεστηµένης αίµης b3 Fe2+-NO σύµπλοκο 

ανιχνεύθηκε µε µήκος κύµατος διέγερσης στα 441 nm, τόσο στην αντίδραση της cbb3 

οξειδάσης µε το NO2
- όσο και στην αντίδραση µε το ΝΟ. Τα δύο σύµπλοκα (πεντα- και 

εξα-υποκαστεστηµένης αίµης b3 Fe2+-NO) µπορούν εποµένως να βρίσκονται σε ισορροπία 

στην αντίδραση της cbb3 οξειδάσης µε το NΟ, να ανιχνεύονται µε διαφορετικό µήκος 

κύµατος διέγερσης και η αναλογία τους να εξαρτάται από τις πειραµατικές συνθήκες. H 

αναγωγή του ΝΟ πραγµατοποιείται µε την προσβολή του δεσµευµένου, στην αίµη, ΝΟ 

από ένα δεύτερο µόριο ΝΟ. Στη συνέχεια πραγµατοποιείται πρωτονίωση οδηγώντας στο 

σχηµατισµό του µεταβατικού υπονιτρώδους συµπλόκου (ΗΟ-Ν=ΝΟ-), το οποίο 

παρατηρήθηκε στις αντιδράσεις του ΝΟ µε τις ba3 και caa3 οξειδάσες και τις βακτηριακές 

αναγωγάσες του µονοξειδίου του αζώτου.14-15, 31 Ως εκ τούτου σχηµατίζεται ο δεσµός Ν-

Ν. Με προσθήκη ακόµα ενός πρωτονίου και διάσπαση του δεσµού Ν-Ο σχηµατίζεται Ν2Ο 

και απελευθερώνεται νερό. 

Συµπερασµατικά, κατά την αντίδραση της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης µε το 

ΝΟ2
- σχηµατίζεται το εξα-υποκατεστηµένο σύµπλοκο αίµης b3 Fe2+-NO, υποδεικνύοντας 
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τη δραστικότητα της cbb3 οξειδάσης ως αναγωγάση των νιτρωδών. Επιπλέον, το 

σχηµατιζόµενο ΝΟ ανάγεται από την cbb3 οξειδάση σε Ν2Ο, αποδεικνύοντας ότι η cbb3 

οξειδάση διατηρεί την ικανότητά της ως αναγωγάση του ΝΟ κάτω από τις πειραµατικές 

µας συνθήκες. Τα αποτελέσµατα αυτά, παρέχουν τη φασµατοσκοπική απόδειξη ότι η cbb3 

οξειδάση έχει την ικανότητα να λειτουργεί ως αναγωγάση των νιτρωδών και του 

µονοξειδίου του αζώτου. Επίσης, περιγράφουν ένα πιθανό ρόλο, πέραν της αναγωγής του 

οξυγόνου στα βακτήρια συγκρίσιµο µε το ρόλο των αιµοχαλκοξειδασών των θηλαστικών 

σε µονοπάτια σηµατοδότησης µε το ΝΟ.  
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9.1 Συµπεράσµατα 

Από τις µελέτες της παρούσας διδακτορικής διατριβής εξήχθησαν σηµαντικά 

συµπεράσµατα, όσον αφορά τη δραστικότητα των ba3 και cbb3 οξειδασών.  

Η µελέτη της αντίδρασης της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το CN- οδήγησε στην 

εξαγωγή των παρακάτω συµπερασµάτων: 

• Κατά την αντίδραση σχηµατίζεται αρχικά γέφυρα µεταξύ του CN- και των δύο 

µετάλλων, αίµη a3 Fe3+-C≡N-CuB
2+, η οποία αποµονώθηκε και χαρακτηρίστηκε για 

πρώτη φορά. 

• Η αρχικά σχηµατιζόµενη γέφυρα αντικαθίσταται από το φωτοευαίσθητο σύµπλοκο 

αίµης a3 Fe2+-CN-. 

• Φωτόλυση του συµπλόκου αίµης a3 Fe2+-CN- οδηγεί στο σχηµατισµό του µεταβατικού 

συµπλόκου CuB
2+-CN-, το οποίο σχηµατίζεται σε µεγάλο ποσοστό και έχει µεγάλο 

χρόνο ηµιζωής. 

• Το ενεργό κέντρο δεσµεύει µόνο ένα µόριο κυανίου και ο CuB παραµένει στην 

οξειδωµένη του µορφή κατά το σχηµατισµό του µεταβατικού συµπλόκου a3
2+/CuB

2+-

CN- όπου το ενεργό κέντρο βρίσκεται σε κατάσταση µεικτού σθένους. 

• Το περιβάλλον του CuB είναι άκαµπτο και δεν υποβάλλεται σε δοµικές αλλαγές που να 

σχετίζονται µε αλλαγή στην κατάσταση πρωτονίωσης των υποκαταστατών ιστιδίνης 

του CuB. 

Από τη µελέτη της οξειδωµένης ba3 οξειδάσης µε το Ν3
- συµπεραίνεται: 

• Το Ν3
- αλληλεπιδρά µε δύο τρόπους µε την ba3 οξειδάση σχηµατίζοντας δύο 

διαµορφώσεις. 

• Στη µια διαµόρφωση το Ν3
- δεσµεύεται µέσω δεσµών υδρογόνου µε κατάλοιπα της 

πρωτεΐνης. 

• Στη δεύτερη διαµόρφωση το Ν3
- δεσµεύεται στο CuB σχηµατίζοντας το σύµπλοκο 

CuB
2+-N3

-. 

Συµπερασµατικά από τη µελέτη της ba3 οξειδάσης µε το ΝΟ2
-: 

• Κατά την αντίδραση της ba3 οξειδάσης µε το ΝΟ2
- παρουσία ήπιου αναγωγικού 

σχηµατίζεται το σύµπλοκο αίµης a3 Fe2+-NO2
-, το οποίο αποµονώθηκε και 

χαρακτηρίστηκε φασµατοσκοπικά για πρώτη φορά. 

• Ανάλυση του συµπλόκου µε φασµατοσκοπία συντονισµού Raman φανερώνει την 

παρουσία δύο ισοτοπικά ευαίσθητων δονήσεων, στους 568 και 786 cm-1, οι οποίες 

αποδίδονται στη δόνηση τάσης v(Fe-NO2
-) και κάµψης δ(ONO), αντίστοιχα.  
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• Η δέσµευση του ΝΟ2
- στο Fe της αίµης a3 πραγµατοποιείται µέσω του ατόµου του 

αζώτου (Ν-νίτρο-δέσµευση). 

• Το περιβάλλον του CuB δεν επηρεάζει σηµαντικά τη δοµή του συµπλόκου και τα 

πολικά κατάλοιπά του δεν κατευθύνουν τη δέσµευση του ΝΟ2
- (νίτρο έναντι νίτριτο 

δέσµευσης) στο Fe της αίµης a3. 

• Το σύµπλοκο αίµης a3 Fe2+-NO2
- είναι σταθερό και έχει µεγάλο χρόνο ηµιζωής 

υποδηλώνοντας πιθανή διαφορετική δραστικότητα ως προς το ΝΟ2
- µεταξύ 

βακτηριακών οξειδασών και οξειδασών των θηλαστικών.  

Από την αντίστοιχη µελέτη της αντίδρασης της ανηγµένης από κυστεΐνη cbb3 οξειδάσης 

µε το ΝΟ2
- συµπεραίνεται: 

• Πραγµατοποιείται καταλυτική αναγωγή του ΝΟ2
- σε Ν2Ο από την cbb3 οξειδάση 

µέσω του µεταβατικού αίµης b3 Fe2+-NO συµπλόκου. 

• Το σύµπλοκο αίµης b3 Fe2+-NO χαρακτηρίζεται από τις δονήσεις στους 555 και 1592 

cm-1 αποδιδόµενες στις δονήσεις κάµψης δ(Fe-N-O) και τάσης v(N-O), αντίστοιχα.  

• Η cbb3 οξειδάση παρουσιάζει δραστικότητα αναγωγάσης των νιτρωδών και του 

µονοξειδίου του αζώτου. 

 

9.2 Μελλοντική Εργασία 

Τα σύµπλοκα αίµης a3 Fe3+-C≡N-CuB
2+, αίµης a3 Fe2+-CN-/CuB

2+, αίµης a3 Fe2+-CN-/CuB
+, 

αίµης a3 Fe2+/CuB
2+-CN- και CuB

2+-N3
- που παρατηρήθηκαν θέτουν τις βάσεις για τη 

κατανόηση του περιβάλλοντος του CuB και του µηχανισµού των αντιδράσεων 

φωτοδιάσπασης στην ba3 οξειδάση. Η µελέτη των µεταβατικών συµπλόκων µε 

διαφορετικές τεχνικές θα βοηθήσει  στην αποκάλυψη του µηχανισµού των αντιδράσεων 

φωτοδιάσπασης. Επίσης, θα είναι ενδιαφέρον αν πραγµατοποιηθεί η µελέτη των 

συµπλόκων στη βέλτιστη θερµοκρασία ανάπτυξης του βακτηρίου που είναι 70 οC, καθώς 

µελέτες σε αυτές τις θερµοκρασίες σπανίζουν στη βιβλιογραφία.  

 Οι µελέτες των αντιδράσεων της ba3 οξειδάσης (κατηγορία Β) και της cbb3 οξειδάσης 

(κατηγορία C) έδειξαν τη διαφορετική δραστικότητα ως προς το NO2
- διαφορετικών 

µελών της οικογένειας των αιµοχαλκοξειδασών. Η µελέτη της αντίδρασης µε 

διαφορετικού τύπου οξειδάσες µε φασµατοσκοπικές τεχνικές χρονικής ανάλυσης θα δώσει 

πληροφορίες για τα ενεργά ενδιάµεσα που σχηµατίζονται και θα βοηθήσει στη 

διαλεύκανση του µηχανισµού αναγωγής του ΝΟ2
- από τα µέλη της οικογένειας των 

αιµοχαλκοξειδασών. 
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