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A ~-karboxi-glutaminsav (GLA) fontos sze-
repet jatszik a K-vitamin dependens véralva-
dasi faktorok és mas kalciumion-fiiggd fehérjék
fémion- (elsésorban kalciumion) koordinécidja-
ban!-7.

A GLA 1974-es felfedezését kovetden® a
természetes eredetli GLA-tartalmi polipepti-
dek fémion-koordinaciéjanak tanulmanyozasa so-
ran®1° bebizonyosodott, hogy a GLA oldallan-
cok részt vesznek a fémionmegkotésben és a kép-
z8d6 komplexek viszonylag nagy stabilitdstak.
E komplexképzés megvaltoztatja a fehérje sze-
kunder struktarajat is, és kalcium-hidak révén
fehérje—fehérje kapcsolatok ill. fehérje—foszfolipid
vegyesligandumi komplexek is létrejohetnek.

A GLA protonalodasi allandéit pH-metrias,
elektroforetikus!” és 13C NMR'® médszerrel ha-
taroztak meg. Az igy nyert protonalédasi allan-
dék azonban — f8leg az alacsonyabb pK-k eseté-
ben — jelentdsen eltérnek egymadstol.

A GLA és szintetikusan eldéllitott, a K-
vitamin dependens fehérjéket funkciondlisan mo-
dellez6 GLA tartalmu kispeptidek fémion-koor-
dinacidjanak vizsgalata is ellentmondésos ered-
ményekre vezetett. Megallapitottak, hogy a sza-
bad GLA kalciumionnal csak kevéssé stabil 1:1
osszetételli komplexet képez (log K= 1,3)!7:18
viszont a két szomszédos GLA-t (,tandem”) tar-
talmazé kispeptidek mar kozel olyan egyensilyi
stabilitdsi kalcium-komplexet képeznek!”'*9:29
mint a protrombin (log K= 3,5)'°. Megallapitot-
tak, hogy a biner M-GLA komplexekben (M=
Gd3+, Tb3+, Eu3t, Ca2t, Mg?+) a fémion koor-
dinacios szférajanak egyik fele szabad, igy hoz-
zaférhetd egy masik ligandum (pl. egy masik

B dolgozat az Inorganica Chimica Actiban
(152. 233. 1988.) megjelent kdzlemény magyar nyelvfl
viltozata.

GLA oldallanc vagy a membranfoszfolipid hid-
rofil része) szdmara'®?! A GLA-nak ezt a sa-
jatsagat késdbb rontgenszerkezeti adatokkal?? és
elméleti szdmitasokkal®® is igazoltdk. A maga-
nyos GLA-t és a GLA-tandemet tartalmazé kis-
peptidek Eu3t-mal képzett komplexei viszont
meglepd stabilitasi és szerkezeti hasonlésagot
mutattak!?2:®

Kutatasaink célja a GLA és szdrmazékai
protonalédasi mikroegyensilyainak egzakt meg-
ismerése és ezen keresztil annak kimutatdsa,
hogy a polipeptidlanc milyen hatdst gyakorolhat
a GLA oldallancéra, hogyan vialtoztatja meg a
protonalédé csoportok bazicitasat és ezzel fémi-
onkoordinaciés készségét.

1. tdblazat
A vizsgdlt vegyiiletek szerkezeti képletei

és a szévegben hasznilt roviditések.
(R1=CH3CO-; Rg=CH3NH-)
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E célbél a kovetkezd vegyiiletek vizsga-
latat végeztik el (1. tabldzat). y-karboxi-DL-
glutaminsav (GLA), N-acetil-y-karboxi-DL-glu-
taminsav (PNGLA), N-acetil-y-karboxi-DL-glu-
taminsav-a-metilamid (PGLA), DL-glutamin-
sav-a-metilamid (PCGLU), DL-glutaminsav
(GLU), malonsav (MA), glutérsav (GA). A méré-
seket pH-metrids médszerrel, 1 mol/dm3 (NaCl)
ionerdsségen, 25°C-on hajtottuk végre. Jelen koz-
leményiinkben a mérések eredményeirdl szamo-

lunk be.

Kisérleti rész
Anyagok

A GLA és szirmazékainak eléallitasa célja-
bél N-benziloxikarbonil-DL-y-karboxi-glutamin-
sav-v, y-di-t-butilészter?* szerinti hidrogénezésé-
vel DL-v-karboxi-glutaminsav-v, y-di-t-butilész-
tert allitottunk el6%°, amelyet ecetsavanhidriddel
acetileztiink piridines kozegben. Az igy nyert N-
acetil-DL-v-karboxi-glutaminsav-+, y-di-t-butil-
észtert és DL-y-karboxi-glutaminsav-~, y-di-t-bu-
tilésztert trifluorecetsavas kezeléssel alakitottuk
at N-acetil-DL-y-karboxi-glutaminsavva (amorf,
FAB-MS: M-Ht: 234) és DL-y-karboxi-glutamin-

savva25:26

Az  N-acetil-DL-~-karboxi-glutaminsav-a-
-metilamid el6allitdsa soran elészor N-benziloxi-
karbonil-DL-4-karboxi-glutaminsav-+, y-di-t-bu-
tilésztert és metil-amménium-pentafluor-fenola-
tot kondenzéltunk diciklohexil-karbodiimiddel?”.
A hidrogénezés és acetilezés, majd az ezt ko-
vetd trifluorecetsavas kezelés kristalyos terméket
eredményezett (Op.: 142-144°C). Ez utébbi mi-
veletsort az acetilezés nélkil megismételve DL-
glutaminsav-a-metilamidot (amorf, FAB-MS: M-
H1t161) nyertiink a vart DL-vy-karboxi-glutamin-
sav-a-metilamid helyett.

Minden kristalyos vegyiilet mikroanalizise
kielégits eredményre vezetett, az 1H NMR spekt-
rumok (Varian EM 360) Gsszhangban voltak a
szerkezettel.

A tobbi anyag: a DL-glutaminsav, a malon-
sav, a glutarsav ,Fluka” p.a. mindségli volt. A
mérések soran felhasznalt egyéb vegyszerek szin-
tén p.a. mindségliek. Az oldatok készitéséhez két-
szer desztillalt vizet haszndaltunk.

A pH-metrids egyensilyi méréseket korabbi
dolgozatunkban?® leirt médon ~ 2,5 - 10732
mol/dm?3 ligandumkoncentraciéji, 1,0 mol/dm?
ioner8sségre bedllitott rendszerekben végeztiik
el.

A Ca?t és Mg?t komplexképz8dés tanul-
maényozédsa sordn az ionerdsséget CaClg-vel ill.
MgCls-vel allitottuk be. Ilyen korilmények ko-
zott az azonos fogyashoz tartozo elektromotoros
erd értékek killonbsége a komplexképzd fémiont
tartalmazé ill. nem tartalmazé rendszerek kozott
15-30 mV koriili érték volt. Az értékelés sordn
csak az abban a pH-tartomanyban nyert adato-
kat vettik figyelembe, ahol a fémionok hidrolizise
még nem indult meg.

Berendezés

A mérésekhez ,Radiometer” G202 B fél-
mikroméret{i ivegelektrédot és , Radelkis” OP-
08303 tipust, kettds difftiziés hatarrétegii
Ag/AgCl vonatkoztatasi elektrédot alkalmaz-
tunk. Az  elektrédkopeny  toltdfolyadéka
1 mol/dm3 NaCl. A méréseket 25,0+0,1°C-ra
termosztalt, zart mérdedényben hajtottuk végre,
nagytisztasagi Nq-gaz folyamatos atbuborékol-
tatasa mellett.

A mérést egy ,,on line” uzemi szamitogép-
vezérlésli automatikus titrdléberendezés segitsé-
gével végeztiik el, amelyet a 2° -ben leirt médon
allitottunk ossze, annak kivételével, hogy a ve-
zérlést egy ,,ZX Spectrum” szamitdgép végezte.
A mérési adatok kiértékelése is szamitogépi tdton
tortént.

Ertékelé modszer a mikrodllanddk
meghatdrozdsdra

Protonalédasi mikrodllandék meghataroza-
sara szamos kombinalt pH-metrias és spektrosz-
képids médszert dolgoztak ki*?3! E médszerek
azonban a GLA tipusu vegyiiletek esetében nem
haszndalhatok a funkcids csoportok spektroszkoé-
pias tulajdonsigainak hasonlésiga és a koztik
1év8 szénatomok kis szdma miatt®2. Mikroal-
landdkat az ilyen esetekben deduktiv médszer-
rel lehet meghatarozni®*®. E médszert a GLA
és a PNGLA esetében a kovetkezdképpen al-
kalmaztuk. A harom karboxilcsoport protonals-
dasi séméja (figyelembe véve, hogy a GLA a-
-aminocsoportjanak protonaltsagi allapota e pH-
tartomanyban nem viltozik):
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A B sémén a két f3ls8 csoport as ekvivalens
-, az alsé az a-COO" csoportot jeloli. A mikrodllandék
indexelése gy tortént, hogy a fels8 indexben az adott
folyamatban protondléds, az alsé index(ek)ben a midr
protondlt csoportokat tiintettiik fel.
B1 = 2k + k* (1)
2=k'7-kz+k'7-k,‘;‘+k“-k2 (2)
By =k Bl K= k7 - k3 W k"-k:’,-lc:,"r'1 (3)
Azonos csoportra vonatkozé megfeleld mik-
roallandék hanyadosaval két csoport kolcsonha-
tasanak a mértéke kvantitative megadhaté. Pl.

R
E‘} = E:r = E,',j (4)

ahol E; ; az i és a j csoportok kozti kolcsonhatasi
tényezd.

Szimmetrikus dikarbonsavak (pl. MA, GA)
esetén ennek értéke a makroallandokbdl is sza-
mithaté:

(5)
A kolcsonhatasi tényezdk felhasznalasaval az

(1)-(3) egyenletekben 1év8 alsé indexszel is jelolt
mikroallanddk az alabbi médon fejezhetdk ki:

e e I
Eﬁ.J'—ng

k3 =k7 - Eyy (6)
kl=k": Eqpr (7)
ky =k - Eay (8)

qu =ka - Eyy =k Eqy - Eyy
K = ke Bay = k° . BE,
(6)-(10)-et visszahelyettesitve (1)-(3)-ba
B1 = 2k" + k“
B2 = (k)2 « Eqy + 2k*k"E,, (12)
Bs = (kq)zkaE'nEiq (13)
A B,, B2, Bs allanddkat* a szokdsos pH-
metrids modszerrel, az E,,, E,, felhasadasi té-
nyez8ket pedig az MA és GA makrodllandéibdl
meghatarozva k%, k” protonalédési mikrodllan-
dékhoz, majd a (6)—(10) egyenletben megadott
mikroallandékhoz jutottunk. Szamitasaink soran
a GLA és a PNGLA esetében azokat a k*, k7 ér-
tékparokat hataroztuk meg, amelyek a legkisebb
eltéréssel egyszerre elégitik ki mindharom egyen-
letet.
A protonalédési mikrodllandék ismeretében
megadhaték a részecskék képzddési fok fuggvé-

(9)
(10)

(11)

i ligandumhoz kététt proton

Zg = .

N ik
=1t Bi-

nyei. Specidlisan a GLA és a PNGLA esetére a
kovetkezd osszefiiggések érvényesek:

(o g |

(14)

B
R (15)
ag = X020 (16)
g = A (17)
agy = ZETREART (18)

k"-k"-k',’,.,-[n+]3

gt = A (19)
A=330,6i-[HY] (20)
Figyelembe véve, pl. hogy az
-
Ops* ch{ B (21)

hanyados megadja az egyszer protonalt részecs-
kék kozil azoknak a hényadat, amelyek a a-
-karboxil csoportjukon protonaltak, és ez a sza-
mitas elvégezhetd a kétfajta lehetséges kétszer
protonalt részecskére is, kiszdmithaté, hogy a
GLA és PNGLA harom kiilonb6z8 lehetséges
protonalédaési utvonala koziill — a szé statisztikai
értelmében — melyik milyen valészinfiségfi.

2. tdblazat
A vizsgilt vegyiiletek proton4l6d4si makro4llandéi
log K, log K2 log K3 log K4

MA 4,97 2,71 = 3
GA 4,82 4,11 = =
GLU 9,50 4,07 2,39 =
PCGLU 7,87 3,94 - -
GLA 9,60 4,33 2,66 1,80
PNGLA 4,82 3,32 2,45 -
PGLA 4,68 2,38 & =

A két karboxilcsoportot tartalmazé vegytile-
tek mikroallandéinak ill. a-pH fiiggvényeinek ki-
szamitasa a fenti osszefiiggésekkel analég médon
adhat6 meg.

A képz3d6 Ca?t és Mg?t komplexek stabi-
litasi allanddinak kiszamitasdhoz a ligandumok-
nak a komplexképzd fémion jelenlétében kapott
Zy figgvényeibdl indultunk ki. Az alkalmazott
modellfuggvény altalanos alakja

B+ SN KERM - [BY) - [M2Y)

Gsszes ligandum

ahol N a protonok széma, kM az i-szeresen proto-
nalt részecskéhez tartozé megfeleld mikroallan-

* A GLA esetében fi= K3, f2= K;Ks, fs=
K2K3K, mivel K; az a-aminocsoport protondlédési al-

ﬁoﬂi'

[ fv"l KCKM . [H*] - [M?+] (22)

=1
dék szorzata, K€ pedig az i-szeresen protonalt

landéja, és a karboxilcsoportok protonilédasi tartoménya-
ban protoniltsigi 4llapota nem viltozik.



168 Burger K. és mtsai: Protonélédési és komplexképsési folyamatok

Magyar Kémiai Folyéirat, 95. évf. 1989. 4. sx.

részecske fémkomplexének stabilitasi allandéja.
A Kf - kM szorzatokat szamitégépes program
segitségével, legkisebb négyzetes finomitassal ha-
taroztuk meg. E szdmitasokat az osszes olyan li-
gandumokra elvégeztiik, amelyek geminalisan két
protonalédé csoportot tartalmaznak.

Kisérleti eredmények ismertetése

Protondléddsi folyamatok

A vizsgélt vegyiletek protonalédasi makro-
allandéit a 2. tdbldzatban mutatjuk be. Az éllan-
dék bizonytalansaga:

log K > 3:0,05

2<logK<3:0,1

2>log K:0,2
A MA* és PGLA protonalédasi makroal-
landéinak ismeretében a log E,, = —1,68, a

GA esetében log Eqy = —0,11. Ezek az ada-
tok jé egyezést mutatnak a GA és MA irodalmi
adataival®%.

3. tabldzat

A vizsgilt vegyiiletek karboxildtcsoportjaira
vonatkozé proton4léd4si mikrodllanddk

logk” logk™ logk] logks logkZ logks., logkZ.
MA AN e I ~ -
GA 4,52 - 4,41 < =
GLU 4,06 2,51 - 2,40 3,95 - -
PCGLU | 3,94 - - - 3,94* - -
GLA 402 2,66 2,34 255 301 244 2,23
PNGLA | 4,52 3,39 2,84 3,28 4,41 3,17 2,73
PGLA |43 - 268 - 438 - 268*

(A MA karboxilcsoportjait a szerkezeti hasonlésig
miatt y-val jeloltik. A *-gal jelolt mikrodllandék becsiilt
értékek, magyardzatot 1d. a szSvegben.)

A (11)-(13) egyenletek alapjan kiszamitott
karboxilat mikroallandékat a 3. tablazatban tiin-
tettiik fel. A GLA és a PNGLA esetében a (11)-
(13) egyenletek bal és jobb oldala kozotti eltérés
nem haladja meg a 0,02 log egységet**, ez ter-
mészetesen az illesztés és nem a mérés hibija.
Ez a feltinen j6 egyezés megerdsiti a GLA log
K4 = 1,8-es értékét. Ez az érték éppen az elekt-
roforézissel (log K, = 1,6)'” és a 13C NMR-rel

* A GLA 7-helyzetfi karboxilcsoportjaihoz szerke-
zetileg hasonlé MA karboxilcsoportokat ~-val jeloltiik.

** A (11)-(13) egyenletek logaritmikus Taylor so-
rabél az elsérendfi tag figyelembevételével A logfi =
%%A logk® + %,'%A logk7-bél (i=1, 2) megha-
tdrozhaték a mikrodllandék bizonytalansiga is, ebbdl
A 1o gk7=0,05; A 10gk®=0,20 vagyis a mikrodllandék bi-
zonytalansiga megegyezik a hozzdjuk legkdzelebb esd
makrodllandé bizonytalansigival.

o GLA

o PNGLA
11 y 4
ke £2 ESi
N s . 8-
L . Es
o __E_? B % Vg
\\ e = /’ ey
051 (O MNP v,
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7 N 7 A \\
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4 ~ a ~ ’/ &
g % .2 s s N,
- Es N N4 2
e <L o Y = SR
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1. dbra
A GLA, PNGLA és GLU mikrorészecskék eloszlisi
fliggvényei

(log K4 = 2,0)*8 kordbban meghatarozott mak-
roallandék kozé esik.

A mikroallandok ismeretében kiszamitottuk
a GLA, PNGLA és GLU a-pH eloszlasfiiggvé-
nyeit, amelyeket az 1. abran mutatunk be. Kisza-
mitottuk a kulonbozd egyszer, ill. kétszer proto-
nalt részecskék aranyat az osszes egyszer, ill. két-
szer protonalt részecskékhez képest. Ennek alap-
jan az egyszer protonalt GLA részecskék 98%-
ban a 4-, 2%-ban az a-karboxilcsoporton, mig a
kétszer protonalt részecskék 24%-ban a két -,
76%-ban az a- és y-karboxilcsoportokon proto-
naltak. (Ugyanezek az adatok a PNGLA-ra: 96%
~-, 4% a- az egyszeresen, 84% o,y és 16% -y
a kétszeresen protonélt részecskék megoszlasa.)
Ennek alapjan a

B el —E

protonalédési utvonal valésziniisége 0,74 a GLA,
0,80 a PNGLA esetében, ez az uitvonal tekinthetd
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a protonalédasi folyamat , f8utvonaldnak”. A
B—E —&—E&

atvonal valészinfisége 0,24,a GLA 0,16 a PNGLA
esetében, ez a protonalédasi folyamat ,, mellékit-
vonala”. A

Bt sl i

titvonal valészinfisége a legkisebb 0,02 a GLA, és
0,04 a PNGLA esetében.

Ai[H*] + 2B;[H*)? + Kpaa - k7 - 2[M?H] - [HY]

Ca2t és Mg2t komplezképzést folyamatok

A gemindlisan két protondlédé csoportot
tartalmazé vegyiiletek fémkomplexeinek stabili-
tasi allandodit a 4. tablazatban mutatjuk be. A
kapott allandokat a kovetkez8képpen nyertiik. A
MA és a PGLA komplexképz8 fémionok jelenlé-
tében kapott pH-metrias titraldsi gorbéinek lei-
rasat a

Zy

fliggvénnyel kiséreltiik meg; itt

_ [MA]
A= M A i
_ [MHA]
Kmna = iy rA] (%)

és [M2*] = Cpy, mert QM ~ 120 — 140.

A legkisebb négyzetes finomitdsok soran a
Knyraa - k7 szorzat nulldval valt egyenlévé, mig
a Kpra-ra irodalmi adatokkal 6sszhangban levd

- + 61 [H+] -+ ﬂz[H+]2 A KMA[M2+] + Kypmua -k - 2[M2+] . [H+]

o1t Bit [ + Kpmp,a- k* - [M?H] - [HY]

(23)

adatokat kaptunk. Ennek nyilvanvalé kémiai tar-
talma, hogy az adott korulmények kozott egy-
szer protonalt komplexek nem képzédnek meér-
hetd mennyiségben e rendszerben. Mivel GLA és
a PNGLA ~-helyzetli donorcsoportjainak eseté-
ben analég komplexképzési viselkedés varhatd, e
vegyiiletek esetében a karboxiljain teljesen depro-
tonalt ligandum mellett azt a részecskét vettiik
figyelembe, amely csak az a-COOH csoporton
protonalt. Az ennek megfelel6 modellfiggvény:

Zy = (26)
s :
YicoBit [HT] + Kma - M**] + Kma 4 - ko - [M?*] - [HY]
ahel 4. tablazat
[MH A] A vizsg4lt vegyiiletek kalcium- és
KMH,,A — m (27) magnéziumkomplexeinek stabilitdsi 4dllandéi
a

» g 3 . Ligandum Ca2+-komplex Mg2+-komplex
és HyA jelenti az a-karboxilcsoporton proto- ok Vg K Sk Ky
nalt részecskét. Az iterdcid soran ebben az eset- niltsig | ~-helyz. | a-helys. | 1-helyz. | a-helys.
ben a k% - Kpg 4 allandé valt nulldva, mig a 2

5 A ok S ST 3 L MA A 1,15 - 1,73 -
Kara-ra ismét redlis érték adodott. A GLA és a >
PNGLA esetében tehat olyan fémkomplex, amely PGLA A 0,54 = L0 =
~-helyzetii karboxiljainal fogva fémhez kotott, a- GLU Ar i 0,60 = 1,33
karboxilcsoportjan pedig protonalt, nem képz6- PNGLA| H.A~ 0,84* - 1,03* -
dik mérhetd mennyiségben. A kisérletileg kapott A3 1,06 - 1,15 -
Zy figgvény e részecske foltételezése nélkil is jol HeA~ 0,40* 5 0,70* >
leirhat6. Ez az eredmény nem meglepd, hiszen a GgLA A2 0,60 L 0,92 &
H,A részecske képzddési valoszinfisége mindkét A3~ - 0,64 - 1,42

vegyiilet esetében kicsi, az egyszer protonalt ré-
szecskére vonatkozé relativ méltortjik nem ha-
ladja meg a 0,02 ill. 0,04 értéket.

A GLA-n és a GLU-n az a-aminocsoport
deprotonalédasaval egy 1j, potencidlis koordina-
ciés hely alakul ki. Az erre a helyre torténd fém-
bekotést a GLU esetében a

K, - [H*]

2o =
B = 17K - [HY] + Kma - [M?]

(28)

HoA~ ill. HoAZ jelenti az a-karboxil csoportjan
protondlt GLA ill. PNGLA részecskéket. A *-gal jellt
adatok becsiilt értékek, a megfelel§ magyardzatot 1d. a
8zOvegben.

fuggvény jél modellezi. (Itt K, az a-aminocso-
port protonalédasi allandéja). Ami igazan meg-
lepd az az, hogy a GLA, fémionok jelenlétében
kapott, Zy fiiggvényét is jol le tudtuk irni ezzel
az egyszeri modellel. Még szembet{in6bb, hogy
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adott fém esetében kozel ugyanazt a Kpas4 4llan-
dét kaptuk a GLA-ra és a GLU-ra. Ezek az ada-
tok azt sugalljdk, hogy a GLA a-helyzeti fém-
megkotését nem befolyasolja lényegesen az, hogy
a 7-helyzet{i karboxilcsoportok fémhez kotottek
vagy nem.

A fontiek alapjan megadhaté a fémiont o-
és 7-helyzetben is koordinalt MgGLA kétmagvia
komplexek stabilitasi allandéja, amely az o-
és ~-helyzetli fémbekotésre vonatkozd stabili-
tasi dllandék szorzata, ha a fontiek figyelembe-
vétele mellett még azt is foltessziik, hogy az a-
-aminocsoport deprotonalédasa nem valtoztatja
meg az aminocsoport elektronelszivé effektusat
oly mértékben, hogy az lényegesen megvaltoz-
tatnd a ~y-karboxildtcsoportok bazicitasat, s igy
a létrejovd fémbekotés egyensiilyi dllanddjat. En-
nek alapjan:

[(Ca,GLA)*]
log Ca*]2 - [GLA] 24
o MEGLAY]

[Mg?*]2 - [GLA®T]

Az eredmények tirgyaldsa

Bézikus donoratomok kozotti hidrogénhidak
képzddése a megfeleld donorcsoportok egyikének
protonalodasi allandéjat noveli, mig a masikét
ugyanannyival csokkenti®®. Mivel a GLA és mo-
dellvegyiiletei esetében ilyen szokatlanul magas
és alacsony protonalédéasi allanddék egyiitt nem
léptek fel, a vicindlisan elhelyezkedd két 4 karbo-
xilatcsoport kozott, reakciékorilményeink mel-
lett (hig vizes oldat), H-hid képz8dését nem vet-
tuk figyelembe.

A protonalédasi mikroallandék osszevetése
szamos érdekes kovetkeztetésre vezet:

A MA, GA és PNGLA log k7 mikroéllan-
déi kozel azonosak, a PGLA-é mar valamivel ki-
sebb, a GLA-é, GLU-é és PCGLU-é a legkiseb-
bek, de kozel azonosak. Ez azzal magyarizhaté,
hogy az utébbi hirom vegytletben a-helyzetben
erds elektronelszivé hatdst kifejté protonalt ami-
nocsoport van. Ezzel szemben az acetilezett o-
-aminocsoport kevésbé elektronelszivé. Ez az oka
az elsé harom vegyiilet log k7 értékei egybeesé-
sének. Ugyanez a tendencia figyelheté meg a log
k2 értékek esetében is.

A log k% ill. a log kS értékek a GA >
PNGLA > GLU ~ GLA sorban csokkennek.A
GA log k7-ja azért kiugrd érték, mert nem hat ra
a geminalis aminocsoport elektronelszivé hatésa.

A fontiekbdl az is kitlinik, hogy az acetilezett
aminocsoport elektronelszivé hatasa gyengébb,
mint a protonalt aminocsoporté. Ez magyarazza
egyuttal a GLA és a PNGLA log k3,-i ill. log
k5,1 kozotti killonbségeket is.

Szembeotld a GLU log k2 és a PCGLU log
k7-ja kozotti egyezés. Hasonléképpen a mérési hi-
bahatéron beliil egyezik a PNGLA log kJ ill. log
ka-értéke a PGLA log k7 ill. log kj-értékével.
Ez arra utal, hogy a savamidcsoport elektron-
szivo hatas szempontjabdl ekvivalens a protonalt
karboxicsoporttal. Ezt a kordbbi megfigyelést>®
ujabban NMR mérésekkel igazoltak®’.

A fontiek figyelembevételével a PCGLU log
K ,=7,87-es makroallanddja tekinthetd a GLU ill.
GLA log k&~%™"° mikroallandéjanak, jéllehet,
ez a részecske nem képz8dik a rendszerben
mérhetd mennyiségben.

A komplexképz8 fémionok jelenlétében ka-
pott Zg figgvények értékelése soran egyszer pro-
tonalt MH,A komplexeket a GLA és a PNGLA
esetében nem tudtunk kimutatni. A protonalt
karboxil- és savamidcsoportok elektronelszivéd
hatds szempontjabdl kimutatott ekvivalencidja
alapjan azonban e részecskék egyensilyi ada-
tai is megbecsiilheték voltak. Eszerint a PGLA
kalcium- ill. magnéziumkomplexének stabilitasi
allandéja tekintheté az a-helyzetben protonilt
PNGLA megfeleld komplexei stabilitasi dllandé-
inak. Nem meglep8, hogy az utébbi allandék ki-
sebbek mint a teljesen deprotonilt PNGLA-ra
vonatkozé allanddk, hiszen az a-karboxilesoport
protonélédaséaval a v-helyzetii karboxilcsoportok
bazicitasanak, s ezzel a képz6dd komplex stabili-
tasanak csokkennie kell.

A fontiek alapjan varhaté, hogy a GLA
a-karboxilon protondlt megfeleld komplexeinek
stabilitasa is kb. ugyanannyival kisebb, mint a
PNGLA esetében, vagyis 0,1-0,2 log egységgel
alacsonyabb, mint a karboxiljain teljesen depro-
tonalt GLA komplexé. Az e foltételezés alapjan
becsult M H,GLA komplexek stabilitdsi allan-
déit a 4. tabldzatban *-gal jeloltiik meg.

Osszevetve a szabad GLA és a fehérjelancba
beépult GLA modelljéiil szolgdlé PGLA azon
fémkomplexeinek stabilitasi dllandéit, amelyek a
vér pH-jan képz8dhetnek (pH = 7,3-7,5), megal-
lapithaté, hogy a PGLA stabilabb komplexet ké-
pez a CaZ2t-mal és a Mg2+-mal, mint a GLA.Ez a
kis stabilitdasnovekedés két hatds ereddjeként ad6-
dik: az acetilezett aminocsoport kevésbé elekt-
ronszivé mint a protonalt aminocsoport, mig a
protonalt karboxilcsoporttal ekvivalens savamid-
csoport erdsebben elektronszivé mint a proto-
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nalatlan karboxilcsoport. E két ellentétes ha-
tds eredményeként a PGLA 7-karboxilatjainak
bazicitdsa, és ezzel komplexeinek stabilitdsa is
kismértékben megné. A PGLA kalciumkomple-
xének stabilitdsi dllandéja azonban még igy is
messze elmarad a GLA-tartalmi véralvadasi fak-
torok kalciumkomplexeinek az irodalomban ko-
zolt stabilitdsi dllandéitél. (Pl. protrombin: log
K= 3,5'¢ Faktor IX: log K= 4,0'%). A fehérje-
lancba beépiilt magdnyos GLA oldalldnc tehat
ugyanugy nem képes stabil kalciumkomplex kép-
zésére, mint a szabad aminosav, a nagy stabili-
tast kotéhelyek kialakuldasihoz tehat mas extra-
stabilizdlé hatdsoknak is fel kell 1épniiik: itt elsd-
sorban a fehérjemolekula szekunder struktiraja-
nak megvaltozasara ill. vegyesligandumi komp-
lexek képz8désére lehet gondolni.

A szerz8k ezliton mondanak ko&szonetet Juhdsz
A.-nak, amiért a GLA és szirmazékainak szintézisé-
hez N-benzoiloxikarbonil-DL-4-karboxi-glutaminsav-7, 7-
di-t-butilésztert bocsidtott rendelkezésiinkre.

(")sszefoglalés

Munkénk soran a ~-karboxil-glutaminsav
(GLA) és néhany rokonvegyiletének protona-
lédasi ill. kalcium- és magnézium-komplexkép-
z6dési mikroegyensilyait tanulmanyoztuk pH-
metrids médszerrel. Az eredmények alapjan jelle-
meztik a kulonféleképpen védett illetve a kulon-
bozé protonaltsagi allapoti donorcsoportok in-
duktiv effektusait, és megadtuk az egyes proto-
nalédasi izomerek mikroeloszlasfiiggvényeit, va-
lamint a kiilonb6z8 protonalédasi ttvonalak va-
l6szinfiségeit. Emellett megadjuk a kiilonféle-
képpen protonalt fémkomplexek stabilitasi &l-
landéit is. A polipeptidlanc GLA oldalcsoport-
jat funkcionélisan modellezd N-acetil-y-karboxi-
glutaminsav-a-metilamid kalciumkomplexének
stabilitdsi allandéjat a GLA-énal nagyobbnak,
de természetesen GLA-tartalmi polipeptidekénél
sokkal kisebbnek taléltuk.

Formation microequilibria of the pro-
ton, calcium and magnesium complexes of
~-carboxyglutamic acid and related com-
pounds. K. Burger, P. Sipos, M. Véber, I. Hor-
vdth, B. Noszil and M. Léw

The formation microequilibria of the pro-
ton, calcium and magnesium complexes of -
carboxyglutamic acid (GLA) and some related
compounds were studied via pH-metric titra-
tion. The inductive effects of differently pro-

tonated or protected donor groups are discus-
sed. The distribution curves of the differently
protonated microspecies and the probabilities of
the different protonation pathways are presented.
The formation constants of differently protona-
ted metal complexes are given. The calcium ion
binding constant for N-acetyl-y-carboxyglutamic
acid a-methyl-amide (which functionally models
a single GLA residue in polypeptide chains) was
found to be greater than that for GLA, but much
smaller than that for the natural GLA-containing

polypeptides.
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