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1. Uvod

Stfedem z4jmu bioanorganické chemie jsou prede-
v§im ionty kovi, jejich vlastnosti a funkce v Zivé hmotg.
Funkce kovt jsou pfitom velmi rozmanité. Mohou napfi-
klad slouzit jako receptory v signalnich drahach bungk',
jako prenaseci elektronti v dychacim nebo fotosyntetickém
fetézci®, jako katalyzatory vysoce energeticky naroénych
reakei (napf. pfeména vzdu$ného dusiku na cpavek
v nitrogenase®, oxidace vody na kyslik ve fotosystému II
(cit.*), oxidace methanu na methanol v methan monooxy-
genase”) apod. Pochopeni téchto procesti nejen ohromné
obohacuje nase poznani prirodnich déju, ale je i zakladnim
predpokladem pro zdarnou pfipravu novych latek a materi-
ala, které budou vysoce funk¢ni a Setrné k Zivotnimu pro-
stfedi.

Odhaduje se, ze téméi kazda treti bilkovina (z nichz
vétsina slouzi jako enzymy) obsahuje ionty kovi, které
jsou esencialni pro jeji funkci®. Podle po&tu atomi kovu
v aktivnim misté pak mluvime o metaloproteinech s mono-,
di-, tri- poly-nuklearnimi centry. Neni piekvapivé, Ze ne-
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malo chorob ma pfimou souvislost s funkéni poruchou
metaloproteinovych komplext (napi. fenylketonurie’, arte-
roskleréza®, neurodegenerativni poruchy® ' atd.).

Vedle iontli kovl s jednim stadlym oxidacnim cislem
(napt. Na, K, Mg, Ca, Zn) se v biologickych strukturach
velmi Casto uplatiuji ionty piechodnych kovi (tj. Fe, Cu,
Mn, Ni, Co, V, Mo), které mohou ménit v priibéhu reakce
oxidacni Ci spinovy stav a které diky své strukturni a elek-
tronové rozmanitosti dokazi zajistit celou plejadu bioche-
mickych (redukcné-oxidacnich redoxnich) pfemeén.

4

Obecné plati, Ze alfou a omegou ve studiu (metalo)
enzymu je pochopeni jejich reakénich mechanismt a fak-
torti ovliviiyjicich jejich reakéni selektivitu a/nebo substra-
tovou specifitu. Je celd fada obort, které se pfi tomto sna-
zeni uplatiuji a doplnuji: biochemie, krystalografie, che-
mickd syntéza, spektroskopie, elektrochemie a fyzikalni
(kvantova) chemie.

Znalost struktur umoziiuje prvotni zasadni nahled do
katalytickych vlastnosti (metalo)enzymid. Hlavni ulohu
hraje stale jesté krystalografie (rentgenostrukturni analy-
za), jejiz pouziti je vSak omezené na enzymy v klidovém
stavu (napf. pfi absenci substratu) nebo na enzymy pfipra-
vené s neprirozenymi substraty, kovy (napf. Ga misto Fe),
¢i ligandy (napt. NO misto O,). Metaloenzym ovsem pro-
chazi v pribéhu katalyzované reakce metastabilnimi stavy
(intermediaty), které jsou krystalografim pro svou reakti-
vitu a efemérnost vétsSinou nedostupné. Pro vyfeseni geo-
metrickych struktur aktivnich center enzymovych interme-
diatt je tudiz nezbytné pouziti riznych spektroskopickych
metod v kombinaci s kvantovou chemii. Pfes veSkery arze-
nal, kterym disponuje bioanorganickd spektroskopie
a ktery pokryva neobycejné rozsdhlou oblast fotonovych
energii (od radiovych vin po zafeni vy, tj. napt. od nuklearni
magnetické rezonance po Mdssbauerovu spektroskopii), je
jen malo technik vhodnych k pfimocarému a jednoznacné-
mu definovani geometrické struktury aktivniho centra
intermediatu. Jednou z maéla takovych metod je jaderna
rezonanc¢ni vibracni spektroskopie (angl. nuclear resonan-
ce vibrational spectroscopy, NRVS), kterd selektivné
»mapuje“ pohyb iontu/iontidl Zeleza, jenz je v pfimém vzta-
hu ke geometrii aktivniho centra metaloenzymu.

2. Fyzikalni principy NRVS spektroskopie

NRVS spada do kategorie spektroskopii, které pracuji
s fotony o extrémné vysokych energiich (zafeni y). Zaklad-
nim fyzikalnim jevem spjatym s touto metodou (stejné
jako s Mossbauerovou spektroskopii — MoS) je jaderna
excitace nuklidu *’Fe, coz odpovida ptechodu mezi zaklad-
nim a prvnim jadernym spinovym stavem o energii
~14.,4 keV. Nutno dodat, e jadro *’Fe ma v tomto prvnim
excitovaném stavu kvadrupdlovy moment, diky kterému
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(v dusledku jeho interakce s okolnim, nesoumérné rozloze-
nym elektrickym nébojem) se tento excitovany stav $t&pi
na dvé hladiny (obvykle do ~200 neV). To se v M48S pro-
jevi dubletem jadernych pfechodl. Vyznam MGoS
v chemickych védach pravé plyne z této skutecnosti, tedy
Ze energie a roz§té€peni tohoto dubletu jsou ovlivnény che-
mickym prostfedim, coz reflektuje elektronovy (oxidacni
a spinovy) stavu iontu a povahu ligandového pole. V pfi-
padé NRVS jsou spolu s jadernou rezonanci pozorovany
také vyrazné slabsi pasy. Energie téchto past odpovidaji
energii jaderného prechodu navySenou (nebo snizenou)
o energetické rozdily téch molekulovych vibracnich stavi,
ve kterych ma atom Fe nenulovou amplitudu kmitu.
NRYVS tak predstavuje citlivou sondu detegujici vyhradné
vibraéni moédy reaktivniho centra, coz je dale mozné
v soucinnosti s vypocty kvantové chemie vyuzit k rekon-
strukci jeho geometrické struktury. Zasadni vyhodou ve
srovnani s optickymi metodami detekujicimi molekuldrni
vibrace (tj. rezonan¢ni Ramanovy a infracervené spektros-
kopie) je tedy fakt, ze nedochézi k interferencim se zbyt-
kem bilkoviny a rozpoustédla, které by znemoznily méfeni
nebo analyzu spekter.

Vyznamny rozvoj a $irSi uziti NRVS pfislo vSak az
s pocatkem prvni dekady 21. stoleti spolu s rozvojem
a zdokonalenim synchrotronového zafizeni. Na t&chto
zafizenich je totizZ mozné pripravit velmi kratké a intenziv-
ni pulsy vysoce monochromatického zafeni y a ladit ener-
gii fotond s rozligenim pouhého ~1 meV (~8 cm™"). Takto
vysoké rozliSeni je pfitom zésadni pro méfeni jednotlivych
jadernych rezonancnich vibra¢nich (NRV) prechodi. Za-
roven vysoka intenzita zafeni (= pocet fotoni dopadajici
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na jednotku plochy za jednotku Casu) je nutna pro realizaci
tohoto velmi neefektivniho dé&je. Je fascinujici, Zze
k detekci vibracnich prechodl o energii do ~125 meV (do
~1000 cm ') se pracuje s fotony nesoucimi 10°~10° krat
vyssi energii (14,4 keV).

Experimentalni provedeni je schematicky uvedeno na
obr. 1. Jednotlivé shluky elektroni z obéhového prstence
synchrotronu  prolétnou témeéf svételnou rychlosti
strukturou periodicky se stfidajicich magnetd tzv. un-
dularorem, pficemz vyzafi fotony s energiemi v rozmezi
Sest az nekolik stovek keV. Ty nasledné prochazi sousta-
vou monochromatort, které¢ postupné filtruji fotony o po-
7adované energii (s rozptylem on&ch zminénych ~8 cm™).
Takto ,,Cisty* svazek nakonec vstoupi do vzorku. Ve smé-
ru kolmém na tento paprsek je umistén detektor. Ten se
otevie s ¢asovym zpozdénim ~100 ns oproti vstupujicimu
svazku, coz zajistuje odde€leni slabého NRV signalu od
»okamzitého* rozptylu zptisobeného interakci s elektrono-
vymi obaly (<10~ ns). Trik s ¢asové kontrolovanym méfe-
nim je proveditelny diky dob¢ zZivota prvniho excitovaného
jaderného stavu (140 ns), ktera je velmi dlouha vzhledem
k rychlosti elektronovych d€ji. Slusi se podotknout, Ze
relaxace excitovaného stavu je komplexni proces. Excito-
vané jadro *'Fe pii relaxaci do zakladniho stavu vypudi
elektron z vnitiniho atomového orbitalu 1s, pfi¢emZ vznik-
la vakance je okamzit¢ zaplnéna elektronem z atomového
orbitalu 2p. Vyzaii se pti tom foton o energii 6,4 keV (tzv.
Ko fluorescence). Pravé tyto fluorescencéni fotony jsou
detektorem zaznamendny, ¢imz je registrovano, Ze doSlo
k absorbci kvanta energie, které bylo do vzorku vyslano.
Na obr. 2 vlevo je pro ilustraci zndzornén signal pozorova-
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Obr. 1. Schéma experimentalniho zaFizeni pro méfeni jadernych rezonanénich vibraénich spekter
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ny na detektoru, z néhoz je patrna jista paralela s Ramano-
vou spektroskopii: vedle dominantniho (elastického) piku
se objevuji po jeho obou stranach také fadové slabsi sate-
litni (neelastické) péasy spojené navic s vyzafenim nebo
pohlcenim vibrac¢nich kvant.

Z naméfenych dat 1ze pomoci matematického aparatu
(s pouzitim programu PHOENIX)' extrahovat samotné
NRVS spektrum, tj. ¢asteCnou hustotu vibracnich stavii
(PVDOS) vynesenou proti energii (E) vibrac¢nich kvant
(viz obr. 2 vpravo). Zvidavy ¢tenai miize nalézt dalsi po-
drobnosti v Sturhahnové praci'. Caste¢na hustota vibraé-
nich stavlt PVDOS(v') (slovo ,,Caste¢nd” poukazuje na ty
vibraéni moédy, jez zahrnuji pohyb *'Fe) je definovéana
takto:

PVYDOS =Y e}, L( -7,) (1)

kde sc¢itame pres vSechny vibracni mody a e, predstavuje
tzv. faktor médového slozeni (angl. mode composition
factor), ktery lze chapat jako frakci energie vibracni-
ho médu a pripadajici atomu & s hmotnosti m; a amplitu-
dou kmitu 7y (v naSem piipadé k =Fe):

N

2 2 2
e, =M, ijrj

J

)

zatimco L(V =V,) je tvar spektralniho pasu daného médu
a. Dodejme, ze pro ndhodné orientované vzorky jsou
spektra normalizovana:

[ PYDOS([7 )7 =3 3)

;—'> Ciste jadérné rezonance (ellastickly pik)l

Extrakce
NRVS spektra

‘odecteni elastického piku’_
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3. Kvantovéchemické vypoéty NRVS spekter

Rovnice (/) a (2) predstavuji také ,,sty¢nou plochu®
mezi experimentalnimi spektry a teoretickymi vypocty.
Takové vypoéty je mozné provést metodami kvantové
chemie, nejcastéji metodami teorie funkciondlu hustoty
(angl. density functional theory, DFT). Teoreticky postup
pri vypoctu spekter je pak ve strucnosti tento: Nejprve se
vhodnou metodou DFT optimalizuje geometrie strukturni-
ho modelu (odhlédnéme na okamzik, jak takovy model
pripravime), coz znamena minimalizaci jeho potencialni
energie v dimenzi s 3N—6 stupni volnosti (N — pocet atomil
v molekule). K vypocétu vibraénich pohybti molekuly se
vychéazi z priblizeni, ze funkce potenciadlni energic ma
v blizkosti svého minima povahu mnohorozmérné parabo-
ly (tzv. harmonicka aproximace). Nasledn¢ se tedy sesta-
vi matice hmotnostn€ vazenych druhych derivaci potenci-
alni energie podle kartézskych soutadnic atomu, tzv. hessi-
an, ktery je dale diagonalizovan transforma¢ni matici. Tato
transformacni matice zprostiedkovava vztah mezi vnitini-
mi a kartézskymi soufadnicemi. Resenim uvedeného po-
stupu jsou nakonec tzv. normalni vibraéni mody (jakasi
baze internich molekulovych pohybl) a frekvence jejich
kmitl. Pro tyto mody je uz jednoduché urcit veli¢inu e,
podle (2), coz vede podle rovnice (/) a normalizacni pod-
minky (3) k vypoétenym spektriim NRVS. Clen L(V —V,)
z (I) se uvazuje jako Gaussova funkce (obvykle
s polositkou 15 cm ™).

4. Struktura reaktivniho intermediitu halogenasy

Nyni jsme konecné vybaveni prostiedky, s nimiz mu-
zeme vyrazit do terénu bioanorganické chemie a studovat
komplexni struktury s centry Fe. Jako piiklad si uvedeme
feSeni struktury aktivniho mista vysoce reaktivniho inter-
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Obr. 2. Méi'ena hruba data a extrakce NRVS spektra
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mediatu syringomycin halogenasy (enzym zkracené zvany
SyrB2). Tato prace, na které se velkou mérou podilel autor
tohoto ¢lanku, byla provedena pod vedenim prof. Solomo-
na na Stanfordové université'*. Metaloenzym SyrB2, jako
soucast biochemické cesty pro syntézu fytotoxinu syrin-
gomycinu, prispiva k této syntéze tim, ze za ptitomnosti
chloridovych iontd a kofaktoru a-ketoglutaratu aktivuje
molekulu kysliku (O,), coz nasledné vede ke chloraci me-
thylové skupiny postranniho fetézce aminokyseliny —
L-treoninu'’. Vedle toho byla identifikovana aminokyseli-
na L-norvalin, kterou enzym SyrB2 hydroxyluje misto
toho, aby ji halogenoval'®. SyrB2 proto pouta pozornost
hned z nékolika divodi. Za prvé je to jeho schopnost pro-
vadét substituci na alifatickém fetézci (pfeména —CH; na —
CH,Cl). Za druhé je to dualni reaktivita tohoto enzymu
(tvorba —CH,CI vs. -CH,OH). V prvém ptipad¢ to ziejmeé
znamena, ze reakéni cesta (koordinata) tohoto enzymu
prochézi vysoce reaktivnim intermedidtem, schopnym
$tépit inertni vazbu C—H (disociacni energie vazby C-H
v L-treoninu  je piiblizngé 390 kI mol™').  Vzhledem
k predpokladu, Ze trhani této vazby je krokem urcujicim
rychlost celkové reakce, je mozné z kinetickych méfeni
urit energetickou bariéru pro tento krok (tj. ~80 kJ mol™)

2
a 3 2 1 NRVS
15 Data

—— SyrB2-Ql ,'?
1 /
A A
oo [t f\
e\
b “/“
¢ DFT
E15 swenae Simulace
.
o oo D V
8 1 Hisyyg
;) \.kH' A
8 18235
o . /\
i DFT
15 0 90 Simulace
C\/E’;‘ris e X
1 )
“Hls235
0 100 200 300 400 500
E/cm1

Obr. 3. Zméiena NRVS spektra reaktivniho intermediatu
halogenasy SyrB2 s chloridovym ¢i bromidovym ligandem (a)
spolu s vypoc¢tenymi spektry pro strukturni model A (b) a B
(c). Upraveno z cit.
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(cit."®) a porovnat s energetikou kvantov&chemicky navr-
zeného mechanismu. K tomu je vSak zapotfebi znalost
vychozi struktury — intermediatu.

Aby bylo mozné takovy nestaly intermediat charakte-
rizovat pomoci NRVS, je tieba se nejprve vyporadat s jeho
ptipravou. V prvni fadé je tieba pfipravit metaloenzym
s pomérné vzacnym isotopem *'Fe (pouze ten je pouzitel-
ny v NRVS i v M6S). Dale je nutné vyfesit problém nizké
rozpustnosti molekulového kysliku v roztoku, coz limituje
moznost dosazeni vysSich koncentraci (,,0,-depen-
dentniho®) intermediatu. Pro tento ucel byla vyvinuta ele-
gantni technika, pfi niZ se pouzivd metaloenzym nazvany
ClO, dismutasa, ktery generuje O, z chloritanu pfimo
insitu'’. S jeho pomoci lze velmi rychle piesytit roztok
molekulovym kyslikem, a doséhnout tak vysokych kon-
centraci, tj. az ~10 mM (pftiblizn¢ desetkrat vic nez kon-
ven¢nimi metodami). Navic tuto metodu je snadné kombi-
novat s metodou rychlého zmrazeni (angl. rapid freeze
quench, RFQ), diky které lze zastavit reakci v je-
jim pribéhu. Aby se zvySila Sance na zastaveni reakce
v moment¢, kdy se utvaii pozadovany intermediat, pfistu-
puje se navic k zaméné nativniho substratu za jeho inertni
analog (v pfipadé SyrB2 se misto L-treoninu pouzil
L-cyklopropanglycin). Tim se vznikajici intermediat stabi-
lizuje, a tak se prodluzuje jeho doba zivota a zaroven na-
vySuje jeho koncentrace. Vzorek s takto zachycenym in-
termediatem je jesté pfed samotnym NRVS méfenim po-
droben analyze Mossbauerovou spektroskopii, kterou se
oveéfuje Cistota vzorku (tj. kolik procent z celkové koncen-
trace Fe pripadd na oxidacni stavy IV, III a II; pticemz
oxidacni stav Fe'" diagnostikuje pfitomnost intermediétu).

NRVS spektra intermediatu halogenasy SyrB2 zachy-
ceného s chloridovym a bromidovym ligandem (znaceno
jako SyrB2-Cl a SyrB2-Br) byla métena na dvou zatize-
nich: v Japonsku (Spring-8) a USA (APS)'. Z obr. 3a je
hned patrné, ze spektra maji bohatou strukturu. Vedle tii
vyraznych past (oznacenych 1, 2 a 3 v obr. 3a) jsou také
o¢ividné zmény v intenzitach a energiich téchto pastu pii
zamén¢ chloridu za bromid. Tyto charakteristiky jsou pfi-
tom velmi citlivé na geometrické uspofadani reaktivniho
centra Fe, jak je ostatné naznaceno na obr. 3b,c. Zatimco
vypodtené NRVS spektrum pro strukturu A (s iontem Fe'"
majicim koordina¢ni sféru uspotfadanou do trigonalni bipy-
ramidy) reprodukuje vSechny tyto podstatné charakteristi-
ky, struktura B s oktaedralnim ligandovym polem je zcela
nevyhovujici. Analyza teoretickych modelti (nejen struktur
A a B) a porovnani jejich spekter s experimentalnimi spek-
try je podrobné rozebrana v cit."*. Tyto modely byly sesta-
veny na zakladé krystalové struktury metaloenzymu
v klidovém stavu pii absenci substratu'®, ktera je vychozim
bodem pro kvantovéchemické (DFT) modelovani aktivace
O, vedouci na intermediat s reaktivni skupinou FeW=O,
schopnou dale stépit vazby C—H. Ze vSech modell inter-
mediatu obstala pfi srovnani NRVS spekter pravé struktura
A z obr. 3. Z analyzy této struktury vyplyva podstatné
zjisténi, ze v aktivnim misté intermediatu je vazba C-H
orientovana kolmo k roving O=Fe""—CI". To se totiZ jevi
jako zasadni pfedpoklad pro halogenaci, ktera nasleduje po
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ataku na tuto vazbu skupinou Fe'Y=0 (cit.'). Struktura A
je pak velmi dilezitym milnikem pro uplné pochopeni
katalytického cyklu a reakéni selektivity enzymu SyrB2 —
halogenace vs. hydroxylace. Nasledné modelovani meto-
dami kvantové chemie pak podava Gplny obrazek o celém
reakénim (katalytickém) cyklu SyrB2, tedy vhled do role
a funkce jednoho ze zastupci pomérné pocetné rodiny
mononukledrnich nehemovych metaloenzymti s iontem
zeleza v aktivnim misté (mononuclear non-heme iron en-
zymes).

5. Zavér

V tomto bod€ nase povidani o SyrB2 pferusime, ne-
bot’ naSim cilem bylo zejména pfiblizit ¢tenafi pomérné
novou spektroskopickou metodu, sezndmit jej s jejimi
principy a upozornit na jeji rostouci vyznam a uplatnéni
v bioanorganické chemii a metaloenzymologii, jak je do-
kumentovano na ptikladu reaktivniho intermediatu syrin-
gomycin halogenasy.
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M. Srnec (J. Heyrovsky Institute of Physical Chemis-
try, Academy of Sciences of the Czech Republic): Nuclear
Resonance Vibrational Spectroscopy and Its Applica-
tions in Bioinorganic Chemistry

In this article, the nuclear resonance vibrational spec-
troscopy (NRVS) is reviewed. This includes its principles
and applications in bioinorganic chemistry and metalloen-
zymology. The NRVS technique is very appealing for its
power to probe selectively vibrational modes associated
with the Fe centers that allows one to define unambiguous-
ly geometric structures of such sites. This has been demon-
strated on one example of the NRVS application — the
recent determination of the highly reactive intermediate of
the halogenase SyrB2.



