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Adatok a Corticotropin pH-fiigg6 konformaciojahoz
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Bevezetés

A természetes humén adrenocorticotrop hor-
mon az og-Corticotropin (a tovabbiakban ACTH)
39 aminosavbél allé polipeptid lanc. Aminosav

e

és tercier szerkezetét illetéen azonban ellentmondé
nézetekkel talalkozunk.

A hormon az emberi szervezet szamara élet-
fontossagi® 4. Biologiai hatasanak értelmezéséhez
a molekula konforméaciéjanak ismerete volna
sziikséges. Ezért tobben is foglalkoztak elszor a
természetes hormon, majd az ACTH elsé szinte-
tikus eldallitasa 6ta® a kiilonb6z6 ACTH fragmen-
sek konformaciéjanak vizsgalataval.

Vizes oldatokban végzett egyes ORD® és CD?
vizsgalatok, valamint hidrogén-deutérium csere
kisérletek® ? eredményeibdl arra kovetkeztettek,
hogy a polipeptid molekula vizes oldatban telje-
sen rendezetlen formaban helyezkedik el.

Ujabb cirkularis dikroizmus vizsgalatok!'?: !
korabbi megfontolasokkal'! 6sszhangban mar vizes
oldatban a molekula rendezddésére utaltak és
trifluor—etanolos oldatban kimutattak az a«-helix
szerkezet fellépését. Az ACTH cirkularis dikroiz-

mus gorbék pH-fiiggése vizes oldatban! azt mu-
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tatta, hogy a pH emelése hatasara kovetkezik be
valosziniileg a polipeptid oldallancai altal stabili-
zalt rendezdédés.

Az irodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy
a Fermandjian és munkatarsai'® 12 4ltal feltétele-
zett rendezett konformacié intramolekularis hid-
rogénhidak képzddésére vezethets vissza. Mivel a
hidrogénhid-képz6dés a hidban résztvevé és a
hid kialakulasaval egyéb médon befolyasolt pro-
véltiik, hogy az ACTH kiilonb6z8 nagysagi frag-
mensei protonalédasi, ill. savi disszociaciés egyen-
silyi allandéinak meghatarozasa a molekula kon-
formaéciéjara is tajékoztatast nyudjthat. A proto-
néalédasi allandék ismerete a polifunkeiés ligan-
dumnak tekintheté ACTH-molekula fémkomplex-
képz6dési reakcidinak vizsgalatdhoz is alapvetd
segitséget ad.

Vizsgalatainkhoz modellrendszernek a Cortico-
tropin els§ N-terminalis 32, 28, 14 és 4 aminosa-
vabol allé szintetikus polipeptideket (a tovab-
biakban ACTH, ,,, ACTH,;_ ,;, ACTH, ,, és
ACTH,_,) hasznaltuk.

A molekulak funkeiés csoportjai kozil a pH =
= 2—13 tartomdnyban a kovetkezdk protonal-
haték, illetve deprotonalhaték: az argininek gua-
nidinocsoportja, a tirozinok fenolos hidroxilja,
a lizinek primer aminocsoportja, a hisztidin egyik
imidazol-nitrogénje, az aszparaginsav és gluta-
minsav karboxiljai és a terminalis amino-, illetve
karboxilcsoport.

A polipeptidmolekulak aminosav szekvencia-
janak ismeretében belathaté, hogy az ACTH,_,
molekula harom, az ACTH, ,, hat, az ACTH, 4
tizenegy és az ACTIH, _,, tizenharom protonalhatd,
illetve deprotonalhaté funkciés csoporttal ren-
delkezik.

A megfeleld egyensiilyi alland6k meghatarozasa
a klasszikus egyensiilyi kémia elvei szerint preci-
zi6s pH-metrias mérésekbdl elvégezhets. Nehéz
feladat viszont az allandéknak a funkeiés csopor-
tokhoz torténé hozzarendelése.

Vizsgalataink célja a négy kiilonb6z6 nagy-
sagi polipeptidfragmens protonalédasi allandéi-
nak meghatéarozasan til az allandoknak a meg-
felel§ funkciés csoportokhoz valé hozzarendelése
és igy a polipeptid konformaciéjat meghatarozé
hidrogénhidak helyének valosziniisitése volt. A
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hozzarendelésben a kiilonb6z6 fragmensek meg-
felel6 adatainak osszevetése, valamint a megfelel§
szabad trifunkciés aminosavak azon funkcids
csoportjai allandéival valé Gsszehasonlitasa nyij-
tott segitséget, amelyek a peptidlanchan szabadon
helyezkednek el.

Kisérleti rész

A pH-metrias egyensilyi vizsgalatokat kalium-nitrattal
0,3 mél dm—3 4llandé ionerdsségre beallitott 25,0-+0,1 °C
hémérsékletre termosztilt oldatokban végeztiik. .Mérémii-
szeriink Radiometer pH M4 preciziés pH-mérs volt. A titrald
0,01 majd 0,1 mél dm—2 karbonatmentes NaOH adagola-
sara Radiometer ABU 12 automata biirettat hasznéltunk.
A mérgelektrod Radiometer G 202 B iivegelektréd, a viszo-
nyité elektr6d Wilhelm hidban!® 0,01 mél dm—3 eziist-nit-
rattal egyensilyban levé Radiometer P 501 eziistelektréd
volt.

Az egyensilyméréseket az ACTH,_,, és ACTH,_,
peptidek 6 :107°—5 -10~* mé6l dm—2 kozotti koncentriciéja
oldataival, az ACTH,_,, 2 -10-4—2 -10—3 mél dm 3 és az
ACTH,_, 3 -10-%4—5 - 10-3 mél dm~3 kozotti koncentra-
ciéja oldataival végeztiik.

Az alland6 ionerGsségre bedllitott vizsgdland6 oldat
peptidtartalmdt ismert sav mennyiséggel protonaltuk, majd
0,01, illetve 0,1 mél dm—2 NaOH mérdoldattal torténd tit-
ralas kézben mértiik az oldatban a pH véltozdsa altal oko-
zott elektromotoros erd valtozast.

Az oldatok ossz-peptidtartalminak, a bemért sav és
fogyott lig mérdoldat mennyiségének ismeretében a kisér-
leti mV értékekbdl (1. dbra) szamitottuk ki a peptidek Bjer-
rum-féle protonéalédasi gorbéit (2. abra)

A 2. abran osszefoglalt gorbékbdl lathaté, hogy a pro-
tonalt ACTH,_, molekula hirom, az ACTH,_,, hat, az
ACTH, _ 4 kilenc és az ACTH,_;, tizenkét protont ad le a
vizsgalt pH-tartomanyban (pH = 2—12).

A polipeptidek osszetétele alapjan varhaté volt és ezt
az 1. és 2. abrik viszonylag kis tagoltsiga is aldtdmasztotta,
hogy az egyes molekuldkon béazikussag szempontjabél egyen-
értékii funkcidés csoportok vannak. Iggy feltételezhetd volt
hogy a deprotonalodési folyamatok kevesebb egyensiillya,
leirhatdk, mint a folyamatokban résztvevs protonok szdamal.

1. abra
AGCTH, . (2.):
ACTH,_;, (4.) polipeptid fragmensek titralasi gorbéi. Kon-

Az ACTH,_, (1), ACTH,_,s (3.) és

centriciok: ACTH,_,: 5-10-3 ACTH, ;,: 2-10-3%

ACTH,_,4: 5 - 10~% ACTH,_ ;,: 5 10-* mél dm—2. Ion-
ergsség: 0,3 mél dm—3
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2. abra
Az egy peptid molekuldrél ledisszocidlt protonok szdma az
oldat pH-ja fiiggésében abrazolva
(1.) ACTH, _ ,; (2) ACTH,_,,; (3.) ACTH,_,5; (4.) ACTH, _,,
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A rendszert leir6 egyensiilyi reakcidkat, illetve az azok-
ban keletkez8 protondlt részecskék osszetételét és a proto-
nalédasi allandékat a kisérleti adatokbél szamitégépi érté-
keléssel’* nyertiik. Ennek lényege, hogy a kisérleti mV—
—lg Cu gorbéket kiilonbozd Gsszetételii protonkomplexek
lépcsozetes képzodését feltételezd modellek alapjdn szimu-
laltuk. A modellek 6sszedllitisanal a protonkomplexek min-
den észszerli kombindciéjat figyelembe vettiik és kiszadmi-
tottuk, hogy a kiilonb6z6 modellek milyen pontossiggal
irjdk le a kisérleti gorbéket. Igy megkaptuk azt a néhany
kombindciét, amely a rendszert matematikai szempontbél
helyesen firta le.

A kisérleti értékparokat a teljes koncentriciétarto-
méanyban a kisérleti hibaval megegyez8 pontossaggal leird
néhany ilyen modell koziill az alabbi kémiai megkitések
minden rendszerre egyetlen modell kivalasztasat tették lehe-
tové:

1. A pH nivelésével egymast kovetd lépesdzetes pro-
tonédlédasi allandék értéke mindig legalabb a statisztikus
esetnek megfeleld mértékben kisebb legyen a megel6z6 al-
landék értékénél.

2. Ha két proton egymast kovetd koogrdindciéjanak
dlland6ja kozott kisebb a kiilonbség, mint a statisztikus
modell alapjdn szdmitott, a két protont egy lépésben koor-
dinalédénak kell tekinteni.

3. A kisérleti gorbét azonos hibdval leiré modellek ko-
ziil mindig azt fogadtuk el, amely kevesebb komplex kép-
zodésének feltételezésén alapul.

Az eredmények és értékelésiik

A négy polipeptid molekula a fentiek szerint
meghatarozott protonalédasi allandéit és a meg-
felel6 funkciés csoportok szabad aminosavakban

. mért protonalédasi allandéit’® az 1. tablazatban

foglaltuk Gssze.

A szabad aminosavak adatai alapjan, figye-
lembe véve azok nagysagat és sorrendjét, az egyes
peptidekben mért allandékat eléggé nagy valé-
szintiséggel a megfelelé funkeciés csoportokhoz
tudtuk rendelni. Bizonytalannak csupan a tiro-
zinok fenolos oxigénjének a lizinek primer amino-
csoportjatol valé megkiilonboztetése tekinthetd.
E két donor kozel azonos bazikussaga miatt nem
zarhaté ki a két protonilodasi folyamat atfedése
és az ezaltal okozott hiba.
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1. tablazat

A Corticotropin (ACTH) fragmensek és egyes aminosavak protondléddsi dllandéinak logaritmusa

Funkei6s csoport ACTH,_ , ACTH,_,, ACTH, g ACTH, 5, Aminosav
Tirozin — OH K, 10,7 K, 9,65 3 KKK, 2931 10,43
- K 8,87
ket KK, =~ 19,89 s ,
Lizin —NH, K, 9,45 KK, 17.92 K, 8,61 10,47
term. —NH, K, 7,17 K, 7,10 K, 6,97 ‘ 9,12
o N D A e B
Hisztidin Imidazol-N K, 6,35 K 6,53 6,12
Glutaminsav + Aszparaginsav K K 4,95 4,18
4,24 7 3 K 4,64
—COOH 2 8 ?
K, 4,59 K 8.74 3,71
term. — COOI K320 0Lk 371 ) R 3,73 | KnKy o 5,38 2,39

A fenolos oxigén és a primer aminocsoport
nitrogénje protonalédasi folyamatainak egymastél
elvalasztott fiiggetlen vizsgalatara kétféle leheto-
ség kinalkozott:

1. A fenolos hidroxilesoport deprotonalédasa-
nak UV spektrofotometrias egyensilyméréssel
torténd kovetése. A protonalt primer aminocso-
port deprotonalasa ui. a fenolat képzését tikrozd
jellemz6 spektrumtartomanyban nem okoz ex-
tinkciévaltozast.

2. A primer-aminocsoport formaldehiddel tor-
ténd blokkolasa és a keletkez8 Schiff-bazis mellett
a fenolos hidroxil deprotonalasanak pH-metrias
kovetése.

Sajnos, a makromolekuldji polipeptid fenil-
alanin, triptofan és hisztidin-részét képezé tobb
aromas gyftrfije a két tirozin fenolos hidroxil de-
protonalédasabdl  szarmazé  spektrumvaltozas
kvantitativ értékelését bizonytalanna teszi. A
primer aminocsoportok formaldehiddel torténd
blokkolasa pedig egyrészt sztérikus gatlas kiala-
kitasaval, mésrészt az éppen vizsgalni kivant
lehetséges hidrogénhidak kialakulasanak megaka-
dalyozasaval megvaltoztathatja a fenolos hidroxi-
lok deprotonalédasi egyensiilyait..

A kétféle vizsgalat kvalitativ értékelésébol
annyi mégis kitfinik, hogy a fenolos hidroxil

- oxigénje az ACTH, ,; és ACTH,_,, molekuldkban
bazikusabb, mint a szabad tirozin adata alapjan
varhaté volna, mig a lizinek ¢-NH, csoportjainak
nitrogénjei savanyibbak a szabad lizin protona-
l6dasi allandéja alapjan véartnal. E megfontolasok
alapjan tgy véljiikk, hogy az allandéknak az 1.
tablazatban ésszefoglalt hozzarendelése a funkcids
csoportokhoz alapjaban helyes.

Az aminosavak funkciés csoportjai protona-
l6dasi allandéinak (azaz a donoratomok bazikus-
sdganak) megvaltozasa a polipeptid képzédésének
hatasara tobbféle okra vezethetd vissza. Két
aminosav kozotti peptidkotés kialakulasa pl.
egyrészt a karboxilcsoportot elvalasztja a peptid-
kotésnél erésebben elektronszivé protonalt amino-
csoporttél, ami a karboxil oxigénjén az elektron-
stirtiség novekedését és ezzel a protonalédasi al-
landé novekedését okozza. Masrészt a karboxilat
csoportnél er§sebben elektronszivé peptidesoport

a primer aminocsoport nitrogénjén esokkenti az
elektronstirtiséget, ami a protonalédasi allandé
csokkenésében jelentkezik. Jol lathaté e kettds
hatas, ha az ACTH,_, egyensilyi allandéit 6ssze-
vetjik a szabad aminosavak megfelelé adataival.

Nem értelmezhetdk egyszertien a peptidkotés
kialakulasaval jaré elektroneltolédasokkal azok
a véaltozdsok, amelyek a makromolekulaji poli-
peptid oldallancainak funkciés csoportjain je-
lentkeznek.

Az 1. tablazat adataibél lathaté, hogy a peptid
nagysaganak novekedésével egyes e-aminocso-
dortjaik bazikussaga csokken (lasd az ACTH,_,,
K,, ACTH,_,; K;K, és ACTH,. ,, K, és K ér-
tékeit). Ugyancsak a fenti sorrendben csokken a
terminalis aminocsoportok bazikussaga. A hiszti-
din imidazol nitrogénjének bazikussaga viszont a
peptidlanc hosszanak novekedésével ng (lasd az
ACTH,_ ;, K,,ACTH, ,, K és ACTH, ., K K,
értékeket). A terminalis aminocsoport és a hisz-
tidin-nitrogén  bazikussdg valtozasa ellenkezd
iranyd menetének eredményeként a két protona-
16dasi folyamat az ACTH, ,, molckulaban, a
legnagyobb peptidben, 6sszeolvad.

Megjegyzends, hogy miutdn az allandék hi-
baja 4-0,11g egység, a terminalis aminocsoport
és a hisztidin-nitrogén vazolt bazikussig-valto-
zasa csak a legnagyobb peptidben, az ACTH, ,,
ben, tekinthetd bizonyitottnak .Az e-aminocso-
portok bézikussag-valtozasa mar a kisebb pepti-
dekben is szignifikans. '

A polipeptidek oldallancain elhelyezkedd funk-
ciés csoportok protonalédasi allandéinak fenti
valtozésai intramolekularis hidrogénhidak kép-
z6désével magyarazhatik.

Ha két protonélt donoratom (pl. A és B) a
makromolekulan tgy helyezkedik el, hogy a ke-
vésbé bazikus (A) protonjanak ledisszocialasa
utdn a két donoratom az eredetileg bazikusabb
(B) donoratom protonjan keresztil kapcsolédik,
e hidrogénhid kialakulasa mindkét proton disszo-

ciaciés allandéjat megvaltoztatja.
A—H 4+ H-B7—>A...H—B + H+

folyamat soran az A—H csoport disszocidcioja
kedvezményezett, tehat (A) protonalédasi allan-
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déja kisebb, mint magaban (B—H jelenléte nél-
kiil) volna; a B—H disszociaciéja viszont akada-
lyozott, tehat (B) protonalédasi allandéja na-
gyobb, mint magiban (A—H jelenléte nélkiil)
volna.

A fenti megfontolasok alapjan megallapithato,
hogy az ACTH, ,4 két e-aminocsoportjanak és az
ACTH,_,, terminélis aminocsoportjanak és két
e-aminocsoportjanak deprotonalédasat a nagyobb
bazicitasd protonalt donoratomokkal valé hidro-
génhidak képz&dése segiti. Ez az oka a kisebb pro-
tonalédasi allandoknak. E hidrogénhidak masik
pillératomjaként csak a tirozinok fenolos oxigénje,
vagy az argininok guanidino-nitrogénje szerepel-
het.

Az ACTH,_,, hisztidin imidazol-nitrogénje
deprotonélédasat viszont egy kisebb bazicitasi
donoratommal — ami csak karboxilat-oxigén
lehet — wvalé hidrogénhid kialakulasa gatolja,
ami a protonalodasi allandé novekedésében je-
lentkezik.

A hidrogénhidak természetesen csak a kevéshé
bazikus donoratom protonjanak disszociaciéjat
biztosité pH-nal képzbdnek és a bazikusabb donor
protonjanak disszociacigjat biztosité kémhatas-
nal felhasadnak. Az 1. tablazat adataibol igy ki-
tiinik, hogy a primer aminocsoportokat tartal-
maz6 hidrogénhidak pH > 9 kémhatési oldat-
ban alakulnak ki, mig a hisztidin nitrogénjéhez
kapcsolédé H-hid pIL 6 és 3 kozotti kémhatasnal.
Ennek megfeleléen kell valtoznia e hidrogénhidak
altal stabilizalt konformaciénak.

A fenti megallapitasokat Osszevetve Low és
munkatarsai'® az ACTH konformaciéjara felraj-
zolt sémajaval (3. abra) a hidrogénhidak helye is
feltételezhetd.

COOH

27 35

3. abra
Az ACTH,_,, feltételezett szekunder szerkezetét Low sze-
rint!® bemutaté diagram

Ligos oldatban (pH > 7) a molekula termi-
nalis aminocsoportja a 23-as helyzetd tirozin
fenolos hidroxiljaval képezhet hidrogénhidat. A
pH > 9 kémhatasi oldatban a 2-es helyzeti tiro-
zin fenolos hidroxilja a 21-es helyzeti lizin primer
aminocsoportjahoz kapcsolédhat és a 8-as hely-
zetii arginin guanidinocsoportjanak protonalt nit-
rogénje a 15-6s helyzetdi lizin primer aminocso-
portjahoz. Ez a harom hidrogénhid mar vizes
oldatban olyan konformaciéban tarthatja a pep-
tid molekulat, amely kisebb viztartalmi rendszer-
ben — trifluoretanol-tartalmi oldatban — a hélix
képzddésnek kedvez.

A pH 3—6 kozotti kémhatasi rendszerben e
harom hidrogénhid képzddésére nincs lehetdség.
Itt a hisztidin protonalt imidazol-nitrogénje kap-
csolédik a molekula valamelyik karboxilat oxi-
génjéhez. Miutan az ezt indikalé valtozasok egy-
értelmiien csak az ACTH, ;, molekulaban je-
lentkeznek, a hidrogénhid oxigén pillératomjat
feltehetdleg a 29-es helyzetii aszparaginsav kar-
boxilatja adja. Ez magyarazhatja, hogy az
ACTH, _,, molekulaban két egyenértékii, a tobbi-
nél erdsebben savas karboxilecsoport van. Az egyik
a terminalis karboxil, a masik a hisztidin nitro-
génnel H-hidban lev§ aszparaginsavé.

A fentiek alapjan valészinilinek latszik, hogy
mig ligos kémhatasdi vizes oldatban az ACTH
molekula a 3. abran lathatéhoz hasonlé konfor-
maciéban van, addig savanyd oldatban (pH =
= 3—0) egyetlen ivet leir6 alakban helyezkedik el.

A Low-féle konformacié'® és e deprotonalédasi
vizsgalatok Gsszhangjanak bemutatasara az alta-
lunk feltételezett H-hidakat a 3. Abran lathaté
sémaba bejeloltiik.

A szerzok koszonettel tartoznak Medzihradszky Kal-
mannak (ELTE Szerves Kémiai Tanszék) és Léw Miklss-
nak (K6banyai Gyégyszerdriigyar) a polipeptidek elgalli-
tasiért.

Osszefoglalas

A szerzdk potenciometrias egyensilyméréssel
és a mérési adatok szamitégépes értékelésével
meghataroztak a Corticotropin négy fragmense —
az ACTH,_,,, ACTH,_,,, ACTH; ,, és ACTH,_,
— protonal6dasi egyensiilyi allandéit és hozzaren-
delték azokat a megfelel§ funkeciés csoportokhoz.

A protonalédasi allandék értékébél és azoknak
a peptidlane hosszatél valé fiiggése alapjan a
szerzok megallapitottak, hogy mely funkeciés cso-
portok vesznek részt intramolekulédris hidrogén-
hidak képz6désében a kiilonb6z6 kémhatasi vizes
oldatokban. Ezek az eredmények a molekula
pH-fiigeg6 konforméciéjara utaltak.

Coordination chemical studies on polypeptides ITI.
Protonation-deprotonation equilibrium studies on
synthetic ag-Corticotropine fragments. Data on the
pH-dependent conformation of Corticotropine.
K. Burger, B. Noszil, F. Gaizer, M. Pékli and .
G. Takdcsi Nagy

The protonation constants of the ACTH, ,,,
ACTH, ,,, ACTH,_,, and ACTH,_, fragments
have been determined on the basis of pH-metric
equilibrium measurements evaluated by the com-
puter analysis of the data. The constants were
assigned to the functional groups of the molecules.

The functional groups taking part in intra-
molecular H-bridge formation were determined
on the basis of the protonation constants and from
their dependence on the length of the peptide
chain. The results indicated the pH-dependent
conformation of the molecule in aqueous solution.

Budapest, Eotvis Lordnd Tudoményegyetem Szervet-
len és Analitikai Kémiai Tanszéke és

Hédmezgvasarhely, Elelmiszeripari Foiskola Kémiai
Tanszéke.

Erkezett: 1976. IX. 10.
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