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Rozdziat 1

Wstep

Abstrakt

We wstepie krotko opisano role 1 wielo$¢ zastosowan zwiazkow, w ktorych sktad
wchodzi porfiryna. Zdefiniowano pojecie protoporfiryna IX. Omoéwiono znaczenie
i zastosowanie dwoch typow zwiagzkow o strukturze czasteczki, ktorej podstawa
lub prekursorem jest protoporfiryny IX. Sa to syntetyczne odpowiedniki pigmentu
malarii - hemozoiny, oraz aminokwasowe pochodne protoporfiryny IX. Okreslono
cel i znaczenie przeprowadzonych badan spektroskopowych.

Zwiazki, w ktorych wystepuje pierscienn porfirynowy, takie jak: chlorofil, hem,
cytochromy, peroksydazy, kobalaminy czy koenzymy korynowe odgrywaja nieba-
gatelng role w srodowisku naturalnym i zyciu organizméw. Odpowiadaja za pro-
cesy fotosyntezy, transportu i magazynowania tlenu, fermentacji, transferu elek-
tronéw, a takze funkcje regulacji i sterowania metabolizmem. Porfiryny sa bardzo
reaktywne i biora udziat w r6znorodnych typach reakcji chemicznych, m.in.: reak-
cjach agregacji, koordynacji, polimeryzacji, redukcji i utleniania, a takze w prze-
mianach fotochemicznych. Dzieki temu, ze wykazuja zdolnosé do fotoemis;ji i foto-
przewodnictwa sa niezbedne w procesach ewolucji organizméw zywych. Porfiryny
i ich metalopochodne sg wykorzystywane w przemysle do produkcji katalizatorow
roznego typu reakcji, barwnikow, oraz potprzewodnikow i fotoprzewodnikow, zas
w medycynie, jako sensybilizatory i jako kontrast w rezonansie magnetycznym.
Niniejsza praca dotyczy dwoch typow zwiazkow o strukturze czasteczki opartej
na protoporfirynie IX. Sa to syntetyczne odpowiedniki pigmentu malarii, oraz
aminokwasowe pochodne protoporfiryny IX.

1.1 Znaczenie badan zwigzké6w tworzonych
na podstawie protoporfiryny IX

Pierscien protoporfiryny IX (protoporfiryna IX - PPIX) sktada sie z czterech piers-
cieni pirolowych potaczonych mostkami metinowymi. Do pierécienia PPIX dota-
czone sg cztery grupy metylowe -CHj, dwie grupy winylowe -CH=CH, i dwie grupy
propylowe -CH,-CH,-COO™. Mozliwych jest wiele sposobéw numeracji atomow w
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czasteczce PPIX. W niniejszej pracy postuzono si¢ czestym w literaturze oznacze-
niem wegli przy pomocy liter greckich: «, (i przedrostka meso. Przy numerowa-
niu poszczegdlnych atoméw PPIX nie postugiwano sie numeracja wedtug IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) ze wzgledu na znacznie
wygodniejszy dla zastosowanej metody badawczej sposéb numerowania atomow
w zaleznosci od odlegtosci od metalicznego (Fe) centrum protoporfiryny IX. Bu-
dowa czasteczki PPIX i sposob oznaczenia grup atomoéow wegla sa przedstawione
na rys. 1.1.

Syntetyczne odpowiedniki hemozoiny - naturalnego produktu pasozyta malarii
naleza do pierwszego typu zwiazkow zbudowanych w oparciu o strukture czasteczki
PPIX omawianych w rozprawie. Reprezentuja je:

e Iron(III)(protoporphyrin-IX anhydride) - S-hematyna o strukturalnym wzo-
rze CZ@SteCZki C68H62N808Fez, oraz

e Iron(III) (mesoporphyrin-IX anhydride) - meso-hematyna o wzorze struktu-
ralnym czasteczki CggH7oNgOgFesy

Iron(III) oznacza atom zelaza na trzecim stopniu utlenienia. Struktura czasteczki
meso-hematyny, a doktadnie struktura PPIX w czasteczce tego materialu podlega
pewnym modyfikacjom, dzieki ktorym w przeciwienstwie do swojego naturalnego
odpowiednika - hemozoiny oraz syntetycznej S-hematyny jest ona duzo tatwiej roz-
puszczalna w stabych kwasach i innych zwiazkach organicznych. Na rozpuszczal-
nos¢ tego zwiazku wptywa réwniez inny sposob tgczenia czasteczek. Modyfikacja
w strukturze czasteczki meso-hematyny polega na dodaniu kationu wodorowego
do grup winylowych PPIX. Ze wzgledu na lepsza rozpuszczalnosé tego materiatu
mozliwe jest przeprowadzenie badania reakcji jego pojedynczej czasteczki w rozt-
worach, zaréwno z czasteczkami roztworu jak i czasteczkami antymalarycznych
lekow. W przedstawionej rozprawie badano reakcje czasteczek meso-hematyny z
czasteczkami chlorochininy - jednego z najwczesniej stosowanych antymalarycznych
lekow.

Mechanizm dziatania chlorochininy na poziomie molekularnym nie jest jednoz-
nacznie wyjasniony do tej pory. Wiadomo, ze lek ten przenika do komorki pa-
sozyta malarii rezydujacej w erytrocycie swego zywiciela i wptywa na przebiega-
jace w niej procesy chemiczne. Pasozyt malarii w czasie jednego ze swoich stadiow
rozwojowych przebywa w erytrocytowej ludzkiej komoérce krwi i tam poprzez
pinocytoze (pobieranie pltynéw i substancji odzywezych przez wpuklenie blony
komoérkowej do wnetrza komorki) wchtania hemoglobine z komorki zywiciela. W
komorce pasozyta wiele z powstalych w procesie pinocytozy pecherzy zawier-
ajacych hemoglobine laczy sie z wakuola zywieniowa (z ang. food vacuole) o
kwasnym odczynniku wnetrza [1]. Wewnatrz wakuoli hemoglobina ulega trans-
formacji do methemoglobiny dzieki kwasowosci srodowiska a nastepnie jest hy-
drolizowana przez enzymy do czasteczki hemu i do zdenaturowanej otoczki bial-
kowej. Ta ostatnia jest nastepnie hydrolizowana do bialek, ktore przeniesione do
cytoplazmy komorki pasozyta ulegaja hydrolizie do aminokwaséw stanowiacych
podstawe budowy wtasnych biatek organizmu pasozytujacego [2]. Pozostale w wa-
kuoli czasteczki hemu ulegaja utlenieniu i przybieraja forme hematyny, heminy
lub uwodnionej zelazowej protoporfiryny IX z atomem zelaza na trzecim stop-
niu utlenienia [3]. Dla potrzeb tej pracy zostaly one okreslone wspolna nazwa
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Rysunek 1.1. Struktura czasteczki protoporfiryny IX bez uwzglednienia atoméw
wodoru. U gory: model atomowej struktury czasteczki PPIX. Kolorem niebieskim oz-
naczono atomy azotu, czerwonym atomy tlenu a szarym atomy wegla. U dotu: model
strukturalny, w ktorym wyrdznione zostaly grupy: propylowa -CHs-CHo-COO™, winy-
lowa -CH=CHs, metylowa -CHjs. Kotkami koloru bordowego zaznaczono wegle nazy-
wane «, kotkami koloru zielonego atomy wegla meso, ktore stanowia jednoczesnie mostki

metinowe, a kolorem bickitnym wegle o nazwie 3.
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Rysunek 1.2. Schemat przedstawiajacy przypuszczalny mechanizm doprowadzenia do
zniszczenia komorki pasozyta zapoczatkowany obecnoscia w niej uwolnionego z hemo-
globiny toksycznego hemu Fe(III).

Hem Fe(III). Z wakuoli pasozyta moga przenika¢ do cytoplazmy jego komorki. Sa
bardzo toksyczne, poniewaz moga indukowaé reakcje prowadzace do wytworzenia
wolnych rodnikéw - ROS (z ang. reactive oxygen species) [4] i w efekcie powodowaé
rozpad komorki pasozyta |5, 6]. Schemat procesu doprowadzajacego do rozpadu
komorek pasozyta przez uwolnienie hemu jest przedstawiony na rys. 1.2.

Pasozyt wyksztatcit pewne unikalne systemy obrony przed toksycznym hemem
poprzez tworzenie mikrokrystalicznego materiatu - hemozoiny w wakuoli zywie-
niowej |7, 8|, oraz poprzez jego wiazanie przez biatka 9] czy degradacje przez
odzialywanie z HoOq w cytoplazmie komorki [10].

7. dotychczas przeprowadzonych badan wynika, ze chlorochinina akumuluje sie
przede wszystkim w wakuoli pasozyta malarii [11, 12|, czyli miejscu powstawania
toksycznego Hemu Fe(I1II). Przypuszcza sie zatem, ze blokuje mechanizm tworzenia
hemozoiny.

Pierwsza z propozycji dziatania czasteczek chlorochininy to wigzanie ich do struk-
tury juz utworzonego mikrokrystalitu hemozoiny w taki sposob, by zostato zablo-
kowane przytaczanie kolejnych czasteczek toksycznego Hemu Fe(I1T) [13]. Wskazuje
na to spowolnienie lub zatrzymanie wzrostu krysztatu hemozoiny w obecnosci chlo-
rochininy [14]. Druga hipoteza zaktada, ze chlorochinina nie tworzy bezposrednio
kompleksow z toksycznym hemem, ale wplywa posrednio na zwiekszenie ilosci
toksycznego wolnego hemu Fe(III) zaréwno w wakuoli jak i cytoplazmie komorki
pasozyta [15]. Miatoby to miejsce w przypadku np. wptywu chlorochininy na
funkcje biatek pasozyta wiazacych FePPIX |7, 16]. Pojawila sie roéwniez trze-
cia propozycja postulujaca wigzanie chlorochininy z pierécieniem PPIX hemu lub
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Rysunek 1.3. Proponowane mechanizmy dzialania chlorochininy w komoérce pasozyta.

Hemu Fe(I1I) niezwiazanego jeszcze w strukture hemozoiny [17], przy czym taki
kompleksowy zwiazek pozostawalby toksyczny dla komorki pasozyta. Wszystkie
powyzej przedstawione mechanizmy dziatania chlorochininy, rys. 1.3, prowadza do
zachowania FePPIX w formie toksycznej, co w konsekwencji powoduje zniszczenie
komorki pasozyta.

Bardzo czesto proponowanym wigzaniem kompleksu FePPIX i chlorochininy
jest tzw. wiazanie m-7 ptaszczyzny czasteczki chlorochininy z ptaszczyzng piers-
cienia PPIX. Wiazanie -7 jest niekowalencyjne, charakterystyczne dla zwiazkow
aromatycznych i powstaje przez przekrycie orbitali typu m, nalezacych do aro-
matycznych pierscieni atomoéw azotu i wegla. Z kolei orbital m powstaje przez
przekrywanie atomowych orbitali typu p powyzej i ponizej ptaszczyzny piers-
cienia aromatycznego. Propozycje tego typu kompleksu dotycza najczesciej wigza-
nia pierscienia FePPIX, ktory nie jest wbudowany w strukture mikrokrystaliczna
[18, 19, 20]. Tego typu wiazanie zostalo réwniez zaproponowane dla kompleksu
chlorochininy z czasteczka p-oxo dimeru PPIX |21, 22|. Jednak, ani obecno$é pu-
oxo dimeru PPIX, ani jego kompleksu z antymalarycznym lekiem nie prowadzi-
taby do wytworzenia wolnych rodnikéw w komorce pasozyta. Co wiecej istnieja
doniesienia o braku p-oxo dimeru PPIX w roztworach wodnych, [23|, a bada-
nia krystalograficzne (XRD) syntetyzowanego dimerowego zwiazku w srodowisku
zblizonym do warunkow fizjologicznych wakuoli zywieniowej komorki pasozyta
wykazaly obecnosé dimeru typu [-hematyna, [24].

Z uwagi na coraz czestsze wystepowanie odpornych na chlorochinine (oraz inne
leki wywodzace sie od chininy) szczepow pasozyta malarii [25] niezbedne jest wy-
jasnienie mechanizmu dziatania substancji antymalarycznych na poziomie moleku-
larnym. Pozwoli to na synteze nowych i udoskonalenie juz uzywanych lekéw an-
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tymalarycznych. Znalezienie skutecznej metody leczenia malarii jest niezwykle
istotne. Kazdego roku dochodzi do ponad 500 milionéw zakazen ze skutkiem
$miertelnym dla 1-3 milionéw ludzi [26].

Na bazie pierscienia protoporfiryny IX zbudowane sg takze czasteczki wspomnia-
nych juz aminokwasowych pochodnych PPIX. Pierécienn PPIX jest w nich zmody-
fikowany w ten sposob, ze czasteczki kwaséw aminowych zastepuja grupy propy-
lowe. Zwiazki te spelniaja wymagania stawiane fotouczulaczom (fotosensybiliza-
torom) - substancjom uzywanym w leczeniu i diagnostyce nowotworéw. Zwiazki
zbudowane w oparciu o strukture czasteczki porfirynowej wykazuja zdolno$é¢ do
gromadzenia sie w szybko rozwijajacych sie tkankach nowotworowych. Po wzbudze-
niu wyzszych stanéw elektronowych tak nagromadzonych czasteczek przez wiazke
fotonoéw o odpowiedniej dtugosci fali ($wiatto widzialne lub nadfiolet) nastepuje
fluorescencja jak réwniez zapoczatkowanie kaskady reakcji chemicznych, prowadza-
cych do zniszczenia tych tkanek. Zjawiska te znalazly zastosowanie w nowoczes-
nych metodach wykrywania i leczenia nowotworéw takich jak diagnostyka i tera-
pia fotodynamiczna, odpowiednio PDD (z ang. Photodynamic diagnosis) i PDT
(z ang. Photodynamic Therapy) [27, 28|. Diagnostyka PDD polega na wywota-
niu zjawiska fluorescencji indukowanej w molekule fotouczulacza. Metoda PDD
daje mozliwo$¢ wysoce wybiorczej identyfikacji zmiany nowotworowej, dzieki se-
lektywnemu gromadzeniu sie fotouczulacza w zmienionej nowotworowo tkance.
Terapia PDT, oparta na zjawisku wywotania reakcji chemicznych, po wzbudzeniu
fotouczulacza, prowadzgcych do wytworzenia reaktywnych czasteczek, pozwala
przede wszystkim na selektywne niszczenie tkanki nowotworowej, bez zbednych
uszkodzeni zdrowych tkanek. Niszczenie tkanki nowotworowej nastepuje w proce-
sie selektywnego fotoutlenienia, wymagajacego trzech podstawowych sktadnikow:
fotouczulacza, zwanego tez fotosensybilizatorem, selektywnie gromadzacego sie w
tkance nowotworowej i uczulajacego ja na dzialanie $wiatta, obecnosci tlenu, oraz
zrodta $wiatta emitujacego fale bedgce w rezonansie z pasmami absorpcji danego
fotouczulacza.

Wyzsze stany elektronowe czasteczki fotouczulacza, absorbujac fotony $wiatta
o odpowiedniej dtugosci fali ulegaja wzbudzeniu najpierw do stanéw singletowych
(czas zycia takiego stanu to ~1ns) a nastepnie do stanu trypletowego o dtuzszym
czasie zycia (~10us) poprzez tzw. przejscie interkombinacyjne z najnizszego stanu
wzbudzonego singletowego. Molekuta fotouczulacza bedac w takiej postaci jest
zdolna do bezpromienistego przekazania energii czasteczkom zwiazkoéw osrodka
(poprzez przekazanie jonu wodoru lub przekazanie/przyjecie elektronu), takze czas-
teczkom tlenu, rys. 1.4 [27, 28, 29]. Prowadzi to do powstawania mocno reaktyw-
nych, toksycznych dla komoérek form silnie reagujacych, czyli wolnych rodnikow
tlenowych, w tym tlenu singletowego [30]. Tlen singletowy powstaje z czasteczki
tlenu, bedacego w podstawowym stanie trypletowym, w wyniku przekazania en-
ergii od czasteczki fotouczulacza, bedacej we wzbudzonym stanie tripletowym.
Czasteczka tlenu odbierajac energie od czasteczki fotouczulacza przechodzi w sin-
gletowy stan wzbudzony, a fotouczulacz wraca do swego stanu podstawowego -
singletowego. W warunkach, gdy stezenie tlenu w §rodowisku reakcji jest obnizone,
reakcja fotoutleniania przebiega poprzez wytworzenie form wolnorodnikowych.
Wolne rodniki fotouczulacza i substratu powstaja w wyniku przeniesienia kationu
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Rysunek 1.4. Zmodyfikowany diagram Jabtonskiego dla fotouczulacza porfirynowego.
1 - absorpcja fotonu i przejscie ze stanu podstawowego SO do stanéw wzbudzonych S1
S2 S3 ... fotouczulacza F, 2 - fluorescencja (PDD), 3 - przejscie interkombinacyjne, 4 -
fosforescencja, 5 - powstanie tlenu singletowego - fotoproces typu II, 6 - transfer jonu
wodorowego lub elektronu od fotouczulacza F do innej czasteczki - fotoproces typu I

wodorowego lub elektronu miedzy czasteczka wzbudzonego fotouczulacza a subs-
tratem, czyli tkanka nowotworowa, w ktorej biegnie reakcja fotochemiczna lub
czasteczka roztworu. Dominujacym mechanizmem fotoutleniania dla alaninowych
pochodnych PPIX jest ten, w wyniku ktorego tworzy sie tlen singletowy (fotopro-
ces typu II). Jednak stosunek udzialéw opisanych mechanizmow zalezy od wielu
czynnikow. Moga nimi by¢ parametry srodowiska, takie jak stezenie tlenu, state
dielektryczne tkanek, pH i inne. O typie mechanizmu dycyduje réwniez struktura
fotouczulacza. W ogoélnosci fotouczulacze porfirynowe wykazuja wieksze tendencje
do generacji tlenu singletowego [27].

1.2 Przeglad wazniejszych odkry¢ dotyczacych
struktury pigmentu malarii

Pigment malarii - hemozoina jest koncowym produktem powstalym w procesie
przetwarzania toksycznego hemu Fe(III) obecnego w wakuoli pasozyta malarii po
hydrolizie hemoglobiny znajdujacej si¢ w komoérkach erytrocytowych krwi. Pro-
dukt ten jest wytworem pasozytéw malarii m.in. Plasmodium falciparum czy Plas-
modium Bergei, ale tez malo z nimi skoligaconych robaka obtego Schistosoma
mansoni oraz pluskwy Rhodius prolizus. Zjawisko wystepowania w komorkach
erytrocytow ludzkich czarnego mikrokrystalicznego materiatu (pigmentu malarii -
hemozoiny) zostalo po raz pierwszy opisane w 1717 roku w ksiazce Giovanni Maria
Luncisi [31] i wyprzedzito odkrycie samego pasozyta malarii o okoto 150 lat. W
poczatkowych badaniach material ten uwazano za melanine stad tez tradycyjna
jego nazwa - pigment malarii. Dopiero w 1911 roku Wade H Brown [32| zauwazyt,
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Rysunek 1.5. Struktura czasteczki hemozoiny z zaznaczeniem atoméw nalezacych do
wiazani mostkowych.

ze podstawe materiatlu stanowi grupa hemowa, czyli pierscienn protoporfiryny IX.
A w niespetna 80 lat pozniej Fitch i Kanjananggulpan [33] zapostulowali, ze ma-
terial ten sktada sie wylacznie z protoporfiryny IX z centralnym atomem zelaza
na stopniu utlenienia 3+ i posiada najprawdopodobniej identyczna strukture jak
[-hematyna - stabo rozpuszczalny mikrokrystaliczny materiat opisany po raz pier-
wszy w 1936 roku [34]. Sladem tym poszli Slater i in., ktérzy w 1991 opublikowali
[35] wyniki rentgenowskich badan dyfrakcyjnych, badan optycznych w zakresie
podczerwieni oraz analizy absorpcyjnej spektroskopii rentgenowskiej wskazujace
na bardzo duze podobienistwo struktury hemozoiny i g-hematyny. W 1997 Bohle i
in. [36] potwierdzili identycznosé struktury obydwu zwiazkéw za pomoca wysoko-
rozdzielczych synchrotronowych badan dyfrakeji rentgenowskiej, a nastepnie w
2000 roku na podstawie szczegotowej analizy tychze przez Pagole i in. [37| zostata
rozwigzana mikrokrystaliczna struktura hemozoiny. Czasteczka tego zwigzku po-
dobnie jak czasteczka S-hematyny sktada sie z dwoch czasteczek protoporfiryny IX
powiazanych ze soba przez dwa tzw. mostki tlenowe stanowiace potaczenie atomu
zelaza jednego pierécienia protoporfiryny IX przez grupe propylowa drugiego piers-
cienia PPIX z tym wlasnie PPIX, rys. 1.5. Czasteczki te nazwano dimerami ze
wzgledu na podwojne wystepowanie w nich protoporfiryny IX. Dimery lacza sie
pomiedzy soba poprzez wiazania wodorowe grup propylowych. To odkrycie obalito
zdecydowanie poprzednio wysuwane hipotezy, ze czasteczki protoporfiryny IX w
strukturze hemozoiny tacza sie w tanicuchy polimerowe poprzez wiazanie zelaza
jednej PPIX z atomem tlenu grupy propylowej kolejnej PPIX.

Wyznaczenie atomowego otoczenia zelaza w strukturze czasteczki syntetycznego
odpowiednika hemozoiny - meso-hematyny w postaci mikrokrystalicznej, oraz roz-
puszczonego w organicznych rozpuszczalnikach, jest przedmiotem znacznej czesci
tej rozprawy.
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1.3 Fotouczulacze - rozwéj, wlasciwosci
i zastosowanie w technikach PDD oraz PDT

Fotouczulacze lub fotosensybilizatory to zwiazki o molekutach absorbujacych swia-
tto o specyficznej dla nich dtugosci fali (zakres widzialny i nadfiolet) i przekazu-
jace innym czasteczkom energie w ten sposob uzyskana. Wystepuja w natural-
nym $rodowisku, najczesciej w roglinach, gdzie uczestniczg w procesie fotosyntezy.
Do celow PDD i PDT wykorzystywane sa jednak najczedciej fotouczulacze syn-
tezowane sztucznie. Pierwszym fotouczulaczem dopuszczonym przez FDA (Food
and Drug Administration) w USA do oficjalnego stosowania w medycynie byt
oligomer hematoporfiryny znany pod nazwa Photofrin [38]. Uzywany jest do tej
pory, najczesciej w terapii nowotworu ptuc we wezesnym i péznym stadium, nowot-
woréw pecherza moczowego, zaawansowanych nowotworéw przelyku czy nowot-
woréw krtani we wezesnym stadium. Ma on jednak dwie podstawowe wady [39, 40].
Pierwsza z nich jest dlugi okres akumulacji Photofrinu w tkankach - nawet do
dziesieciu tygodni po injekcji. Druga jest efektywnos¢ - najczesciej jest wzbudzany
w zakresie swego najstabszego piku absorpcyjnego. Nalezy do grupy fotouczulaczy
pierwszej generacji. Zwiazek, ktorego analize budowy czasteczki jego potproduktu
analizowano w niniejszej pracy nalezy juz do fotouczulaczy drugiej generacji. Fo-
touczulacze generacji drugiej charakteryzuja sie krotszym okresem akumulacji w
tkankach (nie dtuzej niz kilka dni) i dluzszym czasem zycia stanu trypletowego
fotouczulacza, w poréwnaniu z fotouczulaczami generacji pierwszej. Nalezg do
nich m.in. glikozydowane porfiryny, tetrasulfofenyloporfiryna czy ftalocyjaniny
cyrkonu i hafnu [41, 42, 43]. Niektore z fotouczulaczy drugiej generacji charak-
teryzuja sie wiekszym wspotczynnikiem absorpcji w zakresie 600-800nm jak np.
Verteporfin [44] i wzbudzanie w tym zakresie pozwala na glebsza penetracje tkanki.
Alaninowa pochodna protoporfiryny IX: PP(Ala)s(Arg), posiada piki absorpeyjne
«~400nm, ~500nm, ~530nm, ~630nm a fluorescencyjne «~~615nm i ~675nm. Jest
wzbudzana w zakresie «~400nm. W tkankach zdrowych organizmu (np. skora) po-
zostaje do czterech dni. Wykazuje wysoka skuteczno$é niszczenia komorek nowo-
tworowych (powyzej 95 procent) z pobranych probek komorek nowotworu krtani i
przetyku czlowieka, nowotworu okreznicy oraz skory (czerniak). [Niepublikowane
dane prof. A. Graczyk, Instytut Optoelektroniki Wojskowa Akademia Techniczna).
Trzecia generacje fotouczulaczy stanowia zwiazki, ktore kumuluja sie tylko lub w
wysokim procencie w tkance nowotworu, a w zdrowych tkankach w minimalnej
ilogci lub wcale. Wymaga to potaczenia porfiryny lub ftalocyjaniny ze specy-
ficzna czasteczka (liposomy immunoglobiny czy albuminy osocza). Pozwala to
na zmniejszenie dawki zaamplikowanego fotouczulacza. Ze wzgledu na fizyczne i
chemiczne wlasciwosci fotouczulaczy mozna je podzieli¢ na hydrofobowe - nieroz-
puszczalne w wodzie i wiazace sie z lipidami, hydrofilowe - rozpuszczalne w wodzie
z tendencja do lokowania sie w hydrofilowych czesciach komorki, oraz amfifilowe,
ktore maja w swojej strukturze czasteczki grupy zaréwno hydrofobowe jak i hy-
drofilowe. PP(Ala)y(Arg)s nalezy do zwiazkow amfifilowych. Zwiazek ten moze
sie kumulowaé¢ w strukturach lipidowych ze wzgledu na obecno$¢ w jego struk-
turze aminokwasow a jednocze$nie dzieki obecnosci argininy moze wystepowaé w
srodowisku wodnym.
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1.4 OkreSlenie celu i znaczenia przeprowadzonych
badan spektroskopowych

Celem przeprowadzonych badan spektroskopowych czasteczek zwiazkow bedacych
syntetycznymi odpowiednikami pigmentu malarii byto:

- potwierdzenie podobienistwa struktury czasteczek meso-hematyny do czas-
teczek syntetycznie wyprodukowanej (-hematyny, ktorej struktura zostala uz-
nana [37] za identyczna do struktury hemozoiny - naturalnego produktu malarii.
Potwierdzenie podobienistwa struktur pozwoli na badanie reakcji antymalarycznych
lekéw z protoporfiryng IX w roztworach, poniewaz meso-hematyna jest znacznie
tatwiej rozpuszczalna w organicznych rozpuszczlnikach od [-hematyny i hemo-
zoiny.

- zbadanie lokalnego otoczenia zelaza dla rozpuszczalnego syntetyku hemozoiny -
meso-hematyny w roztworach kwasu octowego bez i z dodatkiem wody, oraz w
roztworze dimetylosulfotlenku

- zbadanie lokalnego otoczenia zelaza dla rozpuszczalnego syntetyku hemozoiny -
meso-hematyny w wyzej wymienionych roztworach po dodaniu chlorochininy.
Wykazane zmiany w bliskim otoczeniu atomowym Fe moglyby $wiad-
czy¢ o bezposrednim oddzialywaniu chlorochininy na pierscieii PPIX i
przyczyni¢ sie do wyjasnienia mechanizmu dziatania tego leku na po-
ziomie molekularnym.

Celem przeprowadzonych badan spektroskopowych zwiazku diaminokwasowe;j
pochodnej PPIX, bedacego potproduktem kandydata na fotouczulacz w diagnos-
tyce PDD i terapii PDT nowotworéw byto:

- znalezienie miejsca wiazania atomoéw zelaza i bromu w strukturze diaminok-
wasowe]j pochodnej PPIX.
Atomy ciezkie w strukturze tego zwigzku sa niepozadane i znajomosé
ich pozycji w strukturze czasteczki badanego materialu pozwoli na opra-
cowanie bardziej efektywnych i ekonomicznych metod oczyszczania. Je-
dynie produkt bez tych pierwiastkbw moze byé dopuszczony do zas-
tosowan klinicznych i znalezé sie na liScie rekomendowanych fotouczu-
laczy.



Rozdziat 2

Eksperyment

Abstrakt

Omowiono technike pomiarowa absorpcji rentgenowskiej w modzie transmisyjnym
i fluorescencyjnym. Przedstawiono uktady pomiarowe trzech stacji: A1 w Hasy-
lab, oraz BM26A i ID26 w ESRF, na ktérych zmierzono pokazane i zanalizowane
w niniejszej pracy eksperymentalne widma XAFS. Zamieszczono opis i sposob
przygotowania probek proszkowych, jak réwniez roztworéw w kwasie octowym i
dimetylosulfotlenku.

Przedmiotem pomiaru w absorpcyjnej rentgenowskiej technice XAFS (z ang.
X-ray Absorption Fine Structure) jest wspotczynnik absorpcji promieniowania
rentgenowskiego p(E) danego materialu w funkcji energii wiazki padajacych fo-
tonéow. Promieniowanie rentgenowskie miesci sie w zakresie energetycznym od
okoto 500eV do 500keV, co przektada sie na dlugosé fali elektromagnetycznej w
zakresie od 25A do 0.25A. W takim zakresie fotony sa absorbowane przez materie
gltéwnie w wyniku wewnetrznego efektu fotoelektrycznego poprzez przekazanie en-
ergii fotonu elektronowi znajdujacemu sie w stanie mocno zwiazanym jak 1s czy
2p. Zgodnie z prawem Beer’a wspotezynnik p(E) wskazuje na prawdopodobienstwo
zaabsorbowania czesci fotonéw z przechodzacej przez probke wiazki elektromag-
netycznego promieniowania rentgenowskiego [45, 46].

I = [Oef“t, (21)

gdzie I to intensywno$¢ promieniowania padajacego na badany material, I to
intensywnos$¢ promieniowania wychodzacego z probki a t grubosé probki. Ekspery-
ment w modzie transmisyjnym polega zatem na pomiarze intensywnosci promie-
niowania padajacego na material Iy i promieniowania wychodzacego z badanego
materiatu I;. Wspotezynnik absorpcji dla kazdej wartosci energii wiazki padajacych
fotonow liczony jest z rownania [45, 46]:

tu(E) = —In(1,/ 1), (2.2)

W przypadku, gdy cata wiazka lub znaczna jej cze$¢ jest absorbowana w ma-
teriale pomiary sa przeprowadzane w modzie fluorescencyjnym, badz w modzie

11
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pradowym TEY (z ang. total electron yeald). W modzie fluorescencyjnym mierzy
si¢ intensywnos¢ wtornej wiazki Iy fotonow wychodzacych z probki w zakresie
wybranej energii fluorescencji powstatej w trakcie powrotu wzbudzonego atomu
do stanu podstawowego, oraz intensywno$¢ promieniowania padajacego na ma-
teriat Ip. W tym wypadku wspotezynnik absorpcji dla kazdej mierzonej energii
wyznacza si¢ stosujac rownanie [46]:

W(E) = I/ 1o, (2.3)

Pokazane i analizowane w pracy widma absorpcyjne w zakresie rozciagnietej
struktury EXAFS (z ang. Extended X-ray Absorption Fine Structure) i przykra-
wedziowej struktury XANES (z ang. X-ray Absorption Near Edge Spectroscopy)
zostaly zmierzone w modach zaréwno transmisyjnym jak i fluorescencyjnym w
zaleznosci od zawartosci absorbujacego atomu w probee. Ze wzgledu na to, ze
probkowanym stanem atomu byt 1s zelaza, jako 7zrédto promieniowania rentge-
nowskiego wykorzystano zrodlo synchrotronowe. Charakteryzuje sie ono wiazka
o duzej intensywnodci w szerokim zakresie energetycznym, co byto szczegdlnie is-
totne przy pomiarach roztworéow.

2.1 Uklad do pomiaréw metoda XAFS
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Rysunek 2.1. Uproszczony schemat uktadu pomiarowego XAFS. 10 - komora joniza-
cyjna do pomiaru intensywnosci padajacej na probke wiazki fotonow, I'T - komora joniza-
cyjna do pomiaru intensywnosci wiazki po przejsciu przez badany materiat. IF - detektor
fotonow, a kat ustawienia plaszczyzny probki w stosunku do padajacego na nig promie-
niowania. Pomiedzy Zréodltem promieniowania elektromagnetycznego a komora joniza-
cyjna znajduje sie uktad optyczny ksztattujacy wiazke.

Schematyczny, uproszczony uktad do pomiarow XAFS zostal przedstawiony na
rys. 2.1. Rentgenowska wiazka fotonéw powstatych w wyniku ugiecia wiazki elek-
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tronéw albo pozytronéw przez pole magnetyczne elektromagnesoéw uginajacych,
lub magnesow stalych wigglera badz undulatora zostaje kierowana poprzez uktad
optyczny na probke. W wykonanych eksperymentach byta to wigzka o wycinanym
przez monochromator bardzo waskim przedziale dtugosci fali, tak by mogta by¢
uznana za monochromatyczng. Do pomiaru intensywnosci wiazki wykorzystano
komory jonizacyjne umieszczone na drodze wiazki fotonowej przed i za probks.
[los¢ fotonéw promieniowania fluorescencyjnego z probki byta zliczana przez de-
tektor potprzewodnikowy. Sposob detekcji w tego typu detektorach opiera sie na
zjawisku kreowania par elektron-dziura [47, 48]. Elektrony zostaja wzbudzone z
pozioméw walencyjnych i przenoszone w pasmo przewodnictwa. Liczba wykre-
owanych par jest proporcjonalna do energii fotonu, poniewaz energia kreacji pary
elektron-dziura jest charakterystyczna i stata dla danego materialu w danej tem-
peraturze (dla germanu wynosi 2.95eV w temperaturze 80K). Material potprze-
wodnika znajduje sie w polu elektrycznym co pozwala na pomiar pradu elek-
tronowego badz dziurowego. Elektryczny sygnal z komor jonizacyjnych i detektora
potprzewodnikowego fluorescencyjnego byl nastepnie wzmacniany, konwertowany
z analogowego na cyfrowy i przekazywany do komputera. Widma analizowane w
pracy zmierzone zostaly na trzech roznych stacjach pomiarowych o nastepujace;j
charakterystyce:

stacja A1, synchrotron Hasylab w Hamburgu [49]
Muiejsce powstania wigzki: magnes uginajacy
Intensywnosé wigzki: 108-10° [foton/sekundal
Monochromator: Si 111 z uzyciem modu dwukrystalicznego dla uzyskania wiazki
monochromatycznej z przedzialu 7-8.1keV
System detekcyi: T-elementowy germanowy detektor fluorescencyjny HPGE z ak-
tywna powierzchnig 100mm? na pojedynczy element
Komora na probki: proznia (uzyskana przy uzyciu pomp turbomolekularnych) do
wartosci ci$nienia 10~%mbar, aluminiowy holder na probki, pozwalajacy na zmiane
kata plaszczyzny probki w stosunku do wiazki, chtodzony do temperatury ciektego
azotu poprzez tzw. zimny palec
Rodzaj mierzonych probek: zadne z przedstawionych widm w pracy nie pocho-
dzi z pomiaréw na tej stacji. Jednak eksperyment na niej wykonany pozwolit na
opanowanie techniki pomiaru probek w postaci roztworu. Ze wzgledu na niez-
nane dokladnie koncentracje rozpuszczonych czasteczek badanego materiatu w
roztworach (standardowe pomiary koncentracji nie zostaly wykonane - mata ilog¢
roztworu) oceniono, czy sygnal z danej probki jest wystarczajaco silny, by pominaé¢
sygnal rozproszony od materiatlow, z ktérych zbudowany byt holder, oraz Sciany
komory, w ktérej umieszczano probki.

stacja BM26A, synchrotron ESRF w Grenoble [50]
Muejsce powstania wigzki: magnes uginajacy
Intensywnosé wigzki: 10" [foton/sekundal
Monochromator: Si(111) w modzie dwukrystalicznym dla pomiaru w zakresie 7-

8.1keV, dE/E — 2x10~4
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System detekcji: 9-elementowy germanowy detektor fluorescencyjny

Komora na probki: komora prézniowa z helowym kriostatem pozwalajaca na zmro-
zenie probek do temperatury 12K

Rodzaj mierzonych probek: wszystkie probki w postaci proszkowe;j.

stacja ID26, synchrotron ESRF w Grenoble [51]
Muejsce powstania wigzki: trzy niezalezne mechanicznie undulatory; ciagta zmiana
odleglosci magnesow w undulatorze pozwala na szybki pomiar XAFS
Intensywnosé wigzki: 10'® [foton/sekundal
Monochromator: Si(111) w modzie dwukrystalicznym, zakres energii 7-8.1keV,
dE/E = 14 x 10~*
System detekcji: 13-elementowy germanowy detektor fluorescencyjny
Komora na probki: komora prézniowa z kriostatem helowym pozwalajacym na
schtodzenie probki do 10K
Rodzaj mierzonych probek: wszystkie probki w postaci roztworu.

2.2 Charakterystyka i przygotowanie probek

Probki proszkowe syntetykoéw pigmentu malarii zostaly zsyntezowane i poddane
puryfikacji w laboratoriach chemicznych na Wydziale Chemii Uniwersytetu McGill
w Montrealu w Kanadzie w grupie dr D.S. Bohle’a.

Probka materialu bedacego potproduktem potencjalnego fotouczulacza zostala
wyprodukowana i oczyszczona w laboratoriach Instytutu Optoelektroniki Woj-
skowej Akademii Technicznej przy wspotpracy z grupa prof. A. Graczyk.
Przygotowanie probek do pomiaru technikg XAFS sprowadzato sie do spreparowa-
nia pastylek z materialéw proszkowych, a w przypadku roztworéw rozpuszczenia
w odpowiedniej proporcji w wybranym rozpuszczalniku. Przyjeto zalozenie, ze
otrzymane do badan technika XAFS probki proszkowe sa jednorodne i niezanie-
CZyszczone.

2.2.1 Proébki mikrokrystaliczne

Metoda rentgenowskiej spektroskopii absorpcyjnej przebadano pieé¢ nastepujacych
mikrokrystalicznych probek:

e meso-hemina; Iron(III) (mesoporphyrin-IX chloride) CsyH36N,O4FeCl

hematyna; Iron(I1I) (protoporphyrin IX hydroxide) CsqH33N4O5Fe

B-hematyna ; Tron(I1T)(protoporphyrin-IX anhydride) CgsHgaNgOgFes

e meso-hematyna; Iron(III) (mesoporphyrin-IX anhydride) CgsH7oNgOgFes
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e dialaninowa pochodna PPIX C3sH3,NgOsg

meso-hemina
Zwigzek o strukturze czasteczki takiej jak protoporfiryna IX dla atoméw piers-
cienia. Jednakze w przeciwienstwie do PPIX jego czasteczka ma grupy winylowe z
dodatkowym jonem wodorowym, oraz posiada atom zelaza wraz z ligandem chloru
w centrum pierscienia. Probka wytworzona w laboratorium chemicznym w grupie

D.S. Bohla.

hematyna
Zwiazek o strukturze czasteczki opartej na budowie czasteczki protoporfiryny IX.
Posiada atom zelaza (w centrum pierscienia) z ligandem w postaci atomu tlenu.
Zakupiony w Alfa-Aesar i traktowany jako zwigzek referencyjny.

[-hematyna

Czasteczka tego zwiazku, rys. 2.2a, jest zlozona z dwoch czasteczek PPIX. W
kazdym z pierécieni PPIX znajduje sie atom zelaza w centralnej pozycji i po-
siada tlenowy ligand. FePPIX sa potaczone ze soba przez wiazania tak zwanego
mostka tlenowego, ktore tworzy atom zelaza jednej z FePPIX, oraz grupa propy-
lowa nalezaca do drugiej FePPIX. Zwiazek ten zostal wytworzony w laboratorium
grupy D.S. Bohle’a wedtug metody opisanej przez D. Scott Bohle’a i in. [52]. W
obojetnym srodowisku gazowym rozpuszczono hemine w minimalnej ilosci 2,6-
lutydyny i umieszczono w wiréwee. Nastepnie dodano mieszanine (w proporcji
1:1) niewodnego metanolu oraz dimetylusulfotlenku. Tak przygotowany roztwor
byt przechowywany i chroniony przed wilgocia oraz swiattem przez czas od kilku
tygodni do kilku miesiecy. Po tym czasie roztwor byt filtrowany by otrzymac z niego
stata substancje. Ta z kolei byta traktowana metanolem, 0.1M roztworem sodowego
dwuweglanu i woda destylowana do wyptukania czystego materiatu. Otrzymane
mikrokrystality suszono przez okoto 12 godzin w temperaturze 150C. Nie jest to
jedyna syntetyczna metoda wytworzenia (-hematyny i krystality z niej uzyskane
roznia sie wielkoscia od krystalitow uzyskanych inng metoda - przez powolne od-
ktadanie S-hematyny w $rodowisku kwasowym [53]. W metodzie niezastosowanej
do syntezy otrzymanych do badan probek wystepuje stan przejsciowy pomiedzy
hemina i f-hematyna i jest to tzw. pu-oxo dimer. Zwiazku o takiej budowie czas-
teczki nie zarejestrowano wewnatrz komorki erytrocytu podczas procesu tworzenia
hemozoiny [24]. Ze wzgledu na metode syntezy zalozono, ze brak go réwniez w
badanym materiale doswiadczanym. Badania krystalograficzne [37] klasyfikuja (3-
hematyne do grupy symetrii (wedlug notacji H-M) P-1 z komoérka elementarna
o wymiarach: a = 12.196(2), b = 14.684(2), ¢ = 8.040(1), o = 90.22(1), § =
96.80(1), v = 97.92(1). Krystalograficzne dane dotyczace [-hematyny znajduja
sie w bazie CCDC (Cambridge Crystallographic Data Centre). Strukture tanicucha
dimerowych czasteczek, potaczonych wigzaniami wodorowymi pomiedzy grupami
propylowymi przedstawiono na tle komorki elementarnej na rys. 2.2b.
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Rysunek 2.2. (a) budowa dimerowej czasteczki f-hematyny ztozonej z dwoch pierécienia
porfirynowych potaczonych mostkami tlenowymi w komorce elementarnej, (b) taricuch
dimerowych czasteczek z zaznaczeniem komorki elementarnej

meso-hematyna
Czasteczka tego zwiazku jest ztozona z dwoch czasteczek PPIX| rys. 2.3a z gru-
pami winylowymi z obecnosciag dodatkowego jonu wodorowego i atomem zelaza
wraz z tlenowym ligandem. Podobnie jak w czasteczce S-hematyny FePPIX tacza
sie ze soba poprzez tlenowe wiazania mostkowe zawierajace atom zelaza jednej
z FePPIX oraz atomy grupy propylowej nalezacej do struktury drugiej FePPIX.
Doktadna metoda wytworzenia zwiazku, tak by byl rozpuszczalny w organicznych
rozpuszczalnikach nie zostanie oméwiona ze wzgledu na to, ze nie zostala jeszcze
opublikowana. Wiadome jest jednak, ze meso-hematyna zostala wytworzona na
bazie meso-heminy w podobny sposob jak [-hematyna z heminy. W strukturze
meso-hematyny obecna jest czasteczka dimetylosulfotlenku (DMSO). Przekazane
przez D.S. Bohle’a dane krystalograficzne charakteryzuja komorke elementarna



2.2. CHARAKTERYSTYKA I PRZYGOTOWANIE PROBEK 17

(a) /k
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\/Y DMSO

Rysunek 2.3. (a) budowa dimerowej czasteczki meso-hematyny zlozonej z dwoch
zmodyfikowanych pierscieni protoporfiryny IX potaczonych mostkami tlenowymi. Zazna-
czono obecnos$é czasteczki DMSO. (b) dimerowe czasteczki meso-hematyny upakowane
w komorce elementarne;j

zwiazku w nastepujacy sposob: a = 9.96735(32), b = 11.4584(4), ¢ = 20.1178(8),
a = 123.7776(20), f = 112.6987(19), v = 86.3963(22) przy grupie symetrii P-1.
W strukturze meso-hematyny dimerowe czasteczki nie formuja tanicuchow. Wiaza
sie poprzez wigzania wodorowe jedynie z czasteczka dimetylosulfotlenku. Struk-
tura upakowania czasteczek meso-hematyny na tle komorki elementarnej zostata
pokazana na rys. 2.3b. Meso-hematyna, ktéra w przeciwienstwie do 3-hematyny
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jest rozpuszczalna w rozpuszczalnikach organicznych zostata wykorzystana w pro-
dukcji roztworow.

dialaninowa pochodna PPIX - PP(Ala),

Zwiazek bedacy polproduktem PP(Ala)s(Arg)s - kandydata na fotouczulacz dru-
giej generacji w fotodynamicznej diagnostyce i terapii choréb nowotworowych.
Zostal zsyntezowany z heminy jako wyjsciowego produktu. Nominalna budowa
jego czasteczki zostala przedstawiona na rys. 2.4. Do struktury protoporfiryny
PPIX a doktadnie do dwoch grup winylowych zostaty dotaczone dwie czasteczki
alaniny typu L. Czasteczka z zalozenia nie zawiera metalicznego centrum piers-
cienia PPIX zwiazanego z czterema azotami pierscienia, ani atomu metalu zwia-
zanego z jakimkolwiek innym atomem PPIX. Z obecnosci krawedzi K absorpcji,
charakterystycznych dla zelaza i bromu wynika, ze podany nominalny model bu-
dowy czasteczki jest niekompletny.

Rysunek 2.4. Nominalna struktura czasteczki dialaninowej pochodnej PPIX. Na
szarym tle pokazano dwie czasteczki alaniny typu L. Brak atoméw pierwiastkow ciezkich.

Wszystkie powyzej opisane zwiazki proszkowe byty przygotowywane do badan
w postaci pastylek. Odpowiednia ilos¢é proszku, policzona na podstawie zaktada-
nego strukturalnego wzoru chemicznego danego materiatu (uzyto wolnodostepnego
programu XAFSMASS [54]) zostala zmieszana z celuloza - materiatem zawieraja-
cym jedynie atomy lekkie takie jak tlen, wegiel i wodor. Tak uzyskang mieszanine
wktadano do formy i Sciskano pod cisnieniem do uzyskania pastylki o 1 cm $red-
nicy i Imm grubosci. Tak przygotowany materiat jest jednorodny w probkowanej
objetosci i daje optymalny wzrost gtownej krawedzi absorpcji widma (powyzej
0.5). Wszystkie probki proszkowe mierzono w modzie transmisji.
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2.2.2 Roztwory

Przygotowano nastepujace roztwory meso-hematyny uzywajac jako rozpuszczal-
nika kwasu octowego:

e meso-hematyna rozpuszczona w 99.9 procentowym kwasie octowym — probke
oznaczono jako MDAA,

e meso-hematyna rozpuszczona w 99.9 procentowym kwasie octowym z chloro-

chining - MDQAA,

e meso-hematyna rozpuszczona w 99.9 procentowym kwasie octowym z do-
datkiem wody w stosunku objetosciowym 30:1 - MDAA30,

e meso-hematyna rozpuszczona w 99.9 procentowym kwasie octowym z do-

datkiem wody w stosunku objetosciowym 30:1 i dodatkiem chlorochininy -
MDQAA30,

e meso-hematyna rozpuszczona w 99.9 procentowym kwasie octowym z do-
datkiem wody w stosunku objetosciowym 15:1 - MDAAT15,

e meso-hematyna rozpuszczona w 99.9 procentowym kwasie octowym z do-
datkiem wody w stosunku objetosciowym 15:1 i dodatkiem chlorochininy -

MDQAAT15

Kazdy z powyzszych roztworéw byt przygotowywany w ten sposob, aby koncen-
tracja meso-hematyny wynosita 5 mmol. Jezeli roztwor zawierat chlorochinine to
koncentracja molowa tego zwiazku byla ta sama, po to by kazda czasteczka meso-
hematyny mogta by¢ zwigzana z jedna czasteczka chlorochininy. Meso-hematyna
w zapodanej ilosci nie rozpuscita sie jednak catkowicie w roztworach, co znacznie
wplywalo na ksztalt tta mierzonego widma. Konieczne okazalo sie uzycie ny-
lonowego filtra o przepuszczalnosci 0.2um. Po filtrowaniu szacowane przez Arona
Kosara (z grupy S.D. Bohle’a) stezenie molowe meso-hematyny wynosito okoto 0.4
mmol w kazdym z powyzszych roztworow.

Przygotowano réwniez nastepujace roztwory meso-hematyny uzywajac jako
rozpuszczalnika dimetylosulfotlenku:

e meso-hematyna rozpuszczona w dimetylosulfotlenku - MDDMSO

e meso-hematyna rozpuszczona w dimetylosulfotlenku z dodatkiem chlorochi-

niny - MDDMSOQ

Podobnie jak dla roztworéow kwasu octowego réwniez w dimetylosulfotlenku
rozpuszczono meso-hematyne w takiej ilodci, by uzyska¢ roztwoér 5 mmol. W przy-
padku roztworu z chlorochining jej stezenie réwniez wynosito 5 mmol. Oba rozt-
wory wymagaly filtrowania filtrem 0.2um. Koricowa koncentracja nie zostata osza-
cowana. W roztworze z dodatkiem chlorochininy jest ona nizsza, poniewaz zaobser-
wowano wytracanie ziaren po dodaniu antymalarycznego leku. Swiadczy to praw-
dopodobnie o tworzeniu sie duzych agregatow czasteczek FePPIX pod wplywem
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dziatania antymalarycznego leku lub agregatow FePPIX z czasteczkami chlorochi-
niny.

Zarowno w kwasie octowym jak i dimetylosulfotlenku rozpuszczalno$é chlo-
rochininy byta dobra i jej koncentracja w roztworze pozostawata taka jak za-
planowano.

Roztwory przed pomiarem byly umieszczane w specjalnie zaprojektowanym hol-
derze na ciecze i szybko zmrazane do temperatury 80K przez wlozenie holderu
cieczowego 7z probka do ciektego azotu. Pomiary przeprowadzono w modzie fluo-
rescencyjnym.

Holder na ciecze zostal zaprojektowany i wykonany w Instytucie Fizyki PAN. Jest
to jednolity prostopadloscian z wycietym centralnie otworem o srednicy 1 cm oraz
wydrazonymi dwoma maltymi otworami o §rednicy 0.8 mm. Centralny otwor po
oklejeniu holderu tasma kaptonowa jest zbiornikiem na badang ciecz, natomiast
jeden z mniejszych otworéw wprowadza ciecz do zbiornika a drugi wyprowadza
powietrze w trakcie napelniania ciecza holderu, rys. 2.5.

Badany
roztwor

————

Holder z PEEK-U

z naklejong folig kaptonowg

Rysunek 2.5. Holder cieczowy. Po lewej fotografia holderu oklejonego tasma kaptonowa
oraz wypelnionego badanym roztworem. Na gérnym brzegu holderu widoczna jest
wartstwa kleju, ktorym zaklejono otwory do wprowadzania roztworu i wyprowadza-
nia powietrza. Po prawej fotografia wykonana podczas napelniania oklejonego tasma
kaptonowa holderu przez jeden z otworéw w holderze.

Holder na ciecze wykonano z PEEKu - polieteroeteroketonu. Jest to materiat
zawierajacy wylacznie pierwiastki lekkie (wegiel, tlen), wytrzymaly na dziatanie
niskiej temperatury i niereagujacy z wykorzystywanymi rozpuszczalnikami organ-
icznymi.



Rozdzial 3

Metody teoretyczne analizy danych

Abstrakt

W rozdziale opisano fizyczne zjawisko absorpcji fal elektromagnetycznych w zakresie
energii rentgenowskich w materiatach, a takze przedstawiono podstawy teoretycznego
opisu struktury przykrawedziowej, oraz rozciagnietej struktury subtelnej wystepujacej w
absorpcyjnym widmie XAFS. Szczegdétowo omodwiono interpretacje i zastosowanie row-
nania EXAFS. Przytoczono opis metod teoretycznych i numerycznych, na bazie ktoérych
oparte sg zastosowane programy analizujagce EXAFS i XANES.

Przy uzyciu metody XAFS przeprowadzone zostaly pomiary wspotczynnika
absorpcji w omowionych w rozdziale drugim materiatach. XAFS wykorzystuje zja-
wisko oddziatywania z badanym materialem wigzki fotonow, wytworzonej najczes-
ciej przez zrodto synchrotronowe. Foton w materii moze ulec absorpcji, rozprosze-
niu Comptona lub rozproszeniu elastycznemu, a takze wzia¢ udzial w procesie
wytworzenia pary elektron-pozytron, rys. 3.1.

Wszystkie te procesy wpltywaja na ostabienie wiazki fotonowej przechodzacej
przez materie a tym samym decyduja o wspotczynniku absorpcji mierzonym w
funkeji energii padajacej wiazki fotonowej. W mierzonym zakresie energetycznym
od 7 do 8 keV, potrzebnym na wzbudzenie najsilniej zwiazanego z atomem zelaza
elektronu w stanie 1s dominuje zjawisko wewnetrznego efektu fotoelektronowego
w materiatach zawierajacych atomy tego ciezkiego pierwiastka. Zaabsorbowanie
fotonu przez atom powoduje jego przejscie w stan wzbudzony, wskutek przekaza-
nia energii elektronowi zajmujacemu odpowiedni poziom energetyczny (najczes-
ciej 1s 2s 2p). Taki elektron zostaje przeniesiony na wyzszy niezajety stan elek-
tronowy danego atomu, lub do stanu continuum i bedzie dalej nazywany fotoelek-
tronem. Powrdt atomu do stanu podstawowego nastepuje przez emisje fotondw
(fluorescencja), badz tzw. elektronow Augera. Wraz ze wzrostem liczby atomowe;
Z wzrasta prawdopodobienstwo wystapienia zjawiska fluorescencji. Jezeli wigzka
fotonow jest w calosci lub znacznym procencie absorbowana przez materiat to
posrednia metoda pomiaru wspotcezynnika absorpcji jest pomiar fluorescencji, badz
elektronéow Augera. Przyktadowe widmo rentgenowskiej absorpcji przedstawiono
na rys. 3.2.

Dla kazdego widma XAFS mozna wyrézni¢ czes¢ XANES oraz EXAFS. Podziat

21
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Para elektron-pozytron elektrony Augera

hv > 100 MeV fotony, fluorescencja

N\
e

hv .

ANNNANA” transmisja

AN ANNAS .
wiazka fotonow foton po przejsciu przez materiat

e
P,
rozpraszanie hv - rozpraszanie
Comptona elastyczne

rozpraszanie
Rysunek 3.1. Podstawowe procesy zachodzace podczas odziatywania wiazki fotonoéw z
materia.
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Rysunek 3.2. Przyktadowe widmo XAFS z uwzglednieniem podziatu na XANES i EX-
AFS. Ep jest energia fotondéw, przy jakiej wzbudzony fotoelektron posiada energie kine-

tyczna wystarczajaca na osiagniecie stanu continuum a Eo wyznacza granice pomiedzy
obszarami XANES i EXAFS.
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ten zostal wprowadzony ze wzgledu na rodzaj informacji o materiale, jaki mozemy
uzyskaé analizujac odpowiedni zakres energetyczny widma. Rodzaj informacji zas
jest zalezny od energii kinetycznej wytworzonego fotoelektronu. Na rys. 3.3 przed-
stawiono trzy rodzaje fotoelektronow. Pierwszy rodzaj to fotoelektrony o energii
niewystarczajacej do opuszczenia atomu, ale pozwalajacej na to, aby nastapito
przejscie fotoelektronu do wolnego stanu walencyjnego stad analiza XANES daje
informacje o gestosci niezajetych stanéw elektronowych absorbujacego atomu. Fo-
toelektrony drugiego i trzeciego typu uzyskuja po wzbudzeniu energie kinety-
czne wystarczajace na przeniesienie do stanu continuum. Jednakze fotoelektrony
drugiego typu o niskiej energii kinetycznej moga zosta¢ zatrzymane w potencjale
atomu przed catkowitym jego opuszczeniem i daja one wktad do widma z zakresu
XANES. Natomiast trzeci typ fotoelektronéw o energii wyzszej od krytycznej E¢
bedzie ulegal wyraznym rozproszeniom na sgsiadujacych atomach, co przektada
sie na pojawienie oscylacji widma XAFS w zakresie EXAFS. Analiza tego zakresu
widma pozwala zatem na uzyskanie informacji o ilosci sasiadujacych atomoéw, ich
rodzaju i odlegtosci do atomu absorbujacego.

XANES
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E<gE %
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elektronowe S

}

™ " P ) .:
a a —'\—,’?"‘\}—' - .é'”'_{ :’_
slektronomy 50 O — —O—
—O——C- o——0

, ,

v Il
O— —_—

..
— e

Rysunek 3.3. Trzy rodzaje przejs¢ fotoelektronu w zaleznosci od uzyskanej przy
wzbudzeniu energii kinetycznej. Przejscia fotoelektronu wzbudzonego przez foton o en-
ergii < E¢ sa rejestrowane w zakresie XANES, natomiast przejscia powstale przy
wzbudzeniu fotonem o energii wickszej niz E¢ istnieja w zakresie EXAFS.

W interpretacji falowej fotoelektron jest traktowany jako fala materii, ktora
ulega rozproszeniom na potencjatach sasiadujacych atoméw do wzbudzonego atomu.
Fala ta jest rozpraszana réwniez przez sam atom wzbudzony. Dla niskich energii
fotoelektronu czyli fal de Broglie o dtugosci poréwnywalnej z odlegloscia od atomu
wzbudzonego do atomu rozpraszajacego co koresponduje z obszarem XANES prze-
wazaja rozpraszania wielokrotne, [55]. Dla energii wysokich a tym samym krotkich
fal de Broglie dominuja rozpraszania pojedyncze, rys. 3.4.

Niewatpliwa zaleta metody XAFS jest jej selektywnosé ze wzgledu na ro-
dzaj atomu dzigki temu, ze poziomy energetyczne dla poszczegdlnych atomow
sa zroznicowane a przekaz energii od fotonu do zwiazanego elektronu odbywa sie
tylko wtedy gdy energia fotonu jest wystarczajaca na przeniesienie fotoelektronu
do dostepnego wolnego stanu elektronowego. Rozktad niezajetych stanow elek-
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Rysunek 3.4. Diagram obrazujacy przejscie fotoelektronu na rozne poziomy ener-
getyczne w zaleznosci od uzyskanej energii kinetycznej Fx. Energia krytyczna Exc,
ktora stanowi granice pomiedzy obszarem EXAFS i XANES wynosi 27/d (d - odleglosé
atomu rozpraszajacego od absorbujacego). Fotoelektron o energii z zakresu XANES ulega
wielokrotnym rozproszeniom, natomiast w EXAFS przewazaja rozproszenia jednokrotne.
Dolna cze$é rysunku obrazuje fotoelektron jako fale materii nierozproszona w przypadku
braku sasiadujacych do wzbudzonego atomoéw. W takim wypadku nie powstaje struktura
oscylacyjna na widmie absorpcyjnym w zakresie EXAFS. Struktura oscylacyjna powstaje
w przypadku gdy zachodzi interferencja fali materii fotoelektronu z jego fala rozproszona
na sasiednim atomie. Widmo XAF'S dla tej ostatniej sytuacji wykazuje wyrazna strukture
subtelna.
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tronowych zalezy od rodzaju wigzania jakie tworzy absorbujacy atom z atomami
go otaczajacymi, a takze od ich przestrzennego rozkltadu. XANES pozwala na
probkowanie niezajetych stanéw elektronowych, a co za tym idzie uzyskanie in-
formacji o lokalnej symetrii wokét atomu absorbujacego. Poniewaz oddzialywanie
fali elektromagnetycznej z elektronem zalezy od polaryzacji jej pola elektrycznego,
oraz funkcji spinowej elektronu i wzbudzonego atomu. XANES daje rowniez infor-
macje o spinie. Natomiast analizujac EXAFS uzyskuje sie dane o rodzaju, liczbie
i odleglosci od absorbera otaczajacych atomow.

3.1 Podstawy teoretyczne powstawania struktury
subtelnej oraz przykrawedziowej w absorpcyjnej
spektroskopii rentgenowskiej

Zamieszczony podrozdzial zostal opracowany w oparciu o nastepujace prace: ar-
tykuty P.A. Lee i in. z 1975r. oraz J. Rehr’a i in. z 1991r., prace doktorska M.G.
Newville’a z 1995r. i artykul B. Ravel’a z 2005r. [56, 57, 58, 59|.

Mierzony eksperymentalnie wspotezynnik absorpcji p(E = hw) mozna przedstawic
jako sume wspotezynnikéw absorpcji fotonu dla pojedynczych atomow:

plw) = an(w), (3.1)

gdzie n; oznacza liczbe atoméw danego rodzaju w jednostce objetosci, a o
jest przekrojem czynnym na zaabsorbowanie fotonu przez atom. Foton zostaje
zaabsorbowany wtedy, kiedy niesie ze soba odpowiednio wysoka energie, réwna
co najmniej energii wigzania elektronu na danej powloce atomowej. Wystapienie
krawedzi absorpcyjnej, oraz struktury subtelnej w dalszej czesci rentgenowskiego
widma absorpcyjnego XAFS jest uwarunkowane obecnoscig wolnego, dostepnego
stanu elektronowego dla wyemitowanego wewnetrznego fotoelektronu po zaab-
sorbowaniu fotonu o odpowiedniej energii. Dla formalnego opisu rentgenowskiej
absorpcji proces ten jest traktowany jako przejécie uktadu pomiedzy dwoma sta-
nami: poczatkowym z elektronem zwigzanym, fotonem i bez obecnosci fotoelek-
tronu, oraz koricowym z dziurg elektronowa i bez fotonu, ale za to z wyemitowanym
wewnetrznym fotoelektronem. Przekr6j czynny na zaabsorbowanie fotonu przez
atom wyznaczony jest zatem przez prawdopodobieristwo przejscia I'(w) uktadu ze
stanu podstawowego do stanu wzbudzonego:

['(w)
ngc’

oi(w) = (3.2)
gdzie ny jest liczbg fotonéw na jednostkowa objetos¢ w wiazce a ¢ predkoscia

swiatta. Wykorzystujac Zlota Regute Fermiego [60] prawdopodobieristwo przejscia

pomiedzy stanem poczatkowym a stanem koricowym mozna zapisaé¢ jako:

2

T =2n/hYy (UN|HWY)5 (B — BN — hw), (3.3)
f
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gdzie UV a \Iljcv to funkcje stanow elektronowych N elektronéw odpowiednio po-

czatkowego i koncowego stanu uktadu a Hto operator - hamiltonian oddziatywania
fotonu z elektronem, ktéry wyznacza sie nastepujaco:

mc w

1
~ 2mhc? 2
H:_iA.p,Azg(L C"f) e, (3.4)

gdzie e to tadunek elektronu, m - masa elektronu, p - wektor pedu elektronu A
- wektorowy potencjal fotonowej fali elektromagnetycznej € - jednostkowy wektor
polaryzacji fotonu q - wektor pedu fotonu r - potozenie elektronu.

Funkcje stanu N elektron6w mozna zastapié¢ przyblizeniem kombinacji funkcji
stanéw pojedynczych elektronéw wykorzystujac do tego celu formalizm Slatera
[61]. W danym wypadku interesujaca jest funkcja stanu elektronu, ktéremu zos-
tata przekazana energia fotonu, oraz funkcja stanu pozostatych elektronéw atomu.
Funkcje stanu N elektronéw mozna przedstawic¢ jako:

T5) = 1277 @ |¢5) (3.5)

gdzie |¢;) opisuje stan pojedynczego elektronu. W dalszym zapisie rownar |¢;)
bedzie opisywaé stan elektronu w atomie przed zaabsorbowaniem energii a |¢y)
stan fotoelektronu. Element macierzowy w rownaniu 3.3 przybiera postac:

(UYHITY) = (6] A - plop) (TN T (3.6)

Przy zalozeniu braku wzbudzen wieloelektronowych danego atomu oraz braku
efektu relaksacji przekrycie stanow elektronéw niepodlegajacych bezposredniemu
wzbudzeniu przed i po absorpcji fotonu wynosi 1. Innymi stowy jest to zatozenie
o braku zmiany stanu pozostatych elektronéw w atomie podczas i po absorpcji
fotonu. Przeksztatcajac rownanie 3.6 przez podstawienie wyrazenia na potencjal
wektorowy A z rownania 3.4 mozna uzyska¢ zmodyfikowany wzor na przekroj
czynny oddzialywania atomu z fotonem:

4mr2e?

wem?

o(w)

> (¢ile'v™e - ploy)*s (Ey — E; — hw) ; (3.7)
!

ktory jesli zaniedbaé¢ wzbudzenia wieloelektrodowe jest wzorem doktadnym.
Jednakze do wykorzystania go w obliczeniach nalezy zastosowa¢ pewne przyblize-
nia. Czynnik ekspotencjalny w elemencie macierzowym réwnania 3.7 mozna za-
pisa¢ nastepujaco:

€T =1 +ig-r+..., (3.8)

a w pozniejszych przeksztatceniach réwnania 3.7 wykorzystywaé tylko do wyrazu
rozwiniecia, ktore jest wyrazeniem na elektryczny dipol. Prowadzi to do nastepu-
jacej formuly na przekroj czynny (réwnanie zapisano w przestrzeni wektora polozen
ze wzledu na wykorzystany dalej formalizm funkcji Greena):
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o(w) = An’atiw > (¢i[e-r|¢s)?0 (Ey — B; — hw) (3.9)
f

Roéwnanie mozna rozwiazywaé dwoma sposobami. Pierwszy z nich polega na
wyborze reprezentacji stanu podstawowego elektronu zwiazanego i stanéw fo-
toelektronu a nastepnie policzenia elementéw macierzowych réwnania 3.9. Ten
sposob jest czesto wykorzystywany w teorii molekularnych orbitali. Gtéwna trud-
nos$¢ polega na odpowiednim wyborze reprezentacji stanéw koncowych fotoelek-
tronu. Drugi spos6b rozwiazania réwnania 3.9 zwiazany z teoria wielokrotnego
rozpraszania polega na zapisaniu go przy pomocy formalizmu funkcji Greena.
Oba sposoby sa rownowazne, a roznig sie wprowadzonymi przyblizeniami. Dla
teorii XAFS wykorzystywany jest na ogot drugi z powyzej oméwionych sposob,
poniewaz pozwala tatwo wprowadzi¢ matematyczny opis wielokrotnych rozproszen
fotoelektronu na sasiednich atomach, jak rowniez uproszczenie obliczen. Postaé
operatora Greena uzywanego do zmiany zapisu réwnania 3.9 na przekrdj czynny
oddzialywania jest nastepujaca:

- 1 R nIe
CE-H+i( E-H+il

(3.10)

gdzie H = Hy + V jest jednoelektronowym Hamiltonianem, V - potencjatem
pochodzacym od jonéw i atoméw materiatu, czyli potencjatem zewnetrznym, E -
energiag fotonu, a ( pozytywna nieskonczonie mata wartoscia energii zapewniajaca
analityczno$¢ funkcji Greena. Przekrdj czynny po przeksztalceniu réwnania 3.9
wyraza sie przez:

o(w) = —AraliwIm{¢;e'r - G(E)er|¢;)O (Ef — Er) (3.11)

O jest funkcja Heaviside, ktora powoduje, ze przekrdj czynny jest niezerowy
tylko dla energii powyzej poziomu Fermiego Er. Operator Greena G jest jednoelek-
tronowym propagatorem w obecnosci rozpraszajacego potencjatu V i podlega
samouzgodnionemu réwnaniu Dysona na funkcje Greena dla Hamiltonianu:

G=G"+GVG; (3.12)

gdzie G = m jest propagatorem Greena czastki swobodnej. Obok ope-

ratora Greena wprowadzony jest pomocniczy operator rozpraszania T,
T=V+VGYV, (3.13)
majacy te same analityczne wtasciwosci co operator Greena G. Operator roz-

praszania T mozna wyrazi¢ przy pomocy tzw. operatoréw single-site t, dotycza-
cych rozproszeni na pojedynczym centrum (atomie badz jonie w materii):
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T=t+tG’ + tGtGt + ... (3.14)

Przy pomocy réwnania 3.14 mozna rozwiaza¢ samouzgodnione rownanie Dy-
sona 3.12 w nastepujacy sposob:

G =G+ GG’ + GtGtG° + ... (3.15)

G=(1-G%) G (3.16)

Kazdy z wprowadzonych powyzej operatoréw: G, G° i t ma fizyczna inter-
pretacje [62]. Jesli fotoelektron jest rozpatrywany jako fala materii rozchodzaca
sie sferycznie z atomu, w ktorym zaszta absorpcja fotonu to G opisuje wszys-
tkie mozliwe drogi rozproszenia fotoelektronu na jednym, badz wiecej atomach w
czasie, w ktorym absorbujacy atom pozostaje w stanie wzbudzonym. G opisuje
propagacje fotoelektronu pomiedzy dwoma punktami przestrzeni a t rozprosze-
nie fotoelektronu od pojedynczego atomu. Réwnanie 3.15 przedstawia zapis dla
pojedynczych i kolejnych wielokrotnych rozproszen. I tak wyraz G°tG° opisuje
wszystkie mozliwe drogi w ktorych fotoelektron jest rozpraszany na jednym i
tylko jednym sasiadujacym atomie, natomiast wyraz GtGtG® opisuje wszys-
tkie mozliwe drogi rozpraszania na doktadnie dwoch atomach i tak dalej.
Teoretyczne widmo XANES jest liczone na podstawie rownan 3.11 i 3.16. Nato-
miast teoretyczne widmo EXAFS na podstawie 3.11 i 3.15. Funkcja EXAFS jest
zdefiniowana jako:

0
_H—Ho O0—O0
X = NP (3.17)

gdzie pg i 0¥ dotycza odpowiednio wspoétezynnika absorpeji i przekroju czyn-
nego na zaabsorbowanie fotonu dla atomu bez uwzglednienia rozproszen od ato-
mow sasiadujacych a Apg jest zmiang we wspotezynniku absorpcji na krawedzi.
Wprowadzajac do tej definicji wyprowadzone wczesniej wyrazenie na przekroj
czynny z réwniania 3.11 1 po uwzglednieniu pewnych poprawek, takich jak: przy-
blizenie fali fotoelektronu w poblizu atomu rozpraszajacego przez fale ptaska,
skoniczony czas zycia stanu wzbudzonego atomu, okre$lona dlugo$é drogi swo-
bodnej fotoelektronu na skutek rozproszen nieelastycznych czy wieloelektronowe
wzbudzenia otrzymuje sie nastepujgce rownanie na teoretyczna funkcje EXAFS:

N;S3FSIT (k) ) 202 o,
x(k) = Z W&m <2@k7“j + (bjff(k)) k75 g2 /Ak) (3.18)

gdzie sumowanie wykonane jest po wszystkich mozliwych drogach rozprasza-
nia uwzgledniajac réwniez rozpraszania wielokrotne. Nie jest to doktadnie takie
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réwnanie jakim postugiwano sie w analizie widm EXAFS (patrz opis EXCURVE),
ale zostalo tu umieszczone ze wzgledu na latwos$é jego interpretacji i jasny opis
idei wykorzystywanej metody. Opisuje ono interferencje fali wyemitowanego fo-
toelektronu z falg rozproszona przez potencjalty atomoéw sasiadujacych i przez po-
tencjal atomu emitujacego. Dla rozproszen wielokrotnych r; jest polowa wartosci
dhugosci sumy odlegtoéci pomiedzy kolejnymi atomami rozpraszajacymi. Dla roz-
praszania pojedynczego r; jest diugoscig wigzania, badz tez odlegtoscig atomu
rozpraszajacego do emitujacego fotoelektron. N; okredla liczbe¢ atoméw danego
rodzaju w danym potozeniu. F;f ! jest dla rozproszen pojedynczych amplituda
rozproszenia na jednym rozpraszajacym atomie a dla rozproszen wielokrotnych
efektywna amplituda rozproszenia od wiecej niz jednego rozpraszajacego cen-
trum z uwzglednieniem wzajemnych potozen rozpraszajacych atomow. gbjf T okresla
przesuniecie fazowe rozproszonej fali fotoelektronu na okreslonym atomie a w
przypadku rozproszen wielokrotnych jest efektywnym przesunieciem fazowym w
rozproszonej fali fotoelektronu powstalym z rozproszenia na wiecej niz jednym
atomie. S2 odpowiada za procesy wieloelektronowe we wzbudzonym atomie w
szczegdlnodci za proces relaksacji w atomie po wyemitowaniu fotoelektronu. W
zatozeniu braku zmiany funkcji falowej elektronéw po wzbudzeniu atomu wartosé
SZ wynosi 1. W zalozeniu takiej zmiany funkcje falowe nie przekrywaja sie i warto$é
S? jest mniejsza od 1. W réwnaniu EXAFS wystepuja dwa wyrazenia ekspoten-
cjalne odpowiedzialne za redukcje amplitudy. Jest to funkcja ekspotencjalna zawie-
rajaca Srednig droge swobodng fotoelektronu A(k). Fotoelektron ma ograniczony
czas zycia ze wzgledu na przekaz energii w procesach nieelastycznych stad EXAFS
probkuje tylko lokalne otoczenie w sferze mniejszej na ogot od 6A. Kolejna funkcja
ekspotencjalna to funkcja zawierajaca wariancje 0]2- Gaussowskiego rozkladu od-
legtosci danego atomu, badz sumy odlegtosci atomow. Wktad do 0]2- Wnosi zaréwno
nieuporzadkowanie strukturalne jak réwniez nieuporzadkowanie ze wzgledu na ter-
miczne ruchy atomoéw. Podwojona warto$¢ warjancji: 20? bedzie w dalszej czedci
pracy uznawana za warto$¢ czynnika Debya-Wallera.

W analizie EXAFS widma danego materialu teoretyczna funkcja x(k) jest dopa-
sowywana przez parametryzacje wartosci rj, JJQ., oraz Nj.

3.2 Zastosowane metody i programy

3.2.1 Program EXCURVE

Program EXCURVE stuzy do obliczania teoretycznej funkcji EXAFS i
dopasowania jej do unormowanej oscylacyjnej czesci eksperymentalnego
widma. Oznacza to wyznaczenie z okreslonym btedem odlegltosci od atomu ab-
sorbujacego i czynnikéw Deby’a-Wallera dla atoméw w najblizszym jego otoczeniu.
Potrzebne dane wejsciowe do rozpoczecia procedury dopasowania to poza ekspery-
mentalng funkcja EXAFS model proponowanej struktury badanego materiatu,
oraz parametry okreslajace sposob dopasowania funkcji. Jako model strukturalny
stuzy grupa lub kilka grup atomoéw. Kazda z grup powinna zawiera¢ absorbu-
jacy atom, ktoérego dotyczy widmo EXAFS. W niniejszej rozprawie brano pod
uwage modele tylko z jednym rodzajem potencjalnego otoczenia absorbera (dla
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roznych modeli struktura otoczenia moze i na ogot jest rézna), dlatego postuzono
sie jednag grupa atomoéw dla pojedynczego modelu. Ta grupa zwana jest dalej
klastrem. Potozenia atoméw w klastrze musza zosta¢ jednoznacznie okreslone
przez wspolrzedne radialne lub kartezjanskie. Przy czym, w analizie bioracej pod
uwage jedynie rozproszenia jednokrotne na pojedynczych atomach nie sa istotne
wzajemne polozenia atomoéw. Natomiast w przypadku uwzglednienia w analizie
rozproszen wielokrotnych wymagane jest takze okreslenie grupy punktowej wedtug
ktorej utozone sa atomy w klastrze. Wykonane w pracy przy pomocy programu
EXCURVE obliczenia teoretycznej funkcji EXAFS byly oparte na metodzie “fast
spherical wave” zar6wno we wstepnej analizie dla rozproszen na pojedynczych ato-
mach [63] jak rowniez pelnej analizie przy uwzglednieniu rozproszen wielokrotnych
[56, 62, 64, 65]. Metoda ta nie stosuje przyblizenia fali ptaskiej dla fotoelektronu t;.
nie zaktada nieskoniczenie maltych wymiaréw atomu rozpraszajacego w stosunku
do zakrzywienia fali fotoelektronu.

Metoda “fast spherical wave” powstata w oparciu o nastepujaco zapisane rownanie

na funkcje EXAFS [63]:

_ Zmo ZLM,l/m/ (lomgle - r|LM>€i6L 2PL@ZLM,z’m’ e’ (l/m/ € r|lomyg)

Zmo Zlm |<lm|/€\ I‘|l0’rn0>|2

X(E) , (3.19)

gdzie liczby kwantowe lom, okreslaja funkcje falowa elektronu w stanie podsta-
wowym przed wzbudzeniem, Im i1'm” okreslaja funkcje falowa fotoelektronu wzbu-
dzonego w przypadku odpowiednio fotoelektronu pochodzacego z wyizolowanego
i otoczonego innymi atomami atomu absorbujacego a LM to liczby kwantowe
okreslajace stan fotoelektronu po rozproszeniu na otaczajacych absorber atomach.
Efekty rozproszenia takie jak zmiana amplitudy rozproszonej fali fotoelektronu
sa zawarte w macierzy 7, natomiast zmiana fazy fali fotoelektronu w czynniku
et - fala wracajaca i €t - fala wychodzaca. Pracy P.A. Lee oraz J.B. Pendry
zawiera dokladny opis wyznaczenia macierzy Z [56]. Dla materialow polikrys-
talicznych (porfirynowe materiaty proszkowe) badz amorficznych (roztwory por-
firynowych materiatow proszkowych), gdzie orientacja atomoéw w materiale w sto-
sunku do padajacej wiazki fotonow jest przypadkowa kierunek wektora polaryza-
cji jest udredniany i po odpowiednich przeksztalceniach réwnanie 3.19 przyjmuje
postac:

2 |
X(E) = o= Re > Zuarpare™, (3.20)
M

gdzie zgodnie z regutami wyboru L=ly + 1 Policzenie funkcji y(FE) sprowa-
dza sie zatem do policzenia sumy diagonalnych elementéw macierzy 7. Macierz Z
moze zosta¢ zapisana jako suma macierzy zawierajacych wktad od rozproszen na
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pojedynczych atomach Z', wktad od rozproszen na dwoch atomach 72, wktad od
rozproszeni na trzech atomach 73 itd.:

Z=0"4+72°+72°+..+ 2", (3.21)

Wrzory na liczone ezplicite przez EXCURVE sumy diagonalnych elementow
macierzy 7' zawiera praca opublikowana przez autoréw: S.J. Gurman, N. Binsted
i I. Ross [64]. Ponizej przytoczono wzoér na taka sume liczong dla macierzy Z':

1 _ (1) 2 . 2
>~ Zhaaar = 3 (1) (RR)) Tp,(2L+1)2L1+1)(2L2+1) [C (LLy L3; 000) %,
M LyL>

(3.22)

gdzie Tpy ., = % (emL — 1) 077 0,m' s JeSt macierza rozpraszania diagonalng
dla sferycznie symetrycznego potencjatu rozpraszajacego, h - funkcja Hankela
a C(L Ly Ly; 0 0 0) wspotezynnikiem Clebsch-Gordan niezaleznym od energii i
parametrow strukturalnych. Nieuporzadkowanie strukturalne, badZz spowodowane
przez ruchy termiczne atomoéw wokot ustalonej odlegtosci Ry od atomu absorbu-
jacego jest wyrazone przez funkcje g(R) i uwzglednione w wyrazach macierzy Z
przez:

Z(kR) = / Z(kRo)g(R)dr (3.23)

W przypadku analizowanych danych nieuporzadkowanie wyrazone byto przez
funkcje gaussowska. Potencjal w jakim porusza sie fotoelektron zostal zatozony
przez tak zwany potencjal muffin-tin, gdzie potencjal wokdt poszczegdlnych ato-
moéw jest sferyeznie symetryczny oraz plaski w przestrzeni miedzyatomowej. Tak
zatozony potencjat jest nastepnie korygowany przez “complex Hedin-Lundqvist
exchange and correlation” potencjal, ktéry odpowiada za imitacje i modelowanie
proceséw nieelastycznych w materiale, takich jak skonczony czas zycia stanu wzbu-
dzonego i fotoelektronu w wyniku nieelastycznego rozproszenia czy wielokrot-
nych wzbudzen elektronowych w atomie absorbujacym. Ponizej opisano parametry
statystyczne decydujace o jakosci dopasowania.

Jako$é¢ dopasowania R, ktora definiujemy ponizszym réwnaniem:

R=[[|X"—XP|k"dk/ [ |XF|k"dk] x 100%
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stanowi scatkowana po przestrzeni wektora falowego k absolutna réznice ekspery-
mentalnej X¥ i teoretycznej XT funkcji EXAFS podzielong przez scatkowane po tej
samej przestrzeni eksperymentalne widmo. Warto$é¢ podcatkowa zaréwno licznika
jak 1 mianownika jest mnozona przez k", gdzie n stanowi liczbe naturalng - naj-
czesciej 2 lub 3 - 1 jest wybierane przez analizujacego do zwiekszenia wagi oscylacji
dla wyzszych wartosci wektora falowego. Parametr R jest oceng jakosci przepro-
wadzonego dopasowania.

Definicje kolejnego parametru - z ang. Fit-indeks - FI - wskazujacego jak blisko
doswiadczalnej funkcji oscylacyjnej jest okreslona, teoretyczna funkcja EXAFS
przedstawia nastepujace rownanie:

FI=3 [(XT - XF) k)

Jest to suma kwadratéw pomnozonej przez wielokrotno$é wartosci wektora fa-
lowego roznicy wartosci eksperymentalnej i teoretycznej funkeji EXAFS dla kaz-
dego mierzonego punktu eksperymentalnego widma. Warto$¢ czynnika zalezy od
przyjetego parametru n dlatego mozna go poréwnaé jedynie dla funkcji EXAFS
o oscylacjach traktowanych z taka sama waga przy dopasowaniu. Wartos$¢ ta za-
lezy réwniez od poziomu zaszumienia sygnatu. Przyjmuje sie, ze z dopasowan dla
ktorych wartosé R jest podobna bardziej wiarygodne jest to, dla ktérego parametr
FT jest mniejszy. Wartos¢ parametru FI, a przede wszystkim jego zmiany sa wazne
w trakcie przeprowadzania procedury dopasowania. Kolejny, absolutny parametr
jakosci dopasowania, ktory jest dany przez zredukowang funkcje chi?, dla funkcji
EXAFS przedstawia sie nastepujaco [66]:

2 =1/ (Njna — p) (Nina/N) S w; (XE7 (k) — X[ (k)

gdzie N;,q jest liczba niezaleznych punktéw pomiarowych a p liczba paramet-
row dopasowania. N;,4 niezaleznych punktéw pomiarowych jest mniejsza od liczby
wszystkich punktéw pomiarowych i w wypadku , gdy dopasowywana funkcja EX-
AFS w przestrzeni k z zakresu k;,,;, do k0 jest odwrotnie transformowana (trans-
formacja Fouriera) przy uzyciu okna 1,,;, do Iy, za liczbe niezaleznych paramet-
réw przyjmuje sie:

2
Nz’ = — \Tmazx — Tmin kmax - kmzn
2 (e — T )

Dwa pierwsze parametry: R i FI sa przedstawianymi wyznacznikami jakosci
dopasowania dla widm w niniejszej pracy.
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3.2.2 Program FEFF

Z programu FEFF [67, 68| korzystano przy obliczaniu teoretycznego widma XA-
NES na podstawie strukturalnych modeli uzyskanych przez dopasowanie widm
EXAFS. FEFF wykorzystuje formalizm funkcji Greena i policzenie funkcji XANES
sprowadza sie do policzenia wyrazenia 3.16. Metoda nazywana jest Full Multiple
Scattering (FMS). Rozmiar macierzy jest zdeterminowany przez liczbe atomow w
otoczeniu absorbera branych pod uwage podczas analizy. FEFF zaktada potencjat
typu muffin tin i wprowadza algorytm odpowiedniego dostosowania promieni stref
symetrycznego potencjatu wokot rozpraszajacych atoméw i odpowiedniego natoze-
nia potencjatow pochodzacych od roznych atomow (self consistent potentials) [69].
Potencjal ten byl nastepnie korygowany przez potencjal Hedin-Lundqvist/Quinn.
Zakres obliczanego widma XANES obejmowal réwniez energie nizsze od energii
gtownej krawedzi absorpcji, co pozwalato na obliczenie miejsca wystepowania i
amplitudy struktur odpowiedzialnych za przejscie 1s do stanéw 3d i shybrydy-
zowanych stanéw p z d. Program FEFF nie posiada opcji dopasowywania liczonego
widma XANES do widma eksperymentalnego, stad brak parametrow jakosci dopa-
sowania, a zgodnos¢ ze strukturalnym modelem EXAFS potwierdzano jedynie na
podstawie podobieristwa ksztattow funkcji XANES policzonej i zmierzonej.

3.2.3 Program MXAN

Program MXAN [70] wykorzystano do obliczen, oraz optymalizacji przestrzennych
pozycji atomow w wejSciowym strukturalnym modelu otrzymanym przy dopa-
sowaniu EXAFS tak by teoretyczne widmo XANES jak najlepiej odpowiadato
eksperymentalnemu. Schemat dzialania programu przedstawia rys. 3.5.

Program MXAN wykorzystuje program CONTINUUM [71] do policzenia prze-
kroju czynnego oddziatywania fotonu z elektronem wewnetrznej powloki i, po-
dobnie jak FEFF, oblicza wyrazenie 3.16 z potencjatem muffin-tin |71, 72, 73]
obliczanym przez program VGEN. Promieni sferycznego potencjatu jest wybie-
rany na podstawie kryterium Normana [74]. Potencjal korygujacy odpowiedzialny
za procesy nieelastyczne jest opcjonalny i na potrzeby tej pracy zostal przyjety
jako complex Hedin-Lunqvist [75]. Obliczenia sa przez MXAN wykonywane w
przestrzeni energii bez uzycia algorytmoéw transformaty Fouriera. Obliczona teo-
retycznie funkcja XANES jest nastepnie splatana z funkcja Lorentza po to, by
uwzgledni¢ poszerzenie ze wzgledu na czas zycia stanu wzbudzonego dla absorbu-
jacego atomu (jesli nie zostalo to uwzglednione w potencjale korygujacym), oraz
rozdzielczos¢é eksperymentalna. Kod MINUIT zmienia pozycje atoméw w okres-
lonym przestrzennym zakresie wspolrzednych tak by minimalizowaé¢ funkcje S?
okreslajaca jakos¢ dopasowania:

S w [y — ) e

52 - N n )
> i1 Wi

(3.24)

gdzie N jest liczba niezaleznych parametréow, n liczba punktéw eksperymental-

nego widma, v i vi*? warto$ciami odpowiednio teoretycznego i eksperymental-
dma, yi* i y;
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widmo eksperymentalne pozycje atoméw
| I

MXAN

MINUIT,

zmiana potencjatu
wybrana struktura P !

bez zmiany,

potencjatu VGEN
i ]
[ ]
CONTINUUM
X2

najlepiej dopasowana funkcja XANES

Rysunek 3.5. MXAN - schemat obliczania i dopasowywania teoretycznej funkcji XA-
NES do widma XANES mierzonego eksperymentalnie.

nego XANES, ¢; indywidualnym btedem okreslenia wartosci w eksperymentalnym
widmie a w; statystyczng waga punktu. W analizie danych, ktorej wyniki przed-
stawiono w niniejszej rozprawie, przyjeto wartosc ¢; taka sama dla kazdego punktu
danego widma, oraz wage w;=1.

3.2.4 Poréwnanie programéw EXCURVE FEFF i MXAN
w zastosowaniu do EXAFS i XANES

Wszystkie stosowane do analizy rentgenowskich widm absorpcyjnych programy
korzystaly z podobnych modeli teoretycznych opisujacych potencjal wewnatrz
materiatu jako typu muffin-tin korygowany przez potencjal Hedin-Lunqvist. W
ogo6lnosci programy EXCURVE FEFF i MXAN moga wykorzystywaé inny poten-
cjal korygujacy. Potencjal Hedin-Lunqvist zostal wybrany, poniewaz uzyskano dla
niego najlepsze parametry dopasowania widm programami EXCURVE i MXAN.
Dla przedstawionych wynikéw w niniejszej rozprawie wykorzystano opis fotoelek-
tronu jako fali sferycznej, zaréwno w analizie EXAFS, uzywajac programu EX-
CURVE, jak i XANES, uzywajac FEFF i MXAN. Bylo to bardzo istotne przy
obliczaniu struktury widma w zakresie XANES i pozwalato na lepsze dopasowanie
EXAFS w przypadku materiatéw ztozonych z pierwiastkow lekkich. Tylko w pro-
gramie EXCURVE mozliwe jest potraktowanie fotoelektronu w procesie rozpro-
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szenia jako fali ptaskiej, ale wykorzystano to jedynie w poczatkowej fazie ana-
lizy. Programy FEFF i MXAN ro6znig sie procedura ustalania promieni stref sfe-
rycznego potencjalu wokot atoméw dla potencjalu muffin-tin. Program MXAN
uwzglednia kryterium Normana, [74], natomiast FEFF wykorzystuje metode po-
tencjalow samouzgodnionych (self consistent potentials) [69]. Programy FEFF i
MXAN wprowadzaja poszerzenie w widmie XANES ze wzgledu na czas zycia stanu
wzbudzonego atomu, co jest uwzglednione w potencjale korygujacym. MXAN
oferuje dodatkowo mozliwo$¢ uwglednienia czasu zycia stanu wzbudzonego ab-
sorbujacego atomu w splatanej z XANES funkcji Lorentza. Wykorzystanie funkcji
Lorentza przez MXAN pozwala na wprowadzenie jako jednego z czynnikéw wply-
wajacych na XANES rozdzielczosci eksperymentalnej. Zaréwno EXCURV jak i
MXAN pozwalaja na modyfikacje potozenn atoméw w strukturze materiatu. Pod-
stawa ustalenia struktury czasteczkowej materialéw badanych w niniejszej pracy
byly obliczenia i dopasowania EXAFS wykonane przy pomocy EXCURV. Dopiero
na podstawie tych modeli byty liczone (FEFF, MXAN) i dopasowywane (MXAN)
widma XANES. Podczas obliczania teoretycznego widma XANES zauwazono, ze
zmiana w strukturze wybranego atomu z lekkiego na ciezki jest znacznie bardziej
widoczna w XANES liczonych przez MXAN niz FEFF. By¢ moze, ma to zwigzek z
innag procedura ustalania promieni stref sferycznego potencjatu muffin-tin w oby-
dwu programach. Kod MXAN poprzez parametr jakosci dopasowania ma mozli-
wos¢ okreslenia w jakim stopniu prawdopodobny jest proponowany model, dla-
tego znalazt wicksze zastosowanie w rozwigzaniu postawionych w rozprawie prob-
leméw niz FEFF. Na potrzeby niniejszej rozprawy parametry nieuporzadkowa-
nia strukturalnego byly uwzgledniane jedynie przez EXCURVE, poniewaz maja
istotny wplyw w wysokoenergetycznej czesci widma - EXAFS. W obydwu pro-
gramach liczacych teoretyczna funkcje XANES - FEFF, MXAN, brak mozliwosci
wprowadzenia utamkowej liczby koordynacyjnej w klastrze dla materiatu o niskiej
symetrii.



Rozdziat 4

Analiza danych

Abstrakt

W rozdziale oméwiono przyjete modele strukturalne i strategie ich modyfikacji dla oto-
czenia absorbujacego atomu zelaza, zaré6wno dla badanych proszkéw, jak i roztworow:
bez i z zawarto$cia chlorochininy. Podano sposéb dopasowania parametrow odleglosci
i nieuporzadkowania strukturalnego dla atomoéw i ich grup dla poszczegélnych modeli.
Pokazano graficznie jak wazne dla policzenia teoretycznej funkcji EXAFS jest uwzglednie-
nie wielokrotnych rozproszen w strukturze pierscienia protoporfiryny. Rozpatrzono wktad
do teoretycznej funkeji x (k) rozproszen wielokrotnych ze wzgledu na liczbe rozpraszaja-
cych atomoéw, pod katem zasadnosci wlaczenia do dopasowywanego modelu czedci ato-
moéw nalezacych do struktury tlenowego wiazania mostkowego.

4.1 Strategie przyjete do analizy EXAFS
zwigzkow na bazie protoporfiryny IX

Podstawowsa, jednostka strukturalng wykorzystywana do tworzenia teoretycznego
widma EXAFS, jak réwniez jego dopasowania do eksperymentalnego widma jest
trzon czasteczki FePPIX ztozony z jednego atomu zelaza, czterech atomoéw azotu i
dwudziestu atomow wegla, oraz, dla zwiazkéw o czasteczce dimerowej, dwa atomy
tlenu i dwa atomy wegla, rys. 4.1(a)(b), a dla zwiazkow o czasteczce niedimerowej
jeden atom tlenu, rys. 4.1(c) lub jeden atom chloru albo bromu. Taka jednos-
tka w przypadku proszkowych zwiazkéw mikrokrystalicznych stanowi klaster. W
przypadku roztworéw klastrem jest opisana wyzej jednostka strukturalna z do-
datkowymi atomami, np. czasteczki chlorochininy lub czasteczki rozpuszczalnika.

7, zalozenia w procesie dopasowania zaden z atoméw lub grup atoméw charak-
terystycznych dla uzytej jednostki strukturalnej nie byty usuniete, jezeli nie zostato
to wyraznie zaznaczone. W pierécieniu FePPIX pewne atomy mozemy pogrupowac
ze wzgledu na rodzaj i odlegtos¢ od atomu absorbujacego, a nastepnie stosowaé do
atomow w jednej grupie takie same parametry, jak jednakowa odlegtosé, lub jed-
nakowa zmiana odlegtosci od atomu absorbujacego, czy tez ten sam wspotczynnik
Debya-Wallera. Symetria pierécienia porfirynowego pozwolita na wprowadzenie

36
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Rysunek 4.1. Jednostka strukturalna stanowiaca model do obliczen teoretycznych i
dopasowan dla czasteczek dimerowych (a)(b), oraz dla czasteczek zlozonych z poje-
dynczej FePPIX (c¢). W jednostce strukturalnej czasteczek ztozonych z pojedynczej FeP-
PIX znajdujacy sie poza plaszczyzna FePPIX atom tlenu moze by¢ zastapiony atomem
chloru lub atomem bromu. Oznaczono atomy wegla pierscienia FePPIX nalezace do grup
Ca, Cheso 1 Cg (b). Dla pierscienia FePPIX jednostki strukturalnej monomeréw oz-
naczenia wegli pozostaja takie same.



38 ROZDZIAL 4. ANALIZA DANYCH

tego typu metody dopasowania teoretycznych funkcji EXAFS do widma ekspe-
rymentalnego. Taka procedura umozliwita zmniejszenie liczby skorelowanych pa-
rametréow w procesie dopasowania. W kolejnych etapach analizy widm przyjeto
pewne strategie dopasowania parametréw poszczegdlnych atoméw lub grup ato-
mow.

4.1.1 Materialy proszkowe

Przyjeto pie¢ podstawowych strategii w analizie materialow proszkowych. Zwykle
stosowane byly jedna po drugiej i w kolejnej wykorzystywano jako model wejs-
ciowy strukture okreslona przez strategie poprzednia, ze wzgledu na zwiekszajaca
sie liczbe parametrow dopasowania, ale nie bylo to reguta. Strategie w zaleznosci
od strukturalnego modelu podlegaly pewnym modyfikacjom.

Rozréznienie pomiedzy piecioma etapami dopasowania dla proszkowych
materialow mikrokrystalicznych zostalo wprowadzone, przede wszys-
tkim, dla zbadania wplywu zmiany okreslonych parametréw na dopa-
sowywana funkcje y(k). Pozwolilo to na wypracowanie optymalnej stra-
tegii dopasowania widm EXAFS dla tego typu zwiazkéw, jak réwniez
ich roztworoéw.

Rysunek 4.2. Strategia dopasowania pierwsza. Atomy podzielono na nastepujace
grupy, ktérych parametry dopasowywano: grupa czterech atoméw azotu - oznaczona
na niebiesko, grupa osmiu atoméw wegla typu (C,) - kolor zielony, grupa czterech
atomoéw wegla (Cpneso) - kolor rézowy, oraz grupa o$miu atomoéw wegla (Cg ) - kolor
brazowy. Pozaplaszczyznowy atom tlenu najblizszy do centralnego atomu zelaza, zaz-
naczony kolorem fioletowym (b), sam jeden stanowi w tej strategii grupe. Pozostale
pozaplaszczyznowe atomy w trakcie procedury dopasowania nie zmienialy swoich pozy-
Cji.

Strategia pierwsza, rys. 4.2(a)(b) polegata na dopasowaniu jednakowych od-
legtosci od atomu absorbujacego Fe i jednakowych wspotczynnikéw Debye-Wallera
dla atomow z nastepujacych grup: grupa czterech atoméw azotu (na rysunku oz-
naczonych na niebiesko), grupa o$miu atoméw wegla (C,, na rysunku oznaczo-
nych na zielono), grupa czterech atomow wegla (C,,cs0, na rysunku oznaczonych
kolorem rézowym),oraz grupa osmiu atoméw wegla (Cg na rysunku oznaczonych
kolorem brazowym). Dopasowywano takze parametry dla pozaptaszczyznowego
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atomu tlenu oznaczonego na rys. 4.2(b) kolorem fioletowym. Atomy poruszaly
sie niezaleznie od siebie, ale w obszarze pierécienia FePPIX byly na nie natozone
pewne wiezy tak, by przyjete potozenia nie odbiegaly od potozen znajdowanych w
literaturze w tego typu zwiazkach. Atomy pozapierscieniowe oprocz osiowego tlenu
(dwa atomy wegla i atom tlenu, rys. 4.2(b)), ktérych odlegtosci nie bylty dopa-
sowywane pozostaja w pozycjach okreslonych przez badania krystalograficzne i ze
wzgledu na mniejszy wktad zostaly wlaczone do procedury dopasowania w kole-
jnych krokach.

Strategia druga polegata na zmianie pozycji atoméw w tzw. plaszczyznie piers-
cienia FePPIX. Okreslenie to jest nie do korica Sciste, gdyz atomy pierscienia
porfirynowego nie leza na jednej plaszczyznie. Mozna wiec okresli¢, ze strategia
polegala na zmianie pozycji atoméw w grupach wokoét ptaszezyzny pierécienia. Do
kazdej z czterech wyodrebnionych grup atomoéw pierscienia FePPIX| ktore byty
przemieszczane, naleza: jeden atom azotu oraz pie¢ atomow wegla, tak jak to
zaznaczono na rys. 4.3, czyli jeden pierscienn pirolowy i jeden mostek metinowy.
Potozenia atoméw w grupie sa sztywne, co oznacza, ze na state ustalone sa ich
wzajemne pozycje. Parametrami dopasowywanymi byty: odlegtosé atomoéw azotu
od centralnego absorbera (dla wszystkich czterech ta sama w zalozeniach tego
modelu), oraz katy ¢ i 6 w tréjwymiarowym uktadzie dla kazdego z atomow azotu
oddzielnie. Pozostate atomy lub atom (dla zwiazkéw o czasteczce niedimerowej)
zachowywaly pozycje, badz to z wejéciowego modelu krystalograficznego, badz
pochodzgce z dopasowania EXAFS wedtug strategii pierwszej. W obrebie piers-
cienia porfirynowego dla wiekszosci modeli obowigzywalty wiezy, co powodowato ze
m.in. dlugo$¢ wigzania pomiedzy dwoma bliskimi atomami wegla z dwoch réznych
grup nie przekracza ustalonych wartosci.

Rysunek 4.3. Strategia dopasowania druga. Atomy pierscienia porfirynowego
podzielono na cztery grupy. Kazda z nich zawiera po pierscieniu pirolowym (cztery atomy
wegla plus atom azotu) oraz po atomie wegla taczacym pierscienn pirolowy danej grupy
z pierscieniem grupy sasiedniej. Wiazania oznaczone bordowym kolorem oznaczaja jed-
nakowe wartosci parametréw odleglosci dla kazdego atomu azotu od centralnego absor-
bera. Strzatki przy atomach azotu wskazuja na zmiane ich potozenia o katy ¢ i 0 w
uktadzie radialnym.
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Strategia trzecia, rys. 4.4(a)(b), pozwala na zmiane pozycji pozapierscieniowych
atomow lub atomu. W przypadku struktury dimerowej atomy pozapierscieniowe
stanowia jedna grupe rys. 4.4(b), w ktorej polozenia wzajemne atomow sa Sciste
okreslone i nie podlegaja zmianie w czasie procesu dopasowania. Parametrami
dopasowania w tej strategii sa zatem odleglo$¢ oraz katy ¢ i 6 najblizszego do
centralnego zelaza atomu osiowego tlenu. Sprawdzeniu ulega takze pozycja samego
centralnego atomu zelaza. Dopasowywana jest tez wspolna odlegtos¢ od absorbera
dla azotéow przy czym wzgledne potozenia atoméw w wyrdznionych, tak jak w
modelu drugim, grupach w obrebie pierscienia zostaja zachowane.

Rysunek 4.4. Strategia dopasowania trzecia. Tak jak w strategii drugiej atomy piers-
cienia FePPIX podzielono na cztery grupy. Kazda z nich zawiera po pierscieniu pirolowym
(cztery atomy wegla plus atom azotu), oraz po atomie wegla, laczacym pierscien
pirolowy danej grupy z pierscieniem grupy sasiedniej (a). Grupe stanowia takze wszys-
tkie atomy pozapierscieniowe (b). Wiazania oznaczone kolorem bordowym oznaczaja te
samag odleglo$é od zelaza dla czterech atoméw azotu. Miniaturowe osie uktadu na atomie
zelaza wskazuja na odchylenie jego potozenia od centrum przyjetego uktadu. Strzatki na
atomie tlenu i wiazanie z atomem zelaza oznaczone kolorem jasnoniebieskim wskazuja
na zmiany odlegtosci od absorbera, oraz zmiane katow ¢ i 6 dla tego osiowego atomu.

Strategia czwarta rys. 4.5 jest zmodyfikowana strategia trzecia pozwalajaca na
wprowadzenie asymetrii w strukturze pierscienia FePPIX poprzez zréznicowanie
odleglosci czterech atomow azotu. Jednakze nie jest tu juz brany jako parametr
dopasowania zaden z katow dla pozycji jakiegokolwiek z atoméw, ani odchylenie
z ustalonego potozenia absorbujacego atomu zelaza. Atomy tak jak w modelu
strategii trzeciej pozostaja podzielone na takie same grupy, a potozenia wzajemne
atomow w grupie pozostaja bez zmian w czasie procedury dopasowania.

Strategia piata znosi sztywne wzgledne pozycje atoméw w okreslonych grupach.
Odrebnie dopasowywany jest parametr odleglosci od absorbera kazdego atomu
pozapierscieniowego a w ramach pierscienia kazdego atomu azotu. W grupie wegli
utworzonych zostaje pie¢ podgrup, w ktorych atomy dopasowywane sg z ta sama
wartoscig parametru odlegtosci od atomu zelaza. S to cztery grupy zlozone z
czterech atomow wegla: po dwa atomy wegla w podobnej odlegtosci od atomu ze-
laza z pierscieni pirolowych usytuowanych naprzeciw siebie. Grupe piata stanowia
cztery atomy wegla typu C,,.s, aczace sasiednie grupy pirolowe. Sposéb potaczenia
w podgrupy pozwala na sprawdzenie prawdopodobienstwa zaistnienia okreslonych
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Rysunek 4.5. Strategia dopasowania czwarta. Tak jak w strategii drugiej atomy piers-
cienia porfirynowego podzielono na cztery grupy. Kazda z nich zawiera po pierscieniu
pirolowym (cztery atomy wegla plus atom azotu), oraz po atomie wegla taczacym piers-
cieni pirolowy danej grupy z pierscieniem grupy sasiedniej (a). Grupe stanowia takze
wszystkie atomy pozapier§cieniowe (b). Wiazania dla atoméw azotu oznaczone réznymi
kolorami wskazuja na niezalezne dopasowywanie ich odlegloéci od centralnego zelaza.
Jasno niebieski kolor wiazania (b) wskazuje na zmiane odlegtosci osiowego tlenu od cen-
tralnego atomu.

asymetrii pierécienia FePPIX. Jedna z propozycji takiej asymetrii przedstawiona
zostata na rys. 4.6 za pomocay strzalek. Atomy nalezace do jednej podgrupy zaz-
naczono tym samym kolorem.

Rysunek 4.6. Wersja piatej strategii dopasowania. Kolorami rézowym, zottym,
zielonym i jasnoniebieskim oznaczono atomy wegla w takich samych odlegtosciach od
centralnego zelaza z naprzeciw siebie lezacych pierécieni pirolowych. Stanowia one cztery
grupy. Grupe piata tworza pierscieniowe wegle typu Cj,eso 0Oznaczone kolorem szarym.
Strzatki wskazuja na kierunek odchylenia polozenn atoméw w stosunku do potozern w
wejsciowym modelu.

Podobnie jak w strategii pierwszej czynniki Debya-Wallera w pozostatych stra-
tegiach dopasowania, zaréwno w grupie atoméw pierécieniowych jak i pozapiers-



42 ROZDZIAL 4. ANALIZA DANYCH

cieniowych, przyjeto za jednakowe dla atomoéw tego samego rodzaju znajdujacych
sie w podobnej odlegtosci od atomu absorbujacego.

Wszystkie proponowane w niniejszej pracy strategie zostaly zastosowane przy
dopasowaniach EXAFS w przestrzeni wektora falowego. W celach pogladowych
zaréwno widmo eksperymentalne jak i teoretycznie wyliczone na podstawie struk-
turalnego modelu byty transformowane do przestrzeni odlegtosci z centrum na
atomie absorbujacym. Na przyktadzie widma meso-hematyny za pomoca wartosci
parametrow jakosci dopasowania R oraz FI, a takze graficznie, pokazano dlaczego
przy dopasowaniach struktury zawierajacej pierscieri porfirynowy tak wazne jest
branie pod uwage rozproszen wielokrotnych. Za pomoca parametréow jakosci dopa-
sowania zostanie tez pokazane dlaczego w analizie uwzgledniono wielokrotne roz-
praszania na dwoch do czterech atomach. Jako przyklad postuzyta teoretyczna
funkcja dopasowana do eksperymentalnego widma EXAFS meso-hematyny po za-
stosowaniu strategii piatej i jej modyfikacje. W dopasowaniu wedlug tej strategii
uwzgledniono rozpraszanie wielokrotne na dwoch do czterech atomach, przy czym
zalozono, zZe sa to co najwyzej trzy rozne atomy - czyli wszystkie rodzaje atomow
rozpraszajacych w klastrze dla meso-hematyny. Na rys. 4.7 pokazano eksperymen-
talng funkcje x(k) dla meso-hematyny wraz z dopasowana teoretyczna funkcja
EXAFS, oraz teoretyczna funkcjg EXAFS policzona w oparciu o identyczny model
strukturalny, ale bez uwzglednienia jakichkolwiek rozproszen wielokrotnych. Cal-
kowite usuniecie rozproszen wielokrotnych podnosi wartos¢ jakosci dopasowania
R az o 41 procent jego wartosci. Wartos¢ FI wzrasta w tym przypadku o 0.00013.
Réznice pomiedzy funkcja teoretyczng EXAFS z i bez rozproszenn wielokrotnych
sg widoczne w calej przestrzeni wektora falowego k, a w szczegdlnosci w zakresie
od 3.3A~1 do 6A~'. Natomiast w przestrzeni transformaty Fouriera funkeji EX-
AFS w zakresie powyzej 2.5A. Brak wkladu od wielokrotnych rozproszen podnosi
amplitude transformaty teoretycznej funkeji x(k) dla jej drugiego piku (w zakresie
okoto 2.8—3.2A) i uniemozliwia odtworzenie ksztaltu transformaty eksperymental-
nej funkeji EXAFS w zakresie 3.4-4A. W niewielkim stopniu daje sie tez zauwazy¢
roznice w amplitudach obu teoretycznych funkeji dla pierwszej strefy 2-2.2A. Tak
duze zmiany powodowane przez wkiad od wielokrotnych rozproszen nie pozwalaja
na ich pominiecie dla poprawnej interpretacji i analizy widm EXAFS zwiazkéw o
strukturze PPIX.

W kolejnym kroku dokonano pordéwnania dopasowanej teoretycznej funkcji
x (k) i funkeji obliczonej na podstawie tej samej jednostki strukturalnej, ale po zre-
dukowaniu rozproszen wielokrotnych do rozproszen na co najwyzej trzech atomach.
Obliczone funkcje zestawiono z eksperymentalnym widmem dla meso-hematyny na
rys. 4.8. Ograniczenie rozpraszania wielokrotnego zwieksza wartosci jakosci dopa-
sowania R o 1.4 a FI o0 0.00002. Réznice obu teoretycznych funkeji EXAFS sag wi-
doczne w przestrzeni wektora falowego w zakresie 3.3A~! do 6A~! oraz 7.0-8.0A !
a dla ich transformat w zakresie powyzej 3.0A. Ograniczenie liczby wielokrot-
nego rozproszenia powoduje gorsze odtworzenie ksztaltu transformaty Fouriera
cksperymentalnego EXAFS w zakresie 3.5-4.0A, weiaz jednak zachowujac charak-
terystyczne dwa maksima.

Nastepnie poréwnano ksztalt i jakos¢ dopasowania dla dopasowanej teorety-
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Rysunek 4.7. Widmo eksperymentalne EXAFS dla meso-hematyny, wraz z dwoma teo-
retycznymi funkcjami y (k) obliczonymi na podstawie tej samej jednostki strukturalnej
zdefiniowanej dla zwiazkéw o molekule ztozonej z dwoch pierécieni protoporfiryny IX.
Dla teoretycznej funkcji EXAFS oznaczonej T j.s. wzieto pod uwage wielokrotne rozpro-
szenia do rozproszen czterokrotnych - T j.s. Przy obliczaniu teoretycznej funkcji EXAFS
oznaczonej T-ms j.s. rozproszenia wielokrotne nie zostaly wziete pod uwage. Ponizej
transformata Fouriera widma eksperymentalnego i dwoch poréwnywanych funkcji. W
rozpatrywanym klastrze rozpraszania wielokrotne maja wplyw juz na pierwsza strefe,
czyli moga modyfikowaé¢ informacje o potozeniach czy czynnikach Deby’a-Wallera atomu
tlenu i czterech atoméw azotu.

cznej funkeji y (k) obliczonej na podstawie jednostki strukturalnej dla czasteczki
dimerowej i teoretycznej funkcji obliczonej na podstawie tej jednostki po usunie-
ciu atomow pozapierscieniowych oprocz tlenu osiowego, rys. 4.9. Wartosci jakosci
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Rysunek 4.8. Widmo eksperymentalne EXAFS dla meso-hematyny wraz z dwoma teo-
retycznymi funkcjami EXAFS obliczonymi na postawie tej samej jednostki strukturalne;
zdefiniowanej dla zwigzkéw o molekule ztozonej z dwoch pierscieni protoporfiryny IX. Do
policzenia teoretycznej funkcji EXAFS oznaczonej T j.s. wzieto pod uwage wielokrotne
rozproszenia do rozproszen czterokrotnych. Dla policzenia drugiej oznaczonej jako T-
at4 j.s. wzieto pod uwage rozproszenia wielokrotne do rozproszen trzykrotnych. Ponizej
transformata Fouriera widma eksperymentalnego i dwoch poréwnywanych funkcji. Ocena
rozktadu radialnego pozwala na wniosek, ze uwzglednienie rozproszen czterokrotnych
pozwala na doktadniejsze odtworzenie transformaty eksperymentalnego widma EXAFS
w zakresie od 3.5A do 4A.

dopasowania R wzrasta o 1.35 po usunieciu dwoch pozapierscieniowych atomow
wegla i tlenu. Wartoséci FI wzrasta o 0.00001. Niewielkie Roznice teoretycznych
funkcji EXAFS zaobserwowano w caltej przestrzeni wektora falowego, natomiast
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dla transformat Fouriera w zakresie od 3.0A. W szczegolnosci transformata funkcji
x(k) policzona dla zredukowanego strukturalnego modelu nie odtwarza dwoch
maksimow w zakresie 3.5-4.0A - widoczne jest tylko jedno.

Do poprawnej interpretacji widma niezbedne jest przede wszystkim wziecie pod
uwage wielokrotnych rozproszen. Ze wzgledu na porownywalna réznice dla jakosci
dopasowania dwu teoretycznych funkcji EXAFS: policzonej przy zredukowanej
atomowej strukturze modelu i przy ograniczeniu do rozproszen wielokrotnych
na co najwyzej trzech atomach, dopasowywano funkcje x(k) przy uwzglednieniu
wielokrotnych rozproszen na dwoch do czterech atomach.
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Rysunek 4.9. Widmo eksperymentalne EXAFS meso-hematyny wraz z dwoma teo-
retycznymi funkcjami x(k). Jedna z nich, oznaczona jako T j.s. obliczono na postawie
jednostki strukturalnej zdefiniowanej dla zwiazkéw o molekule ztozonej z dwdch piers-
cieni protoporfiryny IX. Teoretyczna funkcja EXAFS oznaczona jako T-CCO j.s. zostata
policzona na podstawie modelu molekuly ztozonej z dwoch pierécieni protoporfiryny IX
zredukowanego o dwa pozaplaszczyznowe wegle i jeden pozaptaszczyznowy tlen - tak jak
to ma miejsce w jednostce strukturalnej zwiazku o czasteczce zbudowanej z pojedynczego
pierscienia PPIX. Dolny rysunek przedstawia transformate Fouriera wszystkich trzech
funkcji. W rozktadzie radialnym najwicksze réznice pomiedzy obiema funkcjami teorety-
cznymi sa w zakresie 3.5-4.0A, oraz w 3-3.1A, gdzie wida¢ spadek amplitudy dla funkcji
o okrojonym modelu.
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4.1.2 Roztwory

Widma roztworéw byly dopasowywane z takimi samymi zalozeniami jak widma
materiatow proszkowych. Uwzgledniono wktad od wielokrotnego rozpraszania na
dwoch do czterech atomach. Zakres wartosci wektora falowego, w ktorym anali-
zowano widma roztworéw, zostal skrocony do 13A~! dla meso-hematyny w kwasie
octowym i do 12A~1 i 13A~! dla meso-hematyny w dimetylosulfotlenku, co wply-
neto na zmniejszenie doktadnosci okreslenia parametrow odlegtosci dla atoméw lub
ich grup. W szczegolnosci dotyczy to odlegtosci dla atomoéw tego samego rodzaju i
tak samo oddalonych od absorbujacego atomu zelaza, jak np. cztery atomy azotu.
W transformacie Fouriera ograniczonej do zakresu 12-13A~" funkcji y(k) rozt-
wordw, jak tez proszkowej meso-hematyny brak charakterystycznych dwoch mak-
simow w zakresie 3.5-4.0A. Nie swiadczy to o braku pozapierscieniowych atomow
wiazania mostka tlenowego, lecz o wiekszej niepewnosci okreslenia ich pozycji.
To czy pozapierscieniowe dwa atomy wegla i jeden atomu tlenu powinny, lub
nie powinny by¢ uwzglednione w proponowanym strukturalnym modelu oceniano
na podstawie parametru nieuporzadkowania tlenu osiowego. W pierwszym etapie
dopasowania funkcji x(k) dla roztworow przyjeto strategie taka sama jak opisana
w poprzednim podrozdziale strategia pierwsza dla materialéw proszkowych. Dla
roztworow kwasu octowego dopasowanie wykonano w oparciu o model jednos-
tki strukturalnej czasteczki niedimerowej. Natomiast dla roztworéw dimetylosulfo-
tlenku stosowano model czasteczki ztozonej z dwoch pierscieni FePPIX. Poniewaz
zastosowane w etapie pierwszym dopasowania modele jednostek strukturalnych
okazaly sie niewystarczajace do dobrego dopasowania wiekszosci rozpatrywanych
funkeji x(k) modyfikowano modele strukturalne. Etap drugi dopasowania pole-
gal na dodaniu w okreslonym potozeniu wzgledem absorbujacego atomu zelaza
atomow tlenu, wegla i azotu do strukturalnego modelu, oraz dopasowania ich od-
legtosci od absorbera, czynnikow Debya-Wallera, oraz liczby koordynacyjne;j.

4.2 Strategia przyjeta do analizy XANES
zwigzkow na bazie protoporfiryny IX

Strategia dopasowania dla XANES, rys. 4.10, polegalta na dopasowaniu parametru
odlegtosci dla kazdego atomu azotu w pierscieniu PPIX, oraz atomu osiowego tlenu
i ewentualnie dodatkowego lub dodatkowych atoméw spoza uwzglednianej jed-
nostki strukturalnej. Kazdy z atoméw azotu nalezal do grupy atomoéw pierécienia
pirolowego i jednego z atoméw wegli typu C,,.s, - mostka metinowego co pokazano
na rys. 4.10(a). Atom tlenu osiowego jednostki potaczono w grupe z pozostatymi
atomami tworzacymi strukture wiazania mostka tlenowego, rys. 4.10(b), w przy-
padku rozpatrywanej jednostki strukturalnej dla dimeru. Atomy, ktére dodano do
modelu jednostki strukturalnej byty traktowane jako oddzielne - nie sortowano
je w grupy ani nie dotaczano do grup jednostki strukturalnej. Atomy w grupach
zachowywaty te same pozycje wzgledem siebie. W odréznieniu od parametrow EX-
AFS dla XANES nie uwzgledniano nieuporzadkowania strukturalnego, traktujac
badany material jako material ztozony z identycznych czasteczek. Uzywane pro-
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gramy (FEFF, MXAN) nie pozwalaly rowniez na uwzglednienie utamkowej liczby
koordynacyjnej dla atoméw w rozpatrywanym modelu.

Rysunek 4.10. Strategia dopasowania XANES przy uwzglednieniu modelu jednostki
strukturalnej. Atomy pierécienia porfirynowego podzielono na cztery grupy. Kazda z nich
zawierala po pierscieniu pirolowym (cztery atomy wegla plus atom azotu), oraz po atomie
wegla taczacym pierscien pirolowy danej grupy z pierscieniem grupy sasiedniej (a). Grupe
stanowily takze wszystkie atomy pozapierscieniowe (b), lub jeden osiowy atom tlenu dla
modelu jednostki strukturalnej czasteczki o pojedynczym pierscieniu PPIX (c¢). Wiazania
dla atoméw azotu oznaczone réznymi kolorami wskazuja na niezalezne dopasowywanie
ich parametréw odlegtosci. Jasno niebieski kolor wiazania (b)(c) wskazuje na zmiane
odleglosci osiowego atomu tlenu od absorbera.



Rozdziat 5

Wyniki oraz dyskusja

Abstrakt

Rozdzial poswiecono omoéwieniu wynikéow analizy eksperymentalnych widm EXAFS i
XANES uzyskanych dla potencjalnego substytutu hemozoiny - rozpuszczalnej meso-
hematyny, oraz alaninowej pochodnej PPIX, bedacej poétproduktem potencjalnego kandy-
data na fotouczulacz w terapii i diagnostyce nowotworéw. Oba zwiazki badano w postaci
mikrokrystalicznego proszku. Przeprowadzono réwniez pomiary i analize widm XAFS
meso-hematyny rozpuszczonej w dimetylosulfotlenku - DMSO, oraz kwasie octowym bez
i z dodatkiem wody. Powyzsze roztwory zostaly takze przebadane po dodaniu anty-
malarycznego leku - chlorochininy. Stwierdzono, ze meso-hematyna jako proszek ma
strukture podobna do B-hematyny, a zatem tak jak i ta ostatnia moze by¢ wykorzysty-
wana w testowaniu nowych lekarstw. W kwasie octowym dimerowa czasteczka meso-
hematyny ulega najprawdopodobniej rozktadowi na czasteczki o pojedynczej FePPIX i
nie stwierdzono obecnosci dodatkowych atoméw mogacych nalezeé¢ do czasteczki chloro-
chininy w odleglosci do 3.5A od absorbujacego atomu zelaza. W roztworze dimetylosul-
fotlenku czasteczka meso-hematyny pozostaje czasteczka dimerows a lokalne otoczenie
zelaza ulega zmianie po dodaniu chlorochininy. W strukturze alaninowej pochodnej PPIX
okreslono miejsce wiazania dwoch atoméw ciezkich: zelaza i bromu.

5.1 Struktura substytutu pigmentu malarii jako
zwiazku mikrokrystalicznego

Meso-hematyna jest, jak juz zostato oméwione w Rozdziale 2, laboratoryjnie wyt-
worzonym substytutem hemozoiny o strukturze okreslonej w oparciu o niepub-
likowane dotychczas (D.S. Bohle) dane krystalograficzne. Budowa jej dimerowej,
czyli ztozonej z dwoch czasteczek FePPIX, molekuty zostata przedstawiona na
rys. 2.3. W zamysle mialaby ona zastapi¢ ekstrahowana z zarazonych pasozytem
malarii erytrocytow hemozoine w przeprowadzanych badaniach laboratoryjnych.
Proces ekstrakeji tego naturalnego produktu pasozyta jest drogi i nie kazde labora-
torium chemiczne pracujace nad znalezieniem skutecznego antymalarycznego leku
posiada odpowiednia licencje na przechowywanie i prace nad zainfekowanymi ery-
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trocytami. Meso-hematyna byltaby ponadto lepszym substytutem niz S-hematyna
- zwiazek o rowniez dimerowej budowie czasteczki (rys. 2.2), gdyz jest od niej
znacznie lepiej rozpuszczalna w rozpuszczalnikach organicznych. W czasteczce
zarowno (-hematyny jak i hemozoiny pierscienie FePPIX tacza sie ze soba za
pomoca tzw. mostkéow tlenowych, gdzie atom tlenu pochodzacy z grupy propy-
lowej jednej molekuly protoporfiryny IX wigze sie z atomem zelaza sgsiedniego
pierscienia.

W przedstawionym rozdziale oméwiono rezultaty analizy widm absorp-
cyjnej spektroskopii rentgenowskiej na mikrokrystalicznej probce meso-
hematyny. Otrzymane wyniki poré6wnano do wynikéw uzyskanych dla
mikrokrystalicznej probki f-hematyny, oraz hematyny - zwigzku o czgs-
teczce zlozonej z pojedynczej molekuly ferriprotoporfiryny FePPIX,
scharakteryzowanych ta sama technika. Eksperymentalne widma EX-
AFS i XANES przedstawione w tym rozdziale uzyskano na prébkach
w postaci proszku. Dodatkowo przedstawiono rezultaty analizy EXAFS
dla meso-heminy.

Absorpcyjna spektroskopia rentgenowska EXAFS jest w stanie okresli¢ jedynie
lokalne otoczenie pierwiastka, ktorego absorpcyjng krawedz mierzono. Struktura
dimerowej czasteczki zostala wiec z koniecznosci ograniczona do jednej molekuty
ferriprotoporfirynowej FePPIX, a raczej jej trzonu z centralnym absorbujacym
atomem zelaza bez grup propylowych, oraz do czesci grupy propylowej sasiadu-
jacej molekuty FePPIX, ktora tworzy mostek tlenowy pomiedzy dwoma pierécieni-
ami (rys. 4.1). Jako dane wejsciowe polozen atomoéw do analizy EXAFS, zaréwno
[-hematyny jak i mesohematyny, wykorzystano dane krystalograficzne uzyskane
bezposrednio od zespotu (grupa D.S. Bohle’a), ktory przeprowadzil eksperyment
i jest jednocze$nie zespotem syntezujacym dimerowe zwigzki. Dla [-hematyny
dane te byly wezesniej opublikowane [37] i stanowily podstawe do okreslenia jej
strukturalnej budowy jako zwiazku o czasteczce dimerowej, natomiast dla meso-
hematyny nie byly szerzej udostepnione. Odlegto$ci od centralnego atomu ze-
laza, a w przeprowadzonym pomiarze absorpcji rentgenowskiej - atomu absorbu-
jacego, do wszystkich pozostatych atoméw w promieniu nie wiekszym niz 4.4A
zostaly umieszczone w tab. 5.1. Odlegtosci pomiedzy atomami zostaly przedsta-
wione z taka doktadnoscia jak w konwencji przyjetej dla plikow .PDB (pochodza-
cych z bazy Protein Data Bank), gdzie podaje sie wyznaczone krystalograficznie
potozenia poszczegdlnych atomow dla struktur czasteczkowych ztozonych molekut.
Rzeczywista niepewnosé okreslenia tych parametréw poprzez pomiar, oraz analize
danych eksperymentalnych nie jest autorowi niniejszej rozprawy znana. Ze wzgledu
na to, ze nie dysponowano danymi badan krystalograficznych wykonanych na
posiadanych mikrokrystalicznych probkach o czasteczce ztozonej z pojedynczego
pierécienia protoporfiryny IX - hematyna, meso-hemina, jako wej$ciowymi danymi
potozeniowymi atomoéw w analizie EXAFS tych zwiazkéw postuzono sie pozycjami
atomoéw wyznaczonymi z danych krystalograficznych dla czasteczki 3-hematyny,
odrzucajac jednakze pozapierscieniowe dwa atomy wegla i jeden atom tlenu, oraz
zamieniajac najblizszy do atomu zelaza atomu tlenu atomem chloru dla meso-
heminy.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze w tab. 5.1 poszczegbdlne atomy w strukturze -
hematyny nie odpowiadaja symetrycznym pozycjom w strukturze meso-hematyny
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[-hematyna meso-hematyna
atom r(atom-Fe) atom r(atom-Fe)
O p.p 1.893 Opp 1.664

N 2.046 N 2.046
N 2.054 N 2.055
N 2.066 N 2.067
N 2.079 N 2.080
C 3.056 C p-p- 2.948
C 3.074 C 3.056
C 3.076 C 3.074
C 3.080 C 3.076
C 3.101 C 3.080
C 3.106 C 3.100
Cpp 3.110 C 3.107
C 3.118 C 3.118
C 3.120 C 3.119
C 3.439 C 3.439
C 3.458 C 3.459
C 3.462 C 3.461
C 3.467 C 3.467
Cpp 3.733 Opp 3.834
C p.p.n.c. 3.806 C p.p. 3.849
O p.p 4.055 C p.p-n.c. 4.083
C 4.281 C p.p-n.c. 4.093
C 4.288 C p.p-n.c. 4.180
C 4.291 C p.p-n.c. 4.251
C 4.302 C 4.281
C 4.304 C 4.289
C 4.332 C 4.291
C 4.340 C 4.302
C p.p.n.c. 4.342 C 4.304
C 4.363 C 4.331
C 4.340

C 4.363

Tabela 5.1. Zestawienie odlegtosci atoméw czasteczek (-hematyny i meso-hematyny
od absorbujacego atomu zelaza w promieniu do 4.4A od atomu zelaza, okreslonych przy
pomocy badan krystalograficznych (8-hematyna - [37], mesohematyna - niepublikowane
dane D.S.Bohle). Oznaczenie p.p. wskazuje na atom znajdujacy sie poza plaszczyzna
pierscienia protoporfiryny IX i bedacy sktadowa wiazania mostka tlenowego. Oznaczenie
p.p.n.c. wskazuje na atom znajdujacy sie poza plaszczyzna pierscienia protoporfiryny IX
i nienalezacy do struktury dimeru, do ktorej naleza wszystkie pozostate atomy.

a przedstawione sa w kolejnosci rosnacej odlegtosci od centralnego absorbujacego
atomu zelaza. Daje sie zaobserwowaé nastepujace prawidtowosci: zaréwno pierwsza
(cztery atomy azotu), druga (osiem atomow wegla), trzecia (cztery atomy wegla)
jak i czwarta strefa o$miu wegli w pierécieniu jest niemal identycznie odlegta od
atomu Fe dla struktur obu zwiazkow ($rednie odleglosci w tych strefach sa takie
same dla obydwu struktur i wynosza dla stref odpowiednio: 2.06A, 3.09A, 3.46A
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4.31A). Istnieje natomiast réznica w odleglosciach dla wszystkich atoméw wigzania
mostka tlenowego w tzw. plaszczyznie osiowej (lub inaczej to okreslajac dla ato-
méw wigzania mostka tlenowego spoza plaszczyzny pierscienia ferriprotoporfiryny
IX oznaczonych w tab. 5.1 skrotem p.p.). Pozaplaszczyznowy atom tlenu wiazania
mostkowego polozony najblizej do atomu zelaza jest od niego w odlegltosci 1.66A
dla meso-hematyny, podczas gdy dla S-hematyny ta odlegltosé wynosi juz 1.89A.
Kolejne z wigzania mostka pozaptaszczyznowe pierwszy wegiel i drugi tlen sa blizej
absorbera w strukturze meso-hematyny niz S-hematyny o odpowiednio: 0.16A i
0.22A, a drugi pod wzgledem oddalenia od atomu Fe wegiel jest w strukturze
meso-hematyny dalej o 0.12A. Wedtug danych krystalograficznych wérod atomow
oddalonych o mniej niz 4.4A dla struktury meso-hematyny znajduja sie cztery
dodatkowe atomy wegla, z dwoch odrebnych czasteczkowych dimeréw, blizej cen-
tralnego Fe niz atomy wegla z czwartej strefy pierScienia. Atomy te oznaczono
w tab. 5.1 jako p.p.n.c i sa one umieszczone w odleglosdciach: 4.083A, 4.093A,
4.180A, 4.251A od centralnego absorbera, rys. 5.1. Dla struktury -hematyny ist-
nieja dwa takie atomy wegla w odleglodciach 3.806A i 4.342A, takze z dwoch
innych czasteczkowych dimeréw, co pokazano na rys. 5.2.

Rysunek 5.1. Wieloczasteczkowa struktura budowy meso-hematyny z wyréznieniem
atoméw znajdujacych sie w odleglosci mniejszej niz 4.4A, czyli atoméw pierscienia FeP-
PIX, atom6w mostka tlenowego, trzech atomow wegla (1 2 3) dimeru sasiedniego i jed-
nego atomu wegla (4) kolejnego dimeru sasiadujacego na tle komorki elementarnej o
wyrdznionym poczatku i osiach a i b.

Atomy pozaptaszczyznowe nienalezace do wiazania mostka tlenowego nie zos-
taty uwzglednione w wejsciowych danych strukturalnych wykorzystywanych przy
dopasowaniu funkcji EXAFS z dwoch powodoéw. Po pierwsze nie nalezg one do
struktury dimerowej danej czasteczki tylko do sasiadujacych dimerow, ktorych
potozenie w przestrzeni najlepiej wyznaczaja ich atomy zelaza. Tymczasem naj-
blizszy atom zelaza od wybranego zelazowego absorbera dla struktury zwiazku
meso-hematyny znajduje sie w odlegtosci 6.37A a dla struktury -hematyny 7.86A,
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Rysunek 5.2. Wieloczasteczkowa struktura budowy (-hematyny z wyréznieniem ato-
méw znajdujacych sie w odleglosci mniejszej niz 4.4A czyli atoméw pierscienia FePPIX,
atomow mostka tlenowego i po jednym atomie wegla (1 2) z dwoch sasiednich dimero-
wych czasteczek na tle komorki elementarnej o wyréznionych osiach b i ¢, oraz osig a
skierowana do czytelnika.

co przedstawiono odpowiednio na rys. 5.3 i rys. 5.4. Czutos$¢ analizy EXAFS dla
tych odleglo$ci w analizowanym typie uktadu atoméw jest niewystarczajaca. Nie
mozna zatem stwierdzi¢ za pomoca metody rentgenowskiej absorpcji czy czasteczki
dimer6éw sa przesuniete wzgledem siebie w taki sposob, ze nalezaloby uwzglednié
atomy wegla w odlegtosci 4.4A od Fe w klastrze danego dimeru lub tez je pomi-
na¢. Zdecydowano zatem uwzgledni¢ w analizie jednakowa liczbe atomow wegla
w podobnym poczatkowym modelu struktury. Model ten réznit sie odleglosci-
ami poszczegbdlnych atoméw pozapierécieniowych nalezacych do wigzania mostka
tlenowego od absorbera dla meso-hematyny i #-hematyny. Ponadto wstepna ana-
liza EXAFS wykazata podobne polozenie atoméw pozapierscieniowego tlenu w
strukturze obydwu zwiazkéw i naturalnym wydawato sie sprawdzenie doktadnie
tego samego modelu w obu przypadkach.

5.1.1 Analiza widm EXAFS

e Struktura zwigzku meso-hematyny w poréwnaniu do struktury innego
substytutu hemozoiny - J-hematyny, oraz zwigzku niedimerowego.

Eksperymentalne funkcje EXAFS y(k), oraz ich transformaty Fouriera dla zestawu
meso-hematyna i S-hematyna pokazano na rys. 5.5, a dla zestawu meso-hematyna
i hematyna na rys. 5.6. Ze wzgledu na wieksze zaszumienie widma J-hematyny
trudno wskaza¢ réznice w poréwnaniu z widmem dla meso-hematyny w funkcji
x (k). Dla zakresu 14-14.5A " dla widma meso-hematyny wystepuje wyrazna struk-
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Rysunek 5.3. Struktura mikrokrystalitu meso-hematyny wyznaczona z danych krys-
talograficznych z wyréznieniem odleglosci czterech najblizszych absorbujacego atomu
zelaza atoméw tego samego pierwiastka umieszczonych w centrach pierscieni PPIX tej
samej, oraz trzech innych sasiadujacych czasteczek dimerowych na tle komoérki elemen-
tarnej z wyr6znionym poczatkiem oraz osiami a i b.

tura, gdy tymczasem dla funkcji x(k) [S-hematyny nie jest to oczywiste. Trans-
formata Fouriera funkcji y(k) obydwu zwiazkow wskazuje na wieksze uporzad-
kowanie atomoéw w strefie czterech atomoéow azotu, oraz o$miu atoméw wegla dla
(-hematyny - amplituda transformaty jej widma w zakresie 2-3.2A jest wyraznie
wyzsza. Jest takze widoczna roznica dla zakresu 3.4-4.0A, gdzie wystepuja dwa
lokalne maksima. Bardzo prawdopodobne, ze na ich powstanie maja wptyw atomy
znajdujace si¢ poza plaszczyzng pierscienia FePPIX, co potwierdzatyby krysta-
lograficznie wyznaczone roznice w potozeniach atomoéw stanowiacych wigzanie
mostka tlenowego lub tez réznice w polozeniu innych atoméw pozapierécieniowych
nalezacych do sasiadujacych dimerow.

Zdecydowanie wigksze roznice mozna zaobserwowaé w zestawieniu funkeji y (k)
meso-hematyny z funkcja y (k) dla hematyny, w szczegdlnosci w zakresie 4-6A1,
7.5-8.8A71, oraz 12.8-15A~". Nie zaobserwowano dodatkowej struktury, bardzo
wyraznej dla widma meso-hematyny, w zakresie 14-14.5A~" dla hematyny, mimo
podobnego poziomu szumu w obu widmach. Transformata Fouriera x(k) obu
zwigzkoéw rozni sie w zakresie 1.6-1.8A a przede wszystkim w zakresie 2.8-4.0A.
Dla transformaty x(k) hematyny w zakresie 3.4-4.0A wystepuje tylko jedno mak-
simum, a ze jest to zwiazek o czasteczce o pojedynczym pierécieniu FePPIX
potwierdzatoby to przypuszczenie, ze dwa maksima wskazuja na wystepowanie
innych niz w jednostce strukturalnej dla monomeru atomoéw w tym zakresie od-
legtosci od absorbera.

Zaroéwno eksperymentalna funkcja x(k) jak i jej transformata Fouriera dla
meso-hematyny wykazuja wieksze podobieristwo do x(k) i jej transformaty dla
[-hematyny niz hematyny, czyli do zwiazku o czasteczce o podwdjnym pierscieniu
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Rysunek 5.4. Struktura mikrokrystalitu S-hematyny wyznaczona z danych krystalo-
graficznych z wyréznieniem odleglosci czterech najblizszych do centralnego atomu zelaza
atomow tego samego pierwiastka umieszczonych w centrach pierscieni PPIX tej samej,
oraz trzech innych sasiadujacych czasteczek dimerowych na tle komérki elementarnej z
wyrdéznionymi osiami b i ¢, oraz osia a skierowang do czytelnika.
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Rysunek 5.5. Dane eksperymentalne EXAFS: funkcja x(k), oraz jej transformata Fo-
uriera dla meso-hematyny - kolor niebieski w zestawieniu z danymi dla g-hematyny -
kolor jasnoniebieski.

FePPIX niz do zwigzku o czasteczce ztozonej z pojedynczej molekuly FePPIX.
Majac wejéciowe modele jednostek strukturalnych o okreslonych pozycjach ato-
moéw w przestrzeni trojwymiarowej dopasowanie widma EXAFS rozpoczeto od
strategii pierwszej opisanej w rozdziale czwartym. Tab. 5.2 zawiera wyniki dopa-
sowania dla wszystkich trzech zwiazkow.

Najlepsze dopasowanie z wartoscia R = 28.29 oraz FI = 0.00007 uzyskano
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EXAFS - dane eksperymentalne FT dla EXAFS - dane eksperymentalne
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Rysunek 5.6. Dane eksperymentalne EXAFS: funkcja x(k), oraz jej transformata Fo-
uriera dla meso-hematyny - kolor niebieski w zestawieniu z danymi dla hematyny - kolor
pomaranczowy.

meso-hematyna [B-hematyna hematyna
R 28.29 38.85 30.82
FI 0.00007 0.00012 0.00008
EF -3.840.4 -3.5+0.7 -4.0+0.4
X r(Fe-X) [A] 202 r(Fe-X) [A] 202 r(Fe-X) [A] 202
O os. 1.8940.01 0.01240.003 1.8840.01 0.008+0.002 1.86+0.01 0.02140.002

4N 2.0754+0.004  0.0076£0.0006  2.07140.003  0.0056£0.0006  2.066+0.003  0.0091+0.0006

8C, 3.094+0.005  0.0063£0.0005  3.095+0.004  0.0052£0.0009  3.088+0.004  0.0117=£0.0007
4Ceso 3.48+0.01 0.008+0.002 3.4640.02 0.005+0.002 3.43£0.02 0.018+0.002

8Cp 4.2940.02 0.020+0.004 4.2640.02 0.023+0.006 4.2740.02 0.022+0.005

Tabela 5.2. Zestawienie parametréw dopasowania wedlug strategii pierwszej dla trzech
zwiazkow w postaci mikrokrystalicznej: meso-hematyny, S-hematyny i hematyny. Dopa-
sowanie wedlug strategii pierwsze;j.

dla meso-hematyny, zas najgorsze z wartoscia R = 38.85 i FI = 0.00012 dla (-
hematyny. Nalezy jednak wzia¢ pod uwage to, ze stosunek szumu do sygnatu w
widmie dla S-hematyny jest wyzszy niz dla meso-hematyny i stad mozemy oczeki-
waé roznicy w czynnikach dopasowania obydwu zwiazkéw. Poréwnujac parametry
dopasowania umieszczone w tab. 5.2 mozna zaobserwowa¢ nastepujace prawidto-
wosci: odleglosci atomoéw od centralnego zelaza sa najwicksze dla wszystkich grup
atomow w dopasowanym modelu dla meso-hematyny. W przedziale niepewnosci
pomiarowych wyznaczonych dla dopasowanych parametréw meso-hematyny za-
warte sa wartosci parametréow dopasowanych dla struktury S-hematyny dla tlenu
osiowego - O os., grupy czterech atoméw azotu - 4N, oraz grupy osmiu atomow
wegla - 8C,. Roznice w tych samych strefach atoméw miedzy dopasowanymi
odlegtosciami dla struktury meso-hematyny i hematyny wynosza odpowiednio:
0.03A, 0.009A i 0.006A co za wyjatkiem odleglosci Fe-O os. nie jest roznica
znaczaca. Niektore okreslone przez dopasowanie dla meso-hematyny i -hematyny
przedzialy wartosci odlegtosci od atomu absorbujacego nie zawieraja Srednich
wartodci dla poszczegolnych stref okreslonych z danych krystalograficznych: 4N
- 2.06A, 8C,, - 3.09A, 4C,0s, - 3.46A, 8Cj - 4.31A. Dla struktury meso-hematyny
sy to strefy czterech atomow azotu - 4N i czterech atoméw wegla - 4C,,.cs,, gdzie
wartosci dopasowania sa wieksze o odpowiednio: 0.013A, 0.02A oraz przede wszys-
tkim odlegto$¢ dla tlenu w plaszczyznie osiowej wieksza o 0.23A. Natomiast dla
B-hematyny dopasowana wartos¢ dla osiowego atomu tlenu jest taka jak wartosé
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wyznaczona krystalograficznie, ale wieksza jest dopasowana wartos¢ odlegtosci dla
atomow azotu o 0.01A i mniejsza jest odlegltos¢ bardziej oddalonej od atomu Fe
strefy osmiu atoméw wegla 8Cg od Sredniej wyznaczonej przez dane krystalo-
graficze 0 0.07A. O jedna trzecia wyzszy wspotezynnik Debya-Wallera uzyskano dla
najblizszego do zelaza atomu tlenu w strukturze meso-hematyny niz S-hematyny.
A dla struktury z pojedynczym pierscieniem ferriprotoporfiryny IX w czasteczce
(hematyna) ten sam parametr jest juz 2.6 raza wiekszy od wspotezynnika dla (-
hematyny. Okoto dwukrotnie wieksze dla hematyny jest nieuporzadkowanie w stre-
fie odmiu wegli typu C, w stosunku do zwiazkéw o dimerowej czasteczce, a wiecej
niz dwukrotnie dla wartosci nieuporzadkowania w strefie czterech wegli typu C,es0-
Wysokie wartoséci dopasowanych wspotczynnikow Debya-Wallera hematyny wska-
zuja zatem na wieksze czasteczkowe zréznicowanie zwiazku o molekule zlozonej
z pojedynczego pierécienia protoporfiryny IX ze wzgledu na osiowy atom tlenu i
grupe wegli C, i C,,cs0, badZ tez na asymetrie potozen dwoch ostatnich grup wegli
w pierscieniu PPIX. Najwieksza jednorodnosé struktury czasteczek i zgodnosé z
zaproponowanym poczatkowym modelem uzyskano dla dopasowania widma EX-
AFS [-hematyny.

Do dalszej modyfikacji modelowych, wejSciowych jednostek strukturalnych tak,
by teoretyczne widmo EXAFS na ich podstawie policzone, byto jak najbardziej
zblizone do widma eksperymentalnego zastosowano druga strategie dopasowa-
nia. Poczatkowe wartosci katowych wspotrzednych w uktadzie radialnym przyjete
zarowno dla meso-hematyny, [-hematyny, oraz hematyny sa przedstawione w
tab. 5.3. Sg one obliczone na podstawie wejsciowych danych krystalograficznych
dla B-hematyny, i nie rézniag sie od wartosci katowych wspotrzednych dla meso-
hematyny.

meso-hematyna
[-hematyna
hematyna
THop, 56.9
THp, 140.6
THy, 129.5
THy, 66.0
THy, 57.1
PHIp, 75.8
PHIN, 150.3
PHIy, 353.6
PHIy, 199.2
PHIy, 303.1

Tabela 5.3. Katowe wspolrzedne w ukladzie radialnym utozenia najblizszych do Fe
atomow tlenu i czterech atomoéw azotu w strukturze modelu wejsciowego, obliczone na
podstawie danych krystalograficznych. W poczatku uktadu radialnego umieszczono atom
zelaza.

Wyniki dopasowania wraz z przedziatem niepewnosci dla badanych widm trzech
zwiazkow przedstawiono w zestawieniu kolejnym, tab. 5.4. Poréwnujac wartosci
jakosci dopasowania R wedtug strategii drugiej w stosunku do ich wartosci jakosci
dopasowania wedlug strategii pierwszej zauwazono, ze poprawia sie on o 0.19 dla
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meso-hematyny i o 0.3 dla hematyny, natomiast pogarsza o 0.28 dla S-hematyny.
Wartosci FI sa identyczne jak w poprzednim dopasowaniu dla kazdego z rozpatry-
wanych widm.

meso-hematyna (-hematyna hematyna

R 28.15 39.13 30.52

FI 0.00007 0.00012 0.00008

EF -3.6+0.4 -3.6+0.7 -3.9£0.5

r(Fe-Nya34) 2.074+£0.003 2.071£0.002  2.064+£0.003

THpy, 140.3£19 140.4+£1 141.1£14
THpy, 129.74+15 127.5+6 125.8£6
THy, 66.6+1 63.7+12 63.1£10
THy, 53.4+6 55.2+£18 55.9+£1
PHI N, 152.74+16 161.8£10 166.4£12
PHIy, 355.9+8 354.3£21 353.8£22
PHI, 197.94+12 198.6£16 203.9+4
PHIy, 304.1£10 303.0£1 302.7£1

Tabela 5.4. Parametry ulozenia najblizszych do absorbujacego Fe czterech atomoéw
azotu po dopasowaniu dla poszczegélnych zwiazkéw. Dopasowanie wedlug strategii dru-

giej.

Zmiany polozenia wzgledem siebie oraz wzgledem ptaszczyzny pierscienia pro-
toporfiryny IX plaszczyzn wyszczegolnionych grup przy jednoczesnie tej samej
odlegltosci od centralnego zelaza pozycji dopasowywanych atoméw azotu miaty
na celu sprawdzenie spowodowanych przez nie zmian w czynnikach jakosci dopa-
sowania. Nalezy zwroci¢é uwage na dosy¢ wysokie wartosci niepewnosci dopasowa-
nia dla katow przekraczajace w niektorych wypadkach 20 stopni. W przedsta-
wionym zestawieniu mozna zauwazy¢ pewne modyfikacje plaszczyzny pierscienia
przede wszystkim przez zmiane katow 6 w stosunku do modelu krystalograficznego.
Zmiana katowego polozenia jednego z atomoéw azotu w plaszczyZnie pierscienia
meso-hematyny wynosi 4 stopnie, dla S-hematyny 2 stopnie dla dwéch atomow
azotu, a dla hematyny po jednym stopniu dla wszystkich czterech atomoéw azotu.
Nie zauwazono, aby taka modyfikacja plaszczyzny wprowadzita istotne zmiany
w odleglosci atomoéw azotu od atomu absorbujacego w stosunku do wejsciowe;j
struktury. Zaréwno parametr dopasowania odleglosci jak i wartosci przesunie-
cia energetycznego EF mieszcza sie w przedziatach niepewnosci okreslonych przy
dopasowaniu wedtug strategii pierwszej. Ze wzgledu na to, oraz na duzy zakres
niepewnosci okreslenia wspotrzednych katowych radialnych zawierajacy wartosci
okreslone przez dane krystalograficzne zdecydowano sie pozostac przy wartosciach
krystalograficznych. Przyjmujac za podstawe model struktury po dopasowaniu
przy pomocy strategii pierwszej przeprowadzono kolejng procedure dopasowania
wedlug strategii trzeciej, tab. 5.5.

Tym razem dopasowywano wartoséci katowe dla atomu osiowego tlenu, oraz
sprawdzono mozliwo$é¢ odchylenia pozycji centralnego atomu zelaza od centralnej
pozycji w obranym uktadzie. Katowa pozycja atomu tlenu ulegta niewielkiej dwu
lub jednostopniowej modyfikacji w zaleznosci od zwiazku w stosunku do pozycji
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meso-hematyna (-hematyna  hematyna
R 28.28 39.14 30.76
FI 0.00007 0.00012 0.00008
EF -3.44+0.4 -3.5+0.6 -4.1+0.4
Feyo -0.005+£0.014 -0.003£0.025  0.004+0.012
Feyo 0.002+0.007 0.005+0.007 0.004+0.012
Fe.q -0.002+0.009 -0.004£0.010  -0.0006+0.008
r(Fe-O1) 1.893+0.005 1.88+0.02 1.8564+0.008
r(Fe-Ni234) 2.07+0.01 2.07140.005 2.06+0.02
THo, 60.4£126 55.5+248 57.3+74
PHIp, 73.2+11 75.5+14 76.0£12

Tabela 5.5. Parametry ulozenia najblizszych do Fe atomu tlenu i czterech atomoéw
azotu, oraz pozycji centralnego atomu zelaza po dopasowaniu dla poszczegolnych zwiaz-
kéw mikrokrystalicznych. Dopasowanie wedlug strategii trzeciej.

wyznaczonych krystalograficznie w uktadzie radialnym. Jednakze jej niepewnosé
okreslenia jest tak wysoka, ze postanowiono tych zmian nie braé¢ pod uwage. Stad
wniosek, ze EXAFS nie jest czuly na zmiane katéw poszcezegdlnych atomoéw poza-
plaszczyznowych. Wydaje sie, ze atom Fe w pozycji poczatkowej uktadu powinien
tam pozostawac, poniewaz wartosci przesuniecia w kierunkach x,y i z ktore zostaty
dopasowane sa bardzo niewielkie. Wartosci te sa obarczone btedem poréwnywal-
nym z niepewnosciami ustalenia odlegtosci od atomu zelaza dla czterech atomow
azotu i atomu tlenu. Brak istotnych zmian czynnika dopasowania R dla poszcze-
gélnych zwiazkow po zastosowaniu opisanej strategii w stosuku do wartosci jakosci
dopasowania uzyskanych dla dopasowan wedlug strategii drugie;j.

Kolejnym krokiem bylo dopasowanie potozenn wszystkich azotow oddzielnie plus
osiowego tlenu z uwzglednieniem modyfikacji czynnika Debya-Wallera, tab. 5.6.

meso-hematyna (-hematyna  hematyna
R 27.99 39.02 30.60
FI 0.00007 0.00012 0.00008
EF -3.440.4 -3.5+0.6 -4.3+0.4
r(Fe-Oq) 1.90+0.02 1.88+0.01 1.85+0.01
r(Fe-Nyp) 2.059+0.006 2.0624+0.009  2.057£0.008
r(Fe-Ng) 2.06540.006 2.0654+0.008  2.060+0.006
r(Fe-N3) 2.077+0.007 2.0694+0.009  2.067+0.006
r(Fe-Ny) 2.089+0.006 2.0854+0.009  2.072£0.006
202(01) 0.01240.003 0.00840.002  0.027£0.006
202(4N) 0.0073+£0.0007 0.0054£0.001  0.009£0.003
202(8C,) 0.00740.001 0.0052+0.0009  0.010+0.003
20%(4Cmeso) 0.00940.003 0.0064£0.002  0.016£0.005
20%(8Cp) 0.02140.006 0.02440.006  0.024+0.010

Tabela 5.6. Parametry ulozenia najblizszych do Fe atomu tlenu i czterech atomoéw
azotu wraz z czynnikami Debya-Wallera dla wszystkich atoméw po dopasowaniu dla
poszczegbdlnych zwiazkow. Dopasowanie wedtug strategii czwartej.

Po zastosowaniu tej strategii zwiekszyta sie wartos¢ czynnika Debya-Wallera
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dla atomu tlenu o 0.006 dla hematyny. Zarysowuje sie tendencja dla wszystkich
trzech dopasowywanych struktur do asymetrii w odlegtosciach atoméw azotu do tej
pory dopasowywanych tak samo najbardziej widoczna dla meso-hematyny. To daje
podstawe do sprawdzenia wedtug strategii piatej czy zatozenie pewnego rodzaju
asymetrycznej struktury, rowniez w potozeniach atomoéw wegli, da lepsze czynniki
dopasowania R i FI, tab. 5.7.

meso-hematyna B-hematyna hematyna

R 27.85 39.07 31.17

FI 0.00007 0.00012 0.00007

EF -3.3£0.7 -3.4£1.0 -4.0£0.6

X r(Fe-X) [A] 202 r(Fe-X) [A] 202 r(Fe-X) [A] 202
O os. 1.90+0.02 0.01240.002 1.88+0.01 0.00740.002 1.85+0.01 0.01140.003

N=0.5240.04

Ny 2.0584+0.009  0.0073=£0.0005 2.06+0.01 0.0054+£0.0006 2.05£0.01 0.009+40.002
N2 2.0654+0.009  0.0073£0.0005 2.06+0.01 0.0054+£0.0006 2.06£0.01 0.00940.002
N3 2.0774+0.009  0.0073=£0.0005 2.08+0.01 0.0054+£0.0006 2.07£0.01 0.009+40.002
Ny 2.0884+0.009  0.0073£0.0005 2.08£0.01 0.0054+£0.0006 2.07£0.01 0.0094:0.002

4z8C, 3.088+0.007 0.00740.001 3.090+0.009 0.00540.002 3.084+0.006 0.01140.001
4z8C, 3.09540.007 0.00740.001 3.098+0.009 0.00540.002 3.088+0.007 0.0114:0.001

4Cneso 3.46+0.01 0.00940.002 3.46+0.01 0.00640.003 3.4440.02 0.01540.004
4z8Cp 4.2740.03 0.02140.006 4.2540.05 0.02440.011 4.2340.04 0.02440.009
4z8Cp 4.3040.04 0.02140.006 4.3040.06 0.0244-0.011 4.2540.04 0.0244-0.009
Ci p.p- 3.06+0.07 0.00740.001 3.02£0.11 0.00540.002
Cz p.p. 3.72£0.07 0.01040.006 3.67+£0.12 0.01140.011
O p.p. 4.0540.03 0.010+0.006 4.0740.06 0.01140.011

Tabela 5.7. Parametry dopasowania dla wszystkich atoméw w strukturze wraz z
czynnikami Debya-Wallera dla okre$lonych grup atoméw. Dopasowanie wedlug strate-
gii piatej. Dopasowanie hematyny wedlug zmodyfikowanej strategii piatej (dodatkowy
parametr liczby koordynacyjnej dla osiowego atomu tlenu).

Tylko dla struktury hematyny pojawia sie zmiana czynnika FI przy jednoczes-
nym wzroscie czynnika R. Natomiast czynnik R dla meso-hematyny nieznacznie
maleje a dla [g-hematyny nieznacznie wzrasta. Wprowadzenie podziatu na dwie
grupy dla atomoéw wegla typu C, i Cg pozwala na dopasowanie nieco innych
wartodci parametrow odlegtosci w kazdej z grup danego typu dla widma kazdego
zwiazku. Jednak zaréwno dla meso-hematyny, S-hematyny i hematyny przedziat
niepewnosci dopasowanej odlegtosci w jednej grupie zawiera warto$é¢ dopasowanej
odlegtosci drugiej grupy danego typu. Obowiazuje to zaréwno dla wegli typu C,
jak i Cz. Natomiast rozpietos¢ wartosci dopasowania odlegtosci w grupie czterech
azotow jest wieksza niz wyznaczona podczas dopasowania niepewnosé. Dla meso-
hematyny wynosi ona 0.03A, dla S-hematyny i hematyny 0.02A. Parametry wyz-
naczone dla odlegtosci poszczegdlnych atomoéw, badz ich grup dla meso-hematyny
sg blizsze parametrom wyznaczonym z dopasowania dla f-hematyny niz hematyny:.
Jest tak dla czterech atomoéw azotu, atomoéw wegla typu C,, Cheso Cp. Przedzial
niepewnosci z jakim zostala wyznaczona dla meso-hematyny odlegtos¢ zelazo-
tlen osiowy zawiera warto$¢ dopasowania odlegtosci tego atomu w strukturze (-
hematyny, ale nie zawiera wartosci tej odlegtodci dla hematyny, ani tez wartosci
1.66A, ktora zostala wyznaczona z danych krystalograficznych. Podobna sytuacja
wystepuje dla jednej z podgrup wegli typu Cg. W granicach bledu wartosci od-
legtosci odpowiadajacych sobie atoméw nalezacych do wiazania mostka tlenowego
dla struktury A-hematyny i meso-hematyny oznaczonych jako p.p. sa nierozroz-
nialne. Réwniez réznica pomiedzy dopasowanymi czynnikami Debya-Wallera jest
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mniejsza dla pary meso-hematyna - f-hematyna niz pary meso-hematyna - hema-
tyna dla wegli typu C, i1 C,,es0 a zblizona dla strefy atomoéw azotu. Najwieksze
warto$ci czynnika Debya-Wallera dla kazdej ze stref zostaly wyznaczone dla struk-
tury hematyny. Tak jak w dopasowaniach wedlug poprzednich strategii, dokonujac
dopasowania wedlug wytyczonych regut w strategii piatej, uzyskano duza wartosé
nieuporzadkowania strukturalnego dla osiowego atomu tlenu - 0.029 w strukturze
zwigzku o czasteczce ztozonej z pojedynczej czasteczki FePPIX - hematynie w
poréwnaniu do zwigzkoéw o czasteczce dimerowej, odpowiednio 0.007 i 0.012 dla
dopasowania widma [(-hematyny i meso-hematyny. Zmieniono zatem strategie
dopasowania dla atomu osiowego tlenu w modelu hematyny wprowadzajac do-
datkowy parametr - liczbe koordynacyjna N dla tego atomu. Okazalo sie, ze cent-
ralny atom zelaza posiada ligand tlenowy statystycznie w co drugiej czasteczce
(N=0.52+0.04) o wartosci nieuporzadkowania strukturalnego podobnego jak w
strukturze meso-hematyny. Wedtug wzoru strukturalnego hematyny (za katalo-
giem Alfa Aesar) ligandem zelaza w tym zwiazku jest grupa -OH (w modelu
strukturalnym dla potrzeb EXAFS i ze wzgledu na czutosé metody nie uwzgled-
niono atomu wodoru). Jest to grupa silnie reaktywna i mogaca podlega¢ wymianie
na inng grupe -OH a takze na Oy czy H,O. Hematyna nie byta przechowywana w
specjalnych warunkach bezwodnych czy beztlenowych stad mogt zachodzi¢ opisany
proces wymiany. Proces ten uwidocznil sie podczas analizy EXAFS w parame-
trach wyznaczajacych liczbe koordynacyjna i nieuporzadkowanie strukturalne. Pa-
rametry te sa ze sobag skorelowane. Probki przed pomiarem zostaly szybko schto-
dzone a w czasie pomiaru mialy temperature zblizong do temperatury ciektego
helu, zatem podczas pomiaru nie zachodzita wymiana ligandu. Widmo EXAFS
rejestruje jednak usredniony sygnal pochodzacy od wielu atoméw zelaza w piers-
cieniu PPIX, ktore w chwili tuz przed zmrozeniem albo posiadaly ligand, albo
nie posiadaly ligandu. W dalszej czesci analizy, w szczegdlnosci widm EXAFS
dotyczacych roztworéw wartosé liczby koordynacyjnej dla osiowego atomu tlenu
mniejsza od 0.5 bedzie swiadczy¢ o niestabilnym wigzaniu tego atomu z central-
nym atomem zelaza. Graficzne przedstawienie dopasowania wedlug strategii piatej
widm EXAFS dla meso-hematyny, S-hematyny i wedtug zmodyfikowanej strate-
gii piatej dla hematyny przedstawiono odpowiednio na rys. 5.7, rys. 5.8 i rys. 5.9.
Poréwnujac dopasowania dla meso-hematyny i S-hematyny widoczne jest, ze funk-
cja dopasowana dla pierwszego zwigzku odtwarza, cho¢ niedoktadnie, pik w zakre-
sie 14-14.5A" funkeji x(k) natomiast dla S-hematyny funkcja dopasowania nie
uwzglednia tej struktury.

Whioskiem z analizy widm EXAFS dla meso-hematyny, - hematyny
i hematyny jest to, ze struktura meso-hematyny ze wzgledu na odleg-
losci poszczegolnych atoméw oraz parametry uporzadkowania struktu-
ralnego jest znaczniej bardziej podobna do (-hematyny niz hematyny
zatem potwierdzono przynaleznosé¢ tego materialu do grupy zwigzkow
o czasteczce zlozonej z podwdjnego piericienia FePPIX z tlenowym
wigzaniem mostkowym.
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Rysunek 5.7. Funkcja y(k) EXAFS wraz z funkcja dopasowania dla meso-hematyny,
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Rysunek 5.8. Funkcja y(k) EXAFS wraz z funkcja dopasowania dla S-hematyny, oraz
ich transformaty Fouriera.
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Rysunek 5.9. Funkcja y(k) EXAFS wraz z funkcja dopasowania dla hematyny, oraz
ich transformaty Fouriera.

e Struktura [g-hematyny w zestawieniu ze strukturg dla hemozoiny -
naturalnego produktu pasozyta malarii.

W zestawieniu w tab. 5.8 przedstawiono wyniki dopasowania struktury hemozoiny
i B-hematyny pochodzace z artykulu autora rozprawy [76]. Widma pochodza z
innej serii pomiarowej i innego uktadu doswiadczalnego (stacja Al, Hasylab w



5.1. STRUKTURA SUBSTYTUTU. 63

Hamburgu) niz widma dla meso-hematyny, [-hematyny i hemozoiny oméwnione
powyzej. Opisana w artykule probka S-hematyny nie jest doktadnie tg sama probka
[-hematyny oméwiong w poréwnaniu z meso-hematyna powyzej, choé¢ zostata
zsyntezowana ta sama metoda. Dla rozréznienia probka (-hematyny opisana w
artykule bedzie odtad oznaczona jako [-hematyna*. Ze wzgledu na pomiar na
innym uktadzie doswiadczalnym przy pordéwnaniu struktury meso-hematyny i (-
hematyny ze strukturg hemozoiny i S-hematyny* nalezy bra¢ pod uwage mozli-
wos¢ wystapienia roznic ze wzgledu na btad systematyczny. Procedura samego
dopasowania widm EXAFS dla hemozoiny i G-hematyny* byta inna niz dla meso-
hematyny i #-hematyny. Dopasowywano parametry odlegtosci i uporzadkowania
strukturalnego dla strefy osiowego atomu tlenu, strefy czterech atoméow azotu oraz
strefy wegli typu C, - w tab. 5.8 sa to C; do Cg, oraz typu C,,eso - W tab. 5.8
sg to Cg do Cyg, z tym ze parametry odlegtosci oddzielnie dla kazdego z atomow,
natomiast czynniki Debya-Wallera te same dla atoméw danej strefy.

hemozoina [-hematyna*
EF 6.2+0.4 6.6+0.2
X  r(Fe-X) [A] o2 r(Fe-X) [A] o2
O os. 1.8940.10 0.055+0.023 1.854+0.01 0.004+0.001
N, 2.002£0.005 0.006+£0.001  2.031£0.003  0.003540.0005
N, 2.0114£0.005 0.006+0.001  2.04040.003  0.0035+0.0005
N3 2.023£0.005 0.006+£0.001  2.05240.003  0.003540.0005
Ny 2.037+£0.005 0.006+0.001  2.0664+0.003  0.0035+0.0005
C 3.006£0.005  0.005+0.001  3.03240.005 0.005£0.001
Cy 3.0244+0.005 0.005+0.001  3.05040.005  0.005+0.001
Cs 3.026+£0.005  0.005+0.001  3.05240.005 0.005£0.001
Cy 3.030£0.005  0.005+0.001  3.05640.005 0.005£0.001
Cs 3.0514+0.005 0.005+£0.001  3.0774+0.005  0.005+0.001
Ce 3.056+£0.005 0.005+£0.001  3.08240.005 0.005£0.001
Cs 3.068+0.005 0.005+£0.001  3.0944+0.005  0.005+0.001
Cg 3.069£0.005  0.005+0.001  3.09540.005 0.005£0.001
Cy 3.4254+0.014  0.002+0.002  3.427+0.016 0.013+0.003
Cio 3.445+£0.014  0.002+0.002  3.44740.016 0.01340.003
Cup 3.4474+0.014  0.002+0.002  3.449+0.016 0.013+0.003
Cio 3.453£0.014  0.002+0.002  3.45540.016 0.01340.003

Tabela 5.8. Parametry dopasowania B-hematyny i pigmentu malarii hemozoiny przy
pomocy strategii dopasowania odleglosci kazdego z atoméw oddzielnie. Dane pochodza
z artykulu autora rozprawy [76].

Poréwnujac wyniki dopasowania dla [-hematyny po zastosowaniu strategii
piatej, tab. 5.7, z wynikami z opublikowanego artykutu dla S-hematyny*, tab. 5.8
zauwazono, ze dla najblizszego otoczenia atomu zelaza odlegtos¢ dla atomu tlenu
rozni sie w obu modelach o 0.03A i zadna z wartosci nie miesci sie w niepewnosci
dopasowania drugiej. Natomiast, co do atoméw azotu to ich odlegtosci sa bardziej
zroznicowane w strukturalnym modelu (-hematyny* (0.035A roznicy pomiedzy
najmniejsza a najwieksza). Dwie sposrod czterech wartosci odleglosci atomow
azotu w modelu [B-hematyny™ mieszczg sie w zakresie niepewnosci pomiarowej
okreslonej przy dopasowaniu tych parametréow dla widma [-hematyny po zas-
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tosowaniu opisanej powyzej strategii piatej, tab. 5.7, a dwie z nich sg zdecydowanie
mniejsze. Podobnie rzecz ma sie dla strefy osmiu atomow wegla (atomy typu C, w
tab. 5.7, C; do Cg w tab. 5.8). Polowa okreslonych dla nich wartosci odlegtosci w
modelu opublikowanym dla -hematyny™ miesci sie w zakresie przedziatu niepew-
nosci dla odlegtosci tych samych atomoéw w strukturze dla (-hematyny, potowa
jest mniejsza. Srednio w opublikowanych danych odlegtosci od absorbera w posz-
czegblnych strefach sa mniejsze. To nasuwa przypuszczenie, ze mamy do czynienia
z btedem systematycznym, w jednym z dopasowan, tym bardziej, ze warto$é¢ prze-
suniecia energetycznego widma EXAFS - EF, ktora jest skorelowana z paramet-
rami odlegtosci dla atoméw struktury, jest rézna dla dopasowan [G-hematyny i
(B-hematyny*. Mozliwe, cho¢ mniej prawdopodobne, jest takze to, ze struktury
(-hematyny i S-hematyny™ réznia sie, pomimo doktadnie tej samej procedury
syntezy obydwu prébek. Jesli dopasowywane odlegtosci wszystkich atoméw mo-
delu umieszczonego w publikacji zwiekszy sie o 0.02A wtedy mieszcza sie one w
granicach niepewnosci dopasowania przedstawionego w niniejszej rozprawie dla
najblizszego do atomu zelaza atomu tlenu, oraz czterech atomoéw azotu i wegla
typu C, dla S-hematyny.

Uwzgledniajac ten btad systematyczny odlegtosé dla osiowego tlenu w strukturze
naturalnego produktu pasozyta hemozoiny wynosi 1.91A z bardzo duza warto$-
cig nieuporzadkowania strukturalnego 0.05A2 swiadczaca o znaczacej niejednorod-
nosci czasteczkowej tego materiatu biologicznego w poréwnaniu do syntetycznie
wytworzonej (-hematyny 0.007A2. Przy poréwnaniu wartosci nieuporzadkowa-
nia strukturalnego nalezy pamietaé, ze w dopasowaniach publikowanych po raz
pierwszy w niniejszej rozprawie wszystkie czynniki Debya-Wallera podawane sa
jako 202 (meso-hematyna, 3-hematyna, hematyna, meso-hemina, oraz roztwory
meso-hematyny), natomiast czynniki Debya-Wallera dla danych pochodzacych z
artykutu (hemozoina, S-hematyna*), sa wyrazone jako o2, [76].

Do wynikéw zawartych w publikacji autora rozprawy, w szczegoélnosci do wartosci
dtugosci wiazania Fe-O w hemozoinie i nieuporzadkowania strukturalnego dla osio-
wego atomu tlenu w tym zwiazku odnosi sie T. Egan [77]. Zauwaza on, ze dlu-
gos¢ Fe-O wedlug autora rozprawy jest wieksza w hemozoinie niz -hematynie,
gdy tymczasem badania z wykorzystaniem rentgenowskiej metody dyfrakcyjnej
przeprowadzone na hemozoinie nie pochodzacej z organizmu ludzkiego pozwolity
na wyznaczenie dtugosci wigzania zelazo-tlen osiowy jako 1.82A a zatem krotszej
niz w S-hematynie, [78]. T. Egan wskazuje na wplyw hydratacji na budowe zwiazku
jako prawdopodobna przyczyne réznic, [79]. Ze wzgledu na duzy blad wyz-
naczenia odlegtosci zelazo-tlen osiowy, jak réwniez wartosci niuporzad-
kowania dla osiowego tlenu w strukturze hemozoiny, tab. 5.8, mozna
uznaé, ze material wykorzystany do badan mial bardzo niejednorodna
budowe. Dlatego zakwalifikowanie meso-hematyny jako zwigzku dimero-
wego przeprowadzono przez poréwnanie wynikéw analizy rentgenowskiej
absorpcji uzyskanych dla tego materialu z wynikami uzyskanymi dla -
hematyny, powszechnie uznanej jako zwigzek majacy te sama strukture
co hemozoina, [37].
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e Struktura meso-heminy.

Poniewaz w dyskusji wynikow analizy widm dla meso-hematyny rozpuszczonej w
organicznych rozpuszczalnikach niezbedna bedzie znajomo$é odlegtoéci w jakiej
moze sie znalezé atom chloru przeprowadzono analize EXAFS meso-heminy -
zwigzku, ktory jako atom osiowy do pierécienia FePPIX zamiast tlenu, tak jak to
ma miejsce w hematynie, posiada atom chloru. Stuzy on jako produkt podstawowy
do wytworzenia meso-hematyny. Porownanie widm EXAFS dla obu zwiazkéw o
czasteczce zbudowanej z pojedynczego pierécienia FePPIX czyli hematyny i meso-
heminy przedstawiono na rys. 5.10. Roznice w funkcji x(k) sa wyrazne w calym
zakresie a transformata dla meso-heminy posiada niemal dwukrotnie wieksza am-
plitude pierwszego piku o maksimum dla 2.01A.

EXAFS - dane eksperymentalne FT dla EXAFS - dane eksperymentalne
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Rysunek 5.10. Poréwnanie eksperymentalnych widm EXAFS hematyny i meso-heminy
oraz ich transformat Fouriera.

Parametry dopasowania jednostki strukturalnej dla czasteczki z pojedynczym
FePPIX i z atomem chloru w miejsce atomu tlenu wedtug strategii piatej przed-
stawiono w tab. 5.9 a eksperymentalna funkcje x(k) w zestawieniu z funkcja dopa-
sowana na rys. 5.11.
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Rysunek 5.11. Funkcja eksperymantalna x (k) z funkcja dopasowania oraz transformata
Fouriera obu dla meso-heminy

Podobnie jak dla dopasowan meso-hematyny, G-hematyny i hematyny w oby-
dwu grupach wegli typu C, 1 Cg warto$ci parametréow odlegtoéci od absorbera
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meso-hemina

R 20.50
FI 0.00003
EF -4.140.6
X r(Fe-X) [A] 202
Clos. 2.256+0.005 0.005+0.001
N, 2.054+0.02  0.006+0.002
N, 2.064£0.02  0.006-0.002
Nj 2.0840.02  0.006+0.002

Ny 2.1240.02 0.006+0.002
4z8C,, 3.091+0.04 0.007£0.002
4z8C,, 3.10£0.04 0.00740.002
4C es0 3.46+0.02 0.00840.002
4z8Cg 4.314+0.04 0.013+0.004
4z8Cg 4.31£0.04 0.013£0.004

Tabela 5.9. Parametry dopasowania odleglosci i czynnikéw Debya-Wallera dla meso-
heminy w zastosowaniu strategii piate;j.

odpowiednio pozostaja w granicy btedu albo nie réznig sie. Réznica w odlegltos-
ciach dla atomow azotu w skrajnym przypadku wynosi 0.06A i przewyzsza blad
dopasowania tego parametru trzykrotnie. Parametry jakosci dopasowania R=20.50
i Fi=0.00003 sa najlepsze ze wszystkich dopasowan dla materialow w postaci
proszkowej przedstawionych w niniejszej pracy. Odleglosci atomu chloru od ab-
sorbujacego centrum wyznaczono na 2.256+0.005A 2z parametrem nieuporzadko-
wania strukturalnego sugerujacym wysoka jednorodnosé budowy czasteczek meso-
heminy.

Przeprowadzone strategie dopasowania i ich rezultaty sa wskazowka do przyjecia
strategii dopasowania meso-hematyny w roztworach. Zrezygnowano mianowicie z
dopasowania jakichkolwiek parametrow katowych oraz podzialu grup wegli typu
Cq 1 Cg na grupy. Niemozno$¢ znalezienia dokladnego polozenia katowego w
trojwymiarowej przestrzeni dla atomow pozapierscieniowych przez dopasowanie
EXAFS daje pewna dowolnos¢ dla wybrania potozent dodatkowych atoméw znaj-
dowanych w modelach strukturalnych otoczenia atomu zelaza w roztworach.

5.1.2 Analiza widm XANES

Uzupetnieniem analizy EXAFS sa wyniki analizy XANES. Rys. 5.12 po lewej
przedstawia XANES meso-hematyny i jego pochodna z zaznaczeniem charak-
terystycznych dla zwiazkéw na bazie FePPIX struktur widma. Oznaczenia wpro-
wadzono za A. Boffi i in. [80]. W widmie meso-hematyny obecna jest przed-
krawedziowa struktura P czesto oznaczona w literaturze jako struktura dla prze-
jscia 1s-3d [81, 82, 83|, oraz struktura C i D przypisywane procesom rezonan-
sowego wielokrotnego rozpraszania (multiple scattering resonances) [84, 85]. Na
zmiany ksztaltu i potozenia energetycznego P wplyw maja zmiany spinu i zmiany
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strukturalnej symetrii, lub odchylenie od wczesniejszej symetrii wokot atomu ze-
laza, natomiast za zmiany C i D odpowiadajg glownie zmiany strukturalne wokot
centralnego absorbera uwzgledniajace nie tylko strefe czterech atoméw azotow i
odpowiednich atoméw osiowych, lecz rowniez strefy wegli typu C, 1 Cieso, [86].
Zmiany te obejmuja nie tylko odleglosci atomu lub grupy atomoéw, ale tez ich
katowe potozenia, jak np. wzgledne potozenie plaszczyzn pierscieni pirolowych.
Struktura P w symetrii dla porfiryny odzwierciedla istnienie stanéw shybrydy-
zowanych i jest wynikiem przejscia elektronu ze stanu 1s do shybrydyzowanego
z orbitalem 3d orbitalu typu 4p, [87, 88]. Prawdopodobienstwo wystapienia tego
zjawiska, a zatem amplituda struktury P w stosunku do wzrostu gtéwnej krawedzi
absorpcji silnie zalezy od symetrii uktadu. Dla idealnego pierscienia FePPIX z
ligandem, o symetrii Cy,, nastepuje hybrydyzacja orbitali 3d i 4p w orbitalach
typu a; i znaczaco mniej w e. [89]. Konieczne okazalo sie uwzglednienie prze-
jé¢ kwadrupolowych, co sprawdzono za pomoca programu FEFF, uzywajac karty
MULTIPOLE. Na rys. 5.12 po prawej przedstawiono widmo XANES w zakre-
sie energetycznym dla struktury P policzone dla przejsé wylacznie dipolowych
i przejs¢ dipolowych z kwadrupolowymi dla modelu struktury meso-hematyny
uzyskanej po dopasowaniu EXAFS. Roéznica jest nie do pominiecia, dlatego w
pozniejszych obliczeniach teoretycznych funkcji XANES uwzgledniano przejscia
zaréwno dipolowe jak i kwadrupolowe.

XANES — dane eksperumentalne
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Rysunek 5.12. Po lewej eksperymentalne widmo XANES i jego pochodna dla meso-
hematyny z zaznaczonymi miejscami pojawiania si¢ charakterystycznych struktur dla
widma porfiryn z centralnym atomem zelaza i osiowymi ligandami. Duze litery odnosza
sie do widma XANES a male do jego pochodnej. Cudzystéw oznacza ze dana struktura
w danym widmie nie wystepuje, lub jest bardzo stabo zarysowana. Po prawej za pomoca
FEFF policzono wktad do przedkrawedziowej struktury P od przejécia dipolowego, oraz
przejscia zarowno dipolowego jak i kwadrupolowego. Jako model wykorzystano jednostke
strukturalng meso-hematyny po dopasowaniu EXAFS.

Na rysunkach rys. 5.13, oraz rys. 5.14 przedstawiono eksperymentalne widma
XANES, oraz ich pochodne w zestawieniach odpowiednio dla meso-hematyny z
(-hematyna, oraz meso-hematyny z hematyng. Nie odnotowanano zadnych réznic
w widmie dla obydwu zwiazkéw o dimerowej, wedtug danych krystalograficznych i
analizy EXAFS, strukturze czasteczki. Na podstawie XANES nie stwierdzono za-
tem réznic pomiedzy strukturalng symetria wokot atomu zelaza, spinem, oraz stop-
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niem utlenienia (brak przesuniecia gtéwnej krawedzi absorpcji obu widm) atomu
zelaza. Charakterystyczna dla XANES meso-hematyny i S-hematyny jest obecnos$é
struktury P ( 7111eV), stabo zarysowanej, ale rozroznialnej struktury C ( 7125eV)
oraz maksimum (D) w 7133eV. Dla pochodnej widm XANES mozna wyr6zni¢
charakterystyczne struktury dla energii 7110eV, 7112eV, 7119eV, 7123eV - wartos¢
okreslajaca polozenie gtownej krawedzi absorpcji, 7129eV, 7136eV.
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Rysunek 5.13. Dane eksperymentalne XANES oraz ich pochodna dla meso-hematyny
w zestawieniu z danymi dla S-hematyny

Roéznice XANES zostaly zaobserwowane pomiedzy para meso-hematyna - he-
matyna. Intensywnosé¢ gtéwnego piku absorpcyjnego jest mniejsza dla hematyny,
co najprawdopodobniej ma zwiazek ze zmianami strukturalnymi wokét atomu ze-
laza. Krawedz absorpcji jest dla meso-hematyny przesunieta o 0.5eV w kierunku
wyzszych energii, co wskazuje na wyzszy stopieni utlenienia atomu absorbujacego.
Rozpoznawalna réznica pomiedzy widmami miesci sie w zakresie 7126eV a 7133eV
(brak struktury C dla hematyny), co przektada sie na widmo pochodnej w zaniku
struktury dla energii 7129¢V dla hematyny, oznaczonej na rys. 5.12 jako cd. Zanik
struktury C przypisano wiekszej liczbie kolinearnych rozproszen wielokrotnych [80]
co jest rownoznaczne z innym polozeniem wzglednym atoméw pierécienia FePPIX.
Znajduje to potwierdzenie w wynikach analizy EXAFS, ktore wykazaly wiek-
szy nieporzadek strukturalny wszystkich stref wegli i azotow w pordéwnaniu do
struktury dimeréw. Widmo EXAFS hematyny dopasowywano na podstawie mo-
delu uwzgledniajacego katowe potozenia wzajemne atoméw i ich grup takie jak
dla jednostki strukturalnej meso-hematyny. Widmo hematyny wykazuje wieksza
amplitude P - wiecej stanéw 3d shybrydyzwanych z 4p, co wskazuje na zmiane
symetrii wokot absorbujacego atomu Fe. Roznice XANES nie wskazuja na zmiany
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spinu atomu Fe, poniewaz na zadnym z widm nie pojawia sie struktura A, ani
tez duze zmiany stopnia utlenienia absorbera - brak znacznego przesuniecia ener-
getycznej pozycji gtownej krawedzi absorpcji. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze
wszelkie wnioski dotyczace wartosci spinu atomu zelaza sa wyciagane na podstawie
podobieristwa i obecnosci pojawiajacych sie okreslonych struktur w widmach XA-
NES zamieszczonych w literaturze dla zwiazkoéw o strukturze ferriprotoporfiryny z
ligandem atomu lekkiego jak tlen i azot. Pomiary XANES nie byly przeprowadzane
w polu magnetycznym.

Widma XANES i ich pochodne dla wszystkich rozpatrywanych materialéw prosz-
kowych posiadaja podobny ksztalt, co przedstawione w literaturze widma dla
uktadow wysokospinowych (S=5/2) zelazowych zwiazkéw porfirynowych [90], co
jest zgodne z charakterystyka proszkowej B-hematyny.
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Rysunek 5.14. Dane eksperymentalne XANES oraz ich pochodna dla meso-hematyny
w zestawieniu z danymi dla hematyny

Podjeto probe rekonstrukeji widma XANES wykorzystujac jako dane wejsciowe
pozycje atomow jednostki strukturalnej zmodyfikowanej przez parametry dopa-
sowania EXAFS strategia piata, tab. 5.7. Rys. 5.15 przedstawia widma XANES
meso-hematyny, (G-hematyny, oraz widmo teoretyczne XANES policzone progra-
mem FEFF na podstawie parametréw jednostki strukturalnej dla czasteczki dime-
rowej zmodyfikowanej przez parametry dopasowania EXAFS przy uzyciu strategii
piatej dla meso-hematyny. Wszystkie trzy charakterystyczne struktury widma XA-
NES - P,C,D zostaly odtworzone z ta réznica, ze zaréwno energetyczna pozycja
przejscia 1s-3d jak i krawedz absorpcji zostaty przesuniete w teoretycznym widmie
w kierunku wyzszych energii i krawedz absorpcji wzrasta wolniej.
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Rysunek 5.15. Widma XANES dla meso-hematyny i S-hematyny, oraz policzone przez
FEFF teoretyczne widmo XANES na podstawie parametréw dla meso-hematyny po ana-

lizie EXAFS, tab. 5.7.

Na Rys. 5.16 pokazano teoretyczne widmo XANES policzone i dopasowane do
struktury eksperymentalnego XANES meso-hematyny i S-hematyny. W zestawie-
niu w tab. 5.10 przedstawione zostaly wyniki dopasowania XANES przy uzyciu
programu MXAN dla eksperymentalnego widma meso-hematyny. Ta metoda nie
uwzglednia dopasowania zakresu struktury P, dlatego nie przedstawiono widma
ponizej 7114eV. Poniewaz widmo XANES jest takie samo dla meso-hematyny
jak (-hematyny oczekujemy dla tej ostatniej dokladnie tych samych paramet-
row. Strategia tego dopasowania jest opisana w podrozdziale 4.2. Poniewaz atomy
wegla przesuwane byly wraz z atomami azotu tak, aby zachowane zostalo ich
wzajemne polozenie w grupach w umieszczonym zestawieniu (tab. 5.10) zostaty
przedstawione otrzymane odlegtosci jedynie dla atoméw azotu i tlenu.

XANES - MXAN

0.16 B-hematyna
—_ 0.14 //\ IIUDU‘h Thatylia
S o1 /™\ MXAN ——
g o /
K ' A ——
S 008 / N
o
5 006
a
< 004 /

0.02

0
7100 7120 7140 7160 7180 7200 7220
Energia [eV]

Rysunek 5.16. Widma XANES dla meso-hematyny i S-hematyny na tle policzonego
i dopasowanego przez MXAN teoretycznego XANES na podstawie modelu jednostki
strukturalnej dla meso-hematyny po analizie EXAFS, tab. 5.7.

Pozycje atomow azotu sg zblizone do tych uzyskanych analizg EXAFS i mieszcza
sie w przedziale ich niepewnosci. Natomiast odlegtosci zelazo-tlen osiowy jest krot-
sza 0 0.04A od tej uzyskanej podczas analizy EXAFS dla meso-hematyny i o
0.02A krotsza od wartosci parametru odleglosci dla dopasowania widma EXAFS
[-hematyny.
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meso-hematyna

[-hematyna
S? 0.408

X r(Fe-X) [A]
O os. 1.86
Ny 2.06
Nsy 2.07
N3 2.07
Ny 2.10

Tabela 5.10. Parametry dopasowania XANES dla mesohematyny wyznaczone za po-
mocg programu MXAN.

Dimerowa strukture czasteczki meso-hematyny potwierdza identycz-
no$¢é jej widma XANES z widmem uzyskanym dla f-hematyny. Charak-
terystyczne struktury na widmie XANES obu materialéw zostaly od-
tworzone przez teoretyczne widmo XANES policzone za pomoca FEFF,
a dopasowane przez MXAN parametry odleglosci dla wybranych grup
atomoéw w pierécieniu FePPIX sa w zgodzie z analizg EXAF'S.

5.2 Struktura czasteczki substytutu pigmentu
malarii w roztworze przed i1 po reakcji
z chlorochining.

W rozdziale zamieszczono analize i dyskusje jej wynikéow dla dopasowan widm
EXAFS i XANES przeprowadzonych dla szesciu probek rozpuszczalnej meso-
hematyny w roztworze kwasu octowego, oraz dwodch probek mesohematyny w
roztworze dimetylosulfotlenku. Roztwory przed rozpoczeciem pomiaru zmrozono
do temperatury 13K.

Celem przeprowadzonego eksperymentu bylo znalezienie i interpre-

tacja ewentualnych réznic w widmach EXAFS i XANES dla meso-
hematyny bez i w obecnosci antymalarycznego leku - chlorochininy w
czterech rodzajach rozpuszczalnika: kwasie octowym z rézng zawarto$-
cia wody i dimetylosulfotlenku. Dodatkowym celem analizy bylo zba-
danie wplywu rodzaju rozpuszczalnika na lokalne otoczenie atomowe
pierscienia FePPIX.
Absorbujacy promieniowanie rentgenowskie o energii 7-8keV atom zelaza nie powi-
nien znajdowac sie nigdzie indziej niz w czasteczkach pierscieni FePPIX rozpusz-
czonej meso-hematyny. Zadna z czasteczek sktadnikow zastosowanych rozpuszczal-
nikow nie zawiera nominalnie atomoéow zelaza. Dlatego poszukiwanym otoczeniem
tego atomu pozostaje pierscieni PPIX wraz z atomami tlenowego wigzania most-
kowego.

Pierwsze doniesienie o tworzeniu sie kompleksu chlorochininy z czasteczka por-
firyny pojawito sie w 1964 roku [91]. Weiaz jednak brak jednoznacznego okresle-
nia struktury takiego zwiazku, poniewaz kompleks nie daje sie skrystalizowac.
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Prace nad okresleniem charakteru wiazania zwiazkéw typu chinina z FePPIX
byty prowadzone za pomoca metod spektroskopowych a przede wszystkim ab-
sorpcyjnej spektroskopii w zakresie UV. Metoda ta pozwala na okreslenie wysta-
pienia prawdopodobienstwa wigzania w kompleks danych czasteczek w roztworach
o zroznicowanym sktadzie i czynniku pH [21, 92|. Metodami spektroskopowymi,
ktore doswiadczalnie potwierdzaja charakter wiazania sktadnikéw kompleksu jako
wiazanie typu m — 7w sa NMR (93, 18, 19, 22|, oraz spektroskopia Ramana [94].
Modelowanie struktury kompleksu przy pomocy algorytméw poszukujacych ener-
getycznego minimum konfiguracji atoméw chlorochininy i chininy z FePPIX po-
zostaje nadal jedyna informacja o jego prawdopodobnej molekularnej budowie

95, 96, 97, 98].

Przedstawienie analizy eksperymentalnych funkcji x(k) rozpoczeto od widm
rozpuszczonych w kwasie octowym.

5.2.1 Roztwory kwasu octowego

Kwas octowy o czasteczce CH3COOH jest ciecza o polarnym charakterze czas-
teczek. W rozpuszczalniku AA (z ang. acetic acid) czyli czystym kwasie octowym
jego czasteczki pozostaja niezdysocjowane. Natomiast po dodaniu wody pewien
procent jego czasteczek ulega dysocjacji. Kwas octowy jest stabym kwasem or-
ganicznym o wartosci stalej dysocjacji wynoszacej pK, = 4.76. Opisuje ona stan
rownowagi dla chemicznej reakcji dysocjacji na jony. W obecnosci wody stopien
jego dysocjacji wzrasta, poniewaz jego czasteczka jest donorem jonu wodorowego,
ktory po przekazaniu do czasteczki wody tworzy tzw. jon hydroniowy HzO™T,
[99]. Policzone na podstawie pK,, oraz molowego stezenia roztworu procentowe
wartosci stopnia dysocjacji czasteczek kwasu na jony CH;COO™ i H dla roz-
puszczalnikow AA30 i AA15 wynosza odpowiednio: 0.097 i 0.098. Stopien dyso-
cjacji kwasu w obu rozpuszczalnikach jest rzedu jednej dziesiatej procenta. Nato-
miast policzona na podstawie tych samych danych wartos¢ pH w obu roztworach
kwasu octowego z woda wynosi 1.78 dla AA30 i 1.79 dla AA15. Najnizszy ra-
portowany wskaznik pH w wakuoli (lizosomie) pasozyta malarii Plasmodium fal-
ciparum wynosi 4.5-4.9 [100], zatem roztwory meso-hematyny z dodatkiem czas-
teczek wody sa zdecydowanie bardziej kwasne. Grupy propylowe pierécienia FeP-
PIX réwniez sg potencjalnymi donorami jonu wodorowego, poniewaz w obecnosci
wody moga ulegaé¢ dysocjacji. Ich stata dysocjacji ma wartos¢ pK, = 4.8-5.0. W
kwasnym pH, charakterystycznym dla wakuoli pasozyta, antymalaryczny lek chlo-
rochinina jest akceptorem dwoch jonéw wodorowych. Stad wyttumaczenie nagro-
madzenia jej czasteczek w kwasnym srodowisku lizosomu czyli wakuoli organizmu
pasozyta [101, 102]. Kwas octowy zostal wybrany jako rozpuszczalnik po to, by
odtworzy¢ kwasowe wlasciwosci sSrodowiska wakuoli pasozyta. Dodanie pewnej ob-
jetosci wody powoduje uaktywnienie wlasciwosci dysocjacjacyjnych kwasu i grup
propylowych meso-hematyny. Takie a nie inne objetosci dodanej wody zostaly
wybrane ze wzgledu na otrzymane przez grupe S.D. Bohle’a rezultaty spektrosko-
powych badan UV, do ktérych nie mozna sie w tym momencie odnie$é¢ ze wzgledu
na brak publikacji.
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Analiza widm EXAFS

Transformaty Fouriera eksperymentalnych widm EXAFS dla par widm roztworu
meso-hematyny bez i z chlorochinina dla rozpuszczalnika o identycznym sktadzie
umieszczono na rys. 5.17, rys. 5.18, rys. 5.19. Analiza, podobnie jak dla zwigzkow
proszkowych, zostala ograniczona do strefy o promieniu 4.35A wokol absorbu-
jacego atomu zelaza i taka przyjeto wartos¢ gornej granicy przestrzeni transformat
Fouriera x (k) przy poréwnaniu ich ksztaltu.
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Rysunek 5.17. Transformata fouriera funkeji x (k) dla MDAA i MDAAQ.

Roéznice pomiedzy ksztaltem transformat Fouriera dla MDAA i MDAAQ sa
zauwazalne w zakresie 1.5 - 4.2A. Wskazuja one na zmiany uporzadkowania struk-
turalnego w strefie osiowego atomu tlenu i czterech atoméw azotu z pierscieni
pirylowych protoporfiryny, oraz ubytek, badz znaczne nieuporzadkowanie atomow
w strefach oddalonych od absorbera o okoto 2.8A i 3.3 - 3.5A po dodaniu chloro-
chininy.

W zakresie odpowiadajacym pierwszej strefie, szczegoélnie dla polozenia osio-
wego atomu tlenu najblizszego do zelazowego absorbera ulega zmianie ksztaltt
transformaty Fouriera widma dla roztworu MDAAQ30 w stosunku do transfor-
maty widma MDAA30. Na podstawie r6znicy mozna wyciagna¢ wniosek o zmia-
nie odlegtosci zelazo - tlen osiowy po oddzialywaniu pomiedzy czasteczka meso-
hematyny a czasteczka antymalarycznego leku. Widoczne sa réwniez réznice w
zakresie 2.8A 3.5 - 4.3A dla obu transformat.

Roznice ksztattu transformat Fouriera funkeji x (k) dla pary roztworéw MDAA15
i MDAAQ15 sa widoczne przede wszystkim w zakresie 1.4 - 3.2A i wskazuja na
zmiany uporzadkowania strukturalnego w strefie osiowego atomu tlenu i czte-
rech atomow azotu pierscienia ferriprotoporfirynowego. Przedstawiono réwniez
zestawienie transformat Fouriera wszystkich roztworéw meso-hematyny bez do-
datku chlorochininy, oraz wszystkich roztworéw w obecnosci antymalarycznego
lekarstwa, rys. 5.20. WyrazZne réznice juz dla pierwszej strefy osiowego atomu tlenu
i czterech pierécieniowych atoméw azotu w obu grupach swiadcza o znacznym
wplywie wlasciwosci i sktadu rozpuszczalnika, w tym wypadku dodanej objetosci
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Rysunek 5.18. Transformata fouriera funkcji x (k) dla MDAA30 i MDAAQ30.
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Rysunek 5.19. Transformata fouriera funkeji x (k) dla MDAA15 i MDAAQ15.

wody, na rozktad i uporzadkowanie atomoéw wokot absorbujacego atomu zelaza w
rozpuszczonej meso-hematynie.

Potozono zatem nacisk na analize i poréwnywanie parametréw dopasowania
EXAFS w nastepujacych parach widm: MDAA i MDAAQ, MDAA30 i MDAAQ30,
oraz MDAA15 i MDAAQ15, czyli absorpcyjnych widm na krawedzi K zelaza dla
czasteczek meso-hematyny bez i w obecnosci chlorochininy w tym samym roz-
puszczalniku.

Kolejne zestawienie funkcji x(k) i transformat Fouriera zostalo przedstawione
na rys. 5.21 i dotyczy funkcji EXAFS przykladowego widma roztworu meso-
hematyny w kwasie octowym MDAAT15 i funkcji EXAFS proszkowej meso-hematyny.
Zakres transformowanej funkcji y (k) dla zwiazku proszkowego zostal ograniczony
do 13A 11 jest to zakres z ktorego funkcja x (k) byta transformowana do przestrzeni
odlegtosci dla kazdego roztworu kwasu octowego.
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Rysunek 5.20. Zestawienie transformat Fouriera funkcji x(k) dla meso-hematyny w
roztworach bez chlorochininy (po lewej) i meso-hematyny w roztworach z chlorochining

(po prawej).
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Rysunek 5.21. Przyktadowa funkcja x(k) dla roztworow - MDAA15 oraz jej transfor-
mata Fouriera w zestawieniu z funkcja (k) oraz jej transformata dla meso-hematyny w
postaci proszku. Zakres funkcji x (k) tej ostatniej zostal ograniczony do 13A-1,

Roznice w funkcji x(k) obu zwiazkéw sa widoczne przede wszystkim w za-
kresie 4-5A! oraz 5.2-6A~!. Struktura w zakresic od 7 do 9A~! jest wyraznie
przesunieta dla roztworu w kierunku wyzszych warto$ci wektora falowego. Nato-
miast w transformacie Fouriera ulega zawezeniu pik w zakresie odlegtosci osiowego
tlenu i czterech atoméw azotu, co mozna interpretowac jako ujednolicenie odleg-
tosci atomoéw azotu od zelaza przy jednoczesnym ich skroceniu. Znaczna roznica
zostaje odnotowana w zakresie 2.9 - 3.5A, gdzie intensywnosé¢ piku w maksimum
ok. 3.1A dla roztworu bardziej odpowiada intensywnosci piku w tym potozeniu dla
hematyny niz meso-hematyny. W kazdej z transformat widm roztworéw pojawia
sie dodatkowa struktura w potozeniu 2.8A, ktorej nie ma w ksztalcie transformaty
meso-hematyny proszkowej.

Pierwszym krokiem w analizie widm EXAFS powyzej wyszczegblnionych rozt-
woréw byto dopasowanie ich wedtug modelu jednostki strukturalnej dla czasteczki
ztozonej z dwoch pierscieni protoporfiryny IX, doktadnie takiej, jaka wykorzystano
uprzednio przy analizie meso-hematyny w postaci mikrokrystalicznego proszku. Z
zatozenia przyjeto, ze pod wpltywem roztworu bez dodatku chlorochininy dimerowa
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struktura czgsteczki meso-hematyny nie ulegata zmianie. Okazato sie jednak, ze
model czasteczki dimerowej nie jest w tym wypadku poprawny. Liczba koordy-
nacyjna osiowego tlenu nie przekroczyta wartosci 0.35 przy dopasowaniu widma
jakiegokolwiek z roztworéw. Co wiecej taka wartosé liczby koordynacyjnej osiowego
tlenu jest bardziej zblizona do odpowiadajacej jej wartosci dla zwiazku o czasteczce
zbudowanej z pojedynczego pierscienia FePPIX - hematyny, gdzie zostala wyzna-
czona z wartoscig 0.5 niz dla meso-hematyny - 1. Strategia dopasowania zostala
zatem zmieniona i kazde z widm roztworu dopasowywano wedtug jednostki struk-
turalnej zwiazku ztozonego z pojedynczego pierscienia FePPIX z dodatkowymi
atomami tlenu i wegla, ktére moga pochodzi¢ zaréwno od czasteczek roztworu
(tlen, wegiel) jak i czasteczek chlorochininy (wegiel). Jako najbardziej odpowiedni
model struktury wejsciowej uznano model pierscienia FePPIX otrzymany po kon-
cowym dopasowaniu zwigzku mikrokrystalicznej meso-hematyny, poniewaz tak
scharakteryzowany material byl nastepnie wykorzystany do przygotowania rozt-
WOrow.

Parametry uzyskane w procesie dopasowania funkcji y(k) dla pary roztworéw
MDAA i MDAAQ przedstawiono w tab. 5.11 a graficzne poréwnanie funkeji x (k)
i dopasowanej funkcji EXAFS na rys. 5.22.

| | MDAA | MDAAQ
R 53.29 61.04
FI 0.00208 0.00312
EF -3.0+0.8 -3.0+1.2
X N(X) | r(Fe-X) [A] | 202(X) [A7] | N(X) | r(Fe-X) [A] | 202(X) [A7]
O1 0s. | 0.34£0.03 | L.77£0.02 | 0.002£0.001 | 0.3520.04 | 1.78£0.04 | 0.0022+0.0017
N1234 4 2.0540.01 | 0.0130.002 4 2.0540.02 | 0.015+0.004
Ca 8 3.0840.02 | 0.011:£0.004 8 3.08£0.03 | 0.01240.008
Cmeso 4 3.404£0.04 | 0.01240.006 4 3.4140.06 | 0.01420.009
Cs 8 4.3140.06 | 0.018:£0.008 8 4.3140.07 | 0.018+0.011
O1 p.p. d. | 2.10+0.08 | 2.85+£0.04 | 0.00640.003 | 1.50+£0.11 | 2.85+0.06 | 0.0060.004
Oy pop. d. | 1114011 | 3.34£0.07 | 0.004£0.002 | 0.61£0.16 | 3.2940.12 | 0.0040.002
Cypp. d. | 2224025 | 3.61£0.11 | 0.003£0.002 | 1.8840.23 | 3.59+0.08 | 0.00320.002
O3 p.p. d. | 1.5620.22 | 3.75£0.09 | 0.004£0.002 | 2.86+0.30 | 3.75+0.11 0.0040.002

Tabela 5.11. Parametry dopasowania dla atomoéw i ich grup w strukturze jednostki
strukturalnej dla czasteczki o pojedynczym pierécieniu FePPIX + dodatkowe atomy
tlenu i wegla (oznaczone jako p.p. d.) dla roztworé6w meso-hematyny w kwasie octowym:

MDAA i MDAAQ.

Parametry dopasowania funkcji x(k) dla pary MDAA i MDAAQ wskazuja na
brak zmian w granicach wyznaczonych niepewnosci w pierécieniu FePPIX zaréwno
pod wzgledem odlegtosci pierwiastkow w poszczegdlnych strefach jak i ich nieupo-
rzadkowania strukturalnego. Nie zanotowano réwniez réznic w parametrach dla
osiowego tlenu. Wystepuje on srednio w co trzeciej czasteczce jako ligand zelaza
w tej samej odlegtodci i z tym samym nieuporzadkowaniem strukturalnym dla
roztworu zaréwno przed jak i po dodaniu chlorochininy. Z wartosci liczby ko-
ordynacyjnej tlenu w czasteczce pierécienia FePPIX dla MDAA wynika, ze juz
sam roztwor wplywa na zerwanie wigzan mostkowych w czasteczce dimerowej a
osiowy atom tlenu podlega ciagtej wymianie z otaczajacymi atomami tego samego
rodzaju. Atom tlenu moze pochodzi¢ z grupy OH i OH, podobnie jak w hematynie,
lub tez byé¢ czedcia czasteczki kwasu octowego. To samo dotyczy osiowego tlenu
dla czasteczek pierécienia FePPIX roztworu MDAAQ z chlorochining. Zauwazalne
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Rysunek 5.22. Funkcje x(k) wraz z funkcja dopasowana dla MDAA i MDAAQ), oraz
ich transformaty Fouriera.

zmiany zachodza dla parametru liczby koordynacyjnej atomu tlenu w odleglosci
2.85A od centralnego absorbera. Takie same zmiany dotycza atomoéw tlenu i wegla
w pozycjach odpowiednio 3.29-3.34A. We wszystkich trzech pozycjach po doda-
niu chlorochininy zmniejsza sie liczba atoméw. Natomiast w pozycji 3.75A wys-
tepuje tendencja odwrotna. Parametry dopasowania dla widm obydwu roztworow
wskazuja na tendencje wzrostu nieuporzadkowania parametréw w pierwszej stre-
fie koordynacyjnej dla atomow osiowego tlenu i czterech atomoéw azotu, co moze
ttumaczy¢ widoczne roznice w ich transformatach Fouriera.

Rezultaty dopasowania dla kolejnej pary roztworéw MDAA30 i MDAAQ30
przedstawiono w tab. 5.12 a graficznie na rys. 5.23.

Podobnie jak dla poprzednio omawianej pary parametr liczby koordynacyjnej
tlenu osiowego w roztworze MDAA30 jest na takim samym poziomie, bedac jed-
noczesnie mniejszy od jeden, co swiadczy o zerwaniu wiazan mostkowych i o za-
chodzacej wymianie osiowego atomu. Dodanie okreslonej objetosci wody do kwasu
octowego (w stosunku 1:30) w rozpuszczalniku powoduje jednak zwiekszenie $red-
niej odleglosci zelazowy absorber - osiowy tlen o 0.1A w stosunku do odleglosci
tego atomu w roztworach MDAA i MDAAQ bez dodatku wody. Co wiecej w roz-
puszczalniku AA30 po dodaniu chlorochininy maleje znaczaco o 34 procent liczba
koordynacyjna osiowego tlenu a dhugosé jego wiazania skraca sic o 0.05A. Nie ule-
gaja zmianie natomiast ani parametry odlegtosci ani parametry uporzadkowania
strukturalnego w atomach pierécienia FePPIX w ramach wyznaczonej niepew-
nosci. Parametry dopasowania swiadcza o wystepowaniu w pozycji okoto 2.85A
kolejnego atomu tlenu w roztworze MDAA30, jednak w mniejszej liczebnosci niz
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| | MDAA30 | MDAAQ30 |
R 44.65 41.81
FI 0.00166 0.00138
EF -3.0+0.6 -3.040.6
X N(X) r(Fe-X) [A] | 202(X) [AZ] N(X) r(Fe-X) [A] | 262(X) [AZ]
O os. 0.32+0.02 1.8740.01 | 0.0014=£0.0008 | 0.21+0.03 1.8240.02 0.002+0.001
Ni234 4 2.0540.01 0.01240.002 4 2.0540.01 0.01340.003
Ca 8 3.08+0.02 0.01340.003 8 3.08+0.03 0.0130.002
Crmeso 4 3.40+0.03 0.01340.006 4 3.41+0.06 0.0160.006
Cp 8 4.3140.03 0.01840.006 8 4.3140.04 0.018+0.005
O1 p.p. d. | 1.5040.07 | 2.8540.07 0.006+0.003 | 1.26+0.06 | 2.86+0.09 0.0060.004
Oz p.p. d. - - - - - -
C1p.p.-d. | 2.2840.15 | 3.62+0.12 0.00340.001 | 2.35+£0.23 | 3.61+0.13 0.0030.002
O3 p.p. d. | 2.90+0.28 | 3.76+0.12 0.00440.003 | 1.914+0.20 | 3.7540.20 0.004+0.002

Tabela 5.12. Parametry dopasowania dla atomoéw i ich grup w strukturze jednostki
strukturalnej czasteczek o pojedynczym pierécieniu FePPIX + dodatkowe pozapiers-
cieniowe atomy oznaczone jako p.p. d. w modelu struktury dla roztworéw meso-hematyny

w kwasie octowym: MDAA30 i MDA AQ30.
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Rysunek 5.23. Funkcje x(k) wraz z funkcja dopasowana dla MDAA30 i MDAAQ30,
oraz ich transformaty Fouriera.

w roztworze bez wody. Jego liczba koordynacyjna zmniejsza sie po dodaniu chloro-
chininy podobnie jak liczba koordynacyjna kolejnego atomu tlenu w pozycji 3.76A
ktora maleje znaczaco po dodaniu antymalarycznego leku. Nie stwierdzono na-
tomiast obecnosci atomu tlenu w odleglosci 3.34A ani w modelu strukturalnym
dla MDAA30 ani dla roztworu MDAAQ30. Brak znaczacych réznic w potozeniach
dodatkowych wegli pozapierscieniowych w wyznaczonej strukturze wokot zelaza
dla MDAA30 i MDAAQS3O0.

Rezultaty dopasowania kolejnej pary widm EXAFS roztworow MDAATLS i
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MDAAQ15 przedstawiono w tab. 5.13 a graficznie na rys. 5.24.

| | MDAA15 | MDAAQ15
R 37.75 40.31
FI 0.00112 0.00133
EF -3.0£0.4 -3.0+0.6
X N(X) r(Fe-X) [A] [ 202(X) [A?] N(X) r(Fe-X) [A] | 20%(X) [A?]
O1 os. 0.18+0.03 1.80+0.02 0.0020+0.0008 | 0.09+0.07 1.714+0.06 0.0016+0.0015
N1i234 4 2.05+0.01 0.012+0.002 4 2.04-+0.02 0.017+0.002
Ca 8 3.08+0.01 0.012+0.003 8 3.08+0.04 0.011+0.002
Crmeso 4 3.4040.03 0.011+0.006 4 3.40+0.06 0.015+0.004
Cp 8 4.3140.03 0.018+0.008 8 4.314:0.04 0.018+0.008
O1 p.p. d. | 1.3540.07 2.85+0.07 0.006+0.002 0.95+0.10 2.86+0.06 0.006+0.001
O3z p.p. d. - - - - - -
Ci p.p. d. | 2.56+0.15 3.61£0.09 0.003+0.002 2.48+0.13 3.62+0.10 0.003+0.001
O3 p.p. d. | 1.9640.13 3.7640.09 0.004+0.002 1.8540.10 3.7540.08 0.004+0.002

Tabela 5.13. Parametry dopasowania dla atomoéw i ich grup w strukturze jednostki
strukturalnej czasteczek o pojedynczym pierscieniu FePPIX + dodatkowe pozapiers-
cieniowe atomy oznaczone jako p.p. d. w modelu struktury dla roztworéw meso-hematyny
w kwasie octowym: MDAA15 i MDAAQI15.

Funkcja x dla MDAAQ15 Transformata Fouriera x dla MDAAQ15
10 50
Eksperyment —o—
8 Dopasowanie —-
. 6 f 40
= & It Eksperyment o
5 4 f ‘ . Dopasowanie
g 2L < 30
8 § 1 =
g O s
4
-4 9
6} 10 J V N
-8 M
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 0
K[ A'l] 1 2 3r " 4 5 6
Funkcja x dla MDAA15 Transformata Fouriera X dla MDAA15
10 T " 50
zksperyment —eH—
8 Dopasowanie — ;i
_. 6 & 40
c ﬁ K] N Eksperyment o
5 4 ] i . Dopasowanie
2 2t ? < 30
= IR £ } X
< 0 : ; | X
o:>< -2 & il E 20
L 2 ¢ ‘ /

6 L 10 N
-8 Vg s N
5 6 7 8 9 10 11 12 13 0 7

4
kAY 1 2 3 4 5 6
r[Al

Rysunek 5.24. Funkcje x(k) wraz z funkcja dopasowana dla MDAA15 i MDAAQ15,
oraz ich transformaty Fouriera.

Parametry dopasowania MDAA15 i MDAA15Q wskazuja na ten sam charakter
zmiany liczby koordynacyjnej osiowego tlenu po dodaniu chlorochininy co para-
metry dopasowania EXAFS dla MDAA30 i MDAA30Q. Dla MDAA15Q wartos¢
jej jest na poziomie dziesiatej czesci jednosci, ale zostata okre$lona z duza nie-
pewnodcig pozwalajaca na zalozenie, ze liczba koordynacyjna atomu moze by¢
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bliska zeru. Skréceniu ulega réwniez odleglosé osiowego tlenu do centralnego ab-
sorbera o 0.09A. Nieobecnosé osiowego tlenu w dziewieciu pierscieniach FePPIX
na dziesie¢ w roztworze MDAA15Q jest najprawdopodobniej silnie skorelowana ze
skroceniem odlegtosei (zmiana miesci sie w granicy niepewnosci dopasowywanego
parametru) czterech pierscieniowych atoméw azotu, oraz znaczacym wzrostem o
0.005 ich nieuporzadkowania strukturalnego. Odleglosci oraz nieuporzadkowanie
strukturalne na podstawie parametréw w granicy wyznaczonej niepewnosci po-
zostalych atomow pierécienia FePPIX pozostaja niezmienione. Warto$é¢ parametru
liczby koordynacyjnej tlenu zidentyfikowanego w odleglosci 2.85A ulega kolejnemu
zmniejszeniu po dodaniu antymalarycznego leku. W przypadku pary MDAAT15 i
MAA15Q nie zauwazono znaczacych zmian liczby koordynacyjnej odleglosci czy
nieuporzadkowania pozostatych pozapierécieniowych atomoéw. Podobnie jak dla
MDAA30 i MDAAQ15 nie stwierdzono obecnosci atomu tlenu w pozycji 3.34A.

Charakterystyczna zmiana pozostajaca jednak w granicach wyznaczonej nie-
pewnosci dla wszystkich par roztworéw MDAA i MDAAQ, MDAA30 i MDAA30Q
oraz MDAA15 i MDAA15Q jest wzrost wartosci czynnika Debya-Wallera czyli
wzrost nieuporzadkowania strukturalnego w strefie wegli typu C,,es0. Znaczaco
inne zachowanie osiowego tlenu zaobserwowano po dodaniu chlorochininy tylko
w obecnosci wody, co swiadczytoby o istotnym znaczeniu procesu dysocjacji lub
hydrofobowosci pierscienia FePPIX dla tworzenia stabilnego kompleksu pierscien
FePPIX - chlorochinina w roztworze kwasu octowego. Zaproponowane w literatu-
rze [103] funkcje poszczegolnych grup atomow w czasteczce chlorochininy w na-
turalnym srodowisku wakuoli pasozyta zamieszczono na rys. 5.25. Zgodnie z tym
schematem tylko aromatyczna grupa atomoéw, oraz atom Cl oddziatuje bezposred-
nio z czasteczka FePPIX, natomiast obecnosé pozostatych atoméw jest niezbedna
do akumulacji antymalarycznego leku w wakuoli pasozyta.

aromatyczna struktura
chlorochininy tworzgca
kompleks z FePPIX

petni role w zapobieganiu akceptory jonu wodorowego
tworzenia B-hematyny odpowiedzialne za akumulacje
CQ w wakuoli pasozyta

Rysunek 5.25. Czasteczka chlorochininy (CQ) z zaznaczeniem funkeji poszczegolnych

grup jej atomow [103|. Kolorem zielonym oznaczono atom chloru, szarym - atomy wegla
a niebieskim atomy azotu.

Uzyskane wyniki analizy EXAFS wskazuja jednoznacznie na brak dodatkowych
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atomow zaréwno lekkich typu wegiel i azot jak tez ciezszego atomu chloru moga-
cych pochodzi¢ z czasteczki chlorochininy w strefie koordynacyjnej w odleglosci
ponizej 3.4A od absorbujacego atomu zelaza. Dla atomu chloru dopasowania EX-
AFS rozszerzaja ten zakres do 4.0A. Jest to atom silniej rozpraszajacy dlatego
jego obecno$¢ w dalszej odlegltodci od zelaza jest jednoznacznie rozpoznawalna.
Efekt dziatania chlorochininy zaobserwowano w widmach y (k) roztworow dla roz-
puszczonej meso-hematyny tylko w obecnosci wody i polega on na zmniejszeniu
wartosci liczby koordynacyjnej dla osiowego tlenu oraz tlenu w pozycji 2.85A.
Tlen w pozycji 2.85A jest najprawdopodobniej atomem pochodzacym z czasteczki
kwasu octowego, poniewaz zostal dopasowany juz w modelu strukturalnym doty-
czacym roztworow bez obecnosci chlorochininy. Mozna zatem wysunaé¢ wniosek,
ze chlorochinina tworzy z pierécieniem FePPIX kompleks redukujac jednoczesnie
wplyw atoméw roztworu. Redukcja liczby koordynacyjnej tlenu osiowego wyk-
lucza wiazanie chlorochininy poprzez ten atom, poniewaz gdyby tak byto wiazanie
zelazo - osiowy tlen pozostaloby stabilne, tak jak ma to miejsce w przypadku
wigzania w czasteczce dimerowej w roztworze dimetylosulfotlenku (patrz kolejny
rozdzial dotyczacy meso-hematyny w DMSO). Chlorochinina nie wiaze sie zatem
z pojedynczym pierscieniem FePPIX w podobny sposob jak halofantrine [104].
By¢ moze kompleks pierscienia FePPIX powstaje przez wiazanie atomu azotu
grupy niearomatycznej chlorochininy z grupami propylowymi pierscienia tak jak
zaproponowane zostato przez M. Dascombe [105] dla wiazania hemina - chloro-
chinina, zachodzi to jednak w odlegtosci przekraczajacej analizowane strefy koor-
dynacyjne. Analiza EXAFS nie przedstawia dowodoéw na istnienie wigzania m — 7
czesci pierscieni aromatycznych obydwu zwigzkow nie wykluczajac jednoczesnie
tej mozliwosci z zastrzezeniem, ze najblizszy atom czasteczki chlorochininy od ze-
lazowego absorbera jest w odleglosci nie mniejszej od 3.6A. Obserwowane zmiany
parametrow dopasowania w obecnosci chlorochininy dla danego roztworu tylko w
wypadku dodania czasteczek wody potwierdzaja wezedniejsze doniesienia w litera-
turze o zwiekszonym prawdopodobienistwie tworzenia kompleksu FePPIX - chlo-
rochinina w obecnosci HyO [106]. Badanie tego efektu za pomaca wyznaczania
logarytmicznej wartosci statej rownowagi w metodzie miareczkowania dotyczyto
zwigzkow typu chinina w tym chlorochininy w pH = 7.5 dla roztworu. EXAFS
potwierdza znaczenie obecnosci wody dla stworzenia stabilnego kompleksu réwniez
w roztworze o kwasnym pH.

Wplyw obecnoéci wody na strukture czasteczki FePPIX przedstawia tab. 5.14,
w ktorej porownano parametry dopasowania funkcji y (k) dla meso-hematyny roz-
puszczonej w trzech rodzajach rozpuszczalnika AA; AA30 i AA15 oraz proszkowej
meso-hematyny.

Z zestawienia wynika, ze bez wzgledu na objetos¢ dodanej wody (1 jednostka
na 30 i 15 jednostek kwasu octowego) wartosci parametrow odlegtosci poszcze-
gblnych pierwiastkow w strefach pierscienia FePPIX, oraz ich nieuporzadkowanie
strukturalne pozostaja bez zmian na poziomie wyznaczonej niepewnosci dla kaz-
dego z roztworow. Natomiast w stosunku do proszkowej meso-hematyny mozna
zauwazy¢ nastepujace znaczace zmiany takie jak: ujednolicenie i skrocenie odleg-
tosci wigzan czterech pierscieniowych atomoéw azotu w stosunku do ich éredniej dla
proszkowej meso-hematyny - 2.072A, skrocenie odleglosci od absorbera dla ato-
mow w strefie wegli typu C,es0, Oraz wzrost nieuporzadkowania strukturalnego
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| MDAA | MDAA30 | MDAA15 | meso-hematyna |
— 53.29 44.65 37.75 27.85
FI— 0.00208 0.00166 0.00112 0.00007
N(Fe-O1 o0s.) 0.34 4+0.03 0.32£0.02 0.184-0.03 1
r(Fe-Oq o0s.) 1.77 +£0.03 1.87+0.01 1.80+0.02 1.90+0.02
r(Fe-Nyp) 2.05 +0.01 2.05+0.01 2.05+0.01 2.058+0.009
r(Fe-Nj) 2.05 2.05 2.05 2.065+0.009
r(Fe-N3) 2.05 2.05 2.05 2.07740.009
r(Fe-Ny) 2.05 2.05 2.05 2.08840.009
r(Fe-C,) 3.08x8 +0.02 | 3.08x8+£0.02 3.08x8+0.01 3.088x440.007
3.095x440.007
r(Fe-Crreso) 3.40 £0.04 3.4040.03 3.40+0.03 3.46+0.01
r(Fe—Cg) 4.31x8 £+0.06 4.31x8+0.03 4.31x8+0.03 4.27x4+0.03
4.30x4+0.04
202(01) 0.0024:0.001 | 0.001440.0008 | 0.002040.0008 0.01240.002
202(4N) 0.013£0.002 0.012+0.002 0.01240.002 0.0073+0.0005
202(C,) 0.011£0.004 0.013£0.003 0.01240.003 0.00740.001
20%(Crneso) 0.01240.006 0.013£0.006 0.01140.006 0.00940.002
202(Cp) 0.01840.008 0.01840.006 0.01840.008 0.02140.006

Tabela 5.14. Parametry dopasowania EXAFS dla roztworéw bez obecnosci chlorochi-
niny w poréwnaniu z parametrami dla meso-hematyny proszkowe;j.

dla strefy atomow azotu oraz wegli typu C, w pierscieniu FePPIX. Bardzo istotne
jest to, ze w zaleznosci od dodanej objetosci wody zmienia sie charakterystyka
wiazania osiowego tlenu pozapierscieniowego. Dla MDAA30 zwicksza sie odleglosé
tego atomu od absorbera o 0.1A w stosunku do roztworu bez wody a dla MDAA15
zmniejsza sie o 47 procent jego liczba koordynacyjna. W analizie EXAFS parametr
liczby koordynacyjnej jest skorelowany z parametrem nieuporzadkowania struktu-
ralnego 202, dlatego dopasowanie parametru liczby koordynacyjnej z wartoscig
znacznie mniejsza niz 1 wplyneto réwniez na zmniejszenie wartosci nieuporzadko-
wania strukturalnego.

Jesli efektem dziatania chlorochininy w obecno$ci czasteczek wody jest, tak jak
sugeruje EXAFS, wzrost ilodci czasteczek FePPIX z zelazem na trzecim stopniu
utlenienia bez stabilnego wiazania ligandu, to lek ten powoduje wzrost ilosci reak-
tywnego Hemu Fe(IIT) w wakuoli i cytoplazmie komorki pasozyta a zatem dziata
poprzez stres oksydacyjny i w konsekwencji powoduje rozpad komoérki pasozyta.

Analiza widm XANES

Poréwnanie widm dla par roztworow: MDAA-MDAAQ, MDAA30-MDAAQ30,
oraz MDAA15-MDAAQ15 przeprowadzono réwniez w zakresie energetycznym XA-
NES. Na rys. 5.26 przedstawiono przyktadowe widmo XANES i jego pochodnag dla
meso-hematyny w roztworze kwasu octowego, z zaznaczeniem charakterystycznych
struktur.

Wszystkie widma XANES dla roztwordéw, rys. 5.27, rys. 5.28, rys. 5.29 za-
wieraja charakterystyczne struktury: P ( 7113eV), A ( 7118eV), szerokie platou
D w maksimum w potozeniu od 7131eV do 7135eV i najwyrazniej zarysowana
dla pary MDAA-MDAAQ strukture C2 w potozeniu 7153eV. W parach pomiedzy
XANES dla roztworéw z i bez chlorochininy roznig sie nieznacznie MDAA30 z
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Rysunek 5.26. Eksperymentalne widmo XANES i jego pochodna dla meso-hematyny
w roztworze kwasu octowego MDAA15 7z zaznaczonymi miejscami pojawiania sie charak-
terystycznymi struktur dla widma porfiryn z centralnym atomem zelaza i osiowymi li-
gandami. Duze litery odnosza sie do widma XANES a male do jego pochodnej. Cudzys-
tow oznacza ze dana struktura w danym widmie nie wystepuje, lub jest bardzo stabo
zarysowana.

MDAAQ30 oraz MDAA15 i MDAAQ15. Zaobserwowano przesuniecie potozenia
krawedzi absorpcji o mniej niz 0.5eV w kierunku nizszych energii dla roztworow
z chlorochining. Poza tym stosunek amplitudy maksimum krawedzi do amplitudy
XANES powyzej 7160eV jest nieco mniejszy dla roztworu z chlorochining w tych
parach a w szczegolnosci dla MDAA15 i MDAAQ15. Wskazuje to najprawdopo-
dobniej na zmiane wzajemnych potozen atomoéw stref wegli w FePPIX. Zmiany
te sa jednak znacznie mniejsze niz pomiedzy widmem meso-hematyny i hema-
tyny wskazujac na mniejsze réznice strukturalne. Ze wzgledu na podobieristwo
struktury P XANES nie wskazuje na zmiany symetrii wokét absorbujacego ze-
laza, ani na zmiane spinu absorbera w parach roztworéw bez i z chlorochinina w
roztworach kwasu octowego z dodatkiem wody. Wieksza réznice struktury P zano-
towano dla pary MDAA i MDAAQ), rys. 5.27, przy jednoczesnym podobienistwie
XANES w pozostatym zakresie widma. Réznice w amplitudzie struktury P, ktora
odpowiada za przejscie elektronu ze stanu s do shybrydyzowanych stanéw 3d z
4p w atomie zelaza, pomiedzy XANES MDAA i MDAAQ, w zwiazku z brakiem
zmian strukturalnych najblizszego otoczenia atomu zelaza (analiza EXAFS nie
wykazata znaczacych réznic w parametrach odlegtosci i nieuporzadkowania dla
atomoéw azotu i osiowego atomu tlenu), moga $wiadczy¢ o nieco innej symetrii
najblizszego otoczenia absorbera - utozenie katowe.

Wykonano réwniez graficzne zestawienie widm XANES dla trzech rodzajow
roztworow bez obecnosci chlorochininy, rys. 5.30, oraz trzech roztworéw zawiera-
jacych antymalaryczne lekarstwo, rys. 5.31. Zaréwno w jednym jak i drugim zes-
tawieniu najmniejszy stosunek amplitudy maksimum krawedzi do amplitudy XA-
NES powyzej 7160eV zauwazono dla roztworu bez dodatku wody. Widma MDAA
oraz MDAAQ sa tez bardzo nieznacznie przesuniete w kierunku nizszych energii
w grupach odpowiednio bez i z antymalarycznym lekiem. XANES wskazuje zatem
na wieksze réznice pomiedzy otoczeniem atomu zelaza pomiedzy roztworami bez
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Rysunek 5.27. Widma z zakresu XANES dla pary MDAA-MDAAQ.
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Rysunek 5.28. Widma z zakresu XANES dla pary MDAA30-MDAAQ30.
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Widma z zakresu XANES dla pary MDAA15-MDAAQ15.
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Rysunek 5.30. Poréwnanie eksperymentalnych widm XANES dla wszystkich roztwordw

bez obecnosci chlorochininy.

Dokonano réwniez poréwnania ksztattu XANES dla jednego z widm roztwordw
- MDAAT15 oraz widma XANES zmierzonego dla mikrokrystalicznej probki meso-
hematyny, rys. 5.32. Wyboér widma roztworu jest losowy i nie powinien wptynaé
na wnioski wysuniete z poréwnania, poniewaz ksztalty wszystkich widm XA-
NES roztworéw kwasu octowego sa do siebie bardzo podobne. W poréwnaniu do
XANES meso-hematyny w postaci mikrokrystalicznego proszku widmo roztworu
ma rozmyta i przesunieta w kierunku wyzszych energii a tym samym glownej
krawedzi absorpcji strukture P ( 7113eV), wyraznie zarysowana strukture A w
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Rysunek 5.31. Poréwnanie eksperymentalnych widm XANES dla wszystkich roztwordw
w obecno$ci chlorochininy.

pozycji 7118eV, zanik struktury C, oraz szersze platou D w maksimum absorpcji.
Obecno$é struktury A jest w stosunku do porfiryn z centralnym atomem zelaza,
ktorego ligand stanowia lekkie atomy sa oznaka zmiany spinu ze stanu S=5/2 do
S=3/2 wielokrotnie i dla roznych zwiazkow opisana w literaturze [86, 107, 108]. Na
szczegolna uwage zastuguje praca Della Longa i in. [90], w ktorej zestawiono kilka
niskospinowych i wysokospinowych widm dla zelazowych porfiryn réznych hemo-
protein. Dyskutowano tam rowniez wptyw zmiany ligandu zelaza na te strukture.
Opisane powyzej rezultaty analizy EXAFS widm roztworéw potwierdzaja znaczne
roznice strukturalne dla osiowego atomu tlenu w stosunku do widma proszkowej
meso-hematyny. Zatem pojawienie sie struktury A w XANES roztworéw mozna
ttumaczy¢ mata wartoscia liczby koordynacyjnej wskazujacej, ze co najwyzej jedna
trzecia czasteczek FePPIX posiada ligand. Obecnosé struktury A wskazuje na
zmiane polozenia atomu zelaza w kierunku do pierscienia FePPIX (doming effect,
rys. 5.33), co jest powiazane ze zmiang funkcji spinowej tego atomu.

Zmiana spinu zelaza jest zwiagzana z wystapieniem tzw. doming effect, rys. 5.33
[109]. W stanie wysokiego spinu zelazo jest poza plaszczyzna pierscienia, natomiast
dla spinu niskiego znajduje sie w ptaszczyznie. Dla G-hematyny proszkowej, ktorej
spin zelaza wynosi S=5/2 zelazo znajduje sie 0.47A poza plaszczyzna [37, 110].
Przypuszczalnie te sama wartosé spinu posiada zelazo proszkowej meso-hematyny
co potwierdza podobienstwo widma XANES dla tych dwoch materiatow o dime-
rowej budowie czasteczki.

Potozenie zelaza blizej ptaszczyzny pierscienia FePPIX w roztworze kwasu oc-
towego potwierdza rowniez zanik struktury C, poniewaz atomy na ktoérych ma
miejsce wielokrotne rozpraszanie sa bardziej kolinearne. Skrocenie odleglosci ze-
laza w kierunku do ptaszczyzny pierscienia powoduje skrocenie odlegtosci miedzy
absorberem a atomami strefy czterech atoméw azotu pierscienia na co wskazuje
rowniez poréwnanie parametréow uzyskanych z analizy widm EXAFS dla meso-
hematyny proszkowej i w roztworze, tab. 5.14. Przesuniecie potozenia struktury
P o 2eV w kierunku wyzszych energii w XANES meso-hematyny w kwasie w sto-
sunku do jej potozenia w widmie meso-hematyny proszkowej to prawdopodobnie
rowniez efekt krotszego wiazanie Fe - atomy azotu w pierécieniu PPIX, wynika-
jacego z braku ligandu tlenowego. Publikacja T. Yamamoto [111] wskazuje na
wyzsza energie przejécia elektronu 1s do orbitalu a; przy skréconych wiazaniach
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Rysunek 5.32. Widma z zakresu XANES oraz jego pochodna dla przyktadowego widma
roztworu - MDAA15 w zestawieniu z widmem i jego pochodna dla meso-hematyny w

postaci proszku.

ligand

Rysunek 5.33. Zaleznos¢ spinu zelaza od potozenia w stosunku do plaszczyzny piers-
cienia PPIX.

dla czterech atomoéw w ptaszczyznie, dla molekuty o symetrii O, potwierdza-
jac tym samym przypuszczalny spin dla czasteczki. W pracy H. Oyanagi [109]
pokazano widmo niskospinowej mioglobiny z zelazem dwuligandowym z podob-
nie bliskim potozeniem P do krawedzi absorpcji. Przypisano to shybrydyzowaniu
orbitalu p z orbitalem d,2_,2. Kazde z charakterystycznych struktur widma jest
potwierdzone przez maksima na pochodnej widma XANES, ktore dla roztworu
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znajduja sie w nastepujacych pozycjach energetycznych: 7111eV, 7115eV, 7117eV,
7121eV, 7124eV - pozycja gtéwnej krawedzi absorpcji, 7127eV i 7135eV.

Poniewaz widma XANES roztworéw z obecnoscia czasteczek chlorochininy i
bez ich obecnosci w roztworze nie wykazuja znaczacych réznic postawiony problem
przy obliczaniu i dopasowywaniu XANES nie byt taki, jak przy analizie EXAFS:
czy a jesli tak, to w jaki sposdb rozni sie otoczenie zelazowego absorbera przed
i po dodaniu chlorochininy w roztworach kwasu octowego z rézna zawartoscia
H5O. Pytanie przy analizie XANES brzmiato: czy bardziej do eksperymen-
talnego XANES FePPIX w roztworze kwasu octowego podobne jest te-
oretyczne widmo na podstawie modelu bez uwzglednienia atomu tlenu
osiowego czy tez obecno$é¢ tego atomu nalezy uwzglednié¢ a jezeli tak
to w jakiej odleglosci od absorbera?. Do obliczenia teoretycznego XANES
na podstawie odpowiednio zmodyfikowanej jednostki strukturalnej wykorzystano,
tak jak i dla analizowanych poprzednio mikrokrystalicznych proszkéw, programow
FEFF i MXAN. Dodatkowo podjeto probe dopasowania widma XANES uzywajac
do tego programu MXAN. Zaréwno do dopasowania jak i zestawienia z teore-
tyczna funkcja XANES uzyto przyktadowego eksperymentalnego widma roztworu
MDAAT15. Wybér byt losowy. W dopasowaniach XANES nie jest brany pod uwage
parametr nieuporzadkowania strukturalnego a zatem przyjmuje sie, ze czasteczki
danego materiatlu maja jednorodng budowe. Teoretycznie policzony XANES za po-
mocg programu FEFF oraz dopasowane teoretyczne widmo XANES przez MXAN
dla modelu bez obecnosci osiowego tlenu przedstawiono odpowiednio na rys. 5.34
i rys. 5.35. Parametry dopasowania przedstawiono w tab. 5.15. Teoretycznie po-
liczony i dopasowany XANES wedtug opisanej w poprzednim rozdziale strategii
przy uzyciu programu MXAN dla zréznicowanych ze wzgledu na odlegtosé zelazo -
tlen osiowy modeli przedstawiono na rys. 5.36, natomiast parametry dopasowania
zestawiono w tab. 5.16.

XANES - FEFF

1 MDAA15

FEFF ——
08 \

N
/

0.6

]
z

0

Absorpcja [arb. un.]

7100 7120 7140 7160 7180 7200
Energia [eV]

Rysunek 5.34. Teoretyczne widmo XANES obliczone przez program FEFF dla mo-
delu jednostki strukturalnej wyznaczonej przez dopasowanie EXAFS bez uwzglednienia
osiowego atomu tlenu.

Najlepszy parametr jakosci dopasowania w analizie XANES przez MXAN uzys-
kano dla modelu struktury z tlenem pochodzacym z czasteczki roztworu w od-
legtosci 2.85A bez obecnosci tlenu osiowego. Parametr ten wynosi 0.289 i jest o



5.2. STRUKTURA CZASTECZKI SUBSTYTUTU... 89

XANES - dane eksperymentalne

0.16

MDAA1S5 ——
0.14 MXAN
S o012 &
g 0.1 I v yara e —
S 008 [
o
S 0.06
8
< 0.04 1
0.02

0
7100 7120 7140 7160 7180 7200 7220
Energia [eV]

Rysunek 5.35. Teoretyczne widmo XANES obliczone i dopasowane do przyktadowego
eksperymentalnego XANES dla roztworu dla modelu strukturalnego bez obecnosci osio-
wego atomu tlenu. Do analizy wykorzystano program MXAN.

MDAA15
S? 0.289
\ X | r(Fe-X) [A] |

O os. -

N, 2.04

Ny 2.05

N3 2.06

Ny 2.06

O1 p.p. d. 2.83

Tabela 5.15. Parametry dopasowania XANES roztworu dla modelu jednostki struktu-
ralnej pojedynczego pierscienia FePPIX bez osiowego atomu tlenu.

0-1.9 0-2.0 bez O
S? 0.836 0.787 0.344
| X [r(Fe-X) [A] | r(Fe-X) [A] | r(Fe-X) [A] |

O os. 1.90 2.01 -

N, 2.03 2.03 2.04

Ny 2.03 2.04 2.05

Nj 2.06 2.07 2.05

Ny 2.08 2.08 2.06

Tabela 5.16. Parametry dopasowania XANES roztworu dla modelu jednostki struktu-
ralnej z nastepujacymi odlegto$ciami tlenu: 1.9A 0-1.9, 2.0A 0-2.0, oraz bez obecnosci
tlenu - bez O.

0.055 lepszy niz dla modelu bez uwzglednienia jakiegokolwiek atomu pozapiers-
cieniowego, o 0.498 lepszy niz w modelu z osiowym tlenem w odlegtosci 2.01A 10
0.547 lepszy niz w modelu z osiowym tlenem w odlegtosci 1.90A. Analiza XANES
przychyla sie zatem do potwierdzenia modelu jednostki strukturalnej otrzymane;j
w analizie EXAFS i potwierdza model struktury zwigzku FePPIX z co najwyzej
jedna trzecia pierscieni z atomem zelaza posiadajacym ligand.
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Rysunek 5.36. Teoretyczne widmo XANES obliczone i dopasowane do przyktadowego
eksperymentalnego XANES dla roztworu dla modelu jednostki strukturalnej z nastepu-
jacymi odleglosciami osiowego tlenu od absorbera: 1.9A oznaczony jako MXAN O-1.9,
2.0A oznaczony MXAN 0-2.0, oraz bez obecnoéci tlenu - MXAN bez O. Do analizy

wykorzystano program MXAN.

5.2.2 Roztwory dimetylosulfotlenku

Drugi z roztworéw wykorzystanych w badaniach technika XAFS - dimetylosul-
fotlenek (CH3)2SO jest podobnie jak kwas octowy substancja o czasteczkach po-
larnych jednak w przeciwienstwie do kwasu octowego jego czasteczki nie sa dono-
rami jonéw wodorowych. Grupy metylowe czgsteczki DMSO moga wykazywaé
bardzo staby charakter kwasowy: pK, = 35. Dimetylosulfotlenek zostal wybrany
jako rozpuszczalnik poniewaz ma obojetny w charakter i przestaja by¢ w nim
istotne efekty dysocjacji w rozumieniu wymiany jonéw wodorowych. Poniewaz
jako rozpuszczalnika meso-hematyny uzywano dimetylosulffotlenku bez zadnego
dodatku wody nie mozna bra¢ pod uwage hydrofobowosci FePPIX jako czynnika
powodujacego lub stabilizujacego kompleks czasteczki meso-hematyny z chloro-
chining.

Analiza widm EXAFS

Eksperymentalne widma EXAFS wraz z ich transformatami Fouriera dla pary
widmo bez i z chlorochinina w roztworze dimetylosulfotlenku - DMSO, umiesz-
czono na rys. 5.37. Dla tego samego zakresu EXAFS jak i transformaty Fouriera
EXAFS dotaczono widma proszkowej meso-hematyny. Roznice dla funkeji x (k)
(rys. 5.37) pomiedzy MDDMSO a MDDMSOQ sa widoczne w nastepujacych za-
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kresach: 4-6A~" 1 6.5-8A~1. W zakresie 4-6A~1 i 7-9A~! oba widma roztworow
wyraznie odbiegaja od funkcji EXAFS dla meso-hematyny. Natomiast w zakresie
6.5-7A~! funkcja x(k) dla MDDMSO pokrywa sie z ta dla meso-hematyny, gdy
tymczasem ta dla MDDMSOQ jest wyraznie przesunieta w kierunku wyzszych
wartosci wektora falowego k, co $wiadczy o zmianie odlegtosci atomow juz w pier-
wszej strefie koordynacyjnej. Transformaty Fouriera dla wszystkich trzech widm:
MDDMSO, MDDMSOQ i meso-hematyny roznia sie dla kazdej z atomowych stref
koordynacyjnych. Zmiany w kazdym z pikéw transformaty wskazujg na zmiane od-
legtosci od zelazowego absorbera, oraz wzrost nieuporzadkowania strukturalnego
dla strefy czterech atomoéw azotu oraz wegli typu C, w roztworach MDDMSO
i MDDMSOQ w poréwnaniu do mikrokrystalicznej meso-hematyny. Pojawia sie
dodatkowa struktura w zakresie 2.4-2.9A w TF widma MDDMSOQ sugerujac
obecno$é¢ dodatkowego lub dodatkowych atomoéow w takiej odleglosci od zelaza.

=
o

50

MPDMSOQ MDDMSOQ
DDMSQ -+
eso-hematynd | 40 MDDMSO

A W L }‘ N

Na

: ORA TR L (A W \
L / ' [ 10 + a
N / J N\ L

1 2 3 4 5 6
r[Al

FT K3*x(k)

//_.:

K3*x(K) [arb. un.]
o OO A N O N M O ©

k[a?Y

Rysunek 5.37. Eksperymentalne funkcje x(k) dla MDDMSO i MDDMSOQ oraz ich
transformaty Fouriera w zestawieniu z funkcja x(k) dla meso-hematyny

W tab. 5.17 zamieszczono parametry dopasowania funkcji x(k) dla roztworu
MDDMSO i MDDMSOQ. W przeciwienistwie do roztworéw kwasu octowego funk-
cja EXAFS moze zosta¢ dopasowana poprzez model jednostki strukturalnej dla
czasteczki dimerowej. Oznacza to, ze liczba koordynacyjna osiowego atomu tlenu
pozostaje bliska wartosci 1, a zatem atom ten nie podlega wymianie z atomami
tego samego rodzaju z otoczenia, czasteczka jest stabilna i osiowy atom tlenu naj-
prawdopodobniej pozostaje wciaz zwiazany w czasteczce dimerowej. Dla roztworu
MDDMSO dopasowano wytacznie model strukturalnej jednostki dla dimeru, na-
tomiast w przypadku roztworu MDDMSOQ konieczne okazato si¢ uwzglednienie
dodatkowych atomow.

[stotna zmiana parametréow pierscienia FePPIX po dodaniu antymalarycznego
lekarstwa dotyczy skrocenia odleglosci czterech atomow azotu o 0.023A i skroce-
nia odlegtoéci w strefie wegli typu C,,es0 0 0.11A. Liczba koordynacyjna tlenu
osiowego oraz atoméw pozapierscieniowych tworzacych wraz z tlenem wiazanie
mostkowe nie jest istotnie rézna dla obydwu roztworéw. To samo dotyczy wartosci
parametru odleglosci atomow wigzania mostkowego za wyjatkiem Cy p.p. ktorego
odleglosé od absorbera wzrasta o 0.5A. Stad wniosek o zachowaniu dimerowej
budowy czasteczki zaréwno w roztworze bez antymalarycznego leku jak i w jego
obecnosci. Wartosé czynnika Debya-Wallera dla osiowego tlenu wskazuje jednak
na wiekszy nieporzadek strukturalny w strefie tego atomu w czasteczkach po do-
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MDDMSO MDQDMSO
R 51.88 53.69

F1 0.00155 0.00253

EF -3.0+0.7 -3.0+0.7
X N(X) [ r(FeX) [A] | 202(X) A7 | NX) | r(Fe-X) [A] | 202(X) [A7]
01 os 1 1.7840.01 0.00740.003 0.96+£0.04 1.8040.02 0.012+0.004
Ni234 4 2.083 +0.006 0.010+0.002 4 2.06+0.01 0.013+0.003
Ca 8 3.09 £0.01 0.0111+0.003 8 3.08+0.02 0.011+£0.004
Cheso 4 3.51 £0.05 0.013+0.009 4 3.40+0.06 0.015+0.006
Cﬁ 8 4.28 £+0.04 0.020+0.013 8 4.30+£0.07 0.018+0.008
Ci1 pp 1 3.09+0.16 0.011+0.003 0.96+0.04 3.17+0.12 0.011+0.004
Ca2 p.p 1 3.45+0.34 0.01010.008 0.96+£0.04 4.01+£0.38 0.018+0.008
O p.p 1 3.90+0.09 0.010+0.008 0.96+0.04 4.01£0.18 0.018+0.008
N; p.p. d - - - 1.1040.05 2.484+0.06 0.002+0.001
Cy p.p. d. - - - 1.0140.08 2.881+0.06 0.002+0.001
Ca p.p. d. - - - 0.98+0.08 2.891+0.06 0.002+0.001
Cs p.p. d. - - - 6.31+£0.13 3.60+£0.07 0.014+0.003
O/N;y p.p. d. - - - 2.9440.10 3.77+0.09 0.004+0.002

Tabela 5.17. Parametry dopasowania dla atomow i ich grup w strukturze ferriproto-
porfiryny FePPIX dla roztworéw meso-hematyny w DMSO.

Funkcja x dla MDDMSO Transformata Fouriera X dla MDDMSO
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Rysunek 5.38. Funkcja x(k) wraz z funkcja dopasowana dimerowej jednostki struktu-
ralnej dla MDDMSO, oraz ich transformaty Fouriera.

daniu antymalarycznego leku. Zidentyfikowanie pozapierscieniowego atomu azotu
w odleglosci 2.48A, dwoch atomow wegla w odleglosci 2.88A oraz dodatkowych
atomow wegli 1 tlenu badz azotu w odleglosci powyzej 3.5A jest mocna przestanka
do potwierdzenia wigzania atomoéw czasteczki chlorochininy z pierscieniem FeP-
PIX. Graficzne przedstawienie funkcji y (k) wraz z funkcja dopasowana, oraz ich
transformaty Fouriera zamieszczono na rys. 5.38 dla MDDMSO i rys. 5.39 dla
MDDMSOQ.

W plikach banku danych PDB dla krystalograficznie wyznaczonych struktur
porfiryn z zelazem posiadajgcym jako ligand atom azotu whudowany w piers-
cien aromatyczny, jak np. histydyna (ligand hemu w strukturze hemoglobiny)
nie znaleziono wartosci odleglosci zelazo - azot w granicach 2.5A. Na ogél nie
sg one wieksze niz 2.25A. Trudno zatem okresli¢ charakter wigzania atomu N
chlorochininy z centralnym absorbujacym zelazem. Odlegtos¢ 2.88A od atomu ze-
laza dwoch atomoéw wegli, jesli sa one zwigzane w ten sam pierdciei co atom
azotu $wiadczy o potozeniu ptaszczyzny cze$ci aromatycznej chlorochininy pod
katem zdecydowanie mniejszym niz 90 stopni w stosunku do ptaszczyzny piers-
cienia porfirynowego. A zatem pierscienie aromatyczne chlorochininy i FePPIX
bytyby do siebie w pewnym stopniu rownolegle co potwierdzatoby przewidywane
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Rysunek 5.39. Funkcja x(k) wraz z funkcja dopasowana dimerowej jednostki struktu-
ralnej dla MDDMSOQ), oraz ich transformaty Fouriera.

dla kompleksu FePPIX-chlorochinina wigzanie typu m — 7. Analiza EXAFS wyk-
lucza charakter dimerowej czasteczki meso-hematyny w roztworze dimetylosulfo-
tlenku jako p-oxo dimeru zaréwno w obecno$ci chlorochininy jak bez niej. Gdyby
czasteczka meso-hematyny miata forme p-oxo dimeru w strukturze atomowej naj-
blizszy atom zelaza do atomu zelaza absorbujacego znajdowatby sie w odleg-
tosci okoto 3.6-4.0A. Taki model strukturalny wedlug analizy EXAFS okazal sie
nieprawdziwy zaréwno dla MDDMSO jak i MDDMSOQ. Doniesienia o wigzaniu -
oxo dimeru z chlorochining pojawity sie w literaturze, |21, 112|. W analizie EXAFS
dla roztworu meso-hematnyny w obecnosci chlorochininy zaproponowano réowniez
jako prawdopodobny model z atomem chloru w odleglosci okoto 2.7A. Zostal on
jednak uznany za znacznie mniej prawdopodobny niz przedstawiony powyzej ze

wzgledu na wartos¢ parametru dopasowania R=73 a nastepnie odrzucony po ana-
lizie widma XANES.

W dodatkowym zestawieniu, tab. 5.18, zamieszczono poréwnanie paramet-
row dopasowania funkcji EXAFS widm roztwordéw meso-hematyny rozpuszczonej
w dimetylosulfotlenku i meso-hematyny proszkowej. Wplyw roztworu przejawia
sie przede wszystkim w skroceniu znaczaco odleglosci osiowego tlenu o 0.12A
i w ramach niepewno$ci dopasowania pozostalych atomoéw tworzacych wiazanie
mostkowe. Wystepuje zatem najprawdopodobniej zmiana polozenia wzgledem sie-
bie pierécieni FePPIX tworzacych dimerowa czasteczke. Zmiana ta jednak jest na
tyle mata, ze nie powoduje zerwania wigzan mostkowych. Kolejna zmiana w rozt-
worze dotyczaca atoméw pierscienia FePPIX to ujednolicenie odlegtosci wigzania
czterech atoméw azotu i jej wzrost o 0.011A z jednoczesnym wzrostem wartosci
nieuporzadkowania dla tej strefy. Brak szostego ligandu jest dowodem przemawia-
jacym na korzy$¢ zachowania dimerowej budowy czasteczki. Takim samym dowo-
dem jest brak atomu siarki w odleglosci do 4.0A. Nie ma zatem wymiany osio-
wego atomu tlenu z tlenem czasteczki DMSO jak réwniez czasteczka DMSO nie
przylacza sie jako drugi ligand. Nalezy doda¢, ze stwierdzono taka wymiane li-
gandu w hematynie (zwiazku o czasteczce ztozonej z pojedynczego pierscienia
FePPIX). W ogolnosci mozliwe jest tez dolaczenie czasteczki DMSO jako kolej-
nego ligandu [106, 113].

Dimerowa czasteczka meso-hematyny zachowuje sie zdecydowanie inaczej w
kwasie octowym i dimetylosulfotlenku. W kwasie octowym rozpada sie na po-
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‘ MDDMSO ‘meso—hematyna‘

R— 51.88 27.85
FI— 0.00155 0.00007
r(Fe-O) 1.78 £0.01 1.9040.02
r(Fe-Ny) | 2.083 £0.006 | 2.058+0.009
r(Fe-Ng) 2.083 2.065-+0.009
r(Fe-N3) 2.083 2.077+0.009
r(Fe-Ny) 2.083 2.088-+0.009
r(Fe-C,) | 3.09x8 £0.01 | 3.0884-0.007
3.095+0.007
r(Fe-Cpeso) | 3.51x4 +0.05 3.46x440.01
r(Fe-Cg) | 4.28x8 £0.04 4.27+0.03
r(Fe-Cp) 4.3040.04
r(Fe-Cy p.p.) | 3.0940.16 3.06+0.07
r(Fe-Cy p.p.) | 3.45+0.34 3.7240.07
r(Fe-O p.p) | 3.9040.09 4.0540.03
20%(01) 0.00740.003 | 0.012+0.002
20%(4N) 0.010£0.002 | 0.00734-0.0005
20%(Cq) 0.011£0.003 | 0.00740.001
20%(Crneso) | 0.01340.009 |  0.00940.002
202(Cpg) 0.02040.013 | 0.021+0.006
20%(Cy p.p.) | 0.01140.003 | 0.007+£0.001
20%(Cq p.p.) | 0.010£0.008 | 0.01040.006
20%(0 p.p.) | 0.01040.008 | 0.01040.006

Tabela 5.18. Parametry dopasowania dla MDDMSO i meso-hematyny. Poréwnanie.

jedyncze pierécienie FePPI podczas gdy w DMSO pozostaje dimerem. Trudno
oceni¢ czy ta réznica jest spowodowana zmiang pH, czy tez podobienstwem czas-
teczki kwasu octowego do czedci wiazania mostkowego. Aby stwierdzi¢ jak moga
sie wigza¢ czasteczki chlorochininy w wakuoli pasozyta nalezatoby bada¢ wyek-
strahowane bezposrednio z komorki erytrocytu dimery i monomery FePPIX po
zastosowaniu lekarstwa antymalarycznego.

Analiza widm EXAFS MDDMSO i MDDMSOQ wskazuje na powstanie kom-
pleksu dimer FePPIX - chlorochinina co daje podstawe, by sadzi¢, ze lek blokuje
odktadanie sie dimerowych czasteczek w mikrokryszal. Jest to inne dziatanie tego
samego leku niz zaproponowane na podstawie analizy roztworéow kwasu octowego.

Analiza widm XANES

Widma z zakresu XANES dla roztworu DMSO pokazano na rys. 5.40. Réznice w
zakresie XANES w widmach MDDMSO i MDDMSOQ sa niewielkie za wyjatkiem
struktury przedkrawedziowej. Zarejestrowano bardziej rozmyta, lecz o tej samej
amplitudzie co dla MDDMSO strukture P dla MDDMSOQ), co $wiadczy o de-
lokalizacji stanéw shybrydyzowanych prawdopodobnie ze wzgledu na obecnosc
dodatkowych atoméw pozapierscieniowych (analiza EXAFS dla MDDMSOQ).
Struktura P w widmie roztworéw ma okoto dwukrotnie wyzsza amplitude od
odpowiadajacej jej struktury dla mikrokrystalicznej meso-hematyny, co $wiad-
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czy prawdopodobnie o zmienionej symetrii wokot centralnego absorbera - zwigk-
sza sie liczba shybrydyzowanych stanéw 3d z 4p, rys. 5.40 w roztworach w sto-
sunku do materiatu meso-hematyny. Zaobserwowano bardzo niewielkie réznice
w widmie w zakresie powyzej 7150eV, gdzie widmo MDDMSOQ charakteryzuje
sie nieco wieksza intensywnoscia gltownej krawedzi absorpcyjnej niz widmo MD-
DMSO. XANES obu roztworéw rozni sie tez w zakresie 7129-7136eV Charak-
terystyczne struktury dla XANES MDDMSO pojawiaja sie dla energii okoto:
7114.5eV, 7129eV, 7135eV, 7138.5e¢V, a dla pochodnej tego widma w okolicach:
7112eV, 7114eV, T117eV, 7119.5eV, 7125eV - okresla potozenie glownej krawedzi
absorpcji, 7133eV i 7137.5eV. Dla XANES MDDMSOQ jest ich mniej i wystepuja
w okolicach: 7114.5eV, 7130eV i 7136eV a dla jego pochodnej w okolicach: 7112eV,
7113.5eV, T117eV, 7120eV i 7125eV - wyznacza potozenie gléwnej krawedzi ab-
sorpcji. Pomimo tych roznic wystepuja charakterystyczne struktury C i D dla
widm obydwu roztworéw. Podobnie jak dla XANES proszkowej meso-hematyny
brak struktury A, co pozwala na zatozenie spinu o wartosci S=5/2. Krawedz ab-
sorpcji w widmie XANES roztworéw jest przesunieta w kierunku wyzszych en-
ergii w poréwnaniu z potozeniem krawedzi meso-hematyny proszkowej o ~2eV,
co pozwala stwierdzi¢, ze wzrasta stopien utlenienia zelazowego absorbera. Jed-
noczesnie nie wystepuje przesuniecie gltéwnej krawedzi absorpcyjnej MDDMSOQ
w stosunku do potozenia krawedzi XANES dla MDDMSO, a wzgledne potozenie
struktury P do polozenia glownej krawedzi absorpcji jest takie samo w widmach
XANES roztworéw i mikrokrystalicznego materiatu.

XANES - dane eksperymentalne XANES - dane eksperymentalne
1 S 1 F
T 08 / \\ T 08 \
3 06 3 06
s / g /
(%} (5}
g 04 meso-hematyna g 04 meso-hematyna
2 MDDMSOQ 2 MDDMSOQ
< o2 BOMSO == < o2 MDBMSO
0 o]
7110 7120 7130 7140 7150 7160 7100 7120 7140 7160 7180 7200 7220
Energia [eV] Energia [eV]
Pochodna XANES - dane eksperymentalne XANES - dane eksperymentalne
0.12 0.2
0.1 /"\ meso=nematyn meso.hema{yna
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0.06 i JlLY MDDMSO —— 2 MDDMSO ——
g
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Rysunek 5.40. Eksperymentalne funkcje XANES dla MDDMSO i MDDMSOQ oraz
ich pochodne w zestawieniu z funkcja XANES dla meso-hematyny.

W zwiazku z brakiem tak duzych watpliwosci jak dla roztworéw w kwasie oc-
towym co do okreslenia odlegtosci od absorbera atomu osiowego tlenu, oraz jego
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mieszczacej sie w przedziale dla struktury czasteczki dimerowej wartosci czynnika
Debya-Wallera, teoretyczne funkcje XANES zostaty policzone za pomoca kodu
FEFF na podstawie pozycji poszczegblnych atomoéow dla uzyskanych w procedurze
dopasowania strukturalnych modeli jednostki dla roztworu z dodatkiem i bez obec-
nosci chlorochininy. Przedstawiono je na rys. 5.41. Odtwarzaja one ksztaltt XANES
ze struktura przejscia 1s-3d oraz energetycznym potozeniem krawedzi dla obu rozt-
worow MDDMSO i MDDMSOQ. Nie oddaja jednak dobrze amplitudy krawedzi
absorpcji w stosunku do widma powyzej 7140eV ani dla roztworu z chlorochinina
ani dla tego bez niej. Obliczona teoretyczna funkcja XANES dla MDDMSOQ rézni
sie od tej obliczonej dla MDDMSO przede wszystkim nizsza amplituda struktury
C.

XANES - FEFF XANES - FEFF
1 ADDMSQO..—— 1 l\ll'\nl\llQnQ —
\ FEFE —— ‘\ FEFF ——
T 08 — g 08
pe | S~ e | S~
3 06 & 06
/ /
8 04 g 04
/
2 02 / / 2 02 /
0 I 0

7100 7120 7140 7160 7180 7200 7100 7120 7140 7160 7180 7200
Energia [eV] Energia [eV]

Rysunek 5.41. Teoretyczne widmo XANES obliczone przez program FEFF dla modelu
jednostki strukturalnej dimerowej czasteczki uzyskanej po dopasowaniu widma EXAFS
roztworu dimetylosulfotlenku w zestawieniu z XANES eksperymentalnym dla MDDMSO
i MDDMSOQ.

Dopasowania XANES zostaly wykonane programem MXAN dla widm XA-
NES obydwu roztworéw, bez i z dodatkiem chlorochininy, zgodnie ze struktura
otrzymang przy dopasowywaniu EXAFS. Nie dopasowywano regionu przejscia 1s-
3d. Dopasowana funkcje przedstawiono na rys. 5.42 a parametry dopasowania w
tab. 5.19. Przez graficzne poréwnanie obydwu dopasowan, rys. 5.42, mozna po-
dobnie jak dla funkcji obliczonych przez FEFF stwierdzi¢ r6znice w strukturze C:
dla MDDMSO amplituda struktury C jest mniejsza.

Oba czynniki jakosci dopasowania sg na akceptowalnym poziomie jednak model
strukturalny okreslony dla MDDMSOQ wydaje sie by¢ lepszy. Parametry od-
legtosci w dopasowaniu XANES dla czterech atomoéw azotu w pierécieniu FeP-
PIX roztworu MDDMSO wykazuja tendencje do asymetrii w pierscieniu PPIX
co jest sprzeczne z wynikami uzyskanymi z analizy EXAFS, jednak ich srednia
jest wieksza od Sredniej dla odleglosci tych samych atoméw w pierscieniu FePPIX
roztworu MDDMSOQ co potwierdza rezultat analizy EXAFS. Dopasowanie za-
proponowanego modelu strukturalnego z atomem chloru, nalezacym do czasteczki
chlorochininy, w odleglosci 2.26A, tak jak ma to miejsce w strukturze meso-heminy,
tab. 5.9, do widma MDDMSOQ przesuneto atom chloru na odlegtos¢ 2.65A. Nie
uznano jednak tego modelu ze wzgledu na nieakceptowalnie wysoka wartosé S? =
1.4
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Rysunek 5.42. Teoretyczne widmo XANES obliczone i dopasowane przez program
MXAN do widma eksperymentalnego XANES dla MDDMSO i MDDMSOQ.

MDDMSO | MDDMSOQ
S? 0.532 0.438
| X [ r(FeX) [A]] r(Fe-X) [A] |

O os. 1.81 1.78
N, 2.07 2.06
Nj 2.07 2.06
Nj 2.10 2.07
Ny 2.10 2.07

N p.p. d. 2.49
Cp.p-d. 2.85
C p.p. d. 2.88

Tabela 5.19. Parametry dopasowania XANES roztworu dla modelu jednostki struktu-
ralnej czasteczki dimerowej do eksperymentalnych XANES dla MDDMSO i MDDMSOQ.

5.3 Proponowane otoczenie atomowe
dla pierwiastkow ciezkich w molekule
fotouczulacza.

Nominalna struktura czasteczki potproduktu fotouczulacza zostata przedstawiona
w rozdziale 2. Byla to molekuta protoporfiryny IX bez metalicznego centrum i
z dwoma czasteczkami L-alaniny zamiast grup propylowych. Produktem wyjs-
ciowym do produkeji fotouczulacza jest hemina zawierajaca atom zelaza i chloru
a w procesie przytaczania L-alaniny do czasteczki PPIX wykorzystuje si¢ brom.
Stad przy nieefektywnych i nieekonomicznych metodach oczyszczania obecnosé
pierwiastkow ciezkich zelaza i bromu w niemal gotowym produkcie co wykazata

metoda XAF'S.

5.3.1 EXAFS

Pierwsza z propozycji umiejscowienia atomu zelaza byto centrum pierscienia PPIX,
natomiast bromu peryferie pierécienia PPIX - w miejscach wiazania grup propy-
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lowych lub jako ligand atomu wegla mostku metinowego.

\ \ PP(Ala); |
R=26.19
FI-=0.00042
EF=-4.010.6

X | r(Fe-X) [A] | 20 |
Br os. | 2.369£0.004 | 0.012+0.001

Ny 1.94+£0.01 | 0.006+£0.003

Ny 2.04£0.03 | 0.006£0.003

N3 2.06+£0.04 | 0.006£0.003

Ny 2.07+0.03 | 0.006+0.003
1z8C, | 2.9440.06 | 0.013£0.010
228Cq | 2.99£0.03 | 0.0134£0.010
2z8C, | 3.10£0.05 | 0.01340.010
328Cq | 3.24£0.02 | 0.0134£0.010
Creso | 3.32£0.06 | 0.011+0.008
Cieso | 3.37£0.06 | 0.011£0.008
Creso | 3.41£0.06 | 0.011+0.008
Cieso | 3.4240.06 | 0.011+£0.008
Cgs 4.16+0.08 | 0.0224+0.004
Cgs 4.23£0.08 | 0.0224+0.004
Cgs 4.25+0.08 | 0.0224+0.004
Cgs 4.27+0.08 | 0.0224+0.004
Cgs 4.2840.08 | 0.0224+0.004
Cgs 4.34£0.08 | 0.0224+0.004
Cgs 4.38+0.08 | 0.0224+0.004
Cgs 4.4440.08 | 0.0224+0.004

Tabela 5.20. Parametry dopasowania odleglosci i czynnikow Debya-Wallera dla alani-
nowej pochodne;j.

Model ten jednak okazal sie nieprawidtowy a wystepujace silne oscylacje w sze-
rokim zakresie eksperymentalnego EXAFS dla PP(Ala), jak rowniez duza wartosé
amplitudy pierwszego piku w poréwnaniu do kolejnych w transformacie Fouriera
zmierzonego widma EXAFS, rys. 5.43, wskazuja na silnie rozpraszajacy atom w
bezposrednim sasiedztwie absorbujacego atomu zelaza.

Dopasowywano zatem model strukturalny protoporfiryny IX z atomem ze-
laza w centrum pierscienia oraz atomem bromu jako ligandem centralnego ze-
laza. Parametry dopasowania umieszczono w tab. 5.20. Funkcja y (k) dopasowana
do eksperymentalnej funkcji EXAFS zostata przedstawiona na rys. 5.43. Przed-
stawione dopasowanie jest modyfikacja dopasowania przedstawionego w artykule
autora rozprawy [114|. Modyfikacja zostata przeprowadzona ze wzgledu na otrzy-
mang poprzednio zbyt wysoka warto$¢ nieuporzadkowania strukturalnego wyno-
szaca 0.054 dla pierscieniowych atoméw wegli typu a, mogaca sugerowaé¢ brak
struktury pierscienia PPIX w otoczeniu atomowym zelaza. Poniewaz dopasowanie
byto korekcja zmieniono strategie dopasowania parametréow. Dla uzyskania rozsad-
nej wartosci parametru czynnika Debya-Wallera w grupie wegli typu a pogrupo-
wano odpowiednio atomy wegli typu C,, tab. 5.20 i dopasowywano parametry
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Funkcja x dla PP(Ala), Transformata Fouriera x dla PP(Ala),
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Rysunek 5.43. Funkcja x(k) EXAFS wraz z funkcja dopasowania dla alaninowej
pochodnej PPIX, oraz ich transformaty Fouriera

odlegtosci te same w podgrupach C,. Dopasowywano rowniez parametry odleg-
tosci dla atomu bromu oraz oddzielnie dla kazdego z atomdéw azotu. Parametry
odlegtosci dla wegli typu Cieso 1 Cg pozostaly niezmienione w stosunku do opub-
likowanych parametréow, a jednakowy btad dopasowania odleglosci w danej grupie
wynika z tego, ze podczas procedury dopasowania przesuwano je o te sama wartosc.
Wszystkie parametry nieuporzadkowania strukturalnego dopasowywano dla grup
atomow tego samego rodzaju i w podobnej odlegtoéci od absorbera. Teoretyczna
funkcja EXAFS na podstawie przyjetego modelu zostala dopasowana z dobrymi
wartosciami jakosci parametrow R i FI. Pewne watpliwosci moga budzi¢ nieidealnie
odpowiadajace sobie ksztalty transformat Fouriera: funkcji EXAFS eksperymen-
talnej i dopasowanej, rys. 5.43. Moze to by¢ spowodowane tym, ze jako ligand
zelaza w pewnym procencie czasteczk potproduktu wystepuje atom tlenu. Nie
zmienia to jednak wniosku z przeprowadzonego dopasowania o zajmowaniu cen-
tralnej pozycji w pierscieniu przez atom zelaza ani tego, ze atom bromu znajduje
sie w pozycji jego ligandu.

5.3.2 XANES

Widmo XANES na krawedzi K zelaza dla PP(Ala)s, rys. 5.44, przypomina ksztal-
tem pokazywane dla np. meso-hematyny widma XANES na krawedzi K atomu ze-
laza umieszczonego w centrum pierécienia PPIX. W odniesieniu do charakterysty-
cznych struktur na widmie XANES meso-hematyny, rys. 5.12 wykazuje obecnosé
piku P z maksimum w ~7114eV, wyrazng strukture C dla energii ~7131eV co
wskazuje na potozenie absorbujacego zelaza poza plaszczyzna pierscienia, oraz
strukture D w potozeniu ~7136eV. Wyodrebniajace sie maksima w pochodnej XA-
NES zarejestrowano dla nastepujacych pozycji energetycznych: 7113eV, 7121eV,
7126€V -potozenie gtownej krawedzi absorpcji, 7135eV.

Teoretyczna funkcje XANES dla PP(Ala), policzona za pomoca FEFF na pod-
stawie modelu strukturalnego otrzymanego przez dopasowanie EXAFS przedsta-
wiono na rys. 5.45. Odtwarza ona ksztalt kazdej z charakterystycznych struktur
widma P,C i D.

Na rys. 5.46 przedstawiono teoretyczna funkcje XANES dopasowana do ekpery-
mentalnego widma przy uzyciu programu MXAN. Parametry tego dopasowania
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Rysunek 5.44. Funkcja XANES dla alaninowej pochodnej PPIX z zaznaczeniem
widocznych struktur P, C i D, oraz jej pochodna
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Rysunek 5.45. Funkcja eksperymantalna i teoretyczna XANES dla alaninowej pochod-
nej PPIX policzona za pomoca FEFF.

przedstawiono w tab. 5.21.
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Rysunek 5.46. Funkcja eksperymantalna i teoretyczna XANES dla alaninowej pochod-
nej PPIX policzona za pomocg MXAN.

Dopasowanie XANES zostalo wykonane z parametrem jakos$ci porownywalnym
do innych parametréw uzyskanych dla zwiazkoéw o porfirynowej budowie czasteczki
(mikrokrystaliczna meso-hematyna). Odlegtosé atomu bromu zostata dopasowana
z podobna wartoscia co dla analizy EXAFS. Roznice w stosunku do dopasowania
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PPIXALA
S? 0.358
| X [r(FeX) [A] ]
Br os. 2.35
N, 2.02
Ns 2.03
Nj 2.03
Ny 2.14

Tabela 5.21. Parametry dopasowania XANES dla widma PP(Ala)s.

EXAFS pojawiaja sie dla parametrow odlegltosci w strefie czterech atomow azotu.
Najkrotsza odleglosé atomu azotu jest o 0.08A a najdhuzsza o 0.07A dtuzsze w
dopasowaniu XANES. Jednak oba dopasowania potwierdzaja duza asymetrie czas-
teczki PPIX juz w pierwszej strefie koordynacyjnej. Zaréwno ksztatt jak parametry
dopasowania XANES potwierdzaja prawdziwos$¢ przyjetego strukturalnego modelu
z atomem zelaza w centrum pierscienia PPIX oraz atomem bromu w pozycji jego
ligandu.



Rozdzial 6

Podsumowanie

Malaria pomimo stosowanych terapii i sSrodkow zapobiegawczych wciaz pozostaje
jedna z najczesciej na $wiecie wystepujacych choréb zakaznych. Wystepuje przede
wszystkim w krajach strefy tropikalnej i subtropikalnej. Wedtug raportu z 2008
roku Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) potowa ludzkiej populacji jest za-
grozona zarazeniem a przedstawione w nim statystyki wskazuja, ze w roku 2006
z 247 mln zakazen prawie 881 tys. zakoriczylo sie $miercia zarazonej osoby, [115].
Malaria jest choroba powodowang przez pasozyta Plasmodium. U ludzi jego posz-
czegdlne stadia rozwijaja sie w watrobie i czerwonych komorkach krwi - erytro-
cytach. Stadium rozwojowe pasozyta w erytrocycie jest odpowiedzialne za hy-
drolize hemoglobiny do wolnego hemu oraz tancuchéw aminokwaséw, powodujac
tym samym objawy chorobowe. Poniewaz uwolniony hem jest bardzo toksyczny
dla komorki pasozyta wytworzyl on mechanizmy obronne, ktére prowadza do od-
ktadania toksycznego hemu w mikrokrystaliczny materiat - hemozoine. Proces
tworzenia hemozoiny na poziomie molekularnym pozostaje niewyjasniony do tej
pory, [11, 77, 116]. Réwniez na poziomie molekularnym nieznane jest dziatanie an-
tymalarycznych lekow powodujacych zatrzymanie lub znaczne spowolnienie syn-
tezy mikrokrystalicznego materiatu. Ze wzgledu na drogi proces ekstrakeji hemo-
zoiny jak roéwniez jej wlasciwosci fizykochemiczne (bardzo staba rozpuszczalnosé)
wytworzono do badan laboratoryjnych jej substytut meso-hematyne. Przedmiotem
czesci rozprawy bylo potwierdzenie podobienstwa struktury wytworzonego, roz-
puszczalnego zwiazku meso-hematyny do innego substytutu hemozoiny - nieroz-
puszczalnej (-hematyny, ktorego strukture uznano za taks, jak struktura natu-
ralnego produktu pasozyta, [37]. Nastepnie zbadano wplyw jednego z najdtuzej
stosowanych antymalarycznych lekéw - chlorochininy na strukture meso-hematyny
w roztworze. W tym celu zastosowano metode rentgenowskiej spektroskopii ab-
sorpcyjnej na krawedzi K atomu zelaza, ktora pozwolila na okreslenie lokalnego
atomowego otoczenia tego pierwiastka.

Wyniki analizy zaréwno EXAFS jak i XANES wskazuja na podobienistwo
struktury atomowej lokalnego otoczenia atomu zelaza w mikrokrystalitach meso-
hematyny i f-hematyny, co potwierdza dimerowy charakter czasteczek zwiazku
meso-hematyny. Jednoczesnie struktura lokalna absorbera w obydwu substytu-
towych zwiazkach rézni sie od struktury wyznaczonej dla hematyny (o niedi-
merowym charakterze czasteczek), w szczegdlnosci co do liczby koordynacyjnej
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tlenowego ligandu zelaza. Stad wniosek, ze wiazanie zelazo-tlen jest bardziej sta-
bilne, jesli jest zwigzane w strukture mostka tlenowego, tak jak ma to miejsce w
dimerowych czasteczkach substytutu hemozoiny.

Przeprowadzono eksperymenty rentgenowska metoda absorpcyjna, oraz ana-
lize uzyskanych z niej danych dla roztworéw meso-hematyny w dwu organicznych
rozpuszczalnikach: kwasie octowym i dimetylosulfotlenku, przed i po dodaniu anty-
malarycznego leku - chlorochininy. W przypadku kwasu octowego przeprowadzono
rowniez eksperymenty w obecnosci wody dla dwoch réznych jej stezen. Otrzymane
rezultaty podsumowano nastepujaco:

- struktura lokalnego otocznia zelaza ulega zmianom w zalezno$ci od rodzaju or-
ganicznego roztworu. Zmiany wskazuja na rozerwanie struktury dimeru w kwasie
octowym i zachowanie jej w dimetylosulfotlenku.

- nie zaobserwowano znaczacego wptywu chlorochininy na lokalne otoczenie atomu
zelaza dla roztworu meso-hematyny w czystym kwasie octowym.

- wplyw chlorochininy na atomowe otoczenie absorbujacego atomu zelaza meso-
hematyny w roztworach kwasu octowego jest obserwowany po dodaniu wody.
Zwieksza sie liczba czasteczek ztozonych z pojedynczego pierscienia FePPIX bez li-
gandu atomu zelaza. Potwierdza to przypuszczalny mechanizm doprowadzenia do
zniszezenia komorki pasozyta malarii poprzez tworzenie toksycznego kompleksu
chlorochininy z czasteczka FePPIX o niedimerowym charakterze, co w konsek-
wencji doprowadza do wytworzenia wolnych rodnikéw tlenowych, [117].

- nie zaobserwowano wigzania czasteczki chlorochininy do czasteczki pojedynczego
pierscienia FePPIX w promieniu do 3.5A od pierscieniowego atomu zelaza w rozt-
worach kwasu octowego z dodatkiem wody.

- czasteczka chlorochininy wiaze si¢ prawdopodobnie z dimerowa czasteczka meso-
hematyny poprzez wiazanie typu m — m w roztworze dimetylosulfotlenku. Taki
wniosek moze potwierdza¢ rozwazana w literaturze hipoteze, [13|, ze kompleks
czasteczki chlorochininy z dimerowa czasteczka FePPIX zapobiega wbudowaniu
tej ostatniej w strukture mikrokrystalitu.

- dimerowa czasteczka FePPIX nie wystepuje w formie p-oxo dimeru ani w rozt-
worze kwasu octowego, ani w roztworze dimetylosulfotlenku zaréwno w obecnosci
chlorochininy jak i bez.

- brak obecnosci atomu chloru w otoczeniu atomu zelaza w strefie o promieniu
4A w obydwu rozpuszezalnikach z dodatkiem chlorochininy, pomimo doniesieri o
istotnej roli tego atomu w wigzaniu FePPIX z czasteczka antymalarycznego leku,
[92, 118].

W niniejszej rozprawie przedstawiono réwniez wyniki analizy badan spek-
troskopowa metoda absorpcji rentgenowskiej dla lokalnego otoczenia atomu ze-
laza w strukturze potproduktu potencjalnego fotouczulacza. Fotouczulacze to sub-
stancje chemiczne wykorzystywane w fotodynamicznej diagnostyce (PDD) i terapii
(PDT) nowotworéw. Wykazuja tendencje do kumulowania sie w tkankach nowo-
tworowych, gdzie po wzbudzeniu ich wiazka laserowa o odpowiedniej dtugosci fali
dochodzi do zjawiska fluorescencji (wykorzystywanego w diagnostyce), oraz zapo-
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czatkowania serii reakcji chemicznych prowadzacych do powstania wolnych rod-
nikow tlenowych, w tym bardzo toksycznego tlenu singletowego, powodujacych
rozpad komorek tkanki nowotworowej (zjawisko indukowane w fotodynamiczne;
terapii). Idealny fotouczulacz powinien by¢ nietoksyczny dla organizmu. Z uwagi
na obecnosé¢ metali pierwiastkow ciezkich w badanym zwiazku ten warunek nie
jest speliony. Do zastosowania optymalnej metody oczyszczania produkowanego
do celow leczniczych zwiazku z metali ciezkich niezbedne bylo znalezienie w jego
czasteczce miejsca wiazania atomow zelaza i zidentyfikowanego w trakcie prowa-
dzonych badan absorpcyjnych bromu w jego budowie .

Stwierdzono, ze najbardziej prawdopodobnym miejcem wigzania atomu zelaza
w produkowanym fotouczulaczu jest centrum pierscienia protoporfiryny PPIX.
Atom bromu zostal wykryty w pozycji ligandu zelaza.

Wszystkie zamieszczone powyzej wnioski sa poparte wynikami analizy rentge-
nowskich widm absorpcyjnych, ktoére zamieszczono i przedyskutowano w Rozdziale
5 niniejszej rozprawy. Wprowadzenie do teoretycznych podstaw zastosowanej tech-
niki pomiarowej zawarto w Rozdziale 3. Opis probek i sposobu przeprowadzenia
eksperymentu przedstawiono w Rozdziale 2. Wprowadzenie do zagadnien zwia-
zanych z syntetycznym odpowiednikiem hemozoiny, oraz potencjalnym fotouczu-
laczem zamieszczono w Rozdziale 1.
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