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A) Tytul osiagniecia naukowego.

Teoretyczno-obliczeniowy opis proceséw fotochemicznych pochodnych witaminy B,
z wiazaniem aksjalnym Co-C i Co-O

Osiggnigcie naukowe bedace podstawg do wnioskowania o stopien naukowy doktora
habilitowanego obejmuje cykl 11 publikacji o sumarycznym wskazniku Impact Factor:
55,915 i liczbie punktow MNiSW: 415.

B) Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego.

H1. Kozlowski P.M., Kumar M., Piecuch P., Li W., Bauman N.P., Hansen J.A., Lodowski
P., Jaworska M., 2012; The Cobalt-Methyl Bond Dissociation in Methylcobalamin:
New Benchmark Analysis Based on Density Functional Theory and Completely
Renormalized Coupled-Cluster Calculations. J Chem Theory Comput. 8, 1870-1894.

Impact Factor ISI: 5,389; MNiSW: 40



H2.

H3.

H4.

HS.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na: wykonaniu obliczen metodg DFT
| opracowaniu rezultatow prezentowanych w Tabeli 3 i na Rysunku 8 (w czesci
odpowiadajgcej obliczeniom w bazie 6-311++G**), w Tabeli 5 (w czesci
odpowiadajgcej obliczeniom DFT), w calosci wykonaniu obliczen metodq
CASSCF/CASPT?2 i opracowaniu rezultatow prezentowanych na Rysunkach 7 i 8,
wykonaniu Rysunkow 1, 5 i 7, interpretacji wynikow wykonanych obliczen metodq DFT
I CASSCF/CASPT2, analizie merytorycznej i korekcie tresci manuskryptu w czesci
dotyczqcej obliczen DFT i CASSCF/CASPT2. Moj indywidualny wktad procentowy
do pracy szacuje na 30%.

Kornobis K., Kumar N., Lodowski P., Jawrska M., Piecuch P., Lutz J.J., Wong B.M.,
Kozlowski P.M., 2013; Electronic structure of the S; state in methylcobalamin: Insight
from CASSCF/MC-XQDPT2, EOM-CCSD, and TD-DFT calculations. J Comp Chem.
34, 987-1004.

Impact Factor 1SI: 3,601; MNiSW: 35

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na: wykonaniu obliczen metodg DFT
i TD-DFT dla bazy funkcyjnej 6-311++G** i opracowaniu rezultatow prezentowanych
w Tabelach 4 i 5 oraz na Rysunkach 6 i 7, opracowaniu i interpretacji wynikow
obliczen wykonanych metodqg CASSCF/MC-XQDPT2 prezentowanych w Tabeli 2,
W cafosci na wykonaniu i opracowaniu wynikow obliczen metodg TD-DFT
Z optymalizacjq geometrii  pierwszego stanu wzbudzonego badanego ukiadu,
prezentowanych na Rysunkach 9 i 10, wykonaniu Rysunkow 1, 2, 3,51 6 oraz 9 i 10,
analizie merytorycznej i korekcie tresci manuskryptu w czesci dotyczgcej obliczen DFT
i TD-DFT. M¢j indywidualny wktad procentowy do pracy szacuje na 40%.

Garabato B.D., Kumar N., Lodowski P., Jaworska M., Koztowski P.M., 2016;
Electronically excited states of cob(ll)alamin: insights from CASSCF/XMCQDPT2
and TD-DFT calculations. Phys Chem Chem Phys. 18, 4513-4526.

Impact Factor 1SI: 4,123; MNiSW: 40

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na interpretacji i opracowaniu wynikow
obliczen metodq CASSCF/MC-XQDPT2 prezentowanych w Tabelach 1 i 2, wykonaniu
Rysunkow 1, 2, 4, 8, 9, dwukrotnej korekcie manuskryptu. Moj indywidualny wktad
procentowy do pracy szacuje na 30%.

Andrunidéw T., Lodowski P., Garabato B.D., Jaworska M., Kozlowski P.M., 2016; The
role of spin-orbit coupling in the photolysis of methylcobalamin. J Chem Phys. 144,
124305 1-12.

Impact Factor ISI: 2,965; MNiSW: 35

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegal na: wspotudziale w tworzeniu koncepcji pracy
i zaprojektowaniu metodyki obliczen, wykonaniu w okoto 60% obliczen metodami (SA)-
CASSCF i MS-CASPT2 oraz opracowaniu, analizie i interpretacji wynikow tych
obliczen, wykonaniu wszystkich Tabel i Rysunkow, wspotudziale w interpretacji catosci
rezultatow obliczeniowych i sformutowaniu wnioskow koncowych badan, formalnym
sprawdzeniu wersji koncowej manuskryptu przed wystaniem pracy do publikacji.
Moj indywidualny wktad procentowy do pracy szacuje na 50%.

Lodowski P., Jaworska M., Andruniéw T., Garabato B.D., Kozlowski P.M., 2014;
Mechanism of the S; excited state internal conversion in vitamin B;,. Phys Chem Chem
Phys. 16, 18675-18679.

Impact Factor ISI: 4,493; MNiSW: 35



H6.

H7.

H8.

Ho.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na: zaprojektowaniu, wykonaniu
I opracowaniu wynikéw wszystkich obliczen, ktorych rezultaty sq prezentowane
W niniejszej pracy, wyznaczeniu Sciezki fotochemicznej prowadzgcej do procesu
konwersji wewnetrznej, wykonaniu wszystkich Rysunkow, analizie merytorycznej
| korekcie tresci manuskryptu przed wystaniem pracy do publikacji. Moj indywidualny
wkiad procentowy do pracy szacuje na 65%.

Wiley T.E., Miller W.R., Miller N.A., Sension R.J., Lodowski P., Jaworska M.,
Kozlowski P.M., 2016; Photostability of hydroxocobalamin: ultrafast excited state
dynamics and computational studies. J Phys Chem Lett. 7, 143-147.

Impact Factor 1SI: 9,353; MNiISW: 45

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: zaprojektowaniu, wykonaniu
I opracowaniu wynikow wszystkich obliczen wykonanych metodq DFT i TD-DFT,
ktorych rezultaty sq prezentowane w pracy na Rysunkach 5, 6 i 7, wyznaczeniu Sciezek
fotochemicznych prowadzqcych do procesu konwersji wewnetrznej lub fotolizy,
Wykonaniu Rysunkow 5, 6 i 7, analizie merytorycznej i korekcie tresci manuskryptu
przed wystaniem pracy do publikacji w czesci dotyczqcej rezultatow badan metodami
teoretycznymi. Moj indywidualny wkiad procentowy do pracy szacuje na 55%.

Wiley T.E., Miller N.A., Miller W.R., Sofferman D.L., Lodowski P., Toda M.J.,
Jaworska M., Kozlowski P.M., Sension R.J., 2018; Off to the Races: Comparison
of Excited State Dynamics in Vitamin Bj, Derivatives Hydroxocobalamin
and Aguocobalamin. J Phys Chem A. 122, 6693-6703.

Impact Factor 1SI: 2,836; MNiSW: 30

MOoj wkilad w powstanie tej pracy polegal na: wykonaniu obliczen metodg DFT i TD-
DFT, opracowaniu i interpretacji rezultatow prezentowanych w Tabelach 1 i 2
oraz na Rysunkach 8-12, wykonaniu Rysunkow 8-11 i Tabel 1-2, wykonaniu skalowania
widm i przygotowaniu Rysunku 12 w czesci b i ¢, analizie merytorycznej i korekcie
tresci manuskryptu w czesci dotyczgcej obliczen DFT i TD-DFT. Moj indywidualny
wklad procentowy do pracy szacuje na 25%.

Lodowski P., Ciura K., Toda M.J., Jaworska M., Kozlowski P.M., 2017;
Photodissociation of ethylphenylcobalamin antivitamin B;,. Phys Chem Chem Phys. 19,
30310-30315.

Impact Factor ISI: 3,906; MNiSW: 40

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: sformutowaniu koncepcji pracy w oparciu
o dostepne w literaturze dane eksperymentalne i zaprojektowaniu metodyki obliczen
w ramach metody DFT i TD-DFT, analizie i interpretacji wynikow obliczen,
wyznaczeniu mozliwych sciezek fotochemicznych i sformutowaniu wnioskow, wykonaniu
wszystkich Rysunkow, analizie merytorycznej i korekcie tresci manuskryptu przed
wystaniem pracy do publikacji. Moj indywidualny wkiad procentowy do pracy szacuje
na 70%.

Lodowski P., Toda M.J., Ciura K., Jaworska M., Kozlowski P.M., 2018; Photolytic
Properties of Antivitamins B1,. Inorg Chem. 57, 7838-7850.

Impact Factor ISI: 4,700; MNiSW: 40

MOoj wklad w powstanie tej pracy polegal na: sformutowaniu koncepcji pracy w oparciu
o dostepne w literaturze dane eksperymentalne i zaprojektowaniu metodyki obliczen w

ramach metody DFT i TD-DFT, wykonaniu obliczen majgcych na celu wyznaczenie
parametru A wzbudzen elektronowych w ramach metody TD-DFT (Tabela 2 i 3),
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analizie i interpretacji wynikow obliczen, wyznaczeniu mozliwych Sciezek
fotochemicznych i sformutowaniu wnioskow, wykonaniu wszystkich Rysunkow i Tabel,
analizie merytorycznej i korekcie tresci manuskryptu przed wystaniem pracy do
publikacji. Moj indywidualny wkiad procentowy do pracy szacuje na 70%.

H10. Al Mamun A., Toda M.J., Lodowski P., Jaworska M., Kozlowski P.M., 2018;
Mechanism of Light Induced Radical Pair Formation in Coenzyme Bi,-Dependent
Ethanolamine Ammonia-Lyase. ACS Catal. 8, 7164-7178.

Impact Factor 1SI: 11,384; MNiSW: 45

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na: wspotudziale w opracowaniu
| interpretacji wynikow obliczen, wykonaniu Rysunkow 1, 3-5 1 7. Moj indywidualny
wkiad procentowy do pracy szacuje na 30%.

H11. Ghosh P., Al Mamun A., Lodowski P., Jaworska M., Kozlowski P.M., 2018;
Mechanism of the photo-induced activation of Co-C bond in methylcobalamin-
dependent methionine synthase, J Photochem Photobiol B: Biol. 189, 306-317.

Impact Factor ISI: 3,165; MNiSW: 30

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: wspotudziale w opracowaniu
| interpretacji wynikow obliczen, wykonaniu Rysunkow 1, 3, 7 oraz Schematow 1 i 2,
wspotudziale w pisaniu manuskryptu. Moj indywidualny wktad procentowy do pracy
szacuje na 30%.

C) Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Witamina B, i jej pochodne, zwane rowniez kobalaminami (Cbls), sa waznymi
bionieorganicznymi metabolitami w wielu enzymatycznych procesach [1-12]. Witamina By,
zwana rowniez cyjanokobalaming (CNCbl), nie jest biologicznie aktywna, niemniej jest
prekursorem dwoch biologicznie aktywnych kofaktorow, a mianowicie metylokobalaminy
(MeCbl) i 5’-deoksyadenozylokobalaminy (AdoCbl). Ogolnie, metylokobalamina jest
kofaktorem metylotransferaz i uczestniczy w reakcjach przeniesienia grupy metylowej [13-
15], natomiast 5’-deoksyadenozylokobalamina jest kofaktorem enzymoéw katalizujacych
szereg zlozonych przeksztalcen molekularnych, w tym reakcji przegrupowania szkieletu
weglowego, eliminacji heteroatoméw, czy tez miedzyczasteczkowego przeniesienia grup
aminowych [16-26].

Kobalaminy  posiadaja charakterystyczng strukture molekularng 1 s
szesciokoordynacyjnym kompleksem jonu kobaltu na III stopniu utlenienia. Jon kobaltu
W pozycji ekwatorialnej koordynowany jest przez cztery atomy azotu sprz¢zonych pierscieni
pirolowych, zawartych w makrocyklicznym uktadzie korynowym. W dolnej pozycji aksjalnej
(pozycja o) jon kobaltu koordynowany jest przez atom azotu czasteczki
5,6-dimetylobenzimidazolu  (DBI), ktoéra stanowi koncowy fragment tancucha
nukleotydowego przytaczonego do atomu wegla Ci7 pierScienia korynowego. W gornej
pozycji aksjalnej (pozycja ) koordynowane mogg by¢ rézne ligandy, wsérdd ktorych nalezy
wymieni¢: CN, CHz (Me), 5’-deoksyadenozyl (Ado), OH, H,O. Znanych jest tez wiele,
syntetycznych pochodnych witaminy B2, w ktérych gorna pozycja aksjalna zajmowana moze
by¢ przez roznorodne uktady molekularne. Biorac pod uwage charakter wigzania Co-X
z gornym ligandem aksjalnym, znane pochodne witaminy Bi, mozna podzieli¢ na uktady
z wigzaniem Co-C, C0-O, Co-S i Co-N. Drugim, podzialem wymienionych pochodnych,
zuwagi na charakter gornego liganda aksjalnego, jest podziat na pochodne alkilowe
i niealkilowe. Jezeli kobalt w pozycji aksjalnej jest skoordynowany przez zasade azotowa
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DBI to struktura kobalaminy jest formg base-on. W niskich pH, protonowanie zasady
azotowej prowadzi do jej odtaczenia od atomu kobaltu w wyniku czego powstaje tak zwana
forma base-off. W obecnosci czasteczek wody, zwolniona przez DBI dolna, aksjalna pozycja
koordynacyjna, zajmowana jest przez stabo zwigzang z kobaltem czgsteczke wody.
W niektorych enzymach, kofaktor kobalaminowy wystepuje w formie base-off/His-on.
W takim przypadku w miejsce odlgczonej zasady tancucha nukleotydowego, koordynowany
jest azot fragmentu imidazolowego histydyny (His), tym samym kofaktor ulega zwigzaniu
Z tancuchem peptydowym bialtka enzymatycznego.

W mechanizmach proceséw enzymatycznych z udzialem kofaktorow B, kluczowa role
pelni zerwanie wigzania Co-C. W przypadku enzyméw zaleznych od metylokobalaminy
przyjmuje si¢, ze rozerwanie wigzania kobalt-wegiel ma formalnie charakter heterolityczny,
a przeniesienie grupy metylowej zachodzi zgodnie z mechanizmem substytucji typu Sn2.
W procesach enzymatycznych z udzialem 5-deoksyadenozylokobalaminy, proces zrywania
wigzania Co-C jest dysocjacjg homolityczng, a mechanizm katalizy enzymatycznej oparty jest
o reakcje z udzialem rodnikow. Udzial reagentow jonowych w katalizie enzymatycznej
Z udziatem metylokobalaminy w niektorych przypadkach budzi jednak watpliwos$ci, miedzy
innymi w odniesieniu do kluczowego etapu jakim jest dysocjacja lub tworzenie wigzania
Co-C. Z uwagi na charakter reagentow oraz warunki steryczne wystepujace w procesie
enzymatycznym, dopuszcza si¢ mozliwo$¢, ze reakcje przeniesienia grupy metylowej
pomiedzy substratem akceptorowym lub donorowym a uktadem kobaltokorynowym zachodza
wedhug innych mechanizméw niz zwyczajowo sugerowany mechanizm typu Sn2, a jednym
z nich moze by¢ mechanizm rodnikowy. Problem ten jednak do chwili obecnej nie jest
jednoznacznie rozstrzygniety i wymaga dalszych badan.

Poza enzymatyczng rolag Cbls, od potowy ubiegtego wieku wiadomo, ze uktad B, jest
fotoreaktywny, a wigzanie Co-C moze ulega¢ fotodysocjacji [27-38]. Istotng rolg w badaniu
proceséw fotochemicznych Cbls, w tym okresleniu mechanizmoéw tych procesow odgrywa
przejsciowa spektroskopia absorpcyjna (TAS) [39-60]. Badania eksperymentalne dostarczaja
istotnych informacji w odniesieniu do powstajacych produktow i elektronowo wzbudzonych
standw przejsciowych bioragcych udziat w procesie fotochemicznym. Podstawowym
wnioskiem wynikajacym z badan eksperymentalnych, a zarazem podstawowa wtasciwoscia
fotochemiczng Cbls jest fotolabilnos¢ pochodnych alkilowych Bj, 1 fotostabilnos¢
pochodnych niealkilowych, w tym witaminy Bi, (cyjanokobalamina, CNCbl). Nalezy
podkresli¢, ze wsrod znanych alkilowych pochodnych Biy, obie biologicznie aktywne formy,
tzn. metylokobalamina (MeCbl) i adenozylokobalamina (AdoCbl), moga ulega¢ dysocjacji
fotolitycznej [30,37-44,46,47,59,60]. Pochodne alkilowe w procesie fotochemicznym
dysocjuja homolitycznie i wigzanie Co-C jest zrywane z utworzeniem pary rodnikowej
Co'(corrin)*/I'R, ktora nastepnie moze ulega¢ rekombinacji z odtworzeniem ukladu
wyjéciowego Co'"'(corrin)-R lub rodnik ‘R w wyniku dyfuzji moze opusci¢ obszar fotoreakcji.
W roztworze, fotoliza wolnej metylokobalaminy w odréznieniu od fotolizy wolnej
adenozylokobalaminy jest zalezna od dlugosci fali wzbudzenia [43]. Przy wzbudzeniu falag
0 dlugosci okoto 520 nm, znaczaca wigkszo$¢ wzbudzonego uktadu ulega wygaszeniu
I w wyniku konwersji wewnetrznej powraca do stanu podstawowego, jedynie w okoto 15%
powstaja wolne pary rodnikowe. Wzbudzanie metylokobalaminy falag o dlugosci okoto
400 nm powoduje wyrazne rozdzielenie $ciezki procesu fotochemicznego przed homoliza
wigzania Co-C. W okoto 75% wzbudzony uktad, w podpikosekundowej skali czasowej,
tworzy stabilny stan wzbudzony o charakterze CT (Charge Transfer, stan z przeniesieniem
tadunku), ktory nastgpnie ulega wygaszeniu z utworzeniem par rodnikowych. Pozostate 25%
fotolizuje bezposrednio, réwniez w podpikosekundowej skali czasowej. Wraz ze
ZMmniejszeniem rozmiaru przestrzennego gornego liganda aksjalnego lub w wyniku obniZenia
pH rozpuszczalnika obserwowane jest zmniejszenie wydajnosci fotolizy poprzez zwigkszenie



odpowiednio szybkosci procesu konwersji wewngtrznej do stanu podstawowego. Ten efekt
jest wyraznie widoczny w przypadku pochodnych niealkilowych, dla ktorych stan wzbudzony
ulega z reguty calkowicie efektywnej konwersji wewngtrznej do stanu podstawowego
i wrezultacie uktad B, pozostaje niezdysocjowany [48,49,52,58,H6]. W ten sposob,
wiekszo$¢ badanych niealkilowych pochodnych Bj; jest ukladami wysoce fotostabilnymi.
Istnieja jednak pewne odstepstwa od wskazanej fotostabilnosci pochodnych niealkilowych,
przypadkiem takim jest hydroksokobalamina (OHCbI). Wzbudzanie falg o dlugosci 350 nm
lub dluzsza, nie prowadzi do powstania rodnikéw hydroksylowych. Jednocze$nie, przy
wzbudzeniu falg o dtugosci okoto 270 nm wydajnos¢ kwantowa fotolizy wynosi okoto 1,5%,
a dane spektroskopowe uwidaczniajg powstawanie dlugo zyjacej sktadowej spektralne;
zgodnej z obecnoscia uktadu Co'(corrin) [61,H6]. Proces fotochemiczny jest takze zalezny od
formy wzbudzanej czasteczki. Wydajno$¢ fotolizy dla formy base-off metylo-, adenozylo-
I n-propylokobalaminy jest wynikiem dwoch konkurencyjnych procesow, a mianowicie,
szybkiego nieradiacyjnego wygaszania prowadzacego do odtworzenia stanu podstawowego
oraz tworzenia pary rodnikowej w wyniku homolizy wigzania Co-C [51]. Jest to wyrazna
roznica W stosunku do formy base-on kobalamin, gdzie wydajno$¢ fotolizy w znacznym
stopniu jest wypadkowa procesu rekombinacji i dyfuzyjnej separacji geminalnej pary
rodnikowej. Tak wigc, odiaczenie dolnej zasady aksjalnej otwiera efektywng S$ciezke
fotochemiczng dla szybkiej konwersji wewngtrznej i nieradiacyjnego wygaszania stanu
wzbudzonego, redukujgc tym samym wydajnos¢ tworzenia dlugo zyjacej pary rodnikowe;j.
Obserwowany jest rowniez wptyw srodowiska na proces fotochemiczny Cbls [45,47,49,50].
Zasadniczo, dwa podstawowe czynniki mogg odgrywac istotng role w przebiegu procesu
fotochemicznego, sa to polarno$¢ oraz ptynnos¢ (lepkos¢) osrodka, w ktorym zachodzi
proces. Rezultaty badan eksperymentalnych dla takich pochodnych Bj, jak metylo-, etylo-,
n-propylo- i adenozylokobalaminy (MeCbl, EtCbl, PrCbl i AdoCbl) w roztworze wodnym,
glikolu etylenowym oraz mieszaninie tych rozpuszczalnikow pokazuja, ze stany wzbudzone
I rozgalezienie mozliwych $ciezek fotochemicznych jest wlasciwie takie samo w przypadku
obu rozpuszczalnikow. Sugeruje si¢ jednak, ze w zalezno$ci od stopnia polarnosci
rozpuszczalnika, oddziatywanie elektrostatyczne z jego czasteczkami moze nieznacznie
wplywac¢ na wzajemng relacj¢ energetyczna pomig¢dzy elektronowymi stanami wzbudzonymi
oraz stanem podstawowym. Gtoéwnie jednak, wplyw rozpuszczalnika widoczny jest
w dynamice procesu fotochemicznego. W tym kontekscie, dominujacy wplyw
rozpuszczalnika obserwowany jest w czasie zycia najnizszego stanu wzbudzonego, statej
szybkos$ci rekombinacji pary rodnikowej, szybkosci reorientacji rodnika alkilowego i procesie
dyfuzji. Polarno$¢ rozpuszczalnika ma wplyw na stabilizacj¢ stanu wzbudzonego
Z przeniesieniem tadunku (stan CT) i moze powodowa¢ zmiany w wysokos$ci bariery
energetycznej dla powrotu do stanu podstawowego. Polarny rozpuszczalnik bedzie wptywat
na wysokos$¢ bariery jezeli jego czasteczki i wzbudzony stan przej$ciowy maja znaczaco
rozny rozktad tadunku. Ponadto fluktuacje 1 reorganizacja czasteczek rozpuszczalnika moze
utatwia¢ rekombinacje rozktadu tadunku i powodowaé zmiany stalej szybkosci powrotu do
stanu podstawowego. Oddzialywanie z rozpuszczalnikiem moze takze utrudniaé¢ jakis
konformacyjny ruch kobalaminy odgrywajacy role w przekraczaniu bariery konwersji
wewnetrzne] pomiedzy elektronowym stanem wzbudzonym 1 stanem podstawowym.
Czasteczki rozpuszczalnika sg zdolne do utworzenia klatki wokoét dysocjujacego uktadu
Co---R, w tym wokot powstajagcego rodnika alkilowego ‘R i w pewnym stopniu beda
powodowaé zablokowanie dyfuzyjnego wyj$cia grupy alkilowej z obszaru fotoreakcji.
Obnizenie zdolnosci wydostania si¢ rodnika alkilowego z bliskiego obszaru wokoét rodnika
Co'"(corrin)* sprzyja rekombinacji i powoduje obnizenie wydajnosci kwantowej fotolizy. Dla
takich rodnikow jak *Me, °Et, *Pr i *Ado otoczenie rozpuszczalnikowe nie ma znaczgcego
wplywu na stalg szybkosci rekombinacji rodnikéw. Stata szybko$ci geminalnej rekombinacji
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jest raczej zalezna od charakteru rodnika i dla MeCbl oraz AdoCbl jest okoto dwa razy
wigksza niz dla EtCbl i PrCbl. Dyfuzja reorientacyjna dla matych rodnikéw alkilowych jest
w zasadzie szybka w stosunku do obserwowanej szybko$ci rekombinacji, jednoczesnie
reorientacja duzych rodnikow jak rodnik *Ado nastepuje na poroOwnywalnej skali czasowej
lub jest wolniejsza niz rekombinacja. Geminalna rekombinacja pary kontaktowej rodnikow,
powstatych w procesie fotolizy wigzania Co-C, zachodzi na skali czasowej od kilkudziesieciu
pikosekund dla rodnika metylowego (*Me) przy duzej plynnosci osrodka, do wiecej niz
nanosekunda dla duzych rodnikéw w osrodku o niskiej ptynnosci. W przypadku otoczenia
enzymatycznego, obserwowany proces fotolitycznej dysocjacji wigzania Co-R nie jest
znaczaco roézny od tego jaki obserwuje si¢ dla wolnego kofaktora w roztworze, ale istnieja
pewne roznice w zalezno$ciach energetycznych i dynamice procesu [46,47,59,60,62].

W obecnosci dodatkowego reagenta, proces fotochemiczny Cbls moze ulec zmianie
W wyniku reakcji pomiedzy produktami procesu fotochemicznego kobalaminy a czgsteczka
tego reagenta. Typowym przyktadem takiej reakcji moze by¢ fotoliza Cbls w obecnosci tlenu
[35,36,63,64]. W przypadku aerobowej fotolizy adenozylokobalaminy produktami
fotoreakcji, w zaleznoéci od pH, jest H,OCbI" lub OHCbl oraz adenozylo-5’-aldehyd.
Powstajaca w wyniku fotolizy para rodnikowa Co'(corrin)*//*Ado reaguje z tlenem
czasteczkowym. W reakcji tej, w wyniku utworzenia wigzania Co-O-O-Ado, jako produkt
przejsciowy powstaje 5’-peroksyadenozylokobalamina, ktora hydrolizujac przeksztalca si¢ do
5’-peroksyadenozyny i hydroksykobalaminy (OHCbl). Rozpad powstalego peroksyalkilu
ostatecznie prowadzi do utworzenia adenozylo-5’-aldehydu. Reakcje takie moga zachodzi¢
zarowno w stanach elektronowo wzbudzonych jak i w stanie podstawowym, jednakze
doktadny ich mechanizm na poziomie molekularnym nie jest znany.

Ciekawym aspektem procesu fotolitycznego kobalamin jest wptyw pola magnetycznego
na wydajno$¢ procesu fotolizy (MFE) [65-72]. W przypadku wolnego MeCbl i AdoCbl
W roztworze, zaobserwowano magnetycznie indukowane zmniejszenie kwantowej wydajnosci
procesu fotolizy [65,66]. Efekt ten badany byt rowniez dla adenozylokobalamino-zaleznego
enzymu amoniakoliazy etanoloaminowej (EAL) [69-71]. Dziatanie niewielkiego pola
magnetycznego (od kilkudziesieciu do kilkuset mT) zwicksza wzgledng populacje
powstajacych w wyniku homolizy singletowych par rodnikowych. Zatem dziatanie pola
magnetycznego prowadzi do zwickszenia prawdopodobienstwa rekombinacji par
rodnikowych w stanie singletowym i1 powoduje jednoczes$nie zmniejszenic wydajnosci
kwantowej procesu fotolizy. W polu magnetycznym, w wyniku oddziatywania Zeemana
nastepuje zwiekszenie przerwy energetycznej podpozioméw Ty W stosunku do podpoziomu
Ty stanu trypletowego i S stanu singletowego, a tym samym, dla czesciowo rozdzielonej pary
rodnikowej zmniejszone zostaje prawdopodobienstwo efektywnej, koherentnej spinowo-
stanowej konwersji wewnetrznej pomiedzy stanem singletowym 1 blisko lezagcym stanem
trypletowym. Dla wolnej AdoCbl w roztworze wodnym, szacowany stopien efektu pola
magnetycznego wynosi ~7% i ulega zwiekszeniu do ~18% dla kofaktora w enzymie EAL,
w sytuacji kiedy substrat reakcji enzymatycznej nie wystgpuje w centrum aktywnym. Wzrost
efektu pola magnetycznego dla adenozylokobalaminy w enzymie tlumaczy si¢ silniejszym
efektem klatkowym centrum aktywnego na powstajacg par¢ rodnikowa i tym samym
zwiekszonym czasem zycia tej pary w porownaniu do warunkow wystepujacych w roztworze
[70]. Z drugiej strony magnetyczna czulo$¢ homolizy wigzania Co-C, ulega calkowicie
zanikowi, kiedy dysocjacja tego wigzania jest inicjowana przez obecnos$¢ substratu w centrum
aktywnym [69]. Zanik efektu pola magnetycznego w obecnosci substratu wyjasnia si¢ faktem,
ze homoliza wigzania Co-C 1 przeniesienie wodoru z substratu sg procesami kinetycznie
sprzezonymi, co powoduje szybkie wigzanie powstajacego rodnika °‘Ado. Poniewaz
rekombinacja pary rodnikowej jest wewnetrzng cze$cia mechanizmu lezacego u podstaw



MFE, szybkie procesy, mogace usuwaé powstajace rodniki uniemozliwiaja wigc ich
rekombinacje i powoduja rownoczesnie zanik efektu pola magnetycznego.

Poczatkowo fotoreaktywno$¢ uktadu Bj, postrzegana byla jako reakcja niepozadana.
Niemniej ta wlasciwos$¢ kobalamin byta przedmiotem badan, gtownie postrzeganych jako
zrédlo informacji, pomocnych w wyjasnieniu niektorych aspektow mechanizméw katalizy
enzymatycznej dla enzymow zaleznych od Bi,. Obecnie wlasciwos$¢ ta moze by¢ postrzegana
w zupetnie innym S$wietle i mie¢ duze znaczenie praktyczne w takich obszarach jak:
kontrolowane $wiatlem generowanie wolnych rodnikow, czy projektowanie i zastosowanie
fotoaktywnych zwigzkéw majacych potencjalne zastosowanie w terapii, diagnozie
i toksykologii [61,73-76]. Szczegolnie intrygujace jest odkrycie i scharakteryzowanie CarH
jako fotoreceptora zaleznego od adenozylokobalaminy [77-82]. Odkrycie to wskazuje, ze
fotoaktywnos¢ Cbls moze odgrywaé¢ kluczowa role w wielu naturalnych procesach
biochemicznych. CarH jest fotoreceptorem, ktory wykorzystuje fotoliz¢ AdoCbl, jako sensor
swiatla do regulacji syntezy karotenoidow, stanowigcych naturalny czynnik chronigcy przed
szkodliwym dzialaniem promieniowania stonecznego w przypadku pewnej grupy
niefototroficznych bakterii, jak np. Myxococcus Xanthus i Thermus Thermophilus.
Mechanizm dziatania fotoreceptora CarH oparty jest o proces fotodysocjacji wigzania Co-C.
Nastgpnie w wyniku utworzenia wigzania Co-Imidazol(HIS132) dochodzi do zmian
konformacyjnych biatka i do rozpadu tetrameru CarH, bezposrednio zwigzanego z DNA.
Uwolniona w ten sposob sekwencja DNA umozliwia transkrypcj¢ biatek odpowiedzialnych
za synteze karotenoidow. Mechanizm ten jest wyjatkowy w poréwnaniu do fotoreceptorow,
w ktorych zmiany konformacyjne biatka wywotane sg przez izomeryzacje cis-trans lub
poprzez fotoindukowane przeniesienie elektronu. W rozwazanym przypadku fotoreceptor
CarH wiaze si¢ bezposrednio z DNA, a proces fotodetekcji nie wymaga dodatkowego biatka
regulacyjnego.

Przedstawione powyzej wlasciwosci fotofizyczne i fotochemiczne Cbls stanowig podstawe
dla komputerowego modelowania fotolitycznych wlasciwosci tej grupy zwigzkow. Badania
eksperymentalne, szczegolnie Chen i Chance [39,40], Sension [41-57], Scruttona [58,69-71]
i Warncke [59,60] implikuja wiele obszaréw, ktére wymagaja zastosowania metod
teoretycznych do opisu zjawisk fotochemicznych na poziomie molekularnym. Z punktu
widzenia badan eksperymentalnych, czgsto wglad w poziom molekularny tych procesow jest
bardzo trudny lub wrecz niemozliwy. Podstawowymi obszarami, ktore wymagajg teoretyczne;
eksploracji w zakresie fotochemii Cbls sg migdzy innymi: wyjasnienie fotolabilnosci
i fotostabilnosci, zalezno$¢ procesu fotochemicznego od dtugosci fali wzbudzenia, wplyw
rozpuszczalnika lub otoczenia biatkowego, réznice w fotochemii form base-on i base-off,
wplyw pola magnetycznego na proces fotolizy. Te zagadnienia moga by¢ badane metodami
kwantowochemicznymi ze szczegdlnym uwzglednieniem ich mechanistycznych aspektow.
Ponadto wyjasnienie proceséw fotochemicznych na poziomie molekularnym w odniesieniu
do syntetycznych pochodnych Cbls odgrywa istotng role w projektowaniu nowych
fotoaktywnych zwiazkéw z grupy pochodnych kobalamin.

Jedng z pierwszych teoretycznych prob zbadania wilasciwosci optycznych i okreslenia
struktury elektronowej pochodnych witaminy B12 byly badania Daya w 1967 roku
z zastosowaniem metody Hiickla i PPP [83]. Glownym wynikiem tych badan bylo
wyjasnienie pasm widma absorpcyjnego (o, B, y) dla réznych pochodnych Cbls. W latach
siedemdziesigtych ubiegtego wieku Schrauzer i wsp. [84], stosujac metode HMO w wersji
samouzgodnionej przeprowadzil teoretyczne badania nad fotochemig kobalamin. Badania te
pokazuja, ze fotoliza wigzania Co-C bedzie indukowana przez przeniesienie tadunku (CT)
z aksjalnie zorientowanego orbitalu wigzacego o na orbital o* antywigzacy oraz ze
fotostabilnos¢ kobalamin powinna si¢ zwigksza¢ ze wzrostem energii przej$cia CT. Z uwagi
na zlozong strukture molekularng pochodnych Bi,, nawet w przypadku typowo stosowanego



modelu strukturalnego, Im-[Co"'(corrin)]-R, w ktérym tancuchy boczne pierscienia
korynowego zastgpione zostaja atomami wodoru, a tancuch nukleotydowy wraz z dolng
zasadg aksjalng zastgpiony zostaje czasteczka imidazolu (Im) lub dimetylobenzimidazolu
(DBI), wykonanie obliczen teoretycznych metodami ab initio jest niepraktyczne lub
niemozliwe, szczegolnie w przypadku tych metod, ktérymi mozna by osiagna¢ wysoki
poziom doktadnosci wynikow. W tym wzgledzie, metody DFT (Density Functional Theory) i
TD-DFT (Time Dependent Density Functional Theory) daja mozliwos¢ ich praktycznego
zastosowania w badaniu uktadéw Bi,. Metoda DFT w pierwszej kolejnosci zastosowana
zostata do opisu wlasciwosci strukturalnych, glownie uktadu wigzan aksjalnych B-Co-X oraz
opisu struktury elektronowej i charakteru tych wigzan, w tym gléwnie Co-X (X-gérny ligand
aksjalny, B — dolna zasada aksjalna) [85-92]. W dalszej kolejnosci, zastosowanie czasowo
zaleznej metody DFT (TD-DFT), pozwolito na teoretyczne symulacje widm absorpcyjnych,
wyjasnienie struktury pasm tych widm i opis struktury elektronowej stanow wzbudzonych dla
szeregu pochodnych Cbls: kobaltokoryny (Co'(corrin)) [93], cyjanokobalaminy (CNCbI)
[94,99,100], metylokobalaminy (MeCbl) [95,96,98,100], adenozylokobalaminy (AdoCbl)
[95,97,101], aquakobalaminy (H,OCbl") [95], glutationylokobalaminy (GSCbl) [98].
Wszystkie te prace maja istotny znaczenie w teoretycznych badaniach procesow
fotochemicznych uktadéow Cbls. Ich znaczenie z punktu widzenia fotochemii wiagze si¢ co
najmniej z dwoma aspektami. Po pierwsze prawidlowy opis procesu homolizy wigzania Co-X
wymaga prawidtowego opisu struktury elektronowej tego wigzania, w tym takze uzyskania
zadowalajacej, obliczonej wartosci energii  dysocjacji w stosunku do wartosci
eksperymentalnej. Po drugie, w procesie fotochemicznym Cbls biorg udzial nisko lezace,
wzbudzone stany elektronowe, w tym glownie najnizszy, singletowy stan wzbudzony S,
uzyskanie wiec poprawnego opisu struktury elektronowej tych stanow jest kluczowym
elementem w poprawnym opisie procesu fotochemicznego. W kazdym z powyzszych
przypadkoéw zastosowanie metody DFT i TD-DFT wiaze si¢ z zasadniczym problemem jakim
jest odpowiedni wybdr funkcjonatlu gestosci.

W badaniach teoretycznych nad strukturg uktadéw Bj, i do obliczenia energii dysocjacji
wigzania Co-X [88-92] stosowano gléwnie dwa funkcjonaty, hybrydowy B3LYP
i gradientowy BP86. Niemniej testowane byty réwniez inne funkcjonaty [92,H1], badano
wplyw efektu rozpuszczalnikowego 1 otoczenia enzymatycznego [90] oraz udzial
oddziatywan dyspersyjnych [91,92,102,103]. Szczegb6lng uwage nalezy zwrdcié na warto$¢
energii dysocjacji wigzania Co-C dla biologicznie aktywnych pochodnych Bj;, MeCbl
i AdoCbl [88,89,90-92,104,H1]. W metodzie DFT, obliczona warto$¢ energii dysocjacji
z zastosowaniem funkcjonatéw hybrydowych, w tym B3LYP, pozostaje niedoszacowana
w granicach 10-15 kcal/mol w stosunku do wartosci eksperymentalnej (37+3 i 3644 kcal/mol
[105,106]). Waznym krokiem w kierunku wyjasnienia dlaczego funkcjonat B3LYP nie
reprodukuje prawidtowo dysocjacji wigzania Co-C stanowi praca Jensena i Ryde [89].
Rozpatrujac ré6zne mozliwe zrodla rozbieznosci pomiedzy eksperymentem a wynikami
teoretycznymi w ostatecznej konkluzji stwierdzono, Zze zasadniczy problem moze wynikac¢
z natury funkcjonatu B3LYP 1 w dalszej kolejnosci prawdopodobnie zwigzany jest
z wlaczeniem do funkcjonatu doktadnej energii wymiennej Hartree-Focka. Ponadto pokazano,
ze problem ten nie tylko ogranicza si¢ do przypadku MeCbl, ale ogdlnie moze dotyczy¢
homolizy wigzania metal-wegiel w uktadach tetrapirolowych. Stwierdzono zatem, ze bardziej
prawidtowy opis wigzania metal-wegiel mozna osiggnagé przy =zastosowaniu czystych
funkcjonatow typu GGA (Generalized Gradient Approximation), takich jak na przyktad BP86
[90]. Niezaleznie od wyzej wspomnianego pogladu, ze zréodlem biedu w przypadku
funkcjonatow hybrydowych moze by¢ wkiad energii wymiennej HF, sugeruje si¢ rOwniez, ze
gléwng przyczyng obserwowanych rozbiezno$¢ miedzy eksperymentalng 1 obliczong
warto$cig energii dysocjacji wigzania Co-C jest niewystarczajace uwzglednienie efektow



dyspersji (tj. oddzialywania van der Waalsa) przez funkcjonat B3LYP [91,102,103]. Kwestia
poprawnosci opisu dysocjacji wigzania Co-C przy zastosowaniu w obliczeniach réznych
typéw funkcjonalow w znaczacym stopniu rozwigzana zostata w pracy H1. Zastosowanie
metody ab initio, ktéra pozwala uwzgledni¢ wysoki rzad efektow korelacyjnych w rejonie,
w ktérym wigzanie Co-C ulega rozerwaniu, daje mozliwos¢ uzyskania referencyjnej wartosci
energii dysocjacji, a w dalszej kolejnosci moze pomoc w ocenie doktadnosci innych metod,
glownie DFT. Bez odpowiedniego punktu odniesienia i pod niecobecno$¢ doktadnej informacji
0 powierzchni energii potencjalnej, charakteryzujacej dysocjacje wigzania Co-C w Cbls,
trudno jest precyzyjnie okresli¢ poprawnos¢ wynikow obliczen z zastosowaniem réznych
funkcjonalow, biorgc jednoczesnie pod uwage, ze metoda DFT jest zwykle jedynym
mozliwym podejsciem, na ktéore mozna sobie pozwoli¢ w obliczeniach dla takich struktur
molekularnych. W pracy H1 dysocjacja wigzania Co-C w kofaktorze MeCbl zostata
przeanalizowana w oparciu o wyniki obliczen z zastosowaniem trzech metod CR-
CC(2,3)/CCSD  (Completely  Renormalized  Coupled  Cluster  method), DFT
oraz CASSCF/CASPT2 (Complete Active Space Self Consistent Field/CAS-based Second-
order Perturbation Theory). Obliczenia przeprowadzono dla modelu strukturalnego
Im-[Co"'(corrin)]-CH3" i dwoch baz funkcyjnych 6-31G* i 6-311++G*. Obliczone wartosci
energii dysocjacji otrzymane z obliczen metoda CR-CC(2,3)/CCSD w bazie 6-31G*
oraz 6-311++G* wynosza odpowiednio 39,8 kcal/mol i 37,8 kcal/mol i pozostaja w bardzo
dobrej zgodno$ci z dostgpnymi wartosciami eksperymentalnymi dla kofaktora MeCbl,
wynoszacymi 37£3 i 36+4 kcal/mol [105,106]. Wyznaczona krzywa dysocjacji i obliczona
warto$¢ energii dysocjacji wigzania Co-C z zastosowaniem metody CR-CC(2,3)/CCSD
wraz z warto$cig eksperymentalng energii wigzania, zastosowana zostala do oceny
doktadnosci wynikéw obliczen w metodach DFT 1 CASSCF/CASPT2. Testujac 19 rdéznych
funkcjonatow gestosci pokazano jednoczesnie, ze funkcjonaty hybrydowe znacznie zanizaja
energi¢ dysocjacji, podczas gdy funkcjonaly gradientowe pozwalaja na jej obliczenie
z wartoscig, ktora jest z reguly zblizona do dolnej granicy wartosci eksperymentalnych.
W przypadku powszechnie stosowanego funkcjonalu PB86, obliczona warto$¢ energii
dysocjacji przy zastosowaniu bazy funkcyjnej 6-311++G* i uwzglednieniu poprawki ZPE
(Zero Point Energy) oraz BSSE (Basis Set Superposition Error) wynosi 30 kcal/mol.
Dodatkowe, uwzglednienie poprawek dyspersyjnych (funkcjonaly B97-D i BP86-D3)
poprawia warto$¢ obliczonej energii dysocjacji do poziomu odpowiadajacego wartosci
eksperymentalnej i referencyjnej. Dla funkcjonatéw B97-D i BP86-D3 obliczone energie
dysocjacji wynosza odpowiednio 35 i 40 kcal/mol i mieszcza si¢ w eksperymentalnym
zakresie 32—40 kcal/mol.

Podobny problem wplywu funkcjonalu obserwowany byt w przypadku opisu struktury
elektronowej nisko lezgcych stanow wzbudzonych z zastosowaniem metody TD-DFT.
Obliczenia TD-DFT z zastosowaniem funkcjonatu B3LYP dla alkilowych pochodnych -
metylokobalaminy (MeCbl) i adenozylokobalaminy (AdoCbl) wskazuja, ze najnizszy
singletowy stan elektronowy S; jest wynikiem wzbudzenia n—n* [95-97,107-109],
zlokalizowanego na pierscieniu korynowym i réwnocze$nie najnizej energetyczne pasmo
absorpcyjne a zdominowane jest przez to przejscie elektronowe. Widoczna struktura subtelna
tego pasma bylaby wigc spowodowana progresja wibracyjng wzbudzenia elektronowego
n—n . Z drugiej strony obliczenia przy uzyciu funkcjonatu gradientowego BP86 pozwalaja
zinterpretowac pasmo absorpcyjne o/} pochodnych alkilowych Cbls, jako szereg wzbudzen
elektronowych o charakterze d/n—n i d—n [96,97]. W tym przypadku stany wzbudzone
W znacznej czesci lub catkowicie odpowiadajg przesunigciu gestosci elektronowej z orbitali d
kobaltu na antywiazacy orbital ©* liganda korynowego. Zgodnie z ta interpretacja, najnizej
lezace, singletowe stany elektronowe MeCbl i AdoCbl zostaly scharakteryzowane jako czyste
lub mieszane stany z przeniesieniem tadunku typu MLCT (Metal to Ligand Charge Transfer)
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lub MLCT/n— . Charakter stanu S; jako MLCT pozostawal w dobrej zgodnosci z danymi
eksperymentalnymi, niemniej z uwagi na wyrazng roznice pomiedzy rezultatami
otrzymywanymi z obliczen funkcjonalami B3LYP i BP86 kwestia ta wymagata
jednoznacznego rozstrzygniecia. Problem ten zostal szczegdtowo przebadany w pracy H2,
a jej podstawowym celem bylo okreSlenie charakteru pierwszego, elektronowo wzbudzonego stanu
singletowego S; kofaktora MeCbl, w oparciu o model strukturalny Im-[Co"(corrin)]-CHs".
Do rozstrzygnigcia istniejacych kontrowersji odno$nie charakteru najnizszego stanu
wzbudzonego obliczenia przeprowadzono z zastosowaniem metod ab initio EOM-CCSD
(Equation of Motion — Coupled Cluster method with Single and Double excitation) i MC-
XQDPT2 (Second-order Multiconfigurational Quasi-Degenerate Perturbation Theory)
i metody DFT/TD-DFT. W obliczeniach metodga DFT/TD-DFT zastosowano funkcjonaty
hybrydowe (B3LYP, MPW1PW91, TPSSh), gradientowe (BP86, BLYP, MPWPW091), meta
gradientowy TPSS i funkcjonaty z korekcja odlegtosci (CAM-B3LYP i LC-BLYP). W pracy
pokazano, ze metody EOM-CCSD i MC-XQDPT2 daja jednolity opis stanu S;, ktory
odpowiada przejsciu elektronowemu typu MLCT, co pozostaje w catkowitej zgodnosci
z pomiarami z zastosowaniem czasowo rozdzielczej spektroskopii absorpcyjnej TAS
[41,43,44,49]. W przeciwienstwie do rezultatbw otrzymywanych w metodach opartych
o funkcje¢ falows, opis stanu S; otrzymywany metoda TD-DFT zmienia si¢ znaczaco
w zalezno$ci od funkcjonatu. Funkcjonaty hybrydowe B3LYP, MPWI1PWO1 i TPSSh daja
wyniki wskazujace, ze przejscie elektronowe ze stanu podstawowego do pierwszego,
singletowego stanu wzbudzonego Sy—S; odpowiada wzbudzeniu n—n*. Otrzymany
charakter stanu S; przy zastosowaniu funkcjonatéw hybrydowych jest wiec jednoznacznie
ro6zny od charakteru otrzymanego na podstawie obliczen metodami EOM-CCSD i MC-
XQDPT2. W oparciu o obliczenia z zastosowaniem funkcjonatéow gradientowych (BP86,
BLYP, MPWPWQ91), meta-gradientowego (TPSS) i z korekcjg odleglosci (CAM-B3LYP i
LC-BLYP) stwierdzono, ze stan S; jest wynikiem wzbudzenia elektronowego typu MLCT,
d/mr—>n*, co w przeciwienstwie do obliczen z uzyciem funkcjonatéw hybrydowych, pozostaje
w pelnej zgodnosci z rezultatami otrzymanymi z zastosowaniem metod ab initio. Dla
potwierdzenia charakteru MLCT przejscia So—S1, geometria kompleksu modelowego Im-
[Co"(corrin)]-CHs" w stanie elektronowym S; zostata w pelni zreoptymalizowana przy
uzyciu metody TD-DFT/BP86 i bazy funkcyjnej 6-31G(d). Wyniki tych obliczen wskazuja na
wystepowanie niewielkich zmian w geometrii, pomigdzy stanem podstawowym Sg i
pierwszym stanem wzbudzonym S;. Zmiany te dotycza praktycznie tylko obszaru wigzan
aksjalnych i odpowiadajg glownie niewielkiemu skroceniu oraz wydhuzeniu odpowiednio,
wigzania Co-C i Co-Im oraz zmniejszeniu kata walencyjnego Im-Co-C. Analiza orbitali
Kohna-Shama, biorgcych udzial w najnizszym wzbudzeniu elektronowym pokazuje, ze stan
Si, podobnie jak w przypadku wzbudzenia wertykalnego, jest wynikiem przejscia
elektronowego typu d/m—n* MLCT. Rezultat ten pozostaje w doskonalej zgodnosci z
pomiarami TAS Sension i wsp. [41,43,44,49]. Tak wiegc, charakterystyka struktury
elektronowej stanu S; w oparciu o obliczenia metodami EOM-CCSD, MC-XQDPT2 oraz
TD-DFT z funkcjonatami gradientowymi, w tym BP86, jest zgodna z wnioskami opartymi o
dane eksperymentalne. Obliczenia metoda TD-DFT z zastosowaniem funkcjonatu
gradientowego BP86 dla zoptymalizowanej geometrii stanu S; pokazujg ponadto, ze proces
relaksacji stanu wzbudzonego nie zmienia jego charakteru i najnizszy, singletowy stan S; jest
wynikiem przejscia elektronowego typu MLCT, czyli przesunigcia gestosci elektronowej z
orbitalu d kobaltu na orbital =~ sprzezonych elektronowo pierscieni liganda korynowego.
Nieco odmienng sytuacje obserwuje si¢ w przypadku podstawowej, niealkilowej pochodne;j
kobalaminy, a mianowicie cyjanokobalaminy (CNCbl, witamina Bi2). Obliczenia metodg TD-
DFT z funkcjonatami B3LYP i BP86 pokazuja, Ze struktura elektronowa najnizszego,
wertykalnie wzbudzonego stanu singletowego jest wynikiem przejicia o charakterze n—m
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niezaleznie od typu zastosowanego funkcjonalu [94,95,99,110]. Tak wigc, wertykalne
przejscie elektronowe So—Si1, z minimum energii stanu podstawowego Sy, winno by¢
zlokalizowane na makrocyklicznym pier$cieniu korynowym. Z drugiej strony, obliczenia TD-
DFT z funkcjonalem BP86 1 optymalizacja geometrii najnizszego stanu wzbudzonego,
jednoznacznie pokazuja, ze w wyniku relaksacji geometrii w stanie wzbudzonym, blisko
lezace, eclektronowo wzbudzone stany zmieniaja kolejno$¢ energetyczng. Relaksacja
geometrii prowadzi do najnizszego energetycznie, wzbudzonego stanu singletowego Sj,
ktorego struktura elektronowa odpowiada wzbudzeniu typu LMCT (Ligand to Metal Charge
Transfer), n/d—o (d,2) [110]. Ponadto w metodach DFT/TD-DFT, z uwagi na cze$ciowe
mieszanie si¢ orbitali d kobaltu i 7 liganda korynowego, stan S; rozwazanych pochodnych
alkilowych w pewnym stopniu zawiera domieszke wzbudzenia n—>m , natomiast w przypadku
pochodnej niealkilowej domieszke stanu LF d—dz (Ligand Field). W odniesieniu do
najnizszego stanu wzbudzonego S;, odgrywajacego =zasadnicza role¢ w procesach
fotochemicznych, rezultaty obliczen na poziomie metody TD-DFT zzastosowaniem
funkcjonalu BP86 pozostajg w dobrej zgodnosci z danymi eksperymentalnymi, a ponadto
uwidaczniajg zasadnicza roéznice w strukturze elektronowej tego stanu dla pochodnej
alkilowej (MeCbl, AdoCbl) i niealkilowej (CNCbl) [H2,110]. Bardziej ogélnie, stan S;
pochodnej alkilowej bedzie wigc wynikiem wzbudzenia elektronowego odpowiadajacego
donacji gestosci elektronowej z osi aksjalnej B-Co-R kompleksu Cbl na plaszczyzng
ekwatorialng reprezentowana przez niezajety orbital 7 liganda korynowego, podczas gdy dla
pochodnej niealkilowej donacja ta ma kierunek odwrotny, tzn. gestos¢ elektronowa z zajetego
orbitalu =, makrocyklicznego liganda korynowego, przesuni¢ta zostaje na orbital antywigzacy
o (dz) zlokalizowany wzdtuz osi aksjalne;.

Zastosowanie metody DFT/TD-DFT do badania fotoindukowanej dysocjacji wigzania
Co-C w metylokobalaminie (MeCbl) i adenozylokobalaminie (AdoCbl) zapoczatkowane
zostato pracami, w ktorych mechanizm tego procesu rozwazany byl na podstawie krzywych
energii potencjalnej nisko lezacych singletowych i trypletowych stanéw wzbudzonych jako
funkcji odlegtosci kobalt-wegiel [111-113]. Ten jednowymiarowy model procesu pozwolit na
zidentyfikowanie fotoaktywnych stanéw singletowych dostepnych przy wzbudzeniu falami
0 dhugosci 520 nm i 400 nm, zgodnie z dlugoscig fali wzbudzenia stosowanymi
w eksperymencie. Jednak ksztalt otrzymanych krzywych energii potencjalnej jak i relacje
energetyczne pomiedzy najnizszym, singletowym stanem wzbudzonym S; i Stanem
podstawowym Sy nie pozwolity na zaproponowanie zadowalajacego mechanizmu procesu
fotochemicznego. Zwrocono natomiast uwage na mozliwos¢ udzialu stanu trypletowego
w tym mechanizmie. Na podstawie analizy krzywych energii potencjalnej zidentyfikowano
repulsywny stan trypletowy *[c(d)—0 (d52)], ktory moglby stanowi¢ potencjalna $ciezke
prowadzaca do homolizy wiazania Co-C i tworzenia pary rodnikowej Co'(corrin)*//*Me.
Woprawdzie przecigcie powierzchni energii potencjalnej repulsywnego stanu trypletowego
z powierzchniami fotoaktywnych, wzbudzonych stanéw singletowych otwiera $ciezke do
powstawania pary rodnikowej, niemniej potencjalny jego udzial w mechanizmie zwigzany
jest z kilkoma istotnymi problemami. Po pierwsze, efektywny proces przecigcia systemowego
ISC (Inter System Crossing) pomig¢dzy stanem singletowym (S) i trypletowym (T) wymaga
wystepowania znaczgcego sprz¢zenia spinowo-orbitalnego. Po drugie, powstajace, bliskie
pary rodnikowe w stanie trypletowym nie beda zdolne do rekombinacji, co pozostaje w
pewnej sprzecznosci z obserwowang eksperymentalnie wydajnoscig kwantowg fotolizy. Po
trzecie, zaktadajac nawet tylko czgsciowa populacje stanu trypletowego w wyniku przejscia
S==T, przyjety, jednowymiarowy model procesu fotochemicznego nie pozwalal na
zidentyfikowanie efektywnego, niepromienistego kanatu dezaktywacji singletowego stanu
wzbudzonego, S++Sp, a po czwarte, udziat stanu trypletowego w procesie fotochemicznym
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nie znajdowat $cislego potwierdzenia w Swietle badan eksperymentalnych. Ostatecznie,
modelowanie procesu fotochemicznego na drodze teoretycznej nie wyklucza udziatu
repulsywnego stanu trypletowego *[o(d,2)—o (d;2)] w procesie fotolizy, jednakze mechanizm
obsadzania tego stanu jest nieco inny od pierwotnie proponowanego. Analiza wynikoéw
obliczen, opartych o jednowymiarowy model reakcji fotochemicznej sugerowata, ze
prawdopodobnie proces fotochemiczny angazuje w znacznym stopniu wigcej niz jedng
Wspolrzgdng geometryczng uktadu.

Przelomowym momentem w teoretycznym modelowaniu mechanizmu fotochemicznego
metylokobalaminy (MeCbl) bylo wiec wyznaczenie powierzchni energii potencjalnej
najnizszego stanu elektronowego S; jako funkcji dwoch wspotrzednych, a mianowicie
aksjalnych odlegtosci Co-C i Co-N, z czego druga odpowiada odlegtosci pomiedzy kobaltem
a azotem dolnej zasady [114]. Powierzchnia ta okazata si¢ ztozeniem powierzchni dwoch,
przecinajacych si¢ wzbudzonych standéw elektronowych, gdzie punkty przecigcia tworzg tzw.
Szew wyznaczajacy jednoczesnie barier¢ energetyczng pomigdzy tymi stanami. Powierzchnia
taka zawiera dwa minima energii, jedno dla krotkich dhugosci wigzan Co-C i Co-N, ktore
odpowiada stanowi wzbudzonemu typu MLCT d/n—n’, drugie dla wydtuzonych wiazan
aksjalnych, ktore odpowiada stanowi typu LF d—o (dy2). Drugie z wymieniony miniméw,
bardziej rozlegte i ptytkie, wyraznie wskazuje na ostabienie wigzan aksjalnych. Ostabienie
tych wigzan jest bezposrednim wynikiem charakteru wzbudzenia, w ktérym docelowo
nastepuje wzrost gestosci elektronowej na osi aksjalnej kompleksu, czyli wzdtuz uktadu
wigzan N-Co-C. W tym stanie wigzania aksjalne staja si¢ silnie podatne na wydtuzenie i
zerwanie. W oparciu o topologi¢ powierzchni stanu S; zaproponowano mechanizm procesu
fotochemicznego, ktory moze zachodzi¢ wzdluz dwoch mozliwych $ciezek. Obie $ciezki
rozpoczynaja si¢ w tym samym punkcie, a mianowicie w minimum energii Stanu
wzbudzonego MLCT. Na $ciezce nazywanej Sciezka A, proces fotolizy rozpoczyna si¢ od
bezposredniego wydhuzania wigzania aksjalnego Co-C wzdhuz minimalnej $ciezki energii w
stanie MLCT. Po osiggnigciu punktu przecigcia stanow MLCT i LF nast¢puje wydtuzanie
wiazania Co-N z dolng zasada aksjalna. Sciezka ta prowadzi wigc do punktu z cze$ciowo
zdysocjowanymi wigzaniami aksjalnymi, co dla uktadu rzeczywistego moze odpowiadaé
uwiezionej w klatce rozpuszczalnika lub uwigzionej w centrum aktywnym enzymu parze
rodnikowej Co'(corrin)*//°Me. Sciezka zwana B, w pierwszym etapie procesu
fotochemicznego, odpowiada wydtuzaniu wigzania Co-N przy nieznacznej zmianie odlegltosci
Co-C. Po przekroczeniu punktu przecigcia MECP (Minimum Energy Crossing Point)
pomiedzy stanami MLCT i LF nastepuje catkowite lub czesciowe odtaczenie dolnej zasady
aksjalnej i rozpoczyna si¢ dysocjacja wigzania Co-C. Koncowy punkt $ciezki B pozostaje
wiec tozsamy z koncowym punktem procesu fotolizy na $ciezce A. Aktywnos$¢ Sciezki A i B
w procesie fotochemicznym na powierzchni stanu wzbudzonego S; uzalezniona jest od
wysokosci bariery energetycznej przy przejsciu od stanu MLCT do LF. W zaleznosci od
réznicy w wysoko$ci bariery energetycznej wystepujacej odpowiednio na Sciezce A i B
mozliwa jest sytuacja, ze obie $ciezki pozostaja aktywne lub ktoras z nich jest nieaktywna.
W oparciu o dwuwymiarowy model procesu fotochemicznego udato si¢ zadowalajaco
wyjasni¢ obserwowane eksperymentalnie réznice w procesie fotochemicznym MeCbl przy
wzbudzeniu roézng dlugoscig fali, czy tez wyjasni¢ réznice w wydajnosci fotolizy dla
izolowanych kofaktorow metylokobalaminy (MeCbl) i adenozylokobalaminy (AdoCbl)
[115,116]. W przypadku AdoCbl topologia powierzchni S; i oszacowana réznica wysokosci
bariery energetycznej na S$ciezce A pomigdzy AdoCbl i MeCbl, wskazuja, ze dla
adenozylokobalaminy $ciezka A stanowi wyraznie preferowany kierunek fotoreakcji, przez co
nastepuje relatywne zwickszenie wydajnosci tworzenia par rodnikowych Co'(corrin)*//*Ado,
a tym samym nastgpuje relatywne zwickszenie obserwowanej eksperymentalnie wydajnosci
kwantowej fotolizy AdoCbl w porownaniu do MeCbl [115]. Dla obu koenzymow, powstajaca
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w procesie fotochemicznym para rodnikowa Co''(corrin)*//’R moze si¢ rozpas¢ i rodnik °R
opusci srodowisko fotoreakcji lub para ta moze ulec rekombinacji z odtworzeniem uktadu
wyjsciowego. Niezaleznie, proces rozpadu lub rekombinacji musi wspotwystepowaé
Z bezpromienistym procesem konwersji wewnetrznej IC (Internal Conversion) S;+So,
co odpowiada powrotowi uktadu do stanu podstawowego. W procesie tym istotne znaczenie
odgrywa obecno$¢ ukladu Co''(corrin)® z catkowicie lub cze$ciowo odlaczona zasada
aksjalng. Bezpromienista konwersja S;**S; wymaga bezposredniego przeciecia lub
energetycznie silnego zblizenia si¢ powierzchni energii potencjalnej stanu wzbudzonego S;
i podstawowego Sy. Istotnie, dla wyznaczonych powierzchni energii potencjalnej stanow S;
I Sp obserwuje si¢ zmniejszenie przerwy energetycznej pomiedzy tymi stanami w obszarze
odpowiadajgcym znacznemu wydluzeniu wigzan aksjalnych. Problem ten w duzej mierze
wyjasniony zostat w pracy H3. W oparciu 0 obliczenia z zastosowaniem metody
CASSCF/XMCQDPT2 i TD-DFT oraz modelu strukturalnego Im-[Co"(corrin)] pokazano, ze
odlagczenie zasady aksjalnej (Im) powoduje bliskg degeneracje stanow elektronowych Dg i D;.
Struktury elektronowe tych stanow réznig si¢ obsadzeniem orbitali d kobaltu i odpowiadajg
nastepujacym konfiguracjom elektronowym Do(dyzzdzzl) i Dl(dyzldzzz). Z uwagi na bliskg
degeneracj¢ tych stanow, efektywny proces konwersji wewnetrznej D;++Dg jest wiec tatwo
osiagalny. Konfiguracje elektronowe Dy i D; formalnie odpowiadaja konfiguracjom
elektronowym kobaltu w stanach Sp i S; dla powstajacej fotolitycznie pary rodnikowej
Co''(corrin)*//"R. W stanie LF S; konfiguracje ta mozna zapisa¢ jako [Co'(dy, d,%)---C(p")].
Zlokalizowany na kobalcie stan wzbudzony d—d moze wigc tatwo ulega¢ dezaktywacji
w wyniku przejscia elektronu z orbitalu d;; na orbital dy,. W dalszej kolejnosci, pojedynczo
zajety orbital d; zdolny jest do ponownego utworzenia wigzania pomigdzy kobaltem
a rodnikiem alkilowym °R.

Wigkszos$¢ obserwowanych eksperymentalnie réznic w procesie fotochemicznym Cbls
w zadowalajagcym stopniu mozna wytlumaczy¢é w oparciu o topologi¢ powierzchni stanu S;
jako funkcji odlegtosci kobalt-ligand aksjalny i wynikajace z niej mozliwe Sciezki procesu
fotochemicznego. W roztworze o niskim pH, forma base-on kofaktora MeCbl przechodzi
w forme base-off. W obserwowanym eksperymentalnie procesie fotochemicznym taka zmiana
struktury Cbls powigzana moze by¢ z szybka dezaktywacjg stanu wzbudzonego [51,116,117].
W oparciu o powierzchni¢ energii potencjalnej jednoznacznie wykazano, ze w przypadku
formy base-off kofaktora MeCbl i AdoCbl, $ciezka fotochemiczna A jest nieaktywna z uwagi
na wysoka barier¢ energetyczng podczas bezposredniego wydtuzania wigzania aksjalnego
Co-C z minimum energii stanu MLCT. Jednoczesnie w stanie wzbudzonym S; odtaczenie
stabo zwigzanej z kobaltem czasteczki wody zachodzi¢ moze praktycznie bez bariery
energetycznej. Odlaczenie czasteczki wody, odpowiada Sciezce B procesu fotochemicznego
i zwiazane jest z przejéciem uktadu pomiedzy stanem wzbudzonym MLCT d/im—n i LF
d—o (d) [116,117]. Poniewaz proces ten zachodzi przy bardzo niewielkiej barierze
energetyczne] jest wigc szybkim kanatem fotochemicznym, prowadzacym do powstania
pigciokoordynacyjnego kompleksy Co'"', a eksperymentalnie obserwowany jest jako szybka
Sciezka prowadzaca do dezaktywacji stanu wzbudzonego. W stanie wzbudzonym LF
d—o (dz), wiazanie aksjalne Co-C moze atwo ulegaé¢ dysocjacji z utworzeniem pary
rodnikowej Co'(corrin)*//'R w stanie singletowym. Niezaleznie, badania teoretyczne
wskazujg na mozliwo$¢ wystepowania dwoch dodatkowych, konkurencyjnych w stosunku do
fotodysocjacji  proceséw. Miedzy innymi, obliczenia teoretyczne pozwolily na
zidentyfikowanie dodatkowego kanatu konwersji wewnetrznej LF S;++Sg, ktorej mechanizm
polega na odksztatceniu ekwatorialnej sfery koordynacyjnej kobaltu [117]. Ugiecie uktadu
wigzan ekwatorialnych N-Co-N z nieznacznym skroceniem dlugosci wigzania aksjalnego
Co-C prowadzi do efektywnego przecigcia powierzchni energii potencjalnej stanu S; i Sp
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z niewielka barierg energetyczng. W stanie LF, sfera pieciokoordynacyjna kobaltu moze tatwo
ulec odksztalceniu, z minimalnym wzrostem energii wzgledem wspotrzednej katowej N-Co-
N. Ostatecznie, nawet znaczne zgi¢cie kata walencyjnego N-Co-N wiaze si¢ z niewielkim
wzrostem energii, a osiagni¢cie punktu przecigcia Si/Sp winno by¢ korzystne z punktu
widzenia energetyki procesu fotochemicznego. Wspomniany wcze$niej udzial stanu
trypletowego w mechanizmie procesu fotochemicznego zostal natomiast scharakteryzowany
jako dodatkowa $ciezka, stanowigca rozgalezienie podstawowej, singletowej $ciezki
fotodysocjacji w stanie wzbudzonym LF [116,117]. W oparciu o poéiklasyczng teorie
Landaua-Zenera, analiza charakteru przecigcia krzywych energii potencjalnej jako funkcji
odlegtosci Co-C dla stanu singletowego S; i repulsywnego stanu trypletowego
¥[o(de)—>o (d;2)] wskazuje, ze konwersja wewnetrzna pomiedzy tymi stanami i populacja
stanu trypletowego moze by¢ nicosiggalna z uwagi na duze wzajemne nachylenie si¢
krzywych w obszarze punktu przecigcia [114]. Takie zachowanie si¢ krzywych implikuje
wzrost warto$ci czynnika Fjj w mianowniku wyrazenia na prawdopodobienstwo przejscia Pj
pomiedzy stanami, a tym samym powoduje spadek wartosci tego prawdopodobienstwa.
Konsekwentnie, taki sam charakter przecinania si¢ rozwazanych krzywych energii
potencjalnej stanu S; i 3[cr(dng—m*(dzz)] obserwowany jest zarowno w przypadku formy
base-on kompleksu Im-[Co"'(corrin)]-R, jak i pieciokoordynacyjnego kompleksu
[Co"(corrin)]-R w formie base-off. Z drugiej strony analiza tych samych krzywych energii
potencjalnej wskazuje, ze inaczej niz w przypadku kompleksu Im-[Co"'(corrin)]-R, dla
pieciokoordynacyjnego kompleksu [Co"'(corrin)]-R, dwa sposrod nisko lezacych stanow
trypletowych, tzn. T, i T3 sa bliskie energetycznie w stosunku do stanu S; i krzywe energii
potencjalnej tych stanéw przecinajg krzywa energii stanu S; w poblizu jej minimum
[116,117]. Jako$ciowa ocena efektywnosci procesu ISC przy zastosowaniu teorii Landaua-
Zenera i regul El-Sayeda pokazata, ze w wyniku przecigcia krzywych energii potencjalnej
stanow S; 1 T3z mozliwe jest z duzym prawdopodobienstwem obsadzenie trypletowego stanu
wzbudzonego T3 o charakterze d/m—>oc*(d). Tak wige, w oparciu obliczenia teoretyczne
z zastosowaniem metody TD-DFT wykazano, ze w przypadku stanu wzbudzonego LF S;
mozliwa jest §ciezka fotodysocjacji LF S; + T3+ *[o(d2)—0 (d2)] ++ *[Co"(corrin)*/I°R]
prowadzaca do powstawania pary rodnikowej w stanie trypletowym. JakoS$ciowa ocena
efektywnosci przejscia migdzysystemowego na podstawie teorii Landaua-Zenera i stopnia
wzajemnego nachylenia si¢ krzywych energii potencjalnej stanu singletowego 1 trypletowego
zaktada réwnocze$nie wystepowanie znacznej wartosci sprzezenia spinowo-orbitalnego SOC
(Spin Orbit Coupling) pomiedzy stanem S; i odpowiednimi stanami trypletowymi.
Zastosowanie ,klasycznych” regut El-Sayeda w odniesieniu do orbitali d, w przypadku
wskazanych stanéw S; i Ts pokazuje, ze ISC '[d,—c (dz2)]**’[de—0 (d2)] powinno
charakteryzowa¢ si¢ znaczng warto$cig SOC, a przejscie Si/Tz powinno byé¢ szybkie.
Zagadnienie to zostalo dokladnie przeanalizowane w pracy H4. W oparciu o metode
SA-CASSCF/MS-CASPT?2 (State Average Complete Active Space Self Consistent Field/Multi
State CAS-based second-order Perturbation Theory) pokazano, ze warto$¢ sprzezenia
spinowo-orbitalnego pomig¢dzy fotoaktywnym, nisko lezagcym stanem singletowym S
ablisko lezagcymi stanami trypletowymi oraz trypletowym stanem repulsywnym
¥[6(d)—>0 (d,2)] jest znaczaco duza w otoczeniu punktdw przecinania si¢ odpowiednich
krzywych energii potencjalnej i charakteryzuje si¢ wartosciami w granicach od ~200 cm™ -
~350 cm™. Wyniki pozostaja w bardzo dobrej zgodnosci z jakosciowymi rezultatami obliczen
na poziomie metody TD-DFT i wyraznie potwierdzaja mozliwo$¢ udzialu stanéw
trypletowych w fotoindukowanej dysocjacji wigzania Co-C. Praca ta stanowi istotny krok
w kierunku wyjasnienia udziatu nisko lezacych stanéw trypletowych w mechanizmie
fotodysocjacji wigzania Co-C I W znacznym stopniu moze si¢ przyczyni¢ do zrozumienia
efektu pola magnetycznego w fotolizie alkilowych pochodnych Cbls.
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W odréznieniu od pochodnych alkilowych, pochodne niealkilowe Cbls, w tym biologiczny
prekursor kofaktoréw MeCbl i AdoCbl — witamina Bi, (CNCbl, cyjanokobalamina), sg
strukturami fotostabilnymi w tym sensie, ze w wyniku wzbudzenia elektronowego nie
obserwuje si¢ fotodysocjacji gornego liganda aksjalnego, a wzbudzony ukiad ulega
praktycznie calkowitej dezaktywacji do stanu podstawowego. Na poziomie molekularnym,
z punktu widzenia struktury elektronowej, musi wiec istnie¢ wysoko wydajny kanat
fotochemiczny prowadzacy do bezpromienistego wygaszania stanu elektronowego S;. Dla
CNCbl, proces ten zostal doktadnie przebadany przy zastosowaniu metody DFT i TD-DFT,
arezultaty badan zaprezentowane zostaly w pracy H5. Podobnie jak w przypadku
pochodnych alkilowych, bioragc pod uwage dwie fotoaktywne wspoétrzedne, wyznaczono
I przeanalizowano powierzchnig stanu S; jako dwuwymiarowa funkcje, zalezng od aksjalnych
odlegtosci Co-C i Co-N. Powierzchnia ta jest rowniez ztozeniem dwoch, przecinajacych sie
stanow wzbudzonych typu LMCT, ktéore mozna odpowiednio scharakteryzowaé jako
przejscia elektronowe n—>0yy/mt" i 1—6 (dz), przy czym dominujaca jej cze$é z wyraznym,
glebokim minimum odpowiada drugiemu z wymienionych stanéw. Minimum energii stanu
LMCT n—oc (dz) zlokalizowane jest przy znacznie wydtuzonych wiazaniach aksjalnych
w stosunku do stanu podstawowego. W wyniku wzbudzenia i relaksacji dtugos¢ wigzania
Co-C i Co-N zwieksza si¢ odpowiednio o ~0,34 A i ~0,20 A i powstaje metastabilny
fotoprodukt w elektronowo wzbudzonym stanie S;. Analogicznie jak dla stanu LF
pochodnych alkilowych MeCbl i AdoCbl, w przypadku CNCbl wzbudzenie n—c (d52)
prowadzi do donacji ggstosci elektronowej w kierunku osi aksjalnej kompleksu i zwigksza ja
w obszarze wigzan Co-C i Co-N powodujac odpowiednio ich ostabienie i wydhluzenie.
Kolejny etap fotoreakcji jest naturalng konsekwencja charakteru stanu wzbudzonego
i powinien skutkowa¢ rozpadem wigzania aksjalnego Co-C, niemniej przy wydtuzeniu tego
wigzania o dalsze ~0,45 A, powierzchnia stanu S; ulega przecieciu ze stanem podstawowym.
Przecigcie powierzchni energii potencjalnej S1/Sp w obszarze wydtuzonych wigzan aksjalnych
jest kanatem fotochemicznym dla konwersji wewngtrznej S;++Sy, ktoéra powoduje catkowitg
dezaktywacje stanu wzbudzonego uniemozliwiajac rozpad wigzania Co-C. Tak wigc, proces
fotochemiczny bedacy kaskada, kolejnych przejs¢ pomiedzy wzbudzonymi stanami
elektronowymi (n—n’) “(n—>d) * (n—>0c (d)) ** Sy konczy si¢ konwersja wewnetrzna
i powrotem uktadu do minimum energii stanu podstawowego. Nalezy podkreslic,
7e teoretycznie wyznaczona wartos¢ ~5 kcal/mol dla bariery energetycznej konwersji
wewnetrzne] pozostaje w dobrej zgodnosci z wynikami eksperymentalnymi, zgodnie
Z ktorymi bariera ta wynosi od ~2 kcal/mol do ~3 kcal/mol w zaleznosci od rozpuszczalnika,
w obecnosci ktorego przeprowadzono pomiary [49]. Ponadto, odnotowane wydtuzenie wigzan
aksjalnych w stanie wzbudzonym, odpowiadajace wyraznemu minimum na powierzchni
energii potencjalnej stanu S;, zostalo bezwzglednie potwierdzone wynikami pomiaréw
eksperymentalnych [52,53,55,57]. Spos$rod innych, niealkilowych pochodnych Cbls,
ciekawymi wlasciwosciami fotochemicznymi charakteryzuja si¢ hydroksokobalamina
(OHCbI) i aquakobalamina (H,OCbI"). Wiasciwosci fotochemiczne OHCbl moga mieé
réwniez duze znaczenie praktyczne, np. w procesie kontrolowanego $wiattem generowania
wolnych rodnikow °‘OH. W roztworze obie kobalaminy pozostaja w rownowadze,
a ich st¢zenie moze by¢ kontrolowane przez zmian¢ pH roztworu, przy czym dla zakresu pH
od 10,3 do 5,2, skrajne wartosci odpowiadaja ~99% stezeniu odpowiednio OHCbI i H,OChl".
Obie kobalaminy wykazuja podobne wtasciwos$ci fotochemiczne i pozostajg fotostabilne przy
dziataniu fali §wiatlta o dhugosci ponizej 350 nm. Przy wzbudzeniu falg o dlugosci powyzej
300 nm, eksperymentalnie obserwuje si¢ tworzenie produktu fotodysocjacji Co'(corrin)®
z wydajnoscig ~1,5%. Badania eksperymentalne mowigc ogolnie, stwierdzaty [48,52,58]
natomiast badania teoretyczne przewidywaly [118], czgsciowa fotoaktywnos¢ OHCDL.
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Zasadniczo jednak spojny opis procesu fotochemicznego OHCbl i H,OCbI™ z punktu
widzenia badan eksperymentalnych i teoretycznych na poziomie metody TD-DFT zawarty
zostat w pracach H6 1 H7. W procesie fotochemicznym OHCbl, zgodnie z wynikami
eksperymentalnymi  wyjéciowy, singletowy stan wzbudzony ulega szybkiej konwersji
wewnetrznej, nastgpnie w czasie ~0,32 ps, w wyniku wygaszenia wyzej lezacego stanu
wzbudzonego dochodzi do obsadzenia najnizszego stanu singletowego Si, ktoéry w czasie
~5,5 ps dezaktywuje si¢ do stanu podstawowego So. Obraz spektralny stanow wzbudzonych
sugeruje, ze zrelaksowana geometria czasteczki w stanie S; jest podobna do geometrii
w stanie podstawowym Sy. Stanowi to wyrazng roznice w stosunku do znacznego wydtuzenia
wigzan aksjalnych w stanie S; cyjanokobalaminy. Jak najbardziej, na teoretycznie
wyznaczonej powierzchni energii potencjalnej stanu S; OHCbl mozna zidentyfikowac
minimum energii odpowiadajace krotkim dtugosciom wigzan aksjalnych Co-O i Co-N. W obu
przypadkach dlugosci tych wigzan sg bardzo zblizone do odpowiednich dlugosci wigzan
wyznaczonych dla stanu podstawowego. We wskazanym minimum energii stan S;
scharakteryzowany zostal jako wzbudzenie elektronowe pOH/d—m*. Ogolnie rzecz biorac,
charakter tego wzbudzenia w znacznym stopniu jest podobny do charakteru MLCT stanu S;
dla pochodnych alkilowych Cbls. W pozostatym obszarze powierzchni energii potencjalnej
stanu S; mozliwe jest zlokalizowanie dodatkowych dwoch miniméw energii. Jedno z nich
odpowiada niewielkiemu wydluzeniu wigzania Co-O i1 znacznemu zwigkszeniu odleglosci
C-N, trzecie minimum zlokalizowane jest w zakresie 1,9 A — 23 A dla Co-N przy
jednocze$nie duzych odlegtosciach Co-O, poczawszy od okoto 2,6 A. Obszarom powierzchni,
w ktorych wystepuja wskazane dwa minima przyporzadkowa¢ mozna wzbudzenia
elektronowe odpowiednio o charakterze pon/d—c (dz2) i por—>0 (dz2). Ponownie, przejscie
elektronowe pop/d—o (dz2), ktore nalezy przyporzadkowaé do fragmentu powierzchni przy
znacznych odlegtosciach Co-N, w duzej mierze wykazuje podobienstwo do stanu S; LF
pochodnych alkilowych z wigzaniem Co-C. Analiza ksztaltu powierzchni energii potencjalnej
sugeruje, ze niemozliwe jest raczej bezposrednie przejscie pomiedzy minimum energii
wystepujacym przy krotkich odlegtosciach Co-O i Co-N dla stanu elektronowego pon/d—m
a plaszczyzng tej powierzchni dla stanu pop—o (dz2) przy znacznie wydtuzonym wiazaniu
Co-0O. Plaszczyzna dla stanu poH—)G*(dzz) w tej sytuacji dostgpna jest jedynie w wyniku
relaksacji z wyzszych energetycznie stanow wzbudzonych. Z drugiej strony topologia
powierzchni S; wskazuje, ze przejécie pomiedzy minimum stanu pop/d—7 a minimum stanu
Pon/d—o (dz2) moze zachodzi¢ z niewielka bariera energetyczng w wyniku wydluzenia
wiazania Co-N. Stan elektronowy pon/d—o (d,2) wykazuje duze podobienstwo do stanu S;
LF pochodnych alkilowych, ale rowniez, z uwagi na donacje¢ gestosci elektronowej na orbital
o wiazania Co-O formalnie moze odpowiada¢ sytuacji w stanie wzbudzonym LMCT
cyjanokobalaminy. Na podstawie wzajemnej relacji energetycznej powierzchni stanu S;
i powierzchni stanu podstawowego Sp, zaproponowano mechanizm dla dwoch mozliwych
kanalow konwersji wewnetrznej stanu Pop/d—o (dz). Pierwszy z proponowanych
mechanizmow jest podobny do mechanizmu konwersji wewnetrznej stanu LF S; MeCbl.
W tym przypadku osiggniecie minimalnego energetycznie punktu przecigcia powierzchni
energii potencjalnej stanow S; i Sp, nastgpuje w wyniku maksymalnego wydtuzenia lub
zerwania wigzania z dolng zasadg aksjalng oraz odksztalcenia ekwatorialnej sfery
koordynacyjnej kobaltu. Drugi mechanizm jest analogiczny jak dla stanu LMCT S; CNCbl,
w ktorym jednoczesne wydluzenie obu wigzan aksjalnych powoduje degeneracje stanow S
1So. Z uwagi na topologi¢ powierzchni energii potencjalnej, zawierajacej obszary
odpowiadajagce trzem réznym stanom elektronowym, wzbudzenie falg Swiatta o wiekszej
dhugosci prowadzi efektywnie do minimum energetycznego stanu S; o charakterze
Pon/d—o (dz), ktory nastepnie ulega dezaktywacji do stanu podstawowego. Podczas kiedy,
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wzbudzenie fala krotka moze prowadzi¢ do populacji repulsywnego stanu pon—6 (dz2), ktory
w duzych odlegtosciach Co-O staje si¢ dysocjatywny i prowadzi do utworzenia pary
rodnikowej Co'(corrin)//"OH. W rezultacie, wyniki femtosekundowej absorpcyjnej
spektroskopii przejsciowej UV/VIS i obliczen teoretycznych daja spojny obraz tworzenia
rodnikow hydroksylowych powstajacych w wyniku fotoindukowanej dysocjacji OHCDbl.
Aquakobalamina (H,OCbIl") charakteryzuje sie bardzo podobnymi wiasciwosciami
fotochemicznymi w poréwnaniu do OHCbl. W wyniku ekspozycji na swiatto o dtugosci fali
~270 nm obserwuje si¢ fotolize H,OCbl" o wydajnosci kwantowej poréwnywalnej jak
w przypadku OHCbl. Rownoczesnie, przy wzbudzeniu falg o dtugosci wigkszej niz 350 nm
nie rejestruje si¢ powstawania produktow fotolizy na poziomie czulosci zastosowanej
aparatury pomiarowej. Z drugiej strony, nie ma powodu do zatozenia z géry, ze mechanizm
fotochemiczny H,OCbI® i OHCbl bedzie identyczny, poniewaz aquakobalamina jest
chemicznie odmiennym uktadem. Pomiary TAS pokazuja, ze dynamika procesow w stanach
wzbudzonych H,OCbI" pozostaje zdecydowanie rézna w stosunku do tej, obserwowanej dla
OHCDbI. W szczegdlnosci, czas zycia najnizszego stanu wzbudzonego jest wyraznie krotszy
w przypadku H,OCbl" (~0,35 ps vs, ~5,3 ps dla OHCbl). W oparciu 0o model strukturalny
Im-[Co"!(corrin)]-OH,?*, zastosowanie dwuwymiarowego uktadu wspéhzednych aktywnych
do opisu powierzchni energii potencjalnej stanu S;, pozwolito na poziomie metody TD-DFT
doktadne wyjasni¢ tg réznice. W odréznieniu od OHCDbI i1 pozostatych Cbls, powierzchnia
energii potencjalnej stanu S; zawiera tylko jeden obszar o minimalnej energii, ktory
bezposrednio przecina si¢ z powierzchnig stanu podstawowego So. Wprawdzie wnikliwa
interpretacja poszczegolnych punktow powierzchni ujawnia wystgpowanie przecigcia dwoch,
roznych stanéw wzbudzonych o charakterze m/d—o (d) i m—0 (dz), mimo to, bardzo
podobny profil bliskich energetycznych powierzchni obu stanéw i wystgpowanie przecigcia
przy nieco wyzszych energiach niz obszar minimum powoduje, ze ksztalt powierzchni Sq
pozostaje monotoniczny. W tej czeSci powierzchni, ktora odpowiada najnizszej energii
stwierdzono wystepowanie przecigcia z powierzchnig stanu podstawowego Sp praktycznie
wzdhuz catego obszaru minimum. Wzrost warto$ci wspotrzednej Co-N w duzym zakresie
odlegtosci Co-O wigze si¢ jednoznacznie z przekroczeniem linii przecigcia S1/Sp, skutkiem
czego stan wzbudzony S; powinien ulega¢ szybkiej konwersji wewnetrznej S+ Sp. PO
wzbudzeniu czasteczki H,OCbI" obserwuje sie natychmiastowe tworzenie stanu wzbudzonego
z przesunietym, charakterystycznym pasmem absorbcji o/f w kierunku fal krotkich,
co jednoczesnie sugeruje, ze w stanie wzbudzonym nastepuje wydtuzenie wigzan aksjalnych.
Rezultat ten pozostaje catkowicie spojny z mechanizmem wynikajagcym z interpretacji
powierzchni stanu S;. Relaksacja geometrii w kierunku minimum energii na powierzchni tego
stanu, wigze si¢ z niewielkim wydtuzeniem wigzania Co-O i zdecydowanie duzym wzrostem
odlegtosci Co-N, co nastgpnie prowadzi bezposrednio do dezaktywacji stanu wzbudzonego na
linii przecigcia S1/Sy. Poniewaz proces ten bedzie zachodzit w obszarze odpowiadajacym
minimum energii stanu wzbudzonego, konwersja wewngtrzna tego stanu winna wigc
nastepowa¢ w krotkiej skali czasowej. Warto zwrdci¢ uwagg, ze w odroznieniu od
pozostatych omawianych pochodnych Cbls, wigzanie Co-O w H,OCbl" nie moze ulegaé
dysocjacji homolitycznej. Chociaz w gruncie rzeczy, obszar powierzchni stanu S; o najnizszej
energii odpowiada wzbudzeniu o charakterze LMCT n—c (dz), analogicznie jak
w przypadku stanu S; CNCbl, niemniej, znacznie mniejsze wydtuzenie wigzania Co-O
skutkuje przecigciem si¢ powierzchni stanu S; i stanu podstawowego So.

Teoretyczny obraz mechanizmu fotochemicznego na powierzchni stanu S; jest do pewnego
stopnia przejawem charakteru wigzania Co-X z gérnym ligandem aksjalnym. Natura
powierzchni stanu S; i jej relacja energetyczna do powierzchni stanu Sy pozostaje wigc w
bezposrednim zwigzku z charakterem tego wigzania. Jednocze$nie, ksztatlt powierzchni,
charakter stanéw wzbudzonych na niej zlokalizowanych i wysokosci barier energetycznych
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decyduja o kierunku aktywnych $ciezek fotochemicznych i kompetycji procesu fotolizy i
konwersji wewnetrznej. W chwili obecnej wydaje sie, ze zakres materiatu doSwiadczalnego
oraz teoretyczny obraz mechanizméw fotochemicznych Cbls nie pozwala jeszcze na bardziej
ogolne sformutowanie zaleznosci pomiedzy naturg chemiczng gornego liganda aksjalnego
I strukturg elektronowa wigzania Co-X a obserwowanymi wilasciwoséciami fotochemicznymi,
jednak z drugiej strony, w oparciu o wypracowang metodyke teoretycznego modelowania
procesow fotochemicznych Cbls mozliwe jest wyjasnienie wielu ich niezrozumiatych
aspektow, a by¢ moze réwniez mozliwe jest przewidywanie tych wlasciwosci na drodze
badan teoretycznych. Kwestia ta staje si¢ bardziej celowa w $wietle poszukiwania
syntetycznych pochodnych Cbls mogacych znalez¢ praktyczne zastosowanie jako
fotoaktywne zwiazki w badaniach medycznych i fototerapii. Jedng z grup takich zwiazkéw sg
tzw. antywitaminy Bi, bedace jedynymi w swoim rodzaju metabolitami, strukturalnie
podobnymi do ich witaminowego analogu, czyli cyjanokobalaminy (CNCbl). Antywitaminy
B1» ograniczaja badz uniemozliwiajg wykorzystanie przez organizm naturalnej witaminy B>
petnigc rolg inhibitorow w szlakach metabolicznych CNCbl. Zwigzki te moga by¢
wykorzystane w wyjasnieniu zaskakujacych patofizjologicznych zjawisk zwigzanych z
metabolizmem macierzystej witaminy. Uwaza si¢ takze, ze antywitaminy Bi, moga mieé
ogromny potencjat jako zwigzki o wilasciwosciach antyproliferacyjnych, a przede wszystkim
znalez¢é zastosowanie W zwalczaniu bakterii, ktore wykorzystuja witaming Bi; w swoim
metabolizmie 1 charakteryzuja si¢ odpornoscia w stosunku do obecnie stosowanych
antybiotykow. Jedng z grup otrzymanych dotad antywitamin Bj,, sa kompleksy Cbls z
zmienionym goérnym ligandem aksjalnym, a wsréd nich nalezaloby wymieni¢ odporne
termicznie i1 metabolicznie arylokobalaminy: 4-etylofenylokobalaming (EtPhCbl) i
2-fenyloetynylokobalaming (PhEtyCbl). Zwiazki te sa inhibitorami bialek transportowych
B12, a takze enzymu deligazy odpowiedzialnej za transformacje¢ kobalaminy do aktywnych
metabolicznie kofaktorow MeCbl i AdoCbl. Kontrolowane odblokowanie szlakow
metabolicznych, wydaje si¢ by¢ mozliwe poprzez fotoindukowane zerwanie wigzania Co-C,
stad wilasciwosci fotochemiczne tych zwiazkéw moga mie¢ duze znaczenie praktyczne.
Wiasciwosci fotochemiczne obu wymienionych, syntetycznych kobalamin byly badane
eksperymentalnie [54]. Zgodnie z danymi eksperymentalnymi TAS, alkinylowa pochodna
Cbls, PhEtyCbl, jest fotochemicznie stabilna, a jej najnizszy stan wzbudzony ulega
catkowicie konwersji wewnetrznej do stanu podstawowego w skali czasowej ponizej 100 ps z
prawie 100% wydajnosciag kwantowa. Arylokobalamina EtPhCbl w wyniku wzbudzenia
elektronowego przechodzi w stan wzbudzony, dla ktorego obserwuje si¢ wystgpowanie
dwoéch konkurencyjnych procesow: konwersji wewnetrznej do stanu podstawowego oraz
tworzenie dlugo zyjacego stanu, w ktéorym struktura geometryczna czasteczki odpowiada
formie base-off. Ponadto, EtPhCbl wykazuje czgsciows fotolabilnos¢ obserwowang poprzez
tworzenie Co''(corrin)® z wydajnoscia kwantowa ~1%. W oparciu o metode TD-DFT
i odpowiedni model strukturalny, Im-[Co"'(corrin)]-EtPh* i Im-[Co"'(corrin)]-PhEty",
molekularny mechanizm fotochemii obu antywitamin zostat opisany w pracach H8 i HO.
Ogolnie, powierzchnia energii potencjalnej stanu wzbudzonego S; dla tych zwigzkow jest
podobna do powierzchni stanu S; pochodnych alkilowych Cbls, przy czym co ciekawe, jej
topologia wykazuje bardzo duze podobienstwo do ksztaltu powierzchni stanu wzbudzonego
formy base-off Cbls z ligandem alkilowym. Analogicznie na powierzchni stanu wzbudzonego
S; wystepuja dwa minima energii. Minimum stanu MLCT don odpowiada krotkim
wigzaniom aksjalnym Co-C i Co-N o wartos$ciach bliskich warto§ciom tych parametrow
geometrycznych w stanie Sy, jednoczes$nie drugie minimum, wystepujace przy wydtuzonych
wigzaniach aksjalnych, mozna scharakteryzowaé jako minimum energii stanu LF d—o (d2).
Wskazane minima sg cechg charakterystyczng powierzchni energii potencjalnej S; wigkszosci
kobalamin z aksjalnym wigzaniem Co-C. Podobienstwo do powierzchni S; formy base-off
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pochodnych alkilowych widoczne jest poniekad dla obszaru odpowiadajacego
bezposredniemu wydluzaniu wigzania Co-C poczawszy od minimum energii stanu MLCT.
Wydluzanie tego wigzania przy jednoczes$nie niewielkiej zmianie odlegtosci Co-N wiaze si¢
z wystepowaniem duzej bariery energetycznej. W konsekwencji, S$ciezka A procesu
fotochemicznego, prowadzaca do stanu LF, poprzez bezposrednig dysocjacj¢ wigzania Co-C,
pozostaje nieaktywna. Wydluzanie wigzania z dolng zasadg aksjalng (Co-N) przy niewielkich
zmianach odleglo$ci Co-C napotyka na znacznie mniejszg bariere energet?/cznq o wartos$ci
rzedu kilku kcal/mol. Dla obu struktur, Im-[Co"'(corrin)]-EtPh* i Im-[Co"(corrin)]-PhEty",
pierwszy etap procesu fotochemicznego, poczawszy od minimum energii stanu S; MLCT,
zwigzany jest z wydtuzeniem wigzania Co-N az do czegSciowego lub catkowitego odtaczenia
dolnej zasady. Przekroczenie punktu o minimalnej energii pomigdzy obszarami powierzchni,
odpowiednio dla MLCT i LF jest bezpromienistym przejsciem MLCT=+LF pomig¢dzy
stanami o roznej strukturze elektronowej i prowadzi do minimum stanu LF d—o (dz).
Wobec tego, pierwszy etap fotoreakcji konczy si¢ na utworzeniu pigciokoordynacyjnego
kompleksu, [Co"'(corrin)]-EtPh* i [Co"'(corrin)]-PhEty*, w stanie wzbudzonym o strukturze
elektronowej odpowiadajacej wzbudzeniu d—>o (d). Ten etap mechanizmu pozostaje
W bardzo dobrej zgodnosci z eksperymentalnie obserwowanym tworzeniem si¢ formy
base-off. Kolejny etap fotoreakcji moze obejmowaé dwa konkurencyjne procesy z udziatem
stanu LF. Pierwszy z tych procesow jest konwersja wewnetrzng LF S1++S, ktora zachodzi
w wyniku odksztalcenia ekwatorialnej sfery koordynacyjnej kobaltu, drugi jest dysocjacja
W nastepstwie wydtuzenia wigzania Co-C. Ostateczny kierunek fotoreakcji uzalezniony jest
od wysokosci bariery energetycznej dla obu proceséw. W przypadku [Co"'(corrin)]-EtPh*
oszacowana wysoko$¢ bariery energetycznej konwersji wewnetrznej wynosi 14 kcal/mol
a obliczona warto$¢ energii dysocjacji wigzania Co-C wynosi 10 kcal/mol. Biorac pod uwagge
stopien doktadnosci wynikéw na poziomie metody TD-DFT nalezy zatozy¢, ze oba te procesy
moga wspélwystepowaé na tym etapie fotoreakcji. Przeciwnie, dla [Co"'(corrin)]-PhEty*
oszacowana wysokos$¢ bariery energetycznej konwersji wewngtrznej wynosi 10 kcal/mol,
podczas gdy obliczona energia dysocjacji jest kilkukrotnie wyzsza i wynosi 40 kcal/mol.
Przedstawione relacje energetyczne wskazuja, ze antywitamina PhEtyCbl powinna by¢
zwigzkiem wysoce fotostabilnym, gdyz wyraznie, energetycznie preferowanym kierunkiem
sciezki fotochemicznej jest konwersja wewnetrzna zachodzaca w  wyniku zgigcia
ekwatorialnego uktadu wigzan N-Co-N. Natomiast dla EtPhCbl, poréwnywalno$¢ wysokosci
barier energetycznych w stanie LF na fotochemicznej $ciezce B, $wiadczy
0 konkurencyjno$ci procesu konwersji wewngtrznej i dysocjacji wigzania Co-C, ostatecznie
wigc z punktu widzenia obliczen teoretycznych fotoindukowane zerwanie wigzania Co-C jest
mozliwe. Prace H8 i H9 sg pierwszym w literaturze, opartym o badania teoretyczne opisem
procesu fotochemicznego niebiologicznych zwigzkéw z grupy Bi, i stanowia istotny krok
W teoretycznym modelowaniu tego procesu dla roznych pochodnych Cbls. W modelowaniu
proceséw fotochemicznych uktadow Bi, wymagane jest uwzglednienie co najmniej obu
wigzan aksjalnych jako dwdch wspdirzednych aktywnych. Wylaniajacy sie z takiego modelu
mechanizm pozwala w zadowalajacym stopniu okresli¢ podstawowe $ciezki fotochemiczne,
wytlumaczy¢ zasadnicze wlasciwosci zwigzane z fotochemig 1 bardzo dobrze koreluje
z faktami doswiadczalnymi.

Koncepcja opisu mechanizmu fotochemicznego w oparciu o powierzchni¢ energii
potencjalnej najnizszego, singletowego stanu wzbudzonego S; jako funkcji dlugosci wiagzan
aksjalnych moze znalez¢ takze zastosowanie w teoretycznym modelowaniu procesu
fotochemicznego koenzymow Bi, w centrum aktywnym enzymu. Takie, pierwsze
w literaturze, teoretyczne podej$cie do problemu fotochemii koenzymow MeCbl i AdoCbl
przedstawione zostato w pracach H10 i H11. W oparciu o metode QM/MM oraz DFT/TD-
DFT do opisu struktury elektronowej na poziomie kwantowochemicznym dla koenzyméow
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MeCbl i AdoCbl, scharakteryzowano mechanizm fotochemiczny kofaktoréw w centrum
aktywnym enzymu. W pracy H10 przedstawiono rezultaty teoretycznego modelowania,
indukowanego $wiatlem procesu tworzenia pary rodnikowej Co'(corrin)*//*Ado w zaleznej od
AdoCbl amoniakoliazie etanoloaminowej (EAL). Z punktu widzenia danych
eksperymentalnych nie mozna jednoznacznie okresli¢ czynnikow wplywajacych na
fotoreaktywnos$¢ kofaktora w centrum aktywnym enzymu. Dla zaleznej od AdoCbl mutazie
glutaminowej (GLM) otoczenie proteinowe wydaje si¢ mie¢ wplyw raczej na stan wzbudzony
kofaktora niz stan podstawowy [46,47]. W tym przypadku obserwuje si¢ znaczng zmiang
statej szybkosci rekombinacji produktow homolizy w poréwnaniu do obserwowanej
rekombinacji dla AdoCbl w roztworze. Wzrost szybkosci rekombinacji implikuje wigc
sugesti¢, ze otoczenie biatkowe w centrum aktywnym dziata jak pewien rodzaj klatki, ktora
moze zapobiega¢ dyfuzji rodnika *Ado, powodujgc wzrost wspdtczynnika rekombinacji par
rodnikowych Co'(corrin)*//*Ado i redukcje wydajnosci kwantowej tworzenia par diugo
zyjacych. W pracach poswigconych fotolizie AdoCbl w mutazie metylomalonylo-CoA
(MCM) proponuje si¢ natomiast stabilizacj¢ fotoproduktow [47,119-121]. W oparciu
0 techniki spektroskopowe zaproponowano kilka mechanizmow takiej stabilizacji, jednakze
w tej kwestii nie osiggni¢to jednoznacznego konsensusu. Badania eksperymentalne fotolizy
AdoCbl w EAL sugeruja, ze obecno$¢ analogu substratu w centrum aktywnym enzymu nie
zwigksza wydajno$ci kwantowej tworzenia si¢ par rodnikowych powstajacych w wyniku
homolizy wigzania Co-C [59]. Rezultat ten wskazywal réwniez, ze zmiany strukturalne
W biatku nie sg konieczne do inicjacji zerwania wigzania Co-C w momencie przylaczenia
substratu [59,60]. Zatem stabilizacja fotogenerowanych par rodnikowych wyjasniona zostata
w oparciu o wktad struktury biatka w trakcie fotolizy wigzania Co-C [60]. Wyniki obliczen
przedstawione w pracy H10 pokazuja, ze niezaleznie od otoczenia kofaktora, powierzchnia
energii potencjalnej stanu S; zawsze charakteryzuje si¢ obecnoscig dwoch miniméw energii,
powiazanych ze stanami elektronowymi typu MLCT i LF. Drugi z tych standéw, ktorego
minimum energii zlokalizowane jest na powierzchni stanu S; niezmiennie przy wydluzonych
wigzaniach aksjalnych, jest odpowiedzialny bezposrednio za fotoliz¢ wigzania Co-C.
Zatem, wiasciwosci elektronowe AdoCbl s3 zasadniczymi komponentami fotolizy, ktdra
moze by¢ w pelni opisana z punktu widzenia kofaktora i jego wigzan aksjalnych, podczas gdy
zmiany w strukturze biatka nie odgrywaja roli w procesie fotochemicznym. Raczej, otoczenie
biatkowe ma decydujacy wplyw na stabilizacje stanu LF na powierzchni S;. Ponadto, wplyw
enzymu moze by¢ powigzany ze specyficznymi przestrzennymi ograniczeniami narzucanymi
kofaktorowi. W przypadku nie zwigzanego w roztworze kofaktora AdoCbl ograniczenia
przestrzenne dla ruchu ligandéw aksjalnych, w tym glownie liganda Ado, sa znacznie
mniejsze w porownaniu do otoczenia wystepujacego w centrum aktywnym enzymu, przez co
dyfuzja powstajacego rodnika adenozylowego poza obszar umozliwiajacy rekombinacje
rodnikow jest latwiejsza. Przeciwnie, wneka centrum aktywnego ogranicza ruch
pojawiajgcego si¢ rodnika *Ado i zwigksza prawdopodobienstwo rekombinacji. Zasadnicza
réznica ksztattu powierzchni energii potencjalnej stanu S; w poréwnaniu do powierzchni dla
wolnego kofaktora w roztworze, widoczna jest w obszarze stanu LF. Dla wolnego kofaktora,
rozlegle minimum energii w tej czgsci powierzchni, w przypadku kofaktora zwigzanego
zenzymem ulega zawezeniu, z wyraznie zarysowang, plytka krzywizng plaszczyzny
w kierunku odpowiadajacym tylko wydhuzeniu wigzania Co-C. W sposob zrozumiaty, profil
energetyczny powierzchni stanu LF ujawnia cechy wskazujagce na ograniczenie zmian
strukturalnych zwigzanych z odlaczeniem dolnej zasady aksjalnej. W przypadku kofaktora
AdoCbl zwigzanego z enzymem, powierzchnia stanu S; uwidacznia zmiang relacji
energetycznej pomig¢dzy stanami MLCT i LF w pordwnaniu do powierzchni dla wolnego
kofaktora. Mianowicie, dla AdoCbl w roztworze stan MLCT, ktoérego minimum energii
odpowiada krotkim wigzaniom aksjalnym jest silniej stabilizowany i ma znacznie nizsza
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energi¢ W stosunku do minimum energii stanu LF przy wydtuzonych wigzaniach aksjalnych.
Dla kofaktora zwigzanego z enzymem, silniejszg stabilizacj¢ energetyczng obserwuje si¢
w stanie LF, ktérego minimum na powierzchni S; jest o okoto 1,2 kcal/mol nizsze w stosunku
do minimum stanu MLCT. Tak wigc, otoczenie biatkowe w centrum aktywnym enzymu moze
by¢ odpowiedzialne za wyzsza stabilizacje energetyczng wzbudzonego stanu LF, z ktérego
bezposrednio nast¢puje dysocjacja wigzania Co-C. Przejscie MLCT Si#+ LF S; pomiedzy
minimami energii stanow MLCT i LF na powierzchni energii potencjalnej S;, podobnie jak
w przypadku wolnego kofaktora, mozliwe jest przy udziale dwoéch $ciezek fotochemicznych
A i1 B. Jednakze, profil energetyczny powierzchni stanu S; uwidacznia, ze dla zwigzanego
Zz enzymem AdoCbl, fotochemiczna $ciezka A, rozpoczynajaca si¢ wydluzeniem wigzania
Co-C od punktu w minimum energii stanu MLCT jest energetycznie niekorzystna
w poréownaniu do $ciezki B. Sciezka B jest wiec aktywnym kanalem pomiedzy stanami
MLCT i LF 1 wigze si¢ z jednoczesnym wydluzeniem obu wigzan aksjalnych.
W modelowanym procesie fotochemicznym, zwigzanego z enzymem kofaktora AdoCbl,
jedyna droga dezaktywacji stanu wzbudzonego jest wigc fotolityczne wydtuzenie 1 dysocjacja
wiazania Co-C. Tworzenie pary rodnikowej Co'(corrin)*//*Ado i dyfuzja rodnika *Ado, beda
zachodzi¢ wedtug identycznego mechanizmu jaki przewidywany jest w modelu teoretycznym
dla pochodnych alkilowych Cbls, przy czym w przypadku centrum aktywnego, ograniczona
przestrzen dla ruchu rodnika ‘Ado bedzie sprzyja¢ rekombinacji powstajgcych par
rodnikowych. Otoczenie enzymatyczne kofaktora ma wigc bezsprzecznie wplyw na stan
wzbudzony w tym na energetyke powierzchni stanu S;.

Pewne réznice we wlhasciwosciach fotochemicznych obserwowane s3 réwniez
w przypadku enzyméw zaleznych od kofaktora MeCbl [41,70,122]. Szybkos¢ fotolizy
wigzania Co-C w syntazie metioninowej (MetH) jest znacznie mniejsza niz dla izolowanego
kofaktora w roztworze. Wydaje si¢, ze otoczenie biatkowe ochrania kofaktor MeCbl poprzez
okoto pigédziesi¢ciokrotne zmniejszenie szybkosci reakcji fotolizy. Dwa zasadnicze czynniki
moga wpltywac¢ na tak znaczne, obserwowane zmniejszenie szybkosci fotoindukowanej
dysocjacji wigzania Co-C. Po pierwsze szybkos¢ relaksacji stanu wzbudzonego zwigksza si¢
wskutek zwigzania kofaktora MeCbl z bialkiem w centrum aktywnym enzymu, natomiast
szybkos¢ homolizy wigzania Co-C ulega zmniejszeniu. Drugim czynnikiem jest efekt
klatkowy proteiny. Lancuchy proteinowe tworzg wneke wokot grupy metylowej,
przeciwdziatajac  dyfuzji rodnika, co jednocze$nie ewidentnie zwigksza szybkos¢
rekombinacji par Co'(corrin)*//*Me w przypadku otoczenia enzymatycznego. Fotochemiczne
wilasciwosci syntazy metioninowej do chwili obecnej nie byty badane z teoretycznego punktu
widzenia. W tym ujeciu praca H11 stanowi pierwsze, kompleksowe podejscie w kierunku
eksploracji fotochemicznych 1 fotofizycznych wlasciwosci MetH przy zastosowaniu
kombinowanej metody QM/MM. Podobnie jak dla wczesniej rozwazanych uktadow Bi,
zasadniczym elementem pozwalajacym teoretycznie opisa¢ mechanizm  procesu
fotochemicznego jest powierzchnia najnizszego wzbudzonego, singletowego stanu
elektronowego S; w funkcji dtugoséci wigzan aksjalnych. Poréwnanie takich powierzchni dla
zwigzanego z enzymem 1 wolnego kofaktora MeCbl pokazuje, ze w obu przypadkach
topologia powierzchni jest niemalze identyczna, przy czym zaleznoSci energetyczne
pomig¢dzy wystepujagcymi na niej stanami MLCT i LF sg zasadniczo r6zne. Na powierzchni
stanu Sy, stan elektronowy LF ma wyzsza energi¢ niz stan MLCT, niezaleznie od otoczenia
kofaktora, w konsekwencji bardzo wyrazne minimum energii stanu MLCT jest
odpowiedzialne za silng stabilizacj¢ tego stanu. Roznica energii pomiedzy minimum stanu
elektronowego MLCT i LF dla zwigzanego z enzymem kofaktora wynosi okoto 9,5 kcal/mol
I jest prawie czterokrotnie wigksza w poréwnaniu do réznicy dla wolnego kofaktora
W roztworze. Ta réznica w rozktadzie energii pomigdzy stanami MLCT 1 LF bedzie wplywaé
na szybkos$¢ tworzenia par rodnikowych 1 w przypadku zwigzanego z enzymem MeCbl,
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powstrzymywac¢ fotoliz¢ wigzania Co-C. Zatem, otoczenie bialkowe W gruncie rzeczy
wplywa na roznice energii pomigdzy stanami MLCT i LF, w tym na barier¢ przejscia MLCT
Si»+ LF S;, ktéora warunkuje efektywnos$¢ procesu dysocjacji z uwagi na fakt, ze jej
pokonanie decyduje o populacji stanu LF prowadzacego bezposrednio do fotolizy
i powstawania par rodnikowych Co'(corrin)*//"Me.
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V. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Poza cyklem 11 publikacji bedacych podstawag ubiegania si¢ o stopien doktora
habilitowanego, moj dorobek naukowy obejmuje 48 publikacji (w tym 21 opublikowanych po
uzyskaniu stopnia naukowego doktora) w znacznej wigkszosci wieloosrodkowych (ok. 40
publikacji), powstalych we wspotpracy z naukowcami z innych osrodkéw polskich,
np. Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, Politechniki Wroctawskiej, Politechniki Slaskiej,
Centrum Materialow Polimerowych i Weglowych Polskiej Akademii Nauk w Zabrzu,
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, Instytutu Medycyny Pracy i Zdrowia
Srodowiskowego W Sosnowcu oraz zagranicznych, gtéwnie ze Stanéw Zjednoczonych,
tj. Uniwersytetu w Louisville, Uniwersytetu w Michigan, ale takze Uniwersytetu w Peczu
(Wegry), Kazanskiego Uniwersytetu Panstwowego, Instytutéw Naukowych i innych
placowek naukowych z Hiszpanii. Sumaryczny wskaznik Impact Factor wszystkich prac
naukowych wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania,
wynosi 183,4, co odpowiada sumarycznej punktacji MNiSW rownej 1669 punktow. W tym
na cykl publikacji bedacych podstawg wnioskowania o stopien naukowy doktora
habilitowanego przypada IF: 55,9 (415 punkty MNiSW) oraz na pozostaty dorobek IF: 127,5
(1254 punkty MNiSW). Analiza publikacji w bazie Web of Science wykazata 684 cytowan
oraz Indeks Hirscha o wartosci 16. Ponadto jestem wspotautorem 79 streszczen zjazdowych,
na ktore sktada si¢ 37 komunikatow prezentowanych na migdzynarodowych konferencjach
I zjazdach naukowych i 42 komunikaty z krajowych konferencji i zjazdow naukowych.

Prace H1-H11 opisane w pierwszej czgsci autoreferatu, stanowig wybrany fragment
dorobku naukowego w zakresie teoretycznego modelowania wlasciwosci fotochemicznych
uktadow B, 1 dotycza niezwykle waznych zagadnien, niezb¢dnych do prawidtowego opisu
tych wlasciwosci oraz wnikliwego ich zrozumienia na poziomie molekularnym. Prace 6-7, 12,
15, 18, 20-21, 27, 34-35, 39, 42-43, 48 zamieszczone w wykazie opublikowanych prac
naukowych i w wigkszoséci cytowane w czesci IVC autoreferatu, stanowig pozostaty moj
dorobek w tematyce gtownego nurtu badan, jakim jest charakterystyka stanow wzbudzonych
I teoretyczne modelowanie procesow fotochemicznych kobalamin (Cbls). Wymienione prace
mozna ogolnie podzieli¢ na dwa obszary tematyczne. Pierwszy obszar dotyczy teoretycznego
opisu stanéw wzbudzonych i widm elektronowych takich uktadéw jak wolna koryna (6),
kobaltokoryna (7), metylokobalamina (15,18), etylokobalamina (18), adenozylokobalamina
(20) i cyjanokobalamina (21, 27). Drugi obszar tematyczny zwigzany jest z fotolizg uktadow
Bi2 i teoretycznym modelowaniem proceséw fotochemicznych metylokobalaminy (12,35,39)
i adenozylokobalaminy (34,43). Dwie prace o charakterze przegladowym 42 i 48, pehnig
wazng role w dorobku naukowym i w znacznym stopniu podsumowuja rezultaty wieloletnich
badan z zakresu teoretycznego opisu i modelowania proceséw fotochemicznych struktur Bi,.
Na ptaszczyznie badan zwigzanych z Cbls nalezy tez zwrdci¢ uwage na dwie prace 22 i 23.
Tematyka tych prac dotyczy wybranych zagadnien z zakresu mechanizmow katalizy
enzymatycznej z udzialem kofaktorow Bip. Praca 22 koncentruje si¢ na opisie struktury
elektronowej kompleksu kofaktor-substrat, ktory uczestniczy w enzymatycznej reakcji
przeniesienia metylu, katalizowanej przez kobalamino-zalezng syntaze metioninowsa. Praca 23
poswiecona jest roli zasady aksjalnej w modulowaniu struktury elektronowej uktadu
Co'(corrin). Uklad ten pelni wazna funkcje w mechanizmie enzymatycznym, a z uwagi na
wysokg reaktywnos$¢ jest trudny w badaniu metodami eksperymentalnymi.

Nisko lezace, elektronowe stany wzbudzone i struktura elektronowego widma
absorpcyjnego kompleksow metali przejsciowych z zlozonymi strukturalnie ligandami byty
przedmiotem badan teoretycznych, ktorych rezultaty przedstawiono w pracach 8-10, 14, 16-
17, 19, 25, 40-41, 47. Lacza one wyniki badan eksperymentalnych (synteza, badania
strukturalne 1 spektroskopowe) i obliczen kwantowochemicznych z zastosowaniem metody
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DFT/TD-DFT. Badane kompleksy renu (8,9,10,17,19,25,40-41,47) 1 rutenu (14,16)
charakteryzuja si¢ cickawymi wlasciwosciami spektroskopowymi i moga znalez¢ potencjalne
zastosowanie w szeroko pojetej optoelektronice. Wiasciwosci te staty si¢ bardziej zrozumiale
dzigki teoretycznemu opisowi struktury elektronowej stanow wzbudzonych, w tym gléwnie
najnizszych standw singletowych i trypletowych w polaczeniu z natura chemiczng i budowsa
ligandow oraz charakterem sfery koordynacyjnej renu i rutenu. Nisko energetyczne pasma
absorpcyjne i emisyjne, w $wietle badan teoretycznych z reguty charakteryzuja si¢ ztozona
budowsg, bedacag wynikiem wystepowania szeregu energetycznie blisko lezacych stanow
wzbudzonych, gtownie majacych charakter przej$¢ elektronowych z przeniesieniem tadunku
(CT, Charge Transfer), sg to zazwyczaj stany typu MLCT (Metal to Ligand Charge
Transfer), LLCT (Ligand to Ligand Charge Transfer) oraz IL (Intraligand excited state). W
tym ostatnim przypadku, stany elektronowe IL mogg roéwniez wykazywac¢ charakter CT dla
strukturalnie (przestrzennie) duzych ligandow. Sposréd wynikow badan teoretycznych,
jednym z ciekawszych osiggnie¢ byto wyjasnienie natury najnizszego stanu elektronowego
I charakteru dtugofalowego pasma absorpcyjnego pochodnej liganda terpirydynowego (47).
W oparciu o metode CASCF/CASPT2 wyznaczono energi¢ wzbudzenia 1 strukture
elektronowa nisko lezacych, singletowych stanéw wzbudzonych. Rezultaty tych obliczen
potwierdzity poprawno$¢ wynikow uzyskanych na poziomie metody TD-DFT oraz pokazaty,
Ze najnizsze pasmo absorpcyjne kompleksu renu z tym ligandem zdeterminowane jest
glownie przez przejscie elektronowe typu IL w obrebie liganda terpirydynowego. Z uwagi na
budowe liganda przej$cie to wykazuje wyrazny charakter stanu CT i odpowiada w duzej
mierze donacji gesto$ci elektronowe] pomiedzy szkieletem terpirydynowym a obecnym
w strukturze liganda podstawnikiem, przy czym kierunek donacji jest zalezny od struktury
chemicznej podstawnika. Pokazano réwniez, Ze najnizej energetyczne przejscie elektronowe,
pojawiajagce si¢ w obliczeniach metodg TD-DFT, nie jest wynikiem niedoszacowania energii
wzbudzenia dla przejscia LCT (Long Charge Transfer), ale uzyskuje, wprawdzie z pewnym
btedem, pelng akceptacj¢ na poziomie metody ab initio. Zrozumienie struktury elektronowej
nisko lezacych stanow wzbudzonych ma duze znacznie chociazby z uwagi na potencjalne
mozliwosci w ,,projektowaniu” nowych zwigzkéw o pozadanych wiasciwosciach
fotofizycznych. Podobny charakter ma tez praca 46, w ktorej scharakteryzowano strukture
elektronowg 1 geometryczng nisko lezacych, elektronowych stanow wzbudzonych dla szeregu
ditiodichinolin.

Pozycje 24, 28, 30, 32, 37-38 i 45 sg cyklem prac, ktoére z punktu widzenia badan
teoretycznych dotycza oszacowania energii oddziatywania dla wigzan wodorowych typu
—N---H-O- w binarnych uktadach cyklicznych, aromatycznych 1 niearomatycznych
heterozwigzkow azotu z woda 1 alkoholami. Zasadniczy aspekt obliczen
kwantowochemicznych miat na celu korelacje wyznaczonych warto$ci energii wigzania
wodorowego z pomiarami termodynamicznych wielkosci nadmiarowych, w tym gltownie
nadmiarowej objetosci roztworéw binarnych. Przy zastosowaniu metody DFT 1 MP2 oraz
prostych modeli strukturalnych, otrzymano wyniki wykazujace bardzo dobra korelacjg
Z pomiarami eksperymentalnymi. Tak wigc, na poziomie uzytych metod obliczeniowych,
zastosowanie nieskomplikowanych modeli strukturalnych pozwolito w nadzwyczaj prosty
sposOb, wyjasni¢ zasadnicze tendencje zmian dla eksperymentalnie wyznaczonych
termodynamicznych wielko$ci nadmiarowych. W wymienionych pracach badano nastgpujace
uktady molekularne: pirydyna i jej metylowe pochodne + 1,2-etanodiol (24), 2,4,6-
trimetylopirydyna + 1,2-etanodiol, metanol, woda (28), pirydyna i jej metylowe pochodne +
metanol, woda (30), N-metylopiperydyna + woda (32), piperydyna + woda (37), butanon +
n-alkanole, chloroform (38), pirolidyna, piperydyna i ich metylowe pochodne + woda (45).

Pozostate prace 2, 4, 5, 13, 26, 29, 31, 33 obejmuja rézng tematyke, niemniej ogdlnie
odnoszg si¢ do teoretycznych badan nad budowg elektronowa i wtasciwosciami komplekséw
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metali przejSciowych. Prace 2 i 4 dotycza zastosowania rozwigzan HF o ztamanej symetrii
(BS, Broken Symmetry) do opisu struktury elektronowej w modelowych kompleksach niklu
I zelaza, odpowiednio dicyklobutadienoniklu (NiCby) i liniowego kompleksu Fe(CH),. Praca
5 poswiecona jest opisowi struktury elektronowej, wyznaczaniu krzywych energii
potencjalnej stanéw wzbudzonych i energii dysocjacji wigzania Fe-C dla modelowych
struktur FeCH i FeCH® z zastosowaniem metody CASSCF/CASPT2. W publikacji 13
W oparciu o obliczenia metodg DFT scharakteryzowano struktur¢ synefunginy oraz
kompleksu Cu(ll)-synefungina i jego oddzialywanie z otoczeniem rozpuszczalnikowym.
W pracy 26 przy zastosowaniu metody DFT opisano charakter wigzan w Ru-P i Ru-N
w ztozonym kompleksie rutenu z ligandem dimetylofenyloaminodifenylofosfinowym oraz na
podstawie wynikow obliczen metoda TD-DFT okreslono struktur¢ absorpcyjnego widma
elektronowego i wyznaczono charaktery stanéw wzbudzonych dla poszczegdlnych przejsé
elektronowych. Podobne ujecie tematyczne w zakresie obliczen kwantowochemicznych jest
trescig pracy 29. Na podstawie wynikow obliczen metodg DFT opisano strukture elektronowa
oraz wyznaczono energi¢ wigzan Co-NO i1 Mn-NO w nitrozylowych kompleksach
kobaltoporfiryny i manganoporfiryny. Ponadto obliczenia metoda TD-DFT pozwolity ustali¢
charakter przej$¢ elektronowych i umozliwity symulacje widm absorpcyjnych, ktorych
struktura pozostaje w dobrej zgodnosci z danymi eksperymentalnymi. Publikacja 31 dotyczy
badan teoretycznych nad mechanizmem reakcji przeniesienia metylu pomigdzy jodkiem
metylu a kompleksem niklu Ni(PPh,CH,CH,SEt),. Reakcje ta rozpatrywano jako model
reakcji katalitycznej, a jej mechanizm badany byt w odniesieniu do w pelni niezrozumiatego
mechanizmu, Kkatalitycznego dziatania syntazy acetylo-CoA (ACS). W odniesieniu do
powyzszej publikacji, praca 33 stanowi kontynuacj¢ badan teoretycznych nad mechanizmem
dziatania enzymu ACS. Poswigcona jest ona wyznaczaniu potencjalow redoks i protonacji
ztozonego strukturalnie kompleksu zelazowo-niklowego, tzw. Kklasteru-A obecnego
w centrum aktywnym ACS.
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