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Skraéenice koriS¢ene u tezi

Skraéenica Znacenje

a.u. Apsolutne jedinice

Abs. Apsorbanca

AcA Siréetna kiselina

ATP Adenozin trifosfat

dhLA Dihidroliponska kiselina

DNK Dezoksiribonukleinska kiselina

Er Eritrociti

ESI-MS Elektro-sprej jonizaciona masena spektroskopija
ESR Elektron-spinska rezonantna spektroskopija
FTIC Fourier-ova transformaciona infracervena spektroskopija
GTP Guanozin trifosfat

Hb Hemoglobin

Hmt Hematokrit

1B Ibuprofen

LA Trimetamol liponska kiselina

M mol/dm’

MA Mlecna kiselina

On Oktaedarski

p.a. Za analizu (pro analysi)

rEr Mera varijabilnosti veliCine eritrocita

ROS Reaktivne kiseoni¢ne vrste

sHb Srednja vrednost koli¢ine hemoglobina u jednom eritrocitu
sHbg, Srednja vrednost koli¢ine eritrocita

SOD Superoksiddizmutaza

Tq Tetraedarski

TLC Tankolsojna hromatografija

UV/VIS Ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija

vEr Srednja vrednost zapremine eritrocita

WHO Svetska zdravstvena organizacija







1. UVOD






U razli¢itim biosistemima, od onih najjednostavnijih do Coveka, prisutni su biometali
poc¢ev od najzastupljenijih Ca, Na, K; zatim d-metali Fe, Zn; metali prisutni u
mikrokoli¢inama Cu, Mn; kao i metali u tragovima Co, Mo. U prirodnoj sredini, bioloskim
sistemima, joni biometala mogu da stupaju u interakcije sa malim molekulima ili delovima
makromolekula koji su prisutni kao konstituenti zivih ¢elija, ili se unose hranom,
suplementima, ili farmaceutskim preparatima. Te interakcije mogu dovesti do stvaranja
potencijalnih asocijata u organizmu, a bitne su i za iskoriS¢enost biometala u organizmu,
distribuciju 1 njohovo zadrzavanje u organizmu, za potencijalnu eliminaciju iz organizma,
kako metala tako 1 molekula koji stupaju u interakciju sa njima (detoksikaciju). Tokom tih
interakcija mogu nastati 1 posebne hemijske vrste kao sastavni delovi tkiva ili telesnih
tecnosti $to moze dovesti do povecanja rastvorljivosti metala u organizmu, ili koncentrovanja
istog u rastvornom obliku, 1 drugih efekata.

Kalcijum je najzastupljeniji dvovalentni metal u ljudskom organizmu, oko 99% od ukupno
prisutnog Ca ulazi u sastav ¢vrstih mineralnih tkiva, dok je oko 1% prisutan u ostalim tkivima
1 telesnim te¢nostima u jonskim ili rastvornim kompleksnim asocijatima.

Bakar, mangan, cink, kobalt su mikroelementi koji su veoma znacajni za funkcionisanje
velikog broja enzima sa razli¢itim funkcijama u organizmu. Njihova bioloSka funkcija
proizilazi iz moguénosti potencijalne interakcije njihovih M(II) jona sa O-, N- i S- donor
atomima raznovrsnih biomolekula i potencijalnih liganada prisutnih u organizmu.

Biometali mogu biti zamenjeni jonima nekih drugih metala sliénih fizicko-hemijskih
osobina koji u organizam dospevaju preko hrane, vode, vazduha (Pb, Cd i dr.), 1 ovi metali

mogu da stupaju u interakcije sa delovima biomolekula i molekula prirodnog i antropogenog



porekla i tako postaju konkurentni biometalima vezujuéi se umesto njih za aktivne centre
enzima, ¢ime posredno ispoljavaju toksi¢no dejstvo.

U organizam se svakodnevno unose raznovrsna jedinjenja sa molekulima koji potencijalno
mogu da stupaju u interakcije sa metalima, pocev od vode, preko raznih suplemenata tipa
kiselina i1 njihovih soli (siréetna, mlecna kiselina), farmaceutskih preparata (analgetici i
antipiretici), soli idr. Interesantni su molekuli koji se (pored toga $to se unose hranom ili kao
suplementi) sintetiSu u organizmu u toku njegovih normalnih fizioloSkih procesa, kao $to su
na primer liponska kiselina, mle¢na kiselina, glutation, i dr.

Ibuprofen ((RS)-2-(4-(2-metilpropil)fenil)propanska kiselina)  je nesteroidni
antiinflamatorni farmaceutski preparat koji osim anti-inflamatornog ima analgeti¢ki i
antipireticki efekat. Po zastupljenosti od konvencionalnih analgetika, ibuprofen se nalazi
zajedno sa paracetamolom i aspirinom. Poseduje karboksilnu funkcionalnu grupa i moze se
posmatrati kao ligand tipa karboksilatnih, pa kao takav moZe da stupa u interakcije sa jonima
metala (posebno tipa tvrdih Lewis-ovih kiselina) preko O- donor atoma karboksilne grupe
kao monodentatni, bidentatni, most ligand.

Ligandi tipa kiselina su konstituenti hrane koji se sa njom unose bilo kao slobodne ili u
obliku soli. Mlec¢na kiselina (2-hidroksipropionska kiselina) nastaje kao produkt razgradnje
glikogena u misi¢ima kada su isti pod optere¢enjem (L-mlec¢na kiselina) ili vrenjem iz Secera
1 drugih ugljenih hidrata delovanjem anaerobnih bakterija (D-mle¢na kiselina), 1 kao takva se
nalazi u mle¢nim proizvodima.

Siréetna (etanska) kiselina se koristi kao stalni dodatak ishrani (zacin), a u metabolickom
ciklusu acetil grupa ucestvuje u metabolizmu ugljenih hidrata i masti.

Liponska kiselina ((R)-5-(1,2-ditiolan-3-1l)pentanska kiselina ili 6,8-ditiooktanska
kiselina) je cikli¢ni disulfid 1 ista je preko karboksilne grupe povezana sa proteinskim delom
enzima kao amid, a ucestvuje, pre svega, u oksidativnoj dekarboksilaciji 2-oksikiselina.
Aktivni -SH centri u redukovanom obliku su mesta na koja se lako vezu teski metali i na taj
nacCin moze da umanji negativne (toksicne) efekte istith. Na osnovu literaturnih podataka
poznato je antioksidativno dejstvo iste. Liponska kiselina je zastupljena u hrani Zivotinjskog 1
biljnog porekla.

U ovoj disertaciji su ispitivane interakcije M(II) jona biometala (Cu, Co, Mn, Zn, Ca) i
toksi¢nog Cd(II) jona sa potencijalnim ligandima tipa kiselina, farmaceutski preparat
ibuprofen, suplementi koji se koriste kao lekovi ili se u svakodnevnoj upotrebi preko hrane

unose u organizam; mle¢na kiselina, sir¢etna kiselina 1 liponska kiselina.



Model sistemi za ispitivanje bili su proizvodi interakcije M(II) jona metala i liganada

(farmeceutski preparati ili suplemenati) u priblizno fizioloSkim uslovima.

Rad na doktorskoj disertaciji obuhvatio je sledece faze:

modelovanje sistema za pracenje interakcije metal-ligand 1 ispitivanje promena nakon
interakcije na molarnom, milimolarnom i mikromolarnom nivou;

UV/VIS karakterizaciju ispitivanih sistema na molarnom i milimolarnom nivou,

TLC razdvajanje izdvojenih Cvrstih produkata interakcije;

FTIC ispitivanje izdvojenih Cvrstih produkata interakcije u cilju utvrdivanja donor
atoma liganada, preko kojih joni biometala interaguju na milimolarnom nivou;
ESI-MS karakterizaciju interakcija u sistemima metal-ligand na nivou mikromolarnih
koncentracija u cilju pojaSnjenja istih u organizmu pri normalnom fizioloSkom stanju;
ESR karakterizaciju model sistema sa paramagnetnim jonima M(II) metala;

in vivo 1 in vitro provera interakcija nekih M(II) jona sa O-donor ligandima,

kiselinama.

Rezultatima ispitivanja ove disertacije blize su definisane pojedine interakcije M(II) jona

metala u bioloskim sistemima sa delovima molekula bioliganada i razli¢itih proizvoda unetih

u organizam u obliku hrane ili leka tipa kiselina ili onih koji se u normalnim fizioloskim

uslovima sintetiSu u organizmu u procesu metabolizma; koje doprinose njihovoj

ravnomernijoj distribuciji u organizmu, u nekim sluc¢ajevima boljoj iskoris¢enosti, efikasnijoj

detoksikaciji, a nekad 1 neZeljenim dejstvima.






2. TEORIJSXKI DEO






2.1. BIOELEMENTI

Za razvoj i odvijanje zivota na Zemlji neposredno su znacajni bioelementi, njih dvadesetak
koji su prisutni u razli¢itim biosistemima, od onih najjednostavnijih pa do ¢oveka. Elementi
nemetali C, H, N, O, P i S ulaze u sastav proteina i nukleinskih kiselina, i ¢ine osnovu zivota
na Zemlji, kao 1 viSe od 97% teZine vecine zivih organizama. Ostali elementi nemetali (Cl 1 I)
i metali (Na, K, Mg, Ca, Fe, Co, Cu, Zn, Mn i Mo) su veoma znacajni za zivotnu aktivnost

organizma. Ovi metali se nazivaju jos i ,,biometalima‘. [ Crichton, 2008, Roat-Malone, 2007
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bionemetali . biometali prisutni u organizmu vise od 1 g*

biometali u tragovima . toksicni M(II) metali koji se akumuliraju u organizmu

*organigau odraslog Coveka, prosetne mase 70 kg

Slika 2.1. Pregled esencijalnih bioelemenata u Periodnom sistemu



2.2. M(II) BIOMETALI

U razli¢itim biosistemima, od onih najjednostavnijih pa do ¢oveka, prisutni su biometali
od tragova do gramskih koli¢ina: M(]): Na i K; M(1l): Ca, Mg, Zn, Co, i Cu, Mn, Mo i Fe u
promenljivim oksidacionim stanjima.

U prirodnoj sredini, bioloskim sistemima, joni biometala mogu da stupaju u interakcije sa
malim molekulima ili delovima makromolekula koji su prisutni kao konstituenti zivih ¢elija,
a mogu se unositi hranom, suplementima, ili farmaceutskim preparatima. Te interakcije mogu
dovesti do stvaranja potencijalnih asocijata u organizmu, a bitne su i za iskoriS¢enost
biometala u organizmu, distribuciju, zadrZavanje metala u organizmu, za potencijalnu
eliminaciju metala iz organizma, kao i molekula koji stupaju u interakciju sa njima
(detoksikaciju). Tokom tih interakcija mogu nastati i posebne hemijske vrste kao sastavni
delovi tkiva ili telesnih te¢nosti §to moze dovesti do poveéanja rastvorljivosti metala u
organizmu, ili koncentrovanja istog u rastvornom obliku, i drugih efekata. Ove interakcije se

ostvaruju preko O-, N-, i S- donor atoma odgovarajuc¢ih
Tabela 2.1. Preporuceni

funkcionalnih grupa (-OH, -COOH, —SH, -NH,) i drugih = 4, ,,.; unen (PDU)
sastavnih delova biomolekula. pojedinih M(Il) biometala
. . . D . . Metal PDU
Biometali mogu biti zamenjeni jonima nekih drugih Ca 800-1200 mg
metala slicnih fizi€ko-hemijskih osobina (veli¢ine jona, Cu 1-2 mg
. o . Zn 15 mg
naelektrisanje, jonizacioni potencijal, polarizabilnost) koji Co 0.006 g
u organizam dospevaju preko hrane, vode, vazduha (Pb, Cd Mn 1.4 mg
i1 dr.). Oni mogu 1 da stupaju u interakcije sa delovima \ Mg =U0e /

biomolekula 1 molekula prirodnog 1 antropogenog porekla i tako postaju konkurentni
biometalima vezujuc¢i se umesto njih za aktivne centre enzima ¢ime posredno ispoljavaju
toksicno dejstvo. Preporuceni dnevni unos pojedinih M(II) biometala dat je u Tabeli

2.1.[Rose, 2007]
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2.2.1. Kalcijum (Ca)

Najzastupljeniji od svih biometala u organizmu coveka je kalcijum. U Zemljinoj kori ga
ima oko 2,6% u obliku karbonata, sulfata, fosfata i silikatnih minerala.[Jankovi¢, 2002].
Prema fizi¢ko-hemijskim osobinama i elektronskoj konfiguraciji (Ca: [Ar] 452) kalcijum gradi
pretezno jonska jedinjenja, od kojih su karbonati, fosfati, oksalati slabo rastvorne soli. Ca(II)
jon ima posebno izrazen afinitet prema kiseoniku. Kao ,,tvrda* Lewiss-ova kiselina preko, O-
donor atoma nekih biomolekula, gradi rastvorna kompleksna jedinjenja koja su prisutna u
razli¢itim bioloSkim te¢nostima i tkivima.[ Kalicanin & Nikoli¢, 2010; Nikoli¢ et al., 2012]
Biodistribucija kalcijuma

U ljudskom organizmu kalcijuma ima u svim tkivima i telesnim te¢nostima, ima ga vise
nego bilo kog drugog esencijalnog biometala; oko 1200 g na 70 kg prose¢ne mase odraslog
coveka. U kostima i zubima prisutan je kao skeletni materijal u obliku nerastvornih kalcijum
fosfata i kalcijum karbonata. U krvnoj plazmi ima oko 2,2-2,7 mmol Ca po 1 dm’.
Nedifuzabilni kalcijum vezan je pretezno za albumine, i u manjoj meri za gamaglobuline
(45%). Difuzabilni kalcijum je u plazmi prisutan kao slobodan, jonizovan (47%) i oko 7%
vezan sa citratima, fosfatima, laktatom i bikarbonatom.[ Guyton & Hall, 1999]

Bioloski znacaj kalcijuma
Uloga kalcijuma u organizmu, bez obzira $to je u telesnim te¢nostima prisutan manje od
10 g, je ogromna, ucestvuje u regulisanju velikog broja ¢elijskih aktivnosti, kao $to su:

— kontrakcija skeletnih miSica, sréanog misSica, krvnih sudova i svih nerava;

—  koagulacija krvi (uz ugeic¢e jonskog Ca”" plazme);

— oslobadanje i sinteza hormona, i druge.
Kalcijum kao koenzim ucestvuje u:

— metabolickim procesima;

— regulaciji transporta kroz celijske membrane;

— sintezi enzima neophodnih za proces varenja.
S obzirom da ucestvuje u kontroli tako velikog broja procesa nazvan je ,.drugi glasnik*
(second messenger), koji posreduje reakcije celija na mnoge stimulanse. Koncentracija
kalcijuma u ¢elijama je 1-2 umol/dm’ i oko 100 puta je niZa nego vancelijska koncentracija.
Delovanje kalcijuma u ¢eliji vezano je za Ca-vezujuéi protein kalmodulin.[Kovacevi¢ et al.,
1996, Crichton, 2008]

Kalcijum ulazi u sastav mineralnih tkiva (kosti, zubi), oko 99% od ukupnog kalcijuma u

organizmu, 1 to kao sastavni deo neorganske komponente minerlanih tkiva bioloSkog apatita
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(kalcijum-hidroksiapatit) i amorfnog kalcijum-fosfata. Sastav apatita se izrazava formulom

Cajp(PO4)eX; ali 1 Cas(PO4);COs3, u kojoj je X=OH", ali moze biti i F jon, Slika 2.2.

Slika 2.2. Hidroksiapatit

Bioloski apatit sadrzi i vrlo male koli¢ine primesa drugih jona: citrata, karbonata, hlorida,
fluorida, Na(I), Mg(Il), Zn(Il). U Zivoj sredini moze do¢i do izmene jona Ca(ll) sa jonima
drugih biometala sli¢nih dimenzija, ali 1 jonima toksi¢nih metala (Cd, Pb) koji se unose u
organizam preko hrane, vode.[Nikoli¢ et al., 2004]

Homeostaza kalcijuma

Kalcijum se resorbuje u pocetnom delu tankog creva digestivnog trakta. Na obim njegove
resorpcije uti€e nekoliko Cinilaca: pH Zeludacnog i crevnog soka (kisela sredina poboljSava
rastvorljivost Ca-soli 1 neorganskih fosfata iz hrane); odnos kalcijum/fosfor u ishrani (odnos
Ca: P=2:1); fitinska kiselina, fitati, oksalati (prisustvo ovih supstanci umanjuje resorpciju
kalcijuma); masne kiseline (soli zu¢nih kiselina povecavaju obim resorpcije kalcijuma 1 pored
nastalih nerastvorljivih sapuna); proteini hrane (hrana bogata proteinima olakSava resorpciju
kalcijuma); wugljeni hidrati (hrana bogata ugljenim hidratima pomaZe resorpciju
kalcijuma).[ Carafoli, 2005, Spasi¢ et al., 2000]

U regulaciji koncentracije kalcijuma u ekstracelularnoj te¢nosti, pre svega krvnoj plazmi,
ucestvuju tri  hormona: (1) paratireoidni hormon (PTH); (2) kalcitriol (1,25-
dihidroholekalciferol); (3) kalcitonin (CT). [Tietz, 1997, Voet & Voet, 2004]

Postoje dva osnovna puta za eliminaciju kalcijuma iz organizma: digestivni trakt (feces) 1

urinarni trakt — bubrezi (urin). Fluks kalcijuma u organizmu prikazan je na Slici 2.3.
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Slika 2.3. Fluks kalcijuma u organizmu

Potrebe za kalcijumom zavise od uzrasta i posebnih fizioloskih stanja. Preporucene doze
zavisno od uzrasta su oko 1-1,5 g dnevno. Prirodni izvori kalcijuma su: mleko, mlecni
proizvodi, badem, semenke, soja i proizvodi od soje, kakao, lisnato zeleno povrée, morska
riba preko kojih se, ishranom, zadovoljavaju dnevne potrebe za ovim metalom. [Straub,

2007
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2.2.2. Bakar (Cu)

Bakar je u prirodi neravnomerno rasprostranjen ((2,5-7,5)x107 %, Zemljina kora) u obliku
stotinak raznovrsnih minerala, sulfida, arsenida, hlorida, karbonata. U morskoj vodi ima 1-8
ng/L bakra. [Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007] Prema valentnoj elektronskoj konfiguraciji
(Cu: [Ar] 4s' 3d") bakar gradi jedinjenja sa oksidacionim stanjem +1, +2 i u izizetnim
slucajevima +3.

Hemija vodenih rastvora Cu(Il) jona je obimna jer ovaj jon gradi brojne rastvorne soli i
veliki broj kompleksnih jedinjenja sa ligandima razliCite dentatnosti i1 razli¢itim donor
atomima. Prema broju valentnih elektrona i fizicko-hemijskim osobinama ovaj jon gradi
pretezno kompleksne cestice 1 fragmente sa koordinacionim brojem 6, deformisane Op
strukture zbog nejednakih duzina veze u aksijalnom i ekvatorijalnom polozaju. Takode, gradi
i komplekse sa koordinacionim brojem 4 tetraedarske i kvadratno-planarne strukture.
[Filipovi¢ & Lipanovié, 1982]

BioloSki znacaj bakra

Prvi put je pokazano da je bakar esencijalni element za bioloske sisteme jo§ davne 1920.
godine, kada je pronadeno da se anemija kod eksperimentalnih Zivotinja javlja kao rezultat
smanjenog unosa bakra u toku redovne ishrane istih. Dodatkom soli bakra, kasnije, dolazi do
korekcije nastalog patoloskog stanja. [ Weder et al., 2002]

U biloSkim procesima zivih organizama, bakar ima vaznu ulogu u procesu vezivanja
kiseonika, redoks procesima, elektron-transfer procesima 1 ulazi u sastav veceg broja enzima.

Raznovrsna uloga ovog biometala u Zivim organizmima vezana je, s jedne strane, za
njegovu polivalentnost, a s druge za sklonost njegovih jona da grade kompleksna jedinjenja.

Bakar je aktivni centar brojnih metaloenzima, 1 to:

— enzima za transport elektrona (azurin, plastocijanin),

— enzima koji ucestvuju u procesima oksigenacije (tirozinaza, askorbat oksidaza,
fenolaza),

— enzima za transport kiseonika (hemocijanin).

U enzimskim sistemima bakar moZe biti prisutan u deformisanoj T4 koordinaciji vezan
preko N- 1 S-donor atoma biomolekula (Tip 1), u trigonalno bipiramidalnoj koordinaciji (Tip
IT) 1 kao binuklearni centar Cu(Il) jona sa koordinacionim brojem 5 i kiseonikom kao most

ligandom (Tip III), Slika 2.4. [Lawrance, 2010]
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Slika 2.4. Tipovi aktivnih Cu-centara u enzimima sa odgovaraju¢om geometrijskom
strukturom [CulL,] fragmenata

Preko brojnih enzimskih sistema bakar ucestvuje u raznovrsnim procesima u organizmu
(formiranje hemoglobina, metabolizam ugljenih hidrata, biosinteza kateholamina,
antioksidativna zaStita organizma). Bakar zavisni enzimi (citohrom C oksidaza, superoksid
dizmutaza, monoamim oksidaza, dopamin B — monooksigenaza) ucestvuju u redukciji
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. [lakovidis et al., 2011]

Bakar ima znacajnu ulogu u smanjenju zapaljenjskih (inflamatornih) procesa, ovu ulogu
bakar ostvaruje preko eznima superoksiddizmutaza (SOD) koji uklanja visoko reaktivne
inflamatorne superoksid radikal anjone O,". Redoks ciklus Cu(I)-Cu(I) se moze sumarno
prikazati slede¢im reakcijama:

Cu(l) + O, = CuO,"
CuO," + H" = Cu(Il) + HO,
Cu(I) + HO, = Cu(Il) + HO,
H'+HO, = H,0,
Sa redukcijom O, do vode:
O, +4e +4H+ = 2H,0. [Weder et al., 2002]

U enzimu superoksiddizmutazi bakar(II) jon je vezan preko 4 N-donor atoma iz histidina i
sa jednim O-donor atomom iz molekula vode. Sematski prikaz prve koordinacione svere
bakar(II) jona u superoksiddizmutazi i drugim enzimima je prikazan na Slici 2.5. [Crichton,
2008]

Krvni serum 1 eritrociti (u obliku Cu-ZnSOD) sadrze bakar. Sadrzaj bakra je konstantan u
eritrocitima, dok je u serumu promenljiv. Eritrociti sadrze manje bakra od seruma i krvne
plazme u kojima je priblizno isti sadrzaj ovog metala. Bakar je neophodan u sintezi

hemoglobina, ali ne ulazi u njegov sastav. [Cakic et al., 2007]
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deoksi- 1 oksi - hemocijanin

Biodistribucija bakra

Bakar je po rasprostranjenosti u Zivim sistemima trec¢i element medu prelaznim metalima.
Prosecan dnevni unos bakra kod coveka je ~1.5-3 mg. Od ukupnog sadrzaja bakra u
organizmu Coveka (Tabela 2.1.) najviSe ga ima u skeletnom sistemu, zatim u skeletnim
misSi¢ima, jetri, mozgu 1 krvi. Ljudski organizam u normalnim fizioloSkim uslovima sadrzi
80-120 mg bakra. Sadrzaj bakra u razli¢itim bioloskim medijumima i izlu¢ivanje istog kod

zdravih ljudi je prikazana u Tabeli 2.2. [Weder et al., 2002]

Tabela 2.2. Sadrzaj bakra u razli¢itim bioloSkim medijumima i dnevno izlucivanje

Tkivo Sadrzaj Dnevno izlucivanje [pg]
Krv 800 — 1300 pg/L /
Serum/plazma 800 — 1750 pg/L /

Urin 12 — 80 pg/L 30-70
Zeludaéni sok 0.39 pg/g 1000

Zué 4.00 pg/g 2500
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Dnevne potrebe organizma za bakrom, na osnovu h N
Tabela 2.3. Prosecan sadrzaj

preporuka Svetske zdravstvene organizacije, se kre¢u u = bakra [mg/kg] u razlicitim
Zitaricama i povrcéu

intervalu od 0,9 do 1,3 mg/dan, iste se zadovoljavaju Biljka SadrZaj

kori$¢enjem u ishrani hrane bogate ovim metalom (plodovi ?:g:ga ‘S‘Z
mora, jetra, pasulj, orasi, Zitarice, krompir, grasak i razno gai ‘3‘2
vas 4
povrée). [WHO] ProseCan sadrzaj bakra [mg/kg] u Kupus 3,5
oo ue ) i . . Zelena salata 7,0
razliitim zitaricama i povréu dat je u Tabeli 2.3. [Kabata- Sargarepa 5,7
. . Luk 4,9
Pendias & Mukherjee, 2007] i 75
Homeostaza bakra i 4,4
Lisc¢e Caja 20

Od ukupnog bakra koji se unese prosenom dnevnom N\ _ j

ishranom (25 pmol / 1.5 mg) oko 50% se apsorbuje u zeludcu i tankom crevu. Apsorbovani
bakar se portnim krvotokom, vezan za albumine prenosi u jetru, ili preko ceruloplazmina do
perifernih tkiva. U jetri se nalazi oko 10% od ukupnog bakara u organizmu. Hormoni
odgovorni za mobilizaciju bakra iz jetre i1 njegov prelazak u krvotok, pri ¢emu se
zadovoljavaju dnevne potrebe organizma za ovim metalom, su adrenalin i tiroksin. Iz
organizma se bakar eliminiSe preko digestivnog trakta i to kao resorbovani ili neresorbovani
bakar. Simptomi povezani sa nedostatkom bakra u organizmu su: hipohromna anemija,
leukopenija, osteoporoza.[Cowan, 1993]

Mehanizam homeostaze bakra ima veoma vaznu ulogu u prevenciji toksi¢nog uticaja
povecane koncentracije bakra, medutim ukoliko dode do poremecaja ovog mehanizma, moze
do¢i do ispoljavanja toksi¢nog efekta ovog metala Sto ima za posledicu oSte¢enja jetre i
bubrega, pojavu anemije, poremecaj imunog sistema. Mnogi od ovih poremecaja su povezani
sa antioksidativnim oSte¢enjem celijskih membrana nastalih kao rezultat aktivnosti bakra Sto
je potvrdeno prisustvom hidroksil radikala detektovanih ESR tehnikom.

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) nastaju tokom Fenton-ove reakcije:

LCu(II) + H,0, — LCu(I) + *OOH + H"
LCu(I) + H,O; — LCu(Il) + *OH + OH' [Urbanski & Beresewicz, 2000]

Nedostatak bakra remeti antioksidativni sistem zaStite organizma usled nedostatka istog
dolazi do povecanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, oksidativnog oStecenja lipida, DNK 1
proteina u ¢elijama.

Poremecaji u nivou bakra prisutnog u oragnizmu vezuju se 1 za pojavu i1 razvoj nekih
bolesti (aceruplazminemija, Wilson-ova bolest, Menkes-ova bolest, Alzheimer-ova bolest,
razni upalni procesi u organizmu, tumori itd). [lakovidis et al., 2011]. Takode, kao posledica

neodstatka ovog metala moze da se javi hipohromna mikrocintna anemija, kao i
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hipokupriemija. Ovi poremecaji se relativno lako lece tretmanom preparatima na bazi bakra.
UnoSenje ovog metala, pojacava se aktivnost bakar-zavisnih enzimskih sistema, i ublazavaju
ili koriguju posledice patoloskih stanja izazvani nedostatkom istog. U terapeutske svrhe bakar
se koristi u formi suplementa, neorganskih soli, kao i u kompleksnim jedinjenjima sa
odgovaraju¢im ligandima. Oligoterapija preparatima na bazi bakra zasniva se na sinergi¢nom
efektu ovog metala.[ Dobrowiak, 2009]
Toksicnost bakra

lako je bakar esencijalni biometal za Zivi svet, ipak u koncentracijama veéim od 107
mol/dm® moze da dovede do poremeéaja normalnih funkcija u organizmu, moze da inhibira
enzime bitne za normalno funkcionisanje organizma (kisela fosfataza). Kontaminacija
organizma ovim metalom moze se desiti usled koriS¢enja hrane i vode u kojima je znatan
sadrzaj istog. Prema svetsko zdravstvenoj organizaciji [WHO, 1996] maksimalno dozvoljena
dnevna koli¢ina bakra koja moZe da se unese u organizam je 10-12 mg. Ukoliko se unese
viSak bakra moze da dovede do hemoliticke anemije 1 poremecaja rada bubrega. Na osnovu
literaturnih podataka sadrzaj bakra od 8 ppm u pijacoj vodi moze da dodvede do mucnine,
povracanja, bolova u stomaku i dijareje. Koli¢ina od 1-2 g moze da dovede do ozbiljnih
simptoma trovanja ovim metalom, hemolize, destruktivnih oSte¢enja mozdanog i tkiva jetre.
Takode, povecan sadrzaj ovog metala u organizmu ¢oveka moze da dovede i do poremecaja u

kardiovaskularnom sistemu. [Kalicanin & Nikoli¢, 2011]
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2.2.3. Cink (Zn)

Cink je relativno rasprostranjen element na Zemlji, javlja se u obliku sulfidnih 1
karbonatnih ruda, i ima ga oko (5,2-8,0)x10°%. [Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007] Prema
valentnoj elektronskoj konfiguraciji Zn: [Ar] 4s® 3d'® ovaj metal gradi jedinjenja sa
oksidacionim stanjem +2, a prisustvo (n-1)d'’ elektrona u poslednjem energetskom nivou &ini
ovaj M*" jon polarizabilnijim u odnosu na druge M(II) jone biometala. Proces izmene
liganada u koordinacionoj sferi Zn(Il) jona je veoma brz, a jacina ligandnog polja ne uti¢e na
koordinacioni broj metala i geometriju kompleksa. [Filipovi¢ & Lipanovi¢, 1982]

BioloSki znacaj cinka
Cink je biometal neophodan za razvoj i rast sisara, a u ljudskom organizmu oko 2 do 3

grama ovog metala sadrzano je u strukturi vise od dvadeset metaloenzima (Tabela 2.4.).

Tabela 2.4. Primeri nekih metaloenzima cinka i njihova bioloska funkcija

Enzim Reakcija koju katalizuje
karbanhidraza reverzibilna hidratacija CO,: CO, + OH = HCO;3~
alkoholdehidrogenaza R-CH,OH — R-CHO
Cu-Zn superoksid dismutaza disproporcionisanje O, do H,O0, 10,
dipeptidaza hidroliza dipeptida
karboksipeptidaza h1drql1za peptidne veze na C-terminalnom kraju
peptida
. . hidroliza peptidne veze na N-terminalnom kraju
aminopeptidaza i
peptida
alkalna fosfataza hidroliza fosfatnih estara u baznoj sredini

Cink u metaloenzimima ima razli¢itu ulogu: omogucava vezivanje supstrata za aktivni
centar enzima, uti¢e na stabilnost enzima ali i enzim-supstrat kompleksa. Prve koordinacione
sfere u enzimima alkalna fosfataza, fosfolipaza c i nukleaza P1, sa cinkom kao centralnim
metalnim jonom, prikazane su na Slici 2.6. [Nikoli¢ et al., 2010]

Cink je neophodan kako za endokrinu tako i1 za egzokrinu funkciju pankreasa, 1 njegova
koncentracija u ovom organu je znatno ve¢a nego u plazmi. Cink jon uz Cu(Il) i Co(II) jone

poboljSava imuni sistem organizma coveka. [Kalicanin & Nikoli¢, 2011
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Slika 2.6. Prva kordinaciona sfera Zn u enzimima: (a) alkalna fosfataza, (b) fosfolipaza c i (c)
nukleaza P1

Biodistribucija i homeostaza cinka

Resorpcija cinka se odvija u digestivhom traktu. Nakon resorpcije transportuje se putem
krvi 1 to vezan za albumine plazme i a,-makroglobulina. Iz organizma se izlucuje preko
digestivnog 1 urinarnog trakta. [Crichton, 2008] Od ukupne koli¢ine cinka u ljudskom

organizmu 20% se nalazi u kozi, a moze se naéi i u

Tabela 2.5. Prosecan sadrzaj

pankreasu, zubima, kostima, jetri, bubrezima i nervnom )
cinka  [mg/kg] u  razlicitim

sistemu. [Kalicanin & Nikoli¢, 2011] zitaricama i povréu
. ) ) ) Biljka Sadrzaj
Preporu¢ene dnevne doze cinka koje su oganizmu Kukoroz 30
potrebne za normalna rast 1 razvoj, na osnovu Instituta za Pasulj 35
o . . Kupus 22
medicinu (VaSington) se kre¢u od 2 mg/dnevno za odojcad Vi i sl 55
do 15 mg/dnevno za odrasle. Dnevne potrebe za ovim ;argarepa i:
epa
metalom zadovoljavaju se normalnim reZimom ishrane Luk 25
. . . e . Paradaj 20
(ostrige, crveno meso, iznutrice, biljke bogate ovim aracajz
Krompir 18 /
metalom — Zitarice, povrée). [IMFNB, 2001] ProseCan \_

sadrzaj cinka [mg/kg] u razli¢itim Zitaricama i povréu dat je u Tabeli 2.5. [Kabata-Pendias &
Mukherjee, 2007]
Toksicnost cinka

Ukoliko se u organizam coveka cink unese u dozama veéim nego Sto je preporucena
dnevna doza dolazi do ispoljavanja njegovih negativnih efekata, oStec¢enje epitela tkiva,
poremecaj deponovanja gvozda, skracenje zivotnog veka eritrocita, dovodi do pojave
anemije, a samim tim 1 vece iskoriS¢enje gvozda u organizmu u odnosu na normalne
fizioloske uslove. Na osnovu literaturnih podataka cink u koncentracijama ve¢im od 800
mg/dnevno izaziva znacajno povecanje amilaze i lipaze u serumu, i povecanje nivoa Secera
(glukoze) u krvi. Takode, povecan sadrzaj cinka moze da izazove neuroloske poremecaje.

[Kalicanin & Nikoli¢, 2011]
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2.2.4. Kobalt (Co)

Kobalt (Co) nije posebno rasprostranjen element, u Zemljinoj kori ga ima oko 10-12
mg/kg, 1 to se nalazi zajedno sa niklom i arsenom. Valetna elektronska konfiguracija ovog
metala je Co:[Ar] 4s” 3d’. U hemiji kobalta najvaznija su oksidaciona stanja +2 i +3.
ProseCan sadrzaj kobalta u morskoj vodi se kre¢e od 0,001 - 0,07 pug/L. [Kabata-Pendias &
Mukherjee, 2007] U organizmu odraslog coveka ga ima na nivou mikrogramskih koli¢ina.
BiolosSki znacaj kobalta

Kobalt kao mikroelement ima ulogu u metabolizmu proteina i amino kiselina za transfer
metil grupa od metil donora do metil akceptora kao sastavni deo metaloenzima
(metiltransferaza i metioninsintetaza). [ Crichton, 2008]

Heksokinaza je enzim koji katalizuje reakciju fosforilacije glukoze, u njemu se kobalt
nalazi u obliku kompleksa Co(III)B,y—Co(NH3)4ATP.

Kobalt je sastavni deo antianemi¢nog vitamina B, (cijanokobaltamina) kojeg ne sintetiSu
ni biljke ni Zivotinje, ve¢ samo pojedini mikroorganizmi. Vitamin B, indirektno reguliSe
sintezu DNK. U njemu je kobalt sa koordinaconim brojem 6, i to koordinisan preko pet N-
donor atoma, dok jedno koordinaciono mesto zauzima —CN ligand. Kao koenzim nepohodan
je za vise enzimskih reakcija, kao i za normalnu funkciju hematopoetskog sistema, nervnog
sistema 1 mnogih drugih tkiva, 1 za pravilan rast i razvoj organizma. [ Tsiliou et al., 2012]

Ovaj metal uCestvuje u hematopoezi, 1 to preko vitamina Bj,, koji ima vaznu ulogu u
prcesu maturacije eritrocita. Kobalt stimuliSe i1 produkciju eritropoetina, koji povecava
iskori§¢avanje gvozda u ¢elijama kostne srzi. [ Cakié et al., 2007]

Biodistribucija i homeostaza kobalta Tabela 2.6. ProsecaiiER

Kobalt unesen u organizam preko hrane se apsorbuje u  kobalta  [mg/kg] u  razlicitim
Zitaricama 1 povrcu
tankom crevu, absorpcija zavisi od nacina ishrane, npr. Biljka Sadrzaj
prisustvo aminokiselina je umanjuje, dok je nedostatak ?s?nlca 15
ccam
gvozda pospesuje. Apsorbovani kobalt se preko krvotoka Ovas 96
. . . . Kupus 230
vezan za albumine plazme prenosi do tkiva i organa. =2
Sargarepa 80
Akumulira se najvise u jetri, zatim pankreasu, bubrezima 1 Luk 55
. L. . . Paradajz 40
srcu. Iz oganizma se izlu€uje preko uriniranog 1 R 100 /
digestivnog trakta. [Simonsen et al., 2012; FSA, 2012] .

Preporucena dnevna doza kobalta u obliku vitamina B, je 1,5 pg/dnevno (Sto odgovara
masi kobalta od 0.006 pg) za odrasle osobe. [FSA4, 2012] Kobalta ima u razli¢itom povréu i
zitaricama, Tabela 2.6. [ Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007]
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Toksic¢nost kobalta

Svoje toksic¢no dejstvo kobalt ispoljava kada se u organizam unosi u dozama ve¢im od
dozvoljenih, ili kada se organizam izlaze dugotrajnom uticaju ovog metala, pa makar on bio i
u manjim koncentracijama. Svoje toksi¢no dejstvo kobalt ispoljava na tiroidnu Zzlezdu
(inhibicija tirozin-jodinaze, guSavost, miksedem), na pluca (kobaltova astma), na kozu
(kontaktni alrgijski dermatitis) kao i na imuni sistem. Mehanizam toksi¢nog delovanja ovog
metala jo§ uvek nije dovoljno jasan, mada se isti povezuje sa: velikim afinitetom metala da se
vezuje za sulfhidrilne grupe vaznih enzima u mitohondrijalnoj respiraciji; moguc¢noséu da
zameni dvovalentne metale kao aktivne centre enzima; antagonizmom sa Ca(Il) jonom;
sposobnos¢u da proizvodi reaktivne kiseonicne vrste 1 na taj nacin izaziva oksidativni stres
organizma (o$te¢enje DNK, proteina i lipida). Co(II) jon izaziva takode i apoptozu celija, a u
veéim koncentracijama i nekrozu sa inflamatornim odgovorom. Takode, ovaj metal ima i
genotoksican uticaj, dovodi do kardiomiopatije, stimuliSe produkciju eritropoetina i povecava

eritropoezu. [Simonsen et al., 2012]
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2.2.5. Mangan (Mn)

Mangan je relativno rasprostranjen element na Zemlji, posle gvozda i titana, to je
najrasprostranjeniji d- metal, sa oko 0,085%. [Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007

U hemiji mangana najstabilnija oksidaciona stanja su +2 i +4, ali gradi jedinjenja i sa
visSim stepenima oksidacije, s obzirom da u poslednjem energetskom nivou ima 7 valentnih
elektrona, Mn:[Ar] 4s°3d°. Pod obi¢nim uslovima Mn?" je najstabilnije oksidaciono stanje
ovog elementa. Mn(Il) gradi brojna kompleksna jedinjenja, ali su konstante njihovih
nastajanja u vodenom rastvoru male u poredenju sa konstantama formiranja kompleksa
dvovalentnih metala u nizu od Fe do Cu. To je stoga Sto je jon Mn(II) najve¢i u poredenju sa
ostalim M(II) jonima metala I prelazne serije i bez energije stabilizacije u polju liganada.
[Cotton & Wilkinson 1976, Mortimer, 1983]

BioloSki znacaj mangana

Svoju bioloSku ulogu mangan ostvaruje preko Mn(Il), Mn(Ill) i Mn(IV)-jona. Prva
osobina mangana koja ga karakteriSe u bioloSkim sistemima je znatno manji redukcioni
potencijal u odnosu na ostale redoks metale u istim bioloskim uslovima. Druga osobina koja
karakteriSe ovaj metal u bioloSkim sistemima je $to je Mn(II) jon dosta “sli¢an” Mg(II) jonu, i
kao takav moze da zameni Mg(II) jon u bioloSkim procesima u kojima ovaj jon ima znacajnu
ulogu. Prema tome, zamenom Mg(II) jona, jonom Mn(Il) na aktivhom mestu Mg-enzima,
povecava se aktivnost datog enzima.

Mangan je slabo zastupljen element u bioloskim sistemima ali ima nezamenljivu ulogu u
detoksikaciji od kiseoni¢nih slobodnih radikala kao kofaktor za katalazu (katalizuje
disproporcionisanje H>O, do O, i H,O), peroksidazu i superoksiddizmutazu. Na slici 2.7.
prikazana je struktura binuklearne kompleksne ¢estice sa Mn(II) jonima koordiniranim preko

O- 1 N- donor atoma iz vode, histidina 1 glutaminske kiseline kod Mn-superoksiddimutaze.

Glu 148
H,0 O

Glu 35 \ O’i /\(l:

0____ n—O—Mn-..__.O
N [ >N
His69 0O O His 181
N
Glu 66

Slika 2.7. Struktura fragmenata binuklearne Mn(II) katalaze.
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Mangan(II) je, takode, aktivni centar eznima arginaze koji ucestvuje u ciklusu uree kao

krajnjeg proizvoda metabolizma azota. [ Crichton, 2008]

Biodistribucija i homeostaza mangana

Resorpcija mangana unetog preko hrane vrsi se preko
digestivnog trakta, a zatim se isti preko krvotoka
transportuje do tkiva i organa. Ovaj metal je prisutan u
svim tkivima i organima ljudskog organizma, a najveci
sadrzaj istog je pronaden u jetri, bubrezima, pankreasu. Iz
organizma se izlucuje uglavnom preko digestivnog trakta, a
manjim delom preko urinarnog trakta, jednim manjim
delom se izlucuje i preko koze (znojenjem), preko kose ili

mleka kod dojilja. Prirodno se mangan nalazi u raznim

Tabela 2.7. Prosecan sadrzaj

mangana [mg/kg] u razlicitim

Zitaricama i povrcu
Biljka Sadrzaj
Orasi 18-46
Zitarice 0,5-40
Mahunarke 2-6
Vocée 0,2-10
Voéni sokovi 0,05-11
Lisnato povrée  0,5-6,5
Meso, riba, jaja  0,1-4,0

Mleko i mle¢ni

N

0,02 —/

Zivotnim namirnicama kao §to su lisnato povrée, orasi, razno zrnevlje i Zivotinjski produkti.

ProsecCan sadrzaj mangana [mg/kg] u razliitim Zitaricama i povréu dat je u Tabeli 2.7.

[WHO, 2011]

Toksi¢nost mangana

Na osnovu epidemioloskih studija, toksi¢no dejstvo mangana je uoceno kod radnika koji

su bili izlozeni uticaju ovog metala u koncentraciji <5 mg/m’ vazduha, kod kojih dolazi do

neuroloskih, respiratornih 1 reproduktivnih poremecaja. Neuroloski simptomi se karkateriSu

poremecajima u kontroli pokreta kao 1 brzine pomeranja ruke. Takode, ovaj metal izaziva

oksidativni stres, i slobodno-radikalsko oSte¢enje mitohondrijalne DNK.[WHO, 2001]
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2.2.6 Kadmijum (Cd)

ProseCan sadrzaj kadmijuma u Zemljinoj kori je 0,1-0,2 mg/kg. Prema geohemijskim
karakteristikama kadmijum se u prirodi nalazi zajedno sa cinkom, bakrom i olovom. [Kabata-
Pendias & Mukherjee, 2007] Prema valentnoj elektronskoj konfiguraciji Cd gradi jedinjenja
sa oksidacionim stanjem +2, a prisustvo (n-1)d'® elektrona u poslednjem energetskom nivou
¢ini odgovaraju¢i M(II) jon jako polarizabilnim. [Shriver et al., 2006]

Kadmijum je jako toksi¢an metal. Stalni izvori kontaminacije zivotne sredine ovim
metalom su vezani za njegovu primenu u industriji kao antikorozivnog agensa, stabilizatora u
PVC proizvodima, proizvodnja pneumatika, pigmenata boja, Ni-Cd baterija. Iako se dobar
deo produkata koji sadrze kadmijum moze reciklirati, uglavnom zagadenja ovim metalom je
posledica neadekvatnog odlaganja i nekontrolisanog spaljivanja otpada koji sadrzi isti.
Najveci izvor inhalacione intoksikacije ovim metalom je pusenje. [ Nikoli¢ et al., 2011]
Biodistribucija i homeostaza kadmijuma

Nakon ulaska u organizam ¢oveka kadmijum se prenosi preko crvenih krvnih zrnaca i
visokomolekulranog proteina krvi albumina, a zatim akumulira u bubrezima 1 jetri.
Toksi¢nost kadmijuma je delom posledica njegove sposobnosti da se preko - SH aktivnih
centara nekih enzima veze umesto cinka jer ima veci afinitet za tiolnu grupu 1 moZze da ga
zameni u enzimima i blokira njihovu aktivnost. [Nikoli¢ et al., 2004; Nikoli¢ et al., 2013]

Veliki 1 jako polarizabilan Cd(II) jon je meka Lewis-ova kiselina, pa se mozZe ocekivati da
zameni Zn(Il) jon u proteinima (enzimima) gde je cink u koordinacionom okruZenju sa S-
donor atomima. Zbog bliskih vrednosti jonskih radijusa (Prilog 1, Tabela P1-1) Cd(II) jona
(0,095 nm) 1 Ca(Il) jona (0,100 nm), kadmijum moze da zameni kalcijum u kalcijum-
vezivnim proteinima 1 time poremeti njihovu normalnu fiziolosku funkciju. Kadmijum takode
moze da bude u kompeticiji sa gvozdem. Sematski prikaz fluksa kadmijuma u ¢eliji prikazan
je naslici 2.8. [Crichton, 2008].

Toksi¢nost kadmijuma

Unos hrane koja je kontaminirana kadmijumom dovodi i1 do gastrointestinalnih
poremecaja, dok sistematsko izlaganje ovom metalu dovodi do povecanog izlu€ivanja
kalcijuma, ¢ime se povecava rizik od nastanka kamena u bubrezima kao i oSte¢enja koStanog
tkiva. [Nikoli¢ et al., 2011]

Ovaj metal izaziva oksidativno oStecenje crvenih krvnih zrnaca u razli¢itim tkivima, Sto za
posledicu ima gubitak membranske funskcije ovih ¢elija. Koncentracija kadmijuma od 0,5
ng/100 mL krvi se smatra prihvatljivom. Toksi¢nost kadmijuma zavisi od ishrane, manjak

proteina, kalcijuma i1 vitamina D u ishrani, uz manjak cinka, mangana, bakra i selena u
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organizmu povecava toksi¢nost ovog metala, dok povecan unos vitamina C i E umanjuje istu.

[Kalicanin & Nikoli¢, 2011

cd
receptor
M*"-prot J out
e T GPCR™Y  in
Fe, Cu, Zn Cdl i
oqos M1/ | mithondrlon:,-' ! proteozom
NO / %
i Qe T
R D" kinaza--+> protein
D é___EEP tei fosfataza;:
proteozom e \ T*F ..:"‘
- skrpeijagz. | roto-onkogeni
Jezgro pNK, apopt%za p 8
DMT1- prenosilac dvovalentnih metalnih jona, MT- metalotionin,

I'F- faktor transkripcije, GPCR- G-protein-metalovezujuci receptor

Slika 2.8. Fluks kadmijuma u ¢eliji [Crichton, 2008]
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2.3. TIPICNI O-DONOR BIOMOLEKULI KAO LIGANDI ZA M(II) BIOMETALE

M(II) joni grade brojna koordinaciona jedinjenja preko O-donor atoma razlicitih liganada,
pocev od vode, preko raznovrsnih hidrokso, akva i meSovitih kompleksa. Sa karboksilatnim
anjonima, amino kiselinama i delovima biomolekula kao ligandima formiraju komplekse tipa
(IML]"; ([ML:]; (IMLs]"; [ML3H,0]; [M(L-L),]). Tipovi kompleksa M(II) biometala sa
razli¢itim ligandima tipa kiselina koje koordinaciju ostvaruju preko O-donor atoma prikazani

su u Tabeli 2.8. [Obradovic¢ et al., 1996]

Tabela 2.8. Tipovi kompleksa liganada tipa karboksilata sa M(II) jonima metala

Kompleks d-metal Ligand

[ML]" Cd, Co, Cu, Pb, Zn

{ﬁ%} gg’ gt()) » Cu, Pb Siréetna kiselina
3 s

[ML4]* Pb

[ML]" Ca, Cd, Co, Cu, Pb, Zn, Mn

[ML;] Cu, Pb, Zn Mlecna kiselina

[MLs] Ca, Cd, Co, Cu, Pb, Zn, Mn

[ML] Ca, Zn, Cu, Pb Limunska kiselina

{ﬁ%} gj’ Cd, Co, Mn, Zn, Pb, Salicilna kiselina
4

U tabeli 2.9. dati su primeri vezivanja karboksilata sa M(II) jonima, kao i njihova simetrisjka

grupa tacke.

Tabela 2.9. Primeri koordinacije M(II) jona sa karboksilatima

Nacin koordinacije Simetrija
M—O
\
,C—R Cs
0
0
N
M /C R Cyy
0
M—O
RN
;;C-_R C2v
M—O

Funkcionalna grupa R—-COO™ mozZe biti razliCitog porekla u biomolekulima, proteinima,
enzimima, u hrani, lekovima (antiinflamatorni lekovi, analgetici, antipiretici), konzervansima,

aditivima. Farmaceutski preparati i suplementi tipa kiselina imaju Siroku primenu u
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svakodnevnom zivotu, isti mogu biti potencijalni ligandi za metalne jone koji koordinaciju
mogu da ostvare preko O-donor atoma iz karboksilne funkcionalne grupe. Uopsteno, ovi
potencijalni ligandi se mogu prikazati opStom formulom R—COOH, a strukture nekih

potencijalnih liganada prikazane su u tabeli 2.10.

Tabela 2.10. Primeri nekih potencijalnih liganada tipa kiselina

Poreklo u organizmu

Opsta formula ﬁ.]) /
@’C\OH
0

Siréetna kiselina )J\ Zaéin, aditiv E260
OH
Q Produkt razgradnje glikogena.
Mlecna kiselina H Ringerov 1 Hartmanov rastvor u
medicini

NajkoriS¢eniji analgetik, antipiretik,
nesteroidni anti-inflamatorni lek

L. k k’ l‘ eqe . .
1ponska Kiselina g\/\iuq Hrana biljnog i animalnog porekla.
HSV\(\/\J\,H
H

Ibuprofen

Supl ti
Dihidroliponska uplementi

Kiselina




2.3.1. Sircetna Kiselina (AcA)

Sir¢etna (etanska) kiselina je slaba monokarboksilna organska kiselina, koja se u
svakodnevnoj ishrani unosi u organizam kao zacin. U prehrambenoj industriji koristi se kao
aditiv za regulaciju kiselosti (E260).

Acetatna grupa, izvedena iz sirCetne kiseline, esencijalna je za biohemiju vecine oblika
zivota, vezana za koenzim A, predstavlja centar metabolizma ugljenih hidrata i masti. Ipak,
koncentracija slobodnog oblika sir¢etne kiseline u organizmu svedena je na minimum u cilju
odrzavanja fizioloske pH.

Karboksilna grupa prisutna u brojnim jedinjenjima (farmaceutski preparati, suplementi) je
»svestrani ligand koji sa svojim O- donor atomima moze da formira komplekse razlic¢itih
koordinacija, i moze da se ponaSa kao monodentatni i bidentatni ligand. [Dendrinou-Samara
et al., 1998; Sharma et al., 2009]

Primeri nekih kompleksnih jedinjenja koje sa M(II) jonima metala moze da formira

siréetna kiselina su [ML]", [ML;], [MLs] (Tabela 2.8.).

2.3.2. Mlec¢na kiselina (MA)

Mlecna kiselina (2-hidroksipropionska kiselina) se javlja u obliku dva stereoizomera (D- i
L-) ili kao racemska smeSa (DL-). Nastaje vrenjem iz Sefera i drugih ugljenihhidrata
delovanjem anaerobnih bakterija, 1 kao takva se nalazi u kiselom mleku i mlecnim
proizvodima 1 na taj nain se unosi sa hranom u organizam. L-mle¢na kiselina nastaje kao
produkt razgradnje glikogena u miSi¢ima kada su isti pod optere¢enjem. U medicini se
primenjuje kao komponenta Ringerovog i Hartmanovog rastvora. Rastvara se u vodi i
etanolu. [Spasic et al., 2000]

Primeri nekih kompleksnih jedinjenja koje sa M(II) jonima metala moZe da formira

mleéna kiselina su [ML]", [ML,] (Tabela 2.8.).

2.3.3. Ibuprofen (IB)
Ibuprofen (RS-2-(4-izobutil-fenil) propionska kiselina) je jedan od najceSce koris¢enih
oralnih antipiretika, analgetika i nesteroidnih anti-inflamatornih lekova.
Antipiretici su grupa hemijski razliCitih supstanci koje imaju blago do umereno
analgeticno 1 antipireti¢no dejstvo. Po svojoj strukturi to su derivati salicilne kiseline
(acetilsalicilna kiselina), para-aminofenola (fenacetin, paracetamol) 1 propionske kiseline

(ibuprofen). [ Nietsch, 1989]
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Ibuprofen se koristi za tretman akutnog i hroni¢nog bola, osteoartritisa, reumatodnog
artritisa 1 sli¢nih bolesti. Ibuprofen predstavlja beli kristalni prasak (ponekad se nalazi 1 u
obliku kristala), koji je gotovo nerastvoran u vodi, a lako rastvorljiv u acetonu, etru,
metanolu, etanolu 1 metilenhloridu. Rastvara se u razblazenim rastvorima alkalnih hidroksida
1 karbonata. [Mijin et al., 2003]

Anti-inflamatorna aktivnst nesteroidnih anti-inflamatornih lekova, kao 1 ve¢ina njihovih
drugih farmakoloskih aktivnosti je povezana sa inhibicijom konverzacije arahidonske kiseline
u prostaglandine koji su medijatori inflamatornih procesa. Nesteroidni anti-inflamatorni
lekovi su potencijalni inhibitori ciklo-oksigenaze in vivo i in vitro, zna¢ajno smanjuju sintezu
prostaglandina, prostaciklina i tromboksana. [ 7ita et al., 2011]

Ibuprofen se brzo apsorbuje nakon oralne primene (45-90 min), uglavnom je vezan za
plazma proteine (99%) i ima kratko poluvreme eliminacije (55-150 min). MetaboliSe se u
jetri 1 kao produkte daje 2-hidroksi- 1 2-karboksi- ibuprofen. Konjugovana i nekonjugovana

forma ovih metabolita, kao 1 sam ibuprofen, izlucuju se urinom. [Raghunadha et al., 2010]

2.3.4. Liponska kiselina (LA)

Alfa liponska kiselina, ((R)-5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanska kiselina ili 6,8-ditiooktanska
kiselina), je jedinjenje koje se prirodno javlja i sintetiSe u malim koli¢inma kako kod biljaka i
zivotinja, tako i kod Coveka. [Reed, 20011 U serumu coveka njen sadrzaj je 16 mg/L.
[Baumgartner et al., 1996]

Endogeno sintetizovana liponska kiselina je kovalento vezana za specifi¢ne proteine, koji
imaju funkciju kofaktora za nekoliko vaznih mitohondrijalnih enzimskih kompleksa. Pored
fizioloske funkcije koju ima vezana za proteine, postoji povecano naucno intersovanje za
potencijalno terapeutsku upotrebu Ciste liponske kiseline. [Smith et al., 2004]

Liponska kiselina sadrzi dve tiolne grupe koje mogu biti u oksidovanoj 1 redukovanoj
formi (Tabela 2.10.). Redukovana forma je poznata kao dihidroliponska kiselina (DHLA),
dok je oksidovana forma poznata kao liponska kiselina (LA). [Kramer et al., 2001]

Liponska kiselina uneta putem hrane moze biti aktivirana sa ATP-om ili GTP-om pomocu
lipoatnog aktiviraju¢eg enzima i zatim transferovana do LA-zavisnih enzima pomocu lipoil
transferaze. [Fujiwara et al., 2001] Visoke doze slobodne liponske kiseline koje se unose
oralno (50 mg i viSe) rezultuju znacajnim, ali prolaznim povecanjem slobodne liponske
kiseline u plazmi 1 ¢elijama. Farmakokineti¢ka prouc¢avanja kod ljudi su pokazala da se oko
30-40% oralno unete liponske kiseline apsorbuje. [Teichert et al., 2003] U celijama se

liponska kiselina brzo redukuje do dihidroliponske kiseline, a in vitro studije pokazuju da se
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ista veoma brzo eliminise iz ¢elije. [Smith et al., 2004] Liponska kiselina ima znacajnu ulogu
u antioksidativnoj zaStiti organizma, i ostvaruje je na dva nacina reguliSe reaktivne
kiseoni¢ne vrste 1 reaktivne azotne vrste (RNS), kao i ulogu u regeneraciji antioksidanasa.
[Jones et al., 2002]

Prirodno se liponska kiselina nalazi u hrani kovalentno vezana za lizin u proteinima
(lipolizin). Iako je liponska kiselina pronadena u razli¢itoj hrani biljnog i Zivotinjskog
porekla, kvantitativne informacije o sadrzaju ove kiseline ili lipolizina su limitirane i o tome
jo$ uvek nedostaju baze podataka. Zivotinjsko tkivo koje je bogato lipolizinom (~1-3 pg/g) je
bubreg, srce, jetra. Biljne vrste koje sadrze lipolizin su one koje su bogate hlorofilom:
spana¢, brokoli, blitva. Male koli¢ine lipolizina sadrzi paradajz, graSak i1 prokelj. [Ziegler et
al., 2011] Nedostatak liponske kiseline jos uvek nije opisan, smatra se da je ljudski
organizam sposoban da sam sintetiSe dovoljno istu, i samim tim zadovolji potrebe za
kofaktore enzima. U suplementima je ova kiselina slobodna, nije vezana za proteine. Koli¢ine
liponske kiseline dostupne u obliku suplemenata (200-600 mg) su 1000 puta ve¢e u odnosu
na one koje se mogu uneti normalnom ishranom. U Nemackoj, na primer, ova kiselina je
propisana kao sredstvo za lecenje dijabetske neuropatije. [Estrada et al., 1996] U literaturi se
mogu pronaci podaci o "pozitivnom" uticaju LA kod izloZenosti organizma uticaju teskih

metala. [Berchmans et al., 2002; Rooney, 2007, Nikolic¢ et al., 2011]
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2.4. INTERAKCIJE M(II) JONA BIOMETALA SA O-DONOR LIGANDIMA

Katjoni biometala mogu da grade kompleksna jedinjenja sa molekulima vode, kako sa
organskim 1 neorganskim ligandima, tako i sa prirodnim ili sintetickim ligandima.
Kompleksna jedinjenja metala imaju znacajnu ulogu u bioloskim procesima, nervna
transmisija, transfer elektrona, maturacija, reprodukcija, itd. Mehanizam delovanja
kompleksa biometala je raznovrstan. Kompleksna jedinjenja biometala pored korisnog imaju
1 toskican uticaj na organizam, $to ¢esto ograni¢ava njihovu primenu. Kompleksi metala koji
se zna€ajno primenjuju u medicini su sa:

— cinkom (ublazavanje teSko¢a u pubertetu 1 menopauzi, poboljsanje
spermatogeneze);

— kobaltom (leCenje anemije);

— bakrom (maturacija eritrocita, odrzavanje gvozda u dvovalentnom stanju);

— gvozdem (leCenje sideropeni¢ne anemije);

— manganom (prevencija i leenje povratnih infektivnih pojava).

U literaturi postoje podaci o ispitivanju interakcija i sintezi produkata iste izmedu
biometala M(II) 1 brojnih liganada (farmaceutski preparati, razni suplementi) preko O-, N-, S-
donor atoma. Proucavanje interakcije M(1l) biometal-O-donor ligand (lek) interesantno je sa
viSe aspekata, a u cilju: ravnomernijeg doziranja leka, biodistribucije leka; pracenja njegove
farmakokinetike, ekskrecije; smanjenja nezeljenih dejstva leka; bolje antimikrobne
aktivnosti; sinergistickog dejstva metala i1 leka bolje anti-ulcerozne i anti-tumorske aktivnosti.
[Dendrinou-Samara, 1998, Andrade et al., 2000]

Prema literaturnim podacima dosta su ispitivani (spektroskopski i farmakolo8ki) produkti
interakcije jona biometala M(II) sa N-donor ligandima u cilju dobijanja farmceutskog
preparata sa boljim anti-tumorskim [Gokhale et al., 2001; Travnicek et al., 2001], anti-
tripozomalnim [Perez-Rebolledo et al., 2008], anti-tumorskim i anti-bakterijskim efektima
[Chaviara et al., 2005, Jimenez-Garrido et al., 2005], kao 1 efektima indukcije apoptoze sa
S-donor ligandima [Milacic et al., 2008].
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2.4.1. Produkti interakcije Cu(Il) jona sa O-donor ligandima

Poznato je da su vec¢ina anti-inflamatornih lekova karboksilne kiseline u kojima je
karboksilna grupa ,,dostupna‘ za metal-ligand interakcije preko svojih O-donor atoma. Pionir
u proucavanju kompleksa prelaznih metala sa nesteroidnim anti-inflamatornim lekovima
(NSAIDs) je Sorensen (1982).

Bakar u interakciji sa farmaceutskim preparatima gradi binarne i ternarne sisteme. Binarne
komplekse Cu(Il) jon gradi kako sa O-, tako i sa N- i S- donor ligandima. Prema literaturnim
podacima broj Cu(I) kompleksa je u odnosu na Cu(Il) mnogo manji, iz razloga §to je bakar sa
+1 oksidacionim stanjem manje stabilan. Binarni kompleksi Cu(Il) sa Schiff-ovim bazama
kao ligandima imaju izraziti anti-tumorski efekat. Primeri nekih do sada prouc¢avanih binarnih
kompleksa ovog metala, sa naznacenim ligand donor atomima u koordnacionoj sferi istog,
kao 1 njihova farmakolosko-bioloska aktivnost dati su u Tabeli P2-1 (Prilog 2). [Gokhale et
al., 2001; Travnicek et al., 2001; Shrivastava et al., 2002; Perez-Rebolledo et al., 2008;
Milacic et al., 2008.] Ternarni kompleksi Cu(Il) jona pokazuju anti-tumorsku, anti-
bakterijsku 1 anti-inflamatornu aktivnost, a iste gradi uglavnom sa bidentatnim O,0O- donor
ligandima. [Marin-Hernandez et al., 2003; Psomas et al., 2006, Katsarou et al., 2008] Kao i
kod binarnih kompleksa, tako i kod ternarnih, poznat je mali broj kompleksa sa Cu(I)-jonom.
Nekoliko njih je sintetizovano i ispitano in vitro kao potencijalni anti-tumor agensi. [Marzano
et al., 2006] Pregled nekih do sada proucenih ternarnih kompleksa ovog metala koji se mogu
naci u literaturi, sa naznacenim ligand donor atomima u koordnacionoj sferi istog, kao 1
njihova farmakolosko-bioloska aktivnost dati su u Tabeli P2-2 (Prilog 2).

Prema literaturnim podacima asocijati nagradeni u interakciji Cu(Il) jona sa anti-
inflamatornim lekovima mogu biti mononuklearni 1 polinuklaerni. Binuklearne komplekse
Cu(Il) jon gradi u koordinaciji sa O-donor ligandima fenoprofenom, tetrakarboksilatima,
indometacinom, ibuprofenom, ketoprofenom. [Weder et al., 1999; Kozlevéar & Segedin,
2008] Binuklearni Cu-aktivni centri imaju vaznu ulogu u bioloskim metaloproteinima
(tirozinaze, hemocijanin, kateholoksidaze...).

Agotegaray et al., (2010) su sintetizovali, a zatim vrSili fiziko-hemijsku karakterizaciju 1
ispitivali anti-inflamatorne osobine kompleksa Cu(Il) jona sa fenoprofenom. Rezultati
njihovog ispitivanja su pokazali da sintetizovani kompleks pripada binuklearnom tipu Cu(II)
kompleksa. Pretpostavljene lekovite osobine kompleksa Cu(Il) sa anti-inflamatornim
lekovima, vode ka tome da se dobiju brojni mono- 1 bi- nuklearni kompleksi Cu(Il) jona sa

nesteroidnim anti-inflamatornim lekovima sa poboljSanim anti-inflamatornim efektom.
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Sintezu Cu(Il) ternarnih kompleksa sa fenoprofenom u prisustvu imidazola i kafeina kao
pomoc¢nih liganada u cilju dobijanja novih lekova ispitivali su Agotegaray et al., (2012).

Ispitivanje interakcije Cu(Il) jona sa naproksenom i diklofenom, pokazalo je da jon metala
ostvaruje koordinaciju preko O-donor atoma karboksilne grupe ispitivanih farmaceutskih
preparata. Bioloska funkcija, anti-tumorska i anti-mikrobna, dobijenih kompleksnih vrsti je u
vezi sa strukturom istih (mononuklearni, binuklearni). [Dimiza et al., 2011] Nesteroidni anti-
imflamatorni lek flunisal takode moze da se kompleksira sa Cu(Il) jonom pri ¢emu nastaju
odgovaraju¢e kompleksne vrste, koordinaciju sa metalnim jonom ostvaruje preko O-donor
atoma karboksilne grupe. [Fountoulaki et al., 2011]

Kowcun et al., (2012) su ispitivali sisteme koji su dobijeni meSanjem rastvora Cu(Il) soli
sa nesteroidnim anti-inflamatornim lekom (ibuprofen, ketoprofen, ili naproksen) pri
koncentracijama i metala i liganda reda veli¢ine 10* mol/dm’. Soli Cu(NOs3),, CuCl;, i
Cu(ClOy4), grade sa navedenim ligandima binuklearne komplekse, stehiometrijskog sastava
Cu:ligand=2:1. Ovi autori su pokazali i da ovakve kompleksne vrste mogu postojati u
fizioloskim uslovima.

Interakcije metal sa organskim kiselinama su vazne za zivi svet na Zemlji. Jednovalentni
metali grade neaktivha kompleksna jedinjenja, dok dvovalentni metali grade stabilne
komplekse. Acetatna grupa i biomolekuli koji je poseduju reaguju kako sa neorganskim tako 1
sa organskim komponentama u zivom svetu. Takode, ima znac¢ajnu ulogu u Zivom svetu, jer
je karakteristi¢na za strukturu nekih aminokiselina. M(II) joni metala (Cu, Co, Zn, Mn, Cd)
koordinisani su sa 2 kiselinske jedinice. [Elhaes et al., 2011]

a-hidroksikarboksilne kiseline su sastvane komponentne brojnih biohemijskih procesa u
zivom svetu, ukljuuju¢i metabolizam vanadijuma i1 gvoZzda. Iste se Cesto koriste 1 u
farmaceutskim preparatima, kao deo ili kao pomo¢ne komponente (npr. laktat se koristi za
upravljanje baktericidnim Bi(Ill)), kao anti-tumor agensi nedaplatin i1 lobaplatin koji
predstavljaju komplekse amina i Pt(Il) sa glikolatom i laktatom. [Carbalo et al., 2002]

El-Asmy et al., (1994) su elektrohemijskom oksidacijom metala u nevodenoj sredini
sintetisali komplekse M(II) jona metala (Fe, Co, Ni i Cu) sa mlecnom kiselinom. Oni su
pokazali da se mle¢na kiselina ponasa kao bidentatni ligand. Elektrohemijskom oksidacijom
pomenutih metala u prisustvu mlecne kiseline u rastvoru acetona doSlo je do stvaranja
kompleksnih asocijata, sa ugradenim molekulima rastvarata (R) u koordinacionu sferu
metala, tipa: [Fe(RCOO),(OH)R]xH,0, [Ni(RCOO),(H,0)R]*3H,0,
[Co(RCOO)(OH)R]*2L i [Cu(RCOO)R;],. Takode, pokazali su da su svi kompleksi stabilni

pod normalnim atmosferskim uslovima.
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Formiranje kompleksa izmedu Cu(ll) jona 1 alifati¢cnih a-hidroksikarbonskih kiselina
(glikolnom, mlecnom, 2-hidroksiizobuternom, vinskom, 1 limunskom kiselinom)
potenciometrijskom titracijom proucavali su Piispanen et al., (1995). Pokazali su da sa
navedenim kiselinama Cu(Il) gradi komplekse na pH > 3-5. Na pH < 3-5 sistemi koji su
nastali interakcijom bakra sa monokarbonskim kiselinama karakteriSu se mononuklearnim
vrstama [Cu(RCOO)]" i [Cu(RCOO),], mada je kod meléne kiseline samo [Cu(RCOO)]". U
sistemima sa vinskom i limunskom kiselinom javljaju se binuklearni kompleksi.

Sintezu 1 karakterizaciju kompleksa Cu(Il) jona sa 1,10-fenantrolinom i o-
hidroksikarboksilnim kiselinama (glikolna, mlecna, fenilglikolna, hidroksi(difenil)siréetna
kiselina) vr$io je Carballo et al., (2001). U dobijenim kompleksnim produktima Cu(Il) je
pentakoordinisan, u osnovi je kvadratna piramida, s moguénos$éu promene konformacije u
trigonalno bipiramidalnu. Opsta formula kompleksa koje su sintetizovali je [Cu(RCOO),(L-
L)]xnH,0.

U svom radu Carballo et al., (2002) su opisali sintezu, fizicke osobine i kristalnu strukturu
kompleksa Cu(Il) jona sa 2,2’-bipiridinom i jednom od tri a-hidroksikarbonskih kiselina:
mle¢nom, 2-metilmle¢nom i mandeli¢nom kiselinom. U sintetisanim kompleksima Cu(Il) jon
se nalazi u izduZenom, tetragonalno deformisanom oktaedarnom okruzenju. Kod kompleksa
sa mle¢nom i 2-metilmlecnom kiselinom, o-hidroksikarboksilato ligand se ponaSa kao
monodentatni. U reakciji Cu(Il)-hidroksikarbonata sa a-hidroksikarbonskim kiselinama i
2,2’-bipiridinom u etanolu dolazi do pojave plavog praskastog Cvrstog proizvoda opSte
formule [Cu(RCOO),(L-L)]*nH20. Dobijeni proizvodi su stabilni na vazduhu, imaju tacke
topljenja izmedu 190-210 °C, 1 generalno su slabo rastvorni kako u polarnim tako 1 u
nepolarnim rastvara¢ima.

Redoks aktivni metalni joni, kao na primer slobodni Fe i Cu joni, mogu izazvati
oksidativno oStecenje, katalizovanjem reakcija koje proizvode visoko reaktivne slobodne
radikale [Upston et al., 1999]. U literaturi postoje podaci da liponska kiselina, u oksidovanom
1 redukovanom obliku, inhibira oksidativni stres izazvan jonima Fe i Cu in vitro, kao 1 kod
modela sistema sa eksperimentalnim zivotinjama. [Ou et al., 1995, Suh et al., 2004]

Baumgartner et al., (1996) su ispitivali interakciju Cu(Il) i Zn(Il) jona sa liponskom
kiselinom. Istu su ispitivali nanoSenjem tankog filma vodene suspenzije liponske kiseline na
pastile od prethodno sintetisanog Cu,CO3(OH); ili u formi minerala malahita CuO, odnosno
Zns5(CO3)2(OH)s ili u formi prirodnog smitsonita ZnCOs. Na osnovu spektrofotometrijskih 1
magnetnih ispitivanja izdvojenih iglicastih kristala, predlozili su strukture formiranih

kompleksnih jedinki [Cu(LA),]> odnosno [Zn(LA),(H,0);]5.
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Dihidroliponska kiselina inhibira Cu(Il) zavisnu peroksidaciju helatiziranjem Cu(Il) jona.
Na nizim pH, <6, u odsustvu kiseonika, kompleks je stabilan, a metal koordinaciju ostvaruje
preko S- donor atoma tiolnih grupa. Sa porastom pH karboksilna grupa ucestvuje preko
svojih O-donor atoma u helatizaciji Cu(Il) jona. Ovako nagraden kompleks pH > 6, je

nestabilan i lako podleze oksidaciji kiseonikom uz oslobadanje Cu(Il). [Lodge et al., 1998]

2.4.2. Produkti interakcije Co(II), Zn(IT), Mn(II) i Cd(II) jona sa O-donor ligandima

Tsiliou et al., (2012) su proucavali kompleksna jedinjenja koja nastaju u interakciji Co(Il)
jona sa nesteroidnim anti-inflamatornim lekom tolfenami¢nom kiselinom u prisustvu i bez
prisustva N-donor heterociklicnih liganada (2,2’-bipiridina, 1,10-fenantrolina, 2,2’-
bipiridilamina ili piridina). Deprotonovan tolfenamato ligand koordinira sa Co(II) jonom
preko O-donor atoma karboksilne grupe i daje kao produkate ove interakcija kompleksne
asocijate sa koordinacionim brojem metala 6, uz uceS¢e molekula rastvarata u prvoj
koordinacionoj sferi. PredloZzene opSte formule idvojenih kompleksnih asocijata su
[M(RCOO)y(L)4] odnosno [M(RCOO),(L-L)(L),].

Interakcije M(II) jona metala (Co, Ni, Zn i Cd) sa nesteroidnim anti-inflamatornim lekom
meloksikamom u metanolnom rastvoru uz prekristalizaciju u dimetil-sulfoksidu (dmso)
ispitivali su Defazio & Cini (2002). Opsta formula sintetisanih kompleksa je trans, trans-
[M(RCOO),(0O-dmso),].

Tita et al., (2011) su sintetizovali 1 vr§ili karakterizaciju Zn(II) jona sa ibuprofenom, 1
pokazali da je dobiveni produkt opste formule [Zn(RCOO),(H,0),]. Ibuprofen se u ovom
sistemu ponaSa kao bidentatni ligand (Av= 134 em™), i koordinaciju sa Zn(II) jonom
ostvaruje preko O-donor atoma karboksilne grupe.

U literaturi postoje podaci o kompleksima Zn(II), Cd(II) 1 Pt(II) jona sa anti-inflamatornim
lekovima tolmetinom, naproksenom i indometacinom. Kod [Cd(naproksen),] kompleksa
naproksen se ponasa kao bidentatni helatni ligand vezan za metal preko O-donor atoma
karboksilne grupe. Interakcija anti-inflamatornih lekova sa Zn(Il) 1 Cd(II) jonima moZze
“razjasniti” antagonizam istih. [Dendrinou-Samara et al, 1998] Sintetizovali 1
spektroskopsku karakterizaciju kompleksa Mn(Il) jona sa nesteroidnim anti-inflamatornim
lekom piroksikamom vrsili su Christofis et al., (2005).

Ibuprofen kao O-donor ligand je koriS¢en za dobijanje Hg-nanocestica kao
visokosenzitivnih 1 stabilnih senzora za M(II) jone (Zn, Cd, Pb, Cu) [Tagar et al., 2012]. U
farmaceuskoj tehnologiji ibuprofen se koristi za mikroenkapsulaciju (kontrolisnao

oslobadanje potrebne doze leka u organizmu) gde znacajnu ulogu ima u kombinaciji sa
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metalnim jonima (Ca, Ba, Sn). [Khazaeli et al., 2008] Takode, u literaturi postoje podaci o
elektrohemijskom ispitivanju konstanti stabilnosti ibuprofena sa M(II) metalima (Ni, Sn, Sb)
[Kaur et al., 2013]. Kompleksi ibuprofena sa Au(I) jonima pokazuju anti-bakterijsku
aktivnost. [Fiori et al., 2011] Takode, u literaturi postoje podaci o dobivenim kompleksima
ibuprofena sa jonima metala, na osnovu kojih se odreduju tragovi ovog leka u farmaceutskim
preparatima. [Miti¢ S.S., et al., 2008]

Liponska kiselina prema literaturnim podacima moze da formira i Ag- i Au-nanocestice
koje se ponasaju kao helatni agensi za jone metala, koji se za njih vezuju preko O-donor

atoma slobodne karboksilne grupe liponske kiseline iz nanocestice. [ Berchmans et al., 2002]
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2.5. METODE I TEHNIKE ISPITIVANJA PRODUKATA INTERAKCIJE
METAL-LIGAND

Koordinacija i struktura nagradenog kompleksnog jona, nastalog kao rezultat interakcije
metala 1 liganda, zavisi od prirode centralnog jona metala (vrednosti energije jonizacije,
popunjenosti d-podnivoa, jonskog radijusa, polarizabilnosti) i prirode liganda (naelektrisanje,
jacina ligandnog polja, duzina veze metal-ligand). Sve ove osobine jona metala i liganda
uslovljavaju razli¢itu geometriju kompleksnog jona koja se moze utvrditi spektroskopskim
ispitivanjima. Odgovaraju¢i izdvojeni produkti interakcije metal-ligand se razlikuju po boji,
sadrzaju metala, stabilnosti §to se moze utvrditi razli¢itim fizicko-hemijskim metodama

analize.

2.5.1. UV-VIS spektrofotometrija
UV/VIS spektrofotometrijom se proucava apsorpcija elektromagnetnog zracenja od strane
atoma, jona ili molekula u oblasti talasnih duzina izmedu 200 i 800 nm. Ovaj deo se deli na
blisku ultraljubicastu (200-400 nm) i vidljivu oblast (400-800 nm). Energetski sadrzaj
zracenja u oblasti od 200 — 800 nm nalazi se izmedu 600 i 150 kJ/mol, §to je dovoljno za
pobudivanje elektrona i njihov prelaz iz osnovnih stanja u pobudena stanja. Kako UV/VIS
zraCenje apsorbuju elektroni ova vrsta spektroskopije se naziva joS 1 elektronska

spektroskopija. Ovom tehnikom dobijaju se podaci o jedinjenjima prelaznih metala:

energiji cepanja d-energetskih podnivoa,

— rsti elektronskih prelaza,

— jacfini 1 tipu veze metal-ligand,

— geometrijskom rasporedu liganada oko centralnog metalnog jona,

— simetrijskim karakteristikama kompleksa,

— prisustvu izomera u ispitivanom rastvoru kompleksa.

Veoma je pogodna za kvalitativnu analizu u kombinaciji sa ostalim instrumentalnim
metodama, ali svoju vrednost pokazuje naro€ito u kvantitativnoj analizi (analiza tragova
prelaznih metala, jedinjenja potencijalnih liganada sa metalom). [Lever, 1987]

UV/VIS spektroskopija se primenjuje za dobijanje spektara jedinjenja u rastvoru koji
apsorbuju elektroktormagnetno zracenje u oblasti izmedu 200 i 800 nm. UV/VIS

spektroskopija se moze koristiti i kao kvalitativna i kao kvantitativna metoda.
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Svaku apsorpcionu traku u UV/VIS spektru karakteriSe apsorpcioni maksimum (Am,x) sa
odgovoaraju¢im molarnim apsorpcionim koeficijentom (g), polozaj u spektru, Sirina
apsorpcione trake i intenzitet iste. Intenzitet apsorpcije upravo je proporcionalan verovatnoci
elektronskog prelaza i velicini sistema koji apsorbuje. O verovatnoci elektronskog prelaza
govore kvantno-mehanicka selekciona pravila, koja se zasnivaju na simetriji orbitala
osnovnih i1 pobudenih stanja, kao i na spinskim multipletnostima. Na osnovu selekcionih
pravila postoje takozvanai dozvoljeni prelazi i zabranjeni prelazi. Od dozvoljenih prelaza
poti€u 1 najintenzivniji apsorpcioni maksimumi (¢ > 10 000). Elektronski prelazi koje
“zabranjuju” selekciona pravila Cesto se ipak javljaju u spektru, samo je intenzitet njihove
apsorpcije veoma mali. Prelazi se deSavaju zbog toga Sto su simetrijska svojstva koja ih
striktno zabranjuju narusena molekulskim vibracijama, i/ili supstitucijom. Elektronski spektri
u oblasti 200-800 nm nastaju prelazima elektrona koji obuhvataju o, m i nevezne (n)
molekulske orbitale. Jedinjenja koja sadrze grupu sa nevezivnim elektronima ispoljavaju
apsorpciju koja je povezana sa prelaziman — ¢, n — T tipa. Za jedinjenja prelaznih metala
s delimi¢no popunjenim d-podnivoima karakteristi¢ni su d — d prelazi, koji se javljaju u VIS

spektralnom podrucju. [Barron, 2012]

Interpretacija UV/VIS spektara ispitivanih metala

Elektronski prelaz iz osnovnog terma u neko pobudeno stanje zapaza se po promeni
elektronskog spektra u vidljivoj 1 bliskoj ultraljubi€astoj oblasti kompleksa jona prelaznih
metala. Kod kompleksa d-metala javljaju se d-orbitalni prelazi, koji se jo§ nazivaju i d—d
prelazima. Snimljeni apsorpcioni spektri razmatraju se pomocu dijagrama energetskih stanja

(Orgel-ovi 1 Tanabe-Sugano dijagrami). [Drago, 1981]

Elektronska struktura i spektri Mn(ll) jona u kompleksnim jedinjenjima

Osnovno energetsko stanje Mn(II) jona, (d° elektronska konfiguracija) je 6S. Osnovno
stanje ovog jona u ligandnom polju je °S, sa pet nesparenih elektrona, po jednim u svakom d-
podnivou, to stanje je spinski sekstet i nema pobudenih sekstetnih stanja, svaka promena
elektronske konfiguracije t2g3 eg2 vodi do sparivanja elektrona, a to daje kvartetna ili dubletna
stanja. U visokospinskim kopleksnim jedinjenjima d° elektronske konfiguracije nema po
spinu dozvoljenih prelaza i to je uzrok vrlo slabe apsorpcije u rastvorima jona ovog metala. Iz
tog razloga su sva jedinjenja Mn(II) jona bezbojna u vodenom rastvoru, i bledo roze obojena

u kristalnom stanju, dok su odgovarajuée apsorpcione trake u spektru vrlo slabog intenziteta.
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U slucaju jona d’ konfiguracije energija osnovnog stanja ne zavisi od ja¢ine ligandnog
polja pa su linije viSih stanja pod malim uglom, a odgovarajuce apsorpcione trake su uske ili
¢ak vrlo uske. Posto atomi liganada neprekidno osciluju, parametar A, koji odreduje jacinu
polja menja vrednost i varira oko neke srednje vrednosti koja odgovara nekom srednjem
polozaju liganada. Ako energetska razlika osnovnog i pobudenog stanja dosta zavisi od
veli¢ine A, onda ¢e se i ona menjati zajedno sa promenom A, u skladu sa promenom
rastojanja Mn(II)-L. Kada energetska razlika malo zavisi od jacine polja A, onda se i energija
prelaza slabo menja sa promenom rastojanja Mn(Il)-L. [Jorgensen, 1954, Kripal & Shukla
2005; Nikoli¢ et al., 2010] U T4 kompleksima zbog jakog nefeloakusti¢nog efekta koji
ligandi ispoljavaju na centralni metalni atom intenzivnija je apsorpcija i spektar je drugaciji u

odnosu na O, komplekse.

Elektronska struktura i spektri Co(ll) jona u kompleksnim jedinjenjima

Co(I) jon (d” elektronska konfiguracija) gradi najveéi broj tetraedarskih kompleksa od
svih jona prelaznih metala I serije, $to je verovatno posledica samo neznatne razlike koja
postoji u energiji stabilizacije u ligandnim poljima T4 1 Oy simetrije za jon. Pored kompleksa
tetraedarske strukture isti moZe da gradi i komplekse kvadratno-planarne i oktaedarske
strukture. U oktaedarskom okruZenju ligandima Co(Il) gradi kompleksna jedinjenja sa
koordinacionim brojem 6 koja mogu imati jednu od dve moguée konfiguracije jona d’ i to:
t2g5 eg2 u slabom ligandnom polju, ili t2g6 egI sa ligandima jakog polja deformisane Oy
strukture. Kompleksna jedinjenja ovog jona su dosta spektroskopski prou¢avana. [ Defazio &
Cini, 2002; Tsiliou et al., 2012] Sa ligandima tipa karboksilata ovaj jon gradi komplekse tipa
[ML]", [ML,], [MLs] (Tabela 2.8.). Polozaji apsorpcionih maksimuma Co(II) jona u Oy i Ty
ligandnom polju, kao 1 odgovarajuci prelazi elektrona prikazani su u Tabeli 2.11. [Jorgensen,

1954; Nikoli¢ et al., 2010]

Tabela 2.11. PoloZaji apsorpcionih maksimuma u spektrima 1 odgovaraju¢i prelazi elektrona
jona d’ konfiguracije u Oy i Tq ligandnom polju

Oy ligandno polje Tq ligandno polje
Prelaz Intenzitet [nm] Prelaz Intenzitet [nm]
“T\(F) — “Ty4(P) ~560 “As — “T(P) ~700
*T(F) — *Ag, ~560 *A; — T (F) ~1 250 -2 500
“T\(F) — “Tyy(P) ~1 200 Ay — T, <2000
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Elektronska struktura i spektri Cu(ll) jona u kompleksnim jedinjenjima

Osnovni term Cu(Il) jona je °D koji se u ligandnom polju Oy,
ili T4 strukture cepa na 2Eg 1 Zng, odnosno E 1 T, nivoe,
respektivno. Uprosceni dijagram energetskih nivoa Cu(Il) jona
prikazan je na Slici 2.9.

Konfiguracija Cu(Il) jona u kristalnom polju je t2g6 eg3 tako

da su odgovaraju¢i kompleksi u kojima isti koordinira sa 6 1
’E,

>

liganada, ili 6 donor atoma polidentatnih liganada, jako

A—

deformisani i veze Cu—L sa ligandima u trans-polozaju mnogo

Slika  2.9. Uprosceni
dijagram energetskih nivoa
kompleksa opada do tipa Day, posledica Jan-Teler-ovog efekta. jona d° konfiguracije u O,
ligandnom polju

duZe nego ostale cetri veze Cu-L, tako da simetrija nastalih

Apsorpcioni spektri jona Cu(Il) u vodenom rastvoru nemaju
jednu simetri¢nu apsorpcionu traku ve¢ nekoliko bliskih traka koje se prekrivaju.

Razlika u energiji prelaza t;,—e, u kompleksu Cu(ll) jona pravilne Oy strukture je u
intervalu od oko 13 000 cm™ za komplekse gde je Cu(Il) jon u koordinaciji sa O-donor
atomima do oko 18 000 cm™ za komplekse gde je Cu(Il) jon u koordinaciji sa N-donor
atomima. U sluc¢aju deformacije u ovoj oblasti, moze do¢i do pojave vise apsorpcionih traka

kao rezultat prelaza elektrona sa t,,— _ , a moZe se registrovati i kao — _  u oblasti

6 000 — 15 000 cm™. Obi¢no je §iroka apsorpciona traka u UV/VIS oblasti rezultat prelaza

-, — 1 — . Usled tetragonalne deformacije (Slika 2.10.) ovi

apsorpcioni maksimumi su pomereni u plavu oblast VIS-spektralnog podruc¢ja. Koaksijalna
veza postaje slabija, Cu(Il) jon postaje pozitivniji , a orbitale d, 1 dy, postaju joS stabilnije pa
iz tog razloga dolazi do hipsohromnog pomeranja apsorpcionog maksimuma. Generalno, u
tetragonalno deformisanim kompleksima Cu(Il) jona (koordinacioni broj 6) se mogu
ocekivati tri prelaza, koji nisu svi dozvoljeni po selekcionim pravilima.

Kod tetraedarskih kompleksa Cu(Il) jona, u odsustvu spin-orbitalnog cepanja trebalo bi da
se registruje jedinstveni prelaz (*’E—°T») relativno niske energije. Medutim, i kompleksi
tetraedarske strukture ovog jona su deformisani (spljosteni tetraedar u odnosu na osu drugog
reda). U UV/VIS absorpcionom spektru ove deformacije javljaju se 4 prelaza ispod 10 000

-1
cm .
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Slika 2.10. Cepanje energetskih nivoa d-orbitala centralnog jona elektronske konfiguracije d’

za razli¢itu vrstu tetragonalne deformacije: izduzeni oktaedar (a) i spljosteni oktaedar (b)

Kod kompleksa Cu(Il) jona sa O-donor ligandima [Cu(acac),] dolazi do pojave Siroke
apsorpcione trake u oblasti 13 000 — 20 000 cm™. Slabije apsorpcione trake kod kompleksa sa
O-donor ligandima u odnosu na one sa N-donor ligandima, objaSnjavaju se pojavom prelaza
sa prenosom naelektrisanja metal-ligand, pored d—d prelaza, ¢ija je frekvencija dosta niza od
drugih 1 koja daje ve¢i deo intenzivnosti d—d prelazu, koji prekriva apsorpcionu
traku.[Lever, 1987] Kompleksi Cu(Il) jona vrlo niske simetrije u UV/VIS spektru daju slabe
apsorpcione trake. Ukoliko su tetragonalno deformisani njih u UV/VIS spektru karakterise
pojava veceg broja apsorpcionih traka u odnosu na pravilnu O; koordinaciju. Kompleksi
Cu(II) jona kvadratno-planarne strukture 1 strukture bliske njoj ne apsorbuju u oblasti ispod
10 000 cm™.[JKapckuii & Hosukos, 1988; Drago, 1981]

UV/VIS spektroskopija ja veoma pogodna tehnika za proucavanje (obojenih) rastvora d-
metala kako samih, tako i u kombinaciji sa ligandima koji su predmet ispitvanja. Uglavnom
se koristi za ispitivanje tj. utvrdivanje interakcije metala i potencijalnog liganda, snimanjem
odgovaraju¢ih spektara izdvojenih produkata interakcije (koordinacionih jedinjenja) metal-
ligand. U literaturi postoje podaci o UV/VIS ispitivanju interakcije metala sa O-donor anti-
inflamatornim farmaceutskim preparatima tipa kiselina ibuprofenom [Andrade et al., 2000],
fenoprofenom [Agotegaray et al., 2012], naproksenom, diklofenom 1 diflunisalom [Dimiza et
al., 2011; Fountoulaki et al., 201 1] na nivou molskih i milimolskih koncentracija. Takode, u

literaturi se mogu naci i podaci o interakciji metala sa raznim suplementima koji se koriste u
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svakodnevnom Zzivotu: sir¢etna kiselina [Agotegaray et al., 2012], mlecna kiselina [El-Asmy
et al., 1994; Carballo et al., 2001], liponska kiselina [Krishnan & Garnett, 2011]. Pored
navedene primene, u literaturi postoje podaci o primeni UV/VIS tehnike u cilju pracenja
raspodele nekih lekova u bioloskim sistemima, pracenja i odredivanja aktivnosti odredenih
enzimskih sistema [Nikoli¢ et al., 2011, Jovanovic et al., 2013] ili pak za iznalazenje novih

metoda za detekciju liganada, koncentracije metala u suplementima [Miti¢ S.S., et al., 2008].

2.5.2. Infracrvena (IC) spektroskopija

Ovom spektroskopskom tehnikom ispitivanja koordinacionih jedinjenja dobijaju se
informacije o tipu koordinacije izmedu metala i liganda, o eventualno ugradenim molekulima
(npr. H,O) u kompleksnom jedinjenju, takode se mogu porediti joni metala i njihove
interakcije sa odredenim ligandima pri ¢emu se moZe pretpostaviti kompetitivnost jona
metala za odgovarajuci donor atom liganda.

U proucavanju kompleksnih jedinjenja IC spektroskpija ima znacajnu ulogu za
proucavanje kooridnacije metal-ligand (M-L), posebno u slucajevima kada se menja
raspodela elektronske gustine, duzina uglova veza, §to menja simetriju, pa time i broj i vrste
vibracija. Sa opadanjem simetrije liganda dolazi do povecanja broja apsorpcionih traka, ili se
usled preraspodele elektronske gustine u molekulu liganda usled koordinacije trake pomeraju
1 menjaju untenzitet u IC spektru nastalog produkta interakcije M—L. Na ovaj nacin se preko
IC spektara mogu proucavati M-L interakcije, kao 1 priroda veze u kompleksnim
jedinjenjima. Valentne vibracije veze M-L, koje su bitne za IC spektroskopsku
karakterizaciju javljaju se u dalekoj IC oblasti.

Talasne duZine koje obuhvata IC oblast nalaze se izmedu vidljivog dela (oko 800 nm) i
mikrotalasnog dela elektromagnetnog spektra (oko 1 mm). IC oblast se deli na blisku, srednju
i daleku oblast. Bliska obuhvata oblast od 12500-4000 cm ', srednja 4000-400 cm ' a daleka
400-5 cm .

Za proucavanje koordinacionih jedinjenja najinteresantiji deo tzv. srednje IC oblasti.
Apsorpcija zracenja u IC oblasti odgovara energetskim prelazima reda veli¢ine 8,5 — 41,0
kJ/mol, §to se poklapa sa frekvencijama valencionih i deformacionih vibracija.

Kada se kroz prostor ispunjen nekom supstancom (u bilo kom agregatnom stanju) propusti
snop infracrvenog zracenja, koji se zatim opticCkom prizmom (ili reSetkom) razloZzi na
monohromatske komponente, primecuje se (pomocu odgovarajuceg detektora) da na
pojedinim frekvencijama dolazi do veceg ili manjeg slabljenja jacine svetlosti zbog

selektivne apsorpcije IR zracenja od strane molekula koji sa tim zracenjem dolaze u dodir.

43



Ako se promena intenziteta propustenog IC zraCenja predstavi u zavisnosti od frekvencije
(talasne duzine) dobija se infracrveni spektar. IC spektar se dobija pomocu infracrvenog
spektrofotometra kao zavisnost transparencije (T) od talasnog broja ( ) i/ili talasne duzine
(A).

Na frekvencijama na kojima dolazi do apsorpcije zracenja javljaju se apsorpcioni
maksimumi — apsorpcione trake. Zbog specifi¢nosti svakog IC spektra, polozaj, intenzitet,
broj 1 oblik apsorpcionih maksimuma koji su u direktnoj vezi sa strukturom molekula ova
tehnika spada u grupu tzv. ,,otiska prsta“, tj. omogucéava identifikaciju svakog posmatranog

molekula. [Coates, 2000, Socrates, 2001, Nakamoto, 2009]

Fourier-ova Transformaciona Infra-Crvena (FTIC) spektroskopija

Kod FTIC-a su sjedinjene dve metode interferometrija (Michelson-ov interferometar) i
Fourier-ova transformacija (matematicka operacija , transformacija interferograma). Fourier-
ova tranformacija interferograma (kompjuterski) direktno daje intenzitet zracenja koje je
propusteno kroz uzorak u zavisnosti od frekvencije I(v), Sto odgovara IC spektru snimljenom
na jednozra¢nom instrumentu. FTIC spektrometar ima nekoliko prednosti nad klasi¢nim
disperzionim spektrometrom, a to su: znatno poboljSan odnos signal/Sum (S/N) u odnosu na
najbolje disperzione IC spektrometre, veci svetlosni fluks, poveéanu osetljivost, visoku
tacnost odredivanja talasnih duZina, visoku mo¢ razlaganja, znatno pove¢anu brzinu snimanja
spektara 1 olakSane operacije sa spektrima jer su ovi instrumenti povezani sa racunarima.

[Nakamoto, 2009]

Fourier-ova Transformaciona Infra-Crvena (FTIC) mikro-spektroskopija

FTIC instrumenti sa IC mikroskopom su prosirili upotrebu IC spektroskopije na ispitivanje
veoma malih uzoraka sa granicom detekcije do dva reda veli¢ine bolje nego kod disperzionih
instrumenata. Kod IC mikroskopa postoje dva zraka, jedan vidljive, a drugi IC svetlosti, koji
prolaze identi¢an put od optickih uredaja instrumenta do uzorka. Uzorak je, stoga, moguce
posmatrati 1 odrediti tacno region koji se Zeli ispitivati, koriS¢enjem mikroskopskih kontrola.
Primena FTIC mikroskopa omogucava snimanje IC spektara, kako transmisijom tako i
refleksijom IC zracenja, sa povrSinom do 10 um u precniku. IC signal sa uzoraka zatim pada
na MCT (Ziva-kadmijum-telurid) detektor konstruisan za male uzorke. Snimanje refleksionih
spektara ne zahteva prethodnu pripremu uzoraka.

FTIC spektroskopija je najpogodnija nedestruktivna spektroskopska tehnika 1 ima Siroku

primenu u proucavanju farmaceutskih preparata, bioloskih uzoraka, bez prethodnog
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narusavanja osnovne strukture istog usled pripreme za analizu. Pojava, odnoso odsustvo
odgovaraju¢ih absorpcionih traka, kao i promena inteziteta pikova su parametri na osnovu
kojih se prate promene kod supstanci. Na osnovu IC spektara produkata interakcije metal-
ligand mogu se dobiti podaci o dentatnosti liganda (monodentatni, bidentatni, mostni), o
nacinu koordinacije sa jonom biometala, vrsti donorskih atoma, kao 1 o tipu kompleksa
(mononuklearni, binuklearni, polinuklearni).

Glavna karakteristika u IC spektrima kompleksa prelaznih metala sa O-donor ligandima
tipa kiselina jeste frekvencija simetrinih (V) 1 asimetrinih (Vuim) -COO vibracija.
Frekvencija ovih vibracija zavisi od koordinacije metalnog jona sa karboksilnom grupom iz
liganda. Pregled poloZaja traka, intenziteta kao i dentatnosti karboksilne grupe u koordinaciji
sa Cu(Il), Co(Il) i Zn(II) jonima, dati su u Tabeli 2.12. [Dendrinou-Samara et al., 1998;
Agotegaray et al., 2010, 2012; Dimiza et al., 2010, 2012; Tita et al., 2011].

FTIC spektralni podaci za O-donor ligande tipa kiselina dati su u Prilogu 3, i to za
ibuprofen u Tabeli P3-1 [Etcheverry et al., 2002; Tita et al, 2011, Ramukutty &
Ramachandran, 2012], za mle¢nu kiselinu u Tabeli P3-2 [El-Asmy et al., 1994, Carballo et
al., 2001 i 2002], za sir¢etnu kiselinu u Tabeli P3-3 [Max & Chapados 2004] i za liponsku
kiselinu u Tabeli P3-4 [Baumgartner et al., 1996; Stuart, 2004]
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Tabela 2.12. Karakteristi¢ne vibracije karboksilne grupe sa razli¢itom kooridnacijom M-L

Tip koordinacije Vasim(COQO)

vsim(C()())

AV = Va5im(COO)—vgim(COO)

Monodentatni

M—O
;C——R 1560-1620
O

1370-1425

150-210

Monodentatni dvostruko vezan

M—(L 1580-1620

1370-1410

170-230

Bidentatni

g 1520-1570

M
Ny

1410-1450

70-130

Bidentatni dvostruko vezan
M
2 b

M0 1550-1600

1400-1430

100-160

v 1560-1600

b)

1380-1420

100-130
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2.5.3. Elektro-sprej jonizaciona — masena spektrometrija (ESI-MS)

ESI-MS spektrometrija se pre svega primenjuje za proucavanje organskih molekula, mada
se njome mogu dobiti korisne informacije o interakciji izmedu organskih molekula kao
liganada i jona metala na mikromolarnom nivou.

Osnovni princip elektro-sprej jonizacione — masene spektrometrije (ESI-MS) je stvaranje
finog aerosola ispitivanog rastvora, sacinjenog od visoko naelektrisnih kapljica u jakom
elektricnom polju. Princip rada ESI-MS aparata zasniva se na koriS¢enju jakog elektricnog
polja, u uslovima atmosferskog pritiska, na ispitivani rastvor koji malim protokom prolazi
kroz kapilarnu cev (1-10, a moZe i 200 puL min™"). Jagina elektriénog polja koje se dobija je u
intrvalu potencijala od 3 do 6 kV izmedu same kapilare i spregnute elektrode. Ovo polje
indukuje akumulaciju naelektrisanja na povrSinu tecnosti koja se nalazi na izlazu iz kapilare,
koja usled toga formira visoko naelektrisane kapljice. Kao inertni gas, najcesce se koristi
azot, koji se injektuje koaksijalno pri niskom protoku, i time omogucava da disperzija
nastalog spreja bude limitirana u granicama odredenog prostora. Ovako nastale kapljice dalje
prolaze ili kroz zonu zagrejanog inertnog gasa ili kroz zagrejanu kapilaru, u cilju otklanjanja
molekula rstvaraca. Sprej se rasprSuje pri poc¢etnom potencijalu koji se moze menjati prema
potrebi u zavisnosti od povrSinskog napona rastvaraca. Rastvara¢ sadrZzan u malim kapljicama
brzo isparava, §to dovodi do smanjenja njihovih dimenzija i samim tim povecanje broja
naelektrisanja po jedinici zapremine. Pod uticajem jakih elektrostatickih polja odvija se
deformacija slobodnih kapljica. Dalje, ove naelektrisane kapi nastavljaju da gube molekule
rastvaraca i kada elektri¢no polje na njihovoj povrSini postane dovoljno jako, desorpcijom sa
povrsine nastaju slobodni (desolvatisani) joni (Slika 2.11.).

(b)

Jonizaciona komora, atmosferski uslovi Maseni spektrometar,
Uzorak region visokog vakuuma

l Uzorak u N, gas Uzorak u
- . rastvoru asnoj fazi
Jonski Analizator £
[ izvor J ::>[ mase ]E:>[Detekt0rJ —— —_ >
—
Kapilara

| |l l, — i
. L ’:,———\
l ? /
(100 - 300 °C)

(@

Intenzitet

v
Visoki vakuum

Sprej igla

Aeroslol

Usmeravac uzorka

Slika 2.11. Sematski prikaz: (a) ESI-MS spektrometra i (b) ESI-jonskog izvora [Banerjee &
Mazumdar, 2012]
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Najjednostavnije predstavljeno kod ESI-MS analize pozitivni joni (positive mode, ESI+)

baznih molekula (B) u prisustvu rastvaraca (SH) nastaju transferom protona na molekul:
[B]+ [SH] — [BH]  +[S].

Nastajanje negativnih jona kiselih ispitivanih uzoraka [A] (negative mode, ESI-) u izvoru
podrazume transfer obrnutog smera:

[AH] +[S] — [A] +[SH]".

Joni dobijeni od velikih molekula mogu da sadrze veci broj naelektrisanja, u slucaju da je
prisutno viSe jonizacionih mesta. Takode, dvostruko ili trostruko naelektrisni joni se mogu
javiti 1 u spektrima molekula manjih masa, koja su inace sklona gradenju takvih jona, kao $to
je slucaj kod kompleksnih jedinjenja metala sa razli¢itim organskim 1 neorganskim
ligandima. Manji organski molekuli generalno daju mononaelektrisane jone. ESI-MS se moze
primeniti i kod molekula koji nemaju jonizabilna mesta, tako Sto isti grade adukte sa jonima
Na', K", NH,", CI' i dr.

ESI-MS dozvoljava snimanje masenih spektara direktno iz tecnog uzorka i1 na taj nacin
omogucava analiziranje razlicitih ravnoteznih vrsti u nativnoj fazi. Blagi uslovi jonizacije ESI
izvora minimizuju fragmentaciju, ostavljajuci prisutne molekulske i jonske vrste uglavnom u
neizmenjenom obliku. U zavisnosti od naelektrisanja jona u rastvoru, odnosno potencijala
stvaranja jona odredenog predznaka naelektrisanja, moZe biti primenjen pozitivni ili
negativni mod u cilju dobijanja Sto boljih rezultata. Stehiometrija ovih jona moze biti
direktno odredena na osnovu njihovih m/z vrednosti. Niska granica detekcije ESI-MS-a
omogucava ispitivanje sistema mikromolarnih koncentracija (10 mol/dm?*), $to ima za cilj
primenu ove tehnike u ispitivanju uzoraka c¢ije su koncentracije bliske onim uobi¢ajenim u
bioloskim sistemima. Relativno mala koli¢ina (zapremina) uzorka potrebna za analizu ESI-
MS-om prosiruje mogucnost primene iste. Takode ESI-MS-om mogu da se analiziraju jonske
vrste u rastvoru nezavisno od nuklearnog spina konstituentnih atoma, zatim da se posmatraju
individualni joni u rastvoru gde dolazi do brze izmene atoma (interakcije medu vrstama). [ Ho
etal., 2003, Cole, 2010; Banerjee & Mazumdar, 2012]

ESI-MS se moze primeniti kao pogodna tehnika za detekciju produkata interakcije metal-
organski ligand u rastvorima. Stavise, ESI-MS omogucéava detekciju vrsta prisutnih u
rastvoru koje je tesko detektovati nekom drugom metodom. Procesi koji se odvijaju u gasnoj
fazi dovode do formiranja novih jona u rastvoru. Najjednostavniji procesi koji se odvijaju pod
ESI uslovima su vezivanje suprotno naelektrisanog jona, deprotonovanje koordinisanih
molekula rastvaraca, redukcija metala koji se lako redukuje pod ESI uslovima, kao npr.

Cu(II). Ponekad pod ovim uslovima mogu da se odigravaju dosta slozeni procesi, naime ve¢
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pomenuta redukcija bakra moze biti pracena formiranjem klaster jona [Hao & Marck, 2001]
ili formiranje helikoidalnih kompleksa [Watesa-Chorab et al., 2010]. ESI-MS metoda ima
primenu za ispitivanje slobodnih jona metala, komplekse sa jonom metala kao centralnim
atomom i kovalentna organometalna jedinjenja. Efikasnost ESI-MS kao detekcione metode
dosta zavisi od stabilnosti ispitivanih vrsta. Neorganske vrste menjaju svoj sastav kada bivaju
izloZene elektrospreju, pa delovi slabih liganada u kompleksnom jedinjenju bivaju zamenjeni

molekulima rastvaraca. [Schramel et al., 1998]

2.5.4. Elektron spinska rezonancija (ESR)

Elektron spinska rezonancija (ESR) je nedestruktivna spektroskopska metoda koja se
zasniva na rezonantnoj apsorpciji elektromagnetnog zracenja od strane nesparenih elektrona u
homogenom magnetnom polju i njome se mogu ispitivati samo paramagnetne supstance,
odnosno supstance koje sadrze atome, jone ili molekule sa nesparenim elektronima.
[Drescher & Jeschke, 2012] Vrste sa nesparenim elektronima ucestvuju u mnogim bioloskim
procesima 1 procesima koji se odigravaju u zivotnoj sredini, pa prema tome ESR
spektroskopija predstavlja veoma pogodnu metodu za njihovo ispitivanje. Primenjuje se i u
koordinacionoj hemiji, gde se pomocu nje moze doc¢i do podataka o:

— oksidacionom stanju metala,

— koordinacionom broju istog,

— rsti liganada,

— geometrijskoj strukturi i prostornom rasporedu donor atoma,
— jacini interakcije metal-ligand.

ESR spektri kompleksnih jedinjenja mogu se snimati 1 proucavati pod razli¢itim uslovima
1to:

— u obliku praha,

— unoSenjem kristala u izomorfnu dijamagnetnu so,

— na niskoj temperaturi kao zamrznuti rastvor,

— urastvoru.

U nekim sluc¢ajevima se ¢ak podaci koje o ispitivanom sistemu daje ESR spektroskopija ne
mogu uopste ili se bar ne mogu direktno dobiti drugim metodama.

Stanje elektrona u homogenom magnetnom polju u kome on zauzima jednu od dve
moguce orjentacije, o nize energije i B sa viSom energijom i energetskom razlikom AE = h-v

= g-B-H, kao i odgovarajuci ESR spektar dati su na slici 2.12.
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Slika 2.12. Energija H-atoma sa jednim elektronom u homogenom magnetnom polju (a) 1
odgovarajuci ESR spektar (b)

ESR-spektar nastaje usled uzajamnog dejstva nesparenih elektrona i jezgra koji se u
magnetnom polju orjentiSe na dva nacina u odnosu na pravac primenjenog polja. UnoSenjem
uzorka u homogeno magnetno polje promenljive indukcije i izlaganjem mikrotalasnom
zracenju konstantne frekvencije dolazi do rezonantne apsorpcije kada je zadovoljen

rezonantni uslov AE = h-v = g-B-H. Dobijeni signal registruje se kao prvi izvod, slika 2.13.
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Slika 2.13. Karakteristi¢ni ESR spektri u izotropnoj sredini (a), kod aksijalnog (b) 1
rombicnog spin sistema (c) registrovani kao apsorpcioni i u obliku krive prvog izvoda

Svaki ESR spektar karakteriSu poloZaj, intenzitet, oblik, Sirina linije. Intenzitet linije je
proporcionalan broju nesparenih elektrona. Sirina linije (A) je rastojanje izmedu dva
maksimuma. Polozaj linije odreduje se g-faktorom, faktorom spektroskopskog cepanja. To je
anizotropna veliCina jer zavisi od orjentacije primenjenog polja u odnosu na primenjeni
sistem, za Cvrste supstance ima tri osnovne vrednosti gy, gy, g,. Za sistem koji ima osnu

simetriju postoje dve vrednosti koje odgovaraju paralelnoj i normalnoj orjentaciji
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primenjenog polja u odnosu na osu simetrije. Za paramagnetne supstance u rastvoru iz ESR
spektra dobija se srednja vrednost g;.

ESR spektar se moze sastojati samo od jedne apsorpcione linije S$to je karakteristika
sistema gde ne dolazi do neposrednih magnetnih interakcija nesparenih elektrona sa
okolinom, kao i od veceg broja linija, od grupa linija za sisteme sa velikim brojem
paramagnetnih supstanci, tj. imaju finu i1 hiperfinu strukturu.

Iz ESR spektara se mogu dobiti slede¢e informacije: moze se izraCunati g-vrednost,
spektrohemijski faktor cepanja, rastojanje u mT izmedu dva maksimuma u spektru

(parametar A), kao 1 utvrditi fina i hipefina struktura.[ Drago, 1981]

ESR spektar Mn(II) jona, d’-elektronska konfiguracija
Mangan(II) jon, konfiguracije Mn>":[Ar] 3d’, ima pet nesparenih elektrona i nuklearni spin
[=5/2. Na slici 2.14. prikazano je nastajanje ESR spektra Mn(I) jona u MgV,0¢, pet

dozvoljenih prelaza (fina struktura) i hiperfina struktura zbog nuklearnog spina Mn (I =5/2).

+5/2
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Slika 2.14. Ukidanje degeneracije u O, kompleksu Mn(II) jona, i spektar monokristala
kompleksa Mn(II) u MgV,0Og, pet dozvoljenih prelaza (fina struktura) 1 hiperfina struktura
zbog nuklearnog spina Mn (I =5/2)

ESR spektar Cu(Il) jona, d’-elektronska konfiguracija

Bakar (II) jon, konfiguracije Cu’":[Ar] 3d’, ima jedan nesparen elektron i nuklearni spin
3/2. Zbog svoje stabilnosti paramagnetni Cu(Il) jon je veoma pogodan za ESR
karakterizaciju. Isti se relativno jednostavnim postupkom pripreme moZze odrediti u

bioloSkom materijalu metodom ESR za teCne sisteme. Na slici 2.15. dat je Sematski prikaz
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prikaz mogucih orjentacija nuklearnog magnetnog momenta Cu(Il) jona u odnosu na

magnetni moment nesparenog elektrona i primenjeno magnetno polje (a), odgovaraju¢i ESR

prelazi (b) i ESR spektar (c).
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Slika 2.15. Sematski prikaz mogu¢ih orjentacija nuklearnog magnetnog momenta Cu(II) jona
u odnosu na magnetni moment nesparenog elektrona i primenjeno magnetno polje (a),
odgovaraju¢i ESR prelazi (b) i ESR spektar (c)

Cu(Il) jon gradi komplekse razli¢ite geometrijske strukture, elektronske spektre koji su

sli¢ni, a magnetna susceptibilnost prilicno jednaka. Zato, da bi se doslo do klju¢nih podataka

o strukturi istih proucavaju se ¢vrsti oblici, a ne njihovi rastvori. Iz podataka do kojih se

dolazi ESR spektroskopijom, moze se neposredno zakljuciti o koordinaciji Cu(Il) jona sa

donor atomima liganda. .[ Weil & Bolton, 2007, Nikolic¢ et al., 2010] Na slici 2.16. prikazan je

tipican ESR spektar kompleksa Cu(Il) sa O-donor ligandima redukovanih polisaharida u X-

traci.[Nikoli¢ G.M., et al., 2010]
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Slika 2.16. Tipi¢ni ESR spektri kompleksa Cu(Il) jona sa O-donor ligandima u X-traci: (a)
eksperimentalni i (b) kompjuterska simulacija
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ESR je pogodna tehnika, s jedne strane, za ispitivanje paramagnetnih hemijskih vrsti u
farmaceutskim preparatima, suplementima kao i produktima njihove interakcije sa metalnim
jonima, a sa druge strane za detektovanje i ispitivanje slobodno-radikalskih vrsti u bioloskim
tkivima. U literaturi postoje podaci o primeni ove tehnike za karakterizaciju produkata
dobijenih interakcijom M(II) paramgnetnih biometalnih vrsta sa anti-inflamatornim lekovima
u cilju dobijanja podataka o magnetnim osobinama, simetrijskim osobinama istih, kao i tipu
kompleksa (mononuklearni, binuklearni). [Gordijo et al., 2005; Kozlevcéar i Segedin, 2008;
Dimiza et al., 2011] Takode, ESR ima primenu za karakterizaciju c¢vrstih produkata
interkacije M(II) jona sa suplementima karboksilatnog tipa [Carballo et al., 2002], kao i u
detekciji 1 ispitivanju paramagnetnih adukata koji se javljaju u peroksidacijskim procesima u

organizmu ¢oveka. [Lodge et al., 1998]

2.5.5. Tankoslojna hromatografija(TLC)

Hromatografija omogucava razdvajanje, izolovanje, identifikaciju i odredivanje sastojaka
smese. Razdvajanje se vrsi na osnovu procesa koji se deSavaju na granici dve faze koje se ne
mesSaju. Jedna faza je stacionarna i moze biti porozno ili granulisano Cvrsto telo, tecnost,
tanak sloj te¢nosti adsorbovan na ¢vrstom telu i jonoizmenjiva¢. Druga faza je mobilna i
moze biti gas ili teCnost. Hromatografski proces sastoji se u tome §to se rastvor smese u
mobilnoj fazi propusta kroz stacionarnu fazu, pri ¢emu dolazi do raspodele komponenata
smeSe izmedu mobilne i stacionarne faze. Ovaj prelazak komponente iz jedne u drugu fazu
deSavace se sve dok odnos koncentracija komponente u stacionarnoj (c) 1 mobilnoj fazi (cy,)
ne dostigne konstantnu vrednost (koeficijent raspodele — K), K = ¢¢/cp,.

Tankoslojnom hromatografijom (TLC) vr$i se razdvajanje komponenata na hartiji ili
plocici preko koje je nanet tanak sloj ¢vrstog adsorbensa. Protok mobilne faze kroz hartiju ili
tanak sloj ostvaruje se kapilarnim prodiranjem kroz poroznu sredinu. Brzine kretanja tzv.
zona ili mrlja, od kojih svaka predstavlja jednu izdvojenu komponentu, veoma su vazne za
hromatografski proces, jer od njih zavisi razdvajanje komponenata. Brzina mobilne faze
zavisi, pre svega, od veli¢ine pora u hartiji, odnosno precnika Cestica ¢vrstog adsorbensa.

Vazna veli¢ina u podeonoj hromatografiji je Ry vrednost (retencioni faktor ili faktor
zadrZavanja), koja je karakteristicna za svaku komponentu u definisanom hromatografskom

sistemu 1 sluzi za identifikaciju komponente u analiziranoj smesi. DefiniSe se kao odnos

predenog puta komponente (a) i predenog puta rastvaraca (b): R¢ = a/b. Merenje puteva vrsi
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se od sredista zone nanetog uzorka (analizirane smese), koje se zove startna linija, do sredisSta

zone komponente, odnosno do fronta rastvaraca, kao Sto je prikazano na slici 2.17.

S A R
@ ®

: G > |

e

Slika 2.17. Odredivanje Ry vrednosti: S — start; R — front rastvaraca; a — predeni put
komponente; b — predeni put rastvaraca

Najvecu Ry vrednost imac¢e komponenta koja se najbolje rastvara u organskom rastvaracu
(mobilnoj fazi), jer se brze krec¢e od komponente koja se bolje rastvara u stacionarnoj fazi.

Smatra se da su komponente dobro razdvojene ako je R¢> 0,05. [Medenica & Malesev, 2002]
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3. EXSPERIMENTALNI DEO






Interakcija M(II) jona metala (Ca, Cu, Co, Zn, Mn, Cd) sa farmaceutskim preparatima i

suplementima tipa kiselina, kao potencijalnim ligandima sa O-donor atomima, proucavana je

u model sistemima navedenih metala sa ibuprofenom, mle¢nom kiselinom, sir¢etnom

kiselinom i liponskom kiselinom. Karakterizacija produkata interakcija M(II) jona metala sa

navedenim ligandima uradena je UV/VIS, FTIC, ESI-MS i ESR tehnikama (Slika 3.1.).

Eksperimentalni deo obuhvatio je sledece faze:

modelovanje sistema za pracenje interakcije metal-ligand 1 ispitivanje promena nakon
interakcije na molarnom, milimolarnom i mikromolarnom nivou;

UV/VIS karakterizaciju ispitivanih sistema na molarnom i milimolarnom nivou;

TLC razdvajanje izdvojenih Cvrstih produkata interakcije;

FTIC ispitivanje izdvojenih Cvrstih produkata interakcije u cilju utvrdivanja donor
atoma liganada preko kojih joni biometala interaguju na milimolarnom nivou;
ESI-MS karakterizaciju interakcija u sistemima metal-ligand na nivou mikromolarnih
koncentracija u cilju pojaSnjenja istih u organizmu pri normalnom fizioloSkom stanju;
ESR karakterizaciju model sistema sa paramagnetnim jonima M(II) metala;

in vivo 1 in vitro provera interakcija nekih M(II) jona sa O-donor ligandima.
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3.1. HEMIKALIJE KORISCENE ZA EKSPERIMENTALNI RAD

Koris¢ene hemikalije su bile p.a. ili HPLC
stepena cistoc¢e. Kao soli metala (Cu, Zn, Ca,
Co, Cd, Mn) koris¢eni su hloridi, proizvodaca
Merck-Darmstadt. Farmaceutski preparati 1
suplementi (ibuprofen, mle¢na kiselina i
sir¢etna kiselina) kori§¢eni u ovom ispitivanju
su bili p.a. Ccistoe proizvodata Sigma-
Aldrich. Liponska kiselina kao potencijalni
ligand koris¢ena je u oksidovanom i
redukovanom obliku. Kao oksidovani oblik
koriS¢ena je u formi injekcionog rastvora
trometamol soli liponske kiseline (u daljem
tekstu to je

liponska kiselina). Inace,

komercijalni oblik u kome se ista primenjuje

@ela 3.1. Hemikalije koriéc’en%
ekperimentalni rad

Hemikalija Proizvodac
CuCl,x2H,0
CoCl,x6H,
CaCl,x2H,0 Merck-Darmstadt
CdC1,x2H,0 (Germany)
MHC12 X2H20
ZnC12
CH;COOH
CH;CH(OH)COOH Sigma-Aldrich,
m Steinheim (Germany)
HoH%%n
o Asta Medica AG,
s \/\)L oH Frankfurt (Germany)
o
EMD Chemicals, Inc.

-

San Diego, CA 929

u farmakoterapiji (proizvoda¢ Acta Medica). U redukovanom obliku ista je koriS¢ena u formi

dihidroliponske kiseline, u kojoj se po specifikaciji proizvodaca, koristi samo za potrebe

istrazivanja, a nikako kao lek (proizvoda¢ EMD Chemicals). Rastvaraci metanol 1 etanol su

bili HPLC Cdistoce, Sigma-Aldrich (Germany). KoriS¢ena je dejonizovana voda, < 0.05 puS/cm

(aparat TKA Wasseraufbereitungssysteme, Niederelbert, Germany).

Sematski tok eksperimentalnog rada prikazan je na slici 3.1.
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Slika 3.1. Sematski prikaz eksperimentalnog rada
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3.2. MODELOVANJE SISTEMA ZA UV/VIS SPEKTROSKOPIJU

Radni rastvori soli metala i farmaceutskih preparata i suplemenata (ligandi) za UV/VIS
karakterizaciju pravljeni su rastvaranjem istih u smesi etanola i vode u odnosu 50/50 (v/v),
sem u slucaju kada je kao potencijalan ligand bio ibuprofen 80/20 (v/v). Koncentracije radnih
rastvora soli metala i liganada za snimanje u UV oblasti bile su reda veli¢ine 10 M, dok su
za snimanje u VIS oblasti bile reda veli¢ine 102 M. Model sistemi za ispitivanje interakcije
metala i liganada dobiveni su meSanjem rastvora metala i liganda u molarnom odnosu
M:L=1:2 (cman= 1x10™ M; ¢ = 2x10* M za UV; odnosno cyvan= 1x102 M; ¢ = 2x102 M za
VIS, u sistemu nakon meSanja), pri nativnom pH. Ovako pripremljeni model sistemi

ostavljeni su da stoje 30 min i nakon toga su snimani njihovi apsorpcioni spektri.

3.2.1. UV/VIS spektroskopska karakterizacija

Apsorpcioni spektri vodeno-etanolnih rastvora metalnih jona, liganada i model sistema za
ispitivanje interakcije metal-ligand snimani su na dvozraénom UV/VIS spektrofotometru
Shimadzu UV-1650 PC, u oblasti talasnih duzina od 190-800 nm (Laboratorija za biohemiju i
mikrobiologiju, Prirodno-matematickog fakulteta u NiSu). Snimanje uzoraka je vreSeno, na
sobnoj temperaturi (T = 25 °C) u kvarcnim kivetama (quartz QS (HELMA GmbH)), duzina
optickog puta bila je / = 1,0 cm. Kao izvor svetlosti koriS¢ena je deuterijumska lampa za UV
oblast 1 halogena lampa za VIS oblast. Kompjuterska obrada snimljenith UV/VIS spektara
vrsena je softverom SHIMADZU UV/Probe u operativhom sistemu MS Windows XP.

Na osnovu podataka iz dobijenih UV/VIS spektara, polozaja apsorpcionog maksimuma
Amaks, Za 1spitivane sisteme izraCunate su vrednosti za energiju cepanja (A) centrlanog jona

metala u ispitivanim sistemima na osnovu jednacine:
A=h-v-Npa=— Na=h-c- ,odnosno
A:_ 0’1192554 _] ............................... (3_1)
gde je:
E — energija cepanja,
h — Plankova konstanta (h = 6,6-10™ [Js]),
— frekvencija,

¢ — brzina svetlosti (¢ = 3-10° [m/s]),

Amaks — talasna duZzina [m)].
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3.3. MODELOVANJE SISTEMA ZA FTIC SPEKTROSKOPIJU

Smesa etanola i vode (EtOH-H,O) u odnosu 50/50 (v/v), sem u sluc¢aju kada je kao
potencijalan ligand bio ibuprofen 80/20 (v/v), koris¢ena je kao rastvara¢ za hloridne soli
metala i za farmaceutske preparate i suplemente (ligande). Metal (M) i ligand (L) su meSani u
molarnom odnosu 1:2 (n/n) u korist liganda. Koncentracije radnih rastvora metala i liganda,

kao i1 pH vrednost na kome su ispitivane interakcije M—L prikazane su u Tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Sastav sistema M—L za dobijanje produkata za FTIC speltroskopsku analizu

Radni rastvori
Ligand
Metal H (KSI); Conetal 3 Mleéna Siréetna Liponska Clieanda |
PR Imoldm®] | [mol/dm’] Lislina et Ibuprofen ki's’elina* [mol/dm’]
Cu 550 <0.0022 0.004 + + + + 0.008
Co 7.30 <0.033 0.02 + + + 0.04
Mn 730 <5.26 0.02 + + + 0.04
Zn 7.00 <0.001 0.002 + 0.004
Cd 730 <0.69 0.02 + + 0.04
V=10 mL V=10 mL
V e = 20 mL

+ izdvojen cvrst produkt interakcije metal-ligand;” Trometamol so liponske kiseline; dihidroliponska kiselina

Rastvori odgovaraju¢eg metala (10 mL) i odogovarajuceg liganda (10 mL) su pomeSani u
polietilenskoj €aSi 1 meSani na magnetnoj mesalici, bez zagrevanja, uz podeSavanje
odgovaraju¢e pH vrednosti sistema. Optimalne pH vrednosti za ispitivane sisteme sa
preracunatim koncentracijama za metale na osnovu proizvoda rastvorljivosti (Ksp) njihovih
soli u zavisnosti od pH na kojima ne dolazi do stvaranja hidroksida prikazane su uTabeli 3.2.

Ovako pripremljeni rastvori su nakon podesavanja pH vrednosti mesani oko pola sata na
magnetnoj mesalici, a zatim su isti ostavljeni da stoje u zatamnjenom prostoru na sobnoj
temperaturi nedelju dana, u cilju izdvajanja produkata interakcije metala i1 liganda. Nakon
stajanja od nedelju dana, sistemi u kojima je doslo do izdvajanja ¢vrstog produkta interakcije
M-L, odvajani su centrifugiranjem od mati¢nog rastvora na aparatu SIGMA
Laborzentrifugen, (Germany). Centrifugiranjem odvojeni produkti interakcije su zatim suSeni

u susnici (T~50 °C).
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3.3.1. FTIC spektroskopska karakterizacija

Za snimanje FTIC spektara izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije primenjena je metoda
presovanja ispitivanog uzorka zajedno sa pretopljenim KBr-om u plocicu (KBr — pastila).
Koncentracija uzorka u odnosu na KBr krece se u intervalu od 0,1% do 0,2%. Za pravljenje
KBr-pastila na analitickoj vagi odmereno je 1,5 mg uzorka i 150 mg KBr, smesa se zatim
homogenizuje u specijalnoj kapsuli u vibracionom mlinu. Ovako homogenizovana smesa je
dalje presovana u specijalnom kalupu hidrauli¢nom presom (200 MPa). U toku presovanja
kalup je povezan posebnim sistemom sa hidrauli¢cnom pumpom. Na ovaj nacin se dobijaju
tanke okrugle pastile (precnik ~13 mm, debljina ~0,3 mm). Pripremljene pastile su zatim
odlagane u papirnim kesicama i ¢uvane u elektricnom eksikatoru, kako ne bi bile izloZene
uticaju vlage 1 CO; iz vazduha.

FTIC spektri ispitivanih uzoraka snimani su na aparatu FTIR BOMEM MB-100 (Hartman
& Braun, Canada), sa DTGS/KBr (deuterated triglycine sulfate/KBr) detektorom, u oblasti
talasnih brojeva od 4000-400 cm™ i pri rezoluciji 2 cm™, sa referentnom pastilom
pripremljenom od cistog KBr-a (150 mg, Merck) na sobnoj temperaturi (T = 25 °C) i
temperaturi teCnog azota (T = —196 °C) u Laboratoriji za spektroskopiju, Tehnoloskog
fakulteta u Leskovcu. Pre snimanja kroz spektrometar je propusten inertni gas azot kako bi se
uklonila vlaga i CO, koji mogu negativno da uti¢u na kvalitet FTIR spektara.

Snimljeni FTIC spektri su kompjuterski obradivani softverom ACD/Labs, ACD/UV-IR
Manager & Processor, Version 10.0 for Microsoft Windows (Copyright © 1994-2007
Advanced Chemistry Development).

3.3.2. FTIC mikrospektroskopska karakterizacija bioloSkog materijala

In vitro ispitivanja uticaja organskih kiselina (mle¢ne 1 siréetne) na bioloSki materijal
(mineralno tkivo zuba) vrSena su na mikro-FTIC spektroskopu Bruker-Tensor-27, koji je
povezan sa FTIR Bruker Hyperion-1000/2000 mikroskopom sa 15% zoom objektivom i 250-
um MCT detektorom koji je hladen te¢nim azotom (Bruker GmBH, Germany) u Laboratoriji
za neorgansku hemiju, Prirodno-matemati¢kog fakulteta u NiSu. Spektri su snimani u oblasti
0d 4000 do 600 cm™ u refleksionom modu sa 320 skeniranja i rezolucijom 4 cm™. Snimljenih
FTIC spektri i FTIC mikroskopske slike obradivane su kopjuterski softverom OPUS 6.0
Copyright© Bruker Optic GmBH (1997-2006).
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3.4. RAZDVAJANJE PRODUKATA INTERAKCIJE METAL-LIGAND
TANKOSLOJNOM HROMATOGRAFIJOM

Tankoslojnom hromatografijom (TLC) su razdvajanji izdvojeni ¢vrsti produkti interakcije
metal ligand. Cvrsti produkti su rastvarani u odgovarajuéem rastvarau (etanol, voda,
DMSO), a zatim nanoSeni kapilarom na startnu liniju ploCice od silika-gela za
hromatografiju. Nakon nanoSenja iste su razvijane stavljanjem u kadu sa pogodnim
rastvaracem (heksan : dietietar = 3:2, v/v). Nakon razvijanja plo€ice su izazivane sumpornom

kiselinom, i potom susene.
3.5. MODELOVANJE SISTEMA ZA ESI-MS SPEKTROSKOPIJU

Radni rastvori liganada (ci= za 1, 3, 5, 7, 9 pmol/dm3) za ESI-MS karakterizaciju
pripremani su rastvaranjem tacno odredene mase/zapremine liganda u rastvaratu koji
predstavlja smesSu metanola i vode u zapreminskom odnosu 50/50 (v/v), odnosno 80/20 (v/v)
u slucaju ibuprofena. Prisustvo 50% dejonizovane vode u rastvaracu ima za cilj da olaksa
desolvatacioni proces u elektrospreju i obezbedi bolji jonski prinos. Binarni sistemi M(II)
metal 1 odgovarajuceg liganda (V=1 mL) dobijeni su meSanjem odredenih zapremina radnog
rastvora metala (cyan= 100 umol/dm3) 1 rastvora liganda (c;= 100 umol/dm3) u razli¢itim
odnosima metal-ligand (Tabela 3.3). Ovako pripremljeni binarni model sistemi ostavljeni su
da stoje 30 min i nakon toga je vrSena njihova ESI-MS karakterizacija, pri nativnom pH.
Primenjena ESI-MS karakterizacija imala je za cilj da se kvalitativne i kvantitativne
karakteristike rastvora 1 interakcija u njima, sagledaju u nativnom stanju koliko je to moguce,
a da pri tom odabrane koncentracije 1 uslovi priblizno korespondiraju sa uslovima koji
vladaju u bioloskim sistemima (u smislu pojednostavljenog model-sistema). To je jedan od

razloga zbog koga su pH 1 koncentracioni ekstremi izbegnuti.

Tabela 3.3. Sastav binarnih model sistema za ESI-MS ispitivanje

M) L MeOH/H,0O M:L
[nL] [nL] [nL] (umol/umol™)
10 90 900 1:9
30 70 900 3:7
50 50 900 5:5
70 30 900 7:3
90 10 900 9:1

*eman= 100 pmol/dm3 ;=100 p,tmol/dm3
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3.5.1. ESI-MS spektroskopska karakterizacija

Za ESI-MS karakterizaciju ispitivanih sistema koriS¢en je instrument LCQ DECA Ion
Trap Mass Spectrometer (Thermo Finnigan, USA), Laboratorija za masenu spektroskopiju,
Prirodno-matematicki fakultet u Nisu. Polaritet ESI izvora je biran prema prirodi ispitivanog
jedinjenja, kako su ispitivani ligandi tipa kiselina, isti su podlozni deprotonizaciji odabran je
negativni mod (ESI-). Zatim je, u odabranom modu, uoc¢en signal m/z molekulskog jona [M—
H], odnosno jona koji ¢e biti odreden kao karakteristiCan za dalja ispitivanja. Preko
posebnog Sprica (V' =500 pL, id = 3,26 mm i kapilare d = 100 um) ubrizgavan je uzorak pri
protoku od 5 pL/min. Pre snimanja ESI MS spektara definisan je opseg skeniranja (m/z),

obi¢no od m/z 50 do gornje granice m/z 400 ili 600.

3.5.2. Snimanje LOOP-hromatograma ispitivanih sistema

Rastvori liganada u meSavini metanol/voda, kao i rastvori binarnih model sistema, tacno
odmerenih koncentracija su analizirani LOOP metodom. Uzorak je unoSen preko Sprica (V' =
250 uL, id = 2,30 mm), pomocu viseportnog rotacionog ventila zapremine 20 pL, koji je
povezan za ESI sistem preko silica kapilare d = 100 pm. Rastvori liganada su analizirani ESI-
MS LOOP-metodom koris¢enjem MeOH/voda (v/v 50:50) kao nosece faze. Noseci rastvarac
metanol/voda je unoSen pri protoku od 100 pl/min, a vreme trajanja analize (LOOP-
hromatogram) je najceS¢e 60, pri cemu je od znacaja da hromatogramski pik bude potpuno
obuhvacen zadatim vremenom analize.

Snimljeni ESI-MS spektri i LOOP-hromatograma su kompjuterski obradivani softverom

Xcalibur LCQ Advantage 1.4. u operativnom sistemu MS Windows XP.

3.5.3. Obrada dobijenih rezultata za ispitivane model sisteme

Nakon snimanja radnih rastvora liganda koncentracija 1, 3, 5, 7, 9 pmol L i dobijenih
vrednosti povrSina za LOOP-hromatograme, za iste crta se grafik zavisnost koncentracija
liganada od povrSine LOOP-pika za ligand odredene koncentracije. Linearnim fitovanjem
(Origin 8.1) odredena je najpribliznija aproksimirajuca prava za dati set tacaka. Ispod ovako
dobijene prave izraunata je podintegralna povrsina P;.

Nakon snimanja binarnih sistema metala i liganda (sastav istih prikazan u Tabeli 3.3.)
matematiCka obrada rezultata za binarni sistem je ista kao i za monokomponentni, s tim §to je
podintegralna povr$ina oznacena kao P,.

U cilju sagledavanja jacine interakcije izmedu liganda i metala izvrSeno je poredenje

dobijenih podintegralnih povrsina P, 1 P, izra¢unavanjem njihove relativne razlike:
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AP [%]= X 100% .............................. (3_2)

Veca vrednost za AP ukazuje na proporcionalno vecu interakciju u ispitivanim binarnim

sistemima.
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3.6. MODELOVANJE SISTEMA ZA ESR SPEKTROSKOPIJU

ESR spektroskopska ispitivanja vrSena su sa praskastim uzorcima. Zbog ograni¢ene
granice detekcije ESR aparata, sisntetisani su produkti interakcije paramagnetnih jonskih
vrsta Cu(Il) i Mn(II) sa ligandom (ibuprofen) u razli¢itom ,,razblazenju®, pri procentu metala
1-5 %.

Etanolni rastvori ispitivanog metala, ibuprofena i dijamagnetnog Zn(II) jona u jednom
slu¢aju pomesani su u molskom odnosu M:Zn:IB=(1:5):2, uz podesavanje pH vrednosti kako
ne bi doSlo do izdvajanja hidroksida (Tabela 3.3.). Tako pripremani rastvori su meSani na
magnetnoj mesalici u trajanju od 30 min, i isti ostavljeni da stoje nedelju dana. Nakon
stajanja doslo je do izdvajanja produkta interakcije metal-ligand, koji je suSen na temperaturi
od 50 °C nekih 60 min, i nakon toga upakovan u polivinilske ependorfe i ostavljen u
elektri¢nom eksikatoru.

U drugom slucaju pripremljeni su model sistemi sa ve¢im razblaZzenjme paramagnetnog
Cu(Il) jona. Etanolni rastvori metala pomeSani su kako bi se dobio molski odnos
M:Zn:IB=1:9:20 (Tabela 3.4.). Podesen je pH sistema kako bi se sprecilo izdvajanje
hidroksida metala, a zatim je sistem meSan na magnetnoj mesalici u trajanju od 30 min. Dalji

tretman je isti kao u prvom slucaju.

Tabela 3.4. Modelovanje sistema M—L za ESR karakterizaciju

Cu(ID)* Zn(I)* Ibuprofen Molski odnos
[g] (] (] [n/n]
0,0102 0,0408 0,1485 (1:5):2
0,0852 0,6133 2,0629 1:9:20
Mn(IT)* Zn(ID)* Ibuprofen Molski odnos
[g] 2] 2] [n/n]
0,0108 0,0408 0,1485 (1:5):2
0,0990 0,6133 2,0629 1:9:20

*u obliku odgovarajuce soli
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3.6.1. ESR spektroskopska karakterizacija
ESR spektri ¢vrstih produkata interakcije metal-ligand snimani su na ESR spektrometru
Varian E104-A EPR spektrometru (Centar za multidisciplinarne studije, Bioloski institut
“Sinisa Stankovi¢”, Beograd). Merenja su vrSena na fino spraSenim uzorcima u zatopljenim
kvarcnim kivetama. Zbog ograni¢enih tehnickih moguénosti aparata i ograni¢enog pristupa

istom, izvrSena su osnovna merenja. Uslovi snimanja ESR spektara prikazani su u Tabeli 3.5.

Tabela 3.5. Uslovi snimanja ESR spektara produkata interakcije metal-ibuprofen

Sirina polja (SW) 2000 G
Centar polja (H) 3410 G
Modulaciona amplitude (MA) | 10Gi12G
Vremenska konstanta (fau) 0.032's
Pojacanje (Gain) 3.2E3 do 3.2E4

tsnimzmja 10 min
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3.7. IN VIVO ISPITIVANJE INTERAKCIJE M(II)-LIPONSKA KISELINA
U SLUCAJEVIMA HRONICNE INTOKSIKACIJE Cu(II) i Cd(II) JONOM

In vivo ispitivanja interakcije Cu(Il) jona i Cd(II) jona sa liponskom kiselinom (LA) je
vrSeno na model sistemu albino Zenskih pacova, Wistar roda, starosti 6 nedelja, i prosecne
mase 220+20 g. [Nikoli¢ et al., 2013] Ispitivanja su vrSena u uslovima hroni¢ne intoksikacije
Cu(II) jonima, odnosno akutne intoksikacije Cd(II) jonom, subletalnom dozom, i dodavanjem
liponske kiseline kao suplementa dan nakon intoksikacije metalom. Pradenje interakcije
Cu(Il) jona i LA vrSeno je preko eritrocitne grupe krvnih parametara: eritrociti (Er),
hemoglobin (Hb), hematokrit (Hmt), srednja vrednost zapremine eritrocita (VEr), srednja
vrednost koli¢ine hemoglobina u jendom eritrocitu (sHb), srednja vrednost koncentracije

hemoglobina u svim eritrocitima (sHbg;), mera varijabilnosti eritrocita (rEr).

3.8. STEREO-MIKROSKOPSKA KARAKTERIZACIJA

Izdvojeni Cvrsti produkti interakcije ispitivanih metalnih jona i liganada karakterisani su
stereo-mikroskopom (LEICA MZ 16 A, Wetzlar, Germany) u cilju dobijanja informacioja o
boji, teksturi, veli¢ini Cestica istih. Stereo-mikroskopske slike uradene su na uvecanju stereo-
mikroskopa od 140x (Laboratorija za sistematiku 1 ekologiju biljaka, Prirodno-matematicki

fakultet u Nisu).
3.9. STATISTICKA OBRADA REZULTATA
Dobijeni rezultati vrednosti eritrocitne grupe hematoloskih parametara su prikazani kao
srednja vrednost (n=5, n-broj Zivotinja u grupi) + standardna devijacija, i statisti¢ki obradeni

Anova test-om (softver Statistical Package for Social Sciences — SPSS). Statisticka

znacajnost je prikazana kao p < 0,01; p <0,051p <0,01.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA






4.1. ISPITIVANJE INTERAKCIJE Cu(Il) JONA U MODEL SISTEMIMA
SA O-DONOR LIGANDIMA TIPA KARBOKSILATA

4.1.1. UV/VIS spektroskopija Cu(Il) jona u razli¢itim model sistemima

Model sistem Cu(Il)—ibuprofen

Na slici 4.1. prikazan je UV/VIS spektar Cu(Il) jona u sistemu sa ibuprofenom (IB).
Koncentracija radnih rastvora Cu(Il) jona i liganda (IB) u sistemu je 10*M za UV oblast, dok
je za VIS oblast reda veli¢ine 10 M.
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Slika 4.1. (a) UV spektar: Cu(II) jon (10 M), IB (107 M), sistem Cu(I)-IB (10™* M);
(b) VIS spektar: Cu(II) jon (102 M), IB (10 M), sistem Cu(II)-IB (10 M)

UV spektar sadrzi trake jakog intenziteta koje poti¢u od liganda, tj. rezultat su elektronskih
prelaza u ligandu. Prema literaturnim podacima jedinjenja sa karboksilnom grupom u UV
spektru imaju dva karakteristi¢na prelaza n—n (oko 190 nm) i m=—n (oko 250-300 nm) u
zavisnosti od R-ostatka. U UV spektru zapaza se traka na oko 225 nm koja odgovara
elektronskim prelazima u ligandu ibuprofenu (Slika 4.1a).[Hapse et al., 2011; Zhou & Jing,
2012]. Da dolazi do interakcije izmedu Cu(Il) jona i ibuprofena kao potencijalnog O-donor
liganda ukazuju pormene u UV spektru. Javlja se nova intenzivnija traka, blago pomerena ka
veéim vrednostima talasnih duzina (batohromno pomeranje) kao rezultat Cu(Il)-IB
interakcije.

Apsorpcioni VIS spektri etanolno-vodenih rastvora Cu(Il) jona, ibuprofena i sistema
Cu(II)-IB prikazani su na slici 4.1b. VIS spektar Cu(Il) jona karakteriSe Siroka apsorpciona
traka na oko 810 nm (Abs.= 0,162 a.u.) sto odgovara d—d prelazima, a to je u skladu sa

literaturnim podacima. [Lever, 1987] U apsorpcionom spektru sistema Cu(II)-IB dolazi do
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pojave nove apsorpcione trake, intenzivnije (0,191 a.u.), 1 blago pomerene na talasnoj duzini
od oko 820 nm. Promene u VIS apsorpcionom spektru ukazuju da dolazi do interakcije Cu(Il)
jona sa ibuprofenom, verovatno preko O-donor atoma karboksilne grupe istog $to je u skladu
sa slicnim sistemima koji se mogu naci u literaturi. U literaturi postoje podaci o promeni
polazaja 1 intenziteta trake koja potice od d—d prelaza Cu(Il) jona kada se isti nade u sistemu
sa nesteroidnim anti-inflamatornim lekovima, ¢ime se pokazuje da dolazi do interakcije
izmedu Cu(Il) jona i ispitivanog liganda. Za ispitivane komplekse Cu(Il) sa ibuprofenom
[Andrade et al., 2000; Agotegaray et al., 2010] i fenoprofenom [Agotegaray et al., 2012]
autori su predlozili da nastaju binuklearni kompleksi sa tetragonalnom deformacijom
metalnog jona, i karkateristi¢cnom trakom u VIS spektru od d—d prelaza na oko 700 nm.

Na osnovu polozaja apsorpcionog maksimuma u VIS spektru, a preko jednadine 3-1
izraCunata je vrednost za energiju cepanja d-podnivoa, kako za slobodan Cu(II) jon, tako i za
isti u sistemu sa ibuprofenom, i dobijena je vrednosti od 146,96 kJ/mol, odnosno 145,70

kJ/mol, respektivno.
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Model sistem Cu(ll)-mlecna kiselina

Na slici 4.2. prikazan je UV/VIS spektar Cu(Il) jona u sistemu sa mle¢nom kiselinom (MA).
Koncentracija radnih rastvora Cu(Il) jona i liganda (MA) u sistemu je 10* M za UV oblast,
dok je za VIS oblast reda veli¢ine 107 M.

(@ 03

—MA
2,04 MA Cu(Il)
— Cu(Il) Cu(1)-MA
Cu(IT)-MA

1,54 0.2 F
£ P
< 1,04 <

0,1
0,5 '
0,0 "% T = 1 0.0 a1 = P T TS S T TRy T S Gyl |
200 225 250 275 300 500 350 600 650 700 750 800 850 900

A [nm] A [nm]

Slika 4.2. (a) UV spektar: Cu(Il) jon (107 M), MA (10 M), sistem Cu(I)-MA (10™* M);
(b) VIS spektar: Cu(II) jon (102 M), MA (102 M), sistem Cu(I[)-MA (10 M)

U UV spektru (Slika 4.2a) se uocava slaba traka koja potice od liganda (MA) 1 koja je
rezultat elektronskih prelaza na oko 210 nm. Sistem Cu(Il) jona i mle¢ne kiseline karakteriSe
Siroka traka jakog intenziteta na oko 220 nm, Sto ukazuje na postojanje interakcija izmedu
metalnog jona 1 liganda. Potrvrda interakcije izmedu Cu(Il) jona i O-donor atoma liganda
mlecne kiseline jeste 1 pojava nove trake u VIS spektru sistema Cu(II)-MA (Slika 4.2b) koja
je u odnosu na traku slobodnog Cu(Il) jona (Amas = 811 nm, Abs. = 0.162 a.u.) intenzivnija
(Abs. = 0.207 a.u.) 1 blago pomerena ka ve¢im talasnim duzinama (Amaxs = 815 nm), §to je u
skladu sa literaturnim podacima za sli¢ne sisteme. El-Asmy et al., (1994) su proucavali
sisteme Cu(Il) jona sa o-hidroksikarboksilnim kiselinama gde je centralni metalni jon
tetragonalno deformisan usled Jan-Telerovog efekta, i njegov UV/VIS spektar karakteriSe
Siroka apsorpciona traka koja potice od 2Eg—>T2g elektronskog prelaza, koja se javlja na oko
800 nm. Sli¢ne sisteme su proucavali Carballo et al., (2001), oni su u sistemu pored Cu(Il)
jona 1 mlec¢ne kiseline imali 1,10-fenantorlin 1 2,2’-bipiridin koje u VIS spektru karakterisu
trake u intervalu 700-800 nm.

Na osnovu polozaja apsorpcionog maksimuma u VIS spektru, a preko jednacine 3-1
izraCunata je vrednost za energiju cepanja d-podnivoa Cu(Il) jona u sistemu sa mlecnom

kiselinom, i dobijena je vrednost od 146,32 kJ/mol.
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Model sistem Cu(ll)—sircetna kiselina

Na slici 4.3. prikazan je UV/VIS spektar Cu(Il) jona u sistemu sa sir¢etnom kiselinom

(AcA). Koncentracija radnih rastvora Cu(Il) jona i liganda (AcA) u sistemu je 10 M za UV
oblast, dok je za VIS oblast reda veli¢ine 102 M.
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Slika 4.3. (a) UV spektar: Cu(Il) jona (10 M), AcA (10 M), sistem Cu(II)-AcA (107 M);
(b) VIS spektar: Cu(Il) jon (107 M), AcA (10 M), sistem Cu(II)-AcA (10 M)

UV spektar sir¢etne kiseline (Slika 4.3a) karakteriSe traka slabog intenziteta sa Am,ks na

oko 210 nm, $to je u skladu sa literaturnim podacima. [Briegleb & Strohmeier, 1946)]. Za

sistem Cu(Il) AcA karakteristi¢na je nova intenzivnija traka sa apsorpcionim maksimumom

na oko 200 nm. VIS apsorpcioni spektar sistema Cu(II)-AcA karakteriSe Siroka apsorpciona

traka na oko 815 nm (Slika 4.3b). Promene u UV/VIS apsorpcionim spektrima (Amaks,

intenzitet trake) ispitivanih sistema Cu(Il) jona sa siréetnom kiselinom ukazuju da dolazi do

interakcije metalnog jona sa ispitivanim ligandom, i to verovatno preko O-donor atoma

karboksilne grupe.[4Agotegaray et al., 2012]

Na osnovu polozaja apsorpcionog maksimuma u VIS spektru, a preko jednacine 3-1

izraCunata je vrednost za energiju cepanja d-podnivoa Cu(Il) jona u sistemu sa sir¢etnom

kiselinom, i dobijena je vrednost od 146,32 kJ/mol.

74



Model sistem Cu(Il)-liponska kiselina

Na slici 4.4. prikazan je UV/VIS spektar Cu(Il) jona u sistemu sa liponskom kiselinom
(LA). Koncentracija radnih rastvora Cu(Il) jona i liganda (LA) u sistemu je 10* M za UV
oblast, dok je za VIS oblast reda veli¢ine 102 M.
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Slika 4.4. (a) UV spektar: Cu(Il) jon (10* M), LA (10™* M), sistem Cu(I[)-LA (10™* M);
(b) VIS spektar: Cu(II) jon (107 M), LA (10 M), sistem Cu(II)-LA (10 M).

Apsorpcioni UV spektar liponske kiseline karakteriSe traka jakog intenziteta na oko 205
nm, kao i slaba traka na oko 330 nm. [Bergson et al., 1962] Ispitivani sistem Cu(I)-LA
karakteriSe traka jakog intenziteta, sa apsorpcionim maksimumom batohromno pomerenim
(Amaks~ 230 nm). Ovo batohromno pomeranje je u skladu sa rezultatima Koricanac et al.,
(2007) koji su proucavali liponsku kiselinu u slicnom sistemu — kompleksiranje sa metalnim
jonom, ali u cilju odredivanja iste u faramceutskim preparatima spektrofotometrijski. U VIS
apsorpcionom spektru ispitivanog sistema zapaza se Siroka apsorpciona traka nastala kao
rezultat odgovarajuc¢ih d—d prelaza na oko 800 nm. [Krishnan & Garnett, 2011]

Na osnovu polozaja apsorpcionog maksimuma u VIS spektru, a preko jednacine 3-1
izraCunata je vrednost za energiju cepanja d-podnivoa Cu(Il) jona u sistemu sa liponskom
kiselinom, i dobijena je vrednost od 148,33 kJ/mol.

Iz VIS spektara, na osnovu preracunate vrednosti za energiju cepanja, se moze videti da

jacina liganada karboksilata u sistemu sa Cu(Il) jonom opada u nizu: LA > MA ~ AcA > IB.
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4.1.2. Stereo-mikroskopija izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije Cu(Il) ligandi
Na slici 4.5. prikazane su stereo-mikroskopske slike izdvojenih ¢vrstih produkata

interakcije izmedu Cu(Il) jona i liganada tipa karboksilata, pod istim uslovima snimanja.

Slika 4.5. Stereo-mikroskopske slike (uvecanje 140x) izdvojenih ¢vrstih produkata
interakcije: (a) Cu(Il)-IB; (b) Cu(Il)-MA; (c) Cu(I)-AcA; (d) Cu(I)-LA i (e) Cu(Il)-DHLA

Plavicasta boja izdvojenih produkata interakcije Cu(Il) jona sa O-donor ligandima tipa
kiselina ukazuje na prisustvo Cu(Il) jona u istim. Takode, je zapazena sitnozrnasta kristalna
struktura produkta Cu(II)-IB 1 Cu(Il)-MA (Slika 4.5 a i b), odnosno glatka i sjajna povrSina
produkata u sistemima Cu(II)-AcA, Cu(Il)-LA i Cu(Il)-DHLA (Slika 4.5 ¢, d, e).
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4.1.3. TLC hromatografija produkata interakcije Cu(Il) jona
sa farmaceutskim preparatima
Ponasanje produkata interakcije Cu(Il) jona sa ibuprofenom i liponskom kiselinom
ispitivano je TLC hromatografijom. Na slici 4.6a prikazan je TLC hromatogram produkta
interakcije Cu(Il) jona sa ibuprofenom, rastvaraC heksan:etanol = 3:2; a na slici 4.6b TLC
hromatogram produkta interakcije Cu(Il) jona sa liponskom kiselinom, rastvarac

heksan:etanol = 1:1 uz dodatak kapi sir¢etne kiseline.

(a) (b)

| £ ik
. -

1
1 L
B Cut+B LA CutLA

Slika 4.6. TLC hromatogram prudukta interakcije:
(a) Cu(IT)-1buprofen, 1 (b) Cu(Il)-liponska kiselina.

Na osnovu TLC hromatograma (Slika 4.6.) moze se zapaziti da u sistemu Cu(ll)—O-donor
ligand (1:2 (n/n), stajanje 7 dana) izdvojeni produkt interakcije, Cu(Il) jona sa ibuprofenom i
liponskom kiselinom kao potencijalnim ligandima, nije osnovni ligand Sto se zapaZa na
osnovu R¢ vrednosti za date sisteme, kao 1 boje istih. Dobijene R¢ vrednosti za date sisteme
iznose 0,875 za bledo plavi Cu(Il)-IB produkt, odnosno 0.083 za plavo obojeni Cu(Il)-LA
produkt. Cvrst produkt interakcije metal-ligand, je dalje ispitivan spektroskopski.
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4.1.4. FTIC spektroskopija produkata interakcije Cu(Il)-ligand

u razlié¢itim model sistemima

Model sistem Cu(1l)—ibuprofen
Na slici 4.7. prikazan je FTIC spektar ibuprofena kao potencijalnog O-donor liganda (a) i
produkta interakcije Cu(Il) — ibuprofen (b) u oblasti 4000 — 400 cm™.
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Slika 4.7. FTIC spektar: (a) ibuprofen, i (b) produkt interakcije Cu(Il)—ibuprofen

Karakteristicne FTIC spektralne trake za O-donor ligand ibuprofena (IB) prikazane su na

slici 4.7a. Intenzivna traka na 2955 cm’

u FTIC spektru ibuprofena pripada CHj
asimetri¢nom istezanju. Trake jakog intenziteta koje se javljaju na 1721 cm™ i 1231 cm™
poti¢u od C=0 i C—C valencionih vibracija, respektivno. Traka jakog intenziteta na 780 cm’’
potice od CH; vibracije. Istezaju¢a C-O, CH; savijaju¢a u ravni, CH-CO deformaciona
vibracija (1420 cm™), kao i CH; anti-savijajuéa u ravni jakog intenziteta (936 cm™), CH;

simetri¢na deformaciona (1462 cm™), CH, asimetriGan istezajuéa vibracija (3090 i 2869 cm™)
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i CH, anti-savijaju¢a u ravni vibracija (522 cm™) su prisutne u FTIC spektru ibuprofena.
Absorpcione trake od C=C istezajuée vibracije se javljaju na 1507 cm™ i 746 cm™.
Valencione O-H...O vibracije srednjeg intenziteta se javljaju na 2728 cm™ i 2632 cm™.
Apsorpcione trake koje poticu od deformacija OH grupe u ravni javljaju se na 1321 cm™;
=C-H u ravni deformaciona na 1268 cm'l, 1123 em™ i 1071 cm'l; C—H u ravni deformacione
na 1168 cmfl, 1008 cmfl, 636 cmfl, 1092 cmfl; C-H van ravni deformacione na 866 cmfl,
668 cm '; u ravni deformaciona vibracija prstena na 407 cm™; C=C—C asimetri¢na savijajuéa
prstena na 423 cm™'; C—C deformaciona na 588 cm™'; CH; simetri¢na istezajuca na 1380 em™:
C-O—C istezajuéa na 970 cm™ su karakteristiéne za FTIC spektar ibuprofena. Dobijeni FTIC
spektralni podaci za ibuprofen (Slika 4.7a) su u skladu sa literaturnim podacima koje su
dobili Ramukutty & Ramachandran (2012) koji su prucavali rast kristala ibuprofena i njegove
spektralne i termalne karakteristike, i Etcheverry et al., (2002) koji su ispitivali komplekse
vanadil-jona sa ibuprofenom.

FTIC spektar produkta koji nastaje kao posledica interakcije bakra sa ibuprofenom (Slika
4.7b) se znatno razlikuje od spektra ¢istog ibuprofena, neke trake nestaju i pojavljuju se nove
na novim vrednostima talasnog broja. U FTIC spektru ispitivanog produkta interakcije
Cu(I)-IB nestaju trake izmedu 2600-2800 cm™ koje poti¢u od valencionih vibracija —OH
grupe. Nestajanje traka od —OH vibracija ukazuje da se Cu(Il) jon koordinira sa O-donor
atomima karboksilne grupe, $to je u skladu sa rezultatima Fountoulaki et al., (2011) koji su
IC spektroskopijom proucavali koordinaciju koju ostvaruje Cu(Il) jon sa karboksilnom
grupom diflunisala. Takode, dolazi i do pomeranja jakih traka na 1720 cm™ i 1420 cm™ koje
odgovaraju C=0 i1 C-O vibracijama karboksilne grupe. Iste se u spektru produkta Cu(Il)-IB
javljaju na 1587 i 1407 cm™ koje odgovaraju Vasim(COO) i vgim(COO), §to je u skladu sa
literaturnim podacima. Sharma et al, (2009) su spektroskopski ispitivali vezu izmedu
strukture i1 spektara kompleksa Cu(Il) jona sa O-donor ligandima ibuprofenom, o —
metoksibenzoatom i p —etoksibenzoatom. Frekvencija ovih vibracija, Vasim(COO) 1 vim(COO),
su glavna karakteristika kompleksa prelaznih metala sa karboksilatnim ligandima, i ista zavisi
od tipa koordinacije jona metala sa karbosksilnom grupom liganda. [Dendrinou-Samara et
al., 1998]. Na osnovu vrednosti razlike Av:

AV = Va5im(COO) - v5im(COO)
moze se odrediti nadin koordinacije Cu(Il) sa O-donor atomima karboksilne grupe
ibuprofena.

Na osnovu dobijenih rezultata iz FTIC spektara ibuprofena i Cu—IB izdvojenog produkta

dobija se da je Av = 1587 — 1407 = 180 cm'. Prema literaturnim podacima o vrednostima Av
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za komplekse Cu(Il) jona sa O-donor nestoreoidnim anti-inflamatornim lekovima tipa

kiselina (Tabela 2.12.; 1 Tabela 4.1.) moze se zakljuciti da se karboksilna grupa iz ibuprofena

ponaga verovatno kao bidentatni most ligand, Av = 180 cm".

Tabela 4.1. Tip koordinacije karboksilne grupe nesteroidnih anti-inflamatornih lekova sa

Cu(II) jonom
Ligand Prisutni ligandi  Av [em™'] Tip koordinacije Literatura
Most ligand, binuklearni Agotegara
fenoprofen / 206 z(liompleks etil., (gZO] g)
) Imidazol 187 Nesimetri'éni bidentatni Agotegaray
enoprofen ligand
kafein 193 Bidentatni most ligand etal, (2012)
Diklofen / 206-231 Asi'metriénfa koord.inacija Dimiza et al.,
170 Bidentatni most ligand (2011)
Diflunisal / 201-228 Asi'metriénfa koord.inacija Fountoulaki
185 Bidentatni most ligand etal, (2011)
Ibuprofen / 180 Bidentatni most ligand Ova studija
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Model sistem Cu-Zn sa ibuprofenom

U cilju ispitivanja potencijalno paramagnetnih produkata interakcije Cu(Il) jona sa
ibuprofenom ESR tehnikom, modelovani su sistemi Cu(Il)-IB razblazeni sa dijamagnetnim
Zn(Il) jonom. Razblazenje je vrseno iz razloga bolje detekcije eventualno prisutnog
paramagnetnog Cu(Il) jona u proizvodu interakcije. Na slici 4.8. prikazani su FTIC spektar
ibuprofena kao potencijalnog liganda (a), 1 produkta interakcije sistema Cu:Zn razliCitog
razblazenja [Cu(Il) : Zn(ID)] : ibuprofen = (1:1):2 (b) i [Cu(Il) : Zn(II)] : ibuprofen = (1:5):2 u
oblasti 4000 — 400 cm™.
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Slika 4.8. FTIC spektar: (a) ibuprofen, (b) produkt interakcije
[Cu(I):Zn(IT)]:ibuprofen=(1:1):2, (c) produkt interakcije [Cu(Il):Zn(II)]:ibuprofen=(1:5):2.
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U FTIC spektrima sistemima sa razblazenjem (Slika 4.8.) usled nestihiometrijskog odnosa
Cu(Il) 1 Zn(II) jona sa ibuprofenom kao potencijalnim O-donor ligandom dolazi do pojave
trake na 1720 cm™ koja odgovara vibraciji v(C=0) iz karbonilne grupe ibuprofena, i potie
verovatno od neizreagovalog ibuprofena u ispitivanom sistemu. Ipak, u datom sistemu dolazi
do interakcije ispitivanih jona metala Cu(Il) i Zn(II) sa ibuprofenom i to preko O-donor
atoma karboksilne grupe, na $ta ukazuje izostanak traka na 2632 cm i 2726 cm™ koje
odgovaraju valencionim O-H...H vibracijama (Slika 4.8 b i c). Takode dolazi i do pojave
traka na 3424 cm™ (Slika 4.8b) i 3367 cm™ (Slika 4.8¢) koje verovato poti¢u od —OH grupe
molekula rastvara¢a (H,O) ugradenih u produkte interakcije. Trake koje ukazuju na
koordinaciju metala sa O-donor atomima karboksilne grupe ibuprofena, v,im(COO) i
Vsim(COO), se takode zapazaju u FTIC spektrima na 1590 cm™ i 1413 cm™ respektivno, za
sistem [Cu(I):Zn(IT)]:ibuprofen = (1:1):2; odnosno dve trake na 1589 cm™ i 1549 cm™, i
traka na 1415 cm™ za sistem [Cu(II):Zn(II)]:ibuprofen = (1:5):2. Ovakvi FTIC spektri sistema
Cu:Zn razli¢itog razblazenja [Cu(II):Zn(I)]:ibuprofen = (1:1):2 1 [Cu(Il):Zn(II)]:ibuprofen =
(1:5):2 su verovatno posledica prisustva Cu(Il) i Zn(II) jona jednog pored drugog, njihove
medusobne kompeticije, povecanog sadrzaja u sistemu kao i sinergi¢nog uticaja cinka. U
ovom slutaju ibuprofen se ponasa kao bidentatni ligand (Av = 177 cm™) u sistemu
[Cu(I]):Zn(IT)]:ibuprofen = (1:1):2, dok se u sistemu gde je u visku [Cu(Il):Zn(II)]:ibuprofen
= (1:5):2 ponasa kao monodentatni ligand (Av =154 cm™), Tabela 2.12.14.1.
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Model sistem Cu(ll)-mlecna kiselina
Na slici 4.9. prikazan je FTIC spektar mle¢ne kiseline kao potencijalnog liganda (a) i

produkta interakcije Cu(Il) — mle¢na kiselina (b) u oblasti 4000 — 400 cm .

ST~ o —

(b) 1733

3447 3345, | l . . .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
talasni broj [em’']

Slika 4.9. FTIC spektar: (a) mle¢na kiselina, i (b) produkt interakcije Cu(II)-mlecna kiselina

Na osnovu literaturnih podataka poredenjem FTIC spektara mlecne kiseline sa spektrima
kompleksnih jedinjenja iste zapaza se da se ona moze ponaSati i kao monodentatni 1 kao
bidentatni ligand. Koordinaciju sa jonima metala ostvaruje preko O-donor atoma hidroksilne i
karboksilne grupe. Traka koja se javlja na 2633 cm™ u spektru &istog liganda (mle¢ne
kiseline) potice od intramolekulskih vodoni¢nih veza. Traka karakteristi¢na za vibraciju —O—
H veze iz ~COOH grupe javlja se na 2500-3300 cm™, dok se traka za slobodnu —O—H grupu
javlja u oblasti 3230-3550 cm™. Zajedno ove trake prekrivaju region 2500-3550 cm™, i time
prekrivaju trake koje poti¢u od —C—H vibracija. FTIC spektar mle¢ne kiseline karakteriSe 1
jaka traka na 1730 cm™ koja potige od vibracije (C=0), kao i trake na 1430 cm™ (C—O-H u
ravni ), 1240 cm™ (C-0), 1 930 cm™ (C—O—H van ravni ), Slika 4.9a. [Nakamoto, 2009]
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U FTIC spektru produkta interakcije Cu(Il) jona sa mlecnom kiselinom (Slika 4.9b) prvi
dokaz interkacije metal-ligand je nestajanje trake koja poti¢e od intramolekulskih vodon¢nih
veza Cistog liganda, $to je posledica prekidanja vodoni¢nih veza i koordinacije metala sa O-
donor atomom hidroksilne grupe. Sto se tie v(COO) slobodnog liganda, o&ekuje se njeno
pomeranje nakon interakcije karboksilne grupe sa metalnim jonom. Traka v(C=0) na 1733
cm” se pomera na 1642 cm™ Vyim(COO), dok se Viim(COO) u izdvojenom produktu Cu(Il)
jona sa mle¢nom kiselinom javlja na 1385 cm™. Razlika Av = v,gim(COO) - vsim(COO) je 257
cm™ §to ukazuje na to da se karboksilna grupa ponasa kao monodentatni ligand, §to je u
skladu sa rezultatima koje su dobili El-Asmy et al., (1994) i Carballo et al., (2001, 2002). El-
Asmy et al., (1994) su elektrohemijskom oksidacijom metala u nevodenoj sredini sintetisali
kompleks Cu(Il) sa melénom kiselinom, i na osnovu karakterizacije predlozili kao moguéu
strukturu [Cu(RCOO)(L),],. Carballo et al., (2001;2002) su sintetizovali i spektroskopski
karakterisali komplekse Cu(Il) jona sa o-hidroksikarboksilnim kiselinama glikolnom,
mlecnom, fenilglikolnom (mandeli¢nom), hidroksi(difenil)siréetnom kiselinom 1 2-
metilmlecnom kiselinom u prisustvu 1,10-fenantrolinom i 2,2’-bipiridina. Traka koja je
karakteristi¢na za vibraciju Cu-O veze javlja se u oblasti ispod 400 cm™, $to je van oblasti

snimanja kori§¢enog FTIC aparata.
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Model sistem Cu(ll)—sircetna kiselina
Na slici 4.10. prikazan je FTIC spektar sir¢etne kiseline kao potencijalnog liganda (a) i

produkta interakcije Cu(Il) — siréetna kiselina (b) u oblasti 4000 — 400 cm ™.

3450 3315
s 1 " 1 M
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
talasni broj [cm’']

Slika 4.10. FTIC spektar: (a) siréetna kiselina, 1 (b) produkt interakcije Cu(Il)—siréetna
kiselina

FTIC spektar siréetne kiseline (Slika 4.10) karakterise Siroka traka na oko 3000 cm™ koja
poti¢e od v(O-H) iz H,O ili -COOH. Takode, karakteristi¢na je i traka (2600 cm™) koja se
javlja kao posledica prisutnih vodoni¢nih veza u slobodnom ligandu, izmedu —OH grupe 1i
molekula rastvarac¢a (H,O) ili —OH grupe drugog molekula liganda. Intenzivna traka na 1721
cm’ poti¢e od v(C=0), pored nje u spektru slobodne siréetne kiseline javljaju se i v(C—-O) na
1409 cm™, i v(C-OH) na 1051 cm™, $to je u skladu sa podacima koje su dobili Max &
Chapados (2004), koji su spektroskopski ispitivali vodene rastvore razliCitih karboksilnih
kiselina 1 njithvih soli. Usled interakcije Cu(Il) jona sa sir¢etnom kiselinom preko O-donor

atoma karboksilne grupe dolazi do pomeranja traka u FTIC spektru produkta interakcije ka
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nizim frekvencijama kao i nestanka pojedinih traka. Usled interakcije Cu(Il) jona sa O-donor
atomom dolazi do gubljenja trake koja je posledica intramolekulskih vodoni¢nih veza, i
pojave nove trake na oko 3350 cm™. Kao posledica metal-ligand interakcije dolazi do
pomeranja trake v(C=0) ka nizim vrednostima talasnog broja i pojave dveju novih traka
Vasim(COO) 1 Vgin(COO) na 1599 cm™ i 1384 cm™, respektivno. Razlika Av od 215 cm™
ukazuje da se karboksilna grupa siréetne kiseline ponasa kao monodentatni ligand, Sto je u
skladu sa literaturnim podacima [ Nakamoto, 2009] Usled interakcije Cu(Il) jona sa sir¢etnom
kiselinom dolazi i do promene simetrijskih karakteristika liganda, §to je u skladu sa
rezultatima koje su dobili Elhaes et al., (2011) ispitujuci interakacije karboksilnih kiselina sa
M(II) jonima metala. Oni su, takode, pokazali da M(II) joni ostvaruju koordinaciju sa dve

karboksilne grupe preko O-donor atoma istih.
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Model sistem Cu(Il)-liponska kiselina

Na slici 4.11. prikazani su FTIC spektri trometamol liponske kiseline kao potencijalnog
liganda (a;) 1 produkta interakcije Cu(II)-trometamol liponska kiselina (a;), kao i redukovane
forme liponske kiseline tj. dihidroliponske kiseline (b;), odnosno produkta interakcije Cu(Il)—

dihidroliponska kiselina (b,) u oblasti 4000 — 400 cm.

(a) (b)

(a) 3440 1703

3412

2931

1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
talasni broj [em™ ] talasni broj fem’']

Slika 4.11. FTIC spektar: (a;) trometamol liponska kiselina; (a;) produkt interakcije Cu(1I)—
trometamol liponska kiselina; (b;) dihidroliponska kiselina, (b,) produkt interakcije Cu(1l)—

dihidroliponska kiselina

FTIC spektar trometamol liponske kiseline (Slika 4.11.a;) karakteriSu trake karbonilne
grupe, kao i trake vezane za prisutne S-atome. Traka karbonilne grupe koja poti¢e od v(C=0)
se zapaza na 1634 cm™. Traka na 1250 cm™ koja potie od v(C—O—H) se ne zapaZa u spektru
na slici 4.11.a;, verovatno iz razloga Sto se liponska kiselina nalazi u obliku soli sa
trometamolom. Pored ovih traka, kao posledica prisutnih S- atoma u molekulu liponske
kiseline u FTIC spektru javljaju se i trake izmedu 600—700 cm™ od v(C-S) i 450—500 cm™ od
v(S-S), ako je liponska kiselina u oksidovanom obliku. [Drago, 1981, Stuart 2004] Usled

interakcije Cu(Il) jona sa trometamol liponskom kiselinom i to sa O-donor atomima iste,
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dolazi do pojave nove trake na 1611 cm™ koja odgovara vaim(C—O) i koja u odnosu na &ist
ligand ima malo pomeranje od Av= 23 cm’. PoloZaj ove trake je verovatno odreden i
prisutnim trometamolom u sistemu. U FTIC spektru produkta interakcije se takode moze
zapaziti i traka na 1246 cm’ koja potice od vsm(C—O) vibracije i koja je u odnosu na ¢ist
ligand pomerena za Av= 4 cm™. Na osnvu FTIR spektra sa slike 4.11a, se zapaza da su
karakteristicne trake za karboksilnu grupu pomerene ka nizim vrednostima talasnog broja.
Razlika Av od 365 cm™ ukazuje da se karboksilna grupa trometamol liponske kiseline ponasa
kao monodentatna, §to je u skladu sa rezultatima istrazivanja Baumgartner et al., (1996). Ova
grupa autora je ispitivala nastali kompleksni asocijat bakra sa liponskom kiselinom, izdvojen
nanosenjem vodene suspenzije liponske kiseline na pastilu napravljenu od sintetisanog
hidratisanog karbonata Cu(Il) ili njegovog minerala malahita, i pretpostavili gradenje
dimernih kompleksa kvadratnoplanarne strukture u osnovnoj koordinaciji. Ista grupa autora
je pokazala i da se liponska kiselina ponasa kao bidentatni ligand. Razlika Av koja je veca od
200-320 cm™ ukazuje na monodentatnu koordinaciju karboksilne grupe, manja razlika 40-
150 cm™ ukazuje na bidentatnu koordinaciju, a ako se karboksilne grupe ponasaju kao most
ligandi onda je Av 150-120 cm™. Naravno, treba napomenuti da je ispitivani sistem sa
trometamol liponskom kiselinom sli¢an, ali ne 1 identi¢an sistemu koji su primenili
Baumgartner et al, (1996).

Na slici 4.11b; dat je spektar redukovane forme liponske kiseline (dihidroliponske
kiseline) kao potencijalnog liganda, isti karakteriSu trake koje poti¢u od karbonilne grupe i
slobodnih tiolnih grupa. Siroka traka na oko 3000 cm’™ odgovara v(O-H) vibraciji, zatim
traka na 2557 cm” koja odgovara vibraciji v(S—H), dok su prisutne trake na 1703 cm™
v(C=0), odnosno na 1420 v(C-O) uobiCajene za jedinjenja sa karboksilnom grupom.
Takode, prisutne su i trake na 1256 cm™ v(C—H), 938 cm™ v(O-H) vibracije van ravni i 663
cm” W(S—C). [Young et al, 2007] FTIC spektar produkta interakcije Cu(I) jona sa
dihidroliponskom kiselinom prikazan je na slici 4.11b,. Na osnovu istog, se zapaza da ne
dolazi do promene polozaja traka koje su karakteristika karboksilne grupe, ali dolazi do
nestajanja trake na 2557 cm™ koja poti¢e od —SH grupe, i malog pomeranja v(S—C) trake ka
nizim vrednostima talasnog broja, za oko 50 cm™. Ove promene u FTIC spektru izdvojenog
produkta interakcije Cu(Il)-DHLA ukazuju na to da Cu(Il) jon koordinaciju ostvaruje preko
S-donor atoma slobodnih —SH grupa ispitivanog liganda, koji se u ovom slu¢aju ponasSa kao

bidentatni ligand.
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4.1.4. ESI-MS karakterizacija interakcija organskih liganada tipa Kiselina

sa Cu(Il) jonom

Model sistem Cu(lI)—-ibuprofen
Na slici 4.12. prikazan je ESI-MS spektar ibuprofena snimljen u negativnom modu rada

Instrumenta.
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Slika 4.12. ESI MS spektar ibuprofena; ¢ = 5,00 umol/L, rastvara¢ CH3;OH/H,0 = 80/20.

Za snimanje ESI-MS spektra ibuprofena (Mr = 206) odabran je negativan jonizacioni mod
rada aparata iz razloga Sto ispitivani ligand u uslovima ESI izvora dozvoljava nastanak
isklju¢ivo deprotonizovanog molekulskog jona, anjona. U ESI-MS spektru (Slika 4.12.)
dominira osnovni jon m/z = 205 sa realtivnim intenzitetom od 100%. Optimizacija radnih
uslova instrumenta je izvrSena prema ibuprofenato anjonu m/z = 205, monitoring jonu. Brds
et al., (2008) su koristili ESI-MS da bi utvrdili da li ibuprofen ima tendenciju da gradi
molekulske agregate. Jonizacija ibuprofena vrSena je pri jacini polja od -20 i -40 V.
Intenziteti pikova zavise od jonizacionih uslova. Najverovatniji joni, pod ovim uslovima su:
deprotonovani monomer [Ibu—H] m/z = 205, koji ima najveci intenzitet, zatim homogeni
dimer [2Ibu-H] m/z = 411, i dva adukta sa natrijumom [2Ibu—H+Na] m/z = 433, i [3]bu—
2H+Na] m/z = 639 (za ¢ije formiranje je odogovorna kolizija u gasnoj fazi. ESI-MS LOOP-

hromatogram ibuprofena koncentracije 5,00 pmol/L prikazan je na slici 4.13.
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Slika 4.13. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena (bez prisustva jona metala); ¢ = 5,00
umol/L, rastvara¢ CH;OH/H,0 = 80/20

Kvantitativna analiza ibuprofenato anjona [IB—H] je izvrSena injektiranjem tac¢nih
zapremina rastvora odredene koncentracije ibuprofena primenom LOOP-a aparata. ESI-MS
LOOP hromatogram je pokazao dobar oblik i integritet pika za opseg m/z = 204-206 (Slika
4.13.). PvrSine LOOP-hromatograma pikova za opseg m/z = 204-206, u zavisnosti od
koncentracije ibuprofena (bez prisustva jona metala), dobijene su odgovaraju¢im algoritmom

u Xcalibur programu i prikzane u Tabeli 4.2.

Tabela 4.2. PovrSine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 204-206, u
zavisnosti od koncentracije ibuprofena (bez prisustva jona metala).

cig [pmol/L] Pis [a.u.], x107
1 6,55
3 21,05
5 31,55
7 46,11
9 50,48

Na osnovu vrednosti povrsina ispod LOOP-hromatogram pikova (Tabela 4.2.) linearnim
fitovanjem dobijena je kalibraciona prava koja aproksimira posmatranu zavisnost (Slika

4.14.). U spektru LOOP-hromatograma se uoc¢ava jasan [IB-H] jon m/z = 205.
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Slika 4.14. Odnos koncentracije ibuprofena i1 povrsine pika ESI-MS LOOP-hromatograma za
m/z = 204— 206 (bez prisustva jona metala); rastvara¢ CH;OH/H,0 = 80/20.

Integral ispod ekperimentalno dobijenih ta¢aka ima povrSinu P; = 254,45. Dobijena prava
y = 2,918 + 5,646-x pokazuje dobru linearnost u primenjenom opsegu koncentracija
ispitivanog liganda R* = 0,9696 (Slika 4.14.) Interakcija ibuprofena sa Cu(II) jonom je dalje
ispitivana u okviru ovog linearnog opsega.

ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena (¢ = 3,00 pmol/L) 1 Cu(Il) jona (¢ = 7,00
umol/L) u rastvaracu CH3;0OH/H,O = 50/50 1 u negativanom jonizacionom modu prikazan je

na slici 4.15. Uslovi snimanja binarnih sistema bili su isti kao i kod monokomponentnog

sistema.
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Slika 4.15. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena (¢ = 3,00 umol/L) i Cu(II) jona (c = 7,00
umol/L), rastvara¢ CH3;OH/H,0 = 50/50.

U sistemu Cu(I)-IB na nivou mikromolarnih koncentracija dolazi do interakcija
(utvrdeno UV/VIS-om za viSe koncentracije) $to se karakteriSe prisustvom jonske vrste m/z =

269 [Ibup+Cu]". Struktura kompleksa koji su sintetizovali Kowcun et al., (2012) je pomalo
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neocekivana jer su metal 1 ligand u stehiometrijskom odnosu 2:1. U ispitivanim sistemima
detektovane su sledeée jonske vrste: [Ibup+Cu]” m/z = 269, [(Ibup)-H+Ca]" i/ili [(Ibup)+K]"
m/z = 451 (Ca i K potencijalna negistoé¢a), [Ibup-H+Cu+(CH;OH),]" m/z = 332, [Ibup-
HCOO+Cu+CH;0H]" m/z = 256. Ista grupa autora, takode je detektovala i binuklearne
komplekse u ispitivanim sistemima i to: [Ibup-HCOOH+Cu,C1]" m/z = 321 i [Ibup+Cu,Cl]"
m/z=367.

PovrSine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 204 — 206, u zavisnosti

od koncentracije ibuprofena u prisustvu Cu(Il) jona prikazane su u Tabeli 4.3.

Tabela 4.3. PovrSine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 204-206 u
zavisnosti od koncentracije ibuprofena i Cu(Il) jona

¢ [pmol/L] Pcuan 1 [2-u.], x10’
1 2,41
3 9,37
5 17,93
7 28,36
9 45,44

Na osnovu dobijenih povrSina LOOP-hromatograma uradena je zavisnost istth od
koncentracije ibuprofena, a zatim je linearnim fitovanjem dobijena aproksimirajuca prava za

binarni sistem Cu(Il)—ibuprofen (Slika 4.16.).
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Slika 4.16. Odnos koncentracije ibuprofena i povrsine pika ESI-MS LOOP-hromatograma za
m/z 204— 206 uz prisustvo Cu(Il) jona; rastvara¢ CH;OH/H,0O = 80/20

Integral ispod ekperimentalno dobijenih tacaka ima povrSinu P, = 159,17. Dobijena prava

y = -5,560 + 5,252-x pokazuje dobru linearnost u primenjenom opsegu koncentracija
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ispitivanog liganda R* = 0,9558 (Slika 4.16.). Relativna razlika povrsina izratunata je po
jednacini 3-2 1 iznosi 37,44%. Povrsina ispod pikova kod LOOP-hromatograma u prisustvu
Cu(II) jona je 37,44% manja od analogne povrsine za ibuprofen bez prisustva Cu(Il) jona Sto
ukazuje na postojanje interakcije izmedu jona metala 1 ispitivanog O-donor liganda. Dobijeni
rezultati su u skladu sa literaturnim podacima gde su proucavani isti ili sli¢ni sistemi. Scramel
et al., (1998) su proucavali primenu ESI-MS metode za ispitivanje slobodnih metalnih jona,
komplekse sa metalnim jonom kao centralnim atomom i kovalentna organometalna
jedinjenja. Neorganske vrste menjaju svoj sastav kada bivaju izlozene elektrospreju, pa
delovi slabih liganada u kompleksnom jedinjenju bivaju zamenjeni molekulima rastvaraca.
Ovaj tim naucnika je ispitivao sistem Cu(Il)/MeOH, i u ESI-MS spektru zapazio sledece
jonske vrste Cu(IT) m/z = 63, 65, [Cu+H,0]" m/z = 81, [Cu+tMeOH]" m/z = 95. Andelkovié et
al., (2012) su proucavali slian sistem, istom metodologijom rada i analize dobivenih
rezultata, i pokazali da dolazi do interakcije izmedju metalnog jona (Cr’") i odgovarajuéih O-

donor liganada.
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Model sistem Cu(ll) mlecna kiselina
Na slici 4.17. prikazan je ESI-MS spektar mlecne kiseline (Mr = 90) snimljen u
negativnom modu instrumenta.
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Slika 4.17. ESI MS spektar mle¢ne kiseline; ¢ = 5,00 pumol/L, rastvara¢ CH;OH/H,0 = 50/50

U ESI-MS spektru (Slika 4.17.) dominira osnovni jon (laktato jon) m/z = 89 sa realtivnim
intenzitetom od 100%, prema kome je i izvrSena optimizacija radnih uslova instrumenta.

ESI-MS hromatogram mlec¢ne kiseline koncentracije 5,00 pmol/L prikazan je na slici 4.18.
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Slika 4.18. ESI-MS LOOP-hromatogram mlecne kiseline (bez prisustva jona metala); ¢ =
5,00 umol/L, rastvara¢ CH3;OH/H,0 = 50/20

Kvantitativna analiza laktatnog anjona [MA-H] je izvrSena injektiranjem tacnih
zapremina rastvora odredene koncentracije mlecne kiseline primenom LOOP-a aparata.

PvrSine LOOP-hromatograma pikova za opseg m/z = 88-90, u zavisnosti od koncentracije
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ibuprofena (bez prisustva jona metala), dobijene su odgovaraju¢im algoritmom u Xcalibur

programu i prikzane su u Tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Povrsine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 88-90, u
zavisnosti od koncentracije mlecne kiseline (bez prisustva jona metala)

cyma [pmol/L] Py [a.u.], x10°
1 13,32
3 18,56
5 19,75
7 22,42
9 26,66

Linearnim fitovanjem dobijenih vrednosti povrSina ispod LOOP-hromatogram pikova

dobijena je kalibraciona prava koja aproksimira posmatranu zavisnost (Slika 4.19.).

(a3
(]
1

Povrsina pika [abs. units], x10°

S

.
T = T = T N 1
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Koncentracija [umol/L]

Slika 4.19. Odnos koncentracije mlecne kiseline 1 povrsine pika ESI-MS LOOP-
hromatograma za m/z = 88— 90 (bez prisustva metalnog jona); rastvara¢ CH;OH/H,O = 50/50

Integral ispod ekperimentalno dobijenih tacaka ima povrSinu P; = 161,44. Dobijena prava
y = 2,988 + 2,098-x pokazuje dobru linearnost za opseg ispitivanih koncentracija liganda, R?
= 10,9439 (Slika 4.19.) Interakcija mlecne kiseline sa Cu(Il) jonom je dalje ispitivana u okviru
ovog linearnog opsega.

ESI-MS LOOP-hromatogram mlec¢ne kiseline (¢ = 1,00 umol/L) i Cu(Il) jona (¢ = 9,00
umol/L) u rastvara¢u CH3;OH/H,O = 50/50, u negativanom jonizacionom modu prikazan je

na slici 4.20, snimljen je pod istim uslovima kao 1 kod monokomponentnog sistema.
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Slika 4.20. ESI-MS LOOP-hromatogram mlecne kiseline (¢ = 1,00 pmol/L) i Cu(Il) jona (c =
9,00 umol/L), rastvara¢ CH;OH/H,O = 50/50

miz

U sistemu Cu(II) MA dolazi do interakcija (potvrdeno UV/VIS-om za vece koncentracije)
Sto se karakterie prisustvom jonske vrste m/z = 152 [MA+Cu]" u ESI-MS spektru sistema
MA—Cu(II)=1-9 pmol/L.

Povrsine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 88 — 90, u zavisnosti od

koncentracije mle¢ne kiseline u prisustvu Cu(Il) jona prikzane su u Tabeli 4.5.

Tabela 4.5. PovrSine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 88-90 u
zavisnosti od koncentracije mlecne kiseline i Cu(Il) jona

cma [pmol/L] Pcuan ma [a. u.], x10°
6,55

11,60

18.80

20,04

25,36

O 3 DN W =

Na osnovu dobijenih povrSina LOOP-hromatograma uradena je zavisnost istith od
koncentracije ibuprofena, a zatim je linearnim fitovanjem dobijena aproksimirajuca prava za

binarni sistem Cu(II)-mlecna kiselina (Slika 4.21.)
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Slika 4.21. Odnos koncentracije mle¢ne kiseline i povrSine pika ESI-MS LOOP-
hromatograma za m/z = 88-90 uz prisustvo Cu(Il) jona; rastvara¢ CH;OH/H,0O = 50/50

Integral ispod ekperimentalno dobijenih ta¢aka ima povrSinu P, = 133,36. Dobijena prava
y = 4,655 + 2,403-x pokazuje dobru linearnost u primenjenom opsegu koncentracija
ispitivanog liganda, R* = 0,9612 (Slika 4.21.). Relativna razlika povriina izratunata je po
jednacini 3-2 i iznosi 17,39%. Povrsina ispod pikova kod LOOP-hromatograma u prisustvu
Cu(II) jona je 17,39% manja od analogne povrSine za mle¢nu kiselinu bez prisustva Cu(II)
jona §to ukazuje na postojanje interakcije izmedu jona metala i ispitivanog O-donor liganda.
Rezultati ovih ispitivanja koreliraju sa rezultatima za proucavane, slicne, sisteme jona

hroma(III) sa O-donor ligandima tipa aromati¢nih kiselina. [Andelkovic et al., 2012]
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Model sistem Cu(Il)-liponska kiselina
Na slici 4.22. prikazan je ESI-MS spektar liponske kiseline (LA) snimljen u negativnhom

modu instrumenta.
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Slika 4.22. ESI-MS spektar liponske kiseline; c= 5,00 umol/L, rastvara¢ CH;OH/H,0= 50/50

ESI-MS spektri liponske kiseline snimljeni su u negativnom jonizacionom modu aparata.
U ESI-MS spektru (Slika 4.22.) dominira osnovni jon (lipoato jon) m/z = 205 sa realtivnim
intenzitetom od 100%, prema kome je 1 izvrSena optimizacija radnih uslova instrumenta. ESI-
MS LOOP-hromatogram liponske kiseline koncentracije 3,00 pmol/L prikazan je na slici
4.23.
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Slika 4.23. ESI-MS LOOP-hromatogram liponske kiseline (bez prisustva jona metala); ¢ =
3,00 umol/L, rastvara¢ CH3;OH/H,0 = 50/20

Kvantitativna analiza lipoatnog anjona [MA-H] je izvrSena injektiranjem tacnih
zapremina rastvora odredene koncentracije liponske kiseline primenom LOOP-a aparata.

Pvr§ine LOOP-hromatograma pikova za opseg m/z = 204-206, u zavisnosti od koncentracije
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liponske kiseline (bez prisustva jona metala), dobijene su odgovaraju¢im algoritmom u

Xcalibur programu 1 prikzane su u Tabeli 4.6.

Tabela 4.6. Povrsine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 204-206, u
zavisnosti od koncentracije liponske kiseline (bez prisustva jona metala)

Cra [pmol/L] Ppa [a.u.], x107
1 1.60
3 3.44
6 8.68

Linearnim fitovanjem dobijenih vrednosti povrSina ispod LOOP-hromatogram pikova

dobijena je kalibraciona prava koja aproksimira posmatranu zavisnost (Slika 4.24).

Povrina pika [abs. units], x10’

Koncentracija [pmol/L]

Slika 4.24. Odnos koncentracije LA 1 povrsine pika ESI-MS LOOP-hromatograma za m/z =
204-206 (bez prisustva jona metala); rastvara¢ CH;OH/H,0O = 50/50

Integral ispod ekperimentalno dobijenih tacaka ima povrSinu P; = 23,22, Dobijena prava y
=-0.2337 + 1.4421-x pokazuje dobru linearnost za opseg ispitivanih koncentracija liganda, R?
= 0,9520 (Slika 4.24.) Interakcija liponske kiseline sa Cu(Il) jonom je dalje ispitivana u
okviru ovog linearnog opsega.

ESI-MS LOOP-hromatogram liponske kiseline (¢ = 4,00 umol/L) 1 Cu(II) jona (¢ = 1,00
umol/L) u rastvarau CH30OH/H,O = 50/50 i u negativanom jonizacionom modu prikazan je

na slici 4.25 (uslovi snimanja isti kao i kod monokomponentnog sistema).

99



100 MA; 6,55E7 NL: B P 5000400001 S

5.89E6 100
90 m/z= 90
R0 204,00~
206,00 F: 80 3
70 MS ICIS 20
60 CulA T4 =& || | 0w

Relative Abundance
f=a3
=

00 02 0.4 0.6 08 1,0 1,2 1.4 1.6 1.8 X 150 200 250 300 350 400 450 500
Time (min) m/!

Slika 4.25. ESI-MS LOOP-hromatogram liponske kiseline (¢ = 4,00 umol/L) 1 Cu(II) jona (¢
= 1,00 pmol/L), rastvara¢ CH;OH/H,0 = 50/50

U sistemu Cu(II)-LA dolazi do interakcija (potvrdeno UV/VIS-om) Sto se karakteriSe
prisustvom jonske vrste m/z = 267,20 [LA+Cu]" u ESI-MS spektru sistema LA-Cu(Il)=4-1
pumol/L.

Povrsine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 204 - 206, u zavisnosti

od koncentracije liponske kiseline u prisustvu Cu(Il) jona prikzane su u Tabeli 4.7.

Tabela 4.7. PovrSine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 204-206 u
zavisnosti od koncentracije LA 1 Cu(Il) jona

Cra [pmol/L] Pcuan a [a. u.], x10’
1 0,95
2 2.93
4 6.55

Na osnovu dobijenih povrSina LOOP-hromatograma uradena je zavisnost istith od
koncentracije ibuprofena, a zatim je fitovanjem dobijena aproksimiraju¢a prava za binarni
sistem Cu(Il)-LA (Slika 4.26.).

Integral ispod ekperimentalno dobijenih tacaka ima povrsinu P, = 11.42. Dobijena prava y
= -0,858 + 1,858:x pokazuje dobru linearnost u primenjenom opsegu koncentracija
ispitivanog liganda, R* = 0,999 (Slika 4.26.). Relativna razlika povr§ina izratunata je po
jednacini 3-2 1 iznosi 50,81%. Povrsina ispod pikova kod LOOP-hromatograma u prisustvu
Cu(II) jona je 50,81% manja od analogne povrsine za liponsku kiselinu bez prisustva Cu(Il)
jona §to ukazuje na postojanje interakcije izmedu jona metala i ispitivanog O-donor liganda.
Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima gde je prouCavan sliCan sistem.

[Andelkovic et al., 2012
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Slika 4.26. Odnos koncentracije liponske kiseline 1 povr$ine pika ESI-MS LOOP-
hromatograma za m/z = 204-206 uz prisustvo Cu(Il) jona; rastvara¢ CH;OH/H,0 = 50/50

Prema rezultatima ESI-MS ispitivanja jacina interakcija RCOO—-Cu(Il) opada u nizu: LA
(50,81%) > IB (37,44%) > MA (17,39%), §to korelira sa rezultatima dobijenim na osnovu

UV/VIS ispitivanja za vece vrednosti koncentracije ispitivanih sistema (Poglavlje 4.1.1.).

4.1.5. ESR spektroskopija produkta interakcije Cu(II) jona u model sistemu
sa ibuprofenom

ESR spektroskopska ispitivanja  ¢vrstih produkata nastalih u model sistemima
paramagnetni M(Il) joni—ligandi radeni su tehnikom za praskaste uzorke. Prethodna FTIC
ispitivanja produkata Cu(Il)-ibuprofen pokazala su da se ibuprofen ponasa kao bidentatni
most ligand (Poglavlje 4.1.4.). Ovom tehnikom nije dobijen karakteristiCan ESR spektar
Cu(Il) jona u okruzenju O-donor atomima liganada (Slike 2.15. 1 2.16.) Sto korelira sa
rezultatima ispitivanja proizvoda nastalih pri visokim koncentracijama Cu(II) jona. [Miti¢ Z.,
et al,, 2011] To je posledica gradenja binuklearnih kompleksa u ispitivanom model sistemu,
Sto je karakteristika Cistih karboksilnih kiselina ili farmaceutskih preparata sa karboksilnom
grupom kao funkcionalnom [Kozlevéar & Segedin, 2008, Agotegaray et al., 2012b] Tehnitke
mogucénosti aparata nisu omogucavale registrovanje karakteristicnog prelaza za binuklearne
komplekse, koji se javlja se pri vrlo visokim g-vrednostima [Kozlevéar & Segedin, 2008]
ispod 1000G (100 mT) u X-traci.

Rezultati ispitivanja produkata nastalih u sistemima paramagnetni M(II) joni —
dijamagnetni M(II) joni — ligand prikazani su u Poglavlju 4.3.5. sa rezultatima za Mn(II) jon
uz standard Mn(II) u MgO.

101



4.1.6. Rezultati ispitivanja interakcije Cu(II) jona sa O-donor ligandima

u bioloskim sistemima

In vivo ispitivanja efekta LA u slucajevima hronicne intoksikacije Cu(Il) jonom

Prethodna ispitivanja su pokazala da Cu(Il) jon ostvaruje interakciju sa liponskom
kiselinom na nivou milimolarnih koncentracija pri ¢emu dolazi do formiranja Cvrstog
produkta koji je okarakterisan UV/VIS, FTIR tehnikama (Poglavlje 4.1.1. 1 4.1.4.). ESI-MS
ispitivanja model sistema su pokazala da do interakcija dolazi i na mikromolarnom nivou u
opsegu koncentracija od 1 do 9 pmol/dm’ (Poglavlje 4.1.5.).

Na slici 4.27. prikazani su rezultati merenja vrednosti eritrocitne grupe krvnih parametara
(eritrocita, srednje vrednosti zapremine eritrocita, hemoglobina, srednje vrednosti
hemoglobina u jednom eritrocitu, srednje vrednosti koli¢ine eritrocita, mere varijabilnosti
veliCine eritrocita 1 hematokrita) kontrolne grupe zivotinja, grupe zivotinja tretirane
subletalnom dozom bakra, kao i rezultati efekta liponske kiseline kod grupe zivotinja koja je

dan nakon intoksikacije bakrom dobijala liponsku kiselinu prikazani su na slici 4.27.
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Slika 4.27. Vrednost ispitivanih hematoloskih parametara u slucaju hroni¢ne intokiskacije
Cu(II) jonom, sa i bez liponske kiseline kao potencijalnog koordinacionog agensa

Hroni¢na intoksikacija subletalnom dozom bakra kod eksperimentalnih dovodi do
smanjenja broja eritrocita (Er), srednje vrednosti zapremine eritrocita (VEr), kao 1 neznatne

promene srednje vrednosti koli¢ine eritrocita (sHbg;) odnosno mere varijabilnosti koliine
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eritrocita (rEr). Vrednosti hematokrita (Hmt) je smanjena u odnosu na kontrolnu grupu
zivotinja. Takode, dolazi i do znaCajnog povecanja vrednosti hemoglobina, verovatno iz
razloga S$to je bakar neophodan za sintezu istog, jer je jedna od bioloSkih uloga bakra u
organizmu vezana za ulogu gvozda, produkciju hemoglobina, eritrocita (Poglavlje 2.2.2.) Ovi
rezultati su pokazali da se dodavanjem liponske kiseline zna¢ajno umanjuje toksi¢ni efekat
Cu(Il) jona u bioloskim sisteima meren preko vrednosti eritrocitne grupe hematoloskih
parametara. S obzirom da bakar utice na proces hematopoeze [Hart et al., 1928] negativni
uticaj ovog jona se u znacajnoj meri smanjuje dodatkom liponske kiseline, tj. blokiranjem
Cu(Il) jona njegovom interakcijom sa O-donor atomima karboksilne grupe dodavanog
suplementa, tipa kiselina §to je utvrdeno FTIC-om.

Ovi rezultati koreliraju sa rezultatima dobivenim ESI-MS ispitivanjima za sistem Cu—LA,
kojim se potvrduje interakcija Cu(Il) jona na nivou mikromolarnih koncentracija, tj.
koncentracija koje su u normalnim fizioloskim uslovima prisutne u organizmu.

Pozitivan efekat suplementa se ostvaruje interakcijom preko O-donor atoma, S§to je
pokazano na slici 4.11. Kao mali jon Cu(Il), jaka Lewis-ova kiselina ostvaruje koordinaciju
preko O- kao donar atoma tvrdih liganada. Liponska kiselina kao takva moze da veze i neke
Cu(II) jone koji se u organizmu nalaze u obliku ve¢ stvorenih asocijata, jer iako se dodaje dan
nakon intoksikacije ipak smanjuje negativan uticaj ovog jona. Rezultati ukazuju na
potencijalnu mogucnost koriS€enja liponske kiseline 1 kao detoksikanta u slucajevima
hroni¢nog trovanja Cu(Il) jonom. Inace liponska kiselina je biomolekul koji se stvara u

organizmu pri normalnim fizioloskim procesima.
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4.2. ISPITIVANJE INTERAKCIJE Co (II) JONA U MODEL SISTEMIMA
SA O-DONOR LIGANDIMA TIPA KARBOKSILATA

4.2.1. UV/VIS spektroskopija Co(II) jona u razli¢itim sistemima

Model sistem Co(Il)—ibuprofen

Na slici 4.28. prikazan je UV/VIS spektar Co(Il) jona u sistemu sa ibuprofenom (IB).
Koncentracija radnih rastvora Co(Il) jona i liganda (IB) u sistemu je 10*M za UV oblast, dok
je za VIS oblast reda veli¢ine 10 M.
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Slika 4.28. (a) UV spektar: Co(II) jon (10* M), IB (10™* M), sistem Co(I)-IB (10 M);
(b) VIS spektar: Co(II) jon (107> M), IB (10 M), sistem Co(II)-IB (10> M)

Traka na oko 225 nm u UV spektru odgovara elektronskim prelazima u ligandu
ibuprofenu (Slika 4.28a). [Hapse et al., 2011; Zhou & Jing, 2012]. Da dolazi do interakcije
izmedu Co(Il) jona i ibuprofena kao potencijalnog O-donor liganda ukazuju promene u UV
spektru. Javlja se nova traka, blago pomerena ka ve¢im talasnim duzinama (batohromno
pomeranje) kao rezultat Co(II)-IB interakcije.

Apsorpcioni VIS spektri etanolno-vodenih rastvora Co(Il) jona, ibuprofena i sistema
Co(II)-IB prikazani su na slici 4.28b. VIS spektar Co(II) jona karakteriSe Siroka apsorpciona
traka na oko 500 nm kao rezultat d—d prelaza, Sto je u skladu sa literaturnim podacima.
[Lever, 1987] U apsorpcionom spektru sistema Co(Il)-IB dolazi do pojave nove apsorpcione
intenzivnije trake. Promene u UV/VIS apsorpcionom spektru ukazuju da dolazi do interakcije
Co(II) jona sa ibuprofenom, verovatno preko O-donor atoma karboksilne grupe ibuprofena
Sto je u skladu sa sli¢nim sistemima koji se mogu naci u literaturi. U vidljivom delu spektra

kompleksa Co(Il) jona sa ligandom tipa kiselina, tolfenamic¢nom kiselinom, koje su
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proucavali Tsiliou et al., (2012) javljaju se tri slabo intenzivne trake koje odgovaraju d—d
prelazima. Traka I se javlja na 680-720 nm i odgovara prelazu 2Tlg(F) — 4T2g, traka II se
javlja na 540-565 nm kao rezultat prelaza 4ng(F) — 4A2g, i traka III se javlja na 470-485 nm
kao rezultat 4T1g(F) — 4T1g(P) prelaza, Sto je karakteristika deformisanih visokospinskih
oktaedarskih kompleksa. Sli¢ne sisteme Co(II) jona sa nesteroidnim anti-inmflamatornim
lekovima tipa kiselina (naproksenom i mefenami¢nom kiselinom) karakteriSu tri slabo
intenzivne trake koje odgovaraju d—d prelazima. Traka I se javlja na 735-740 nm i odgovara
prelazu 4T1g(F) — 4T2g, traka II se javlja na 535-570 nm $to odgovara prelazu 4ng(F) — 4A2g,
i1 traka III se javlja na 445-450 nm kao rezultat 4Tlg(F) — 4Tlg(P) prelaza i one su
karakteristicne za deformisane visokospinske oktaedarske komplekse. Pored ovih traka u
UV/VIS spektru se javlja i traka na 387-398 nm kao rezultat prenosa naelektrisanja. (Dimiza
etal., 2010, 2012)

Na osnovu polozaja apsorpcionog maksimuma u VIS spektru, a preko jednacine 3-1
izraCunata je vrednost za energiju cepanja d-podnivoa, kako za slobodan Co(II) jon, tako i za
isti u sistemu sa ibuprofenom, i dobijena je vrednost od 234,29 kJ/mol, odnosno 233,83

kJ/mol, respektivno.
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Model sistem Co(Il)-mlecna kiselina

Na slici 4.29. prikazan je UV/VIS spektar Co(Il) jona u sistemu sa mlecnom kiselinom
(MA). Koncentracija radnih rastvora Co(II) jona i liganda (MA) u sistemu je 10* M za UV
oblast, dok je za VIS oblast reda veli¢ine 102 M.
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Slika 4.29. (a) UV spektar: Co(II) jon (10™* M), MA (10™* M), sistem Co(I[)-MA (10™* M); (b)
VIS spektar: Co(II) jon (10% M), MA (10 M), sistem Co(I)-MA (10> M)

Slaba traka koja potice od liganda (MA) i koja je rezultat elektronskih prelaza na oko 210
nm karakteristicna je za UV spektar mlecne kiseline (Slika 4.29a). Sistem Co(II)-MA
karakteriSe Siroka, nesimetri¢na intenzivnija traka na oko 220 nm, Sto ukazuje na postojanje
interakcija izmedu metalnog jona i liganda. Posledica pojave nove trake u VIS spektru
sistema Co(II)-MA (oko 510 nm) je verovatna interakcija izmedu Co(Il) jona 1 O-donor
atoma liganda mlecne kiseline (Slika 4.29b). El-Asmy et al., (1994) su proucavali sisteme
Co(I) jona sa a-hidroksikarboksilnim kiselinama, koje su sintetisali elektrohemijskom
oksidacijom metala u nevodenoj sredini. Oni su pokazali da kompleks Co(II) sa mleCnom
kiselinom u VIS spektru karakteriSu apsorpcione trake koja poticu od 4T1g—>4A2g 1
4T]g—>4T2g(P) elektronskih prelaza na oko 490-500 nm, Sto je priblizno u skladu sa
rezultatima ispitivanih sistema.

Izracunata vrednost za energiju cepanja d-podnivoa (jednacina 3-1) Co(II) jona u sistemu

sa mle¢nom kiselinom je 233,83 kJ/mol.
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Model sistem Co(Il)—sircetna kiselina

Na slici 4.30. prikazan je UV/VIS spektar Co(Il) jona u sistemu sa siréetnom kiselinom
(AcA). Koncentracija radnih rastvora Co(Il) jona i liganda (AcA) u sistemu je 10 M za UV
oblast, dok je za VIS oblast reda veli¢ine 102 M.
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Slika 4.30. (a) UV spektar: Co(II) jon (10* M), AcA (10™* M), sistem Co(II)-AcA (107 M);
(b) VIS spektar: Co(II) jon (102 M), AcA (10 M), sistem Co(I)-AcA (107> M)

Za sistem Co(II)-AcA karakteristi¢na je traka sa apsorpcionim maksimumom na oko 200
nm koja je u odnosu na traku Cistog liganda intenzivnija i blago pomerena. VIS apsorpcioni
spektar sistema Co(II)-AcA karakteriSe Siroka apsorpciona traka na oko 510 nm (Slika
4.30b). Promene u UV/VIS apsorpcionim spektrima (Amas, intenzitet trake) ispitivanih
sistema Co(II) jona sa sir¢etnom kiselinom ukazuju da dolazi do interakcije metalnog jona sa
ispitivanim ligandom, i to verovatno preko O-donor atoma karboksilne grupe, $to je u skladu
sa literaturnim podacima gde je u sli¢cnim sistemima pru¢avano kompleksiranje Co(II) jona sa
razli¢itim ligandima karboksilatnog tipa [Alam et al., 2010]

Izracunata vrednost za energiju cepanja d-podnivoa (jednacina 3-1) Co(Il) jona u sistemu

sa sir¢etnom kiselinom je 233,38 kJ/mol.
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Model sistem Co(Il)-liponska kiselina
Na slici 4.31. prikazan je UV/VIS spektar Co(Il) jona u sistemu sa liponskom kiselinom

(LA). Koncentracija radnih rastvora Co(II) jona i liganda (LA) u sistemu je 10 M za UV
oblast, dok je za VIS oblast reda veli¢ine 102 M.

40

35F

3,0 ?

Abs

05 F

0.0 F

(b)

0,10 Colll)

0.09 Co(ll)-LA
Calll) \
— 1A 0.08 |
Co(ll)-LA 007 |

Abs.

\_

-0,5

1 1 1 1 L ]
200 225 250 275 300 325

A [nm]

L L L L L L L ! ! L L )
400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700

A [nm]

Slika 4.31. (a) UV spektar: Co(II) jon (10 M), LA (10™* M), sistem Co(II)- LA (10™* M);

(b) VIS spektar: Co(II) jon (107 M), LA (10 M), sistem Co(II)~ LA (10 M)

Ispitivani sistem Co(II)-LA karakteriSe traka jakog intenziteta, sa apsorpcionim

maksimumom (Ayaks~ 210 nm). U VIS apsorpcionom spektru sistema Co(I)-LA zapaza se

Siroka apsorpciona traka, intenzivnija u odnosu na slobodan Co(Il) jon, nastala kao rezultat

dgovaraju¢ih d—d prelaza na oko 510 nm. Na osnovu poloZaja apsorpcionog maksimuma u

VIS spektru, a preko jednacine 3-1, izracunata je vrednost za energiju cepanja d-podnivoa

Co(II) jona u sistemu sa liponskom kiselinom, 1 dobijena je vrednost od 148,33 kJ/mol.

Iz VIS spektara, na osnovu preracunate vrednosti za energiju cepanja, se moze videti da

jacina liganada karboksilata u sistemu sa Co(II) jonom opada u nizu: IB ~ MA > AcA > LA.
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4.2.2. Stereo-mikroskopija izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije Co(II)-ligandi

Na slici 4.32. prikazane su stereo-mikroskopske slike izdvojenih cvrstih produkata

interakcije izmedu Co(Il) jona i liganada tipa karboksilata, snimljene pod istim uslovima.

@ s & 9 ©

Slika 4.32. Stereo-mikroskopske slike (uve¢anje 140%) izdvojenih ¢vrstih produkata
interakcije: (a) Co(II)-IB, (b) Co(II)-MA i (c) Co(II)-AcA

Ruzicasta boja izdvojenih produkata interakcije Co(Il) jona sa O-donor ligandima tipa
kiselina (IB, MA i AcA) ukazuje na prisustvo Co(Il) jona u istim. Takode, se zapaza
sitnozrnasta kristalna struktura produkta Co(II)-IB (Slika 4.32a), odnosno pojava kristala
nepravilnog geometrijskog oblika za sisteme Co(Il) jona sa mle¢nom 1 siréetnom kiselinom

(Slika 4.32 b, c).

4.2.3. TLC hromatografija produkata interakcije Co(II) jona sa farmaceutskim
preparatom ibuprofenom

PonaSanje produkata interakcije Co(Il) jona sa ibuprofenom ispitivano

je TLC hromatografijom. Na slici 4.33. prikazan je TLC hromatogram
produkta interakcije Co(II) jona sa ibuprofenom, rastvara¢ heksan:etanol
= 3:2 uz dodatak kapi CH;COOH.

Na osnovu TLC hromatograma (Slika 4.33.) moze se zapaziti da u
sistemu Co(ll)-O-donor ligand (1:2 (n/n), stajanje 7 dana) izdvojeni
produkt interakcije Co(II) sa ibuprofenom kao potencijalnim ligandima,
nije osnovni ligand §to se zapaZza na osnovu R¢ vrednosti za date sisteme,

kao 1 boje istih. Dobijena R¢ vrednost za dati sistem iznosi 0.875 za

bledo-ruziasto obojen Co(IT)—ibuprofen. Cvrst produkt interakcije metal- [l; (-nl._ B

ligand, je dalje ispitivan spektroskopski.

Slika 4.33.
TLC hromatogram
prudukta interakcije
Co(II) ibuprofen
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4.2.4. FTIC spektroskopija produkata interakcije Co(II) ligand

u razlié¢itim model sistemima

Model sistem Co(II)—-ibuprofen

Na slici 4.34. prikazan je FTIC spektar ibuprofena kao potencijalnog O-donor liganda (a) i
produkta interakcije Co(Il)—ibuprofen (b) u oblasti 4000 — 400 cm.
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Slika 4.34. FTIC spektar: (a) ibuprofen, i (b) produkt interakcije Co(II)-ibuprofen

FTIC spektar produkta koji nastaje kao posledica interakcije Co(II) jona sa ibuprofenom
(Slika 4.34.) se znatno razlikuje od spektra Cistog ibuprofena, nestaju pojedine trake i
pojavljuju se nove na novim vrednostima talasnog broja. U FTIC spektru ispitivanog
produkta interakcije Co(II)-IB gube se trake na 2632 cm™ i 2726 cm™ koje poti¢u od
valencionih vibracija —OH grupe. Nestajanje traka od —OH vibracija ukazuje da Co(II) jon
koordinira sa O-donor atomima karboksilne grupe. U spektru produkta interakcije sistema

Co(I)-IB dolazi do nestanka jakih traka na 1720 cm™ i 1420 cm™ koje odgovaraju C=0 i C—
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O vibracijama karboksilne grupe, iste se u spektru ispitivanog produkta javljaju na 1558 cm™
i 1402 cm™ i 0dgovaraju Vasim(COO) i vgim(COO), §to je u skladu sa literaturnim podacima. Na
osnovu dobijenih rezultata iz FTIC spektara Co(I)-IB izdvojenog produkta dobija se da je
Av = 1558 — 1402 = 156 cm’’. Prema literaturnim podacima o vrednostima Av za komplekse
Co(II) jona sa O-donor nesteroidnim anti-inflamatornim lekovima tipa kiselina, moze se
zakljuciti da se karboksilna grupa iz ibuprofena ponasa verovatno kao bidentatni ligand, Av =
100-160 cm™ (Tabela 2.12). Sli¢ne rezultate dobili su i Tsiliou et al, (2012) koji su
proucavali komplekse kobalta sa tolfenami¢nom kiselinom u prisustvu drugih O- i N-donor
liganada. Ova grupa autora je predlozila kompleksne asocijate sa koordinacionim brojem 6 1
ugradenim molekulima rastvarac¢a (R) u koordinacionu sferu jona metala, sa opStom
formulom tipa [Co(RCOO)1(R)4], ili [Co(RCOO),(L-L)(R)], a na osnvou Av vrednosti (195-
204 cm™) predlozili da se karboksilna grupa liganda asimetri¢no vezuje za Co(II) jon.
Vrednost Av za kompleksni asocijat sa predlozenom formulom [Co(RCOO),(L-L)] ima

vrednost od 171 cm™ i to ukazuje da se karboksilna grupa ponasa kao bidentatni ligand.
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Model sistem Co(Il)-mlecCna kiselina
Na slici 4.35. prikazan je FTIC spektar mlecne kiseline kao potencijalnog liganda (a) i
produkta interakcije Co(IT) — mle¢na kiselina (b) u oblasti 4000 — 400 cm .

(b) 1733
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Slika 4.35. FTIC spektar: (a) mle¢na kiselina, i (b) produkt interakcije Co(II)-mle¢na kiselina

U FTIC spektru produkta interakcije Co(II) jona sa mlecnom kiselinom (Slika 4.35b)
potvrda postojanja interkacije metal-ligand je nestajanje trake koja poti¢e od intramolekulskih
vodonénih veza &istog liganda 2633 cm™. Umesto nje se javlja druga traka na oko 3400 cm™,
Sto je posledica raskidanja vodoni¢nih veza i koordinacije metala sa O- donor atomom
hidroksilne grupe. Sto se ti¢e v(COO) slobodnog liganda, oekuje se njeno pomeranje nakon
interakcije karboksilne grupe sa metalnim jonom. Traka na oko 1040 cm™ odgovara vibraciji
Co—O-H 3to je u skladu sa literaturnim podacima. [El-Asmy et al., 1994] Traka na 1733 cm™
se pomera na 1576 cm™ vusim(COO), dok se vgim(COO) u izdvojenom produktu izmedu Co(II)
jona i mle¢ne kiseline javlja na 1385 cm™. Razlika Av je 191 cm™ §to ukazuje na to da se
karboksilna grupa ponasa kao monodentatni ligand, a to je u skladu sa rezultatima koje su

dobili El-Asmy et al., (1994) za sistem [Co(RCOO)(OH)R;]*2R.
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Model sistem Co(Il)—sircetna kiselina
Na slici 4.36. prikazan je FTIC spektar siréetne kiseline kao potencijalnog liganda (a) i
produkta interakcije Co(I)—siréetna kiselina (b) u oblasti 4000 — 400 cm™.
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Slika 4.36. FTIC spektar: (a) sir¢etna kiselina, (b) produkt interakcije Co(II)—siretna kiselina

Usled interakcije Co(II) jona sa sir¢etnom kiselinom preko O-donor atoma karboksilne
grupe dolazi do promena polozaja traka u FTIC spektru produkta interkacije kao i nestanka
pojedinih traka. Nestaje traka koja je posledica intramolekulskih vodoni¢nih veza, i javlja se
nova traka na oko 3440 cm™. Kao posledica interakcije metal-ligand dolazi do pomeranja
trake v(C=0) ka niZzim vrednostima talasnog broja i pojave dveju novih traka vsim(COO) 1
Vsim(COO) na 1559 ecm™ i 1384 cm™, respektivno. Razlika Av od 175 cm™ ukazuje da se
karboksilna grupa siréetne kiseline ponaSa kao bidentatni ligand. Dobijeni rezultati su u
skladu sa literaturnim podacima gde je predmet proucavanja bila siréetna kiselina kao
potencijalni ligand, v,im(COO) = 1548 cm'l, Vsim(COO) = 1387 em! i Av = 171 em’™.

[Nakamoto, 2009] Usled interakcije Co(Il) jona sa sir¢etnom kiselinom dolazi i do promene
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simetrijskih karakteristika liganda, Sto je u skladu sa rezultatima koje su dobili Elhaes et al.,
(2011) ispitujuci interkacije karboksilnih kiselina sa M(II) metalima. Oni su, takode, pokazali
da su M(II) joni ostvaruju koordinaciju sa dve karboksilne grupe preko O-donor atoma istih i

formiraju kompleksna jedinjenja sa koordinacionim brojem 2, tipa [Co(RCOO),]
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4.2.5. ESI-MS karakterizacija interakcija organskih liganada tipa Kiselina

sa Co(II) jonom

Model sistem Co(Il)—ibuprofen

Interakcija ibuprofena sa Co(II) jonom na mikromolarnom nivou je ispitivana ESI-MS-om
1 metodom LOOP-hromatograma u okviru linearnog opsega ibuprofena y = 2,918 + 5,646-x
(R? = 0,9696) i sa podintegralnom povriinom P, = 254,45 (Slika 4.14.).

ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena (¢ =

umol/L) u rastvaratu CH3OH/H,0 = 80/20 u negativanom jonizacionom modu prikazan je na

3,00 pmol/L) i Co(Il) jona (¢ =

slici 4.37. Uslovi snimanja Co(II)-IB sistema bili su isti kao i kod samog ibuprofena.
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Slika 4.37. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena (¢ = 3,00 pmol/L) 1 Co(II) jona (¢ = 7,00

177,07

204.80

umol/L), rastvara¢ CH;OH/H,0 = 80/20

U sistemu Co(II)-IB dolazi do interakcija (utvrdeno UV/VIS-om za viSe koncentracije) Sto
se karakterise prisustvom jonske vrste m/z = 264 [Ibup+Co]".
Povrsine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 204 — 206, u zavisnosti

od koncentracije ibuprofena u prisustvu Co(II) jona prikzane su u Tabeli 4.8.

263,07

Tabela 4.8. PovrSine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 204-206 u

zavisnosti od koncentracije ibuprofena i Co(Il) jona

Cis [umol/ L]

PCO(II) B [a.u.], X107

O 3 DN W =

2,07
11,51
14,69
18,57
23,03
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Na osnovu dobijenih povrSina LOOP-hromatograma uradena je zavisnost istith od

koncentracije ibuprofena, a zatim je linearnim fitovanjem dobijena aproksimirajuca prava za

binarni sistem Co(II)—ibuprofen (Slika 4.38.)
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Slika 4.38. Odnos koncentracije ibuprofena i povrsine pika ESI-MS LOOP-hromatograma za
m/z = 204— 206 uz prisustvo Co(Il) jona; rastvara¢ CH;OH/H,O = 80/20

Integral ispod ekperimentalno dobijenih tacaka ima povrSinu P, = 114,64. Dobijena prava
y = 1,729 + 2,449-x pokazuje dobru linearnost u primenjenom opsegu koncentracija
ispitivanog liganda R* = 0,9389 (Slika 4.38.). Relativna razlika povriina izradunata je po
jednacini 3-2 i iznosi 54,94%. Povrsina ispod pikova kod LOOP-hromatograma u prisustvu
Co(Il) jona je 54,94% manja od analogne povrSine za ibuprofen bez prisustva Co(Il) Sto

ukazuje na postojanje interakcije izmedu jona metala 1 ispitivanog O-donor liganda.
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Model sistem Co(Il)-mlecCna kiselina

Interakcija mle¢ne kiseline sa Co(II) jonom je ispitivana ESI-MS-om 1 metodom LOOP-
hromatograma u okviru linearnog opsega mle¢ne kiseline y = 2,988 + 2,098-x (R* = 0,9439) i
podintegralnom povrSinom P, = 161,44 (Slika 4.19.).

ESI-MS LOOP-hromatogram mlec¢ne kiseline (¢ = 7,00 umol/L) 1 Co(II) jona (¢ = 3,00
umol/L) u rastvaracu CH3OH/H,0 = 50/50 i u negativanom jonizacionom modu prikazan je

na slici 4.39, dobiven pod istim uslovima kao i kod monokomponentnog sistema.
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Slika 4.39. ESI-MS LOOP-hromatogram mlecne kiseline (¢ = 7,00 pmol/L) i Co(II) jona (¢ =
3,00 umol/L), rastvara¢ CH3;OH/H,O = 50/50

U sistemu Co(II[)-MA dolazi do interakcija (utvrdeno UV/VIS-om za viSe vrednosti
koncentracija) §to se karakteri§e prisustvom jonske vrste m/z = 148 [MA+Co]" u ESI-MS
spektru sistema MA—Co(II) molskog odnosa 1:9.

PovrSine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 88 — 90, u zavisnosti od

koncentracije mle¢ne kiseline u prisustvu Co(Il) jona prikzane su u Tabeli 4.9.

Tabela 4.9. PovrSine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 88-90 u
zavisnosti od koncentracije mlecne kiseline i Co(II) jona

cya [pmol/L] Pcoan ma [2.u.], x10°
5,89
8,59

11,92

19,65

21,34

O 3 D W —

Na osnovu dobijenih povrSina LOOP-hromatograma graficki je prikazana zavisnost istih
od koncentracije ibuprofena, a zatim je linearnim fitovanjem dobijena aproksimirajuca prava

za binarni sistem Co(Il)-mlec¢na kiselina (Slika 4.40.)
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Slika 4.40 Odnos koncentracije mlec¢ne kiseline i povrSine pika ESI-MS LOOP-
hromatograma za m/z 88-90 uz prisustvo Co(Il) jona; rastvara¢ CH;OH/H,O = 50/50

Integral ispod ekperimentalno dobijenih ta¢aka ima povrSinu P, = 107,55. Dobijena prava
y = 2,988 + 2,098-x pokazuje dobru linearnost u primenjenom opsegu koncentracija
ispitivanog liganda, R” = 0,9439 (Slika 4.40.). Relativna razlika povriina izra¢unata je po
jednacini 3-2 1 iznosi 33,38%. PovrSina ispod pikova kod LOOP-hromatograma u prisustvu
Co(II) jona je 33,38% manja od analogne povrSine za mle¢nu kiselinu bez prisustva Co(II)
Sto ukazuje na postojanje interakcije izmedu jona metala 1 ispitivanog O-donor liganda.

Prema rezultatima ESI-MS ispitivanja jacina interakcija RCOO—-Co(II) opada u nizu: 1B
(54,94%) > MA (33,38%), Sto korelira rezultatima dobijenim na osnovu UV/VIS ispitivanja

za vece vrednosti koncentracije ispitivanih sistema (Poglavlje 4.2.1.)
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4.3. ISPITIVANJE INTERAKCIJE Mn(II) JONA U MODEL SISTEMIMA
SA O-DONOR LIGANDIMA TIPA KARBOKSILATA

4.3.1. UV spektroskopija Mn(II) jona u razli¢itim model sistemima

Model sistemi Mn(Il) jona sa ibuprofenom, mleé¢nom i siréetnom kiselinom
Na slici 4.41. prikazan je UV spektar Mn(Il) jona u sistemu sa (a) ibuprofenom, (b)
mlecnom kiselinom 1 (c) siréetnom kiselinom, koncentracija radnih rastvora Mn(Il) jona i

liganda u sistemu je 10,

(a) (b)

35k 012
— Ml “I N
1] 8 —1IB M IT)
Mn(ll 1B ol0p —MA
2] 4 M -MA
0.08

Slika 4.41. UV spektar: Mn(II) jon, odgovaraju¢i ligand, i sistem Mn(II) ligand (10 M)

Pormene u UV spektru ukazuju na postojanje interakcije izmedu Mn(II) jona 1 ibuprofena
kao potencijalnog O-donor liganda. Javlja se nova apsorpciona traka, blago pomerena ka
veéim talasnim duZinama (batohromno pomeranje) kao rezultat interakcije Mn(II)-O-donor
atom karboksilne grupe ibuprofena (Slika 4.41a).

Na osnovu UV spektra Mn(II) jona, liganda i sistema Mn(II)-MA ne mogu se doneti neki
pouzadani zaklju€ci o interakciji ispitivanog metalnog jona 1 liganda, jer je taraka koja
odgovara ispitivanom sistemu skoro identi¢na apsorpcionoj traci slobodnog liganda (Slika
4.41b).

Pojava nove trake u UV apsorpcionom spektru ispitivanih sistema, koja se razlikuje od
apsorpcione trake slobodnog liganda (polozaj, intenzitet) ukazuje da verovatno dolazi do
interakcije metalnog jona Mn(Il) sa ispitivanim ligandom, 1 to verovatno preko O-donor
atoma karboksilne grupe (4.41c¢).

Mn(II) jon je kineticki nestabilan, nema energiju stabilizacije u ligandnom okruzenju (O-
donor atomi), samim tim ostvaruje slabe interakcije, a produkti brzo nastaju 1 nestaju u

ispitivanom sistemu. [Cotton & Wilkinson 1976]
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4.3.2. Stereo-mikroskopija izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije Mn(II) ligandi

Na slici 4.42. prikazane su stereo-mikroskopske slike izdvojenih Cvrstih produkata

interakcije izmedu Mn(II) jona i liganada tipa karboksilata snimljene pod istim uslovima.

Slika 4.42. Stereo-mikroskopske slike (uveé¢anje 140%) izdvojenih ¢vrstih produkata
interakcije: (a) Mn(I)-IB, (b) Mn(II)-MA 1 (c) Mn(II)-AcA

Bledo-ruzicasta boja izdvojenih produkata interakcije ukazuje na prisustvo Mn(Il) jona u
istim. Takode, se zapaza sitnozrnasta kristalna struktura produkta Mn(II)-IB (Slika 4.42a),
odnosno sitni ljubicasti kristali produkta Mn(II)-MA (Slika 4.32b), kao i kristali nepravilnog
geometrijskog oblika za sistem Cu(II)-AcA (Slika 4.32c).
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4.3.3. FTIC spektroskopija produkata interakcije Mn(II) ligand

u razlié¢itim model sistemima

Model sistem Mn(Il)-ibuprofen
Na slici 4.43. prikazan je FTIC spektar ibuprofena kao potencijalnog O-donor liganda (a) i
produkta interakcije Mn(I)—ibuprofen (b) u oblasti 4000 — 400 cm.
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Slika 4.43. FTIC spektar: (a) ibuprofen, i (b) produkt interakcije Mn(II)—ibuprofen

Na osnovu FTIC spektra ¢vrstog produkta interakcije Mn(II) jona sa ibuprofenom u
oblasti od 4000-400 cm™, koji je skoro identi¢an FTIC spektru slobodnog liganda, kako po
polozaju, tako i1 po intenzitetu traka, ne moze se zakljucti da li postoji interakcija izmedu
ispitivanog metalnog jona 1 liganda u ispitivanom opsegu koncentracija. Iz tog razloga
postojanje potencijalnih interakcija Mn(II)-ibuprofen ispitivano je drugim tehnikama (ESI-

MS; ESR).
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Model sistem Mn(Il)-mlecCna kiselina
Na slici 4.44. prikazan je FTIC spektar mlecne kiseline kao potencijalnog liganda (a) i
produkta interakcije Mn(II)-mle&na kiselina (b) u oblasti 4000 — 400 cm™.
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Slika 4.44. FTIC spektar: (a) mlecna kiselina, (b) produkt interakcije Mn(II)-mlec¢na kiselina

FTIC spektar produkta interakcije Mn(II) jona sa mle¢nom kiselinom karakteriSe
nestajanje trake koja poti¢e od intramolekulskih vodoni¢nih veza &istog liganda 2633 cm™,
Sto ukazuje na interkaciju metal-ligand (Slika 4.44b). Umesto nje se javlja nova traka na oko
3400 cm™, 3to je posledica raskidanja vodoni¢nih veza i koordinacije metala sa O- donor
atomom hidroksilne grupe. Traka na 1733 cm™ v(C=0) od karbonilne grupe se pomera na
1627 cm™ vauim(COO), dok se vim(COO) u izdvojenom produktu Mn(Il) sa mle&nom
kiselinom javlja na 1400 cm™ . Razlika Av ima vrednost od 221 cm™, §to ukazuje na to da se
karboksilna grupa ponasa kao monodentatni ligand. Dobijeni rezultati su u skladu sa

literaturnim podacima Tabela 2.12.
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Model sistem Mn(Il)-sircéetna kiselina
Na 4.45. prikazan je FTIC spektar siretne kiseline kao potencijalnog liganda (a) i
produkta interakcije Mn(II)—siréetna kiselina (b) u oblasti 4000 — 400 cm'.
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Slika 4.45. FTIC spektar: (a) sircetna kiselina, (b) produkt interakcije Mn(II)-siréetna kiselina

FTIC spektar produkta interakcije Mn(Il)-siréetna kiselina karakteriSe pojava novih
apsorpcionih traka u odnosu na spektar ¢istog liganda. Ove razlike su posledica interakcije
Mn(II) jona sa O-donor atomima karboksilne grupe, §to rezultuje gubljenjem trake koja
poti¢e od intramolekulskih vodoni¢nih veza, i pojave nove trake na oko 3420 cm™. Kao i
pomeranja trake v(C=0O) ka nizim vrednostima talasnog broja i pojave dveju novih traka
Vasim(COO) 1 Vgin(COO) na 1635 ecm™ i 1418 cm™, respektivno. Razlika Av od 217 cm™
ukazuje da se karboksilna grupa siréetne kiseline ponaSa kao monodentatni ligand, $to je u s

skladu sa literaturnim podacima [ Nakamoto, 2009]
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4.3.4. ESI-MS karakterizacija interakcija organskih liganada tipa Kiselina
sa Mn(II) jonom

Model sistem Mn(Il)—ibuprofen

Interakcija ibuprofena sa Mn(II) jonom je ispitivana ESI-MS-om i metodom LOOP-
hromatograma u okviru linearnog opsega ibuprofena y = 2,918 + 5,646:x (R* = 0,9696) i
podintegralnom povrsinom P; = 254,45 (Slika 4.14.).

ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena (¢ = 1,00 umol/L) i Mn(Il) jona (¢ = 9,00
umol/L) u rastvaratu CH3OH/H,0 = 80/20 u negativanom jonizacionom modu prikazan je na

slici 4.46.
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Slika 4.46. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena (¢ = 1,00 umol/L) i Mn(II) jona (c =
9,00 umol/L), rastvara¢ CH3;OH/H,0 = 80/20

U sistemu Mn(II) IB na mikromolarnom nivou dolazi do interakcija (utvrdeno UV/VIS-
om za sisteme sa viSim koncentracijom) $to se karakteriSe prisustvom jonske vrste m/z = 259
[Tbup+Mn]".

Povrsine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 204 — 206, u zavisnosti

od koncentracije ibuprofena u prisustvu Mn(II) jona prikzane su u Tabeli 4.10.

Tabela 4.10. PovrSine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 204-206 u
zavisnosti od koncentracije ibuprofena i Mn(II) jona

Cig [pmol/L] Pyinqan 18 [2.u.], x10”
6,01

20,51

29,45

40,32

49,58

O 3 DN W —
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Na osnovu dobijenih povrSina LOOP-hromatograma uradena je zavisnost istith od
koncentracije ibuprofena, a zatim je linearnim fitovanjem dobijena aproksimirajuca prava za

binarni sistem Mn(II)-ibuprofen (Slika 4.47.)
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Slika 4.47. Odnos koncentracije ibuprofena i povrSine pika ESI-MS LOOP-hromatograma za
m/z = 204— 206 uz prisustvo Mn(Il) jona; rastvara¢ CH;OH/H,O = 80/20

Integral ispod ekperimentalno dobijenih ta¢aka ima povrSinu P, = 236,15. Dobijena prava
y = 2,4365 + 5,3475-x pokazuje dobru linearnost u primenjenom opsegu koncentracija
ispitivanog liganda R* = 0,9901 (Slika 4.47.). Relativna razlika povriina izradunata je po
jednacini 3-2 1 iznosi 7,19%. PovrSina ispod pikova kod LOOP-hromatograma u prisustvu
Mn(Il) jona je 7,19% manja od analogne povrSine za ibuprofen bez prisustva Mn(II) Sto
ukazuje, 1ako je manji procenat, na postojanje interakcije izmedu jona metala 1 ispitivanog O-
donor liganda, §to se FTIC 1 UV/VIS tehnikom u ovom slucaju nije moglo pouzdano

zakljuciti.
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4.3.5. ESR spektroskopija produkata interakcije Mn(II) jona u model sistemu

sa ibuprofenom

Na slici 4.48. prikazan je ESR spektar produkta interakcije Mn(II)-IB u sistemu
razblazenom dijamagnetnim jonima Zn(II), kao i ESR spektar standarda Mn(II)/MgO. ESR
spektri su snimani aparatom male rezolucije 1 ogranicenim opsegom polja, sa kojim se ipak
bez ikakvih problema moze detetkovati koncentracija Mn(II) jona na nivou ppb-a, §to ovu

metodu ¢ini dosta osetljivom za detekciju istog.
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Slika 4.48. ESR spektar: (a) standard Mn(II)/MgO; (b) Mn(II) jon u sistemu
[Mn(Il):Zn(II)]:IB = [1:1]:2 (M1); (c¢) Mn(II) jon u sistemu [Mn(II):Zn(I1)]:IB = [1:5]:2 (M3)

Mn(II) jon (d° elektronska konfiguracija) karkateride osnovni term 6S0 1 spin jezgra od 5/2,
zbog toga se u ESR spektru Mn(II) jona (Slika 2.14) javlja 6 linija, sa Sirinom linija manjom
od 4G, sto je prikazano na slici 4.48. (crna linija), ESR spektar standarda Mn(I1)/MgO. U X-
traci hiperfino cepanje za centralni prelaz, m= +1/2, (Slika 2.14.) iznosi oko 90G za
koriS¢eni standard Mn(I1)/MgO, odnosno 84G za Mn(II)/SrO, gde je jonska veza izraZenija, i
Sto je veci jonski karakter veze, to hiperfino cepanje opada. U ESR spektru sistema M1
(plava linija) javlja se Siroka traka, bez izraZene hiperfine strukture, Sto je posledica visokog
sadrzaja paramagnetnih ¢estica (Mn(II) jona) u ispitivanom sistemu, kao rezultat toga gubi se
hiperfina struktura (spin-spin interakcija je veoma jaka). Hiperfino cepanje izmedu trece i
cetvrte linije u spektru za primenjeni standard iznosi 93G, §to je u skladu sa literaturnim
podacima [Cordischi et al., 1969], dok za ispitivani uzorak M3 iznosi 102G. Linije u ESR

spektru ispitivanog sistema M3 su dosta Siroke (oko 35G), Sto je rezultat visokog sadrzaja
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Mn(II) jona u ispitivanom sistemu [Fujiwara, 1964], dok su za ispitivani standard < 4G.
Velika razlika u hiperfinoj strukturi sistema M3 u odnosu na standard dokaz je postojanja
koordinacione veze u asocijatu Mn(I)-IB. Sa slike 4.48. se moze uociti i da su linije
ispitivanog sistema M3 pomerene ka nizim g vrednostima u odnosu na linije standarda, $to
ukazuje na delimican transfer nepsarenih elektrona Mn(II) jona na ligand.

Pod istim uslovima snimani su sistemi za Cu(Il) jon, 1 pri istom molskom odnosu, ne
dobijaju se ESR spektri (Slika 4.49.). Razlog tome lezi u prirodi ispitivanih M(II) jona,
Mn(II) kao jon ima manji jonski potencijal od Cu(Il) jona. Zbog ve¢ih dimenzija Mn(Il) jona
[Mortimer, 1983] 1 nizeg jonskog potencijala manja je elektrostaticka interakcija i kao
rezultat toga moze da se snimi njegov spektar. Kako Cu(Il) jon karakteriSe veliki jonski
potencijal, jace su eletrostaticke interakcije, pa samim tim dolazi do drasti¢nog $irenja linija i

ne dobija se ESR spektar pri datim uslovima.
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Slika 4.49. ESR spektar: (a) standard Mn(I1)/MgO; (b) Cu(Il) jon u sistemu
[Cu(Il):Zn(ID]:IB = [1:1]:2 (C1); (c) Cu(Il) jon u sistemu [Cu(Il):Zn(I1)]:IB = [1:5]:2 (C3)
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4.4. ISPITIVANJE INTERAKCIJE Zn(II) JONA U MODEL SISTEMIMA
SA O-DONOR LIGANDIMA TIPA KARBOKSILATA

4.4.1. UV spektroskopija Zn(II) jona u razli¢itim model sistemima

Model sistemi Zn(Il) jona sa ibuprofenom, mleé¢nom i siréetnom kiselinom
Na slici 4.50. prikazan je UV spektar Zn(Il) jona u sistemu sa (a) ibuprofenom, (b)
mlecnom kiselinom i (c) sir¢etnom kiselinom, koncentracija radnih rastvora Mn(Il) jona i

liganda u sistemu je 10,

(a) (b)
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Slika 4.50. UV spektar: Zn(II) jon, odgovaraju¢i liganda, i sistem Zn (II)-ligand (10*) M

Na verovatno postojanje interakcije izmedu Zn(II) jona i ibuprofena kao potencijalnog O-
donor liganda ukazuju male pormene u UV spektru, javlja se nova i blago intenzivnija traka
(Slika 4.50a). Na osnovu UV apsorpcionog spektra sistema Zn(I[)-MA ne mogu se dobiti
kvalitetni podaci, na osnovu kojih bi se utvrdilo postojanje interakcije metal-ligand (Slika
4.50b). Za sistem Zn(I)-AcA karakteristiCna je traka sa apsorpcionim maksimumom na oko
210 nm koja je u odnosu na traku ¢istog liganda intenzivnija i1 blago pomerena (Amaks = 200
nm). (Slika 4.50c). Promene u UV apsorpcionom spektru (Amaks, intenzitet trake) ispitivanog
sistema Zn(II) jona sa AcA ukazuju da dolazi do interakcije metalnog jona sa ispitivanim

ligandom, 1 to verovatno preko O-donor atoma karboksilne grupe.
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4.4.2. FTIC spektroskopija produkata interakcije Zn(II) ligand

u razlié¢itim model sistemima

Model sistem Zn(Il)-ibuprofen
Na slici 4.51. prikazan je FTIC spektar ibuprofena kao potencijalnog O-donor liganda (a) i
produkta interakcije Zn(II)-ibuprofen (b) u oblasti 4000 — 400 cm™.
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Slika 4.51. FTIC spektar: (a) ibuprofen, 1 (b) produkt interakcije Zn(Il)-ibuprofen

FTIC spektar produkta koji nastaje kao posledica interakcije cinka sa ibuprofenom (Slika
4.51b) ne razlikuje se od spektra &istog ibuprofena, sem u oblasti oko 3500 cm™, &to je
verovatno posledica prisutnih molekula rastvara¢a u izdvojenom produktu. Prema tome, ne
mogu se doneti neki pouzdani zakljucci o stepenu interakcije ispitivanog jona metala i
ibuprofena kao liganda, kao i o tome kako se ponaSa karboksilna grupa ibuprofena u
eventualno prisutnoj koordinaciji sa ovim jonom. Inace, jon Zn*" 3d" elektronske
konfiguracije, nema energiju stabilizacije u bilo kom okruZenju O-donor ligandima, proces
izmene liganada u koordinacionoj sferi ovog jona je dosta brz, i shodno tome ostvaruje slabe

interakcije. [Filipovi¢ & Lipanovic, 1982]
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4.5. ISPITIVANJE INTERAKCIJE Ca(Il) JONA U MODEL SISTEMIMA
SA O-DONOR LIGANDIMA TIPA KARBOKSILATA

4.5.1. UV spektroskopija Ca(Il) jona u razli¢itim model sistemima

Model sistemi Ca(ll) jona sa ibuprofenom, mleé¢nom i siréetnom kiselinom

Na slici 4.52. prikazan je UV spektar Ca(Il) jona u sistemu sa (a) ibuprofenom, (b) mlecnom
kiselinom i (c¢) siréetnom kiselinom, koncentracija radnih rastvora Ca(Il) jona i liganda u
sistemu je 107,

ora b\ ——MA ol —— AcA
\ Calll}-MA TR Ca(ll}-AcA

i [nm]  [nm] i [nm]

Slika 4.52. UV spektar: Ca(I) jon, odgovarajuéi ligand, i sistem Ca(II)-ligand (10™") M

Na osnovu UV spektara sistema Ca(Il) jona sa ibuprofenom (Slika 4.52a), mle¢nom
kiselinom (Slika 4.52b) i siretnom kiselinom (Slika 4.52¢) moze se zapaziti da dolazi do
potencijalnih interakcija ispitivanog jona sa ligandima i to preko O-donor atoma karaboksilne
grupe ispitivanih liganada. Na potencijalnu interakciju ukazuje traka smanjenog intenziteta
sistema Ca(II)-IB, kao i intenzivnije trake u UV apsorpcionim spektrima sistema Ca(II) jona

sa mel¢nom 1 siré¢etnom kiselinom.
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4.5.2. In-vitro ispitivanje interakcije Ca(Il) jona sa O-donor atomima karboksilata

Od ukupno prisutnog kalcijuma u organizmu oko 99% se nalazi u mineralnom tkivu
kostiju i zuba u obliku kalcijum-hidroksiapatita. Zubi su stalno izlozeni uticaju oralnih
teCnosti 1 hrane kiselog ukusa, i kao takvi su pogodan materijal za in vitro ispitivanja.
Kalicanin & Nikoli¢ (2008, 2010) su pokazali da se promene na matriksu mineralnog tkiva
mogu pratiti merenjem sadrzaja otpustenih jona u kiselom medijumu kao i snimanjem
skeniraju¢om-elektronskom mikroskopijom uz odgovarajuce rentgenske spektre.

U Poglavlju 4.5.1. ispitivanja interakcije Ca(Il) jona UV/VIS tehnikom analize su
pokazale da dolazi do interakcija Ca(Il) ligand koja rezultuje kompleksiranjem 1 stvaranjem
kompleksa opsteg tipa [ML]" i [ML,] sa mle¢nom kiselinom, [ML] sa limunskom, [ML,] sa
salicilnom (Tabela 2.8.). Konstante stabilnosti (log B) kompleksa jona metala sa karboksilnim
kiselinama koje se koriste u ishrani ili se produkuju u organizmu tokom metabolizma date su

u Tabeli 4.11. [Nikoli¢ et al., 2012]

Tabela 4.11. Konstante stabilnosti M(II) jona sa razli¢itim karboksilnim kiselinama

Jon biometala Siréetna Kiselina (AcA) Mileéna kiselina (MA)
MdD [M(AcA)” [M(AcA),] [M(MA)|* [M(MA)]|
Ca(Il) / / 1,62 /
Cu(II) 2,16 3,20 3,02 4,85
Zn(ID) 1,50 / 2,20 3,75

U uslovima visoke koncentracije kompleksiraju¢eg liganda dolazi do promena mineralnog
matriksa zubnog tkiva. Rezultati identifikacije nastalih promena mineralnog tkiva u in vitro
ispitivanjima analizirani FTIC tehnikom prikazani su na slici 4.53.

Sa slike 4.53. se vidi da u mle¢noj 1 acetatnoj sredini dolazi do narusavanja osnovne
strukture mineralnog tkiva $to se zapaza nestankom traka koje poticu od fosfatne grupe (972
cm™ i 1080 cm™) i pojave novih traka u oblasti 1000-1500 cm™, kao i traka na 1697 cm™,
odnosno 1695 ¢cm™ koje odgovaraju —COO™ grupi medijuma mle¢ne, odnosno siréetne
kiseline ¢ijem uticaju je bio izloZen bioloski materijal. Literaturni FTIC spektralni podaci za

mineralno tkivo zuba su dati u Tabeli P3-5 (Prilog 3).
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Slika 4.53. FTIC spektri ispitivanog mineralnog tkiva zuba: (a) prirodni zub; zub izlozen
uticaju (b) mlecne kiseline 1 (¢) siréetne kiseline.

U prisustvu mle¢ne kiseline, agensa koji je aditiv 1 koji se u organizmu stvara tokom
normalnih metabolickih procesa ugljenih hidrata, dolazi do promena u mineralnom matrksu
zubnog tkiva, $to se zapaza iz FTIC spektra sa slike 4.53. Na osnovu podataka prikazanih na
slici 4.53. 1 podataka o konstanti stabilnosti (Tabela 4.11.) jona M(II) metala sa ligandima
anjonima organskih kiselina moZe se pretpostaviti da efekat kompleksiranja izrazitije uti¢e na
proces oslobadanja jona metala iz mineralnog matriksa zuba pod uticajem primenjenih
medijuma, $to dovodi do naruSavanja mineralne strukture zuba.

Efekti medijuma na mineralno tkivo zuba su najjednostavniji za ispitivanje FTIC
tehnikom. NaruSena mineralna struktura zubnog tkiva, izloZenog dejstvu mlecne 1 siréetne
kiseline na nivou milimolarnih koncentracija, vidi se iz odgovaraju¢ih mikrografija

prikazanih na slici 4.54.
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Slika 4.54. FTIC mikrografije ispitivanog mineralnog tkiva zuba u razli¢itim model
sistemima karboksilatnih anjona, sa istim uvecanjem

Efekti uticaja mle¢ne i siretne kiseline na ispitivanom bioloskom materijalu mogu se
uociti kao erozivne promene, pojava hrapavosti, raznih udubljenja kao i useka reda veli¢ine

1-10 um (Slika 4.54.).
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4.6. ISPITIVANJE INTERAKCIJE Cd(II) JONA U MODEL SISTEMIMA
SA O-DONOR LIGANDIMA TIPA KARBOKSILATA

4.6.1. UV spektroskopija Cd(II) jona u razli¢itim model sistemima

Model sistemi Cd(Il) jona sa ibuprofenom, mleé¢nom i siréetnom kiselinom
Na slici 4.55. prikazan je UV spektar Cd(II) jona u sistemu sa (a) ibuprofenom, (b)
mlecnom kiselinom i (¢) sir¢etnom kiselinom, koncentracija radnih rastvora Cd(II) jona i

liganda u sistemu je 10,

/ Cd(lny
0,14 | —MA 0,10 }
\ Cd(Il-MA

(b) 012 (c)
assf., [

—AcA
Cd(iny
— Cd(IN-AcA

i [nm) . [nm]  [nm]

Slika 4.55. UV spektar: Cd(II) jon, odgovarajuéi ligand, i sistem Cd(II)-ligand (10™*) M

Na postojanje potencijalnih interakcija izmedu Cd(II) jona 1 ibuprofena kao potencijalnog
O-donor liganda ukazuju pormene u UV spektru, tj. dolazi do pojave nove intenzivnije trake
Sto je verovatno rezultat Co(II)-IB interakcije (Slika 4.55a).

Slaba traka na oko 210 nm potice od liganda (MA) 1 rezultat je elektronskih prelaza.
Sistem Cd(Il) jon—mlecna kiselina karakteriSe nova 1 intenzivnija traka, $to je verovatno
posledica postojanja interakcija izmedu jona metala i O-donora atoma liganda, Slika 4.55b.

Za sistem Cd(II)-AcA karakteristicna je traka sa apsorpcionim maksimumom na oko 200
nm koja je u odnosu na traku Cistog liganda drugacijeg oblika, intenzivnija i blago pomerena.
Promene u UV apsorpcionom spektru ispitivanog sistema Cd(II) jona sa sir¢etnom kiselinom
je verovatno posledica interakcije Cd(II) jona sa O-donor atoma karboksilne grupe siretne

kiseline (Slika 4.55¢)
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4.6.2. Stereo-mikroskopija izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije Cd(II) ligandi

Na slici 4.56. prikazane su stereo-mikroskopske slike izdvojenih Cvrstih produkata

interakcije izmedu Cd(II) jona i liganada tipa karboksilata, snimljene pod istim uslovima.

Slika 4.56. Stereo-mikroskopske slike (uvecanje 140x) izdvojenih ¢vrstih produkata
interakcije: (a) Cd(II)-IB i (b) Cd(IT)-AcA

Sa slike 4.56. se zapaza sa produkt interakcije Cd(II)-IB karakteriSu belicasti iglicasti
kristali (Slika 4.56a), a sitnozrnasta kristalna struktura je karakteristika produkta interakcije
Cd(II)-AcA (Slika 4.56b).
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4.6.3. FTIC spektroskopija produkata interakcije Cd(II) ligand

u razlié¢itim model sistemima

Model sistem Cd(II)—ibuprofen
Na slici 4.57. prikazan je FTIC spektar ibuprofena kao potencijalnog O-donor liganda (a) i
produkta interakcije Cd(Il) — ibuprofen (b) u oblasti 4000 — 400 cm™.
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talasni broj fem']
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Slika 4.57. FTIC spektar: (a) ibuprofen, i (b) produkt interakcije Cd(II)-ibuprofen

FTIC spektar produkta koji nastaje kao posledica interakcije Cd(II) jona sa ibuprofenom
(Slika 4.57b) se znatno razlikuje od spektra ¢istog ibuprofena, nestaju neke trake i pojavljuju
se nove, na novim vrednostima talasnog broja. U FTIC spektru ispitivanog produkta
interakcije Cd(I)-IB dolazi do nestajanja traka na 2632 cm™ i 2726 cm™ koje poticu od
valencionih vibracija —OH grupe. Nestanak traka od —OH vibracija ukazuje da Cd(II) jon
svoju interakciju ostvaruje preko O-donor atoma karboksilne grupe. U spektru produkta

interakcije sistema Cd(II)-IB dolazi do nestanka jakih traka od v(C=0) i v(C-O) vibracija
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karboksilne grupe. Iste se u spektru ispitivanog produkta javljaju na 1544 cm™ i 1409 cm™
koje odgovaraju vuim(COO) 1 v4im(COO), a to je u skladu sa literaturnim podacima. Na
osnovu dobijenih rezultata iz FTIC spektara izdvojenog produkta Cd(II)-IB dobija se da je
Av = 135 cm™'. Prema izradunatoj vrednosti Av, a na osnovu literaturnim podataka (Tabela
2.12.), karboksilna grupa ibuprofena se pri interakciji sa Cd(II) jonom ponasa kao bidentatni

ligand, Sto moze dovesti do formiranja kompleksnih asocijata tipa [Cd(RCOO),R5].
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Model sistem Cd(Il)—sircetna kiselina
Na slici 4.58. prikazan je FTIC spektar sir¢etne kiseline kao potencijalnog liganda (a) i
produkta interakcije Cd(I)-siréetna kiselina (b) u oblasti 4000 — 400 cm".
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Slika 4.58. FTIC spektar: (a) siréetna kiselina, (b) produkt interakcije Cd(II)-siréetna kiselina

U FTIC spektru produkta interkacije sistema Cd(II)-AcA dolazi do pomeranja traka ka
niZzim frekvencijama kao 1 nestanka pojedinih traka. Usled interakcije ispitivanog metala sa
O-donor atoma dolazi do nestajanja trake koja je posledica intramolekulskih vodoni¢nih veza,
i pojave nove trake na oko 3400 cm™. Kao posledica interakcije metal-O-donor atom liganda

dolazi do gubljenja trake v(C=0) i pojave nove i intenzivne trake na 1406 cm™.
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4.6.4. ESI-MS karakterizacija interakcija organskih liganada tipa Kiselina
sa Cd(II) jonom

Model sistem Cd(Il)-ibuprofen

Interakcija ibuprofena sa Cd(II) jonom je ispitivana ESI-MS-om i metodom LOOP-
hromatograma u okviru ovog linearnog opsega ibuprofena y = 2,918 + 5,646-x (R* = 0,9696) i
podintegralnom povrSinom P; = 254,45 (Slika 4.13.).

ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena (¢ = 3,00 umol/L) i Cd(II) jona (¢ = 7,00
umol/L) u rastvarau CH3OH/H,O = 80/20, negativan jonizacioni mod, prikazan je na slici

4.59. Uslovi snimanja binarnih sistema bili su isti kao 1 kod monokomponentnog sistema.

7uM_Cd+3uM_Brufen_LOOP #86 RT: 0,74 AV: 1 NL; 8.04ES

RT: 0.00 - 1.31 SM: 78 T: - p ESI Full ms [100.00 - 400.00]
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Slika 4.59. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena (¢ = 3,00 pmol/L) 1 Cd(II) jona (¢ = 7,00
umol/L), rastvara¢ CH;OH/H,0 = 80/20

Povrsine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 204 — 206, u zavisnosti

od koncentracije ibuprofena u prisustvu Cd(Il) jona prikzane su u Tabeli 4.12.

Tabela 4.12. PovrSine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 204-206 u

zavisnosti od koncentracije ibuprofena i Cd(II) jona

CiB [umol/ L]

PCd(II) B [a.u.], X107

1 2,96
3 10,43
5 21,80
7 27,87
9 37,37

Na osnovu dobijenih povr§ina LOOP-hromatograma uradena je graficka zavisnost istih od

koncentracije ibuprofena, a zatim je linearnim fitovanjem dobijena aproksimirajuca prava za

binarni sistem Cd(II)—ibuprofen (Slika 4.60.)
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Integral ispod ekperimentalno dobijenih tacaka ima povrSinu P, = 160,53. Dobijena prava
y = -1,479 + 4,313-x pokazuje dobru linearnost u primenjenom opsegu koncentracija
ispitivanog liganda R? = 0,9916 (Slika 4.60.). Relativna razlika povriina izradunata je po
jednacini 3-2 i iznosi 36,91%. PovrSina ispod pikova kod LOOP-hromatograma u prisustvu
Cd(I) jona je 36,91% manja od analogne povrsine za ibuprofen bez prisustva Cd(II) Sto
ukazuje na postojanje interakcije izmedu jona metala i ispitivanog O-donor liganda. Dobijeni
rezultati su u skladu sa literaturnim podacima gde su proucavani sli¢ni sistemi ispitivanja

interakcije aromati¢nih karboksilnih kiselina sa Cr(Ill)-jonom. [Andelkovic et al., 2012]

+
f=}
T

P, = 160,53

Povrsina pika [abs. units], x10’

0 : T 1 T T
0 2 4 6 8 10

Koncentracija [umol/L]

Slika 4.60. Odnos koncentracije ibuprofena i povrsine pika ESI-MS LOOP-hromatograma za
m/z = 204— 206 uz prisustvo Cd(II) jona; rastvara¢ CH;OH/H,O = 80/20
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Model sistem Cd(Il)-mlecCna kiselina

Interakcija mle¢ne kiseline sa Cd(II) jonom je ispitivana ESI-MS-om i metodom LOOP-
hromatograma u okviru linearnog opsega mle¢ne kiseline y = 2,988 + 2,098-x (R* = 0,9439) i
podintegralnom povrSinom P, = 161,44 (Slika 4.17)

ESI-MS LOOP-hromatogram MA (¢ = 7,00 pumol/L) i Cd(II) jona (¢ = 3,00 umol/L) u
rastvaracu CH3;OH/H,0O = 50/50, u negativanom jonizacionom modu prikazan je na slici 4.61,

dobiven pod istim uslovima kao i kod monokomponentnog sistema.
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Slika 4.61. ESI-MS LOOP-hromatogram mlecne kiseline (¢ = 7,00 pmol/L) 1 Cd(II) jona (c =
3,00 umol/L), rastvara¢ CH;OH/H,O = 50/50

PovrSine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 88 — 90, u zavisnosti od

koncentracije mlecne kiseline u prisustvu Cd(II) jona prikzane su u Tabeli 4.13.

Tabela 4.13. Povrsine ESI-MS LOOP-hromatogramskih pikova za opseg m/z = 88-90 u
zavisnosti od koncentracije mlecne kiseline 1 Cd(II) jona

Cva [pmol/L] Pcaqn ma [a.u.], x10°
10,18
15,71
19,75
20,82
25,10

O 3 DN W —

Na osnovu dobijenih povrSina LOOP-hromatograma uradena je zavisnost istth od
koncentracije ibuprofena, a zatim je linearnim fitovanjem dobijena aproksimirajuca prava za

binarni sistem Cd(II)-mlecna kiselina (Slika 4.62.)
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Slika 4.62. Odnos koncentracije mle¢ne kiseline 1 povrSine pika ESI-MS LOOP-
hromatograma za m/z 88-90 uz prisustvo Cd(II) jona; rastvara¢ CH;OH/H,O = 50/50

Integral ispod ekperimentalno dobijenih ta¢aka ima povrSinu P, = 147,84. Dobijena prava
y = 9,5745 + 1,7475-x pokazuje dobru linearnost u primenjenom opsegu koncentracija
ispitivanog liganda, R* = 0,9457 (Slika 4.62). Relativna razlika povriina izralunata je po
jednacini 3-2 i iznosi 8,42%. Povrsina ispod pikova kod LOOP-hromatograma u prisustvu
Cd(II) jona je 8,42% manja od analogne povrsine za mle¢nu kiselinu bez prisustva Cd(I) sto

ukazuje na postojanje interakcije izmedu jona metala 1 ispitivanog O-donor liganda.

142



4.6.5. Rezultati ispitivanja interakcije Cd(II) jona sa O-donor ligandima

u bioloskim sistemima

In vivo ispitivanja efekta LA u slucajevima hronicne intoksikacije Cd(Il) jonom

Efekti liponske kiseline u slu¢ajevima hroni¢ne intoksikacije Cd(II) jonom, tj. potencijalna
interakcija LA-Cd(II) jon u bioloskim sistemima, praceni su preko vrednosti eritrocitne grupe
krvnih parametara ekpreimentalnih Zivotinja. Rezultati ispitivanih parametara (eritrocita,
srednje vrednosti zapremine eritrocita, hemoglobina, srednje vrednosti hemoglobina u
jednom eritrocitu, srednje vrednosti koli€ine eritrocita, mere varijabilnosti veliine eritrocita i
hematokrita) kontrolne grupe zivotinja, grupe Zzivotinja tretirane subletalnom dozom
kadmijuma, kao i grupe koja je dan nakon intoksikacije kadmijumom dobijala liponsku

kiselinu prikazani su na slici 4.63.
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Slika 4.63. Vrednost ispitivanih hematoloskih parametara u sluc¢aju hroni¢ne intokiskacije
Cd(II) jonom, sa i bez liponske kiseline kao potencijalnog koordinacionog agensa

Akutna intoksikacija kadmijumom kod eskperimentalnih Zivotinja dovodi do statisticki
znacajnog smanjenja broja eritrocita, kao 1 vrednosti hemoglobina i hematokrita (Slika 4.63.).
Ovi rezultati su pokazali da se dodavanjem liponske kiseline znac¢ajno umanjuje toksicni
efekat Cd(II) jona u bioloSkim sisteima meren preko vrednosti eritrocitne grupe hematoloskih
parametara. Kadmijum izaziva oksidativno oStecenje eritricita u razli€itim tipovima tkiva 1
dovodi do gubitka membranske funkcije ovih krvnih ¢elija, §to izaziva anemiju, a samim tim
1 smanjenje broja eritrocita, vrednosti hemoglobina i hematokrita, kao i smanjen sadrzaj

gvodza u krvi. [Kosti¢ et al., 1993] Negativni uticaj Cd(II) jona se u znacajnoj meri smanjuje
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dodatkom liponske kiseline, tj. blokiranjem Cd(II) jona njegovom interakcijom verovatno sa
O-donor atomima karboksilne grupe dodavanog suplementa, tipa kiselina. Mada, Cd(Il) je
veéi jon u poredenju sa ispitivanim Cu(Il) jonom, meka je Lewis-ova kiselina i ima veci
afinitet za vezovanje preko S-donor atoma ovog molekula, u ovom sistemu koordinaciju
ostvaruje sa O-donor atomima karboksilne grupe jer je liponska kiselina u oksidovanom
obliku, pa samim tim nema slobodne —SH grupe. Na taj nacin liponska kiselina ,,blokira‘“
Cd(II) jone i smanjuje toksi¢ni efekat koji isti izaziva Sto je utvrdeno i1 pracenjem nekih

drugih biohemijskih parametara. [Jovanovi¢ et al., 2011]
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4.7. POREDENJE INTERAKCIJE M(II) JONA SA IBUPROFENOM

Ibuprofen poseduje kao funkcionalnu grupu karboksilnu grupu (Tabela 2.10), i kao takav
moze da ostvaruje interakcije sa M(II) jonima metala preko O-donor atoma iste. U okviru
koncepta ,,tvrdo-meko* interkacije sa O-donor atomima karboksilne grupe ¢e biti intenzivnije
ukoliko se iste ostvaruju sa jonima metala koje su u okviru ovog koncepta ,,tvrde* kiseline.
UV/VIS ispitivanja su pokazala da dolazi do interakcije izmedu ibuprofena kao potencijalnog
O-donor liganda i M(II) jona ispitivanih metala na nivou molarnih i mikromolarnih
koncentracija. UV spektar ibuprofena karakteriSe traka na oko 225 nm, koja potice od
elektronskih prelaza. U sistemima M(II)-IB ista postaje intenzivnija i blago pomerena ka
ve¢im vrednostima talasnih duzina. U VIS spektru ispitivanih sistema pracene su promene
Amaks 1 vrednosti Abs. jona M(II) koji apsorbuju u ovoj oblasti talasnih duzina. Vrednosti
Amaks, Abs 1 energije cepanja izracunate po jednacini 3-1 za Cu(Il), Co(II) jon, kao i sisteme

Cu(II)-IB 1 Co(II)-IB prikazane su u Tabeli 4.14.

Tabela 4.14. UV/VIS spektroskopski podaci model sistema M(II)-I1B

Sistem Amaks [NM] Abs. [a.u.] A [kJ/mol]
Cu(ll) 811,50 0,162 146,96
Co(1l) 509,50 0,050 234,29
Cu(ll)-IB 818,50 0,191 145,70
Co(ll)-IB 510,00 0,050 233,83

Na osnovu FTIC karakterizacije izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije sistema M(I1)-1B
na nivou milimolarnih koncentracija, utvrden je tip koordinacije karboksilne grupe
ibuprofena, tj. da li se ista ponaSa kao monodentatni, bidentatni ili most ligand. Uporedni
prikaz FTIC spektara ispitivanih izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije u model sistemima
M(II) —IB dat je na slici 4.64.

Na osnovu podataka sa slike 4.64 uporednih prikaz karakteristicnih FTIC traka Cistog
ibuprofena i produkata interakcije ispitivanih sistema, vrednosti Av = va5im(COO) — v4im(COO)

kao 1 predlog dentatnosti liganda dati su u tabeli 4.15.
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Slika 4.64. FTIC spektri izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije M(I1)-IB, u oblasti 4000-
400 cm’
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Tabela 4.15. Karakteristiéne FTIC trake [cm™'] ibuprofena, produkata interakcije sistema
M(IT)-IB, vrednosti Av i dentatnost liganda

Traka 1B Cu(I)-IB  Co(I)-IB Mn(I)-IB Zn(ID-IB Cd(1I)-IB
v(OH...0) 2600-2800 / / 2632; 2726 / /
v(C=0) 1721 1587 1558 1720 1720 15447
v(C-0) 1420 1407 1402" 1420 1420 1409"
Ay / 180 156 / / 135
d?fatatnost / Bldenta{nz Bidentatni / / Bidentatni

iganda mostni

" Vasim(COO); "Vgim(COO)

Na osnovu podataka iz Tabele 4.15. moze se zakljuciti da se ibuprofen, tj. njegova
karboksilna grupa u sistemima sa M(II) jonima metala (Cu, Co, Zn, Cd) na osnovu vrednosti
Av ponasa kao bidentatni i bidentatni most ligand §to je u skladu sa literaturnim podacima za
sli¢ne sisteme po sastavu ali pod drugim uslovima, Tabela 2.8. Jacina interakcija, prema
polozaju R-C-O---M vibracija iz FTIC spektara, opada u nizu Cd > Co > Cu > Mn ~ Zn. Sto
se tice sistema Mn(II)-IB na osnovu FTIC spektra se ne mogu doneti pouzdani zakljucci o
interakciji jona metala sa ibuprofenom, rezlog tome je Sto je Mn(II) jon specifi¢an jon. To je
jon 3d° elektronske konfiguracije, osnovnog terma °Sy, kineticki je nestabilan, nema energiju
stabilizacije u bilo kom okruZenju O-donor ligandima, tako da u ispitivanim sistemima
postoje slabe interakcije u produktima koji brzo nastaju i1 nestaju u ispitivanim sistemima.
[Cotton & Wilkinson, 1976] Sli¢no je 1 sa Zn(II) jonom u sitemu sa ibuprofenom.

U cilju sagledavanja interakcije izmedu ibuprofena i jona M(II) metala (Cu,Co, Mn, Cd)
na nivou mikromolarnih koncentracija, ista je merena preko vrednosti podintegralnih
povrsina Pig 1 Pyvry-is 1zraCunavanjem njihove relativne razlike AP (jednacina 3-2). Vrednosti
podintegralnih povrSina ispitivanih binarnih sistema i njihova AP dati su u Tabeli 4.16. Veca
vrednost za AP ukazuje na proporcionalno vecu interakciju u ispitivanim binarnim sistemima

na datom nivou koncentracija.

Tabela 4.16. Vrednosti podintegralnih povrSina ispitivanih sistema i njithova AP

IB Cu-IB Co-1B Mn-IB Cd-IB
P 254,45 159,17 114,64 236,15 160,53
AP [%] / 37,44 54,94 7,19 36,91

Povrsina ispod pikova kod LOOP-hromatograma u prisustvu Cu(Il), Co(II), Mn(II) i

Cd(II) jona je manja od analogne povrSine za ibuprofen bez jona metala Sto ukazuje da
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postoji znacajna interakcija M(II)-IB na mikromolarnom nivou, ja¢ina interakcije opada u
nizu Co(II)-IB > Cu(II)-IB > Cd(II)-IB > Mn(II)-IB.

ESR spektroskopijom su ispitivani paramagnetni joni Cu(Il) i Mn(II) u sistemima sa
ibuprofenom. Rezultati ispitivanja su pokazali da pri visokim koncentracijama Cu(Il) jona
nije dobijen ESR spektar istog iz razloga gradenja binuklearanih kompleksa pri ¢emu dolazi
do nastanka dijamagnetnih vrsti. ESR ispitivanja su pokazala na postojanje interakcija u
sistemu Mn(I[)-IB, koji je razblazen Zn(II) jonima kao dijamagnetnim vrstama. ESR se
pokazao kao veoma pogodna i osetljiva metoda za detekciju paramagnetnog Mn(II) jona, jer
se isti ovom tehnikom moze detektovati na nivou ppb-a bez ikakvih problema. [Fujiwara et
al., 1964]

Predlog potencijlnih struktura ispitivanih model sistema M(II)-IB je dat na slici 4.65.

(a) H

€cC

eo

© Cu(lD)

© Co(I1); Cd(IN)

. molekul rastvaraca

(b)

Slika 4.65. Potencijalne strukture proizvoda interakcije M(I)-IB: (a) ibuprofen kao
bidentatni most ligand, i (b) kao bidentatni ligand
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4.8. POREDENJE INTERAKCIJE M(II) JONA SA MLECNOM KISELINOM

UV/VIS ispitivanja su pokazala da dolazi do interakcije izmedu mle¢ne kiseline kao
potencijalnog O-donor liganda i M(II) jona ispitivanih metala na nivou molarnih i
mikromolarnih koncentracija. UV spektar mle¢ne kiseline karakteriSe traka na oko 210 nm,
koja potice od elektronskih prelaza. U sistemima M(I)-MA ista postaje intenzivnija i blago
pomerena ka ve¢im vrednostima talasnih duzina. U VIS spektru ispitivanih sistema pracene
su promene Apmas 1 vrednosti Abs. jona M(II) koji apsorbuju u ovoj oblasti talasnih duzina.
Vrednosti Amaks, Abs 1 energije cepanja za Cu(Il), Co(Il) jon, kao i sisteme Cu(Il)-MA i
Co(IT)-MA prikazane su u Tabeli 4.17.

Tabela 4.17. UV/VIS spektroskopski podaci model sistema M(II)-MA

Sistem Amaks [nm] Abs. [a.u.] A [kJ/mol]
Cu(1l)-MA 815,00 0,207 146,32
Co(ll)-MA 510,00 0,055 233,83

Na osnovu FTIC karakterizacije izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije sistema M(II)—
MA na nivou milimolarnih koncentracija, utvrden je tip koordinacije karboksilne grupe
mlecne kiseline. Uporedni prikaz FTIC spektara ispitivanih izdvojenih ¢vrstih produkata
interakcije u model sistemimam M(II)-MA dat je na slici 4.66.

Na osnovu podataka sa slike 4.66. dat je u tabeli 4.18. uporedni prikaz karakteristicnih
FTIC traka Ciste mle¢ne kiseline 1 produkata interakcije ispitivanih sistema, kao 1 vrednosti

Av 1 predlog dentatnosti karboksilne grupe mle¢na kiselina

Tabela 4.18. Karakteristi¢ne FTIC trake [cm™'] mle¢ne kiseline, produkata interakcije
sistema M(I)-MA, vrednosti Av i1 dentatnost liganda

Traka MA Cu(I)-MA Co(II)-MA Mn(II)-MA
v(OH...0) 2633
V(OH)coon 2500-3300
v(OH)on 3230-3350
v(C=0) 1733 1642" 1576 1627
v(C-0) 1457 1385" 1385" 1400"
Av / 257 191 227
dentatnost liganda / monodentatni monodentatni monodentatni
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Slika 4.66. FTIC spektri izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije M(II)-MA, u oblasti 4000-
400 cm™
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Na osnovu podataka iz Tabele 4.18. moze se zakljuciti da se mle¢na kiselina u sistemima
sa M(II) jonima metala (Cu, Co, Mn) na osnovu vrednosti Av ponasa kao monodentatni
ligand, Sto je u skladu sa literaturnim podacima (Tabela 2.8.). Jaina interakcija, prema
polozaju R-C-O---M vibracije u FTIC spektru, opada u nizu Co > Mn > Cu.

U cilju sagledavanja interakcije izmedu mle¢ne kiseline 1 jona M(II) metala (Cu,Co, Cd)
na nivou mikromolarnih koncentracija, ista je merena preko vrednosti podintegralnih
povr§ina Pig 1 Pumanma izraCunavanjem njihove relativne razlike AP (jednacina 3-2).
Vrednosti podintegralnih povrSina ispitivanih binarnih sistema i njihova AP dati su u Tabeli

4.19.

Tabela 4.19. Vrednosti podintegralnih povrSina ispitivanih sistema i njihova AP

MA Cu-MA Co-MA Cd-MA
P 161,44 133,36 107,55 147,84
AP [%] / 17,39 33,38 8,42

Povrs$ina ispod pikova kod LOOP-hromatograma u prisustvu ispitivanih jona metala je
manja od analogne povrSine za mleénu kiselinu bez jona metala Sto ukazuje da postoji
znacajna interakcija M(I[)-MA na mikromolarnom nivou: Co(Il)-MA > Cu(ll)-MA >
Cd(I)-MA.

Predlog potencijalnih struktura produkata interakcije M(II) jona metala sa mle¢nom

kiselinom dat je na slici 4.67.

H@C@O
© Cu(Il); Co(IT); Mn(II) € molekul rastvaraca

Slika 4.67. Potencijalne strukture produkta interakcije M(II) jona metala sa mle¢nom
kiselinom kao monodentatnim ligandom
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4.9. POREDENJE INTERAKCIJE M(II) JONA SA SIRCETNOM KISELINOM

UV/VIS ispitivanja su pokazala da dolazi do interakcije izmedu siréetne kiseline kao
potencijalnog O-donor liganda i M(II) jona ispitivanih metala na nivou molarnih i
mikromolarnih koncentracija. Vrednosti Anaks, Abs. 1 energije cepanja za jone Cu(Il), Co(II)
koji apsorbuju u vidljivoj oblasti, kao 1 sisteme Cu(I)-AcA i Co(II)-AcA prikazane su u
Tabeli 4.20.

Tabela 4.20. UV/VIS spektroskopski podaci produkata interakcije M(I)-AcA

Sistem Amaks [NM] Abs. [a.u.] A [kJ/mol]
Cu(ll)-AcA 815,00 0,176 146,32
Co(ll)-AcA 511,00 0,051 233,38

Na osnovu FTIC karakterizacije izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije M(II) jona sa
sirCetnom kiselinom na nivou milimolarnih koncentracija, utvrden je nacin koordinacije
karboksilne grupe mlecne kiseline. Uporedni prikaz FTIC spektara ispitivanih izdvojenih
¢vrstih produkata interakcije u model sistemima M(II)-AcA dat je na slici 4.68.

Na osnovu podataka sa slike 4.68. dat je u tabeli 4.21 uporedni prikaz karakteristi¢nih
FTIC traka ciste sircetne kiseline 1 produkata interakcije ispitivanih sistema, kao i1 vrednosti

Av 1 predlog dentatnosti karboksilne grupe siréetne kiseline.

Tabela 4.21. Karakteristi¢ne FTIC trake [cm™] siréetne kiseline, produkata interakcije
sistema M(II)-AcA, vrednosti Av i dentatnost liganda

Traka AcA  Cu(Il)-AcA  Co(I)-AcA  Mn(II)-AcA Cd(II)-AcA
v(OH...O) 2600
V(OH)coonmzo 3000 . . .
v(C=0) 1721 1599 1559 1635 1406
v(C-0) 1409 13847 13847 1418" /
Av / 215 175 217 /
dentatnost liganda / monodentatni  bidentatni  monodentatni /

" Vasim(CO0); *v4im(COO)
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Slika 4.68. FTIC spektri izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije M(I1)-AcA, u oblasti 4000-
400 cm’
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Na osnovu podataka iz Tabele 4.21. moZze se zakljuciti da se siréetna kiselina u sistemima
sa M(II) jonima metala (Cu, Co) na osnovu vrednosti Av ponaSa kao monodentatni i
bidentatni ligand, $to je u skladu sa literaturnim podacima (Tabela 2.8.). Jacina interakcija,

prema polozaju R-C-O---M, opada u nizu Co > Cu > Mn.

(a)

H @C @O0 @ Coll
© Cu(lD); Mn(Il) € molekul rastvaraca

Slika 4.69. Predlog potencijalnih struktura interakcije M(II)-AcA: (a) siréetna kiselina kao
monodentatni ligand, 1 (b) kao bidentatni ligand
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4.10. POREDENJE INTERAKCIJE M(II) JONA SA LIPONSKOM KISELINOM

Potvda postojanja interakcije izmedu liponske kiseline (LA) i M(II) jona ispitivanih metala
na nivou molarnih i mikromolarnih koncentracija su promene u UV/VIS spektrima. Vrednosti
Amaks» Abs. 1 energije cepanja za jone Cu(Il), Co(Il) koji apsorbuju u vidljivoj oblasti, kao i
sisteme Cu(II)-LA i Co(II)-LA prikazane su u Tabeli 4.22.

Tabela 4.22. UV/VIS spektroskopski podaci produkata interakcije M(II)-LA

Sistem Amaks [nm] Abs. [a.u.] A [kJ/mol]
Cu(ll)-LA 804,00 0,208 148,33
Co(ll)-LA 510,00 0,094 233,83

Na osnovu FTIC karakterizacije izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije Cu(Il) jona sa
liponskom kiselinom, u oksidovanom i redukovanom obliku na nivou milimolarnih
koncentracija, utvrdeno je da dolazi do interakcije metal-ligand. Cu(Il) jon interakcije
ostvaruje preko O-donor atoma karboksilne grupe u sistemu sa oksidovanim oblikom
liponske kiseline, odnosno sa S-donor atomima —SH grupa redukovanog oblika. Uporednih
prikaz karakteristicnih FTIC traka liponske kiseline, dihidroliponske kiseline, produkata
interakcije Cu(Il) jona sa ispitivanim formama liponske kiseline, kao 1 vrednosti Av i predlog

dentatnosti karboksilne grupe ispitivanog liganda dat je u Tabeli 4.23.

Tabela 4.23. Karakteristi¢ne FTIC trake [cm™] liponske kiseline, dihidroliponske kiseline,
produkata interakcije sistema M(II) ispitivani ligand, vrednosti Av 1 dentatnost liganda

Traka LA Cu(Il)-LA DHLA  Cu(Il)-DHLA
v(S-H) / / 1256 /
v(C=0) 1634 16117 1703 1703
v(C-0) 1250 1246" 1420 1420
Av / 365 [Cu(ll) -- §] koordinacija
dentatnost liganda / monodentatni bidentatni

Vasim(COO); "Vsim(COO)

Na osnovu podataka iz Tabele 4.23 moze se zakljuciti da se liponska kiselina (LA) u
sistemu sa Cu(Il) jonom metala, a na osnovu vrednosti Av ponaSa kao monodentatni O-donor
ligand, Sto je u skaldu sa literaturnim podacima za sli¢ne sisteme ispitivane u drugacijim
uslovima (Tabela 2.8.), dok se u sistemu gde je u redukovanom obliku (DHLA) ista ponasSa
kao bidentatni S-donor ligand. Predlog potencijalni struktura interakcije Cu(II)-LA i Cu(Il)—
DHLA dati su na slici 4.70.
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(a)

(b)

H@C@O S
© Cu(Il) € molekul rastvaraca

Slika 4.70. Predlog potencijalnih struktura izdvojenih ¢vrstih produkata interakcije: (a)
Cu(II)-LA i (b) Cu(Il)-DHLA
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5. ZAKLTUCAK






Ispitivanja interakcija M(II) jona metala (Cu, Co, Mn, Zn, Ca, Cd) sa O-donor ligandima
tipa kiselina (ibuprofen (RS-2-(4-izobutil-fenil)propionska kiselina), mlecna kiselina
(hidroksipropionska kiselina), sir¢etna kiselina, liponska kiselina (6,8-ditiooktanska kiselina))
na model sistemu u priblizno fizioloskim uslovima pokazala su da:

e dolazi do interakcija metal-ligandi tipa karboksilata. Ista se moze pratiti:

— na molarnom i milimolarnom nivou tehnikom UV/VIS;

— na milimolarnom nivou izdvojeni produkti interakcije se mogu ispitivati
FTIC 1 ESR tehnikom:;

— na mikromolarnom nivou ESI-MS tehnikom.

e ligandi tipa kiselina, karboksilatni anjoni, se u nekim sistemima ponasaju kao
monodentatni, u nekim kao bidentatni, a u nekim kao most ligandi u
polinuklearnim kompleksnim fragmentima.

e ibuprofen u izdvojenim ¢vrstim produktima interakcije sa jonima Cu(Il), Co(Il),
Mn(II), Zn(Il) 1 Cd(Il), prema rezultatima FTIC analize prisutan je kao bidentatni
sa Co(Il) 1 Cd(II), 1 bidentatni most ligand sa Cu(Il). Jadina interakcija, prema
polozaju R-C-O---M vibracija u FTIC spektru, opada u nizu Cd > Co > Cu > Mn ~
Zn.

e prema rezultatima ESI-MS ispitivanja interakcije M—L na mikromolarnom nivou
(1-9 pmol/dm?) jagina interakcija M—ibuprofen opada u nizu Co > Cu > Cd > Mn

e ESR ispitivanja su pokazala da pri visokim koncentracijama dolazi do formiranja

binuklearnih asocijata sa Cu(Il) jonom. Na postojanje interakcije (koordinacione
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veze) izmedu Mn(Il)—jona sa ibuprofenom, u sistemu sa dijamagnetnim Zn(II)
jonom ukazuje razlika u hiperfinoj strukturi.

mlecna kiselina daje produkte interakcije sa Cu(II), Co(II) i Mn(II) jonom i ponasa
se kao monodentatni ligand. Ja¢ina interakcija, prema polozaju R-C-O---M, opada
u nizu Co > Mn > Cu.

prema rezultatima ESI-MS ispitivanja jacina interakcije M(II)-mle¢na kiselina
opada u nizu Co > Cu > Cd.

in vitro ispitivanja su pokazala da mlecna kiselina stupa u interakcije sa
najzastupljenijim jonom u organizmu Ca(Il) i narusava strukturu mineralnog dela
zubnog tkiva, hidroksiapatita, pri ¢emu ostavaruje interakciju sa jonima kalcijuma.
siréetna kiselina stupa u interakcije sa jonima M(II) biometala, Cu(Il), Co(Il) i
Mn(1II), i daje produkte interakcije u kojima se ponaSa kao monodentatni sa Cu(Il) 1
Mn(Il) i bidentatni ligand sa Co(Il), prema rezultatima FTIC analize izdvojenih
¢vrstih produkata. Jacina interakcija, prema polozaju R-C-O---M, opada u nizu Co
> Cu > Mn.

liponska kiselina u oksidovanom obliku daje produkt interakcije sa Cu(Il) jonom i
ponasa se kao monodentatni ligand. Ista u redukovanom obliku daje produkt
interakcije Cu(Il)-DHLA, ponasa se kao bidentatni ligand i koordinaciju ostvaruje
preko S-donor atoma —SH grupa.

in vivo ispitivanja su pokazala da liponska kiselina, u formi trometamol liponske
kiseline, znac¢ajno smanjuje negativan efekte toksi¢nosti Cu(Il) i Cd(I) jona
pracene preko vrednosti eritrocitne grupe hematoloskih parametara, pri ¢emu

verovatno interakciju ostvaruju preko O-donor atoma karboksilne grupe.

Dobijeni rezultati interakcije M(II) jona metala sa ligandima karboksilatnim anjonima

ukazuju na znacaj poznavanja istih iz viSe razloga:

zbog distribucije i farmakokinetike lekova odgovarajuce strukture,

zbog iskoriS¢enosti unetog leka,

sinergi¢nog delovanja sli¢nih tipova molekula koji se inac¢e svakodnevno unose sa
hranom ili nastaju u organizmu kao produkt normalne fizioloSke aktivnosti,
ekskrecije metala sa jedne strane i liganada sa druge,

potencijalne protektivne uloge u sluc¢ajevima intoksikacije.
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6. SUMMARY






The study of M(II) ions (Cu, Co, Mn, Zn, Ca, Cd) interaction with O-donor ligands type

acids (ibuprofen, lactic acid, acetic acid, lipoic acid) on the model system in approximately

physiological conditions showed:

that leading to the interaction metal-ligand carboxilate type. This interaction can be
traced by UV/VIS on molar or milimolar level, by FTIR and ESR on milimolar
level and by ESI-MS technique on micromolar level.

acid type ligands, carboxylate anions, in some systems behave as monodentate, in
some as bidentate, and in some as a bridge ligand in polinuclear complex
fragments.

in isolated solid products ibuprofen interact with Cu(Il), Co (II), Mn(II), Zn(II) and
Cd(II) ions, according to the results of the present FTIC analysis, is present as
bidentate ligand with Co(II) and Cd(Il), and bidentate bridge ligand with Cu(Il).
Strength of the interaction, according to the position R—C—0O---M vibration in FTIC
spectrum, decreases in the order Cd> Co> Cu> Mn ~ Zn.

according to the ESI-MS study of the M(II)-ibuprofen interaction on micromolar
level the strength of M—IB interaction decreases in the order Co> Cu> Cd> Mn.
ESR studies have shown that at high concentrations Cu(Il) and ibuprofen, leads to
the formation of binuclear associates with Cu(Il) ions. The existence of
interactions (coordination bond) between Mn(Il) ion with ibuprofen, in a system

with diamagnetic Zn(II) ion, shows the difference in hyperfine structure.
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e lactic acid gives the product of interaction with Cu(II), Co(II) and Mn(II) ions and
acts as a monodentate ligand. Strength of the interaction, according to the position
R—C—O---M vibration in FTIC spectrum, decreases in the order Co> Mn> Cu.

e according to the ESI-MS study of the M(II)-lactic acid interaction on micromolar
level the strength of M—MA interaction decreases in the order Co > Cu > Cd.

e [n vitro studies have shown that lactic acid interacts with the most common ion in
the body, Ca(Il) ion, and disrupts the structure of the mineral part of the dental
tissues, hydroxyapatite, whereas interacts with calcium ions.

e acetic acid gives the product of interaction with Cu(II), Co(Il) and Mn(II) ions and
acts as a monodentate with Cu(Il) and Mn(II) and bidentate ligand with Co(II).
Strength of the interaction, according to the position R—-C—O---M vibration in FTIC
spectrum, decreases in the order Co> Cu> Mn.

e lipoic acid in oxidized form gives the product of the interaction with Cu(Il) ion,
and acts as a monodentate O-donor ligand. The same, in the reduced form provides
product interaction Cu(II)-DHLA, and acts as a bidentate ligand, and coordination
achieved through the S-donor atom of -SH groups.

e in vivo studies have shown that lipoic acid, in the form of trometamol lipoic acid
significantly reduces the negative effects of the toxicity of Cu(Il) and Cd(II) ions
monitored through the values of erythrocyte group of hematological parameters,
with probably achieved interaction through O-donor atoms of carboxyl groups.

The results of M(II) ions interaction with the ligands, carboxylate anions, indicate the
importance of knowing them for many reasons, because of: the distribution and
pharmacokinetics of drugs appropriate structure; the utilization of ingested drug; synergistic
effects similar types of molecules that are normally consumed daily with food or formed in
the body as a product of normal physiological activity; excretion of metal; potential

protective role in cases of intoxication.
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8. PRILOG






SADRZAJ PRILOGA

PRILOG 1. Literaturni podaci za vrednosti radijusa ispitivanih M(II) jona metala
1. Tabela P1-1. Radijusi M(II) jona metala

PRILOG 2. Literaturni podaci za binarne i ternarne komplekse Cu(Il) jona
1. Tabela P2-1. Binarni kompleksi Cu(Il), sa naznacenim ligand dodnor atomima, i
njihova bioloska aktivnost.
2. Tabela P2-2. Ternarni kompleksi Cu(Il), sa naznacenim ligand dodnor atomima, i

njihova bioloska aktivnost.

PRILOG 3. FTIC spektroskopski podaci ispitivanih farmaceutskih preparata, suplemenata
i mineralnog tkiva zuba
1. Tabela P3-1. FTIC spektralni podaci za ibuprofen.
Tabela P3-2. FTIC spekralni podaci za mlecnu kiselinu.
Tabela P3-3. FTIC spekralni podaci za siréetnu kiselinu.
Tabela P3-4. FTIC spekralni podaci za liponsku kiselinu.

A

Tabela P3-5. FTIC spekralni podaci za mineralno tkivo zuba.

PRILOG 4. ESI-MS LOOP-hromatogrami ibuprofena i ispitivanih model sistema
ibuprofen—M(II) joni metala
Slika P4-1. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena 1 ymol/dm’
Slika P4-2. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena 3 pmol/dm?’
Slika P4-3. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena 7 pmol/dm?’
Slika P4-4. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena 9 pmol/dm’
Slika P4-5. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cu(Il) = 1:9 urnol/dm3
Slika P4-6. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cu(II) = 5:5 pmol/dm?
Slika P4-7. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cu(II) = 7:3 pmol/dm?
Slika P4-8. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cu(Il) = 9:1 urnol/dm3
Slika P4-9. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Co(II) = 1:9 urnol/dm3
. Slika P4-10. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Co(II) = 5:5 umol/dm’
. Slika P4-11. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Co(II) = 7:3 umol/dm’
. Slika P4-12. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Co(II) = 9:1 urnol/dm3
. Slika P4-13. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Mn(Il) = 3:7 pmol/dm3
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14. Slika P4-14. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Mn(Il) = 5:5 umol/dm’
15. Slika P4-15. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Mn(Il) = 7:3 umol/dm’
16. Slika P4-16. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Mn(II) = 9:1 prnol/dm3
17. Slika P4-17. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cd(II) = 1:9 umol/dm’
18. Slika P4-18. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cd(II) = 5:5 umol/dm’
19. Slika P4-19. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cd(Il) = 7:3 umol/dm’
20. Slika P4-20. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cd(II) = 9:1 pmol/dm’

PRILOG 5. ESI-MS LOOP-hromatogrami mlecne kiseline i ispitivanih model sistema

mlecna kiselina—M(I1) joni metala

1. Slika P5-1. ESI-MS LOOP-hromatogram mleéne kiseline, ¢ = 1 pmol/dm’

2. Slika P5-2. ESI-MS LOOP-hromatogram mleéne kiseline, ¢ = 3 pmol/dm’

3. Slika P5-3. ESI-MS LOOP-hromatogram mleéne kiseline, ¢ = 7 pmol/dm’

4. Slika P5-4. ESI-MS LOOP-hromatogram mleéne kiseline, ¢ = 9 pmol/dm’

5. Slika P5-5. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cu(II) = 3:7 pmol/dm’
6. Slika P5-6. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cu(II) = 5:5 pmol/dm’
7. Slika P5-7. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cu(II) = 7:3 pmol/dm’
8. Slika P5-8. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cu(II) = 9:1 ymol/dm’
9. Slika P5-9. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Co(II) = 1:9 pmol/dm’
10. Slika P5-10. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Co(II) = 3:7 pmol/dm’
11. Slika P5-11. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cu(Il) = 5:5 ymol/dm’
12. Slika P5-12. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Co(II) = 9:1 umol/dm’
13. Slika P5-13. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cd(II) = 1:9 pmol/dm’
14. Slika P5-14. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cd(II) = 3:7 pmol/dm’
15. Slika P5-15. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cd(Il) = 5:5 prnol/dm3
16. Slika P5-16. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cd(II) = 9:1 prnol/dm3

PRILOG 5. ESI-MS LOOP-hromatogrami liponske kiseline i ispitivanih model sistema
liponska kiselina—Cu(Il) jon
1. Slika P6-1. ESI-MS LOOP-hromatogram liponske kiseline, ¢ = 1 umol/dm3
Slika P6-2. ESI-MS LOOP-hromatogram liponske kiseline, ¢ = 6 pmol/dm’
Slika P6-3. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cd(Il) = 1:1 pmol/dm’
Slika P6-4. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cd(I) = 2:1 umol/dm3

Eal

182



PRILOG 1.

Tabela P1-1. Radijusi M(II) jona metala

M(I) jon r [nm]
Cu(II) 0,072°
Co(II) 0,074*
Zn(1)) 0,074°
Mn(II) 0,080°
Cd(In) 0,095"
Ca(1l) 0,100"

“Mortimer, 1983, "Crichton, 2008
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PRILOG 2.

Tabela P2-1. Binarni kompleksi Cu(II), sa naznac¢enim ligand donor atomima, i njihova
bioloska aktivnost

. Koordinacija liganda . Bioloska .
Ligand oko Cu(II) jona Tip kompleksa aktivnost Literatura
L
HaN m\:\l_i
Piridil-2- do
carboxamidraz N Ce LCuCl, anti-tumorska Gokhale et
L al., 2001.
on .
2
Cl
;//L potencijalna
6-(2- Lt/ﬂx anti-tumorksa Travnidek
hlorobenzil i [(LH),CuCl;]" (inhibira rast raviice
. . A _ . etal, 2001
amino) purin NT j -\1{>1 tumorskih
QQN/ r\ éehja)
Cu
R
4- >=5-.
nitroacetofeno L anti- Perez-
n :‘I L,Cu trinozomalna Rebolledo
tiosemikarbazo A~y p et al., 2008.
. C
= N0,
o [ r\g//S\\ Inhibicija
pirolidin s\ L.Cu proteozoma, Milacic et
ditiokarbamat ’ 2 indukcija al., 2008.
apoptoze
Cu
/ N\
Cll C
P ‘]/%D anti- Jimenez-
Enoksacin N - | L,Cu .. Garrido et
( N e N bakterijska al. 2005
}ZN,M_,,J R
R= C,Hs—
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Tabela P2-2. Ternarni kompleksi Cu(Il), sa naznacenim ligand donor atomima, i njihova

bioloska aktivnost.

Licand Koordinacija liganda oko Tip Bioloska st
g Cu(Il) jona kompleksa aktivnost
L: B_G Marin-
e / e + . Hernandez
acetilacetonat { L [LCu L] anti-tumorska ot al
. ! )
L": fenantrolin >7 0- 2003,
NH;
L: glici " u Marin.
cglem | / [LCuL']”  anti-tumorska Hernandez
L*: fenantrolin — o- etal.,
':j,- ) 2003.
/—". { ____‘\'\.
N\c N A
. 1 .
L:  Schiff-ova ( / \;lf'> anti-tumorska, -
~N ; - aviara
. nti-bakterijsk
b?'za . /8 LCuL'Cl, anti-ba t? J5Ka, etal,
L': 2-amino-2- /-_-_-_._T/ H;N anti- 2005,
tiazolin X\Jdl inflamatorna
X =0,5NH
Cu
. X O O
L: propil- Fo .
nafloksacin T | - ; anti-bakterijska,  Kar
. . Ny ) L L'Cl X , atsarou
L. 22 2NN CuL'Cl o nti-tumorska,  eral, 2008
bipiridineor Y R
fenantrolin '
R = CH:
X=HY-=I
A
L. oksolinsk P!
:  oksolinska
o ‘-u o \ . .o
kiselina PT” W T”L\ o LCuL'Cl  anti-bakterijska }; e
L": fenantrolin Mo Sy ’
-:|::H
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PRILOG 3.

Tabela P3-1. FTIC spektralni podaci za ibuprofen.

Talasni broj [cm] Asignacija trake
3090 CH; asimetri¢na
2955 CH3; asimetri¢na
2869 CH, simetri¢na
2728 O-H...O valeciona
2632 O-H...O valenciona
1721 C=0
1507 C=C aromati¢na
1462 CH; asimetri¢na deformaciona
1420 CH-CO deformaciona
1380 CH; simetri¢na
1321 OH u ravni deformaciona
1268 =C-H u ravni deformaciona
1231 C..C
1183 C-O
1168 C-H u ravni deformaciona
1123 =C-H u ravni deformaciona
1092 C-H u ravni deformaciona
1071 =C-H u ravni deformaciona
1008 C-H u ravni deformaciona
970 C-0-C
936 CH; vibraciona
866 C-H van ravni vibraciona
779 CH,
746 C=C prsten
668 C-H van ravni deformaciona
636 C-H u ravni deformacija prstena
588 C...C deformaciona
522 CH; u ravni
479 CH,/CHj3; deformaciona vibracija
423 C=C-C asimetri¢no savijanje prstena

Tabela P3-2. FTIC spekralni podaci za mle¢nu kiselinu.

Talasni broj [cm™] Asignacija trake
2500-3000 —0O-H iz -COOH
3230-3550 —O-H slobodna

1730 Cc=0
1430 C—O-H u ravni
1240 (O 0)

930 C—-O-H van ravni

186



Tabela P3-3. FTIC spekralni podaci za siréetnu kiselinu.

Talasni broj [cm™] Asignacija trake
3450 v(O-H) iz H,0 ili -COH
3(9)421(5) v(CH3) asimetri¢na
3000 v(O-H) karboksilna, vodoni¢na veza sa
2612 H,O0 ili drugom karboksilnom grupom
2020 v(H,0) komb.
1706 v(C=0)
1388 v(CH;) deformaciona
1271 v(C-0)
1050 v(C-OH)
1015 v(C-C)
886 v(C-C)

Tabela P3-4. FTIC spekralni podaci za liponsku kiselinu.

Talasni broj [cm™] Asignacija trake
3030 v(O-H)
2932 v(-CH,—) asim.
2528-2578 v(S—H)
1693 v(C=0)
1410 v(—CH,) savijajuca
1250 v(O-H) karboksilna
925-945 v(-OH) van ravni
600-700 v(C-=S)
450-500 V(S-S)

Tabela P3-5. FTIC spekralni podaci za mineralno tkivo zuba.

Talasni broj [em™] Asignacija trake
472,561, 601, 958 1031®
566, 603, 1028®

568, 603, 960, 1040, 1090©
1000-1100, 550-600?

958, 1031, 1089 v(P-0-C)

871, 1415-1456@

V(PO43-)

872%; 1450 ¥ v(COs™)
34459 634, 3570; 1630 v(O-H)
3100-3700® v(H,0)

@Hassan et al., 2010; ®Hedzelak et al., 2008; ©Lee et al., 2003;
@DXiaoying et al., 2007;
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PRILOG 4.

Slika P4-1. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena 1 pmol/dm’

Relative Abundance
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Slika P4-2. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena 3 pmol/dm’

RT:0.00- 130 SM: 7B
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Slika P4-3. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena 7 pmol/dm?’

Relative Abundance
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Slika P4-4. ESI-MS LOOP-hromatogram ibuprofena 9 pmol/dm’

9uM_Brufen_LOQP#74 RT: 0.64 AV: 1 NL: 3 60E6
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Slika P4-5. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cu(II) = 1:9 yumol/dm’

RT 0.00-1.16 SM: 7B
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Slika P4-6. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cu(Il) = 5:5 umol/dm
5uM_Cu+5uM_Brufen_LOOP#74 RT: 0.54 AV: 1 NL 7.86E5
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Slika P4-7. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cu(Il) = 7:3 umol/drn3

Relative Abundance
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Slika P4-8. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cu(II) = 9:1 pmol/dm
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Slika P4-9. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Co(II) = 1:9 umol/dm
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Slika P4-10. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Co(II) = 5:5 pmol/dm’
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Slika P4-11. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Co(II) = 7:3 pmol/dm’
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Slika P4-12. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Co(II) = 9:1 pmol/dm’
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Slika P4-13. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Mn(II) = 3:7 pmol/dm’
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100

Relative Abundance

MA: 20 51ET

04

as 06
Time {min]

TR Sub_Brifen_LOGP# RT 0.00 AV 1
T - p €SI Full ms [ 100.00-300 00]

100

9 121.00

137.00

12887

65 163.20

18183

11280

Relative Abundance

140 180

WL 11065

227.00

21213

188.80

20280

RN P N o R A N

180 200
miz

220

203.00

25453

251.80

266,73

bl

240 281 280

Slika P4-14. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Mn(II) = 5:5 pmol/dm’
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Slika P4-15. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Mn(II) = 7:3 ;,Lmol/dm3
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Slika P4-16. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Mn(II) = 9:1 umol/dm3
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Slika P4-17. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cd(II) = 1:9 pmol/dm’
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Slika P4-18. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cd(II) = 5:5 ;,Lmol/dm3
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Slika P4-19. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cd(II) = 7:3 pmol/dm’
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Slika P4-20. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema IB:Cd(IT) = 9:1 pmol/dm’

1uM_Cd+9uM_Brufen_LOOP #83 RT. 0.71 AV: 1 NL: 2.47E6

RT: 0.00 - 1,95 SM: 7B T: - p ESI Full ms [100.00 - 400.00]
1004 NL: it 204.80
1 2.32E7
90 A MA: 37.37E7] m/z=
i 204.00- 90
" 206.00 F
1 MS
J 1uM_Cd+ 8o
704 9uM_Brufen_
LOOP 70
]
c
60 i}
T 60
J 5
50 1 2
] 3 50
]
40 & a0
30 A 30
20 20
E 300.60
10 10 ——— 372.73

146.80 177.00 22053
2

38447

12253

T T T T
00 02 04 06 08 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
Time (min)

194



PRILOG 5.

Slika P5-1. ESI-MS LOOP-hromatogram mleéne kiseline, ¢ = 1 pmol/dm’
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Slika P5-2. ESI-MS LOOP-hromatogram mleéne kiseline, ¢ = 3 pmol/dm’
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Slika P5-3. ESI-MS LOOP-hromatogram mleéne kiseline, ¢ = 7 pmol/dm’
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Slika P5-4. ESI-MS LOOP-hromatogram mleéne kiseline, ¢ = 9 pmol/dm’

Slika P5-5. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cu(II) = 3:7 pmol/dm’
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Slika P5-6. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cu(II) = 5:5 pmol/dm’
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Slika PS-7. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cu(II) = 7:3 umol/dm’
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Slika P5-10. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Co(Il) = 3:7 umol/dm’

[
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Slika P5-11. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cu(II) = 5:5 pmol/dm’
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Slika P5-12. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Co(II) = 9:1 pmol/dm’
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Slika P5-13. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cd(Il) = 1:9 umol/dm’
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Slika P5-16. ESI-MS LOOP-hromatogram sistema MA:Cd(Il) = 9:1 pmol/dm’
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PRILOG 6.

Slika P6-1. ESI-MS LOOP-hromatogram liponske kiseline, ¢ = 1 umol/dm3

Slika P6-2. ESI-MS LOOP-hromatogram liponske kiseline, ¢ = 6 pmol/dm’
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