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1. Seznam pouzitych zkratek a symbolu
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2. Uvod a piehled literatury

Cytochromy P450 je oznaceni pro velikou podskupinu hemovych proteini. Hemové
proteiny, které ve své struktuie obsahuji tetrapyrolové jadro v riznych modifikacich, hraji
velmi dileZitou roli v Zivoté kazdého Zivého organismu. Je aZ neuvéfitelné, jaky je moZny
rozsah funkci téchto makromolekul; pfenos a skladovani kysliku (hemoglobin a
myoglobin), transport oxidu dusnatého (nitrophorin), produkce oxidu dusnatého (NO-
synthasa), redukce peroxidi (katalasa a peroxidasa), aktivace molekularniho kysliku pro
oxygenaci organickych substratl (cytochrom P450) a v neposledni fad¢ i pfenos elektront
(cytochrom c)'"). Prvni moZnosti pro vysvétleni takového rozsahu funkei téchto enzymi je
sloZeni nebo uspofadani aktivniho mista. B&Zn¢ se v aktivnim mist€ nachazi jeden ze Ctyf
riznych typd hemi. Pro pfiblizeni popisi dva nejbéznéjsi, tedy hem-b a hem-c (obr.1).

= Hem-b je charakteristicky pro hemoglobiny, myoglobiny, nitrophoriny, cytochromy
P450, katalasy, n¢které peroxidasy, NO-synthasy a cytochromy b. Hemova skupina
je vproteinu ukotvena pomoci axidlni ligace jednoho nebo dvou
aminokyselinovych postrannich fetézcti na atom Zeleza. Orientace hemové skupiny
vaéi samotnému proteinu je dana nevazebnymi interakcemi vinylovych a
propionatovych ¢asti s ,,patefi* proteinu'".

* Hem-c je typicky pro cytochromy c. Od hemu-b se liSi zeyména kovalentnim
ukotvenim hemové skupiny do proteinu pomoci thioeterové vazby mezi thiolatovou
skupinou postranniho fetézce cysteinu a uhlikem z vinylové skupiny porfyrinu
v pozicich 2 a 4. Dale je tato prosteticka skupina axidln€ ligovana pomoci jednoho
nebo dvou postrannich fetézcu z histidinu, cysteinu, methioninu, tyrosinu nebo
lysinu‘".

Rozdily v aminokyselindch ligovanych na atom Zeleza vyrazné ovlivituje elektronové
okoli, redukéni potencial a stim spojenou termodynamickou kontrolu vSech funkci
proteinu. Tyto zmény lze vyuZzit pro studium kinetiky vazby bud’ oxidu uhelnatého,
kysliku, nebo oxidu dusnatého do aktivniho centra (tedy na Zelezo) proteinu.

Jelikoz aktivni misto tvofi kromé hemu 1 vlastni aminokyseliny proteinu, délime
aminokyseliny blizké aktivnimu centru podle jejich déilezitosti do n&kolika skupin®:

= kontaktni — jsou v kontaktu se substratem a jsou pfimo v aktivnim centru,



» posilovaci — blizko nebo pfimo v aktivnim centru, avSak nejsou v kontaktu se
substratem,
= pomocné — nejsou v aktivnim centru, ale poméhaji udrzovat konformaci enzymu,
tedy zajistuji funkcnost enzymu,
= aminokyseliny bez zjevné funkce.
Zaménénim kontaktnich, posilovacich nebo pomocnych aminokyselin mizeme tedy vice ¢i
méné ovliviiovat funkci enzymu a kinetiku jim katalyzované reakce.
V neposledni fadé se pro studium hemovych proteinl vyuZiva pravé oxidu uhelnatého jako
nepiirozeného ligandu hemového Zeleza, nebo oxidu dusnatého ¢i1 kysliku jako pfirozenych
ligandt. Tyto malé molekuly (oproti aminokyselindm nebo hemu) slouZi jako malé sondy,
které je diky jejich specifickym absorpénim nebo vibracnim spektrim mozno sledovat
relativné jednoduse. Kazda zména v poloze, mnozstvi nebo pouze v poloze vuci

pyrolovému jadru vede k odliSnému spektru.

heme b heme ¢

Obr.1 Hem typu b a ¢ (ptevzato z).

Jak jiz bylo zminéno, mezi hemové proteiny patfi cytochromy P450, NO-synthasy,
katalasy, peroxidasy, hemoglobiny, myoglobiny, cytochromy c a b, nitrophoriny. Tato
prace je zaméfena na oxygenasovou doménu NO-synthasy (s vlastnostmi podobnymi

P450). Dale se tedy zaméfim na cytochromy P450 a NO-synthasy.



2.1. Cytochrom P450

2.1.1. Klasifikace a struktura cytochromu P450

JelikoZ cytochrom P450 zasahuje do velmi mnoha procest, které probihaji at’ uz v sav¢ich,
rostlinnych ¢i bakteridlnich organismech, je jednim znejvice studovanych a nejlépe
prostudovanych proteind pravé diky jeho nesmirné variabilité funkci a struktur.
Pro orientaci ve velkém mnozZstvi druhi a typt cytochromd, které jsou kdédovany vice nez
4000 geny, byla zavedena systematickd nomenklatura. Tuto nomenklaturu definoval
poprvé Nebert a jeho spolupracovnici®. Vsechny znamé cytochromy P450 funguji jako
enzymové komplexy obsahujici hemoprotein a reduktasové komponenty. Podle rtizné
sekven¢ni homologie (aminokyselinového sloZeni) hemové ¢ésti enzymového komplexu
délime cytochromy P450 do tzv.":

= superrodin (superfamilies), které maji sekvenéni homologii mensi jak 40%,

* rodin (families) majicich sekven¢ni homologi vétsi jak 40 %,

» podrodin (subfamilies) majicich sekven¢ni homologii vétsi jak 55%.
Standardni oznaceni pro superrodinu je CYP, po ném nasleduje oznaceni pro rodinu (napf.
CYP1), dale pak oznaeni pro podrodinu (napt. CYP1A) a posledni Cislo oznacuje
konkrétni cytochrom (napt. CYP1A2). Pokud je tento symbol psan kurzivou, neni
oznaéenim pro konkrétni cytochrom, ale pro gen, ktery ho koduje™.
Cytochromy patii do enzymové skupiny oxidoreduktas, tudiz dalSi pouZivané oznaceni pro
tyto enzymy je E.C.1.14.14.1.
Dalsim hlediskem pro klasifikaci mlize byt rozdéleni na:

* membranové vazaneé,

=  volné cytochromy P450 (které jsou soucasti cytoplasmy).
Mikrosomalni, membranoveé vazané cytochromy P450, jsou mnohem méné prozkoumany z
diivodu znaénych problémi v krystalizaci proteinu zpisobenych ukotvenim proteinu do
membrany. Vyjmutim téchto enzymovych komplexti z membrany ztraceji své ptirozené
prostiedi, a tudiz se mohou chovat odliSné¢.
Dale je mozné klasifikovat hemové proteiny v zavislosti na systému pfenosu elektronu.
Z tohoto hlediska je délime na Ctyfi skupiny, dvé zékladni (I. a II.) a dv€ méné Casté (IIL. a
IV. na obr.2)".



I. Mitochondridlni a vétSina bakteridlnich — tyto cytochromy jsou sloZené ze t¥i Casti:
1.  doména P450,
ii. ferredoxin,
iii. NADH dependentni ferredoxin — reduktasova doména obsahujici
FAD.
II. Mikrosomalni — sloZzené ze dvou ¢asti, které jsou membranove vazané:
1.  doména P450,
ii. NADPH dependentni diflavinova reduktasa (obsahuje FAD i
FMN).

III. Typicka pro cytochrom P450 u bakterie Bacillus megaterium — sloZenim obdobné s
ptedchozi skupinou, ale neni membranové vazana a vSechny ¢asti jsou soucasti
jednoho velkého polypeptidu.

IV. Typicka pro bakterii Rhodococcus — tato skupina byla objevena nedavno, sloZené
z nasledujicich tfi ¢asti, které jsou soucasti jednoho polypeptidu:

1.  doména P450,
ii. NADPH dependentni reduktasa obsahujici FMN,

ili.  ferredoxin.

Class EMN
FAD P450 domain
Ferredoxin I P IH
reductase - . : . ‘%
‘é\ G N N ) T
& ¥ FAD ;‘% W P450
7 2Fe2s domain ¥ v domain
Ferredoxin -
FMN / FeS
FAD / FMN ¢ Pt
P450 itﬁ?‘ A 1l reductase _ vV
reductase -’ xdxpey s B domain
\;‘b v e
' " P450
e Membrane ~N 7 domain

Obr.2 Klasifikace cytochromi P450 (prevzato z).

Seznam cytochromi P450 je voln€ ptistupny na internetovych strankach:
 http./drnelson.utmem.edu/CytochromeP450. html,
» http:/'www.icgeb.org/~p450srv/.



Pro pochopeni aktivity, funkce a metabolickych pochodd P450 je nutné znét strukturu
aktivniho mista. Vyznamnym pokrokem v minulych letech bylo ur€eni krystalové
struktury sav¢ich cytochromd (obr.3). Tento objev doplnily krystalové struktury
cytochromt bakterii a hub.

Obr.3 Cytochrom P450 CYP2B4 (prevzato z°).

Jadro cytochromu je tvofeno Ctyfmi o-helixy (D-, L-, I-, E-helix), ze kterych prvni tfi jsou
uspofadany paralelné, a E-helix je uspofadan antiparalelné. Prostetickd hemova skupina je
umisténa mezi distalnim I-helixem a proximdlnim L-helixem. Hem je vazam k cysteinu,
ktery je soucasti proteinové smycky se specifickou aminokyselinovou sekvenci,
prostfednictvim Zeleza. Cystein je tedy paty, proximalni ligand vazany na hemové Zelezo a
thiolatova skupina je puvodcem charakteristické pozice Soretova absorpéniho pasu (o
vlnové délce 450 nm) sledovaného pro Fe**-CO komplex (tedy komplex, ve kterém Sestym
ligandem na hemovém Zeleznatém iontu je oxid uhelnaty). Podle této vlastnosti jsou
pojmenovany cytochromy P450. Zminény cystein je velmi dlleZity pro spravnou funkci
enzymu. Vedle elektron donacnich vlastnosti se uplatiiuje také jeho interakce pomoci dvou
vodikovych vazeb se sousedicimi amidy glycinu ¢i tryptofanu®.

I-helix prochazi celym enzymem. Aminokyselinovy zbytek threoninu v polovin€ tohoto
helixu interaguje s aktivnim mistem a pfedpoklada se, Ze je nezbytny pro spravné
fungovani katalytického cyklu®®.

Diky velké riznorodosti cytochromt je zfejmé, Ze i aktivni misto se méni v zavislosti na
substratu, ktery je typicky pro dany protein. VétSina cytochromi je znaéné regio- i
stereospecificka, avSak je zajimavé, Ze nckteré cytochromy maji dosti Sirokou specifitu
(napt. cytochrom lidskych jater CYP3A4 je schopen metabolizovat pies 50 % béZné

dostupnych farmaceutik®).
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Piedpoklada se, Ze cytochrom ma $est ,,mist pro rozpoznani substratu (SRS)“):

SRS1 — oblast B -helixu

SRS2 — F-helix

SRS3 — G-helix

SRS4 — I-helix

SRSS5 — B4-hairpin

SRS6 — K-helix 32 pfipojovaci oblast

Tyto Casti odpovidaji za substratovou specifitu. Mutaci téchto oblasti miZeme navazat jiny

substrat do enzymu. Navazanim substratu se aktivni misto trochu zméni, to spousti

katalytické mechanismy, a tedy aktivuje enzym ke své funkci.

2.1.2.

Funkce cytochromu P450

Cytochromy jsou unikatni enzymovy systém, ktery je schopen plnit dvé zakladni funkce.

1)

2)

Metabolismus xenobiotik (latek pro organismus cizich) — cytochromy maji tzv.
monooxygenasovou nebo dioxygenasovou aktivitu. Jsou schopny fixovat molekulu
kysliku, aktivovat ji a dale pak $tépit za vzniku dvou atomi kysliku, ze kterych
jeden atom zabudovavaji do molekuly xenobiotika (vétSinou nepolarni molekula) a
druhy dava vzniku vody (u monooxygenas). U dioxygenas jsou oba atomy vloZeny
do molekuly xenobiotika za sou¢asného §tépeni této molekuly (napt. benzen)®.
Tyto molekuly se stdvaji vice polarnimi (rozpustnymi ve vod¢€), diky cemuz
mohou byt dale metabolisovany a vyluCovany moc¢i ven z t€la. OvSem néektera
xenobiotika mohou byt na druhou stranu aktivovany ke své toxické funkci (napf.
kancerogeny). Popisem mechanismu vkladani atomu (-01) kysliku do substratu (tzv.
katalyticky cyklus) se budeme zabyvat v dal$im textu.

Biosynthesa vyznamnych signalizanich molekul, které se uplatiiuji pfi ontogenezi
a homeostasi. Jde zejména o steroidni hormony. Déle P450 pak napomahaji
konverzi nenasycenych mastnych kyselin na biologicky aktivni molekuly.
Podobnou funkci maji i cytochromy rostlin (biosynthesa hormont a degradace
herbicidi) a hmyzu (biosynthesa hormoni pro kontrolu vyvinu a napomahéni

vzniku resistence proti insekticidm).
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2.1.2.1. Katalyticky cyklus cytochromu P450
Katalyticky cyklus byl poprvé popsan u bakteridlniho systému na pfelomu 60. a 70. let

minulého stoleti. Jak jiz bylo feceno vyse, katalyticky cyklus zptisobuje vloZeni atomu
kysliku do nepolarni molekuly (budeme se zabyvat jen pfipadem monooxygenasové
aktivity enzymu). Chceme-li katalyticky proces zapsat chemickou rovnici, je to

nasledovné:

RH + O, —22H-P4%0_, ROH + H,0,

kde RH piedstavuje nepolami substrat a ROH je substrat s vloZenym atomem kysliku. Cely
mechanismus vyZaduje dvé redukce; zdroj elektront je zavisly na typu organismu, tedy
typu cytochromu P450. V mitochondridlnich a vétSin€ bakteridlnich cytochromech je
elektron pienasen z bud NADH, nebo NADPH na ferredoxin pomoci FAD dependentni
reduktasy. Avs$ak v mikrosomalnich cytochromech je elektron pfenasen z NADPH pomoci
FAD- a FMN-obsahujich flavoproteind, cytochromu P450 oxidoreduktasy, bez pfitomnosti

ferredoxinu. Nékdy miZe byt také donorem druhého elektronu cytochrom bs (tab.1).

Tab.1 Cesty elektronového transportu u riiznych typt cytochromi (pievzato z2 7).

Bakterialni systém — Pseudomonas putida:
NADH — putidaredoxin reduktasa — putidaredoxin — CYP101
Mitochondrialni systém:

NADPH — adrenodoxin reduktasa — adrenodoxin — CYP11Al
Bakterialni systém — Streptomyces carbophilus:
NADH — cytochrom P450 reduktasa — P450
Mikrosomalni systém:

NADPH — cytochrom P450 reduktasa — P450
NADH — cytochrom bs reduktasa — cytochrom bs — P450
Bakterialni systém — Bacillus megaterium:

NADPH — reduktasa obsahujici FAD a FMN — CYP102

Katalyticky cyklus miizeme popsat v osmi krocich, ve kterych vznika stejny pocet (osm)
intermediatd (obr.5). Volny enzym (bez substratu) je axidln€ ligovan sirou z cysteinu a

,,hemova kapsa“ (aktivni misto s hemem) je zaplnéna molekulami vody. Nékdy se uvazuje,

12



Ze jedna molekula vody je vazana slabymi interakcemi k trojmocnému hemovému Zelezu,
které je ve své nizkospinové formé (S=1/2).

ROH RH

ze.‘ 2 H + ..:.-.' '.‘..' .
- ey EA
, s : : HR
s-ee"'-o :.-' IS It : S'@'
.".' v .{ v"... ..:E.
.. H2Oi‘ ::' 02. .'-" 02

Obr.4 Katalyticky cyklus cytochromu P450 (ptevzato z").

Navazani substratu

Obecné je znamo, Ze navazani substratu (krok cislo 1 na obr.4) je rychly proces, ktery
doprovazeji vyznamné zmény ve spektru. Nejvyrazné€jsi ztéchto zmén souviseji s
ptechodem spinové formy Zeleza z nizkospinové na vysokospinovou. Tato zména je dobie
popsana ptedev§im pro substraty typu 1. Z hlediska termodynamického - navazani
substratu do aktivniho mista vede k pfiznivym zménam v entropii a je pfedpokliadano, Ze
navazani hydrofobniho substratu do cytochromu P450 je tedy entropicky fizeny proces'”.
Zména spinové formy Zeleza ma za nasledek sniZeni (respektive zvySeni) redoxniho
potencidlu Zeleza ptiblizné o 100 mV. V nizkospinové form¢ se redukéni potencial
Fe’*/Fe** pohybuje v hodnotach od -400 mV do -170 mV. ZvySeni redoxniho potencialu
usnadiiuje pienos elektronu bud’ z flavoprotein reduktasy, nebo z ferredoxinu.

Je ptedpokladano, Ze navazani substratu do aktivniho mista enzymu vede ke zménam
konformace enzymu, diky nimZ dochazi k interakcim mezi enzymem a redoxnimi ¢astmi.
Interakce redoxnich Casti zplsobuje v podstaté substratové vyvolané odtrZzeni dvou
komponnent s charakteristickou sekundéarni strukturou (bud’ dvou a+helixti nebo dvou (-

skladanych listd). U cytochromd P450 jde pravdépodobné o oddéleni L a I helixd, které
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mezi sebou sviraji hemovou skupinu, nebo oddéleni I helixu od $-skladaného listu. Tyto
zmény probihaji v okoli hemové skupiny. Toto rozdé€leni zpisobuje snadnéjsi interakci -
skladaného listu s redoxnimi komponenty a vede ke zvySeni flexibility v konformaci
enzymu'”.

Pfedpoklada se, Ze navazani substratu vyvolava jesté dalsi konformaéni zmény, dilezité
pro oxygena¢ni mechanismus, a tedy 1 pro cely katalyticky cyklus. Vazbou substritu na
enzym dochazi k ,pfepnuti“ konformace enzymu z oteviené formy na uzavienou. Toto

pfepnuti ma pak za nasledek zménu spinové formy Zeleza, zménu redoxniho potencidlu

Zeleza a také ma vliv na navazani kysliku, jeho aktivaci a vkladani do substratu.

Prvni redukce
Relativné rychlym krokem v katalytickém cyklu je prvni redukce hemového Zeleza (krok
&islo 2 na obr.4) z Fe’™ na Fe**. Tento proces v podstaté v sob& zahrnuje tfi samostatné
kroky a to:

1) ptenos elektronu z NAD(P)H na reduktasu,

2) pienos elektronu z reduktasy na ferredoxin,

3) ptenos elektronu z ferredoxinu na cytochrom P450.
V mikrosomalnim systému, kde neni Zadny ferredoxin a reduktasa obsahuje jak FAD, tak i
FMN, je tento proces dvoukrokovy (tedy chybi pfenos na ferredoxin a z ferredoxinu).
V bakterialnim systému je pfenos elektronu z NADH na reduktasu velmi rychly proces,
av8ak nasledné dva kroky pfenosu elektronu jsou vyznamné€ (20 krat) pomalej$i. Naproti
tomu v mikrosomalnim systému je prvni krok relativné pomaly (k = 28 s™') a druhy je jeste
pomalejsi (k = 18 s, pro redukci CYP2B4)”. Diivod pro niZ§i rychlost redukce
mikrosomalnich systémii muze byt ten, Ze tyto cytochromy obsahuji dvé flavinové
komponenty, které jsou blizko u sebe a rychlost pfenosu elektronu mezi nimi je velmi
rychla. To by mohlo napomahat G¢innému parovani elektrond.
Navazanim redoxnich ¢asti do cytochromu sniZuje redoxni potencial. Z tohoto lze
predpokladat uréitou spojitost mezi vazebnymi interakcemi a prenosem elektrond”. Jde
tedy o urcité aminokyselinové zbytky, které hraji roli v transportu elektront. Toto tvrzeni
bylo jednodu$e ovéfeno mutaci téchto zbytkli a naslednymi zménami elektronového
ptenosu. Piikladem mize byt CYP101, u kterého jsou pfedpoklddany minimalné c&tyii
basické zbytky, jez formuji elektrostatické interakce s komplementarnimi kyselymi zbytky

putidaredoxinu.
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Navazani kysliku
Navéazani molekuly kysliku (krok €islo 3 na obr.4) je daldim velice rychlym procesem
(k > 10° M''s™") a dava moznost vzniku dvéma intermediatim. Nejdfive vznika Fe?* — OO
komplex, ktery se autooxidaéni reakci formuje v superoxidovy Fe** — OO komplex.
Superoxidovy komplex je velmi stabilni a jeho stabilitu je$t€ umociiuje pfitomnost
vazaného substratu. Tvorbu oxygenovaného komplexu je mozZno sledovat spektroskopicky,
coZ je velice dilezitd vlastnost uplatfiujici se pfi urcovani kinetiky dil¢ich reakci
katalytického cyklu. Komplexy poskytuji v diferencnim spektru charakteristické pasy a
to!”:

* v mikrosomalnim systému poskytuji tfi charakteristické pasy o vlnovych délkach

440 nm, 560 nm a 590 nm,

= v bakteridlnim systému CYP101 je to pas o vinové délce 418 nm,

= v mitochondridlnim sytému CYP11A1 se pas vyskytuje pfi vlnové délce 555 nm.
Navazanim kysliku se Zeleznaty ion vraci do své nizkospinové formy a tim se také vraci
atom Zeleza zpatky do roviny porfyrinového cyklu (toto bylo sledovano hlavné pro
myoglobin a hemoglobin).
Vysoka afinita kysliku k Zeleznatému iontu se vysvétluje pomoci spin — spin interakéni
energie, ktera je imérnd sou€inu dvou spinovych kvantovych &isel. Molekula kysliku
obsahuje dva nesparované elektrony a Zeleznaty ion ve vysokospinové formé€ obsahuje
¢tyfi nesparované elektrony. Z tohoto se da uvazovat, Ze prav€ parovaci spinové interakce
hraji vyznamnou roli a to muiZe vysvétlovat prechod z nizkospinové formy na
vysokospinovou pfi navazani substratu. DalSim faktorem zpisobujicim vysokou afinitu
kysliku k Zelezu je negativni naboj na Fe?* — cysteinovém komplexu.
Je znadmo, Ze Zeleznaty ion je velmi dobrym w-donorem, ktery usnadiiuje silné vazani k 7-
akceptorovym ligandim jako molekula kysliku, oxidu uhelnatého nebo oxidu dusnatého.
Rychlost vazby oxidu uhelnatého do redukovaného P450 je ponekud pomalej$i nez pro
kyslik, ale afinita je asi desetkrat vy3$§i. Navazani oxidu uhelnatého je doprovazeno
spektralni zménou, kterd poskytuje velice intenzivni Soretovo absorpéni maximum okolo
450 nm.
To, Ze probih autooxidace z Fe*" — OO komplexu na Fe’* — OO komplex, bylo dokazano
pravé absorpénim spektrem, které obsahuje pro neoxygenovany komplex mikrosomalniho

systému pas o vlnové délce okolo 430 nm. Zeleznaty oxygenovany komplex dava pés pfi
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450 nm a ten prochazi konverzi na Zelezity oxygenovany komplex, ktery provazi objeveni
se absorp¢niho pasu pii 440 nm.

Navazani kysliku miiZe byt ,,zvraceno* v to, Ze se uvolni superoxidovy anion a enzym se
vraci do kroku jedna, jak je zndzornéno na obr.4. Toto miZe byt regulaénim krokem pro

kontrolu katalytického cyklu.

Druha redukce

Piedpoklada se, Ze druha redukce (krok Cislo 4 na obr.4) je rychlost limitujicim krokem
celého katalytického cyklu. Toto poznani miZe byt velmi dulezité pro kinetiku uvedeného
cyklu'”,

Na druhé redukci se miZe podilet i cytochrom bs. Rychlostni konstanta pienosu elektronu
z NADH na cytochrom bs pomoci cytochromu bs reduktasy je 30 s, prenos z cytochromu
bs na P450 ma rychlostni konstantu mezi 2 — 7 s Rychlostni konstanta pfenosu elektronu
z NADPH na cytochrom P450 pomoci jeho reduktasy je okolo 1,1 s™.

Dodanim druhého elektronu do oxygenovaného komplexu P450 vznikaji dva mozZné
intermediaty; Fe*"O,” nebo Fe©0,>. v nepiitomnosti substratu se ochotné formuje spise
superoxidovy komplex s rychlostni konstantou 29 s™.

Dale se predpoklada, Ze se miZe rozpadem vzniklého komplexu formovat peroxid vodiku

(obr.4), zvlaste, je-li oxygenace substratu z n€jakého hlediska nepiizniva.

Tvorba produktu

Mechanismus formovani produktu za soucasného rozkladu enzymového komplexu je
nejméné prostudovanym krokem v celém katalytickém cyklu. Nejdtive se piedpokladalo,
7e meziproduktem formovani substratu je Fe'=0, ale tento meziprodukt nebyl nikdy
zaznamenan. Proto tato hypothesa byla opuSténa. Dalsi uvaha zaloZena na analogii s
peroxidasami je, Ze vznikajicim intermedidtem muze byt Fe'V=0. Avsak Mossbauerovo
spektrum odhalilo, Ze intermediat bude vice podobny oxyhemoglobinu (signalizujici
pfitomnost superoxidu) neZ peroxidasam. Pfitomnost superoxidu potvrdilo 1 resonan¢ni
Ramanovo spektrum”).

Piidavani elektroni na molekulu kysliku prodluzuje vazbu mezi dvéma atomy kysliku a
tim sniZuje energii vazby. Dochazi tedy k oslabeni této vazby, coz usnadiiuje jeji Stépeni.

Pfijmutim dvou protont se oddé€luje molekula vody (krok ¢islo 5 na obr.4). Pokud by
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systém pfijal jeSté dalsi dva elektrony a dva protony, mohlo by dojit k uvolnéni dalsi
molekuly vody, coz by mélo za nasledek, Ze by se cely cyklus ocitl na zagatku (obr.4).

VloZeni molekuly kysliku do substratu (krok cislo 6-8 na obr.4) ma pravdépodobné
elektrofilni charakter, kdy se navaze substratovy vodik pfimo na kyslik oxygenovaného
enzymu a poté je tento komplex rozloZen na volné pentakoordinované Zelezo a
oxygenovany substrat. Tento substrat je nakonec vyté€snén molekulou vody, ktera zaujima

své misto v hemové kapse a stabilizuje ji.

2.1.3. Kinetika asociace a disociace oxidu uhelnatého s
cytochromem P450

Vazba oxidu uhelnatého do cytochromu P450 se #idi kinetikou pseudo-prvniho fadu®. Jeji
¢asovy pribéh muzeme rozdé€lit na dva relativn€ velmi rychlé kroky, které zavisi na
koncentraci oxidu uhelnatého, a na jednu nebo dvé koncentracné nezavislé faze, které jsou
minoritni a o dost pomalej$i. Koncentracn€ zavislé ¢asti kinetiky vazby oxidu uhelnatého
do cytochromu popisuji dvé rychlostni konstanty, z nichZ jedna odpovida rychlej$imu déji
(kf) a poskytuje linearni zavislost na koncentraci oxidu uhelnatého a druha (k) zavisi

hyperbolicky (obr.5).

v
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Obr.5 Zavislost rychlostnich konstant k¢ a ks na koncentraci CO v pfitomnosti substratu pro cytochrom

CYP2B4-cytochrom krali¢ich jater s 5,6-benzoflavonem jako substratem (ptevzato z®).
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Byly navrzeny dva mechanismy®.

* Dvoustavovy mechanismus, kde se protein v bezligandovém stavu vyskytuje ve
dvou konformacich s riznou afinitou k oxidu uhelnatému. Tento mechanismus
uhelnatého v roztoku.

* Vdruhém mechanismu navazanim prvnich molekul oxidu uhelnatého dojde
k isomerizaci nebo ke konforma¢nim zménam a tyto zmény pravdépodobné zvysuji

stabilitu komplexu. Mechanismus 1ze zapsat takto:

k+l k+2
P-450 + COE=P-450-..CO ?P«;so-co
-2

-1

2

kde znazoméni intermedidtu P-450...CO vyjadiuje jeho niz$i afinitu a stabilitu nez
rovnovazny komplex P-450 . CO.

Pfedpoklada se, Ze pfistupu tak malé molekuly, jako je oxid uhelnaty nebo oxid dusnaty,
by nemély branit Zadné stérickeé piekazky v proteinu. OvSem tyto pfedpoklady se neshoduji
s krystalografickymi poznatky pro hemoglobin a myoglobin, kde ptistup ligandt je branén
postrannimi fetézci aminokyselin, které ,tréi“ do hemové kapsy proteinu a vyznamné
omezuji vstup ligandd. Z toho l1ze usuzovat, Ze molekula oxidu uhelnatého bude néjakym
zpusobem ,,ohnuta“ v aktivnim misté, tzn., Ze vazby Fe = C = O nebudou linedrni. Na
druhou stranu toto ,,ohnuti“ stabilizuje enzymovy komplex. Byly zjistény dva typy
interakce oxidu uhelnatého (také oxidu dusnatého a kysliku) s postrannimi fetézci (obr.6).
Prvni je donor-akceptorova interakce mezi elektron-deficitnim uhlikem z malého ligandu a
sousedicim elektrony-davajicim atomem, napf. histidylovym dusikem. Druhd interakce je
piesné opacného charakteru, pfebyvajici elektrony méa kyslik zaxidlniho ligandu a
nedostatek elektroni ma néjaka skupina na proteinu. Tyto interakce mohou byt také

charakteru vodikovych mustkd.

X=C,0,N

Obr.6 Schematicka interakce ligandu s cytochromem CYP2B4. Znazomnéni ohnuti ligandu v aktivnim misté

(pievzato z*).
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Rychlostni konstanty disociace oxidu uhelnatého z aktivniho mista cytochromu P450 byly
meéfeny pomoci vytésiiovani tohoto ligandu oxidem dusnatym. Tato ,,vyménna“ reakce
odhalila, Ze limitujici krok disociace popisuje rychlostni konstanta k, odpovidajici zpétné
reakci pfemény méné stabilniho P-450...CO komplexu na stabilni komplex s vyssi afinitou
k oxidu uhelnatému (P-450 . CO). OvSem tyto konstanty jsou proti pfisluSnym konstantam

asociace téme¢t zanedbatelné (tab.2).

Tab.2 Rychlostni konstanty asociace (k.| a ki) a disociace (k.; a k) oxidu uhelnatého pro dva rtizné

cytochromy (pfevzato z%).

ka MT'sh | K v'sT ki2(s™) ko (s
CYP2B4 3.2*10° 18,2 53 0,11
CYP2BI 1,9 *10° 20 48 0,05

2.2. NO-synthasa (NOS)

Synthasa oxidu dusnatého je enzym, ktery v organismu napomahd produkci oxidu
dusnatého. Oxid dusnaty byl dlouhou dobu v biochemii nezndmy. Bylo znamo, Ze v téle se
vyskytuje latka oznacovana jako ,.endothelium-derived relaxing faktor“ (EDRF), ktera
vznika v endotheliu a zplsobuje relaxaci bun¢k tvoticich cévy. To znamena, Ze neni-li tato
latka pfitomna, dochazi ke smr§tovani cév, a pokud pifitomna je, dochazi k roztahovani
cév. V roce 1986 se zjistilo, Ze touto latkou je oxid dusnaty, coZ bylo pro biochemickou
vefejnost velké prekvapeni. Diky této funkci ma oxid dusnaty velky fyziologicky vyznam.
Plsobi tedy na systém kardiovaskularni (regulace krevniho tlaku, vztah k septickému
Soku), centrdlni nervovy, periferni nervovy, ledvinovy, dychaci, endokrinni, imunitni a na
komunikaci mezi butikami (vazba na guanylatcyklasy)®. V roce 1992 byla molekula oxidu
dusnatého vyhlasena za molekulu roku.

Nam znama NO-synthasa z biochemického hlediska neni synthasa, ale oxidoreduktasa
(E.C.1.14.13.39), ovSem Spatny nazev se natolik vZil, Ze vodborné literatufe se se
spravnym nazvem téméf nesetkame.

NOS mé velmi Siroké zastoupeni v organismech, jeji pfitomnost byla prokazana u savct,
hmyzu, bakterii i hub. Podle vlivu vapenatych iontd na produkci NOS rozeznavame dvé

zakladni isoformy":
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= konstitutivni — produkuji neustdle malé¢ mnozZstvi NO (tadov€ pmol), regulovano
expresi,

= inducibilni — rychla produkce velkého mnoZstvi (fadoveé nmol).
MizZeme se také setkat s délenim savéi NOS na tfi zdkladni skupiny podle mista
pusobeni":

= nervova NOS (nNOS) — je vyZadovana pii nervovém pienosu,

= endothelialni NOS (eNOS) — odpovédna za stahovani cév,

* inducibilni NOS (iNOS) — potiebna pro imunitni odpoveéd’ organismu.
Struktura NOS je velmi podobna se strukturou hemovych oxygenas. Podobné jako
cytochrom P450 obsahuje hem typu b, ktery je axialn€ spojen s proteinem thiolatovou
skupinou ze zbytku cysteinu. Dale pak zahrmmuje NADPH - dependentni FAD a FMN
obsahujici reduktasu, ktera je trvale pfipojena ke své molekule (na rozdil od cytochromu),
kalmodulin (uplatfiuje se pfi prenosu elektronu z FMN na hemovou prostetickou skupinu)
a tetrahydrobiopterin. (Neni pfesn€¢ zndma jeho funkce, pravdépodobné se jedna o
allostericky efekt. Chabin a jeho skupin(gaz)dhalili, Ze inhibitory, které kompetuji s H;B,
zpusobuji zmény v aktivaci enzymu. Z tohoto usoudili, Ze vazebnd mista pro L-arginin a
H4B jsou velmi blizko hemové prostetické skupin€). V organismu se NOS vyskytuje jako
homodimer, kde vSechny vySe jmenované Casti jsou dvakrat (obr.7) a na jejich rozhrani je

zine¢naty ion'".

Obr.7 Krystalova struktura lidské iNOS (pfevzato zZ").
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Jak jiz bylo feCeno vySe, NOS se vyznamn€ podili na synthese oxidu dusnatého.
Substratem pro tuto reakci je L-arginin, ktery je nejdfive molekulou kysliku za pfitomnosti
NADPH a NOS oxidovan na N-hydroxyarginin. N-hydroxyarginin je nasledné opét
oxidovan molekulou kysliku za pfitomnosti 0,5 mol NADPH a NOS na L-citrulin (obr.8).
Pii této reakci se uvolni dvé molekuly vody a jedna molekula oxidu dusnatého. Je
zajimavé, Ze oznacime-li si kaZzdou molekulu kysliku jinak, zjistime, Ze prvni oxidaci je
vloZen jeden atom kysliku na atom dusiku, ov§em druhou oxidaci je tento atom vytésnén
atomem kysliku z druhé molekuly kysliku a je vyloucen zreakce v podobé oxidu

dusnatého'®.

®
H,N NH, H,N N—OH 0 NH,
\’/ Y
NH NH NH
1 NADPH 0.5 NADPH
_— ——l- + NO
0, 0,

® ) ® © ® ©
;N COO0 ;N COO H;N COO

L-arginine N®-hydroxyarginine citrulline

Obr.8 Reakce vzniku oxidu dusnatého pomoci NOS (pievzato z").

Velice zvlastni a zajimavou Casti této reakce je jeji druhd Cast. Reakce, do které vstupuje
pouze jedna polovina molu NADPH, neni doposud znama.

Ozna¢ime-li prvni reakci rychlostni konstantou k; a druhou reakci konstantou k;, pak plati,
ze ki>ks.

Ackoli je NOS velmi podobna cytochromu P450, existuje také n€kolik vyznamnych
rozdila™:

» nizka sekven¢ni homologie,

= absorp¢éni maximum Fe"-CO komplexu je posunuto k vinové délce 444 nm,
= substraty NOS (L-arginin a N-hydroxyarginin) jsou hydrofilni a polarni,

= pfitomnost a vliv tetrahydrobiopterinu a kalmodulinu na funkci enzymu.
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2.3. Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie vyuziva interakci elektromagnetického zafeni s molekulami. V
homogennim prostiedi provazi tuto interakci fada jevu, které mohou byt ziakladem mnoha
experimentalnich technik. Maze dojit k odrazu (métime reflektanci), prichodu s aste¢nou
absorpci (transmitance, absorbance), luminiscenénim jeviim (fosforescence, fluorescence),
elastickému (Rayleighovu) rozptylu a samoziejm¢ také neelastickému Ramanovu
rozptylu'' o,
Rayleighiiv rozptyl je zplsobovan pruZznymi srazkami fotond s molekulami, a jestlize
pouZzijeme monochromatické zafeni, ma rozptylené zareni stejnou frekvenci jako zafeni
puvodni. Naproti tomu Ramantv rozptyl se vyznacuje tim, Ze frekvence rozptyleného
zafeni ma niz§i a vy$§i hodnoty frekvence nez frekvence zafeni plivodniho. Intenzita
tohoto rozptyleného zafeni je asi 10° krat mensi neZ intenzita dopadajiciho zafeni'".
Klasicka pfedstava o podstat¢ Ramanova rozptylu je takova, Ze vibracni pohyb jader
s frekvenci f méni mirné polarizovatelnost molekuly!'?. Proto indukovany dipélovy
moment ma vedle dominantni sloZky oscilujici na frekvenci vy optického zateni i podstatné
mensi pfispévky predstavované dipélovymi momenty oscilujicimi na frekvencich vo — f a
vo + f. Dipélovy moment lze zapsat jako:

d =K.
Smér tohoto dipolového momentu zéavisi na intenzit€ elektrického pole E a
polarizovatelnosti (definovana jako dipélovy moment indukovany v molekule elektrickym
polem jednotkoveé intenzity''”) « Intenzitu &ar ve spektru a jejich zavislost na teploté
nedokaze vysvétlit klasicky vyklad zaloZeny na modulaci zafeni vibracemi a rotacemi
molekul, ale kvantovy vyklad, ktery vychazi z nepruznych sraZek fotond s molekulami
doprovazenych vyménou energie''").
Proces Ramanova rozptylu musime chapat jako dvoufotonovy, ve kterém jeden foton
zanika a druhy vznika'*. Ovsem tento proces je tak rychly, Ze jednotlivé kroky nelze od
sebe oddélit. Pfi tomto procesu tedy dochazi k vyrazeni fotonu z urcitého elektronového a
vibraéniho stavu na néjaky mezielektronovy (metastabilni) stav, ze kter¢ho se ten noveé
vznikly foton vrati na stejny elektronovy stav, ale na odliSnou vibra¢ni hladinu. Pokud jde
o vibra¢ni hladinu vys$i (s vy$8im vibraénim ¢islem) nez byla hladina ptivodni, fikame, Ze

se jedna o Stokestv piechod a ptislusné linie ve spektru se nazyvaji Stokesovy. Pokud se
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vrati na vibraéni hladinu niZ$i, neZ byla hladina piivodni, jedna se o anti-Stokestiv pfechod

a analogicky pfisludné linie nazyvame anti-Stokesovy. '

Diky Ramanovu rozptylu sledujeme jaderny pohyb pomoci elektronového pohybu

zavislého na jadernych soufadnicich (Born — Oppenheimerova aproximace). Ziskame tim

elektronovou vinovou funkci, kterou rozvineme do Taylorova rozvoje odpovidajicimu
rovnovazné poloze jader. Upravou tohoto rozvoje ziskame ti &leny, z nichZ nejdileZit&jsi
jsou prvni dva. Prvni odpovida Condonové aproximaci (A-term) a druhy Herzberg-

Tellerové opravé (B-term). Pouzitim této aproximace dostaneme dvé pfiblizna teseni'?.

» Neresonan¢ni piiblizeni — v elektronovém stavu se zanedbava jemna vibraéni
struktura a nahradi se né&jakou stfedni. Toto pfibliZeni nenese informaci o
elektronovych stavech. Zjednodu$ime-li Condonovu aproximaci, zjistime, Ze
nepfispiva k Ramanovu rozptylu, ale pouze k Rayleighovu rozptylu. Tedy se
uplatiiuje jen B-term. Povoleny jsou pouze fundamentalni pfechody, tedy takové,
kde pravé jeden z normalnich médi zméni kvantové Cislo o jednotku, ostatni
kvantova Cisla zistavaji stejna. Podle pravdépodobnosti obsazeni hladin dostaneme
pomeér intenzity sob& odpovidajicich Stokesovych a anti-Stokesovych past. Daji se
pozorovat vibraéni pasy vSech aktivnich vibraci molekuly?.

» Resonancni pfiblizeni — resonance budiciho zafeni s elektronovym ptechodem
(projevujicim se v absorpénim spektru). Vyrazn€ se zvysi intenzita nékterych
Ramanovych pfechodd, diky ¢emuz miZe byt niZ§i koncentrace vzorku. A-term
dominuje pro Uplné symetrické mody, a B-term tedy popisuje neiplné symetrické
mody. U tohoto pfibliZzeni pozorujeme jen selektivni zesileni vibraénich past
souvisejicich sresonanéné¢ vzbuzenym elektronovym ptfechodem, pfi zméné
excitace se zméni i Ramanovo spektrum?.

Ptiklad Ramanova spektra je zndzormén na obrazku &islo 9.

Rayleigh
oA :

Vibrational Raman Vibrational Raman
| Raman N

o il

\ -
2,;=532nm 537 nm 607 nm

Obr.9 Ramanovo spektrum molekuly dusiku (ptevzato z*¥).
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Vybérova pravidla pro Ramanovu spektroskopii vyplyvaji ze symetrie, ktera vychazi
z vibracni vinové funkce. U molekul se stfedem symetrie pro Zadnou z Ramanovych linii
nenalezneme odpovidajici pas v infraCerveném spektru. Tedy tyto dveé spektroskopie jsou
si navzajem dopliikovymi.

Ptistroje pro méfeni Ramanovych spekter 1ze rozdélit do tfi tfid podle typu pfistroje.

1) Disperzni mnohokanalové pfistroje — schéma tohoto spektroskopu je zobrazeno na
obr.10. Vyhodou pfistroje je vy$si pomer signal/Sum a jeho excitaéni vinova délka,
ktera se pohybuje mezi 200 — 800 nm. Mezi nevyhody patii obtiZze s odstranénim
fluorescence, nelinearn€¢ proménné spektraini rozliSeni, nutnost zvolit vhodny

. : _— . (13
kompromis mezi rozlienim a pokrytim''”,
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Obr.10 Schéma Ramanova disperzniho mnohokanalového spektroskopu.

2) Nedisperzni Ramantv spektroskop s Fourierovou transformaci — schéma tohoto
spektroskopu je zobrazeno na obr.11. Vyhodou jsou vysokd pfesnost urCeni
frekvence, vys$8i svételnost, excitacni vinova délka vy$si neZ 1064 nm, diky niZ se
ve spektru téméf viibec neprojevi fluorescence. Nevyhodou jsou pak horsi pomér
signal/Sum a potfeba vysokého vykonu budiciho laseru, niz$i u€inny prifez

rozptylu a nizsi pozadf13).

3) Skenujici pfistroje s fotonasobi¢em — tento typ je postupné stdle méné€ pouzivan,
jeho nevyhodou je nizky odstup signalu od Sumu, resp. nutnost dlouhé akumulace
spekter a ¢asova narocnost méfeni.

Pro odstranéni nezadoucich emisi (jako Rayleightiv rozptyl, fluorescence, emise laseru) se

pozivaji rizné filtry (notch-filtry, holografické filtry), mtizky a sklenéné krychle.
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Obr.11 Schéma nedisperzniho FT Ramanova spektroskopu.

Mozné je také vyuzZiti povrchem zesileného Ramanova rozptylu (SERS), ktery lze vysvétlit
dvéma zakladnimi mechanismy. Jak bylo feceno vyse, dipdlovy moment je popsan jako:
d=coE,

zavisi tedy na polarizovatelnosti a intenzit¢ elektromagnetického pole. Tyto dva
mechanismy vyuzivaji zmény vZdy jedné slozky. Prvnim mechanismem je
elektromagneticky efekt (méni se E), ve kterém vlastni zafeni pohlcuji povrchové
plasmony kovu. Ty jsou pak zdrojem dalSiho zafeni. Dochézi k dvojnasobnému zesileni
(dopadajiciho 1 indukovaného zafeni). Druhym vykladem zesileni je tzv. chemicky
mechanismus, zaloZeny na zméné€ polarizovatelnosti molekuly a v blizkosti povrchu.
Excitované zafeni vyraZi elektrony z kovu, ty jdou na vy3si energetickou hladinu, a pokud
je této hladin€ blizko nami sledovand molekula, jdou vyraZené elektrony na hladinu této
molekuly. Diky uvedenému mechanismu se vyzéfi vice energie. Vyhody SERS jsou velké
zesileni (sta¢i daleko mensi koncentrace latky), zhaSeni fluorescence, povrchova selektivita
a moznost urcit orientaci molekul na povrchu. Nevyhodami jsou niz8i reprodukovatelnost
experimentl, moznost rozkladu nebo jiného ovlivnéni sledované latky, a omezeni efektu

zesileni jen na n¢které molekuly!"®.
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2.4. Vibrace vazby Fe-CO

Navazani ligandu (oxidu dusnatého, kysliku nebo oxidu uhelnatého — zbytek prace se bude
zabyvat pfedevSim timto ligandem) je doprovazeno zménami v Ramanové spektru. Proto
se Ramanova spektroskopie spolu s infraCervenou spektroskopii hojné vyuZziva pravé pro
studium kinetiky vazby té€chto aduktd. Pro popis této kinetiky si vystaéime se tfemi
vibraénimi moédy, kterymi jsou Fe-CO ,stretching” (vibrace vazby mezi Zelezem a
uhlikem, oznaCovano jako Ve.co)), Fe-C-O ,bending* (vibrace popisujici zménu
vazebného uhlu Fe-C-O, oznacovano jako d(re.c-0)) a C-O ,,stretching® (vibrace vazby mezi
kyslikem a uhlikem, oznacovano jako v(c.o), VE€tSinou méfeno pomoci IR spektroskopie).
Pokud by nic nebranilo pfistupu ligandu k Zelezu, byla by pravdépodobné vazba oxidu
uhelnatého na Zelezo linearni a kolma k roving porfyrinového skeletu. Odchylky od tohoto
usporadani se vyrazné projevuji v poloze vibraénich past. Dale jsou pozice jednotlivych
vibra¢nich médd velmi citlivé na izotopové substituce oxidu uhelnatého a to umoZiiuje
jejich lokalizaci v jinak dosti komplikovaném spektru. Napf. vazba mezi Zelezem a
uhlikem vibruje suréitou frekvenci. Nahradime-li CO t€Z8imi izotopy (PC’0), cela
skupina je daleko t€Z8i, takZe logicky vibruje s mensi frekvenci (obr.12). Ve spektru se tato
zdména promitne sniZenim vino¢ti piki u izotopového ligandu. Vinoéty se sniZuji ve
sméru zamény '>C'*0 — *C'%0 — 2C'®*0 — *C'®0. Tato substituce je hojné vyuZivana
pro identifikaci pik( pfislusnych médi (a tedy i rozliSeni ¢i oddéleni od vibraci
porfyrinu)!”.

oo | )
Nf 4

i\

j'\v /
CcO \ i
A e

X

493 v(Fe-CO}

i

{-‘

S——
— = 1978 «(C-0}

=

g

Raman Intensity
489

' 12c0-13c0 [k"\ fl |
:Nwwl\‘\/t i J‘W"‘v'v W\W“”"
e S z&b?éooj

Raman Shift, emt

Obr.12 Spektra izotopové zamény. Horni spektrum pro izotop ?CO, prostiedni pro izotop >CO a dolni
spektrum je rozdilové spektrum 2CO-"*CO (pfevzato z\'®).
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Velky vliv na pozici pikli ma bezpochyby dalsi ligand vazany na Zelezo. Tyto ligandy
ovliviiuji distribuci elektront v celé skupin€é hemu a tim i silu vazby Fe-CO, ktera je také
zavisla na délce vazby. Siln€j8i vazba je vétSinou kratsi a vibruje s vy$si frekvenci. Naopak
slab$i vazba je del$i, a tudiz vibruje s frekvenci niz$i. Z tohoto divodu délime také
proximalni ligandy na tzv. slabé a silné. Mezi slabé ligandy patii napf. tetrahydrofuran,
naopak zastupcem silnych ligandd jsou napt. N-methylimidazol nebo pyridin. Cim slabsi je
proximalni trans ligand, tim siln€j$i je vazba Zeleza s oxidem uhelnatym a stim vyssi
frekvenci tento ligand vibruje. VInocet Vgecoy pro modelovy komplex
(tetrahydro furan)(karbonyl)mesotetra( oo O-pivalamido fenylporphinato)Zeleza, (viz obr.
13) Fe''(TpivPP)(THF)CO, je ptiblizné 527 cm’. Zménou ligandu z tetrahydrofuranu na
N-metylimidazol se snizi vinocet v(ecoy na 489 em (17, Naproti tomu zesilenim vazby
mezi Zelezem a uhlikem zoxidu uhelnatého se oslabi vazba mezi uhlikem a kyslikem
v CO. Toto bylo pozorovano infracervenou spektroskopii v Fe(deutero) (THF)CO, jehoz
v(c-o) byla 1955 em! av Fe(deutero)(Py)CO, s vlno¢tem v(c.o) 1973 cm (1 (ptiklady
dalSich enzymovych komplexid a jejich vInotl pro v(reco) a pro vc-o) jsou uvedeny v
tab.3).
Tab.3 VInodty vybranych enzymovych systémii (pfevzato z('").

V(Fe-C(I)]) [em v(c-o)ll [em” enzymové komplexy
512 1944 myoglobin izolovany ze spermii velryb
507 1951 lidsky hemoglobin typu A
495 1954 Hem-5 (N-Melm)
496 1962 Fe (TpivPP)(1,2-MexIm)
489 1966 Fe (TpivPP)(N-Melm)
484 1976 Fe (TPP)(Py)
526 1957 Fe (TpivPP)(THF)

Afinita oxidu uhelnatého k hemu také jednozna¢né€ zdvisi na typu proximalniho trans
ligandu a to tim zpisobem, Ze ligand, ktery brani pfistupu axidlniho ligandu (tzv. branici
ligand), sniZuje afinitu axidlniho ligandu. Tento ptedpoklad potvrzuje fakt, Ze afinita
komplexu Fe'(TpivPP)(1,2-Me;Im) s oxidem uhelnatym (kde dimetylimidazol je branici
ligand) je 400 krat niz8i, neZz afinita nebranéného komplexu meso-tri(ooo-O-
pivalamidophenyl)-B—0—5-(1-imidazolyl)-(valeramidophenylporfynato)ielezo(“) (Fe"(Piv3)
(5CImP))"'".
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Dal$imi pokusy bylo zji§téno, ze afinita ligandu k hemovému Zelezu nijak nesouvisi se
silou vazby Fe-C. Tim padem také nesouvisi s frekvenci vibrace této vazby''”.

Predpokladad se, Ze pokud neni né€Cim ovliviiovana a bran€na vazba oxidu uhelnatého
k hemovému Zelezu, vazba CO je kolma na rovinu porfyrinového kruhu (s odchylkou max.
2°). Krystalografické studie ovSem odhalily, ze CO muze byt ohyban ¢&i odklofiovan
z kolmého sméru pomoci interakci s riznymi distalnimi zbytky aminokyselin v hemové
kapse (nejcastéji histidinu, valinu, leucinu nebo isoleucinu). Tento ohyb lze sledovat také
pomoci Ramanovy spektroskopie sérii pokust, kdy hem je propojen uhlovodikovym
fetézcem s riznym poctem uhlikd (obr.13), ktery interaguje s axidlnim ligandem. Jako
proximalni ligand byl pouZit N-methylimidazol. VInocet v(re.co) nebranéného komplexu
byl 495 cm’!, ale pro branény komplex sn = 6 se zvysil podet pikd z jednoho na dva o
vinoétech 504 a 512 cm™. Tyto dva piky se daji vysvétlit tim, Ze v jednom ptipadé je
proximdlni ligand (N-methylimidazol) na stran€ branéné uhlovodikovym fetézcem (pik
504 cm™), kdezto v druhém piipadé je na branéné strané axialni ligand oxid uhelnaty (pik
512 cm™). Zvy3enim poétu uhlikl v branicim uhlovodikovém fetézci se snizuji vinodty

pikt (struktura neni tak stésnana, proto vibruje s niz$i frekvenci)'®).

((H)
0 N“/- ST /—g

fe SP-13 n=5
Heme -5 Fe SP-14 n=6
Fe P-15 n=7

Obr.13 Struktura hemového komplexu s oxidem uhelnatym pro nebranény (hem-5) a branény hem s N-

methylimidazolem jako axialni bazi (pfevzato z'").

SniZovani, respektive zvySovani vlno¢tu v Ramanové spektru v zavislosti na uhlu ohybu
axialniho ligandu souvisi s tzv. efektivni hmotnosti CO kladenou na vazbu Fe-CO. To je v
podstat€ analogie izotopové zamény. Cim vys3i je efektivni hmotnost na vazbé Fe-CO, tim

Sewr

frekvence vibrace. Je-li tedy vazba Fe-C-O v kolmém sméru na rovinu porfyrinového
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kruhu s Ghlem 180°, kyslik maximéin€ piispivd svou hmotnosti do efektivni hmotnosti,
tedy vinoCet je nejnizS$i. SniZuje-li se uhel Fe-C-O, kyslik pfispivda méné a méné do
efektivni hmotnosti, tedy vinocet se zvysuje!'?.

Ve spektru je moZno sledovat, Ze pik odpovidajici Fe-CO , stretching® vibraci je rozsifeny
a pravdépodobné neodpovidd pouze jedné vibraci. Pomoci techniky tzv. spektralniho
rozkladu tohoto piku se da zjistit pocet komponent zahrnutych vtomto piku. Vét§inou
podobny vinocet maji tzv. skeletdlni vibrace porfyrinového kruhu. Dale pak do tohoto piku
spadaji i rizné konformery komplexu hem-CO, ty tedy odpovidaji pfimo za vibrace Fe-
CO. Anderton a jeho skupina provadéli spektralni rozklad tohoto piku v riznych
mutantnich typech myoglobinu izolovanych ze spermii velryb a ligovanych oxidem
uhelnatym. Zjistili Sest komponent (obr.14), ze kterych ¢&tyfi popsali jako skeletalni

vibrace, a zbylé dva piifadili dvéma riznym konformerim®@?.

(/\ FIW My'CO

Raman Inteasity — e

600

1
Wirvenumber f ¢

Obr.14 Spektralni separace piki Ramanova spektra mutantni formy myoglobinu. Carkované piky odpovidaji

skeletalnim vibracim, plné piky pak konformeriim hem-CO (ptevzato %),
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2.5. Funkce pro spektralni rozklad pikia®"??

Pro spektrélni rozklad pikli se obecn€ pouZivaji tfi pfistupy, zaloZené na pfedpokladaném
tvaru spektralnich kiivek. Zakladem je pouZita spektralni funkce: Lorentzova, Gaussova a
Voigtova. Jednotlivé funkce se 1i§i podstatou rozsifeni spektralniho pasu: vlivem neideality
v chovani pfistroje, srazek mezi molekulami, Dopplerovym efektem. Lorentzova funkce je
,nejstihlejsic, ,,nejsirsi“ je funkce Gaussova. Voigtova funkce lezi mezi témito dvéma
funkcemi. Z praktického hlediska, chovaly-li by se pfistroje zcela idealn€, popisovala by
Ramanovo spektrum v roztoku Lorentzova funkce. Ve skutecnosti tomu tak neni, a proto
se podle miry neideality a vlivu pfistroje pouzivd bud’ Voigtova ¢i Gaussova funkce.
Nezavisle proménna soufadnice pifi spektralnim rozkladu by meéla byt Gmérma bud
frekvenci, vinové délce, nebo energii. Druhd soufadnice by méla byt kvantitativnim

vyjadienim vysledku méfeni.

Gaussova funkce
S Gaussovovu funkci se miZeme setkat témét vSude. Zékladni funkce pro vypocet
amplitudy a plochy pod kiivkou jsou:

2 T

1{ x—a, )
y=a,exp|—— pro amplitudu,
2\ a,

kde ap — amplituda, a; — stied amplitudy a a, — Sitka amplitudy.

2
a, exp 1 x—a,
Y= - lochu pod kiivkou,
\/%2— 2 a, pro plochu po vkou

kde ag — plocha amplitudy, a, — stfed amplitudy a a, — $itka amplitudy.

Funguje jako klasicka statistickd funkce pro rozklad. Ve spektroskopii k rozSifeni této
funkce napomahaji efekty spojené soptickymi a elektrickymi €astmi pfistroje. OvSem
rozsifeni pikd nemusi byt spojeno vZdy jen s ptistroji. Gaussovo rozSifeni bylo pozorovéano
u vSech optickych spekter plynd. Toto je vysvétlovano Dopplerovym efektem, kdy
zateni molekul pohybujicich se smérem k pozorovateli je posunuto k vy$§im frekvencim a

zafeni molekul pohybujicich se od pozorovatele je posunuto k niz$im frekvencim.
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Lorentzova funkce
Lorentzova funkce je o poznani ,,5tihlejs$i* nez Gaussova. Ptislu$né funkce pro amplitudu a

plochu pod kfivkou jsou:
y =————— pro amplitudu,
x-a,
1+
a,

kde ag — amplituda, a; — stfed amplitudy a a, — Sitka amplitudy.

a4,

y= — pro plochu pod kfivkou,

xX—a
ma,| 1+ !
a,

kde ap — plocha amplitudy, a, — stted amplitudy a a, — $ifka amplitudy.

Piirozené rozSifeni této funkce je spojeno s Zivotnosti energetickych stavii a
s Heisenbergovym principem, kde energeticka neurcitost je nepfimo umeérna dobé obsazeni
konkrétniho energetického stavu. VysSi a nizSi energetické stavy jsou spojeny s uréitym
pfechodem, v némz je foton absorbovén ¢i emitovan. V optickych spektrech plyni mize
byt tato funkce jesté rozSifovana tzv. koliznim roz$ifenim, které je zpisobeno narazy mezi

molekulami plynu. Sitka tohoto piku je pak vyrazné vyssi neZ bez kolizniho rozsiten.

Voigtova funkce
Tato funkce je velmi sloZitym teoretickym modelem, ktery v sobé zahrnuje jak Gaussovo
rozsifeni diky Dopplerovu efektu a diky pisobeni pfistroji, tak Lorentzovo pfirozené a

kolizni rozsifeni.
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3. Cile bakalarské prace

Cilem této bakalafské prace bylo vyhodnotit data potizena Doc. Hude¢kem na disperznim
Ramanové spektrometru pro CO adukt hemové domény NO-synthasy, pfedev§im nalézt
pro Ramanilv pas pfifazeny Fe-CO ,stretching vibraci ptispévky jednotlivych odlisnych
komponent. Podrobnéji to znamend otestovat varianty srtuznym celkovym pocétem
komponent a rozliSit, které piky popisuji skeletdini vibrace a které piky nalezi opravdu Fe-
CO ,stretching” vibraci. Déle se pokusit vysvétlit rozdily v ruiznych polohiach Fe-CO

,,stretching® vibraci u jednotlivych spekter.

Data byla naméfena pro cytochrom hemovou (P450-podobnou) doménu NO-synthasy,
ligovanou oxidem uhelnatym, kterd byla bud’ bez substratu, nebo se substratem &i

inhibitorem, totiz:

[ ] Arg
= HMN-1180
= 7-NI

Pro volnou doménu (bez substratu) byla k dispozici také spektra, kde byl misto lehkého
ligandu oxidu uhelnatého (CO) pouZit izotopovy ligand té€Zkého oxidu uhelnatého (®c"o)
a dale spektra, kdy byl do méfené smési pfidan tetrahydrobiopterin, ktery jako kofaktor
také mize potencialn€ ovliviiovat strukturu aktivniho mista.
Méfeni probihalo v zavislosti na dvou parametrech:

* na intenzité laseru,

* na otackach kyvety.
Paprsek laseru pferuSuje vazbu mezi Fe-CO, tedy ¢im vy3$i intenzita laseru, tim méné
Toto ovSem plati pro upravena spektra, kterd jsou srovnatelnd (vydé€lena konstantou
odpovidajici intenzité laseru), jelikoZ ¢im vice ,,svitime* na vzorek, tim vyssi celkovou
intenzitu odezvy miiZeme namefit.
U spekter méfenych v zavislosti na otackach kyvety, plati jednoducha uméra; ¢im vy33i
otacky, tim vyssi intenzita odezvy pro pasy Fe-CO ve spektru, jelikoZ laser na to urcité

misto ,,sviti“ pfi vy$Sich otackach krat$i dobu, a tedy odstépi méné€ oxidu uhelnatého.

32



4. Metody a postup prace

Vsechny operace s grafy byly provadény v programu Origin 6.0. Nejprve bylo z
pfislusnych grafi vyjmuto rozmezi pouze toho piku, ktery zodpovidal za Fe-CO

,.stretching® vibraci, tedy o vlnoc¢tech v rozmezi 460-520 cm’'(obr.15).

Raman intensity

2000 rpm
1500 rpm
Substr/Free 1000 rpm
FeCO rotation 750 rpm

500 rpm /\
——2000b

N
—

v T v T v T v T v T v 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Raman Shift/cm™

Obr.15 Graf celého spektra a vyjmuta ¢ast odpovidajici Fe-CO , stretching® vibraci.

Tento pik, ktery byl vystfiZzen z kontextu spektra, musel byt “srovnan“ tak, aby zakladni
linie (baseline) byla rovnob€Zna s x-ovou soufadnici. Tato funkce je v programu Origin
pod zéloZkou Tools — Baseline — Automatic — Modify — Subtract. Timto jednoduchym
zpusobem byla srovnana zakladni linie.

Takto srovnany pik byl v dal$im postupu spektraln€ analyzovén pomoci funkce, ktera se
v programu nachazi pod zéalozkou Analysis — Non-linear Curve Fit. Jako funkce pro
rozklad byla vybrana Lorentzova funkce, jelikoZ méfenim na Ramanové spektroskopu
nedochazi k vyraznému rozsifovani pikd. MiZe se tedy pocitat sidealnim chovanim
ptistroje. Déle byl vybran pocet spektralnich komponent (Option — Replicas — 4 pro 5
komponent). V nabidce Action — Dataset byla data pro spektralni rozklad. Tato data byla
vybirdna pro jednotlivé kfivky a postupné byly pfidavany dalsi kfivky, takze vysledek
vzdy odpovidal optimalnimu feSeni pro cely soubor méfeni. Separace spektralnich piki pro

vice kiivek najednou je znaéné€ nepfesna. V nabidce Option — Constraints byly omezeny
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amplitudy pikd pro A > 0, tedy aby amplitudy nebyly zaporné. Takto byly uréeny i
intervaly polositek pikd. Tim byly ziskany vstupni hodnoty parametrd, které byly dale
optimalizovany.
Pfi této optimalizaci byla uvolnéna vySe popsand omezeni v nabidce Action — Fit, tedy
byly optimalizovany hodnoty nasledujicich parametrd: zékladni linie, poloha pikd,
polositka pikli a amplituda pik@. (Cim vice parametri se miZe ménit, tim ptesnéjsi jsou
ziskana data ze spektralniho rozkladu.) Déle byly zadany vstupni hodnoty v§ech parametrt
uvedenych vySe a zahajena iterace. Iteruje se tak dlouho, dokud se Zadny z parametrd
neméni. Shodu spektralniho rozkladu s naméfenymi daty odrazi hodnota .
Pro pfidani dalsi kiivky se v nabidce Action — Dataset zaSkrtne polozka Fit Multiple
Datasets a v okénku Parameter Sparing se zaSkrtnou viechny polohy a polositky pikd. Tim
je zajisténo, aby vSechny kiivky béhem separace spektralnich pikd mély stejné prave tyto
parametry. Pro dalsi praci jsou dulezité polohy pikd, které jsou pro danou sérii stejné, a
amplitudy jednotlivych piki (tedy plochy pod nimi), které se v dané sérii méni s intenzitou
laseru nebo s rychlosti otaceni kyvety.
Timto zpisobem byly zpracovany tyto série dat:
1) Bez substratu — a) ligovano CO — 1) zavislost na energii
ii) zavislost na otackach
iii) zavislost na otackach - pfitomnost H4B
b) ligovano *C*O — 1) zavislost na otackach
2) Se substratem — a) ligovano CO — 1) substratem je Arg — a) otacky
3) S inhibitorem — a) ligovano CO — 1) inhibitorem je HMN-1180 — ) otacky
() energie
ii) inhibitorem je 7-NI — @) otacky
() energie
Dohromady tedy bylo rozloZeno 9 sérii méfeni.
Ziskané parametry pro amplitudy bylo potieba zpracovat na procentudlni zastoupeni ploch

jednotlivych spektralnich kiivek (@, ). Toto bylo pocitano dle vzorce:

A
w, =——x100%,

2.4,

J=1

kde A;jsou jednotlive plochy.
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5. Vysledky
5.1. Série bez substratu

V prvni sérii (bez substritu, ligovdno CO, energeticka zavislost) bylo pouZito osm
moznych energii (0,25 mW, 0,65 mW, 1,3 mW, 5 mW, 10 mW, 20 mW, 38-40 mW a
znovu 0,25mW pro kontrolu). Vlnoéty vyhledanych pikii byly nasledujici: 473 cm™, 481
cm’!, 489 cm™, 499 cm™ a 512 cm! (obr.16, tab.4).

Druha série predstavovala zavislost prvni série na Sesti riznych otackach kyvety (2000
rpm, 1600 rpm, 1200 rpm, 800 rpm, 400 rpm a znovu 2000 rpm pro kontrolu). Vinocty
piki byly: 480 cm™, 487 cm™, 495 cm™', 502 cm™ a 513 cm™ (obr.17, tab.5).

Tteti naméfena a spektralné separovana série odpovida enzymu bez substratu, ligovanému
oxidem uhelnatym v ptitomnosti tetrahydrobiopterinu. Pro tuto sérii byla méfena zavislost
na péti riznych otackach kyvety (2000 rpm, 1500 rpm, 1000 rpm, 750 rpm a 500 rpm).
Separaci téchto pikd byly zjistény vinocty: 476 cm’, 484 cm’, 493 cm™, 503 cm! a 514
cm'(obr.18, tab.6).

Posledni série bez substratu byla ligovana izotopovym oxidem uhelnatym (>C'*0). Data
byla méfena pfi ¢tyfech odliSnych otackach kyvety (2000 rpm, 1500 rpm, 1000 rpm a 750
rpm). Zjisténé polohy piki byly posunuty diky vySe uvedenym efektim k niZ§im
hodnotam vinoétd: 463 cm™, 470 cm™!, 477 em™, 485 cm™ a 502 cm’'(obr.19, tab.7).
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Tab.4 Poloha piki a procentualni zastoupeni ploch pod jednotlivymi spektralnimi kifivkami v prvni sérii (bez

substratu, ligovano oxidem uhelnatym, zavislost na energii).

Oznadeni série Vinodet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni | VInocet | Zastoupeni
cm’ piku (%) cm’ piku (%) cm’ piku (%)
SF/ED | 0,25 mW 473 9,47 481 19,66 489 17,57
0,65 mW 6,83 22,11 18,96
1,3 mW 6,16 22,72 19,96
5 mW 2,84 24,24 26,44
10 mW 1,86 25,54 26,44
20 mW 1,23 26,32 26,82
zpét 38/40mW 1,14 26,67 27,54
0,25 mW 9,52 20,52 17,70
Vinocet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni
em’ piku (%) cm’ piku (%)
499 44,94 512 8,35
44,67 7,42
45,44 5,72
44,28 2,19
45,33 0,83
45,00 0,63
44,65 0,00
45,78 8,24
Substrate Free 0,25 mW
451 Fe-CO Energy Dependence 0,65 MW
40 1800 rpm PR S — 1,3 mW
1 - - 5mwW
3517 10 mW
30 1 20 mW
25 — 38-40 mW

0,25 mW zpet

Raman intensity
N
o
1

Raman shift/cm™

Obr.16 Grafické znazornéni rozkladu spektralnich kiivek: enzym bez substratu, ligovany CO, zavislost na
energii excitace. Body odpovidaji exp. hodnotam, plynulé kfivky souétovym funkcim. Zelené

znazornény jednotlivé spektralni komponenty.



Tab.5 Poloha piki a procentualni zastoupeni ploch pod jednotlivymi spektralnimi k¥ivkami v druhé sérii (bez

substratu, ligovano oxidem uhelnatym, zavislost na rychlosti otaceni kyvety).

Oznaceni série | Vinocet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni | Vinodet | Zastoupeni
cm’ piku (%) cm’ piku (%) cm’ piku (%)
SF/RD | 2000 rpm | 480 23,12 487 20,36 495 25,98
1600 rpm 23,23 20,30 26,00
1200 rpm 22,33 22,00 25,84
800 rpm 21,47 23,05 26,79
400 rpm 21,94 23,30 28,84
Zpet 15000 rpm 24,11 19,26 25,95
Vinodet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni
em’ | piku (%) | cm! | piku (%)
502 26,51 513 4,03
26,48 3,98
26,71 3,12
26,22 2,47
24,19 1,73
26,26 4,41
1 Substrate Free — 2000 rpm
250004 FeCO Rotation Dependence - :ggg :g’;
13 mW "}‘ .y 800 rpm
20000 - —— 400 rpm
= 2000 rpm zpet
0
€ 15000 -
3
=
c 10000 -
©
g 5000 A
(14
0 -

440

460

480

500

520

Raman shift/ cm™

540

Obr.17 Grafické znazornéni rozkladu spektralnich kiivek: enzym bez substratu, ligovany CO, zavislost na

otaceni kyvety. Body odpovidaji exp. hodnotdm, plynulé kiivky soudtovym funkcim. Zelené

znazornény jednotlivé spektralni komponenty.
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Tab.6 Poloha pikti a procentudlni zastoupeni ploch pod jednotlivymi spektralnimi kiivkami ve tfeti sérii za

pfitomnosti tetrahydrobiopterinu (bez substratu, ligovano oxidem uhelnatym, zavislost na rychlosti

otaceni kyvety).
Oznaceni série | VInocet | Zastoupeni | VInocet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni
cm’’ piku (%) cm’ piku (%) cm’ piku (%)
SF/RD/ | 2000 rpm | 476 6,76 484 21,11 493 29,11
BH, | 1500 rpm 6,08 21,53 28,74
1000 rpm 4,49 23,35 30,12
750 rpm 5,71 22,08 31,63
500 rpm 3,78 22,27 34,95
Vino¢et | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni
cem’ | piku (%) | em” | piku (%)
503 37,25 514 5,76
37,83 5,82
37,28 4,56
35,38 5,20
34,56 4,44
; Substrate Free (+BH4) ———2000 rpm
7000 { Fe-CO Rotation Dependence ~———1500 rpm
120 mW S —~ ~-1000 rpm
6000 750 rpm
1 —500 rpm
5000 -
g 4000
2 |
S 3000+
S 2000-
= ]
G 1000
(14 ]
od &%
-1000 —————
440 460 480 500 520 540

Raman shift/ cm™

Obr.18 Grafické znazornéni rozkladu spektralnich kiivek: enzym bez substratu, ligovany CO, zavislost na
otatkach kyvety, v pfitomnosti tetrahydrobiopterinu. Body odpovidaji exp. hodnotam, plynulé

kfivky souétovym funkcim. Zelené znazornény jednotlivé spektralni komponenty.



Tab.7 Poloha piki a procentualni zastoupeni ploch pod jednotlivymi spektralnimi kiivkami ve &tvrté sérii

(bez substratu, ligovano izotopovym oxidem uhelnatym, zavislost na rychlosti otageni kyvety).

Obr.19 Grafické znazoméni rozkladu spektralnich kfivek: enzym bez substratu,

Oznacdeni série | Vinocet | Zastoupeni | VInocet | Zastoupeni | Vinodet | Zastoupeni
em’ | piku(%) | em! | piku (%) piku (%)
SF/RD/ | 2000 rpm | 463 8,14 470 16,55 22,08
*C*O | 1500 rpm 6,75 17,64 22,94
1000 rpm 5,62 18,05 24,00
750 rpm 4,80 19,61 23,58
Vinocet | Zastoupeni | Vinodet | Zastoupeni
em’! piku (%) cm’ piku (%)
485 30,94 502 22,28
31,41 21,26
32,45 19,89
33,21 18,80
25000 Sut:ast:?te Free 2000 rpm
| Fe-"C 0O Rotation Dependence ——— 1500 rpm
2mW ——— 1000 rpm
20000 4 750 rpm
.t> -
¢ 15000 -
c
m -
g
£ 10000
c 1
©
€ 50004 :
© 2%
o ] %
0- Lt s / :_=
-—,éi; emm e mTTTT = — 7?_\_—\_\‘: ;\\_m\—\
I v 1 1 ] ' ] L
440 460 480 500 520 540

Raman shift/ cm™

ligovany izotopovym

13C"0, zavislost na otadkach kyvety. Body odpovidaji exp. hodnotam, plynulé kiivky soudtovym

funkcim. Zelené znazornény jednotlivé spektralni komponenty.

39



5.2. Série se substratem

Pouze jedina série byla méfena a vyhodnocovéna se substraitem. Timto substratem byl
arginin. Spektrum se méfilo pro zavislost rychlosti na otackach kyvety, enzym byl ligovan
oxidem uhelnatym. Spektralnim rozkladem pikd byly nalezeny pouze ¢tyfi komponenty o

vinoétech: 486 cm™', 499 cm™, 505 cm™ a 516 cm™(obr.20, tab.8).

Tab.8 Poloha piki a procentudlni zastoupeni ploch pod jednotlivymi spektralnimi kfivkami v paté sérii (s

argininem jako substratem, ligovano oxidem uhelnatym, zavislost na rychlosti otageni kyvety).

Oznadeni série | VInocet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni | Vino¢et | Zastoupeni
em’ | piku (%) | em! | piku (%) | cm! piku (%)
SB/RD/ | 2000 rpm | neni 486 21,15 499 29,78
Arg 1500 rpm 22,65 30,54
1000 rpm 25,42 31,21
750 rpm 27,54 32,67
500 rpm 32,64 34,30
Vinodet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni
cm’ piku (%) cm’' piku (%)
505 35,73 516 13,34
34,71 12,10
32,16 11,21
29,12 10,68
24,05 9,00
Substrate Bound (Arg) 2000 rpm
12000 { FeCO Rotation Dependence ——-1500 rpm
1 2mW g 1000 rpm
10000 750 rpm
> T 500 rpm
= 8000
7]
A ]
L 6000 -
£
c 4000
£
2000
& i}
0 - =
-2000 . . . T - T . T - r
440 460 480 500 520 540

Raman shift/ cm"™

Obr.20 Grafické znadzornéni rozkladu spektralnich kiivek: enzym se substratem, ligovany CO, zavislost na

ota¢kach kyvety. Body odpovidaji exp. hodnotam, plynulé kiivky souctovym funkcim. Zelené

znazornény jednotlivé spektralni komponenty.
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5.3. Série s inhibitorem

Prvni takovouto sérii byla naméfena série dat s HMN-1180 jako inhibitorem. Tento
komplex byl ligovan oxidem uhelnatym a data byla métena v zavislosti na rychlosti otacek
kyvety (2500 rpm, 2000 rpm, 1500 rpm, 1000 rpm, 750 rpm, 500 rpm, 250 rpm a op¢t
2000 rpm jako kontrolni méfeni). Pro tato data byly nalezeny piky o téchto vinoctech: 477
cm’', 485 cm’!, 494 cm™', 502 cm™ a 513 em™ (obr.21, tab.9).

Druha4 série s inhibitorem HMN-1180 byla méfena v zavislosti na energii laseru (1 mW a 2
mW). Axialnim ligandem byl opét oxid uhelnaty. Spektralnim rozkladem byly nalezeny
tyto vino¢ty komponent: 479 cm'l, 487 cm'l, 495 cm", 502 ¢cm! a 513 cm? (obr.22,
tab.10).

Tieti série dat byla naméfena pro enzymovy komplex inhibovany 7-nitroindazolem.
Axialnim ligandem byl opét oxid uhelnaty. Tato série byla méfena v zavislosti na rychlosti
otaceni kyvety (2500 rpm, 2000 rpm, 1500 rpm, 1000 rpm, 750 rpm, 500 rpm a 250 rpm).
Poloham spektralnich komponent odpovidaly tyto vinocty: 477 cm’', 484 cm’, 493 cm’!,
501 cm™ a 512 cm™ (0br.23, tab.11).

Posledni sérii byla série v pfitomnosti 7-nitroindazolu (ligovana CO), ale v zavislosti na

intenzité€ laseru (0,35 mW, 1 mW, 2 mW, 10 mW a 38 mW). Vino¢ty komponent byly
nasledujici: 479 cm™, 485 cm™, 494 cm™, 502 cm™ a 513 cm™' (obr.24, tab.12).
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Tab.9 Poloha pikt a procentualni zastoupeni ploch pod jednotlivymi spektralnimi kiivkami v Sesté sérii (s
HMN-1180 jako inhibitorem, ligovino oxidem uhelnatym, zavislost na rychlosti otadeni kyvety).

Oznadeni série | Vinocet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni
cem’ | piku (%) cm’ piku (%) | em' | piku (%)
SB/RD/| 2500 rpm | 477 8,87 485 32,88 494 24,11
HMN | 2000 rpm 9,14 32,86 25,01
1500 rpm 8,03 34,76 25,33
1000 rpm 6,96 35,67 26,62
750 rpm 6,39 36,77 27,57
500 rpm 5,33 39,01 26,52
zpét 250 rpm 4,91 39,38 27,71
2000 rpm 8,76 33,55 25,17
Vinodet | Zastoupeni | Vinofet| Zastoupeni
cm’ piku (%) em’ | piku (%)
502 27,05 513 7,09
26,77 6,22
26,47 5,41
26,07 4,69
25,05 4,21
25,44 3,70
25,12 2,87
26,50 6,02
Substrate Bound (HMN-1180) 2500rpm
250004 Fe-CO Rotation Dependence ——— 2000 rpm
2 mwW 57T ——— 1500 rpm
| 1000 rpm
> 20000 750 rpm
D 500 rpm
€ 15000 - ~—— 250 rpm
..g. 2000 rpm zpet
c 10000 -
©
% 5000
(14
04

T

T ¥ T T T T T T T T
440 460 480 500 520 540
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Obr.21 Grafické znazornéni rozkladu spektralnich kiivek: enzym s HMN-1180 jako inhibitorem, ligovany
CO, zavislost na ota¢kach kyvety. Body odpovidaji exp. hodnotam, plynulé kiivky souétovym

funkcim. Zelené znazornény jednotlivé spektralni komponenty.

42



Tab.10 Poloha pikd a procentualni zastoupeni ploch pod jednotlivymi spektralnimi kiivkami v sedmé sérii (s

HMN-1180 jako inhibitorem, ligovano oxidem uhelnatym, z4vislost na energii laseru).

Oznaceni série | Vinodet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni
cm’ piku (%) cm’ piku (%) cm’ piku (%)
SB/ED/ | 1 mW 479 17,82 487 27,70 495 19,24
HMN 2 mW 17,11 29,04 20,80
Vinoéet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni
em' | piku (%) | cm! | piku (%)
502 27,51 513 7,74
26,93 6,13
Substrate Bound (HMN-1180)
220007  Fe-CO Energy Dependence j; ma
200004 2000 rpm g "
18000 -
‘a, 16000 -
" 14000 -
;ﬁ 12000
& 10000
‘e 8000
g 6000
@ 40004
o 2000 A
0] = =
-2000 4

1 1
440 460 480 500 520 540

Raman shift / cm™

Obr.22 Grafické znazomnéni rozkladu spektralnich kfivek: enzym s HMN-1180 jako inhibitorem, ligovany
CO, zavislost na excitaéni energii laseru. Body odpovidaji exp. hodnotam, plynulé kiivky souctovym

funkcim. Zelené znadzornény jednotlivé spektralni komponenty.

43



Tab.11 Poloha piki a procentualni zastoupeni ploch pod jednotlivymi spektralnimi kfivkami v osmé sérii (s
7-NI jako inhibitorem, ligovano oxidem uhelnatym, zavislost na rychlosti otaéeni kyvety).

Oznaceni série | VInocet | Zastoupeni | VInocet | Zastoupeni | Vino¢et | Zastoupeni
cm’ piku (%) cm’' piku (%) cm’ piku (%)
SB/RD/| 2500 rpm | 477 8,23 484 24,40 493 25,30
7-NI | 2000 rpm 7,88 24,74 26,30
1500 rpm 6,88 25,83 27,01
1000 rpm 6,79 26,00 27,51
750 rpm 4,94 27,81 29,04
500 rpm 4,13 29,22 29,71
250 rpm 3,44 30,47 30,64
VInoéet | Zastoupeni | Vinodet | Zastoupeni
em’' | piku(%) | cm’' | piku (%)
501 35,68 512 6,39
35,51 5,58
35,52 4,76
35,37 4,33
35,36 2,85
35,02 1,93
34,52 0,92
18000 , Substrate Bound (7-Nl) 2500 rpm
1 FeCO Rotation Dependence 2000 rpm
16000—_ 2 mW 0 —— 1500 rpm
14000 - 1000 rpm
. 750 rpm
E‘ 12000 500 rpm
2 10000 250 rpm
2 5000
£ ]
c 6000
m .
& 4000 —
& 2000
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Obr.23 Grafické znazornéni rozkladu spektralnich kiivek: enzym s 7-NI jako inhibitorem, ligovany CO,
zavislost na otackach kyvety. Body odpovidaji exp. hodnotam, plynulé kiivky souétovym funkcim.

Zelené znazornény jednotlivé spektralni komponenty.
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Tab.12 Poloha pikd a procentualni zastoupeni ploch pod jednotlivymi spektralnimi k¥ivkami v devaté sérii (s

7-NI1 jako inhibitorem, ligovano oxidem uhelnatym, zavislost na energii laseru).

Oznadeni série | VInocet | Zastoupeni | VInocet | Zastoupeni | VInocet | Zastoupeni
cm’ piku (%) cm’ piku (%) cm’ piku (%)
SB/ED/| 0,35 mW [ 479 14,85 485 17,69 494 25,50
7-NI 1 mW 14,16 18,13 27,23
2 mW 13,01 19,73 30,81
10 mW 9,07 24,93 35,02
38 mW 7,51 26,71 36,25
Vinocet | Zastoupeni | Vinocet | Zastoupeni
em’ | piku (%) | cm’ piku (%)
502 34,70 513 7,25
34,11 6,37
31,71 4,74
29,81 1,17
29,53 0

Substrate Bound (7-NI)

70000 FeCO Energy Dependence :32,:,"\,‘(,\’
60000 2000 rpm 2mwW

; e 1mW
50000 — 0,35 mW

Raman intensity
W
o
o
o
o

T T T T T T T T T 1
460 480 500 520 540

Raman shift / cm™

Obr.24 Grafické znazornéni rozkladu spektralnich kfivek: enzym s 7-NI jako inhibitorem, ligovany CO,
zavislost na energii laseru. Body odpovidaji exp. hodnotam, plynulé kfivky souétovym funkcim.

Zeleng& znazornény jednotlivé spektralni komponenty.
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6. Diskuse

Obecné lze vSechny vysledky rozdé€lit do dvou skupin. Do prvni skupiny spadaji ty
komponenty, jejichZ procentudlni zastoupeni ploch jednotlivych kiivek stoupa nebo
zOstava priblizn€ stejné pii zménach intenzit laseru nebo pii zménach rychlosti otadeni
kyvety. VIno¢ty odpovidajici t€émto komponentdm pravdépodobné popisuji skeletdlni
vibrace hemu. Druhd skupina zahrnuje ty spektralni komponenty, ve kterych procentualni
zastoupeni ploch jednotlivych kfivek klesa. PtisluSné vInocty odpovidaji vibracim vazby

mezi Zelezem a oxidem uhelnatym.

6.1. Série bez substratu

Z tab.4, ktera popisuje vysledky z prvni série (bez substratu, ligovano CO, zavislost na
energii laseru), je patrné, Ze skeletalnim vibracim odpovidaji tyto vinoéty: 481 cm’, 489
cm™ 2499 cm™.

Zbylé dva vinocty (473 em’ a 512 cm™) odpovidaji za vibrace vazby oxidu uhelnatého a
Zeleza. Existujici dv€é komponenty lze vysvétlit jako disledek dvou riznych poloh a
naklon oxidu uhelnatého vzhledem k rovin€ porfyrinového cyklu. NiZ§i vilnocet bude

pravdépodobné odpovidat nebranénému komplexu a vyssi vinocet branénému.

Druhd série (bez substratu, ligovano CO, zavislost na rychosti otaceni kyvety) se zna¢né
1i$i od prvni. (Tato odli$nost se da vysvétlit tim, Ze tyto dvé série byly méfeny s odliSnymi
vzorky ve dvou ruznych méfenich. Dal§i mozné vysvétleni je to, Ze prvni série byla
vydélena konstantou odpovidajici intenzité laseru, tedy mohlo dojit k zanaSeni chyby do
vyhodnocovanych dat.) Jednak jsou polohy komponent posunuty k vy3§im hodnotam
vlino¢tl, jednak procentualni zastoupeni ploch pod jednotlivymi spektralnimi kiivkami
vyrazné klesa jen v jednom piipadé (513 cm™). Pro tento spektralni piispévek lze
jednozna¢né fici, Ze odpovida vibracim Fe-CO a diky vy$8imu vInocCtu lze usoudit, Ze
vazba Fe-C bude ,,ohnuta®.

Dalsi dvé komponenty (487 cm’ a 495 cm’) stoupaji, jedna se tedy uréité o vlnodty

skeletalnich vibraci.
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Posledni dvé komponenty (480 cm™ a 502 cm™) klesaji pouze o 2%, z ¢ehoZ nelze jasné

urcit, jedna-li se o skeletalni vibrace (pravdépodobnéjsi), €i o vibrace Fe-CO.

Tteti série (bez substratu, ligovano CO, zavislost na rychlosti otaceni kyvety, v pfitomnosti
H4B) je znacné€ ovliviiovana pfitomnosti tetrahydrobiopterinu. Vibraci Fe-CO muZeme
jednoznaéné prifadit pouze pik svlnoétem 476 cm'. Pk svlnoétem 514 cm’
pravdépodobné odpovida také této vibraci, ov§em neni tak prukazny. Pfi¢ina vzniku téchto
dvou pikt je shodna s prvni sérii.

Zbylé tii piky (484 cm™, 493 cm™, 503 cm™) popisuji skeletlni vibrace.

Ctvrta série (bez substratu, ligovano izotopovym “C'*0, zavislost na rychlosti otaceni
kyvety) je jednozna¢né ovlivnéna izotopovou zdménou atomi oxidu uhelnatého za t&Z8i
atomy. Vibrace Fe-CO popisuji piky o vInoétech 463 cm™ a 502 cm’, duvody riznych
vInoéti jsou shodné s prvni a treti sérii.

Zbylé tii piky (470 cm™, 477 cm™ a 485 cm™) odpovidaiji skeletalnim vibracim.

6.2. Série se substratem

Pata série (s argininem jako substratem, ligovano CO, zavislost na rychlosti otaéeni
kyvety) poskytovala pouze c¢tyii komponenty. Skeletdlnim vibracim odpovidaji piky o
vlnodtech 486 cm™ 2 499 cm™.

Zbylé dva piky (505 cm™ a 516 cm™) jednoznaéné odpovidaji vibracim vazby Fe-CO.
Z blizkosti téchto dvou vinoétid lze usoudit, Ze ohyby oxidu uhelnatého vi¢i roviné
porfyrinového cyklu budou velmi podobné. Z vySe uvedenych udaji vyplyva, Ze elektron
deficitni uhlik z oxidu uhelnatého bude pfitahovan k dusiku argininu. A jelikoZ arginin ma
na svém konci dva dusikové atomy, je jasné, Ze uhlik oxidu uhelnatého bude pfitahovan
k obéma témto dusikim. Z toho vyplyvaji dva rizné ohyby oxidu uhelnatého s podobnymi

vlnoéty. NiZsi vinocet ma ohyb, ktery svira vétsi uhel s rovinou porfyrinového cyklu.
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6.3. Série s inhibitory

Sesta série (s HMN-1180 jako inhibitorem, ligovano CO, zavislost na rychlosti otadeni
kyvety) poskytuje celkem jednoznacné vysledky. Piky s vlnoéty 477 cm™ a 513 cm’
odpovidaji vibracim vazby oxidu uhelnatého a Zeleza. Opét divody pro tyto dva piky jsou
shodné s diivody v prvni, tieti a ctvrté sérii.

Ostatni tfi piky (485 cm’, 494 cm™ a 502 cm™) popisuji skeletalni vibrace.

Sedma série (s HMN-1180 jako inhibitorem, ligovdno CO, zavislost na intenzité laseru)
byla méfena pouze pro zévislost na dvou hodnotach. Nemizeme tedy ziskana data brat

jako dostate¢na pro vytvofeni néjakych zavéru.

V osmé sérii (s 7-NI jako inhibitorem, ligovano CO, zavislost na rychlosti otaéeni kyvety)
mézZeme vibracim Fe-CO jednoznaéné ptitadit piky s vlnodty 477 cm™ a 512 cm’™. Opét
divody pro tyto dva piky jsou shodné s diivody v sériich jedna, tfi, ¢tyfi a Sest.

Skeletalnim vibracim odpovidaji piky o vinoétech 484 cm™, 493 cm™ a 501 cm’™.

Posledni devata série (s 7-NI jako inhibitorem, ligovano CO, zavislost na energii laseru)
poskytuje ti piky popisujici vibrace Fe-CO. Témito piky jsou piky o vinoétech 479 cm’,
JelikoZ 7-nitroindazo! ma, podobné jako arginin, dva dusiky na svém konci, mizeme
polohu dvou pikd o podobném vinoctu odivodnit velmi podobnym zpisobem jako
v ptipadé dvou piki v substratovém komplexu s argininem (péta série).

Zbylé dva piky (485 cm™ a 494 cm’') odpovidaji skeletalnim vibracim.
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7. Shrnuti

Spektralnim rozkladem pikli o vlnoctu pfiblizné odpovidajicimu vibraci vazby mezi
Zelezem a aduktem oxidem uhelnatym byla zjiSténa pfitomnost péti spektralnich
komponent ve vétSing piipadd. Jedina vyjimka byla série s argininem jako substratem, kde

jsou rozlisitelné pouze ¢tyii komponenty.

7.1. Série bez substratu

Detekci spektralnich komponenet bylo zjiSténo, zZe vibracim Fe-CO jednoznacné
odpovidaly tyto vinocty:
= 473 c¢cm” a512 cm” pro prvni sérii (ligovano CO, zavislost na intenzité laseru),
= 513 cm’ pro druhou sérii (ligovano CO, zavislost na rychlosti ota&eni kyvety),
= 476 cm’ pro tfeti sérii (ligovano CO, zavislost na rychlosti otadeni kyvety,
v pfitomnosti tetrahydrobiopterinu),
" 463 cm” 502 cm pro &tvrtou sérii (ligovano B0, zavislost na rychlosti otaceni
kyvety).
V druhé sérii byly nalezeny dvé& spektralni komponenty o vinoétech 480 cm™* a 502 cm™ a
ve tfeti sérii jedna komponenta o vinoctu 514 cm™', u kterych neni moZno pfesné urcit, zda
se jedna o vibrace Fe-CO nebo o skeletalni vibrace.

Ostatni vlno¢ty odpovidaly skeletalnim vibracim.

7.2. Série se substratem a inhibitory
Spektralnim rozloZenim sérii se substratem a s inhibitory (vZdy ligovano CO) byly zjistény
tyto vino¢ty, které odpovidaji vibracim Fe-CO:
*= 505 cm” a 516 cm” pro patou sérii (s argininem jako substratem, zavislost na
rychlosti otaceni kyvety),
* 477 cm’ a 513 cm’” pro Sestou sérii (s HMN-1180 jako inhibitorem, zavislost na
rychlosti otaceni kyvety),
= 477cm’a512 cm’ pro osmou sérii (s 7-NI jako inhibitorem, zavislost na rychlosti
otaeni kyvety),
= 479 cm’, 502 cm™ a 513 em™ pro devétou sérii (s 7-NI jako inhibitorem, zavislost
na intenzit¢ laseru).

Ostatni piky popisuji skeletalni vibrace.
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»Svoluji k zaptijCeni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné
vedena evidence vypijcovateld.
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