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Naslov doktorske disertacije:
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Rezime:

Biliverdin (BV), proizvod katabolizma hem grupe, u interakciji sa prelaznim
metalima moZe da gradi komplekse, ali detalji ovih interakcija u fizioloSkim uslovima nisu
dovoljno opisani. Ovde su ispitane koordicione/redoks interakcije BV sa jonima Cu(Il) u
fosfatnom puferu na pH 7,4, koriste¢i ultraljubicastu-vidljivu spektrofotometriju, masenu
spektrometriju, ramansku spektroskopija, metodu nuklearne magnetne rezonacije (NMR),
metodu elektronske paramagnetne rezonacije (EPR), fluorimetrijske i elektrohemijske
metode. Pokazano je da BV formira stabilan koordinacioni kompleks sa jonima bakra u
stehiometriji 1:1. Struktura BV je viSe planarna i energijski stabilna u kompleksu.
Kompleks je pokazao jake paramagnetne efekte koji su pripisani nesparenom
delokalizovanom elektronu. Delokalizovani elektron moZze poticati iz BV ili od jona Cu(Il),
pa je kompleks sastavljen ili od katjona BV radikala i jona Cu(I) ili od anjona BV radikala i
jona Cu(Ill). Kompleks je podlozan oksidaciji samo u prisustvu O i visku jona Cu(ll), ili
jakog oksidacionog sredstva, dok je otporan na redukciona sredstva. Bioloski efekti
stabilnog metalokompleksa BV koji sadrze delokalizovani nesparni elektron zahtevaju
dalje istrazivanje. Ovo moze dati odgovor na dugogodisnje pitanje razloga ulaganje velike
koli¢ine energije u katabolizam BV, koji sam po sebi predstavlja relativho bezopasan
molekul.

Struktura BV je dalje detaljno analizirana koris¢enjem razli¢itih tehnika metoda
nuklearne magnetne rezonacije i teorijskim modelovanjem, kako bi se objasnila
nemogucnost BV da izgradi koordinacioni kompleks sa jonima Cu(II) u dimetil sulfoksidu,
Sto je potvrdeno i primenom ultraljubucaste-vidljive spektroskopije i EPR metodom.
Rezultati primene NMR metode pokazuju da su sva Cetiri prstena pirola protonovana na
atomima azota. Struktura je dodatno stabilizovana sa dve vodoni¢ne veze izmedu NH
ostataka i karbonilnih kiseonika iz suprotnih terminalnih pirolskih prstenova i savijanjem
jednog od propionskih lanaca sa karboksilnom grupom iz ravni prema centralnom
polozaju u BV prstenu. Deprotonovani BV u vodenoj sredini zauzima drugaciju
konformaciju i pokazuje reorganizaciju vodoni¢nih veza. Uzimajuéi u obzir da
deprotonacija predstavlja kriti¢ni korak u formiranju koordinacionih veza, protonovanje
dodatnog atoma azota predstavlja klju¢nu razliku izmedu interakcija BV sa jonima bakra u
razlic¢itim rastvaracima.
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Title of doctoral dissertation:

SPECTROSCOPIC AND REDOX ANALYSIS OF COMPLEX OF BILIVERDIN WITH
COPPER (II) IONS

Abstract:

Biliverdin (BV) is one of the products of heme catabolism that is known to interact
with redox-active metals. (Patho)physiological roles of BV and details of its interactions
with metals under physiological conditions, which may be interconnected, are not fully
understood. In the current work, we examined coordinate and redox interactions of BV
with copper ions (Cu(Il)). The interactions were exaimined under conditions that mimic
physiological settings - in the phosphate buffer with pH 7.4. A battery of physico-chemical
methods were applied, including UV-VIS spectrophotometry, fluorescence spectroscopy,
nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR), mass spectrometry, Raman
spectroscopy, electron paramagnetic resonance (EPR), and electrochemical methods. BV
and copper formed a stable coordination complex with 1 : 1 stoichiometry, with BV
showing a more planar structure and energetic stability in the complex. The complex
showed strong paramagnetic effects, most likely due to a delocalized unpaired electron.
The delocalized e- may come from copper ion or BV. The complex is formally composed
of BV radical cation and Cu(I) ion or of BV radical anion and Cu(Ill) ion. The complex
underwent oxidation only in the presence of both O, and an excess of Cu(lIl) ion, or a
strong oxidizing agent, and it was resistant to reducing agents. The biological effects of the
stable BV metallocomplex containing a delocalized unpaired electron should be further
examined, and may provide an answer to the long-standing question of high energy
investment in the catabolism of BV, which represents a relatively harmless molecule per se.

BV structure was analyzed by using NMR techniques and unrestricted density
function theory simulations to explain the incapacity of BV to build coordination
complex(es) with Cu(Il) ion in dimethyl sulfoxide, which was confirmed by UV-Vis, EPR
and NMR spectroscopy. NMR showed that nitrogen atoms are protonated in all four
pyrrole rings. The structure is stabilized by two hydrogen bonds between NH moieties
and carbonyl oxygens from the opposite terminal pyrrole rings, and by the bending of
propionyl chain with carboxyl group out of the plain toward central position of BV. The
simulations of deprotonated BV, which builds copper complexes in water and chloroform,
as described previously, showed a different conformation and organization of hydrogen
bonds. Taking into account that deprotonation represents a critical step in coordinate
bonds formation, the protonation of an additional nitrogen atom may represent a key
difference between the interactions of BV with copper ion in different solvents.
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1. UVOD

Predmet rada disertacije je ispitivanje nedovoljno razjasnjene hemijske strukture i
redoks osobina kompleksa biliverdina (BV) sa jonima Cu(Il) u priblizno fizioloSkim
uslovima, odnosno na fizioloskoj pH 7,4 u fosfatnom puferu (KPP), kao i analiza
strukturnih i hemijskih parametara BV u dimetil sulfoksidu (DMSO) koji sprecavaju
koordinacione interakcije BV sa Cu(ll) jonima u ovom organskom rastvaracu, a u cilju
razjasnjenja mehanizama formiranja kompleksa.

Hem, kompleks gvozda i protoporfirina IX, oslobada se iz hemoglobina kao
posledica starenja i ostecenja eritrocita, kao i kod hemolize (povezano sa sepsom, Zuticom,
povredama itd.). U daljem procesu prevodenja dolazi do enzimske degradacije hema na
BV koji se brzo prevodi u bilirubin (BR), aktivnos¢u biliverdin reduktaze (BVR). BV, a
posebno nekonjugovani BR imaju brojne vazne funkcije u biohemijskim procesima.
Medutim i dalje je aktuelno pitanje zasto se fizioloski bezopasan BV, koji se lako moze
izluciti bez konjugacije, prevodi u potencijalno toksi¢an BR preko energijski zahtevne
enzimske redukcije (shema 1.1). Potencijalno objasnjenje moZe se nalaziti u
koordinacionim i/ili redoks interakcijama BV sa jonima bakra i/ili drugim fizioloski
relevantnim metalima.

Hem(Fe3*) + 302+ 4NADPH + 4H*[hem oksigenaza] — Biliverdin + Fe?* +
CO + 4NADP* + 3HO

BV + NADPH + H*[ BVR] — BR + NADP*
Shema 1.1. Enzimska degradacija hema do bilirubina

Interakcije BV sa jonima Cu(ll) nisu ispitivane u fizioloskim uslovima/vodenoj
sredini. Isklju¢ivo su dostupni rezultati dobijeni u razli¢itim organskim rastvara¢ima kao i
u vodenoj sredini pod nefizioloskim pH vrednostima. Tako dobijeni rezultati se dalje
koriste u fizioloSkom kontekstu nezavisno od rastvaraca i uslova u kojima su interakcije
BV i Cu(Il) izucavane, sto moze dovesti do pogresnih zakljucaka.

Interakcije prelaznih metala sa tetrapirolima, pa samim tim i BV sa jonima bakra,
predstavljaju vazno dugogodisnje pitanje neorganske i porfirinske hemije, od posebnog
znacaja za razumevanje funkcionisanja odredenih metaloenzima i razvoj mimetika. Kao
Sto je vec receno, ove interakcije su ispitivane i u organskim rastvarac¢ima i u puferima, ne
uzimajuéi u obzir da rastvarac¢i mogu znacajno izmeniti strukturu bioloski relevantnih
molekula kao i njihove interakcije sa jonima metala.

Ova doktorska disertacija obuhvata primenu razli¢itih spektroskopskih, rezonantnih
i elektrohemijskih metoda, uklju¢ujudi elektronsku spektroskopiju, masenu spektrometriju
(MS), ramansku spektroskopiju, fluorescentnu spektroskopiju, elektron paramagnetnu
rezonantnu  (EPR)  spektroskopiju, nuklearnu magnetnu rezonantnu (NMR)
spektroskopiju, cikliénu voltametriju, diferencijalnu pulsnu voltametriju i oksimetriju, kao
i metode teorijske hemije, u cilju hemijsko-strukturne analize i pracenja redoks stanja BV i
njegovog kompleksa sa jonima bakra. Deo eksperimentalnih rezultata prati i teorijsko
modelovanje pomocu Teorije funkcionala gustine (Unrestricted Density Functional Theory -
UDFT) kako bi se detaljnije objasnio uticaj rastvaraca koji za posledicu moze imati
promenjene fizickohemijske i biohemijske/farmakoloske osobine BV.
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IstraZzivanja treba da doprinesu boljem razumevanju do sada nereSenih pitanja
hemije BV, njegovih katalitickih i bioloskih efekata kao i fizioloskih uzroka prevodenja BV
u BR. Takode, istrazivanja obuhvataju i analizu uticaja koji mogu imati rastvaraci,
odnosno sredina, na strukturne promene i osobine ovog bioloski znac¢ajnog molekula.

I pored ove studije, ostaju otvorena brojna pitanja metalo-porfirinske hemije, na koja
se moZze postepeno odgovarati. U buduénosti su u planu in vivo istraZivanja, kao i pokusaj
da se jednozna¢no odredi naelektrisanje bakra u formiranom kompleksu u priblizno
tizioloskim uslovima primenom XANES (engl. X-ray absorption near edge structure) metode.



2. OPSTI DEO

U ovom poglavlju, bi¢e izloZzene osnove porfirinske hemije, sa akcentom na molekul
BV, kao i u uloga i znacaj bioloski relevantnih prelaznih metala, pre svega bakra. U okviru

ovog poglavlja dat je i pregled literature dosadasnjih istraZivanja kompleksa BV sa jonima
bakra.

2.1. Tetrapiroli - porfirini- bilini

Tetrapiroli su klasa molekula koji “dodaju boju” svetu oko nas [1]. Oni su
najzastupljeniji pigmenti koji se nalaze u prirodi sa razli¢itim biohemijskim funkcijama.
Grupa tetrapirola uklju¢uje hem grupu(e), biline, hlorofil, i korine (kao $to je vitamin Bio).
Bioloski znacajni tetrapiroli imaju zajednicki biohemijski put od centralnog intermedijera
urporfirinogena III, slika 2.1.

U organskoj hemiji ne postoji znacajna razilika izmedu naziva tetrapiroli i porfirini,
jer se odnosi na klasu molekula koji imaju strukturu od ¢etiri pirolova prstena. Medutim, u
biohemiji se pod porfirinima (od grcke reci oppopa (porphyra), ljubicasto) podrazumevaju
tetrapiroli koji u svojim centrima/$upljinama mogu vezati metalni atom, $to ovoj klasi
molekula, metaloporfirinima, daje posebnu biohemijsku ulogu od transporta kiseonika do
fotosinteze, i od katalize do pigmentacionih promene [2], dok se pod tetrapirolima u
biohemiji podrazumevaju svi pigmenti koji imaju vezana cetriri pirolova prstena [1, 3].

U osnovi tetrapirola nalazi se pirol, petoclani prsten koji sadrZi jedan atom azota i
koji apsorbuje u ultraljubicastom (ULj) delu spektra, tj. bezbojan je. Medutim, kada su
Cetiri pirola povezana nezasi¢enim metinskim mostovima u makrocikli¢ni tetrapirol,
svojstva se menjaju i karakteriu ih nove osobine. Svi linearni tetrapiroli rezultat su
cepanja cikli¢kih tetraprorola i stoga sadrZe samo tri metinska mosta.

Tetrapiroli sadrze prstene bogate konjugovanim dvostrukim vezama koji intezivno
apsorbuju svetlost i imaju Cetiri atoma azota orjentisana prema centru/$upljini, koji mogu
vezivati metalne jone i omogucavaju koordinaciju jona metala iznad ili ispod ravni
molekula. Ovo je jedno od najvaZznijih svojstva ciklickih tetrapirola, njihova sposobnost da
vezuju razlicite jone metala - Fe, Mg, Cu, Co, Nj, i druge [4-8]. Vezivanje metala doprinosi
stabilizaciji oksidacionog stanja i povecanju rastvorljivosti, kao Sto i nova geometrija
molekula omogucuje interakcije porfirina sa proteinima. Ovo se mozZe pratiti preko
promena u apsorpcionim spektrima [2, 9-11].

Kao sto se moze ocekivati, zajedni¢ke osobine i sli¢na struktura svih podgrupa
tetrapirola poti¢u od zajedni¢kog biohemijskog puta. U sintetickom putu gvozde-helataze
katalizuje kompleksiranje gvoZda u protoporfirin IX za dalju biosintezu hem grupe, nakon
¢ega se taj kompleks povezuje sa proteinima, slika 2.2.
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intermedijeri. Enzimi su prikazani kurzivom,(modifikovano iz ref. [3]).
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Slika 2.2. Sinteticki put hemoglobina: guoZde-helataze katalizuje kompleksiranje gvoZda u
protoporfirin IX u mitohondrijama, odakle se dobija hem grupa, nakon cega se taj kompleks
povezuje sa proteinima i nastaje molekul hemoglobina, prisutan u crvenim kronim zrncima.
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Hem grupa daljim metabolitickim putem prelazi u biline (Zu¢ne pigmente), pre
svega linearizacijom i gubitkom atoma gvozda, u reakciji koja je katalizovana hem
oksigenazom. U zajednickom sintetickom putu moZe se pratit povezivanje magnezijuma u
protoporfirin IX posredstvom magnezijum-helataze, $to je prvi korak biosinteza hlorofila.
Metaloporfirini dalje daju karakteristicne boje tkivima kod biljnog i Zivotinjskog sveta.
Biljke su zelene zbog prisustva hlorofila, Zivotinjska tkiva uglavnom su crvene boje zbog
hema, dok je zelenkasta/plava boja jaja nekih ptica i gmizavaca, kao i krv nekih Zivotnja
povezana sa prisustvom BV Xa, itd [3].

Zajednicka karakteristika svih ovih molekula je osnovna makrocikli¢na struktura
porfina, koja se sastoji od cetiri prstena sa ukupno 16 atoma od cega su cetiri atoma azota,
dobijena povezivanjem cetiri podjedinice sa cetiri metinska mosta, kako je prikazano na
slici 2.3.

Ova osnovna makrocikli¢na struktura je aromati¢ni sistem koji sadrZi 22 n-elektrona,
ali samo 18 njih je delokalizirano u skladu sa Hikelovim pravilom aromati¢nosti (4n+2
delokalizovani s-elektroni, gde je n=4). Sama makrocikli¢na struktura je vrlo pogodna za
vezivanje jona metala, koji koordinovanjem u sredini molekula formirju metaloporfirine
[12]. Dakle, porfirini su obojena tetrapirolna jedinjenja, sa hidrofobnim (metil i vinilnim
grupama) i hidrofilnim (propionski bo¢ni lanac) karakteristikama [9, 10, 13]. Porfirini se ne
pojavljuju u prirodi per se, medutim, metaloporfirini tj. porfirini kod kojih su pirolni
prstenovi koordinaciono kompleksirani sa metalnim jonom u centru strukture, od velikog
su bioloskog znacaja: hem proteini (sa gvoZdem) imaju razli¢ite bioloske uloge, kao 5to je
transport Oz (mioglobin i hemoglobin), transport elektrona (citohromi b i c) ili aktivacija
Oz (citohrom P450 i citohrom oksidaza). Hlorofili (sa magnezijumom) i feofitini (koji su
bez metala) se nalaze u fotosintetskom aparatu biljaka i bakterija, dok je vitamin B12 (koji
sadrzi kobalt) prisutan u bakterijama i Zivotinjama [14].

Kao 8to je prikazano na slici 2.4., u apsorpcionom spektru hema u bliskoj ULj i
vidljivoj (Vid) oblasti dominantna su dva n—n* elektronska prelaza (oba prelaza su
polarizovana u ravni hema i istog su tipa simetrije). Apsorpciona traka koja je
najintenzivnija naziva je Soreova (Soret) traka, u oznaci y, i nalazi se u oblasti 400-450 nm
(e~10°). Slabijeg intenziteta je tzv. a traka (ili Qv) koja odgovara ¢isto elektronskom prelazu
(sekvenciji sa promenom A=0, v" = 0« v' = 0) i koja se javlja u oblasti oko 500 nm (e~10%).
U spektru moze da se javi i vibronska traka koja odgovara elektronskom prelazu nize
energije, traka koja se oznacava kao [ (ili Qo). Ova traka odgovara elektronskom prelazu
sa promenom vibracionog kvantnog broja (progresija sa Av=1, v"'= 0« v' = 1). Soreova
traka zajedno sa a i B trakama je posledica elektronskih prelaza koji se desavaju u okviru
porfirinskog dela molekula. Trake koje se javljaju u oblasti 600-700 nm, koje su
karakteristicne samo za hem hromoforu u HS stanju, pripadaju ET (CT) prelazu tipa
porfirin — atom gvozda. Varijacije spoljadnih supstituenata u porfirinskom prstenu cesto
uzrokuju odredene promene u intenzitetu i pomeranju maksimuma talasnih duZina, pre
svega protonacija dva unutrasnjeg atoma azota ili ubacivanje/promena atoma metala u
makrocikli¢noj strukturi gde se vidljivo menja njihov apsorpcioni spektar [15-18].
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Slika 2.4. Tipicam ULj-Vid spektar porfirina (modifikovano iz ref. [12])



Zbog mogucnosti prilagodavanja fizickih i hemijskih svojstava porfirina na
molekulskom nivou, uklju¢ujuéi njihove velike dipolne momente, polarizabilnost,
nelinearni opticki odgovor, apsorpcioni spektar, prenos energije i kataliticki svojstva, a
koja se reflektuju u njihovim bioloskim funkcijama, porfirini i metaloporfirini imaju sve
vecu primenu u brojnim disciplinama hemije i fizike, kao $to su elektronika, opticka
elektronika, elektrohemija, kataliza i fotofizika [12].

Elektronski w—7* prelazi u strukturi porfirina se mogu objasniti razmatranjem
Gutermanovog (Gouterman) modela Cetiri orbitale koji daje objasnjenje intenzitet i poloZaja
apsorpcionih Q (a i B) traka kao i Soreove trake. Promena poloZaja i intenziteta traka koja
se javlja kao posledica supstitucije prstena, promene metalnog jona ili aksijalnih liganada
ili formiranja dimernih oblika uspesno se objasnjavaju ovim modelom [19, 20].

Na slici 2.5. prikazane su dve dvostruko degenerisane Gutermanove (Gouterman)
orbitale (HOMO i LUMO), njihovi tipovi simetrije kao i mogucdi prelazi [20].

Termin “bilini” je zajednicki naziv za vecu grupu tetraprirola/porfirina otvorenog
lanca i potice od imena zZuc¢ni pigmenti. Termin Zuc¢ni pigment vise nije ogranicen samo na
pirolne pigmente koji se javljaju u zuc¢i, BV i BR, na njihove izomere i derivate ve¢ se
koristi da bi se opisali svi linearni tetrapriroli otvorenog lanca koji imaju kiseonik na
krajnjim pozicijama u skeletnoj strukturi. Kod ljudi i zZivotinja, degradacija endogenog
hema ide preteZzno putem koji je prikazan na slici 2.6. gde su bilini, BV i BR, sekvencijalni
proizvodi degradacije hema koja se zavrSava izlucivanjem BR konjugovanog za
glukuronsku kiselinu. Oko 85% ukupno sintetisanih BV i BR poreklom je iz hema
hemoglobina koji se oslobada iz eritrocita koji se razgraduju u celijama retikuloendotelnog
sistema jetre, slezine i kostane srzi. Ostalih 15% nastaje iz prekursora eritrocita koji nisu
sazreli u kostanoj srzi u procesu neefikasne eritroporeze kao i iz drugih hem proteina
(mioglobina, citohroma, peroksidaza i malog depoa slobodnog hema). Tokom razgradnje
hemoglobina oslobada se globin koji se razlaze do aminokiselina koje se koriste za
resintezu proteina. Porfirinski deo hema se razgraduje u retikuloendotelnom sistemu.
Katabolizam hema se odvija pod dejstvom kompleksa mikrozomalnih enzima koji se
zajednicki nazivaju hem oksigenaze. Najpre se pod dejstvom hem oksigenaza, fero jon iz
hem grupe oksiduje do feri oblika, a hem prelazi u hemin. Zatim se ponovo hemin
redukuje do hema u prisustvu NADPH. U visku NADPH i kiseonika dolazi do raskidanja
metilenskog mosta u porfirinu. Fero jon se ponovo oksiduje u feri jon (gvozde je izdvijeno
kao feritin i ponovo se koristi u metabolizmu) koji se u visku kiseonika oslobada uz
istovremeno oslobadanje ugljen monoksida (jedina reakcija u organizmu u kojoj se
oslobada CO), a kao proizvod nastaje zeleni pigment BV. Dalje se u citosolu vrsi
konverzija BV u Zuti pigment BR pod dejstvom BVR uz uces¢e NADPH. Katabolizam
protohema je jedini poznat izvor BR IXa u ljudskom organizmu, i tim putem se proizvede
u proseku 300-500 mg po danu kod odraslih ljudi. Nakon formiranja, BR se esterifikuje u
jetri, i ovi polarni estri se izluc¢uju preko Zuci, prolaze u intestinalni trakt gde se
podvrgavaju daljoj reduktivnoj transformaciji do urobilinoida pre njihovog konacnog
izlu¢ivanja u feces. Konverzija crvenog hema, preko zelenog BV do Zutog BR moze se
uociti na kozi prilikom povrede - hematoma [2, 23].
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Slika 2.5. Gutermanov model Cetiri orbitale: ) HOMO i LUMO orbitale, b) raspored orbitala i moguci

prelazi u strukturi (modifikovano iz ref. [21, 22]).
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Biohemija BV i BR, ni danas nije najbolje shvaéena. Ovi Zucni pigmenti postaju
veoma vazni za ljudski organizam u slucaju bolesti metabolizma, kao $to su, pre svega,
neonatalna Zutica, hepatitis, sepsa, hiperbilirubinemija, kamen u Zuci, hiperbiliverdinemija
i dr. [2]. To su molekuli sa moguéom dvojakom funkcijom. U fizioloskim uslovima i
koncentracijama mogu imati ulogu bioloskih antioksidanata, a takode su ustanovljena
antiinflamatorna, antiapoptotska i antimutagena svojstva in vitro [11, 25-31]. Klinicki
znacajan BV povezan je sa hiperbiliverdinemijom [32], koja je definisana kao poviSeni nivo
BV u krvi iznad normalnog opsega i smatra se drugim tipom Zutice, tj. zelenom Zuticom.
Sindrom bronzane bebe je neuobicajena komplikacija fototerapije hiperbilirubinemije kod
novorodencadi u kojoj je karakteristicno povisena koncentracija BV [33]. Postoje
pretpostavke da predoziranje paracetamolom i indometacinom mozZe inhibirati aktivnost
BVR i dovesti do hiperbiliverdinemije [32, 33]. U patoloskom smislu, mnogo je relevantniji
BR koji je povezan sa Zuticom. Kao konjugovan za albumin, BR je relativno bezopasan,
medutim nekonjugovani BR je visokotoksi¢an i kroz interakcije sa ¢elijskom membranom
dovodi do liziranja i celijske smrti. Objasnjenje fizioloskih i evolucionih ,razloga”
energijski zahtevne konverzije bezopasnog BV u potencijalno oste¢ujuci BR nije jo§ uvek
utvrdeno, i predstavlja otvoreno pitanje medicinske hemije [27, 28, 34]. Dalje, BV se koristi
za pigmentaciju kod reptila, riba i insekata, gde je protein insekticijanina vezan za BV IX.
Takode, BV se nalazi u ljuskama jaja mnogih vrsta ptica. Ta¢nije, BV se javlja kod svih
ki¢menjaka i kod mnogih beski¢menjaka, a moZe se javiti i u nekim mikroorganizmima [2,
7,10, 14, 35].

Interes za BV i BVR se javlja i sa razvojem mimetika [36-38] i sve veéim istrazivanjem
na tom polju koje je povezano sa celom grupom porfirina [39-42]. Ranije je veci inters kod
zuc¢nih pigmenata izazivao BR, medutim danas na veéem znacaju dobija i BV, zbog sve
veceg interesa i u porfirinskoj hemiji gde se koriste njegovi analozi, model molekuli za
ispitivanje osobina metaloporfirina [13, 21, 22, 43, 44]. Interes za metaloporfirine javlja se
zbog njihove karakteristi¢ne strukture, zahvaljuju¢i kojoj se c¢ak i primenom ULJ-Vid
spektroskopije mogu pratiti brojne promene. Nakon kompleksiranja sa metalnim jonima
porfirinski prstenasti sistem se deprotonuje, formiraju¢i dianjonski ligand. Cest izbor za
dianjonski ligand je model molekul BV oktaetilbilindion (OBV) [45]. Joni metala se ovde
ponasaju kao Luisove kiseline, prihvataju¢i usamljene parove elektrona iz dianjonskog
porfirinog liganda. Za razliku od vec¢ine kompleksa prelaznih metala, njihova boja nastaje
usled apsorpcije unutar porfirinskog liganda koja uklju¢uje pobudivanje elektrona od s to
¥ orbitala porfirinskih prstenova.

2.2. Bioloski znacajni metali - bakar

Za metale i metaloide je poznato da formiraju jedinjenja u razli¢itim oksidacionim
stanjima. Tipi¢na neorgansaka jedinjenja su soli, a kao organska jedinjenja izdvajaju se
kompleksi sa metalima (koordinaciona jedinjenja). U jedinjenjima koja grade atomi metala
oni se vezuju za molekule jonskim, kovalentnim kao i koordinacionim vezama koje imaju
kovalentni karakter [46].

Gvozde, bakar i cink su neophodni hranljivi sastojci za Zive organizme, ali i jako
toksi¢ni ako se zloupotrebe. Preopterecenje bilo kojim od ovih metala moze biti
citotoksi¢no, dok njihov nedostatak moze dovesti do anemije, oslabljene funkcije imunog



sistema i drugih patoloskih stanja. Od vitalnog znacaja za Zive organizme je odrZavanje
odredenog depoa ovih metala [47].

Jo$ jedna vazna uloga pre svega gvozda i bakra, je u Fentonovoj reakciji (Fenton-Like
reaction), shema 2.1. Ova dva metala (ali i drugi redoks aktivni metali) mogu katalizovati
ovu reakciju. Fentonova reakcija moze biti inicijalna reakcija u sloZenim mehanizmima
slobodno-radikalskih lan¢anih reakcija u bioloskim sistemima [46].

Oz~ + Cu?*(Fe3*) — Oz + Cu*(Fe?")
Fenton: Cu*(Fe?*) + H2O2 — Cu?*(Fe?*) + Oz + HO* + "OH
Haber Weiss: Oz~ + H2O2 — O+ HO® + -OH
Shema 2.1. Fentonova i Haber-Vajsova (Haber-Weiss) reakcija

Joni bakra imaju ulogu kofaktora kod mnogih metaloenzima u brojnim metaboli¢kim
reakcijama, kao $to je mogucnost da ucestvuju u povecanju proizvodnje hidroksil radikala
iz vodonik peroksida ili superoksid radkal anjon (Oz-). Pro-oksidativna aktivnost bakra je
implicirana u progresiji neurodegenerativnih poremecaja poput Alchajmerove (Alzheimer),
Parkinsonove (Parkinson) i Vilsonove (Wilson) bolesti [48].

Bakar je drugi po zastupljenosti prelazni metal u Zivim sistemima, gde sluzi za
realizaciju redoks reakcija, odnosno za transfer elektrona [49]. U zivim sistemima, bakar se
nalazi u oblik Cu(Il) i Cu(I) jona. Redukovani oblik, koji se lako oksiduje, je klju¢an za
transport bakra, ali se lako oksiduje. Oksidacija je moguca u prisustvu molekula kiseonika,
pri ¢emu se proizvodi superoksid anjon radikal, i iz njega druge reaktivne oksidujuce
vrste - vodonik peroksid kroz dismutaciju, kao i hidroksil radikal u pomenutoj Fentonovoj
reakciji [50]. Cu(III) jon nije uobicajan u Zivim sistemima. Uz jone bakra, koji su vezani za
transportne ili skladiStene proteine, postoji i takozvani labilni bakar (redoks aktivni joni
bakra koji su vezani za male ligande) koji moze biti ukljucen u brojne patoloske promene u
organizmu [13, 51]. Joni bakra su koordinisani za razli¢ite ligande u ekstracelularnim
te¢nostima i celijjama. Medutim, profil labilnog bakra, odnosno ligandi i strukture
kompleksa, su jos uvek nedovoljno istrazeni. Pokazano je da je, ¢ak i vezan bakar, jako
osetljiv na promenu pH, tako da postoji mogucénost da se oslobodi zbog promene
konformacije molekula za koji je vezan, i ostane dostupan sa vezivanje za nove molekule

[52].

2.2.1. Koordinaciona hemija bakra

Bakar gradi veliki broj koordinacionih jedinjenja u kojima se nalazi u oksidacionim
stanjima, od elementarnog bakra do Cu(IV) jona. Najcesce se javlja kao Cu(ll), mada se
desto moze nac¢i u oksidacionom stanju Cu(I). Koordinacioni brojevi i geometrije
kompleksa bakra variraju u zavisnosti od stanja oksidacije. Za sferno simetri¢ni jon Cu(I)
konfiguracije d'° zajednicke su geometrije dvokoordinatne linearne, trokoordinatne
trigonalne ravni, kao i ¢etvorokoordinatni tetraedri. Cu(l) jedinjenja su dijamagnetna i
bezbojna, osim ako boja ne potice od liganda; ovi kompleksi se brzo oksiduju do jona
Cu(II). Jon Cu(lIl) sa konfiguracijom d? obi¢no se nalazi u tetragonalnom koordinacionom
okruZzenju, sa cetiri kratke ekvatorijalne veze i jo$ jednom ili dve duze aksijalne veze, iako
su poznati kompleksi i sa drugim strukturama, uklju¢ujuci tetraedarske, kvadratne ravne i
trigonalne bipiramidne geometrije. Vecina jedinjenja sa jonima Cu(ll) su plave ili zelene
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boje Sto je posledica d-d prelaza koji se javljaju u oblasti od 600 do 900 nm. Kompleksi u
kojima su joni Cu(IIl) sa konfiguracijom d® su obi¢no kvadratni ravni i dijamagnetni [53].

Kako je jon Cu(Il) manji, a vise naelektrisan od jona Cu(I), on ima jac¢u interakciju sa
molekulima vode i rezultat toga je da su joni Cu(Il) stabilniji u ovoj sredini od jona Cu(I)
(uprkos stabilnoj konfiguraciji d'° za jone Cu(I)). Medutim, stabilnost jona Cu(I) u odnosu
na jone Cu(Il) se lako menja u prisustvu “meksih” liganada koji favorizuju stabilizaciju
jona Cu(I) (npr. donori sumpora, nezasiceni donori azota itd.). Na primer, joni Cu(l) se
efikasno rastvaraju u acetonitrilu.

Rastvorljivost jona Cu(ll) u vodenim puferima, kakav je KPP, zavisi od
koncentracije. Pored jona Cu(Il), primecéuje se prisustvo i njegovih drugih rastvorenih i
razli¢itih nerastvornih oblika, slika 2.7. [54].

2.3. Kompleks biliverdina sa jonima bakra (II)

Prisustvo jona bakra, kao i drugih bioloskih i toksi¢nih prelaznih metala, u znac¢ajnim

......

metalnih kompleksa sa Zu¢nim pigmentima, od kojih izdvajamo BV [20].

Dostupna literatura o kompleksima Zucnih pigmenata sa jonima metala, pa i jonima
Cu(II), odnosi se na istraZivanja pre svega BR ili model molekula BV, OBV [5, 7, §, 30, 32,
45, 55-64]. Drugi “problem” koji se javlja je da se tokom opisivanja pomenutih sistema
korisite i vodena sredina i organski rastvaraci [29, 36, 45], a rezultati tumace objedinjeno.
Postoje radovi koji ukazuju na uticaj koji rastvara¢i mogu imati na konformacione
promene BV i BR zavisno od sredine u kojoj se nalaze [5, 61, 65-69]. Ove studije se
uglavnom odnose na ispitivanja karakteristika ili bioloske uloge ovih molekula, ali ne i na
promenu u afinitetu gradenja kompleksa sa metalima u razli¢itim sredinama. Takode,
istrazivanja kompleksa BV sa jonima Cu(ll) od biohemijskog znacaja cesto se rade u
uslovima koji su irelevantni sa fizioloskog stanovista [8, 57, 63], ili u puferima koji
interaguju sa jonima bakra [56, 70], kao $to je pokazano u ranijim istrazivanja (na primer
za Tris) [71]. Pregled literature pokazuje da su interakcije BV sa jonima Cu(Il) ispitivane i
ranije, ali nikad u fizioloski relevantnim uslovima. Detaljniji prikaz rezultata ovih
istrazivanja bice dat u okviru odeljka Rezultati i diskusija, kako bi se napravila paralela sa
ovim israzivanjem. Takode, odredeni broj studija koje su se bavile interakcijama i
opisivanjem kompleksa BV sa jonima bakra koriste su u eksperimentima ili teorijskim
modelovanjima analoge BV, a ne sam molekul BV [45, 72-74]. Pokazano je da bo¢ni
supstituenti na prstenu porfirina imaju znacajan uticaj na sama energijska stanja ovih
molekula [43], pa rezultate ovih studija ne mozemo jednoznacno ekstrapolirati na BV.

Sve ovo ukazuje da su na ovom polju potrebna sistemati¢nija istrazivanja, koja bi
odgovore na brojna pitanja vezana za osobine kompleksa BV sa jonima Cu(ll) dala na
osnovu merenja u fizioloski relevantnim uslovima, ukoliko je cilj da se ispita bioloski
znacaja kompleksa. Medutim, problem je detaljno opisivanje hemijske strukture
pomenutog kompleksa usled nemoguénosti primene razlicitih fizickohemijskih metoda na
vodene sisteme. Za ovakve uzorke, metoda NMR je skoro neprimenjiva, iako se izdvaja
kao jedna od najznacajnijih struktrunih metoda za opisivanje kompleksa, ista situacija je i
sa primenom metode infracrvene spektroskopije (IC). U ovakvim istrazivanjima je
potrebno biti i posebno pazljiv pri izboru pufera jer postoji moguénost da interferiraju sa
metalima, a takode je vazna molarnost i pH pufera od koje zavisi rastvorljivost jona Cu(Il)
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(slika 2.7.). Sa druge strane, samo detaljna istraZivanja mogu dati precizne odgovore o
biohemiji ovog bioloski znac¢ajnog molekula i kompleksa koji on gradi sa jonima Cu(II).

[Cu(ll)] = 40 pM I=0.3M;T=298K
[PO,*]=50 mM [CI'T=80 uM
10 :

2+ -
Cu CuH,(PO,),>

0.8

0.6

Udeo

0.4

0.2

0.0

[Cu(I)] = 0.3 mM =03M; T=298K
[PO,*]=50 mM . [Cr1=06mM

1.0
0.8

0.6

Udeo

0.4

0.2

0.0

Slika 2.7. Dijagrama prisustva razlicitih rastvornih i nerstvornih vrsta (s-solid, cvrst talog, cr-crystalline
solid, kristalne soli) jona Cu(Il) u KPP (50 mM) u dve koncentracije: 40 uM (gore) i 300 uM (dole).
Dijagrami su dobijeni koriscenjem prikazanih parametara, u softveru Hidra-Meduza (Hydra-Medusa
Chemical Equilibruim Database and Ploting Software, KTHR Royal Institute of Technology).
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3. CIL] ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja ove disertacije u Sirem smislu jeste in vitro opisivanje strukture BV i
njegovog kompleksa sa jonima Cu(Il) u uslovima koji su priblizni fizioloskim. Doprinos
realizacije ovog cilja se ogleda u reSavanju pitanja konverzije fizioloski bezopasnog BV u
potencijalno toksi¢ni BR kao i u doprinosu razvoja polja porfirinske hemije i hemije
mimetika za porfirinske metaloenzime, kao i razluc¢ivanje uloge BV u metabolizmu bakra,
odnosno labilnog bakra.

Cilj istrazivanja u uzem smislu, moze se definisati kroz sledece istazivacke zadatke
postavljenje u ovoj disertaciji:

I. Strukturno opisivanje kompleksa BV sa jonima Cu(Il) na pribliZzno fizioloSkim
uslovima, 50 mM KPP, pH 7,4, koriS¢enjem seta eksperimentalnih metoda.

II. Redoks analiza kompleksa BV sa jonima Cu(II) na priblizno fizioloskim uslovima, 50
mM KPP, pH 7 4.

II.  Struktrurna analiza konformacije BV u organskom aproti¢nom rastvara¢u DMSO iz
ugla uticaja strukture i konformacije na formiranje kompleksa sa jonima Cu(II).

IV. Teorijsko objasnjenje i razrada rezultata dobijenih strukturnom analizom
konformacije BV u DMSO.

Na prva dva zadatka odgovoreno je upotrebom razlic¢itih fizickohemijskih metoda,
uvek vodedi racuna da se merenja rade u priblizno fizioloskim uslovima, tj. vodenoj
sredini. Ovo je bio ujedno veliki ogranic¢avajuci faktor i izazov. Drugi deo ove disertacije,
odnosno treci i cetvrti definisani zadatak, sami su se nametnuli kao posledica cestog
pribegavanja upotrebe organskih rastvaraca koji su neophodni za primenu pojedinih
metoda. Primena organskih rastvaraca za posledicu moze imati promenjene konformacije
tizioloski relevantnih molekula, kao sto je slucaj sa BV. Na ove zadatke odgovoreno je,
pored upotrebe eksperimentalnih metoda, i teorijskim modelovanjem i izracunavanjima,
kako bi se proverile hipoteze koje su postavljene na osnovu eksperimentalnih merenja.
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4. EKSPERIMENTALNE I TEORIJSKE METODE

U ovom odeljku dat je detaljniji pregled koris¢enih hemikalija, opis eksperimentalnih
i teorijskih metoda, kao i uslovi snimanja za svaku metodu ponaosob.

4.1. Hemikalije

Koriséene hemikalije za eksperimentalne metode bile su ,HPLC stepena ¢istoce” ili
~spektroskopskog stepena cistoce”.

Koriséene hemikalije:

1) Biliverdin hidrohlorid, Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD
2) Bakar(Il)-hlorid, Merck, Kenilvort, SAD

3) Bakar(I)-hlorid, Merck, Kenilvort, SAD

4) Bakar(Il)-sulfat, Merck, Kenilvort, SAD

5) Bakar(Il)-acetat, Merck, Kenilvort, SAD

6) Kalijum-dihidrogen fosfat, Merck, Kenilvort, SAD

7) Kalijum hidroksid, Merck, Kenilvort, SAD

8) Dimetil sulfoksid, Merck, Kenilvort, SAD

9) Batokuproin, Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD

10) Askorbat, Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD
11) Kalijum permanganat, Merck, Kenilvort, SAD

13) Teska voda, D20 (99.9% D atoma), Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD

14) Dimetil sulfoksi d® (deuterisani DMSO, 99.9% D atoma), Sigma Aldrich, Sent Luis,
SAD

15) Urea, Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD Natrijum perhlorat, Merck, Kenilvort, SAD
16) Cink(Il)-hlorid, Merck, Kenilvort, SAD
17) Metanol, Fisher Scientific, Lugborou, UK
18) Etilendiamintetrasirceta kiselina (EDTA), Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD
)
)
)
)

)
)
12) Acetonitril, Fisher Scientific, Lugborou, UK
)
)

19) Dietilentriaminpentasirc¢etna kiselina (DETAPAC), Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD
20) Kalijum oksid, Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD

21) Natrijum borohidrid, Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD

22) NADH, Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD
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4.2. Eksperimentalne metode, instrumenti i uslovi snimanja

U okviru ovog istrazivanja koris¢eno je ukupno sedam eksperimentalnih i dve
teorijske metode. Eksperimentalne metode su: elektronska spektroskopija, tj.
ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija (Ulj-Vid), masena spektrometrija sa elektrospej
jonizacijom  (HESI-MS), ramanska spektroskopija, spektrofluorimetrija, ~NMR
spektroskopija, EPR spektroskopija, i razli¢ite metode voltametrije. U okviru pojedinih
nabrojanih metoda, merenja su radena primenom nekoliko razli¢itih tehnika. Primenjene
teorijske metode u ovom radu su: teorija funkcionala gustine i teorijska metoda ra¢unanja
NMR parametara.

Uzorci za eksperimentalna merenja su pripremani u nekoliko razli¢itih koncentracija,
u zavisnosti od osetljivosti metode koje su primenjivane. Stabilnost uzoraka je
proveravana spektrofotometrijski kako bi se utvrdilo da li je doslo do nagradivana
kompleksa ili je pak doslo do raspada izgradenog kompleksa.

U tabeli 4.1. prikazan je spisak koris¢enih koncentracija i shodno tome, neophodni
molarni odnosi BV i jona Cu(Il) u odgovaraju¢im rastvara¢ima za svaku primenjenju
metodu.

Tabela 4.1. Pregled koriscenih rastvaraca i opsega koncentracije za primenjene metode u strukturnoj i redoks
analizi BV i kompleksa BV sa jonima Cu(Il).

y Odnos ..
Metoda Rastvarac [BV]/[Cu(II)] Koncentracije
KPP, 50 mM, pH 7,4
ULj-Vid spektroskopija 1 10-60 pM
DMSO
MS-HESI KPP, 50 mM, pH 7,4 1 40 M
Ramanska spektroskopija KPP, 50 mM, pH 7,4 1 300 pM
KPP, 50 mM, pH 7,4
Spektrofluorometrija 1 20 pM
DMSO
KPP, 50 mM, pH 7,4
NMR 1 280 pM
DMSO
KPP, 50 mM, pH 7,4
EPR 1 40 pM
DMSO
Cikli¢na voltametrija KPP, 50 mM, pH 7,4 2 300 pM
D1ferenc1]alna.;.>ulsna KPP, 50 mM, pH 7,4 5 300 pM
voltametrija
Oksimetrija KPP, 50 mM, pH 7,4 1 40 pM

Zavisno od potrebne koncentracije, pravljena su dva stoka (pocetna rastvora) BV - 1
mM BV u 5 mM NaOH (maksimalna rastvorljivost u baznoj sredini) i 20 mM BV u DMSO.
Izuzev eksperimenata u kojima se pratila konformaciona promena BV, gde je rastvarac bio
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DMSO i DMSO-d®, za ostale eksperimente BV je dalje rastvaran u 50 mM KPP do
potrebnog razblazenja.

Vazno je napomenuti za merenja koja su radena u DMSO da ukoliko je prisutna i
mala koli¢ina vode (< 1%) u sistemu moZe do¢i do nastanka kompleksa nakon nekog
vremena. Najcesca greSka unoSenja vode u sistem sa organskim rastvaracem je sa jonima
Cu(Il) koji se uobicajno rastvaraju u vodi. Medutim, spektrofotometrijski je pokazano da
se CuClz moZe rastvoriti u DMSO, ¢ime se izbegava pomenuta greska. Osim toga, voda u
DMSO se dodi iz vazduha, jer je DMSO higroskopan. O ovome se mora voditi ra¢una kako
bi se izbegle greske.

4.2.1. Elektronska spektroskopija

Elektronski spektri nastaju prelazima elektrona izmedu razli¢itih kvantiranih
elektronskih stanja molekula. Elektronski nivoi u molekulima postoje usled kretanja
elektrona u odgovarajuéim molekulskim orbitalama analogno kretanju elektrona u
atomskim orbitalama. Elektronska energija molekula je reda veli¢ine eV tako da se
emitovani ili apsorbovani kvanti nalaze u ULj i Vid oblasti spektra.

Energija zracenja u oblasti od ~190 nm do ~990 nm moze se izrac¢unati na osnovu
jednacine 4.1.:

E(kJ/mol) =1.19 x 105/ (nm) 4.1.)

i nalazi se u opsegu od ~600 do ~120 kJ/mol. Ove energije odgovaraju opsegu
energija potrebnih za pobudivanje elektrona iz osnovnih stanja vezivnih i nevezivnih p-,
d- i m-orbitala u pobudeno stanje, odnosno u odgovarajue antivezivne orbitale.
Elektronski prelazi u pomenutoj oblasti ukljucuju sledece prelaze (prikazani u nizu
njihovih relativnih energija prelaza): d—»d">0—0" n—o>r—r>n—r".

ULj-Vid spektroskopija se moZze koristiti i kao kvalitativna i kao kvantitativna
metoda. Kvalitativna analiza zasnovana je na specificnom polozaju traka odredenih
hromofora (deo molekula koji apsorbuje u datoj oblasti) koje se identifikuju poredenjem
sa spektrom pretpostavljenog jedinjenja ili sa spektrom iz kataloga pri ¢emu se mora
sagledati i oblik i intenzitet trake. PoloZaj svake trake u spektru odgovara odredenom
prelazu. Ove trake na osnovu poloZzaja u spektru, mogu posluziti za strukturnu analizu i
pracenje promena u rasporedu elektronske gustine u molekulu pod razli¢itim uticajima.
Do tih promena moZe do¢i usled interakcije izmedu posmatranog molekula i druge
atomske ili molekulske vrste, pod uticajem rastvarac¢a, promena u konjugaciji, promena u
konformaciji, itd. Promena se ogleda u promeni poloZaja traka (dolazi do batohromnog
pomeranja, ka ve¢im talasnim duzinama ili hipsohromnog pomeranja, ka nizima talasnim
duzinama) ili promeni inteziteta traka (hiperhromno pomeranje, povecanje inteziteta ili
hipohromno pomeranje, smanjenje inteziteta). Takode, usled nastanka znacajnih promena
u datoj hromofori moZe do¢i i do gubitka date trake u apsorpcionom spektru.

Kod analize elektronskih spektara mora se ipak imati u vidu ¢injenica da je poloZaj i
intenzitet trake u elektronskim apsorpcionim spektrima kondenzovanih sistema slabo
osetljiv na male strukturne promene u molekulu na veéem rastojanju od hromofore, a
kako mnoge hromofore (organskih, bioloskih i neorganskih jedinjenja) apsorbuju u oblasti
ispod 200 nm (koja nije dostupna merenju pomocu standardnih aparata), pouzdana
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identifikacija jedinjenja postize se samo u kombinaciji ULJ-Vid spektroskopije sa drugim
spektroskopskim metodama (IC, NMR, EPR).

Instrumenti i uslovi snimanja

U ovom radu ULj-Vid spektroskopija je koriS¢ena za snimanje sledec¢ih apsorbcionih
spektara: BV u puferu KPP i u organskom rastvaracu DMSO; kompleksa BV sa jonima
Cu(Il); odredivanje stehiometrije kompleksa, pracenje stabilnosti kompleksa u vremenu,
pracenju stabilnosti kompleksa u anaerobnim uslovima i pracenje oksido-redukcionih
karakteristika nastalog kompleksa. Za ove potrebne koris¢eni su sledeci spektrofotometri:
dvozra¢ni spektrofotometar 2501 PC Shimadzu (Kyoto, Japan) za sniamnje spektra u
opsegu od 200 - 800 nm i jednozracni spektrofotometar Jenway Genova Plus
(Staffordshire, UK) za snimanje spektara u opsegu od 200 - 990 nm. Snimanja su radena na
sobnoj temperaturi, u kvarcnim kivetama, optickog puta od 1 cm, zapremine 1 mlL.
Ocitavanje spektra je vrseno od 800/990 do 200 nm. Uzorci su snimani samo jednom (za
potrebe pracenja promena u vremenu koristiceni su alikvoti iz istog uzorka koji je drzan u
mraku), da bi se sprecili efekti foto-indukovane razgradnje kompleksa ili BV.

4.2.2. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija je metoda kvalitativne, kvantitativne, izotopske i strukturne
hemijske analize. To je fizi¢ckohemijska metoda zasnovana na prevodenju analiziranog
uzorka u stanje jonizovanog gasa od koga se formira snop ubrzanih jona razli¢itog odnosa
mase i naelektrisanja (m/z). Tako nastali joni se potom razdvajaju prolaskom kroz
elektrostatic¢ko i/ili magnetno polje. Kao rezultat se dobija maseni spektar koji predstavlja
zavisnost koli¢ine jona od odnosa mase i naelektrisanja, m/z. Uobic¢ajeno je da se
prisutnost jona u spektru procentualno izrazava u odnosu na intenzitet najzastupljenijeg
jona. Maseni spektar je retko jednostavan i sadrzi informacije o jonima razlicite vrste i
intenziteta (molekulski joni, fragmentni joni, preuredeni joni, metastabilni joni, viSestruko
naelektrisani joni, izotopski joni, negativnijoni, adukti, agregati).

Komponente masenog spektrometra su: sistem za unos uzorka, jonski izvor, maseni
analizator, detektor i sistem za registraciju i obradu podataka. Jonizacija je klju¢ni korak za
dobijanje potrebnih podataka o analitu. U jonskom izvoru dolazi do jonizacije uzorka,
formiranja jonskog snopa koji se ubrzva prema masenom analizatoru. Danas su razvijeni
razli¢iti tipovi jonskih izvora a najpogodniji se bira na osnovu prirode uzorka i analize
(elektronski udar, povrSinska i hemijska jonizacija, bombardovanje brzim atomima,
elektrosprej jonizacija (ESl-electro spray ionization), laserska desorpcija podpomognuta
matriksom (MALDI- matrix-assisted laser desorption/ionization) i druge). Za isparljiva
jedinjenja primenjuje se jonizacija elektronima ili jonima ili koris¢enjem jakog elektri¢nog
polja. Za termostabilna, neispraljiva jedinjenja do jona se dolazi bombardovanjem brzim
atomima, jonima ili fotonima. Fragmentacija obi¢no komplikuje izgled masenog spektra,
medutim nosi korisne informacije o strukturi analita. Tehnika elektospej jonizacije (ESI)
spada u grupu ,mekih” jonizacija i primenjuje za analizu malih i velikih molekula,
nekovalentnih kompleksa, kao i jonskih jedinjenja. Kod ESI spektara, joni nose viSestruko
naelektrisanje, koje se pak smanjuje njihovim odnosom my/z. Za analizu kompleksa se
generalno koriste $to je moguce ,, meksa“jonizacija.
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Instrument i uslovi snimanja

Za stehiometrijsku analizu, proveru stabinosti kompleksa i odredivanje njegove
mase, u okviru ovog istrazivanja, maseni spektari snimani su na masenom detektoru TSQ
Quantum Access Max, sa HESI (Heated Electrospray Ionization Probe) izvorom jonizacije. Svi
parametri jonizacije su ru¢no podeSavani u okviru programa TSQ Quantum. Parametri
koju su dali najbolju stabilnost molekulskog jona i najmanju fragmentaciju dati su u tabeli
ispod.

Tabela 4.2. Uslovi snimanja u jonskom izvoru

Parametari: Zadate vrednosti:
Voltaza 3500 V
Temperatura jonske probe 450°C
Pritisak noseceg gasa, N 30 AU
Pritisak auksilarnog gasa, N 10 AU
Pritisak gasa u jonskom izvoru 3 AU
Temperatura kapilare 380°C
Podesavanje jonskih so¢iva ov

Mod snimanja +

m/z opseg skeniranja 100 to 1000
Energija sudara (koliziona energija) 5Ev
Protok uvodenja analita u jonski izvor 5 pL/min
Period injektovanaja sa konstanim protokom 5 min

Za kontrolu instrumenta, skupljanje podataka i analizu spektara korisé¢en je Xcalibur
softver (verzija 1.4, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Nemacka). Svi MS spektri su
snimani na Odeljenju za fiziologiju biljaka, Instituta za bioloska istrazivanja Sinisa
Stankovi¢, Univerzitet u Beogradu.

4.2.3. Ramanska spektroskopija

Metode IC i ramanske spektroskopije su nedestruktivne, komparativne, tehnike
fizickohemijske vibracione analize za ispitivanje ¢vrstih, te¢nih i gasovitih uzoraka. Iako se
ramanski i IC spektri molekula razlikuju po mehanizmu nastajanja i oblastima
elektromagnetskog spektra zracenja u kojima se registruju oni pruzaju isti vid informacija
o ispitivanim molekulima. Ove metode su komplementarne, medutim IC se ne moze
primeniti na vodene uzorke ukoliko su trake od znacaja u opsegu apsopcije vode.

Ramanski spektri su emisioni molekulski spektri koji nastaju rasejavanjem
intenzivnog neapsorbuju¢eg monohromatskog zracenja iz ULj, Vid ili bliske IC oblasti
elektromagnetskog spektra zracenja, na molekulima jedinjenja. U zavisnosti od energije
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upadnog zracenja ramanski spektri mogu biti normalni, ukoliko je frekvencija
interagujuc¢eg zracenja izvan oblasti frekvencije elektronskog prelaza molekula, ili
rezonantni, ukoliko je frekvencija interaguju¢eg zracenja u oblasti elektronskog
pobudivanja molekula. Frekvencija rasutih fotona mozZe biti veda (anti-Stoksova
komponenta), manja (Stoksova komponenta) ili jednaka frekvenciji (Rejlijevo rasejanje)
upadnih fotona. Razlika izmedu talasnog broja izlaznog zracenja koje ima istu energiju
kao upadno (Rejlijeva komponenta) i Stoksove ili anti-Stoksove komponente predstavlja
ramanski pomeraj, veli¢inu koja je osobina ispitivanog molekula.

Metode vibracione analize se mogu koristiti za kvalitativnu i kvantitativhu analizu.
Ramanski spektri se koriste primarno u kvalitativnoj analizi koja se zasniva na
specifi¢nosti polozaja traka funkcionalnih grupa (organska jedinjenja i bioloski uzorci) ili
polozaja traka anjona (neorganska jedinjenja). Ramanski spektri se uspesno primenjuju i
za ispitivanje strukture kompleksa i za pradenje uticaja pH vrednosti medijuma i
koncentracije metala na gradenje kompleksa. Kvantitativna analiza se zasniva na linearnoj
zavisnosti transparencije/intenziteta ramanskog rasejanja od koncentracije molekula.

U opisivanju koordinacionih kompleksa primenom ramanske spektroskopije, prate
se promene polozaja, intenziteta i simetrije odredenih vibracionih oblika vibracija koje
mogu nastati usled promena tipa metala, tipa liganda ili oksidacionog stanja metala.

Instrument i uslovi snimanja

Ramanski spektri su snimljeni na Thermo DXR ramanskom mikroskopu (Thermo
Fisher Scientific, Bremen, Nemacka), gde je cilj bio da se uoce promene u strukturi BV
prilikom formiranja kompleksa sa jonima Cu(ll) u KPP. Te¢ni uzorci zapremine 5 pL
nanoSeni su na plocice kalcijum-fluorida i skeniranu u opsegu od 3000 do 300 cm. Za
ekscitaciju je koriséen laser od 532 nm, jacine 2 mW. Vreme prikupljanja podatak je 10 s sa
brzinom skeniranja 10 ekpozitura po sekundi. So¢ivo je bilo podeSeno na uvecanje od 50x,
dok je rasejanje svetlosti vrseno spektrografom od 900 linija/mm. Na snimljenim
spektrima je uradena korekcija

4.2.4. Spektrofluorometrija

Luminiscencija (lat. lumen-svetlost) je opsti pojam koji se koristi za opisivanje emisije
zratenja u ULj, Vid ili IC oblasti elektromagnetnog spektra. U zavisnosti od nacina
pobudivanja postoji viSe tipova luminiscencije: bioluminiscencija (pobudivanje energijom
koja poti¢e od biohemijskih procesa), hemiluminiscencija (energija hemijskih reakcija),
radioluminiscencija (energija jonizujuéeg zracenja, rendgenski zraci, a, f i y zraci),
sonoluminiscencija (ultrazvucna energija), i dr. [8]. Fotoluminiscencija, koja spada u
najispitivanije luminiscentne pojave, obuhvata fluoroscenciju i fosforescenciju.

Spektrofluorimetrija je specificna i osetljiva analiticka metoda kojom se meri intezitet
emitovanog zracenja, fluoroscencije, uzoraka u funkciji talasne duzine emitovane svetlosti.
Posle apsorpcije upadnog zracenja pobudeni molekul se u zavisnosti od vrednosti
apsorbovane energije vibracionom relaksacijom vraéa na najnizi vibracioni nivo
pobudenog stanja. Do daljeg oslobadanja viska vibracione energije moZze doc¢i nekim od
procesa neradijacione relaksacije (veoma brzi procesi) ili radijacionim putem preko
fluoroscencije ili fosforoscencije (prelaz iz najniZzeg vibracionog nivoa prvog pobudenog
tripletskog stanja na bilo koji vibracioni nivo osnovnog elektronskog stanja). Ovi prelazi su
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medusobno konkurentni i koji ¢e od njih biti dominantan zavisi od strukture molekula,
simetrije, temperature, agregatnog stanja, prisustva drugih molekula, itd.

Fluoroscentna emisija nastaje prelazom iz osnovnog vibracionog nivoa prvog
pobudenog singletskog stanja na bilo koji vibracioni nivo osnovnog elektronskog stanja.
Maksimum emisije je uvek pomeren ka ve¢im talasnim duzinama, tj. manjim energijama,
u odnosu na maksimum pobudujuceg zracenja. Na karakteristike fluoroscentnih spektara
uti¢u struktura molekula, koncentracija, efekti okoline (rastvarac), prisustvo drugih
molekula, metalnih jona ili kiseonika, pH vrednost sredine, temperatura.

Efikasnost fluoroscencije definise se kvantnim prinosom, (®r) odnosno koli¢nikom
broja emitovanih i apsorbovanih fotona. ®rmoze se izraziti jednac¢inom 4.2:
T
q)F = ; (42)
gde je T-vreme relaksacije, tj. vreme Zivota pobudenog stanja, dok je te-vreme trajnja
fluoroscencije.

Intezitet fluoroscencije je vazna karakteristika fluoroscentnih spektara koja zavisi od
®r i data je relacijom 4.3:

Ir = Opxl, 4.3.)

gde je L-intezitet apsorbovanog zrac¢enja, koji predstvalja razliku inteziteta upadnog i
propustenog zracenje. Intezitet fluoroscencije zavisi pre svega od zaposednutosti
pobudenog nivoa, koji se moZze smanjiti i radijacionim i neradijacionim prelazima. Na
promenu inteziteta pored rastvaraca, utice i smanjenje pokretljivosti molekula ili delova
molekula, sto dovodi do povecanja fluorscencije, usled favorizacije radijacionih prelaza
i/ili smanjnja pokretljivosti molekula

Spektrofluorometrijska tehnika pracenja fluoroscencije u stabilnom stanju se
zasnovana na pojavi u kojoj pri pobudivanju molekula sa talasnim duzinama iz ULj ili Vid
oblasti zracenja, dolazi do sekundarne emisije zracenja vece talasne duzine od upadnog
zracenja. Emitovano zracenje je karakteristi¢no za analit koji ga emituje. U zavisnosti od
toga koji je fenomen od interesa, mogu se snimati emisioni ili ekscitacioni spektri. Kod
prvih se dobija zavisnost inteziteta fluoroscentne emisije u funkciji talasne duzine pri
fiksnoj ekscitacionoj talasnoj duzini. U drugom slucaju, dobija se zavisnost inteziteta
fluoroscentne emisije na konstantnoj maksimalnoj talasnoj duzini na razli¢itim talasnim
duzinam ekscitacionog zracenja. Kao konstantan izvor zracenja za ekscitaciju, koristi se
ksenonska lampa.

Spektrofluorometrijska tehnika pracenja vremenski razloZene fluoroscencije zasniva
se na c¢injenici da je verovatnocda detekcije jednog fotona u vremenu #;, nakon pobudnog
impulsa, proporcionalna intenzitetu fluoroscencije u vremenu detekcije, .. Koriste se
pulsni izvori ekscitacije, laseri ili svetlece diode, LED (engl. Light-emitting diode). Prati se
odnos vremena otpustanja fotona sa pulsnog izvora i vremena dolaska pojedina¢nih
fotona na detektor kako bi se izrac¢unalo vreme raspad Zivota fluoroscencije, za veliki broj
dogadaja (ponavljanje impulsa i detektovanih fotona). Ponavljanje pulseva izvora na
relativno visokoj brzini ponavljanja (10 kHz do 100 MHz) sinhronizovano je sa vremenom
kada slede¢i foton stigne do detektora i koristi se za beleZenje ovih dogadaja u nizu.
Postupak se ponavlja dok se ne prikupi dovoljno podataka za statisticku rekonstrukciju
raspada. Raspad se zatim uklapa u eksponencijalnu funkciju kako bi se izra¢unalo vreme
propadanje zivotnog veka fluoroscencije.
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Instrument i uslovi snimanja

Za odredivanje stabilnosti kompleksa, kvantnog prinosa BV i kompleksa, vremena
zivota fluoroscencije i dokaza o agregaciji BV u KPP, fluoroscentni spektri su snimani na
fluorimetru Fluorolog FL3-221 (Jobin Yvon Horiba, Pariz, Francuska), sa programskim
paketom FluorEssence 3.5 (Horiba Scientific, Kjoto, Japan). Za snimanje spektra tehnikom
pracenja fluoroscencije stabilnog stanja koristila se ksenonska lampa snage 450 mW, a
radni parametri su bili sledeci: talasne duZzine za ekscitaciju su bile u opsegu od 320 do 380
nm, dok se emisija pratila u opsegu od 400 do 600 nm, korak snimanja je 2 nm, ulazni i
izlazni otvori na monohromatorima su podesavani na 3 nm. Signali su snimani u odnosu
Slc/Rlc, tj. odnosu signal/referentni signal. Relativni kvantni prinos je odreden iz
emisionog i ekscitacionog spektra koriséenjem softvera FluorEssence 3.5. Zivotni vek
fluoroscencije tehnikoma pracenja vremenski razloZene fluoroscencije je izracunat iz
profila raspada fluorescencije koji je utvrden uz pomo¢ ekscitacione nano-led diode (380
nm). Za racunanje zivotnog veka fluoroscencije, dobijenu krivu (raspad) je potrebno
titovati odgovaraju¢om funkcijom. U slu¢aju BV i kompleksa BV sa jonima Cu(II), najbolji
rezultat je bio primenom funkcije “3 eksponencijal”.

4.2.5. NMR spektroskopija

Spektroskopska metoda NMR predstavlja jednu od najsavremnijih i najpouzdanijih
instrumentalnih metoda koje se koriste u ispitivanjima strukture molekula. NMR se
zasniva na rezonantnoj apsorpciji energije radio-frekventnog zracenja od strane jezgara sa
rezultujuéim spinom. Pod uticajem dejstva spoljasnjeg, jakog homogenog magnetnog polja
dolazi do interakcije spinskog magnetnog momenta jezgra sa magnetnom komponentom
elektromagnetnog zracenja.

Vektori magnetskih momenata spinova jezgara se orijentiSu paralelno ili
antiparalelno u odnosu na spoljasnje magnetno polje dajuci energetsku razliku izmedu
spinski zavisnih energetskih nivoa. Usled interakcije ovih jezgara sa magnetnom
komponentom radio-frekventnog zracenja energije jednake energetskoj razlici nivoa
jezgara, dolazi do rezonancije. Opsta jednacina, 4.4. koja opisuje razliku energija za
moguce orjentacije magnetnog momenta p u magnetnom polju je:

AE = hy = uHo\I 4.4.)

dok je mogudi broj energetskih nivoa (2I+1), gde je I spinski kvantni broj i uvek ceo
umnozak 2. Gornja jednacina se moZe izraziti preko ugaone frekvencije, u kojoj figurise
veli¢ina vy, tj. ziromagnetni odnos, kojom se i definiSe rezonantni uslov u NMR
spektroskopiji, jednacina 4.5.:

@ =2mv =2muH\hl = yH 4.5))
odakle sledi da je ziromagnetni odnos definisan sa, jednacina 4.6.:
y =2nv\Ho 4.6.)
i specifi¢an je za svako jezgro.

Pored spoljasnjeg magnetnog polja, jezgo trpi i uticaj efektivnog magnetnog polja,
indukovanog strujom okolnih jezgara i elektrona. Upravo odnos efektivnog (B) i
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spoljasnjeg magnetnog polja, (Bo), preko konstante zaklanjanja, o, daje korisne informacije
u NMR spektroskopiji. Njihov odnos dat je izrazom 4.7.:

B=(I-0)Bo 4.7)

Osnovne karakteristike spektra bilo kog spinski aktivhog jezgra, su: hemijski
pomeraj koji definiSe polozaj rezonantnog maksimuma u spektru, fina struktura
maksimuma i integralni intenzitet koji odgovara povrsini ispod maksimuma.

U razli¢tim okolinama, jezgra jedne iste vrste atoma, imace razlicite vrednosti za o i
B, a otuda i razli¢ite rezonantne frekvencije. Hemijski pomeraj (3) je pomeranje
rezonantnog maksimuma jezgra u NMR spektru pod dejsvom hemijske tj. elektronske
okoline jezgra. Hemijski pomeraj, jednacina 4.8., je relativna velic¢ina i izrazava se kao
razlika frekvencije rezonancije ispitivanog jedinjenja (vi) i frekvencije rezonancije
referentnog jedinjenja (vref) (Obicno se koristi tetrametilsilan), u odnosu na radnu
frekvenciju instrumenta (v):

v (4.8)

Uslov rezonancije jezgra moZe se znatno menjati pod uticajem okolnih magnetskih
jezgara. Dejstvo magnetskih polja okolnih, neekvivalentnih, protona ili drugih jezgara koja
imaju magnetski momenat, naziva se spin-spin interakcija (sprezanje) i ona ima za
posledicu pojavu fine strukture NMR spektra. Sprezanje nuklearnih spinova moze da se
ostvari putem dva mehanizma, to su tzv. direktna dipol-dipol interakcija i indirektna
skalarna (kontaktna) interakcija. Dipol-dipol interakcija se ostvaruje direktno kroz
prostor a indirektna skalarna interakcija (Fermijeva kontaktna interakcija) se prenosi preko
valentnih elektrona koji formiraju vezu i koji takode poseduju svoje magnetske momente.

NMR se moZe dobiti kontinualnim ili pulsnim pobudivanjem koje je mnogo cesce.
NMR signal se dobija pracenjem vracanja transverzalne magnetizacije u ravnotezu.
Zavisnost intenziteta transverzalne magnetizacije od vremena se naziva raspad slobodne
indukcije (FID,  free induction decay), razlaze se na komponente Furijeovom
transformacijom i tako se dobija NMR spektar.

Jedno od najspitivanijih jezgra metodom NMR je jezgro vodinika. Tehnika protonske
NMR spektroskopije (H NMR) se bavi proucavanjem strukturnih i dinamickih osobina
molekula izucavaju¢i interakciju jezgra vodonika-protona, 'H sa primenjenjim
elektromagnetnim zracenjem iz radio-frekventne oblast spektra. Vodonik koji je u
molekulima prisutan u razli¢itim magnetnim i hemijskim okruZenjima je zbog toga izloZen
uticaju magnetnih polja susednih elektrona u atomu i protona u molekulu koji su
odgovorni za razli¢ite poloZaje u spektru kao i razli¢ite multipletnosti signala. Na osnovu
polozaja signala-hemijskog pomaka, relativne povrsine, oblika-multicipliteta signala,
konstantne sprezanja-interakcije medu jezgrima u istom molekulu koja se prenosi kroz
hemijske veze kojima interaguju i $irina linija-rezonantnih maksimuma, dobijaju se
strukturne informacije o analitu.

Dvodimenzionalna NMR spektroskopija je metoda kojom se uspostavlja korelacija
izmedu jezgara istog ili razli¢itog elementa putem razlic¢itih pulsnih sekvenci snimanja, a
koja se ostvaruje skalarnom (kroz veze) ili dipol-dipol (prostornom) interakcijom. Polozaj
svakog dobijenog signala se predstavlja u dve dimenzije, na dve ose, sa dve frekvencije.
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Nedijagonalni signali daju informacije o odgovarajucoj korelaciji spregnutih jezgara,
zavisno od primenjene tehnike.

o NOESY (Nuclear Overhauser Efect Spectroscopy), 'H-'H Kkorelaciona
spektroskopija daje informacije o dipolarno spregnutim jezgrima, tj. izmedu kojih postoji
dipolaran interakcija, NOE. Ova metoda daje strukturne informacije o prostorno bliskim
jezgrima, odnosno o jezgrima c¢ija rastojanja ne prelaze 3,5 angstrema. Ove interakcije se
realizuju kroz prostor, odnosno jezgra koja interaguju ne moraju biti u direktnoj vezi.

o TOCSY (Total Corelation Spectroscopy), TH-'H korelaciona spektroskopija daje
informacije o korelaciji putem spin-spin interakcije. Dobija se informacija o korelaciji
medu protonima izmedu kojih se nalazi viSe veza. Protoni direktno vezanih ugljenika se
ne vide u spektru. Ova tehnika je posebno korisna kod spektara sa preklopljenim ili veoma
sli¢cnim pomacima za multiplete.

o HSQC (Heteronuclear Signal Quantum Correlation), TH-13C heteronuklearna
korelaciona spektroskopija daje podatke izmedu direktno vezanih jezgara 'H i 13C atoma.
Ova tehnika je nezamenjiva za odredivanje spektra drugog jezgra kada je poznat spektar
jednog jezgra.

Instrumenti i uslovi snimanja

Spektroskopske NMR tehnike u ovom istrazivanju koriséene su za strukturnu
analizu BV u KPP i DMSO, bez i sa dodavanjem jona Cu(ll). TH NMR spektri BV i
kompleksa snimani su na spektrometru Bruker Avance III 500 sa TopSpin v3.2 interfejsom
i 5 mm BBO sondom, na 298 K u 5 mm kivetama. Kao referentni signal korisc¢en je signal
HDO na 4,7 ppm. Merenja su radena na Hemijskom fakultetu, Unverzitet u Beogradu.
Dvodimenzionalni NMR spektri snimani su na spektrometru Bruker Avance 500.
Koriscena je sonda sa krio-probom od 5 mm. Merenja su izvedena u Centru za magnetnu
rezonanciju, Univerzitet u Firenci, Italija. Svi uzorci (i rastvori) su pripremljeni u
aproti¢nim (D20/DMSO-d®) rastvaracima. Svi NMR spektri su analizirani u softerskom
paketu MestReNova 12.0.1 (Mestrelab Research, Santijago de Kompostela, Spanija).

4.2.6. EPR spektroskopija

Spektroskopska metoda EPR se zasniva na detekciji apsorpcije mikrotalasnog
zracenja u spoljasnjem magnetnom polju, kod analita koji sadrze atome koji imaju bar
jedan nesparen elektron.

Apsorbovana energija hv, odgovara razlici energije izmedu dva stanja, tj. prelazu
izmedu dva spinska energetska nivoa, pri ¢emu dolazi do promene orjentacije magnetnog
momenta. Odavede sledi da se rezonatni uslov EPR mozZze prikazati jednacinom 4.9.:

E=hv=gHop (4.9))

gde su: Ho-spoljasnje magnetno polje, f-Borov magneton (9,27x10>* J/T), a g-
bezdimenzionalna veli¢ina, koja ima vrednost 2,00232 za slobodan elektron. Ukupni
mehanic¢ki moment impulsa nesparenih elektrona, J jednak je zbiru orbitalnog momenta,
L, i spinskog momenta impulsa, S, a kao naelektrisane cestice sa promenjivim (kruznim)
kretanjem poseduju i magnetni moment, y jednacina 4.10.:

p=-gPeJ (4.10.)
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Rezonantna frekvencija koja odgovara razlici u energijama nivoa zavisi od
spoljasnjeg magnetnog polja, Bo, i g faktora kojim se opisuje uticaj susednih elektrona u
primenjenom magnetnom polju na ukupni moment impulsa. EPR signal se najcesce
prikazuje u obliku prvog izvoda linije/ derivativne krive i karakteriSu je intezitet i Sirina.
Intezitet EPR linije zavisi od broja atoma sa nesprenim elektronima (broj paramagnetnih
centara), spina, g faktora, temperature uzorka, karakteristika spektromatra, itd. Sirina EPR
linije zavisi od sledecih faktora: spin-reSetka relaksacionog vremena (mera duZine Zivota
pobudenog spinskog stanja; krace vreme, Sira linija), spin-spin relaksacija (interakcija
izmedu posmatranog nesparenog elektrona i susednih nesparenih elektrona pri ¢emu se
energija sistema ne menja; medusobna interakcija, $ira linija), pojava da nisu svi spinovi u
rezonanaciji u datom trenutku, itd.

Tacnije, ovom metodom pratimo uticaj efektivnog magnetnog polja na nespareni
elektron koji izrazavamo preko g-vrednosti, a prati se hiperfino cepanje, tj. interakcija sa
jezgrima koja imaju spin (kod Cu, jezgro ima spin 3/2) i anizotropija, odnosno dipol-dipol
interakcija.

Standardni EPR mod (normalni mod) se primenjuje za sistema sa polubrojnim
spinovima (tj. S =1/2,3/2, ...). Spada u osetljive eksperimentalne tehnike za karakteristiku
atoma sa nesparenim elektronima u razli¢itim molekularnim sistemima. U ovom modu je
pravac vektora magnetnog polja mikrotalasnog zracenja normalan na spoljasnje magnetno
polje.

Da bi se pratilo stanje u sistemima sa celobrojnom spinom (tj. S = 2) u EPR su koristi
metoda u kojoj su oba magnetna polja paralalelna (magnetno polje mikrotalasnog zracenja
sa primenjenim magnetnim poljem), tj. primenom modulacionog magnetnog polja
paralelnog sa osom veze (z-osa). Ovaj metod se zove EPR paralelnog moda.

Kod sistema koje karakteriSe kratko vreme relaksacije elektronskih spinova u
poredenju sa jezgrom EPR eksperimenti se ¢esto izvode na veoma niskim temperaturama.
To se pre svega odnosi na prelazne metale ¢ije spin-okolina relaksaciono vreme je veoma
kratko i gde se na sobnoj temperaturi dobijaju signali koji su toliko Siroki da se ne mogu
detektovati. Zamrzavanjem takvih uzoraka razlika u naseljenosti osnovnog i pobudenog
stanja se povecava (po Bolcmanovom zakonu) i moZe se dobiti spektar sa signalima visoke
rezolucije. To naj¢esce zahteva upotrebu te¢nog azota i helijuma kao rashladnih sredstava.

Instrumenti i uslovi snimanja

Za pracenje paramagnetskih osobina Cu(Il) u KPP i DMSO koriséena je EPR
spektroskopija. Spektri Cu(Ill) u normalnom modu radeni su u X-opsegu (9,616
GHz). Spektri Cu(ll) na niskim temperaturama snimljeni su na Bruker Elexsys II
E540 spektrometru X-opsegu (9,4 GHz), opremljenom ER4131VT Bruker N2
kontrolorom temperature. Uzorci su pakovani u kvarcne kivete i zamrznuti na
hladnom izopentanu nakon 5 min inkubacionog perioda, a zatim snimani. Merenja
su radena na Fakultetu za fizilku hemiju, Univerzitete u Beogradu. Spektri Cu (II) u
tehnici paralelnog moda, dobijeni su na Bruker EMXplus spektrometru, u X-opsegu
(9,272 GHz). Signali su dobijeni na temperaturi od 25,5 K koriSecenjem sistema za
odrzavanje niskih temperatura. Merenja su radena na Tehnickom univerzitetu u
Delftu, Holandija. Snimanje EPR spektara na sobnoj temperaturi radeno je na
spektrometru Varian E104-A u X-opsegu (9,510 GHz). Simulacije EPR spektra
vrsene su u softveru WINEPR SimFonia (Bruker Analitische Messtechnik GmbH,
Darmstadt, Nemacka), koristeéi prethodno opisane parametre.
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4.2.7. Voltametrija

Metoda voltametrije spada u elektroanaliticke metode gde se na osnovu merenja
jacine struje u zavisnosti od napona tokom izazivanja polarazicije radne elektrode dobijaju
podaci o analitu. Ovom metodom se mogu pratiti procesi oksidacije i redukcije u razli¢itim
sistemima, zatim adsorpcijski procesi na povrsinama, mehanizmi prenosa elektrona kod
hemijski modifikovanih povrsina elektroda, itd. Zapisi promene struje u funkciji
promenjenog potencijala, koji se moZe menjati korak po korak ili kontinualno nazivaju se
voltamogrami. U voltametriji se danas koristi troelektrodni sistem. Radna elektroda je u
kontaktu sa analitom i na nju se primenjuje Zeljeni potencijal kako bi doslo do prenosa
naelektrisanja sa analitom. Referentna elektroda ima poznati redukcioni potecijal i sluzi
samo kao referenca za merenje i kontrolu potencijala radne elektode. Pomoc¢na elektroda
prenosi struju, poprimajuc¢i ekstremne vrednosti potencijala kako bi oksidovala ili
redukovala rastvarac/elektrolit.

Tehnika cikli¢ne voltametrije prati linearnu promenu elektrodnog potencijala izmede
dve grani¢ne vrednosti, odnosno promena potencijala se vrsi u jednom smeru npr.
katodnom do neke odredene vrednosti da bi se zatim istom brzinom promene potencijala
vratila preko anodnog pravca na pocetnu vrednost. Ovom metodom se ispitujuje
reaktivnost elektrohemijskog sistema u Sirokom opsegu potencijala izmedu pocetnog
elektrodnog potencijala, E;, i kona¢nog elektrodnog potencijala, Er. U toku procesa
oksidacije i redukcije polazi se od elektrodnih potencijala na kojima ne dolazi do ovih
procesa. Za oksidaciju se uobicajno potencijal menja od negativnijih ka pozitivnijim
vrednostima, dok za redukciju vazi obrnuto. Kada se postigne vrednost elektrodnog
potencijala ista ili neSto manja od potencijala oksidacije rastvaraca, elektrodni potencijal se
vraca na pocetnu vrednost. Tom prilikom se redukuje deo vrste koja se oksidovala u
direktnom snimanju/modusu. Brzina promene potencijala je brzina polarazicaije, odnosno
skeniranja i krece se od nekoliko mV /s do nekoliko MV /s. Krive promene jacine struje se
snimaju u zavisnosti od vremena ili potencijala. Ovom tehnikom se prate dva parametra:
odnos inteziteta pikova anodne i katodne struje i rastojanje izmedu pikova anodnog i
katodnog potencijala kao parametar revirzibilnosti reakcije. Ciklichom voltametrijom
mogu se pratiti kinetike elektrohemijskih reakcija ograni¢enih samo difuzijiom-
reverzibilni sistemi; potpuno ograniceni sistemi-ireverzibilni sistemi ili delimi¢no
ograniceni sistemi kinetikom sistemi-kvazireverzibilni sistemi. Ciklicna voltametrija,
takode, moze dati informacije o redoks osobinama liganda i metala u koordinacionoj
hemiji kao i o promenama redukcionog potencijala nastalog kompleksa. Na osnovu
nastalih promena u potenijalu, moze se pratiti njen uticaj na podloznost
oksidacije/redukcije kompleksa u odnosu na pocetne reaktante. Takode, ova tehnika je
pogodna za pracenje sloZenih elektrohemijskih sitema gde se odigrava viSestepana izmena
elektrona.

Diferencijalna pulsna voltametrija (ili polarografija) je metoda u kojoj se struja meri
neposredno posle svake promene potencijala, a trenutna razlika struje prikazuje se u
funkciji potencijala. Kao rezultat se dobija diferencijalna kriva ¢iji je maksimum
proporcionalan koncentraciji. Izmedu svaka dva snimanja se pravi pauza, ¢ime se ostavlja
dovoljno vremena za difuziju i otklanja efekat nagomilavanja vrsta generisanih
nametnutim potencijalom. Ovim se omogucava analiza iskljucivo vrsta koje su prisutne u
sistemu. Diferencijalna pulsna voltametrija je veoma osetljiva metoda pomocu nje se mogu
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pratiti promene i u polureakcijama. Takode poboljSana je i selektivnost u posmatranju
redoks procesa.

Za amperometrijsko merenje kiseonika u te¢nim uzorcima, koristi se elektroda tipa
Klark. Tehnika se se naziva oksimetrija. Kod ove elektrode na katodi od platine se
odigrava sledeca rekacija u prisustvu molekula kiseonika, jednacina 4.11:

Oy+4e +4H* - 2H0O (4.11.)

Uporedna rekacija se odigrava na srebro/srebrohloridnoj anodi, jedn¢ina 4.12.:
Ag+Cl-— AgCl +e- (4.12)

Obe elektrode su uronjene u elektrolit u kome se kiseonik rastvara. Na anodu se
primenjuje poznati napon. Kiseonik se redukuje na katodi, dok se na anodi oksiduje
srebro. Nastala struja se povecava sa povecanjem napona, medutim struja dostize
zasi¢enje u zavisnosti od difuzije kiseonika. U sistemu postoji i semipermeabilna gas
propusna membrana koja &titi elektrode od drugih elektroaktivnih vrsta koje mogu biti
prisutni u sistemu. Prolazak molekula kiseonika kroz membranu zavisi od parcijalnog
pritiska samog kiseonika a ne od njegove koncentracije. Ova metoda ima veliku primenu
na bioloske sisteme za merenje potrosnje kiseonika, sto moze biti rezultat brojnih reakcija,
kao i oksido redukcije posmatranog analita.

Instrumenti i uslovi snimanja

Voltametrijska merenja su radena koris¢enjem potenciostata/ galvanostata CHI 760b
(CH Instruments, Inc, Austin, TKS, SAD). Koris¢ena elektrohemijska celija (ukupne
zapremina od 3 mL) bila je opremljena dijamantskom elektrodom dopunjenom borom
(Vindsor Scientific LTD, UK). Pored radne elektrode, troelektodni sistem su cinile i
Ag/AgCl elektroda i platinska Zica. Svi potencijali navedeni u ovom istrazivanju odnose
se na ovu elektrodu. Brzina skeniranja je bila 0,1 V/s. Diferencijalna pulsna voltametrija je
radena na istom instrumentu. Radni uslovi za potencijal su: pocetni napon od -1V,
konac¢ni napon od 1 V na sobnoj temperaturi. Merenja su radena u Inovacionom centru,
Hemijski fakultet, Univerzitet u Beogradu. Potrosnja kiseonika je merena pomocu
kiseoni¢ne elektrode tipa Klark (Hansatech Instruments, Norfolk, England). Pomocu
softvera Logger Pro (Vernier, Beaverton, OR, SAD) beleZeno je smanjenje koncentracije
molekula Oz(nmol) u vremenu. Sva merenja su radena 2-5 minuta pre dodavanja Cu(II)
zbog stabilizacije bazne linije, kao i nula prisustva molekula kiseonika na sobnoj
temperaturi.

4.3. Teorijske metode

4.3.1.Teorija funkcionala gustine

Metoda DFT [75] je kvantno-hemijska metoda za rac¢unanje elektronske strukture
sistema u kojoj se energija sistema opisuje funkcionalom gustine koji je funkcija prostorno
zavisne elektronske gustine sistema. Sama metoda se zasniva na dve Hoenberg-Konove
(HK) teoreme (Hohenberg-Kohn). Prema prvoj HK teoremi, osobine osnovnog stanja
viSeelektronskog sistema su jedinstveno odredene elektronskom gustinom koja zavisi od
tri prostorne koordinate (p (x,y,z)). Reprezentacija sistema na bazi elektronske gustine
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smanjuje broj promenljivih u N-elektronskom sistemu na tri prostorno promenljive, dok u
metodama baziranim na talasnoj funkciji u tom slucaju ima 3N promenljivih. Druga HK
teorema definise funkcional energije sistema i dokazuje da se minimalizovanjem tog
funkcionala dobija stacionarna elektronska gustina osnovnog stanja [75]. U matematickoj
notaciji, elektronska struktura sistema (talasna funkcija i energija) moZe se dobiti
reavanjem Sredingerove jednacine 4.13.:

AW = (T +V+ D)@ (4.13.)

gde su: H-Hamiltonijan sistema koji opisuje ukupnu energiju sistema; W- talasna
funkcija koja opisuje stanje sistema; T-operator kineticke energije; V-operator koji opisuje
interakciju elektrona sa fiksiranim jezgrima (u tzv. Born-Openhajmerovoj aproksimaciji);
U-operator koji opisuje medusobnu interakciju elektrona. Operatori TiVsu

jednoelektronski, dok je opetaror U dvoelektronski operator koji oteZava ras¢lanjenje ove

vigeelektronske jednacine na sistem od N jednoelektronskih jednac¢ina. U Kon-Samovoj
(KS) varijanti DFT metode, ovaj problem je reSen mapiranjem komplikovanog
viSeelektronskog problema na sistem efektivnih jednoelektronskih problema u kojima
meduelektronska interakcija ne figurise u vidu dvoelektronskog operatora U [76].

U okviru DFT metode talasna funkcija sistema je predstavljena elektronskom
gustinom sa kojom je povezana sledec¢om relacijom 4.14.:

p=[¥F¥dr (4.14.)

gde talasna funkcija zavisi od svih prostornih koordinata N elektrona, a r je vektor
koji objedinjuje sve ove koordinate. Na osnovu ove relacije moguce je predstaviti talasnu
funkciju sistema, jednacina 4.15. u vidu funkcionala gustine i samim tim sve ocekivane
vrednosti operatora T,U i V koje zavise od talasne funkcije na taj nacin se mogu

predstaviti kao funkcionali gustine V[p], T[p], U[p].
E[p]=V[p] + T[p] + Ulp] (4.15.)

Ovim putem, Sredingerova jednadina se svodi na varijacioni problem, tj. na
minimalizovanje funkcionala energije (jednacina 4.15.) u odnosu na elektronsku gustinu,
¢ime se dobija raspodela elektronske gustine u osnovnom stanju i energija osnovnog
stanja.

U Kon-Samovom pristupu se videelektronski sistem predstavlja fiktivnim
neinteraguju¢im sistemom elektrona, ¢ime se postize da se operator U u funkcionalu
gustine virtuelno gubi. Interakcije koje on opisuje (interakcije izmedu elektrona) su uzete u
obzir primenom efektivnog operatora (Vesf), jednacina 4.16., koji osim interakcija izmedu
elektrona i jezgara ukljucuje i interakciju elektrona u vidu jednoelektronskog operatora
(Hartrijev ¢lan) u kome figurise elektronska gustina (pefr). Efektivni operator, Ves takode
ukljucuje i operator izmene i korelacije (Vxc) koji opisuje kvantne efekte izmene i korelacije
(viSeelektronske interakcije) koje nisu uzete u obzir u ostalim ¢lanovima. U opstem slucaju
oblik, Vi operatora nije poznat, ali su do sada razvijeni brojni oblici funkcionala zasnovani
na aproksimacijama na nekoliko razli¢itih nivoa [76]:

Ves(r)= VO+ [ L2 dr' +Vy [, ()] (4.16.)

Primenjujudi ovako konstruisan funkcional gustine, N-elektronski problem se svodi
na sistem od N nezavisnih jednoelektronskih problema. Posto funkcional Ves zavisi od
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elektronske gustine koja treba da se dobije reSavanjem KS jednacina, jedini pristup
reSavanju ovog problema je iterativni. Obi¢no se u prvom stupnju formira pocetna
elektronska gustina (po), npr. sabirajuc¢i doprinose elektronskih gustina izolovanih atoma,
zatim se na osnovu te gustine ra¢una funkcional Ves. Slededi korak je reSavanje KS
jednacina sa dobijenim funkcionalom Ve, pri ¢emu se dobijaju KS orbitale od kojih se
dalje racuna nova elektronska gustina (petf). Postupak se iterativno ponavlja dok se ne
postigne konvergencija energije [76].

Ova varijanta, tj. KS varijanta DFT metode se danas Siroko primenjuje za ra¢unanje
elektronske strukture neperiodi¢nih sistema wu njihovim osnovnim stanjima i
implementirana je u mnogim komercijalnim i akademskim programskim paketima.

4.3.2.Teorijska metoda racunanja NMR parametara

U spoljasnjem magnetnom polju interakcija elektronske gustine molekula sa
vektorom tog polja dovodi do relativhe promene njegovog lokalnog intenziteta na
polozajima jezgara. Ukoliko se intenzitet na poloZaju nekog jezgra smanji u odnosu na
spoljasnje polje, u pitanju je efekat “zaklanjanja”, a u slucaju povecanja intenziteta efekat
“otklanjanja” magnetnog polja. Efekat smanjenja intenziteta poti¢e od elektronske gustine
koja ima sfernu raspodelu oko jezgra (dijamagnetni efekat), dok do povecanja magnetnog
polja mogu dovesti naelektrisanja koja nemaju sfernu distribuciju, u kojoj ucestvuju p-
elektroni ili elektroni sa ve¢im angularnim momentom [77, 78]. Promena jacine polja na
poloZaju jezgra se opisuje tenzorom magnetnog zaklanjanja (engl. magnetic shielding tensor)

¢ije su komponente definisane jedna¢inom 4.17.:
)

oy = TBemm,] (4.17.)

gde je E-ukupna energija molekula; Bi-komponente vektora magnetnog polja; a pnj-
indukovani magnetni momenti jezgara.

U ratunanju ovog tenzora primenjena je DFT metoda u Kon-Samovoj varijanti.
Postupak obuhvata nalaZenje parcijalnih izvoda funkcionala gustine po komponentama
indukovanih nuklearnih magnetnih momenata i spoljasnjeg magnetnog polja. Rac¢unanje
ovih izvoda se svodi na nalazenje izvoda elektronske gustine, odnosno spinskih orbitala,
po magnetnim momentima. Posto uobicajni DFT funkcionali ne ukljucuju uticaj spoljasnjih
polja, izvodi matrice elektronske gustine po komponentama spoljanjeg polja su dobijeni
primenom odgovarajuce perturbacije i reSavanjem spregnutih-perturbacionih jednacina.
Pritom, zavisnost elektronske gustine od spoljadnjeg magnetnog polja je uvedena njenom
reprezentacijom u bazisu atomskih orbitala zavisnih od vektora spoljasnjeg polja [77].

Jedan od problema prilikom rac¢unanja izvoda elektronske gustine po
komponentama magnetnog polja je problem proizvoljnosti polozaja pocetka vektora
magnetnog polja uvedenog u Hamiltonijanu (engl. gauge invariance) ¢ime se postize
nefizicka zavisnost energije sistema od poloZaja u konstantnom spoljasnjem magnetnom
polje. U GIAO metodi [79, 80] (engl. Gauge Independent Atomic Orbitals) ovaj problem je
reSen uvodenjem eksponencijalnog faktora u standardne atomske orbitale koji ukljucuje
kao eksponent vektorski proizvod spoljaSnjeg magnetnog polja sa vektorom poloZzaja
centra orbitale.

Izotropno zaklanjanje (oijg,) predstavlja tredinu traga matrice tenzora magnetnog
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zaklanjanja. U NMR eksperimentima se ne meri direktno magnetno zaklanjanje vec
hemijski pomeraj kao promena rezonantne frekvencije jezgra u odnosu na standard koji se
Kkoristi.

Relacija izmedu tenzora hemijskog pomeraja i tenzora magnetnog zaklanjanja je dat
jednac¢inom 4.18.:

d=1lo,;, -0 (4.18.)

gde je &-tenzor hemijskog pomeraja, a o-tenzor zaklanjanja, 1-unitarna matrica, a
Oijso- izotropni deo tenzora zaklanjanja standarda koji se koristi u merenju.

U NMR eksperimentima sa te¢nim uzorcima se zbog brze rotacije molekula
anizotropni hemijski pomeraji usrednjavaju i kao rezultat merenja se dobijaju samo
izotropne komponente [81]. Izrac¢unate izotropne komponente tenzora magnetnog
zaklanjanja i hemijskog pomeraja mogu znacajno da se razlikuju, jer se proracuni
uglavnom izvode pri jednoj fiksnoj geometriji sistema i dobijene vrednosti moraju da
budu korigovane vibracionim usrednjavanjem. Takode, prorac¢uni ne uzimaju u obzir
dinamicke efekte elektronske gustine koji se javljaju u aromati¢nim prstenovima (engl. ring
currents) koji mogu da izazovu stvaranje lokalnog magnetnog polja, koje moZe znacajno da
uti¢e na hemijske pomeraje. Zatim, temperaturska zavisnost pomeraja se u prora¢unima
ne uzima u obzir [78]. Svi ovi efekti u nekim slucajevima onemogucavaju direktno
poredenje teorijskih rezultata sa eksperimentalnim, ali su izracunati tenzori korisni za
korelaciju izmerenih hemijskih pomeraja jezgara sa strukturom molekula, $to ¢emo
pokazati u ovom radu.

Strukture neutralnog, BV, i protonovanog BV (BVH*) u njihovim osnovnim
elektronskim stanjima su optimizovane primenom DFT metode sa M06-2Xfunkcionalom
elektronske gustine [82] i 6-31G(d) bazi¢nim setom, pocevsi od zatvorenih konformacija
oba molekula. U sluc¢aju protonovanog BV primenjena je spinski-nerestriktivna (UDFT)
varijanta DFT metode. Efekat rastvaraca na elektronsku energiju urac¢unat je primenom
modela polarizabilnog kontinuuma (Polarizable Continuum Model), koriste¢i vrednost
elektri¢ne permitivnosti DMSO rastvaraca (e,=47,24). Vibracioni normalni modovi i
frekvencije su izra¢unati u optimizovanim strukturama primenom iste metode. Odsustvo
imaginarnih frekvencija je potvrdilo da geometrije imaju karakter relativnih minimumima
potencijalnih povrsi. Optimizovane strukture su dalje koris¢ene za izracunavanje
komponenti magnetnog zastitnog tenzora i izotropnih ™M NMR hemijskih pomaka,
koriste¢i (U)DFT metodu sa M06-2X funkcionalom I 6-31(d, p) bazisnim setom, primenom
GIAO metode (gauge-independent atomic orbital method) [79, 80]. U nasim simulacijam 'H
NMR hemijski pomeraji su izracunati uz pomocu M06-2X/6-31G(d,p) metode i skalirani
primenjujudi parametre linearne regresije izmedju eksperimentalnih i teorijski izra¢unatih
pomeraja (dobijenih takode GIAO MO06-2X/6-31G(d,p) metodom), formirane na setu
organiskih molekula [74] (regresioni parametri u slucaju ove metode su: nagib=-1,1556 i
odsecak=32,3008). U brojnim studijama NMR hemijskih pomeraja utvrdeno je na setovima
organskih molekula, da postoji linearna zavisnost izmedu izracunatih i eksperimentalnih
pomeraja [83]. Zahvaljuju¢i tome na osnovu parametara tih linearnih regresija moguce je
kalibrisati ™M NMR hemijske pomeraje izracunate na odgovarajuéem nivou sa
eksperimentalnim vrednostima. Svi teorijski proracuni su izvedeni primenom
programskog paketa Gaussian 09 (prvi put objavljen 1970 od strane Dzona Popla (John
Pople) i njegove istrazivacke grupe)(Rev. D.01)[84].
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

U ovom delu dat je prikaz dobijenih rezultata i njihova diskusuja. Odeljci su
podeljeni tako da prate ciljeve i eksperimentalni tok ove disertacije.

Prvi deo poglavlja daje prikaz rezultata o koordinacionim/redoks interakcijama BV i
jona Cu(Il) u uslovima koji oponasaju bioloske te¢nosti (50 mM KPP; pH 7,4). Prethodne
studije su uglavnom sprovodene u organskim rastvara¢ima, prvenstveno hloroformu i
DMSO. Kao posledica toga, strukturne karakteristike jedinjenja i njihovih kompleksa
odstupaju od rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji, sto ukazuje na znacajan
uticaj rastvaraca u kojem se osobine molekula ispituju. Kako bi se objasnile te razike u
rezultatima, kao i karakterizacija bioloski znacajnog molekula, koji usled promene u
konformaciji moze izgubiti svoju potencijalnu biolosku relevantnost, drugi deo ovog
poglavlja je prikaz rezultat dobijenih u najc¢es¢e koris¢enom organskom rastvaracu -
DMSO.

Na slici 5.1. prikazani su ULj-Vid spektri kompleksa BV sa jonima Cu(Il) u toku
vremena.
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Slika 5.1. ULj-Vid spektar kompleksa BV-Cu(Il) visoke koncentracije, razlicitih molarnih odnosa u 50mM
KPP, pH 7,4. Levo: [BV]/[Cu(I)]=1; [BV]=[Cu(II)]=0,3 mM. Desno: [BV]/[Cu(l])]=2; [BV]=2 mM;
[Cu(l)]=1 mM.
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Uocava se da je kompleks relativno stabilan sa BV u visku. Kako se pokazalo da je
kompleks u opsegu koncentracije od 10 pM do 100 puM stabilan na kiseoniku/vazduhu do
30 min, za merenja gde su bile neophodne veée koncentracije ili je potrebno duze vreme
snimanja na sobnoj temperaturi, bilo je potrebno podesiti uslove na kojima je kompleks
stabilan u aerobnim uslovima. Sistem [BV]/[Cu(II)] = 1 podloZan je degradaciji u periodu
od 10 min, dok je sistem [BV]/[Cu(I)] = 2 bio relativno stabilan i do 300 min. Iz tog
razloga tamo gde su bili potrebni ili duZe vreme snimanja ili vec¢e koncentracije radilo se
sa sistemom [BV]/[Cu(II)] = 2. Sva snimanja su uvek radena nakon inkubacije od ~ 5 min.

Vecoj stabilnosti kompleksa u molarnom odnosu [BV]/[Cu(ll)] = 2, verovatno
doprinosi to sto visak BV helira celokupan ,slobodni” bakar koji izgleda da znacajno
doprinosi nestabilnosti kompleksa (slika 5.1.). Kod manjih koncentracija taj visak bakra ne
predstavlja problem jer jednaki procentualni visak nevezanog bakra u ukupnom iznosu ne
¢ini znacajnu koncentraciju nevezanog jona ovog elementa. Vreme raspada kompleksa je
time pomereno i bilo je moguce ispitivati interakcije na ve¢im koncentracijama. Uz vecu
koncentraciju slobodnih jona Cu(Il) pri milimolarnim koncentracijama, degradacija BV
moze biti promovisana i drugacijom specijacijom bakra na milimolarnim u odnosu na
mikromolarne koncentracije. Drugi razlog vece stabilnosti kompleksa u molarnom odnosu
[BV]/[Cu(I)] = 2 mozZze biti prisustvo drugih rastvorenih i razli¢itih nerastvornih vrsta
jona Cu(Il) u KPP pri razli¢itim koncentracijama, kao $to je prikazano i objasnjeno na slici
27.

5.1. Eksperimentalna strukturna analiza kompleksa BV sa jonima Cu(Il) u
pribliZno fizioloskim uslovima

Prvi deo eksperimenata odnosi se na proveru mogucnosti nastanka kompleksa
izmedu BV i jona Cu(Ill) u priblizno fizioloskim uslovima, odredivanju stehiometrije
nagradenog kompleksa i njegove strukturne analize.

5.1.1. Rezultati dobijeni primenom ULj-Vid spektroskopije u strukturnoj analizi

Zbog konjugovanih dvostrukih veza, strukturne promene BV mogu se pratiti
primenom ULj-Vid spektoskopije preko promene u spektru koje nastaju pri formiranju ili
degradaciji kompleksa BV sa jonima Cu(Il) u KPP na pH 7,4. U ovim uslovama BV je
deprotonovan na bo¢nim karboksilnim grupama ( pK ovih grupa je u opsegu ~5 do ~7,2),
slika 5.2.

HoOC COOH "00C co0”

Slika 5.2. Struktura biliverdina: a) biliverdin na pH < 7, b) deprotonova forma biliverdina na pH 7,4.
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Na slici 5.3. prikazan je karakteristican ULj-Vid spektar BV, gde su uocljive trake na
Amax: 315 nm (karakteristi¢no za bilatriene otvorenog lanca), 375 nm (Soretova traka) i 670
nm (Q traka, prelazi u C=C i C=N sistemima) [35, 85].
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Slika 5.3. Promene u ULj-Vid spektrima BV u prisustou jona Cu(ll) u KPP (50 mM; pH 7.4) za razlicite
molarne odnose.

Ovo su m-" prelazi, odnosno prelaz So—S; u Soretovoj traci i prelaz Sp—5S1 u Q traci
[43]. Kod porfirina je uobic¢ajno prisustvo cetiri Q trake koje odrazavaju elektronske
prelaze sa osnovnog elektronskog nivoa na razli¢ite vibracione nivoe pobudenog
elektronskog stanja. Osim toga, promena koordinacione okoline koju uzrokuje prisustvo
NH protona dovodi do dodatnog cepanja trake. Medutim kod BV imamo samo jednu, $to
moZze biti posledica deprotonovanja molekula na NH grupama [22]. Za odredivanje
stehiometrije kompleksa, snimljeni su spektri BV sa jonima Cu(ll) u kojima su molarni
odnosi [BV]/[Cu(Il)] = 0,5; 1, 2. Kod molarnog odnosa [BV]/[Cu(Il)] = 2, primeceno je
trenutno smanjenje intenziteta apsorpcione trake na 670 nm. Za molarni odnos 1, traka na
375 nm je batohromno pomerena na 400 nm zbog rezonantnog efekta koji je posledica
formiranja kompleksa u kojem je energetska razlika izmedu tri nove s-7" orbitale manja
nego u BV. Gubitak traka na 670 nm koji se i ovde uocava, moze se pripisati sprezanju d
orbitale metala i 7 orbitale BV do kog dolazi vezivanjem metala. Takode, u spektru se
uocava pojava trake na talasnim duzinama = 800 nm kao posledica novog rasporeda
orbitala nastalog promenom geometrije kompleksa, a koja je nastala dozvoljenim
prelazima izmedu odgovarajucih d orbitala iz metala i 7 orbitale iz BV [7, 22]. Spektar za
molarni odnos 2, odgovara sumi eksperimentalnih spektara za [BV]/[Cu(Il)] = 1 i ¢ist BV.
Spektar u prisustvu viska jona Cu(II), ([BV]/[Cu(Il)] = 0,5,) sli¢an je sistemu [BV]/[Cu(II)]
= 1. Sam rastvor bakra ne pokazuje znacajnu apsorbanciju u ispitanoj oblasti. Ovim je
impliciralo da BV u interakciji sa jonimaCu(Il) gradi kompleks u 1:1 stehiometriji.
Stehiometrija kompleksa je dodatno potvrdena titracijom (slika 5.4). Ovaj eksperiment je
raden u Sirokom opsegu odnosa [BV]/[Cu(ll)] od 10 do 0,06, ¢ime su pokriveni i
karakteristi¢ni odnosi 0,33; 0,66 i 1,33 koji se mogu pretpostaviti usled ocekivane
deprotonacije BV na svim atomima azota u sredini prstena.
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Sa titracione krive, slika 5.4., gde su prikazani stehiometrijski moguéi odnosi,
jednoznacno je pokazno da se kompleks BV ijona Cu(Il) gradi u odnosu 1:1.
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Slika 5.4. Kriva titracije apsorbancije. Spektri su dobijeni posle 5 min inkubacije. U svim merenjima
[BV]=20 uM, dok je [Cu(Il)] u opsegu od 2 uM do 300 pM.

Reakcija nagradivanja kompleksa se odigrava u roku od ~5 min i sve trake su
stabilne u anaerobnim uslovima najmanje 60 min. Sistem [BV]/[Cu(Il)] = 2 je takode bio
stabilan na vazduhu, slika 5.5., §to znaci da sam kompleks nije osetljiv na oksidaciju Oz per
se.
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Slika 5.5. ULj-Vid spektar BV i kompleksa BV sa jonima Cu(Il) u anaerobnim uslovima (atmosfera Ar).
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S druge strane, karateristi¢ne trake za molarne odnose 1 i 0,5 pokazaju da dolazi do
raspada s vremenom pod aerobnim uslovima, s tim Sto je kinetika raspada brza u
prisustvu viska jona Cu(ll), slika 5.6. Do raspada/oksidacije kompleksa dolazi u prisustvu
i molekula Oz i "slobodnih" jona Cu(Il). 'Slobodan' bakar je prisutan u tragovima u sistemu
sa molarnim odnosom 1, a u znacajnom visku u sistemu sa molarnim odnosom 0,5. U
sistemu sa molarnim odnosom 2, BV je vezao (skoro) sav raspoloZivi bakar i tako sprecio
oksidaciju. Osetljivost molekula iz grupe porfirinskih modela
kompleksiranih/koordinovanih sa jonima Cu(ll) na O2 uocena je ranije u organskim
rastvarac¢ima [8, 63, 86]. Medutim, uc¢esce "slobodnih" jona Cu(Il) u raspadu kompleksa u
tim istraZivanjima nije uzeto u obzir.
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Slika 5.6. ULj-Vid spektar kompleksa BV sa jonima C(II) u anaerobnim uslovma: a) molarni odnos
[BVI/[Cu(ll)] = 2, b) molarni odnos [BV]/[Cu(l])] = 0,5.
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Jacina/stabilnost nastalog kompleksa BV sa jonima Cu(lIl), dalje je proverena u reakciji sa
batokuproinom, helatorom bakra, koji nije mogao da ukloni bakar iz nastalog kompleksa.
Batokuproin je inace ,non-innocent” helator bakra koji vezuje Cu(ll) i indukuje njegovu
redukciju do Cu(I) kroz oksidaciju dostupnih redoks-aktivnih molekula.

Na slici 5.7 se vidi da formiran kompleks BV sa jonima Cu(ll) nije podlozan
razgradnji pod uticajem batokuproina. Sa druge strane, batokuproin vezuje bakar ako
kompleks sa BV nije jo$ formiran.
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Slika 5.7. ULj-Vid spektrar BV i kompleksa BV sa jonima Cu(Il) u prisustou batokuproina.

5.1.2. Rezultati dobijeni primenom masene spektrometrije u strukturnoj analizi

Jo$ jedna od metoda koja se koristila za odredivanje/potvrdivanje stehiometrije i
strukturnoj analizi kompleksa BV sa jonima Cu(ll) je masena spektrometrija. Na slici 5.8.
dati su HESI-MS spektri BV i njegovog kompleksa sa jonima Cu(Il) u razli¢itim odnosima.
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Slika 5.8. HESI-MS spektar (skeniranje celog opsega) sistema a [BV] i [BV]/[Cu(l)]=1)
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Analiza sa elektrosprej jonizacijom daje dobre rezultate u pozitivnom ,mode”-u u
primeni na BV [87, 88]. Ovom metodom je potvrdeno da je BV nagradio kompleks sa
jonima Cu(ll) u stehiometriji 1:1, slika 5.8. U masenom spektru BV uocljiv je pseudo-
molekulski jon [M(BV)+H]* na m/z 583,07 (prateci jona na m/z 605,05 je [BV+Na]*). U
prisustvu jona Cu(Il) u molarnom odnosu 1:1, pojavio se jon na m/z 643,36 dok je jon
slobodnog BV bio odsutan. Ova m/z vrednost odgovara sumi masa BV i bakra [(BV+H)
+Cu-3HJ".

Takode, u sistemu [BV]/[Cu(Il)] = 2, uocljiv je jon kompleksa, kao i molekulski jon
BV koji je u visku, slika 5.9. HESI-MS analiza sistema [BV]/[Cu(Il)] = 0,5 dala je znacajno
vedi broj detektabilnih fragmenata u poredenju sa drugim sistemima, slika 5.8.. Tu dolazi
do dodatne fragmentacije samog BV koji je nestabilan u sistemu sa viskom Cu u
anaerobnim uslovima, ¢iji se fragmenti lako mogu rekombinovati sa nevezanim jonima
Cu(Il), sto usloznjava maseni spektar, slika 5.9.
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Slika 5.9. HESI-MS spektar (skeniranje celog opsega) sistema [BV]/[Cu(I)]=2,[BV]/[Cu(I])]=1) i
[BV]/[Cu(1])]=0,5.

Takode u masenom spektru sa viskom BV uocavaju se i joni na m/z 264,63 koji potic¢u
od oksidativnog degradacionog produkta BV, propentdiopenta, kao i njegov nagradeni
kompleks sa jonima Cu(II) na m/z 320,66 to je u skladu sa literaturnim podacima [89].
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5.1.3. Rezultati dobijeni primenom ramanske spektroskopije u strukturnoj

analizi

U daljoj strukturnoj analizi kompleksa BV sa jonima Cu(Il) uradena je komparacija
BV i nastalog kompleksa primenom ramanske spektroskopije, slika 5.10.
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Slika 5.10. Ramanski spektri [BV]=1 mM i sistema [BV]/[Cu(I])]=2. Ramanski spektri jona [Cu(1])]=0,5
mM i KPP su dati kao bazne linije za signal BV i kompleksa.

Nasi rezultati su dali dobro slaganje sa ranijim studijama ramanskih spektara BV, i
Sto je posbno vazno uocljive razlikame za nagradeni kompleks. Poredenjem spektara BV i
kompleksa BV sa jonima Cu(Il), uocene su sledece razlike:

i. ~Pojava nove traka za kompleks na 540 cm koja se moZe pripisati istezuéim
vibracijama Cu-N veza [58, 90].

i. ~ Pomeranje traka sa 844 cm! (istezanje prstena C-C veza) ka nizim energijama koje
ukazuje na povecanu stabilnost pirolnih prstenova BV u kompleksu.

ii. ~ Odsustvo trake na 1303 cm (masuca vibracija (eng. wagging) C - H veze [59, 91])
koja je veoma osetljive na faktore okoline [92, 93].

iii.  Pojacan intezitet trake na 1333 cm! koja je prethodno identifikovana kao strukturno
osetljivi opseg za Cu-bilirubinski kompleks, a pripisuje se CH(CH3) vibracije u
ravni [58, 59, 90, 91].

iv. Promene u intenzitetima predhodno navedene dve trake podrazumevaju vise

planarnu strukturu BV u kompleks. Ovo je u skladu sa pojavom trake na 800 nm u
37



ULj-Vid spektru (slika 5.1. a.), $to je povezano sa ciklicnom (skoro)planarnom
konformacijom kompleksa BV sa metalom [94].

v.  Pojacan intezitet trake na 1480 cm! koja se pripisuje istezanju alifati¢cne C-C veze.

vi. Pojavljivanje dva ramena na traci 1616 cm! (istezanje laktamskog prstena), na ~
1580 cm! (istezanje C=C veza u prstenu) i 1630 cm™ (istezanje C=C i C=0O veza u
prsten) ukazuju na vecu delokalizaciju s-elektrona i samim tim ukazuju na vecu
stabilnost strukture BV u kompleksu. Shodno ovome, ve¢ je ranije predlozeno da
kompleksi model jedinjenja BV sa jonima Cu(ll) mogu da imaju neobi¢ne
elektronske strukture koje pokazuju izrazene ligand-radikal osobine [44].

Karakteristi¢ne trake BV i promene u kompleksu, date su u tabeli 5.1., zajedno sa
referencama istrazivanja drugih grupa.

Tabela 5.1. Karakteristicne trake u ramanskom spektru za [BV]=1 mM i sistem [BV]/[Cu(II)]=0,5, dobijene
koriscenjem laserske linije za ekscitaciju A= 532 nm.

Polozaj trake [cm1]

Tip vibracije Referenca

BV BV/Cu(II)

1580 “rame”
1616 Istezanje laktamskog prstena [91]

1630 “rame”
1480 pojacanje C-C deformacije, verovatno izmedu prstena [59, 91]
1443 CCistezanje, CN istezanje [90]
1393 CH3 asimetri¢na deformacija [90]
1362 CH3 deformacija [90]
1333 jaca traka Savijanje u ravni CH(CH3) [90]
1303 gubitak trake CH mahanje [90]
1254 Laktamski prsten [90]
1179 C-H uvijanje [59]
1101 C-C istezanje, C-N istezanje [90]
1003 Asimetri¢na CH3 deformacija [90]
971 C-C istezanje sa C-H ljuljanjem [59]
954 Istezanje C-C-O [92]
844 821 . Istezanje prstena [90]

pomeranje
767 Deformacija prstena u ravni [90]
717 Deformacija prstena van ravni [90]
684 Savijanje van ravni C=0 [90]

/ 543;13:31 Cu-N vibracija [58, 90]

38



5.1.4. Rezultati dobijeni primenom spektrofluorimetrijske analize u strukturnoj
analizi

Spektrofluorimetrijskom tehnikom pracenja fluoroscencije u stabilnom stanju,
snimana je fluoroscenciju BV i kompleksa BV sa jonima Cu(Il), slika 5.11.
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Slika 5.11. Spektrofluorimetrisjki spektri inteziteta fluoroscencije za BV i kompleks BV sa jonima Cu(Il) u
KPP emisioni i ekscitacioni spektri fluoroscencije BV i kompleksa.

Intezitet fluoroscencije kompleksa [BV]/[Cu(Il)] = 1, bio je skoro dvostruko jaci od
inteziteta fluorescencija iste ekvimolarne koncentracije BV, slika 5.11. Relativni kvantni
prinosi za BV i kompleks BV sa jonima Cu(Il) dao je vrednosti od 0,86 i 0,95, respektivno.
Veca vrednost kvantnog prinosa za kompleks, ukazuje da je ova struktura rigidnija i da se
manje energije gubi na neradijacione procese u odnosu na strukturu BV.

Ekscitacije i maksimumi emisije, kao i zivotni vek trajanja fluoroscencije pracen
spektrofluorimetrijskom tehnikom vremenski razdvojene fluoroscencije, slika 5.12., bili
veoma sli¢ni. Ovo ukazije da fluoroscencija BV i kompleksa, poti¢u od iste fluorofore.
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Slika 5.12. Spektrofluorimetrisjki spektri inteziteta fluoroscencije za BV i kompleks BV sa jonima Cu(Il) u
KPP: raspada fluoroscencije BV i kompleksa, gde je Zivotni vek fluoroscencije (t) predstavljen kao srednja
vrednost standardne devijacije.
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Da bi se proverilo da li je razlika u intenzitetu fluorescencije posledica gaSenja
fluoroscencije uzrokovana agregacijom molekula BV, snimani su spektri fluoroscencije BV
i kompleksa u deagregacionim uslovima - na povisenoj temperaturi i u prisustvu 5 M uree
[66, 95], slika 5.13.
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Slika 5.13. Fluoroscentni spektri BV i kompleksa: a) emisioni spektri na dve temperature, b) emisioni spektri
u odsustou i prisustvo 5 M uree. Za snimanje svih spektra BV pobudna talasna duZina je bila Aex= 381 nm,
dok je za snimanje BV/Cu(Il)=1 pobudna talasna duZina bila A= 386 nm.

Povecanje inteziteta fluoroscencija BV u "deagregacionim" uslovima ukazuje da BV
formira agregate u KPP, slika 5.11. S druge strane, nisu uocene nikakve promene u
intezitetu fluoroscencije kompleksa, dakle ne dolazi do agregacije kompleksa. Ovo se
mozZze objasniti vise planarnom strukturom kompleksa, kao i elektrostatickim odbijanjem
od drugacije preraspodeljenog naelektrisanja u kompleksu. Vazno je i ovde napomenuti
da su rezultati dobijeni spektrofluorimetrijom, takode potvrdilii da bakar u kompleksu
nije prisutan u paramagnetnoj formi (Cu(ll) sa spinom S=1/2, ili Cu(Ill) sa S = 1).
Paramagnetska priroda Cu(Il) (ili Cu(Ill) sa spinom S =1 u analogiji sa Ni(Il)) dovela bi do
gasenja fluoroscencije usled favorizovanja konkurentnih procesa u odnosu na
fluoroscenciju, kao $to su intersistemsko zracenje i spin-orbitalno sprezanje [72, 96-98].
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5.1.5. Rezultati dobijeni primenom 1H NMR spektroskopije u strukturnoj analizi

Slika 5.14. prikazuje TH NMR spektar BV u KPP (pripremljenim sa D20).

HDO DMSO

BV)[Cu(ll)] = 2

Shift (ppm)

Slika 5.14. 'H NMR spektri BV (0,3 mM) u KPP pripremljenom sa D>O u odsustou ili prisustou jona
Cu(Il) ekvimolarnoj koncentraciji. Stok BV (20 mM) je pripremljen u DMSO-d6. Snimanje je zapoceto
nakon 5 min inkubacije.

Losa rezolucija signala je posledica agregacije molekula BV u KPP [66], §to je za
posledicu imalo nemoguénost pouzdane asignacije i strukturne analize u ovim uslovima.
Pojava agregacije BV u KPP, potvrdena je ve¢ spektrofluorimetrijskom analizom, slika
5.11. Medutim, precizno odredivanje strukturnih karakteristika BV tumacenjem svakog
signala u spektru u ovom slucaju nije bilo neophodno jer je dodavanje jona Cu(Il) dovelo
do vrlo jakog efekta: kompletnog gubitak gotovo svih linija. Nestajanje signala predstavlja
rezultat jakih paramagnetskih efekata koji su posledica nesparenog elektrona koji je
delokalizovan u prr orbitali prstena/liganda i koji time putem kontaktnog doprinosa
(Fermijeve kontaktne interakcije) dovodi do delokalizacije spina svih protona u
kompleksu. Sirenje NMR signala iznad nivoa detekcije poti¢e od direktnog uticaja
nesparenog elektrona na relaksaciono vreme protona i nije iznenadujuci s obzirom da su
radikali molekuli sa najduzim elektronskim relaksacionim vremenima medu
paramagnetskim vrstama [99, 100].

5.2. Eksperimentalna redoks analiza kompleksa BV sa jonima Cu(Il) u
pribliZno fizioloskim uslovima

Redoks analiza kompleksa je radena na osnovu promena okisadcionog stanja jona
Cu(Il) ili pracenjem redoks promena kod samog kompleksa. Sve analize su radene u KPP.
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5.2.1. Rezultati dobijeni primenom ULj-Vid spektroskopije u redoks analizi

Kako bi se ispitale oksido-redukujuce osobine, pre svega nastalog kompleksa BV sa
jonima Cu(Il), primenjena je ULj-Vid spektroskopija. Ovom metodom ispitivano je kako
uti¢u na nastali kompleks promene slede¢ih parametara i/ili prisustvo odgovarajucih
jedinjenja:

i. jonska ja¢ina: NaClO4 u opsegu koncentracije od 0, 5 mM - 1 mM,
ii. promena pH: pH KPP u opsegu od 4 do 11,
iii. kisela so: ZnCly,
iv. organski rastvara¢: MeOH, DMSO,
v. helatori prelaznih metala: EDTA, DETAPAK,
vi. razli¢ite soli bakra: CuCl, CuClz, CuSO4, Cu(CHsCOO),,
vii. redukujuéi agensi: askorbat, NaBHs, NADH
viii. oksidujudi agensi: Cu(I), K2O (generator superoksid radikal katjona), KMnOs.

Od svih navedenih eksperimenata prikazani su rezultati za efekat redukcije (sa
jonima Cu(l) i askorbatom) i oksidacije (sa KMnOs) kompleksa BV sa jonima Cu(Il), na
slikama 5.13.-5.16. Ostali eksperimenti nisu dali znac¢ajane promene, dok su kod onih gde
je ispitivana ista osobina, primenom razli¢itih agenasa, prikazani rezultati sa najjac¢im
efektom. Pored promene u ULj-Vid spektrima, redoks osobine kompleksa u pomenutim
eksperimentima, pracena su i oksimetrijom (rezultati nisu prikazani).

Pokazano je da na kompleks ne uti¢e prisustvo jona Cu(I) koji predstavljaju
redukujuci agens, slika 5.15. BV je bio izlozen smesi 1/1 Cu(l) i Cu(ll) u anaerobnim
uslovima. Na spektrima se uo¢ava da u anaerobnim uslovima ova smesa ima isti efekat na
BV kao i prisustvo jona Cu(ll) u duplo manjoj molarnoj koncentraciji na vazduhu, tj.
spektar od 20 pM BV sa dodatom smeSom od 10 pM jona Cu(Il) i 10 pM jona Cu(l) je
analogan sistemu [BV]/[Cu(II)] =2. Prisutni joni Cu(I) nisu uticali na spektar, do reakcije je
doslo izmedu BV sa jonima Cu(Il) tj. sistem je bio stabilan u atmosferi argona.
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Slika 5.15. Redoks svojstva kompleksa BV sa jonima Cu(1l) u KPP: ULj-Vid spektri BV sa Cu(II) i Cu(l), u

anaerobnim. Signali se uporeduju sa spektrima analognih molarnih odnosa sistema BV/Cu(I).
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Kada je sistem izloZen vazduhu joni Cu(l) su u reakciji sa Oz iz atmosfere oksidovan
do jona Cu(Il), slika 5.16. Joni Cu(Il) su onda reagovali sa slobodnim BV §to je rezultiralo
nastankom dodatne koli¢ine kompleksa. Krajnji rezultat je spektar koji je analogan sistemu
[BV]/[Cu(Il)] =1.
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Slika 5.16. Redoks svojstva kompleksa BV sa jonima Cu(1l) u KPP: ULj-Vid spektri BV sa Cu(Il) i Cu(l) u
aerobnim uslovima. Signali se uporeduju sa spektrima analognih molarnih odnosa sistema BV/Cu(1I). Cu(l)
ne pokazuje detektabilnu apsorbanciju pri primenjenoj koncentraciji.

Kompleks nagraden u vodenoj sredini nije bio pod uticajem askorbata, kao ni
slobodan BV, slika 5.17., dok je ranije prijavljeno da u organskim rastvarac¢ima, dolazi do
redukcije kompleksa analoga BV sa jonima Cu(Il) [45]. Ovo su jasne indikacije da postoje
razlike u osobinama kompleksa u zavisnosti od rastvaraca. Odsustvo efekata redukujucih
agenasa Cu(l) i askorbata ukazuje da BV-Cu kompleks nije podloZzan redukciji.
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Slika 5.17. Redoks svojstva kompleksa BV sa jonima Cu(Il) u KPP: efekt redukcionog sredstva-askorbata
(Asc) na kompleks.
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S druge strane, kompleks je degradiran sa KMnOs, dok je ova jaka oksidirajuca vrsta
nije uticale na BV, slika 5.18.
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Slika 5.18. Redoks svojstva kompleksa BV sa jonima Cu(Il) u KPP: uticaj oksidacionog agensa-KMnO4 na
kompleks.

5.2.2. Rezultati dobijeni primenom EPR spektroskopije u redoks analizi

Dalja redoks analiza radena je primenom EPR spektroskopije. EPR spektar snimljen
na sobnoj temperaturi za sistem [BV]/[Cu(ll)]=1 karakteriSe 9 linija, slika 5.19, kao sto je
ranije i opisano za katjonske radikale porfirina [74]. IzvrSena je simulacija ovog signala
pretpostavljaju¢i prisustvo cetiri ekvivalentna N jezgra sa izotropnim hiperfinim
konstantama kuplovanja od 0,14 mT [74]. Dobro slaganje ukazuje na delokalizaciju
nesparenog elektrona preko centra kompleksa.
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Slika 5.19. EPR spektri BV i kompleksa BV sa jonima Cu(II) u KPP: EPR spektar na sobnoj temparaturi
sistema [BV]/[Cu(I])] = 1. Spektar je dobijen preko 10 akumulacija (bazna linija ispravljena). Siva linija -
spektralna simulacija.

Dalje je vrSeno snimanje na niskim temperaturama, koje su neophodne da bi se
analizirao spin i koordinacija bakra. EPR spektar snimljen u paralelnom modu nije
pokazai signal Cu, slika 5.20. StaviSe, spektri su snimani u Sirokom opsegu polja i nisu
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uocene linje na polovini polja (,,half field lines”), ni u paralelnom, ni u normalnom modu.
Ovi rezultati su konzistentni sa spinom S=0 za bakar u kompleksu, s tim da S = 0 moZe da
potice od Cu (I) (uvek ima spin S = 0) ili od Cu (III) koji moze da ima spinS=0iliS=1.
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Slika 5.20. EPR spektri BV i kompleksa BV sa jonima Cu(Il) u KPP: 25,5 K EPR spektra (paralelni
rezim/mosd) 40 uM Cu(1I) u prisustou 40 uM BV ([BV]/[Cu(1l)]=1). Za niskotemperaturni EPR, uzorci su
zamrznuti u tecnom N posle inkubacije od 5 min.

U KPP Cu(ll) pokazuje spektar karakterisican za slabo koordinisan jon bakra u
aksijalnoj simetriji. Kako dva glavna izotopa bakra, 3Cu i ®Cu, imaju spinove od 3/2
Zemanova linija se deli na cetiri linije (mu=3/2, 1/2, -1/2, -3/2), $to je uocljivo i za jone
Cu(II) u KPP na EPR spektru prikazanoma na slici 5.15 c. Pos$to su magnetni momenti ova
dva izotopa veoma sli¢ni hiperfino cepanje linija je skoro identi¢no. Direktna posledica
anizotropije je favorizacija u jednom pravcu tj. osi, nego duz druga dva pravca. Hiperfina
struktura duz g| za jone Cu(Il) je uvek izraZenija od one duz g, sto dovodi do velikog
razdvajanja g||-linije, a samo malim (¢esto neuocljivo) razdvajanje g, [101].

Shodno prethodno opisanim karakteristikama jona Cu(ll), analiza paramagnetskih
osobina kompleksa BV sa jonima Cu(II) dopunjena je, pored NMR analiza i EPR analizom
na niskim temperaturama. EPR spektar jona Cu(ll) (5=1/2; I = 3/2) u KPP pokazuje da je
Cu(II) slabo koordinisan u aksijalnoj simetriji sa jednom g linijom i cetiri linije koje poti¢u
od interakcije nesparenog elektrona sa jezgrom (g), slika 5.21.

Dodavanje BV u ekvimolarnoj koncentraciji dovelo je do gubitka signala Cu. U
sistemu [BV]/[Cu(Il)]=0,5 intenzitet signala jona Cu(Il) u KPP je smanjen za pola, $to znaci
da otprilike polovina bakra nije vezana za BV. Dalje, preostali signal u sistemu
[BV]/[Cu(I)]=1 je Sirok i ne vidi se hiperfina struktura. g-vrednost izotropnog signala
kompleksa bio je znacajno nizi od prosecne g-vrednost za jone Cu(Il) u KPP. Ovo ukazuje
na delokalizaciju spina dalje od metalnog jezgra. Sli¢ni EPR signali su ranije prijavljeni za
porfirin radikale [74] i za oksidovani bakar-porfirin kompleks sa model molekulom BV [5].
Signali su pripisani visoko delokalizovanom elektronu [5, 74].

45



cu(ll) (40 uM)

[BVJ/[Cu(ll)] = 1

[BV)/[Cu(ll)] = 0,5

I T I 4 I T I T I T I
260 280 300 320 340 360
B, (mT)

Slika 5.21. EPR spektri BV i kompleksa BV sa jonima Cu(II) u KPP: 30 K EPR spektra (normalni mod) od
40 uM joni Cu(ll) u odsustou ili prisustou BV (40 ili 20 uM). Isprekidana linija - signal koji potice od
sistema [BV]/[Cu(I])]=1 podeljen sa 2. Za niskotemperaturni EPR, uzorci su zamrznuti u tecnom N posle
inkubacije od 5 min.

5.2.3. Rezultati dobijeni primenom voltametrijskih metoda u redoks analizi

U ispitivanju redoks svojstva kompleksa primenjene su i volatametrijske metode.

BV je pokazao dobro definisan anodni/oksidacioni pik na Ey;=117 mV. Cikli¢ni
voltamogram Cu(Il) u KPP pokazuje redoks ponasanje (usled malih inteziteta struja ne
moze se tvrditi da je u pitanju reverzibilan proces) i potencijal pika na ~-400 mV sa veoma
slabim strujama. Na voltamogramu je wuocljivo da je redoks aktivnost sistema
[BV]/[Cu(Il)]=2 vezana za sam kompleks. Sistem [BV]/[Cu(II)]=2 je pokazao dva dodatna
oksidaciona pika na mnogo nizim potencijalima u odnosu na BV: Epz=—91 mV i Eps;3=-341
mV gde prvi potencijal odgovara oksidacija Cu(I) [25].
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Na voltamogramu se ne uoc¢avaju redukcioni pikovi, slika 5.22.
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Slika 5.22.Redoks svojstva kompleksa u KPP: ciklicni voltamogrami BV i BV-Cu kompleksa snimljen sa bor
dijamantnom elektrodom (brzina skeniranja 0,1 V s1). Koncentracije BV i Cu(Il) su 0,4 mM i 0,2 mM, gde

su oksidacioni/anodni pikovi potencijala oznaceni sa Ep,,

Diferencijalna pulsna voltametrija je dala sli¢ne rezultate za sistem [BV]/[Cu(II)]=2
gde se uocavaju dva dodatna maksimuma koja su najverovatnije posledica dve
“jednoelektronske” oksidacije, slika 5.23. Sli¢na reakcija oksidacije je ranije prijavljena za

kompleks model molekula BV sa jonima bakra [20].
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Slika 5.23.Redoks svojstva kompleksa u KPP: diferencijalni pulsni voltamogram (korak 0,004 V; sirina
impulsa, 0,05 s; sirina uzorka, 0,01 s; vreme, 2 s).
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Direktni linearni odnos izmedu stuje, I, i kvadratnog korena brzina skeniranja
implicira da struje uglavnom zavise od dva parametra: brzine kojom redoks vrste
difundiraju na povrsinu elektrode, D, i konstante brzine prenosa elektrona, slika 5.24.
Druge interakcije poput adsorpcija bile su zanemarljive sto je i karakteristika reverzibilnih
sistema [102]. BV je pokazalo znacajno vecu vrednost brzine difuzije, D, u poredenju sa
vrednostima za isti parametar za druge dve radne struje. Brza difuzija BV na povrsinu
elektrode u odnosu na kompleks je ocekivana posto je BV negativnije naelektrisan (dve
deprotonovane karboksilne grupe), u odnosu na kompleks formiran sa pozitivhim
bakarnim jonom (ukupno naelektrisanje je nula).
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Slika 5.24. Analiza brzine skeniranja BV i BV-Cu kompleksa u KPP: a) ciklicni voltamogrami BV (0,4 mM)
u odsustou ili prisustou jona Cu(Il) (0,2 mM) dobijeni pri razlicitim brzinama skeniranja (n=0,025-0,5
V/s), b) zavisnost izmedu anodnih radnih struja, I,, na potencijalima Epa (oksidacija BV) i Epe2 i Epas
(oksidacija kompleksa) i n'2, predstavljena je i vrednost za regresiju, R2, c) brzina difuzije za BV i kompleks,
e) Jednacina Randles-Sevicik (Randles-Sevcik): n, broj prenesenih e- (1e- za sve radne struje), A, povrsina
radne elektrode (0,0707 cm?); C, koncentracija redoks vrsta u rastvoru ([BV]=0,4 mM; [BV-Cu]=0,2 mM).
Rezultati su prikazani kao srednja (+ standardna devijacija) merenja izvrsenih na razlicitim n. Sve tri
vrednosti D su bile statisticki razlicite (p <0,001; ANOVA sa post hoc Duncanovim testom,).
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Metoda oksimetrije primenjena je kako bi se ispitala mogucnost da dolazi do
gubljenja elektrona u reakciji izmedu BV i jona Cu(ll), kao Sto je predloZeno ranije za
komplekse model moleukala BV i jona bakra u organskim rastvara¢ima [8, 45, 103]. U
nasim analizama, u vodenoj sredini, molekularni kiseonik je glavni akceptor elektrona. On
moze biti direktno uklju¢en u redoks reakciju izmedu BV i jona Cu(Il) ili moZze biti
redukovan u reakciji sa jonima Cu(I), $to je pak nestabilnije stanje u fizioloskim uslovima.
Pokazano je da dolazi do male potro$nje Oz u sistemu [BV]/[Cu(Il)] = 1 tokom nagradnje
kompleksa, slika 5.25. Ovo se moZe objasniti tragovima 'slobodnog' bakra prisutnog u
sistemu, kao $to je i ranije diskutovano, slika 5.6, poglavlje 5.1.1.

Cu Katalza

3204y 4
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300- \‘“"‘“"---~H_h___“_‘___“‘"—f._
< 280-
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—A 260
o |
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220-
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Slika 5.25. Redoks svojstva kompleksa u KPP: promena koncetracije molekulskog kiseonika sa BV nakon
dodavanja jona Cu(Il), ili dodavanje Cu(I) u KPP. Katalaza (200 IU) je dodata 15 min nakon dodavanja
bakra, da bi se kvantifikovala akumulacija H>O (2 H202— O; + 2H>0). Koncentracije HO; su sledece: 4
mM (crveni trag), 18 mM (plavo), 45 mM (zeleno) i 75 mM (roze).

Medutim, u prisustvu velikog viska jona bakra ([BV]/[Cu(Il)] = 0,5), potrosnja O2 se
pokazala znacajnom. To znac¢i da "slobodni" joni Cu(ll) reaguju sa elektronima iz
kompleksa, i prenose ih (u formi intermedijerskih redoks stanja bakra: Cu(I)) do O, ¢ime
nastaje O2- Dodavanje katalaze u sistem [BV]/[Cu(Il)] posle 15 min inkubacije je
rezultiralo oslobadanjem Oy, §to znaci da se akumulira H>O: koji je nastao dismutacijom
Oz -. Koncentracija akumuliranog H>O2 odgovara koli¢ina Oz koja je potrosena u sistemu
[BV]/[Cu(Il)] = 1 i priblizno polovini potroSene koli¢ine Oz u sistemu [BV]/[Cu(Il)] = 0,5.
U cilju ilustrovanja redoks mehanizama u ovom sistemu, pracene su promene potrosnje
kiseonika u vremenu nakon dodatka jona Cu(I) u pufer. Pokazano je da joni Cu(I) brzo
smanjuje koncentraciju O2 na ra¢un nastanka O:z- koji rezultira padom koncentracije Oz
dok je situacija (delimi¢no) obrnuta dodavanjem katalaze u sistemu, tj. dolazi do
ponovnog porasta koncentracije Oz. Stehiometrija potrosnje Oz i redoks mehanizama se ne
moze jednoznac¢no ustanoviti jer je sistem previse kompleksan. Nakon formiranja
kompleksa, u sistemu imamo prisutan metal, reaktivne kiseoni¢ne vrste i organski
molekul koji su uklju¢eni u viSestruke reakcije. Sve ovo je implicirano i rezultatima HESI-
MS spektrometrije u analizi sistema sa prisustvom vece koli¢ine jona Cu(Il), gde dolazi do
vece fragmentacije BV, kao Sto je pokazano u poglavlju 5.1.2, slika 5.9.

Do sada izlozeni rezultati govore u prilog tome da BV i joni Cu(Il) reaguju pod
tizioloskim uslovima u kojima se gradi kompleks stehiometrije 1:1.
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Na slici 5.26. prikazane su predloZene strukture.

O O O O

Slika 5.26. Predlog strukture kompleksa BV sa jonima Cu(ll) u fizioloskim uslovima

Kompleks ¢ine joni Cu(I) i katjon BV radikal (BV**) ili joni Cu(III) i anjon BV radikal
(BV*-). PredloZena raspodela elektrona je formalna s tim da nesparni elektron mozZe biti
deloklizovan preko celog molekula. Delokalizovan neparni elektron ostaje na prstenu ili je
podeljen izmedu BV i jona bakra, dok je bakar vezan za atome azota u pirolovim
prstenima. Predlozene strukture impliciraju pre svega rezultati Ramanske spektroskopije,
NMR rezultati, spektri EPR normalnog i paralelnog moda, kao rezultati fluorescentne
spektroskopije.

Na osnovih rezultat je ocigledno da je doslo do promene redoks stanja bakra u
kompleksu u Cu(l) ili Cu(Ill), sto je u skladu sa novim spinskim stanjem bakra S = 0.
Osetljivost kompleksa samo na oksidujuce agense ukazuje da su metalni centar i
delokalizovani elektron deo kompleksa na kome se odigravaju redoks interakcije.

Rezultati ukuzuju da se kompleks BV sa jonima Cu(ll) u vodenoj sredini, znac¢ajno
razlikuje od onih dobijenih u organskim rastvara¢ima, kao sto su DMSO ili hloroform.
Rezultati druge grupe su pokazali su da model molekul BV sa jonima Cu(II) u hloroformu
pokazao feromagnetne osobine, sa spinskim stanjem S =1, gde predlazu strukturu katjon
Cu(Il)-BV radikal ili usled spinskog stanja S = 1 trianjonski kompleks Cu(Ill)-BV [45]. Do
ovoga su dosli zbog rezultata TH NMR spektar koji se Sirio preko -150-100 ppm i rezultata
EPR spektar na sobnoj T koje komentariSu iako nemju prikazane spektre. Takav sistem je
osetljiv na redukujuéi agens, askorbat [9].

Objasnjenje za predlozene razli¢ite komplekse, lezi u razli¢itim svojstvima rastvaraca
koji mogu uticati na stabilnost specificne konformacije samog BV ili mogu delovati kao
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ligandi [104], ali i u razli¢itoj distribuciji elektrona unutar BV i model molekula BV koji je
koriS¢en $to se moZe uociti i na slici 5.27.

Slika 5.27. Uporedne strukture: a) model molekula BV- oktaetilbilindiona i b) BV.

Iz gore navednih razloga, dalji tok istrazivanja bice usmeren na odredivanje
oksidacionog stanja bakra u kompleksu sa BV koji nastaje u fizioloSkim uslovima.
Prisustvo Cu(Ill) jo§ uvek nije dovoljno potvrdeno u zivim sistemima, tako da bi ovi
rezultati bili od znacaja i u tom smeru. Pored jona bakra koji su vezani za skladis$ne ili
transportne proteine, postoji i labilni bakar (redoks aktivni joni bakra koji su vezani za
male ligande) koji moze biti ukljucen u brojne patoloske promene i organizmu [105-107].
Joni bakra su koordinisani za razlicite ligande u ekstracelularnim te¢nostima i ¢elijama, a
prateci degradacioni put hema kojim se dobija BV moZe se pretpostaviti da postoji i vise
mesta njihovih mogucdih interakcija, $to bi dalo doprinos na polju fiziologije.

5.3. Eksperimentalna strukturna analiza BV i jona Cu(Il) u DMSO kao
rastvaracu

Deo rezultata strukturne i redoks analize kompleksa BV sa jonima Cu(Il) u vodenom
puferu nije bio u skladu sa literaturnim podacima u organskim rastvaracima, kao $to su
DMSO ili hloroform [8, 45, 63, 64, 108]. U ovim istrazivanjima, koristi se OEBV, model
molekul BV. Razli¢iti rezultati dobijeni u prethodnim studijama i nasem istrazivanju mogu
biti zasnovani na razlikama koris¢enih rastvaraca, kao i u strukturi, konformaciji i
raspodeli naelektrisanja izmedu OEBV i BV. Jedan od naj¢esce koris¢éenih model molekula,
analoga BV u studijam je OEBV ¢ija je struktura (a) sa uporednom strukturom BV (b),
prikazana na slici 5.27.

Kako bi se potvrdili gore navedene pretpostavke u razlikama formiranog kompleksa,
dalji tok istrazivanja bio je usmeren na ispitivanja strukture BV u organskom rastvaracu,
kao i na proveru da li u aproti¢noj sredini moze da se nagradi kompleks izmedu BV i jona
Cu(Il). Takode, ovde je ispitivan uticaj organskog rastvaraca, koji se ¢esto upotrebljava u
strukturnim metodama, u analizi bioloski relevantnih molekula. Konac¢no, poredenje sa
vodenim rastvorom moZze da pruZi podatke o nac¢inu vezivanja i faktorima koji uti¢u na
formiranje kompleksa.
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5.3.1. Rezultati analize primenom ULj-Vid spektroskopije i DMSO kao rastvarac

Na slici 5.28. prikazan si rezultati dobijeni primena ULj-Vid spektroskopije u
strukturnoj analizi u organskom rastvaracu.
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Slika 5.28. ULj-Vid spektri BV, bez i u prisustou jona Cu(II) u cistom DMSO.

Pokazano je da se u c¢istom rastvaracu DMSO, ULj-Vid spektar BV ne menja u
prisustvu jona Cu(Il) (rastvorenog u DMSO) ekvimolarne koncentracije, ¢ak i posle

produZene inkubacije u aerobnim uslovi. Ovo ukazuje da BV sa jonima Cu(ll) ne gradi
kompleks u DMSO.

Tokom rada sa organskim rastvarac¢em, primeceno je da ukoliko se u sistem unese i
mala koli¢ina jona Cu(Il) inicijalno rastvorenog u vodi, nakon duzeg perioda stajanja, doci
¢e do formiranja kompleksa BV sa jonima Cu(Il). Zato je u ovim uslovima bilo potrebno da
se tokom titracije kako bi se odredila stehiometrija kompleksa, dodaju joni Cu(Il) koji su
takode rastvoreni u organskom rastvarac¢u. Nakon titracije i vremenskog pracenja ULj-Vid
spektara BV sa jonima Cu(Il) sa malo ili bez imalo unete vode u sistem sledi zakljucak da
samo prisustvo malih koli¢ina vode zacajno menja uslove u sistemu i dovodi do
formiranja kompleksa koji ne nastaje u potpuno ¢istom DMSO.

52



5.3.2. Rezultati analize primenom EPR spektroskopije i DMSO kao rastvarac

Rezultati dobijeni ULj-Vid spektroskopijom, dalje su potvrdeni snimanjem
niskotemperaturnih EPR spektara Cu(Il) u DMSO, koji je ostao prakti¢no nepromenjen u
prisustvu BV, slika 5.29.
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Slika 5.29. EPR spektri na 110 K za jone Cu(ll) (40 mM), sa i bez prisustva BV ekvimolarne
koncentracije.

Joni Cu(Il) dali su anizotropni EPR signal u DMSO, sa linijom velike amplitude za g
vrednost od 2,078 i cetiri slabe linije koje dolaze od hiperfine interakcije sa jezgrama
izotopa ©Cu/%Cu (I = 3/2, S = 1/2) duz g| = ~2,402. Vrednosti za g (g|>g.>ge), a
spektralni oblik podrazumeva da su joni Cu(Il) u DMSO u oktaedarnoj koordinacionoj
sredini sa tetragonalnom distorzijom [109, 110]. Ovo je u skladu sa prethodnim studijama
koje pokazuju da joni Cu(Il) grade koordinisani komplekse sa DMSO i jonima Cl-, kao $to
su Cu(DMSO)sCl*, Cu(DMSO)Cls-, i Cu(DMSO)2Cl2 [111, 112]. Koordinacija jona Cu(ll) sa
organskim rastvarac¢ima mozZe (barem delimi¢no) biti odgovor za nemoguénost formiranje
kompleksa BV sa jonima Cu(Il) u DMSO [8, 65].
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5.3.2. Rezultati analize primenom NMR spektroskopije i DMSO kao rastvarac

Cinjenica da BV u DMSO ne gradi kompleks sa jonima Cu(IT) dodatno je potvrdena
preko TH NMR spektara BV u ovom rastvaracu bez prisustva i u prisustvu jona Cu(Il). 'TH
NMR spektar BV ostao je prakti¢no nepromenjen u prisustvu jona Cu(Il), slika 5.30.
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Slika 5.30. 'H NMR spektar BV u prisustou jona Cu(Il) ekvimolarna koncentracija u DMSO na 298 K. pH
rastvor ([BV]=2 mM) je ~4. Vertikalni intenzitet u opsegqu 3-2 ppm je podeljen sa faktorom 8.

S druge strane, uoceno je prisustvo signala za cetiri protona na atomima azota u 'H
NMR spektru za BV za koji se inace smatra da ima tri protonizovana atoma azota.
Protonacija ¢etvrtog atoma azota je potvrdila ranije uo¢enu nemoguénost jona Cu(Il) da
zameni NH protone u BV u ovom rastvaracu [8]. Detaljna asignacija 'H NMR spektra za
BV tada je u tabeli 5.2.

Kako u literaturi ne postoje podaci koji ukazuju na promenjenu konformaciju BV u
aproticnom organskom rastvara¢u, kao ni o protonaciji samog molekula, dalje su
istrazivanja usmerena ka detaljnom ispitivanju strukture samog BV u DMSO. Primenom
razli¢itth 2D NMR tehnika dobijena je detaljna strukturna analiza BV u DMSO,
zahvaljujucdi kojoj je i objasnjeno zasto ne dolazi do formiranja kompleksa sa jonima Cu(II)
u ovim uslovima 8to je u skladu sa nasim predhodno izloZenim rezulatatima, a dopunjeno
i teorijskim simulacijama.

Za strukturnu analizu BV u DMSO i detaljnu asignaciju signala, primenjene su
sledece 2D NMR tehnike: 13C-1TH HSQC, TH-TH TOCSY i 'H-'H NOESY, i dobijeni rezulati
su poredeni sa prethodnim NMR studijama BV i BR u DMSO i drugim rastvarac¢ima [66,
113]. Podaci dobijeni analizom 3C-1H HSQC prikazani su na slici 5.31. i tabeli 5.3.; TH-TH
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TOCSY slika 5.32.; dok su 'H-TH NOESY podaci NMR spektara BV u DMSO prikazani u
tabeli 5.4. na osnovu slika 5.33.

Tabela 5.2. Asignacija hemijskih pomaka i multiplitetnih pikova 1H NMR spektra BV u DMSO

Tip protona | 6 H (ppm) Grupa Multipleti (J u Hz)
3 12,29 protoni propionske karboksilne singlet
grupe
C 11,98 i ami
p‘rotom amino grupe na 2 singleta
B 11,90 pirolonom prstenu
A 10,75 i ami
protoni amino grupe na 2 singleta
D 10,64 laktamskom prstenu
5 7,58 proton iz metinskog mosta singlet
3d 6.92 CH protoni na vinilnoj grupi dublet dubleta
! pirolnog prstena D (18,38; 11,85)
3a 6.69 CH protoni na vinilnoj grupi dublet dubleta
’ pirolnog prstena A (18,06, 11,61)
25! 6,35 d}asterotopm proton vinil grupe dublet (1 2 62)
pirolnog prstena A
4 6,32 proton metinskog mosta singlet
4 6,31 proton metinskog mosta singlet
2d. 24’ 5,82 diasterotopni protoni vinil dva dubleta
’ 5,79 grupe pirolnog prstena D (10,87; 3,32)
72 5,58 d?asterotopm proton vinil grupe dublet (1 1,75)
pirolnog prstena A
7 3,06 propionski lanac triplet (12,87)
6 2,51 propionski lanac triplet (5,44)
la 2,27 protoni metil groupe singlet
1b 2,19 protoni metil groupe singlet
1c 2,16 protoni metil groupe singlet
1d 2,02 protoni metil groupe singlet

Singlet na 7,58 ppm poti¢e od protona, H5, metinskog mosta, ¢iji je analog,
metilenski proton, u strukturi BR rezonuju na ~4 ppm (to je ujedno i glavna razlika u
strukturi BV I BR) [114]. Ovo je potvrdeno i iz 13C-1H HSQC spektra, slika 5.31., u kome je
nedijagonalni signal protona H5 skalarno spregnut sa C atomom metinske grupe,
hemijskog pomaka & = 119,36 ppm. Intenzitet signala

H5 protona u 'H NMR je zbog nedvosmislene identifikacije u 1D spektru koris¢en
kao referentni intenzitet integracije za jedan proton. Ovo se moze Kkoristi jer je glavna
razlika u strukturi i NMR spektrima BV i BR u metinskom, odnosno metilenskom mostu
na poziciji 5 (respektivno za BV i BR). U bazi podataka NMR spektara za BR, pokazano je
da metilenski most ima hemijski pomak na ~3,99 ppm [115], dok je odsustvo pika na tom
poloZzaju u NMR spektru BV o¢igledno, slika 5.30. Kao posledica toga zaklju¢eno je da
signal 8 potice od dva ekvivalentna protona, dok intenzitet A, B, C i D signala imaju
intenzitat jednog protona . Sirok signal na 12,29 ppm poti¢e od dva hidroksilna protona iz
propioniskog lanca tj. karboksilne grupe (HS8). Singleti na 11,98 i 11,90 ppm su unutrasnji
protoni amino grupa sa pirolnih prstenova C i B, dok su signali singleta na 10,75 i 10,64
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ppm terminalni protoni sa laktamskih prstenova A i D. Razlika u hemijskim pomacima je

veca izmedu protona iz prstenova AiD (0,11 ppm) u odnosuna CiB (0,08 ppm) [114].
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Slika 5. 31. 2D 3C-1H HSQC NMR spektar BV u DMSO na 500 MHz i 298 K. Strelicama su oznaceni
signali koji se navede u tekstu.

To znaci da su i karboksilne grupe i sve ¢etiri atoma N protonovani kod BV u DMSO.
pH vrednost rastvora BV u DMSO je oko 4, tj. ispod ili blizu pKa vrednosti za karboksilne
grupe u BV koje su prethodno bile odredene u vodi [69]. Pored toga pokazano je da
DMSO utice na pKa vrednosti bo¢nih grupa propionske kiseline [61, 116]. Teorija
predvida da bi pKa trebalo da bude obrnuto proporcionalna dielektri¢noj konstanti
sredine (&r = 46,7 za DMSO, i & = 80,1 za vodu) [117]. U skladu sa ovim uocava se
povecanje vrednosti pKa za karboksilne grupe sa procentualno veéim prisustvom DMSO
u smesi DMSO-voda [116]. Dakle, BV u DMSO sadrzi protonovan dodatni atoma azota na
pirolovom prstenu (jedno pozitivno naelektrisanje), u poredenju sa tri NH grupe kod BV u
vodenom rastvoru [68, 69]. Dodatni proton potice iz HCI koji je prisutan u sintetisanom
BV. Ovo je takode u skladu i sa podacima izmerenih vrednosti za pH 2 mM BVxHCI (pH
= 4) u poredenju sa pH vrednos¢u za 2 mM HCI (pH = 3,4), tj. ve¢a vrednost pH BVxHCI
rastvora u poredenju sa ekvimolarnom koncentracijom HCI rastvora ukazuje da ima
manje slobodnih katjona H * u prvom rastvoru jer su oni vezani za BV.

Sledeca dva signala koja se uocavaju u 1D NMR spektru, (asignacija signala je ovde
radena od visih ka nizim hemijskim pomacima) su dubleti dubleta na 6,91 ppm i na 6,69
ppm . Oni su identifikovani kao signali protona H3d iz CH sa laktamskog prstena D i H3a
iz laktamskog prstena, koji su skalarno spregnuti samo sa susednim metilenskim
protonima pripadajucih vinilnih grupa, slika 5.22. Pojava razli¢ite konstante sprezanja od
protona istih (CH2) grupa ukazuje na razli¢it magnetni uticaj dva protona sto potice od
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njihove magnetne neekvivalentnosti. Za ta¢nu prostornu identifikaciju protona koji su
prethodno opisani koris¢ena je tehnika 2D NOESY gde je uocena prostorna bliskost
protona hemijskih pomaka na 6,32 i 6,91 ppm (slika 5.25). Signal na 6,32 ppm potice od
H4/4 ° protona i zajedno sa signalima 6,35 i 6,31 ppm ¢ini pseudo-multiplet u 1D
protonskom spektru, dok signali na 5,82 i 5,79 ppm odgovaraju intezitetu dva protona.
Podaci dobijeni analizom B3C-'H HSQC spektra ukazuje da je proton rezonantnog
maksimuma 6,35 ppm, zajedno sa protonom dubleta na 5,58 ppm, spregnut sa istim C
hemijskog pomaka 122,10 ppm. Sli¢nu situaciju primecujemo i za protone koji daju signale
na 5,821 5,79 ppm (¢iji intenziteti u 1H spektru govore da se radi o dva protona) koji su
skalarno spregnuti takode sa jednim C ¢iji rezonantni maksimum odgovara hemijskom
pomaku od 124,46 ppm. Ovo znaci da postoje po dva diastereotopna protona iz CHz
grupa laktama A i D. Tehnikom ™H-'H TOCSY pokazano je da protoni na 5,79 i 5,82 ppm
koreliraju sa H3d, sto opet sugerise da ovi signali poti¢u iz vinil grupe iz laktamskog
prstena D, dakle to su signali protona H2d i H2d". Ovo dalje znaci da dublet 5,58 ppm
pripada jednom od dva CH2 protona u laktamskom prstenu A, tj. identifikovan je kao H2a
Sto je potvrdeno i NOESY i HSQC eksperimentima.

Tabela 5.3. Asignacija hemijskih pomaka i multiplitetnih pikova 3C-1H HSQC i 1H-'H TOCSY 2D NMR
spektara BV u DMSO.

Tip protona O0H (ppm) | HSQC 6C (ppm) TOCSY 6H (ppm)
8 12,29 / /
C 11,98 y /
B 11,90
A 10,75 / /
D 10,64
5 7,58 119,36
3d 6,92 126,67 2,02; 5,79
3a 6,69 126,67 5,58
2a' 6,35 122,10 2,27
4 6,32 95,09
4 6,31 95.47
2d, 2d' 55’892 124,46 2,02; 6,92
2a 5,58 122,8 2,27; 6,69
7 3,05 20,19 /
6 2,51 35,02 /
la 2,27 10,03 /
1b 2,19 9,95 /
1c 2,16 9,95 /
1d 2,02 10,44 /
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Protoni H4 i H4' sa dva metinska mosta mogu razlikovati i jasno identifikovati jer
pokazuju razli¢ite hemijske pomake, na 6,32 i 6,31 ppm. HSQC eksperiment je pokazao
korelaciju u regionu 6,31/95 ppm; preciznijim uvidom evidentno je da su to dve nezavisne
korelacije uocene za 'H singlete metinskih ugljenika koji odgovaraju polozajima 4 i 4'.
Triplet na 3,06 ppm i singlet na 2,51 ppm imaju sli¢ne intenzitete i poti¢u od cetiri protona
u CH: grupama u propionskim bo¢nim grupama. Signal protona sa pozicije H7 je
pomeren ka viSim hemijski pomacima zbog Ccinjenice da je direktno vezan za
elektronegativniju karboksilnu grupu c¢ime se konstanta zaklanjanja za te protone
smanjuje.Vecina signala iz opsega 2,02-2,27 ppm, ima intenzitet koji potice od tri protona,
i to su protoni 4 metil grupe na svakom laktamskom prstenu. Na osnovu NOESY spektra
(slika 5.26), signal na 2,27 ppm identifikovan je kao H1la proton, zbog prostorne bliskosti
H2a i H3a protona. Osim toga nedijagonalni NOESY signali izmedu signala Hla protona i
H4' protona (6 = 6,31 ppm) odreduju metilenski H4' proton izmedu A i B pirolnog prstena.
Sa druge strane on je korelisan sa protonom koji rezonuje na 2,19 ppm, $to mu jasno
odreduje poziciju u metil grupi B pirolnog prsten (H1b). Prostorna interakcija protona na
6,32 ppm koji poti¢e od ranije identifikovanog H4 protona na 2,16 ppm odreduje poziciju
ovog metilskog protona na poziciji C laktama.

Tabela 5.4. Asignacija hemijskih pomaka i multiplitetnih pikova 'H-'H NOESY 2D NMR spektra BV u
DMSO.

. Tip protona sa NOE Inteziteti NOESY signal (arbitrarne
Tip protona fectn!
efektom jedinice)
B, C (11,98 ppm) e
. B, C (11,90 ppm) 7o
A, D (10,75 ppm) i
A, D (10,64 ppm) o
A (11,75 ppm) ot
C (11.98 ppm) D (10,64 ppm) =
A (11,75 ppm) 0
B (11.90 ppm) D (10,64 ppm) =
: . 5276
50 3 1991
"y \ 2784
= 3139
N 2 395
- 540
4 - 2404
s 2461
N = 4084
N 2126
: - 1096

Analiza NOESY spektra je dala veliki broj informacija koje su omogucile preciznu
asignaciju NMR signala BV u DMSO, kako je to prikazano na slici 5.20. Verovatno je
najinteresantniji rezultat ove analize, podatak da se jedan proton iz karboksilne grupe
nalazi prostorno blizu NH protonu, sugeriSu¢i savijanje propionskog lanca iz bo¢ne ravni
ka centru, tj ka prstenima, u strukturi BV. Blizina H5 i H7 protona dobijena analizom
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NOESY spektra ide u prilog ovoj hipotezi. NOE efekat bio je znacajno jaci za NH u jednom
od prstenova, verovatno za pirolov prsten C. Ovo je u skladu sa NOE efektima izmedu
protona Hlc i H4, i Hlc i H7. Signal protona na poziciji H7 nije pokazao znacajan NOE
efekte u korelaciji sa analognim protonim sa ostalim prstenovima, tj. izmedu protona na
pozicijam Hla, H1b i H1d. Ovo je dalje impliciralo da signal na 11,98 ppm, u 'H NMR
spektru BV, dolazi iz NH sa pirolovog prstena C dok je signal na 11,90 ppm vezan za
pirolov prsten B.
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Slika 5.32. 2D 'H-'H TOCSY NMR spektar BV u DMSO na 500 MHz i 298 K. Strelicama su oznaceni
signali koji se navede u tekstu.

Uzimajuéi u obzir interakcije kroz prostor izmedu H3d i H4 odnosno Hlc i H4
protona NH C pirolovog prstena je bliZi istoimenom protonu prstena D. Dakle u TH NMR
spektru 11,75 ppm dolazi iz protona NH vezanom za laktamski prsten A dok je signal na
hemijskom pomeraju 11,64 sa laktamskog prstena D. Protoni sa najmanje jedne od dve H7
pozicije su blizu protona H5. Intenziteti signala H2a' i H3a su u jac¢oj medusobnoj
korelaciji u odnosu na H2a dok su pozicije signala H3a i H2a' blize, nego za signale H2a i
Hla. Konac¢no, korelcije koji se uocene u NOESY spektru izmedu signala za HN u
laktamskim prstenovim A-D i dva dodatna signala slabijeg inteziteta na pozicijam 10,2 i
10,0 ppm ukazuju na prisustvo drugih formi, verovatno iz deprotonovanog oblika BV, koji
je prisutan sa relativnim intenzitetom od oko 10%.
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Slika 5.33. 2D 'H-'H NOESY spektar BV u DMSO na 500MHz. Delovi spektra koji su navedeni u tekstu i
bili od interesa su predstavljeni u odvojenim panelima (a - e) koji predstavljaju razlicite, jednako prosirene
delove gornjeg spektra.
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5.4. Teorijska strukturna analiza BV u dimetil sulfoksidu, DMSO

5.4.1. Optimizacija strukture BV u DMSO kao rastvaracu

Optimizovana struktura BV u njegovom osnovnom elektronskom stanju koja je dalje
koriS¢ena za optimizaciju drugih stanja prikazana je na slici 5.34.

Slika 5.34. 3D struktura BV dobijena simulacijom (tri razlicite perspektive). Isprekidenami linijam
naglasene vodonicne veze (izracunata duzina je data u angstremima).

5.4.2. Struktura BV i preraspodela nalektrisanja pri protonovanju u DMSO kao
rastvaracu

Na slici 5.34. su prikazane optimizovane strukture BV i BVH?, stabilizovane
unutarmolekulskim vodoni¢nim vezama. Optimizovane strukture BV u DMSO
karakteriSsu dve vodoni¢ne veze. Posebno jaka vodoni¢na veza, duZine od ~2,0 A
formirana je izmedu atoma azota iz pirolovog prstena (D) i vodonika (iz NH grupe) iz
susednog laktamskog prstena (A). Druga vodoni¢na veza izmedu laktamskih prstenova A
i D znacajno je slabija duzine od 2,5 A (slika 5.35.a). Formiranje ovih vodoni¢nih veza i
ranije je povrdeno [54, 68, 69, 85, 118]. Protonacija BV znacajno menja strukturu.
Protonovana forma se takode karakterise dvema vodoni¢nim vezama formiranim izmedu
vodonika (iz NH-grupe) laktamskog prstena (A) i karbonilnog kiseonika iz suprotnog
laktamskog prstena (D). Ove veze su omogucene vidljivim savijanjem dve terminalne NH-
grupe u odnosu na laktamske prstenove A i D, dok su NH-veze koje pripadaju u pirolnim
prstenovima, B i C, izmedu kojih nema nagradenih vodoni¢nih veza skoro koplanarne sa
tim prstenovima. Diedarski ugao izmedu atoma azota i susednih atoma ugljenika u
terminalnim pirolnim prstenima je ~135°, dok je u slucaju unutrasnjih prstenova ~160°
(Slika 5.35.b). Takode, torzije terminalnih pirola u odnosu na CH-grupe (koje povezuju
pirolne/laktamske prstenove) su izraZzenije za terminalne prstenove. Ova dva efekta
izazivaju usmeravanje jedne na drugu CO i NH grupa iz suprotnih krajnjih laktamskih
prstenova, omogucavajuci formiranje dve vodoni¢ne veze.
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Ove vodoni¢ne veze, duzina 2,251 2,40 A su slabije od vodoni¢nih veza u BV. Kao sto
¢emo kasnije razmotriti razlike u elektronskim gustinama vodonika koji pripadaju
terminalnim i unutrasnjim pirolovim/laktamskim prstenovima izazvane, izmedju ostalog,
i vodoni¢nim vezama uzrokuju razlike u njihovim NMR hemijskim pomacima.

BV BVH*

Slika 5.35. Poredjenje optimizovanih struktura BV i BVH*. Vodonicne veze su predstavljene Isprekidenim
linijama (izracunata duZina je data u angstremima,).

Izracunate vrednosti Milikenovih (engl. Millikan) naelektrisanja uz odgovarajuce
oznake atoma ocitanih sa 'H NMR spektra, slika 5.28, date su u tabeli 8.1 u okviru
poglavlja Dodaci. Porede¢i Milikenova naelektrisanja za BV i BVH*, moze se zakljuciti da
dolazi do znacajne redistribucija sa protonacijom BV.

Milikenova nealektrisanja vodonika su znacajno promenjena za razliku od
naelektrisanja tezih atoma C, N i O koja su zanemarljivo promenjena. Dodatni proton,
formirajudi vezu sa azotom, prihvata deo elektronske gustine (Milikenovo naelektrisanje
se smanjuje za oko 0,65 e), Sto rezultira da sva cetiri vodonikova atoma vezana za atome
azota budu naelektrisana sa oko ~+0,3 e. Naelektrisanja drugih protona se smanjuju (u
opsegu od 0,01 do 0,08 e) odrzavajuci ukupno naelektrisanje molekula.

5.4.3. Poredenje protonovane i neprotonovane forme BV dobije simulacijom 'H
NMR spektar u DMSO kao rastvaracu

Milikenova nealektrisanja vodonika su znacajno promenjena za razliku od
naelektrisanja tezih atoma C, N i O, slika 5.36. Dodatni proton, formirajuéi vezu sa
azotom, prihvata deo elektronske gustine (Milikenovo naelektrisanje se smanjuje za oko
0,65 e), $to rezultira da sva cetiri vodonikova atoma vezana za atome azota budu
naelektrisana sa oko ~+0,3 e. Naelektrisanja drugih protona se smanjuju (u opsegu od 0,01
do 0,08 e) odrzavajuci ukupno naelektrisanje molekula. [119]. Kako ovi efekti nisu uzeti u
obzir u proracunima (od interesa je ovde bilo pratiti promene na NH grupama), to
onemogucava direktno poredenje izracunatih hemijskih pomeraja sa eksperimentalnim,
ali se na osnovu rezultata mogu izvuci odredeni zakljucci o strukturi BV u DMSO. U
slucaju BV, izotropni hemijski pomeraj koji poti¢e od protona iz NH-veze pirolnog prstena
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B je ~12,4 ppm, dok protoni iz dve preostale NH-grupe imaju znac¢ajno manje pomake ~9
ppm. Anizotropija NMR tenzora je takode mnogo izraZenija za proton koji ucestvuje u
jacoj vodoni¢noj vezi, slika 8.1, poglavlje Dodatak. Formiranja vodoni¢nih veza znacajno
menja izgled i broj signala u NMR spektru. U slu¢aju BVH?*, izotropni hemijski pomeraji
za sva Cetiri protona vezana za atome N su grupisana u dve grupe. U ovom slucaju,
hemijski pomeraji protona iz A i D prstenova imaju manje vrednosti (~7,7 ppm) u odnosu
na one koji poti¢u iz B i C prstenova (~9,5 ppm). Ovde je anizotropija NMR tenzora
izrazenija kod protona iz B i C pirolovih prstenova. Na osnovu polozaja vodoni¢nih veza i
vrednosti hemijskih pomeraja mozemo zakljuciti da se dva izotropna NMR dubleta koji se
javljaju od protona iz A i D, odnosno, B I C prstenova, mogu povezati sa dubletima na
~10,8 1 ~12,0 ppm u eksperimentalnim spektrima. Ovo ide u korist pretpostavci da je BV u
DMSO zastupljeniji u protonovanom obliku.
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Slika 5.36. Milikenova nelektrisanja izvacunata primenom MO06-2X/6-31G(d) metoda za: a) BV, b) BVH*,
oba u DMSO.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati ispitivanja interakcije BV i jona Cu(Il) u fizioloskim uslovima, koji su
predstavljeni u ovoj disertaciji, pokazuju da oni medusobno reaguju i grade kompleks u
stehiometriji 1:1 pri ¢emu su konstituenti dobijenog kompleksa Cu(I) i BV katjon radikal
BV* +ili Cu(Ill) i BV anjon radikal BV* -. Raspodela elektrona u kompleksu je formalna i
nesparni e- moZe biti delokalizovan po celom molekulu. Nespareni e- ostaje na prstenu ili
se deli izmedu BV ijona Cu, dok bakar biva koordinatno vezan preko atoma N u pirolnim
prstenovima BV. PredloZene strukture su rezultat ispitivanja navedenog kompleksa:

(i) ramanskom spektroskopijom kojom je pokazana veca stabilnost BV u kompleksu
koja poti¢e od dodatne delokalizacija -elektronskog oblaka;

(ii) NMR spektroskopijom kojom je detektovano izrazit paramagnetni efekat
konstituenata kompleksa;

(iif) EPR metodom u perpendikularnom modu kojom je detektovana promena
koordinatne okoline Cu jona u odnosu na slobodne jone bakra;

(iv) predloZena redoks stanja bakra u kompleksu - Cu(l) ili Cu(Ill) sa ukupnim
spinom S5=0 sugerisu nam

(v) odsustvo linija EPR spektra paralelnog moda i
(vi) dvostruko vedi intenzitet fluorescencije kompleksa u odnosu na ¢ist BV.

Pri tome se BV * * - Cu(l) predlaze kao verovatnija struktura kompleksa. Joni Cu(II)
imaju jedan nespareni elektron, ali kvantno gledano manji deo tog naelektrisanje moZe da
prede na BV (uglvanom na atomime azota), dok veci deo ostaje na bakru. Ovi rezultati se
slazu sa ispitanim redoks osobinama kompleksa, gde se zakompleks BV *-Cu(l) moze
ocekivati da se tesko redukuje, te da je podloZzan oksidacije (otpustanja elektrona).
Teorijsko modelovanje ukazuje takode na prisustvo sigletnog i tripletnog stanja. Rezulatati
koji su u saglasnosti sa katjon radikalskom strukturom kompleksa su:

(i) potencijal na kome dolazi do oksidacije koji je utvrden ciklichom voltammogramu
kompleksa, a koji odgovara Cu(I) oksidaciji,

(ii) EPR signali koji su prethodno pripisani za porfirin radikalski katjon.

Predstavljeni rezultati mogu doprineti objasnjenju dugogodisnjeg pitanja
katabolizma i hemije BV u bioloskim sistemima.

Ispitujuci osobine BV u organskom rastvara¢u, DMSO, u kome je eksperimentalno

pokazano da ne dolazi do nagradnje kompleksa sa jonima Cu(Il), isti¢u se sledeci zakljucci
dobijeni eksperimentalnim merenjima i teorijskim modelovanjem:

(i) sva Cetiri atoma azota u BV su protonovana,

(ii) formiraju se vodoni¢ne veze izmedu vodonika (iz -NH grupe) iz jednog
terminalnog pirolovog prstena (A) i karboksilnih kiseonika sa suprotnog
terminalnog pirolovog prstena (D),

(iii) propionski lanac iz planarne ravni savija se prema centralnom poloZaju
BV/pirolovim prstenovima, i
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(iv) dolazi do nove preraspodele naelektrisanja u BVH*, kao i vec¢ih promena u
koli¢ini naelektrisanja na atomima vodonika za razliku od tezih atoma (C, N i O)
u strukturi.

Sve ovo je razlog nemogucnosti formiranja koordinacionih veza i formiranje
kompleksa BV sa jonima bakra u ovoj sredini. Predstavljeni rezultati stoga ukazuju na
vaznost protonovanja, nastanka novih vodoni¢nih veze i rastvaraca u koordinacionoj
hemiji.
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Slika 8.1. Simulirani NMR spektar za BV u DMSO.
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