ZAGADNTIENTIA BIOFIZYKI WSPOLCZESNED?D
tom 7 1982 8, 91-109

Jacek Twardowski, Pavel Anzenbacher, Zbigniew Grelak

BADANIA WEASCIWOSCI KWASNED FOSFATAZY I CYTOCHROMU P-450
Z WATROBY SZCZURA METODAMI SPEKTROSKOPII KLASYCZNEJD
T REZONANSOWEJ RAMANA™

1. WSTEP

W ostatnich latach nastgpit gwaXtowny rozwéj badar eksperymen-
talnych w biologii. Jedng z rozwijajgcych si¢ metod umozliwiajacych
te badania jest spektroskopia ramanowska, zardéwno klasyczne jak
i rezonansowa. Umozliwia ona uzyskanie dokladnych danych o drga-
niach wibracyjnych makromolekul biologicznych, ktére sg 4cidle
zwigzane z ich strukturg molekularnea.

Badania ramanowskie mozna ogdlnie podzieli¢ na dwa rodzaje: kla-
syczne i rezonansowe. Klasyczna spektroskopia ramanowska umozliwia
bsdanie biochemiczne systemdéw, ktére mozna pogrupowac W nastepujace
typy: bialka, lipidy i bXony komérkowe, kwasy nukleinowe, tkanki
i mikroprébki biologiczne, wirusy itp. Widmo ramanowskie takich
uktadéw jest zlozeniem pasm oscylacyjnych drgajacych grup moleku-
larnych catego badanego ukiadu, ktéry nie absorbuja promieniowania
przy dtugoséci fali odpowiadajgcaj promieniowaniu wzbudzajacemu,
Dziekli zastosowaniu specjalnego wyposaZzenia spektrofotometrdw mozna
bada¢ w oparciu o ten efekt oddzialywania miedzy biologicznymi ma-
kromolakutami, takimi jak np.: bialko-lipid, antybiotyk-kwas nuklei-
nowy, enzym-substrat itp.

Rezonansowy efekt Ramana jest stosowany do badania drgari oscy-
lacyjnych tylko tych grup molekularnych biosysteméw, ktére sg chro-
moforami i posiadajg pasma absorpcyjne przy diugosci fali odpowia-
dajacej promieniowaniu wzbudzajgcemu lasera. Istniejg dwa typy chro-
moforéw, te ktére wystepuja naturalnie (np. hem w hemoglobinie),

i te ktére s@ wprowadzane do biosystemu ( np. barwny substrat reagu-
jecy z centrum aktywnym enzymu). Pasma w widmie rezonansowego efek-

¥ Praca zostala wykonana w ramach problemu resortowego R-III-14.
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tu Ramana s@ ok. 1000 razy silniejsze niz w klesycznym efekcie roz-
praszania éwiatla, co powoduje koniecznos$¢ badania znacznie rozrze-
dzonych roztworéw biomolekul. W tych warunkach intensywnoéc¢ widma
oecylacyjnego cataj badanej prébki jest poréwnywalna =z tiem 1lu-
minescancyjnym,nad ktérym dominujg silne pasmes ramanowskie zwigza-
ne z drganiami oscylacyjnymi tylko tych grup molekularnych, ktére
s@ zwigzane z chromoforem.

Szczegbiowe omdéwienia zastosowarh spektroskopii Ramana do badan
biomolekul zostalo przedstawione w licznych publikacjach przegla-
dowych [1-12]. w tej pracy przedstawiono zastosowanie klesycznej
spektroskopii Ramana (R) do badania struktury izoenzyméw kwasnej
fosfatazy i rezonansowej spektroskopii Ramana ( RR) do badari nad cy-
tochromem P-450.0ba enzymy pochodza z watroby szczura., Przedstawio-
ne wyniki sg przykiadem zastosowania badarn ramanowskich prowadzo-
nych w Polsce i Czechoslowacji.

i

Kwasna fosfataza z watroby szczura. Biochemiczne badenia kwad-
naj fosfatazy z watroby szczura byly przedstawione w kilku pracach
{13-15]. Enzym ten nalezy do grupy hydrolaz lizosomalnych i wyste-
puje gidéwnie w lizosomach komérek. Stwierdzono, 2e wystepuja dwa
typy tego enzymu, izoenzym I o masie molekularnej 92 000 D i izo-
enzym II o masie molekularnej 93 000 D. Oba izoenzymy sa dimeremi,
a masy podjednostek okreélono na 51 000 i 52 000 D [14]. Zbadano
takze skiad aminokwasowy obu izoenzyméw [14, 15]. Oba izoenzymy sa
glikoproteidami, lecz ich skiad cukrowy nie zostal dotychczas zba-
dany. Przez analogi¢ do badan nad innymi kwasnymi fosfatazami, np.
z prostaty ludzkiej [ 16] lub psiej [ 14] mozna uwezac, ze w skla-
dzie obu izoenzymdéw wystepuje galaktoza, mannoza, fukoza, N-ece-
tyloglukozamina i kwas sialowy. Gidéwnym kryterium oznaczania izo-
enzyméw jest ich powinowactwo do kolumny wypeinionej DEAE celulo-
zg. Izoenzym I jest otrzymywany podczas przepiukiwania tej kolumny
buforem tris-HCl o pH = 7,1, podczas gdy izoenzym II schodzi z tej
kolumny przy jej przepiukiwaniu tym samym buforem z gradientem
NaCl, przy stezeniu ok. 0,15 M soli.

Niniejsza praca dotyczy badarh homogennej kwasnej fosfatazy
otrzymanej na podstawie zmodyfikowanej metody I ga ra s h i e go
iHollandera [13]. Szczegélowy opis tej metody oczyszcza-
nia biatka podaje praca [17].
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Cytochrom P-450 z watroby szczura. Cytochrom P-450 jest enzy-
mem utleniajgcym, funkcjonujecym w mikrosomalnym 2Xaricuchu oddecho-
wym wielu zwierzgt i roélin [(18-217]. Jego giéwna rola polega na mo-
dyfikacji mniej polarnych eubstancji w bardziej polarne, czesto
przez dolgczenie atomu tlanu do molekuly. Metoda otrzymywania tego
enzymu polega na ueunigciu frakcji mikrosomalnej z homogenatu wa-
troby szczura, z ktérej na kolumnach chromatograficznych ( DEAE ce-
lulozy, hydroksylepatytu itp.) otrzymuje sie czysty anzym [ 22, 23
W celu stabilizacji enzymu podczas jego oczyszczania dodaje sig do
jego roztworu substratéw: dwufenylometanu ( prébka 4) lub fenantrenu
(préobka £). Przed wykonaniem widm ramanowskich substraty ta sa usu-
niete, a enzym zostaje umieszczony w odpowiednim buforze. Szcze-
gétowe oméwienie tej procedury podaje praca [24].

Pomiary ramanowskie. Spektroskopia ramanowska jest bardzo przy-
datng metoda badania roztwordéw wodnych bialka, gdyz polaryzowalnosdé
wody jast stosunkowo maXa. W zwigzku z tym widma ramanowskie kwad-
nej fosfatazy otrzymang z 3-10% roztwordw enzymu w HZO' umieszczo-
nych w cienkich kapilarach o 4rednicy ok. 1 mm ze szkla pyreksowe-
go. Widma wykonywano na spektrofotometrze ramanowskim Cary 82
sprzezonym z jonowym laserem argonowym firmy Spectra Physics, daja-
cym linie monochromatyczne o diugoéci fali 488 i 514.5 nm. Obie te
linie byly wykorzystywane do otrzymywania widm enzymu z analogicz-
nymi rezultatami. Rozpraszanie ramanowskie bylo mierzone fotopowie~
laczem ustawionym pod katem 90° w stosunku do laserowej wigzanki
wzbudzajacej o mocy 30-~80 mw.

Cytowene W tej pracy widma byly poddane procesowi odcinania tla
fluorescencyjnego. Metoda ta nie ma wpiywu na ksztait widma Ramana
i jest powszechnie stosowana w tego typu badaniach [25].

Rezonansowe widma ramanowskie cytochromu P-450 byly mierzone
na spektrofotometrze Jeol JRS S1 ( prébka 4) oraz na Codergu LR DH
8000 ( prébka #) wyposazonymi w system komputerowy Tracor PDP 1105,
umozliwiajacy odcinanie tta i gromadzenie danych. Prébki 4 o ste-
2eniu ok. 107° M byly wzbudzone jonowym laserem argonowym CR 2 lub
CR 3 ( Coherent Radiation ), promieniowaniem o diugoséci fali 488 1lub
514.,5 nm. Prébki £ o stezeniu ok. 2 x10™2 M nadwietlano laserem
CR 3 przy dlugodci fali 514,5 nm, Rozproszone promieniowanie bada-
no pod katem " wzgledem wigzki wzbudzajacaj o mocy ok. 100 =W.

W celu ograniczenia ryzyka denaturacji prébek uzywano zawsza swie-
zych roztworow o znanej stabilnosci enzymu.
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3. WIDMA RAMANOWSKIE KWASNEJ FOSFATAZY Z WATROBY SZCZURA

widma ramanowskie izoenzymu I 1 II kwadnej fosfatezy z wgtroby
SZCzura W roztworze H0 zostaly przedstawione na rys. 1. Na tym
samym rysunku przedstawiono dla poréwnania widmo wodnego roztworu
lizozymu, bialka prostego. Oba izoenzymy s@ glikoproteidemi, dla-
tego tez réznice miedzy ich widmami a widmem liZzozymu 83 znaczre.
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Rys. 1. Widma ramanowskie wodnych roztworow
a) lizozymu, b) izoenzymu kwasnej fosfatazy II, c) izoenzymu I

wynika to zaréwno z réznego skiadu aminokwasowego obu enzyméw ( np.
kwaéna fosfataza prawie nie ma tryptofanu, ktéry daje silne pasma
w widmie lizozymu), jak tez z obecnosci stabych pasm cukrowych

w widmach glikoproteidéw. Polozenia pasm i ich pochodzon{e zostalo
podane w tab. 1.

Szczegétowe oméwienie obu widm, oraz widm ramanowskich zliofi-
lizowanych izoenzyméw i ich roztworow w 020 podaje praca [26]. wid-
ma ramanowskie izoenzyméw I i II réznia sie miedzy soba, co jest wy-
nikiem réznej budowy obu glikoproteidéw. Oba te izoenzymy posiedaja
silne pasma zwigzane z co najmniej dwome typami konformacji mostkéw
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Tabela 1

Polozenia pasm ramanowskich w widmach roztwordéw wodnych izoen;y-u
I 1 ITI kwadnej fosfatezy z wgtroby szczura i lizozymu w cm

Izoenzym I Izoenzym II Lizozym
1 2 3
458 455
475 C=0 474
506 S-S 505 509 S-S
_ 518
528 S-S 525 527
540 Trp
553 S-S 552
577 Trp
590
624 Phe
601 Amid VI 602
620
633 Tyr 634 645 Tyr
646 C-S 646 661 Cc-S
692 C-S 692 698 C-S
700 718
724 724
763 Trp 750 761 Trp
845 Tyr 840 833 Tyr
836 Tyr
880 Tyr 872 854 Tyr
928 c-C 928 900 Cc-C
933 c-C
960
980
1005 Phe
1012 Trp
1030 Phe
1080 {C—N} 1070 1078 C-N
1104 c-C 1105 } C-N
1150 C-0OH 1138 1128 C-N
1230 Tyr, Phe 1220 1206 Tyr, Phe
1255 Amid III 1210 Amid III
1280 Amid III 1270 1233 Amid III
1247 Amid IIIX
1260 Amid III
1330 Trp 1338 1300
1304 Trp
1385 C-H 1370 1338 Trp, C=H
1435 1428 N-H
1465 C-H2 1462 1448 C-H2
1520 1528 1553 Trp
1582 Trp
1622
1650 Hz0, Amid I 1650 1660 HZD' Amid I
1670
1750 COOH 1735
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siarczkowych w H,0 1 D0 oraz trzema w przypadku bialek zliofilizo-
wanych, Pasma tyrozyny wskazujg na staba oddzialywanie jej reszty
aminokwasowej z rozpuszczalnikiem polarnym. Zmiana rozpuszczalnika
z Hzp na nzo nie powoduje istotnych zmian w strukturze obu izoenzy-
méw.

Oba izoenzymy kwaénej fosfatazy poddano trawieniu neuraminidaza,
enzymem ktéry odcina kwasy sialowe od glikoproteidu., Te aminocukry
znajduja sie na koricach cukrowych glikoproteidéw i decydujg o war-
tosci punktu izoelektrycznego pk” bialka oraz o powinowactwie takie-
go glikoproteidu do kolumny wypeinionej DEAE celulozg., Widma rama-
nowskie roztworéw wodnych obu izoenzyméw kwadnaj fosfatazy po dzia-

taniu neuraminidazy przedstawiono na rys. 2 [27].
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Rys. 2. widma ramanowskie wodnych roztwordw izoenzyméw kwednej fos-
fatazy

a) I po dziataniu neuraminidify - I, b) II po dzislaniu neuramini-
azy - II

Widma roztworéw wodnych tych izoenzyméw w dalszym ciggu wykazu-
ja réznice miedzy soba (rys. 2). Réznice te dotyczg struktury dru-
gorzedowej, w nieznacznym stopniu struktury mostkéw siarczkowych
i wystepuja jeszcze w innych miejscach widm, Réznice te moZna wig-
zaé z wptywem pozostatych cukréw na budowe obu biatek.

Aktywno$é wiadciwa obu izoenzyméw byta po tym traktowaniu po-
dobna do tej. jakg otrzymano dla izoenzyméw z kwasami sialowymi
i wynosila dla obu 18-20 ug min~t mg"i.
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Inkubacja kwasnej fosfatazy w obecnosci enzymu f~galaktozydazy
z watroby wolu (E.C.3.2.1.23) powoduje odcigcie od obu izoenzymdw
znacznaj ilodci cukréw. Enzym ten odcina Zarncuch cukrowy w miejscu,
gdzie znajduje sig galaktoza. Eksparyment (17, 28] przeprowadzono
na izoenzymagch kwasnej fosfatazy otrzymanych z 6-miasiecznych
szczuréw, podczas gdy wczesniej przedstawione wyniki pochodzity
z izoenzyméw szczuréw 4-miesiecznych.

Widma izoenzyméw po dzialtaniu f-galaktozydazy, oznaczonych tu-
taj symbolami I" i II" przedstawia rys. 3. Jednoczesnie na tym sa-
mym rysunku przedstawiono widmo jednego tylko izoenzymu, oznaczo-
nego symbolem I", ktéry otrzymuje sig po calkowitym odgieciu cuk=
réw od obu izoenzyméw, traktujac je np. homogenatem watroby szczura.

1800 1400 1000 400
Acm!

Rys. 3. Widma ramanowskie wodnych roztwordw izoenzyméw kwasnej fos-
fatazy

a) po dzialaniu homogenatem z watroby szczura - 1", b) I po dziala-

niu 8 -galaktozydazy - 1", ¢) II po dziataniu @8 -galaktozydazy - II”

widmo izoenzymu I™ posiada zmienione intensywnosci wielu pasm
ramanowskich w stosunku do widm izoenzyméw zawierajacych skladnik
cukrowy. Struktura mostkow siarczkowych i tyrozyny pozostaje bez
-mian w stosunku do widm izoenzyméw I" i II", chociaz mozna zaob-
serwowac minimalne przesunigcia pasm ramanowskich zwiazanych z ty-
mi drganiami [17]. W tym widmie obserwuje sie niezneczne zmiany
w pasmach zwigzanych ze struktura helikalna i wzrost pasma pocho-
dzgcego od ﬁ-struktury przy 1235 cm'1 i 1680 cm'l.

Najwazniejszym wynikiem tej czesci eksperymentu byio otrzymanie

po inkubacji w homogenacie jednego tylko izoenzymu kwadnej fosfata-

7 — ..Zagadniems biofizyki wspotczesnef, 1. 7
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zy pozbawionego cukréw. Wynik ten sugeruje. e cukry odgrywaja waz-
na role we wtasciwoéciach zwigzanych z heterogennoscig tego enzymu.

Przedstawione w pracy [ 17]] widma podczerwone wszystkich omawia-
nych tu izoenzyméw posiadaja w zakresie 800-1500 cn'1 silne pa-
sma cukroue; dominujace nad pasmem amidu I. W mierg odcinania cuk-
réw od izoenzyméw pasma te zanikaja, by ostatecznie izoenzym I”
cechowal sig widmem bardzo zblizonym do widma podczerwonego biaek
prostych, np. albuminy.

W miare odcinania cukréw od izoenzyméw zauwaeza sie modyfikacje
widm ramanowskich i podczerwonych oraz wzrost podobiernistwa miedzy
oboma izoenzymami,

Innym problemem, badanym na podstawie spektroskopii ramanowskiej
jest zaleznoéé stiruktury izoenzymu I od wieku szczurdéw, z ktérych
ten izoenzym byl otrzymywany [[28, 297]. Widma ramanowskie tego izo-
enzymu ze szczuréw w wieku 4, 6 i 28 miesigcy, przedstawione na
rys. 4, oraz widma podczerwone [29] tego izoenzymu ze szczurdw

28 months
J i ' T : T g 1 T
1800 1400 1000 600
6 months
— v E L T ¥ L —— T -
1800 1400 1000 600
4 months
| L B S S L A — — 1 '
1800 1400 1000 600 z'}.\) (C m—1 )

Rys. 4. Widma remanowskie wodnych roztworow izoenzymu I kwasdnej
fosfatazy otrzymanego ze szczuréw w wieku 4, 6 1 28 miesiecy

w wieku 4, 6, 8, 16 1 28 miesigcy pokazaly zmiennosc jego budowy
w funkcji wieku zwierzecia. Zawartodc cukréw w tym glikoproteidzie
jeet duzas u mlodych szczuréw, maleje W wieku dojrzalym i ponownie
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wzrasta u starych zwierzat. Zmiany te s@ odwrotnie proporcjonalne
do zmiany aktywnoéci wlasciwej enzymu, ktéra osigga maksimum dla
szczuréw 6-miesiecznych, dla ktérych zawartosc cukréw w izoenzymie
jest najmniejsza. Obserwowane w widmech ramanowskich zmiany struk-
tury tego izoenzymu s3 najprewdopodobniej wynikiem modyfikacji
gléwnego laficucha bialtka zwigzanej z rézna zawartoscia cukréw w tym
glikoproteidzie w funkcji wieku.

Zwiazek aktywnosci wlasciwe]j obu izoenzymdw kwasne] fosfatazy
z watroby szczure, tych natywnych ze szczuréw w réznym wieku, jak
i poddanych modyfikacjom biochemicznym, z procentowg zawartoscia
cukréw przedstawia rys. 5. Procentowa zawartosc cukrow jest tu po-
dana na podstawie wzoru, wyzZnaczonego na podstawie widm podczerwo-
nych albuminy z rézna mieszanina cukréw jako standardéw [ 30]. Z te-
go wykresu wynika, ze w mierg odcinania od izoenzymu cukréw jego
sktywnoéc wlasciwa rosnie. Warto tu zaznaczy¢, e obserwowano row-
niez wzrost labilnosci bialka zewierajacego mniejsze zawartosci
skiadnika cukrowego.
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Rys. 5. Zaleznoéé aktywnoéci wiasciwej 4 w umol min=1 mg=1 1zoenzy-
méw kwasnej fosfatazy od procantowej zawartosci W cukréw w tych
glikoproteidach
O~ izoenzym 1™, A - izoenzymy I i II", OO0 - izoenzymy I'i II. Po=-
zostate dane dotyczg izoehzymu I ztrZymanego ze SZCzZUurdw w roznym
wieku
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Na rys, 6 przedstawiono zeleznos$¢ stosunku pasma ramanowskiego
lezacego przy ok, 1150 cm'i. zwigzanego z drgeniemi grup cukrowych
typu ~C-0OH. rozciggajacego sie¢ do pasma standardowego przy ok.
1460 cn~t ( drgania deformacyjne grup CH,) dla izoenzyméw o réznych
zawartosciach cukréw. Jak widac, stosunek obu tych pasm maleje wraz
z obnizaniem si¢ zewartosci cukréw w glikoproteidzie.
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Rys. 6. Zaleznosc stosunku . pasma ramanowskiego przy 1150 cm'i do
pasma przy 1460 cm~! od zawartosci procentowej W cukréw w gliko-
proteidach kwasnej fosfatazy
Oznaczenie analogiczne jeak na rys. 5; @~ wartosc tego stosunku
dla biatka prostago lizozymu

Widma ramanowskie byly wykorzystane do badania zaleznoéci wie-
kowych bialek takze przez innych autoréw. E 8 s t i in, [31] ba-
dali wzgledna koncentracje grup S-S i -SH w jadrach soczewek szczu-
réw w wieku 28 dni i 7 miesiecy. Pordwnanie tych widm pokazalo, ze
dla starszych szczurdw wystepowalo w badanej prébce mniej grup =-SH,
a8 wiecaj grup S-S, Podobne badania sa prowadzone dla arylosulfata-
zy B z wetroby szczura (Proniewicz, Twardowski),

Osobnym, bardzo zlozonym zagadnieniem jest badanie widm rama-
nowskich biatek krystalicznych lub zliofilizowanych., Poréwnanie ta-
kich widm z widmami roztworéw bisktek pokazuje jak daleko liofiliza-
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cja moze zmieniac¢ strukture tych biatek. Na rys. 7 przedstawiono
kilka przykladéw takich widm ramanowskich bialek prostych oraz dla
poréwnania widma izoenzymu I’(izoenzymu kwaénej fosfatazy I po

dziataniu neuraminidazy) po zliofilizowaniu. Interpretacja najwaz-
niejszych pasm zostala podena w tab. 2. widma bislek prostach, wy-

— — .
Rys.7 Widma ramanowekie krystalicznych biakek .prostych

a) trypsyna, b) lizozym, c) & -chymotrypsynogen, A, d) owoalbumi-
na, e) 8 -laktoglobulina, f) pepsyna

konanych na spektrofotometrze Cary 82 w podobnych warunkach w ja-
kich byta badana kwasna fosfataza, wykazula ogélne podobiefietwa
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Tabela &

Pasma remanowskie niektérych biaiek pﬁrstych ( potozenia pasm poda-
no w cm-!

Pochodzenie 1 > 7 4 5 6 >
pasma
436 450
S=5 511 511 510 505
S=5 542
565 572
622 622 622 622 622
TYyr 643 644 642 645 645
C=S 687 697
730
Trp 760 761 762 763 760 759 760
Tyr 828 829 | 829
TYr 855 | 860 854 | 852
Trp 880 879 882 878 880
C=C 900 902 902 903 898
C=C 940 960 360 955
C-C 974 978 987 a78 986
Trp. Phe 1003 1007 1013 1020 1004 1005 1009
Phe 1080
C=N 1102
C=N 1127 1128 1130 1125 1128 1130
. 1150
TYr 1175 1173 | 1178
Tyr., Phe 1242 1210 1208
Amid IIIX 1242 1250 1255 1270 1240 1250 1282
1315 1297 1320
Trp 1342 1340 1340 1342 1335 1340 1335
1380 1382 1383 1400 1405
CH 1450 1450 1450 1455 1450 1450 1450
Trp 1555 1553 1555 1555 1552 1552 1552
Trp 1583 1581 1580 1588
1605 1619 1618 1616 1618 1618
Hzﬂ, Amid I 1670 1669 1665 1650 1655 1670 1670

1 - ovoslbumina krystaliczna, 2 -tx—chynotrypsyno%an A krysta-
liczny, 3 - lizozym krystaliczny, 4 - wodny roztwér izozymu, 5 -
B -laktoglobulina, 6 - pepsyna, 7 - trypsyna.

miedzy soba. Réznia sie jednak z oméwionych uprzednio powodow od
widm glikoproteidu kwasnej fosfatezy. Podobna sytuacje obserwuje
eie dla innego glikoproteidu - arylosulfatezy z watroby szczura
(32, 33].

Innym przykladam zastosowasnia spektroskopii ramanowskie] do ba-
dania kwasnej fosfatazy bylo wykonanie widm Ramane i rezonansowych
Ramana dla p-nitrofenolu (produkt reakcji enzymatycznej kwasnej fo-
sfatazy ) oddziatujacego z centrum aktywnym tego enzymu [34]. Bada-
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nia te wykazaly wystepowanie ok. 2 centréw aktywnych w makroczas-
teczce enzymu oraz zaproponowano hipotetyczny model oddzialywanie
p-nitrofenolu z histydyna w centrum aktywnym enzymu.

4. REZONANSOWE WIDMA RAMANOWSKIE CYTOCHROMU P~-450

Rezonansowe widma ramanowskie hemoproteiddéw otrzymuje sie z se-
lektywnym podwyZszeniem intensywnosci pasm pochodzacych od moleku-
larnych drgan oscylacyjnych zwigzanych z ich grupa prostetyczna,
jaka jest w tym przypadku ukihd porfirynowy [11, 35, 36]. Widma RR
cytochromu P-450 sa podobne do wielu innych widm hemoproteidéw
i zostaly przedstawione na rys. 8. Na tym rysunku przedstawiono
takze widmo RR ferrycytochromu C [37]. W zakresie 1300-1700 cm
obserwuje sie charakterystyczne pesma ramanowskie tych enzyméw. Sa
one zwiazane ze stanem utlenienia i stenem spinowym centralnego ato-
mu *elaze w hemie. Interpretacja tych pasm, zaproponowana przez
Spiro [38], pozwala okreslié zwigzek pasm przy 1500. 1580

1

T J LI

1600 1500 1400 1300
Acm
Rys. 8. Rezonansowe widma ramanowskie cytocnromu P=450

8) prébka A - wzbudzanie promieniowaniem o diugosci fali 488 nm,
b) prébka B - 514,5 nm, c) ferrocytochromu C - 514,5 nm
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i 1620 cm™t ze stanem spinowym Zzelaza oraz wiaze poloZenie pasma

przy ok. 1360 cn™l ze stanem Jego utlenienia. Wszystkie te pasms
wystepujg dla widma RR cytochromu P-450 z frakcji mikrosomalne}

Tabela 3

Potozenie rezonansowych pasm ramanowskich cytochromow (:w cm"l)

Cytochrom P=-450
Ferrocytochrom C
prébke A prébka B Opis
(wzbgfz&gi:m%inia (wzbudzanie linia (wzbudzanie linia stanu
. 488 nm) 514.,5 nm)
1316 s 1310 w 1313 w
1340 w 1341 w
1368 s OSM
1373 e 1370 s 1370 s OsM
1409 s 1401 w 1400 w
1443 w 1448 m 1443 w SSM
1489 s x 1484 m SSM
1504 s 1501 m 1505 s x SSM
1520 w
1563 s 1552 w 1543 w
1585 s 1578 s x 1580 s x SSM
1602 s 1602 w
1628 m
1637 s 1638 s 1634 m SSM
1648 w 1646 w

8 - silny, m - éredni, w - siaby, OSM - pasmo opisujace stan
utlenienia, SSM - pasmo opisujace stan spinowy, x - pasma opisujace
stan wysokospinowy.

watroby szczura, W tab. 3 podano potozenia tych pasm wraz z inter=-
pretacja stanéw spinowych i utlenienia [38]. Dominujgacym pasmem wid-
ma RR cytochromu P-450 z frakcji mikrosomalnej watroby szczura jest
paemo przy 1370 cm'l. ktérego polozenie odzwierciedla stan utlenie-
nia tego enzymu. Polozenie tego pasma jest zwiazane ze stopniem utle-
nienia ( Fe III ) hemoproteidéw i ulega przesunieciu dla stanu (Fe II)
do nizszaj czestotliwosci przy ok. 1350 cm"l. Czasami obserwuje sie
takze rozszczepienie tego pasma, np. dla prébki 4. Takie rozszcze=-
pienia dla stanu utlenionego moZe byc przypisane zardwno wysokospi-
nowym drganiom (1368 cm'i) jak i niskoepinowym (1370 cm"'i)[sg]. Widmo
prébki A wykazuje wysokospinowy charakter, ktéry jest zwigzany

z peemami przy 1448 1 1578 cm'i. W niskospinowym ferro-hemoprotei=-
dzie, pasma te sa przesuniete do wyZszych czestotliwosci. Taki cha-
rakter widma demonstruje prébka 5 posiadajgce w widmie .niespinowe”
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pasmo przy 1370 cn~ oraz silne pasmo przy 1505 cm'l (ktére jJest
przesuniete dla stanu wysokospinowego prébki 4 do 1489
i 1490 cm™ 1),

Obecnoéé czeséciowo zdenaturowanego cytochromu P-450 (tzw, cyto-
chromu P-420) jest manifestowana w widmie przez slabe pasmo przy

1520 cm™t w prébce A i zlozony charakter szerokiego pasma przy

1630 cm™ 1,

Z polozerh gléwnych pasm widm RR hemoproteidéw mozna takze okre-
§1i¢ warunki stereochemiczne i koordynacyjne hemu. Poréwnanie polo-
2eh pasm dla stanu utlenionego daje jakosciowg informacje o mozli-
woséci malych réznic w budowie pierscienia porfirynowego dla rdéznego
pochodzenia cytochromu P-450 ( np. 1370, 1368 cm'l - watroby szczu-
re: 1371, 1372 cm~1 - krélika [40]: 1372, 1368 cm™ - - Pseudomonas
putida [39 ] .

Pokazeno, ze istnieje liniowa zaleznosc¢ miedzy czestotliwoscia
pasm zwigzanych ze stanem spinowym 1 wymiarami pierscienia porfiry=-
nowego [41, 427]. Na podstawie polozer tych pasm moze byé okreslona
liczbe koordynacyjna centralnego atomu zelaza w hemie w stanie wy-
sokospinowym hemoproteidu. Taka metoda zostala réwniez zastosowana
do badania -cytochromu P-450 [43]. W oparciu o réwnanie Vv = KA - kd
[42, 44], gdzie v jest czestotliwoécia polozenia pasma przy ok.
1490-1500 cm~ Y, K réwna sig 375,5 em~1/ A oraz A réwna sie 6,004,
a d jest badana odlegtoscia (; -N ((; - atom centralny ) wyliczono
odlegtoséci od centrum ukladu porfirynowego do atoméw azotu pierscie-
n1 pirolowych @Q -N) - rys. 9. Dla pasma ramanowskiego przy ok.
1580 cm"l state ki A meja wartosci odpowiednio 555,5 cm'j//{_i 4,84

Rys. 9. Schemet budowy hemu cytochromu P-450 uwzgledniajacy stan nis-

kospinowy - &, oraz wysokospinowy = b. W przypadku (a) liczba koordy-

nacyjna atomu centralnego wynosi 6, 8 w przypadku (b) rowna sieg 5

0, N, S - atomy tlenu, azotu, siarki; Cy -N = odleglos$¢ etomu central-
nego od atoméw azotu



106 Jacek Twardowski, Pavel Anzenbacher, Zbigniew Grelak

Dla prébki A odleglosci (; = N byly obliczone w oparciu o pasma
przy 1489 i 1578 em~1 3 wynosity 2,04 i 2,02 A oraz dla prébki 8
(dla pasm przy 1505 i 1580 cm“i) wynosilty 2,00 i 2,01 4.

Podane tu wyniki pozoetaja w dobrej zgodnosci z danymi uzyska-
nymi metoda dyfrakcji promieni rentgenowskich [45] dla niskospino-
wego cytochromu P-450 ( probka £) z krélika, ktdére wynoszg 2,00 4.

wyniki uzyskane dla wysokospinowej formy cytochromu pokazuja
powiekszanie sie pierécienia porfirynowego, podobnie jek dla in-
nych wysokospinowych stanéw heméw. Otrzymane wartosci sg zgodne
z obliczeniami modelowymi [46]. Dokladnoéé pomiaréw ramenowskich
wynoszaca £2 em™ 1 w tym przypadku daje blad ustalenia odleglosci
atoméw (x~N Wynoszacy + 0,004 4,

Tabelas 4

PoloZenia pasm w widmie RR réznych wysokospinowych hembéw zewiera-
jgcych %2elazo w cm~! i liczba koordynacyjna atomu centralnego

Fe III
Zwiagzek Pasma ramanowskie w cm™ .| Liczba koordynacyjna
Chlorhemin 1495 1572 - 5
HRP 1500 1575 5
Cytochrom C 1500 1578 5
(Me, S0), Fe (OEP) 1481 1563 6
Fluoro-HRP 1482 1555 6
Aquome tHb 1482 1562 6
Cytochrom P-450 1489 1578 5

i

HRP - natywna "horseradish” peroksydaza.-aquome tHb -~ uwodnio-
na methemoglobina, (Me,S0J, Fe(OEP) - bis ( dwumetylo-sulfotlenek )
oktaetyloporfinat Fe III. Liczba koordynacyjna wyliczona wg [44].

Najnowsze dane uzyskane w oparciu o widma RR wysokospinowych
hemoproteidéw zelaza daja liczbe koordynacyjna centralnego atomu
zelaza, wynosi ona 5-6 w zaleznosci od natury ligantdw. PoloZenie
pasm ramanowskich dla wyze] oméwionych stanéw spinowych 1i-odpo-
wiednie liczby koordynacyine sa podane w tab. 4 [44]. zZ poréwna-
nia potozeri pasm ramanowskich cytochromu P-450 i innych zwlgzkéw
mozna ustalic prawdopodobieristwo otrzymanie liczby koordynacyjnej
5 w wysokospinowej odmianie cytochromu P-450. Takie stwierdzenie
jest wazne dla wyjasnienia molekularnego mechanizmu funkcjonowa=
nia cytochromu P-450.

Maszynopis wpiynal do Redakcji 12 v 1980
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RAMAN AND RESONANCE RAMAN STUDIES OF ACID PHOSPHATASE
AND CYTOCHROME P=-450 FROM RAT LIVER

Summary

The Reman spectra of acid phosphatase isoenzymes I and II from
rat liver and resonance Raman spectra of cytochrome P-450 from rat
liver are reported. The rasults present the differences be tween
both the enzymes and the changes in the isoenzyme I carbohydrate
amount with the age. Some Raman spectra of proteins are presented
and the structure of cytochrome P-450 heme is studied.
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