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1. BEVEZETES

A fémion-bioligandum k&lcstnhatasok kozdtt kildnle-
ges szerepet tdlt be a kalcium- és magnéziumionok koordi-
nacidja. Az €10 szervezet nagymolekuldju szerves vegylile-
tei és a szdvetekben a kétértékii ionok k&zdtt legnagyobb

3 mol dm—3) jelenlevd kalcium- és

koncentraciéban (1~3-10"
magnéziumionok k&zdtti koordinacids kémiai kdlcsOSnhatésok
eredményeként valtozatos Osszetételli és egyensulyi stabi-
litasu komplexek johetnek létre. Ezekben a fémionok alta-
laban a bioligandumok oxigén donoratomjaikhoz kapcsoldd-
nak, a komplexek Osszetétele az esetek tdbbségében a li-
gandum protondltsagi allapotatdl is fligg. A fémionkoordi-
nacioé eredményeként megvaltozik a bioligandumok szerkeze-
te, toltése, ezen keresztil biolégiai hatasa, reakcidkész-
sége; ezen alapul a két ion enzimreakcidkban betdltétt
fontos szerepe. (Pl. véralvadas, tejképzOdés, idegingerii-
let-vezetés, izommiikddés, stb.,)

A kalcium- és magnéziumionok néhany "kedvezdtlen" tu-
lajdonsdga (lezart elektronhéj, "szintelenség", diamagne-
sesség, "gyenge" koordindcids képesség) a koordinacids
kémiai tanulmédnyozasukra alkalmazhatd mddszerek korét
erdsen korlatozza.

Munkam sbrén két bioldbgiailag aktiv vegyliletcsalad

néhany képviseldjének protonédlddasi ill. kalcium- és mag-



néziumion-koordinadcidéjat tanulmdnyoztam potenciometrias
mbédszerekkel.

A y-karboxil-glutaminsav (GLA) és rokonvegylileteinek
tanulményozéséhoz az a kobzismert kisérleti tapasztalat a-
dott indittatast, amely szerint a vér alvadasi folyamatai-
ban a kalciumionok déntd szerepet jatszanak és, hogy az
alvadasi folyamatokat szabalyozdé enzimek (véralvadési fak-
tqrok) koz6tt t6bb olyan is talalhatd, amelynek aktiv for-
méia a kalciumkomplexe. A képzddd kalciumkomplexek megle-
poen nagy stabilitasuak, sOt a benniik szerepld ligandumok
szelektivek a kalciumionra. Ujabb kisérleti tapasztalatok
alapjan az is bizonyitottnak tekinthet®, hogy a véralvada-
si faktorokban a kalciumionok a glutaminsav oldalléncok-
bdél a K-(koagulacidés~) yitamin hatasara pésztszintetikus
uton képzddd y-karboxi-~glutamat oldallancokhoz kotddnek.

A bisz~indol alkaloidok kozott a vinkrisztin és a vin-
blasztin a vérrak és mas lagyszdveti tumoros megbetegedé-
sek kemoterapiadjaban nyert alkalmazast, Sajnos, e vegylile-
tek vizes oldatai bomlékonyak, ami szamos gyégyszertechno—
l6giai nehézséget okozott (pl. a sterilizdlast nem tette
lehetdvé, ill. a gydgyszert porampulldban kellett forgal-
mazni; stb.). Az a megfigyelés, mely szerint ekvivalens
mennyiségli cink-, kalcium- vagy magnéziumion jelenlétében
e vegyliletek vizes oldatai hosszu iddn at bomlas nélkiil

tadrolhatdk, és hOkezeléssel sterilizalhatdk, szintén koor-



dinacidés kémiai kdlcsbnhatasra utalt.

Ezek alapjan célunk a fenti ligandumok, valamint kal-
cium- és magnéziumiénok k6zb6tti koordinacidés kémiai kol-
csbnhatéas ranilminyozasa, a képzddd komplexek stabilitéasi
éllandéinak meghatérozéasa, e rendszérek minél sokoldalubb
jellemzése volt. Doktori értekezésemben e kutatasok ered-

ményeirdol szamolok be.



2. KISERLETI RESZ

2.1. A felhaszndlt anyagok

A GLA-t és szarmazékait az [l]-ben leirt mdédon LOGw Mik-
16s és munkatarsai szintetizaltak. A DL-glutaminsav, glutar-
sav és malonsav Fluka a.lt. mindségi volt.

A vizsgdlt mono- és bisz-indol alkaloidakat, amelyeket
a Richter Gedeon Gydgyszervegyészeti Gyar, Budapest bocsa-
tott rendelkezéslinkre, fénytdl és nedvességtdl védve, zart
edényben -18 ?C—on taroltuk, a [2] el®iratanak megfeleld mo-
don.

A mérésekhez hasznalt egyéb vegyszerek Fluka ill. Rea-

nal gyartmanyu, a.lt. min8ségliek voltak. A méréseket 25,0+0,1

Oc-ra termosztalt zart mérdedényben, allandd (1 mol dm'-3 ill.

0,15 mol dm—3) ionerGsség mellett hajtottuk végre.

2.2. A mérések kivitelezése

A pH-metrids mérésekhez a NaOH mérdoldatot 50 v%-os kar-

bondtmentes NaOH térzsoldatbdél &llitottuk eld, a higitashoz
frissen kiforralt és lehiitott kétszer desztillalt vizet hasz-
naltunk. Az iéner6sséget'NaNO3-tal ill. NacCl-dal éllitottuk
be. A mérdoldatot levegdtdl elzarva, natronmeszes levegOszi-

rdvel elladtott edényben taroltuk és pontos koncentracidjat



minden mérés eldtt ellendriztiik.
A titralasok soran hidrogénionra mintegy 0,01 mol dm—3
ismert koncentracidéju erds sav (HNO3 ill. HCl) oldatot tit-

radltunk a NaOH mérdoldattal a ligandum ill. a komplexképzd

3 3 3

fémion jelenléfében ill. tavollétében 10~ - 5:10 ~ mol dm
ligandumkoncentracidé mellett.

A 0,01 mol dm'_3 er8s savoldatot ismert térfogatu és
koncentraciéju erds sav tdrzsoldat pontos higitésaval alli-
tottuk eld, a higitas soran allitva be a megfeleld sdéval a

3 ill, 0,15 mol deB) ionerdsséget. A komp-

kivant (1 mol dm~
lexképzd fémionok ismert mennyiségét is a higitas soran jut-
tattuk az oldatba, A ligandumok ismert koncentraciéju olda-
tat ugy éllitottqk eld, hogy a szilard minta&t pontos bemé-
rést kovetden ismert térfogatu erds sav tdrzsoldatban ol-
dottuk fel.

A megfelelben nagy fémionfdldsleg biztositasahoz a
Calvin-féle deprotondlddasi vizsgalatok sordn az ionerds-
séget a megfelélG kalcium~ ill. magnézium-séval 4llitottuk
be.

A mérésekhez "Radiometer" G202B félmikroméreti liveg-
elektrddot és "Radelkis" OP08303 tipusu kettds diffuzids
hatarrétegli Ag/AgCl vonatkoztatasi elektrédot alkalmaz-
tunk. A szén-dioxid tavoltartasara az oldaton nagytiszta-

sagu N, gazt buborékoltattunk keresztiil.

2
A kalciumionszelektiv membrénelektrodos potenciomet-




rias egyensélyi vizsgadlatok soran a ligandumok 10—3 mol dm_
koncentracidju oldatat titréituk 0,05 mol dm—3—es Ca(NO3)2
mér6oldéttal. A pH-t NaAc/HAc pufferrel tartottuk &allandd
(pH.= 5,5) értéken.

A kalciumionszélektiv elektr6d membrénjat [3]-nak meg-
felelden allitottuk eld. A membran hordozéja PVC, elektro-
aktiv anyag dioktil-oxifenil-foszforsav, lagyitdéja dioktil-
-oxifenil-foszfonat. Az elektrdd belsd elektrolit-oldata

3 referens elektrdédként "Radelkis" OP

0,01 mol dm™ Caclz;
08303 tipusé kettds diffuzidés hatarrétegi Ag/AgCl elektrdd
szolgéalt.

A méréseket hazi készitésli, potenciometrias mérések
kivitelezésére alkalmas szamitbgépvezérlésii automata titra-
loberendezés ségitségével hajtottuk végre. A berendezés
blokksémajat az 1. abran mutatjuk be.

Az elektrddpotencialt Radelkis OP 208/1 tipusu preci-
zids digitélis.mv ill. pH-mérdvel hatdroztuk meg (reprodu-
kdlhatésag + 0,5 mv, ill. + 0,005 pH-egység). A mérdolda-
tot Radelkis OP 930/1 tipusﬁ automata birettaval adagol-
tuk (adagoldsi pontossag + 0,002 cm3). A fenti két beren-
dezést hazi készitésﬁ interface kozbeiktatasaval egy 2ZX
‘Spectrum szamitbgéphez csatlakoztattuk. A pH-mérd BCD je-
leit 8255 tipusﬁ programozhatdé periférié&lis interface to-

vabbitotta a szamitdgéphez. Ugyanez az interface miikOdtet-

te az automata biirettat is. A rendszer vezérlését BASIC

3
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nyelven irott program végezte. A mérés soran a komputer au-
tomatikusan hajtotta végre a kiilonbo6zd mér6qldatrészletek
adagolasat, és gondoskodott arrdél is, hogy az elektrdédpo-
tencialt csak az egyensﬁly bedllta utén rdgzitse. Emellett
az eredményeket megjelenitette a hozzakapcsolt monitoron

és kinyomtatta egy Sinclair-zZX sornyomtatdén. A berendezés-
sel sorozatmérések esetén a mérési adatok "on line" keze-

lése is lehetséges volt.

2.3. A mérési adatok értékelése

A pH-metrids mérési adatok értékelésekor eldszdr az

elektdd kalibréc#és adatait hataroztuk meg ismert koncent-
raciéju erds sa& oldatnak ismert koncentréciéj@ erds bazis
mérdoldattal tOrténd titralasaval. A kalibracidét az érdemi
mérés eldtt legalabb kétszer, és utadna egyszer elvégeztiik,
és akkor fogadtuk el, ha az azonos fogyashoz tartozd po-
tencidlértékek kiiloénbsége nem haladta meg a + 0,5 mV-ot,

A kalibracidé &sszetartozd6 fogyads - e.m.e. értékparjai-
bél a médositott Nernst egyenleéet

E=E +M1g [H'] + J.-[H'] + 3 +[0H"]
o H OH

ismeretlen paramétereit (EO, M, JH’ JOH) legkisebb négyze-

tes finomitassal hataroztuk meg, annak figyeiembe vételé~



vel, hogy savas tartomanyban

C ‘v. - C V.
[H+1 _ _sav_'o lug "i _ C. + (1)
: Vo + Vi H
és a lugos tartomanyban
[OH"] = KW = Clug.vi B CsaV.VO = C - (2)
' [H+l Vo + Vi OH

ahol Csav az ef6s sav tdrzsoldat analitikai koncentréacidja

Clug a lugmérdoldat analitikai koncentréacidja

VO a kezdeti térfogat

Vi az egyes mérdoldat fogyds értékek.

A kalibraciés paraméterek ismeretében mért potencial-
értékeket a médositott Nernst egyenletnek [H®]-ra t&rténd
megoldasaval t;anszforméltuk pH—értékké.'

A ligandum jelenlétében és tavollétében kapott titra-
lasi gérbékrGl'a Bjerrum-féle komplexképzddési flggvény ér-

tékeit szamitottuk ki, majd ezekbdl az

N
T

— _ i=1

n = = (3)
T

B, [u¥1*
i=0 *

modellfiiggvény alapjan a protonalddasi &allanddkat legki-
sebb négyzetes finomitassal, szamitbégépi programmal hata-

roztuk meg.



'

A kalciumionszelektiv membranelektréddal végzett méré-

sek soran az elektrdd kalibraciés adatait 1 mol dm ° ione-
r6ssé§ﬁ, pH = 5,5 oldatnak ismert koncentracidju Ca(NO3)2
mérdoldattal tOrténd titraladsaval hataroztuk meg, a pH-met-
rids részben ismertetett kdvetelmények szem eldtt tartasa-
val. A Nernst-egyenlet alapjé&n a ligandum jelenlétében mért
e.m.e. adatokbdél kozvetleniil olvastuk le az aktualis szabad
fémionkoncentraciét ill. szamitottuk a Bjerrum-féle komplex-

képzGdési fliggvény megfeleld értékeit.



3. A Y-KARBOXI-GLUTAMINSAV E£S NEHANY ROKONVEGYULETENEK PRO-
TONALODASI, KALCIUM- ES MAGNEZIUM-KOMPLEXKEPZESI MIKRO-

FOLYAMATAI

3.1. Irodalmi Osszefoglalas

A y-karboxi-glutaminsavtartalmu oligo- és polipepti-

dek egyensﬁlyi kémiai vizsgalaténak eddigi eredményei

A y-karboxiwglutaminsavat (GLA) 1974-ben fedezték fel
a protrombin szekvencidjdban [4]. Szamos kisérleti tapasz-
talat utal arra, hogy a GLA oldallancok résztvesznek a K-
-vitamin dependens véralvadasi faktorok (a protrombin mel~-
lett a VIII, IX, X, XIII véralvadasi faktorék) és mas kal-
ciumfiiggd fehérjék (dentinek, elmeszesedett szdvetek, osz-
teokalcin, csont-GLA-protein) kalciumion koérdinéciéjéban.

A K-yitamin dependens véralvadasi faktorok "nagy"
(log K = 4-5) és "kicsiny" (log K = 2-3) egyensulyi stabi-
. litasu kalcium-komplexeik formadjaban fejtik ki hatasukat
[5-9]. Ez az enzimatikus aktivitas és a fémkoordinacids
készség azonban jelentd8sen cstkken, ha a polipeptidekbdl
a GLA-tartalmu N-terminalis részt eltavolitjak [10, 11]
vagy ha a GLA oldallancokat termikusan [12] vagy formalde-
hides-morfolinos kezeléssel [13] specifikusan dekarboxile-

zik [12-16].



Biokémiai szempontbdél, pl. a vér alvadasi folyamatai-
nak megértéséhez igen fontos a képzodott komplexek szerke-
zetének megismerése., Az e targyben megjelent szamos Ossze-
foglald mi alapjan [17-23] a GLA-tartalmu polipeptidek kal-
ciumkomplexei szerkezeti szempontbdl az aldbbi tipusokba
sorolhatdk:

l. a maganyosan vagy parosaval elhelyezkedd GLA oldal-

lancok kalciumiont k&tnek meg,

2. a molekula egymastdél tavol esd részeinek GLA oldal-
lancai kalcium-hidon keresztiil 6sszekapcsoldédhat-
nak, ami megvaltoztathatja a fehérje szekunder struk-
turdjat és ezzel reakcidkészségét (templathatéas),

3. két fehé;je kapcsoldodhat Ossze kalcium-hidak révén
(enzim-szubsztrat kapcsolat),

4, a kalciumion hidként szerepelhet a GLA-membréanfosz-
folipid vegyesligandumu komplexben, ami a polipep-
tidek membrénfelileti megk6tb6dését teszi lehetdve.

A GLA-t szintetikusan 1976-ban allitottdk eld [24],
protonaladasi makroédlland6it pH-metrias, elektroforetikus

[25] és 13

C NMR [26] médszerrel hataroztak meg. Az igy nyert
protondlédasi allanddék azonban - f6leg az alacsonyabb pH-

- =tartomanyban - jelentdsen eltérnek egymastdl,

A GLA és aszintetikusan eldallitott, a K-vitamin depen-

dens fehérjéket funkciondlisan modellezd GLA-tartalmu kis-

peptidek fémion-koordindcidjanak vizsgdlata is ellentmonda-



sos eredményekre vezetett. Megallapitottdk, hogy a szabad
GLA kalciumionnal csak kevéssé stabil 1:1 &sszetételii komp-
lexet képez (log K = 1,3) [25, 26], viszont a két szomszé-
dos GLA-t ("tandem") tartalmazdé kispeptidek mar kdzel olyan
egyensﬁlyi stabilitasu kalciumkomplexet képeznek (25, 27,
28], mint a protrombin (log K = 3,5) [8]. Megallapitotték,

+ 3+ + 2+
3 , Eu3 , Mg® )

hogy a biner M-GLA komplexekben (M = G4~ ", Tb
a fémion koordinacidés szférajanak egyik fele szabad, igy
hozzaférhetd egy masik ligandum (pl. egy masik GLA oldal-
lanc vagy a mémbrénfoszfolipid hidrofil része) szamara

(26, 28, 29]. A GLA-nak ezt a sajatsagat késdbb rdntgen-
szerkezeti adatokkal [30] és elméleti szamitasokkal [31] is
igazoltak. .

A fontieknek ellentmond, hogy a magényés GLA-t és a GLA-
-tandemet taréalmazé kispeptidek Eu3*—komplexeit szerkezeti
és stabilitdsi szempontbdl hasonlénak talaltak (32].

A fonti eredmények alapjan felvetddik az a kérdés, hogy
&ajon a nagy stabilitésu komplexek kialakulaséhoz tSbb GLA
6ldallénc egylittes részQétele szliikséges, vagy a polipeptid-
lanc induktiv effektusai mar egy maganyos GLA oldallancot is
képessé tesznek a kalciumion nagy egyensulyi stabilitésu meg-
kotésére.

A kérdés elddntésére modellkisérletet terveztiink, mely-

nek célja a GLA és néhany szarmazéka protonaldédasi mikro-

egyensulyainak egzakt megismerése és ezen keresztiil annak ki-



mutatasa, hogy a polipeptidlanc milyen hatast gyakorol a
GLA oldalléancéara, hogyan valtoztatja meg a protonaldédd cso-
portok bazicitasat és ezzel fémion-koordinacids készségét.
E célbdl az alabbi vegyliletek vizsgédlatat végeztik el:
(2. dbra) (zardjelben a szbvegben alkalmazott roviditések)
- vy-karboxi~-DL-glutaminsav (GLA)
- N-acetil-y-karboxi-DL-glutaminsav (PNGLA)
- N-acetil-y-karboxi-DL-glutaminsav-a-metilamid (PGLA
- ez a vegyllet funkcionédlisan modellezi a polipep-
tidbe beépiilt magédnyos GLA oldallancot)
- DL-glutaminsav-a-metilamid (PCGLU)
- DL-glutaminsav (GLU)

- malonsav (MA)

glutarsav (GA)
A méréseket pH-metrias mbédszerrel, 1 mol de3 NaCl ion-

er3sségen hajtottuk végre.

3.2. Ertékeld mbédszer a mikroallanddék meghatdrozéasara

Protondlddasi mikrodllanddk meghatdrozasdra szamos kom-
binadlt pH-metrias és spektroszkopidés mddszert dolgoztak ki
[33, 34]. E mbédszerek azonban a GLA tipusu vegyliletek eseté-
ben nem haszndlhatdék a funkcids csoportok spektroszkopias
tulajdonsdgainak hasonldsaga és a kdztik 1évd szénatomok

kis szama miatt [35]. Mikroallanddékat az ilyen esetekben de-
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duktiv mdédszerrel lehet meghatarozni [{36]). E mdodszert a
GLA és a PNGLA esetében a kdvetkezOképpen alkalmaztuk. A
harom karboxilcsoport protondldédasi sémaja (figyelembe vé-
ve, hogy a GLA a-aminocsoportjanak protonaltsagi allapota

e pH tartomanyban nem valtozik):

——+
—> -+
— 0
kO(
Ty
—+ k'ﬁ“ —+
o AN I
L.}. L—+
kﬁ"
Y,
——O
—> —+
B, = 2k ¥ + k¢ (4)
_ LYY Y @ a_ .Y
82—k kY+k kY+k ka (5)
= CX.._Y. Y - Y- Y. a _ G.. Y. Y -
63 k Kqy kaY k kY kYY k kOL kaY (6)

Azonos csoportra vonatkozdé megfeleld mikroallanddok ha-
nyadosaval két csoport kodlcsdnhatasanak a mértéke kvantita-

tiven megadhaté.

* Az Ef séman a két f81s86 csoport az ekvivalens y-, az alsd
az a-CO0 -csoportot jeldli. A mikrodllanddék indexelése ugy
tortént, hogy a felsd indexben az adott folyamatban protonéa-
16d6, az alsd index(ek)ben a mar protonalt csoportokat tiin-
tettik fel.



ki k3
Pl. 1 =-=g, . 7
Kkt k, 1,3 7

ahol Ei . az i és j csoportok kozti kolcstbnhatasi tényezd.
14

Szimmetrikus dikarbonsavak (pl. MA, GA) esetén ennek érté-

ke a makroallanddkbdl is szamithatéd:
E. . = L& (8)

A kOlcsbnhatasi tényezdk felhaszndlasaval a .(4)-(6) egyen-
letekben leyd alsd indexszel is jel6lt mikrodllanddk az a-

1labbi médon fejezhetdk ki:z

kY =xY-E (9)
Y YY

k* = x*-E , (10)
Y ay
o ay

kY =kxY-E =%kY-E E (12)
ay a Yy ay Yy

k* = x%g = k%.g? (13)
YY Y oy ay

(9) - (13) —at visszahelyettesitve (4)-(6)-ba

B, = 2k¥ + k% ' (14)
B, = k)?-E _ + 2k"k%E (15)
By = (V) %% (B2 (16)



A Bl, 52, 53 dllanddkat® az ismertetett pH-metrias méd-
szerrel, az E__, EOLY felhasadasi tényezoket pedig az MA és
GA makroallandd6ibdl meghatarozva ka, kY protonalédasi mikro-
éllandékhoz, majd a (9)-(13) egyenletben megadott mikroal-
landdkhoz jutottunk. Szamitdsaink soran a GLA és a PNGLA e-
setében azokat a k%, kY értékparokat hataroztuk meg, amelyek
a legkisebb eltéréssel egyszerre elégitik ki mindharom e-
gyenletet,

A protonalddasi mikroallanddk ismeretében megadhatdk a

részecskék képzddési fok fliggvényei. Specidlisan a GLA és a

PNGLA esetére a kovetkezd Osszefliggések érvényesek:

1
Y +
o = Ekjiiﬂ_l"w : (18)
a +
ag = k_%H__]_ : (19)
kY-k;jLH*]Z
aEg = o (20)
2kak;[H+]2

A GLA esetében: Bl = K,

By = KpX3

By = KR3Ky,
mivel K, az a-aminocsoport protonadlddasi allanddja, és a kar-
boxilcsoport protonadldédasi tartomanyaban protondltsagi alla-

pota nem valtozik.



-kY-kz~k3Y°[H+]3
s = (22)
E? A
3 .
‘A= -]’ (23)
i=0 ?

Figyelembevéve, pl. az

(B kY

i - (24)
(B1+ (B1 8

hdnyados megadja az egyszer protonalt részecskék kozilil azok-
nak a hanyadat, amelyek a y-karboxilat csoportjukon proto-
naltak, Mivel ez.aszamitas elvégezhetd a kétfajta lehetséges
kétszer protondlt részecskékre is, kiszamithatdé, hogy a GLA
és PNGLA harom kiilonbdz® lehetséges protonalddasi utvonala
kbzil - a szd statisztikai értelmében -~ melyik milyen vald-
szinliségl.

A két karboxilcsoportot tartalmazd vegyliletek mikroallan-
déinak ill. a-pH-fiiggvényeinek kiszamitdsa a fenti Ossze-
| filggésekkel analég Ssszefiiggésekkel oldhatd meg.

Itt kell megjegyezni, hogy a protonalddasi folyamatok
soran a gemindlis karboxilcsoportokra belépd proton a két
karboxilt 6sséekbt6 hidrogén-hid képzddéséhez is vezethet.
Az ilyen képzddmény kialékulését e mérésekkel sem alatamasz-

tani, sem megcafolni nem lehet, Ennek a feltételezésnek az



alabbi protonaldédasi séma felelne meg:

f
[ kk [+
‘ Lt

k =
k L—o o
o o
L o k
O kf
k
kor \Y) [ +
Y N K
S— S
_ .k (o}
By = K© + k
- k. f a k
B, = k' -k + k*k
-k _ ko f a0 ok f
By = kirkyskge = KTk kg = Kotk tkoy

(14) - (16) —ot Bsszevetve az (25)-(27)-tel

kK = 2k
ké = 2k;
k=2 kY
k?k B k?Y

mig a megfeleld eloszlasfiiggvényekbdl

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)



Qrwy = Ot (34)
EY B

vagyis a felvazolt két protondlddasi séma kozdtti kiildnb-
ség pusztén formai, hiszen a részecskéket ugyanaz az el-

oszlasfliggvényrendszer irja le. A GLA protohélédési mikro-
folyamatait a tovabbiakban a koréabban leirt formalizmus

szerint targyaljuk,

A képz3dd Cazi-és Mgzjvkomplexek stabilitasi &llandé-

inak kiszamitasadhoz a ligandumoknak a komplexképzd fémion
jelenlétében kapott H fiiggvényeibBl indultunk ki, Az al-

kalmazott modellfiiggvény altalanos alakja

ligandumhoz k&tott proton _

H = Osszes ligandum
N N-1
r ip.-mT1Y + £ i-kS.Motyiomd
B i=1 (35)
N w1 ML ooy i s '
T B.[H'] + £ K *k.-[H ] -[M°]
_~ 1 _ i i
i=0 i=

ahol N a protonok maximdlis szama, k? az i-szeresen proto-
nalt részecskékhez tartozdé megfeleld mikroallanddk szorza-
ta, Kg pedig az i-szeresen protonadlt részecske fémkomple-
xének stabilitési éllandéja. A Kg-k? szorzatokat szamito-

gépes program segitségével, legkisebb négyzetes finomitéas-

sal hatéroztuk.meg, E sza&mitasokat az Osszes olyan ligane



dumra elvégeztiik, amelyek geminalisan két protonaléddé cso-

portot tartalmaznak.

3.3. Kisérleti eredmények ismertetése

3.3.1. Protonadlddasi folyamatok

- A vizsgalt vegyiletek protonaldédasi makroallanddit az

1. tablazatban mutatjuk be. Az &llandék reprodukdlhatésaga:

log K > 3 = 0,05
2 <log K< 3 : 0,1

2 >log K z 0,2

A MA" és PGLA protonaldédasi makrodllanddinak ismereté-
ben az log EYY = -1,68, a GA esetében log an = -0,11.
Ezek az adatok jé egyezést mutatnak a GA és MA irodalmi ada-
taival [37].

A (l14)-(16) egyenletek alapjan kiszamitott karboxilat

mikroallanddkat a'vatéblézatban tiintettiik fel. A GLA és a

PNGLA esetében a (14)-(16) egyenletek bal és jobb oldala
kozotti eltérés nem haladja meg a 0,02 log egységet, ez ter-
nészetesen az illesztés és nem a mérés hibaja. Ez a feltiind-

*A GLA y-helyzetli karboxilcsoportjaihoz szerkezetileg hason-
16 MA karboxilcsoportokat y~val jel&ltiik.



1. tablazat

A GLA és rokonvegylileteinek protonaldédasi makrodllandoi

log K log K log K

1 2 3 4
MA 4,97 2,71 - -
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 - -

2. tablazat

A GLA és rokonvegylleteinek a karboxiladt-csoportokra vonat-
koz6é protonalédasi mikroallandéi. (A tablazatban *-gal je-

161t értékekre vonatkozd magyarazatot lasd a szdvegben.)

log k¥ log k% 1log kz log k$ log k¥  1log k¢ log kY

o YY ay
A 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




en jO egyezés megerositi a GLA log Ky = 1,8-as értékét:

ez az érték éppen az elektroforézissel (log K, = 1,6) [25]
és a 13C NMR-rel (log K, = 2,0) [26] kordbban meghatarozott
makroallanddok kozé esik.

A mikroallanddk ismeretében kiszamitottuk a GLA, PNGLA
és GLU a-pH eloszlasfliggvényeit, amelyeket a 3. abran muta-
tunk be. Kiszamitottuk a kiilénb&zd egyszer, ill. kétszer
protondlt részecskék aranyat az Osszes egyszer, ill. kétszer
protonalt részecskékhez képest. Ennek alapjan az egyszer pro-
tonalt GLA részecskék 98 %-ban a y-, 2 %-ban az a-karboxil
csoporton, mig a kétszer protonalt részecskék 24 %-ban két
Y-, 76 %-ban az a- és y-karboxil csoportokon protoné&ltak.
(Ugyanezek az adatok a PNGLA-ra: 96 % y-, 5 % oa—- az egysze-
resen, 84 % a, y é€s 16 % y-y a kétszeresen protonalt részecs-
kék megoszléasa.)

Ennek alapjén a

X

B E'

protonédlédési utvonal valdsziniisége 0,74 a GLA, 0,80 a PNGLA
esetében; ez az utyvonal tekinthetd a proton&lddasi folyamat

"f6ﬁtvonalénak". A

E:

Eg+

E
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3. abra. A GLA, PNGLA és GLU mikrorészecskék eloszlas-

fliggvényei



utvonal valédésziniisége 0,24, a GLA, 0,16 a PNGLA esetében ez

a protonalddasi folyamat "mellékutvonala". A

E E

¢ "

+
E, ——

1

utvonal valdsziniisége a legkisebb, 0,02 a GLA, és 0,04 a

PNGLA esetében.

3.3.2. A Ca2+ és Mg?* komplexképzési folyamatok

A gemindlisan két protonaldédé csoportot tartalmazd ve-

gylletek fémkomplexeinek stabilitdsi allanddit a 3. tabla-

zatban mutatjuk be. A kapott &dllanddkat az kdvetkezdképpen

nyertik:

A MA és PGLA komplexképz® fémionok jelenlétében kapott

pH-metrids titrdlasi gorbéinek leiréaséit a

B -[H'1 + 2:8,- (8717 + K

aY.o.rmety.oryt
Atk 2-[M°]-[H"]

MH
+,2

1+ Bl-LH*l + 62°[H 1 # K -EM2+1 + K

MA

fliggvénnyel kiséreltlik meg; itt

« - _ [ma)
MA - m%ty.(al
K - [MHA]
MHA  (M°*)-(HA]
) 2+ Cn
és (M°7] = CM’ mert I 120-140

A

MHA

kY20 (M2t (at]

(37)

(38)

(36)



3.

27

tabla

zat

A kalcium- 'és magnéziumkomplexek stabilitasi &llanddéi.(A

csillaggal jeldlt értékek becsililt adatok,

gyarazatot lasd a szdvegben.)

a megfeleld ma-

A ligan- Ca2+—komplex M92+—komplex

dum pro-

tonaltsa- log Ky 1

gi alla-

pota

vy-helyzet a-helyzet y-helyzet a-helyzet
2~

MA A 1,15 - 1,73 -
pGLA  AZT 0,84 - 1,03 -
GLU a2 - 0, 60 - 1,33
PNGLA H_A™ 0,84 - 1,03 -

a3~ 1,06 - 1,15 -
GLA H A 0,4 - 0,7" -

a3” - 0,64 - 1,42




A legkisebb négyzetes finomitédsok soran a KMHA-kY szor-

zat nullaval v&lt egyenldvé, mig a KMA—ra irodalmi adatokkal
Osszhangban levd adatokat kaptunk. Ennek nyilvanvald kémiai
tartalma, hogy az adott korililmények kozb6tt egyszer protonalt
komplexek nem képzddnek mérhetd mennyiségben a rendszerben.
Mivel a GLA és a PNGLA y-helyzetli donorcsoportjainak eseté-
ben analdg komplexképzési viselkedés varhatd, e vegyliletek
esetében a karboxiljain teljesen deprotonélt ligandum mellett

azt a részecskét vettik figyelembe, amely csak az a-COOH cso-

perton protonélt. Az ennek megfeleld modeilfﬁggvény:

3 .
) i?si-LH+1l + Ky A-k“-LM2+1-LH+]
— i=1 a
H = 3 . (39)
NS B . 2+ LS 2+ it
.EBi[_H],+KMA[_M]+KMHAk[M]LH]
i=0 a
[MHaA]
ahol KMH A= (40)

[M2+]-LHGA1

és HaA jelenti az a-karboxilcsoporton protopélt részecskét.
A;finamitéé soran ebben az esetben a k- Kug a &dllando valt
nullévé, mig a KMA—ra ismét redlis érték adégott. A GLA és

a PNGLA esetében tehat olyan fémkomplex, amely y-helyzeti
karboxiljainal fogva fémhez ko6tott, a-karbbxilcsoportjén pe-
dig protonalt, nem képzddik mérhetd mennyiségben. A kisérle-

tileg kapott H fliggvény e részecske foltételezése nélkiil is

jol leirhatdé, Ez az eredmény nem meglepd, hiszen a HaA ré-



szecske képzddési valdsziniisége mindkét vegylilet esetében
kicsi, az egyszer protonalt részecskére vonatkozd relativ
mdltortjiik nem haladja meg a 0,02 ill, 0,04 értéket,

A GLA-n és a GLU+=n az a~aminocsoport .deprotondlédasa-
val egy uj, potencialis koordinacids hely alakul ki, Az
erre a helyre t&rténd fémbekOtést a GLU esetében a

Ky« [H']

H = (41)

-+ - 2%+
1+ K, *[H ] + Kyp® LM 1

fliggvény jal modellezi, (Itt K; az a~aminocsoport protona-
16dasi allanddja.) Ami igazan meglepd, hogy a GLA fémionok
jelenlétében kapott H filiggvényét is jé1 le tudtuk irni ez-
zel az egyszerii modellel. Még szembetiinébb, hogy adott fém
esetében k&zel ugyanazt a KMA &4llando6t kaptuk a GLA-ra és a
GLU-ra. Ezek az adatok azt sugalljak, hogy a GLA a-helyze-
ti fémmegkdtését nem befolyasolja lényegesen az, hogy a
vy-helyzetii karboxilcsoportok fémhez kététtek vagy sem.

A fontiek alapjan megadhaté a fémion y- és a-helyzet-

ben is koordinalt M.,GLA kétmagvu komplexek stabilitasi &al-

2
landéja, ami az a- és y-helyzeti fémbekGtésre vonatkozd
stabilitéasi allanddék szorzata, ha a fOntiek figyelembevé-
tele mellett még azt is feltételezziik, hogy az a-aminocso-
port deprotona&ldédasa nem valtoztatja meg az aminocsoport

elektronkziud effektusat oly mértékben, hogy az lényegesen

befolyadsolnad .a y-karboxilcsoportok bazicitasat, s igy a



létrejovo fémbekbtés egyensulyi alland6éjat. Ennek alapjan:

[(ca, GLa)¥]

log — - = 1,24
[ca’*12.[cLa®"]
+
[(Mg, GLA) ]
log = 2,34
2+ 3= ’
(Mg®¥1%. [cLa’")

3.4. Diszkusszid

A protonalddasi mikro&llanddk Osszevetése szamos ér-
dekes kdvetkeztetésre vezet:

A MA, GA és PNGLA log kY mikroadllandék k&zel azonosak,
a PGLA-é mdr valamivel kisebb, a GLA-&, GLU-é és PCGLU=-é. a
~ legkisebbek, de k&zel azonosak. Ez azzal magyarazhatd, hogy
az utdbbi harom yegyliletben a-helyzetben er®s elektronszivéd
hatast kifejtd protonalt aminocsoport van. Ezzel szemben az
acetilezett a-aminocsoport kevéshé elektronszivé. Ez az oka
az elsdo hérom'vegyﬁlet log kY értékei egybeesésének. Ugyan-
ez a tendencié figyelhetd meg a log kg értékek esetében is.

A log k* ill. log k? értékek a GA > PNGLA > GLU ~ GLA
sorban csOkkennek, A GA log kQ—ja azért kiugrd érték, mert
nem hat rd a gemindlis aminocsoport elektronszivd hatasa.
A fontiekbdl az is kitlinik, hogy az acetilezett aminocso-
port elektronszivé hatésa gyengébb, mint a8 protonalt amino-

csoporté. Ez magyarazza egyuttal a GLA és a PNGLA lole-i



k6z6tti kiildnbségeket is.

Szembedtld a GLU log kl é&s a PCGLU log kY-ja kdz&tti
egyezés. Hasonloképpen a mérési hibahataron belil egyezik
a PNGLA log kl ill. log k:w—értéke a PGLA ‘log k¥ ill. log
kzvértékével (1d, a *—-gal jeldlt adatokat a 2, tablazatban).
Ez arra utal, hogy a savamid-csoport elektronszivé hatas
szempontjahdol ekyivalens a protondlt karboxildt-csoporttal,
Ezt a kordbbi megfigyelést [38] ujabban NMR mérésekkel is
igazoltak [39].

A fontiek figyelembevételével a PCGLU log K, = 7,87~

a=amino

—-es makroallandéja tekinthetd a GLU ill, GLA log ka

mikroallanddjanak, joéllehet ez a részecske nem képzddik a
rendszerben mérhetd mennyiségben,

A komplexképz® fémionok jelenlétében kapott H-fliggvé-
nyek értékelése soran egyszer protonéalt MHdA komplexeket a
- GLA és a PNGLA esetében nem tudtunk kimutatni. A protonalt
karboxil és savamid csoportok elektronszivdé hatas szempont-
jaboél kimuytatott ekyivalencidja alapjan e részecskék egyen-
sulyi adatai is megbecsiilhetdk voltak, E szerint a PGLA
kalcium- ill, magnéziumkomplexének stabilitasi allandéja
tekinthetd az a-helyzetben protonalt PNGLA megfeleld komp-
lexei stabilitési allandédinak. Nem meglep®d, hogy az utdbbi
dllanddk kisebbek mint a.teljesen deprotonalt PNGLA-ra vo-
natkozd éllanéék, hiszen az avkarboxilcsopbrt protonaloda-

saval a y-helyzetli karboxilcsoportok bazicitédsanak s ezzel



a képzddd komplex stabilitasanak csdkkennie kell.

A fontiek alapjan varhatd, hogy a GLA a-karboxilon pro-
tonalt megfeleld komplexeinek stabilitasi allandéja is kb.
ugyanannyival kisebb, mint a PNGLA esetében, vagyis 0,1-0,2
log egységgel alacsonyabb, mint a karboxiljain teljesen de-
protonalt GLA komplexé. Az e fdltételezés alapjan az M HaGLA
és M HaPNGLA komplexekre vonatkozdé becsiilt stabilitasi allan-
dékat a 3. tablazatban *-gal jeldltiik meg,

Usszevetve a szabad GLA és a fehérjelancba beépiilt GLA
modelljéiil sz0lgdld PGLA azon fémkomplexeinek stabilitasi
allandéit, amelyek a vér pH-jan képzddhetnek (pH = 7,3-7,5),
megallapithatd, hogy a PGLA stabilisabb komplexet képez a
C52+—mal és a Mg%+—mal, mint a GLA. Ez a kis stabilitasnéve-
kedés két hatas ereddjeként adddik: az acetilezett aminocso-
port kevésbé elektronszivd, mint a protonélt aminocsoport,
mig a protondlt karboxilcsoporttal ekvivalens savamid-cso-
port erGSebb.elektronsiivé mint a protonalatlan karboxilat-
-csoport. E két ellentétes hatas eredményeként a PGLA y-kar-
boxilat-csoportjainak bazicitédsa, és ezzel komplexeinek sta-..
bilitasa is kismértékben megnd. A PGLA kalciumkomplexének
stabilitéasi allanddéja azonban még igy is messze elmarad a
GLA-tartalmu véralvadasi faktorok kalciumkomplexeinek az iro-
dalomban k6z8lt stabilitasi &llanddéitdél, (Pl. protrombin
log K = 3,5 [8] Faktor IX: log K = 4,0 [5]). A fehérjelanc-

ba beépiilt magdnyos GLA oldalédnc tehat csakugy mint a sza-



bad aminosav nem képes stabil kalciumkomplex képzésére.
A nagy stabilitésu kalciumiohra specifikus kotdhelyek ki-
alakulasahoz tehat mas extrastabiliz&ld hatasoknak kell
fellépnilik; itt elsGsorban a fehérjemolekula szekunder
strukturdjanak megvaltozasara ill. vegyesligandumu komp-

lexek képzddésére gondolhatunk.



4. NEHANY MONO- ES BISZ-INDOL ALKALOIDA PROTONALODASI ES

KALCIUMKOMPLEX-KEPZESI EGYENSULYAI
4.1. Bevezetés

A "Vinca Rosea" n&vény kivonatanak fehérvérsejtszam
csbkkentd hatasat az 1950-es években ismerték fel [40]. A
hatdéanyagok izoldldsa soran a vinblasztin [41] és a vink-
risztin [42] bisz-indol alkaloidak bizonyultak leginkabb
hatékonynak, s a vérrdk valamint egyéb lagyszdveti tumo-
ros megbetegedések kemoterapidjaban nyertek alkalmazéast
[43-45].

A vinkrisztin és a vinblasztin egy indolvazas (kata-
rantin-szerii) és egy dihidroindolvazas (vindolin-szerii) mo-
lekuiarészletbél épil fel., Szerkezetiiket a 4, abra mutat-
ja be.

A sikeres gydégyadszati alkalmazast kovetden még sza-
mos mono- és.bisz—indol alkaloidat is eldallitottak szin-
tetikus uton (46, 47], melyeknek fGleg farmakolégiai ha-
tadsat tanulmanyoztak, és a kémiai t&rgyu vizsgalataikat
is gyogyaszati céloknak rendelték ala, Igy els®sorban e
vegyliletek szerkezetének spektroszkodépias moédszerekkel tor-
ténd felderitésére tettek erbfeszitéseket [pl. 48-54],
Osszefliggést keresve a vegyliletek szerkezete és bioldgiai

hatékonysaga kozdtt. Emellett szamos nagy pontossagu ana-



O R=CHO Vinkrisztin
CH3 Vinblasztin

Vindolin

CH30

Katarantin

4. dbra. A vinkrisztin, vinblasztin, vindolin és kataran-

tin szerkezeti képlete



litikai médszert is kidolgoztak az indol-alkaloidak meny-
nyiségi meghatéarozasara [55-60]. Ugyanakkor e nitrogén-

és oxigéndonor atomokat tartalmazd molekulék koordinéci-
6s kémiai tulajdonsadgai ma még szinte teljesen felderitet-
lenek. Pedig‘az orvosi és biokémiai szakirodalomban sza-
mos szerz® utal arra, hogy e molekulak bioldgiai aktivita-
sa komplexképzd fémionok (kalcium, magnézium, cink) jelen-
létében megvéltozik. Kimutattdk, hogy a vinkrisztin és a
vinblasztin inhibialja a TTP-az enzim kalcium-transzport-
jat [61]. Néhdny vinkrisztinre rezisztens leukémia sejt-
ben meglepden nagy kalciumkoncentracidét mutattak ki [62],
ugyanezekben a sejtekben kalcium-antagonistak megnovelték
a vinkrisztin f&lhalmozdédasat [63].

Magnéziumionok hatdsdra a tubulin - az agyban . talal-
haté fehérje - vinblasztin~indukalt Onasszociacidéjanak
megndvekedését mutattdk ki [64], ugyanakkor a tubulin cink-
ionok induk&lta asszociéciéjénak tanulmanyozasakor azt ta-
pasztaltak, hogy ezt a vinblasztin inhibialja, és az inhi-
bicids hatéas filigg a kdzeg magnéziumion-koncentracidéjatodl
(651,

A fonti adatok azt mutatjdk, hogy a vinkrisztin és a
vinblasztin "in vivo" fémionfliggd folyamatokban vesz részt.
E folyamatok ﬁélyebb megismeréséhez minden bizonnyal szik-
séges lenne a két bisz-indol alkaloida fémionkoordinacids
sajatsaganak pbntos ismerete is,

A vinkrisztin és a vinblasztin "in vitro" tanulmanyo-



zdsa soOran megéllapitotték( hogy e vegyliletek vizes olda-
tai igen bomlékonyak [2], emiatt porampulldban keriilnek
forgalomba, éé vizes oldatukat kozvetleniil a felhaszna-'
las eldtt készitik el. Ugyanakkor ekvivalens mennyiségi
kalcium-, magnézium- vagy cinksdk hozzaadasaval stabil
injekcids oldatot sikeriilt eldallitani [66]. Mivel a bio-
ligandumok fémkomplexei altaldban kevésbé hajlamosak a hid-
rolitikus bomlasra, mint a szabad ligandumck [67], kézen-
fekvd volt az a foltételezés, hogy komplexképzddés okozza
a latvanyos stabilitésndvekedést.,
| Polarografias médszerrel sikeriilt is bebizonyitani,
hogy a cinkionok nagy stabilité&su komplexet képeznek a
vinkrisztinnel-és a vinblasztinnal, azonban a ligandumok
elektrodfeliileti adszorpcidjanak visszaszoritasahoz alkal-
mazott nagy ionerdsség (10 mol dm—3) hatdsara az elektrdéd-
reahqié,oly mértékben irreyverzibilissé valt, hogy a képzo-
dd komplex stabilitédsi allandéjat nem lehett meghatérozni.
Kiszoritasos mddszerrel az is bizonyitast nyert, hogy a
cink t8bb nagysadgrenddel stabilabb komplexe£ képez a vink-
risztinnel, mint a kalcium vagy a magnézium [68, 69].
Mivel a polarografias madszer a fenti rendszerekre
csak kvalitativ informacidkat adott, pH-metrias és kalci-
umion-szelektiv membranelektrddos méréseket terveztiink,
hogy megdllapitsuk a képzddd komplexek egyensulyi allan-

déit és hogy e rendszereket minél sokoldalubban jellemez-



ziik. Vizsgalatainkat kiterjesztettﬁk a vindolinra és kata-
rantinra is, mivel e vegyliletek szerkezetileg igen hason-
léak a vinkrisztin és a vinblasztin indol- ill. indolin-
vazas molekularészleteihez, lehet8séget adva a bisz-in-

dol alkaloidok protonaléddasi folyamatainék alaposabb megis-
nerésére illetve a fémion-koordinacids helyének pontosabb

behatarolaséara.

4.2. A kisérleti eredmények ismertetése, diszkusszid

A ligandumok pH-metrias titralasi gbrbéi alapjan a két
kilénb6z8d ionerdsségen (0,15 mol dm_3 ill. 1,0 mol dm-3)
meghatarozott protonalddasi allanddkat, amelyek a vegylile-
tek tercier-nitrogén donoratomjaihoz rendelhetdk, a 4. tab-
"lazatban mutatjuk be. (Az egyszer protonalt vinblasztin és
magasabb ionefésségen a deprotonalt katarantin kivalt az
oldatbhdél, ezért az e folyamatokhoz tartozd protonalddasi
dllanddkat nem tudtuk meghatarozni.)

Mint a t&blazat adataibdél kitiinik, a vindolin proto-
nadldédasi d4llanddja a vinkrisztin és a vinblasztin savanyubb
protonalddasi allandéihoz all kdzel, mig a'katarantiné a
vinkrisztin bazikusabb protonaldédasi &llanddéjadhoz. Ennek a-
lapjan foltételezhetd, hogy fizioldégias pH-n a vinkrisztin
és a vinblasztin vindolin-szeri részének donornitrogénije

kvantitativen deprotonalt, mig a katarantin-szerii része pro-



4. tablazat

A vinkrisztin, vinblasztin, vindolin és katarantin protona-

l6dasi allandoi

I =0,15 mol dm—3 I =1,0 mol dm”3

log Kl log K2 1 log K2
Vinkrisztin 8,10 5,50 5,75
Vinblasztin - 5;7 -
Vindolin - 6,08 6,19
Katarantin 7,40 - o




tondlt allapotu. Ez utdbbi adat O0sszhangban all azzal a
feltételezéssel, mely szerint a bisz-indol alkaloidak (‘"in
vivo") akkor képesek reverzibilis, kovalens kotést kiala-
kitani a tubulinnal, ha a folyamatban a katarantin-szeri
rész donornitrogénje protonalt [70].

A Calvin-féle deprotonaldédasi vizsgalatok soran a
cinktartalmu rendszer esetében a cinket a ligandummal ek-
vi&alens mennyiségben alkalmaztuk, mivel a polarografias
mérések’szerint a cinkkomplex nagy stabilitésa miatt mar
1:1 fém:ligandum arany esetén kvantitativ a komplexképzd-
dés. A kalcium- és magnéziumtartalmu rendszerekben viszont
az ionerdsség beallitdsara kalcium- ill. magnézium-nitra-
tot alkalmaztunk, ily mdédon nagy fémionfelesleggel bizto-
sitva a kvantitativ komplexképzOdést, A fémmentes ill.
fémiontartalmu rendszerek titrdlasi gorbéi kozil néhanyat

az 5-6. ébrékon mutatunk be, A kalcium- és cinkion jelen-

létében kapott titradlasi gbrbék a mérési hiba hatarain be-
1liil megegyeztek a fémmentes alkaloiddkhtok megfelelG gor-~
béivel. Ez azt bizonyitja, hogy a cink- éé a kalciumkomp-
lex.kép26dése pH-figgetlen folyamat. A magnéziumtartalmu
rendszerekre kapott titraldsi gdrbe kis, de még éppen szig~
nifikans eltérést mutat a fémion-mentes oldattal kapott a-
naldég gbrbétdl. Ennek alapjan foltételezhetd, hogy a magné-
ziumionok, ha ilyen nagy fol6slegben vannak, a pH-fligget-

len komplexképzési folyamat mellett kisrészben pH-fliggd
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5. abra. A vinkrisztin pH-metriés titralasi gorbéje kalcium-

ionok jelenlétében

3 3

x: 10O cm3 10_2 mol dm HNO3—oldat titralasa 0,07410 mol dm

oldattal

I =1 mol dm—3 NaNO3

o : ax 2,5-10_3 mol dm—3 vinkrisztin jelenlétében

© : a o 0,33 mol dm”™> Ca(NO,), jelenlétében
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6. adbra. A vindolin pH-metrias titralasi godrbéje magnézium-

ionok jelenlétében

titraldsa 0,07410 mol dm > NaOH-

x: 1O cm3 10—2 mol dm_3 HNO3
-dal
-3
I = 1 mol dm NaNO3
+ & X 2,5'10_3 mol dm—3 vindolin jelenlétében

o : + 0,33 mol dm_3 Mg(NO3)2 jelenlétében



komplexképzddési folyamatban is részt vesznek. A két titra-
lasi gbrbe kOzti kis kiildonbség azonban a pH-fliggd folyamat
aldrendelt voltat mutatja. .

E vizsgalatok tehat azt bizonyitjak, hogy a bisz-indol
alkaloidok cink-, kalcium- és magnéziumionokkal vald komp-
lexképzbdési folyamataiban a fémionok nem a ligandumok ami-
no nitrogénatémjaihoz kapcsoldédnak. (Ennek valdsziniileg a
bazisos nitrogének kedvezdtlen sztereokémiai elhelyezkedése
az oka - ez a 7..ébrén bemutatott kalottamodell alapjan is
belathatd.) A Calvin-féle titrdlasok ezért a komplexek sta-
bilitasara tajékoztatast nem nyujtottak.

A bisz-indol alkaloidok a két tercier amino-nitrogénen
kivil oxigéndonor atomokat is tartalmaznak. Ezek a k&vetke-
z0k: két hidroxi, egy metoxi, egy acetoxi, két metilészter
és a vinkrisztin esetében egy formil donoroxigén. Mivel e-
zek a tanulményozott pH-tartomdnyban nem protoné&lédnak, f61-
tehetd, hogy a fémionok pH-fliggetlen komplexképzési folya-
matban a felsorolt oxigéndonor atomok k&zlil valamelyekhez
kapcsolédnak.iA vinkrisztin és vinblasztin vindolin-szerii
részén egymashoz kdzel helyezkedik el egy alkoholos hidro-
xil, egy metilészter és egy etilacetat csoport. Kézenfekvo-
nek tilint annak.féltételezése, hogy a fémionkoordinacid e

lH.NMR méré-

csoportok oxigénatomjain keresztlil tdrténik.
sek alapjdn [69] a vinkrisztin, vinblasztin és vindolin lH

NMR spektrumdhan a fOnti csoportok rezonanciajelei fémionok



7. abra A vinkrisztinmolekula kalottamodellje. A fehér
gbmbdk a hidrogén-, a pirosak az oxigén-, a kékek a nit-
rogén-, a feketék a szénatomokat jelképezik. A tercier
amino-nitrogén baziscentrumokat nyilakkal jeldltiik meg.
A fémionok fdltehetBen az abra bal alsd részén lathatd

térkdzeli helyzetben 1lévd oxigénatomokhoz koordinaléd-

nak.



hatasara eltolddtak, mig a tObbi jel'véltozatlanul maradt,
ami igazolni latszik a f6nti elképzelést.

A kalciumion koordindcid potenciometrids vizsgdlatara

irdnyuld eldkisérletek sorédn azt tapasztaltuk, hogy a poten-
ciometrids mérésekhez sziikséges nagy (10-3 mol dm_3) vink-
risztin koncentrdcidéju rendszerekben a kalciumionok hatasa-
ra csapadék valt ki az oldatbdl, Mivel a.vinkrisztin szul-
fat-sé formadban allt rendelkezésilinkre, felmeriilt az a gon-
dolat, hogy a kivalt csapadék kalcium-szulfat. A csapadékot
az oldatbdél centrifugédlassal eltavolitva és a felliluszét
‘spektrofotometriésan analizalva azt talaltuk, hogy a csapa-
dékképzddés soran az oldat vinkrisztin-koncentracidja a
felére csdkkent, Ezt kdvetden elvégeztiik a Csapadék teljes
analizisét.'A vinkrisztintartalmat spektrofotometridsan ha-
taroztuk meg. A molekula UV spektrumédt a 8. &bra szemlélte-
ti. Az analizishez a 296 nm hull&mhossznal mért fényelnye-
lést hasznaltuk, A 9, éb;én a vinkrisztin spektrofotometri-
4s mérésének linedris kalibracid gdrbéjét mutatjuk be. A
szulfationokat Zimmermann-médszerxrel ugyancsak spektrofoto-
metri&san, a kalciumtartalmat atomabszorpcids mdédszerrel
mértik. A desztillalt vizzel kimosott és vakuumexikkator-
ban foszforpentoxid f61l6tt 20 6ran at szaritott csapadék
Osszetétele CaV(SO4)2—nek adobédott, ahol V jelenti a kétszer
protonédlt vinkrisztin molekulat.

A tovabbiakban foltételeztiik, hogy a csapadékként ki-
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8. abra. A vinkrisztin UV spektruma

(L = 01 em, & = lO_3 mo 1 dm—3)
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9. abra. A vinkrisztin abszorbanciajanak fliggése az alka-
loida koncentraciétol (A = 296 mm, 4 = 0,1 cm)



vald komplex rossz vizoldékonysaga a nagy soj -tartalom
eredménye, az azt kovetd kisérleteinkben az Osszes szul-
fat s6 formajaban rendelkezésre alldé ligandumban a szul-
fationokat klorid~ ill. nitrationokra cseréltiik. Ilyen k&-
riilmények koz6tt kalciumos titrdlds soran az oldatokbdl
csapadékkivalast nem tapasztaltunk.

Az elOkisérletek masik fontos tanulsaga, hogy 0,15
mol dm’_3 ionerdsség mellett a vinkrisztin az elektrddfe-
liiletet kismértékben mérgezte, az e mérgezést okozd vink-
risztin adszorpcidé azonban az oldat ionerGéségének néve-
lésével csbkkenthetd volt, és 1 mol dm!_3 ionerdsség mel-
lett elhanyagolhatdan kis értékivé valt.

A fonti tapasztalatok alapjén a titralasok soréan

lO"3 mol dm“3 koncentracidoju szulfadtmentesitett vinkrisz-

3

tinoldatot titraltunk meg 0,1 mol dm Ca(NO3)2 mérdol-

dattal 1 mol dm"“3 NaNO., ionerdsséqg mellett, pH = 5,5~en.

3
Az igy kapott titrdlasi gbrbét a hozzatartozdé kalibréaci-
és egyenessel egylitt a 10. abran mutatjuk be. A mérési
adatokbdél kiszémitottuk a kalcium-vinkrisztin rendszer
Bjerrum-féle komplexképz&dési fliggvényét (1ll. abra), a-
melyrdl leolvaéhaté, hogy a vizsgalt koncentracidé-tarto-
manyban egy vinkrisztinmolekula egy kalciumiont koordi-
nal
log K = 3,27 + 0,1

egyensulyi allandéval.
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10. abra. A vinkrisztin titralasa kalciumszelektiv membran-
elektrod mellett
1. kalibracids egyenes

2. lO_3 mol dm—3 vinkrisztin titralasi gorbéje
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11. abra. A kalcium-vinkrisztin rendszer Bjérrum—féle komp-
lexképzddési fliggvénye. A pontok a kisérletileg talalt, a

folytonos vonal a szamitott értékeket jelenti.



Sajnos, a vinblasztin, vindolin és a katarantin elektrdéd-
felliileti adszorpcidéjat 1 mol dm_3 ioner&sség alkalmazasaval
sem lehetett kiklisz6bdlni., Ezért e vizsgadlatainknal az elekt-
rod feliiletét "Amicon"-Diaflo UM-05 tipusu 'dializismembrén-
nal fedtik be, ez a kereskedelmi forgalomban beszerezhetd leg-
kisebb porusatmérdji membran, A gyari eldiratok szerinti eld-
kezelés utédn a membran az 500 D-nal nagyobb molekulatdmegli mo-
lekuldk szamara athatolhatatlan, igy a 90§—es relativ moleku-
latBmegii vinblasztin nem juthat &t az elektrdd felliletére, mig
a kalciumion igen.* A dializismembréannal fedett kalciumszelek-
tiv membrénélektrédot a 12, abran mutatjuk be. E berendezéssel
a titralast igen erds keverés mellett kellett végezni, igy is
jelentékeny id6r¢ volt sziikség a kalciumion koncentracid ki-
egyenlitddéséhez a dializismembran két oldalan. E folyamat ido-
fliggését a 13, abra mutatja, amelybSl kideriil, hogy egy-egy
mérési pontban az egyensuly bedlladsdhoz 60~70 percre volt sziik-
ség. Sajnos, e berendezéssel nem lehetett a méréseinknél alta-
lanosan hasznalt két kalibrécids egyenest (az egyiket a mérés
eldtt, a masikat a mérés utan) az érdemi titrdlassal azonos -
napon megszerkeszteni, Ezért a titralast megeldz0 és az kdve-
t® napokon kapott pontok atlagat hasznaltuk a mérések értéke-
lésénél. Az igy nyert kalibraldé egyenest és a hozz&tartozd

titralasi gorbét a 1l4. abran mutatjuk be. A fenti vizsgalatok

e — o —

*A vindolin és a katarantin esetében, kisebb molekulatdmeglik

miatt e mdédszer nem volt alkalmazhatd,.
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12. abra. Dializismembrannal fedett kalciumszelektiv memb-
ranelektrdéod keresztmetszeti rajza

elektrodfej
elektrdodtest

belsd referens oldat (0,01l mol dm_3 CaClz)

kalciumion-szelektiv membran

1.

2.

3.

4., 6. tomitogylrik

. :

7. Diaflo - UM-05 dializismembran
8.

kozvetitdfolyadék
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13. &bra. Dializismembrannal fedett kalciumszelektiv memb-—

ranelektrod valaszjelének idofiliggése
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14. abra. A vinblasztin titralasa dializismembrannal fedett
kalciumion-szelektiv membranelektrod mellett

- kalibracids egyenes

¢} 10_3 mol dm_3 vinblasztin titralasi gorbéje



a kalcium=yinkrxisztin rendszerhez hasonldéan a kalcium-
-vinblasztin rendszerben is 1l:1 fém:ligandum Osszetéte~
li komplex képzHdését mutatta (15, abra). A mérési ada-
tokbdél szamitott egyensulyi allandé értéke (log K = 3,2+
+0,2) is egybeesett a vinkrisztin komplex stabilitasi al-
land&javal. Ez azt mutatja, hogy a vinblasztint a vink-
risztintdl megkiilonbbztetd metilszbsztituens sem a komplex
Osszetételében, sem annak stabilitdsdban nem okozott val-~
tozast. Ezzel egylitt az eldzBekben vazolt kisérleti nehéz-
ségek miatt az egyensulyi allandé hibaja a vinblasztin
komplex esetében esetleg jdval nagyobb is lehet a vinkrisz-
tinnél, ez a kalcium-vinblasztin rendszer komplexképzddési
fliggyényébol is kiderilil. Igy a kalcium-vinblasztin-komplex-
re kapott egyensulyi &llanddé csak téjékoztatd jellegi a-
datnak tekinthetd. |

A vinkrisztin és vinblasztin terapias doézisanak (10
mg/ampulla), a kalcium—komplexek stabilitdsi &llandéinak, va-
lamint a vér egyensulyi kalciumakoncentréciéjénak ismereté-
ben belédthaté, hogy a vinkrisztin és a vinblasztin mintegy
75 %-ban kalcium-komplexe formajaban van jelen a vérben.
Ez utdbbi adat is arra utal, hogy a fémionkoordinacidé jelen-
tO0s szerepet jatszhat a fonti gydgyhatdsu anyagok bioldgiai

aktivitasaban.
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15. abra. A kalcium-vinblasztin rendszer Bjerrum-~féle komp-
lexképzodési fliggvénye
X : kisérletileg talalt adatok

--~ : szamitott fliggvény



5. USSZEFOGLALAS

Dolgozatomban két bioldgiailag aktiv vegyliletcsalad
néhany képviseldjének protondldédasi ill. kalcium- és mag-
néziumion-koordinacids egyensulyi adatait mutatom be.

A y-karboxi-glutaminsav (GLA) fontos szerepet jat-
szik a K-vitamin-dependens véralvadasi faktorok kalcium-
ion-koordinacioéjaban.

Munkam sordn pH-metri&s mddszerrel meghataroztam a
GLA és néhény szarmazékénak protonaldédasi makro- ill. mik-
rodllanddéit. A proton&lddasi mikroallanddk alapjan megad-
tam a kiilonféleképpen protonalt donorcsoportoknak a szom-
széd csoportokra kifejtett hatasat, A kﬁlénbéz6 figgetlen
protonadlddasi utvonalakat grafokkal szemléltetve meghata-
roztam az egyes utvonalak valdsziniliségeit.

Meghataroztam a kiilénféleképpen protonalt ligandumok
és komplexképzd fémionok (kalcium, magnézium) kozotti kol-
csbnhatéas egyensulyi allanddéit és a proton helyét a komp-
lexben, Az egyensulyi &allandok alapjan kOvetkeztetéseket
vonok le az "in vivo" képz3dd fémkomplexek szerkezetére vo-
natkozéan is,

A vinkrisztin, vinblasztin bisz-indol~alkaloidok, a vér-
rak kemoterapidjaban nyernek alkalmazast. E vegyiletek tisz-
ta vizes oldatai bomlékonyak, azonban komplexképzd fémionok

(kalcium, magnézium, cink) jelenlétében hosszu ideig bom-



l4s nélkil eltarthatdk. Munka&m soran Calvin-féle titréalasi
médszerrel bebizonyitottam, hogy a fémion-alkaloida k&l-
csdnhatds nem a bazikus nitrogénatomokon, hanem a bejart
pH—tartoményban nem protonaldédd donorcsoportokon megy vég-
be. Kalciumion-szelektiv elektrod alkalmazasaval meghata-
roztam a vinkrisztin és a vinblasztin kalciﬁmkomplexének
egyensulyi allanddéjat, és ennek alapjén valdszinlisitettem

a fémion kotési helyét a komplexben.
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