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Consideratii generale
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Capitolul 2: manuscris trimis la revista Talanta, 2025;
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biomimetic assay for antioxidant reactivity, based on liposomes and myoglobin. Journal of
Inorganic Biochemistry, 258, 112613;
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Igescu, 1., Lupan, A., Silaghi-Dumitrescu, R. 2024. A study of the molecular interactions of
hemoglobin with diverse classes of therapeutic agents. Inorganica Chimica Acta, 567, 122053;

Capitolul 4: manuscris trimis la revista Physical Chemistry Chemical Physics, 2025;
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1. Introducere: element Fe-nomenal

Marele Eveniment de Oxigenare (MEO) a schimbat in mod semnificativ chimia de la
suprafata Pamantului, avand un impact foarte mare asupra biosferei. In timp ce cationul Fe?"
solubil a fost oxidat la Fe*" insolubil, oxidarea cationului Cu" la Cu?" a dus la cresterea
solubilitatii acestuia si, prin urmare, la cresterea biodisponibilitatii. Forma ferica putea fi
utilizatd In continuare de forme de viata de viatd primordiale, cu conditia de a fi ’captat” intr-o
sfera de coordinare. Acest aspect explica intr-o masura de ce organismele acvatice folosesc un
spectru mult mai divers de cationi (de exemplu vanadiu, nichel, cadmiu) in scop biocatalitice.
MEO a facut posibile o multitudine de reactii care, in mod normal, ar fi avut loc loc Intr-o
masurd mai mica 1n conditii reductive: procese bazate pe radicali - si in special cele care implica
specii reactive de oxigen. Oxidarea oxigenului molecular cu un electron produce superoxid,
care prin pierderea a incd unui electron se transforma in H,O»; Fe*" poate fi redus la Fe2 de
superoxid sau alte molecule. Fe*" si H,O» pot reactiona in doud moduri, fie prin generarea
radicalului hidroxil, fie prin generarea unui intermediar de fier cu valenta ridicatd. Ambele
specii se pot angaja Intr-o varietate de procese chimice; astfel de procese au avut o contributie
semnificativa la aparitia lumii vii asa cum o cunoastem 1n prezent. Probabil cel mai mare efect
al MEO asupra vietii pe Pdmant a fost inceputul metabolismului aerob. Atunci cand oxigenul
este utilizat ca acceptor final de electroni, se produce mult mai multd energie in comparatie cu
metabolismul anaerob. De exemplu, glicoliza produce aproximativ 5 echivalenti ATP, in timp
ce ciclul Krebs produce 20 de echivalenti ATP. Aceasta crestere a energieli a permis
organismelor preistorice sd evolueze si sd se diversifice, nu doar sd supravietuiasca pur si
simplu. Desi eucariotele sunt dependente de oxigen pentru a produce energie, oxigenul in sine
este un potential pericol la adresa supravietuirii lor; aceastd paradigma este cunoscutd sub
numele de "paradoxul oxigenului". Doud procese care au la baza generarea radicalilor liberi in
prezenta fierului (heminic si non-heminic) sunt discutate in capitolele 2 si 3 ale acestei teze.

Pentru a se adapta si a utiliza intregul potential chimic in conditiile aerobe emergente,
organismele au fost nevoite sd iti extindd biochimiei, In special in ceea ce priveste
biocatalizatorii. Este important de remarcat faptul ca (metalo)proteinele existau cu mult inainte
de Marele Eveniment de Oxigenare. Ar fi fost pacat ca potentialul chimic al fierului sd nu fie
exploatat in biotransformari. Fierul existd intr-o gama larga de stari de oxidare; perechea
Fe?"/Fe** functioneazi in reactii acido-bazice sau de transfer de electroni. Potentialul lor redox
poate fi ajustat in functie de identitatea ligandului, diversificand astfel portofoliul chimic. In
plus, fierul se poate lega atat la liganzi duri (pe baza de oxigen), cat si la liganzi moi (pe baza
de azot si sulf); Fe** este un centru dur, in timp ce Fe?* are un caracter intermediar.

Proteinele heminice sunt ex exemplu excelent pentru a ilustra versatilitatea chimiei
fierului. Forma oxi contine un hem feros care leaga si, in globine, transporta oxigenul. Legarea
oxigenului modifica structura electronicd a hemului, stabilizand fierul intr-o stare de spin jos si
permitand eliberarea reversibila de oxigen in tesuturile care au nevoie de acesta. Forma deoxi,
in schimb, nu contine oxigen legat, lisind Fe?" intr-o stare pentacoordinati, cu spin inalt (in
unele globine). In capitolele 5 si 6 este analizati reactivitatea oxi- si deoxi fitoglobinelor.

Forma met, cunoscuti si sub numele de hem feric (Fe*"), rezulti in urma oxidarii Fe*"
din oxi sau deoxi. In aceasti stare, fierul heminic nu poate lega oxigenul; cu toate acestea, hemul



feric este capabil sa lege o gama larga de liganzi mici, altii decat oxigenul, desi cu afinitati mai
mici. In capitolul 4 este discutati si analizati aceasti proprietate a formei met folosind
spectroscopia RES si metodologie de modelare moleculard DFT. in plus, forma ferica este
esentiala 1n ciclul catalitic al catalazei, care este discutata in capitolul 8.

Interactiunea dintre formele feroasa si ferica ale hemului este importanta n procesele
celulare. Ciclul redox Fe?"/Fe** din citocromul c permite transferul de electroni intre complexul
I (complexul citocromului bei) si complexul IV (citocromul ¢ oxidaza, una dintre cele mai
vechi enzime). Ulterior, trio-ul Fe?"/Fe**/Fe*" contribuie, impreund cu un centru de Cu si o
tirozina cheie, la producerea de protoni si apa in citocromul ¢ oxidaza. Ambii citocromi fac
parte din lantul de transfer al electronilor, care este ultima etapa a respiratiei celulare in
organismele aerobe. In plus, aceastd interactiune feros/feric este esentiald pentru ciclul catalitic
al citocromului P450: forma ferica in repaus este redusa la cea feroasa, care leaga oxigenul
pentru a genera Compusul 0, care la randul sau suferd homoliza la Compusul I care hidroxileaza
substraturile.

Compusul I este una dintre speciile fier-oxo de inaltd valenta intalnite in biochimie. Fe**
este o stare redox rard, dar implicarea sa in transformarea legaturilor chimice puternice este
importantd din punct de vedere fiziologic si inspird catalizatori alternativi. Compusul I
(Fe(IV)=0 cuplat cu un radical liber pe baza de porfirind) este una dintre cele mai reactive
specii heminice captate si caracterizate pana in prezent. Acesta face parte integranta din ciclul
catalitic al citocromilor P450 si al peroxidazelor care permit hidroxilarea legaturilor C-H sau
descompunerea peroxidului de hidrogen. In capitolul 8 este discutati ipoteza implicarii unui
compus I al globinei in hidroxilarea cianamidei.

Factorii care ajusteaza reactivitatea Compusului I sunt inca in dezbatere, dar unele teorii
castigd teren, cum ar fi cele bazate pe conceptul de Two State Reactivity sau pe taria legaturii
O-H D(OH) formata in timpul etapei de abstractie a atomului de H, inrddacinata in principiul
Bell-Evans-Polanyi'. Compusul I genereazi, la randul sdu, Compusul II, un intermediar heme
Fe(IV)=0 curat. In capitolul 7 este discutati starea de protonare a formei feril din globine. in
mod normal, potentialul Compusului II este prea scazut pentru a permite hidroxilarea sau
halogenarea substraturilor, dar poate totusi sa participe la reactii de transfer de electroni sau sa
genereze radicali liberi, dupa cum este descris in capitolul 3.

In capitolele urmitoare, dorim si intelegem comportamentul si reactivitatea hemului in
proteine, in special in fitoglobine. Este utilizata o gama complexa de metodologii care include
spectroscopia (in special UV-viz si rezonanta electronica de spin, RES - desi in lucrarile legate
de teza candidatul exploreaza si utilizarea fluorescentei, rezonanta magneticd nucleara RMN si
Mossbauer), biologie moleculara cu proteine recombinante, purificarea si caracterizarea
acestora, cinetica (steady-state, stopped-flow si, in lucrarile legate de teza, freeze-quench rapid),
precum si calcule [DFT si docking].



2. Reactiile fierului: cand polifenolii genereaza radicali hidroxil si cum sa i
folosim in scopuri analitice *

In acest capitol, este discutata dezvoltarea si optimizarea unei noi metode analitice
pentru determinarea activitatii prooxidante. Acest test prooxidant are la baza procese relevante
din punct de vedere fiziologic si presupune evaluarea capacitatii polifenolilor de a genera
radicali liberi. Pentru a servi scopului acestei teze de doctorat, mecanismul care sta la baza
efectului prooxidant este studiat in detaliu, in timp ce parametri care performanta analitica a
metodei sunt neglijati; acest aspect este tratat in detaliu 1n articolul stiintific trimis la revista
Talanta pentru publicare. O atentie deosebitd este acordatd reactivitatii fierului fatd de
polifenoli, precum si reactivitatii de tip Fenton care rezulta din aceasta.

Principiul metodei prooxidante se bazeazi pe capacitatea Fe*" de a oxida polifenolii la
semichinone, dupd cum se aratd in schema 1*. Compusul feric este transformat in forma sa
feroasi si rimane (ideal) in aceasti stare de oxidare, deoarece Fe** nu este capabil si genereze
radicalul hidroxil. Odata format, radicalul semichinona poate transfera in continuare un electron
oxigenului molecular, dand nastere radicalului anionic superoxid. Acesta din urma suferd o
reactie de disproportionare. Peroxidul de hidrogen astfel format reactioneaza cu Fe*" intr-o
reactie de tip Fenton. Radicalul hidroxil rezultd in urma secventei de reactii.

OH 0]
+ Fe'' “——>/©i+ Fe’'+H'
s OH s OH

0)

(0]
+ 0, ——p/ng 0, +H'
% OH % 0

2H'+ 20, — 0,+ H,0,
Fe'+ H,0,—— Fe’'+ OH + OH

Schema 1.

Radicalul hidroxil este foarte reactiv si doar cateva abordari experimentale permit
detectarea si determinarea acestuia. O modalitate foarte simpla de detectare a radicalilor
liberi reactivi mici este prin captarea spinului. In astfel de experimente, o moleculi de tip
nitrona (denumit capcand de spin) capteaza radicalul liber.

Metodele de detectie mai accesibile utilizeaza substraturi care sufera modificari
semnificative ale absorbtiei UV-vis sau ale profilului de fluorescenta atunci cand este
prezent radicalul hidroxil. Un astfel de substrat este 2-metil-4(5)-nitroimidazolul, care este
atacat de radicalul hidroxil pentru a produce azotit. Desi aceasta reactie in sine nu are o
deplasare spectrald semnificativa, azotitii pot fi detectati cu reactivul Griess, un test analitic
foarte specific si sensibil.

Au fost efectuate experimente de control pentru a demonstra principiul de
functionare cu Fe**-EDTA si acid galic la pH 7. Productia de radical HO a fost testati cu



2-metil-4(5)-nitroimidazol si reactivul Griess. Nu este detectatd producerea de radicali
hidroxil atunci cind unul sau mai multi reactanti (Fe**-EDTA, acid galic si/sau 2-metil-
4(5)-nitroimidazol) sunt eliminati (1-6 in Figura 1). Pentru a investiga rolul oxigenului in
acest sistem de tip Fenton, testul a fost efectuat in conditii normoxice, anaerobe si
imbogatite cu oxigen (7-9 in Figura 1). Rezultatele indica faptul ca prezenta oxigenului
este esentiald reactiei Fenton, deoarece absenta oxigenului molecular duce la diminuarea
formarii radicalilor hidroxil (8 in Figura 1). Imbogitirea cu oxigen decu la un randament
de trei ori mai mare de radical hidroxil (9 in Figura 1). Pe baza acestor considerente,

oxigenul este Intr-adevar esential In aceastd secventa de reactie de tip Fenton.
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Figura 1. Experimente control cu acid galic si Fe(Ill)-EDTA. NIMZ reprezinta 2-metil-
4(5)-nitroimidazol.

In acest capitol este studiata capacitatea acidului galic de a produce radicali hidroxil
in prezenta unui numir de complecsi Fe®*, intr-un interval de pH si in prezenta solventilor
organici. In plus, discutim observatiile noastre din perspectivi structurala si mecanici. Au
fost utilizate tehnica de captare a spinului si spectroscopia RES in banda X in unda continua
pentru a verifica detectia UV-viz bazati pe Griess. Polifenolii in prezenta Fe**-EDTA la
pH 10 produc cei mai multi radicali hidroxil si sistemul poate fi utilizat ca o metoda de
determinare a caracterului prooxidant.



3. Lipide in pericol: furia oxidativd a mioglobinei contra ”scuturilor”
antioxidante. Ce inhiba peroxidarea lipozomilor indusd de mioglobina? !°->¢

O metodologie bazatd pe inhibarea peroxidarii lipozomilor a fost dezvoltata de grupul
nostru (ILA-proteind: inhibarea autooxidirii lipozomilor de citre proteine)>®. O astfel de
metodologie poate fi utilizata pentru a evalua capacitatea antioxidantd a unei game largi de
compusi, indiferent de polaritatea acestora. Peroxidarea lipozomala poate fi accelerata de o serie
de proteine heminice si chiar de hemul liber>? 7. Asa cum este ilustrat in Figura 2 A, proteinele
heminice pot actiona ca initiatori ai reactiilor radicalice datoritd chimiei fierului heminic prin
descompunerea catalitica de tip pseudoperoxidaza (sau Fenton) a urmelor de peroxizi si
hidroperoxizi deja prezenti in probele de lecitina. Atunci cand citocromul ¢ este inlocuit cu
mioglobina drept catalizator, autooxidarea lipozomala necesita perioade mult mai scurte pentru
a se finaliza, cu o dependenta clara de concentratia de mioglobina (Figura 2 B).
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Figura 2. A. Schema de reactie propusa care evidentiaza rolul hemului in peroxidare. B. Peroxidarea
lipozomilor (0,5 mg/mL) in absenta H>O: ca dependenta de mioglobina.

Dupa cum s-a constatat anterior in analizele ICso sau Ky utilizand alte teste antioxidante,
potentialele redox ale antioxidantilor nu se coreleazi cu ICsoILA-Mb'®. Prin urmare, se poate
presupune cd mecanismul antioxidant evaluat in testul ILA-Mb nu depinde exclusiv de
transferul de electroni sau de atomi de hidrogen intre moleculele mici (de exemplu, antioxidantii
si radicalii pe baza de lipide). Legarea specifica, interactiunea si recunoasterea moleculard a
antioxidantului de catre lipozomi sau mioglobind sunt cel mai probabil implicate.

Pentru a explora legarea moleculelor mici la mioglobina la nivel teoretic, am efectuat
calcule de docking folosind cei cinci antioxidanti selectati (ascorbat, catechin, galat, ferulat si
rutin) ca liganzi. Situsul de legare al catechinului (cele mai mari afinitati) este prezentat in
Figura 3; catechinul formeaza o legatura de hidrogen cu gruparea propionat. Propionatul poate
facilita un mecanism de tip PCET mai eficient atat prin legdturi de hidrogen, cét si prin
interactiuni electrostatice cu substraturile (in acest caz, cu antioxidantii mici). Aceasta
observatie poate ajuta la explicarea comportamentului ascorbatului si catechinului: ambele
formeaza cel putin o legaturd de hidrogen cu propionatul (antioxidantii sunt donatorii de H).
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Figura 3. Situsul de legare cel mai favorabil prezis al catechinului la mioglobina.

In ceea ce priveste interactiunile cu lipidele, toti cei cinci antioxidanti si proba
hidrofoba, a-tocoferolul, au indus modificari ale semnalului EPR al 16-MeDSAE ca urmare a
interactiunii lor cu lipozomii (Figura 4). Tratamentul cu ascorbat, catechin, ferulat si galat
produce profiluri spectrale identice: o singurd componentd, cu o largire pronuntata a liniei
spectrale, cu un timp de corelatie de aproximativ 1,5 x 10 s pentru toate cele patru spectre,
ceea ce indicd un regim de dinamica lentd. Pe de altd parte, tratamentul cu a-tocoferol si,
surprinzdtor, rutin, a schimbat drastic forma spectrului 16-MeDSAE, prin ingustarea liniei
spectrale. Componenta spectrald mai accentuata in cazul ambilor antioxidanti este caracterizata
de un timp de corelatie de 1 x 10 s, indicAnd un regim de dinamic rapida, care poate fi corelat
cu o crestere a fluiditatii membranei.

34:70 34:30 34:90 SSIOO 3SIl(] 35IZO 3SI30 35I40 SSIS(]
Magnetic field [Gauss]
Figura 4. Spectre RES dupd cum urmeaza. 1- 16-MeDSAE in solutie tampon; 3- Lipozomi etichetati
cuU 16-MeDSAE in solutie tampon (control) tratati cu rutin(2), a-tocoferol(4), ascorbat(5), catechin(6),
ferulat(7) si galat(8).
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4. Frumusetea este in ochiul rezonatorului: testare cu molecule mici a unui situs
atipic al unei hemoglobine utilizand spectroscopia de rezonanta de spin
combinatd cu simulari DFT!

Sistemele heminice in stare ferica sunt candidati optimi pentru spectroscopia RES. Fe**
are cinci electroni d care pot fi dispusi fie intr-o configuratie cu spin inalt (S=5/2), fie intr-o
configuratie cu spin jos (S=1/2), in functie de liganzi. Semnalele RES ale hemului feric tind s
aiba fie o geometrie axiald (in configuratie de spin Inalt), fie rombica (in configuratie de spin
jos). Datorita valorilor ridicate ale cuplajului spin-orbita, astfel de semnale EPR pot fi observate
de obicei la temperaturi foarte scizute?.

AtHb3 (hemoglobina 3 trunchatd din Arabidopsis thaliana) este o fitoglobind non-
simbioticd foarte interesantd. 1i lipseste histidina distald sau orice alt aminoacid distal®'.
Cavitatea de deasupra hemului este mai mare decat cea din globinele uzuale si are un caracter
mai hidrofil, cu aminoacizi care s-ar angaja cu usurintd in legaturi de hidrogen pentru
stabilizarea liganzilor: Tyr44, GIn71 si Trp111.

In acest capitol exploraim mai multi aducti ferici ai AtHb3 de spin jos prin spectroscopie
RES utilizdnd o gama de liganzi sonda mici care se leagd de fier si prezintd o diversitate de
structuri electronice, preferinte de stare de spin, precum si izomerie de legare (Figura 5). Unul
dintre acesti complecsi AtHb3 ne-a atras atentia in special datorita timpului sau de relaxare
ridicat. In consecintd, exploram mai multe proprietiti determinate din spectrul RES in unda
continud sau calculate utilizand DFT. Speculdm si evaludm influenta unor proprietdti precum
tetragonalitatea, rombicitatea, densitatea de spin si componentele hiperfine.
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Figura 5. Spectrele RES in banda X si unda continua brute ale aductilor AtHb3 selectati (300 uM in
tampon Tris 200 mM pH 7) masurate la 100 K. Semnalul cavitdtii este marcat. Spectrele sunt
prezentate fard nicio prelucrare matematica.
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5. Un ghid de jonglerie cu azotit/monoxid de azot pentru fitoglobine.
Reactivitatea hemoglobinelor vegetale fatd de azotit*

In acest capitol este prezentati o explorare cineticd aprofundati a reactivitatii
fitoglobinelor non-simbiotice (met, oxi si deoxi) din Arabidopsis thaliana fatd de azotit.
Mioglobina mamifera este utilizatd pentru comparatie. in discutiile noastre, incercim si
conectdm observatiile mecaniciste la fiziologia cunoscuta a 4. thaliana (in special in conditii
de stres abiotic sau biotic).

Fitoglobinele non-simbiotice sunt clasificate frecvent in functie de numarul de
coordinare a fierului in forma deoxi?®, in special in studiile spectroscopice. Conform Figurii 6,
fitoglobinele hexacoordonate, cum ar fi AtHbl (clasa 1) si AtHb2 (clasa 2) non-simbiotice,
prezintd o histidind distala conservata legatd de fierul hemului, de unde si denumirea
"hexacoordinatad". Fitoglobinele trunchate, precum AtHb3 (clasa 3), prezinta o foldare 2/2 mai

compacti si nu au histidina distald, de unde si denumirea de "pentacoordinate".?4 26

AtHb1 Hexacoordinated Hb

~

) 2 // ) \P

CD loop

. EF loop

AtHb3 : Pentacoordinated Hb

s* FE S

\

iR D missing

A | C

L144 4
)

Figura 6. Cele doua structuri de foldare reprezentative ale fitoglobinei 1 non-simbiotice (3ZHW?') si
ale fitoglobinei 3 trunchate (4CON?') din A. thaliana. Figura reprodusa din**,

In conditii anaerobe, se stie ci mioglobina si hemoglobina mamifere actioneazi ca azotit
reductaze, transformand azotitul in monoxid de azot. Figura 7 prezinta rezultatele detaliate ale
acestei activitati pentru fitoglobinele studiate. Deplasarea spectrald a benzii Soret si aparitia
benzilor a si B in regiunea 475 - 600 nm, cu puncte izosbestice clare, este prezenta in toate cele
patru globine. Aceste constatari sustin observatiile anterioare conform cérora reducerea
azotitului conduce la monoxid de azot, atunci cand Hb feric este redus de ditionit.?®

Am aratat in lucrarile noastre anterioare ca, in prezenta oxigenului sau a peroxidului de
hidrogen, globinele mamifere si fitoglobinele prezinti diferente evidente®2. Se stie ci
hemoglobina si mioglobina mamiferelor reactioneazd cu azotitul; mecanismul este foarte
complex: implicd o faza initiald lenta (faza de intarziere) care este accelereaza intr-o faza rapida
(faza de propagare) de oxidare. Timpul de intarziere in minute pentru aceasta faza lenta si rata
maxima de dezintegrare in faza rapida au fost determinate experimental pentru toate cele trei
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fitoglobine si mioglobina (Figura 8§ este ilustrativa pentru AtHb1). Reactia oxiAtHb1 cu azotitul
prezintd un timp de Intarziere mult mai lung in comparatie cu AtHb2. OxiAtHb3 a prezentat un
comportament cinetic diferit, cu prezenta doar a fazei de propagare, in oricare dintre conditiile
investigate. Deoarece a fost detectatd o globind de valentd inaltd (feril) ca intermediar in
experimente anterioare!**>**, este rezonabil si presupunem cid oxiAtHb3 prezinti un
comportament total diferit in prezenta azotitului datoritd implicarii acestui intermediar.

A 5 1
. ¢ deoxy AtHbL | _, 15370101071
2 i 4 | WdeoxyAtHb2 R2=0.9767
£ 08 A deoxyAtHD3
[~ ’ -
S £3 - ¢deoxyMb $¥=2197x+0.097
= 0.6 1 £ R*=0.946
= s 25 ]
g 04 - 7 A ¥ = AtHb2 52 v =1.1453x—0.0344
= " N A AtHb3 . R 5 0.9606
E 0.2 7 L A 1 Mb & y=0477x+0.0463
7 'S R*=0.9611
0 &4 T T T 0+ T T T T
0 1 2 3 0 0.25 0.5 0.75 1
Time [min] [NO, ](mM)

Figura 7. Cinetica reactiei azitutului cu deoxihemoglobinele non-simbiotice din A. thaliana si
deoxihemoglobina din inima de cal. A. Profilul cinetic al fiecarei Hb si Mb in prezenta a 1 mM azotit
la 413 nm pentru AtHb1, 412 nm pentru AtHb2, 419 nm pentru AtHb3 si 422 nm pentru Mb. B.
Diagrama constantelor de viteza observate in functie de concentratia de azotit (pH 7, 25°C).
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Figura 8. Profile cinetice si timpii de intdrziere corespunzdatori, precum §i vitezele pentru reactia
dintre 8 uM oxiAtHbD1si azotit A. la diferite concentratii de azotit (1,47-2,12 mM) in 50 mM tampon
fosfat pH 7 si B. la diferite valori ale pH-ului (6,8-7,3) cu 1,83 mM NaNO:.
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Aceasta reactivitate cu doud fete fatd de azotit este cel mai probabil mai mult decat un
simplu raspuns la hipoxie. Reactivitatea oxifitoglobinelor fatd de azotat a fost explorata anterior
in vivo si poate constitui o cale respiratorie alternativa in timpul hipoxiei, deoarece azotatul
joaci rolul de acceptor intermediar de electroni.’>® Azotitul ar fi produsul reducerii azotatului,
dar nu s-ar acumula in plante, deoarece ar fi ulterior redus la monoxid de azot in hipoxie.
Reducerea azotituljui poate fi cuplatd cu translocarea protonilor pentru a mentine biosinteza
ATP. 3° Ceea ce este si mai interesant este ci, pentru a asigura o forma de respiratie anaeroba,
alte enzime, probabil oxifitoglobinele, pe baza mecanismului discutat in acest capitol, pot oxida
NO 1inapoi la azotat, astfel incat ciclul si poatd continua.*

6. O afacere cu monoxid de azot in hipoxie cu metionin aminopeptidaze si
fitoglobina non-simbioticd 14!

Indepiartarea metioninei N-terminale este o modificare post-translationala esentiala in
aproximativ 60-70% din proteine si este efectuatd de metionin aminopeptidazele (MAP).
Datorita functiei lor fundamentale, activitatea unor astfel de enzime trebuie controlata strict, in
principal prin modificiri posttranslationale®>. In acest capitol, discutim modul in care
reactivitatea metionin aminopeptidazelor din A. thaliana poate fi reglata prin nitrozilarea
metalului si a cisteinelor. Pornind de la disuctia din capitolul anterior, exploram un posibil
transfer de monoxid de azot de la o metionin aminopeptidaza nitrozilata la hemoglobina 1 non-
simbiotica din A4. thaliana.

La adidugarea GS'*NO sau GS'°NO la MAP-uri, apare un semnal RES bine definit de
intensitate ridicatd la valoarea g 2,004. Aceasta este o indicatie clard a unui complex cu metal
nitrozilat, foarte probabil cu un centru de fier non-heminic, cu o contributie importantd din
partea unei cisteine din vecinitatea****. Formarea unui MAPx nitrozilat a dus la inhibarea
partiald a activitatii In ambele MAP-uri testate.

Dovezile experimentale ale colaboratorilor nostri de la Universidad de Salamanca arata
ca metionin aminopeptidazele din Arabidopsis sunt implicate in raspunsurile la hipoxie si
activitatea lor este reglatd prin nitrozilare. #! Aritim cum metionin aminopeptidazele transferi
NO la AtHbl1 prin spectroscopie RES, o interactiune cu posibila relevanta in vivo.
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7. pKa si criza de identitate a feril globinei: care este natura evenimentului de
protonare la pH< 5? %

In acest capitol sunt prezentate masuratorile UV-viz (inclusiv stopped-flow) asupra
mioglobinei feril (Mb) intr-un interval larg de pH (2-10), aratand pentru prima data banda Soret
a acestei specii la pH < 5. Sunt discutate comparatii intre comportamentul formei feril si cel al
Mb met si oxy in aceleasi conditii. De asemenea, pentru a separa posibilele contributii ale
denaturarii proteinelor sub pH 5, sunt efectuate experimente de control cu un agent alternativ
de denaturare - guanidina (Gu). Descriem eforturile detaliate de a rationaliza diferentele de
spectre dintre feril Mb la pH acid vs. neutru/bazic.

Figura 9 reitereaza datele UV-viz raportate anterior privind feril Mb obtinute din
experimentele de salt de pH si le imbunatateste acum cu date nou colectate in regiunea Soret.
Valoarea pKa calculatd pe baza regiunii Soret este 4,6 (prin aplicarea ecuatiei Henderson-
Hasselbach asupra raportului dintre absorbtiile de 418 nm si 422 nm), care este In acord
rezonabil cu pKa determinat din regiunea o si B (4,2 in Figura 9 sau 4,6 intr-o alta lucrare*). In
general, experimentele control suplimentare sugereazd cd un eveniment de protonare
semnificativ are loc la acidificarea intermediarului feril, dar nu si la acidificarea speciilor met
sau oxi ale Mb, si nici la denaturarea proteinei. Prin urmare, credeam ca acest eveniment de
protonare (si schimbarea spectrald ulterioard) sunt intrinseci intermediarului feril mai degraba
decat proteinei in general.

[a—

® Soret

e 520/590
520/590 fit

—Soret fit

<
oo

Normalized abs

e e o

0.1 T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700

A [nm]
Figura 9. Spectre UV-viz colectate intr-un experiment stopped-flow de titrare a 6,7 uM feril Mb cu
120 mM tampon universal de diverse valori ale pH-ului la temperatura camerei. Insertia prezintd
curbele de titrare ale feril Mb determinate din experimentul pH-jump. pKa calculat folosind curba
derivata din Soret este 4,6 (4,58), in timp ce pKa determinat pe baza modificarilor a si § este 4,2.
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8. Globi-Wan Kenobi al treilea si amenintarea cianamidei: activitatea
asemanatoare catalazei a unei fitoglobine trunchate fata de cianamida®’

S-a observat ca cianamida poate interactiona cu proteinele heminice ferice cu efecte de
otrivire asupra organismelor*®*’, efect amplificat de consumul de alcool. La randul siu,
cianamida a fost utilizati ca tratament impotriva consumului de alcool excesiv®’, deoarece unul
dintre metabolitii sdi inhiba aldehid dehidrogenazi.’'>* Dovezile experimentale sugereazi ci
cianamida este hidroxilata de Compusul I al catalazei la N-hidroxicianamida, care la randul sau
se descompune in cianurd si HNO.» 7 Cavitatea de legare relativ spatioasd a AtHb3>® si
reactivitatea sa fatd de H»O, pot fi considerate premise pentru o activitate de tip
peroxidaza/catalaza. Pentru a explora posibilitatea acestei activitati, cianamida a fost utilizata
ca substrat.

Adaugarea de apa oxigenatd la complexul cianamida-AtHb3 declanseaza modificari
spectrale interesante, dupd cum se arata in Figura 10. Benzile a si  se deplaseaza intr-un mod
hipocromic la 534 si 562 nm, prezentand caracteristicile unei specii cu spin jos.
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Figura 10. Cinetica UV-viz a reactiei dintre aductul metAtHb3-NH,CN si peroxidul de hidrogen.
MetAtHb3 (spectru albastru) este transformat in metAtHb3-NH:>CN (spectru rosu), care la randul sau
reactioneaza cu peroxidul de hidrogen pentru a genera o noud specie (spectre gri/negru).

Capacitatea globinelor de a transforma ABTS in forma sa de radical liber este utilizata
pentru a mdisura activitatea lor de pseudoperoxidazi.’® Adiugarea de cianamidi inhiba
peroxidarea ABTS intr-un mod dependent de concentratie, cu o constantd de inhibitie egala cu
1,6 mM (Figura 11). Luate impreuna, toate observatiile experimentale par sa indice hidroxilarea
cianamidei intr-un mod similar cu cel catalizat de catalaza.

Mecanismul care descrie reactia dintre aductul metAtHb3-cianamida si peroxidul de
hidrogen pare sa cuprinda urmatoarele etape:

1. Cianamida disociazd de metAtHb3 in prezenta peroxidului de hidrogen; metAtHb3 este
transformat in compusul I AtHb3.
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2. O mica parte din Compusul I AtHb3 hidroxileaza legatura N-H din grupa amino a cianamidei
pentru a genera N-hidroxicianamida, care se descompune in cianura si posibil N>O.

3. In acelasi timp, Compusul I AtHb3 este transformat rapid in Compusul II AtHb3
(ferilAtHb3); lipsa histidinei distale si a situsului de legare hidrofil, impreuna cu lipsa unui
agent reducator eficient duc cel mai probabil la degradarea proteinei.

H,NC=N
—_— mctAL?&HQOQ
=
g HQ G
= metAL:
L.Hq:j N—CEEN —— l():N—CEN]
=1 / H202
L*]
e H lHZO
=
2 0.2 4 ¢
“1K=16mM HNO + HCN HO
0.0 T T T T ~
0 10 20 30 40 [NO, + HON —e N-—C=N
NH,CN concentration [mM] HO/

Figura 11. Stanga: Graficul Michaelis-Menten cu concentratie variabila de cianamida in prezenta a
20 nM metAt3, 0,5 mM ABTS si 2 mM H202 la pH 7,4. Dreapta: Un mecanism propus pentru
descompunerea cianamidei in prezenta catalazei’’ adaptat pentru metAtHb3.

Nu exista dovezi clare in sprijinul reactivitatii AtHb3 fata de cianamida in vivo, dar
trebuie remarcat faptul ca nicio altd enzima (cu exceptia catalazei) nu prezinta o astfel de
reactivitate (asemanatoare catalazei) fata de acest substrat. AtHb3 ar putea fi prima globina
(fara modificari genetice) care efectueaza reactii de hidroxilare utilizand Compusul I si nu
o cale bazata pe radicalii liberi. Capturarea si caracterizarea experimentald a Compusului [
AtHb3 ar putea aprofunda intelegerea noastrd actuald legata de intermediarii hemului de
valenta inaltd, in special a modului in care hemurile legate de histidina ar putea stabiliza
intermediarii de valenta nalta pentru a efectua reactii de hidroxilare.
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9. Concluzii generale

In capitolul 2 a fost discutat echilibrul complex dintre comportamentul antioxidant
si prooxidant al polifenolilor, cu accent pe potentialul acestora de a genera radicali hidroxil
in prezenta compusilor de fier. Prin optimizarea unei metode colorimetrice de evaluare a
activitatii prooxidante am dezvoltat un instrument analitic nou pentru a investiga chimia de
tip Fenton a polifenolilor de provenienta vegetald. Rezultatele noastre demonstreaza ca
structura polifenolilor, pH-ul si sfera de coordinare a fierului influenteaza semnificativ
generarea radicalilor liberi.

Mecanismul peroxidarii lipozomale 1n prezenta mioglobinei si inhibarea acesteia
de catre polifenoli au fost analizate in capitolul 3. Activitatea inhibitoare a fost analizata
din punctul de vedere al mecanismului, subliniindu-se importanta interactiunilor
moleculelor mici att cu lipozomii, cat si cu globina.

In capitolul 4, am investigat aductii AtHb3 ferici de spin jos utilizand spectroscopia
RES. Investigatiile noastre au evidentiat variatii semnificative in anizotropia si
comportamentul de relaxare al acestora. Anumiti complecsi in special prezinta
comportamente de relaxare care deviaza de la asteptarile conventionale, indicand efecte
electronice complexe dincolo de simplul efect al cuplajului spin-orbita. Combinarea datelor
experimentale RES cu calculele DFT a oferit informatii valoroase cu privire la factorii
fundamentali care guverneaza proprietatile de spin ale sistemelor heminice, cum ar fi
densitatea de spin si componentele hiperfine.

In ciuda diferentelor structurale si a posibilelor diferente functionale, toate cele trei
hemoglobine vegetale non-simbiotice din A. thaliana prezinta o activitate aseméanatoare
celei a azotit reductazei in conditii anaerobe. Dupa cum s-a discutat in capitolul 5, toate
cele trei fitoglobine prezinta constante de viteza mai mari decat ale mioglobinei mamifere.
Toate globinele studiate au reactionat cu azotitul si in conditii aerobe; dintre acestea, AtHb3
este de departe cea mai reactiva. Implicarea intermediarului feril este, de asemenea,
discutatd pe baza observatiilor spectroscopice si cinetice.

Capitolul 6 oferd dovezi convingatoare ca monoxidul de azot ar putea modula
activitatea metionin aminopeptidazelor (MAP) din Arabidopsis thaliana atit prin
nitrozilare metalului, cat si prin S- nitrozilare. Experimentele noastre demonstreaza ca
MAP-urile s-ar putea angaja in reactii de trans-nitrozilare cu fitoglobina non-simbiotica
AtHb1, transferand NO si contribuind la semnalizare in timpul hipoxiei in plante.

In capitolul 7 aratim cum feril Mb sufera un eveniment de protonare sub pH 5, dupa
cum arata datele pH jump obtinute prin stopped-flow (in UV-viz). Acest eveniment este
caracterizat prin deplasari hipsocromice in banda Soret (~ 5 nm), precum si in benzile a si
B (~ 20-40 nm) si o reducere de ~ 10 nm a diferentei de energie dintre benzile a si f.
Experimentele de control sugereaza ca evenimentul de protonare este localizat pe atomul
de oxigen legat de fier, parte integranta a intermediarul Fe(IV)=0.

Capitolul 8 propune o reactivitate asemanatoare catalazei a ftoglobinei 3 trunchate
din A. thaliana fata de cianamida. Modificarile spectrale observate sunt in concordanta cu
implicarea intermediarilor heminici de valentd ridicatd, asemanatori cu cei gasiti in
catalaza. Datele cinetice releva o activitate pseudoperoxidazica a AtHDb3, care este
semnificativ inhibatd de cianamida, ceea ce sugereaza un mecanism de reactie cu de tip
inner sphere. Investigatiile ulterioare sunt in concordanta cu implicarea Compusului |
AtHb3 ca intermediar. Aceasta activitate asemanatoare catalazei a AtHb3 fata de cianamida
pare a fi unica printre enzimele care contin hem pana in prezent, cel putin.
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