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ZADANIE 4

Wymiana siarkowo - fluorkowa (SUFEx) w chemii biologicznej

W 2004 zespot Barrego Sharplessa zaproponowal nowq reakcje bioortogonalng przydatng do
tworzenia i modyfikacji zwigzkow biologicznie czynnych, tzw. Reakcje¢ SuFEx (od ang. sulfur-
fluoride exchange, czyli wymiana siarkowo-fluorkowa). Od tego czasu reakcja ta wzbudza coraz
wigksze zainteresowanie chemikow medycznych i biologicznych, szczegdlnie w kontekscie
modyfikacji duzych molekut takich jak biatka.

. Substratami do bioortogonalnych reakcji SuFEX sg zwigzki zawierajagce odpowiednig grupe
funkcyjng, w obrgbie ktorej wystepuje wigzanie siarka-fluor stabilne w Srodowisku wodnym, ale

reaktywne wzgledem rdéznego typu nukleofili. W reakcji migdzy tymi zwigzkami tworzy si¢

wigzanie kowalencyjne, ktore jest biokompatybilne i stabilne w warunkach wodnych.
Zwiazek X, ktory jest substratem do reakcji SuFEx otrzymano w kilkuetapowej syntezie wedlug

schematu przedstawionego ponizej:
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Zwiazek X jest analogiem znanego zwiazku (inhibitora) hamujacego aktywnos$¢ biatka P. Wiadomo,
ze inhibitor ten kompetencyjnie wigze si¢ w miejscu aktywnym biatka P odpowiedzialnym za
wigzanie czgsteczki trifosforanu guanozyny (GTP). Hipoteza grupy badaczy zakladata, ze zwigzek X
bedzie wigzal si¢ z biatkkiem P w tym samym miejscu aktywnym co inhibitor, ale zamiast
oddzialywa¢ z nim wylacznie poprzez wigzania koordynacyjne, bedzie dodatkowo tworzyl z
biatkiem wigzanie kowalencyjne, ktére powstanie w wyniku reakcji SuFExX i znaczaco ustabilizuje
kompleks biatko-inhibitor. Aby zweryfikowac¢ te hipoteze, biatko P poddano przez 60 min inkubacji
ze zwigzkiem X, po czym prébke poddano analizie metodg spektrometrii mas (MALDI w warunkach
denaturujacych). Widmo masowe analizowanej probki wskazalo dwa gltowne sygnaty, przy m/z
24219 oraz 24545, natomiast widmo masowe czystego biatka (niepoddanego reakcji z X) zawierato
tylko jeden sygnal, o m/z 24219. Wynik eksperymentu potwierdzil utworzenie stabilnego w

warunkach wodnych, kowalencyjnego wigzania pomiedzy biatkiem P a zwigzkiem X.
Dodatkowo wiadomo, ze:

= W widmie 'H NMR zwiazku A widoczne sa dwa dublety, a w widmie **C NMR 4 sygnaty.

= Profil izotopowy jonu [M+H]" w widmie masowym zwiazku D, uzyskanym metoda

elektrorozpylania w trybie jonow dodatnich, wyglada nastepujaco:
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* W miejscu aktywnym biatka P odpowiedzialnym za oddzialywanie z GTP w najblizszym
sasiedztwie grupy reaktywnej] w zwigzku X znajdujg si¢ nastgpujace aminokwasy:
fenyloalanina, tyrozyna, alanina, glutamina, glicyna, asparaginian.

=  Postep reakcji zwigzku X z biatkiem P mozna monitorowa¢ za pomoca “F NMR. W miarg
postepu reakcji obserwujemy zanik sygnatlu przy og= 65 ppm (1F, singlet) a pojawienie si¢
sygnatu og= -121 ppm (1F, singlet).

Il. Substraty do reakcji SuFEx zawierajace atom fluoru mozna tez otrzymaé innymi metodami.
Bardzo przydatnym do tego celu odczynnikiem jest gaz Y, ktory jest 3.52-razy ci¢zszy od powietrza

(przyjmij, ze srednia masa molowa powietrza wynosi 28,97 g/mol).



Przyktady reakcji gazu Y z pochodnymi benzenu wskazano ponizej:
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Polecenia:
a. (10 m.) Narysuj struktury zwigzkéw A-D oraz X.

b. (1 m.) Podaj aminokwas, ktory reaguje z zwigzkiem X w kieszeni wiazacej biatka. Odpowiedz
uzasadnij.

C. (2 m.) Narysuj wzor strukturalny kowalencyjnego adduktu pomiedzy zwigzkiem X a biatkiem P.
Wzor aminokwasu zmodyfikowanego kowalencyjnie narysuj tak, aby oba wigzania peptydowe
tworzone przez ten aminokwas byty w peini ukazane. Fragment C-koncowy biatka oznacz jako
Rc a N-koncowy jako Ry.

d. (1 m.) Zidentyfikuj indywiduum chemiczne o przesunieciu 6 rownym -121 ppm.

e. (1 m.) Podaj wzor sumaryczny gazu Y.

f. (6 m.) Narysuj struktury zwiazkow K, L, M.

g. (2m.) Pochodne zawierajace grupe funkcyjna analogiczng jak w zwigzku X oraz grupe
funkcyjng jak w zwigzku K roznig si¢ wzgledng reaktywnoscig wobec tych samych nukleofili.
Ktore z tych pochodnych wykazuja wigkszg reaktywnos¢? Odpowiedz uzasadnij.



ZADANIE 5 ,,LABORATORYJNE”

Analiza stopu lutowniczego

Lutowanie to jedna z technologii taczenia metali. Jeden ze stopéw do tzw. lutowania twardego
zawiera w swoim sktadzie metale Q, Y, X, Z i T, ktore trzeba zidentyfikowa¢ na podstawie
przeprowadzonych operacji. Interesuje nas pig¢ metali o najwyzszej zawartosci w stopie, pozostate

stanowig niewielkie ilosci.

Probke stopu o masie 1,275 g roztworzono na goragco w stezonym kwasie azotowym(V).
Roztwarzanie przeprowadzono w zlewce przykrytej szkietkiem zegarkowym, pod wyciggiem z
uwagi na wydzielanie brunatnego gazu. Po roztworzeniu probki zlewke odkryto, wtozono bagietke,
zawarto$¢ odparowano do potowy objetosci, po czym dodano 50 cm® wody i ogrzewano przez 30 min.
W roztworze pojawito si¢ zmetnienie, dodano wigc kawatki rozwtoknionej bibuly i ogrzewano do
skoagulowania osadu. Zawarto$¢ zlewki przesaczono przez saczek Sredniej gestosci, przemywajac
biaty, szlamowaty osad goracym roztworem kwasu azotowego(V) o stezeniu 0,1 mol/dm®. Po
ostudzeniu lekko niebieskawy przesgcz wraz z roztworem przemywajacym przeniesiono do kolby
miarowej o pojemnosci 200,0 cm®, opisanej litera P, dopelniono woda do kreski 1 wymieszano. Osad
na saczku po wysuszeniu, spaleniu sgczka i wyprazeniu do statej masy 45,3 mg postuzyt do
oznaczenia wagowego jednego ze sktadnikéw stopu. Osad zawiera zwigzek tylko jednego metalu T
na IV stopniu utlenienia.

Z kolby P pobrano kilkanascie cm® roztworu celem wykonania oznaczen spektrofotometrycznych.
Dokonano pomiaru absorbancji tego roztworu dla dtugosci fali 657, 722 i 810 nm w kuwecie o
dhugosci drogi optycznej | = 2,00 cm, warto$ci przedstawiono w karcie odpowiedzi. Na rysunku
przedstawiono widma roztworéw azotanu(V) Y i azotanu(V) X o stezeniach jondéw metali
odpowiednio 2,00 i 5,00 mg jonéw metalu w 1 cm® roztworu.

Jony metalu Z nie tworzg barwnych akwakompleksow. Obserwowana barwa roztworu jest barwg
dopehiajacg do barwy zasadniczej wskazywanej przez widmo absorpcji (odpowiednio dla Y
jasnoniebieska-purpurowa).
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Wyniki pomiaréw absorbancji tych roztworéw dokonanych w kuwecie o grubosci | = 2,00 cm
przedstawia tabela:

Dhugo$¢ fali, nm
657 722 810
Ax 0,3389 0,3884 0,1396
Ay 0,2118 0,5408 0,7691

Wykonujac nastepne operacje dysponowano podanymi roztworami, odczynnikami i sprzgtem
laboratoryjnym:

=  KSCN, roztwor o ste¢zeniu okoto 0,05 mol/dm?,

= NaBr, roztwdr mianowany o stezeniu 0,0200 mol/dm?,
= EDTA, roztwor mianowany o stezeniu 0,0200 mol/dm?,
=  NH4Fe(S0,),, 10% roztwor,

= NaCl, 5% roztwor,

= Bufor amonowy o pH 10,

»  NHa, roztwor 25%,

=  Mureksyd, staty, 1% utarty z NaCl.

Stosowany sprzet:

= kolba miarowa o pojemnosci 100,0 cm® (opisana litera A),
= dwie kolby stozkowe,
= pipety jednomiarowe o pojemnosci 25,00 cm® i 10,00 cm?,

» biureta, zlewki, cylinder miarowy, lejek ilosciowy, saczki 1 bagietka.

Wykonano nastgpujace operacje:

1) Z kolby P pobrano do kazdej z dwéch kolb stozkowych po 25,00 cm?® roztworu. Dodano po 2 cm®
roztworu siarczanu(VI) zelaza(Ill) 1 amonu 1 miareczkowano roztworem tiocyjanianu potasu do
zauwazalnego pomaranczowego zabarwienia cieczy nad bialym osadem. Zanotowano objetosci
titranta w dwoch miareczkowaniach 12,55 12,45 cm?®,

2) Nastgpnie zno6w pobrano z kolby P i przeniesiono do kazdej z dwoch kolb stozkowych po 25,00
cm® roztworu. Do kazdej kolby dodano po 10,00 cm® mianowanego roztworu bromku sodu i po 2
cm® roztworu siarczanu(VI) zelaza(Ill) i amonu. Tak przygotowane roztwory zmiareczkowano
roztworem tiocyjanianu potasu do zauwazalnego pomaranczowego zabarwienia cieczy nad bialo-

z6ttym osadem. Uzyskano objetosci titranta w dwoch miareczkowaniach 8,45 i 8,55 cm?®.

3) Do zlewki odmierzono 25,00 cm® roztworu z kolby P i dodano 10 cm® 5% NaCl. Wytracony
biaty, serowaty osad po skoagulowaniu odsgczono na sgczku $redniej gestosci zbierajac przesagcz w
kolbie miarowej A. Osad na saczku przemyto woda, roztwor przemywajacy przeniesiono do kolby A,

uzupetniono woda do kreski 1 wymieszano. Do dwoéch kolb stozkowych bez szlifu odmierzono po
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25,00 cm® roztworu z kolby A i dodawano roztworu amoniaku az do uzyskania granatowego
zabarwienia. Dodano 10 cm® buforu amonowego i Szczypte mureksydu. Miareczkowano
mianowanym roztworem EDTA do zmiany barwy roztworu z brunatno-zottej na fioletows, co
wskazuje na koniec miareczkowania. Zuzyto 16,95 i 16,85 cm® titranta.

UWAGA ! Zarowno jony X(II) jak i Y(II) mozna oznacza¢ kompleksometrycznie w buforze

amonowym wobec mureksydu jako metalowskaznika. Razem z tymi jonami odmiareczkowywane sg

takze jony Z(II) z uwagi na podobne state trwatosci komplekséw wymienionych jonow z EDTA
(Z(11) nie tworzg barwnego kompleksu z mureksydem).

Polecenia:

a.

b.

(5 m.) Napisz rownania reakcji roztwarzania stopu dla zidentyfikowanych metali.

(4 m.) Zidentyfikuj pierwiastek T. W jakiej formie (napisz rownanie reakcji) jest oznaczany w

wagowej metodzie opisanej w tresci zadania. Oblicz mnoznik analityczny i mas¢ metalu.

(15 m.) Na podstawie opisu czynnosci 1) i 2) przedstaw zasade (podajac rownania zachodzacych

reakcji) oznaczenia jonow metalu Q w kolbie P uwzgledniajac stosowane naczynia miarowe.

Wyprowadz wzor na liczbe milimoli i masg jonéw metalu Q, uwzgledniajacy objetosci titranta,

ktore sa podane w tresci zadania. Wykaz, ze nie jest konieczna znajomo$¢ miana titranta.

(3 m.) Czy w podanym sposobie oznaczania mozna zastapi¢ roztwor bromku sodu roztworem

chlorku sodu? Odpowiedz uzasadnij positkujac si¢ tabelg rozpuszczalnosci.

(15 m.) Zaproponuj sposob kompleksometrycznego oznaczania (po zidentyfikowaniu na
podstawie obserwacji w toku analizy i widmach absorpcji) sumy milimoli jonow X(I1), Y(II) i
Z(Il) w roztworze otrzymanym po roztworzeniu stopu, wypetniajac tabelke w karcie
odpowiedzi.

Oblicz liczb¢ milimoli miareczkowanych jonow. Zapisz réwnania reakcji zachodzacych w
kazdym etapie

(8 m.) Wykorzystujac wyniki pomiaréw absorbancji, podane w karcie odpowiedzi (oraz widma

na rysunku w tre$ci zadania i podane wartosci absorbancji) wyznacz st¢zenia molowe jondéw
X)) i Y(II) w kolbie P.

(10 m.) Oblicz procentowa zawartos$¢ zidentyfikowanych metali w badanym stopie.

Tabela rozpuszczalno$ci molowej wybranych trudnorozpuszczalnych soli Q

Substancja Rozpuszczalno$é, mol/dm® Substancja Rozpuszczalnosé, mol/dm?®
QCl 1,310 QBr 7,1-10~
QSCN 1,0-107° Ql 8,9-107°




