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1. Uvod

Vysadni postaveni mezi biomakromolekulami co se tyce
praktického vyuziti maji bilkoviny, nebot se v organismech
podileji na celé radé funkci. Z toho vyplyvd jejich Siroké
prumyslové a medicinské uplatnéni. Nelze rovnéz opomenout
pouziti bilkovinnych prepardtl jak v zdkladnim, tak i apliko-
vaném vyzkumu. V zdvislosti na jejich konec¢né aplikaci jsou
ptitom pozadovany bilkovinné preparity o rdzném stupni
Cistoty, coz klade rozdilné ndroky na jejich purifikaci.

Jako vychozi materidl slouZi jak rostlinné, tak Zivocisné
tkané, predevs§im vSak mikroorganismy. Mnoho bilkovin pt-
vodné rostlinného ¢i zivoc¢isného ptiivodu bylo klonovano a po
expresi rekombinantni DNA v bakteridlnich, kvasni¢nych ne-
bo savcich bunkdch jsou ziskdvany pravé z téchto zdroja.
Vzhledem k tomu, Ze tyto technologie znacné usnadnily zis-
kavéni vychoziho materidlu, predstavuji nyni ndklady na pu-
rifikaci dané bilkoviny 50-90 % jejich celkovych produkénich
nédklada'. Tato skutecnost je ddna tim, Ze bilkoviny jsou velice
Casto izolovdny z hrubych extrakt, ve kterych tvofi purifiko-
vand bilkovina vedle bilkovin balastnich pouze minoritni po-
dil, a rovnéz faktem, Ze bilkoviny se jen velmi madlo lis{ ve
svych fyzikdlné-chemickych vlastnostech, na nichz jsou zalo-
Zeny klasické purifikacni postupy. Ty jsou tedy v mnoha
ptipadech nejen zdlouhavé a mélo specifické, ale vedou i ke
ztratam izolovanych bilkovin.

Charakteristickou vlastnosti, kterou se vSak bilkoviny na-
vzdjem odlisuji, je schopnost tvorby biospecifickych komple-
xU s jinymi molekulami. Tuto schopnost — schopnost tvorby
afinitnich interakci —1ze vyuzit pfi jejich purifikaci, a zefektiv-
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nit tak cely proces. Rychlejsi a selektivnéjsi separatni metody
by mély napomoci zvySeni vyté€zku, a tim i sniZzeni produk-
¢nich ndkladi. V tomto sméru lze praveé ocekdvat vétsi rozvoj
metod zaloZenych na afinitnich interakcich® a pfedeviim je-
jich uplatnéni v pocdtecnich fazich purifikace.

2. Metody zalozené na afinitnich interakcich

Zdkladem vSech metod zaloZenych na afinitn{ interakci je
tvorba specifického, stabilnitho a reverzibilniho komplexu me-
zi danou bilkovinou a piislusnym ligandem®. Ligandem pfi-
tom muZe byt jak latka nizkomolekuldrn{, tak vysokomoleku-
larn{, latka anorganického ¢i organického charakteru. Afinitn{
interakci je pfitom nutné brat jako komplexni soubor interakct,
nebot se na ni podileji elektrostatické, poldrni i hydrofobni
interakce a van der Waalsovy sily. Pro interakci je dilezitd
také geometrie vazebného mista, tj. prostorové uspotrddani
interagujicich funkénich skupin a jejich stérickd dostupnost,
a charakter samotného prostiedi, ve kterém k interakci dochd-
zi, jeho iontovd sila, pH, pfitomnost iontl atd.

Interakci mezi bilkovinou (P) a ligandem (L) Ize popsat
jednoduchou rovnici:

P+L = PL

Sila této interakce je vyjadfena afinitni konstantou K,,
respektive jeji reciprokou hodnotou, konstantou disociacn{

b
Afinitni konstanta (rovnovaznd, asociacni)

(PL]

= K, = 10~10° mol™"1
PLIL] (K, 0"-10° mol™.1)

A

Disocia¢ni konstanta

K=K} (Kp=10"-10" mol.I"")

Hodnota disocia¢ni konstanty pro danou dvojici bilkovi-
na-ligand by se méla pohybovat ve vyse uvedeném rozsahu.
Jestlize je disociacni konstanta pfili§ vysokd, k afinitni inter-
akci nemusi dojit, je-li naopak nizkd, extrémni podminky
potiebné k disociaci komplexu na ptvodni slozky mohou
denaturovat danou bilkovinu. Velikost disociacni konstanty
rovnéz urcuje pouzitelnost prislusné afinitni metody pro dany
afinitn{ pdr. Je totiZ nutné brat v tvahu, Ze u metod, u kterych
dochdzi ke vzniku afinitni interakce v roztoku, musi byt sila
interakce vyssi, nez u chromatografickych metod, kde inter-
akce vznikd pfi prichodu separované bilkoviny chromatogra-
fickou kolonou. Prehled nékterych ¢astéji pouzivanych afinit-
nich part bﬂkovina—ligand4 spolu s hodnotami disociacnich
konstant je uveden v tabulce 1.

Pro usnadnéni separace afinitniho komplexu z roztoku je
ligand imobilizovan na nosici, ktery mize byt nerozpustny,
rozpustny, piipadné reverzibiln€ rozpustny—nerozpustny. Typ
nosice a predevsim zptisob separace afinitniho komplexu jsou
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Tabulka I
Prehled nejcastéji pouzivanych afinitnich part bilkovina—li-
gand

Bilkovina Ligand K, [mol.I™"
Polyklondlni protildtka antigen 10107
Monoklondlnf protildtka antigen 107'%-107®
Avidin biotin 107"
Lektin sacharid 10°-107
Vazebny protein hormon, toxin 107'%=107°
Enzym substrat 107-107
Enzym inhibitor 1074107

charakteristické pro konkrétni afinitni metodu. V soucasné
dobé je zndma celd fada metod zaloZenych na afinitnich inter-
akcich. Mezi zdkladn{ afinitni metody patff afinitni chromato-
grafie, afinitni membrdnova filtrace a ultrafiltrace, afinitn{
dvoufdzové separace a afinitni precipitace.

Afinitni chromatografie je zaloZena na interakci mezi bil-
kovinou a ligandem imobilizovanym na chromatografickém
sorbentu™®, Tento sorbent miiZe byt umistén v chromatogra-
fické koloné, na kterou je nanesen vzorek, ptipadné mize byt
pfimo piiddn do roztoku vzorku. Po vymyti balastnich bilko-
vin je ze sorbentu eluovdna purifikovana bilkovina. Diky své
vysoké selektivité umoznuje afinitni chromatografie separo-
vat slozité smési bilkovin s vysokym stupném preciSténi.
Nevyhodou vsak je nizkd kapacita a vysoka cena afinitnich
sorbentd. Pfi prdci s hrubymi extrakty navic dochdzi k ucpd-
vani chromatografickych kolon. Afinitni chromatografie je tak
obvykle pouzivdna jako jeden z poslednich purifika¢nich kro-
kd, kdy se pracuje jiz s malymi objemy vzorku, a jeji pouZziti
v poloprovoznim a provoznim méfitku je omezené. Proto
existuje snaha o integraci afinitnich interakci s rozlicnymi
separacnimi metodami, jako jsou filtrace a ultrafiltrace, faizové
separace a precipitace.

Afinitni membranovd filtrace kombinuje specifitu afinitni
interakce a rychlost a objemovou kapacitu membranové filtra-
ce’®. Ligand je imobilizovan na filtraéni membrané, pres
kterou je filtrovan roztok vzorku. Zatimco nezachycené ba-
lastni bilkoviny membrdnou volné prochdzeji, purifikovana
bilkovina se na ni navdze a po promyti membrdny je nasledné
eluovdna. Pouziti této metody je limitovdno ucpavanim pord
membrdny, jeji nizkou vazebnou kapacitou a vysokou cenou
doposud pouzivanych membran.

Afinitni ultrafiltraci 1ze uZit misto afinitni membrdnové
filtrace’. Ligand vSak neni imobilizovan na ultrafiltra¢ni mem-
brane, ale na vysokomolekuldrnim polymeru, respektive ¢as-
tici, které jsou pfidany pifimo do roztoku vzorku. Pro jeho
ultrafiltraci je pak pouZzita membrdna s takovou velikosti pora,
aby balastni bilkoviny mohly membranou volné prochdzet,
zatimco vznikly makromolekuldrni afinitni komplex je zadr-
Zen. Po jejich vymyti je vyvoldna disociace komplexu a puri-
fikovand bilkovina jiZ volné projde ultrafiltracni membranou.
Jistym omezenim této metody je stdle jeSté€ vysokd cena po-
uzivanych ultrafiltra¢nich membran.

Afinitni dvoufdzové separace vyuzivaji déleni latek mezi
dv& navzdjem nemisitelné faze'®'!, kterymi byvaji nejcast&ji
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vodné roztoky polyethylenglykolu a dextranu. Bilkoviny se
distribuuji mezi tyto dvé faze podle rozdélovaciho koeficientu.
Tuto distribuci pfitom Ize posunout tim, Ze na jednu z fazi se
navéaze afinitni ligand. Purifikovand bilkovina se tak distri-
buuje vyhradné do této faze, pricemz distribuce balastnich
bilkovin se neméni. Opakovanou vyménou faze bez ligandu
pak postupné dochazi k precistovani purifikované bilkoviny,
kterd je poté z komplexu s ligandem disociovdna. Nevyhodou
této metody je kontaminace vycisténé bilkoviny stopami po-
lymeru, vysoka cena pouzivanych polymert a problémy s je-
jich recyklaci.

Afinitn{ precipitace je metoda, pfi které dochdzi ke vzniku
afinitnitho komplexu mezi purifikovanou bilkovinou a bis-
nebo polyligandemlz. Tento komplex ndsledné¢ samovolné,
respektive zménou fyzikdlné-chemickych vlastnosti roztoku
precipituje, pticemz balastni bilkoviny ztstdvaji v roztoku. Po
centrifugaci a opakovaném promyti precipititu je vyvoldna
disociace afinitniho komplexu a purifikovand bilkovina pre-
chdzi do roztoku. Problémem u této metody ztistavaji nespe-
cifické interakce mezi komplexem a balastnimi bilkovinami,
a tim i sniZzeny stupenn dosahovaného precisténi.

3. Heterobifunkéni ligandy

Klasickad afinitni chromatografie stdle jesté ztstdva neij3po-
uzivanéjsi metodou zaloZenou na afinitnich interakcich®18
Diilezitym krokem v pfipravé afinitniho sorbentu je imobili-
zace pifsluSného ligandu. Kovalentni imobilizace obvykle
vede ke statistické orientaci ligandu, coz se odrazi v jeho nizké
dostupnosti pro purifikovanou bilkovinu. Tento problém c¢a-
stecné eliminuje imobilizace reverzibilni, pfi které je ligand
imobilizovan prostfednictvim specifickych nebo nespecific-
kych interakci, pfipadné prostfednictvim reverzibilni kova-
lentni vazbylg. Pomoci tohoto pfistupu lze snadno pfipravit
afinitni sorbent pozZadovanych vlastnosti, jako jsou typ a kon-
centrace ligandu. Dal$i nezanedbatelnou vyhodou reverzibiln{
imobilizace je moznost intenzivniho promyti ¢i dokonce steri-
lizace vychoziho sorbentu bez imobilizovaného ligandu pied
jeho opakovanym pouZitim, coz je nezbytné predevsim pfi
produkci farmakologickych preparati.

Jednim z piistupli pro reverzibilni imobilizace ligandi
v afinitni chromatografii je vyuziti tzv. heterobifunk¢nich li-
gandﬁzo. Tuto metodou zavedl v roce 1989 prof. B. Mattiasson
z univerzity v Lundu ve Svédsku. Heterobifunkéni ligandy
jsou molekuly, které obsahuji dvé mista schopnd interakce.
Prvni z nich — vazebné misto V — slouZzi k reverzibiln{ imobi-
lizaci této molekuly na pfislusny chromatograficky sorbent.
Druhé — afinitni misto A — je zodpovédné za biospecifickou
interakci s purifikovanou bilkovinou. Ve vétsin€ piipadi jsou
heterobifunkéni ligandy syntetizovany z odpovidajicich slo-
Zek. Mohou vSak mezi né byt fazeny i nativni molekuly, jako
jsou bilkoviny, fosfolipidy ¢i koenzymy, které obsahuji mista
pro obé potiebné interakce piimo ve své struktufe.

3.1. Strategie pouziti
heterobifunkénich ligandt

Pti préci s heterobifunkénimi ligandy lze pouZzit dvé stra-
tegie, které se lisi ve zplsobu vytvdreni afinitniho komplexu
(obr. 1).
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Obr. 1. Dvé strategie vyuziti heterobifunké¢nich ligandi v afinitni chromatografii

Tabulka II

Prehled aplikaci heterobifunkénich ligandii vyuzivajicich nespecifické interakce

Heterobifunkénfi ligand Interakce Lit.
vazebnd afinitni

Dinonylfenylethoxylat—trypsin hydrofobni trypsin—STI 25

Brij 76-triazinova barviva hydrofobni triazinova barviva—RNAsa 26

Sérovy albumin hydrofobni{ albumin—protildtka 27

Protilatky hydrofobn{ protildtka—antigen 28

Lecitin hydrofobni{ lecitin—fosfolipasa C 29

Tabulka IIT

Prehled aplikaci heterobifunkénich ligandi vyuzivajicich specifické interakce

Heterobifunkéni ligand Interakce® Lit.
vazebnd afinitni

STI-dextran—CB trypsin—STI CB-LDH 20
Dextran—STI trypsin—STI dextran—Con A 30
Ovalbumin protildtka—ovalbumin ovalbumin—-Con A 31
Biotin—ligand avidin—biotin ligand-? 32
NAD, NADP, ATP, UTP borit koenzymy—enzymy 33-35
o, Makroglobulin Cu** 0., makroglobulin—endopeptidasy 36
Con A Cu** Con A-ovalbumin 37
Iminodioctovd kyselina-PEG-ligand Cu* ligand-? 38
Dextran—ligand Con A—dextran ligand-? 39

* STI - inhibitor trypsinu ze s6ji, CB — Cibacron Blue 3G-A, LDH - laktdtdehydrogenasa, Con A — konkanavalin A, PEG —

polyethylenglykol, ? — rizné aplikace

V prvém piipadé je heterobifunkéni ligand pfiddn pfimo
do extraktu biologického materidlu. Po inkubaci, pii které
doslo k vytvoreni afinitniho komplexu, je roztok nanesen na
dany chromatograficky sorbent, na ktery se tento komplex
navéaze prostiednictvim vazebného mista heterobifunkéniho
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ligandu. Po vymyti balastnich bilkovin je pfislusnym zpiso-
bem eluovdna specificky navdzand purifikovand bilkovina. Ze
sorbentu je poté eluovdn i heterobifunkéni ligand. Pfi tomto
postupu vsak mtize v roztoku dochédzet k vazbé balastnich
bilkovin na vazebnou ¢ést heterobifunkcniho ligandu, proto se
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tento postup pouzivd méné casto. Jeho vyhodou vsak je, Ze
k vytvéareni afinitni interakce dochdzi v roztoku, ¢imz jsou
eliminovdny stérické ¢i difuzni limitace.

Ve druhém piipadé je heterobifunkéni ligand nanesen na
pfislusny chromatograficky sorbent a ziskany afinitni sorbent
je pouzit zptisobem obvyklym v afinitni chromatografii. Ten-
to sorbent lze pouZivat opakované bez dal§ich manipulaci.
V obou pifipadech vSak nesmi byt k eluci purifikované bilko-
viny pouzita metoda, kterd by soucasné ze sorbentu uvolilo-
vala heterobifunk¢énf ligand.

3.2. Rozdéleni heterobifunk¢nich
ligandd podle druhu pouzité
vazebné interakce

Pro vazbu heterobifunkéniho ligandu na dany sorbent jsou
vyuzivany nespecifické i specifické interakce. Kazdd z uvede-
nych variant md své vyhody a nevyhody. Pro nespecifickou
vazbu byly vyuzity hydrofobni interakce. Jako vazebnd cast
heterobifunk¢niho ligandu byly pouzity kratsi hydrofobni fe-
tézec, neiontovy detergent, pripadné piimo hydrofobni Cdst
dané molekuly. Pro jejich vazbu byly pouzity sorbenty jak pro
hydrofobni, tak pro chromatografii s obrdcenymi fizemi — C .
HIlavni vyhodou tohoto uspofdddni je skutecnost, Zze uvedené
sorbenty jsou dostatecné chemicky i fyzikdlné stabilni a pro
jejich ¢isténi 1ze pouzit i drastictéjsi metody. Problémem vsak
jerozsah nespecifické vazby balastnich bilkovin pfimo na tyto
sorbenty.

Tato nevyhoda samozfejmé odpadd u metod zalozenych
na specifickych interakcich. Pro imobilizaci byly pouZity sys-
témy enzym-—inhibitor, avidin—biotin, protildtka—antigen, lek-
tin—sacharid, systémy vyuZivajici borondtovou chromatogra-
fii*!?* a chromatografii na imobilizovanych kovovych ion-
tech®®?% V porovndni s hydrofobni interakci jsou metody
zaloZené na specifickych interakcich mnohem citlivéjsi na
fyzikdlné-chemické faktory prostfedi, a moznosti ¢isténi vlast-
niho sorbentu jsou tim omezené. Tato skutecnost plati prede-
v§im v piipadech, kdy se na vazebné interakci podili bilkovina.
Nezanedbatelnou vyhodou vsak je, Ze se jednd o orientovanou
imobilizaci, coZ se odrdZi v lepsi dostupnosti ligandu pro
vycisténou bilkovinu.

Neékteré ptiklady aplikaci heterobifunkénich ligandi spolu
s pouzitou interakci jsou uvedeny v tabulkéach II a III.

4. Zavér

Reverzibilni imobilizace pomoci heterobifunk¢nich ligan-
dd predstavuje jednoduchou metodu piipravy sorbentd pro
afinitni chromatografii. Timto zptisobem lze velice rychle pfi-
pravit sorbent poZadovanych vlastnosti, jako jsou typ a kon-
centrace piislusného ligandu. Po eluci heterobifunkcniho li-
gandu a regeneraci lze sorbent vyuzit pro dalsi aplikace, ¢imz
je eliminovana hlavni nevyhoda afinitni chromatografie, tj.
potfeba mit pro kazdou aplikaci novy chromatograficky sor-
bent. Nezanedbatelnd je rovnéZ moznost dikladného pro-
myti zdkladniho sorbentu bez nebezpeci znic¢eni piislusného
ligandu. Tato skute¢nost by méla napomoci vétSimu rozsiten{
afinitni chromatografie do poloprovoznich a provoznich mé-
ritek.
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Z. Glatz (Department of Biochemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Brno): Application of Heterobifunctio-
nal Ligands in Affinity Chromatography

A very important step in the design of affinity sorbents is
the choice of an appropriate method for immobilization of the
affinity ligand. Covalent immobilization usually leads to sta-
tistical orientation of ligands and a part of the ligands is not
accessible for binding. An alternative to covalent immobi-
lization is reversible immobilization, which leads to orienta-
tion of affinity ligands. The immobilization can be reversed
and the column after regeneration can be employed in immo-
bilization of a different ligand and used in another application.
A choice for reversible immobilization is the use of heterobi-
functional ligands. The ligands are molecules having two
binding sites — one for the molecule of the substance to be
purified and the other binding to the affinity support. Basic
principles of such use of heterobifunctional ligands in affinity
chromatography are given together with their applications in
protein purification.
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1. Uvod

Tento souhrnny ¢ldnek voln€ navazuje na referdt, tykajici
se obecnych problému pri teoretickém studiu systéma obsa-
hujicich prechodné kovy a metodiky jejich kvantové-chemic-
kych vypocti'. Nyni pijde o shrnuti vysledki presnych vy-
poctl provedenych na téchto systémech, tedy o aplikaci me-

je porozuméni strukturdim mensich komplext obsahujicich
prechodné kovy a interakci kovl s malymi ligandy (dvodni
kapitola). Dals{ ¢dst je zaméfena na nové poznatky v oblas-
ti interakci béazi nukleovych kyselin, nukleotidd, fragmentd
DNA a RNA s kationty prechodnych kovi. Ctvrtou kapitolu
referdtu vénuji struktufe, funkci a spektroskopickému chovan{
vazebnych mist kovid v proteinech a interakcim prechodnych
kovi s aminokyselinami a v zdvéru nastinim perspektivy
kvantové bioanorganické chemie, oboru, ktery v poslednich
péti letech prodélal vyznamny rozvoj.

2. Studium interakci piechodnych kovii
s malymi molekulami

Komplexy pfechodnych kovli s malymi molekulami se
daji podle charakteru vazby rozdélit pfiblizné do dvou skupin:
i) Organokovové komplexy s koordinacné-kovalentni vaz-
bou. Pro tyto slouceniny je charakteristicky velky pienos
ndboje mezi ligandem (donor elektront) a kovem (akceptor
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elektrontl) s ndslednou zpétnou donaci. Vazebnd situace se
popisuje pomoci Dewarova-Chattova-Duncansonova mode-
1u”?. Typickymi ligandy jsou alkeny, alkiny, karbeniové ionty,
kyanidové anionty, karbonyly a jim pfibuzné slouceniny. ii)
Komplexy s pievdzné iontovym charakterem. Zde nedochdzi
k velkému prenosu ndboje a jednotlivé komponenty v systému
(kov, ligandy) si do zna¢né miry zachovdvaji sviij charakter.
Typickymi ligandy jsou molekuly s volnymi elektronovymi
péry, napiiklad H,O, H,S, NH;, halogenidové anionty a jim
chemicky piibuzné slouceniny.

JelikoZ téméf vSechny ligandy, vyskytujici se jako vazeb-
né funkéni skupiny v biomolekuldch, patii do druhé skupiny,
bude pozornost zaméfena praveé na ni (vyjimkou je tfida Ni-Fe
bakteridlnich hydrogenas, u které jak rentgenova strukturni
analea4, tak infracervend spektroskopie5 odhalily zcela pre-
kvapivé a v biochemii bezprecedentni ligandy — CN™ a CO).
Piipadné zdjemce o teoretickd studia organokovovych kom-
plext s vyuzitim pro katalyzu nebo primyslove dilezité reak-
ce odkazuiji na rozsdhlé souhrnné &lanky®’.

Z druhé skupiny je nejcastéji studovanym ligandem voda.
Ditivodem je jisté fakt, Ze vétSina koordina¢ni chemie se ode-
hrdva ve vodném prostfedi a aquakomplexy se daji povazovat
za standardni stav kationtli pfechodnych kovi. Z vypocetniho
hlediska navic patfi mezi mensi systémy, a proto lze pro jejich
studium pouzit presnych metod. Prvnim krokem k porozumé-
ni fyzikdlné-chemickym vlastnostem je vypocet vazebnych
energif, vazebnych vzddlenosti a efektl ligandového pole pro
hexahydratované ionty kovi (coZ je pro vétSinu z nich stav, ve
kterém se ve vodé vyskytuji).

Proto byly jiz v prvni poloviné 90. let provedeny vypoc-
ty na trovni SCF (pfipadné CAS SCF pro systémy s dege-
nerovanym zdkladnim stavem) a ziskdny teoretické vazeb-
né energie a vazebné vzdalenosti Me—O izolovanych klastrt
[Me(H,0),]*", kde Me = Sc**, Sc**,..., Cd*, Cd** (cit.*”). Pro
oktaedricky koordinované komplexy sleduje zdvislost vypoc-
tenych vazebnych energii na rostoucim atomovém cisle (v da-
né periodé prechodnych kovii) kifivku s dvéma vrcholy (obr. 1),
tedy v zasadé stejného tvaru, jakou poskytnou experimentdlné
naméfené solvatacni entalpie.

Jedinou vyjimkou je kation Ca®*, kde je odchylka patrné
zpusobena vyS$§im koordina¢nim ¢islem v roztoku. Tyto tren-
dy se kvalitativné vysvétluji pomoci teorie krystalového po-
le', nebot vazba kov-ligand je prevazné iontovd, d-orbitaly
na kovu si zachovavaji sviij charakter, a tudiz predpoklady této
teorie jsou splnény. V oktaedrickém krystalovém poli pak
dochdzi k rozstépeni jejich energetickych hladin na trikrat
degenerovanou hladinu 7,, a dvakrdt degenerovanou e,, coz
ma za ndsledek dodatecny energeticky prispévek k celkové
energii molekuly, tzv. LFSE (ligand field stabilization energy,
pokles celkové energie molekuly v disledku rozstépeni ener-
gie d-orbitald polem okolnich ligandi). Ddle toto rozstépeni
ddva vzniknout elektronovym spektrim d-d prechodt ve vidi-
telné a ultrafialové oblasti a u nékterych komplexi téz Jahno-
vé-Tellerové distorzi (pramenici z degenerace zdkladntho mo-
lekulového stavu). Ukazuje se vSak, Ze sniZeni celkové energie
v dasledku Jahnovy-Tellerovy distorze je zanedbatelné ve
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Obr. 1. Zavislost celkové vazebné energie, AE, (AE, = E{Me™(g)}
+ 6E{H,0(g)} - E{[Me(HZO)G]'”(g)}) pro hexaaquakomplexy di-
valentnich (a) a trivalentnich (b) kationtd prvni fady prechod-
nych kovii na rostoucim atomovém ¢isle. Trendy sleduji vzristajici
ktivku (danou zmensujicim se iontovym polomérem kovi s vy$s$im
atomovym ¢islem) se dvéma vrcholy v dasledku LSFE (ligand field
stabilization energy)

srovndni s energetickymi prispévky pochdzejicimi od ligando-
vého pole. V krajnim piipadé je disledkem rozstépeni d-or-
bitald zména zdkladniho stavu iontu kovu z vysokospinového
(nebot voda je ligandem, ktery vytvaii slabé krystalové pole)
na nizkospinovy, jak se d&je napiiklad u [Co(H,0)]*, kde
zdkladnim stavem je singlet s formdlni elektronovou konfigu-
raci (z, ,)é(eg)o. Konecné poslednim poucenim z provedenych
vypoctu je poznatek, Ze trendy ve vazebnych energiich Ize
v prvnim piibliZzen{ piimo korelovat s experimentalnimi ental-
piemi. V pfesnéjsi aproximaci lze ptidat pomoci Bornova-Ha-
berova termodynamického cyklu rozdil solvatacnich energif
mezi reaktanty a produkty a dostat se v absolutni stupnici blize
k experimentdlnim entalpiim.

Co se tyCe reaktivity a dynamiky aquakomplexi, dilezitou
reakei je vyména molekuly vody v prvni koordinacni sfé-
fe. Substitu¢ni mechanismy byly klasifikovany Langdorfem
a Grayemll pomoci symbolii A, I, I, D. Symboly A, D
znamenaji asociativni nebo disociativni mechanismus, tedy
zda reakce probihd pfes hepta- nebo pentakoordinované me-
ziprodukty; I, I, pak rozliSuji mezi sou¢asnou ziménou ligan-
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di (concerted mechanism) s asociativnim ¢i disociativnim
charakterem. Teoretické studie téchto mechanismi'>'*se opi-
raji o disociacni energii Sesté molekuly vody v komplexu pfi
disociativnim mechanismu a vazebnou energii sedmé, pfistu-
pujici vody pfi asociativnim mechanismu. Témito veli¢inami
se aproximuje skute¢nd aktiva¢ni energie AE”, kterd vystupuje
jako smérnice piimky v Arrheniové diagramu a koreluje s ex-
perimentdlni aktivacni entalpii AH*. Pomocnou veli¢inou je
AVZ, tedy zména moldrniho objemu pii aktivaci. Tato veli¢ina
sice nepatii mezi kvantové-mechanické veliciny, avsak z je-
jich experimentdlnich hodnot 1ze usoudit na reakéni mecha-
nismus (AV* > 0 indikuje asociativni, AV* < 0 disociativnf).
I pri kvantové-chemickém vypoctu se daji nalézt rozumné
definice této veli¢iny, takZe jeji vyhodnoceni poskytuje teore-
tickou predpovéd, jakym mechanismem pro ten ktery kov
zdména molekuly vody probihd. Lze prohldsit, ze divalentn{
prechodné kovy z prvni periody s vétSim poctem d-elektront
(Fez+,..., Zn2+) preferuji disociativni mechanismus, zatimco
kovy z pocitku této fady (Sc**, Ti**, V3%, Cr*") preferuji
asociativni mechanismus.

Deprotonizace jedné nebo nékolika molekul vody v aqua-
komplexech vede ke vzniku hydroxokomplexi. Zatfmco pK,
molekuly vody ve vodném prostiedi je pfiblizné 15,7, pfi
vazbé na kov se snizuje o n&kolik jednotek'®. Tim hydroxo-
komplexy nabyvaji na vyznamu nejen samy o sobé, ale jako
nejjednodussi modely pro interakci deprotonizovanych funk¢-
nich skupin (v¢etné protickych aminokyselinovych zbytki)
s ionty prechodnych kovt. Ddle 1ze na prikladu hydroxokom-
plext studovat zajimavy jev, tzv. trans-efekt". Trans-efektem
se rozumi rozdilnd kinetickd a termodynamicka stabilita cis-
a trans-isomerd daného komplexu. V chemické praxi se téchto
znalosti pouzivd k vytvoreni empirickych pravidel pro dirigo-
vani ndsledné substituce do cis- nebo trans-polohy k danému
ligandu, zejména u ¢tvercové plandrnich komplext kationtu
platiny (II). Jev byl studovdn i teoreticky na piikladech né-
kolika neutrdlnich komplexd typu Me(OH),(H,0), ,, (Me =
Mn(III), Mn(IV), Mn(V), Fe(Il), Fe(IlI), Fe(IV); n je takové,
aby byl komplex elektroneutrdlni) a nékolika oxo-komplext
téchto kovii'®. V souladu s o¢ekdvanim bylo zjiténo, Ze pro
nékteré oxo-komplexy je dokonce preferovana penta-koordi-
nace kvili silnému trans-efektu oxo-skupiny, vedoucimu k di-
sociaci protilehlého ligandu.

Celou dalsi oblasti aplikaci kvantové-chemickych vypocti
na malé komplexy pfechodnych kovii iontového charakteru je
studium jejich spektroskopickych vlastnosti. Zatimco elektro-
novd spektra hexaaqua-, hexaammin-, hexafluorokomplext
byla zméfena pred mnoha lety, jejich interpretace pomoci
kvantové-chemickych metod je stdle aktudlni. Cilem je nejen
vypocetné zreprodukovat naméiend spektra, ale té€z identifi-
kovat ptivod naméfenych elektronovych excitaci. Tak byla
napiiklad vypoctena d-d elektronova spektra pro CoO v pevné
fazi, na CoO (100) povrchu, a u oktaedrickych Co* komple-
xt'”. Velmi zajimavd je v tomto ohledu price pojedndvajici
v detailech o spektru hydratovaného iontu Co?* (cit.'®). Elek-
tronové spektrum Co** ve vodé vykazuje dva §iroké absorpéni
piky, jeden okolo 8000 cm™ a druhy, strukturovany, oko-
lo 20 000 cm™'. V ném Ize dekonvoluci rozlisit dva piky:
19400 cm™ a 21 550 cm™.. Téméf bez jakychkoliv dalsich
pochyb byly tyto piky pfisuzovdny d-d elektronové excitaci
v oktaedrickém komplexu [CO(H20)6]2+, coz je dominantn{
forma iontu Co®* ve vod&. Z velmi peclivé studie provedené
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Obr. 2. Relativni komplexa¢ni energie divalentnich (2+) kationta jednotlivych kovii v riznych koordina¢nich geometriich

pomoci pokrocilych kvantové-chemickych metod vyplynulo,
Ze takové piky by mohly v [CO(H20)6]2+ existovat, ale ze
symetrickych divodd musi mit téméf nulovou intenzitu. Ani
distorze tohoto komplexu, poruSujici symetrii, vyrazn€ nezvy-
Suji jejich intenzitu. Zaroven bylo nastinéno nékolik dalSich
moznosti, tykajicich se plivodu téchto elektronovych excitaci.
Jako mozné Cdstice byly uvedeny aquakomplexy s niz$im
koordina¢nim cislem ¢i hydroxokomplexy, jez jsou sice za-
stoupeny zanedbatelnég, avsak jejich elektronové excitace maji
vyS$si intenzitu. Zavéry prace nelze brat v ultimativnim duchu,
spiSe jako moZny popud pro experimentdlni snahu o jejich
potvrzeni ¢i vyvrdceni.

V nasi laboratofi jsme se téz zabyvali spektry Co**, hlavné
pak vlivem poruseni oktaedrické symetrie substituci vody za
jednu ¢i dvé funkeni skupiny z mnoziny {CH,OH, CH,NH,,
CH,SH}, tedy skupin reprezentujicich gednoduché modely
aminokyselinovych postrannich fetézci'”. Dogli jsme k zavé-
ru, Ze ac je Stépeni pivodné degenerovanych hladin malé (fadu
stovek cm™), jednotlivé stavy se nekiizi a kazdy z nich je
dominantné tvofen jednou elektronovou konfiguraci, coz ma
kromé dusledkd pro spektroskopii i velky vyznam pro prova-
déni kvantové-chemickych vypocti na téchto systémech. Nen{
asi nutné na zdvér tohoto odstavce pfipominat, jak velkou
ulohu hraje porozuméni spektrim malych komplexi prechod-
nych kovti pro teoretické i experimentdlni studium spektro-
skopickych vlastnosti vazebnych mist kovii v biomolekuldch.

Dalsi zajimavou informaci, kterou poskytuji studie aqua-
komplexd, je preference pro dané koordina¢n{ uspofddani. Zde
je nutno, na rozdil od ptfedeslych praci, uvazovat a mezi sebou
porovnavat rizné koordinacni geometrie. Toto porovndni vSak
neni zdaleka trividlni, nebof problémem je schopnost chemic-
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kého modelu (izolovaného systému [Me(H,0),]°") korelovat
s tak vzddlenou a nepfili§ rigor6zné definovanou velic¢inou,
jakou je afinita kovu k dané koordinacni geometrii. Je tedy
nutno bud dikladné zahrnovat vliv okoli, v nejjednodussim
piipadé hydrataci systému, nebo porovnat nékolik kovid v né-
kolika koordina¢nich uspofdddnich mezi sebou navzdjem.
Prvni pristup byl zvolen v préci zabyvajici se hydrataci iontd
Be®*, Mg?*, Ca*, Zn®* (cit.?®). Pomoci trendd v pfiriistcich
vazebnych energiich pfipadajicich na jednu molekulu vody
jejich postupnym pridavanim az k vysyceni prvni koordinacn{
sféry a déle k hypotetickému vzniku druhé solvatacni sféry,
byly témto iontim pfipsdny preferované koordinac¢ni geome-
trie ve vodném prostiedi. Druhy pristup byl zvolen pfi studii
provedené v nasi laboratofi’!. Studovali jsme komplexa&ni
energie Sesti kationtd (Co**, Ni**, Cu?*, Zn?*, Cd*, Hg*")
s vazebnym mistem (H,O), uspofddanym v linedrni (n = 2),
tetraedické, Ctvercové plandrni (n = 4) a oktaedrické (n = 6)
koordina¢ni geometrii. Vysledky jsou zndzornény na obrazku 2.

Z obrazku jsou patrné trendy, které kvalitativné souhlas{
se zaveéry rozsdhlé studie analyzujici preferované koordinacni
geometrie v experimentdlné zméfenych strukturdch malych
molekul a metaloproteind®. Z ni Vy];lYVé, 7e Co* a Ni*
preferuji oktaedrické uspofddani, Cu”* ¢tvercové plandrni,
Zn** tetraedrické, Hg”* linedrni, Cd** tetraedrické a oktaedric-
ké.

Zatim byla pozornost vénovdna hlavné aqua- (v malé
mife téZ hydroxo-) komplexiim. Ligandy, béZné se vyskytujici
v bioanorganické chemii, maji jako donorové atomy prevdzné
siru, dusik, a kyslik. Kromé vody jsou (ve vztahu k interakcim
kovii s biomolekulami) zajimavymi ligandy amoniak (NH,),
thioly (RSH), thioldty (RS") a thioethery (RSR’), karboxylo-
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Obr. 3. Razné zpusoby vazby karboxylatu (RCOO") ke kationtim
kovii, demonstrované na modelovych komplexech [Zn(H,0),
(CHSCOO)]+ a [Zn(H,0)(His)(Cys)(CH,COO)]: a — anti (torzni

tihel Zn-O-C-O je piiblizné 180°), b — syn (t,, oo~ 0, ¢ —
monodentatni, d — bidentadtni

vé kyseliny (RCOOH) a jejich anionty (RCOQO"), alkoholy
(ROH) a alkoholaty (RO"). O nékolika studiich pojednavaji-
cich o interakcich téchto ligand( s kationty prechodnych kovi
se nyn{ struéné zminime.

Velmi péknou a instruktivni praci tykajici se reakéniho
mechanismu Co*C’F,’F) s NH; publikovali Taketsugu a Gor-
don®. Diky multikonfiguraénimu charakteru daného problé-
mu museli pouZit velmi pokroc¢ilé metody MR-CI. V prvnim
kroku vytvoii reaktanty ion-molekulovy komplex CoNH}
s vazebnou energii 49 (triplet) a 45 (kvintet) kcal.mol™". Pos-
1éze je aktivovdana vazba N-H, coz vede k meziproduktu
H-Co-NH3, ktery je o 60 (triplet) a 44 (kvintet) kcal.mol™
energeticky vyse. Poté ndsleduje §tépeni vazby Co—-N nebo
Co-H a vytvofeni HCo* + NH, nebo H + CoNH3. Oba dva
reakén{ kandly (pro triplet i kvintet) jsou endotermické (54 az
64 kcal.mol™), v dobrém souladu s experimentem. Tato pré-
ce poukazuje na nutnost pouziti velmi naro¢nych vypocet-
nich metod pro dosazeni kvantitativni shody s experimentem
a predstavuje poucny piiklad studia reak¢niho mechanismu.
Podobnym postupem, avSak s pouzitim metod DFT, je fe-
Sen problém aktivace O-H vazby atomem Ni v methanolu
(CH3OH)24. Vypocty vazebnych energif jedné ¢i dvou molekul
amoniaku se v§emi monovalentnimi kationty prvni fady pfe-
chodnych kovi a srovndni amminkomplext s jejich aquaana-
logy jsou ndmétem jiné studie?, jejiz vysledkem jsou odhady
afinity t€chto dvou molekul (H,O, NH;) ke studovanym ko-
viim. Povaha vazby Cu—N v komplexech Cu*s NH;, CH,NH,,
NHCH,, HCN je néplni prace®, kterd demonstruje pouZiti
populaénich analyz: Baderovy analyzy AIM a analyzy NBO'.
Z dalsich praci 1ze uvést teoretické studium fotolytickych
produktti molekul Cu(H,0) a Cu(NH;) (cit.?), studium Vazbgy
amoniaku na atom médi, jeho dimer (Cu,) a trimer (Cu,) (cit.2 )
a studium vyménné reakce Co (NH;)2** | které ukazuje odvo-
zeni kinetickych rovnic a vypocet rychlostnich konstant pro
procesy, ve kterych vystupuiji koordinagni slou¢eniny®. Tento
vycet, ktery si necinf ndrok na dplnost, bych zakonc¢il pouka-
zem na studii, kterd md piimy vztah ke zptisobu vazby karbo-
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xylatd (Asp”, Glu") v metaloproteinech obsahujicich zinek
(IN*°. Vazba se miZe realizovat &tyfmi zpisoby: bidentdtng,
monodentdtné, syn a anti. Tyto zplsoby jsou zndzornény na
obrdzku 3.

Vsechny Ctyfi zptsoby byly vySetfeny pomoci metody
DFT/B3LYP. Bylo zjisténo, Ze jsou-li ostatni ligandy v tetra-
koordinovaném komplexu neutrdlni (celkovy ndboj systému
je +1), je rozdil mezi mono- a bidentdtnim vazebnym modem
velmi maly (2,5 kcal.mol™). Aviak je-li zde dal3i zdporn&
nabity ligand, je preferovdn monodentdtni zptsob (tedy vazba
pres jeden atom kysliku). Celkové se da fici, Ze rozdil mezi
obéma zptisoby je maly a konkrétni realizace miize byt ur¢ena
interakcemi s druhou solvata¢ni sférou nebo sousednimi ligan-
dy. Energeticky rozdil mezi vazebnym modem syn a anti pii
monodentdtni vazb& karboxylétu je v&tsi (16 az 22 kcal.mol ™!
ve prospéch modu syn). Rovnéz je ve studii zminén vypocet
vedouci k odhadu, Ze pK, vody vdzané k zinku (II) v karboxy-
peptidase a termolysinu je 8 az 9.

Vérim, Ze bylo uvedeno dostate¢né mnozstvi argumentt
a prikladt ilustrujicich, pro¢ je dulezité studovat struktury
mensSich systémd obsahujicich ptechodné kovy. Dovolil bych
si tyto argumenty shrnout. Diky tomu, Ze kationty prechod-
nych kovi jsou vyznamnymi molekulovymi centry, a to kvili
silné elektrostatické interakci s nejbliz§imi ligandy, Ize jejich
chemické chovani dobie odhadnout ze struktury a vlastnost{
malych komplexd, tedy lokdlniho chovani. Jejich studium
ndm oziejmi spinové stavy, ve kterych se prechodné kovy ve
vazebnych mistech biomolekul nachdzeji, ddle poskytuje in-
formaci o preferovaném koordina¢nim cisle a koordina¢ni
geometrii, 1ze z néj dobfe usuzovat na spektroskopické chova-

lokdlnim okolim kovu) a na reakéni mechanismy, pro které
také plati vySe zminény princip korespondence. Navic u ma-
lych molekul 1ze 1épe provadét porovnani vysledkt s experi-
mentem, nebof vypocet neni zkreslen pfijatym chemickym
modelem.

3. Interakce piechodnych kovi s bazemi

nukleovych kyselin, nukleotidy
a fragmenty RNA a DNA

Pripomenime si na dvod vySe zminény dulezity rys inter-
akce kationtd pfechodnych kovi s ligandy nesoucimi parcidln{
zaporny ndboj, kterym je sila této interakce (méfend naptiklad
vazebnou energii komplexu kov—biomolekula). Ta priblizné
o jeden fdd prevySuje nevazebné interakce (a¢ v dhrnu po-
cetngjsi) stabilizujici supramolekuldrni strukturu biomolekul.
Piitomnost kationtu (pfechodného) kovu tedy vyraznym zpti-
sobem ovlivni jinak velmi vyvdzené rovnovahy mezi riznymi
formami téhoz ttvaru. Zda se, ze pfiroda tohoto fenoménu
vyuzivd i v piipadé struktur DNA a RNA.

Z tohoto divodu jsou interakce pfechodnych kovi s bdze-
mi nukleovych kyselin a (poly)nukleotidy predmétem inten-
zivniho vyzkumu, nebof je témérf jisté, Ze kovy maji velky
vyznam pii replikaci DNAY!, tedy ovliviiuji pienos genetické
informace. Jeden z velmi dulezitych efektt, pramenici z ne-
specifické elektrostatické interakce mezi kationtem a zaporné
nabitou fosfdtovou skupinou, vede ke stabilizaci polynukleo-
tidovych fetézcii. Kromé toho dochdzi k piimé, tedy specifické
vazbé na fosfat, nebo, i kdyZ vzdcnéji, k vazbé na atomy
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2+

Obr. 4. Znazornéni interakce pentahydratovaného iontu Cd
s Watsonovym-Crickovym parem bazi dpG-C (dpG, guanin deo-
xyribonukleotid monofosfat; C, cytosin). Ion kovu se vdze k pozici
N7 v guaninu

kysliku z cukerné jednotky. Kone¢né poslednim, avSak velmi
dilezitym mistem vazby kovu jsou vlastni nukleobdze obsa-
hujici atomy kysliku a dusiku. Zde se opét rozliSuje mezi
vnéjsi koordinaci, vétSinou zprostfedkovanou molekulami vo-
dy, a vnitini koordinaci (inner-sphere coordination), kdy je
atom bdze piimo vdzan ke kationtu kovu™. Zatimco interakce
ion kovu s fosfatem pravdépodobné prevldadad v biologickych
polynukleotidech, vnitini koordinace kov—nukleobaze je veli-
ce dulezita v nékolika genetickych procesech. Je celkem vse-
obecné znamo, Ze nejlepsi vazebné misto pro kov je pozice N7
v guaninu. Déle ndsleduji atom O6 v guaninu, N3 v cytosinu,
N7 aN1 v adeninu, N3 v adeninu a guaninu33. Je ale tfeba mit
na paméti, Ze ne vSechna tato mista jsou piistupnd po sparovan{
bazi. V pfirodé se Ize s t€mito interakcemi setkat v nékolika
piipadech. Ukazuje se napfiklad, 7e koordinace iontu Zn>* na
dusik N7 guaninu a adeninu v 5 S RNA genové sekvenci Xe-
nopus borealis ma za nasledek silny ohyb molekuly**. Kati-
onty Mn?*, Co®*, Zn**, Ni** a Cd** zase stabilizuji jisté typy
intramolekuldrnich purinepurinepyrimidin DNA triplext, pa-
trn& diky vazbé& na mista N7 guaniné a adenin&i®*. Rovnéz che-
moterapeuticky tcinek cis-diammindichloroplatnatého (DDP)
komplexu je ddn vazbou platiny(Il) na pozici N7 v purinovych
nukleotidech™®.

Po shrnuti stavu problematiky v oblasti interakci prechod-
nych kovi s RNA, DNA a jejich slozkami bych na nékolika
vybranych pracich ukdzal, jak konkrétné kvantové-chemické
vypocty prispivaji nejen k akumulaci, ale i tfidéni a zpfesiio-
vani té€chto znalosti. Chemickym modelem je zpravidla hy-
dratovany kation kovu a fragment molekuly DNA ¢i RNA
(vétsinou vsak pouze pdr bdzi). Fyzikdlnimi veli¢inami, které
se ziskdvaji z vypoctu, jsou a) rozdily v interak¢nich energiich
jednotlivych iontd se studovanymi fragmenty, které jsou vo-
ditkem pfi rozhodovdni o specificité interakce, b) rovnovazné
vzddlenosti v optimalizovanych strukturdch, které poskytuji
informace o misté vazby kovu a geometrickych zméndch,
které tuto vazbu provazeji, c) energetické bilance vztahujici se
k rozli¢nym konstantdm rovnovéh (tautomerni, protonizacni)
a konecné d) parcidlni ndboje na jednotlivych atomech, dipd-
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lové momenty a mapy elektronovych hustot, které umoziuji
vypoctené ¢iselné hodnoty veli¢in a)—c) prevést do chemicky
srozumitelnych termint (elektrostatické prispévky, ion-dipd-
lové piispévky, pfenosy ndboje atp.). Na rozdil od komplext
malych molekul vSak neni optimalizace molekulové geome-
trie a nalezeni globdlntho minima snadnou zélezitosti. Jednak
jsou minima na povrchu potencidlni energie slabé vdzanych
systémd velmi plochd (coz v praxi znamend piisnd konver-
gencni kritéria), jednak tento povrch obsahuje mnozstvi lokdl-
nich minim, ve kterych miiZe minimaliza¢n{ algoritmus skon-
¢it. Je tedy nutné zkoumat paralelné nékolik moznych struktur
(jejich pocet a odhad pocdte¢nich geometrif je viceméné véci
zkuSenosti) a srovndnim celkovych energii ziskat globaln{
minimum. Pro dokresleni situace je na obrdzku 4 zndzorné-
na modelovd situace interakce hydratovaného kationtu kovu
S parem bézi.

Co se tykd kvantové-chemickych metod, v piipad¢ inter-
akce Watsonova-Crickova pdru bdzi s kationtem kovu se jevi
jako nejefektivnéjsi pouzivat hybridni metody DFT (napf.
B3LYP). V piipadé, ze chemicky model obsahuje patrové
interakce (baze jsou umistény nad sebou), mohou metody DFT
Vétsinou se pouzivd M@llerovy-Plessetovy poruchové metody
druhého fddu (MP2).

Prvnf ilustrativni pfiklad, tykajici se konkrétnich kvanto-
vé-chemickych vypoctl, bude pojednédvat o vlivu kationtd na
stabilitu parti bazi nukleovych kyselin. V sérii praci®’~byly
zkoumdny parametry interakce prechodného kovu s pary bazi
¢i celymi nukleotidy, a to Watsonovymi-Crickovymi ade-
nin—thymin (AT), cytosin—guanin (CG) a reverznimi Hoogste-
novymi AA, GG. Bylo zjisténo, Ze tzv. energie BPE (base
pairing enhancement, rozdil energie pfi parovdni bazi bez
a v pritomnosti kovu) je —6 az —14 kcal.mol ™, tedy pdr bazi je
kovem stabilizovédn. Dtlezitd je vSak pfitomnost zdporné na-
bité fosfatové skupiny stinici ion kovu (cely systém pak mad
ndboj +1), kterd ¢ini definici energie BPE smysluplnou.

Neni-li modelovy systém jako celek elektroneutrdlni, 1ze
presto srovndvat interakéni energie a geometrické parametry
vazby stejné nabitych kationtl k nukleobdzim, a z téchto
usuzovat na jejich biologickou roli. Velmi zajimavy je v tomto
ohledu rozdil v chovdni jednotlivych iontt, ktery byl podrobné
rozebran na piipadu Zn** versus Mg*". Je zndmo, Ze tyto dva
kationty maji rozdilnou roli v ur¢itych biochemickych proce-
sech, zatimco v jinych je jejich role identicka®’. Vypocty
interakcfi téchto kovii (hydratovanych) s nukleobdzemi odha-
lily rozdil v jejich chemickém chovani®’. Rozkladem celkové
energie systému hydratovany kov + bdze se zjistilo, Ze inter-
akce zinku s bdzi je podstatné silnéjsi, avSak na ikor oslaben{
interakce s vodami prvni koordina¢ni sféry. U hot¢iku je tomu
naopak. Systém se zinkem miiZe byt tedy spiSe povazovdn za
hydratovany metalo-komplex, zatimco s hoi¢ikem jako kom-
plex hydratovaného kationtu s bazi. Tento fakt se vysvétluje
vyssim kovalentnim prispévkem ve vazbé Zn—-N7. Tedy zinek
ma spise tendenci se pevné vazat k bazi a mél by mit flexibil-
né&jsi solvatacni sféru, zatimco hoi¢ik by se mél snaze uvolnit
z této vazby do roztoku.

V dal$im pfikladu bude rozebrdn mozny vliv kationtl
prechodnych kovil na vznik vzdcnych tautomerd posunutim
protonizaéni rovnovahy*'. Usuzuje se, Ze tyto vzacné tautome-
ry poté mohou zptsobovat vznik nespravnych pari (mismatch
pairs, mispairs), a tedy poruchy v piepisu genetické informace.
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Princip celého jevu spoc¢ivd v posunu vyvdzené rovnovdhy
mezi jednotlivymi tautomery zptsobeném piitomnosti kovu.
Z experimentil Zaméfen;ich na acidobazické chovani jednotli-
vych vodiki v bazich* je zietelnd zména jejich acidity pfi
vazbé bdze na kov (napiiklad pK, protonu v pozici N1 klesa
o 1,5-2, tento se stava kyselejsim). Stejnou odpoveéd poskytu-
je i analyza krystalovych struktur®?, kde byl nalezen guanin
deprotonizovany v pozici N1 a s kovem vazanym v pozici N7.
Z téchto diivodi byly podrobeny kvantové-chemickému zkou-
mani dva elektroneutralni komplexy:
Hg(1,3-DimeU™-C5)(9-MeA™-N6), kde 1,3-DimeU" je 1,3
dimethyl uracilovy a 9-MeA™ 9-methyladeninovy anion
s kovem navdzanym ve vyznacenych pozicich (obr. 5a).
trans-(am),Pt(1-MeC™-N4),, kde am = NH; nebo CH;NH,,
1-MeC”™ je methylcytosinovy anion s kovem vdzanym
v pozici N4 (obr. 5b)
Vypoéty*! prokdzaly, ze vazba kovu destabilizuje neutral-
ni imino tautomery s iplné deprotonizovanou aminoskupinou
0 2 az 10 kcal.mol™!. Na druhou stranu mé za ndsledek, e
protonizacni energie aromatického kruhu béze je o 30 az 34
kcal.mol™! (Pt*), resp. 10 az 14 kcal.mol™" (Hg>") piiznivéjsi.
Presné stejny posun protonu byl sledovédn i v experimentalnich
studiich. Efekt se nazyva vytvoreni metalické formy vzacnych
imino tautomerd bdzi nukleovych kyselin a mlze vést ke
stabilizaci nespravnych pdrd. Je zde tedy jisty ndznak procesu,
ktery miZe byt odpovédny za mutagenni aktivitu mnohych kovi.
Veérim, Ze z vySe uvedenych piikladd je patrné, jak Siroké
moznosti uplatnéni ma teoretickd chemie pii vyzkumu struk-
tury a chovdni nukleovych kyselin. Zaroven je nutno pozna-
menat, Ze v této podoblasti je stdle mnoho nevyfesenych

v

néjsi vypocty.

4. Struktura, funkce a spektroskopické
chovani vazebnych mist kovi
v metaloproteinech

Jestlize se dd role pfechodnych kovti ve fragmentech RNA
a DNA stru¢né charakterizovat jako strukturni, v metalopro-
teinech k ni pribyvd jesté role funkcni, kterou délime na dvé
podskupiny. Prvni podskupina zahrnuje ty systémy, ve kterych
se prechodny kov ¢i jeho kation pfimo udcastni pfemény sub-
stratu, av§ak jeho elektronovy stav zdstava nezménén. Druhd
podskupina pokryvd zbyvajici systémy, ve kterych prechodny
kov pfi katalytickém procesu méni své oxidacni ¢islo. Tyto
procesy jsou zpravidla spojeny s pfenosem elektronu mezi
jeho ucastniky. Pro vétsi prehlednost této podkapitoly bude
ddle zachovdno toto déleni, tedy nejprve se zaméiime na
strukturni roli pfechodnych kovi, kterd dzce souvisi s jejich
interakcemi s aminokyselinovymi zbytky, ddle budou probra-
ny teoretické modely aktivnich mist v metaloproteinech prvn{
podskupiny a nakonec redoxni procesy v metaloproteinech
druhé podskupiny.

Vazebnd mista kovli v metaloproteinech mohou vypadat
rizné. Presto maji charakteristické rysy, kterymi se vyrazné
odliSuji od zptsobu vazby kov—kratky peptid. Kratké peptidy
interaguji s kovy predevs§im prostiednictvim koncovych sku-
pin, tedy -COO™ a -NH,, a tvoif komplexy 1:1, 1:2, piipadné
1:3 (moldrni pomér kov:peptid)**. Postranni fetézce aminoky-
selin pak vzniklé komplexy (cheldty) pouze dodatecné stabi-
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Obr. 5. Strukturni vzorce komplexi: a) [Hg(1,3-DimeU™-C5)(9-
-MeA™-N6)], b) trans-[Pt(1-MeC™-N4),(NH,),], které byly pouZzity
jako modelové struktury ve studii tykajici se stabilizace vzacnych
tautomert vazbou ke kationtu kovu

lizuji. Naproti tomu vazba kovu v metaloproteinu se odehrava
prevdzné prostiednictvim postrannich fetézci aminokyselin.
Ve vétsiné zbylych piipadl se tvoii vazba prostiednictvim
karbonylového kysliku peptidové vazby a pouze v malém
poctu piipadi se vazby ucastni deprotonizovany dusik pepti-
dové vazby ¢i koncové karboxylové a aminové skupiny. Po-
mér kov:protein je ve vzniklych komplexech téméf vylucné
1:1 (s vyjimkou polynukledrnich center, kde tento pomér mize
byt i napriklad 2:1).

Z teoretickych studii pojedndvajicich o interakcich vol-
nych aminokyselin a malych peptidti s kovy lze uvést prace
Hoyaua a Ohanessiana®’ a de Bruina a spol.”® V prvni z nich
autofi studuji vazbu volnych molekul glycinu, serinu a cystei-
nu s kationtem Cu®. Cilem prace je prozkoumat n&kolik kon-
formacnich isomert a taktéz zwitteriontové formy od kazdé
aminokyseliny a zpiisob jejich vazby k médi (I). Jako energe-
ticky nejvyhodnéjsi vychazi u glycinu vazba prostiednictvim
koncovych skupin -COOH a -NH, (bidentdtni cheldt), kterd
je navic u serinu a cysteinu doplnéna koordinaci postrannich
fetézcti —CH,OH, resp. -CH,SH. V tomto pofadi jsou i jejich
vazebné energie: E,(Gly) < E,(Ser) < E,(Cys), coZ je ve shodé
s experimentdlnim potfadim relativnich afinit a-aminokyselin
k Cu*. Pro zajimavost, nejlepsi odhad komplexacni energie D,
(tedy v€etné zahrnuti energii nulovych bodi reaktantd i pro-
duktit) ziskany vypo&tem &ini pro glycin 64,3 kcal.mol ™. Je-li
tento odhad doplnén vyse uvedenou fadou experimentalnich
relativnich afinit, 1ze ziskat fadu absolutnich afinit, tedy ve-
liciny, které lze posléze pfimo porovndvat s experimenty
v plynné fazi.

Ve druhé praici46 se pak autofi zabyvaji strukturou a vlast-
nostmi komplexu bis-(glycinato)-Cu".2 H,O. Dvé molekuly
glycinu se vazi ve ¢tvercové plandrnim uspordddni (komplex
1:2), dvé zbyvajici axidlni pozice jsou doplnény dvéma mole-
kulami vody. Pomoci DFT/B3LYP metody byla nalezena dvé
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minima na povrchu potencidlni energie tohoto systému, z nichz
jedno odpovidd trans (dusikové a kyslikové atomy naproti
sobé), druhé cis konfiguraci (dusik a kyslik vedle sebe). Ve
shodé s experimentdlnimi daty vychazi, ze ve vakuu je trans
struktura o 18 kcal.mol™ stabilnéjsi, kdezto v modelovém
vodném prostiedi se tento rozdil snizuje na 10 kcal.mol™.
Vysledné geometrie pak do velké miry zdvisi na poc¢tu vodi-
kovych vazeb mezi karboxyldty, aminoskupinami na jedné
strané a zbyvajicimi dvéma molekulami vody na strané druhé,
které soutéZi s axidlnimi interakcemi Cu®*...OH,. Tento po-
znatek upozoriiuje na dilezitost nevazebnych interakci typu
ligand-ligand v komplexech pfechodnych kovi.

Asi nejobecnéjsi prace pojedndvajici o teoretickych vy-
poctech interakci mezi vSemi aminokyselinovymi zbytky
schopnymi tvofit koordina¢ni vazbu s pfechodnymi kovy (te-
dy postrannimi fetézci obsahujicimi kyslik, dusik, siru a frag-
menty CH,CONHCH,, CH;CONCHj, reprezentujicimi kys-
lik a deprotonizovany dusik peptidové vazby), byla provedena
v nasi laboratofi*'. Pro kazdy z vybrané série kovi (Co**, Ni**,
Cu?*, Zn**, Cd**, Hg*") byly provedeny vypocty interakénich
energii ve Ctyfech nejbéznéjsich koordinac¢nich geometriich
(linedrni, tetraedické, ctvercové plandrni a oktaedrické) za
ucelem kvantitativniho vyhodnoceni selektivity ptislusnych
aminokyselinovych zbytki k vybranym kovlim. Vypocty byly
provedeny metodou DFT/B3LYP, pficemz interakéni ener-
gie byla definovdna jako energie zdimény jedné vody v pfislus-
ném aquakomplexu [Me(HZO)n]2+ (n je koordinacni ¢islo) za
funkéni skupinu reprezentujici postranni fetézec aminoky-
seliny. Prace pojedndvd o tfech kli¢ovych faktorech urcujicich
selektivitu vazebného mista pro dany kov. Prvnim faktorem je
preference kovu pro danou koordina¢ni geometrii, diskutova-
nd vySe. Druhym je optimdlni velikost dutiny ohranic¢ené n
donorovymi atomy ligandu, kterd by méla co nejlépe korelovat
s iontovym pramérem kovu. Ten se dd odvodit z vypoctu jako
prumérnd rovnovaznd vzddlenost mezi kovem a sérif ligandd,
tvofenou v tomto piipadé aminokyselinovymi zbytky. Pro
zajimavost, byl nalezen ndsledujici bezrozmérny pomér ion-
tovych polomérti kationtt studovanych kovi:

H(Co™) 1 r(Ni*") : (Cu") : H(Zn*) : (Cd*) : r(Hg?) =

=101:1:1:1,01:1,12: 1,15

vvvvvv

prechodnych kovi k aminokyselinovym zbytktim. Pojedndva
o nf semikvantitativni teorie tvrdych a meékkych kyselin a zd-
sad (HSAB, hard and soft acids and bases) Parra a Pearsona.
Podle této teorie plati, Ze ¢im je u kovu mensi pomér polo-
mér/ndboj, tim vyraznéji preferuje ligandy stejného charakteru
(tedy malé a zdporné nabité) a naopak. Naptiklad 1ze ocekavat,
7e kation Co®* bude preferovat karboxyldty, zatimco Hg3*
thiolovou skupinu. Je tedy nasnadé tuto afinitu kvantifikovat,
k c¢emuz byly pravé pouzity vypoctené interakcni energie
a z nich odvozené faktory selektivity. Ve shodé s experimen-
tdlnimi poznatky se zcela presvédciveé ukazalo, Ze mezi neu-
trdlnimi ligandy md nejpfiznivéjsi interakeni energii histidin,
ktery je také nejhojnéji zastoupenym zbytkem tcastnicim se
vazby na kov v metaloproteinech. Dokonce vypocty ukdzaly,

*
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Ze po vazbé na kov se méni rovnovdha mezi jeho isomery. Ve
volné formé je energeticky vyhodnéjsi 4-methylimidazol, za-
timco po vazbé na kov je tomu naopak. To pfesné koreluje
s Cetnosti jejich zastoupeni (koordinace prostiednictvim Ne,
odpovidajici 5-methylimidazolu, je asi dvakrdt Castéjsi) ve
vazebnych mistech metaloproteini. Mezi zdporné nabitymi
ligandy vychdzi nejpiiznivéjsi interakéni energie pro Cys,
ndsledovaném Glu~, Asp~, Tyr~, coz opét koreluje s tim, Ze tyto
ligandy jsou na druhém az pdtém misté v Cetnosti zastoupeni
v metaloproteinech. Pfes velkou celkovou afinitu histidinu se
vsak ukdzalo, Ze je ke studovanym kovim velmi mdlo selek-
tivni. Naopak ligandy obsahujici siru (Cys, Met) by mély patfit
mezi nejvice selektivni zbytky.

Po uvedeni piehledu praci pojedndvajicich o interakcich
kationtd pfechodnych kovii s aminokyselinami Ize pfejit k mo-
deltim vazebnych mist kovti v metaloproteinech. Jedna z prv-
nich studii tykajicich se pusobeni kovu v aktivnim misté
enzymu pochazi z po&tku 90. let (cit.*’). Autofi se zabyvaji
teoretickymi vypocty vlastnosti aktivniho mista karboanhy-
drasy (CA, carbonic anhydrase), enzymu, ktery posunuje rov-
novihu reakce H,O + CO, <> H,COj;. V nativni formé& enzymu
je v aktivnim misté ion zinku (II), ktery je vdzdn ke tfem
histidinovym zbytkim a vyrazné snizuje protonovou afinitu
¢tvrtého ligandu — hydroxidového iontu , ktery v reakci vystu-
puje jako nukleofilni centrum*®, Experimentdlni studie ukazu-
ji, Ze zatimco po substituci Zn>* za jon Co*" ziistdvd aktivita
enzymu zachovana, ionty Mn*" a Cd** piisobi jako katalytické
jedy. Cilem studie*’ je vysvétleni tohoto fenoménu. Byl pouzit
zjednoduseny model, kde histidiny byly nahrazeny molekula-
mi amoniaku, a zkoumdny tetra- a pentakoordinované kom-
plexy, kde ¢tvrtd pozice byla obsazena hydroxidovym iontem
a patd molekulou vody. Vypocty prokazaly rozdily v energe-
tickych bilancich pro Co**, Zn** na jedné strané a Cd**, Mn**
na strané¢ druhé. Pro prvni dva ionty je vyhodné&jsi setrvat
v tetraedrickém koordina¢nim uspofdddni s molekulou vody
vytlacenou az do druhé solvatacni vrstvy, zatimco druhé dva
preferuji pentakoordinaci s molekulou vody v prvni koordi-
nacni sféfe. Tento fakt vede ke zhorSeni pristupnosti aktivniho
mista, tedy hydroxidového iontu pro molekulu CO, a ke ztrdté
aktivity. Siln&j§i vazba vody k vazebnému mistu s Cd**a Mn**
se dd nazvat inhibi¢nim dc¢inkem.

Dal$sim zajimavym enzymem je alkoholdehydrogenasa
(ADH), kterad katalyzuje vratnou oxidaci primdrnich a sekun-
ddrnich alkohold a vyuzivd molekuly NAD™ jako koenzy-
mu**® Ve svém aktivnim mistd md rovnéz zinek (II). JelikoZ
byla experimentdlné provedena fada substitu¢nich studif v ak-
tivnim misté enzymu’', stal se rovnéz objektem zdjmu teore-
tickych chemikd. Zajimavou préci, pojedndvajici o substituci
zinku (II) za kadmium (II) publikovali Ryde a Hemmingsenn.
Zalucelem interpretace experimentalnich dat ziskanych meto-
dou porusené tihlové korelace y paprskt byla provedena opti-
malizace geometrif 11 riznych struktur aktivniho mista Cd-
-substituované ADH s koenzymem, bez koenzymu a s dalSimi
neproteinovymi ligandy za pomoci kombinovanych metod
QM/MM (quantum mechanics/molecular mechanics). Rovno-
vazné geometrie nevykazovaly vyrazné rozdily od nativnich
struktur (samozfejmé az na vzddlenosti kov-ligand), z ¢ehoz
plyne, Ze kadmium by mohlo slouzit jako dobrd strukturni

Tento ligand reprezentuje strukturni molekulu vody pfi vysokém pH, pii kterém enzym piisobi.



Chem. Listy 96, 132 — 144 (2002)

sonda pro koordinacni geometrie zinku (II). Velmi dobrd
shoda gradientu elektrického pole vypocteného v bodé totoz-
ném s jadrem kadmia s experimentdlni hodnotou pro tetrako-
ordinovany komplex potvrzuje, Ze by se koordinace na iontu
kovu neméla pri substituci ménit. Disledkem této shody je
potvrzeni domnénky, Ze ¢tvrtym ligandem tvoficim vazbu
s kovem by mél byt Glu-68.

Po dvou piikladech metaloenzymt, ve kterych je kov
pritomen v katalytickém centru, ale neudcastni se pfenosu
elektrond, 1ze prejit k posledni skupiné, tedy metaloproteinim
obsahujicim redoxni centra. Pfedem je nutno poznamenat, Ze
tato skupina je ziejmée teoreticky nejobtiznéjsi. Aktivni mista
téchto enzymi vétSinou obsahuji vice iontd kovu spojenych
rozliénymi strukturnimi vzory. Nékdy se pfimo vyskytuji
vazby typu kov—kov, jindy jsou interakce mezi kovy zpro-
stiedkovdny thioldtovymi, karboxyldtovymi, ¢i oxo-mistky.
Zde je prvnim problémem sestaveni piijatelného chemického
modelu (tedy o velikosti, kterd nepfesahuje soucasné moznosti
vypocetni chemie) tak, aby byly zachovany vSechny podstatné
rysy skute¢ného mista a aby se vSechny fyzikdlné-chemické
procesy odehraly uvniti modelu. Druhym, neméné obtiznym
problémem je urceni spravného elektronového stavu studova-
ného systému. Diky vazbé nebo alespon silné interakci mezi
kovy (napftiklad tzv. (anti)feromagnetické vazb¢) jde o netri-
vidlni problém a stdle jeste existuji systémy, kde neni uspoko-
jivé vyfesen®. Mnohdy tyto problémy piesahuji hranice stan-
dardnich metod elektronové struktury, a do vypoctu je pak
nutné explicitné zahrnout spin-spinovou interakci.

K ,jednodussim* systémtm této skupiny patii proteiny
typu ,,blue copper® (napf. nitritreduktasa, pseudoazurin, bazic-
ky okurkovy protein, plastocyanin), obsahujici mononuklear-
ni centra. DileZitym procesem je zde oxidace médi Cu* na
Cu”*amezi jejich neobycejné vlastnosti patii intenzivni modra
barva (pdsy u 460 a 600 nm), charakteristickd spektra elektro-
nové spinové resonance (ESR), vysoké redoxni potencidly,
doprovédzené jesté neobvyklou geometrii vazebného mista
kovu. Ion médi je vdzdn v trigondlnim uspofdddni (Cys a dva
His ligandy), kdeZzto v axidlnich polohdch je slabé vazan Met
a v nékterych z nich jesté karbonylovy kyslik z proteinové
patetfe. Na obrazku 6 je zndzornéna struktura vazebného mista
médi (IT) v jednom ze zdstupct této tiidy proteinti — azurinu.

Diky vySe uvedenym vlastnostem bg/ly tyto proteiny nd-
métem nékolika teoretickych studii®*>° Tyto studie piede-
v§im prokdzaly, Ze struktura modelového mista ve vakuu je
témer identickd s krystalovou strukturou proteinu. Tim byly
popfeny teorie, které vysvétlovaly tyto vlastnosti pomoci vel-
ké rigidity proteinové struktury, nutici ion Cu®* zaujimat iden-
tické koordina¢ni uspofddéni, jako m4 ion Cu* pfed oxidaci,
coz mélo mit za ndsledek velky konformacni stres ve struktufe.
Pri hledanf alternativniho vysvétleni se nejprve hledala odpo-
véd na otdzku, pro¢ tyto proteiny preferuji trigondlni bipyra-
middlni uspofdddni, kdyz vétsina komplexti médi je ctvercové
plandrnich. Vysvétleni pfinesla analyza elektronové struktury,
kterd ukdzala, Ze zatimco vazby ¢ mezi ligandy a kovem vedou
k ¢tvercove planarnimu usporddani, © vazby (které 1ze chdpat
jako interakce neobsazenych d orbitalii na atomu siry s obsa-
zenymi d orbitaly atomu kovu) formdlné obsazuji dvé pozice
v koordinacni sféfe kovu; tedy pro ligandy obsahujici atomy
siry (Cys, Met) 1ze ocekdvat vyrazné odchylky od ctvercové
plandrniho uspofdddni. Od porozuméni strukturnim rysim
vede dalsi krok k vypoctu spektroskopickych vlastnosti téchto
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Obr. 6. Vazebné misto médi (II) v azurinu ziskané z krystalové
struktury tohoto enzymu. Tiemi ekvatoridlnimi ligandy jsou dva
histidiny a cystein (na obrazku ve vertikdlnim sméru), zatimco v axi-
alnich polohdch jsou slabé vazdany methionin a peptidovy kyslik
glycinu sousediciho s histidinem

systémd a jejich vztahu ke strukture. Elektronovd spektra byla
vypoctena pomoci metody CASPT2 a Sest nejnizsich excitaci
bylo uréeno s chybou mensi nez 1800 cm™'. Diky pouziti
multikonfiguracni metody bylo snadné dva piky ve viditelné
oblasti spektra interpretovat jako excitace zptisobené pieno-
sem ndboje mezi cysteinem a médi: jeden (600 nm) z vazeb-
ného © orbitalu a druhy (460 nm) z vazebného G orbitalu.
Pomér jejich intenzit pak zavisi na struktuie vazebného mista
kovu. Proteiny typu ,,blue copper s trigondlni strukturou maji
nizky pomer €, /€4, Zatimeco u struktur s ¢tvercové plandr-
nim uspofdddnim je tomu naopak. Poslednim fenoménem,
ktery byl podroben teoretickému zkoumani, jsou redoxni po-
tencidly komplexu. Bylo napiiklad prokdzano, ze axidlni li-
gandy maji na jejich hodnotu maly vliv, zatimco solvata¢n{
efekty jejich hodnotu ovliviluji vyznamnym zpisobem.
Posledni cast této podkapitoly se bude tykat pokrokti do-
sazenych pfi studiu systému obsahujicich vice atomi kovu
v aktivnim misté. Mimo jiné bude na ptikladu dvou systémd,
cytochromu c oxidasy a fotosystému II, demonstrovdno pouZi-
ti kvantové-chemickych metod pro vysvétleni reakénich me-
chanismt v systémech, kde dochdzi k pfenosu elektrontl.
Cytochrom ¢ oxidasa (CcO) zprostiedkovavd redukci O,
na vodu, pficemz ziskand energie je uloZena ve formé ATP.
Pfi tomto procesu nastdava relativné komplikovany tok elek-
tront a protont, jehoZz detailni znalost je nutnd k tomu, aby se
viibec mohlo zacit s vypocty. Vlastni reakce probihd v binu-
kledrnim centru se dvéma atomy kovti, médi vdzanou ke tiem
histidinim a Zelezu obsazenému v hemové jednotce a,, ke
kterému se v axidlni poloze vdZze jeste jeden histidin. Struktura
tohoto komplikovaného centra je zndzornéna na obrdazku 7.
Stav centra pted reakei je Cu (I)-Fe (II) a po reakci se méni
na Cu (II)-Fe (III). Zbyvajici dva elektrony, potiebné k plné
redukci O,, pfichdzeji ze sousedniho hemu,. Tento zakladni
model byl pouzit pii kvantové-chemickém studiu®’, pficemz
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je zndmo, Ze reak¢ni mechanismus musi spliiovat tato kriteria: ny vysoké energetické bariéry pro tvorbu meziproduktd a tran-
i) kazdy reakéni krok musi byt ptiblizné termoneutrdlni, aby zitni stavys; iii) reakce musi predevsim zvySovat elektronovou
se energie nevyplytvala ve formé tepla; ii) nesméji byt pritom- afinitu aktivniho mista.

His376

%

Obr. 7. Struktura binukledrniho centra Cu-Fe v katalytickém misté cytochrom ¢ oxidasy”’

Obr. 8. Modelové struktury jednotlivych stavii S az S, v katalytickém centru woc®
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Prvni krok ve slozité kaskddeé ndslednych déju je aktivace
molekuly O, vazbou na Fe (II) v hemu. Kyslik je zde velmi
slabé vdzan, jak Vypli?fvé z vypoctené hodnoty vazebné energie
(2 kecal.mol™) (cit.®). Druhym krokem je vznik komplexu,
ktery byl z ogtickych spekter interpretovan jako (porf)Fe(III)—
O-OH (cit.”). Proton pochézi z molekuly vody slab& vazané
na druhé centrum, Cu (I). Ve stejné chvili je zdrovei pfenesen
elektron z médi a vysledkem tohoto druhého kroku je stav
Fe (II)-O-OH + Cu (II)OH. Tato reakce je endotermicka
(6 kcal.mol™). Treti krok je rozitépeni O-O vazby a vznik
oxoferrylového meziproduktu (porf)Fe (IV) = O. Existuji roz-
pory, zdali k tomuto procesu dochdzi pied nebo po prichodu
tretiho elektronu ze sousedniho hemu. Zde se naskytd moz-
nost, jak kvantové-chemickym vypoc¢tem rozhodnout mezi té-
mito dvéma hypotézami. Byly proto vypocteny hodnoty reaké-
nich energii pro ob& moznosti (6 kcal.mol™ a 30 kcal.mol™).
Jelikoz ve druhém piipadeé je reakce priliS exotermicka a pre-
bytek energie by se vypotfeboval na tvorbu tepla, musi ke
Stépeni dojit pred ptichodem tietiho elektronu. Reakeni ener-
gie je vyuzita ke zvySeni elektronové afinity binukledrniho
centra, kterd je vlastni hnaci silou pro pfenos elektronu. Po
roz§tépeni O—O vazby je proces dokoncen transportem proto-
nd, jejichz cesty jsou zndmy, na O* (cit.®%).

Podstatné t€Z51 je vyzkum reakéntho mechanismu v kom-
plexu oxidujicim vodu (WOC, water oxidizing complex) ve
fotosystému II. Pfi této unikdtni reakci je energie Ctyr svétel-
nych fotonti pfeménéna v energii chemickou za vzniku mole-
kuly O,. A¢ je vyzkumu tohoto systému vénovano nesmirné
usili, stdle panuje mnoho nejistot okolo jednotlivych krokt
v procesu. Zaroven vSak predstavuje jednu z nejvétsich vyzev
v dnesni chemii®". Velkym problémem je fakt, Ze dosud nebyla
vyfeSena krystalovd struktura komplexu, coZ ¢ini jakékoliv
detailni prfedpovédi mimofddné obtiznymi. Pro pocatecni vy-
pocty se vSak jevi jako dostatecné informace, které poddvaji
méfeni EXAFS. Je tedy zndmo, Ze WOC obsahuje ¢tyfi atomy
manganu a téz ziejmé vapnik a chloridovy anion. Oxidace
vody probihd ve &tyfech krocich®. Meziprodukty se oznacuji
SyazS,, znichzstruktury S, az S, jsou zndzornény na obrdzku 8.

Z4kladnim stavem pfed reakcije S,. V kazdém kroku vede
absorpce fotonu k separaci naboje, proton i elektron pak kazdy
zvlast opoustéji WOC. Jedna ze studii provedenych metodou
DFT/B3LYP testovala hypotézu, Ze jednim z tkoll tyrosinu,
ktery v kazdém S stavu vystupuje jako tyrosylovy radikal,
je odebrani vodikovych atomi z ligandG vody a hydroxidu
v klastru manganu®. Vypoéty bylo prokdzano, Ze takovy pro-
ces je mozny, tedy sila vazby O—-H v molekule vody a hydro-
xylu koordinovaném k manganu je pfibliZzné stejnd jako ve
volném tyrosinu. V dal$im studiu byl u¢inén pokus modelovat
celou sekvenci uddlosti za pouziti pouze jednoho manganové-
ho centra®. Nejdilezit&j§im poznatkem byl fakt, Ze pro typic-
ké redoxni reakce ve slabém ligandovém poli je nesmirné
didlezitd poloha excitovanych stavi pfed a po reakci. Bud
excitovany stav reaktantu, korespondujici se zdkladnim sta-
vem produktu, nebo excitovany stav produktu, korespondujici
se zdkladnim stavem reaktantu, musi lezet dostate¢né nizko.
V piipadé oxidace vody to znamend, Ze nejprve musi byt v S,
stavu vytvoren radikdl kysliku a teprve poté mize dojit k vy-
tvofeni O,. V nejnovéjsi studii® je jiz zkouman model obsa-
hujici vSechny atomy manganu spojené oxo- mustky. Z vy-
sledkd vypoctti 1ze usuzovat, Ze pouze jeden z atomi manganu
vykazuje redoxni aktivitu. Vapnik md roli siln€ chelatujiciho
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kofaktoru, ktery napomahd vytvoreni nezbytného radikdlu
kysliku. Vlastni tvorba vazby O-O by pak mohla probihat
v nekompletni kubanové struktufe (s jednim chybé&jicim vr-
cholem), z nichz ve dvou vrcholech jsou atomy manganu
a v jednom ion vdpniku, zbylé jsou pak tvofeny oxo-mastky.
Externi molekula vody, kterd poskytuje druhy kyslik, vstupuje
pravé do tohoto volného rohu. Tyto vysledky jsou ve shodé
s experimenty EXAFS. Ac se tyto teoretické studie zatim za-
byvaji modelovymi strukturami, je obdivuhodné, jakym zpti-
sobem pomdhaji sklddat z nedplnych stfipkid experimentdlnich
informaci vysledny obraz.

5. Perspektivy kvantové bioanorganické chemie

V referdtu byl prezentovan prifez studiemi, tykajicimi se
interakci prechodnych kovi a jejich kationtd s molekulami
RNA/DNA, aminokyselinami, peptidy a proteiny. Diraz byl
kladen ne tak na uplnost vyctu vSech praci z této oblasti, jako
spise na podrobnéjsi rozebrani nékterych piikladi. Veérim, ze
byly srozumitelné vysvétleny postupy, které se pfi teoretickém
studiu pouzivaji. PrestoZe je zatim studium vazebnych mist
kovi v biomolekuldch v pocidtcich, dosazené vysledky jsou
optimistické.

Pro vétsi tplnost tohoto referdtu bych si dovolil pfipome-
nout, ze i v relativné mladé oblasti, jakou je kvantova bioanor-
ganickd chemie, jiz byla napsdna fada souhrnnych c¢lankd.
V téch Ize nalézt mnoho informaci komplementarnich nebo
castecné se prekryvajicich s obsahem referatu. Kromé mono-
grafif citovanych v predeslém &lanku', které shrnuji jak ex-
perimentdlni, tak teoretické znalosti o prechodnych kovech
v biologickych systémech, 1ze poukdzat na souhrnné prace
Zieglerovy z prvni poloviny 90. 1et®*®’, ve kterych popisuje
prvni dspésné vypocty pomoci metod DFT a ukazuje jedno-
duché prostfedky umoziujici analyzu vinové funkce (nebo
matice elektronové hustoty) v pojmech blizsich chemickému
uvazovani. Rovnéz z pocdtku 90. let je Veillardova praiceés,
v niZ shrnuje vypocty struktury a vlastnosti organokovovych
slou¢enin. Cory a Zerner® shrnuji studie tykajici se elektrono-
vé vymeény mezi kovem a ligandem, kterd md vyznam ve
spektroskopii téchto systémut. Velmi srozumitelnd Sirokému
okruhu chemikii se mi jevi price Deetheho’, kterd se snazi
v jednoduchych pojmech popsat vypocetni chemii pro systé-
my s pfechodnymi kovy. Z konce 90. let je prace Comby ! ve
které se zabyvd moznostmi (byt omezenymi) empirickych
metod (zaloZenych na empirickych meziatomovych potencia-
lech, tzv. force fields) pro studia pfechodnych kovi. Dospiva
k zavéru, zZe hlavnim pifnosem je moznost urcit energetickou
vyhodnost ¢i nevyhodnost pre-organizace daného vazebného
mista pro kov. Struény piehled, ktery publikoval Chermette’,
shrnuje rozsah aplikaci metod DFT pro komplexy piechod-
nych kovl (vazebné energie, molekulové struktury, plochy
potencidlni energie a reakéni profily, ionizacni potencidly,
elektronové afinity, vibracni frekvence, UV-VIS spektrosko-
pie, ESR, NMR). Mnoho informaci o pfechodnych kovech lze
také nalézt v rozsdhlé encyklopedii vypocetni chemie’ . Z po-
sledni doby jsou souhrnné &lanky Niu a Halla® o reakcich
prechodnych kovi (obzvldsté organokovovych systémua maji-
cich velky vyznam pro homogenni katalyzu), Loewové a Har-
rise™ o roli hemového aktivniho mista a proteinového okoli
pro strukturu, spektra a funkci cytochromu P450, Siegbahna
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a Blombergové®’ o teoretickych studiich reakénich mechanis-
mi metaloproteini. Dedieu’> pak podava kompletni 6pf‘ehled
o kvantové chemii paladia a platiny, Hush a Reimers’® shrnuji
vliv solvatacnich efektd na elektronovd spektra komplexd
prechodnych kovi a kone¢né 1ze odkdzat na velmi instruktivn{
a pou¢nou souhrnnou praci Frenkinga a Frohlicha”’, pojednd-
vajici o charakteru rozlicnych typl vazeb mezi pfechodnymi
kovy a ligandy.

Nyni Ize prejit k vlastnimu tématu této kapitoly, tedy
nastinéni dalsich perpektiv kvantové bioanorganické chemie.
Jak bylo zminéno, tento obor je relativné mlady, a pies cetné
uspéchy pfi popisu struktur biomolekul obsahujicich piechod-
né kovy jsme v nasich snaZenich spiSe na zacdtku, nez v do-
hledu bezrozpornych vysvétleni chemickych procesi v téchto
systémech. Zakladn{ otdzkou zistdva, proc¢ si pfiroda k plnéni
svych tikolt vybird konkrétni piechodné kovy a jsme-li schop-
ni technickymi prostfedky pfirodni procesy napodobit a vy-
uzit. Tomu ale musi predchdzet dikladné porozuméni. Zde
vidim i do budoucna nejvétsi ptinos teoretickych studii. Zda
se mi, Ze v souc¢asné dobé nastdvd v chemii rovnovdha mezi
teoretickym a experimentdlnim snazenim tak, jak byla po-
psdna v predeSlém ¢lanku'. Proces kladeni otdzek a hleddni
odpovédi vedoucich k odhalovani pfirodnich zdkonitosti se
stdvd vicestupfiovym a zdvislym na jejich tésném spojeni.
Konkrétné mnozi experimentalni chemici ocenuji, kdyz teorie
napovidd, jak dany experiment uspofddat a na co je potieba
zaméfit pozornost pii analyze vysledki tak, aby bylo oddéleno
nahodné a zkreslujici od zakonitého'®. O tom, jak je piesny
a dobfe povedeny experiment dilezity pro teorii, neni tieba
mluvit.

Pristi vyvoj v kvantové bioanorganické chemii se dd pred-
povédét jak pfimou extrapolaci soucasnych trendd do budouc-
na, tak i odhadem, jaké problémy budou ndimétem teoretického
zkoumdni. Co se tyCe piimé extrapolace, 1ze ocekdvat, ze
vyvoj vypocetni techniky bude pokracovat nezpomalenym
tempem, tedy umozni provadéni presnéjsich vypoctl a studi-
um vétsich systémi. Vedle toho lze ocekdvat dal$i rozvoj
hybridnich metod typu QM/MM nebo solvata¢nich metod,
které posunou studované systémy bliZze k experimentdlnimu
uspofddéni (dle terminologie referdtii vylepsi chemicky mo-
del). Rovnéz ve vlastni metodologii ab initio vypoctu lze
ocekdvat nové algoritmy, jejichz cilem bude vylepseni efekti-
vity vypoctu pfi zachovdni presnosti. Idedlem je dosdhnout
linedrniho rtistu naroc¢nosti vypoctu s ristem systému — O(n).
Vyjmenuji tfi aktudlni trendy, které se jevi velmi slibné pro
presnost arychlost vypocti. Prvnim jsou tzv. lokdlni korelacn{
metody”® predpokladajici, Ze korelacni efekty (bez jejichz
zahrnuti jsou vypocCty na systémech prechodnych kovi téméf
bezcenné) klesaji umérné S, kde r je vzdélenost mezi elek-
trony (pfesnéji mezi atomy, pohyb jejichz elektronti kore-
lujeme). Jinymi slovy, bez velké ztrity ptesnosti ve vypoctu
1ze zanedbat korelaci dvou elektronti, které se nachazeji na
opacnych koncich vétSich molekul. Musi byt ale splnéna
podminka, Ze lze provést uc¢innou lokalizaci molekulovych
orbitald, a tedy elektrontim formdlné pfisoudit jejich pfibliz-
nou polohu v molekule, coZ ale neni u vSech chemickych
systému proveditelné. Druhym trendem jsou vypocty metodou
Monte Carlo® aplikované na feseni elektronového problému,
tzv. kvantové MC. A& je riist této metody piiblizné O(n’),
predstavuje vlastné jeden z pristupti k pfimému numerickému
reSeni Schrodingerovy rovnice, tedy nalezeni piesné nerelati-
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vistické energie elektronovych stavli molekuly. Dfive se zdd-
lo, Ze oblast pouziti ziistane omezena na velmi malé systémy,
avsak dnes Ize pocitat i systémy obsahujici az dvacet atomd.
Tretim piistupem, ktery je velmi vhodny pro velké systémy
a mohl by zanedlouho konkurovat empirickym potencidliim,
je tzv. metoda DFT Tight-Binding®!, kterd provadi fadny
vypocet DFT pouze pro atomy piimo spojené vazbou a apro-
ximuje ostatni pfispévky. Je samoziejmé nutné vyzkouset
prijatelnost této aproximace na jednodussich systémech stej-
ného typu, jaky bude ndmétem cilové studie. V soucasné chvili
se vypocetni ndroc¢nost této metody jevi srovnatelnd se se-
miempirickymi vypocty, poskytuje vSak vyrazné presnéjsi
a obecnéji pouzitelné vysledky.

Co se tyce konkrétnich oblasti v oboru a formulace pro-
blému, o¢ekdvam stdle vEétsi prosazovani vypoctl na vétsich
systémech, které budou blize konkrétnimu uspofdddni v me-
taloproteinu, fragmentu DNA atp. Budou viditelné jemné&;jsi
rozdily v chovani téchto systémi ve srovnani s malymi mole-
kulami, které doposud slouzily jako jejich modely. Stdle asi
budou stifedem zdjmu jednotlivé slozky fotosyntézy, déle za-
kladni metabolické procesy, jichZ se icastni pfechodné kovy,
interakce iontti kovi s RNA, DNA ajejich vyznam pfi pfenosu
genetické informace. Na téchto systémech se kromé klasic-
kych kvantové-chemickych vypoctd budou provadét mole-
kuldrné dynamické studie s potencidlem ab initio (Carova-
-Parrinellova metoda), pro které je extrapolace do budoucna
pfimocard. Jsme-li dnes na urcitém systému schopni provést
simulaci zachycujici evoluci systému po dobu feknéme 1 ps
(tedy 1000 krokt s integraénim krokem 1 fs), desetindsobny
vzrist vypocetniho vykonu ndm za jinak stejnych podminek
umozni provést 10 ps simulaci, kterd uz mize byt schopna
zachytit rychlé procesy v systému, tisicindsobny vzrist (rok
20107) nds prenese do nanosekundové oblasti, kde by jiz
mohly byt popsdny napfiklad rychlé konformacni zmény po

Kvantovd bioanorganickd chemie patii k oborim, které
budou v piistich letech upoutdvat pozornost stile vétSiho poctu
(nejen) kvantovych chemikd.

6. Zavér

V predchozi kapitole jsem prezentoval svlij mirn€ optimis-
ticky pohled na dal$i vyvoj oboru. Zavérem bych chtél vyslovit
ale i urcité varovani. Jako v dalSich oblastech vyzkumu, také
v aplikované kvantové chemii se prosazuji programy, které
maji slouzit jako ,,Cerné skifnky*, které od uzivatele vyzaduji
pouze povrchni znalost problému a tvaii se, Ze je to vSe, co
potiebuje k provadéni vypoctl. Navic jsou nékteré z téchto
programt velmi komer¢ni, pficemz napiiklad pro prfechodné
kovy chybéji parametry do empirickych potencidld, a to proto,
Ze obecnou parametrizaci témérf nelze provést. Misto toho se
doplnuji jakési generické parametry, coz vede k tomu, Ze
vypoctem ziskané vysledky jsou téméf bezcenné. Nechci od-
razovat zdjemce o kvantovou bioanorganickou chemii, musim
ale upozornit, Ze za kvalitnimi vysledky z této oblasti stoji roky
poctivé prace a sbirdni zkuSenosti.

Autor dekuje za podporu projektu LNOOAO32 Ministerstva
Skolstvi, mlddeZe a télovychovy Ceské republiky (Vyzkumné
centrum komplexnich molekulovych systéemii a biomolekul)
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Theoretical Studies of the Interactions of Transition Me-
tals with Biomolecules

Theoretical studies of various aspects of interactions of
transition metal (TM) ions with biomolecules make it possible
to analyze the principles governing the fundamental chemical
processes, in which they participate, at the atomic or even
electronic level. We present a concise review of the recent
achievements in the field of quantum bioinorganic chemistry,
i.e. the studies dealing with the structure and energetics of
TM-containing systems of biological relevance. In the first
part, the interactions of TM ions with smaller molecules are
analyzed, since they constitute the elementary knowledge that
helps understand more complex systems. Then, the work in
the field of interactions of TM ions with nucleic acids and their
components is briefly summarized. In the third part, we focus
on structure, function, and spectroscopic behaviour of metal-
-binding sites in metalloproteins and, finally, the perspectives
of quantum bioinorganic chemistry are outlined.
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1. Uvod

Béhem vice nez dvaceti let, kterd ubéhla od objeveni p53
v roce 1979, se protein p53 stal nejintenzivnéji studovanym
objektem vyzkumu v oblasti molekuldrni onkologie. Vyznam-
né k tomu pfispéla jeho schopnost plisobit proti nddorové
transformaci buriky a také zjisténi, Ze u vice neZ poloviny
lidskych nadord dochdzi k deleci nebo mutaci genu p53.
Lidsky protein p53, fungujici jako jaderny transkripéni faktor,
je tvofen 393 aminokyselinami a obsahuje 4 hlavni funkéni
domény. Mutace p53 v nddorovych buiikdch nejcastéji posti-
huji centrdlni oblast proteinu, kterd je nutnd pro sekvencné
specifickou vazbu na cilové sekvence DNA. N-konec proteinu
obsahuje doménu aktivujici transkripci cilovych genl a na
C-konci se nachdzi oligomerizacni a regula¢ni doména.

vvvvvv

guldtorG odpovédi na nejriznéjsi formy bunécného stresu
(obr. 1). Podili se na fizeni fady buné¢nych procesd, pocinaje
zdstavou bunécného cyklu, pies inhibici replikace DNA, fizen{
diferenciace, regulaci transkripce a reparace DNA, udrzZovani{
stability genomu az po indukci programované buné¢né smrti,
tzv. apoptdzy. Pro supresi nddorového ristu je zvlasté vy-
znamnd jeho schopnost fidit reakci builky na poskozeni dé-
di¢né informace ulozené v DNA. Po poskozeni DNA vyvold
protein p53 zdstavu bunécného cyklu v G1 nebo G2 fazi, ¢imz
je umoznéna oprava poskozené DNA. V piipadé rozsdhlého
poskozeni, které nelze opravit, indukuje protein p53 apoptézu,
a tim zabrani pfenosu poskozené genetické informace do
dcefinych bunék.

Vétsina bunénych procest fizenych p53 zédvisi na jeho
schopnosti aktivovat transkripci cilovych gend. Pro ti¢innou
aktivaci transkripce je nutné, aby vznikl tetramer p53, ktery se
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v promotorech cilovych %enﬁ vaze na dvé po sobé nasledujici
sekvence 5 ’PuPuPuCA/T /,GPyPyPy 3’ (Pu — purinova bdze,
Py — pyrimidinova baze), které mohou byt oddéleny az 13 pary

onkogeny ionizujici zdteni, UV zafeni
chemoterapeutika
p14ARF kinasy acetylasy
@ degradace
aktivace
MDM?2 transkripce
WAF
p21 bax
14-3-30 CD95/Fas
gadd45
zdstava cyklu
reparace DNA
v
dokonceni
buné¢ného apoptoza
cyklu

Obr. 1. V normdlni buiice indukuje protein p53 expresi proteinu
MDM2, ktery blokuje jeho transkripéni aktivitu a zdrovef stimuluje
jeho degradaci. Vznikad tak zpétnovazebna regulacni smycka, ktera je
v nestresované bunce schopna udrzovat velmi nizkou hladinu neak-
tivniho proteinu p53. Ke stabilizaci a aktivaci p53 dochdzi plisobenim
riznych stresovych faktorti, napt. poskozenim DNA (dcinkem UV
nebo ionizujiciho zafeni, chemoterapeutik apod.) nebo aktivaci onko-
genti. Aktivni p53 indukuje transkripci cilovych gent, jejichZ produk-
ty bud zastavi bunéény cyklus, aby mohlo dojit k opravé poskozené
DNA, nebo spusti, v pfipadé rozsahlého poskozeni dédicné informace,
programovanou bunécnou smrt (apoptézu)
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Reguldtory bunécného cyklu a apoptézy indukované proteinem p53

Transkripce Funkce produktu Vysledek indukce

aktivovdna p53

p21 VAR inhibitor CDK zastava b. cyklu (G1, G2/M)
MDM2 vazba na p53, ubikvitin ligasa inhibice aktivity a degradace p53
EGF-R receptor EGF zastava b. cyklu

gadd45 interakce s CDK1, reparace DNA, vazba na PCNA zéstava b. cyklu

14-3-3¢ regulacni protein, vdze se na p53, CDC25C zdstava b. cyklu (G2/M)

Bax dimerizace s Bcl-2 podporuje apoptézu

BCL-xL kompetuje s Bax ve vazbé na Bcl-2 inhibice apoptozy
CD95/APO1/Fas membradnovy receptor pro CD95L indukce apoptézy po vazbé CDISL
IGF-BP3 vaze IGF (insulin-like growth factor) apoptdza nebo zdstava b. cyklu
PIG3 regulace odpovédi na oxidativn{ stres apoptoza nebo zdstava b. cyklu
pS3R2 podjednotka ribonukleotid reduktasy zastava cyklu (G2/M), reparace DNA

bdzi. V tab. I je uveden vybér reguldtor buné¢ného cyklu
a apoptozy, jejichz exprese je transkripcné aktivovdna protei-
nem p53 (cit'™). Kromé aktivace transkripce se p53 podili také
na negativni regulaci transkripce mnoha gent, jejichZ pro-
dukty se mohou ucastnit vzniku a progrese nadorovych one-
mocnéni. Pfikladem muiZe byt protein MRP (multidrug resis-
tance — associated protein) (cit®), ktery zpusobuje odolnost
nddorovych bunék k nékterym cytostatiktim, nebo protein
VEGF (Vascular endothelial growth factor) (cit.”), jehoz ptiso-
benim je indukovana tvorba novych cév nutnych pro vyZzivo-
vani rostouciho nddoru.

2. Regulace stability p53

V normdlnich bunikdch je hladina proteinu p53 velmi
nizkd, protoZe nové syntetizovany protein je velmi rychle de-
gradovén proteasomem 26S (cit.%). Degradace proteasomem
je obecny mechanismus, kterym je regulovdno mnoZstvi celé fa-
dy bunécnych proteinti. Aby mohly byt proteiny urcené k de-
gradaci rozezndny apardtem proteasomu, je nezbytnd jejich
ubikvitinace, tj. kovalentni pfipojeni ubikvitinu k lyzintim ci-
lového proteinu. Ubikvitin (angl. ubiquitin) je maly protein slo-
Zeny z 76 aminokyselin, jehoz sekvence je evolu¢né konzer-
vovdna. Byl nalezen prakticky ve vSech eukaryotickych bui-
kdch, a to bud volné v cytoplazmé, nebo vdzany na proteiny.
Pro pfipojeni ubikvitinu k cilovym proteintim je nutnd aktivita
tif riznych enzymi oznaCovanych jako El (enzym aktivujici
ubikvitin), E2 (enzym piendSejici ubikvitin) a E3 (ubikvitin
ligasa). Ubikvitin ligasy tvoii velkou heterogenni skupinu
proteint a jsou zodpovédné za substratovou specifitu ubikvi-
tinace. Ubikvitin ligasovou aktivitu, ddlezitou pro degradaci
p53, vykazuje protein MDM2 (mouse double minute 2). Ex-
prese proteinu MDM2 je transkripéné indukovéana proteinem
p53 (cit.’), a protoze se MDM2 zdroveii podili na jeho degra-
daci, vznikd tak zpétnovazebnd regulacni smycka, kterd omez{
plisobeni proteinu p53 v buiice pouze na dobu nutnou pro
iniciaci transkripce cilovych gent (viz obr. 1). Dlouhodobé
plsobent aktivniho proteinu p53 v burice totiz mtize indukovat
apoptozu, kterd je vSak nezdadouci v pfipadé mensiho posko-
zeni zptsobeného stresovym faktorem, které 1ze odstranit.
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Samotnd vazba proteinu MDM2 na p53 pouze blokuje jeho
transkripéni aktivitu a ke spusténi procesu degradace je nutny
transport komplexu p53 — MDM2 z jddra buinky do cyto-
plazmyg’lo. Tento transport umoZziiuje signdlni sekvence pro
export z jddra (NES — nuclear export sequence) proteinu
MDM2 (cit.?). Mutace v sekvenci NES proteinu MDM2 vede
ke zvygené stabilité proteinu p53 a jeho akumulaci v jadie'.

Pokusy na mysich, u nichz byly obé alely genu MDM?2
vyrazeny homologni rekombinaci, prokdzaly zdsadni vyznam
regulace aktivity a stability p53 proteinem MDM?2 pro nor-
malni pribéh embryogeneze. Tyto mysi umiraji kvili nekon-
trolované aktivité p53 ve velmi ¢asném stadiu embryondlniho
vyvoje' "2 Piicinou pozorované embryondlni letality je akti-
vace pS3 — zdvislé apoptdzy v nepiitomnosti MDM?2 (cit.").
Naproti tomu mysi, u nichzZ byly homologni rekombinaci
vyfazeny oba geny, MDM2 i p53, se vyvijeji normdlné.

Neschopnost nékterych mutantnich forem proteinu p53
aktivovat expresi MDM?2 vede k jejich akumulaci v nddoro-
vych burikdch ve velkém mnozstvi. Pokud je v téchto bunkdch
exprese MDM2 uméle navozena, dochdzi k degradaci mutant-
niho p53 stejné velkou rychlosti jako v pfipadé nemutovaného
p53 (cit.”’l%

Dalsi vyznamnou ubikvitin ligasou zptsobujici dc¢innou
degradaci p53 je komplex bunécného proteinu E6-AP (E6-as-
sociated protein) s onkoproteinem E6 nékterych lidskych papi-
lomaviré (cit.'®'. v nepiitomnosti E6 se bunécny protein
E6-AP na degradaci p53 nepodili'®, ale interakce s E6 pravdg-
podobné méni jeho substratovou specifitu a umozni tak ubi-
kvitinaci p53. Predpoklddd se, Ze tento mechanismus degra-
dace p53 je jednim z kritickych faktord pro vznik karcinomu
délozniho ¢ipku.

Stabilizace p53 zablokovanim jeho degradace je odpovedi
buriky na rizné druhy stresu, napi. poskozeni DNA, aktivaci
onkogent, zmény pH nebo teploty, hypoxii nebo nedostatek
zivin. Jednou z cest vedoucich ke stabilizaci p53 je fosforylace
p53 na N-konci v oblasti, na kterou se vize MDM?2. Mezi
nejlépe prozkoumand fosforyla¢ni mista na N-konci proteinu
p53 patii serin 15, fosforylovany in vivo kinasami ATM (ata-
xia telangiectasia-mutated) a ATR (ATM-related), které hraji
dilezitou roli pfi stabilizaci p53 indukované ionizujicim nebo
UV zéfenim'®. Vyznamnou roli pfi stabilizaci a ndsledné akti-
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Referaty

Reguldtory p53 Mechanismus psobeni na p53 Efekt na urovni p53

Pozitivni

ATM fosforylace (Ser 15) stabilizace, aktivace SST

DNA-PK fosforylace (Ser 15,37) stabilizace, aktivace SST

ATR fosforylace (Ser 15) stabilizace, aktivace SST

JNK fosforylace (Ser 33) stabilizace (ve stresovanych burikdch)
CDK7/CycH/p36 fosforylace (Ser 33) aktivace SST

CDKs fosforylace (Ser 315) aktivace SST

p38 fosforylace (Ser 392) aktivace SST

Casein kinase I1 fosforylace (Ser 392) aktivace SST

Protein kinase C

fosforylace (Ser 371,376,378)

aktivace SST

p300 acetylace (Lys 382) stabilizace, aktivace SST

PCAF acetylace (Lys 320) aktivace SST

c-Abl vazba na p53, pisobeni proti MDM?2 stabilizace, aktivace SST

p14~RF plisobent proti MDM?2 stabilizace, aktivace SST

E2F-1 indukce p14*** stabilizace, aktivace SST

c-Myc indukce p14°RF stabilizace, aktivace SST

Rb ¢astecné pasobeni proti MDM2 stabilizace

HIF-1o vazba na p53 stabilizace

Ref-1 regulace redoxniho stavu aktivace SST

WTI1 vazba na p53 stabilizace, aktivace SST

PARP vazba na p53 stabilizace, aktivace SST

BRCA1 vazba na p53 aktivace SST

p33INGl vazba na p53 aktivace SST

Negativni

MDM?2 vazba na p53, export z jadra, ubikvitinace inhibice SST, destabilizace

JNK ubikvitinace destabilizace (v nestresovanych bunkdch)
Bcl-2 blokovdni importu p53 do jadra inhibice SST

BRCA2 vazba na p53 inhibice SST

MDMX vazba na p53 inhibice SST

IGF-1 indukce exprese MDM?2 pusobeni prostfednictvim MDM?2
bFGF indukce exprese MDM?2 pasobeni prostiednictvim MDM?2
Receptor T3R indukce exprese MDM?2 pisobeni prostfednictvim MDM?2

vaci p53 po poskozeni DNA hraje také fosforylace serinu 20
kinasami Chk1 (Checkpoint kinase 1) a Chk2 (cit.202Y). By-
lo prokdzdno, Ze aktivita Chkl je regulovdna kinasou ATR
(cit.?®). Ke stabilizaci proteinu p53 dochdzi i v piipadé vyraz-
ného zrychleni proliferace buriky, casto disledkem aktivace
onkogenti. Na rozdil od stabilizace vyvolané poskozenim
DNA se v tomto piipadé, kromé fosforylace, navic vyrazné
uplatiluje protein pl4ARF, ktery se vaze na MDM2, inhibuje
jeho2 3ubikvitin ligasovou aktivitu, a tim brani degradaci p53
(cit.”).

3. Regulace aktivity p53

Neddvno publikované prace prokdzaly, Ze samotnd stabi-
lizace p53 nezarucuje odpovidajici reakci buniky na bunécny
stres, a Ze neexistuje pfimd zavislost mezi mnoZstvim p53
v buiice a jeho transkripéni aktivitou®*?>, Aktivita p53 je totiz
fizena mnoha rtiznymi mechanismy, které ji mohou inhibovat
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nebo stimulovat. Mimo mutaci, které narusi strukturu nékteré
z dilezitych funk&nich domén p53, je vyznamnym faktorem
inhibujicim aktivitu proteinu p53 jiZ zminénd interakce s pro-
teinem MDM2, kterd brani kontaktu N-koncové domény p53
s bazalnim transkrip&nim apardtem?®?’.

Jak jiz bylo zminéno, dileZitym pfedpokladem biologické
aktivity p53 je jeho oligomerizace. In vitro se p53 vdZe na
cilové sekvence DNA jiZ ve formé dimeru, tato vazba je vSak
pomérné slabd. Spojenim dvou dimerl do tetrameru afinita
p53 k cilovym sekvencim vyrazné roste, udava se, Ze prinej-
mensim padesaitinaisobnézg. In vivo vsak ani tyto tetramery
nemusi byt plné aktivni, a teprve zménou konformace jsou
aktivovdny k vazbé na cilové sekvence DNA. Tohoto fizeni
aktivity p53 se tcastni jeho C-koncovd regula¢ni doména. Jeji
odstran&ni nebo zdména nékterych aminokyselin®+°, piipadné
navazani protilaitekzg’31 nebo malych peptidii na tuto domé-
nu*?¥ vede k aktivaci vazby p53 na DNA.

Pro aktivaci jsou velmi vyznamné posttranslacni modifi-
kace p53, zejména fosforylace serinu 315 kinasami CDK1
(cyclin-dependent kinase 1) a CDK2 (cit.*), serinu 378 protein
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kinasou C (cit.*®) a serinu 392 kasein kinasou II a acetylace
lyzinG 320 a 382 acetyltransferasou p300 (cit.%).

Prehled nejdilezitéjsich pozitivnich a negativnich bunéc-
nych reguldtorti p53 je uveden v tab. II (upraveno podle cit.”).

4. Stabilizatory a aktivatory p53
v terapii nadorovych onemocnéni

VétSina chemoterapeutik pouZivanych pfi 1é¢bé nddoro-
vych onemocnéni narusuje replikaci a transkripci DNA, pfi-
padné segregaci chromosomd v mitéze (tj. brani rovnomeér-
nému rozdéleni chromosomi do dcefinych bunék pii déleni),
coz zpusobi nevratné poskozeni nddorové buiiky a jeji smrt.
Kucinku téchto latek jsou vsak citlivé vSechny délici se bunky,
nejen nadorové. Zvlaste citlivé jsou rychle se délici bunky
sliznic a vlasovych folikult, coz vede ke zndimym negativnim
vedlej$im ucinkiim 1écby cytostatiky. Navic je tieba poddvani
téchto 1ékt opakovat v nékolika vinach, protoze se v dobé
jejich aplikace nachdzi jen urcitd ¢dst nddorovych bunék ve
fazi bunéc¢ného cyklu, v nizZ jsou buiky k dané latce citlivé.
Tim se zvySuje riziko vzniku genetického poskozeni soma-
tickych i pohlavnich bunék, které mlzZe u pacienta vést ke
vzniku dal$ich nddorovych onemocnéni v pozdéjsim véku,
k neplodnosti, pfipadné k vyskytu genetického poskozeni u je-
ho potomki. Soucasny farmaceuticky vyzkum se proto in-
tenzivné vénuje vyvoji stdle icinnéjsich latek, které by vSak
zdroven vykazovaly co nejméné€ negativnich vedlejsich ucin-
ka.

Stabilizace a aktivace endogenniho proteinu p53 bez in-
dukce poskozeni DNA je jednim z pfistupii, ktery by mohl
umoznit G¢inngjsi terapii nékterych typi nddorovych onemoc-
néni, kterd malo reaguji na Iécbu konvencnimi chemoterapeu-
tiky. Pfikladem je maligni melanom kiZe, ktery patii mezi
zhoubnd nddorovd onemocnéni, jejichZ vyskyt v nasi populaci
prudce naristd. Tento typ ndadoru se v rozvinutém stadiu
vyznacuje vysokou radiorezistenci a chemorezistenci, a proto
u né¢j klasicka 1écba casto selhava.

Neddvno byla publikovédna prace ukazujici, Ze syntetické
inhibitory cyklin — dependentnich kinas (CDK) 6-(benzyl-
amino)-2-[2-(hydroxyethyl)amino]-9-methylpurin (olomoucin)
a 6-(benzylamino)-2-[1-(hydroxyethyl)propylamino]-9-isopro-
pylpurin (roscovitin) velmi u¢inné stabilizuji nemutovany
protein p53 u bunécnych linii ve 40 uMm, respektive 20 um
koncentraci v kultivacnim médiu, aniZ by pfitom dochdzelo
k poskozeni DNA (cit.*®). Pfesny mechanismus jejich ptisobe-
ni neni zndm, piedpoklddd se ucast dosud nespecifikované
biochemické drahy regulované CDK, jejiz zablokovani vede
ke stabilizaci a aktivaci p53. NaSe vlastni vysledky dokazuji,
7e protein pS3 indukovany roscovitinem v butikdch maligniho
melanomu je transkripéné aktivni a zodpovédny za expresi
proteinu pZIWAFI, ktery je sdm o sobé také inhibitorem CDK.
Protoze je aktivita CDK nutnd pro normdlni pribéh bunéé¢ného
cyklu, piepoklddame, ze by indukovany p21™*F' mohl dile
zesilit inhibi¢n{ dcinek roscovitinu na déleni bunék. Dal§im
ucinnym stabilizdtorem proteinu p53 je 2-methoxy-estradiol,
ptirozeny produkt metabolismu estrogenu, ktery pisobi zatim
neobjasnénym mechanismem jiz v 1 uM koncentraci v kulti-
vaénim médiu®’. U této latky bylo navic prokdzano, 7e vyrazné
zesiluje ucinek radioterapie na urcity typ nddorového onemoc-
néni plic®’.
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Referdty

5. Zavér

Od objevu proteinu p53 uplynulo jiZ vice neZ dvacet let,
presto vSak mulzeme stéZi fici, Ze o jeho udloze v regulaci
bunécnych procesti vime vse. Intenzivni studium p53 prindsi
stdle nové informace, které formuji nas pohled na fizeni pro-
cesti vedoucich k nddorové transformaci buniky. Znalost me-
chanismu ovliviujicich degradaci proteinu p53 proteasomem
aregulujicich jeho transkripéni aktivitu ma vyznam pro vyvoj
novych uc¢innéjsich chemickych latek pro 1écbu nadorovych
onemocnéni, a proto jsme se v této praci pokusili o shrnuti
nejvyznamnéjsich z téchto mechanismu.

Tato prdce vznikla za podpory grantii IGA MZ CR ¢ NC
6404-3 a GA CR ¢. 312/ 99/ 1550.
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S. Uldrijan, V. Kotala, and B. Vojtések (Masaryk Me-
morial Cancer Institute, Brno): Regulation of the p53 Tu-
mour Suppressor Stability and Activity

The p53 tumour suppressor protein plays a crucial role in
regulating cell growth and death in response to various types
of cellular stress. The loss of its function is the most common
event leading to the development of cancer. In normal cells,
pS53 is present at low levels because the protein is rapidly
degraded by the ubiquitin—-mediated proteasome pathway fol-
lowing the synthesis. Stress-induced signals inhibit p53 de-
gradation, leading to its rapid stabilization and accumulation
in the cell, and followed by its activation by mechanisms
including phosphorylation and acetylation. The complexity of
the pathways regulating p53 stabilization and activation as
well as possible p53 activation in response to small chemical
compounds used in certain experimental anti-cancer therapy
approaches are discussed in this review.
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Uvod

Sorpce plynnych i kapalnych sorbdti hraje vyznamnou
roli nejen v heterogenné katalyzovanych chemickych proce-
sech, ale slouzi také k hodnoceni fady dtlezitych vlastnosti
Sirokého spektra tuhych latek aplikovanych v nejriznéjsich
oblastech primyslové vyroby. Mezi vybrané a posuzované
vlastnosti téchto latek patfi napf. specificky povrch, distribuce
pord, disperzita kovové slozky aj. Tyto technické charakteris-
tiky jsou mj. dostupné prostiednictvim adsorpc¢nich isoterem
riznych sorbati namétenych za laboratornich, ale zejména za
procesnich podminek. Sorpce vybranych sorbati je ic¢innou
sondou pfi ziskdvani informaci o acidobazickych vlastnostech
studovanych sorbentl. V literatuie je uvddéno mnoho metod
na stanoveni kyselosti heterogennich katalyzétoru, na}z‘)f. po-
moci Hammettovych indikdtora', FTIR spektroskopie®, mi-
krokalorimetrie*?, kinetiky katal(?/zované reakce®’ a teplotné
programované desorpce bazi®'’. Piedeviim pro schopnost
uréovat zminéné charakteristiky za podminek blizkych pro-
cesnim a ddle pro rychlost a relativni jednoduchost jsou k to-
mgﬁolgéelu s oblibou uzivdny rizné chromatografické techni-
ky "%

V soucasné dobé fada renomovanych zahrani¢nich firem
(napt. Micromeritics, Zeton Altamira, ThermoQuest CE In-
struments) nabizi velky sortiment jak jednoucelovych, tak
i polyfunkénich zatizeni vyuzivajicich sorpce k charakteriza-
ci tuhé faze. Protoze jde vesmés o produkty kusové vyroby,
jsou ndklady na vyrobu takovych zafizeni znacné, a tim i jejich
cena vysokd. Podobné, ale mnohem levnéjsi zafizeni lze,
i kdyz na dkor uzivatelského komfortu, postavit ze sériové
vyrabénych prvki, nebo dokonce ze starsich, casto jiz vyraze-
nych zafizeni.

Predmétem tohoto ¢lanku je popis zafizeni na méfeni
adsorpcnich isoterem plynt a par na tuhych povrsich a jejich

*  Autor pro korespondenci
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teplotné programované desorpce (TPD) z povrchu tuhych
sorbentd chromatografickou technikou; toto zatizeni bylo po-
staveno na Ustavu organické technologie VSCHT Praha. Za-
fizeni, vybudované adaptaci dostupnych, komercné vyrabé-
nych jednoucelovych zafizeni a jejich prislusenstvi, umoziuje
pripravovat a dodatecné in situ upravovat povrch oxidickych
i kovovych sorbenti. Clanek je doplnén popisem metodiky
méfeni zminénych technickych charakteristik a ukdzkami na-
méfenych parametri. Ve je demonstrovano na pifkladu mé-
déného nosicového katalyzdtoru.

Experimentalni ¢ast
Popis zafizeni

Zatizeni ke studiu adsorpcnich isoterem sorbatd a jejich
teplotné programované desorpce bylo postaveno z komercné
dostupnych zatizent, piistroja a polotovarti. Vybudovand apa-
ratura je schematicky zndzornéna na obr. 1. Jeji centraln{
jednotkou je pfistavbou a vestavbou modifikovany komerén{
chromatograf CHROM-5 (Laboratornf piistroje Praha) s TC-,
popt. Fl-detektorem. Pfistavba chromatografu sestdva z ten-
zniho davkovace, 5 Ctyfcestnych a jednoho trojcestného ko-
houtu a celd sestava je napojena na vstupy plynt do hlavy
termostatu. Tenzni ddvkovac, uzivany pfi aplikaci kapalnych
sorbdtil, je umistén ve vodnim termostatu a potrubni trasa
vystupujici z tohoto davkovace je vyhfivdana elektrickymi
topnymi pdsy. Kohout F (obr. 1) je umistén v termostatové
jednotce chromatografu CHROM-4, ¢imz je zajiSténa nejen
jeho temperace, ale téZ temperace celé transportni trasy sorba-
tu na pozadovanou teplotu. Kohout E slouzi k aplikaci plyn-
nych sorbatt.

Popsana ¢ast modifikace centrdlni jednotky umoziuje mé-
feni adsorpénich isoterem sorbdtd v rozmezi teplot 20-350 °C
a tepelnou dpravu sorbentll v definované atmosféie (véetné
redukéni) v podminkdch in situ. Méteny sorbent je umistén
v klasické nerezové chromatografické koloné (obr. 2a).

Pro méfeni TPD spekter sorbdtl je centrdlni jednotka,
jmenovité termostat chromatografu CHROM-5, modifikovan
vestavbou. Do prostoru termostatu je vkladdna teplotné pro-
gramovatelnd odporovd pec. Jeji retorta je po umisténi ad-
sorpcni kolonky tvaru U vyplnéna granuldtem karborunda za
ucelem zlepSeni homogenizace teplotniho pole a transportu
tepla v peci. Pfivod elektrické energie do pece a termoclanko-
vé jimky na sténu adsorpéni nadobky je zajiStén teflonovou
prichodkou uloZenou v hlavé termostatu. Adsorpéni nddobka
(obr. 2b) je pfipojena na standardni rozvod chromatografu
nerezovymi kapildrami a spoji typu swagelok.

K méfeni sorpénich charakteristik je uzivan vzorek ve
formé granuldtu o velikosti zrna 0,315-0,400 mm, ktery se
pfipravuje drcenim komer¢nich tablet a ndslednou separaci na
sitech. Katalyzdtor je pred vlastnim méfenim susen pfi teploté
120 °C po dobu 2 h a uchovédn v exsikdtoru. Pfi méfeni
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Obr. 1. Schéma zarizeni na méieni sorpcnich vlastnosti katalyzatori; A, C, D, E, F — ¢tyfcestné kohouty, B — trojcestny kohout, P — pec
s programové nastavitelnou teplotou, T — termostat s regulaci teploty, TD — tenzni ddvkovac, TP — temperacni plast

adsorpcnich isoterem sorbatu jsou pouZzivany standardni nere-
zové chromatografické kolony délky 1 m s vnitinim primérem
3 mm umisténé v termostatu chromatografu CHROM-5. Vzo-
rek o objemu 1 ml (cca 0,5 g) je lokalizovdn ve vystupni ¢dsti
chromatografické kolony, pfed a za vrstvou katalyzdtoru je
1 cm vrstva karborunda o velikosti zrna srovnatelného se
zrnem katalyzatoru (40 mesh). Katalyzatorova vrstva je vyso-
ka 10 cm. Zbyvajici ¢ast kolony je vyplnéna karborundem
o velikosti zrna 22 mesh. Kolona b miize slouzit ke kompen-
zaci klidového proudu pfi linedrnim ndrdstu teploty pomoci
tzv. dudlniho zapojeni.

Pti méfeni TPD spekter je pouzivdna nerezova adsorpcni
nddoba tvaru U délky 35 cm a vnitfnim priméru 3 mm.
Katalyzdtorovd vrstva o hmotnosti 0,1 g je opét lokalizovdna
ve vystupni ¢dsti adsorpcni nddoby a jeji vySka je 2 cm.
Adsorpéni kolonka je vlozena do pece s programoveé nastavi-
telnou teplotou, prostor uvniti pece je vyplnén SiC, ktery
zlepSuje transport tepla. Pec je umisténa v termostatu chroma-
tografu CHROM-5 (obr. 2b) a umoziuje kromé nastaven{
teplotniho programu realizaci experiment v rozmezi teplot
20-800 °C.

Metodika méfeni
Adsorpcni isotermy sorbdtu

Meéfteni adsorpcni isotermy sorbatu pulsni chromatografic-
kou technikou spoc¢ivd v ur¢eni mnoZstvi sorbdtu vratné ad-
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Obr. 2. Zpisob uloZeni chromatografické kolony; a — méfeni ad-
sorpcnich isoterem sorbdtu, b — méfeni TPD spekter; P — pec s pro-
gramoveé nastavitelnou teplotou, T — termostat chromatografu
CHROM-5

sorbovaného na povrchu sorbentu pfi dané teploté v zavislosti
na parcidlnim tlaku uzitého sorbatu. Pro experimentdlni meé-
feni rovnovazné sorbovaného mnozstvi sorbdtu byla zvolena
metoda pulsniho maxima'>'®. Po aktivaci sorbentu v inertni,
popf. redukéni atmosféfe jsou nejprve eliminovana centra, na
nichz dochdzi k nevratné sorpci sorbdtu. Jejich tiplné vysyceni
je zajisténo opakovanym davkovanim sorbatu a je monitoro-
védno dosaZzenim konstantni odezvy na odpovidajici ddvku sor-
batu. Po vysyceni center nevratné vazanym sorbdtem pii zvo-
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Obr. 3. Kumulovany soubor elu¢nich pika sorbatu demonstrujici
zavislosti odezvy detektoru R na velikosti jeho pulsné davkované-
ho mnozstvi

Tabulka I
SloZeni a technické charakteristiky studovanych katalyzatort

Parametry CHEROX
46-00 46-01
Slozeni [hm.%] CuO 39,3 37,0
CaO 4,6 54
Fe,0, - 5,7
Si0,/MgO 1.8 6,0
Celkovy specificky povrch [m” gl ] 297 109
Celk. spec. povrch po aktivaci [m”. g}, ] 209 75
Specificky povrch médi [m%u. 2ol 48,1 17,2

lené konstantni teploté byly pfi téZe teploté do proudu He
(0,7 Lh™") postupné vstiikovany davky sorbitu, jejichz veli-
kost se pii pouziti FI-detektoru pohybovala v rozmezi 0,1-1 pl.
V uvedeném rozsahu je odezva detektoru linedrni a k jeho
kalibraci byla pouZita metoda popsand v praci Volfa'?.
Elucni piky, ziskané po aplikaci riznych ddvek sorbatu
(0,1-1 ul), byly za tucelem pocitacového zpracovdni experi-
mentdlnich vysledk kumulovany do jediného souboru. Ma-
ximy jednotlivych pikd je ndsledné prokldddna kiivka K,
reprezentujici desorpcni vétev elu¢niho piku (obr. 3). Hodnoty
parcidlniho tlaku sorbdtu (p,) a jemu odpovidajici vratné sor-
bované mnozstvi (g,) byly urCovany vypoctem z ddle uvede-
nych vztahti 1-2a, b. Méfenymi parametry byly plocha pod
kiivkou K. (S,), navdzka katalyzatoru (w), teplota sorpce

max

(T,) a priitok nosného plynu (F).

ps = (h.c.RT)/ (s.F) (1)

qs =S, (sw.Sg) (2a)

s=(Mg/pg)x (2b)
TPD spektra

Metoda tepelné programované desorpce sorbdtd slouzi ke
studiu acidobazickych vlastnosti povrchu tuhé faze. Jeji prin-
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piiprava a lokalizace katalyzatoru v chromatografické koloné

l

ptiprava povrchu nebo aktivace sorbentu in situ

I

TPD méreni

l

syceni center sorbentu sorbatem pfi definované teploté

l

vyplach trasy a desorpce slabé vazaného sorbatu

l

méteni TPD spekter sorbdtu a jejich interpretace

Obr. 4. Postup méieni TPD spekter sorbatu

Tabulka II
Zpusob aktivace médénych nosicovych katalyzator

Doba Teplota Pritok plynu [Lh™']* Parc. tlak
[h] [°C] He H, vodiku
[kPa]
1 220 11,4 0.6 =5
1 220 5.4 0.6 ~11
2 220 0 3,6 101,3
2 250 0 3,6 1013

# Méfeno za laboratorni teploty

cip spociva v detekci molekul sorbétu, popf. jejich ¢dsti (nutné
uziti MS-detektoru), uvolnénych desorpci z povrchu sorbentu
pfi linedrné vzristajici teploté. Standardni postup méfeni TPD
spekter bazického nebo kyselého sorbdtu je vystizné popsdn
nasledujicim blokovym schématem (obr. 4). Méfeni sorpénich
charakteristik sorbentu predchazi iprava jeho granulometrie,
plnéni do adsorpcni nddobky, lokalizace nadobky v peci a po
vlozeni pece do termostatu chromatografu jeji pfipojeni k de-
tekénimu systému. Vzorek sorbentu je pied méfenim TPD
spekter nejprve aktivovan; v zdvislosti na jeho typu je aktivace
in situ realizovana v inertni, oxida¢ni nebo reduk¢ni atmosfé-
fe. Ndsleduje syceni jeho povrchu sorbdtem v proudu nosného
plynu a po ném vyplach sorbdtu z objemu zafizeni a fyzikdlné
vazaného sorbdtu z povrchu sorbentu. Konecnd faze méteni
sestdvd z nastaveni pritoku nosného plynu a spusténi progra-
mu reguldtoru ohfevu pece zajistujiciho linedrni nartst teplo-
ty, nejéast&ji rychlosti v rozmezi 5-10 K.min™'. Pribéh syceni,
vyplachu a TPD sorbdtu je s vyuzitim softwaru CSW fy Apex
zaznamendavdan na monitoru a ukldddn do paméti pocitace.

Sorbenty

Ke studiu sorpénich vlastnosti byly jako sorbenty pouzity
vzorky komer¢nich katalyzdtori CHEROX 46-0X (X=0a 1)
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Obr. 5. Tvary odezev R na puls pyridinu pfi jeho rovnovazné
sorpci na povrchu vzorki aktivovanych katalyzatort; / — CHE-
ROX 46-01, 2 - CHEROX 46-00

firmy Chemopetrol a.s., Litvinov. Vybrané technické charak-
teristiky a texturni parametry méfenych vzorkd jsou shrnuty
v tab. I. Vzorky byly aktivovdny v proudu plynné smési vodi-
ku a helia v podminkdch in situ. Rychlost redukce prekurzord
médi byla pfi teploté 220 °C fizena velikosti parcidlniho tlaku
vodiku. Zavérec¢nd faze redukce byla realizovdana v proudu
Cistého vodiku (V=3,6 L.h™h) pfi teploté 250 °C (tab. II).

Priklady z praktické aplikace popsaného zarizeni
Adsorpcni isotermy pyridinu

Na obr. 5 jsou reprodukovdny dva typy eluc¢nich pikd
pyridinu charakterizujici jeho rovnovadzné sorbované mnoz-
stvi na povrchu dvou typl aktivovanych médénych nosico-
vych katalyzdtord. Rozdil v charakteru pikd, Sirokého asyme-

strané druhé signalizuje, spolu se zkracenim retenéniho casu,
zmenSeni sily vazby sorbdtu s povrchem sorbentu. Popsand
zména je disledkem chemické modifikace standardniho kata-
lyzatoru CHEROX 46-00 a vzhledem k aplikaci bazického
sorbdtu vypovida o nizs{ sile kyselosti katalyzatoru CHEROX
46-01. Z uvedeného je zfejmé, Ze zdznam eluc¢nich piki sor-
batu (obr. 5) pfi méfeni adsorpcnich isoterem vySe popsanou
chromatografickou technikou, mize slouzit také ke kvalitativ-
nimu hodnoceni sily vazby mezi sorbentem a sorbatem.

Na obr. 6 jsou reprodukovdny adsorpéni isotermy pyridinu
pro povrchy in situ aktivovanych vzorkd jiz zminénych médé-
nychnosicovych katalyzdtori CHEROX 46-0X. Ob¢ isotermy
maji vzajemné podobny tvar. Vynesené body znazoriuji ex-
perimentdlné naméiené hodnoty a jejich poloha je ve velmi
dobré shodé s pribéhem kfivek popsanych rovnici Langmui-
rovy adsorpéni isotermy. Kfivky byly ziskdny zpracovanim
experimentdlné naméfenych hodnot pomoci programu ERA".
Rozdily ve vlastnostech vzorkd srovndvanych katalyzdtord
jsou kvalitativné popsdny diferenci v mnoZstvi pyridinu rov-
novazné sorbovaného za srovnatelnych podminek na jejich
jednotkovém povrchu. Mnozstvi pyridinu 4,6.10° mol.m™
sorbované pti teploté 250 °C a parcidlnim tlaku pyridinu 4 kPa
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Obr. 6. Adsorpéni isotermy pyridinu na povrchu aktivovanych
médénych nosi¢ovych katalyzdtori; ® CHEROX 46-00, B CHE-
ROX 46-01

300

R, mV

200 -

100

250 500

t,°C

Obr. 7. TPD spektra pyridinu z povrchu dvou individualnich
vzorki neaktivovaného katalyziatoru CHEROX 46-00

na povrchu katalyzatoru CHEROX 46-00 je za uvedenych ex-
perimentalnich podminek, v porovnéni s katalyzatorem CHE-
ROX 46-01, dvakrat vétsi.

TPD spektra pyridinu

Funk¢nost popsaného zafizeni a dobrd reprodukovatelnost
meéfeni TPD spekter sorbatu je dokumentovdna prikladem
dvou TPD spekter pyridinu z povrchu neaktivovanych vzorkt
katalyzdtoru CHEROX 46-00 (obr. 7).

Desorpce pyridinu byla u obou vzorkt indikovdna ve
stejném teplotnim rozmezi 100-500 °C. Také hodnoty teplot
dvou desorpcnich maxim byly zcela srovnatelné, jejich veli-
kost je 220 a 360 °C. Pouze mnozstvi desorbovaného pyridinu
nebylo uplné shodné. Vzdjemna diference, charakterizovand
= 5% rozdilem ve velikosti plochy porovnavanych TPD spek-
ter, je vSak v relaci s chybami chromatografickych metod zcela
prijatelnd. Dobrd shoda byla zjisténa téz v hodnotéch teploty
T, kterd je vzhledem k dobré reprodukovatelnosti casto
doporu¢ovanym parametrem pro hodnoceni sily kyselosti sor-
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Tabulka IIT
Podminky méfeni TPD spekter vybranych bazickych sorbatl

Laboratorni piistroje a postupy

Etapa méteni Exp. podminky

Uzity sorbat

TPD spektra pyridin anilin 2,6-dimethylpyridin
Syceni teplota [°C] 100 170 130
doba [h] 0,5 2 0,75
parc. tlak sorbatu [kPa] 2 2 2
Vyplach teplota [°C] 100 170 130
doba [h] 2 2 2
Méreni TPD rychlost ohfevu [K.min™] 5 5 5
rozsah ["C] 100-750 100-750 100-750
priitok nosného plynu [l.h™'] 6,9-7,2 6,9-7,2 6,9-7,2
bentu. Hodnota zminéného parametru je uréovdna s presnosti 300 - J
+5 K, jeji velikost byla pro oba vzorky prakticky stejnd a méla
hodnotu 450 °C. Také reprodukovatelnost TPD spekter sorba- R, mV
ti z povrchu vzorkt aktivovanych in situ byla velmi dobra.
Priznivé hodnoceni vysledki méfeni je vedle bezchybné funk- 200 1
ce zafizeni disledkem dodrzovéani podminek aktivace vzorki
a standardizace métfeni TPD, jehoZ podminky jsou specifiko-
vany v nasledujici tabulce II1.
Na obr. 8 je uveden piiklad TPD spekter pyridinu z povr- 100 - 1
chu aktivovanych vzorki médénych nosicovych katalyzdtort,
které se lisily sloZzenim jejich nosic¢e. Kromé rozdilu v hodnoté
moldrniho poméru SiO,/MgO, vzorek s vyssi hodnotou tohoto 0
200

poméru obsahoval jesté Zelezitou slozku (tab. T). Uplna de-
sorpce pyridinu z povrchu katalyzatoru CHEROX 46-01 je
ukoncena pii teploté 448 °C, zatimco stejnd charakteristika
katalyzatoru CHEROX 46-00 popsand hodnotou parametru
T..» byla o 44 K vyssi. Na obou typech katalyzatord je de-
sorpce pyridinu opét indikovdna ve stejném teplotnim inter-
valu a také polohy dvou teplotné desorpénich maxim 250
a 320 °C jsou zcela srovnatelné. Za pomoci programu Origin
byla provedena dekonvoluce jednotlivych TPD spekter. Roz-
dilna velikost ploch pod TPD spektry ukdzala, Ze mnoZstv{
sorbdtu vdzaného na jednotkovou velikost povrchu je pro
vzorky srovndavanych katalyzdtord rozdilné. Podstatny je pre-
devsim rozdil v pomérech ploch piki reprezentujicich centra
s definovanou silou kyselosti. Navrzend metoda je citliva
k posouzeni rozdili v acidobazickych vlastnostech vzorkd
studovanych katalyzdtort a je vhodnd k méfent sily kyselosti
katalyzdtort s riznym sloZenim silikatového typu nosice.

Zavér

Byl postaven piistroj na méfeni adsorpcnich isoterem v te-
plotnim intervalu 20-350 °C a TPD spekter sorbdtti (20-750 °C)
aplikovanych ve formé plynt i par. Pfistroj byl vybudovédn
z komerc¢nich, ale dodate¢nou modifikaci upravenych zatize-
ni, a umoziuje aktivaci sorbentti za podminek in situ ve v§ech
typech definované atmosféry. Reprodukovatelnost namétenych
vysledki je velmi dobrd. Zvolena chromatografickd techni-
ka a v piikladech popsand metodika je vhodnd pro mérfeni
adsorpcnich isoterem a rozliSeni acidobazickych vlastnosti
studovanych médénych katalyzatorG s nosi¢em silikdtového

typu.
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Obr. 8. Vliv slozeni nosice na TPD spektra pyridinu z povrchu
aktivovanych katalyzitori; a — CHEROX 46-00, b — CHEROX
46-01, naméfené spektrum, dekonvoluce

Seznam symbolt

rychlost posunu zapisovace, cm.s™!

c
F  priitok nosného plynu, m*.s™'

h  vyska piku, cm

Mg moldrni hmotnost sorbdtu, g.mol'1

ps  parcidlni tlak sorbdtu, Pa

qs adsorbované mnoZzstvi pyridinu, mol.m™
R plynovi konstanta, J. K \.mol™

s citlivost detektoru, cmZ.mol ™!

S, plocha pod kiivkou ABCD, cm?

Sg  celkovy specificky povrch, m?.g™!

T, teplota sorp¢niho méfeni, K

x  odezva detektoru, cm”ml™!

w  hmotnost katalyzdtoru, g

ps hustota sorbdtu, g.cm™

Tato prdce byla podporena MSMT prostiednictvim vy-
zkumného zdmeéru ¢. CEZ: MSM 223100001.

LITERATURA

1. Sabu K. R. P., Rao K. V. C., Nair C. G. R.: Bull. Chem.
Soc. Jpn. 64, 1920 (1991).



Chem. Listy 96, 150 — 155 (2002)

o e

N

10.

11.

12.
13.

Wichterlova B., Tvartizkova Z., Sobalik Z., Sarv P.:
Microporous Mesoporous Mater. 24, 223 (1998).
Odenbrand C. U. 1., Brandin J. G. M., Busca G.: J. Catal.
135, 505 (1990).

Auroux A., Gervasini A.: J. Phys. Chem. 94,6371 (1990).
Cardona-Martinez N., Dumesic J. A.: J. Catal. 125, 427
(1990).

Gervasini A., Auroux A.: J. Catal. /131, 190 (1991).
Lopez T., Gomez R., Llanos M. E., Lopez-Salinas E.:
Mater. Lett. 38, 283 (1999).

. Lopez T., Manriquez M. E., Gomez R., Campero A.,

Llanos M. E.: Mater. Lett. 46, 21 (2000).

Aramendia M. A., Borau V., Jiménez C., Marinas J. M.,
Porras A., Urbano F. J.: J. Mater. Chem. 6, 1943 (1996).
Satsuma A., Westi Y., Kamiya Y., Hattori T.: Bull. Chem.
Soc. Jpn. 70, 1317 (1997).

Choudhary V. R., Sansare S. D., Thite G. A.: J. Chem.
Technol. Biotechnol. 42, 249 (1988).

VolfJ., Koubek J., Pasek J.: J. Chromatogr. 81,9 (1973).
Choudhary V. R., Srinivasan K. R.: J. Chromatogr. /48,
373 (1978).

Laboratorni piistroje a postupy

14. Choudhary V. R., Doraiswamy L. K.: Ind. Eng. Chem.
Prod. Res. Dev. 70, 218 (1971).

15. Kipping P. J., Winter D. G.: Nature 205, 1002 (1965).

16. Kipping P. J., Jeffery P. G.: Nature 200, 13141 (1963).

17. Zamostny P., Bélohlav Z.: Comput. Chem. 23, 479 (1999).

L. Cutova and B. Dvoi4k ( Department of Organic Tech-
nology, Institute of Chemical Technology, Prague): The De-
vice and Methodology of Measuring Selected Sorption
Characteristics of Solid Sorbents and Catalysts by a Chro-
matographic Technique

A system, built at the Department using commercially
available devices is described. The system is designed for
measuring adsorption isotherms and temperature programmed
desorption (TPD) spectra of sorbates, applied as gases and
vapours. The measured data show a very good reproducibility.
Examples of the used methodology as well as of measurement
of pyridine adsorption isotherms and its TPD spectra from
surface of Cherox 46-00 and 46-01 catalysts (Chemopetrol
Co., Litvinov) are given.
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Uvod

Nedostatek informaci o obsahu toxickych tézkych kovi
v organismu koc¢ky domdcf tf{§ti ndzory odborné vefejnosti na
jejich ucast v patogenezi poruch metabolismu kocek od zcela
pozitivnitho hodnoceni az po zdrZzenlivé stanovisko. Kocky
vykazuji zvlastnosti metabolickych procesu, které u nich pod-
minuji vyS$$i toxicitu xenobiotik. Omezend schopnost kocek
tvofit v jatrech a vylucovat ledvinami netoxické metabolity ko-
vii vyvoldva nutnost ovéfit jejich dopad na vnitini prostiedi’.

Na I. Intern{ klinice Fakulty veterindrniho Iékarstvi Vete-
rindrni a farmaceutické univerzity v Brné je dlouhodobé stu-
dovén vyskyt zdravotnich poruch u kogek v Ceské republice.
U pacientl je provadéno klinické vySetfeni véetné odbéru
a zpracovani krve. Vzorky krevni plazmy, které byly podro-
beny fadé diagnostickych testd, byly ndsledné pouzity pro
prvkovou analyzu. Stanoveni stopovych koncentraci vybra-
nych prvkl v mikrolitrovych objemech vzorkt vyzaduje po-
uziti vysoce citlivych analytickych technik a pfisné vyloucen{
moznych kontaminaci v pribéhu zpracovéni a analyzy vzorka.

Jednou z nejpouzivanéjsich metod pro stopovou a ultra-
stopovou prvkovou analyzu klinickych materidlt je stale ato-
mova absorpcni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
(ET AAS). Vysokd citlivost a selektivita metody ET AAS
a mala spotieba vzorku jsou zdkladni pozadavky pii analyze
klinickych materidld. Télni tekutiny, jako je krev, krevni
plazma, sérum, moc¢, mléko, je mozné davkovat do atomiza-
toru piimo i po pfislusném fedéni. V tomto pifipadé je nevy-
hnutelné pracovat s pouzitim tcinného systému kompenzace
neselektivni absorpce. Ta je zptsobena slozenim biologické
matrice. Vzhledem k jeji komplikovanosti, vysokym obsahim
organickych sloucenin a vysoké solnosti se doporucuje pouZzit
kompenzaci na principu Zeemanova jevu. Ani tento nejuicin-
néjsi zpisob korekce neselektivni absorpce bohuzel nefesi
problémy v celém rozsahu, a proto je vzdy tfeba danou metodu
ovérit a v pripadé neuspéchu pfistoupit k odstranéni organické
matrice mineralizaci vzorku. Dnes pievazujici pouzivani roz-
kladu na mokré cesté smési kyselin a oxidacnich ¢inidel po-
moci mikrovlnné energie vede k nezddoucimu zfedéni a kon-
taminaci vzorku. Pro stanoveni Cd a Pb v klinickych materid-
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lech Ize s dspéchem pouzit i suchy rozklad za kontrolova-
nych podminek, ktery spolehlivé odstrani organickou matri-
ci’. Vznikly popel lze rozpustit ve stejném, piipadné mensim
objemu zfedénych kyselin. Takto lze zachovat ¢i zkoncentro-
vat ptvodni stopovy obsah analytu.

Specifickym problémem pfi analyze biologickych mate-
ridld je stanovenf rtuti, kterd byvd vdzana v t€kavych organic-
kych sloucenindch (methylrtut, dimethylrtut), u kterych je pfi
rozkladu vzorkt na mokré cesté redlné nebezpeci ztrat. Proto
je pro stanoveni rtuti velmi vhodné pouZit jednoticelového
spektrometru AMA 254 (Advanced Mercury Analyzer, Altec
Praha), do kterého se analyzovany vzorek ddvkuje v nativnim
stavu bez predchozi mineralizace.

Cilem predlozené préce je stanovit v krevni plazmé kocky
domadci stopové obsahy kadmia a olova metodou ET AAS
artuti pomoci analyzatoru AMA 254 a porovnat u studovaného
souboru jedincid obsah téchto prvkd s jejich klinickym stavem.

Experimentalni ¢ast
Chemikdlie

K piipravé vzorkd a pfi vlastni analyze byly pouzity nd-
sledujici chemikdlie, a to v nejvyssi dostupné Cistoté: HNO,
konc. Suprapur (Merck, Darmstadt, SRN), PdCl, 10 mg.l'l Pd
(Lachema Brno, a.s.), Mg(NO,),.6 H,0 p.a. (Merck, Darm-
stadt, SRN), NH,NO; p.a. (VEB Jenapharm, SRN). K piipravé
standardnich roztoki pro kalibraci byly [l)ouiity zdsobni roz-
toky téchto kovii o koncentraci 1 mg.ml™ v 0,5 mol.I”! HNO,
(Merck, Darmstadt SRN). K ovéfeni spravnosti analytického
postupu byl pouzit referen¢ni materidl Seronorm (TM) Whole
blood I (Lot. No. 404 107). Pti pfipravé roztoki byla pouziva-
na vysoce Cistd voda, upravend systémem Ultra-clear (SC Bars-
biittel, SRN). Ddle byl pro rozkladny syst¢ém APION pouZivin
kyslik cistoty 2.0 (SIAD VTG) a amoniak cistoty 3.3 (Linde,
Praha), pro ET AAS argon o distoté 5.0 (SIAD VTG) jako
inertni plyn a pro AMA 254 kyslik Cistoty 2.0 (Linde, Praha)
jako nosny plyn.

Vzorky

Krev byla odebirdna z Zily vena cephalica do zkumavek
osSetfenych heparinem (15 m.j.ml’1 krve, Heparin Léciva).
Thned po odbéru krve byly vzorky odstfedény na centrifuze
MPW — 52 pfi 5000 ot.min"' po dobu 10 minut. Supernatant
(vzorek krevni plazmy) byl pienesen pipetou do polyethyle-
nové zkumavky (typ Eppendorf) a uchovavan az do doby
analytického vySetieni v mrazicim boxu pfi —20 °C. Pied
analyzou byly vzorky zvolna rozmraZeny za laboratorni tep-
loty a homogenizovany protfepanim.

Instrumentace

Obsah kadmia a olova byl stanoven v mineralizatech krev-
ni plazmy ziskanych pfedchozim rozkladem v laboratornim
zatizeni Dry Mineralizer APION (TESSEK Praha). Analyza
byla provddéna na atomovém absorpénim spektromentru fir-
my Perkin-Elmer, model 4110 ZL, vybaveném automatickou

Zeemanovskou korekci pozadi, pficné vyhiivanym grafito-
vym atomizdtorem (THGA) s integrovanou Lvovovou plat-
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formou a pfislusSnymi vybojkami s dutou katodou. Byly mé-
feny hodnoty integrované absorpce pfi vinovych délkdch
228,8 nm pro kadmium a 283,3 nm pro olovo pfi spektralni
Sitce Stérbiny 0,7 nm v obou pfipadech.

Rtuf byla ve vzorcich krevni plazmy stanovena jedno-
ucelovym atomovym absorpénim spektrometrem AMA 254.

Postup
Stanoveni kadmia a olova v krevni plazmé
Rozklad vzorkt

Vzorky krevni plazmy byly pfed analyzou zvolna rozmra-
Zeny za laboratorni teploty. Pro rozklad bylo do pfedcisténych
mineralizacnich nadobek pipetovano 200 pl vzorku. V jedné
rozkladné sérii bylo vzdy zpracovdno 8 vzorkd a 4 slepé
pokusy. Rozkladny proces sestdvajici z faze suSeni a fdze
mineralizce trval 10 hodin (teplota suSeni 110 °C, teplota
mineralizace 360 °C). Po prob&hnuti rozkladného procesu byl
vznikly bily popel rozpustén v 10 pul koncentrované kyseliny
dusi¢né a 190 pl vysoce Cisté vody.

Analyza mineralizovanych vzorkd

Kadmium a olovo byly stanoveny v mineralizovanych
vzorcich krevni plazmy za pouZiti optimalizovaného teplotni-
ho programu (tab. I) v pfitomnosti chemickych modifikatora.
Pro oba analyty bylo jako modifikdtoru pouzito chloridu pal-
ladnatého, a to v mnozstvi 10 ug Pd. Modifikdtor byl zbaven
stop kadmia a olova pfimo v atomizétoru pfedbéznou tipravou
pii teploté 1400 °C. Ndsledné pak bylo ddvkovano 20 ul
roztoku mineralizdtu s 10 pl dal§tho modifikatoru — pro kad-
mium s 10 pg Mg(NO;), a pro olovo se smési 5 ug Mg(NO;),
a 50 ug NH,NO;.

Tabulka I
Optimalizované podminky stanoveni Cd a Pb

Kov Proces Teplota Doba [s]
[°C] nardstu trvani
Cd pyrolyza 500 20 30
atomizace 1700 0 3
Pb pyrolyza 800 20 20
atomizace 1900 0 4

Kalibrovdno bylo metodou standardniho pfidavku v line-
arnf oblasti kalibracni zdvislosti, tj. pro kadmium v rozsahu
0-4 ug‘l’l a pro olovo 0-150 ug.l"l.

Pro ovéreni spravnosti a presnosti celého stanoveni byl
analyzovdn referencni materidl a krevni plazma s definova-
nym pfidavkem kadmia a olova.

Stanoveni rtuti v krevni plazmé
Rtut byla stanovena pifmo ve vzorcich krevni plazmy.

Na niklovou ddvkovaci lodicku analyzdtoru bylo pipetovdno
100 ul vzorku. Pouzity rezim analyzy sestdval z faze susen{
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vzorku (70 s), faze rozkladu vzorku (180 s) a faze prodlevy
mezi skoncenim rozkladu vzorku a ndslednym vypuzenim
rtuti do méficich kyvet (45 s).

Vysledné hodnoty slepych pokusi byly zjistény na zédkla-
dé méfeni prazdné lodicky za stejnych podminek.

Kalibrace pfistroje AMA 254 byla provddéna standardnim
roztokem rtuti o koncentraci 0,1 pg.ml™' v 0,1 mol.I"' kyseliné
dusic¢né pri ddvkovani 100 pl roztoku.

Pro ovéfeni spravnosti metody byl analyzovén referenc-
ni materidl, pfesnost metody byla zjiSténa opakovanym
meéfenim vzorku hovézi krevni plazmy se srovnatelnym
obsahem rtuti.

Vysledky a diskuse
Optimalizace stanoveni{

Nejprve byla ovéfovdna moznost analyzovat piimo vzorky
krevni plazmy. I pfes fedéni vzorku a aplikaci doporucenych
modifikdtort se nepodafilo dostate¢né odstranit silny rusivy
vliv organickych komponent vzorku. Vlastni specificky absor-
bancni signdl byl v mnohych pfipadech pfili§ nizky, a to na
pozadi velmi Sirokého nespecifického signdlu, ktery bylo ne-
smirné obtizné — i pres pouziti ic¢inné Zeemanovské techniky
— kompenzovat. Matrice vzorku rovnéz prudce snizovala zi-
votnost grafitového atomizdtoru. Proto byly vzorky pted vlast-
ni analyzou podrobeny mineralizaci.

Rozklad vzorkt v zatizeni Dry Mineralizer APION probi-
ha na suché cesté a spocivd v zavddéni superoxidacni smési
plynt O,, NO,, O, do sklenénych nddobek se vzorky, které
jsou vyhiivdny na zvolenou teplotu (obr. 1). Vznikly popel ma
jemnou strukturu a snadno se rozpousti i v malém mnozstv{
ziedénych kyselin. Zavadéni smési oxidacnich plynd do roz-
kladnych nddobek s tizkym hrdlem sniZuje riziko kontaminace
z okolniho prostfedi na minimum. Aby se zabranilo moznému
kypéni vzorku b&hem suSeni, bylo nutné nastavit pozvolné
vyhtivani nddobek se vzorky, tj. suseni po dobu 1 hodiny pii
teploté 110 °C. Pro mineralizaci odparku byla zvolena teplota

V 1 \V 9
in B>
2
V 8
10
TLE
6
X7
13

Obr. 1. Schéma laboratorniho zarizeni Dry mineralizer APION;
1 —piivod O,, 2 - ptivod NH,, 3 — spalovaci pec NH,, 4 — ozonizdtor,
5 — smé&ovact trubice, 6 — sbéra¢ kondenzdtu (HNO,), 7 - vypoustéct
kohout, 8 — chladi¢, 9 — rozvod plynt, 10 — vyhiivany blok, 11 —
mineralizacni nddobky, 12 — pfivodni kapilary, 13 — regulovany
programovatelny napdjeci zdroj vyhiivani
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360 °C, pii které nedochdz{ ke ztratdm analytd. Doba minera-
lizace byla zdvisld na mnozstvi rozklddaného vzorku. Pro
ddvky 200 pl krevni plazmy postacilo zahiivat nddobky 4 ho-
diny. Béhem celého procesu suseni a mineralizace byla zava-
déna smés oxidacnich plyni.

Pro mineralizéty krevni plazmy byly optimalizovéany pod-
minky stanoveni ET AAS. Optimdlni teploty pyrolyzy a ato-
mizace byly stanoveny pomoci tzv. kiivek pyrolyzy a atomi-
zace. Pyrolytickd kfivka pro kadmium byla méfena v intervalu
teplot 200-800 °C, atomizaéni v intervalu 1000-2200 °C, to-
téZ pro olovo v intervalech 300-1300 °C a 1200-2200 °C. Pfi
stanoveni kadmia a olova, u kterych hrozi nebezpeci ztrit
analytu pfi termické dpravé vzorku, bylo nutné pouZzit chemic-
kého modifikdtoru, ktery stabilizuje analyt nebo zvySuje téka-
vost nezddouci matrice. Z fady doporucenych a vyzkousenych
modifikétori®” bylo pro stanoveni kadmia v rozloZenych
vzorcich krevni plazmy nejvhodnéjsi pouzit kombinaci palla-
dia a dusi¢nanu horecnatého. Pfimési kadmia a olova v modi-
fikdtoru bylo mozné se zbavit in situ v grafitovém atomizdtoru
po naddvkovdni roztoku modifikdtoru a jeho pyrolyze pfi
teploté 1400 °C. V dalsim kroku byl pak ddvkovéan minerali-
zovany vzorek krevni plazmy s roztokem dusi¢nanu hofecna-
tého. Pro stanoveni kadmia v rozloZené krevni plazmé kocek
za pouZziti uvedené kombinace modifikdtorti v mnozstvi 10 pug
Pd a 10 pg Mg(NO,), byla jako optimdlni nalezena teplota
pyrolyzy 500 °C a teplota atomizace 1700 °C. Pfi stanoveni
olova v mineralizované krevni plazmé se ukdzalo, Ze je vedle
roztoku PdCl, v mnoZstvi 10 ug Pd vhodné pouZit také smésny
roztok dusi¢nanu hotfe¢natého a amonného v mnozstvich 5 pg
Mg(NO;), a 50 ug NH,NO,. Pouziti této smési vedlo k vyraz-
nému snizenf{ signdlu pozadi. Pfi pouziti uvedenych modifika-
torti byla pro stanoveni olova jako optimalni nalezena teplota
pyrolyzy 800 °C a teplota atomizace 1900 °C.

Uvedené podminky byly jak pfi stanoveni kadmia, tak pfi
stanoveni olova kompromisem z hlediska charakteru signdlu
analytu (proporce signdlu — vyska/sitka) a velikosti neselek-
tivni absorpce.

Podminky vhodné pro stanoveni rtuti pfi analyze krevni
plazmy byly odvozeny z pfistrojového doporuceni vyrobce.
Pouzivany teplotni rezim byl popsan.

Charakteristiky stanoveni

Pii zjisfovani obsahu kadmia a olova v krevni plazmé byly
v prubéhu experimentdlni prace analyzovany vzorky krevni
plazmy 138 jedincd. Paralelné s tim bylo uskutecnéno 70 sle-
pych pokusti. Primérnd hodnota obsahu analytli v téchto
slepych stanovenich, kterd prosla celym analytickym proce-
sem podobné jako vzorky, ¢inila 0,1 pg.1™' Cda 1,2 pg.1™" Pb.
Priimérnd hodnota slepych pokust pfi stanovenf rtuti, zmére-
nych analyzou prdazdné lodicky, ¢inila 0,062 ng Hg, cozZ je
v prepoctu na ddvkované mnozstvi 100 ul krevni plazmy
0,62 ].Lg.l’ng. Hodnoty slepych pokusi byly od stanoveného
obsahu analytd v kone¢ném vyhodnoceni odecitdny.

Detekéni limit byl vypoéten ve smyslu doporuceni TUPAC?
pro spektrometrickd méteni jako trojndsobek smérodatné od-
chylky fluktuace slepého stanoveni. Odpovidajici hodnota de-
tekéniho limitu v krevni plazmé byla pro kadmium 0,1 pg.1™!
a pro olovo 1,2 pg.1™". Detekéni limit pfi stanoveni rtuti byl
0,33 pg.I™" pii davkovani 100 ul vzorku.

Citlivost stanoveni, vyjddfend charakteristickou hmotnos-
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ti (my), Cinila pfi optimdlnich podminkdch méfeni pro kad-
mium 1,6 pg, pro olovo pak 28 pg.

Testovani spravnosti analytického procesu bylo pfi stano-
veni kadmia a olova provddéno dvéma zplisoby, a to analyzou
referen¢niho materidlu Seronorm (TM) Whole blood I (Lot.
No. 404 107) a testem ndavratnosti. V referen¢nim materidlu
s deklarovanym obsahem kadmia 0,67-0,76 pg.I"' bylo ana-
lyzou Ctyt paralelnich vzorkt stanoveno (0,79+0,09) ug.l'1
Cd. Pro olovo byla nalezena hodnota (32,9+3,6) ug.l‘l, ktera
se nachdzi v intervalu deklarovaného obsahu 31-39 pg.I™.
Test navratnosti byl uskutecnén s ptidavky zndmych mnozstvi
analytii ke krevni plazmé. Ctyii paralelni vzorky s piidavky
400 pg kadmia a 4 ng olova ke 200 pl smésné krevni plazmy
byly rozkldddny a méfeny soucasné se Ctyfmi paralelnimi
vzorky samotné plazmy a Ctyimi slepymi pokusy. Vysledek
primérné ndvratnosti kadmia byl 104+5,5 %. U olova pak
tato hodnota ¢inila 95,3+6,8 %. Pro ovéfeni sprdvnosti sta-
noveni rtuti byl analyzovdn referen¢ni materidlu Seronorm
(TM) Whole blood I (Lot. No. 404 107) s definovanym obsa-
hem 3 ug.l"1 Hg. Nalezend hodnota obsahu rtuti ¢inila (2,90+
0,13) ug.I™.

Pro stanoveni pfesnosti metody bylo vyuzito vysledki
analyzy Ctyf paralelnich vzorki referen¢nich materidlti. Rela-
tivni smérodatnd odchylka stanovent, vyjadiend v procentech,
¢inila pro kadmium 7,5 % a pro olovo 4,1 % pro shora uvedené
koncentra¢ni hladiny obou analyti. Pro testovdni pfesnosti
stanoveni rtuti byla vyuzita hovézi krevni plazma. Relativni
smérodatnd odchylka pro 10 paralelnich analyz ¢inila 5.4 %
pfi koncentraci 1,72 pug.1™! Hg.

Obsah kovd v krevni plazmé

Obsahy sledovanych analytli ve 138 vzorcich krevni
my kocek se pohybovaly v intervalu 0,10-9,40 pg.l™
1,20-50,10 pg.I"' Pb 2 0,33-15,10 ug.1"' Hg.

Rozdéleni vysledki obsahu kovi ve vzorcich je graficky
zndzornéno na obrdzku 2. Z grafického zpracovani je patrné,
Ze rozlozeni vysledkd obsahu analytd neodpovidéd symetrické-
mu normdlnimu rozdéleni, ale je na jedné strané ohranic¢eno
detek¢nim limitem, na druhé strané je pokles ¢etnosti pozvol-
néjsi a vyskytuji se zde extrémni hodnoty, blizi se rozdéleni
logaritmicko-normdlnimu. Pro charakterizaci vysledkt bylo
pouzito medidnu’, robustniho odhadu parametra polohy, Gasto
pouzivaného v obdobnych studiich pro svoji pfesnou interpre-
taci, a to jak pro symetrickd, tak i nesymetrickd rozdéleni.
Medidn obsahu analytl ve 138 vzorcich krevni plazmy kocek
byl 0,59 pg.I”! Cd se smérodatnou odchylkou medidnu Sp=
0,05; 54 ug.I”" Pb s odchylkou sy, = 0,6 a 1,59 pgl™" Hg
s odchylkou s,, = 0,10.

Mezi obsahy kovi v jednotlivych vzorcich nebyla naleze-
na vzdjemna statisticky vyznamna korelace. Vzdjemnd kore-
lace nebyla nalezena ani mezi obsahem kadmia a rtuti, ani
mezi obsahem olova a rtuti.

Obsah jednotlivych elementl v krevni plazmé byl srovnan
s vysledky studif analyzy lidské krve. Kadmium je mezi slozky
krve rozdéleno relativné rovnomérné. Na zdkladé publikova-
nych vysledki obsahu kadmia v krvi, resp. krevni plazmé,
které se pohybuji fddové v desetindch a7 jednotkdch pg.l™
(cit.'%13), 1ze konstatovat, e obsah kadmia v dané tInf teku-
tin€ je u lidf a kocek fadove srovnatelny. Obsah olova v krvi
se pohybuje fadové v desitkdch az stovkach ug.1™! (cit. 10.12.14.15)

Iplaz—

Cd,
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Olovo vsak je jednim z elementt, které nejsou mezi slozky coz odpovida fadové jednotkam az desitkdm pg.I™' Pb. Pravé

krve rozdéleny rovnomérné. V pievdzné mife je vdzano na do tohoto intervalu spadaji také vysledky analyzy krevni plaz-

gervené krvinky'"'% V krevni plazmé z@istava méné nez 10 %, my kocek. Podobné ani rtut neni mezi jednotlivé slozky krve
a
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Obr. 2. Rozdéleni vysledki obsahu (c): a — kadmia, b — olova, ¢ — rtuti v krevni plazmé kocek; n - ¢etnost
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rozloZena rovnomeérné a je také vdzana predevsim na Cervené
krvinky. Koncentrace rtuti v krevni plazmé u lidi se pohybuje
tadové v jednotkach ug.l™ (2-10 pg1™), v krvi pak je jeji
koncentrace 5-20 ]ytg.l’l (cit.'). Vysledky obsahu rtuti ziskané
analyzou krevni plazmy kocek jsou tedy s obsahem rtuti
v krevni plazmé lidi také fadové srovnatelné.

Srovndni vysledktd s dal§imi poznatky
o jedincich

Srovndni s klinicko-diagnostickymi charakteristikami

Vnitini prostfedi kocek je charakterizovano urcitymi dia-
gnostickymi kritérii ziskanymi analyzou krevni plazmy'’. Bio-
chemicky byla hodnocena jednak funkce jater méfenim ak-
tivity alaninaminotransferasy (ALT), aspartitaminotransfe-
rasy (AST), alkalické fosfatasy (ALP) a mnozstvi celkové
bilkoviny (CB), jednak funkce ledvin dle mnozstvi fosforu (P),
mocoviny (Urea) a kreatininu (Krea) v krevni plazmé. Na
zdklad€ znalosti hodnot uvedenych diagnostickych kritérif
bylo mozné se pokusit korelovat vzdjemné tyto parametry
s obsahem kadmia, olova a rtuti ve vzorcich krevni plazmy.

Analyzou vysledkt testd ALT, AST, ALP, CB a P a nale-
zenych obsahtli kadmia, olova ¢i rtuti v jednotlivych vzorcich
nebyla nalezena zadnd statisticky vyznamna korelace. Pouze
vzdjemny vztah obsahu olova a kreatininu vykazoval vyraz-
néjsi miru korelace, a to tak, Ze u vzorki s vy§§im obsahem Pb
byl nalezen téZ zvySeny obsah kreatininu. Statisticky proka-
zatelnou korelaci bylo mozno pozorovat také u zvyseného
obsahu olova a mocoviny v krevni plazmé. Pro kadmium a rtut
nebyly mezi uvedenymi parametry nalezeny zadné statisticky
vyznamné korelace.

V uvedeném reprezentativnim souboru kocek se vyskytlo
devét jedincd s chronickym selhdnim ledvin (CRF) a tfi jedinci
s akutnim selhdnim ledvin (ARF). Mimo jeden pfipad s ARF
patii ostatnich jedendct jedincti mezi tfindct s nejvyssim nale-
zenym obsahem olova v krevni plazmé. Na zdklad€ toho Ize
konstatovat, Zze zvySeny obsah olova v krevni plazmé a selhan{
ledvin spolu vzdjemné souviseji. U nékterych jedinct s uve-
denym poskozenim ledvin byl pozorovan také zvyseny obsah
kadmia a rtuti v krevni plazmé. Naproti tomu byly nalezeny
vzorky s vysokym obsahem rtuti, aniZ by doslo k poruchdm
funkce ledvin.

Srovndni s dalsimi charakteristikami jedincii

Vzorky byly odebirdny od kocek zijicich v Brné, Praze,
Ostravé, Usti nad Labem, Hradci Kralové, Opavé, Plzni a Vla-
$imi. Prestoze zastoupeni v jednotlivych skupindch zkouma-
ného souboru nebylo rovnomérné, 1ze konstatovat, Zze mezi
skupinami nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v ob-
sahu sledovanych kovt.

V souboru 138 jedinci bylo 70 samic (F) a 68 samcl (M).
Rozdéleni obsahu kadmia, olova i rtuti u obou pohlavi bylo
velmi podobné. T kdyz u samci byly stiedni hodnoty obsahu
Cd, Pb a Hg nepatrné vyssi, nelze rozdily v obsahu analytd
povazovat za statisticky vyznamné.

Déle byly vysledky hodnoceny v souvislosti s vékem
jedinct. Pro obsah kadmia ani pro obsah olova ¢i rtuti stano-
veny v krevni plazmé nebyla ve vztahu k véku nalezena
vyznamnd korelace.
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V reprezentativnim souboru bylo také zastoupeno nékolik
plemen kocky domadci. Vyrazné byla ve vybéru zastoupena na-
sledujici plemena: domdci kratkostrstd (DK) a perskd (P). Oje-
dinély, pouze jednotkovy, byl pak vyskyt kocek siamskych
(S), ruskych modrych (RM), burmskych (BU) ¢i ragdoll (RAD).

Na zdkladé uvedenych poznatkli lze u daného vybéru
konstatovat, Ze pro nalezené obsahy kadmia, olova a rtuti
v krevni plazmé nebyla zjisténa korelace s takovymi charakte-
ristikami jedinci, jako jsou misto ptivodu, pohlavi, vék a ple-
meno jedince.

Zavér

Ziskané vysledky obsahu kadmia, olova a rtuti v krevn{
plazmé kocek jsou fadové srovnatelné s obsahem uvedenych
kovi v lidské krevni plazmé a pohybuji se v intervalu 0,1-
9,4 ng.I"' Cd, 1,2-50 ug.I"' Pb a 0,3-15 ug.I"' Hg. P¥i hodno-
ceni vysledkt obsahu kadmia, olova a rtuti nebyla nalezena
statisticky vyznamnd vzdjemnd korelace. Podobné tomu bylo
také pfi srovnani obsahu analyti s hodnotami nékterych kli-
nicko-diagnostickych parametrti a dal$imi charakteristikami
jedincd, jako je misto piivodu, pohlavi, vék ¢i plemeno. Pouze
u vzorkd se zvySenym obsahem olova byla nalezena vyznam-
nd korelace s vy$§im obsahem kreatininu a s diagnostikova-
nym akutnim nebo chronickym selhdnim ledvin.

Tato studie byla provedena za financni podpory MSMT —
projekt G4/2301 FRVS. Autori dékuji doc. MVDr. Z. Knotkovi,
CSc. z I Interni kliniky Fakulty veterindrniho lékarstvi VFU
v Brné za poskytnuti vzorkii krevni plazmy a vysledkii diagnos-
tickych testii a Ustiednimu kontrolnimu a zkuSebnimu vistavu
zemédélskemu v Brné za poskytnuti analyzdtoru AMA 254.
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V. Smetkova?, B. Docekal®, J. Suchy?, and H. Doceka-
lova® (“Faculty of Chemistry, Brno University of Technology,
bInstitute of Analytical Chemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Brno): Determination of Cadmium, Lead
and Mercury in Cat Blood Plasma

A method for determination of Cd, Pb and Hg in blood
plasma of the domestic cat was developed. The two-step
procedure for determination of Cd and Pb is based on dry

Laboratornf piistroje a postupy

ashing of blood plasma samples and subsequent electrother-
mal AAS quantitation. In the first step, samples are heated in
glassy vials under nitrogen oxides using an Apion dry-mode
mineralizer and the inorganic residue is then dissolved in
a minimum amount of dilute high-purity nitric acid. In the
second step, Cd and Pb are determined by graphite-furnace
AAS employing a Perkin-Elmer Model 4110 ZL Zeeman-
background-corrected spectrometer equipped with a transver-
sally heated graphite atomizer. In order to stabilize analytes in
graphite furnace, their chemical modification with prereduced
Pd and other reagents is used. The amount of the used modi-
fiers, temperature program and calibration mode are opti-
mized. Hg is determined without decomposition of samples
by AAS. Samples of blood plasma of 138 individuals were
analyzed. The contents of Cd, Pb and Hg in the plasma were
in the range 0.1-9, 1.2-50 and 0.3—-15 pg.1"}, respectively. The
achieved limits of detection based on the 3¢ criterion were
0.1 ug.1"'Cd, 1.2 ug.I"' Pband 0.33 pg.I"' Hg. The results were
correlated with complementary data such as breed, sex, age,
environmental conditions, and some other veterinary diagnos-
tic parameters.

Zavedena farmaceuticka firma v americkém vlastnictvi
hledd pro své pracovisté v Praze pro oddéleni QC

VS/SS s praxi v oboru chemie —
instrumentalni analyza.

Znalost AJ vyhodou. Ndstup mozny ihned.

Zadosti s profesnim Zivotopisem zaglete na:
Interpharma Praha, a.s., Komotanskd 955, 143 10 Praha 12
fax: 02/4025144, e-mail: interpharma@interpharma-praha.cz
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1. Uvod

Protolytické rovnovahy su neoddelitelnou stic¢astou vyuc-
by chemickych rovnovdh v analytickej chémii. Pochopenie
podstaty javov a chemizmu pri jednoduchych pripadoch che-
mickych rovnovih je pre analytického chemika velmi dolezi-
té, pretoZe rozvija jeho Spekulativne myslenie. Pritom, prikla-
dy na chemické rovnovdhy musia byt jednoduché, pretoze
zlozitejsie rovnovdhy vedu k algebraicky ndrocnému rieSeniu,
Casto realizovateInému len pomocou vypoctovej techniky za
pouZzitia softwaru, ktory casto ani nevyzaduje chemické my-
slenie.

Najcastejsim prikladom vypoctu jednoduchych protoly-
tickych rovnovih je vypocet pH vo vodnom roztoku, ktory sa
dd realizovat pomocou vztahu

pH = —log a (H;0") = —log {[H"] Y} (1)

V analytickej chémii je zvykom pisat kvoli zjednoduseniu
iba H*. Pritom je zndme, Ze protén vo vodnom roztoku samo-
statne neexistuje, ale okamZite sa solvatuje Styrmi nedisocio-
vanymi molekulami vody' za vzniku H,0}.

Vo vicsine pripadov ide o dostato¢ne zriedené roztoky,
preto mdzeme aktivitny koeficient y povazovat za rovny jed-
nej. Vzfah
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pH = —log [H] (2)
je jednoduchy, avsak vypocet [H'] je velmi obtazny. Pri vy-
pocte sa obvykle postupuje tak, Ze sa napiSu rovnovidzne
chemické rovnice, zisti sa, aké Castice (kationy, aniony a mo-
lekuly) sa nachddzaji v danom roztoku. Podla poctu Castic
zucastnujucich sa na danej rovnovdhe sa ndjde rovnaky pocet
rovnic, ¢o zabezpecuje rieSitelnost systému. Uvedeny postup
smeruje ku vztahom, kde nezndma [H*] vystupuje v tretej,
a niekedy aj vy$Sej mocnine, ¢o sposobuje, Ze sa rieSenie dd
vykonat len iteratnym spdsobom. Preto sa zohladiuju isté
zjednodusujice predpoklady, ktoré vedud k aproximativnym
vztahom. Rozsah ich platnosti je v Studijnej literatire disku-
tovany len velmi strucne, a preto niekedy ten, kto nemd
skusenosti, moze pouzit chybny vztah, a teda dostane chybny
vysledok.

V tomto ¢lanku su uvedené kritérid, relativne presne de-
terminujtce, kedy a ku akému zjednoduseniu sa mozno uchylit
a aky vzfah pouzit pri vypocte pH silnych kyselin a zdsad, ako
aj slabych kyselin.

2. Vypocet pH vodnych roztokov
silnych kyselin a zasad

Pri vypocte tohto najjednoduchsieho typu protolytickej
rovnovahy je najlepsie vychddzat z Arrheniovej tedrie, ktord
berie do tvahy elektrolytickd disocidciu daného silného pro-
tolytu. Podla tejto tedrie je silny protolyt vo svojom vodnom
roztoku tplne disociovany a svojou disocidciou poskytne H*
iény, ak ide o silnu kyselinu, alebo iény OH, ak sa jednd
o silnu zdsadu.

Pri v§eobecnom vypocte treba brat do dvahy aj disocidciu
vody podla rovnice

H,0 —» H"+ OH~ (3)
RovnovidZzna konStanta tejto reakcie
K =[H"][OH]/[H,0] = 1,8.107'¢ (4)

Koncentrécia vody je 1000/18, t.j. 55,56 mol.I"! a ipravou
dostaneme vzfah pre i6novy sucin vody

K,=[H'][OH]=1.10" (5)

Vo vodnom roztoku silnej jednosytnej kyseliny, napr.
HCI, sa na rovnovdhe budu zicastiovat tieto Castice:
[H']
[OHT], [CT']

Potrebujeme teda 3 rovnice.
1. Ak je kyselina chlorovodikova dplne disociovand, plati:

kationy:
aniony:

[HCI] =0 a [CI] = ¢y
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2. Podla podmienky elektroneutrality roztoku plati, Ze sucet
rovnovaznych koncentrdcii katiénov sa musi rovnaf sictu
rovnovaznych koncentricii aniénov, ak ide o jednomocné
iény:

[H'] = [OH] + [C] (6)

[H']=[OH ]+ Cuci (7)
3. Pre [OH] plati z (5) [OH] =K, / [H'], a teda

[H'] = (Ky / [H]) + ey (8)

Vypocet smeruje ku kvadratickej rovnici v normovanom
tvare

[H') - ey [H - Ky = 0 9)

Rovnovazna koncentracia [H'] sa vypocita podla vztahu

[H] = (cyo + cﬁa +4Ky )/2 (10)

Rovnica (9) je exaktnym vztahom pre vypocet [H'] a plati
aj pre velmi zriedené roztoky akejkolvek silnej jednosytnej
kyseliny; ak poloZime cy,= 0, dostaneme vysledok pH 7, ¢o
zohladiuje fyzikdlnu skutocnost.

Ak mozeme zanedbaf prvy ¢len pravej strany rovnice (7),
dostaneme zndmy jednoduchy aproximativny vztah

[H] = CHel (11)

Pre vysoké koncentrdcie silnej jednosytnej kyseliny rov-
nica (/1) poskytuje rovnaké vysledky ako rovnica (/0), avsak
¢im je ¢y mensie, tym viac sa vysledok odchyluje od spravnej
hodnoty. Ak je koncentricia cye, < 10~ mol.I"', hodnota pH
ziskand pouzitim rovnic (/0) a (2) je zo zédsaditej oblasti, ¢o
svedd&i, ze chyba urcenia [H*] je velka.

Kritérid pouzitelnosti aproximativnych vztahov su zaloze-
né na hladani hodnoty kritickej koncentrécie, t.j. koncentrdcie,
pri ktorej ma chyba vypoétu [H*] podla aproximativneho
vztahu isti hodnotu v porovnani so spravnou hodnotou. O tom,
kedy pouzif exaktny (/0) alebo aproximativny (77) vzfah,
rozhoduje nielen analytickd koncentrdcia silnej kyseliny, ale
aj chyba, ktord sme ochotni pri vypocte tolerovat. Plati, Ze ¢im
vicsia je tolerovana chyba, tym niz8ia je koncentrdcia, od
ktorej mdzeme aproximéciu pouzit. Maximalnou pripustnou
chybou uréenia [H'] je obvykle 5 % (0,02 pH) (cit.h), alebo
2,28 % (0,01 pH) (cit.?).

Kriticku koncentriciu silnej jednosytnej kyseliny vypoci-
tame podla kriteridlnej nerovnice:

[H, .../ [H] 21-x (cya=0©) (12)

aprox exakt

kde x (pocet percent/100) je chyba v uréeni [H*]. Dosadenim
za [H*] z rovnic (10) a (/1) sa ziska

2c

c+\lc2 +4Ky

>1-x (13)
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Kritickd koncentracia ¢ sa teda vypocita podla vztahu:

(14)

Ak ide o dvojsytnu silni kyselinu (napr. H,SO,), pred-
pokladd sa, Ze je uplne disociovand do druhého stupia,
a podmienka elektroneutrality moze byt vyjadrend nasle-
dovne:

[H]=[OH]+2[SO; ] (15)

Pre vypocet pH sa obdobnym spdsobom odvodi exaktny
vztah (kvadraticka rovnica)

[H'T’ -2 cugo, [HT-Ky=0 (16)
ktord mozno zjednodusit na aproximativny vztah
[H=2 Cy,s0, (17)

Kriticki koncentraciu H,SO, vypocitame z kriteridlnej
nerovnice

4c

— >1-x g0, =€ (18)
2c+44c% + 4K,

(1-x)’
c> Ky (19)

Uplne analogicky moZno postupovat aj v pripade silnych
jednosytnych (NaOH, KOH) a silnych dvojsytnych (Ca(OH),,
Ba(OH),) zdsad. Ako ukazuje tab. I, rieSenia kriteridl-
nych nerovnic poskytuji rovnaké vysledky ako v pripade
kyselin.

Z uvedeného vyplyva, Ze ak akceptujeme chybu v urceni
[H'] menej ako 5 %, musime pH vodného roztoku silnej
jednosytnej kyseliny alebo zdsady pocitat podla kvadratickej
rovnice vtedy, ked je koncentrdcia menSia ako 425107 m
(14), alebo 2,12.107" M (19) v pripade, Ze silnd kyselina alebo
zdsada je dvojsytna. Ak ma byt chyba urc¢enia pH mensia ako
0,01 pH, chyba uréenia [H'] je (1-10°°.100 % t.j. 2,28 %,
hodnoty koncentrécif pre silnd jednosytnu kyselinu a zdsadu
musia byt mengie ako 6,48.107" M, resp. 3,24.10”" M v pripade
silnej dvojsytnej kyseliny alebo zdsady.

V pripade problému zadaného opacne, t.j. ak chceme
vypocitat analytickd koncentréciu silného protolytu na zdkla-
de daného pH, kvadraticku rovnicu pouzivame vtedy, ak je pH
vicsie ako 6,37 (chyba 5 %), resp. 6,19 (chyba 0,01pH) pri
silnych kyselindch, alebo ak je hodnota pH mensia ako 7,63
(chyba 5 %), resp. 7,81 (chyba 0,01pH) v pripade silnych
zdsad.

Zistené hodnoty su v dobrej zhode s literatiirou™, kde sa
odporica pocitat podla kvadratickej rovnice vtedy, ak analy-
ticka 6koncentraicia silnej kyseliny alebo zdsady je mensia ako
1.107° M.
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Tabulka I

Vztahy pre vypocet pH a kriteridlne nerovnice silnych zdsad
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Protolyt

Silna zdsada

jednosytna

dvojsytna

Priklad
Podmienka elektroneutrality

Exaktny vzfah

Aproximativny vztah

Kriterialna nerovnica

NaOH, KOH
[OH] = [H'] + [Na®]

[H'1* + cuou[H1 - Ky =0
[H'] =Ky / expon

(—c +4c +4K, )/2

Ky/c

>1—x

Ca(OH),, Ba(OH),
[OHT] = [H'] + 2[Ca**]

[H' + 2¢cyom, [HT-Ky=0
[H'] = Ky / 2¢cq0m),

—2c++/4c” + 4Ky,

>1-x

2
1-x

Kritickd koncentrdcia, resp. c> ( )

kedy pouzit aproximéciu X

Ky

3. Vypocet pH vodnych roztokov slabych kyselin

Ucebnicovym prikladom slabej kyseliny je kyselina octo-
vd, ktord na rozdiel od silnych kyselin nedisociuje uplne, ale
podla Bronstedovej tedrie v silade s rovnovdhou, ktord sa
ustdli podla hodnoty disocia¢nej konstanty.

CH,COOH — CH,COO™ + H* (20)
to znamend, ze v roztoku bude nenulova rovnovazna koncen-
tracia tychto Castic: neutrdlne molekuly: H,O (nemd vplyv na
rovnovédhu), CH,COOH, aniény: CH,COO™, OH', katiény: H*.

Na popis ststavy potrebujeme teda 4 rovnice:
1. Podmienka elektroneutrality roztoku

[H'] = [CH,COO™] + [OH7] (21)
2. Latkova bilancia kyseliny octovej

[CH,COOH] + [CH,COO7| = ¢cp,coon (22)
3. Vzfah pre disocia¢nu konstantu kyseliny octovej:

Kcn,coon = [CH,COO™].[H] / [CH,COOH] (23)
4. Vzfah pre iénovy sucin vody

Ky=[H"]1[OH] [OH] = Ky /[H'] (24)

Dosadzovacou metédou vypocet smeruje k vztahu

Ky coon = [CH,COO™].[H"] / [CH,COOH] =

_ - Ry /DL 25

cen,coon — H'+ (Ky /[H])

Potom mozno postupovat Styrmi spdsobmi:
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1. Exaktné rieSenie rovnice (25) pre [H'] vedie ku kubickej
rovnici,

+13 +12
H']" + Key,coon-[H'T” = (Ken,coon -¢cn,coon +

+Ky).[H] - Key,coon-Ky=0 (26)
z ktorej mozno vypocitat koncentraciu [H'] iteranym spdso-
bom. Rovnica (26) je vSeobecnym vzfahom pre vypocet rov-
novaznej koncentrdcie vodikovych iénov vo vodnom roztoku
slabej kyseliny. Pre nulovi koncentraciu slabej jednosytnej
kyseliny je rieenie /K, , (Co plati pre samotné rozpustadlo).
2. Ak moZno zanedbat [OH ] vo¢i [H*] vztah (25) sa zmeni
na:

Key,coon = [H T /(cencoon —[HD) (27)

¢o mozno upravif na kvadratickd rovnicu v normovanom tvare

[H + Ken coon [H]- Ken,coon-Cencoon =0 (28)

Rovnica (28) je rieSitelnd napr. pomocou diskriminanta
(fyzikdlne vyznamny koreri je kladny).

2
[H']= (—K CHJCOOH+\/ Kcn,coon 4K cn coon-Cen,coon ) 2
(29)

3. Ak mozno zanedbat [H'], a teda aj K/[H'] oproti
Cenycoon (Ubytok Kyseliny disocidciou) a [H*] oproti K, /
[H] nemozno zanedbat (uvazuje sa autoprotolyza vody),
vztah (25) sa zmeni na

{IH1- Ky /IH7 1} R

KCHJCOOH = (29a)

CCH,COOH

ktorého rieSenim je kvadratickd rovnica bez linedrneho
¢lena
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[H'] = \/ Kcn,coon -Cen,coon + Ky (29b)

4. Ak mozno zanedbat [H*] voci Cenycoon (Ubytok kyseliny
disocidciou) aj autoprotolyzu vody, dostaneme:

K CH,COOH = [H+]2/ CCH,COOH (30)
ateda
[H'] = \/ K ch,coom -Ccn,coon (31)

Pri praktickom rieSeni rovnovdhy slabej kyseliny nastava-
ju isté problémy, ku akému druhu aproximdcie sa uchylit.
Uvedené zjednoduSenia je pomerne fazko realizovat, nakolko
obsahuju rieSenie problému [H*] a mozu sa overit len retro-
spektivne.

Situdciu znacne komplikuje aj fakt, Ze na rozdiel od sil-
nych protolytov, kritickd koncentrédcia zavisi nielen od chyby,
ktord este akceptujeme pri vypocte [H'], ale aj od hodnoty
disociacnej konStanty prislusnej slabej kyseliny.

Na obr. 1 je zobrazend zavislost logaritmu kritickej kon-
centrdcie od pK vypocitand pre chybu 0,01pH, teda 2,28 %.
Tato chyba je definovand pre krivky a, b, ¢, d, e nasledovne:

krivka a

[ Tv20 = [H Ty

" .100=2,28 (32)
[H ]rov.26
krivka b
[H'] —-[H"]
| rov431+ rov.26| ) 10():2,28 (33)
[H ]rov426
krivka ¢
(H )31 = [H Ty
[, S | .100=2,28 (34)
[H ]r0v429
krivka d
(H 00200 — (H 10y
| ro .29:3- ro A26| 10022,28 (35)
[H ]r0v426
krivka e
(H vz = [H ]y
[ o) 100 = 2,28 (35a)

[H+ ]rov.29b

Z priebehu danych kriviek je jasné, Ze kvadraticku rovnicu
bez linedrneho ¢lena pre kyseliny s pK 1 az 6 uprednostnime
pred kubickou v pripade extrémne zriedenych roztokov, t.j.
vtedy, ak je koncentricia slabej kyseliny mensia, ako vypo-
¢itand podla velmi pribliznej rovnice dolnej Casti paraboly d
na obr. 1:

log ¢, = pK — 16 — log (0,2) (35b)
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x=0,0228
I b,c,d |
0 r . i 1
najjednoduchsi ab.e
log ¢, vztah " i
mol.dm™

—4 +  kvadraticka kvadraticka |

rovnica 7 rovnica
L a “..bez linedrneho-|

. . Clena
s | kubicka |
- rovnica -
e kvadratickd rovnica

1L bez linedrneho ¢lena J
L f i

-16 : . .

0 4 8 12

pK

Obr. 1. Zavislost logaritmu kritickej koncentracie slabej kyseliny
od pK a oblasti pouZitia aproximativnych vzfahov vypocitanych
pre chybu 0,01pH; ¢ — vymedzuje oblast kritickej koncentrdcie, pri
ktorej sa vypocet rovnovédznej koncentracie vodikovych iénov podla
kvadratickej rovnice (29) odchyluje od exaktnej hodnoty vypocitanej
z kubickej rovnice (26) o 2,28 % (chyba urcenia pH je 0,01pH), b —
vymedzuje oblast kritickej koncentrécie, pri ktorej sa vypocet rovno-
véaznej koncentricie vodikovych iénov podla najjednoduchsieho vzta-
hu (37) odchyluje od exaktnej hodnoty vypocitanej z kubickej rovnice
(26) 0 2,28 % (chyba urcenia pH je 0,01pH), ¢ — vymedzuje oblast
kritickej koncentracie, pri ktorej sa vypocet rovnovaznej koncentricie
vodikovych iénov podla najjednoduchsieho vztahu (37) odchyluje od
hodnoty vypocitanej z kvadratickej rovnice (29) o 2,28 % (chyba
urcenia pH je 0,01pH), d — vymedzuje oblast kritickej koncentrécie,
pri ktorej sa vypocet rovnovaznej koncentracie vodikovych ionov
podla kvadratickej rovnice bez linedrneho ¢lena (29b) odchyluje od
hodnoty vypocitanej z kubickej rovnice (26) 0 2,28 % (chyba urcenia
pH je 0,01pH), ¢ — vymedzuje oblast kritickej koncentrécie, pri ktorej
sa vypocet rovnovaznej koncentracie vodikovych iénov podla najjed-
noduchsieho vztahu (37) odchyluje od hodnoty vypocitanej z kvadra-
tickej rovnice bez linedrneho ¢lena (29b) 0 2,28 % (chyba urcenia pH
je 0,01pH)

Ak je pK vicsie ako 6, spodnd Cast krivky d sa zakrivuje
a jej analytické vyjadrenie je zlozité. Od hodnoty pK vicsej
ako 7,92 kvadratickd rovnica bez linedrneho ¢lena poskytuje
vysledky, ktorych odchylka v porovnani s kubickou rovnicou
nikdy nepresahuje 2,28 %. Z tohto vyplyva, Ze pouZitie kubic-
kej rovnice je zbytocné a plne ju nahrddza rovnica (29b).
V tejto oblasti pK sa rozhodujeme len medzi rovnicou (29b),
alebo (317). Kritickd koncentrécia pre pouzitie zjednodusene;j
rovnice, alebo kvadratickej rovnice bez linedrneho clena je
vymedzend na obr. 1 krivkou e. Jej analytické vyjadrenie
dostaneme z kriteridlnej rovnice

[(H' v 31/ [H gy 005 = 1 = (36)
Dosadenim bez indexu slabej kyseliny
VEe/(JKe+ Ky ) =1-x (37)
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Riesenie je
e, =[x = 1)*/ 2x -] Ky /K (38)
Logaritmovanim dostaneme rovnicu krivky e
(x=1)°
log ¢, =log T |~ 14 + pK (39)
(2x - X )

Ak je pK mensie ako 7,7, je odchylka najjednoduchsieho
vztahu a kvadratickej rovnice bez linedrneho ¢lena 2,28 %, ale
obidve hodnoty rovnovaznych koncentracii vodikovych iénov
su odchylené o viac ako 2,28 % oproti exaktnej kubickej
rovnici (bodkovand Cast krivky e).

Kritickd koncentrdcia pouzitia kvadratickej rovnice (29)
a kubickej rovnice (26) (krivka a) zdvisi od pK velmi mélo
apre pK 1 azZ 3 m4 takd istd hodnotu ako hodnota vypocitand
zo vztahu (/9) odvodeného pre pripad silnych kyselin. Pri
hodnotdch pK 6 az 7,7 vSak krivka a zaCina stipat, aj jej
analytické vyjadrenie je problematické. MozZno konstatovat,
Ze v tomtom pripade kubickd rovnicu pouZijeme vtedy, ak
koncentrécia tychto kyselin je mengia ako 1,3.10 M. Pri pK
vd¢Som ako 7,7 je krivka a dobre aproximovand rovnicou (39)
a ako sme uz ukdzali vyssie, pouZzitie rovnic (26) a (29) nema
zmysel. Kubickd rovnica je totiz dobre aproximovand kvadra-
tickou rovnicou bez linedrneho ¢lena (29b), ktord prechddza
na najjednoduchsi vztah (37) pri koncentracidch danych rov-
nicou (39).

Kritickd koncentraciu, pri ktorej je odchylka medzi kubic-
kou rovnicou (26) a najjednoduch§im vztahom (37) 2,28 %,
uddva krivka b. Pre hodnoty pK od 1 do 6,5 je krivka b totoznd
s krivkou ¢, ktord uddva kriticki koncentraciu, pri ktorej
sa najjednoduchsi vzfah odchyluje od kvadratickej rovnice
0 2,28 %. Krivku b mozno v tomto udseku pK aproximovat
rovnicou krivky c, ktort dostaneme z kriteridlnej rovnice:

[H' gy 31/ [H'] gy 00=1 +x (40)
resp.

2 ch/(—K+w/K2+4ch) =1+x (41)
rieSenie je

e =K {(1+x)/[(1+x*-1]}? (42)
logaritmovanim dostaneme rovnicu krivky ¢

log ¢, =2 log | — > | _pK (43)

(1 + x) -1

pre x =2,28 / 100

Od pK 6,5 je kritickd koncentracia chyby 0,01pH urcend
krivkou b, ktord sa odchyTuje od linearity danej rovnicou (43)
a pri pK rovnom 7,35 pretina krivku a. Kvoli zlozitosti analy-
tického vyjadrenia je uzito¢né zase vyuzif priaznivé odchyle-
nie krivky b a pocitaf kritickd koncentraciu podla rovnice (43)
aZ do pK hodnoty 7,7. Chyba bude mensia ako deklarovanych
0,01pH. Pre hodnoty pK vicsie ako 7,7 je sice chyba medzi
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kvadratickou rovnicou a najjednoduchsim vzfahom 2,28 %,
avsak obe hodnoty rovnovaznej koncentrdcie vodikovych i6-
nov sa vyrazne odchyluji od exaktnej hodnoty vypocitanej
podla kubickej rovnice, a teda pocitat kriticki koncentrdciu
podla rovnice (43) nemd zmysel (bodkovana Cast krivky c).

Z uvedeného vyplyva, Ze koncentracnd oblast pouZzitia
kvadratickej rovnice sa so vzrastajicou hodnotou pK rychlo
zuzuje. Avsak pre niektoré slabé kyseliny je tak Sirokd, ze
vypocet beznych roztokov musi ist vzdy cez kvadratickd
rovnicu. Tyka sa to najmi kyseliny $tavelovej (pK, = 1,25)
(cit.%). Kritickd koncentrdcia md hodnotu asi 50 M, pricom
nasyteny roztok md koncentrdciu za normdlnych okolnostf asi
1 M. PodTla kvadratickej rovnice musime pocitat pH vodnych
roztokov, napr. Kyseliny siriCitej (pK, = 1,91, ¢, = 6 M) a aj
desatinomoldrne roztoky kyseliny fosfore¢nej (pK,=2,15, ¢, =
3,5 M).

V obr. 1 sa neuvazuje vplyv iénovej sily, ktord sa zacina
prejavovat v koncentrovanejsich roztokoch (viac ako 0,01 M).
Za takychto podmienok sa musi kritickd a rovnovdzna kon-
centrdcia v kriteridlnych rovniciach a v obr. 1 formédlne nahra-
dit kritickou aktivitou a termodynamickd disocia¢nd konstanta
koncentracnou disociacnou kons$tantou. Predpokladd sa zna-
lost aktivitnych koeficientov vSetkych latok. Odvodené krité-
rid cez aktivitu, ako aj tvar zdvislosti na obr. 1, budd formdlne
rovnaké ako v pripade zriedenych roztokov.

4. Zaver

V tomto ¢lanku sme opfisali kritérid pouZzitia aproximativ-
nych vzfahov pri rieSeni jednoduchych protolytickych rovnovah.

V pripade silnych protolytov kritickd koncentracia daného
protolytu zavisi len od hodnoty chyby, ktord danou aproxima-
ciou urobime. Pre akceptovatelné hodnoty chyb je kritickd
koncentrdcia velmi nizka, ¢o je vo vSeobecnosti zndmy fakt,
na ktory sa v pedagogickom procese nezabuda.

V pripade slabych kyselin je odvodenie kritérii pouZitia
aproximativnych vztahov zlozitejsie, nakolko kritickd kon-
centrdcia zavisi okrem chyby aj od sily prislusnej slabej kyse-
liny, vyjadrenej disociacnou konstantou. Navyse sa treba roz-
hodovat medzi Styrmi vzfahmi, ktorymi je rovnovdzna kon-
centrdcia vodikovych iénov urcend.

Zistilo sa, Ze pouzitie kubickej rovnice je nutné len pre
velmi zriedené roztoky slabych kyselin s hodnotou pK mensou
ako 7,92. Pri hodnote pK vicSej ako 7,92 je vSak pouZitie
kubickej rovnice neopodstatnené, nakolko ju mozno dobre
nahradif kvadratickou rovnicou bez linedarneho ¢lena. V tejto
oblasti nemad tieZ opodstatnenie pouZitie kvadratickej rovnice.
Kvadratickd rovnicu musime naopak uprednostnit pred naj-
jednoduchsim vztahom vzdy pri kyselinach s nizkou hodnotou
pK. Oblast pouzitia kvadratickej rovnice sa so vzrastajicim
pK rychlo zuzuje. Odvodené vztahy pre kritické koncentrécie,
od ktorych smerom nahor uz mozno pouzif isty druh aproxi-
mativneho vztahu, dobre vyjadruji redlnu skutoc¢nost. Pre
oblast pK, kde je analytické vyjadrenie hrani¢nej koncentracie
problematické, su tieto vztahy o 1-2 % prisnejsie, ale to
neobmedzuje ich pouzitelnost. MoZu slizit ako jednoduchd
pomocka pri posudzovani spravnosti aproximadcii pri vypocte
pH jednoduchych protolytickych systémov a vypocte zacia-
to¢nych bodov titracnych kriviek (najmé kyselina fosfore¢na).

Podobné zdvery sa daju odvodit aj pre slabé zdsady, soli
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a tlmivé roztoky. I napriek tomu sa posudzovanie spravnosti
aproximdcii v Studijnej literatdre diskutuje len velmi zbeZne.
Diifame, Ze tdto praca prispeje k skvalitneniu vyucby a lepSie-
mu pochopeniu protolytickych rovnovéh.

Préca je ur¢end najmai ucitelom zakladnych kurzov analy-
tickej chémie na bakaldrskom a magisterskom stupni vysoko-
Skolského $tudia. Déva si za ciel stimulovat ich k tomu, aby
viac pozornosti venovali aproximdcidm a vyzdvihli pred $tu-
dentami fakt, Ze rozhodovanie, aky vzfah pouZit na vypocet
rovnovaznej koncentracie vodikovych iénov, nie je az také
jednoduché, ako by sa mohlo na prvy pohlad zdat.

Moze oslovit aj Studentov odboru analytickd chémia pre
svoju ndzornost, miestami az elementdrnost, a to najma pri
vysvetlovani zdkladov protolytickych rovnovéh.

Tdto prdca bola podporend Grantovou agentiirou Sloven-
skej republiky, VEGA (grant ¢. 1/6103/99).
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Republic): Criteria for Using Approximate Relations for
Simple Protolytic Equilibria

Criteria for using the approximate relations were derived
for simple protolytic equilibria in aqueous solutions of strong
acids, strong bases and weak acids. The approximate relations
can be used if the analytical concentration of a given protolyte
is higher than the limiting (critical) concentration calculated
from the criterial equation derived in this paper. For strong
acids and bases, the limiting concentration, below which the
equilibrium concentration of H* ions cannot be calculated
using the approximate relation is in the micromole range. For
extremely weak acids, the cubic equation should be fully
approximated with a quadratic equation without linear term.
For weak acids with high values of dissociation constants, the
use of the quadratic equation for calculation of the equilibrium
concentration of H" ions is a must.
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