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1. Wprowadzenie

Badania nad syntez i wiasciwosciami pohczen jondw metali ze zwazkami
organicznymi doprowadzity do otrzymania ogromnejczliy nowych peajczen
koordynacyjnych, ustalenia wptywu jonu centralnegoreaktywnéc ligandéw organicznych
oraz pozwolity odtworz§ wiele procesow zachogzych in vivo [1, 2, 3] za pomag
stosunkowo prostych uktadow modelowych. 8pd szerokiej gamy ligandow greipudzca
szczegoOlne zainteresowanie stanpwivigzki 0 znaczeniu biologicznym, buwe udziat w
procesach metabolicznych, zaréwno organizmd&hmaych, jak i zwierzcych.

W ostatniej dekadzie XX w. wzrosto zalnteresowamelﬁnl i dotyccymi pohczen
Cr(lll). Wiele opracowa monograficznych poszerzyto w@a temat metabolizmu tego
jonu w aspekcie biochemicznym i toksykologlcznyrd\ réwnieS, cha: w znacznie
mniejszym stopniu, bionieorganicznym [5]. Chro@ubst wanym biopierwiastkiem,
ktérego niedobdr powoduje zaburzenia toleran@'r@ghy. Migdzy innymi ustalono,Se
sktadnik zawierajcy jon Cr(lll) wptywa dodatmd na dziatanie insylin nazwano go
czynnikiem tolerancji glukozy GTF [6]. WladqmonuSe w jego sktad wchodzi organiczny
kompleks chromu(lll) z kwasem mkotynﬁ@rﬁ gmanym przez azot) oraz glutationem (Gly,
Cys i Glu). Budowa i struktura GTF (rlfefzosta’fa {Z%z ostatecznie okilena. Przypuszcza
sie, Se Cr(Ill) mdSe tworzy potrom«gmpleks z insulini receptorem insuliny w tkankach,

utatwiajgc w ten sposob ich wzaj " e relacje [7].

Badania odd2|a+yV\faJQﬁu\¢r(ll) z substancjami wchoglzymi w skiad komaorki miaty
na celu przede wszystki pﬁznanle struktury elelkivwe] i molekularnej oraz, w jego
rezultacie mechanizmué’fama GTF. Wielostronadamia modelowe, z zastosowaniem
reagentbw o znacznie prostszej budowie, pozwalaljasnic mechanizm dziatania
poszczegolnych etapow metabolicznych wtedy, gdgzyeisty proces biologiczny jest zbyt
skomplikowany. Uktad zi§ony z jonu metalu i zwizku biologicznie czynnego rSe
niekiedy stanowi model enzymu i posfy¢ do wyjanienia reakcji enzymatyczne;.

Badania nad uktadami modelowymi zawigcgmi uktad metal — biologicznie czynny
ligand organiczny, magdostarczy odpowiedzi na pytanie w jakim stopniu gganie z
bioligandem modyfikuje reaktywdé chemiczig badanych ukiadow w odniesieniu do ich
funkcji biologicznych.

Niemal wszystkie reakcje zachade w uktadach biologicznychy katalizowane przez

biatka zwane enzymami. G@owstaje na drodze wielu procesow metabolicznyetingm z



kluczowych enzyméw dostarczaych CQ w mitochondriach komérek eukariotycznych jest
dehydrogenaza pirogronianowa (PDH) [11]. Enzym keatalizuje proces dekarboksylaciji
oksydacyjnej pirogronianu do octanu, “aktywowanegw”trakcie reakcji enzymatycznej
pofaczeniem z CoA (koenzym A) do acetylo-CoA (acetybmhzym A). Aktywnéé
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej jest regalm przez odwracalnfosforylacg
[12]. W stanach niedoboru energii (niski poziom ATBirogronian m8e ulega dalszym
przemianom katabolicznym do acetylo-CoA, redukgjimleczanu lub, gdy poziom ATP jest
wysoki, mde stanowd substrat do syntezy cukréw, aminokwaséw i kwagasztzowych.

Ostatnie badania wskaaufSe pirogronian, w warunkach niedokrwienia tkanelksmia
sercowego dziata jak “zmiatacz” wolnych rodnikowggenger), powstagych na skutek
stresu oksydacyjnego, genexxggo powstawanie pewnych stg HzOz [13]. Przypuszczalnie
kwas pirogronowy ulega alternatywnej przemlanleﬁﬂm o) @J na drodze reakcji 26k,
majcej w warunkach jej przebiegu znaczenie cytoprofj 4-16].

Jedry z metod badania wychwytu GQest prze@ta’rcame “obgipe)” czsteczki w
form¢ weglanowego zwjzku koordynacyjnego. \Qadanla nad wprowadzeniem do
wewretrznej sfery koordynacyjnej qsteczl%\\@é doprowadzity do otrzymania i
scharakteryzowania g¢glanowych uk’fadow/d@ordynacyjnych gtéwnie Co(lll) Cr(lll).
Chemia chromu(lll) jest ulssza w tego@p’a patzenia [17-20]. Szczegdlnie trudne do
otrzymania 8§ zwiazki koordynacyjr;e§ @r(lll) z pojedynczymi biologiden czynnymi
ligandami organicznymi i jonem Q@J’.ﬁtWIej natomiast otrzymuje sizwigzki zawierajce
w wewretrznej sferze koordynaqy;\ﬂej oprécz anionus&@ne ligandy z donorowymi
atomami tlenu, np. O czy (/‘g@i‘w‘

\\)

/

2. Pofaczenia Cr(lll) jak@'rqzki biologicznie czynne

Jak dogd jednoznacznie roli patzen Cr(lll) wystepujagcych w ukiadach
biologicznych. Jest to spowodowane gtownie speegfimm charakterem (np. wielora¥o
stopni utlenienia) centrum koordynacji jakim jest jchromu(lll). W ostatnim czasie pojawito
wiele opracowa monograficznych dotygzych metabolizmu tego jonu w aspektach
biochemicznym, toksykologicznym i (ch@v mniejszym stopniu) bionieorganicznym [5]. Do
bada kinetycznych nad procesami zachgogmi w ukladach biologicznych nieztne g
zwigzki stabilne, ktére uleg@jwolnym przemianom. Warunki te spetaiaj petni zwizki

chromu(lll).



Badania dotycce reakcji substytuciji anionow koordynacyjnych
[Cr(C204)2(histamina)] oraz [Cr(CGOs)z(witamina B)]” w roztworach wodnych
przeprowadzone przez Kita [21, 22] wykazabg wymienione paiczenia Cr(lll) stanovi
quasi-enzymatyczne modele biologiczne. Oznacz&eajzieki ich wiasciwosciom mdSliwe
jest poznanie i wyfmienie niektorych mechanizméw proces6w enzymatyczny
zachodzcychin vivo.

Pionierskie prace Mertza et al. [23, 24] zwrOcitywage na zwiazki chromu(lll) w
podwySszeniu tolerancji glukozy, dowogz m. in., Se sktadnik zawierapy jon Cr*
(nazwano go czynnikiem tolerancji glukozy GTF (Gisk Tolerance Factor)) wplywa
dodatnio na produkejinsuliny. W jego skiad wchodzi organiczny komplaitgomu(lll) z
kwasem nikotynowym (niacyna) i glutationerop omovywne zostato w poprzednich
rozdziatach. Ze wzgtlu na faktSe budowa GTF nie zost aﬁ@}szcze poznana, przypaisgc
jedynie ma@liwe jego formy. Jednz nich m&e by potm%»\/ kompleks Cr(lll) z insulmi
receptorem insuliny w tkankach, utatwa@jw ten spo@”lch wzajemne relacje. Bdaawvo
(1957) twierdzono,Se GTF jest substang; kte@jest wymagana do utrzymywania

normalnego poziomu glukozy, ktéra zapob%gqu lecagimierne usuwanie glukozy (w

przypadku stosowania diety niskocukrowe; czegmlknj!m jest zmniejszenie 8glnej
tolerancji glukozy [25]. Piniejsze badan%g\ﬁykazaiﬁe GTF jest w organizmie postaci
aktywra, a ka&dy wprowadzany zqué@chromu(lll) jest do niej przeksztatcany [26].
Koncentraty posiadage aktywnéé Giﬂ—*Uzyskano z d&oSy, watroby i siary wotowej. Jak
dotad, nie udato si skrystallzowa iawartej w nich substancji czynnej. Wiadomo jedrsak
GTF wywiera korzystny /wp+yw na uktad glukoza/ingidi u 0s6b z hipoglikeny;
hiperglikems, cukrzyg typu 2Yh|perllpldem; Nie potwierdzono jednak jego dziatania na
uktad glukoza/insulina @5 b zdrowych. Podsumawujwiazki Cr(lll) odgrywap waSna

role w kontroli uktadu glukoza/insulina.
3. Oddziatywanie chromu(lll) ze sktadnikami komorek

Gtéwnym zrédiem chromu(lll) dla czlowieka jesBywnos¢ (warzywa, mgso),
powietrze miejskie, dym papierosowy [27, 28]. Nikt sole Cr(lll) (Np. polinikotynian czy
chlorek) 8 uSywane jako suplementy dietetyczne, a ich Speanie jestswiadomym
wprowadzaniem tego jonu do organizmu drggkarmovd. Majg one pozytywny wptyw na

zdrowie cztowieka, co potwierdzono licznymi badami&linicznymi [29].



Cr(lll) jest stabo absorbowany przez komoérki organe, podczas gdy Cr(VI)
absorbowany jest bardzogthie. Z tego wzgldu w organizmie mamy do czynienia gtownie z
chromem(VI), ktory po absorpcji (lecz przed dostami s¢ do krwioobiegu) ulega

przeksztatceniu do chromu(lll) (Rys. 1).
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Rys. 1. Wystpowanie chromu na §fych stopniach utlenienia w organizmie

Chrom(lll) jest niezdolny do przedostania db wretrza wickszaci komorek

prawdopodobnie dlateg8g spora c#é jego zwizkéw wystpujaca w organizmach jest



nierozpuszczalna w wodzie [30-32]. Z kolei Cr(Vizenika przez blopkomorkowy dzieki
transporterom anionowym [33-35]. Weytrz komérek eukariota Cr(VI) jest redukowany
metabolicznie, za pomealutationu czy cysteiny, do Cr(lll) [36]. Chrom(Vhie reaguje z
makromolekutami, takimi jak DNA, RNA, biatka czypldy, zawartymi w komaorkach. Cr(lll)
z kolei jest zdolny do koordynacji z wymienionymvizzkami wielkocasteczkowymi  [29].
Cr(ll) produkowany wewsgtrz komérek w wyniku redukcji chromianow(V1), jestigzany
gtéwnie w kompleksy organiczne, zawiei@@ NAD', kwasy nukleinowe i inne sktadniki
komodrkowe. W przypadku bakteriischerichia coli,opisanej przez Foncave’a et al. [37],
reduktazy flawinowe z flawinami gwattownie redukughromiany do rozpuszczalnego i
stabilnego kompleksu Cr(Il)-NAD ktéry z kolei wytwarza Cr(lll) w formie trudno
rozpuszczalnych zwzkow, zwykle Cr(OHjlub CrOs[38]. / Y

Zbadano mechanizm tworzenravitro kompleksu a /kwas -Cr(l11)-DNA oraz jego
specyficzné¢ [39]. Kiedy DNA zwpgzat Cr(lll), a ng%%?fue reagowat z histydgnlub
cysteiny, nie otrzymywano Sadanego kompleksu.@piero po utworzeniu kompleksu
histydyny lub cysteiny chromu(lll) i naginie reakq&szNA uzyskano oczekiwany potrojny
zwigzek koordynacyjny. Rezultaty otrzymane pq%fézas badskazaly jednoznacznie na to,
Se to grupa fosforanowa jest zasadnlczynm?plejscea;uamm kompleksu Cr(lll)-aminokwas
przez DNA, co miato istotne znaczenie &\Mmmnlu w jaki spos6b chrom(lll) whe sk z
tym kwasem nukleinowym w orgamzrr@éﬁwch

Kolejno badano j§ trwajé kompleksy kationowe chromu(lll) oddziajcg
elektrostatycznie z ujemnie naiadbwanyml gruparsfdanowymi DNA [40]. Stwierdzono,
Se sole Cr(lll), takie jak C/Glcizy Cr(NQ;)3, wiaSa silnie DNA w obogtnym $rodowisku
wodnym i koordynyj z Kp}“fosforanow; oraz z atomem N-7 guaniny. Generowany
biologicznie Cr(lll) W’q@ w DNA mé&e powodowdé powstanie pajczen takich jak
DNA-DNA, DNA-peptyd lub DNA-aminokwas co zademomstrano w badaniach nad
komérkami eukariota [41]. Takie zachowanie wskaz8f jon chromu na trzecim stopniu
utlenienia jest rakotworazZforma tego pierwiastka. Kortenkamp et al. [42] argumeratio Se
reakcje silnie kwasowego kompleksu, takiego jak lg;r@ izolowanym DNA s maio
prawdopodobne i nie mady¢ zwigzane z oddziatywaniem Cr-DNi vivo oraz sugerowat,
Se wewntrzkomérkowa redukcja Cr(VI) blisko DNA nSe prowadzi do utworzenia
kompleksu reduktor-Cr(III)-DNA. Oprécz wdaiwosci genotoksycznych, kompleks Cr(l11)-
DNA powoduje: zwgkszenie wydajn&ci syntezy RNA, zmiany w funkcji endonukleazy,
zahamowanie replikacji DNA przez polimegaDodatkowo czsteczka kompleksu Cr(lll)

wykazuje widciwosci katalizupce fosforylacg biatek i oddziatuje z komérkami btony.



Chrom wywiera réwnig ogromne implikacje na ukitad odpogemwy. Z tego
wzgledu prowadzono szereg bad&tore miaty na celu opisanie wpltywu tego pierikas
przegciowego na uklad specjalizgy se w zwalczaniu zak®en i niszczeniu komorek
nowotworowych [43].

Cr(lll) moSe hczy¢ sie z proteinami tworzc w uktadzie immunologicznym
kompletny antygen, ktory zidentyfikowano wpuszegezayv obieg antyciata przeciw Cr(lll),
ale nie przeciw Cr(VI) [44]. Borella et al. [45] @dt w badaniachin vitro, Se wptyw jonéw
metali toksycznych, wliczag w nie Cr(lIl) i Cr(VI), na fitohemoaglutynin(inicjatora mitozy
w hodowli normalnych ludzkich leukocytéw) wywotu@astogeneg (transformagj matych
limfocytow do wkkszych komorek, ktére mgjzdolnag¢ ulegania mitozie) w ludzkich

limfocytach. /\

Obecnaé¢ chromu(lll) w organizmie ludzkim ma @pozytwvatrony Do funkgiji
chromu(lll) w organizmie zalicza ¢ipobudzanie aktywr$gi komorek beta trzustki, dgi
czemu produkowana jest insulina; zkszanie |Ié@eceptorow tego hormonu oraz
zwickszanie aktywngci receptora insuliny — kma@co powoduje wzrogaSiwosci na

SN
insuline. Ponadto chrom zwksza magazynoW&gﬂ(e glukozy w g¢¥niach wspomaga¢

syntez glikogenu. Pierwiastek ten stym 'e przemlanyrgetyczne i syntez kwaséw
ttuszczowych, pobudza transport amlnok@@s(ow do kekndzkki ograniczeniu odkladania
ttuszczu, Cr(lll) przeciwdziata choropfé\cywmzqnyj - otyldéci. Korzystne fizjologicznie
skutki suplementacji chromu objafiwe; rownieS w przypadku niektorych choréb, eoizy
innymi miaSdSycy. Chrom, przeaﬁ‘egulmszozmmu lipidow we krwi oraz wptywanie na
utrzymywanie rownowag /pomﬁy poziomem cholesterolu LDL i HDL, zapobiega
powstawaniu tego schorze nla\{46]

Gtéwnymi drogary |_/\uwan|a z organizmu nieprzyswegmchromusnerki/uryna i

Sok/kat [27-28].
4. Mutagennosé zwigzkéw chromu(lll)

Chrom istnieje w naturze gtownie w dwoch formachromn széciowartagciowy
[chrom(VI)] i chrom trojwartéciowy [chrom(lll)]. Zwiazki chromu(VI) & okoto 1000-
krotnie bardziej cytotoksyczne i mutagenne w ludikfibroblastach & zwiazki chromu
trojwartcsciowego [47]. W badaniach klinicznych, w ktérychostwano iléci nie
przekraczajce 1 mg chromu na debnie stwierdzon&adnych wiéciwosci toksycznych tego

sladowego pierwiastka [48]. Badania nalirmch wykazaty jednakSe obecnéc Cr(lll)



powoduje powAane uszkodzenia tkan&ywych, choci& musi on wystpowa: w duSo
wySszym s¢Seniu w poréwnaniu z Cr(VI) [49].

Pojawienie si w organizmie jonéw chromu(lll) n8e by nastpstwem biologicznej
redukcji Cr(VI), co jest jednym ze sposobow usuwaartiromu na széstym stopniu utlenienia,
poniewd to proces redukcji (Ef + 38 @ Cr) jest mutagenny [50]. Ponadto wykazano

szkodliwe dziatanie Cr(lll) na system immunologigz&hrom(lll) oddziatuje na i¥ne
komponenty systemu odpoguiowego, co w konsekwencji rfe prowadzi do
immunopobudzania lub immunohamowania. SkutkiemkedCr(V1) do Cr(lll) w systemie
odporndciowym jest powstawanie reaktywnych produktowgrgdnich, ktére w paktzeniu
ze stresem oksydacyjnym, uszkodzeniami tkanek Ifegzautleniania) i kaskagzderzé
komorkowych, przyczyniajsie do cytotoksyczngei, genotoksyczmzl i rakotworczdci [51].
Badania porownawcze, dotyre dwoch popula el /s/uplementow dietetycznych,
pikolinianu chromu(lll) (Rys. 2) i niacyny zwzanej,z chromem(lll), ukazaty $ae
charaktery tych zvgzkow. W toku déwiadcze @azanoSe pikolinian chromu(lIl)
powoduje znaczo dSy stres oksydacyjny &Q}zkadza DNA. §audawki pikolinianu
chromu(lll) wywotug zmiany fgdace Wynlklgnxn’iutagennych wdeiwosci tej substancii,
migdzy innymi powstawanleqnher/zy«skornych hemolzanem¢, obrzki tkanek,
dysfunkcje wtroby, uszkodzenia korf@%ék neuronowych, anormilrthromosomali
wzmaga on réwnie produkcg rodnlkox@wdroksylowych oraz zufa organizm w enzymy
antyutleniagce. Zastosowanie |denjtyggﬁej dawki chlorku chromhugie wywotuje natomiast

Sadnych zmian, ale jest@n%to gorzej przyswajplagz organizm. Z kolei niacyna

zZwigzana z chrom%(tﬁ)ﬁkaza’:a;sbyo substangj bardziej dosfprng biologicznie i
skuteczniejsz w porowng\nlty z pikolinianem chromu(lll), a jej k&kyczndci nie

(7
potwierdzono. @
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Rys. 2. Struktura zwkku koordynacyjnego chromu(lll) z kwasem pikolinowy

Kompleksy Cr(lll) z ligandami nieorganicznymi (np.chlorkami) nie s toksyczne
dla cziowieka. Jednak kompleksy chromu(lll) zawjgca w sferze koordynacyjnej
aromatyczne iminy jako ligandgis{Cr(phen}Cl]*, cis{Cr(bpy)Clz]" i [Cr(bpy)(C204)]"
sa mutagenne dla bakterbalmonella typhimuriunj52]. Mutagenné¢ bakteryjna 1,10 -
fenantroliny zawartej w podanym jonie kdeksowym nie mfe by przypisywana
bezpdrednio ligandowi (wolna phen nie jest czynnikiem tagennym dlaSalmonella
typhimurium[53]), przy czym istnieje przekonanige lipofilowa natura ligandéw: phen i bpy
wzmaga przenikalrsé kompleksu, przyczynia¢ sk do toksycznéci danego kompleksu [40].
W przypadku glonéwEuglena gracilis zaobserwowande C{(III) powoduje zmniejszenie
tempa wzrostu danej hodowli [54]. o ©/

Wewngtrz komérek chrom trojwartgiowy mc&s> spowstd na skutek redukcji
chromianow(V1) (Rys. 2), zachogizej przy udziale Wlt@n C i B, cytochromu P-450 lub w
czasie przemian mitochondrialnegdadacha oddechésffego [32]. Tak wytworzony chrom(lIl)
moSe zostéa wbudowany za pomacgrup foéfe&ﬁowych w DNA (Rys. 3), oddziaqj
jednoczénie na replikagj i transkrypcg RNA/pzy Wywoiugc mutagenegz

N
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Rys. 3. Fragment struktury DNA koordygay za pomog atomu tlenu grupy fosforanowej
jon chromu(lll)

Uszkodzenia DNA spowodowane utlenieniem mbgc rozpatrywane na podstawie
efektow toksycznych wywotanych przez chrom(lll) [5&r(Ill) moSe reagowé z grupami
karboksylowymi lub tiolowymi enzymdéw powodigi zmiany w ich strukturze oraz
aktywndici [31]. Modyfikacja aktywnéci polimerazy DNA oraz innych enzyméw S by

réwnieS spowodowana zagiieniem jonéw magnezu przez jony’gs6].



To czy chrom(lll) jest jonem mutagennym, Zjev gtéwnej mierze od jegocsenia
i/lub rodzaju otaczapych go ligandow [57], j&eli stanowi on centrum koordynacji. ket

potwierdzag przeprowadzone badania kliniczne [58].

5. Réwnowaga i trwatcéé CO2w roztworze

Tlenek wegla(lV) jest substangjmato aktywn pod wzgédem chemicznym. Tlenek
wegla(lV) jest bezwodnikiem kwasugaglowego obecnego w matymeSeniu w roztworach
wodnych tego gazu, d#i czemu roztwory te uzyskajpdczyn stabo kwasowy. Prezentuje to

reakcja:

+H20
H,O + CO, === H,CO; —= H30+@Q6 D
N

Kwas weglowy jest kwasem dwuprotonowym, przy czyr %gmp&’-za stata dysocjaciji, df
obliczana jest zazwyczaj z uwegdhieniem catkowiteg Jenla CQw roztworze:

@)
« = [HO*]HCO, jk\—/ s @
al 4,45710
[CO2] +[H 2C03]
O
natomiast drugstata kwasowszi KazwaOWOWIeanO
r§//\}

Kg o= CO&W[H3O 1 =48101 3)

\$F-IC03 ]

Ze wzgkdu na trugmﬁzl ZW|qzane z doktadnym okéeniem stSenia kwasu

weglowego, szacuje siSe vyaﬁ&c rzeczywista statej dysocjacji k'obliczonej z poriszego

rownanla wynosu @
[H30"][HCO3™] 4 @)
K' = = 2,5&0
al [H2COs3]

W przypadku roztworéw o pH 8szym n8 3 (niSszym nB pKai) rownowaga reakcji
(1) przesunjta jest w stroa lewa, czyli preferowane jest powstawanie tlenkegla(lVv). W
ukfadzie takim bda obecne nie jony HC®a CQ. Jest to jeden ze sposobow uzyskiwania
roztworow tego gazu. ¥glany @ znacznie trwalsze od samego kwasu. Pod dziataniem
kwasow wszystkie wglany wydzielag tlenek wegla(lV).



6. Obecna¢ CO2 w uktadach biologicznych

StwierdzenieSe tlenek wgla(lV) jest skladnikiem chemicznym &dego organizmu
Sywego nikogo nie dziwi. Catkowita 6 CO» znajdupcego st w organizmie w 0soczu i
surowicy wynosi 24-29 mmol/l. Obec§toCO; w uktadach biologicznych odgrywa znacz
role w przebiegu wielu proceséw, czego dowodenSenby znaczna ilé prac nad rnymi
aspektami dotyegcymi tego gazu, prezentowanymi pokréotce w dalszgjot tego rozdziatu.

Przyktadem uczestniczenia €@ procesach zachoglzych w organizmie cztowieka
moSe by wytwarzanie kwasu solnego Sotadku. Prezentuje to Schemat 1. Kwasglowy
powstajcy z CQ, osoczai kD, w wyniku dziatania anhydrazy (dehydratazyplanowej,
jest donorem jonéw H Po oddysocjowaniu protonu, H@Ozogt%@wydalone Z organizmu
razem z moczem, o czyfwiadczy jego zasadowy charak @ytworzone w fséb jony

H* przedostaj si¢ do swiatta Sotadka, gdziedcza sic z jop‘%&j chlorkowymi (wydzielanie CI

sprzSone jest z wydzielaniem ™ @7)}
c
)
Q\WOF
AN
)
komorki oktadzinowe .
osocze N Swiatto
Y/ Sofadka
COp— |
H+
N, 4

HCOg"

Cr » CI > CI

Schemat 1. Posredni udziat CO, w produkciji kwasu solnego w Sotgdku

Licznoé¢ enzymédw z klasy dekarboksylaz, odpowiedzialnychwgazielanie CQz
poszczegdinych zwzkéw potwierdzaSe tlenek wgla(lV) ma swoje endogenneddia w

organizmie. Kolejnymi przyktadami mggoy¢ dekarbosylazy: adenozylometioninowa, L-



glutaminianowa, histydynoway-ketokwasowa, ornitynowa czy pirogronianowa. Ostatn
wymienionych enzyméw uruchamia &k procesy transportu elektronéw wndachu
oddechowym mitochondriow, na skutek redukcjgsteczek tlenu do ggteczki wody. W
wyniku zaburzenia tego procesu dochodzi do powsiawva&zsteczek HO., ktore w
nieenzymatycznej reakcji z pirogronianem ulggajernatywnej przemianie do GOoctanu

zgodnie ze schematem:
pirogronian + H,O, - octan + COz+ H,0O (5)

Jednak mechanizm antyutlenigggo dziatania pirogronianu w tym procesie nie jest
do kaca poznany, za sprawtlenu uwalnianego w postaci wolnych rodnikow. Najsze
72\
badania wskazaj Se pirogronian, w warunkach nledokrwa% ‘I/ tkanelcsmia sercowego

dziata jak “zmiatacz” (scavenger) wolnych rodnlko@%sta;;cych na skutek stresu
oksydacyjnego, genergego powstawanie pewnyc%?g 0, [59]. Przypuszczalnie kwas
pirogronowy ulega alternatywnej przemianie do tanu, na drodze reakcji z2Gkb,
majcej w warunkach jej przebiegu znaczen&cy’;@rqﬂeia:[m 16].

Istotrg rolg biologiczry tlenku wegla(lV) Wi)rganlzmach ludzkich jest jego udziat w
tworzeniu zwizkow koordynacyjnych, cz o fzyk}ademSBdayi transferyna (Rys. 4). Pod
wzgledem chemicznym jest to zyzek komg?k@sowy, ktérego centrum koordynacji stan
Fe(lll). Z punktu widzenia bl0|OgIC;ﬁ%ﬁ jest taalbio. Casteczka transferyny skiada <
dwéch podjednostek, z czegoSkﬁQw?speCJalnej wgte ma jeden jon Bé& Jon C& lub
HCOs dziala synergicznie Wwi iu Fe(III) z apotransfergn(biatkiem nie posiadagym
jonu tego metalu przg}lowe&)% Zadaniem transeryny jest doprowadzemia $elaza(lll) do
miejsc, w ktorych blosy wang &zasteczki i w ktérych niezfzna jest obecr$d Fe(lll).

%—/‘ TYR
\
T2
NI
/‘ \O /Asp
N c
ol Q o

His

Rys. 4. Budowa transferyny



Kompleks Fe-apotransferyna w odpowiednim pH rozkisilna poszczegolne

sktadniki, co prezentuje reakcja:
4<pH<6
Fe(lll)-apotransferyna === Fe3* + apotransferyna (6)

pH>6
Transferyna

Reakcj konkurencyjm do wymienionej w§ej jest reakcja protonowania reszty
wodoroweglanowej i wydzielanie C& H20.

Wielka aktywnd¢ katalityczna enzymow wynika z ich zdokeo do wigzania
czasteczek substratow wcisle okre&lonym utcSeniu i stabilizﬁgj/i/ stanéw przajiowych w
procesie tworzenia i zrywania azian chemicznych. Przycbr@venzyméwwfizdc’ reakcji
w uktadach biologicznych zachodzi tak wolriie s one ﬁ\ga}/ie niezauBalne. Nawet tak
mato skomplikowana reakcja, jaKest hydratacja @ést katalizowana enzymatycznie

przez anhydragwegglanows: /t©
SO7
\\\ _

H,O + CO, ?\H’;o* +HCO3 @

L

To katalityczne przyspieszenig\@é%m’owo spowodowane dziataniem obecnego w
tym enzymie jonu cynkowego, Ifj;\éfgﬁ\est skoordynowan resztami histydyny. Woda
wigzana z jonem Zn(ll) ulega/ﬁ\@}ghmiastowemu prze#kszhiu w jon wodorotlenowy
(Schemat 2), usytuowany pr@gﬁ?@ﬁi{gdo ataku ngdepgs sic obok casteczk CO,.

)
His <\\/i His
> ~
0]
: Qggff\\\‘c > OH

U

His/% o His /0—C
His I6)

Schemat 2. Nukleofilowy atak enzymu cynkowego na elektrofilowg czgsteczke dwutlenku wegla

Jon cynku pomaga zaréwno w odpowiednim zorientowaaisteczki CQ, jak i w
wytworzeniu lokalnie dfego s¢Senia jonéw OH Anhydraza wglanowa jest silnym
katalizatorem, ponievia umdSliwia bliski kontakt substratéw i ich optymaln®Senie dla
reakcji. Liczne badania mechanizmugnania CQw aktywne miejsca enzymu dowiodiye
tlenek wegla(lV) nie jest bezpwednio zwgzany z jonem Zn(ll) [60]. Dodatkowo
udowodniono,Se aby uzyska katalityczra aktywnaé, obok trzech reszt histydyny, jon
metalu musi by bezpdrednio skoordynowany z gzteczly wody [61]. Badania dotygee



wptywu pH srodowiska na aktywrig anhydrazy wglanowej daty interesgge rezultaty.
StwierdzonoSe podstawowa forma enzymu jest aktywna w procesigamia CQ, podczas
gdy forma kwasowa aktywuje proces dehydratacji HQEL]. Zaproponowano dwa modele
kinetyczne wyjdniajgce chemiczg natue enzymu i wplyw na jego aktywsdé takich
czynnikéw jak pHsrodowiska, sposéb koordynacji jonu centralnego prligandy oraz
obecnd¢ grupy hydroksylowej (zamiennie gsteczki wody) jako liganda.

Tlenek wegla(lV) ma swoje zrodio endogenne w organizmi€ywym, czego
przykladem m8e by reakcja kataboliczna - oddychanie (utlenienie dgazne).
Oddychanie wewstrzkomérkowe to proces polegay na rozkladzie zwizkéw zidSonych,
np. glukozy na substancje proste, npOH CC;. W wyniku tego procesu powstaje energia,

ktora jest wykorzystywana ngphie do przebiegu wielu fyn iByciowych organizmu.
Proces ten jest przedstawiany za pognuastpujacego rowsax@@ I‘eakCJI

CeH1206 + 60, + 36ADP + 36 —> 6CO, + 9H§<§+ 36ATP (8)
%
= =
Oddychanie wewstrzkomorkowe jest proc;és@m wielostopniowym, katalianym
&0 ﬂ\

przez enzymy. Jego celem jest wyzwolenle enérgmagazynowanle jej w postaci ATP.
Bardziej szczegdtowo zostanie to przedyskutqwatkelmnym podrozdziale.

Dowiedziono Se glukoza znajdqpa&w tkance tluszczowej ne wchodzt w wiele
szlakbw metabolicznychadznie z utlemahlem do CG(poprzez cykl kwasu cytrynowego.
Gdy zWBycie glukozy jest dfe, vailgzas wiksza czs¢ pobranej glukozy jest utleniana
(prowadac do wytworzenia tIenku@@fa(lV)) I przetwarzana w kwasy tluszczowe [62].

7. Metody przeptywowe

Po raz pierwszy zostaty one zastosowane przez Regscf63]. Badat on szybké
reakcji pom¢dzy tlenkiem azotu(lV) i tlenem, gdzie czas przemgiamieniat st od 0,025 do
25 sekund. Kolejnymi naukowcami, ktérzy w 1923 rokawirgli t¢ technile byli Hardrige i
Roughton [64]. Zastosowali oni do badania szybkoi reakcji dla procesow biologicznych
w roztworach wodnych. Opracowali oni megpdzicki ktdrej mdSliwe byto badanie reakgii,
gdzie czas potowicznej przemiany st si¢ w przedziale od 0,001 do 10 sekund. Zalet
metod przeptywowych i jednocgde podstaw tych metod jest szybkie zmieszanie
reagentdow w odpowiedniej komorze a zarazesghgi pomiar substratow lub/i produktow.
Generalnie metody przeptywowe stosuje 8¢ celu sledzenia reakcji, ktorych czas

potowicznej przemiany zawieraesiv przedziale od THdo 1¢ sekund.



Jedry z najbardziej popularnych odmian metod przeptywchvyastugujcych na
szczegolp uwag;, jest metoda zatrzymanego przeptywu (stopped-flow), ktorg jako
pierwszy zastosowat Chance [64]. Tecknitopped-flow stosuje gigidwnie do bada
reakcji w roztworach [65]. Jest ona wykorzystywananacznym stopniu do rozgzywania
duSej liczby probleméw kinetyki chemicznej, badanigtsosci przej¢ konformacyjncyh w
kwasach nukleinowych i w biatkach oraz identyfikdagmplekséw przégciowych [63]. Do
mniej popularnych odmian metod przeptywowych zalicmaSna [66] metode ciagtego
przeptywu (continous flow) - metoda ta jest pewrdrog osiagniccia szybkiego mieszania i
pozwala monitorow&reakcg w dowolnym czasie, innym ficzas rzeczywisty. Mieszanie
moSe by zakaiczone w przeagu 1 ms, tak wic przy Wyciu tej metody faktycznie néma
bad& reakcg o czasie potowicznej przemianyedu 10° s. Typowa pgdkos¢ przeptywu to
10 m/s, wec dlugaé 1 cm odpowiadabedzie 1 ms danej.r & cu Technikrzerywanego
przeptywu (qeunched flow) stosuje si przewa&nie dla rd%ﬁorow Tak jak w przypadku
dwdch pozostatych metod przeptywowych, pr&ymu @lody geunched flow rSoa bada

reakcg o czasie potowicznej przemianyedu 10° s&i)est ona najmniej rozpowszechgion

Q\Vk[\\)f
metod, przeptywov. N\
P
¢ //\ 7
8. Spektrofotometryczna technika sﬁgped flow w badarmch kinetyki reakcji
. (N
chemicznych y \é\ J

”\\
PN

Technika stopped-flow Jest\r)earz najbardziej popularnych metod przeptywowych.
Jako metog analityczra najg@(smeﬁ/vykorzystwe si spektrofotomets, ale méliwe satalkSe
inne metody np. konduktogetrra czy fluorescencja.

Na Rys. 5 pr@stawmno zestaw pomiarowy SX 18MVHiRmy Applied
Photophysics, stosowany w badaniach kinetyki remgtod, stopped-flow. Typowy ukiad
pomiarowy skiada siz systemu monitoragego, uktadu mieszgego, monochromatora,

detektor, lampy deuterowej itermostatu.



Rys. 5. Zestaw aparatury SX.18MV-R firmy Appliede%uysics, stosowanej w metodzie
stopped-flow @g

Na Rys. 6 przedstawiono schemat % yadezenia [65]. Roztwory reagentow
umieszcza si oddzielnie w dwoch strzykawkach-toboczych A i Byastpnie przepycha si
przewodami przez mieszalnik (mieszani odzlzmszybko — 18s), i kolejno przez

celke pomiarow &S do strzykawki powr@j. Wypetnienie strzykawkivprotnej roztworem

powoduje wypchnicie ttoka uderzaj w mikrowydcznik. W tym momencie nagiuje
zatrzymanie przeptywu i pogtek ru. Pogp reakcji w porcji roztworu zatrzymanego w
celce pomiarowej kontrolow. t zazwyczaj spktometrycznie.

Podczas pomiaru mi na jest zmiangSesia substratu lub/i produktu w funkgcji

czasu. Mieszaninporea ze strzykawki powrotnej usuwaegsdo naczynia na zlewki

poprzez rurk odptywows.
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a) Synteza i charakter ka épektroskopowaqcpzﬂnia koordynacyjnego chromu(lit)s-
[Cr(C204)2(OH2)2] yi%

b) Wykorzystanie czsteczki CQ jako indywiduum modelowego ggteczki gazowej do
wyznaczenia statych szybd® etapow reakcji oraz zaproponowanie mechaniznakaje
karboksylacji za pomactechniki stopped — flownGodel owe badania chemiczne);

Ad. a.

Chrom na trzecim stopniu utlenienia jako oemt koordynacji tworzy kompleksy
inertne, ulegace stosunkowo wolnym przemianom w temperaturze jpoke (godzinna
skala czasowa). Dahi tej wiasciwosci maSliwe jest prowadzenie szczeg6towych biaded

kinetyka i mechanizmem proceséw chemicznych.



Ad. b.

Jednym z kryterium wyboru ggteczki CQ jako substratu w reakcjach wychwytu jest
jego dosgpnasé. Otrzymywanie CQw laboratorium jest procesem niezwykle prostym. Do
tego celu najogciej stosuje i roztwor weglanu sodu, ktéry zakwaszony roztworem HCI do
pH = 3 generuje tlenekagla(lV). Ten z kolei, jako bezwodnik kwasowy, ulegaroztworze
wodnym reakcjom réwnowagowym oklenym przez wartéci Kaii Ka2. Mieszaniny anionu
wodoroweglanowego i wglanowego (HC@/CO:*) czy anionu wodorogglanowego i
kwasu weglowego (HCQ/H2CQOs) stanows roztwory buforowe, ktore zapewniaj
utrzymywanie w odpowiednim zakresie statego pH, aspekcie biologicznym ten ostatni
jest buforem fizjologicznym. Stosowanie €fako modelowego chemicznego indywiduum

powoduje Se uzyskane wyniki ména odnié¢ do modelowychﬁagﬁdalologlcznych i kolejno

Klinicznych. & @
Reakcje wychwytu i uwalniania @Z%hd%% niezmiennie w procesach

biologicznych i g katalizowane przez enzymy, zaw@ w swojej strukturze jon metalu.
Odpowiednia konfiguracja centrum katahtyczneg@el%m przykoordynowanego liganda a
takSe srodowisko, w ktérym zachodzte p%etﬂrany ma ogromny wplyw na wzrost
aktywndci katalitycznej oraz selektywgoi 3]3\@0W|cznéc dziatapcego enzymu. Zasadnym
zatem wydaj sie badania klnetyczne@gﬁegaﬁ na otrzymaniu takiego pokenia
koordynacyjnego, ktére w prosty S;Qﬁc@ébdhe whgzalo casteczk gazowego C&
Okreslenie sposobu koordynacji invego liganda, élee etapow tego procesu oraz
wyznaczenie wartei statych Szy@m:) reakcji pozwoli na uzyskanie bazy modelowych
uktadow, ktére w za&ms;z{r eﬁ\ PH i stSenia mog zostd wykorzystane w sposéb
selektywny i specyficzny w odme3|en|u do uktadowldgicznych. Otrzymany w ten sposéb
odpowiedni chemlczn)&/,\ del kinetyczny, $® poméc w zrozumieniu specyfiki
oddziatywania tego indyWiduum ze sktadnikami komdkaz poznania i okééenia miejsc

aktywnych enzymu, bigcych bezpéredni udziat w tworzeniu i rozrywaniu gzan.
CZESC LABORATORYJNA

Otrzymywanie trans-K[Cr(C 204)2(OH2)2] x 3H20

4,0 g KCr07 rozpuci¢ w 8 cnt wrzacej wody, naspnie otrzymany roztwér dodawa
matymi porcjami, cigle mieszajc do 12 g HC)Os * 2H,O w 17 cni wrzacej wody
umieszczonego uprzednio w zlewce na 400°. cfewke naléy przykrié  szkietkiem

zegarkowym i pozostawido krystalizacji w zaciemnionym miejscu. Po 4 @dhia wytgcone



krysztaly odgczy¢ i przemy na zmiag lodowat wodg i etanolem. Otrzymany produkt
suszy na powietrzu. Syntezprzeprowad szeciokrotnie. Nasfpnie zarejestrowawidmo
elektronowe w zakresie widzialnym 350-700 nm w adentyfikacji otrzymanego produktu.
Obliczy¢ wydajna¢ [67].

Otrzymywanie cis-K[Cr(C 204)2(OH2)2] x 3H20

2,0 g KCrO7 i 6 g HC0Os4 - 2HO rozetrzé w osobnych madzierzach. Nasgpnie
wymiesz& oba substraty w parownicy i und@é ja na ptycie kuchenki elektrycznej.
Ogrzewd mieszanig, dod& 3-4 krople wody (paciance parownicy). Po okoto 5 minutach
doda& 20 ml etanolu i rozcietazawarté¢ tluczkiem & do momentu zestaleniaesiW
momencie gdy zestalenie nie nrgste, zdekantowa etanol, doda nows porcg 20 ml
etanolu i procedygr powtérzy¢. Produkt odgczye i przemy n%lfmiaa matymi porcjami
etanolu i eteru. produkt suszya powietrzu. Syntezprze; r@@adz& trojkrotnie. Nasfpnie
zarejestrowé& widmo elektronowe w zakresie widzialgygg“BSO-YOO nncelu identyfikacji

otrzymanego produktu. Obliczyvydajnac¢ [67]. FCQ&
Badanie czystéci @Q
~ ( r/ Jy

-

A

Kilka otrzymanych krysztatow potraktow®-6 k\r\rijpf!%lmi rozciéczonego roztworu amoniaku.

W przypadku izomeru ,trans” powinien powsi §noquowy osad, natomiast w przypadku

izomeru ,cis” — powstaje zielony roztwqgj@j :
CDr
Oznaczanie sktaducis-K[Cr(C 204)2(OHz)z] x 3H20

O . .
Skfad badanych pgtzen koordyna(;yﬁmgch ustalina podstawie stosunku molowego
\\\ /\p}
nowego [67].
(Y
Oznaczanie chromu(lll) < )
Przygotowé 3 naw&ki soI'@Fﬁjbleksowej (0,05; 0,06; 0,07 g), ngmtie rozpyci¢ w kolbie
miarowej na 100 ml. Ko@}j odpipetowa ml tego roztworu do kolby miarowej na 100 ml,
doda 10 ml 1 M NaOH, 10 ml wody i 1 ml 30 %,8.. Ogrzewa na t&ni wodnej (96C)

przez 30 minut & do momentu catkowitego rozktadu®b. Otrzymany klarowny roztwor

chromu(lll) do anionu szczawia

ochtodzt i uzupetné wodg do kreski. Nastpnie zmierzy absorbangj roztworu przy | = 372
nm. Jako odnimik zastosowa0,1 M NaOH. W obliczeniach uwzgini¢ wartas¢ molowego
wspétczynnika absorbancji, ktéry wynosi 4,82 M0 cm™ [67].

Oznaczanie anionu szczawianowego

Przygotowé 3 nawaki soli kompleksowej (0,2; 0,21; 0,22 g), ngstie rozpici¢ w 20 ml
wody (zlewka na 100 ml), dod® ml 1 M NaOH, umigci¢ na t&ni wodnej i ogrzewaprzez
30 minut & do catkowitego rozktadu kompleksu. Kolejno déaeoto 3 ml roztworu 1 M

H.SQy do momentu zobeinienia lub stabo kwiaego odczynu, a naphie sgSonego



roztworu amoniaku do catkowitego wytenia osadu. Osad e@gy¢ i przemy gorca wody
zbierajc przegcz do kolby st8kowej. Kolejno przegz zakwasi 25 ml 2,5 M HSQ,
ogrza do okoto 68C i miareczkowa 0,02 M mianowanym roztworem KMn{57].

Widma w zakresie widzialnym

Odwaly¢ 0,040 gis-K[Cr(C 204)2(OH2)2] x 3H20 i 0,15 gtrans-K[Cr(C 204)2(OH2)7] x
3H20 a nasgpnie kolejno rozpéci¢ w 10 ml 0,001 M HN@. Otrzymane roztwory przgszy¢
i zarejestrowawidma w zakresie widzialnym [67].

Przygotowanie roztworow do badania reakcji wychwytuCO-

Przygotowanie roztworow buforowych

Przygotowa 0,2 M roztwory buforowe Tris [Tris-(hydroksometylaminometan] o]

wartasciach pH podanych przez prowadegocéwiczenie 4/ )
Przygotowanie roztworu CO Q\\\j
\:&aléSy sporadzi¢ 1 M roztwor

W celu przygotowania roztworu G@ pierwszej kolej
NaClQs poprzez rozpuszczenie 21,079 tej soli w 15@@dy destylowanej. 0,01 M N@Gs
naleSy przygotowa rozpuszczagc 0,4292g NKZQ&\\BS).LOI'IZO w 150 cmi 1 M roztworu
NaClQ.. Przed k&da seriy pomiarow klnetyczhy(;ﬁ 15 chiak przygotowanego roztworu
zakwast 1M kwasem solnym do p#3, &\Zakwaszenle spowoduje rozktad £0z
wydzieleniem CQ, ktory pozostawat rozp&czony w roztworze.

Przygotowanie roztworow zwazkow Igcmn@ynacyjnych

Roztwory zwjzkow koordynacyjn)(ctl>przygotow33ezp(éredn|o przed przygpieniem do
pomiarow kinetycznych. Spoxdmuﬂiﬁ;p;zez dodanie do 0,2 Eivazowego roztworu zwiku

koordynacyjnego o okﬁbnym s’gsénlu 5cm0,2 M TRIS i 5 cm 2 M NaClQ,
W celu okrglenia pH rothQrUYeakchnego pobiéracn? tak przygotowanego roztworu i

nastpnie miesza z talq@ iloscig zakwaszonego do p#3,4 roztworu NaCOs, po czym
zmierzy pH.

Technika pomiaru szybkdci reakcji metoda zatrzymanego przeptywu

W celu przeprowadzenia pomiaréw kinetycznych zadstamvykorzystana technika
zatrzymanego przeptywstopped—floy Do tego celu nafly zastosowa mikroobjtosciowy
zestaw do bada metod, zatrzymanego przeptywu stopped-flowSX.18MV-R1, ktory
znajduje s} na wypos&eniu Wydziatu Chemii UG.

Badania dotyczre wychwytu CQprzez badany zwrek koordynacyjny prowadzoneda w
3-4 rénych temperaturach oraz przye&niu CQ = 0,01 M. W tym celu w jednej ze

strzykawek rezerwuarowych n8ile umigci¢ roztwér CQ o odpowiednim sfeniu,



natomiast w drugiej — roztwér badanego komplek@uM NaClQ, + bufor (0,2 M bufor Tris)
o okr&lonym pH. Roztwory z tych strzykawek n&ieprzepchaé do strzykawek roboczych o

pojemndci 2 cnt. Nastpnie przez mieszalnik i cejkpomiarows do strzykawki powrotne;

zostam przepchnjte po okoto 0,3 crhz obydwu strzykawek. Przebieg reakcjidhie
kontrolowany spektrofotometrycznie w zakresie 34800 nm. Po zakazonym pomiarze

mieszanina poreakcyjna zostanie ustanido naczynia na zlewki ze strzykawki powrotnej
przez rurk odptywows.
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