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A 7-karboxi-glutaminsav (GLA) fontos sze­
repet játszik a К-vitamin dependens véralva­
dási faktorok és más kalciumion-függő fehérjék 
fémion- (elsősorban kalciumion) koordinációjá­
ban1' 7.

A GLA 1974-es felfedezését követően8 a 
természetes eredetű GLA-tartalmú polipepti- 
dek fémion-koordinációjának tanulmányozása so­
rán9' 16 bebizonyosodott, hogy a GLA oldallán­
cok részt vesznek a fémionmegkötésben és a kép­
ződő komplexek viszonylag nagy stabilitásúak. 
E komplexképzés megváltoztatja a fehérje sze­
kunder struktúráját is, és kalcium-hidak révén 
fehérje-fehérje kapcsolatok ill. fehérje-foszfolipid 
vegyesligandumú komplexek is létrejöhetnek.

A GLA protonálódási állandóit pH-metriás, 
elektroforetikus17 és 13C NMR18 módszerrel ha­
tározták meg. Az így nyert protonálódási állan­
dók azonban — főleg az alacsonyabb pK-k eseté­
ben — jelentősen eltérnek egymástól.

A GLA és szintetikusan előállított, a K- 
vitamin dependens fehérjéket funkcionálisan mo­
dellező GLA tartalmú kispeptidek fémion-koor­
dinációjának vizsgálata is ellentmondásos ered­
ményekre vezetett. Megállapították, hogy a sza­
bad GLA kalciumionnal csak kevéssé stabil 1:1 
összetételű komplexet képez (log К — 1,3)17’18, 
viszont a két szomszédos GLA-t („tandem”) tar­
talmazó kispeptidek már közel olyan egyensúlyi 
stabilitású kalcium-komplexet képeznek17,19,29 
mint a protrombin (log К — 3,5)16. Megállapítot­
ták, hogy a biner M-GLA komplexekben (M= 
Gd3"1-, Tb3+, Eu3+, Ca2+, M g2+) a fémion koor­
dinációs szférájának egyik fele szabad, így hoz­
záférhető egy másik ligandum (pl. egy másik

* E dolgozat az Inorganica Chimica Actában 
(152. 233. 1988.) megjelent közlemény magyar nyelvű 
változata.

GLA oldallánc vagy a membránfoszfolipid hid­
rofil része) számára18,21. A GLA-nak ezt a sa­
játságát később röntgenszerkezeti adatokkal22 és 
elméleti számításokkal23 is igazolták. A magá­
nyos GLA-t és a GLA-tandemet tartalmazó kis­
peptidek Eu3+-mal képzett komplexei viszont 
meglepő stabilitási és szerkezeti hasonlóságot 
m utattak12a,b.

Kutatásaink célja a GLA és származékai 
protonálódási mikroegyensúlyainak egzakt meg­
ismerése és ezen keresztül annak kimutatása, 
hogy a polipeptidlánc milyen hatást gyakorolhat 
a GLA oldalláncára, hogyan változtatja meg a 
protonálódó csoportok bázicitását és ezzel fémi­
onkoordinációs készségét.

1. táblázat
A vizsgált Vegyületek szerkezeti képletei 

és a szövegben használt rövidítések.
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E célból a következő vegyületek vizsgád 
la tá t végeztük el (1. táblázat). 7 -karboxi-DL- 
glutaminsav (GLA), N-acetil-7 -karboxi-DL-glu- 
tam insav (PNGLA), N-acetil-7 -karboxi-DL-glu- 
taminsav-a-m etilamid (PGLA), DL-glutamin- 
sav-a-metilamid (PCG LU ), DL-glutaminsav 
(GLU), malonsav (M A ), glutársav (G A). A méré­
seket pH-metriás módszerrel, 1 m ol/dm 3  (NaCl) 
ionerősségen, 25°C-on hajto ttuk végre. Jelen köz­
leményünkben a m érések eredményeiről számo­
lunk be.

K ísé r le ti  rész 

Anyagok

A GLA és származékainak előállítása céljá­
ból N-benziloxikarbonil-DL-7 -karboxi-glutamin- 
sav-7 , 7 -di-t-butilészter2 4  szerinti hidrogénezésé- 
vel DL-7 -karboxi-glutaminsav-7 , 7 -di-t-butilész- 
te rt állítottunk elő25, am elyet ecetsavanhidriddel 
acetileztünk piridines közegben. Az így nyert N- 
acetil-DL-7 -karboxi-glutaminsav-7 , 7 -di-t-butil- 
észtert és DL-7 -karboxi-glutaminsav-7 , 7 -di-t-bu- 
tilésztert trifluorecetsavas kezeléssel alakítottuk 
át N-acetil-DL-7 -karboxi-glutam insavvá (amorf, 
FAB-MS: M-H+: 234) és DL-7 -karboxi-glutamin- 
savvá25,26.

Az N-acetil-DL-7 -karboxi-glutaminsav-a- 
-metilamid előállítása során először N-benziloxi- 
karbonil-DL-7 -karboxi-glutaminsav-7 , 7 -di-t-bu- 
tilésztert és metil-ammónium-pentafluor-fenolá- 
to t kondenzáltunk diciklohexil-karbodiimiddel27. 
A hidrogénezés és acetilezés, majd az ezt kö­
vető trifluorecetsavas kezelés kristályos terméket 
eredményezett (Op.: 142-144°C). Ez utóbbi mű­
veletsort az acetilezés nélkül megismételve DL- 
glutam insav-a-m etilam idot (amorf, FAB-MS: M- 
H+ 161) nyertünk a v á r t DL-7 -karboxi-glutamin- 
sav-Q!-metilamid helyett.

M inden kristályos vegyület mikroanalízise 
kielégítő eredményre vezetett, az JH NM R spekt­
rumok (Varian EM 360) összhangban voltak a 
szerkezettel.

A többi anyag: a DL-glutaminsav, a malon­
sav, a glutársav „Fluka” p.a. minőségű volt. A 
mérések során felhasznált egyéb vegyszerek szin­
tén p.a. minőségűek. Az oldatok készítéséhez két­
szer desztillált vizet használtunk.

A pH-metriás egyensúlyi méréseket korábbi 
dolgozatunkban28 le írt módon ~  2 ,5  • 1 0 - 3

m ol/dm 3  ligandumkoncentrációjú, 1 , 0  m ol/dm 3 

ionerősségre beállított rendszerekben végeztük 
el.

A Ca2+ és Mg2+ komplexképződés tanul­
mányozása során az ionerősséget CaCl2-vel ill. 
MgCl2-vel állítottuk be. Ilyen körülmények kö­
zött az azonos fogyáshoz tartozó elektromotoros 
erő értékek különbsége a komplexképző fémiont 
tartalmazó ill. nem tartalmazó rendszerek között 
15-30 mV körüli érték volt. Az értékelés során 
csak az abban a pH-tartományban nyert adato­
kat vettük figyelembe, ahol a fémionok hidrolízise 
még nem indult meg.

Berendezés

A mérésekhez „Radiometer” G202 B fél- 
mikroméretű üvegelektródot és „Radelkis” OP- 
08303 típusú, kettős diffúziós határrétegű 
Ag/AgCl vonatkoztatási elektródot alkalmaz­
tunk. Az elektródköpeny töltőfolyadéka 
1 mol/dm3 NaCl. A méréseket 25,0±0,l°C-ra 
termosztált, zárt mérőedényben hajtottuk végre, 
nagytisztaságú N2-gáz folyamatos átbuborékol- 
ta tása  mellett.

A mérést egy „on line” üzemű számítógép­
vezérlésű automatikus titrálóberendezés segítsé­
gével végeztük el, amelyet a 29 -ben leírt módon 
állítottunk össze, annak kivételével, hogy a ve­
zérlést egy „ZX Spectrum” számítógép végezte. 
A mérési adatok kiértékelése is számítógépi úton 
történt.

Értékelő módszer a mikroállandók 
meghatározására

Protonálódási mikroállandók meghatározá­
sára számos kombinált pH-metriás és spektrosz- 
kópiás módszert dolgoztak ki30,31. E módszerek 
azonban a GLA típusú vegyületek esetében nem 
használhatók a funkciós csoportok spektroszkó- 
piás tulajdonságainak hasonlósága és a köztük 
lévő szénatomok kis száma m iatt32. Mikroál- 
landókat az ilyen esetekben deduktív módszer­
rel lehet meghatározni33. E módszert a GLA 
és a PNGLA esetében a következőképpen al­
kalmaztuk. A három karboxilcsoport protonáló­
dási sémája (figyelembe véve, hogy a GLA a- 
-aminocsoportjának protonáltsági állapota e pH- 
tartományban nem változik):
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A G sémán a két fölső csoport az ekvivalens 
7-, az alsó az a-COO '  csoportot jelöli. A mikroállandók 
indexelése úgy történt, hogy a felső indexben az adott 
folyamatban protonálódó, az alsó index(ek)ben a már 
protonált csoportokat tüntettük fel.

ßi =  2 F  +  Jfc“ (1)
ß i = W  . 13, +  W  • Jfc“ +  Jfc“ • k i  (2)
ß 3 = ka - k l -  kl-y = Jfc7 • jfc“ • Jfc  ̂=  Jfc7 • Jt} • к^  (3)

Azonos csoportra vonatkozó megfelelő mik­
roállandók hányadosával két csoport kölcsönha­
tásának a mértéke kvantitative megadható. Pl.
Jfc*. L.Í

= = Ei.i (4)
ahol E ij  az i és a j csoportok közti kölcsönhatási 
tényező.

Szimmetrikus dikarbonsavak (pl. MA, GA) 
esetén ennek értéke a makroállandókból is szá­
mítható:

E *,i = TKl (5)
A kölcsönhatási tényezők felhasználásával az 

(l)-(3) egyenletekben lévő alsó indexszel is jelölt 
mikroállandók az alábbi módon fejezhetők ki:

77k i = k1 ■ E. 
k i =■ k1 ■ Ea i 
fc“ = ka - Ean
k i  7 =  ki 
k ^  = fc“

E ^  -  k'1 
E ai = ka

Ea~i •
E l i

E.7 7

(6)

(7 )
( 8) 
(9 )

( 10)

(6)-(10)-et visszahelyettesítve (l)-(3)-ba
ßi =  2 Jfc7 +  Jfc“ (11)
ßi =  (Jfc7)2 • E-n +  2kak',Ea~t (12)
ß3 = (k^Yka E ^ E l n (13)

A ßi,  ßi ,  ßs állandókat* a szokásos pH- 
metriás módszerrel, az Ea Ey, felhasadási té­
nyezőket pedig az MA és GA makroállandóiból 
meghatározva Jfc“ , fc7 protonálódási mikroállan- 
dókhoz, majd a (6)-(10) egyenletben megadott 
mikroállandókhoz jutottunk. Számításaink során 
a GLA és a PNGLA esetében azokat a fc“ , fc7 ér­
tékpárokat határoztuk meg, amelyek a legkisebb 
eltéréssel egyszerre elégítik ki mindhárom egyen­
letet.

A protonálódási mikroállandók ismeretében 
megadhatók a részecskék képződési fok függvé­

nyei. Speciálisan a GLA és a PNGLA 
következő összefüggések érvényesek:

2к"ЧН+1
A

fc“ [H+]
A

0(r í  =
|H+]2

A

a 2 fca -fcX-|H+l2
A

aE, =  *7~*?*«т1н+13

Figyelembe véve, pl. hogy az

esetére a

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)
(20)

a E* k“

hányados megadja az egyszer protonált részecs­
kék közül azoknak a hányadát, amelyek a a- 
-karboxil csoportjukon protonáltak, és ez a szá­
mítás elvégezhető a kétfajta lehetséges kétszer 
protonált részecskére is, kiszámítható, hogy a 
GLA és PNGLA három különböző lehetséges 
protonálódási útvonala közül — a szó statisztikai 
értelmében — melyik milyen valószínűségű.

2 . táblázat
A vizsgált vegyületek protonálódási makroállandéi

log Ki log K 2 log K 3 log К*
MA 4,97 2,71 - -
GA 4,82 4,11 - -
GLU 9,50 4,07 2,39 -

PC G LU 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 tartalmazó vegyüle­
tek mikroállandóinak ill. а -pH függvényeinek ki­
számítása a fenti összefüggésekkel analóg módon 
adható meg.

A képződő Ca2+ és Mg2+ komplexek stabi­
litási állandóinak kiszámításához a ligandumok- 
nak a komplexképző fémion jelenlétében kapott 
Zff függvényeiből indultunk ki. Az alkalmazott 
modellfüggvény általános alakja

ligandum hoz k ö tö tt  p roton  i  * * ßi ■ [H+]’ +  Y2íL i 1 * ' E f  ’ [H + ]‘ • [M

összes ligan d u m  H i L o ß i  ' [H + ]‘ +  J2 iÍT i Kf • [H + ]*' • [M2 + ]

2  +  1
( 22)

ahol N  a protonok száma, kf* az i-szeresen proto­
nált részecskéhez tartozó megfelelő mikroállan-

A GLA esetében ßi=  K 2, ß2= K 2K 3, ß3= 
K 2K 3K^ mivel K i  az a-aminocsoport protonálódási ál­

dók szorzata, K f  pedig az i-szeresen protonált

landója, é s  a  karb ox ilcsop ortok  p ro to n á ló d á si tartom án yá­
ban p r o to n á ltsá g i á lla p o ta  nem  vá ltoz ik .
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részecske fémkomplexének stabilitási állandója. 
А К f  • kf* szorzatokat számítógépes program 
segítségével, legkisebb négyzetes finomítással ha­
tároztuk meg. E szám ításokat az összes olyan li- 
gandumokra elvégeztük, amelyek geminálisan két 
protonálódó csoportot tartalm aznak.

K ísé rle ti e re d m é n y e k  ism e r te té se  

Protonálódási folyamatok

A vizsgált vegyületek protonálódási makró- 
állandóit a 2. táb láza tban  mutatjuk be. Az állan­
dók bizonytalansága:

log К  > 3 : 0,05
2 < log К < 3 : 0,1
2 > log К : 0,2
A MA* és PG  LA protonálódási makroál- 

landóinak ismeretében a log E ^  =  —1 , 6 8 , a 
G A esetében log E a~, =  —0,11. Ezek az ada­
tok jó  egyezést m u tatnak  a GA és MA irodalmi 
adataival34.

3. táblázat
A vizsgált vegyületek karboxílátcsoportjaira 

vonatkozó protonálódási mikroállandók

log*1 log*“ log*1 log*" log*1 log*“, log *2,
MA 4,67 3,01 - - -
GA 4,52 - 4,41 - -
GLU 4,06 2,51 - 2,40 3,95 - -
PCGLU 3,94 - 3,94* - -
GLA 4,02 2,66 2,34 2,55 3,91 2,44 2,23
PNGLA 4,52 3,39 2,84 3,28 4,41 3,17 2,73
PGLA 4,38 2,68 4,38* - 2,68*

(A MA karboxilcsoportjait a szerkezeti hasonlóság 
m iatt 7-val jelöltük. A *-gal jelölt mikroállandók becsült 
értékek, magyarázatot ld. a szövegben.)

A ( l 1)—(13) egyenletek alapján kiszámított 
karboxilát mikroállandókat a 3. táblázatban tün ­
te ttü k  fel. A GLA és a  PNGLA esetében a (11)- 
(13) egyenletek bal és jobb oldala közötti eltérés 
nem haladja meg a  0 , 0 2  log egységet**, ez te r­
mészetesen az illesztés és nem a mérés hibája. 
Ez a feltűnően jó egyezés megerősíti a GLA log 
К 4  =  1,8-es értékét. Ez az érték éppen az elekt- 
roforézissel (log K 4 =  1,6 ) 17 és a 13C NMR-rel

* A GLA 7-helyzetű karboxilcsoportjaihoz szerke­
zetileg hasonló MA karboxilcsoportokat 7-val jelöltük.

** A (11)—(13) egyenletek logaritmikus Taylor so­
rából az elsőrendű tag figyelembevételével A  lo g/3, = 
j :  J£ár Д  log*" + logfc’ -ból ( i= l, 2) megha­
tározhatók a mikroállandók bizonytalansága is, ebből 
A  log*1 =0,05; A  iOg*“ =0,20 vagyis a mikroállandók bi­
zonytalansága megegyezik a hozzájuk legközelebb eső 
makroállandó bizonytalanságával.

„  PNGLA<X

1 ■

2 A pH

1. ábra
A GLA, PNGLA és GLU mikrorészecskék eloszlási 

függvényei

(log К 4  = 2 , 0 ) 18 korábban meghatározott mak- 
roállandók közé esik.

A mikroállandók ismeretében kiszámítottuk 
a GLA, PNGLA és GLU а -pH eloszlásfüggvé­
nyeit, amelyeket az 1. ábrán mutatunk be. Kiszá­
m ítottuk a különböző egyszer, ill. kétszer proto­
nált részecskék arányát az összes egyszer, ill. két­
szer protonált részecskékhez képest. Ennek alap­
já n  az egyszer protonált GLA részecskék 98%- 
ban a 7 -, 2 %-ban az a-karboxilcsoporton, míg a 
kétszer protonált részecskék 24%-ban a két 7 -, 
76%-ban az a -  és 7 -karboxilcsoportokon proto- 
náltak. (Ugyanezek az adatok a PNGLA-ra: 96% 
7 -, 4% a- az egyszeresen, 84% 0 , 7  és 16% 7 - 7  

a kétszeresen protonált részecskék megoszlása.) 
Ennek alapján a

В  —*  Es —  Et — - E:

protonálódási útvonal valószínűsége 0,74 a GLA, 
0,80 a PNGLA esetében, ez az útvonal tekinthető
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a protonálódási folyamat „főútvonalának” . A

S  —  Es —  B  — Eî

útvonal valószínűsége 0,24, a GLA 0,16 a PNGLA 
esetében, ez a protonálódási folyamat „mellékút­
vonala” . A

S  —  Б  — 6  —  E:

útvonal valószínűsége a legkisebb 0,02 a GLA, és 
0,04 a PNGLA esetében.

Ca2+ és My2+ komplexképzést folyamatok

A geminálisan két protonálódó csoportot 
tartalmazó vegyületek fémkomplexeinek stabili­
tási állandóit a 4. táblázatban mutatjuk be. A 
kapott állandókat a következőképpen nyertük. A 
MA és a PGLA komplexképző fémionok jelenlé­
tében kapott pH-metriás titrálási görbéinek leí­
rását a

ß\ [H+] +  2/?2[H+]2 +  K MHA • V  • 2[M2+] • [H+]
1 +  A[H+] +  i92[H+]2 +  KMA[M2+] +  KMHA ■ k-1. 2[M2+] . [H+]

függvénnyel kíséreltük meg; itt

K _  [MA] 
MA [M] ■ [A]

(24)

[MHA]
КмНА [M] • [HA]

(25)

és [M2+] =  CM, mert § “ ■ ~  120 -  140.
A legkisebb négyzetes finomítások során a 

K \ fH A  • &  szorzat nullával vált egyenlővé, míg 
a K m a -*a irodalmi adatokkal összhangban levő

adatokat kaptunk. Ennek nyilvánvaló kémiai ta r­
talma, hogy az adott körülmények között egy­
szer protonált komplexek nem képződnek mér­
hető mennyiségben e rendszerben. Mivel GLA és 
a PNGLA 'y-helyzetű donorcsoportjainak eseté­
ben analóg komplexképzési viselkedés várható, e 
vegyületek esetében a karboxiljain teljesen depro- 
tonált ligandum mellett azt a részecskét vettük 
figyelembe, amely csak az a-COOH csoporton 
protonált. Az ennek megfelelő modellfügg vény:

EL ! « • ßi ■ [H+r +  К м н аА • • [M2+] • [H+]
E L  oft ■ [H+]*' +  KMA • [ м 2 + ] +  К м наА ■ ka • [M2+] • [H+]

(26)

ahol
К 1MH»A| 1-7)

К иЯ - Л-  [M2+|[HaA] (27)

és HaA jelenti az a-karboxilcsoporton proto­
nált részecskét. Az iteráció során ebben az eset­
ben a k a • К м наА állandó vált nullává, míg a 
K m a ~tsl ismét reális érték adódott. A GLA és a 
PNGLA esetében tehát olyan fémkomplex, amely 
7-helyzetű karboxiljainál fogva fémhez kötött, a- 
karboxilcsoportján pedig protonált, nem képző­
dik mérhető mennyiségben. A kísérletileg kapott 
ZH függvény e részecske föltételezése nélkül is jól 
leírható. Ez az eredmény nem meglepő, hiszen a 
HaA részecske képződési valószínűsége mindkét 
vegyület esetében kicsi, az egyszer protonált ré­
szecskére vonatkozó relatív móltörtjük nem ha­
ladja meg a 0,02 ill. 0,04 értéket.

A GLA-n és a GLU-n az a-aminocsoport 
deprotonálódásával egy új, potenciális koordiná­
ciós hely alakul ki. Az erre a helyre történő fém­
bekötést a GLU esetében a

K ,  ■ |H+1 ,
"  1 + if , • [H+] +  K MA ■ [M2+]

4. táblázat
A vizsgált vegyületek kalcium- és 

magnéziumkomplexeinek stabilitási állandói

Ligandum Ca2+-komplex Mg2+-komplex
proto- log K i log K i
náltság 7-helyz. a-helyz. 7-helyz. a-helyz.

MA A2" 1,15 - 1,73 -

PGLA A2" 0,84 - 1,03 -

GLU A2' - 0,60 - 1,33

PNGLA Ha A- 0,84* - 1,03* -

A3" 1,06 - 1,15 -

Ha A- 0,40* - 0,70* -

GLA A2“ 0,60 - 0,92 -
A3“ - 0,64 - 1,42

H„A_ ill. Ha A2- jelenti az a-karboxil csoportján 
protonált GLA ill. PNGLA részecskéket. A *-gal jelölt 
adatok becsült értékek, a megfelelő magyarázatot Id. a 
szövegben.

függvény jól modellezi. (Itt Ky az a-aminocso- 
port protonálódási állandója). Ami igazán meg­
lepő az az, hogy a GLA, fémionok jelenlétében 
kapott, ZH függvényét is jól le tudtuk írni ezzel 
az egyszerű modellel. Még szembetűnőbb, hogy



17 0  B u r g e r  К .  éa m t a a i :  P r o t o n á l ó d á s i  éa komplexképaéai f o l y a m a t o k M a g y a r  K é m i a i  F o l y ó i r a t ,  0 5 .  é v f .  1 0 8 0 .  4 .  a t .

adott fém esetében közel ugyanazt a i f  м л  állan­
dót kaptuk a GLA-га és a GLU-га. Ezek az ada­
tok azt sugallják, hogy a G LA a-helyzetű fém­
megkötését nem befolyásolja lényegesen az, hogy 
a 7-helyzetű karboxilcsoportok fémhez kötöttek 
vagy nem.

A fontiek alapján megadható a fémiont a- 
és 7-helyzetben is koordinált M2GLA kétmagvú 
komplexek stabilitási állandója, amely az üt­
és 7-helyzetű fémbekötésre vonatkozó stabili­
tási állandók szorzata, ha a fontiek figyelembe­
vétele mellett még azt is föltesszük, hogy az a- 
-aminocsoport deprotonálódása nem változtatja 
meg az aminocsoport elektronelszívó effektusát 
oly mértékben, hogy az lényegesen megváltoz­
tatná a 7-karboxilátcsoportok bázicitását, s így 
a létrejövő fémbekötés egyensúlyi állandóját. En­
nek alapján:

[(Ca2GLA)+] 
° g [Ca2+]2 • [GLA3“]

1,24

[(Mg2GLA)+ j 
° [Mg2+]2 ■ [GLA3 -]

2,34

A z eredm ények tárgyalása

Bázikus donoratomok közötti hidrogénhidak 
képződése a megfelelő donorcsoportok egyikének 
protonálódási állandóját növeli, míg a másikét 
ugyanannyival csökkenti35. Mivel a G LA és mo- 
dellvegyületei esetében ilyen szokatlanul magas 
és alacsony protonálódási állandók együtt nem 
léptek fel, a vicinálisán elhelyezkedő két 7 karbo- 
xilátcsoport között, reakciókörülményeink mel­
lett (híg vizes oldat), H-híd képződését nem vet­
tük figyelembe.

A protonálódási mikroállandók összevetése 
számos érdekes következtetésre vezet:

A MA, GA és PNGLA log &  mikroállan- 
dói közel azonosak, a PGLA-é már valamivel ki­
sebb, a GLA-é, GLU-é és PCGLU-é a legkiseb­
bek, de közel azonosak. Ez azzal magyarázható, 
hogy az utóbbi három vegyületben a-helyzetben 
erős elektronelszívó hatást kifejtő protonált ami­
nocsoport van. Ezzel szemben az acetilezett a- 
-aminocsoport kevésbé elektronelszívó. Ez az oka 
az első három vegyület log К1 értékei egybeesé­
sének. Ugyanez a tendencia figyelhető meg a log 
ka értékek esetében is.

A log ka ill. a log fc“ értékek a G A > 
PNGLA > GLU ~  GLA sorban csökkennek.A 
GA log к1-ja  azért kiugró érték, mert nem hat rá 
a geminális aminocsoport elektronelszívó hatása.

A fontiekből az is kitűnik, hogy az acetilezett 
aminocsoport elektronelszívó hatása gyengébb, 
mint a protonált aminocsoporté. Ez magyarázza 
egyúttal a GLA és a PNGLA log k ^ - i  ill. log 
fc“7-i közötti különbségeket is.

Szembeötlő a G LU log ka és a PCGLU log 
fc^-ja közötti egyezés. Hasonlóképpen a mérési hi­
bahatáron belül egyezik a PNGLA log ka ill. log 
fca^-értéke a PGLA log к"1 ill. log ^-értékével. 
Ez arra utal, hogy a savamidcsoport elektron­
szívó hatás szempontjából ekvivalens a protonált 
karboxicsoporttal. Ezt a korábbi megfigyelést36 
újabban NMR mérésekkel igazolták37.

A fontiek figyelembevételével a PCGLU log 
K i=  7,87-es makroállandója tekinthető a GLU ill. 
GLA log /-“_ommo mikroállandójának, jóllehet, 
ez a részecske nem képződik a rendszerben 
mérhető mennyiségben.

A komplexképző fémionok jelenlétében ka­
pott Z h  függvények értékelése során egyszer pro­
tonált MHaA komplexeket a GLA és a PNGLA 
esetében nem tudtunk kimutatni. A protonált 
karboxil- és savamidcsoportok elektronelszívó 
hatás szempontjából kimutatott ekvivalenciája 
alapján azonban e részecskék egyensúlyi ada­
tai is megbecsülhetők voltak. Eszerint a PGLA 
kalcium- ill. magnéziumkomplexének stabilitási 
állandója tekinthető az а -helyzetben protonált 
PNGLA megfelelő komplexei stabilitási állandó­
inak. Nem meglepő, hogy az utóbbi állandók ki­
sebbek mint a teljesen deprotonált PNGLA-ra 
vonatkozó állandók, hiszen az a-karboxilcsoport 
protonálódásával a 7-helyzetű karboxilcsoportok 
bázicitásának, s ezzel a képződő komplex stabili­
tásának csökkennie kell.

A fontiek alapján várható, hogy a GLA 
a-karboxilon protonált megfelelő komplexeinek 
stabilitása is kb. ugyanannyival kisebb, mint a 
PNGLA esetében, vagyis 0,1-0,2 log egységgel 
alacsonyabb, mint a karboxiljain teljesen depro­
tonált GLA komplexé. Az e föltételezés alapján 
becsült M HaGLA komplexek stabilitási állan­
dóit a 4. táblázatban *-gal jelöltük meg.

Összevetve a szabad GLA és a fehérjeláncba 
beépült GLA modelljéül szolgáló PGLA azon 
fémkomplexeinek stabilitási állandóit, amelyek a 
vér pH-ján képződhetnek (pH =  7,3-7,5), megál­
lapítható, hogy a PGLA stabilabb komplexet ké­
pez a Ca2+-mal és a Mg2+-mal, mint a GLA. Ez a 
kis stabilitásnövekedés két hatás eredőjeként adó­
dik: az acetilezett aminocsoport kevésbé elekt­
ronszívó mint a protonált aminocsoport, míg a 
protonált karboxilcsoporttal ekvivalens savamid­
csoport erősebben elektronszívó mint a proto-
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n ál at lan karboxilcsoport. E két ellentétes ha­
tás eredményeként a PGLA 7-karboxilátjainak 
bázicitása, és ezzel komplexeinek stabilitása is 
kismértékben megnő. A PGLA kalciumkomple­
xének stabilitási állandója azonban még így is 
messze elmarad a GLA-tartalmú véralvadási fak­
torok kalciumkomplexeinek az irodalomban kö­
zölt stabilitási állandóitól. (Pl. protrombin: log 
K=  3,516 Faktor IX: log K=  4,013). A fehérje­
láncba beépült magányos GLA oldallánc tehát 
ugyanúgy nem képes stabil kalciumkomplex kép­
zésére, mint a szabad aminosav, a nagy stabili­
tású kötőhelyek kialakulásához tehát más extra­
stabilizáló hatásoknak is fel kell lépniük: itt első­
sorban a fehérjemolekula szekunder struktúrájá­
nak megváltozására ill. vegyesligandumú komp­
lexek képződésére lehet gondolni.

A szerzők ezúton mondanak köszönetét Juhász 
A.-nak, amiért a GLA és származékainak szintézisé­
hez N-benzoiloxikarbonil-DL-7-karboxi-glutaminsav-7 , 7- 
di-t-butilésztert bocsátott rendelkezésünkre.

Összefoglalás

Munkánk során a 7-karboxil-glutaminsav 
(GLA) és néhány rokonvegyületének protoná- 
lódási ill. kalcium- és magnézium-komplexkép- 
ződési mikroegyensúlyait tanulmányoztuk pH- 
metriás módszerrel. Az eredmények alapján jelle­
meztük a különféleképpen védett illetve a külön­
böző protonáltsági állapotú donorcsoportok in­
duktív effektusait, és megadtuk az egyes proto- 
nálódási izomerek mikroeloszlásfüggvényeit, va­
lamint a különböző protonálódási útvonalak va­
lószínűségeit. Emellett megadjuk a különféle­
képpen protonált fémkomplexek stabilitási ál­
landóit is. A polipeptidlánc GLA oldalcsoport­
já t funkcionálisan modellező N-acetil-7-karboxi- 
glutaminsav-a-metilamid kalciumkomplexének 
stabilitási állandóját a GLA-énál nagyobbnak, 
de természetesen GLA-tartalmú polipeptidekénél 
sokkal kisebbnek találtuk.

F o rm atio n  m icroequ ilib ria  of the  p ro ­
to n , calc ium  a n d  m agnesium  com plexes of 
7-ca rb o x y g lu tam ic  acid and  re la ted  com ­
p o u n d s . K. Burger, P. Sipos, M. Véber, I. Hor­
váth, В. Noszál and M. Low

The formation microequilibria of the pro­
ton, calcium and magnesium complexes of 7- 
carboxyglutamic acid (GLA) and some related 
compounds were studied via pH-metric titrar 
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-7-carboxyglutamic 
acid a-methyl-amide (which functionally models 
a single GLA residue in polypeptide chains) was 
found to be greater than th a t for GLA, but much 
smaller than tha t for the natural GLA-containing 
polypeptides.
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