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Abstract

One part of my work was focused on literature review within the conformational chan-
ges of cytochrome ¢ under various circumstances. Main goal of these studies is to clarify
the importance of conformational changes of cytochrome ¢ as the cell death messenger.
Cytochrome ¢ binds to cardiolipin-rich inner mitochondrial membrane and a molten
globule-like intermediate is supposed to play still unknown role in cell death start.
Cytochrom c¢ is also common model protein in a ,simple” protein folding problem. It is
simple, small molecule and easy to obtain protein that can be studied by a broad variety
of techniques. The second part of my work presents conformational study of horse heart
ferricytochrome ¢ under acidic conditions with addition of inorganic salts. These con-
formational changes were monitored using UV /VIS spectrophotometry in four areas
of absorption spectrum — aromatic amino acids absorption area and so called Soret
band, Q-band and CT band. Derivative of these spectra were used in order to obtain

higher-resolution informations.

(In Czech)
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Kapitola 1
Cil prace

Cilem prace bylo seznamit se s literaturou pojednavajici o cytochromu ¢ a pomoci
absorp¢ni a deriva¢ni spektrofotometrie zkoumat chovani perturbovaného cytochromu ¢

v kyselé pH oblasti.
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Kapitola 2

Teoreticky tivod

2.1 Historicky pohled na sbalovani proteint

Kdy?z si ¢lovék otevie néjakou odbornou monografii, na zacatku najde zpravidla tivodni
informace k danému tématu, jako definice elementarnich pojmi nebo tieba historicky
vyvoj daného problému. Koneckonct je tomu tak nejednou i na prednéskach. I ja
jsem se rozhodl tvod své diplomové prace vénovat kratké resersi odborné literatury a
piiblizit problém sbalovani bilkovin (kam obecné mé téma spada) trochu chronologicky
nazor na problém sbalovani formovaly. Jisty zakladni prehled se da najit v prvni kapitole

z knihy Protein folding handbook od Baldwina [1].

2.1.1 Pocatky

Ve dvacatych letech minulého stoleti vysla od Mirského a Ansona série ¢lanki, ve kte-
rych autofi diskutovali rozdily mezi flokulaci, koagulaci a denaturaci proteini. Poprvé
tak byly tyto pojmy jasné rozliSeny. Denaturace se dle nich skldda z dvou procesu,
nejdiiv protein denaturuje a potom aglutinuje (flokuluje). Z ¢lanku je ale rovnéz pa-
trné, Ze jen velice malo bylo zndmo o podstaté procesu denaturace [2|. S domnénkou,
ze denaturace je proces rozbalovani struktury proteinu drzené pospolu slabymi nekova-
lentnimi vazbami v denaturujicich podminkach, p¥isel v roce 1931 Wu [3]. Na potvrzeni
jeho hypothesy se ale ¢ekalo pomérné dlohou az do Sedesétych let 20. stoleti. V padesa-

tych letech minulého stoleti se zapocala odkryvat tajenka prostorové struktury bilkovin.

11
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Nejdfiv skupina védcu kolem Linuse Paulinga a Roberta Coreyho navrhla struktury
jak a-helixu, tak g-hiebent [4, 5. Ke konci desetileti pak pfisly prvni celé trojrozmérné
struktury bilkovin - myoglobin z laboratotre Johna Kendrewa a rok poté hemoglobin od
Maxe Perutze [6, 7]. Pivodné se predpokladalo, Ze jsou to pravé vodikové vazby, které
jsou rozhodujici pro udrzeni nativni struktury bilkovin. Vyznam hydrofobniho efektu
pro utvareni strukry bilkovin poprvé postuloval W. Kauzmann v r. 1959. Z této préce

pak vzesel model hydrofobniho kolapsu zbalovani [§].

2.1.2 Christian Anfinsen jako priikopnik

Moderni déjiny vyzkumu sbalovani proteinu sahaji do Sedesatych let 20. stoleti a spo-
juji se se jménem Christiana Anfinsena. V roce 1961 jeho tym zkoumal chovani enzymu
RNAsy A v redukujicim prostiedi. V tomto prostiedi dojde k pferuseni disulfidovych
mustku. Anfinsen zjistil, Ze ribonukleasa se pak spravné sbali a nepotiebuje k tomu
zadné jiné molekuly, tj. informace k spravnému sbaleni je obsazena v priméarni struk-
tufe enzymu [9]. Ribonukleasa obsahuje 8 thiolovych skupin a tvori v nativnim stavu 4
disulfidové mustky. Téchto 8 thiolovych skupin muze tedy vytvorit 105 moznych uspo-
radani disulfidovych mustkii — jen jedno usporadani je ale spravné, a po renaturaci
enzymu dojde k obnoveni biologické aktivity. Anfinsen tak ve své praci tehdy odpoveé-
dél dohadim bezméla tficet let starym (Anson a Mirsky), Ze denaturace proteinu miize
byt vratna [2]. Sam hlavni autor pak ve své praci rok po udéleni Nobelovy ceny v roce
1972 jednou otazkou definoval problém sbalovani: Jak poradi aminokyselin v proteinu
urcuje jeho t¥irozmérnou strukturu? [9] Tady ale pfinos Anfinsena nekonéi. Ptigel déle s
termodynamickou hypothesou: Hnaci siflou sbalovani nové synthetisovaného polypepti-
dového Tetézce je gradient ,,volné energie”, a protein nakonec dosdhne termodynamicky
nejstabilnéjsi konformace [10]. Od konce padeséatych let se védci snazili pfijit na to,
jakym mechanismem se proteiny sbaluji. Konkrétné ¢i existuji néjaké meziprodukty
pii sbalovani. Harrington a Schellman, a i jiné skupiny, délaly pokusy s reversibilni
denaturaci RNAsy A. Zjistily, Ze zavislost In K na 1/7 neni linearni, ale zakiivena. Vy-
svétlenim by byla ptitomnost néjakého meziproduktu [11]. S jinym vysvétlenim daného
problému pfisel v roce 1965 J. Brandts. Nelinearni zavislost In K na 1/7 je termody-

namickou vlastnosti denaturace enzymu. Veli¢ina AC),, rozdil tepelnych kapacit pfi
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konstantnim tlaku ,,produktu® a ,reaktantu’, mé velkou kladnou hodnotu a to zptso-
buje zakfiveni van‘t Hoffova vynosu. Nésledujici vyzkum dal Brandtsovi za pravdu [12].
V roce 1968 prisel se svoji, a pak dale také hojné citovanou, praci Tanford. Uvadi, ze
pii pokusech denaturace proteinu musi dojit k uplnému rozruseni struktury. Roztok
6 M GdmCl odstrani i zbytky rezidualnich struktur. Pfi tepelné denaturaci tomu tak
neni. Nepopfel tim v8ak zavéry predchozich badatelti. U mnoha proteini zjistil, Ze se

skutecné sbaluji a rozbaluji reversibilné a v jednom kroku [13].

2.1.3 Levinthaliv paradox

Konec sedesatych let byl v oblasti problematiky sbalovani proteint velice plodny. Svédéi
o tom kraticky ¢lanek amerického védce Cyruse Levinthala, opét z roku 1968, ktery
vzbudil veliky rozruch. Levinthal se podival na kinetickou stranku sbalovani proteint.
Pohrél si s myslenkou, Ze ¢as potfebny ke sbaleni proteinu je totozny s ¢asem, kdy
molekula proteinu musi jaksi ,,najit“ z obrovského mnozstvi dostupnych konformaci tu
svoji spravnou — nativni konformaci. Zkusil pak odhadnout ¢as potfebny ke sbaleni
proteinu jako pocet dostupnych konformaci vynésobeny ¢asem potiebnym k , odzkou-
Senf” jedné konformace molekulou proteinu. Pomohl si pfitom zjednodusenim, zZe staci
zvazovat jen mozné konformace polypeptidového fetézce. VySel mu z toho cas delsi
nez stari vesmiru, coz je samoziejmé v rozporu s realitou, protoze mnoho proteinii se
sbali v fadu mikrosekund. Po ném se pak tento rozpor nazyva Levinthaltv paradox.
Levinthal sam pak navrhl, ze sbalovani probihé po jistych definovanych cestach (z angl.
kinetic pathway) [14]. Timto paradoxem se pak zabyvalo mnoho védcii. Dnes se ma za

to ze:

1. pocet dostupnych konformaci je zna¢né mensi, nez z jakého vychézel sam Levin-
thal — jsou zde totiz jen jisté povolené hodnoty torznich thla vazeb mezi atomy

peptidové jednotky;

2. pokud budeme uvazovat model sbalovani, ve kterém dojde rychle k tzv. hydro-
fobnimu kolapsu a vzniku kompaktni molekuly, pak z toho vzejde dalsi redukce

dostupnych konformact;

3. pokud existuje pfi shalovani cesta k nativni konformaci, logicky z toho plyne, ze
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neni splnén predpoklad o nahodném prohledavani prostoru [15].

Vystup z Levinthalova paradoxu muzeme chapat tak, Ze se protein sbali do struk-
tury po nejrychlejsi kinetické cesté, a nikoliv tedy do struktury, ktera je nejstabilnéjsi
(Anfinsenova dogma [10]). Je tedy sbalovani fizeno kineticky nebo termodynamicky?
Témér tticet let pak trvalo, nez se objevily prvni proteiny, jejichZ sbalovani je fizeno
kineticky. Denaturovana o-lyticka proteasa neni schopna se sama zpétné sbalit, protoze
protein v denaturované formé je termodynamicky stabilngjsi nez v nativni [16]. S timto

problémem si priroda poradila, jak bude naznac¢eno v odstavci 2.1.6.

2.1.4 Proteinova doména a prvni modely sbalovani

Myslenky, Ze by sbalovani bilkovin probihalo nahodné, se ukazaly tedy jako nespravné.
Zahy v sedmdesatych letech se objevily vedle modeli hydrofobniho kolapsu dalsi mo-
dely sbalovani bilkovin. Difusné-kolizni model od Karpluse a Weavera [17], ,,framework"
model od Ptitsyna [18] a model nukleace-propagace na zakladé praci Wetlaufera, Zi-
mma a Bragga [19, 20]. Model nukleace-propagace je jakasi analogie rustu krystalu.
Nejdiiv se vytvoii malé strukturované jednotky, které se pak rychle rozriustaji. Ve . fra-
mework modelu se jedné o hierarchické sbalovani, kdy se nejdiiv vytvori sekundarni
struktury a pak terciarni. Vznik sekundarnich struktur, a-helixt a (-hiebeni, zdiraz-
nuje spi§ vyznam interakei blizkého dosahu (vodikovych vazeb). Naproti tomu model
hydrofobniho kolapsu je zalozen na nespecifickém hydrofobnim efektu a vznik hyd-
rofobniho jadra je prvnim krokem pii sbalovani [21]. Model difusné-kolizni popisuje
existenci mikrodomén, které se mohou skladat z prvkia sekundarnich struktur. Difusi
az vznikne nativni, biologicky aktivni, bilkovina [17]|. Kazdy tento model mé pfesto své
nedostatky. Kazdy se snazil vysvétlit jednotlivé, v té dobé znamé, aspekty sbalovani
(dulezitost hydrofobniho efektu apod.). Dalsi vyznamny prilom v chéapéni jak sbalovani
probiha nastal v roce 1973. Wetlaufer prisel s myslenkou, ze v proteinech existuji do-
mény schopné samostatného sbaleni. Ve své praci autor srovnava 18 riznych proteint,
nicméné v zavéru nabada k opatrnosti u posuzovani proteint s nékterou prosthetickou
skupinou nebo proteini synthetisovanych ve formé prekursori. Velikost domény je ve

vétsing pripadi od 40 do 150 aminokyselin. Autor rovnéz piSe, ze v prvni fazi sbalovani
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dojde k nukleaci (vzniku jadra), a nasledné se k jadru ,nabaluji segmenty blizkych
aminokyselinovych zbytku. Vzdalenéjsi zbytky vyzaduji delsi ¢as k difusi a spravné ori-
entaci k jadru. A tedy struktury, ve kterych najdeme aminokyseliny od sebe vzdalené
v primarni struktufe, vyzaduji delsi ¢as na sbaleni [19]. Tyto myslenky byly v 70. letech

brany jako vysvétleni, pro¢ nebyly tenkrat pozorovany zadné stabilnéjsi meziprodukty.

2.1.5 Hledani meziprodukti

Charles Tanford, John Brandts a jini badatelé svymi pracemi na konci Sedeséatych let
poukéazali, Ze mnohé proteiny se sbaluji v jednom kroku [13]. Byli si védomi toho, Ze me-
tody pouzité v jejich praci neumozinuji spolehlivou detekei pfipadnych meziprodukti.
Tanfordova skupina se proto rozhodla zkoumat dvé bilkoviny, cytochrom ¢ a lysozym,
vhodnéjsimi metodami. Jiny badatelsky tym kolem Tsonga zkoumal zase RNAsu A.
Obé skupiny mérily fluorescenci tryptofanu, Tanfordova skupina technikou stopped-
flow a Tsongova tzv. rychlym teplotnim skokem (z angl. fast T-jump) |22, 23|. Vysledky
prvni skupiny by se daly shrnout jednoduchym sekven¢nim modelem sbalovani, kde U

je denaturovana, N nativni forma a I,, jsou meziprodukty [22]:

Uch o lher... <N (2.1)

Kinetické studie s RNAsou A zase prinesly vysledky ve této formé, kde Ug, Ur jsou
denaturované formy [23]:

Us+<Up< 1< N (2.2)

Kromé téchto prvnich, a nutno fict nekonkrétnich, vysledkt kinetickych studii (au-
tofi meziprodukty nebo rizné denaturované formy nespecifikovali), byl hlavni pFinos
v aplikaci a ve zdokonaleni pouzitych metod. Vysledky Tsongovy skupiny s rtznymi
denaturovanymi formami RNAsy A potvrdil Garel, Hagerman a Baldwin. Denatu-
rovand RNAsa A obsahuje dvé hlavni formy, rychle a pomalu sbalujici se Ug (slow
folding, 80 %) a Ur (fast folding, 20 %) [24, 25]. S vysvétlenim, o co se jedna, piisel
opét John Brandts. Navrhl isomeriza¢ni model, ktery byl zalozen na dvou myslenkach.
Dvé denaturované formy vznikaji isomerizaci peptidovych vazeb pted zbytky prolinu.

Druha Brandtsova hypothesa tika, Ze tyto dva druhy se jediné podileji na komplexni
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kinetice sbalovani RNAsy A | a tedy, Ze neexistuji zddné definované meziprodukty [26].

V roce 1978 se podarilo tu prvni ¢ast hypothesy potvrdit experimentalné [1].

2.1.6 Molten globule, priony a chaperony

Na zacatku 80. let dvé skupiny pfinesly zpravu o objevu nového konformacéniho stavu
bilkoviny, pozorovaného v roztocich s mirnymi denaturujicimi podminkami. Ohgushi
a Wada dali tomuto stavu nézev molten globule [27, 28]. Oleg Ptitsyn pak pfisel s
hypothesou, Ze se jedné o dlouho hledané meziprodukty pfi sbalovani bilkovin. A¢ zde
v tomto piipade nékteii védci nechtéji generalisovat, v mnoha piipadech se potvrdila
Ptitsynova hypothesa [29]. O dalsi vyznamny objev se postaral v roce 1982 Stanley Pru-
siner. Podarilo se mu izolovat infekéni agens u choroby scrapie, neurodegenarativniho
onemocnéni u ovcei. Infekéni agens byl proteinové povahy. Rozlustila se tak dlouhotrva-
jici zdhada, ac jiz v Sedesatych letech minulého stoleti se védci snazili vysvétlit, proc je
infek¢ni agens scrapie odolny vi¢i ionizaénimu zafeni a dalsim postuptim deaktivujicich
nukleové kyseliny. Padly navrhy, Ze infekénim agens jsou proteiny, polysacharidy nebo
dokonce ¢asti membran. Za zminku stoji i to, ze v té dobé se jednalo o velice kontro-
verzni myslenky. Pro proteinovy infekéni agens se pak po jeho objevu vzil nazev prion,
ktery navrhl sim Prusiner (ptivodné z angl. protein infection) [30]. Prionovy protein
se nachazi i ve zdravém organismu, ale jeho funkce neni zcela jasna. Jsou znamy dvé
hlavni formy, PrP® a PrP5¢ (infekéni). PrPC je slozena prevazné z a-helixii. Struktura
PrP5¢ je nejasn4, ale predpoklada se zvlastni struktura f-helixti. Heterodimerni model
predpokladé, Ze molekula PrPS¢ se vaze s molekulou PrPC a funguje jako katalyzator
zmény konformace:

PrP¢ < PrpP® (2.3)

Molekuly PrP% pak agreguji do formy dlouhych linearnich vlédken (fibril) [31]. I p¥es
jisté nedostatky tohoto modelu je to zatim obecné prijimana hypothesa. Stanley Pru-
sinerovi byla za objev prionu v roce 1997 udélena Nobelova cena.

Dlouhou dobu se predpokladalo, ze nové synthetisované proteiny se in vivo sbaluji
samy a stejnym mechanismem, jako in wvitro. Kdezto objev Ellise z roku 1987 nazna-
¢il, ze tomu tak nemusi byt [32]. Sbalovani proteint do jejich nativnich konformaci

in vivo, stejné jako skladédni podjednotek pri tvorbé oligomernich struktur vyzaduje
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v mnoha piipadech pomoc dalsich latek bilkovinné povahy zvanych chaperony (z franc.
gardedama). Dle Anfinsena je informace obsazena v sekvenci aminokyselin nezbytnou
a postacujici podminkou pro zajisténi funkcni konformace proteinu, kterd je zaroven
strukturou s nejnizsi volnou energii. Ke spravnému sbaleni tedy neni tfeba zadné dalsi
informace ani vnéjsi energie. Molekulové chaperony interaguji se vznikajicimi, stresem
destabilisovanymi nebo pfemistovanymi, proteiny, a zabranuji tak jejich nespravnému
sbaleni a naslednému srazeni. Nemohou ale interagovat s nativnimi proteiny, ani nejsou
schopny spravné sbalit jiz jednou zformované srazeniny bilkovin. Chaperony také nene-
sou informaci, ktera by umoznila proteinu doséhnout jiné konformace, nez jaké je mu
diktovana sekvenci aminokyselin. Molekulové chaperony pouze zvysuji vytézek, nikoli
rychlost reakce sbalovani. Z tohoto pohledu tedy nejsou katalyzatory, a jejich funkce
nezpochybiuje platnost Anfinsenova postulatu (viz 2.1.2) [33]. Nicméné i zde existuji
vyjimky, tzv. foldasy. Jsou to v pravém slova smyslu enzymy, které zvysuji rychlostni
konstantu sbalovani molekuly bilkoviny. Prikladem je napf. protein Lif, zabezpecujici
u bakterii rodu Pseudomonas spravné sbaleni specifickych lipas. K nim patii v Sir§im
kontextu i peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa a disulfidisomerasa. Vétsina peptidas je
synthetisovanych ve formé prekurzori. Jako naptiklad bakterialni enzymy elastasy, sub-
tilisin nebo jiz zminova a-lyticka peptidasa. Prekursory obsahuji kromé finalni sekvence
také sekvenci signélni a propeptid (nebo téz prodoménu), ktery pomaha ke spravnému
sbaleni enzymu. Propeptid zde tedy funguje jako intramolekularni chaperon. Po sprav-

ném sbaleni je propetid autoproteolyticky od zbytku enzymu oddélen 16, 34].

2.1.7 Anfinsenovo dogma v ohrozeni?

7 nejnovéjsich objevi zde uvedu jen hypothesu TDF. Vse odstartoval ¢lanek Kimchi-
Sarfatyho a spolupracovniki, kde kultura HeLa bunek modifikovanych pfedpoklada-
nou tichou mutaci (z angl. silent mutation) v genu MDR1, projevila snizenou schopnost
efluxu. Ticha mutace v tom pripadé ticha nebyla. Autofi pak vyloudili vliv nespravného
splicingu, snizenou trovni translace, apod. Produkt genu MDR1, membranova ATPasa
P-gp, byl exprimovan na stejné trovni jako u HelLa buniek divokého typu. Vysvétleni
poskytli autofi sami — ackoliv mély exprimované bilkoviny divokého typu i pozménéné

(C3453T stejnou primérni sekvenci aminokyselin, vyskyt vzacného kodonu pro isoleucin
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v sekvenci C3453T mRNA mél za nasledek pomalejsi proteosyntézu, a nasledné odlisny
kotranslacni folding [35]. TDF hypotéza, jak ji formuloval Stuart Newman a Ramray
Bhat: ,Kazda molekula mRNA, vystavena zpomalené translaci, muze generovat pro-
teiny s alternativnimi konformacemi®. Zatim se jedné spiSe o vyjimku, jak priznavaji

autofi, nicméné je potteba ji brat na védomi [36].



Kapitola 3

Cytochrom c

3.1 Zakladni charakteristiky cytochromi c

Dobry piehled o cytochromech lze najit v ¢lanku od Bertiniho [37]. Cytochromy ¢
jsou globulérni proteiny s kovalentné vazanou hemovou skupinou, ktery se nachéazeji
ve vSech organismech vyjma nékterych striktnich anaerobnich bakterii. Ambler rozdé-
lil cyt ¢ do ¢tyr t¥id dle po¢tu hemovych skupin, typu a posice axialnich ligandi a
redoxniho potencialu. Ttida I dle Amblera, kterou se budu hlavné zaobirat, jsou cyt ¢
obsahujici jednu doménu s hemovou skupinu, relativné vysokym redoxnim potencidlem
a jsou sbalené do tzv. cytochrom c¢ foldu [38]. Tento fold je pak rozdélen do nékolika su-
perrodin, véetné jednodoménovych cyt ¢ [39]. Viechny cyt ¢ z této tiidy obsahuji motiv
-Cys-X-X-Cys-His- (CXXCH). Hemova skupina je kovalentné vazana thioetherovymi
vazbami na sulfhydrylové skupiny téchto cysteint a histidin je pak jednim z axialnich
ligandti iontu Zeleza [37|. Cyt ¢ jsou all-a-proteiny — jsou sloZené jen z o-helixi [39]. Ter-
ciarni strukturu (obr. 3.1 na néasledujici strané) cytochromu tvoii typicky tyto prvky:
N-koncovy helix a C-koncovy helix (nékdy znacené jako ol a o5 u mitochondrialnich
cytochromit) kratsi helix 60 (a3) dalsi kratky helix 70 (04) nasledovany smyckou (angl.
loop) obsahujici druhy axialni ligand [37]. Druhym axialnim ligandem byva zpravidla
methionin, pouze vyjimeéné také asparagin nebo histidin [41, 37]. Zatimco koordina¢ni
vazba histidinu je pevné, a k jejimu pferuseni dochazi az v extrémnich podminkach,
vazba methioninu je slabsi, a jeho vymeéna za jiny ligand je ¢asta souc¢ast konformacnich

zmén v molekule v dusledku perturbujicich vnéjsich vlivii. Cyt ¢ se v eukaryotickych

19
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C

Obrazek 3.1: Schematicky znazornéna struktura cytochromu ¢ z konského srdce, zna-
ceni helixi je dle [37]. Uprostied je hemova skupina (PDB kod 1HRC, rozliseni 2,0 A
[40], zpracovano v PyMol a CorelDraw X4)

bunkach nachézi mezi vnéjsi a vnitini mitochondridlni membranou, nebo v lumenu
chloroplastii. V prokaryotickych bunkéich se nachézi v periplazmatickém prostoru u
Gram-negativnich bakterii. U Gram-positivnich bakterii je nutné jejich fixace k cyto-
plasmatické membrané pomoci kotev nebo fuse s néjakym membranovym proteinem.
Mimo to zprostfedkovava prenos elektrond pii arerobnim i anaerobnim dychani. Mi-
tochondrialni cyt ¢ funguje jako druhy mobilni prenase¢ elektront mezi komplexem
cytochromit bel (komplex IIT) a CcO (komplex IV). Existuje ve dvou oxidac¢nich sta-
vech, jako redukovany ferrocytochrom ¢ (Fe?T) a oxidovany ferricytochrom ¢ (Fe3').
Mitochondrialni cyt ¢ obsahuji typicky 100-110 aminokyselinovych zbytki. Clovek a
ostatni primati maji jeden cyt ¢ kdédovany genem na chromozomu 7, a nékolik ne-
funkénich pseudogent. Produkt tohoto genu ma 105 aminokyselin (véetné prvniho me-
thioninu, ktery je v ramci posttransla¢nich uprav oddélen) [37]. Jednotlivé podrodiny
cyt ¢ se mimo motivu CXXCH homologicky zna¢né 1isi. Pokud se budeme zabyvat
jen mitochondrialnimi cyt ¢, tak u nich nalezneme variabilnéjsi sekvence i posice prak-
ticky invariantni. Ptitsyn analyzoval sekvence 86 mitochondridlnich cyt c: 9 glycinovych
zbytkil obsazuje v molekule cytochromu ¢ posice, kde by jinak jejich substituce za ami-
nokyseliny s vétsi postranni skupinou vedla ke strukturnim zménam. Glycin v posici
6 se vyskytuje ve vétsiné znamych sekvencich cyt ¢ vSech podrodin s vyjimkou cyt cf.

Cyt ¢ obsahuje velky pocet bazickych aminokyselin. Konisky cyt ¢ ma lysinové zbytky
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Obrazek 3.2: Znéazornéni povrchu cyt ¢ se zvyraznénymi lysinovymi zbytky v okoli
stérbiny vedouci k hemové skupiné (modra barva). Zlutou barvou je zvyraznén Met-80
(PDB kod 1HRC [40], zpracovano v PyMol a CorelDraw X4)

v polohéch 8, 13, 25, 27, 72, 73, 79, 86 a 87 umistén v okoli stérbiny vedouci k hemové
skupiné (obr. 3.2).

Prostfednictvim nich se cyt ¢ vaze ke svym redoxnim partnerim. U kvasinkového
iso-1-cyt ¢ nalezneme lysin v posicich 13, 27, 72, 73, 79, 86 a 87 |42]. Postranni fetézce
Tyr-48, Tyr-67, Tyr-74 a Tyr-97 jsou velice dulezité pro udrzeni nativni konformace
cytochromu v blizkosti hemu. Dalsi konzervovana aminokyselina je Phe-82 v blizkosti
stérbiny vedouci k prostetické skupiné. Jeji aromaticky kruh je umistén rovnobézné
s protoporfyrinovym kruhem hemové skupiny a aktivné se zucastnuje transferu elek-
tronu. Mutace Phe-82 za jinou aminokyselinu podstatné snizuje efektivitu transferu
elektronu. U jednotlivych podrodin cyt ¢ je zachovana i posice 94, ktera je obsazena
hydrofobni aminokyselinou (Leu, Val nebo Phe) a posice 10, kde je vyzadovan aroma-
ticky kruh (Phe nebo nékdy Tyr). Tyto posice spolu s jiz zmifiovanymi aminokyselinami
Gly-6 a Tyr-97 tvori kontaktni misto C- a N-koncového helixu. Z motivu CXXCH maji
tfi aminokyseliny vazebnou funkci. Tento motiv se nachézi zpravidla na N-konci poly-

peptidového Tetézce. Dalsi vazebni aminokyselina, methionin, se nachéazi bliz k C-konci
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v oblasti, kde je stupen homologie mezi jednotlivymi podrodinami relativné maly [43].
Mys (Mus musculus) a potkan (Rattus norvegicus) maji dva cyt c. Jeden mitochon-
dridlni a druhy vyskytujici se ve spermiich. Japonska ryba Takifugu rubribes je mezi
zivocichy s kompletné znamym genomem zatim jedinym piikladem, kde se vyskytuji
t¥i isoformy cytochromu c. TTi cyt ¢ maji i rostliny Arabidopsis thaliana a Oryza sativa
(ryze) [37]. U vyssich eukaryot mé cyt ¢ funkei v apoptose. Cyt ¢ je uvolnén z mezi-
membranového prostoru. Spolu s dalsimi cytosolickymi proteiny aktivuje prokaspasu-9.
Proteinové faktory jako Bax, Bcl-2 a Bel-xL se pravdépodobné reguluji inik cyt ¢ do
cytosolu. Tam se zdafilo identifikovat jeho vazebného partnera — protein Apaf-1. Spolu
s dATP tvori Apaf-1, cyt ¢ a prokaspasa-9 komplex, nékdy zvany apoptosom. Tento
typ apoptosy je regulovan hladinou ROS a pfedstavuje posledni obranu pied ROS, a to
na bunécné drovni. Bunky produkujici ve vysoké mife ROS jsou nebezpecné pro okolni
bunky v tkanivech (pletivech) a proto se samy pomoci apoptosy zlikviduji [44]. Dalsi
moznou funkef cyt ¢ je antioxida¢ni agens. Cyt ¢ oxiduje superoxidové radikaly O?~
na O,. Hlavnim zdrojem téchto radikali jsou komplexy 1 a 11l dychaciho fetézce. Redu-
kovany cyt ¢ je pak v dychacim fetézci reoxidovan pomoci CcO [45]. Mitochondrialni
cyt ¢ je dulezity pro sestaveni komplexu CcO. Dle pozorovani totiz mitochondrie bez
funkéniho cyt ¢ nemaji tento komplex plné a korektné sestaveny. Predpokladé se, ze
jistou roli mize mit i v odbouravani H,O, skrze komplex s cyt ¢ peroxidasou, a to jak
u eukaryotickych, tak u prokaryotickych organismu: cyt ¢l z komplexu III je vétsi jako
mitochondrialni cyt ¢ (cca. 200 aminokyselin) a je sbalen do cytochromu ¢ foldu [46].
Komplex III prenasi elektrony z ubichinolu na cyt ¢ a generuje pfitom gradient protont
na mitochondridlni membrané. Pravdépodobné se cyt cl a cyt ¢ evolu¢né vyvinuly ze
spolecného proteinu. Prokaryotické organismy mohou vyuzivat cyt ¢ jako prostetickou

skupinu s oxida¢né-redukéni funkei [37].

3.2 Evoluce

Cytochrom ¢ je téméf univerzalni eukaryotni protein, ktery je evolu¢né znacné kon-
zervovan. Dychaci Tetézec vznikl asi pred 1,5-2 miliardami let. Od té doby se prilis
nezménil. Struktura a funkce cytochromu ¢ byla vysoce konzervovana béhem celého

vyvoje. Porovnanim sekvenci cytochromi z ¢lovéka, prasete, kralika, tunaka, kone, ku-
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fete a kvasinek zjistime, Ze az 53 % aminokyselin je identickych ve vyjmenovanych
proteinech, a pokud nebudeme brat v itvahu cyt ¢ z kvasinek, tato hodnota stoupne na
73 %. Az 21 posic (nékteré jsem vyjmenoval v pfedchozim odstavci) je invariantnich ve

v8ech znamych sekvencich mitochondrialnich cyt ¢ u eukaryotickych organismi [47].

3.3 Molten globule u cytochromu c¢ v kyselém pro-

stredi — A-stav

Pomoci spektralnich metod bylo jiz pred ¢asem rozliseno v rozmezi pH 0-14 pét riz-
nych forem, oznacovanych fimskymi ¢islicemi I az V (49) [48]. Za nativni konformaci
je povazovan stav III. Molekuly cyt ¢ maji velky kladny ndboj. Repulze téchto naboji
zpusobuji destabilizaci terciarni struktury molekuly a jeji nasledné rozbaleni (vznika
stav oznacovany II). Ale zvySenim iontové sily pridavkem 0,5 M KCI nebo HCI do-
chazi ke stabilizaci struktury molekuly a tvorbé kompaktni struktury — molten globule.
Schopnost chloridovych i jinych anionti stabilisovat v kyselém prostiedi denaturovany

stav roste v poradi:

Fe(ON)3™ > Fe(CN)g~ > SO3™ > CCl3COO~ > SCN™ > CIlO; > 1~ > NO; >
> CE;COO™ > Br™ > Cl™

Kyselina sirova a chlorista indukuji pfechod do MG piimo [49, 50]. A-stav cyt ¢ je
pomérné dobie charakterisovan. Studie resonané¢niho RR a vymény protont umoznila
detailnéjsi pohled na rozsah zachovani jednotlivych helixt, terciarni struktury a neko-
valentnich interakeci, které strukturu stabilizuji. U MG dochazi k poklesu miry helicity
z 37 % na 27 % |51]. T1i helixy, N- a C-koncovy a helix 60 jsou zachovéany, zatimco dva
kratsi helixy 50 a 70 a dlouhé smycky jsou flexibilni a rozbaleny [52]. Stabilita uvede-
nych helixti v MG spoc¢iva v zachovani urcitych stabilizujicich nekovalentnich interakei,
které nalézame i v nativnim proteinu. Jedna se predevsim o interakce mezi Gly-6/Phe-
10 a Leu-94, a patrové interakce mezi Phe-10 a Tyr-97. Na stabilitu MG maji vliv

interakce a vazby mezi postrannimi fetézci aminokyselin a hemovou skupinou [51]:
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e koordina¢ni vazba mezi His-18 a iontem Zeleza;

e van der Waalsovy interakce mezi Leu-94 a Leu-98 a methylovou skupinou B pyrro-
lového kruhu a van der Waalsovy interakce mezi Leu-64 a Leu-68 a pyrrolovym

kruhem B;
e van der Waalsovy interakce mezi Arg-91 a Met65;
e iontovy par Lys-99 a Glu-61;

e kovalentni vazby s cysteinovymi zbytky upevinujici hemovou skupiny v hydrofob-

nim jadru.

Interakce dulezité pro stabilitu helixu 50 a 70 jsou v MG mnohem slabsi nebo jiz viibec

v A-stavu neexistuji:

e vodikové vazby tyrosinovych zbytkt Tyr-74 s molekulou vody a Tyr-67 s atomem
siry Met-80;

e vodikové vazby Trp-59 a Tyr-48 s propionatovou skupinou A pyrolového kruhu.

Molekuly porfyrin-cytochromu ¢ (tj. bez atomu Zeleza) a apocytochromu ¢ (tj. bez
hemové skupiny), kde koordina¢ni vazba His-18 chybi, jsou méné stabilni jako cyt c.
Apocytochrom ¢ je v rozsahu pH 2-9 denaturovany a MG tvofi v roztoku s vyso-
kou iontovou silou [53]. Soretiv péas v hemoproteinech odrazi spinovy stav Zeleza a je
proto uzitecny ke sledovani zmén v jeho koordinaci a strukture okoli. Vhodné me-
toda pro studium koordinace Zeleza je i EPR. V nativnim stavu se Zelezo nachazi
v nizkospinovém stavu His — 18 — Fe3* — Met — 80 a maximum Soretova pasu je pii
A = 410 nm. Po denaturaci kyselinou jsou oba axidlni ligandy vytésnény a nahrazeny
iplné nebo Castecné vodou. V denaturovaném stavu se pak zelezo nachazi ve smési
vysokospinovych stavi His — 18 — Fe?™ — HyO, H,O — Fe3™ — HyO a pentakoordino-
vaného HyO — Fe?t — a poloha maxima se posouva k 394 nm. V A-stavu je atom Zeleza
tvofen smési stavii His — 18 — Fe3t — H,O a nizkospinovych His — 18 — Fe3™ — His,
His — 18 — Fe?* — Met — 80 a His — 18 — Fe3*. Posice maxima je u 397-402 nm. His
jako druhy ligand v nizkospinovém stavu je pravdépodobné His-26 nebo His-33 [49].
Podstata alkalické konformace (stav IV) neni uplné znama. Strukturni zmény po-

stihuji hlavné smycku mezi C-koncovym helixem a helixem 70. Kazdopadné dojde také
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k nahrazeni ligandu Met-80 za jinou aminokyselinu, nejspis za jeden z povrchovych

Lys-72/Lys-73,/Lys-79 [54].

3.4 Interakce cytochromu c s latkami lipofilniho cha-
rakteru

Cytochrom ¢ se dokaze vazat na vnitini mitochondridlni membranu. Tento déj je
doprovazen konformaénimi zménami [37|. Vazbou na membrany a zménou konfor-
mace za¢ina i apoptosa mitochondridlniho typu. Proto se této oblasti vénuje pomérne
znacné posornost. Jako modely, napodobujici interakci s membranami, se vyuzivaji
interakce s ruznymi jednodussimi molekulami, napt. SDS, polyanionty, fosfolipidové
vesikuly, elektrody, mastné kyseliny nebo micely [37]. Z vesikul se studuji zejména ve-
sikuly obsahujici kardiolipin, protoze ten je obsazen ve vnitini mitochondrialni mem-
brané (25 %) [55]. Indukovat ptechod do stavu podobného MG dokaze SDS. Podle
vysledki, ziskanych metodami RR, SERR a EPR, je sou¢asti zmén zameéna nizkospi-
nového nativniho His — 18 — Fe3™ — Met80 za nizkospinové His — 18 — Fe3t — His33,
His — 18 — Fe?™ — H,0 a vysokospinovy pentakoordinovany His — 18 — Fe3™. Ke zmé-
nam dochéazi vlivem hydrofobniho efektu a elektrostatickych interakci s oblasti, kde
se nachazi stérbina. Kontakt ti{ helixti na druhé strané obalky hemové skupiny od
smycky zustava zachovan. Podobny efekt maji i vesikuly slozené s dioleolylfosfatidyl-
glycerolu [56]. Spektralni zmény detekované pomoci cyklické voltametrie, fluorescenc-
nich, CD, UV-VIS spektroskopickych technik a RR rozptylu potvrdily zmény v ter-
ciarni struktufe v komplexu s kyselinou olejovou pfi neutralnim pH. K vazbé mastné
kyseliny dochézi v blizkosti tunelu vedouctho od hemové skupiny na povrch. K této
vazbé prispivaji elektrostatické interakce disociované karboxylové skupiny s bazickou
aminokyselinou Lys-72 a interakce hydrofobniho fetézce kyseliny s dosud neidentifiko-
vanym shlukem hydrofobnich aminokyselin. Potencidlni vazebné oblasti jsou sekvence
43-46 nebo 81-85. Koordina¢ni vazba Met-80-Fe je prerusena a na iont Zeleza se vaze
novy ligand, podle autort studie pravdépodobné Lys-73. Nedochazi ke zméné spinového
stavu zeleza. Pridavek ATP nebo dATP k tomuto komplexu indukuje zpétny piechod

do nativniho stavu [57]. Existuje korelace mezi fluorescenci dansylfosfatidylethanola-
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minu inkorporovaného do CL vesikul ve vodé a interakcemi mezi cyt ¢ a molekulami
téchto lipidi. V pripadé ferricytochromu ¢ prevladaji elektrostatické interakce, zatimco
u ferrocytochromu ¢ hydrofobni efekt. Vysledky prace Letelliera a finské skupiny védct
se daji shrnout do téchto bodi [58, 59]:

1. pridavek fosfolipidu k ferricytochromu ¢ vede k odstranéni Met-80 jako Sestého
ligandu;

2. zadné pozorovatelné zmény nenastavaji po pridavku lipidi k ferrocytochromu c¢;

3. redukce ferri- na ferrocytochrom v pritomnosti lipidi doprovazi strukturni zmény
z intermediarniho stavu ferricytochromu do nativniho ferrocytochromu ¢ [58];

4. cyt ¢ obsahuje dvé vazebna mista. Pres A-misto se vaze na membrany elektrosta-
tickymi silami, pfes C-misto hydrofobnim efektem;

5. zpusob vazby na membrany je takovy, ze do prohlubné v C-misté se navaze jeden
fetézec mastné kyseliny z kardiolipinu, zatimco ostatni jsou pohibeny v membréané [59].

Indukce apoptosy je u cytochromu ¢ spojovana s jeho vazbou na mitochondridlni
membranu a zahrnuje perturbaci terciarni struktury. Jaky vyznam maji tyto struk-
turni zmény znamo neni. Kdyz je cyt ¢ navazany na CL, zvySuje se troven se jeho
peroxidasova aktivita. a cyt ¢ katalyzuje peroxidaci CL. Stechiometrie vazby cyt ¢:CL
pro TOCL a BHCL je 1:4. Peroxidasova aktivita a sila vazby zavisi na saturaci fetezct
mastnych kyselin CL, a stoupa v fade TMCL < TOCL = TLCL < BHCL. CL obsa-
hujici polynenasycené MK, TLCL a BHCL, jsou pfirozené substraty peroxidace cyt c,
proto nepiekvapi, Ze uroven peroxidace u téchto CL nezévisi na iontové sile (na rozdil
od TMCL). Peroxidasova aktivita se, asponi in wvitro, spousti za pritomnosti malého
mnozstvi HyOs. In vivo by mohla byt spoustecem katalytické aktivity zvysené hladina
ROS, néasledné vedouci k zahajeni apoptosy [55]. Polyvinylsulfat p¥i pH mensim nez 4
indukuje konformac¢ni zmény v molekule cytochromu a jeji prechod do stavu podobného

MG. Polyanionty:
e destabilizuji strukturu cytochromu ¢;
e zmensuji T, tepelného prechodu;

e s cytochromem ¢ v kyselém pH interaguji ireversibilné [60)].
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Obrazek 3.3: Molekula porfinu (tlusté je zvyraznény 16-clenny kruh s 18 m-elektrony,
dle cit. [62] zpracovano v ACD/ChemSketch)

3.5 Elektronova struktura hemové skupiny

Elektronovéa struktura vychazi z interpretace spekter, predevsim UV-VIS. V soucanosti
se prijima Goutermantv ¢tyforbitalovy model (angl. four-orbital model, [61].

Nejdiiv je uzitecné se podivat na jednodussi systém — elektronovu strukturu porfinu.
Na vliv externich substituentii, naruseni konjugovaného systému 7 elektroni, central-
niho kovu atp. se nasledné pohlizi jako na perturbaci tohoto modelu [62]. Porfin s
vazanym iontem kovu je symetricka slouc¢enina ( 3.3) a lze jej zatfadit do bodové grupy
Dyy,. Absorpéni pasy v UV-VIS spektrech metaloporfinu jsou zptisobeny hlavné pre-
chody typu # — 7* a maji symetrii £, tj. pfechodem se indukuji dva ekvivalentni
prechodné dipély ve sméru os x a y. Dva hlavni absorpéni pasy v jejich spektrech se
zna¢i ) a B. U porfinu a porfyrini ve formé volné zasady jiz nejsou osi x a y ekvi-
valentni (grupa Dy, nebo Cy, dle konfigurace dvojnych vazeb) a pasy @ resp. B se
rozstépi na @, a @, resp. B, a B, [63].

Molekula porfinu ma aromaticky charakter — 18 z celkového poc¢tu 26 7 elektront
tvoii konjugovany systém dvojnich vazeb [64]. Aproximuje se 16 nebo 18 ¢lennym
cyklickym konjugovanym polyenem ([16]- nebo [18]-anulenem, obr. 3.3). Orbitaly par-
ticipujici na elektronovych ptrechodech budou e; a e;. Oba orbitaly jsou dvojnésobné
degenerované a maji 4 a 5 nodalnich ploch. U 16 ¢lenného polyenu prechodem e, — e5
vznikaji singletni stavy FEj, a Fr,, druhy je dvojnasobné degenerovan. Degenerace
termi je dana teorii grup. Duvod rozstépeni spekter vysvétluje Gouterman tzv. kon-
figuracni interakci — protoze excitované stavy maji vhodnou symetrii, dochézi k jejich
prekryvu.

Hrani¢ni molekulové orbitaly (obr. 3.4 na nésledujici strané) porfinu jsou orbitaly
HOMO se symetrii as, a aj, se 4 nodalnimi plochami a dvounasobné degenerovany

orbital LUMO se symetrii e, (e, a e4,) a 5 plochami. Narozdil od orbitali cyklického
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Obrazek 3.4: Hrani¢ni molekulové orbitaly porfinu (upraveno v GIMPe, prevz.
z cit.|61])

polyenu, HOMO orbitaly porfinu — alespon dle vypocti — nejsou degenerované a or-
bital as, ma mnohem vétsi energii nez ay,. Pdsu B by pak mél odpovidat pfechod
a2y — (€4, €4y) @ @ pasu piechod ay, — (e4s,€4y), ale oba pasy by mély mit stej-
nou intensitu. Tady teorie MO porfinu trochu selhéva, protoze v redlnych spektrech je
B pés intensivnéjsi nez () pas. Misto toho se predpoklada, Zze rozdil energii orbitali
as, a ay, neni natolik velky a orbitaly jsou ,quasidegenerovany” [61].

Hlavni efekt centralniho kovu s konfiguraci nd spociva v prekryvu volného AO
(n+1)p, s hranicnim MO porfinu ag,. I kdyZ energie 3d orbitalti centralniho kovu
hemové skupiny — zeleza — lezi v oblasti hrani¢nich orbitali HOMO i LUMO, ze sy-
metrickych davodi je jejich vzajemny prekryv zanedbatelny [61]. Cim vic stoupa elek-
tronegativita kovu, tim vic klesa energie p, orbitalu a tim vic se presouva elektronova

hustota z m-systému do tohoto orbitalu [63]|. Piekryv a konjugace ma dva efekty [61]:
e Cerveny posun spektra;
e hyperchromni posun absorpc¢nich past.

Iont Zelezity mé obsazené orbitaly néasledovné:

Fe3t 1s? 252 2p° 3s? 3pb 3d°
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Co je dale dulezité, ze hladina HOMO mé u nizkospinovych porfyrinovych ferro-
komplexi povahu slabé protivazebného orbitalu a pomérne vysokou energii. Takové
komplexy budou silné donory a velmi slabé akceptory 7 elektront. Predevsim vyso-
kospinové ferrikomplexy maji malé hodnoty energie hladin HOMO i LUMO a budou
dobré donory i akceptory elektronu [64]. Hladiny 3d iontu Zeleza jsou v hemoproteinech
rozstépeny jako v distorzovaném oktaedrickém komplexu, jak je patrné z obr 3.5. Ste-
peni je disledkem nestejnych prispévki ekvatorialnich a axialnich ligandi. Na obrazku
je zaznaCen CT prechod mezi hranicnim HOMO orbitalem a d,. centralniho kovu.
Nachézeji se prevazne v IR oblasti. Jeden CT prechod je u hemoproteina His/Met
jako ligandmi iontu Zeleza viditelny ve VIS oblasti. Jedna se o prechod mezi orbitaly

Py, P=(S) — d(Fe) [65].

g (%)

Obrazek 3.5: Stépeni hladiny d iontu Zeleza v oktaedrickych komplexech (Oy) a porfy-
rinovych komplexech (Fe3"-P)(A- axialni distorze, V - rombicka distorze, dle cit. [66],
zpracovano v GIMPe)



Kapitola 4

UV-VIS Spektrofotometrie

Spektrofotometrické metody jsou v soucasnosti jedny z nejpouzivanejsich v biochemické
laboratori. Zakladaji se na interakci elektromagnetického zafeni riznych vinovych délek
s latkou. Teorii elektromagnetického zareni (coz je forma elektromagnetického pole),
vypracovanou J. C. Maxwellem, tak i zéklady jeho interakce s latkou miize ¢tenar najit
prakticky v kazdé ucebnici fyziky [67]. Zde se omezime na aspekty dulezité pro UV-VIS
spektroskopii.

4.1 Interakce latky s optickym zarenim

4.1.1 Neelastické interakce optického zareni s latkou

Prevaznéa ¢ast metod optické spektroskopie se soustieduje na studia pfechodi mezi sta-
cionarnimi vibra¢nimi nebo elektronové vibra¢nimi stavy. K indukci téchto prechodu
dojde jen tehdy, kdy se energie fotonu (nejmensiho kvanta energie, které muze elektro-
magnetické pole vymeénit s latkou) shoduje s rozdilem AE dvou energetickych stavi

v molekule. Rozeznavame tii druhy jednofotonovych procesu [68]:

1. stimulovand absorpce — pfechod z nizsiho energetického stavu do vyssiho. Einstein

odvodil pro rychlost absorpce v, vztah:
va = B.p(v) (4.1)

kde B je Einsteinuv koeficient stimulované absorpce a p(v)dv je energeticka

hustota elektromagnetického zéfeni ve frekvencnim rozsahu v do v + dv dana

30
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Planckovym zakonem vyzatfovani absolutné ¢erného télesa:

8mhv? 1
p(v) = o3 ohv/kT _ |

(4.2)

2. stimulovand emise — opacny proces vyvolany vnéjsim polem

3. spontdanni emise — zalivy proces bez pritomnosti vnéjstho pole. Pro rychlost
stimulované 1 spontdnni emise plati analogické vztahy jako ( 4.1 na predchozi

strané). Pro celkovou emisi mizeme napsat:
vp = (A+ B) p(v) (43)

Empirické konstanty B’ a A jsou Einsteinovy koeficienty stimulované a spontanni

emise.

P1i nizkych frekvencich zafeni lze spontanni emisi zanedbat a lze prokazat, Ze koefici-
enty B a B’ jsou ¢iselné totozné [69]. Pro celkovou bilanci mezi stavy 1 a 2 s poctem

molekul n; a ny plati [68]:

W =n1Bp (v) —naB'p(v) = (n1 — na) Bp (v) (4.4)

4.1.2 Vibraé¢ni struktura, Franckiv-Condoniiv princip

Pravdépodobnost povoleného prechodu (jeho intensita ve spektru) zévisi na druhé moc-

niné velikosti prechodového dipélového momentu ‘ua e 'S danym prechodem mezi

elektronovymi stavy je spojena celé fada vibra¢nich prechodi — mluvime o elektronoveé
vibra¢ni strukture nebo vibronické strukture elektronovych spekter.

Elektronové vibra¢ni struktura absorpéniho pasu je dle vztahu [68]:
ppi=—ey {ep|mile) (vp [ ) = pepeS (v, 05) (4.5)

déana velikosti prekryvového integralu S (vy, v;).
Franckuv-Condoniv princip vychézi z predpokladu, Ze pokud jsou jadra atomu
mnohokrat tezsi jako elektrony, elektronovy prechod je mnohem rychlejsi déj nez po-

hyb jadra. Vysledkem pirechodu je preusporadéani elektronové hustoty v molekulach.
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Uvazované stacionarni jadra se nyni nachézeji v prostiedi s jinou elektronovou konfi-
guraci — jinym silovym polem — a dle Heisenbergova principu neurcitosti (AEAt > %)
reaguji na tyto nové silové poméry az s jistym casovym odstupem |68, 70|. Zacinaji vib-
rovat kolem rovnovaznych poloh. Kvantové-mechanicky popis situace nam 1ika, ze pred
prechodem se molekula nachazi v zékladnim vibra¢nim stavu nejnizsiho elektronického
stavu; nejpravdépodobejsi poloha jader je pak ve vzdalenosti jejich rovnovazné vzda-
lenosti R.. K elektronovému prechodu dojde s nejvétsi pravdépodobnosti, kdyz jadra
maji tuto vzdalenost. Po prechodu se molekula nachazi v excitovaném stavu. V prvnim
priblizeni se vyjadiuje prechod vertikalni linii. Tato vertikalni linie prochéazi nékolika
vibra¢nimi hladinami vyssi elektronické trovné. Vibra¢ni hladina oznacené hvézdickou
je ta, pri které jsou nejpravdépodobnéji jadra ve stejné vzdalenosti jako na zacatku —
vlnové funkce ma maximalni amplitudu. Kazdopadné to neni jediny ptistupny vibracni
stav, i nékolik dalsich vibra¢nich stavi ma pii dané geometrii jader velkou amplitudu
vlnové funkce. Pfechod proto probéhne do vSech vibracnich stavi v okoli, ale nejvétsi
intensitu bude mit vibra¢ni pfechod do stavu s maximalni amplitudou vlnové funkce.
Vibrac¢ni struktura spektra zavisi na horizontalni poloze obou kfivek.. Pro excitovanou
molekulu je R, zpravidla vétsi nez v zakladnim stavu z divodu relokace elektronové
hustoty do nevazebnich nebo protivazebnych molekulovych orbitalii. Intensita absorpce
je amérna vyrazu |S (vy, vi)]2, coz je tzv. Franckiv-Condoniv faktor prechodu. Plati,
ze ¢im je vétsi prekryv vibracnich vlnovych funkci pocateéniho a exitovaného stavu,

tim je intensita absorpce vétsi [68].

4.1.3 Vybérova pravidla

Kdyz elektron prochazi zménou stavu (energetického) z jedného orbitalu do druhého
charakterizovaného kvantovymi ¢isly, méni se tim zaroven jeho energie dle Bohrova
vztahu AE = hv. Prebytek energie je vyzaren (pohlcen) jako foton s frekvenci v.
V8echny mozné prechody ale nejsou povoleny. Foton jako ¢éastice se fadi k fermionim
a ma svij vlastni spin a to s=1 [70]. Zména thlového momentu elektronu pii pfechodu
musi kompensovat foton. Kuptikladu prechod elektronu z orbitalu d (1=2) do orbitalu
s (1=0) neni moZny, protoze foton neni schopen ,unést” zménu momentu. f{ik&ime, ze

prechod je zakédzany — zatimco jiné prechody se ve spektrech vyskytuji — jsou povoleny.
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Vigbérovd pravidla nam ukazuji, které prechody jsou povoleny a které jsou zakazany [68|.

Vybérova pravidla tykajici se zmény magnetického momentu pro molekuly jsou
AS =0, AN = 0,£1, AYX = 0 a AQ = 0,1, kde 2 = A + X je kvantové ¢islo
celkového momentu hybnosti (orbitalniho i spinového). Jsou dve vybérova pravidla
tykajici se symetrie molekul. Laportovo pravidlo pro centrosymetrické molekuly riké,
ze povoleny jsou prechody mezi orbitaly s rozdilnou paritou, tj. ¢ — v a v — g. Pro X

termy, povoleny jsou piechody Y7 «» XT a X7 +» ¥~ [68].

4.1.4 Typy absorpc¢nich prechodi

P1i popisu elektronovych prechodt v mnohoatomovych molekulach vychazime z jedno-
elektronové aproximace. Zékladni typy prechodu se klasifikuji dle molekulovych orbi-
talti, mezi kterymi elektron prechazi. I kdyz obé&cné (teoreticky) pfispivaji do moleku-
lového orbitalu vSsechny valen¢éni orbitaly, nékdy lze molekulovy orbital prisoudit tzké
skupiné atomu v molekule a prispévek zbytku molekuly k vinové funkci lze zanedbat.
Pak mluvime o tzv. chromoforu [69].

Prechody typu # — 7* jsou stfedobodem elektronové absorpéni spektroskopie,
protoze jsou to casto jediné pozorovatelné prechody ve viditelné a blizké ultrafialové
oblasti spektra. Orbitaly 7 vznikaji prekryvem atomovych orbitali p nebo d a v roviné
molekuly, nebo chromoforu, maji nodéalni plochu. Smér dip6élového momentu je 7 — 7*
je rovnobézny s rovinou molekuly [71].

V absorpé¢nich spektrech nékterych molekul obsahujicich heteroatomy dusiku, siry
nebo kysliku jsou pozorovatelné slabsi pasy prislusejici n — 7* pfechodtm, kde n je
nevazebny atomovy orbital heteroatomu obsazeny elektronovym péarem. Tyto orbitaly
se neudcastni vazeb. U rovinnych molekul je nevazebny orbital symetricky k roviné
molekuly s maximem elektronové hustoty v této roviné. Dipélovy moment prechodu
n — 7" je proto kolmy na rovinu molekuly [71]. Pfechody n — 7* jsou slabsi nez
7 — 7 a jsou nimi Casto prekryty [68].

Hladiny d jsou ve volném atomu degenerované. V komplexech d-prvki, kde okolni
prostiedi neni sféricky symetrické, se degenerace nutné ztraci. Napt. v oktaedrickém
poli se pét d orbitalt deli na trojnasobné degenerovanou podslupku ?5, a dvojnasobné

degenerovanou e,. Piechody z niZe polozené hladiny t5, do vyssich hladin e, lezi ve
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viditelném oboru spektra zareni a zpusobuji zbarveni téchto komplext. Jsou to tedy
v principu d — d prechody a nejsou nijak intensivni, protoze jsou dle Laportova pra-
vidla zakézany.

Komplex muze absorbovat zareni jako vysledek transferu elektronu od ligandu do
d-orbitalii centralniho prvku nebo naopak. Priklad je manganistanovy anion MnOj .
Jeho intensivni fialova barva je zptsobena pireskoky elektront z orbitalu kysliku do
orbitalu manganu. Je to typ pfechodu LMCT (ligand-to-metal charge transfer). Jiny
druh je pfechod MLCT — metal-to-ligand charge transfer [68].

4.1.5 Intensita elektronovych absorpc¢nich prechodi - Lambert-

Beertuv zakon

Lambert-Beertuv zakon vznikl spojenim Lambertova a Beerova zédkona. Lamberttiv za-
kon tvrdi, Ze intensita proslého svétla I vzorkem klesa exponencidlné s drahou [, kterou
urazi [71]:

Iy

In— = 4.
n— kl (4.6)

kde k je konstanta imérnosti a [ je optickd draha. Analogicky, Beertuv zakon fika, ze

intensita proslého svétla I klesa exponencialné s koncetraci latky ¢ [71]:

I
IHTO = jc (4.7)

kde j je konstanta imérnosti. Byla zavedena veli¢ina absorbance A:

I
A =log 70 (4.8)

V rovnicich 4.6 a 4.7 po prevedeni prirozenych logaritmi na dekadické je miizeme spojit

s rovnici (4.8) a dostaneme Lambert-Beeruv zakon:
A=ecl (4.9)

kde € je tzv. molérni extinkéni koeficient. Je to vlastné absorbance roztoku o jednotkové
koncetraci v kyveté o jednotkové draze. Pokud je v roztoku vic latek, které spolu

neinteraguji, je namérena absorbance souctem vsech dil¢ich absorbanci jednotlivych
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latek |72]:

A=D"A=1) e (4.10)

4.1.6 Vliv mezimolekulovych interakci na elektronova absorp¢ni

spektra

Nespecifické interace, které zahrnuji elektrostatické i disperzni silové pusobeni, zpt-
sobuji, Ze se okoli mnohoatomové molekuly polarizuje orienta¢nim nebo induktivnim
spusobem v zavislosti na velikosti dipélového momentu a polarizovatelnosti dané mo-
lekuly i okolnich molekul (viz tabulka 4.1 na nasledujici strané).

Polarni molekuly rozpustédla pobliz molekuly absorbujici zafeni mohou byt oriento-
vany interakcemi s polarnim chromoforem pomoci vodikovych vazeb a dipél-dipdlovych
interakci nebo interakcemi mezi sebou navzajem. Dle Franckova-Condonova principu se
predpokladé, Ze orientace molekul rozpoustédla se nezméni bezprostiedné po excitaci
chromoforu. Jinak fe¢eno, relaxace molekul rozpoustédla je mnohem pomalejsi déj nez
absorpce kvanta zareni. Pokud se interakéni energie mezi dipélovymi momenty molekul
rozpustédla a chromoforu v excitovaném stavu lisi od té v zakladnim stavu, dojde k
posunu spektra. Hovoii se o tzv. orientacnim posunu.

Londonovy disperzni sily polarizuji molekuly rozpoustédla i chromoforu a indu-
kuji v nich okamzity dipolovy moment. P1i elektronovém pfechodu dochéazi ke zméné
dipélového momentu i polarizovatelnosti molekuly, a tedy i ke zméné velikosti inter-
akéni energie. Pfechodny dipdlovy moment chromoforu indukovany absorpci indukuje
redistribuci elektronové hustoty v okolnich molekulach rozpoustédla. Tato polarizace
prechodnym dipélovgm momentem vede vzdy k ervenému posunu (batochromnimu po-
sunu). Velikost efektu je umérna velikosti dipolového momentu a polarizovatelnosti

rozpoustédla:
32 f n?-1
8mcim, vad 2n? + 1

AD = (4.11)

kde n je index lomu rozpoustédla, a je primeér dutiny a © je vinocet absorpce. Molekuly
rozpoustédla mohou byt polarizovany také permanentnim dip6lovym momentem chro-
moforu. Tyka se to samoziejmé jen polarnich chromofori. U molekul v poldrnim roz-
poustédle zavisi znaménko posunu na zméné dip6élového momentu. Pokud dojde béhem

prechodu ke zvySeni dipolového momentu, posune se absorpéni pas smérem k nizsim
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Tabulka 4.1: Posun spekter v zavislosti na efektech
rozpoustédla (dle cit. |73])

chromofor solvent A 1 2 3 X

I N N - R - - R

II N P - R - - R
I11a P N /I R - B R/B

ITIb P N T R - R R

IVa P P J/ R B B B

IVb P P T R R R R

N - nepolarni, P - polarni, R - ¢erveny posun, B - modry
posun Delta - zména dipélového momentu molekuly pri
prechodu 1 - polarizace prechodnym dipélovym momen-
tem 2 - orientacni efekt 3 - polarizace dipélovym momen-
tem Sigma - vysledni celkovy efekt

frekvencim (batochromni posun), v opacném piipadé se frekvence zvysi (hypsochromni
posun). Rozstépeni energie excitovanych hladin vychéazi z interakce mezi elektrono-
vymi pfechody o stejné energii. Nespecifické interakce nezpiisobuji pouze zménu po-
lohy maxima absorpniho pasu, ale vzhledem k tomu, Ze okoli absorbujicich molekul
nejsou identické, a tedy je i pomérné znacna variabilita téchto posuni, dochézi i ke
znacnému nehomogennimu rozsiteni ¢ar absorpcénich prechodii. U mnohoatomovych
molekul v roztoku za pokojovych teplot tedy vibronické struktura prechodu neni vi-
bec rozlisena. Absorpéni spektra se skladaji z Sirokych pasu zpravidla nesymetrického

tvaru, které piislusi elektronovym ptechodim [73].



Kapitola 5
Instrumentace UV-VIS spektroskopie

Dobry piehled instrumentace UV-VIS spektrofotometri nabizi kniza Fzperimentdlni
metody biofyziky od V. Prossera [71]|. Hlavni dva konstrukéni typy soucasnych UV-VIS
spektrofotometri jsou (obr. 5.1):

1. klasicky - monochroméator je umistén pred vzorkem. Detektor je jednokanélovy;

2. s inverzni optikou - obsahuje polychromator a ten je umisten az za vzorkem. Di-
sledkem je, ze vzorkem prochazi polychromatické svétlo namisto monochromatic-

kého a muze tak byt zmétreno celé spektrum najednou. Detektor je vicekanélovy.

Klasické spektrofotometry rozlisujeme jako jednopaprskové a dvoupaprskové. U jedno-

paprskovych pristroju je nutno méfit vzorek a referen¢ni vzorek zvlast.

5.1 Monochromator a polychromator

Dobry piehled o monochrométoru a polychrométoru poskytuje prehledné stat v

Obrazek 5.1: Schéma klasického spektrofotometru (A) a spektrofotometru s inverzni
optikou (B)

37
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knize Experimentalni metody biofyziky [71]. Samotnou frekvenéni analyzu stiidavého
elektromagnetického pole lze provadét pomoci laditelného tzkopasmového filtru. Tim
byva monochromator nebo také interferometr. V. monochromatoru dochazi k diferenci-
aci zafeni dle vlnové délky pomoci disperzniho prvku — hranolu nebo miizky. V soucas-
nosti se mnohem vic jako disperzni prvek pouziva miizka. Ta je tvorena sérii paralelnich
vryptu na tvrdém povrchu. Pocet vrypt je i nékolik tisic na jeden milimetr. Vrypy jsou
vyryté nebo podsazené reflektvnim materidlem tak, Ze miizka funguje vlastné jako

zrcadlo. Rovnice difrakce na miizce je:

mA = d (sin o £ sin 0) (5.1)

kde « a 6 jsou uhly dopadu a odrazu mérenych ke kolmici, A je vlnova délka elektro-

magnetického vinéni a m je fad difrakce. Uhlovd disperze na difrakéni miizce je:

do m
— = 5.2
d\  dcosf (5:2)
Teoretickéd rozlisovaci schopnost difrakéni miizky je:
R =mN (5.3)

kde N je celkovy pocet vrypl. Ze vzorcu vyplyvé, ze thlova disperze i rozlisovact
schopnosti disperzni miizky vzristaji s fadem difrakce. Pouziti vysokych fada ovsem
brani jejich vzajemny prekryv. Odraz bude nejucinnejsi, pokud paprsky dopadnou na

povrch miizky pod thlem 6 = «, rovnice 5.1 piejde v tvar:
m\ = 2dsin 6 (5.4)

Stérbiny jsou charakterizovany predevsim svou spektralni sitkou. U pfistroji s vo-
litelnou $irkou Stérbin tim lze vyznamné ovlyviovat predevsim rozliSeni a intensitu
signalu. Plati nepfimé tméra — ¢im uzsi Stérbiny, tim vyssi rozliSeni spekter. Prilis
uzké stérbiny ale propoustéji mélo zareni a snizuje se tim intensita méfeného signalu.

Polositka spektra A\ propusténého monochroméatorem je imérné vétsi z Sirek vstupni
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(h1) a vystupni stérbiny (hsg):

max (hq, ho)

A:
A d

(5.5)

Pristroje s detektorem typu diodového pole, jakym je i Agilent 8453, neobsahuji
monochroméator, nybrz polychrométor. Polychrométor je monochromator bez vystupni
stérbiny a v ohniskové vzdalenosti od kondenzoru se nachézi detektor, ktery snimé
obraz celého tseku spektra. Vstupni stérbina polychromatoru je u tohoto pfistroje

nastavena na 1 nm a nelze ji ménit.
5.2 Detektory

Pro vybér a uziti detektoru a interpretaci signélu jsou rozhodujici nasledujici charak-
teristiky [71]:

1. Relativni spektrdlni citlivost detektoru, ktera urcuje spektralni oblast jeho pou-

Zitelnosti;

2. Absolutni citlivost detektoru definovana jako pomeér velikosti vystupniho signalu

k velikosti zarivého toku dopadajiciho na vstup detektoru;

3. Dosazitelny pomér mezi signdlem a sumem na vystupu detektoru. Tato veli¢ina
je principidlné omezena Sumem dopadajiciho zareni, ale miize byt dale sniZzena

Sumem detektoru;
4. Oblast linearity, tj. oblast velikosti zafivého toku, kdy je odezva detektoru line-
arni;

5. Casovd odezva detektoru. Udava se zpravidla doba nabézné hrany ¢asového pii-

béhu odezvy detektoru na idealni nekone¢né kratky pulz zéreni (tzv. 5-pulz).

Detektory muzeme rozdélit na jednokanéalové a vicekanalové (angl. single- /multi-channel).
Pro potieby UV-VIS spektrofotometrie se pouzivaji detektory fotoemisni nebo polovo-
dicové. Mezi fotoemisni detektor se fadi fotondsobic.

Diodové pole nebo z anglicitny photo-diode array (PDA) patii k polovodi¢ovym
detektorim. Obsahuje od 128 do 4096 fotodiod (pfistroj HP 8453 jich obsahuje 1024).
Kazda fotodioda je slozena z polovodi¢ového materidlu (pro UV-VIS oblast to byva

kiemik) obsahujici p-n pfechod. Dle principtu fyziky polovodi¢ii, na p-n prechodu je
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koncentrace nosi¢u naboje nejmensi (v disledku rekombinace paru elektron-dira) a za

tmy pii teploté T' diodou protéka jen maly zavérny proud [74]:

3

1= Ty (P = 1) % ~ Lo (5.6)
Fotonovy tok J dopadajici na p-n pfechod stimuluje preskok elektronu z valen¢niho
pasu do pasu vodivostniho. Vznikne tak dvojice elektron-dira a vysledkem je genero-
vany proud rovny —neJ, kde n je kvantovy vytézek tvorby partu elektron-dira a e je
elementérni naboj. Efektivni koncentrace téchto paru je funkei intezity svétla a exis-
tuji dva spisoby jeji monitorovani. Ve fotovoltaickych detektorech dojde na p-n spoji
k separaci elektronu a diry a vzniklé napeti se pak méri. Nebo mizeme métit proudovy

impuls — celkovy proud je ted roven [74]:
I = —Uej+ [sat (e% - 1) (57)

Detekce a odecet namétrenych proudovych impulsii je nepiimo mozny pomoci paralelné
zapojenych kondenzatoru. Zavérny proud navySeny o fotoproud vybiji kondenzator.
V odecitaci fazi se pak jednotlivé elementy pripoji k zapornému poélu a jejich kapacita se
dobije na piivodni hodnotu. Hodnota dobijeciho proudu je pfimo imérné energii zarivé
energie osvétleni v periodé mezi dvémi po sobé nésledujicimi odeéitacimi fazemi (tzv.
integracni ¢as) [71]. Pokud pfipojime diodu v zéavérném sméru, fotogenerovany naboj
stimuluje tvorbu dalsich pari elektron-dira. Dochéazi tak k jisté amplifikaci signalu —
takové diody se nazyvaji lavinové (angl. avalanche photodiodes) [74].

Tteti hlavni v soucasnosti pouzivany typ je CCD — charge coupled detector. Na tenké
polovodi¢ové desticce (opét kiemikové, typu n) pokryté oxidem kiemicitym jsou na-
neseny elektrody (p-dopovany kiemik), které ve formé vystupniho elektrického signalu
odvadéji naboj vytvoreny priletem fotonu - mluvime o fotokondenzatorech. Elektrody
jsou rozmistény v husté pravidelné miizce, vytvarejici buiiky - pixely - o rozmérech
nékolika mikrometri az desetin mm. dopadajici svétlo excituje valen¢ni elektrony do
vodivostniho pasu a vytvaii se nosice elektrického proudu — vodivostni elektrony a diry.
Nicméné, elektrony se nemohou volné pohybovat ve vodivostnim pésu po ¢ipu — na sys-

tém vodorovnych elektrod je vlozeno napéti tak, ze vznika jakasi energeticka bariéra,
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Un Us

st
S o O = T

Obrazek 5.2: Pohyb naboji mezi elektrodami v CCD

tzv. ,potencidlova studna“, z nich elektrony nemohou uniknout. Aby bylo mozné pre-
souvat naboj, je potieba na vrstvicku SiOy umistit vice elektrod blizko sebe. Pokud
na 2. elektrodé bude vétsi napéti, vytvoii se o néco vétsi potencidlova jama nez pod 1.
elektrodou. Navic, diky blizkosti elektrod, dojde ke spojeni obou potencidlovych jam
a naboj se presune do 2. jamy. Pokud odpojime napéti na 1. elektrodé (potencialova
jama zanikd) a na 2. napéti snizime (potencialova jama se snizi), miZzeme tento proces
opakovat mezi 2. a 3. elektrodou, dale mezi 3. a 4. atd. (viz obr. 5.2). Proces posouvani
naboje je pouzivan, kdyz je potfeba informaci z CCD ¢ipu vy¢ist. Elektrony, repre-
zentujici jednotlivé pixely, jsou posouvany do vystupniho zesilovace, kde je elektricky
naboj preveden na napéti. Pocet pixeli v horizontalnim a vertikdlnim sméru stejné
jako velikost pixelu tvori jedny z nejzakladnéjsich charakteristik CCD ¢ipu. V odeci-
taci fazi u CCD i PDA detektoru pochopitelné neni zadouci, aby byl ¢ip nadéle osvétlen
paprskem elektromagnetického zareni, a proto se pouziva mechanickd uzavérka (angl.

shutter) [74].

5.3 Zdroje zareni

Jako zdroje zareni se v UV-VIS spektrofotometrii uplatiuje predevsim tepelné zdroje,
vybojky a lasery. Tepelné zdroje jsou pevna télesa rozzhavend zpravidla prochazejicim
elektrickym proudem. Spektralni hustota intensity vyzarovani jejich povrchu I je dana
Kirchhoffovym zékonem:

I(v) = [1 = R ()] Labs (v) (5.8)

kde R(v) je celkova odrazivost zafictho povrchu a I, (v) je intensita vyzarovani abso-

lutné ¢erného télesa (viz vztah 4.2 na strané 31):

Laps (V) = p (v) = (5.9)
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Wolframové vldkno, souc¢ast bézné uzivané wolframové lampy, méa zanedbatelnou odra-
zivost a proto jeji spektrum piiblizné odpovida Planckové zakonu ( 4.2 na strané 31).
PouZiva se zejména pro viditelnou (a blizkou infracervenou) oblast spektra. Do lamp
se pridava nékdy stopové mnozstvi jodu, coz zvySuje jeji zivotnost.

Vybojka je trubice z opticky transparentniho materialu naplnéna plynem ¢i parami
kovu, do niz jsou zavedeny elektrody. Po vlozeni napéti na elektrody dochazi k toku
nosic¢i proudu (elektroni a kationttt) — vznika vyboj. Srazkami elektronii s molekulami
plynu dochézi k jednak k dalsim ionizacim, jednak k elektronovym excitacim. Jejich
zafivé relaxacni procesy jsou podstatou zareni vybojek a jejich carovému charakteru
spekter. Spojity charakter spusobuji relaxace eximerovych nebo nevazebnych excito-
vanych stavi. Dle tlaku plynu ¢i par kovu rozlisujeme vybojky nizkotlaké, stfedotlaké
a vysokotlaké. Nizkotlaké vybojky (He, Ne) poskytuji ostra ¢arovéa spektra a jsou uzi-
vany pro kalibraci. St¥edotlaké a vysokotlaké (D, Hg) s vySsi intensitou spojitého
zafeni jsou zase uzivanymi zdroji predevsim ve viditelné a blizké ultrafialové oblasti
elekromagnetického vinéni.

Funkce laserového zdroje je podminéné vytvorenim tzv. inverzni populace aktiv-
niho prostredi systému a jeho umisténim do rezonéatoru. Generace laserového zareni je
zaloZena na stimulované emisi. Predstavme si soubor N molekul, kterym prochazi elek-
tromagnetické zareni, jehoz frekvence je v rezonanci s prechodem mezi molekularnimi
stavy 1 a 2 o energiich £y a Es. Intensita elektromagnetického zareni se bude ménit dle
Lambert-Beerova zakona. Velikost extinkéniho koeficientu bude pfimo timérny rozdilu

po¢tu molekul ve stavu 1 (ny) a 2 (ng):
£ ~ny —ny = Ne B/ _ N B2/iT (5.10)

Pro systém v rovnovaze plati ny > no kdyz Ey, > E; a ¢ je tudiz vzdy kladné. Za
jistych okolnosti ale miize byt populace excitovanych stavi vétsi nez zakladniho (in-
verzni populace, n; < ny) a extinkéni koeficient bude zaporny. To znamen4, Ze intensita
elektromagnetického vlnéni se pfi prichodu systémem, ktery neni v termodynamické
rovnovaze a doslo u ného k inverzi, bude zvySovat. Rezonator (typicky je to vlasné
Fabry-Perottiv interferometr) tvoii dve zrcadla nastavena proti sobé. Zabezpecuje na-

vraceni ¢asti elektromagnetického zareni spatky do systému (vybojky), kde v podstaté
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udrzuje rovnovahu mezi ¢erpanim inverznich stavi a relaxa¢nimi procesy. Lasery na-
chazeji uplatnéni ve spektroskopii vsude tam, kde je zddouci vysoka intensita zareni
nebo pri méfenich s vysokym c¢asovym rozlisenim — tipravou laseru lze dosahnout, Ze
zdroj vydava kratké pulzy v fadu az 1071 s. U aplikacich tohoto zdroje pak mluvime o
femto- nebo pikosekundové spektroskopii. Princip laseru je zde popsan velice strucné.
Pro podrobnéjsi popis a také dalsi aplikace nejen v UV-VIS spektroskopii 1ze doporucit
staté v monografiich uvedenych v seznamu literatury, zejména pak knihu Experimen-

talni metody biofyziky od Prossera [71] a ucebnici fyzikalni chemie od Atkinse [68].



Kapitola 6

Material a metody

6.1 Pouzité chemikalie

Cytochrom ¢ (z kofiského srdce) od firmy Loba Feinchemie jsem pouzil bez dalsich
uprav a cisticich postupi. NaCl a NaH,PO,4.2H,O byly od firmy Lachema (CR) Cistoty

p-a.

6.2 Laboratorni pristroje

Spektrofotometr HP 8453, Agilent Technologies (USA)

Automatické pipety, Nichiryo (Japonsko)

Analytické vahy Ohaus Discovery, Schoeller (évycarsko)

pH metr model 370, ATT Orion (USA), kalibrovany standardnimi pufry vyrobce

magnetickd michacka Variomag Monotherm (Némecko)

6.3 Metody

1. Pripravil jsem si 10 mM fosfatovy pufrac¢ni roztok o pH 2,10 rozpusténim 0,7801
g NaH,PO4.2H50 v destilované vodé, ze kterého jsem vychazel. Roztok jsem
dotitroval 85% roztokem H3PO, (celkova spotieba 0,47 ml) do koneéné hodnoty

pH a doplnil jsem ho do objemu 500 ml.

44
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Tabulka 6.1: Zasobni roztoky soli

| sul | navazka (g) | objem pufru | koncentrace soli (M) |
NaCl 2,6727 22,9 ml 2
NaClO,.H,0 | 0,5054 7204 ul 0.5
NayS0O4.10H,0 0,0537 1667 ul 0,1

Tabulka 6.2: Vzorky cyt ¢ s pridavkem NaCl

| pufr (ml) [ V (NaCl, ml) | eyt ¢ (ul) | koncentrace NaCl (mM) |

1,470 0 30 0
1,463 0,0075 30 10
1,395 0,075 30 100
1,282 0,188 30 250
1,095 0,375 30 500
1,497 0 3 0

1,4895 0,0075 3 10
1,422 0,075 3 100
1,309 0,188 3 250
1,122 0,375 3 500

2. Spektra jsem méfil pfi dvou koncentracich cyt ¢ — 0,5 mg/ml a 0,05 mg/ml.
Zasobni roztok jsem si pTipravil navazenim 0,0343 g cyt ¢ a rozpustil ho v 1,372

ml 10 mM fosfatovém pufru (viz. bod 1).
3. Pripravil jsem si zasobni roztoky soli NaCl, NaClO4, Na;SO, dle tabulky 6.1.

4. Meéril jsem spektra nésledujicich vzorkd dle tab. 6.2, 6.3 a 6.4 na nasledujici
strand. Vzdy ¢erstvy vzorek bez piidavku NaCl (viz tab. 6.2) byl pouzit jako

blank ve v8ech méfenich. Spektra jsem méfil do 15 minut od piipravy vzork.

Tabulka 6.3: Vzorky cyt ¢ s pridavkem NaClOy4

| pufr (ml) [ V (NaClOy4, ml) | cyt ¢ (ul) | koncentrace NaClO, (mM) |

1,467 0,003 30 0,1
1,467 0,003 30 1

1,440 0,03 30 10
1,170 0,3 30 100
0,720 0,75 30 250
1,494 0,003 3 0,1
1,494 0,003 3 1

1,467 0,03 3 10
1,197 0,3 3 100
0,747 0,75 3 250
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Tabulka 6.4: Vzorky cyt ¢ s pridavkem NaCl

| pufr (ml) [ V (NaySOy, pl) | cyt ¢ () | koncentrace NaySO4 (mM) |

1,466 4,5 30 0,3
1,455 15 30 1
1,395 75 30 >
0,720 150 30 10
1,492 4,5 3 0,3
1,482 15 3 1
1,422 5 3 Y
1,347 150 3 10

6.4 Meéreni absorpc¢nich spekter

Absorpéni spektra jsem méfil na spektrofotometru Agilent HP 8453 s nasledujicim

nastavenim:

1. Rozsah vlnovych délek 190-1100 nm — ovladaci program Chemstation sice umoz-
nuje omezeni rozsahu vinovych délek, ale to se tyka jenom vystupnich dat. Piistroj

ve skutec¢nosti vzdy méii cely dostupny rozsah vlnovych délek.
2. Integracni cas 1 s.
3. Spektra jsem méfil v kfemenné kyveté s optickou délkou 1 cm.

4. Kazdy vzorek jsem méril Sestkrat a ziskana data jsou aritmetickym priamérem

7 téchto méfeni.

5. Pro méfeni v oblasti Soretova péasu jsem pouzil vzorky s koncentraci 0,05 mg/ml

cyt ¢, v ostatnich pripadech byla koncentrace cyt ¢ 0,5 mg/ml.

6.5 Zpracovani experimentilnich dat

Naméiena data jsem exportoval v ovladacim programu Chemstation do soubort *.csv.
Dale jsem je zpracovaval v programu Origin (verze 8.6). Pro vypocet derivacnich spekter
jsem oznacil prislusny sloupec hodnot, vybral Analysis — Mathematics — Differen-
tiate. Nastavil jsem piislusny fad derivace (Derivative Order) a pouzil vyhlazeni dle
Savitzkého a Golaye s nastavenim Polynomial Order 2, Points of Window 5 (pro oblast

absorpce aromatickych aminokyselin), nebo 7 [75].



Kapitola 7

Vysledky

7.1 Vliv riznych anionti na konformaci cytochromu c

7.1.1 Oblast absorpce aromatickych aminokyselin

V sérii experimenti jsem zkoumal vliv soli se spoleénym kationtem na chovani cyt ¢
pri pH 2,10. Na obrézku 7.1 na nésledujici strané jsou znézornéna absorpéni spektra
ferricytochromu ¢ v oblasti absorpce aromatickych aminokyselin. Po piidavku chloridu
je z grafu vidét pokles absorbance maxima a jeho ¢erveny posun. Ze spekter oviem
nelze rozlisit prispévky aromatickych aminokyselin.

Lepsi moznost ziskat informace o jednotlivych aromatickych aminokyselinach po-
skytuji kiivky druhé derivace (obr. 7.2 na nésledujici strané). Jejich prabéh v oblasti
absorpce fenylalaninu (250-270 nm) je podobny, dochazi pouze k jemnému posunu
k niz8im vlnovym délkam se snizujici se koncentraci sole. PTi vlnové délce 283 nm je
zietelné minimum pro vSechny koncentrace, jehoz intensita i poloha se lisi. Dalsi vy-
razné maximum se nachéazi pti ~290 nm a jeho poloha je ustalena. V tab. 7.1 jsou
zapsané minima z grafu druhych derivaci pro dvé koncentrace chloridu sodného.

Dale jsem pokracoval v experimentu s chloristanem sodnym. Na obrazku 7.3 jsou

Tabulka 7.1: Minima nachéazejici se v obr. 7.2 na nésledujici strané

koncentrace NaCl (M) poloha minim (nm)
Phe Tyr Trp
0 253 | 258 | 264 | 268 | 275 | 277 | 283 | 290
500 253 | 259 | 265 | 269 | 274 | 278 | 284 | 291

47
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Spektra cyt c v zavislosti na koncentraci NaCl

0,900 —
——O0mM

0,800 — 10 mM
—— 100 mM
—— 250 mM

0,700+ ~—— 500 mM

<

0,600 —

0,500 —

0,400 —

T T T T T T T T T T T T T
250 260 270 280 290 300 310
A (nm)

Obrazek 7.1: Absorpcni spektra cyt ¢ v oblasti vlnovych délek 250-310 nm pro NaCl
(10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).

Druha derivace spekter cyt c v zavislosti

0,006 — na koncentraci NaCl
0,004 -
0,002
‘s 0,000
£ |
X -0,002-
3
3 |
o
T 0,004
-0,006 |
-0,008

T T T T T T T T T T T T T 1
250 260 270 280 290 300 310
A (nm)

Obrazek 7.2: Druha derivace absorpénich spekter cyt ¢ v oblasti vinovych délek 250-
310 nm pro NaCl (10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).
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Spektra cyt ¢ v zavislosti na koncentraci NaCIO,
1,000
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Obrazek 7.3: Absorpéni spektra cyt ¢ v oblasti vinovych délek 250-310 nm pro NaClOy
(10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).

Tabulka 7.2: Minima nachéazejici se v obr. 7.4 na nésledujici strané

koncentrace NaClOy4 (M) poloha minim (nm)
Phe Tyr Trp
0 252 | 258 | 264 | 268 | 275 | 277 | 283 | 290
250 253 | 259 | 265 | 269 | 275 | 278 | 284 | 291

v grafu znazornéna absorpéni spektra cyt ¢ v oblasti absorpce aromatickych amino-
kyselin, na obr. 7.4 na nasledujici strané pak druhé derivace spekter. Podobné, jako
tomu bylo u roztoki s pridavkem NaCl, také s chloristanem sodnym pozorujeme hyp-
sochromni a ¢erveny posun.

Prabéh druhych derivaci je kvalitativné podobny, dochéazi pouze k jejich jemnému
posunu k niz§im vinovym délkam se snizujici se koncentraci sole. V oblasti 275-285 nm
je tento posun jiz znat pomérné vyrazné. Minima z grafu druhych derivaci spekter jsou
v tab. 7.2.

Treti pouzité sil byl siran sodny. Na obrazku 7.5 na néasledujici strané jsou v grafu
znazornéna absorpéni spektra cyt c¢ v oblasti absorpce aromatickych aminokyselin.
Obrazek je z divodu vertikdlnich posunt spekter Spatné interpretovatelny.

Proto i zde je vyhodné na rozliseni piispévki jednotlivych aromatickych aminoky-
selin vyuzil vynos druhych derivaci spekter (obr. 7.6 na strané 51). Jejich prubéh je

podobny jako v predchozich pripadech. Vypis minim je v tabulce 7.3.
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Druha derivace spekter cyt c v zavislosti
na koncentraci NaClO,
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Obrazek 7.4: Druhé derivace absorpénich spekter cyt ¢ v oblasti vinovych délek 250-

310 nm pro NaClO, (10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).

Oblast absorpcie aromatickych aminokyselin - Na,SO,
0,91

0,8

0,7 4
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Obrazek 7.5: Absorpéni spektra cyt ¢ v oblasti vinovych délek 250-310 nm pro NaySOy
(10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).

Tabulka 7.3: Minima nachéazejici se v obr. 7.6 na nésledujici strané

koncentrace NasSO4 (M) poloha minim (nm)
Phe Tyr Trp
0 252 | 208 | 264 | 268 | 275 | 277 | 283 | 290
250 253 | 259 | 265 | 269 | 274 | 278 | 284 | 291
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Druha derivace spekter cyt ¢ v zavislosti
na koncentraci Na,SO,

0,006 —
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Obrazek 7.6: Druhé derivace absorpénich spekter cyt ¢ v oblasti vinovych délek 250-
310 nm pro NaySOy4 (10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).

2. derivace

Spekirum

Obrazek 7.7: Kvantitativni vyhodnoceni deriva¢niho zéznamu

7 vynosu druhych derivaci spekter jsem si urcil pomocné parametry Dg, ktery jsem
vynesl do grafu jako funkci koncentrace soli. Vyznam parametru Dg je naznacen na

obr. 7.7.

Vypocital jsem si tii sady téchto parametri dle vzorci:

d2A d2A
DS = ( ) 290nm — ( ) 287 nm (71)

dx? dx?
d?A d2A

Dg = (W) 287 nm — <W> 283 nm (7.2)
d?A d?A

Dg = (W) 258nm — (W) 255 nm (7.3)

kde v zavorkéach jsou hodnoty druhych derivaci spekter dle A pii konkrétni vinové délce.
7 obrazku 7.8 na néasledujici strané, 7.9 na strané¢ 53, 7.10, 7.11, 7.12, 7.13 je patrné,

ze obecné zvySovanim koncentrace soli dochézi k zméné pribéhu zavislosti parametru
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Vynos parametru D pro tryptofan
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Obrazek 7.8: Hodnoty parametri Dg zjisténych z minima pii 290 nm maxima pii
287 nm z vynosu druhych derivaci pro jednotlivé koncentrace NaCl. (10 mM fosfatovy
pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).

Dg na koncentraci.

7.1.2 Soretiv pas (B pas)

Dalsi studovanou oblasti je oblast Soretova péasu v oblasti kolem 400 nm (obr. 7.17
na strané 57). Se stoupajici koncentraci NaCl mizeme pozorovat jemny Cerveny posun
maxima Soretova pasu od 395 nm (pro 0 mM) k 401 nm (pro 500 mM) a zaroven
zmensSeni intensity absorpce. V kiivkach druhych derivaci, pfes zna¢ny podil Sumu, Ize
vidét prispévek dvou extrémi pii 395 a 401 nm. ZvySovanim koncentrace sole minimum
pfi 395 nm zanikne a objevi se nové minimum pi#i 400/401 nm pro koncentrace 100,
250 a 500 mM (obr. 7.18 na strané 57).

S pridavkem NaClOy (viz 7.19) mizeme pozorovat opét ¢erveny a hypsochromni po-
sun maxima Soretova pasu od 395 nm (pro 0 mM) k 410 nm (pro 250 mM). V kiivkach
druhych derivaci, které nam informace pomohli v dané oblasti B pasu zvyraznit, lze
opét vidét prispévek dvou extrémi pii 395 a ~ 400 nm. ZvySovanim koncentrace sole
se posune poloha minima od 395 nm k 400 nm. Toto chovani spekter se nejvic patrné
mezi koncentracemi 1 mM a 10 mM NaClOy (obr. 7.20 na strané 59). I v druhé deri-

vaci je jasné patrné snizovani intensity absorpce, tj. pravdépodobnosti elektronovych
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Vynos parametru D pro tryptofan
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Obrazek 7.9: Hodnoty parametri Dg zjisténych z minima pii 290 nm a maxima
pfi 287 nm z vynosu druhych derivaci pro jednotlivé koncentrace NaClOy4. (10 mM
fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).
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Obrazek 7.10: Hodnoty parametri Dg zjisténych z minima pii 290 nm a maxima
pfi 287 nm z vynosu druhych derivaci pro jednotlivé koncentrace NaySOy. (10 mM
fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).
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Vynos parametru D pro tyrosin
0,013 4

0,012 4
0,011
0,010 4
1 |

0,009
(2]

0,008
0,007 4 \

0,006

(nm™)

D

[
\I
T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
c (mM)

Obrazek 7.11: Hodnoty parametri Dg zjisténych z minima pii 283 nm a maxima pii
287 nm z vynosi druhych derivaci pro jednotlivé koncentrace NaCl. (10 mM fosfatovy
pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).
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Obrazek 7.12: Hodnoty parametri Dgs zjisténych z minima pii 283 nm a maxima
pii 287 nm z vynosu druhych derivaci pro jednotlivé koncentrace NaClOy4. (10 mM
fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).
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Vynos parametru D, pro tyrosin
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Obrazek 7.13: Hodnoty parametri Dg zjiSténych z minima pii 283 nm a maxima
pii 287 nm z vynosi druhych derivaci pro jednotlivé koncentrace NaySOy4. (10 mM
fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).
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Obrazek 7.14: Hodnoty parametru Dg zjiSténych z minima pfi 258 nm a maxima pii
255 nm z vynosi druhych derivaci pro jednotlivé koncentrace NaCl. (10 mM fosfatovy
pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).
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Vynos parametru D pro hlavni pas fenylalaninu
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Obrazek 7.15: Hodnoty parametri Dg zjiSténych z minima pii 258 nm a maxima
pfi 255 nm z vynosu druhych derivaci pro jednotlivé koncentrace NaClOy4. (10 mM
fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).

Vynos parametru D pro hlavni pas fenylalaninu
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Obrazek 7.16: Hodnoty parametri Dg zjisténych z minima pii 258 nm a maxima
pfi 255 nm z vynosu druhych derivaci pro jednotlivé koncentrace NaySOy. (10 mM
fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢ = 0,5 mg/ml).
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Spektra cyt ¢ v zavislosti na koncentraci NaCl
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Obrazek 7.17: Absorpcni spektra cyt ¢ v oblasti vinovych délek 300-500 nm pro

jednotlivé koncentrace NaCl - Soretiuv pas (10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace
cyt ¢ = 0,05 mg/ml)

Druha derivace spekter cyt ¢ v zavislosti
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Obrazek 7.18: Druhé derivace absorpcénich spekter cyt ¢ v oblasti vlnovych délek
300-500 nm pro jednotlivé koncentrace NaCl — Soretiv pas (10 mM fosfat pH 2,10,
koncentrace cyt ¢ = 0,05 mg/ml).
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Spektra cyt ¢ v zavislosti na koncentraci NaCIO,
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Obrazek 7.19: Absorpéni spektra cyt ¢ v oblasti vlnovych délek 300-500 nm pro jed-
notlivé koncentrace NaClO, - Soretiv pas (10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace
cyt ¢ = 0,05 mg/ml)

prechodii do excitovanych singletnich stavi (viz podsekce 3.5 na strané 27).

Treti studovanou soli byl siran sodny (obr. 7.21). Podobné jako jsme to pozorovali
v pripadé NaCl a NaClOy i tomhle pripadé mtuzeme pozorovat ¢erveny a hypsochromni
posun maxima Soretova pasu od 395 nm (pro 0 mM) k 406 nm (pro 10 mM). Rozdilné
chovani druhych derivaci spekter je nejvic patrné mezi koncentracemi 1 mM a 5 mM

NaySOy4 (obr. 7.22 na strané 60).

7.1.3 Q pas

Dalsi studovanou oblasti je Q pés lezici mezi 500 az 650 nm. I Q pas je podobné jako
Soretuv nositelem informace o hemové skupiné. Na obr. 7.23 na strané 60 miZeme
se stoupajici koncentraci NaCl pozorovat snizeni intensity maxima v Q pésu pii ~
490 nm a zaroven vznik nového maxima pii 525 nm. Pfi ~ 560 nm je malé raminko
charakteristické pro redukovanou formu cyt ¢ [76]. Charakter spekter pro koncentrace
0 a 10 M je odlisny od spekter pro ostatni koncentrace. Maximum pii 625 nm jemné
méni polohu k vyssim A u vzorkt s pridavkem 250 a 500 nm.

Na obr. 7.24 na strané 61 pozorujeme zanik maxima v @ pasu pii ~ 490 nm a

zaroven vznik nového maxima pii 525 nm. Je to patrné zejména pro koncetrace 0, 0,1
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Druha derivace spekter cyt ¢ v zavislosti
na koncentraci NaClO,
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Obrazek 7.20: Druhé derivace absorpc¢nich spekter cyt ¢ v oblasti vlnovych délek
300-500 nm pro jednotlivé koncentrace NaClO, — Sorettav pas (10 mM fosfat pH 2,10,
koncentrace cyt ¢ = 0,05 mg/ml).
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Obrazek 7.21: Absorp¢ni spektra cyt ¢ v oblasti vlnovych délek 300-500 nm pro jed-

notlivé koncentrace NaysSOy - Sorettuv pas (10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace
cyt ¢ = 0,05 mg/ml)
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Druha derivace spekter cyt ¢ v zavislosti

na koncentraci Na,SO,
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Obrazek 7.22: Druhé derivace absorpc¢nich spekter cyt ¢ v oblasti vlnovych délek
300-500 nm pro jednotlivé koncentrace NasSO4 — Soretuv pas (10 mM fosfat pH 2,10,
koncentrace cyt ¢ = 0,05 mg/ml).
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Obrazek 7.23: Absorpcni spektra cyt ¢ v oblasti vinovych délek 450-650 nm pro
jednotlivé koncentrace NaCl — Q pas (10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace cyt ¢
= 0,5 mg/ml)
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Spektra cyt ¢ v zavislosti na koncentraci NaCIO,
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Obrazek 7.24: Absorpcni spektra cyt ¢ v oblasti vlnovych délek 450-650 nm pro
jednotlivé koncentrace NaClO, — Q pas (10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace
cyt ¢ = 0,5 mg/ml)

a 1 mM NaClQy, jinak je kvalitativné priubeh spekter podobny jako v pripadé NaCl.
Na obr. 7.25 na nasledujici strané miizeme se stoupajici koncentraci NasSO,4 opét
pozorovat zanik maxima v Q péasu pii ~ 490 nm a zaroven vznik nového maxima pii

525 nm. Lokalni maximum pii 625 nm jen klesé na intensité.

7.1.4 CT pas

Posledni studovanou oblasti je oblast, kde absorbuje cyt ¢, je pomérné slabé absorbujici
pik pfi 695 nm. Jeho ptvod je vysvétlen v sekci 3.5. Je pomérné selektivni k Met-80
jako k axialnimu ligandu. Pokud dojde k disociaci jeho koordina¢ni vazby na centralni
kationt Zeleza, tento slaby pik ze spektra vymizi. Na obr. vlevo 7.26 na nésledujici
strané muzeme s pridavkem NaCl pozorovat rust intensity maxima pfi ~ 695 nm.
Spektra jsou vertikidlné posunuta, takze ke zvyraznéni informace bylo nutno pouzit
postupu normalizaci spekter (obr. vpravo 7.26 na nasledujici strané).

Obnoveni pasu piidavkem chloristanu sodného je patrno z obr. vpravo 7.27 na
strané 63. Vyraznéji je tento jev zfejmy z normalizovanych spekter. Rust intensity pro

vy

Po pridavku siranu sodného dojde k pozvolnému ristu intensity pasu (viz obr. 7.28),
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Spektra cyt ¢ v zavislosti na koncentraci Na,SO,
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Obrazek 7.25: Absorpcni spektra cyt ¢ v oblasti vinovych délek 450-650 nm pro
jednotlivé koncentrace NapSO4 — Q péas (10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace
cyt ¢ = 0,5 mg/ml)
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Obrazek 7.26: Absorpcni spektra cyt ¢ v oblasti vinovych délek 650-750 nm pro
jednotlivé koncentrace NaCl — CT pas (10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace
cyt ¢ = 0,5 mg/ml)
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Normalizované spektra cyt ¢ v zavislosti
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Obrazek 7.27: Absorpcni spektra cyt ¢ v oblasti vlnovych délek 650-750 nm pro
jednotlivé koncentrace NaClO, — CT pas (10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace
cyt ¢ = 0,5 mg/ml)

kde jsou vidét pivodni i normalizované spektra ve zkoumané oblasti.
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Normalizované spektra cyt c v zavislosti
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Obrazek 7.28: Absorpcni spektra cyt ¢ v oblasti vinovych délek 650-750 nm pro
jednotlivé koncentrace NaySO4 — CT pas (10 mM fosfatovy pufr pH 2,10, koncentrace
cyt ¢ = 0,5 mg/ml)
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Diskuse

Pro cyt ¢ ve své nativni konformaci se zelezitym iontem v nizkospinové konfiguraci
tgg je charakteristické maximum intensity absorpce pro Soretuv pas pii 408 nm . V
oblasti QQ pasu se nachéz{ vyrazné maximum pii 527 nm (B-péas) a nékdy i nevyrazné
bo¢né raminko kolem 550-560 nm (o-pés) odpovidajici pfitomnosti malého mnozstvi
redukované formy cyt ¢ [49]. Soretiv i Q pas vznikaji elektronovymi piechody mezi
trojici hrani¢nich orbitala [61]. Dle literatury se snizenim pH pod hodnotu 2,50 in-
dukuji konforma¢ni zmény v cytochromu c. Informace, které jsou zndmy jsou zatim
malého rozliseni, ale ma se za to, Ze se jedna o denaturaci — i kdyz efekt silnych anor-
ganickych kyselin je ponékud jiny nez denaturace mocovinou nebo GdmCl [50]. Pod
pH 2,50 dochazi k disociaci vazeb axialnich ligandt cyt ¢ a nahrazuji je jiné ligandy
a roste podil centralniho kovu ve vysokospinové konfiguraci tgg eé [49]. V UV-VIS dojde
k modrému posunu Soretova pasu k hodnoté 395 nm a (-pasu k hodnoté 500 nm. V
oblasti ( pasu se objevi nové maximum pii 625 nm |77, 49]. Moje mé&réni ve fosfato-
vém pufru pH 2,10 bez pridavku anorganickych soli s literaturou souhlasi — Soretuv
pas ma maximum pii 395 nm a v oblasti Q pasu jsou dvé maxima. Postupné zvyso-
vani koncetrace anorganickych soli vede k ¢ervenému posunu Soretova pasu k hodnoté
401 nm. V derivacnich spektrech lze vidét narust intensity bo¢niho raminka pii 410
nm (vysokospinova konfigurace) a pokles intensity piku pii 395-397 nm (nizkospinova
konfigurace).

Koordinace Zelezitého kationtu péti silnymi (dusik) a jednim slabym ligandem (sira)

ze spektrochemické fady, tvori v nativnim stavu nizkospinovy komplex. Z grafii cho-

65
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vani CT péast (obr. 7.26 na strané 62, 7.27 na strané 63 a 7.28 na strané 64), ktery je
specificky pro koordinaci Met-80, 1ze vyc¢ist absenci koordinace tohoto ligandu pii pH
2,10 a 0 M koncentraci kterékoliv ze soli. Zvyseni jejich koncentrace vede k obnoveni
koordinace Met-80 na zZelezity kationt v cyt c. Logicky by sme mohli vyvodit, ze Met-80
mé zasadni efekt na spinovou konfiguraci centralniho kovu. Problém v této zdanliveé
snadné uvaze tkvi v tom, Ze methionin je jen slaby ligand a nelze ¢ekat, Ze jeho na-
hrazeni jinym slabym ligandem (vodou nebo OH™) vyrazné zméni Stépeni d orbitalii
centralniho kovu. Pokud budeme uvazovat o disociaci koordina¢ni vazby His-18 a jeho
nahrazeni slabsim ligandem, pak dva slabé a jen ¢tyfi silné ligandy nemusi Stépit krys-

talové pole dostateéné Fe!ll

prejde do vysokospinového uspotradani, s charakteristickym
maximem pii 395 nm. Literatura se neshoduje jaky jiny ligand nahradi axialni His-18 a
Met-80 — dvé molekuly vody, vznik pentakoordinovanych vysokospinovych komplexi s
jednou molekulou vody nebo hydroxydovym aniontem na misté Met-80, nebo jiny zby-
tek His. To je pravdépodobné ligandové okoli Zelezitého kationtu pii pH 2,10 [49]. Jiné
alternativni vysvétleni je mozné za predpokladu, Ze misto axidlniho ligandu uvolnéné
disociaci Met-80 zistane neobsazeno. Naznacené moznosti nelze z mych experimenti
rozlisit a je pravdépodobné, Ze na vysokospinové konfiguraci se podili nékolik rtzné
koordinovanych komplext Fe!ll,

Absorpéni spektrum aromatickych aminokyselin obsahuje mnozstvi informaci, které
se ale prekryvaji v jeden Siroky absorp¢ni péas. Analyza tohto pasu a malych zmén v
lokalnim prostiedi chromofori bez pomocnych technik je obtizné, ne-li nemozna. Pro
zvyraznéni informaci jsem proto pouzil techniku druhych derivaci spekter. Zajmaji nas
v nich lokdlni minima. které ve spektrech odpovidaji elektronovym piechodtim.

V oblasti 250-265 nm najdeme piky fenylalaninu, v oblasti 270 az 295 nm absorbuji
tryptofan a tyrosin. Konsky cyt ¢ obsahuje jeden tryptofan a ¢tyfi fenylalaniny a tyro-
siny. Trp-59 se nachazi uvnitt kapsy s prosthetickou skupinou a tvoii vodikovou vazbu
s propionéatovou skupinou hemu. V literatufe 1ze najit informaci, ze absorp¢ni pas lezici
pti 289-290 nm patii Trp-59 [78]. V derivacnich spektrech, které jsem naméfil, mizu
tryptofanu pfisoudit minimum p#i 290 nm. Jeho poloha se jemné posune k 291 nm, a to
u v8ech soli (viz tab. 7.1 na strané 47, 7.2 na strané 49 a 7.3 na stran¢ 50). V&tsi zmény

jsou patrné v intensité absorpce (viz vynos parametru Dg na obr. 7.8 na strané 52, 7.9

na strané 53 a 7.10 na strané 53). Autofi dalsi studie zjistili, Ze u volného tryptofanu
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snizeni polarity prostiedi (dielektrické konstanty rozpoustédla) vede k zvySeni hodnoty
Dg. Tento jev pozoruju i ja po pridavku sole a mizu konstatovat, ze to vede ke zméne
v okoli Trp-59 — jeho zanofeni do nepolarniho prostiedi.

Tyrosin se projevuje absorp¢nimi piky, pfi 282-287 nm a 274-279 nm. Dle studie
nejen parametr Dg, ale i maximum absorpce (na rozdil od tryptofanu) silné koreluje s
vlastnostmi prostiedi. Svoji roli hra jak polarita, tak vodikové vazby s rozpoustédlem.
Modry posun se pozoruje, kdyz je hydroxylova skupina Tyr akceptorem vodikové vazby.
Naopak, ¢erveny posun znaci donaci vodikové vazby |79]. SniZeni polarity rozpoustédla
vede ke snizeni hodnoty Dg [80]. Z graft 7.11 na strané 54, 7.12 na strané 54 a 7.13 na
strané 55 vyplyva, ze zvyseni koncentrace vSech soli vede ke sniZzeni primerné polarity
prostfedi v bezprostfednim okoli tyrosinu.

Dalsi aminokyselina vyrazné absorbujici ve spektrech je fenylalanin. Ve spektrech
volného Phe, i vazaného v bilkovinég, lze najit az 6 absorp¢nich pasu. Avsak dva pasy
fenyalaninu vazaného v bilkoviné v oblasti mezi 260-270 nm jiz zac¢inaji interferovat
s pikem pro tyrosin. Vyznamné je zvySeni intensity pasii v nepolérnich rozpoustédlech
a Cervenym posunem [79]. Vysledky, které jsem ziskal analyzou mojich dat si protireéi.
Dle grafii je vidét jemny cerveny posun, ale také sniZzeni hodnoty parametru Dg. Je
nutno podotknout (a to plati obécné), Ze rozliSeni pristroje (1 nm) mi neumoziuje zmé-
it posuny pfesnéji. Omezim se zde proto jen na konstatovani, ze jisté zmény nastavaji
i v okoli fenylalanint. Vzhledem k tomu, Ze cyt ¢ obsahuje vic jak jeden zbytek Phe a
Tyr, se prispévky jednotlivych aminokyselin stejného typu rozlisit nedaji.

Kvalitativni efekt anorganickych soli je na cyt ¢ stejny, lisi se zejména efektivni
koncetraci nutné k dosazeni konformac¢nich zmén. K pochopeni problému si je potieba
uvédomit, ze pii tak nizkém pH (2,10) jsou vSechny disociovatelné postranni skupiny
aminokyselin protonizovany. Za predpokladu, Ze elektrostatické repulze kladnych na-
boju postrannich skupin jsou hlavni divod vedouci k destabilizaci struktury molekuly,

dle Gota anionty mohou mit anionty stabilizujici u¢inek pomoci [50]:
1. Debye-Hiickelovho stiniciho efektu;
2. tvorby iontovych part s kladné nabitymi postrannymi fetézci aminokyselin;

3. ovliviiovani struktury vody a tim nepiimo i interakce vody s proteinem.
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Debye-Hiickeltv stininéni pfispiva dle studie zanedbatelné, protoze pak by méli mit
anionty stejny efekt nezavisle na jejich povaze — zaviselo by to pak hlavné na iontové sile
roztoku. Stabiliza¢ni efekt aniontti na proteiny v neutralnich pH podminkéach kopiruje

Hofmeisterovu radu:
SO~ > PO¥ >F~ > Cl~ > Br~ > 1~ > ClO; > SCN~

Anionty vlevo od chloridového maji pomérné velkou povrchovou hustotu naboje
a nazyvaji se kosmotropni. Na proteiny maji stabiliza¢ni uc¢inek. Vpravo od chloridu
jsou chaotropni anionty s destabiliza¢nim tc¢inkem. Pfesny mechanismus ptisobeni nenf
jasny, ale anionty jako také silné interaguji s molekulami vody a ovliviji jeji strukturu.
Svoji roli sehrava i velikost naboje (narozdil od kationti) [50]. Pokud by byl hlavnim
divodem mnou pozorovanych zmén — zanofeni Tyr a Trp do nepolarniho prostiedi,
vznik koordina¢ni vazby Fe'-Met-80, zména do nativni spinové konfigurace Fe!ll —

vySe zminéné ovlivnéni struktury vody, efekt anionti by se mél byt v souladu s touto

radou [50]:
SO3™ > CI~ > ClO;

Dle Gota jsou ale hlavnim efektem Coulombické interakce mezi anionty a kladné
nabitymi skupiny diivodem stabiliza¢niho efektu na cyt ¢ v kyselém prostiedi [50].
Vétsi efekt ma divalentni siranovy aniont nez monovalentni chloridovy a chloristanovy.
V pfipadé anionti se stejnym nédbojem pak rozhoduje nizsi hydratacni polomér a ten

maji mensi chaotropni ionty:
SO;™ > ClO; > CI™
S touto Tadou se stotoziuji i nékteré moje vysledky. Naptiklad nejvétsi zmény v
oblasti Soretova péasu lze pozorovat (viz sekce 7.1.2 na strané 52):
e pro NaCl mezi koncentracemi 10 a 100 mM,;
e pro NaClO4 mezi koncentracemi 1 a 10 mM;

e pro NaySO4 mezi koncentracemi 1 a 5 mM.
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Souhrn

1. V této praci jsem zméril absorpéni spektra cyt ¢ z mitochondrii konského srdec-
niho svalu v rozmezi vlnovych délek 190 az 1100 nm v roztocich s pridavkem
NaCl, NaClO4 a NaySOy4. Sole pro experiment i pufracni roztok byly vybrany
tak, aby obsahovali spole¢ny kationt;

2. Zkoumal jsem chovani spekter v oblasti absorpce aromatickych aminokyselin
(250-300 nm), Soretova pasu (kolem 400 nm), Q pasu (480-640 nm) a CT pasu
(slaby pik pfi 695 nm);

3. Pro lepsi rozpoznani detailii jsem pouzil techniku druhé derivace spektra nebo

normalizaci spekter (jen u slabého CT pésu);

4. Hyperchromni posun maxima Soretova pasu od 395 nm k 401 nm, zmény v Q

pasu a obnoveni CT piku naznacuji jisté konformacni zmeény cyt c.

5. Vzhledem ke zvolenym koncentracim je patrné, Ze efekt soli neni stejny a stoupé
priblizné v potadi:

SO;™ > ClO; > CI™ (9.1)
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Svoluji k zapujceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena

evidence vypujcovateli.
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