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§ Sazetak 2

§ Sazetak

Cilj ovog rada je prikazati dosadasnja saznanja o prirodnim prijenosnicima kisika, o njihovim
karakteristikama i funkcijama te moguénosti sineze novih prijenosnika. U prvom dijelu rada bit
¢e opisana uloga kisika i nacini njegova prenoSenja u razli¢itim organizmima.

Potom c¢e biti opisani svi prirodni, dosad poznati tipovi prijenosnika kisika. Njihova
struktura bit ¢e objasnjena i povezana s njihovim funkcijama i ostalim karakteristikama. lako
su prijenosnici Kisika prisutni u vec¢ini organizama, prikat ¢e se oni iz slozenijih, visestani¢nih
organizama. U radu ¢e biti opisane metode sinteze novih prijenosnika kisika, njihove osnovne
karakteristike, prednosti i mane. Takoder, bit ¢e opisana moguénost i dosezi eventualne

primjena u realnim sustavima.
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§ 1. Uvod 3

§ 1. UVOD

Kisik je mnogim organizmima neophodan za prezivljavanje, obavljanje vaznih funkcija od
disanja do metabolic¢kih reakcija. Nedovoljno je topljiv u vodenim otopinama pa su organizmi,
kojima je potrebna veca koli¢ina kisika, morali razviti posebne sustave za vezanje i transport
kisika.” Takve molekule, transporteri, moraju biti dobro topljive u vodenom mediju i sposobne
prenijeti molekule kisika iz podruéja veée u podruc¢je manje zasi¢enosti kisikom.

Kisik se do stanica moze dovesti i difuzijom, §to je kod jednostani¢nih i drugih
jednostavnijih organizama brzinom i koli¢inom dovoljno za obavljanje zivotnih funkcija. U
visestani¢nim organizmima dovodenje kisika do stanica potpomognuto je raznim sustavima za
prijenos, skladiStenje i otpusStanje kisika. Organi poput srca (pumpa), zila (arterije, vene,
kapilare), plu¢a, skrga i sliéno (imaju veliku povr$inu ¢ime olakSavaju ,,promjenu‘
agregacijskog stanja) poboljsavaju i ubrzavaju prijenos kisika. Na sub-mikroskopskoj razini
organizmi se koriste proteinima za prijenos i sladistenje kisika. U prirodi su dosad otkirvena tri
tipa proteina, prijenosnika molekula kisika: hemoglobini, hemocijanini i hemeritrini.

Vezno mjesto proteina prenositelja kisika je sloZzeni centar u kojem se obi¢no nalazi
jedan ili viSe bakrovih(l) ili Zeljezovih(ll) iona. Vecina takvih prijenosnika su polimeri ili
oligomeri $to znaci da posjeduju dvije ili viSe identi¢nih ili vrlo sliénih podjedinica za vezanje
molekule kisika. U nekim primjercima, pojedine podjedinice su povezane kovalentnim vezama,
no u vecini proteina veza izmedu podjedinica je nekovalentnog karaktera, poput disperzijskih
sila ili vodikovih veza. Vecina prenositelja kisika ima svojstvo pozitivne kooperativnosti $to
znacdi da vezanje kisika na jednu podjedinicu pospjesuje vezanje Kisika na preostale podjedinice
(odnosno otpustanje, ovisno o koncentraciji kisika u mediju)." Vazno je napomenuti da vezanje
kisika na metaloprotein nije jednostavan proces, ve¢ postoji viSe faktora (afinitet proteina za

kisik, zasi¢enost proteina kisikom, zasi¢enost medija kisikom, brzina vezanja kisika na protein

* Pri prosje¢nim dnevnim uvjetima topljivost kisika u vodi je ~40 mg L™". Dakle, koli¢ina molekula kisika u jednoj
litri vode viSestruko premasuje koli¢inu hidroksidnih ili oksonijevih iona (na jedan ion dolazi otprilike 10 milijuna
molekula kisika).

T Opéenito, prijenosnici na koje je vezana molekula kisika imaju prefiks oksi-, a one na koje nije vezana molekula
kisika imaju prefiks deoksi- (primjerice, oksimioglobin ili deoksihemoglobin).
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§ 1. Uvod 4

1 drugi) koji utjeCu na to kada ¢e i koliko kisika biti vezano. Proces vezanja i otpustanja kisika
s proteina, ovisno o mediju u kojem se nalazi, termodinamicki je stabilan proces.lJ. E. Squires,
Science 295 (2002) 1002-1004.

1.1. Prirodni prijenosnici kisika

1.1.1. Hemoglobini

Hem- oznacava krv, a u sluc¢aju hemoglobina predstavlja njegov neproteinski dio (slika 1).
Globin je tzv. globularni protein (dakle, protein kuglastog oblika) sastavljen ve¢inom od
o-zavojnica, a na koji je vezan na hem. Kod kraljeSnjaka poznate su dvije vrste takvih proteina,

mioglobin i hemoglobin,* a kod beskralje$njaka eritrokruorin i klorokruorin.

0]
HO 0

Slika 1. Sazeti strukturni prikaz molekula protoporfirina 1X (lijevo) i oksihema b (desno).

Mioglobin je protein koji se sastoji od jednog polipeptidnog lanca sastavljenog
uglavnom od a-zavojnica povezanih u kuglastu strukturu, te takoder i od prosteticke skupine —
hema. Mioglobin u tijelu sluzi kao dodatni izvor kisika kada je potrebno (skladiste) te za

transport kisika u migi¢ima. Takoder potpomaze difuziju kisika.?

¥ Mioglobin i hemoglobin prvi su proteini kojima je metodom difrakcije rentgenskih zraka na monokristalu
odredena trodimenzijska struktura. Za odredivanje strukture mioglobina (1958.) i druge zasluge, M. Perutz i
J. Kendrew su 1962. dobili Nobelovu nagradu za kemiju. Odredivanje strukture proteina predstavlja ogroman
iskorak u odredivanju njegove funkcije u tijelu (vezanje i otpustanje molekula kisika).
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§ 1. Uvod 5

Hemoglobin je protein koji se nalazi u eritrocitima svih kraljesnjaka i u optjecajnim
tekuc¢inama nekih skupina beskraljesnjaka. Izgraden je od cetiriju podjedinica, odnosno dvaju
parova identi¢nih polipeptidnih lanaca o i B koji su povezani nekovalentnim interakcijama
(02B2). Zbog svoje se strukture ¢esto naziva i dimerom sastavljenim od o podjedinica. Osim
polipeptidnih lanaca a i B, svaka od cetiri podjedinice sadrzi i nekovalentno vezanu molekulu
hema. Hem je tzv. prosteticka skupina, dio proteina koji nije peptid, a sastoji se od cikli¢kog
tetrapirola’ (protoporfirin IX) u ¢ijem je sredistu Zeljezov(il) ion.® Sredi$nji metalni ion je
koordiniran Cetirima atomima duSika. U oksiformi, koordinacijsku sferu zeljezovog(ll) iona
upotpunjuju bocni ogranak histidina (iz polipeptidnog lanca) i molekula kisika (slika 1,
desno).”

Vise je modela koji opisuju vezanje molekule kisika na hem. Dosad je vezanje najbolje
opisano Paulingovim i Weissovim modelima, od kojih je potonji ipak blize stvarnosti (novija
teorijska istraZivanja podupiru tezu da je vezanje kombinacija oba nacina). Weissov model
vezanja pretpostavlja oksidaciju zZeljezova(ll) iona i redukciju molekule kisika (potvrdeno
infracrvenom i fotoelektronskom spektroskopijom). Prilikom okisadcije Zeljezova iona dolazi
i do smanjenja njegovog radijusa, odsnosno ,,ulaska“ u hem (ion se smjesta u ravninu koja je
definirana polozajima atoma dusSika; potvrdeno rentgenskom strukturnom analizom). Osim
molekula kisika, hemoglobin ima sposobnost prenoSenja molekula ugljikovog dioksida iz tkiva
u pluca, a zbog svojstva kooperativnosti deoksihemoglobin ima ve¢i afinitet za vezanje

molekule ugljikova dioksida nego oksihemoglobin.

$ Tetrapiroli su kemijski spojevi koji sadrze Cetiri kovalentno povezana pirolna prstena. Tetrapiroli mogu biti
linearni ili cikli¢ki. Opcenito cikli¢ki tetrapiroli se dijele na porfirine, Fe-protoporfirine IX i korine.

™ Hemovi koji su prisutni u hem-proteinima mogu biti hem a, b, c, d, d1, o, siro i P460. Svi se sastoje od istog
tetrapirolnog prstena (Fe-protoporfirin 1X), no razlikuju se po supstituentima vezanim na prsten. U ljudskom
hemoglobinu se nalazi hem b.
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Slika 2. a) Shematski prikaz strukture molekule hemoglobina (plavom i crvenom bojom su
istaknute razli¢ite podjedinice).* b) Sazeti strukturni prikaz veznog mjesta u deoksihemu b, gdje

se zeljezov(11) ion ne nalazi u ravnini hemskog dijela.
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Slika 3. Crvena krivulja predstavlja udio veznih mjesta koja su popunjena molekulama kisika
pri nekom parcijalnom tlaku kisika. Vezanje kisika na cetiri podjedinice hema ne dogada se
istovremeno, ve¢ vezanje jedne molekule kisika poti¢e promjene u strukturi u veznom mjestu
koje potpomazu vezanje narednih molekula kisika (pozitivna kooperativnost). Pri visokom
parcijalnom tlaku kisika hemoglobin ima moguénost velikog zasi¢enja kisikom i obrnuto. To
se moze objasniti razlikama u strukturi hemoglobina koje mu omogucuju efikasan prijenos

kisika. Zbog svog oblika, nalikuje slovu ,,S“, krivulja se esto naziva sigmoidalnom.>®

Avrijeta Bafti Zavrsni rad
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1.1.2. Hemocijanini
Hemocijanini su prijenosnici kisika koji sadrze bakrove(l) ione, a zastupljeni su u mekusaca i
artropoda. Karakterizira ih veliki broj podjedinica, a u jednoj podjedinici se nalaze dva bakrova
iona. Takoder, hemocijanini su proteini koji ne sadrze prosteticku skupinu hem.

Vecina hemocijanina nema izraZzeno svojstvo kooperativnosti i samim time prijenos
kisika nije efikasan kao kod hemoglobina, jer vezanje jedne molekule kisika ne povecava
afinitet proteina za vezanje dodatnih molekula kisika. Takoder, za razliku od hemoglobina,

hemocijanini nisu direktno vezani za crvene krvne stanice ve¢ se nalaze u limfi.

Q. WO
VAl ., Pt .

Ay ke LY &S
H a) N b)

Slika 4. Sazeti strukturni prikaz veznog mjesta u molekulama a) deoksihemocijanina i

b) oksihemocijanina.

1.1.3. Hemeritrini

Hemeritrini su relativno rijetki prijenosnici kisika, a prisutni su samo kod nekih beskraljesnjaka
(npr. anelidi, brahiopodi, morski crvi). Poznati su monomerni, trimerni i oktamerni oblici
hemeritrina, a svi su bazirani na istoj podjedninici. U jednoj podjedinici nalaze se dva
zeljezova(ll) iona.

Podjedinice hemeritrina sastoje se od Cetiriju a-zavojnica vezanih na dva Zeljezova(ll)
iona. Zbog svoje velicine, u krvi se ne nalazi u slobodnom obliku, ve¢ u obliku zrnaca. Tako
ve¢ina hemeritrina nema mogucénost kooperativnog vezanja kisika, u nekih brahiopoda
otkrivena je sposobnost hemeritrina da kooperativno veze molekule kisika. Vezanjem kisika na
jednu podjedinicu, afinitet za kisik druge podjedinice se poveca.

Afinitet hemeritrina za molekulu ugljikovog(i) oksida manja je od afiniteta za vezanje

molekule kisika, $to nije slucaj kod hemoglobina. Nemoguénost stvaranja vodikove veze pri

Avrijeta Bafti Zavrsni rad
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povezivanju s molekulom hemeritrina u veznom mjestom, razlog je zbog kojeg je manjeg

afiniteta za molekulu ugljikova(ir) oksida od afiniteta za vezanje molekule kisika.t

b)

Slika 5. Sazeti strukturni prikaz veznog mjesta u molekulama a) deoksihemeritrina i

b) oksihemeritrina.

Avrijeta Bafti Zavrsni rad
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. ldealni prijenosnik kisika

Odlike idealnog prijenosnika kisika su: veliki afinitet i selektivnost u uvjetima pri kojima ga
treba vezati te lakoca otpusStanja u okolini kojoj je potreban. Drugim rijecima, u tkivima koja
su prezasicena kisikom prijenosnik treba na sebe vezati kisik i prenijeti ga u tkiva koja trebaju
kisik za normalno funkcioniranje. Takoder, gubitkom svoje funkcije, prijenosnici bi se trebali
Sto brze razgraditi 1 izlu€iti iz organizma. Na taj se nacin sprjecavaju nepozeljni procesi kao $to
su koagulacija ili trovanje. Bitno je i da ne utjecu na brojnost bijelih krvnih stanica, odnosno da
ne poticu infekcije, ne reagiraju s kisikom kojeg prenose ili s plazmom kako ne bi doslo do
nepozeljnih nusprodukata.

Transfuzija krvi jedna je od najceS$¢ih primjena prijenosnika kisika. PoZeljna je
stabilnost prijenosnika pri sobnoj temperaturi ¢ime se olakSava njegov prijenos, skladistenje 1
upotreba. Takoder, s obzirom da krv prije transfuzije treba proc¢i kroz razna testiranja i
proc¢is¢avanje od patogena, idealni su oni prijenosnici koji imaju karakteristike mikrobioloske
¢istoce 1 univerzalne podudarnosti (jer ne sadrZe antigene za krvne grupe).

Zbog produzenja efikasnog zivotnog vijeka stanica, a i1 zbog sprjeCavanja ili bar
smanjenja rizika od zagadenja krvi bakterijskim stanicama, ljudska krv se ¢uva 1 pohranjuje na
vrlo slozen nacin. To uvelike smanjuje dostupnost krvi u odredenim situacijama u kojima se
uvjeti za Cuvanje krvi ne mogu kontrolirati (poput ratiSta, mjesta nesre¢a i1 sl.). U tim
situacijama, sintetski prijenosnici kisika, odnosno krv i njezini pripravci, bili bi dostupni, a time
I efikasniji.

Takoder, u slu¢aju nesreca i hitnih potreba za krvlju, sintetska krv bila bi dostupnija jer
ne sadrzi antigene krvnih grupa, §to je povoljno u odnosu na pravu krv (ne postoji moguénost
odbacivanja). Ideja je da se sintetski prijenosnici koriste i pri operacijama jer, za razliku od
krvi, ne postoji opasnost od zaraze virusom hepatitisa, HIV-a i sli¢no.
Sintetski prijenosnici mogli bi pospjesiti prijenos kisika i kod anemic¢nih osoba ¢ime bi se

uvelike smanjila potreba za raznim lijekovima.’

Avrijeta Bafti Zavrsni rad
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2.2. Hemoglobinski prijenosnici Kisika

Ideja je dizajnirati prijenosnike po uzoru na hemoglobin jer zadrzava mogucnost transporta
kisika Cak 1 kad je izoliran iz crvenih krvnih stanica. Problem kod izoliranog hemoglobina je
njegova stabilnost, odnosno kratko vrijeme prezivljavanja u krvotoku, jako velik afinitet za
kisikom i ostale klinicke nuspojave (malaksalost, bol u abdomenu, hemoglobinurija itd.).
Disocijacija sintetiziranih prijenosnika probala se izbje¢i stvaranjem snaznih veza izmedu
hemoglobinskih jedinica. Kada bi se monomerni lanci mogli snaznije povezati, zivotni vijek
hemoglobina u krvotoku bi se produljio. Primjerice, dodatkom salicilnog derivata fumarata
(slika 6.) zivotni vijek hemoglobina u krvotoku se povecava na 12 sati. Bez tog aditiva

hemoglobin se izlucuje iz tijela za manje od 6 sati.

Br

Br

OH HO

Br

Br
Slika 6. Sazeti  strukturni  prikaz  molekule  derivata  salicil ~ fumarata

[2,2'-(fumaroilbis(oksi))bis(3,5-dibromobenzojeva kiselina)].

Postoje 1 druge tvari kojima se mogu dodati hemoglobinu kako bi se poboljSala njegova
svojstva u krvotoku. Jedna od njih je glutaraldehid (slika 7a) koja ima moguénost umrezenja
ciljanih aminokiselina i ¢ime poti¢e polimerizaciju hemoglobinskih podjedinica. Na taj se nacin
stvara jedinica od pet ili Sest molekula hemoglobina, odnosno polihemoglobin koji prezivi dulje
od 24 sata. Razne druge tvari pospjeSuju svojstva i produzuju zivotni vijek hemoglobina, poput

dekstrana, polietilen glikola i slicno (slika 7).

Avrijeta Bafti Zavrsni rad
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Slika 7. Sazeti strukturni prikazi molekula a) glutaraldehida, b) polietilen glikola i ¢) dekstrana.

Osim tretiranja izoliranog hemoglobina, postoje i drugi nacini poboljSavanja njegovih
svojstava. Primjerice, povezivanje polihemoglobina s raznim antioksidansima poput
superoksid-katalaze  ili  dismutaze u  svrhu  sprjeCavanja  bolesti  izazvane
ishemijom-reperfuzijom tkiva. Razni su uzorci ishemije, npr. nedostatak kisika u srcu ili sréani
udar uzrokovani zacepljenjem krvih zila, transplantacija organa i sli¢no. Ishemija dovodi do
promjene u metabolickim reakcijama i do stvarajnja hipoksantina i aktivacije enzima
hipoksantin-oksidaze. Sto je tkivo duze ishemi&no, razina hipoksantina se poveéava. Ponovnim
vracanjem krvi u tkiva, aktivira se enzim ksantin-oksidaza koji pretvara kisik i hipoksantin u
superoksid. Uz taj proces, dogada se i pretvorba superoksida u Kisikove radikale koji mogu
uzrokovati razne bolesti tkiva. U tim situacijama, polihemoglobin s dodanim antioksidansima
preveo bi superoksid u vodikov peroksid, koji se jednostavnim procesima dalje raspada na vodu
i kisik.

Izvor hemoglobina koji se izolira, a zatim i tretira na navedene nacine, moze biti
darovana ljudska krv koja stoji predugo da bi se koristila u tom obliku. U tom slu¢aju problem
je ogranicena koli¢ina krvi. Jeftiniji i dostupniji izvor hemoglobina je goveda krv. Nakon §to se
procisti od svih proteina, govedi hemoglobin stavljen u ljudsko tijelo nije prepoznat kao strano
tijelo, Sto je prvi uvjet da bi se uopce 1 mogao koristiti pri sintezi hemoglobinskih prijenosnika
kisika. Govedi hemoglobin moze sadrzavati prione koji uzrokuju govedu spongioformnu
encefalopatiju, smrtonosnu bolest ziv€anog sustava (poznatiju kao kravlje ludilo), zbog cega

postoji rizik kod nejzine uporabe. Idealno rjeSenje bilo bi kada bi se genetickim inzenjerstvom
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proizveo izvor ljudskog hemoglobina, jer bi se na taj nacin sprijecili problemi prijenosa bolesti.
No, takav nacin dobivanja hemoglobina je vrlo skup, a koli¢ine hemoglobina koje su potrebne
na dnevnoj bazi su prevelike.

U skladu s danasnjom tehnologijom, logicno je da postoji i ideja ,,pakiranja*
hemoglobina u krvne stanice napravljene od biorazgradivih polimera, nanokapsula ili masnih

kapljica (vezikula).”®
2.3. Perfluorokarbonski prijenosnici kisika

Odreden broj ljudi iz vjerskih razloga odbija primiti doniranu krv, kao i hemoglobin izdvojen
iz ljudske ili zivotinjske krvi. U slucaju potrebe, idealno rjeSenje za njih bili bi
perfluorokarbonski prijenosnici, ¢ije su molekule vrlo slicne molekulama ugljikovodika kod
kojih su atomi vodika atomi zamijenjeni atomima fluora. Zanimljivo je da su to tekucine koje
prenose kisik i ugljikov dioksid, a bez medusobnog povezivanja molekula. Kemijski su inertni,
a kisik se u njima otopi i nije potreban sustav otpustanja u tkiva koja su siromasna kisikom, ve¢
se to spontano odvija difuzijom. Perfluorokarbonski prijenosnici su hidrofobne molekule i ne
mijeSaju se s vodenim otopinama. Iz tog se razloga za intravenozno koriStenje pripremaju u
obliku emulzije.

Dosad su koriSteni kako bi nedonoS¢adi s problemima u respiratornom sustavu osigurali
dovoljnu razinu Kisika u tijelu. Kapacitet perfluorokarbonskih prijenosnika za kisik linearno je
povezan s parcijalnim tlakom kisika na danom podrucju. Perfluorokarbonske emulzije su
primjenu naSle u nekoliko ispitivanih sintetskih prijenosnika kisika. Jedan od njih je Fluosol
koji je ve¢inom graden od perfluorodekalina i perfluorotributilamina, suspendiranih u proteinu

krvne plazme — albuminu (slika 8).”

a) b)
Slika 8. Sazeti strukturni prikazi glavnih sastavnica Fluosola: a) perfluorodekalin i

b) perfuorotributilamin.
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Usporedbom s hemoglobinskim prijenosnicima koji imaju sigmoidalnu krivulju
vezanja kisika, pri odredenom parcijalnom tlaku kisika hemoglobinski prijenosnici (a i izolirani
hemoglobin) vezu vise kisika nego §to moze biti otopljeno u perfluorokarbonskoj emulziji
(slika 9). PoviSen parcijalni tlak kisika povecava kapacitet perfluorokarbonskih emulzija za
kisik. Perfluorokarbonske emulzije pokazuju ucinkovitiji prijenos kisika iz podruc¢ja visoke
zasi¢enosti kisikom (npr. plu¢a) u podru¢ja manje zasicenosti kisikom (npr. tkiva) nego
hemoglobin. U prijevodu, perfluorokarbonske emulzije otpuste vec¢i udio vezanog kisika od
hemoglobina. Slabe intramolekulske interakcije u perfluorokarbonskim emulzijama uzrokuju

vrlo dobru topljivost plinova u emulziji (tablica 1).°

1o : . Tzofirani hemoglobin
M e :L\, Postotak otpustenog kasika: 25%
-E,
:§ Perfluorokarbonska
E; emulzija

50

\[ Postotak otpustenog kisika: 90%
20 |
l

0 26.8 4:3 lfrb EI!J'
Parcijalni flak kisika pO; (mmHg)

Slika 9. Usporedba zasi¢enosti veznih mjesta hemoglobina sa zasi¢enjem perfluorokarbonske

emulzije (pri parcijalnim tlakovima kisika bliskima fiziolo§kim).

Tablica 1. Prikaz razlike u topljivosti duSika (iskazana mnozinskim udjelom, Xx) u

perfluorokarbonskim emulzijama u odnosu na druga otapala (T = 298,15 K, p = 101 325 Pa).

Tekucina x(N2) x 10*
voda 0,118
etanol 3,57
aceton 5,42
tetrahidrofuran 5,21
cikloheksan 7,73
perfluorometilcikloheksan 33,1
perfluoro-1,3-dimetilcikloheksan 31,9
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2.4. Razgranati prijenosnici kisika
2.4.1. Razgranati polimeri s porfirinskom jezgrom

Po uzoru na hemoglobin kod kojega proteinski dio §titi porfirinsku jezgru pri vezanju molekule
kisika i sprjecava gubitak svojstava oksidacijom Zeljezovog(ll) iona, ideja je prirediti molekulu
¢ija bi porfirinska jezgra [s pentakoordiniranim Zeljezovim(ll) ionom] bila zaSti¢ena.
Kovalentnim vezanjem velikog broja razgranatih polimera sprije€ile bi se nezeljene reakcije u
kojima se gube karakteristike prijenosnika.

Trenutno postoji mogucnost ugradnje porfirina s Fe(i1) ionima u globularne strukture
sastavljene od dendrimera (vrlo razgranate makromolekule), koji oblikom i veli¢inom nalikuju
prirodnim proteinima koji sadrze hem. Problem priprave tako velikih molekula koje bi $titile
porfirinsku jezgru je $to su to vremenski i financijski zahtjevni procesi. Unato¢ svemu, postoji
nacin sinteze razgranatih polimera, molekula slicnih dendrimerima u samo jednom koraku.
Unato¢ njihovim nesavrSenostima, globularna struktura sli¢na je strukturi dendrimera.

U kontroliranim uvjetima, sinteza razgranatih polimera oko porfirinske jezgre bila bi moguca
u jednom koraku, a da funkcija konacnog produkta bude sli¢na funkciji prijenosnika kisika.
Sinteza polimera pocinje zagrijavanjem razgranatog monomera, 3,5-diacetobenzojeve Kiseline
I tetrakis(4-etoksifenil)-porfirina (u molarnom omjeru 95 : 1). Time se poti¢e reakcija
transesterifikacije izmedu terminalne etoksi grupe i karboksilne skupine 3,5-diacetobenzojeve
Kiseline. Tretiranjem sa Zeljezovim(Il) bromidom uz prisutnost 2,6-lutidina u THF-u, a potom i
precipitacijom iz metanola dobiva se polimer u kojemu se u porfirinskoj jezgri nalazi
zeljezov(ill) ion. Zeljezov(1n) ion se aktivira tretiranjem natrijevim hipodisulfitom u smjesi

vode i diklormetana (slika 10).

2. precipitacija iz MeOH
3. Na,S,04, H,O, CH,Cl,

AcO OAc
N A
1. FeBr, 2,6-lutidin, THF
O,H ’

Slika 10. Shematski prikaz sinteze razgranatog polimera s porfirinskom jezgrom.
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Analizom rezultata spektrometrije masa utvrdeno je da svaka molekula polimera
posjeduje jednu porfirinsku jedinicu u jezgri i n monomernih jedinica. Takoder, nisu otkriveni
polimeri bez porfirinske jezgre. Relativna molekulska masa priredenog spoja iznosila je
16500.7" Provedeni su i eksperimenti kako bi se potvrdila sposobnost sintetiziranog prenositelja
da veze i otpusta kisik bez promjene u kemijskom sastavu spoja (slika 11).

Osim pokusa u kojem je zapazena oksidacija Zeljezovih(Il) iona, napravljen je i pokus i
kojem se koristila nezaSticena tetrakis(4-etoksifenil)-porfirinska jezgra, bez razgranatog
polimera. Propuhivanjem kisika kroz otopinu uocena je direktna oksidacija Zeljezovih(il) u

zeljezove(lll) ione. Prijelazno stanje, odnosno kompleks s molekulom kisikom nije uocen.

1 - Fel- O3
£y, ! \.

-
-
.

410 420 430 440 450
A/ nm

Slika 11. U procesu vezanja kisika na metalni centar opazeni su UV-spektri (isprekidane i pune
linije). Svaka forma polimera (ovisno o oksidacijskom stanju Zeljezovog iona i zasi¢enosti
kisikom) maksimalno apsorbira pri razli¢itoj valnoj duljini. Sredi$nja krivulja (Fe" — Oz) dobije
se nakon propustanja kisika kroz otopinu. Ukoliko se nakon toga kroz otopinu propuhuje dusik,
apsorpcijska krivulja ¢e ponovo imati maksimum pri 435 nm (krivulja ozna¢ena Fe"). Nakon
ponavljanja postupka 5-6 puta otopina gubi svojstvo vezanja kisika jer dolazi do oksidacije

zeljezovog(Il) iona (isprekidana krivulja s maksimumom pri 418 nm, krivulja Fe"").1

Tt Udio povezanosti jezgre sa strukturom polimera odredena je odjeljivanjem i usporedbom dobivenih relativnih
molekulskih masa. Kroz sve provedene eksperimente odjeljivanja dobiven je slican omjer maksimalne i minimalne
relativne molekulske mase i iznosio je oko 60 % Sto bi znacilo da je porfirinska jezgra rasprostranjena po cijelom
polimeru.
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2.4.2. Razgranati polimeri s piridinom i porfirinskom jezgrom

Tijekom eksperimenta propuhivanja Kisika oksidacija metalnog iona u porfirinskoj jezgri trajno
onemogucuje daljnji prijenos kisika. To je jedan od najvaznijih razloga za potragom novih
sustava razgranatih polimera kao prijenosnika kisika. Prilikom pokusa s kisikom, jedino je
centralna porfirinska jezgra izgubila svojstvo vezanja i otpustanja kisika. Takoder, proces nije
reproducibilan 1 kao takav nije podoban za daljnje koristenje. Kada bi razgranata polimerna
okosnica bila nekovalentnim interakcijama povezana s porfirinskom jezgrom, gubitkom
svojstava (oksidacijom metalnog iona) razgranata okosnica bi se mogla reciklirati. To bi
omogucilo ponovnu sintezu razgranatog polimera u kojoj bi neaktivni metalni ion bio bi
zamijenjen novim, neoksidiranim.

Atom dusika iz molekule piridina moze koordinirati metalni centar, bas kao Sto to ¢ini
bocni ogranak histidina koji je povezan sa zeljezovim(ll) ionom u hemu. Drugim rije¢ima,
piridinski prsten moze se usporediti s imidazolnim od histidina, a porfirin sa cinkovim(i1) ionom
slican je hemu. Sama sinteza razgranatog polimera s piridinskom jezgrom nesto je sloZenija od
gore opisane sinteze razgranatog polimera.

Pozeljno je da razgranati polimer oko porfirinske jezgre ne bude prevelike molekulske
mase kako ne bi onemogucio pristup veznom mjestu. U neSto sloZenijoj sintezi, jedan od
reaktanata u pocetnoj sintezi isti je kao i kod sineze razgranatih polimera, 3,5-diacetobenzojeva
kiselina. Zbog svoje termicke nepostojanosti, iako pozeljniji, 4-etoksipiridin zamijenjen je

povoljnijim 3-etoksipiridinom (slika 12).

S
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Slika 12. Shematski prikaz sinteze razgranatog polimera s piridinom i porfirinskom jezgrom.
Sastav polimera potvrden je 'H NMR-om, a gel-kromatografijom odredena mu je relativna

molekulska masa (3000 Da).
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Proci$éena, zasi¢ena otopina porfirinske jezgre sa cinkovim(1l) ionom u diklormetanu
koristi se za dobivanje razgranatog polimera s piridinskom jezgrom, a koja se kasnije koristi za
dobivanje razgranatog polimera u kojemu je cinkov ion koordiniran atomom dusika iz molekule
piridina. Prilikom povezivanja tih polimerne i porfirinske jedinice dolazi do promjene u
apsorpciji u UV/VIS dijelu spektra (u slucaju porfirina s cinkovim(il) ionom, apsorpcijski
maksimum je pri 418 nm, a u kompleksu s polimerom je pri 425 nm). NeSto manja konstanta
asocijacije porfirina i polimera u odnosu na 4-etoksipiridin moze se objasniti steri¢kim
smetnjama (to moze biti poticaj za razvoj novih modelnih spojeva, druk¢ije geometrije i nacina

vezanja molekula kisika).!*
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§ 3. ZAKLJUCAK

Proucavanjem prirodnih sustava prijenosa kisika javljaju se razne ideje za stvaranje sintetskih.
Vrlo je tesko zadovoljiti uvjete realnog sustava proucavajuci ponasanje molekula sintetskih
prijenosnika kisika u laboratorijskim uvjetima. Osim toga, treba osmisliti i sustave koji bi se
ponasali kao idealni prijenosnik kisika i imali svojstvo kooperativnosti (ili neki drugi nacin
efikasnog prijenosa kisika), a bez da reagiraju s vezanim kisikom ili gube svojstvo nakon §to
ga vezu.

Hemoglobinski prijenosnici kisika vrlo dobro se slazu po svojstvima sa zadanim ciljem,
imaju svojstvo kooperativnosti i na razne nac¢ine moguce ih je usavrsiti. Problem je Sto je izvor
hemoglobina ili ograni¢en ili sa sobom nosi rizik od zaraze. U prilog hemoglobinskim
prijenosnicima kisika ne idu niti nuspojave koje su ocitovane njihovim testiranjima (npr.
poviSenje krvnog tlaka), iako se daljnjim testiranjima otkrivaju moguénosti nadogradnje i
poboljsanje sustava.

Perfluorokarbonski prijenosnici kisika, za razliku od hemoglobina imaju moguénost
otapanja velikog broja plinova. Emulzija u kojoj se otopi Kisik koji se dalje prenosi tijelom vrlo
je dobro rijeSenje jer laboratorijska priprema uzorka nije zahtjevna. Usprkos nezahtjevnoj
sintezi, perfluorokarbonske emulzije imaju mogucénost puno manjeg zasi¢enja kisikom od
hemoglobina Sto uvelike utjece na koli¢inu preneSenog kisika iako 1 takav nalazi primjenu u
realnim sustavima.

Razgranati prijenosnici kisika nisu koriSteni, a niti testirani u realnim sustavima Sto,
iako poti¢e razvoj novih modelnih spojeva i geometrija prijenosnika, povecava vrijeme
njihovog istrazivanja jer se u laboratorijskim uvjetima ne mogu pretpostaviti oni realni. U
ljudskom tijelu nalazi se jako puno razlicitih proteina i enzima, a razgranati polimeri sastoje se
od podjedinica koje su pogodne za razgradnju. Razgranati prijenosnici bez piridina nisu bili
dovoljno stabilni pri pokusima oksidacije $to je potaknulo razvoj prijenosnika s piridinom koji
omogucuje nekovalentnu interakciju polimera i porfirinske jezgre ¢cime se omogucuje efikasnije

prenoSenje kisika, bez nepovratne deaktivacije metalnog centra.
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