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A cso p o rtá llan d ó -m eg h atá ro zási m ódszer a l
k a lm a z á sá t a 32 am inosavbó l álló ad renokortiko - 
tro p  ho rm on  fragm ens (A C TH 1_ 32) p ro to n á ló d ási 
eg y en sú ly a in ak  p é ld á já n  m u ta tju k  be6’ 40.

Ö sszefoglalás

M ódszert do lgoz tunk  ki sokfogií ligandum ok 
p ro to n á ló d ási egyensú lyainak  cso p o rtá llan d ó k  se
g ítségével tö r té n ő  jellem zésére . L ev eze ttü k  a
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m akro- és cso p o rtá llan d ó k  összefüggéseit, m eg
v izsg á ltu k  a c so p o rtá llan d ó k  bevezetésének  k é 
m iai fe lté te le it és szám ítá sán ak  n éh án y  lehetősé- 
ségét.

P ro to n a tio n  equilib ria  of po ly functional ligands. 
G roup co nstan ts  an d  th e ir  de term ination . B . N oszál

A  m eth o d  has been  e lab o ra ted  fo r th e  ch a rac 
te riz a tio n  of th e  p ro to n a tio n  equ ilib ria  o f p o ly 
fu n c tio n a l ligands b y  th e  use o f „g ro u p  c o n s ta n ts” . 
The corre la tions betw een  th e  co n v en tio n a l m acro 
equ ilib rium  co n stan ts  an d  th e  group  co n stan ts , 
th e  cond itions of th e ir  in tro d u c tio n  an d  th e  com 
p u ta tio n  m ethods of th e ir  d e te rm in a tio n  are  d is
cussed in  th e  p ap er.

Az oldószer hatása a corticotropin (ACTH) fragmensek
protonálódási egyensúlyaira

NOSZÁL BÉLA  és BU R G ER  KÁLMÁN 
E L T E  Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszéke, 1088 Budapest, Múzeum krt. 4b.

C irkuláris d ikro izm us v iz sg á la to d  k im u ta t
tá k , hogy  a co rtico tro p in  (ACTH) m olekula k o n 
fo rm áció ja  vizes o ld a tb a n  függ az o ld a t k é m h a tá 
sá tó l. K ülönböző  lánchosszúságú  A CTH  frag m en 
sek p ro to n á ló d ási egyensú lyainak  v izsg á la ta  során  
k im u ta ttu k 1 2 3 a k on fo rm ációvá ltozássa l já ró  pH - 
függő rendeződés h a tá s á t  a p ro to n á ló d ási egyen 
sú lyokra .

K ülönböző  o ldószerekben e lv ég ze tt CD v izs
g á la to k 1, 3 az A CTH  m olekula k o n fo rm ác ió ján ak  
o ldószerfüggését is b iz o n y íto ttá k . A vizes o ld a t
b an  m ár b izonyos k ezd e ti rendeződést m u ta tó  poli- 
p ep tid  (gom bolyag) tr iflu o ro -e tan o lb an  részlegesen 
a-helix  szerk ezete t vesz fel. V íz— triflu o ro -e tan o l 
oldószerelegyben a kom ponensek  a rá n y á tó l függően 
válto z ik  a ren d eze ttség  m értéke .

Je len  célkitűzésiünk a n n ak  k im u ta tá sa  v o lt, 
hogy  m ilyen  h a tá s t  gyakoro l az oldószer-csere, 
ille tve az A CTH  fragm ensek  k o n fo rm áció ján ak  az 
oldószerfüggése a p ro toná lódási egyensúlyokra. 
Ez a h a tá s  a kü lönböző  oldószerelegyekbcn m eg
h a tá ro z o tt  p ro to n á ló d ási m ak ro á llan d ó k b an  is 
tü k rö ző d ik 4. R észletes é rte lm ezését az a k a d á 
ly o z ta  eddig , hogy  a m olekula szám os, hasonló 
b ázikusságú  d o n o ra to m ján ak  p ro toná lódási fo lya
m a ta i a n n y ira  á tfed ik  eg ym ást, hogy az egyedi 
donorcsoportok  k v a n t i ta t ív  jellem zésére a lkalm as 
p ro toná lódási á llandók  nem  v o lta k  n y erh e tő k . 
A p ro toná lódási m akroá llandók  a te ljes , ö ssze te tt
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fo ly am a to t k v a n tita tív o n  le írják  és m egad ják  az 
o ld a tb a n  je len levő  io n fa jtá k  ö sszetételének  (pep
i id  —k ö tö tt  p ro to n  a rán y ) v á lto z á sá t a p H  füg 
gésében, de a polifunkciós ligandum  tö b b  p ro to n á 
lódási izom erjének  keletkezése m ia tt  az egyedi 
csoportok  egzak t jellem zésére nem  a lk a lm asak .

A fe lad a t m ego ldását a po lifunkciós lig an d u 
m ok lépcsőzetes p ro to n á ló d ásán ak  k v a n ti ta t ív  
je llem zését szolgáló „cso p o rtá llan d ó k ”  m eg h a tá 
rozásához vezető  új értékelő  e ljá rá su n k 5 te t te  
lehetővé.

K övetkező  fe la d a tu n k  a v íznél k isebb  re la tív  
p e rm ittiv itá sú  és e lté rő  szo lvatá ló  tu la jd o n ság ú  
oldószerelegyeknek a p H -m etriá s  egyensú lym é
rések  k ísérle ti a d a ta ira  gyak o ro lt h a tá sá n a k  k v a n 
t i ta t ív  figyelem be vételére  a lkalm as m ódszer k i
dolgozása v o lt. E rrő l és a segítségével az A CTH  
fragm ensek  p ro to n á ló d ási v izsg á la ta  te rén  e lé rt 
e redm ényekrő l az a láb b iak b an  szám olunk  be.

A z  oldószerelegy autoprotolízis állandójának meg
határozása

A hhoz, hogy Sz o ldószerelegyekben m ért e le k t
rom otoros erő é rték ek b ő l az egyensúly i szám ítá 
sokhoz h aszn á lh a tó  (a szabad  h idrogénion-kon- 
cen trác ió v al kö zv e tlen ü l ko rre lác ióba  hozható ) 
a d a to k a t n y e rjü n k , e lsőkén t az oldószerelegy a u to 
pro to líz is á lla n d ó já t k e lle tt  m eg h a tá ro zn u n k . E z t 

-  egybekö tve  a m érőlánc n e rn s ti fu n k c ió ján ak  
ellenőrzésével és a mV— p H  ka lib rá lássa l —  egy 
H C104— N aO H  titrá lá s i görbe a d a ta i a la p já n  v é 
geztük  el.
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A t i t r á lá s t  az a d o tt  oldószerelegyekben az 
A CTH  fragm ensek  p ro toná lódási v izsg á la táv a l 
analóg  m ódon 0,3 m ól d m -3  ionerősségű o ld a to k 
b an  vég ez tü k . A ti trá lá s i  görbéknek  azon p o n tja it  
(egy-egy titrá lá sn á l 16— 20-at) h a szn á ltu k  fel, 
m elyek  é rin tő jén ek  irán y tan g en se  k b . 0,5 és 2 közé 
esik, így  az elek trom otoroserő -m érés és a té rfo g a t
leolvasás h ib á já n a k  h a tá sa  e szakaszokon  össze
m érhe tő . A  k iértékelés a la p já t  s a já t és iro d a lm i7, 8 
ta p a sz ta la to k  fe lhaszná lásáva l a köve tkező  m u n k a 
egyen letek  képez ték :

E  — E'a — X ■

K v

CHEH ó'NaUxa . [1 cHKH- c Nar Nav  , T/2l
VH + V m  1 [l FH + KNa J 1KvJ

2
(1)

2  • 10 Ch^ h 6,4a l̂ N; 
Ун +  Гнш 

4

-  i-Na CNa I
+  6 Na I

m Е Е  lg [H + ] -  A  lg [H +] S E  
m ZQ s  [H +])2 — (2 ;lg [H +])2

E E  -  *27 lg [H + ]

( 2)

(3)

(4)

A hol E  az e lek trom oto ros erő, E q a m érőlánc 
egészének pH -független  á llandó ja , x  a n e rn sti 
R T/2,303 F  kifejezés ta p a sz ta la ti é rtéke , CH ésU H 
a  pe rk ló rsav , CNa és UNa a n á tro n lú g  an a litik a i 
ko n cen trác ió ja  és té rfo g a ta , K v az oldószerelegy 
au top ro to líz is  á llan d ó ja  a 0,3 m ól d m “ 3 ionerős
ségű és 25 °C h őm érsék le tű  o ld a to k b an , m  a m é
rési p o n to k  szám a, [H  + ] az egyensúly i hidrogén- 
ion-koncen tráció  [az (1) egyen le t lo g a ritm izá lt 
része].

Az E ’0, x  és K v á llandók  szám ításá ra  iterációs 
m ódszert do lgoztunk  ki. Az (1) egyen let az e lek tro 
m otoros erőnek  az an a litik a i koncen trác ió - és 
té rfo g a ta d a to k tó l, v a la m in t a ren d sze rt jellem ző 
előbbi á llan d ó k tó l való  függését a d ja  m eg. E bbő l 
a lineáris legkisebb négyzetek  elvén tö rté n ő  hiba- 
m in im alizálással az összes ad a th o z  leg jobban  si
m uló irán y tan g en s  és ten g e ly m etsze t a (3) és (4) 
kifejezések szerin t szám íth a tó . M ivel a K v hasonló 
m ódon tö rté n ő  egy idejű  szám ítása  nem  m egold
h a tó , ezért első közelítésben  fe lté te leze tt a u to 
pro to líz is á llan d ó t k e lle tt b eh e ly e tte s íten ü n k , 
m elynek  h ib á ja  az E q és x  érték ek  to rzu lásá t 
okozza. E n n ek  kiküszöbölése v é g e tt a frissen k a 
p o tt  E q és x  fe lhaszná lásáva l a (2) összefüggés 
a lap ján  az oldószerelegy au top ro to líz is  á llan d ó já t 
m inden  p o n tb a n  k iszám oljuk , á tlag o lju k , m ajd  az 
i-edik és (i —  l)-ed ik  közelítésben  n y e r t  é rték ü k  
szám tan i k özepét képezzük . Az (i -)- l) -e d ik  kö 
zelítésben  E q  és x  szám ításához m ár ezeket az 
a d a to k a t h e ly e tte s ítjü k  be. Az egész e ljá rás tö b b 
szöri m egism étlése az E q ,  x  és K v k o n stan so k n ak  
a  valósághoz h ű  é rtékek  irá n y á b a  tö r té n ő  lassú ,
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de b iztos k o n v erg en c iá já t eredm ényezi, a m it a 
sz á m íto tt és m é rt E -kbő l k a p o t t  k o rrig á lt ta p a sz 
ta la t i  szórás k iszám ításáv a l és t isz ta  vizes közeg
ben  való  a lka lm azássa l e llenő riz tünk . Az ily  m ó
don m eg h a tá ro zo tt au top ro to líz is  á llandó  é rték  
50 v /v %  F 3C— CH„OH— H 90  elegyben lO “ 11,04, 
50 v /v %  H O C H 2—U H O H — C H 3— H 20  elegyben 
pedig  10-13’53. Az oldószerelegyek re la tív  p e rm itti-  
v itá sa  ren d re  55 és 59 v o lt.

A z  A CTH  fragm ensek protonálódási csoportállan
dóinak meghatározása

Az egyensúly i a d a to k a t k o ráb b i d o lg o za ta in k 
b a n 2, i} 5 le ír t  m ódon a K ő b án y a i G yógyszeráru- 
g y ár egyenértékny i m ennyiségű  sósavval ké tszer 
lio filizá lt p e rp ro to n á lt A C TH 4_ 4 és A C T H 1_ 32 
co rtico tro p in  fragm enseinek  0,01 M, ille tve  0,1 M 
N aO H  m érő o ld a tta l vég ze tt- a lk a lim etriás  t i t r á 
lási görbéiből, ille tve  a belő lük  sze rk esz te tt H-—p H  
függvényekbő l n y e r tü k  (ahol H  az á tlag o san  egy 
pep tid m o lek u lá ró l led isszociált p ro to n o k  szám a). 
A v izsg á la to k a t vizes o ld a tb an  és a kom ponense
k e t 1 : 1 té rfo g a ta rán y b a n  ta rta lm a z ó  trifluo ro - 
e ta n o l—víz, v a la m in t p rop iléng liko l— víz oldó
szerelegyekben v égeztük . Vizes o ld a tb a n  analóg  
m ódon e lvégeztük  az A C TH 1-14 p ro to n á ló d ási 
v iz sg á la tá t is.

A  H — p H  ad a tp á ro k b ó l, ille tve  a m akroállan - 
dókból szám ítógépi e ljá rássa l közv e tlen ü l a m eg
felelő c so p o rtá llan d ó k a t5 n y e rtü k , m elyek  a szo
kásos m ódon sz á m íto tt kom plex szo rza to k k al, pl. 
egy h áro m  lépéses fo ly am a tb an , az a láb b i össze
függésben v a n n a k :

ß i =  K A +  K B +  K c

ß 2 =  K A K B +  K A K C +  K B K C

ß 3 =  K AK BK C

aho l K A K B és K c az А, В és C hasonló  bázikusá- 
ságú donorcsoportok  p ro to n á ló d ási c so p o rtá llan 
dói, ß v  ß 2, ß 3 a szokásos m ódon m eg h a tá ro zo tt 
kom plex  szorzatok . A nalóg m ódon fe lírh a tó  a fen ti 
összefüggés több lépcsős fo ly am a to k ra  is.

A p e rp ro to n á lt v eg y ü le tek  a lk a lim e triá s  t i t 
rá lási görbéiből, v a la m in t a be lő lük  sze rk esz te tt 
H — p H  függvényekből m eg á llap íth a tó  v o lt, hogy 
A C TH 4_ 4-nél lépcsőzetes, az A C TH 1_ 32-nél m ár 
te ljesen  egybefolyó, soklépcsős protondisszociációs 
fo ly am ato k k a l kell szám olnunk , m elyek  felölelik 
a v izsgált te ljes p H -ta r to m á n y t.

A ti trá lá s i görbék  é rték e lésé t és a c so p o rtá l
lan d ó k  m eg h a tá ro zásá t tö b b  tén y ező  n ehezíti. 
A tiro z in  fenolos h id rox il és a lizin  e-am m ónium - 
csoportok  p ro to n v esz tési p H  ta r to m á n y á b a n  
(különösen an n a k  felső szakaszán) az arg in in  
guan id in ium  csoportok  dep ro to n á ló d ási fo ly am a
ta i m ár nem  e lh an y ag o lh a tó k . Az ezekhez ta rto z ó  
(lg К  =  12— 13) m ak ro á llan d ó k  a  p e p tid e k  á l ta 
lu n k  a lk a lm azo tt 5 • 10-1— 1 0 _3 m ól d m -3 k o n 
cen trác ió ja  m e lle tt csak  n ag y  b izo n y ta lan ság g a l 
v o ln án ak  m eg h a tá ro zh a tó k . U g y an ak k o r e fo lya
m a to k  a feno látokhoz és e-am inocsoportokhoz
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ta r to z ó  lg К  >  8 é rték ű  á llan d ó k b an  is é rez te tik  
h a tá su k a t. E z k iküszöbö lhető  lenne a p ep tid  és a 
t i trá ló  N aO H -o ld a t k o n cen trác ió ján ak  növelésé
vel, am it azonban  k é t  tényező  is k o rlá toz . E g y 
rész t a szám os —  e ta r to m á n y b a n  főként n eg a
t ív  —  tö ltésse l rendelkező  c so p o rto t m agában  
foglaló m olekula ionerősség-befolyásoló h r tá s á t  
e lh an y ag o lh a tó an  a lacsony  sz in ten  kell ta r ta n i , 
m ásrész t az ionerősség növelésével a p ep tid ek  és 
fehérjék  konform áció ja  v á lto zás t szenvedhe t. T o
v áb b i h ib á t ok o zh a t, hogy e n ag y  m olekulájú  
p ep tid ek  an a litik a i k o n cen trác ió ja  á lta láb an  
i l — 2 % -n á l p o n to sab b an  nem  h a tá ro z h a tó  meg.

A tr if lu o ro -e ta n o l- ta rta lm ú  oldószerelegyben a 
p H -sk á la  összeszűkül (lg J ív =  — 11,04 a v ízben  
é rvényes — 14 h e ly e tt)  és ez az erősen bázikus 
csoportok  p ro to n á ló d ási á llan d ó ja  m eg h a tá ro zá 
sán ak  p o n to sság á t to v á b b  csökken ti.

E zen okok m ia tt  a ren d szerek b en  potencio- 
m e triá san  m e g h a tá ro z o tt á llandók  pon tossága  
szükségszerűen  a la t ta  m arad  a k isebb  ligandum o- 
k a t  ta r ta lm a z ó  rendszerek re  v o n a tk o zó ak n ak . 
íg y  —  a n n a k  ellenére, hogy seg ítségükkel a k í
sérle ti mV és a s z á rm a z ta to tt  H  a d a to k  a m érési 
h ib a h a tá ro n  belüli pon tossággal ( i O . l  mV, ille tve
i 0 , 0 2  H) v isszaszám olha tok  v o lta k  —  bizony" 
ta la n sá g u k  te tem es, 0,05- -0 ,15 lg  egységre tehető -

A p o ten c io m etriá s  a d a to k  a lá tá m a sz tá sá ra  
ezé rt e lvégeztük  az A C T H 1_ 4 és A C TH 4_ 32 pro- 
to n á ló d ásán ak  UV spek troszkóp iás v iz sg á la tá t is.

Az A € T H 1_4 kü lönböző  k ém h a tá sú  triflu o ro - 
e tan o l— víz oldószerelegyekben fe lv e tt UV sp e k t
ru m a it az 1. áb ra  m u ta tja  be. H asonló  görbesoro-

1. ábra
Az ACTHt _4 különböző kém hatású 50 v/v %-os trifluoro- 
etanol —víz oldószerelegyekben felvett ultraibolya spek tru 
m ai: 1. pH  =  11,95; 2. pH  =  10,69; 3. pH  =  10,38; 4. pH  =  

=  9,94; 5. pH  =  9,58; 6. pH  =  7,95

k á t  k a p tu n k  a p ep tid  tüzes o ld a tb an  és p ropilén- 
glikol—víz oldószerelegyben v ég ze tt v izsg á la ta  
so rán  is. E zen  görbék  34 200 c m -1 hu llám hossz
n á l m ért abszo rbanc ia  é rték e in ek  pH -függéséből 
az A C TH 4_ 4 tiro z in ja  fenolos ox igénjének  p ro to 
nálódási c so p o rtá llan d ó já t h a tá ro z tu k  m eg. A k a 
p o t t  é r ték ek  az 1. tá b lá z a tb a n  k ö zö lt po tencio-

1. táblázat

A C TH  fragmensek protonálódási csoportállandói 
vizes oldatban 

(logaritmus értékek)

F un k ció s  c soport A C T H ,_ , A C T H ,_ l t A C T H 1_ , a

Terminális COO~ 3,20 3,47 3,54

Glutaminsav 3,59 !
c o o - 4,19 4,10

Aszparaginsav 4,25
5,03 !

Hisztidin N 6,31 6,43

Terminális N H 2 7,27 ! 7,29 ! 7,47

Lizin N H 9 9,94 9,70 !
10,13
10,45
10,82

Tirozin OH 10,70 10,86 10,94
10,98

m etriá san  m eg h a tá ro zo tt a d a to k k a l a m érési h iba 
h a tá ra in  belü li egyezést m u ta tn a k .

Az A C TH 1_ 32 p e p tid  analóg  v izsg á la táb an  
nehézségeket o k o zo tt, hogy  a tiro z in  m oleku la
rész le tek  p ro tonvesztésére  érzékeny  34 200 c m “ 1 
kö rü li sz ín k é p ta rto m á n y b an  e m olekula  tr ip to fá n  
in d o lg y ű rű jén ek  is igen erős, a tiro z in  feno lá téná l 
is nagyobb  in te n z itá sú  elnyelése v an , és a fenilala- 
n in  és h isz tid in  arom ás o ldallánca  is rendelkezik  
k isebb m érték ű , pH -független  fényabszorpcióval. 
E n n ek  k ö v e tk ez téb en  a p o ten c io m etriá s  m ód
szerrel m eg h a tá ro z o ttn á l p o n to sab b  á llan d ó k a t 
sp ek tro fo to m e triá sán  sem  k a p h a ttu n k .

Az A C T H 4_ 4, A C T H 4_ 14 és A C T H 4_ 32 polipep- 
tid e k  vizes o ld a tb an  m e g h a tá ro z o tt p ro to n á ló d ási 
c so p o rtá llan d ó it az 1. tá b lá z a tb a n  fo g la ltu k  össze. 
A h áro m  különböző  lánchosszúságú  m olekula 
á llan d ó it egym ással és a m egfelelő am in o sav ak  
analóg  a d a ta iv a l ö sszehason lítva , a v izsg á lt re n d 
szerekrő l az a lábbi k ö v e tk ez te tések  szű rh e tő k  le:

1. A C -term inális am in o sav ak  karbo x ilja ih o z  
ren d e lt á llandók  (A C T H 1_ 4-m etio n in : lg К  =  3,20; 
A C T H j_ 14-glicin: lg К  =  3,47 és A C T H 1_ 32-ala- 
n in : lg К  =  3,54) a m egfelelő am in o sav b an  m eg
h a tá ro z o tta k é n á l kb . egy  lg egységgel n ag y o b b n ak  
a d ó d ta k . N agyságuk  so rrend je  u gyanaz , m in t az 
am in o sav ak b an . íg y  é rték ü k  a p ep tid k ö té s  és az 
o ldallánc eg y ü tte s  h a tá sá v a l m ag y a rázh a tó .

2. Az A C T H 4_ 14 lg К  =  4,19 cso p o rtá llan d ó ja  
fe ltehető leg  a h id rogénh idas k ap cso la to k tó l m en
tes, csak  a p e p d d k ö té sek  á lta l befo lyáso lt lán c 
közi k a rb o x ilá t b áz ic itá sá t tü k rö z i. E hhez hasonló  
é rté k ű  k é t c so p o rtá llan d ó t az A C T H ^ g ^ m o le k u - 
láb an  is m e g h a tá ro z tu n k , ahol azonban  m ásik  k é t 
k a rb o x ilá th o z  re n d e lt állandó  é rték e  je len tősen  
e lté r. T ek in tv e , hogy  egy h id rogénh íd  képződésé
hez (A -f- В -)- H +  ;— A — Ы +— B) és fe lbom lásá
hoz (А— H + — B - f  H +  H A  +  H B ) ta r to z ó  
k é t cso p o rtá llan d ó  a p illé rcso p o rto k k a l azonos 
de H -h íd b an  rész t nem  vevő  csoportok  p ro to n á 
lódási á llandó iná l elvileg azonos é rték k e l kell, hogy
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m agasabb , ille tve alacsonyabb  legyen, az 
A C TH 1_ 32 lg К  =  4,25 és 4,10 é rték ű  á llandói leg
valósz ínűbben  az egym ástó l táv o l levő és így  H- 
h id a t nem  képező 5. h e ly ze tű  g lu tam in sav h o z  és 
a 29. he ly ze tű  aszparag insavhoz, m íg a lg К  =  5,03 
és 3,59 é rték ű  á llandók  a 28. és 30. he ly ze tű  glu- 
tam in sav ak  y-karbox ilja ihoz  ren d e lh e tő k . U tó b 
b iak  H -h íd d a l k ap cso ló d h a tn ak , ez je len tk ez ik  az 
állandók  n ag y  különbségében.

3. Az A C T H !_ 4 és A C T H l _ 14 te rm in á lis  am ino- 
c so p o rtján ak  p ro toná lódási c so p o rtá llan d ó ja  szig
n ifik án san  k isebb m in t az А С ТН 4_ 32-0. E z a rra  
u ta l, hogy  előbbiek  h id rogénh idas k ap cso la tb a  
lép h e tn ek  v alam ilyen  nagyobb  p ro to n á ló d ási á l
lan d ó jú  cso p o rtta l.

4. A lizin e-am inocsoportjához, és p ep tid ek  
oldallánci, szabad  p rim er am inocsoportja ihoz  t a r 
tozó  á llan d ó k tó l való  legnagyobb, e lté ré s t az 
A C TH 4_ 32 lg К  — 9,70 é rték ű  p ro to n á ló d ási cso
p o rtá llan d ó ja  m u ta tja . H asonló  a d a tta l  az A 
А С ТН 4_ 14 m oleku lában  is ta lá lk o zu n k  (lg К  =  
=  9,94), a je lenségért te h á t  az A C T H 1_ 32 m oleku
láb an  is b izo n y ára  o lyan  m oleku larészlet felelős, 
am i a k isebb  p ep iid b en  is je len  v an . Ily en  a 11. 
he ly ze tű  lizin e -am inocsoportja . M ivel a hozzá 
ta rto z ó  csökken t á llan d ó n ak  nincs m egfelelően 
m agasabb  é rték ű  p á r ja  (illetve az a v izsgált pH - 
ta r to m á n y b a n  „n em  je len tk ez ik ” ) az e-am inocso- 
p o rt h id rogénh ídképzésben  rész tvevő  p á r ja  ez 
ese tben  ny ilv án  o lyan  csoport (szerin alkoholos 
h id rox il, a rg in in  guan id in ium  v ag y  p ep tid k ö tésű  
— N H — ), m elynek  p ro tonvesz tése  csak  m ag a
sabb  —  je len  m u n k a  során  nem  v izsgá lha tó  —  
p H -n á l já tszó d ik  le.

5. Az á lta lu n k  még é rték e lt p H -ta r to m á n y  leg
lúgosabb  részében p ro to n já t  vesz tő  ö t csoport 
(m elyek az am in o sav ak b an  közel azonos m érték 
ben  sav an y ú  fenolos h idroxil- és e-am m ónium - 
csoportokhoz rende lhe tők ) egym ásközti és a m o
leku la  egyéb részeivel való  k ö lcsö n h a tá sá t és a 
konform áció  k ia la k ítá sá b a n  já ts z o t t  fon tos sze
re p é t m u ta tja , hogy  állandó ik  k o rán tsem  azonosak, 
k ö zép érték ü k tő l (lg К  =  10,66) á tlagosan  ^ 0 ,3  
lg К  egységgel té rn ek  el.

Az A C T H j _ 4 és A C T H ,_ 32 p o lipep tidek  oldó- 
szerelegyekben m eg h a tá ro zo tt p ro toná lódási cso
p o rtá lla n d ó it a 2. tá b lá z a tb a n  fo g la ltu k  össze. 
E zeke t, egym ással és a vizes o ld a tb an  m eg h a tá ro 
z o tt a d a to k k a l összevetve az oldószernek a p ro to 
nálódási fo ly am a tra  g y ak o ro lt h a tá sá ra  k ö v e t
k e z te th e tü n k .

Az A C TH j _ 4 p é ld á ján  a leg fon tosabb  funkciós- 
csoport-típ u so k  (k arb o x ilá t-, am ino- és fenolos 
h id rox ilcsoport) b áz ic itá sán ak  az oldószer cseré
jév e l já ró  v á lto zása  fig ye lhe tő  meg.

A te rm iná lis  k a rb o x ilá tc so p o rto k  az oldószer- 
elegyekben  m eg h a tá ro zo tt n agyobb  p ro toná lódási 
á llandói (lg К  =  3,88, ille tve  3,89, szem ben a 
v ízben  m e g h a tá ro z o tt lg К  =  3,20 é rtékkel) az 
oldószerelegyek k isebb  re la tív  p e rm ittiv itá sá v a l 
m ag y arázh a tó k , m ely a sem leges részecskék ke
letkezésének  kedvez (RCOCU H + R ~C O O H ).

A te rm iná lis  am inocsoporthoz ta rto z ó  lg К  =  
=  6,77, ille tve  6,87 állandók , a vizes o ld a tb an  
k a p o t t  m egfelelő állandóhoz (lg К  =  7,27) v iszo

n y ítv a  csökkenést m u ta tn a k , am i a p ro to n á la tla n , 
ille tve p ro to n á lt am inocsoport szo lvatációs v i
szonyaiban  bekövetkező , az előbbi szám ára  k ed 
vező v á lto záso k k a l m ag y arázh a tó . H asonló  m eg
á llap ítá so k a t te h e tü n k  А С Т Н 4_ 32 m oleku lában

2. táblázat

A C T II fragmensek protonálódási csoportállandói 
oldószerclegyekben 

(logaritmus értékek)

F un k ció s  csoport
T rif lu o ro — etan o l— víz P  ropilénglikol— víz

A C T H j _ 4 A C T H ,. ,* A C T H !_ 4 A C T H ,_ !S

Terminális COO- 3,88 4,08 3,84 4,00

Glutaminsav 4,17 • 4,21
+  c o o - 4,73 4,46

Aszparaginsav 4,80 5,02
5,47 5,29

Hisztidin N 6,13 6,06

Terminális N H 2 6,77 6,77 6,87 6,82

Lizin e-NHj 8,41 ! 8,56 !
9,49 9,73
9,75 9,84
9,82 9,84

Triozin OH 9,95 9,84 10,04 9,84
9,87 9,84

az im idazo lcsoportra  is. T u la jd o n k ép p en  e cso
p o rto k n á l is az oldószerelegy az elek trom osan  
sem leges á llap o t k ia lak u lá sán ak  kedvez.

A fenolos h id rox ilok  (a vizes közeghez képest) 
csökken t á llan d ó in ak  a k ia lak u lá sáb an  a k é t oldó- 
szerelegyben fe ltehe tően  különböző  h a tá so k  j á t 
szanak  közre. A p ro p ilén g lik o l-ta rta lm ú  o ld a tb an  
a d e p ro to n á lt fen o lá tta l ke lá tje llegű  H -h íd  k ép 
zésére a lkalm as p rop iléngliko lnak  a feno lá t ox i
génnel való  kö lcsönhatása , m íg a trif lu o f-e tan o l- 
ta r ta lm ú  o ld a tb an  u tó b b in ak  a p ro to n ra  gyako
ro lt specifikus szo lvatác ió ja  (vö.: p K v =  11,04) 
a felelős a k isebb p ro toná lódási cso p o rtá llan d ó 
k é rt.

Az A C T H j _ 32 p ro toná lódási c so p o rtá llan d ó i
n ak  a fen tiek tő l e lté rő  oldószerfüggése a m ásod
lagos szerkezet m ódosu lásával m ag y a rázh a tó .

Az А С Т Н 4_ 32 e-am inocsoportja ihoz ren d e l
h e tő  á llandó inak  legalacsonyabb ika  m in d k é t oldó- 
szerelegyben a m egfelelő vizes közegű  értékhez  
k ép est is fo k o zo tt csökkenést m u ta t, u g y an ak k o r 
a legbázikusabb  ö t csoporthoz ta r to z ó  állandó  
egym ástó l és a k ö zép érték tő l való  átlagos eltérése 
(trifluo r-e tano los o ld a tb an  0,11, propilénglikolos- 
b an  0,03) jó v a l k isebb , m in t v ízben . Ez a rra  u ta l, 
hogy  a v ízkoncen tráció  csökkenésével bekövetkező  
helikális rendeződés a k iug róan  a lacsony  s tab ilitá s i 
á llan d ó t eredm ényező  b id rogénh idas k ap cso la t 
k ia lak u lá sán ak  kedvez, a vizes o ld a tra  jellem ző 
(gom bolyag) szerk ezete t hordozó  to v á b b i hidro- 
génh idak  k épződését azo n b an  g á to lja .
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Kísérleti rész

A pH -m etriás egyensúlyi vizsgálatokat vizes o ldatban 
kálium -nitrá tta l, az oldószerelegyekben nátrium -perklorát- 
ta l 0,3 mól d m -3 állandó ionerősségre beállíto tt 25,00 ] 
±0,1  °C hőm érsékletre term osztált oldatokban végeztük. 
Mérőműszerünk Radiom eter pH  M 64 precíziós pH-mérő 
volt. A titrá ló  0,01, m ajd 0,1 mól d m -3 karbonátm entes 
NaOH adagolására R adiom eter ABU 12 autom ata b íire ttá t 
használtunk. A m érőelektród Radiom eter G 202 В üveg- 
elektród, a viszonyító elektród Wilhelm hídban9 0,01 mol 
d m -3 ezüst-n itrá tta l egyensúlyban levő Radiom eter P  501 
ezüstelektród volt.

Mivel az aminosavak és származékaik töltése a hidro- 
génion-aktivitástól függően különböző lehet, s ennek be
folyása van az ionerősségre, ezért koncentrációjukat úgy 
válasz to ttuk  meg, hogy hatásuk elhanyagolható legyen az 
ionerősség 0,3 mól d m _3-as.értékéhez képest, de érje el vagy 
haladja meg az 5 • 10 _4 mol d m -3-at. Ennek megfelelően 
mindegyik potenciom etriás vizsgálatot 5 -'10—4 és 10-3 mól 
d m -3 peptidkoncentrációjú o ldatban végeztük.

A perprotonált pepiidet a megfelelő ionerősségű 0,1 
vagy 0,01 mól d m -3 savkoncentrációjú o ldatban feloldottuk, 
m ajd 0,01, illetve 0,1 mól d m -3 NaOH m érőoldattal történő 
titrá lás közben m értük a pH  változása által okozott elektro
motoros erő változást.

Az üvegelektródot a mérések elő tt legalább 16 órán 
keresztül a megfelelő oldószerrel készült savoldatban áz
ta ttu k . A vizes o ldatban végzett mérések során közvetlenül 
a mérések előtt és u tán  m ódosított Összetételű 0,3 mól d m -3 
ionerősségűre beállíto tt B ritton  — Robinson10 1 2 3 pufferrel 
az egész mérőlánccal együtt kalibráltuk. Az oldószerele
gyekben a mérőlánc kalibrálása 0,01 és 0,1 mól d m -3 kon
centrációban elvégzett HC104 — NaOH titrálások segít
ségével tö rtén t. Az alkalm azott koncentrációknál az üveg
elektródnak fehérjehibája (lassú beállás, nehéz reprodukál
hatóság) nem  volt megfigyelhető. Az egyensúlyok pillanat- 
szérűén beálltak.

A csoportállandóknak5’6 a mérési adatokból (elektro
motoros erő értékek és összkoncentrációk) történő kiszám í
tási m ódját külön dolgozatban5 részletesen tárgyaljuk.

A vizsgalatokhoz felhasznált corticotropin fragmensek 
a Kőbányai Gy ágy szer ár úgy ár, Budapest termékei. Átenge
désükért ezúton is köszönetét mondunk.

9 W. Forsling, S. Hietanen, L. G. Sülén: Acta Chem* 
Scand., 6. 905. 1952.

10 H. T. S. Britton , R. A . Robinson : J . Chem. Soc., 458. 
1931.

összefoglalás

P o ten c io m etriás  egyensúlym érési m ódszerrel 
m eg h a tá ro z tu k  k é t co rtico tro p in  fragm ens, az 
N -tc rm in á lis  4 am inosavbó l álló A C T H 4_ 4 és az 
N -term inális 32 am inosavbó l álló A C T H 4_ 32 p ro - 
to n á ló d ás i c so p o rtá llan d ó it vizes o ld a tb a n  és 
50 v /v% -os triflu o ro -e tan o l— víz, v a la m in t pro- 
p iléngliko l—víz o ldószerelegyekben , to v á b b á  az 
N -term ináH s 14 am inosavbó l álló co rtico tro p in  
fragm ens (A C TH 14) p ro to n á ló d ási c so p o rtá llan d ó it 
vizes o ld a tb an .

Az e redm ények  az in tra m o le k u lá ris  H -h id ak  
képződésének  és a szo lv a tác ió n ak  a p ro toná lódási 
fo ly am a to k ra  g y ak o ro lt h a tá s á t  m u ta tjá k .

The effect o f solvents on protonation equilibria 
of corticotropin (ACTH) fragments. B . N oszál an d
K . Burger

P o ten c io m etric  eq u ib b riu m  m easu rem en ts were 
used  to  de te rm ine  th e  p ro to n a tio n  group  co n stan ts  
ch a rac te ris tic  o f th e  in d iv id u a l donor groups in  
th e  p o ly fu n c tio n a l m olecule o f  tw o co rtico tro p in  
frag m en ts , th e  N -te rm in a l A C T H 1_ 4 con ta in ing  
4 am ino  acids an d  th e  N -te rm in a l A C T H 1_ 32 
co n ta in in g  32 am ino acids, in  aqueous so lu tion  
an d  in  tr if lu o ro e th a n o l— w a te r (50 v /v % ) an d  
p ropy lene  glycol— w ate r (50 v /v % ) so lv en t m ix 
tu re s . The p ro to n a tio n  g roup  co n stan ts  o f  th e  
N -te rm in a l co rtico tro p in  frag m en t (A C TH 4_14) 
co n ta in in g  14 am ino acids w ere also estab lished  
in  w ate r. The resu lts  re flec t th e  effect o f  th e  fo rm 
a tio n  o f in tram o lecu la r H -bonds an d  so lva tion  on 
th e  p ro to n a tio n  processes.

B udapest, ELTE, Szervetlen és Analitikai Kémiai T an
szék.

É rkezett: 1980. IV. 22.

Ritkaföldfém(III)-dietiléntriamiii-pentaacetát komplexek 
és az Eu! ionok közötti kicserélődési reakciók

kinetikai vizsgálata
B RÜ CH ER ERNŐ és LAURENCZY GÁBOR 

Kossuth Lajos Tudományegyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszéke, Debrecen, 4010

A ritk a fö ld fé m (III)-e tilé n d ia m in -te tra a c e tá t 
(L ned ta ) és - tran sz -l,2 -d iam in o c ik lo h ex án -te tra - 
a c e tá t (L n d c ta ) kom plexek  s tab ilitá s i á llandói m o
no to n  n ő n ek 1, m íg a közpon ti io n ja ik  kicserélődési

1 S tability  Constants of M etal-Ion Complexes. Compiled 
by L. G. Sillen, A . E. Martell. Spec. Publ. No. 17. The Chem. 
Soc. London, 1964.

2 R. H. Betts, D. F. Dahlinger, D. M . M unro: „R adio
isotopes in Scientific Research” , Ed. R. C. E xterm en, Vol. 2., 
Pergam on Press, London, 1958. 326 1.

3 P. Glentworth, B. Wiseall, C. L. Wright, A . J . Mah- 
mood: J . inorg. nucl. Chem., 30. 967. 1968.

reak c ió in ak  a sebessége csökken a ren d szám  n öve
kedésével2-8.

A kicserélődési re a k c ió k 'tú ln y o m ó a n  a  k o m p 
lexek  p ro to n  k a ta liz á lt d isszociáció jával fo lynak

4 E. Brilcher, P. Szarvas: Inorg. Chim. A cta, 4. 632. 1970.
5 T. R yhl: Acta Chem. Scand., 26. 3955. 1972.
6 G. A . Nyssen, D. W. Margerum : Inorg Chem., 9. 1814. 

1970.
7 T. Asano, S. Okada, S. Taniguchi: J . inorg. nucl. Chem.,

32. 1287. 1970.
8 P . Glentworth, D. A . Newton: J. inorg. nucl. Chem.,

33. 1701. 1971.
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