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Considerații generale 
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Dumitrescu, R., Mot, A. C. 2024. Redox Reactivity of Nonsymbiotic Phytoglobins towards 

Nitrite. Molecule, 29(6), 1200; 
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1. Introducere: element Fe-nomenal 

 

 Marele Eveniment de Oxigenare (MEO) a schimbat în mod semnificativ chimia de la 

suprafața Pământului, având un impact foarte mare asupra biosferei. În timp ce cationul Fe2+ 

solubil a fost oxidat la Fe3+ insolubil, oxidarea cationului Cu+ la Cu2+ a dus la creșterea 

solubilității acestuia și, prin urmare, la creșterea biodisponibilității. Forma ferică putea fi 

utilizată în continuare de forme de viață de viață primordiale, cu condiția de a fi ”captat” într-o 

sferă de coordinare. Acest aspect explică într-o măsură de ce organismele acvatice folosesc un 

spectru mult mai divers de cationi (de exemplu vanadiu, nichel, cadmiu) în scop biocatalitice. 

MEO a făcut posibile o multitudine de reacții care, în mod normal, ar fi avut loc loc într-o 

măsură mai mică în condiții reductive: procese bazate pe radicali - și în special cele care implică 

specii reactive de oxigen. Oxidarea oxigenului molecular cu un electron produce superoxid, 

care prin pierderea a încă unui electron se transformă în H2O2; Fe3+ poate fi redus la Fe2 de 

superoxid sau alte molecule. Fe2+ și H2O2 pot reacționa în două moduri, fie prin generarea 

radicalului hidroxil, fie prin generarea unui intermediar de fier cu valență ridicată. Ambele 

specii se pot angaja într-o varietate de procese chimice; astfel de procese au avut o contribuție 

semnificativă la apariția lumii vii așa cum o cunoaștem în prezent. Probabil cel mai mare efect 

al MEO asupra vieții pe Pământ a fost începutul metabolismului aerob. Atunci când oxigenul 

este utilizat ca acceptor final de electroni, se produce mult mai multă energie în comparație cu 

metabolismul anaerob. De exemplu, glicoliza produce aproximativ 5 echivalenți ATP, în timp 

ce ciclul Krebs produce 20 de echivalenți ATP. Această creștere a energiei a permis 

organismelor preistorice să evolueze și să se diversifice, nu doar să supraviețuiască pur și 

simplu. Deși eucariotele sunt dependente de oxigen pentru a produce energie, oxigenul în sine 

este un potențial pericol la adresa supraviețuirii lor; această paradigmă este cunoscută sub 

numele de "paradoxul oxigenului". Două procese care au la bază generarea radicalilor liberi în 

prezența fierului (heminic și non-heminic) sunt discutate în capitolele 2 și 3 ale acestei teze. 

 Pentru a se adapta și a utiliza întregul potențial chimic în condițiile aerobe emergente, 

organismele au fost nevoite să îți extindă biochimiei, în special în ceea ce privește 

biocatalizatorii. Este important de remarcat faptul că (metalo)proteinele existau cu mult înainte 

de Marele Eveniment de Oxigenare. Ar fi fost păcat ca potențialul chimic al fierului să nu fie 

exploatat în biotransformări. Fierul există într-o gamă largă de stări de oxidare; perechea 

Fe2+/Fe3+ funcționează în reacții acido-bazice sau de transfer de electroni. Potențialul lor redox 

poate fi ajustat în funcție de identitatea ligandului, diversificând astfel portofoliul chimic. În 

plus, fierul se poate lega atât la liganzi duri (pe bază de oxigen), cât și la liganzi moi (pe bază 

de azot și sulf); Fe3+ este un centru dur, în timp ce Fe2+ are un caracter intermediar. 

 Proteinele heminice sunt ex exemplu excelent pentru a ilustra versatilitatea chimiei 

fierului. Forma oxi conține un hem feros care leagă și, în globine, transportă oxigenul. Legarea 

oxigenului modifică structura electronică a hemului, stabilizând fierul într-o stare de spin jos și 

permițând eliberarea reversibilă de oxigen în țesuturile care au nevoie de acesta. Forma deoxi, 

în schimb, nu conține oxigen legat, lăsând Fe2+ într-o stare pentacoordinată, cu spin înalt (în 

unele globine). În capitolele 5 și 6 este analizată reactivitatea oxi- și deoxi fitoglobinelor. 

 Forma met, cunoscută și sub numele de hem feric (Fe3+), rezultă în urma oxidării Fe2+ 

din oxi sau deoxi. În această stare, fierul heminic nu poate lega oxigenul; cu toate acestea, hemul 
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feric este capabil să lege o gamă largă de liganzi mici, alții decât oxigenul, deși cu afinități mai 

mici. În capitolul 4 este discutată și analizată această proprietate a formei met folosind 

spectroscopia RES și metodologie de modelare moleculară DFT. În plus, forma ferică este 

esențială în ciclul catalitic al catalazei, care este discutată în capitolul 8. 

 Interacțiunea dintre formele feroasă și ferică ale hemului este importantă în procesele 

celulare. Ciclul redox Fe2+/Fe3+ din citocromul c permite transferul de electroni între complexul 

III (complexul citocromului bc₁) și complexul IV (citocromul c oxidază, una dintre cele mai 

vechi enzime). Ulterior, trio-ul Fe2+/Fe3+/Fe4+ contribuie, împreună cu un centru de Cu și o 

tirozină cheie, la producerea de protoni și apă în citocromul c oxidază. Ambii citocromi fac 

parte din lanțul de transfer al electronilor, care este ultima etapă a respirației celulare în 

organismele aerobe. În plus, această interacțiune feros/feric este esențială pentru ciclul catalitic 

al citocromului P450: forma ferică în repaus este redusă la cea feroasă, care leagă oxigenul 

pentru a genera Compusul 0, care la rândul său suferă homoliză la Compusul I care hidroxilează 

substraturile. 

 Compusul I este una dintre speciile fier-oxo de înaltă valență întâlnite în biochimie. Fe4+ 

este o stare redox rară, dar implicarea sa în transformarea legăturilor chimice puternice este 

importantă din punct de vedere fiziologic și inspiră catalizatori alternativi. Compusul I 

(Fe(IV)=O cuplat cu un radical liber pe bază de porfirină) este una dintre cele mai reactive 

specii heminice captate și caracterizate până în prezent. Acesta face parte integrantă din ciclul 

catalitic al citocromilor P450 și al peroxidazelor care permit hidroxilarea legăturilor C-H sau 

descompunerea peroxidului de hidrogen. În capitolul 8 este discutată ipoteza implicării unui 

compus I al globinei în hidroxilarea cianamidei. 

 Factorii care ajustează reactivitatea Compusului I sunt încă în dezbatere, dar unele teorii 

câștigă teren, cum ar fi cele bazate pe conceptul de Two State Reactivity sau pe tăria legăturii 

O-H D(OH) formată în timpul etapei de abstracție a atomului de H, înrădăcinată în principiul 

Bell-Evans-Polanyi1,2. Compusul I generează, la rândul său, Compusul II, un intermediar heme 

Fe(IV)=O curat. În capitolul 7 este discutată starea de protonare a formei feril din globine. În 

mod normal, potențialul Compusului II este prea scăzut pentru a permite hidroxilarea sau 

halogenarea substraturilor, dar poate totuși să participe la reacții de transfer de electroni sau să 

genereze radicali liberi, după cum este descris în capitolul 3. 

 În capitolele următoare, dorim să înțelegem comportamentul și reactivitatea hemului în 

proteine, în special în fitoglobine. Este utilizată o gamă complexă de metodologii care include 

spectroscopia (în special UV-viz și rezonanța electronică de spin, RES - deși în lucrările legate 

de teză candidatul explorează și utilizarea fluorescenței, rezonanța magnetică nucleară RMN și 

Mössbauer), biologie moleculară cu proteine recombinante, purificarea și caracterizarea 

acestora, cinetică (steady-state, stopped-flow și, în lucrările legate de teză, freeze-quench rapid), 

precum și calcule [DFT și docking]. 
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2. Reacțiile fierului: când polifenolii generează radicali hidroxil și cum să îi 

folosim în scopuri analitice 3 

 

 

 În acest capitol, este discutată dezvoltarea și optimizarea unei noi metode analitice 

pentru determinarea activității prooxidante. Acest test prooxidant are la bază procese relevante 

din punct de vedere fiziologic și presupune evaluarea capacității polifenolilor de a genera 

radicali liberi. Pentru a servi scopului acestei teze de doctorat, mecanismul care stă la baza 

efectului prooxidant este studiat în detaliu, în timp ce parametri care performanța analitică a 

metodei sunt neglijați; acest aspect este tratat în detaliu în articolul științific trimis la revista 

Talanta pentru publicare. O atenție deosebită este acordată reactivității fierului față de 

polifenoli, precum și reactivității de tip Fenton care rezultă din aceasta. 

 Principiul metodei prooxidante se bazează pe capacitatea Fe3+ de a oxida polifenolii la 

semichinone, după cum se arată în schema 14. Compusul feric este transformat în forma sa 

feroasă și rămâne (ideal) în această stare de oxidare, deoarece Fe3+ nu este capabil să genereze 

radicalul hidroxil. Odată format, radicalul semichinonă poate transfera în continuare un electron 

oxigenului molecular, dând naștere radicalului anionic superoxid. Acesta din urmă suferă o 

reacție de disproporționare. Peroxidul de hidrogen astfel format reacționează cu Fe2+ într-o 

reacție de tip Fenton. Radicalul hidroxil rezultă în urma secvenței de reacții. 

 
Schema 1. 

Radicalul hidroxil este foarte reactiv și doar câteva abordări experimentale permit 

detectarea și determinarea acestuia. O modalitate foarte simplă de detectare a radicalilor 

liberi reactivi mici este prin captarea spinului. În astfel de experimente, o moleculă de tip 

nitronă (denumit capcană de spin) captează radicalul liber. 

Metodele de detecție mai accesibile utilizează substraturi care suferă modificări 

semnificative ale absorbției UV-vis sau ale profilului de fluorescență atunci când este 

prezent radicalul hidroxil. Un astfel de substrat este 2-metil-4(5)-nitroimidazolul, care este 

atacat de radicalul hidroxil pentru a produce azotit. Deși această reacție în sine nu are o 

deplasare spectrală semnificativă, azotiții pot fi detectați cu reactivul Griess, un test analitic 

foarte specific și sensibil. 

Au fost efectuate experimente de control pentru a demonstra principiul de 

funcționare cu Fe3+-EDTA și acid galic la pH 7. Producția de radical HO a fost testată cu 
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2-metil-4(5)-nitroimidazol și reactivul Griess. Nu este detectată producerea de radicali 

hidroxil atunci când unul sau mai mulți reactanți (Fe3+-EDTA, acid galic și/sau 2-metil-

4(5)-nitroimidazol) sunt eliminați (1-6 în Figura 1). Pentru a investiga rolul oxigenului în 

acest sistem de tip Fenton, testul a fost efectuat în condiții normoxice, anaerobe și 

îmbogățite cu oxigen (7-9 în Figura 1). Rezultatele indică faptul că prezența oxigenului 

este esențială reacției Fenton, deoarece absența oxigenului molecular duce la diminuarea 

formării radicalilor hidroxil (8 în Figura 1). Îmbogățirea cu oxigen decu la un randament 

de trei ori mai mare de radical hidroxil (9 în Figura 1). Pe baza acestor considerente, 

oxigenul este într-adevăr esențial în această secvență de reacție de tip Fenton. 

 
Figura 1. Experimente control cu acid galic și Fe(III)-EDTA. NIMZ reprezintă 2-metil-

4(5)-nitroimidazol. 

 

În acest capitol este studiată capacitatea acidului galic de a produce radicali hidroxil 

în prezența unui număr de complecși Fe3+, într-un interval de pH și în prezența solvenților 

organici. În plus, discutăm observațiile noastre din perspectivă structurală și mecanică. Au 

fost utilizate tehnica de captare a spinului și spectroscopia RES în banda X în undă continuă 

pentru a verifica detecția UV-viz bazată pe Griess. Polifenolii în prezența Fe3+-EDTA la 

pH 10 produc cei mai mulți radicali hidroxil și sistemul poate fi utilizat ca o metodă de 

determinare a caracterului prooxidant. 
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3. Lipide în pericol: furia oxidativă a mioglobinei contra ”scuturilor” 

antioxidante. Ce inhibă peroxidarea lipozomilor indusă de mioglobină?
 19,56 

 

 O metodologie bazată pe inhibarea peroxidării lipozomilor a fost dezvoltată de grupul 

nostru (ILA-proteină: inhibarea autooxidării lipozomilor de către proteine)5–8. O astfel de 

metodologie poate fi utilizată pentru a evalua capacitatea antioxidantă a unei game largi de 

compuși, indiferent de polaritatea acestora. Peroxidarea lipozomală poate fi accelerată de o serie 

de proteine heminice și chiar de hemul liber5,9–17. Așa cum este ilustrat în Figura 2 A, proteinele 

heminice pot acționa ca inițiatori ai reacțiilor radicalice datorită chimiei fierului heminic prin 

descompunerea catalitică de tip pseudoperoxidază (sau Fenton) a urmelor de peroxizi și 

hidroperoxizi deja prezenți în probele de lecitină. Atunci când citocromul c este înlocuit cu 

mioglobina drept catalizator, autooxidarea lipozomală necesită perioade mult mai scurte pentru 

a se finaliza, cu o dependență clară de concentrația de mioglobină (Figura 2 B). 

 
Figura 2. A. Schema de reacție propusă care evidențiază rolul hemului în peroxidare. B. Peroxidarea 

lipozomilor (0,5 mg/mL) în absența H2O2 ca dependentă de mioglobina. 

 După cum s-a constatat anterior în analizele IC50 sau KM utilizând alte teste antioxidante, 

potențialele redox ale antioxidanților nu se corelează cu IC50ILA-Mb18. Prin urmare, se poate 

presupune că mecanismul antioxidant evaluat în testul ILA-Mb nu depinde exclusiv de 

transferul de electroni sau de atomi de hidrogen între moleculele mici (de exemplu, antioxidanții 

și radicalii pe bază de lipide). Legarea specifică, interacțiunea și recunoașterea moleculară a 

antioxidantului de către lipozomi sau mioglobină sunt cel mai probabil implicate. 

 Pentru a explora legarea moleculelor mici la mioglobină la nivel teoretic, am efectuat 

calcule de docking folosind cei cinci antioxidanți selectați (ascorbat, catechin, galat, ferulat și 

rutin) ca liganzi. Situsul de legare al catechinului (cele mai mari afinități) este prezentat în 

Figura 3; catechinul formează o legătură de hidrogen cu gruparea propionat. Propionatul poate 

facilita un mecanism de tip PCET mai eficient atât prin legături de hidrogen, cât și prin 

interacțiuni electrostatice cu substraturile (în acest caz, cu antioxidanții mici). Această 

observație poate ajuta la explicarea comportamentului ascorbatului și catechinului: ambele 

formează cel puțin o legătură de hidrogen cu propionatul (antioxidanții sunt donatorii de H). 
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Figura 3. Situsul de legare cel mai favorabil prezis al catechinului la mioglobină.  

 În ceea ce privește interacțiunile cu lipidele, toți cei cinci antioxidanți și proba 

hidrofobă, α-tocoferolul, au indus modificări ale semnalului EPR al 16-MeDSAE ca urmare a 

interacțiunii lor cu lipozomii (Figura 4). Tratamentul cu ascorbat, catechin, ferulat și galat 

produce profiluri spectrale identice: o singură componentă, cu o lărgire pronunțată a liniei 

spectrale, cu un timp de corelație de aproximativ 1,5 x 10-9 s pentru toate cele patru spectre, 

ceea ce indică un regim de dinamică lentă. Pe de altă parte, tratamentul cu α-tocoferol și, 

surprinzător, rutin, a schimbat drastic forma spectrului 16-MeDSAE, prin îngustarea liniei 

spectrale. Componenta spectrală mai accentuată în cazul ambilor antioxidanți este caracterizată 

de un timp de corelație de 1 x 10-10 s, indicând un regim de dinamică rapidă, care poate fi corelat 

cu o creștere a fluidității membranei. 

 
Figura 4. Spectre RES după cum urmează: 1- 16-MeDSAE în soluție tampon; 3- Lipozomi etichetați 

cu 16-MeDSAE în soluție tampon (control) tratați cu rutin(2), α-tocoferol(4), ascorbat(5), catechin(6), 

ferulat(7) și galat(8). 
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4. Frumusețea este în ochiul rezonatorului: testare cu molecule mici a unui situs 

atipic al unei hemoglobine utilizând spectroscopia de rezonanță de spin 

combinată cu simulări DFT19 

 

 Sistemele heminice în stare ferică sunt candidați optimi pentru spectroscopia RES. Fe3+ 

are cinci electroni d care pot fi dispuși fie într-o configurație cu spin înalt (S=5/2), fie într-o 

configurație cu spin jos (S=1/2), în funcție de liganzi. Semnalele RES ale hemului feric tind să 

aibă fie o geometrie axială (în configurație de spin înalt), fie rombică (în configurație de spin 

jos). Datorită valorilor ridicate ale cuplajului spin-orbită, astfel de semnale EPR pot fi observate 

de obicei la temperaturi foarte scăzute20. 

 AtHb3 (hemoglobina 3 trunchată din Arabidopsis thaliana) este o fitoglobină non-

simbiotică foarte interesantă. Îi lipsește histidina distală sau orice alt aminoacid distal21. 

Cavitatea de deasupra hemului este mai mare decât cea din globinele uzuale și are un caracter 

mai hidrofil, cu aminoacizi care s-ar angaja cu ușurință în legături de hidrogen pentru 

stabilizarea liganzilor: Tyr44, Gln71 și Trp111. 

 În acest capitol explorăm mai mulți aducți ferici ai AtHb3 de spin jos prin spectroscopie 

RES utilizând o gamă de liganzi sondă mici care se leagă de fier și prezintă o diversitate de 

structuri electronice, preferințe de stare de spin, precum și izomerie de legare (Figura 5). Unul 

dintre acești complecși AtHb3 ne-a atras atenția în special datorită timpului său de relaxare 

ridicat. În consecință, explorăm mai multe proprietăți determinate din spectrul RES în undă 

continuă sau calculate utilizând DFT. Speculăm și evaluăm influența unor proprietăți precum 

tetragonalitatea, rombicitatea, densitatea de spin și componentele hiperfine. 

 
Figura 5. Spectrele RES în bandă X și undă continuă brute ale aducților AtHb3 selectați (300 μM în 

tampon Tris 200 mM pH 7) măsurate la 100 K. Semnalul cavității este marcat. Spectrele sunt 

prezentate fără nicio prelucrare matematică. 
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5. Un ghid de jonglerie cu azotit/monoxid de azot pentru fitoglobine. 

Reactivitatea hemoglobinelor vegetale față de azotit22 

 

 În acest capitol este prezentată o explorare cinetică aprofundată a reactivității 

fitoglobinelor non-simbiotice (met, oxi și deoxi) din Arabidopsis thaliana față de azotit. 

Mioglobina mamiferă este utilizată pentru comparație. În discuțiile noastre, încercăm să 

conectăm observațiile mecaniciste la fiziologia cunoscută a A. thaliana (în special în condiții 

de stres abiotic sau biotic). 

 Fitoglobinele non-simbiotice sunt clasificate frecvent în funcție de numărul de 

coordinare a fierului în forma deoxi23, în special în studiile spectroscopice. Conform Figurii 6, 

fitoglobinele hexacoordonate, cum ar fi AtHb1 (clasa 1) și AtHb2 (clasa 2) non-simbiotice, 

prezintă o histidină distală conservată legată de fierul hemului, de unde și denumirea 

"hexacoordinată". Fitoglobinele trunchate, precum AtHb3 (clasa 3), prezintă o foldare 2/2 mai 

compactă și nu au histidina distală, de unde și denumirea de "pentacoordinate".24–26 

 
Figura 6. Cele două structuri de foldare reprezentative ale fitoglobinei 1 non-simbiotice (3ZHW27) și 

ale fitoglobinei 3 trunchate (4C0N21) din A. thaliana. Figură reprodusă din 24. 

 În condiții anaerobe, se știe că mioglobina și hemoglobina mamifere acționează ca azotit 

reductaze, transformând azotitul în monoxid de azot. Figura 7 prezintă rezultatele detaliate ale 

acestei activități pentru fitoglobinele studiate. Deplasarea spectrală a benzii Soret și apariția 

benzilor α și β în regiunea 475 - 600 nm, cu puncte izosbestice clare, este prezentă în toate cele 

patru globine. Aceste constatări susțin observațiile anterioare conform cărora reducerea 

azotitului conduce la monoxid de azot, atunci când Hb feric este redus de ditionit.28 

 Am arătat în lucrările noastre anterioare că, în prezența oxigenului sau a peroxidului de 

hidrogen, globinele mamifere și fitoglobinele prezintă diferențe evidente29–32. Se știe că 

hemoglobina și mioglobina mamiferelor reacționează cu azotitul; mecanismul este foarte 

complex: implică o fază inițială lentă (faza de întârziere) care este accelerează într-o fază rapidă 

(faza de propagare) de oxidare. Timpul de întârziere în minute pentru această fază lentă și rata 

maximă de dezintegrare în faza rapidă au fost determinate experimental pentru toate cele trei 
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fitoglobine și mioglobină (Figura 8 este ilustrativă pentru AtHb1). Reacția oxiAtHb1 cu azotitul 

prezintă un timp de întârziere mult mai lung în comparație cu AtHb2. OxiAtHb3 a prezentat un 

comportament cinetic diferit, cu prezența doar a fazei de propagare, în oricare dintre condițiile 

investigate. Deoarece a fost detectată o globină de valență înaltă (feril) ca intermediar în 

experimente anterioare14,33,34, este rezonabil să presupunem că oxiAtHb3 prezintă un 

comportament total diferit în prezența azotitului datorită implicării acestui intermediar. 

 
Figura 7. Cinetica reacției azitutului cu deoxihemoglobinele non-simbiotice din A. thaliana și 

deoxihemoglobina din inimă de cal. A. Profilul cinetic al fiecărei Hb și Mb în prezența a 1 mM azotit 

la 413 nm pentru AtHb1, 412 nm pentru AtHb2, 419 nm pentru AtHb3 și 422 nm pentru Mb. B. 

Diagrama constantelor de viteză observate în funcție de concentrația de azotit (pH 7, 25°C). 

 

 
Figura 8. Profile cinetice și timpii de întârziere corespunzători, precum și vitezele pentru reacția 

dintre 8 μM oxiAtHb1și azotit A. la diferite concentrații de azotit (1,47-2,12 mM) în 50 mM tampon 

fosfat pH 7 și B. la diferite valori ale pH-ului (6,8-7,3) cu 1,83 mM NaNO2. 
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 Această reactivitate cu două fețe față de azotit este cel mai probabil mai mult decât un 

simplu răspuns la hipoxie. Reactivitatea oxifitoglobinelor față de azotat a fost explorată anterior 

in vivo și poate constitui o cale respiratorie alternativă în timpul hipoxiei, deoarece azotatul 

joacă rolul de acceptor intermediar de electroni.35–38 Azotitul ar fi produsul reducerii azotatului, 

dar nu s-ar acumula în plante, deoarece ar fi ulterior redus la monoxid de azot în hipoxie. 

Reducerea azotituljui poate fi cuplată cu translocarea protonilor pentru a menține biosinteza 

ATP. 39 Ceea ce este și mai interesant este că, pentru a asigura o formă de respirație anaerobă, 

alte enzime, probabil oxifitoglobinele, pe baza mecanismului discutat în acest capitol, pot oxida 

NO înapoi la azotat, astfel încât ciclul să poată continua.40 

 

 

 

 

 

6. O afacere cu monoxid de azot în hipoxie cu metionin aminopeptidaze și 

fitoglobina non-simbiotică 141 

 

 

 Îndepărtarea metioninei N-terminale este o modificare post-translațională esențială în 

aproximativ 60-70% din proteine și este efectuată de metionin aminopeptidazele (MAP). 

Datorită funcției lor fundamentale, activitatea unor astfel de enzime trebuie controlată strict, în 

principal prin modificări posttranslaționale42. În acest capitol, discutăm modul în care 

reactivitatea metionin aminopeptidazelor din A. thaliana poate fi reglată prin nitrozilarea 

metalului și a cisteinelor. Pornind de la disucția din capitolul anterior, explorăm un posibil 

transfer de monoxid de azot de la o metionin aminopeptidază nitrozilată la hemoglobina 1 non-

simbiotică din A. thaliana. 

 La adăugarea GS14NO sau GS15NO la MAP-uri, apare un semnal RES bine definit de 

intensitate ridicată la valoarea g 2,004. Aceasta este o indicație clară a unui complex cu metal 

nitrozilat, foarte probabil cu un centru de fier non-heminic, cu o contribuție importantă din 

partea unei cisteine din vecinătatea43,44. Formarea unui MAPx nitrozilat a dus la inhibarea 

parțială a activității în ambele MAP-uri testate. 

 Dovezile experimentale ale colaboratorilor noștri de la Universidad de Salamanca arată 

că metionin aminopeptidazele din Arabidopsis sunt implicate în răspunsurile la hipoxie și 

activitatea lor este reglată prin nitrozilare. 41  Arătăm cum metionin aminopeptidazele transferă 

NO la AtHb1 prin spectroscopie RES, o interacțiune cu posibilă relevanță in vivo. 
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7. pKa și criza de identitate a feril globinei: care este natura evenimentului de 

protonare la pH< 5? 45 

 

 În acest capitol sunt prezentate măsurătorile UV-viz (inclusiv stopped-flow) asupra 

mioglobinei feril (Mb) într-un interval larg de pH (2-10), arătând pentru prima dată banda Soret 

a acestei specii la pH < 5. Sunt discutate comparații între comportamentul formei feril și cel al 

Mb met și oxy în aceleași condiții. De asemenea, pentru a separa posibilele contribuții ale 

denaturării proteinelor sub pH 5, sunt efectuate experimente de control cu un agent alternativ 

de denaturare - guanidina (Gu). Descriem eforturile detaliate de a raționaliza diferențele de 

spectre dintre feril Mb la pH acid vs. neutru/bazic. 

 Figura 9 reiterează datele UV-viz raportate anterior privind feril Mb obținute din 

experimentele de salt de pH și le îmbunătățește acum cu date nou colectate în regiunea Soret. 

Valoarea pKa calculată pe baza regiunii Soret este 4,6 (prin aplicarea ecuației Henderson-

Hasselbach asupra raportului dintre absorbțiile de 418 nm și 422 nm), care este în acord 

rezonabil cu pKa determinat din regiunea α și β (4,2 în Figura 9 sau 4,6 într-o altă lucrare46). În 

general, experimentele control suplimentare sugerează că un eveniment de protonare 

semnificativ are loc la acidificarea intermediarului feril, dar nu și la acidificarea speciilor met 

sau oxi ale Mb, și nici la denaturarea proteinei. Prin urmare, credeam că acest eveniment de 

protonare (și schimbarea spectrală ulterioară) sunt intrinseci intermediarului feril mai degrabă 

decât proteinei în general. 

 
Figura 9. Spectre UV-viz colectate într-un experiment stopped-flow de titrare a 6,7 μM feril Mb cu 

120 mM tampon universal de diverse valori ale pH-ului la temperatura camerei. Inserția prezintă 

curbele de titrare ale feril Mb determinate din experimentul pH-jump. pKa calculat folosind curba 

derivată din Soret este 4,6 (4,58), în timp ce pKa determinat pe baza modificărilor α și β este 4,2. 
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8. Globi-Wan Kenobi al treilea și amenințarea cianamidei: activitatea 

asemănătoare catalazei a unei fitoglobine trunchate față de cianamidă47 

 

 S-a observat că cianamida poate interacționa cu proteinele heminice ferice cu efecte de 

otrăvire asupra organismelor48,49, efect amplificat de consumul de alcool. La rândul său, 

cianamida a fost utilizată ca tratament împotriva consumului de alcool excesiv50, deoarece unul 

dintre metaboliții săi inhibă aldehid dehidrogenază.51–54 Dovezile experimentale sugerează că 

cianamida este hidroxilată de Compusul I al catalazei la N-hidroxicianamidă, care la rândul său 

se descompune în cianură și HNO.55–57 Cavitatea de legare relativ spațioasă a AtHb358 și 

reactivitatea sa față de H2O2 pot fi considerate premise pentru o activitate de tip 

peroxidază/catalază. Pentru a explora posibilitatea acestei activități, cianamida a fost utilizată 

ca substrat. 

 Adăugarea de apă oxigenată la complexul cianamidă-AtHb3 declanșează modificări 

spectrale interesante, după cum se arată în Figura 10. Benzile α și β se deplasează într-un mod 

hipocromic la 534 și 562 nm, prezentând caracteristicile unei specii cu spin jos. 

 

 
Figura 10. Cinetica UV-viz a reacției dintre aductul metAtHb3-NH2CN și peroxidul de hidrogen. 

MetAtHb3 (spectru albastru) este transformat în metAtHb3-NH2CN (spectru roșu), care la rândul său 

reacționează cu peroxidul de hidrogen pentru a genera o nouă specie (spectre gri/negru). 

 

 Capacitatea globinelor de a transforma ABTS în forma sa de radical liber este utilizată 

pentru a măsura activitatea lor de pseudoperoxidază.59 Adăugarea de cianamidă inhibă 

peroxidarea ABTS într-un mod dependent de concentrație, cu o constantă de inhibiție egală cu 

1,6 mM (Figura 11). Luate împreună, toate observațiile experimentale par să indice hidroxilarea 

cianamidei într-un mod similar cu cel catalizat de catalază. 

 Mecanismul care descrie reacția dintre aductul metAtHb3-cianamidă și peroxidul de 

hidrogen pare să cuprindă următoarele etape: 

1. Cianamida disociază de metAtHb3 în prezența peroxidului de hidrogen; metAtHb3 este 

transformat în compusul I AtHb3. 
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2. O mică parte din Compusul I AtHb3 hidroxilează legătura N-H din grupa amino a cianamidei 

pentru a genera N-hidroxicianamidă, care se descompune în cianură și posibil N2O. 

3. În același timp, Compusul I AtHb3 este transformat rapid în Compusul II AtHb3 

(ferilAtHb3); lipsa histidinei distale și a situsului de legare hidrofil, împreună cu lipsa unui 

agent reducător eficient duc cel mai probabil la degradarea proteinei. 

 

 
Figura 11. Stânga: Graficul Michaelis-Menten cu concentrație variabilă de cianamidă în prezența a 

20 nM metAt3, 0,5 mM ABTS și 2 mM H2O2 la pH 7,4. Dreapta: Un mecanism propus pentru 

descompunerea cianamidei în prezența catalazei57 adaptat pentru metAtHb3. 

Nu există dovezi clare în sprijinul reactivității AtHb3 față de cianamidă in vivo, dar 

trebuie remarcat faptul că nicio altă enzimă (cu excepția catalazei) nu prezintă o astfel de 

reactivitate (asemănătoare catalazei) față de acest substrat. AtHb3 ar putea fi prima globină 

(fără modificări genetice) care efectuează reacții de hidroxilare utilizând Compusul I și nu 

o cale bazată pe radicalii liberi. Capturarea și caracterizarea experimentală a Compusului I 

AtHb3 ar putea aprofunda înțelegerea noastră actuală legată de intermediarii hemului de 

valență înaltă, în special a modului în care hemurile legate de histidină ar putea stabiliza 

intermediarii de valență înaltă pentru a efectua reacții de hidroxilare. 
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9. Concluzii generale 

 

În capitolul 2 a fost discutat echilibrul complex dintre comportamentul antioxidant 

și prooxidant al polifenolilor, cu accent pe potențialul acestora de a genera radicali hidroxil 

în prezența compușilor de fier. Prin optimizarea unei metode colorimetrice de evaluare a 

activității prooxidante am dezvoltat un instrument analitic nou pentru a investiga chimia de 

tip Fenton a polifenolilor de proveniență vegetală. Rezultatele noastre demonstrează că 

structura polifenolilor, pH-ul și sfera de coordinare a fierului influențează semnificativ 

generarea radicalilor liberi. 

Mecanismul peroxidării lipozomale în prezența mioglobinei și inhibarea acesteia 

de către polifenoli au fost analizate în capitolul 3. Activitatea inhibitoare a fost analizată 

din punctul de vedere al mecanismului, subliniindu-se importanța interacțiunilor 

moleculelor mici atât cu lipozomii, cât și cu globina. 

În capitolul 4, am investigat aducții AtHb3 ferici de spin jos utilizând spectroscopia 

RES. Investigațiile noastre au evidențiat variații semnificative în anizotropia și 

comportamentul de relaxare al acestora. Anumiți complecși în special prezintă 

comportamente de relaxare care deviază de la așteptările convenționale, indicând efecte 

electronice complexe dincolo de simplul efect al cuplajului spin-orbită. Combinarea datelor 

experimentale RES cu calculele DFT a oferit informații valoroase cu privire la factorii 

fundamentali care guvernează proprietățile de spin ale sistemelor heminice, cum ar fi 

densitatea de spin și componentele hiperfine. 

În ciuda diferențelor structurale și a posibilelor diferențe funcționale, toate cele trei 

hemoglobine vegetale non-simbiotice din A. thaliana prezintă o activitate asemănătoare 

celei a azotit reductazei în condiții anaerobe. După cum s-a discutat în capitolul 5, toate 

cele trei fitoglobine prezintă constante de viteză mai mari decât ale mioglobinei mamifere. 

Toate globinele studiate au reacționat cu azotitul și în condiții aerobe; dintre acestea, AtHb3 

este de departe cea mai reactivă. Implicarea intermediarului feril este, de asemenea, 

discutată pe baza observațiilor spectroscopice și cinetice. 

Capitolul 6 oferă dovezi convingătoare că monoxidul de azot ar putea modula 

activitatea metionin aminopeptidazelor (MAP) din Arabidopsis thaliana atât prin 

nitrozilare metalului, cât și prin S- nitrozilare. Experimentele noastre demonstrează că 

MAP-urile s-ar putea angaja în reacții de trans-nitrozilare cu fitoglobina non-simbiotică 

AtHb1, transferând NO și contribuind la semnalizare în timpul hipoxiei în plante. 

În capitolul 7 arătăm cum feril Mb suferă un eveniment de protonare sub pH 5, după 

cum arată datele pH jump obținute prin stopped-flow (în UV-viz). Acest eveniment este 

caracterizat prin deplasări hipsocromice în banda Soret (~ 5 nm), precum și în benzile α și 

β (~ 20-40 nm) și o reducere de ~ 10 nm a diferenței de energie dintre benzile α și β. 

Experimentele de control sugerează că evenimentul de protonare este localizat pe atomul 

de oxigen legat de fier, parte integrantă a intermediarul Fe(IV)=O. 

Capitolul 8 propune o reactivitate asemănătoare catalazei a ftoglobinei 3 trunchate 

din A. thaliana față de cianamidă. Modificările spectrale observate sunt în concordanță cu 

implicarea intermediarilor heminici de valență ridicată, asemănători cu cei găsiți în 

catalază. Datele cinetice relevă o activitate pseudoperoxidazică a AtHb3, care este 

semnificativ inhibată de cianamidă, ceea ce sugerează un mecanism de reacție cu de tip 

inner sphere. Investigațiile ulterioare sunt în concordanță cu implicarea Compusului I 

AtHb3 ca intermediar. Această activitate asemănătoare catalazei a AtHb3 față de cianamidă 

pare a fi unică printre enzimele care conțin hem până în prezent, cel puțin. 
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