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1. Introducere

Cobalamina (Figura 1) este una dintre cele mai complexe vitamine din punct de vedere al
structurii. Descrierea structurii cristaline de citre Hodgkin et al.! a fost o lucrare de pionierat in

caracterizarea structurald a biomoleculelor, fiind recompensata premiul Nobel in 1964.
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Figura 1. Structura cobalaminei si a liganzilor exogeni cei mai tipici.



Principala caracteristica structurald a cobalaminei este ionul de cobalt, coordinat axial de
inelul aromatic al 5,6-dimetilbenzimidazolului (DMBZ) si ecuatorial de macrociclul corini.> A
sasea pozitie de coordonare a cobaltului este disponibila pentru coordinarea unei varietati de
grupari. Cea mai notabild dintre acestea este "“CH3; metillcobalamina (MeCbl) este o forma
biologic activda a vitaminei Bio, utilizatd ca purtitor de metil in procesul de cataliza al
metiltransferazelor. Gruparea metil legatd tranzitoriu in metillcobalamina faciliteaza procesul de
metilare in diferite cdi metabolice, inclusiv biosinteza metioninei, metanului, acetonei si
antibioticelor, cum ar fi carbapeneme si tiostrepton. AdoCbl, adenozilcobalamina, care este, de
asemenea, o forma biologic activa a vitaminei B, are o grupare 5'-deoxiadenozil care legatd de
cobaltul din cobalamina prin carbonul 5'. AdoCbl faciliteaza conversia unui produs secundar toxic,
metilmalonil-CoA, 1n succinil-CoA printr-o reactie de izomerizare bazata pe radicali. Astfel, atat
metilcobalamina si adenozilcobalamina contin o legaturd covalentd cobalt-carbon, fiind prin
urmare exemple rare de compusi organometalici naturali. O altd forma a vitaminei Bz este
ciancobalamina (CNCbl), cu o grupare cianurd ca ligand. CNCbl este nefunctionald si trebuie
convertitd in vivo Tn MeCbl sau AdoCbl pentru activitatea biologica. Este de obicei utilizata pentru
prevenirea si tratarea deficientei de vitaminei Bi2, deoarece este cea mai accesibild forma
comercial de cobalamina. In absenta altor liganzi, vitamina By, in solutie apoasa leaga o moleculi
de apa formand hidroxocobalamind sau aquacobalamind; acesta din urmd predomind la pH-ul
fiziologic. Hidroxo/aqua cobalamina are o afinitate extrem de mare pentru cianurd si formeaza

ciancobalamind, motiv pentru care este folosita ca antidot n cazul otravirii cu cianura.

5,6-dimetilbenzimidazolul cobalaminei poate exista intr-o conformatie coordinata (base-
on) sau libera (base-off). Echilibrul base-on/off joaca un rol important pentru legarea si activitatea
catalitica a cobalaminei in proteine, in timp ce ligandul superior afecteaza in mod direct chimia si
biologia cofactorilor vitaminei Bi». In general, cobalamina se giseste in solutie in solutie sub forma
base-on, ceea ce inseamna ci 5,6-dimetil benzimidazolul este coordinat la inelul corinic.? Cu toate
acestea, legitura de coordinare Co-N dintre cobalt si DMBZ nu este puternicd, iar baza

nucleotidicd poate disocia in functie de pH, temperatura si starea de oxidare a ionului de cobalt.

La pH<2,9 DMBZ este inlocuit cu o moleculd de apa, cf. Figurii 2. Potentialul redox al
CbI(III) este puternic dependent de pH si ramane independent numai intre 2,9 si 7,8. La pH <2,9

valorile sunt mai pozitive, iar la pH > 7,8 valorile sunt mai negative. In timp ce la pH > 7,8 aqua-



ligandul este deprotonat in hidroxid, la pH < 2,9 5,6-dimetilbenzimidazolul ataseaza protonul si

di specii Cbl(11I) base-on.>

OH, OH, Ol
NH+
OH, — N N
pH<29 pH=29-78 pH>7.8
base-off base-on base-on

Figura 2. Specii base-on si base-off ale cobalaminei.

In conditii reducitoare, cobalamina Co(Il) se formeaza relativ usor. Aceasti forma, numita
Biar, este pentacoordinatd si paramagnetica (si, prin urmare, detectabild prin spectroscopie de
rezonantd paramagnetica electronicd, RES). Aceastd forma este relativ inerta in conditii anaerobe,
dar se oxideazd rapid in prezenta oxigenului molecular. Reducerea suplimentard a B printr-un
electron suplimentar conduce la forma super-redusd Bizs, Co(I), care este tetracoordinatd. Forma
Co(l) este foarte nucleofild si un agent reducator reactiv puternic. Cob(I)alamina participa la
reactiile de transfer ale gruparii metil, la dehalogenarea substraturilor organice si la sinteza in vivo
a formelor de coenzime. Formarea formei Co(I) este un pas important in mai multe sisteme
catalitice, inclusiv cobalaminele si derivatii lor.> Un sumar al stirilor de coordinare descrise mai

sus este prezentat in Figura 3.



Co(TIT) Co(IT) Co(T)

Figura 3. Stirile de coordinare ale Co(III), Co(II) si Co(I)-cobalaminelor.

Cobalamina a fost descoperita in 1926, ca factor de anemie antipernicioasd - fiind apoi
efectiv izolatd pentru prima data in 1948. Anemia pernicioasa este o boald autoimuna care are ca
rezultat o productie deficitarda de factor intrinsec (IF), proteina care faciliteazd absorbtia
cobalaminei. Aceastd afectiune poate provoca deficit sever de vitamina B> (hipocobalaminemie),
chiar si cu un aport alimentar adecvat al vitaminei. Anemia pernicioasa se caracterizeaza prin

anemie, precum si disfunctii neurologice si digestive.

Oamenii au doar doua enzime dependente de cobalamina: metionin sintetaza citoplasmatica
s1 mutaza metilmalonil-CoA mitocondriald. Metionin sintetaza faciliteaza transferul unei grupari
metil de la N 5-metiltetrahidrofolat la homocisteind, generand tetrahidrofolat si metionina.
Cobalamina actioneaza ca un purtdtor intermediar al gruparii metil si cicluri Intre
methilcobalamind si  cob(l)alamind. Mutaza metilmalonil-CoA utilizeazd forma 5'-
deoxiadenozilcobalamind a cofactorului pentru a cataliza rearanjarea 1,2 a metilmalonil-CoA in
succinil-CoA.

Chimia coordinativd a cobalaminei include si o serie de alti liganzi exogeni cu molecula
micd pe langd cei din Figura 1, unii dintre acestia purtand si ei relevanta fiziologica. Astfel,
monoxidul de azot (NO) este o molecula de semnalizare formata din gaz si apare atat in exteriorul,
cit si in interiorul corpului.* Poate avea multiple efecte biochimice, inclusiv reactii cu
metaloenzimele.’ Este produsid de corpul uman si este una dintre cele mai importante molecule
pentru sinitatea vaselor de singe, deoarece creste fluxul sanguin si scade tensiunea arteriala.’’

Nitroxilul (HNO) are o reactivitate chimica si biologicd unica®’ prin comparatie cu NO, de



exemplu, reactioneaza direct cu tiolii. Asemenea NO, este, un vasorelaxant. Azotitul (NO2") este
un anion anorganic monovalent si se poate transforma in oxid nitric'” in organism. Are o mare
afinitate pentru cobalamini. SCN™ (Tiocianatul) este un anion biologic semnificativ.!! La om, este
prezent In concentratii milimolare in fluidele produse de membranele mucoase si, Intr-o masura
mult mai mica, in sdnge. De asemenea, au fost studiate reactiile cob(Ill)alaminei cu sulfit si

tiosulfat, precum si reducerea Cbl(III) la Cbl(II) prin ditionit.

Prezenta teza isi propune sa investigheze reactivitatea chimica a vitaminei B, fata de
moleculele mici oxidate, inclusiv apa oxigenatd, hipocloritul, cloritul si acidul m-
cloroperoxibenzoic. Acesti compusi joacd roluri ca intermediari in procesele homeostatice ale
organismelor vii. Investigarea si evidentierea unor noi mecanisme de reactivitate a vitaminei B1>
cu aceste molecule mici, care nu au fost studiate anterior in acest context, ar putea avea implicatii
semnificative pentru dezvoltarea tratamentelor pentru deficiente sau boli metabolice si orice
conditii legate de metabolismul acestei vitamine. Agentii oxidanti luati in considerare ca liganzi
de cobalamina au fost alesi datorita relevantei lor biologice si pot atinge concentratii relativ ridicate

in anumite compartimente celulare specializate si, de asemenea, deoarece chimia lor cu

metalamacroclii inruditi (cum ar fi hemul) este bine cunoscuta.

2. Interactiunea si relevanta fiziologica a oxidantilor si antioxidantilor
asupra unui sistem metalamacrociclic chintesential: hemul din

hemoglobini !

Antioxidantii, si in special ascorbatul, au fost mult timp un subiect al tratamentelor medicale
propuse ambitioase (si uneori nesustinute).!> Mai recent, au fost propuse studii clinice pentru

injectiile intravenoase de ascorbat, impotriva SARS-CoV-2 / COVID-19."

! publicat ca Lehene, Maria; Fischer-Fodor, Eva; Scurtu, Florina; Hadade, Niculina D.; Gal, Emese; Mot, Augustin
C.; Matei, Alina; Silaghi-Dumitrescu, Radu. Excess ascorbate is a chemical stress agent against proteins and cells.
Pharmaceuticals, 2020, 13(6), 107.
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Figura 4. Spectrele UV-vis ale hemoglobinei (panoul superior: feric; panoul inferior: oxi feros) cu
concentratii diferite de ascorbat. Conditii: 5 M met si 7 uM oxi hemoglobina bovina, temperatura

camerei, 50 mM fosfat, pH 7.

Spectrele oxi Hb cu ascorbat indica un efect distinct, cf. Figurii 4. Astfel, la 4 ore, proba
de 10 mM (dar nu si I mM) si-a injumatatit maximele formei oxi de la 540 si 580 nm si a dezvoltat
un semnal puternic la 630 nm, caracteristic formei ferice. Excesul de ascorbat este astfel un
promotor eficient al autooxidarii Hb. Am ardtat anterior ca la timpi de incubare mai lungi si / sau
cu concentratii mai mari de ascorbat, oxi Hb dezvolta, de asemenea, caracteristici spectrale ale

degradirii hemului, nu numai oxidarea fierului.'*

Figura 5 prezinta datele SDS-PAGE privind Hb expusa la ascorbat; albumina a fost, de
asemenea, utilizata 1n acest caz, ca exemplu alternativ de proteina din sdnge care poate fi expusa
la ascorbat in exces. Pentru proba de Hb-ascorbat, se observa o usoara scadere a intensitatii
benzilor datorita Hb (monomer, dominant si dimer, mai putin intens) la 4 ore — impreunad cu aparitia
unei noi benzi la masa moleculara mai mica. Pentru albumina, benzi cu masa moleculara mai mica
par s se dezvolte in timp. Aceste observatii sugereaza cd o mica parte a proteinei poate fi degradata
la aceste concentratii de ascorbat — si ca procesul nu este unic pentru hemoglobina. Reactia directa
a ascorbatului / ascorbilului cu oxigenul molecular sau a ascorbilului cu proteinele poate fi

responsabila pentru initierea unor astfel de procese.
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Figura 5. SDS-PAGE (12%) de hemoglobina si albumina expuse la ascorbat. Conditii: 50 uM Hb,
20 uM albumina serica bovind (BSA) au fost incubate la temperatura camerei pentru momentele
indicate, cu sau fara ascorbat de 10 mM, in fosfat de 50 mM, pH = 7. Probele, de la stanga la
dreapta, sunt: 1. Hb tO (fara incubare), 2. Hb 4h, 3.Hb + ascorbat t0, 4. Hb + ascorbat 4h, 5. Hb +

ascorbat 24h, 6. BSA t0, 7. BSA 4h, 8. BSA + ascorbat t0, 9. BSA + ascorbat 4h, 10. BSA +
ascorbat 24h.

3. Aductul aquacobalaminei cu apa oxigenati 2

Reactiile peroxizilor cu centri de metale tranzitionale relevante din punct de vedere biologic
urmeaza adesea paradigma definitd de chimia Fenton, unde are loc scindarea legaturii O-O,
generand oxidanti puternici, cum ar fi radicalii hidroxil si speciile de metale cu valenta ridicata si
/ sau modificand In continuare compusii organici, fie Tn mod intentionat (ca in peroxidaze,

citocromii P450, oxigenazele de fier non-hem, bleomicina de fier si cupru, oxigenazele de mangan,

2 Publicat ca Lehene, Maria; Plesa, Diana; Ionescu-Zinca, Stefania; Iancu, Stefania D.; Leopold, Nicolae; Makarov,
Serghei V .; Branzanic, Adrian M. V.; Silaghi-Dumitrescu, Radu. Adduct of aquacobalamin with hydrogen peroxide.
Inorganic Chemistry, 2021, 60 (17), 12681-12684



peroxidazele care contin vanadiu si altele) fie ca reactie secundari.!>"!® Pe de altd parte, in unii

centri bioanorganici se formeaza complecsi metalici stabili metal-peroxo - cum ar fi aductul cobalt-

peroxo al bleomicinei.'

1y aquacCbl A 12 B
aguaCbl + H,0,
0.8 +catalase !;?_.._1._.—_@
e HO-Cbl N4
0.6 - € pH=7 fit
< S - - — pH=8fit
0.4 1 ‘:’ ......... pH=9 fit
< ¢ pH=7exp
0.2 1 m  pH=8exp
pH=9 exp
0 ‘ ‘ ' - T T !
250 350 450 550 650 0 10 20 30 40 50

A (nm) peroxide (mM)

Figura 6. A: efectul catalazei asupra spectrului UV-vis al complexului cobalamina-peroxid, la pH
7; prezentat pentru comparatie este, de asemenea, spectrul hidroxicobalaminei (pH 11). B: curbe
de titrare pentru aquacobalamina care reactioneaza cu peroxidul la pH 6, 7 si 8, monitorizate la

440 nm. Conditii: 0,05 mM Cbl, 22°C.

Figurile 6 si 7 arata ca spectrele UV-vis ale aquaCbl sunt afectate de cdtre apa oxigeanta intr-
o manierd dependenta de concentratie, cu un Kq apparent de 0,25 mM la pH 7 (0,56 mM la pH 8,
0,78 mM la pH 9) - ceva mai mici decét cele pentru azotit sau tiocianat,*** dar mult mai mare decat
pentru cianuri.?’*? Spectrul cobalamini + peroxid este diferit de cel al hidroxo cobalaminei si este
readus in Intregime de cétre catalaza la cel al aquacobalaminei, sugerand un complex Cbl-peroxid

format reversibil.

10



+catalase

—— +peroxide
——Cbl

ppm

Figura 7. Spectrele '"H-RMN ale Cbl dupa expunerea la peroxid si dupi addugarea ulterioard de

catalaza. Conditii: 5 mM Cbl, 50 mM H>0,, 200 mM fosfat pH 7, 22°C.

Viteza de formare a complexului peroxid-Cbl a fost examinata prin spectroscopie stopped-flow
UV-vis, asa cum se observa in Figura 8. Cinetica poate fi modelata ca un proces simplu A—B
dependent de concentratia de peroxid, unde specia A este identica cu spectrul de repaus al Cbl, in

timp ce specia B prezintd diagnosticul de 435 nm caracteristic aductului Cbl-peroxo.

0.08 4
08 1 pH 7 SRR A e
- = A
06 - B 0.06 -
pH7+H202 ¢
<
< 04 - ® 0.04 - .
' N 50 mM —50 mM fit
’\/ % =75 mM =75 mM fit
0.2 - 0.02 - 100 mM =100 mM fit
150 mM =150 mM fit
- - 200 mM =200 mM fit
0 ! ! T 0 T T |
400 500 600 700 0 0.2 0.4 06
A (nm) Time (s)

Figura 8. Evolutia tipicd in timp a absorbantei (dreapta) si spectrele calculate ale speciilor
implicate (stanga), pentru amestecarea in stopped-flow a Cbl cu apa oxigenatd. Conditii: 0,07 mM

Cbl, pH = 7, temperatura camerei, concentratiile de peroxid indicate in figurd (100 mM H20O>
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pentru spectrele din panoul din stdnga). De asemenea, sunt prezentate pentru referintd spectrele

Cbl si ale aductului cu peroxid obtinute in experimente statice cf. Figura 6.

4. Despre reactia Co(II) cobalaminei cu apa oxigenati 3

Reactiile apei oxigenate cu centrii de metale tranzitionale relevanti din punct de vedere
biologic implica de obicei unul dintre cele doud mecanisme: (1) coordonarea peroxidului la metal
sau (2) reactia redox in afara sferei de coordinare. Complecsii metal-peroxid pot fi stabili — cum
ar fi in cazul Co(Il)bleomicinei sau Co(IlI)cobalaminei (Co(II)Cbl),!*** sau pot suferi scindarea
legéturii O-O, cum ar fi in cazul sistemelor Fenton, peroxidazelor, citocromilor P450, complecsilor
bleomicinei cu fier sau cupru, peroxidazelor care contin vanadiu, sau altele).!>'® Reactiile in afara
sferei de coordinare ale peroxizilor cu centrii metalici sunt de obicei monoelectronice si, prin
popularea orbitalului antilegdturda o* al legdturii peroxidice cu electronii primiti de la metal,
conduc la scindarea legaturii O-O cu formare de radicali hidroxil; astfel de procese sunt de obicei

asociate cu chimia Fenton sau cu reactii secundare nedorite ale centrilor metalici biologici.?*2®

Figura 9 arata descrie reoxidarea Biar cu O2 In prezenta ascorbatului in exces, care
restabileste partial un spectru asemanator cu aquaCbl; cu toate acestea, la timpi de reactie mai
lungi se observa o crestere a regiunii la 450 nm, sugerand formarea unor specii de tip SYC(stable
yellow corrinoid, cu sistemul corinic oxigenat la periferie). Acest lucru poate fi explicat prin
formarea ROS (inclusiv peroxid) datoritd interactiunii excesului de ascorbat cu O si datoritd

oxidarii monoelectronice a Cbl(II) cu O» intr-o reactie pseudo ascorbat oxidazica.

% Publicat ca Plesa, Diana; Lehene, Maria; Silaghi-Dumitrescu, Radu. On the reaction of Co(II) cobalamin with
hydrogen peroxide. Reaction Kinetics, Mechanisms and Catalysis, 2023, 136,1791-1799.
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Figura 9. Spectre UV-vis reprezentative ilustrand reoxidarea Bi2: sau B2 cu H2O3 sau O».
Panou superior: spectre UV-vis de 0,05 mM Co(IlI)cobalamind cu 0,16 mM ascorbat si reoxidare
cu H202 51 Oz la pH 7, 22°C. Panou inferior: spectre UV-vis de 0,05 mM Co(IlI)cobalamina cu 1
mM ditionit de sodiu si reoxidare cu HxO21a pH 7 si pH 10 si cu Oz la pH 7, 22°C.

Reoxidarea aquaCbl cu ditionit redus (Bi2s, hexacoordinat cu un ligand SO; trans la
dimetilbenzimidazol, DMBZ) la pH 7 duce la disparitia spectrului Cbl in regiunea vizibild —
probabil dintr-o reactie pseudo ditionit peroxidazica si din reactia cu specii reactive prezente in
mod inerent in amestecuri de ditionit cu agenti oxidanti.?*** Cu toate acestea, la pH 10 se obtine
un spectru tipic de Co(III)Cbl la reoxidarea lui B2 cu H2O». Aceasta reactivitate diferita la pH-ul
bazic se poate datora unei reactivitdti mai scazute a ditionitului la pH-ul bazic (intr-adevar, in acest
interval de pH, reactivitatea ditionitului este afectata semnificativ de pH, in special prin natura

complexa a posibililor sai produsi de descompunere, cum ar fi bisulfitul, tiosulfatul, dioxidul de
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sulf'si altii, in timp ce ascorbatul, cu un pKa de 4,2 si un singur produs — dehidroascorbat — prezinta

) 34,35
>

un comportament mult mai simplu si, de asemenea, indicd, in general, un rol pentru protoni

in formarea SYC in sistemul peroxid-ditionit. Acest lucru este oarecum in contradictie cu un

mecanism in care hidroperoxidul ar fi reactivul cheie care ataci inelul corinic al Cbl.*°

5. Un complex de cobalamini cu un peroxid organic *

Complecsii peroxidici ai centrelor metalelor de tranzitie biologica sunt, cum s-a aratat
mai sus, intermediari reactivi In mecanisme complexe de reactie. Complecsi peroxo stabili
ai centrelor metalelor de tranzitie biologica sunt, de asemenea, cunoscuti, cum ar fi cu
Co(II) bleomicind. Cum am demonstrat recent, cobalamina formeaza si ea un complex
stabil Co(III) cu apa oxigenati.!®?* Acesta a fost primul exemplu de complex al cobalaminei
cu un agent oxidant. Capitolul de fata demonstreaza ca aductul cu apa oxigenata nu este o

exceptie si ca in fapt cobalamina ofera posibilititi de coordinare si pentru peroxizii organici.

aquacChbl
e +50 UM MCPBA
e +100 UM MCPBA
= +500 UM MCPBA
——— +1 mM MCPBA
+5 mM MCPBA
= +10 MM MCPBA
= = = +15mM MCPBA

250 350 450 550 650 750
A (nm)

Figura 10. Spectre UV-vis ale 50 uM aquacobalaminei tratate cu MCPBS (acid m-cloro

peroxobenzoic.

4 Publicat ca Lehene, Maria; Zagrean-Tuza, Hadade, Niculina; Cezara; Aghion, Andreea; Septelean, Raluca; Iancu,
Stefania; Branzanic Adrian M.V.; Silaghi-Dumitrescu, Radu. A complex of cobalamin with an organic peroxide. New
Journal of Chemistry, 2023, 47 (39), 18178-18185.
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Dupa cum arata Figura 10, la reactia cu MCPBA, spectrul UV-vis al aquacobalaminei
(H20Cbl") sufera modificari batocrome care amintesc de aductul hidroperoxocobalaminic
descris in capitolul 3.2 Punctele izosbestice de la 461 nm, 340 si 367 nm sugereazi
formarea unui singur produs nou, care poate fi, in principiu, atribuit ca un complex
peroxoacid (MCPBA)-CbI(III) analog complexului cobalamina(Ill)-hidroperoxo raportat
anterior. Aceste observatii au fost coroborate cu date RMN, de rezonantd Raman, de

spectrometrie de masa , respectiv DFT.

6. Aductii ciano- si aquacobalaminei cu hipoclorit °

Reactiile biologice catalizate de cobalamina se refera la heteroliza legaturii cobalt-carbon
si hemolizi in aductii de alchil Cbl (1II).>” Chimia redox a cobaltului in Cbl(III) este cunoscuti
pand acum ca fiind constransa in principal la reducerea la Co(II) si Co(I).!!*® S-a demonstrat ci
tratamentul CbI(III) cu agenti oxidanti fie nu are efect (de exemplu, cu hexacloriridat), fie duce la
oxidarea si albirea corinei (de exemplu, cu hipoclorit). Totusi, In teza de fata s-a demonstrat
formarea reversibila de aducti relativ stabili de Co(III)-peroxid.?® Capitolul de fatd exploreazi daci
aceasta noua chimie a coordinativa a cobalaminei cu peroxizii poate fi extinsd si la hipoclorit ca

exemplu de o a doua clasa de agenti oxidanti.

5 Publicat ca Lehene, Maria; Branzanic Adrian M.V.; Silaghi-Dumitrescu, Radu. The adducts of cyano- and
aquacobalamin with hypochlorite. Journal of Inorganic Biological Chemistry, 2023, 6 (28), 583-589.
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Figura 11. Stanga sus: spectrele UV-vis ale aquaCbl tratate cu diferite concentratii de acid

hipocloros (amestecare manuala, timp de reactie ~ 1 minut). In dreapta sus: spectre reprezentative

ale speciilor A si B rezultate din modelarea cineticii stopped-flow la reactia aquaCbl cu hipoclorit

40 mM; de asemenea, pentru referintd sunt prezentate spectrele statice/de echilibru ale aqua si ale

hidroxoCbl in absenta HOCI.
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Figura 12. Cursul temporal normalizat al absorbantei (AA) din experimentele stopped-flow UV-

vis. Conditii: 0,5 mM Cbl, pH 7, dacd nu se specifica altfel.

Speciile A din Figurile 11 si 12 sunt atribuite ca aducti Co(III)-hipoclorit. Dupa cum este
ilustrat si in Figura 11, constantele vitezei aparente pentru A—B nu par sd arate o dependenta clara
de concentratia de hipoclorit (R?= 0,2), chiar daci concentratiile mai mari duc la reactii mai rapide.
Aceastd situatie este compatibild cu un mecanism de reactie in care la [HOCL]>4 mM’ aquaCbl
reactioneaza cu hipocloritul in timpul mort al instrumentului (~2 ms), astfel incat prima specie

observabila este un aduct de Cbl(III)-hipoclorit.
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7. Aductul aquacobalaminei cu cloritul: contrast cu clorit dismutaza °

Capitolele anterioare au demonstrat ca vitamina Bi prezintd un domeniu anterior
necunoscut de chimie de coordinare, cu agenti peroxizi si cu hipoclorit. Capitolul de fata
exploreaza masura in care hipocloritul nu constituie o exceptie — si deci si alti oxianioni ai clorului
pot coordina la cobalamina. In acest scop este folosit cloritul ca ligand.

Figurile 13 si 14 arata ca cloritul pand la 100 mM nu are un efect clar asupra spectrului
UV-vis al aquacobalaminei peste 450 nm. In intervalul 250-350 nm, se observid o crestere a
absorbantei datorita cloritului, dar nici o schimbare in banda de 350 nm a Cbl. Usoare modificari
in regiunea 400-450 nm se pot datora partial si cloritului; Cu toate acestea, maximul de 415 nm

pare usor deplasat spre rosu si mai putin definit la concentratii mai mari de clorit.

aquacCbl + 0.5 mM chlorite
+ 1 mM chlorite + 5 mM chlorite

+ 10 mM chlorite + 25 mM chlorite
+ 50 mM chlorite + 100 mM chlorite

0 == = — e

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
A (nm)
Figura 13. Spectrele UV-vis ale reactiei dintre 50 uM aquaCbl si 0,5 mM-100 mM clorit
la pH 7, temperatura camerei. Panoul inferior, stanga: curba de titrare pentru aquacobalamina care

reactioneaza cu cloritul la pH 7, monitorizata la 430 nm.

6 Trimis la Journal of Biological Inorganic Chemistry, 2024.
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1.2 14

aquaChbl+100 mM chlorite

1 1.2 + 12 mM cyanide

+ 24 mM cyanide

0.8 ! + 36 mM cyanide

g o 0.8 + 48 mM cyanide

13/ < 06 cyanoCbl
< 0.4 0s
0.2 ¢ exp 0.2
— fit
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0 20 40 60 8 100 300 400 500 600 700 800
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Figura 14. Panoul din stanga: curba de titrare pentru aquacobalamina care reactioneaza cu cloritul
la pH 7, monitorizatd la 430 nm. Panoul din dreapta: spectrele UV-vis ale aquaCbl care
reactioneaza cu cloritul de 100 mM, comparativ cu aquaCbl care reactioneaza cu cianura de 12

mM-14 mM si cianoCbl.

Modificari oarecum similare induse de apa oxigenata in spectrele UV-vis ale cobalaminei
au fost ignorate anterior pana cand investigatiile noastre mai detaliate au aratat ca acestea se
datoreaza complexarii peroxidului la Co(III)Cbl. Figura 13 aratd, de asemenea, ca aceste
modificari arata un comportament de saturatie cu un Kq aparent de 9,6 mM, care poate fi luat ca
dovada pentru formarea unui complex de Co(III)-clorit. Dupa cum se aratd si in Figurile 13 si 14,
addugarea de cianurd la complexul propus Co(Ill)-clorit cobalamind duce la formarea
ciancobalaminei; aceste spectre pot fi interpretate ca dovezi cd cianura deplaseaza cloritul din
Co(III) — si ca cloritul nu a indus nici o degradare detectabila a Cbl la aceste concentratii. Aceste

observatii au fost coroborate cu date RMN, de rezonantd Raman, spectrometrie de masa si DFT.

8. Concluzii generale

Aceasta teza a explorat chimia de coordinare a cobalaminei cu agenti oxidanti. Cobalamina
prezintd unele asemandri structurale cu hemul. Hemul si hemoproteinele prezinta, printre altele,

reactii relevante din punct de vedere biologic cu agenti oxidanti care conduc la Fe(IV) sau Fe(V)
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s, In cele din urma, radicali liberi, prin mecanisme care includ sau seamana cu chimia Fenton. Pe
de altd parte, Tnainte de studiile noastre, domeniul chimiei de coordinare a cobalaminei cu agenti
oxidanti a fost 1n intregime inexistent. Datele noastre au aratat acum ca mai multi agenti oxidanti
— apa oxigeantd, peroxizi organici si oxianioni de halogeni — formeaza de fapt complecsi cu
cobalamina Co(III), care sunt similare, dar mai stabile decat cele observate in centrele active

conexe ale proteinelor heminice.

Un aduct stabil si reversibil a cobalaminei Co(III) cu apa oxigenata este descris aici pentru
prima datd, folosind UV-vis, RMN, rezonantd Raman si DFT. Se propune cd ligandul este
deprotonat si ca se leagd intr-o manierd monodentata ca aduct relativ stabil si reversibil de Co(I1I)-

hidroperoxid.

Stadiile incipiente ale reactiei dintre Cbl (II) si apa oxigenata au evidentiat in studiile noastre
un mecanism de reactie bifurcat. Oxidarea initiala in sfera exterioara a Cbl(Il) de catre H>O; are
ca rezultat formarea CbI(III) si a unui radical hidroxil. Acest radical hidroxil poate ataca fie
marginea inelului corinic, ducand la formarea unui corinoid galben stabil (SYC), sau poate difuza

in solutie, lasdnd in urma un Co(IlII) intact. Intermediarul pentacoordinat Co(III) nu a fost detectat.

CbI(I1I) formeaza un complex cu acidul m-cloroperoxibenzoic deprotonat, evidentiat de UV-
vis si sustinut de 'H-RMN, date spectroscopice Raman rezonant, calcule de functionale de
densitate, si spectrometrie de masa. In schimb, tBuOOH nu pare capabil si formeze un complex
peroxo cu CbI(III). Aceste constatdri indicd faptul cd chimia de coordinare a cobalaminei cu
peroxidizii se extinde dincolo de apa oxigenatd, dar nu toti compusii peroxo ar trebui sa fie de

asteptat sa se lege la CbI(III).

Intermediari tranzitorii au fost detectati in reactia aqua, precum si a CNCbl, cu hipoclorit
folosind cinetica stopped-flow UV-vis. Sustinuta de calculele DFT, intermediarul din aquaCbl este
atribuit substitutiei ligandului aqua cu hipoclorit, formand un aduct de Co(IlI)-OCI. Pentru
cianoCbl, intermediarul este propus sa apara prin inlocuirea trans DMBZ cu cianura — de aici un
aduct ClO™-Co(III)-CN-. Acesti aducti de Co(III)-hipoclorit servesc ca analogi interesanti ai
aductului Fe(TIT)-hipoclorit propus ca Compus X in hemoproteine. In special in aductul ciano, ele
prezintd oportunitati pentru explorarea experimentala ulterioara ca omologi potential mai stabili ai

compusului X34
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Nu in ultimul rand, cloritul formeaza un complex stabil de Co(IIl) cu cobalamina, dupa

cum reiese din datele noastre UV-vis, RMN, MS, rezonanta Raman si DFT. Stabilitatea acestui

complex este in contrast cu ceea ce se vede in hemurile ferice, unde (cel putin pentru clorit

dismutaza) scindarea legaturii O-Cl pare sa dureze mai putin de 100 ps. Similar cu cazul scindarii

legéturii O-O in complecsii Fe/Co-peroxid, usurinta crescuta a scindarii legaturii O-Cl in Fe(III)

comparativ cu Co(III) are probabil legatura cu diferenta dintre potentialele redox M(III)/M(IV).
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