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1. Bevezetés

A legtobb bio- és gyogyszermolekula két vagy tobb protonalhatd csoportot tartalmaz
[1]. Az ionizalhatdé molekuldk szervezetbeni sorsat (farmakokinetikai paramétereit)
kiilsé koriilmények (a kozeg pH-ja, homérséklete, relativ permittivitdsa) és belsd
paraméterek (molekulaszerkezet, lipofilitas, toltés és toltéseloszlas) hatarozzadk meg. Az
utobbiakat kiilonboz6é sav-bazis paraméterekkel, példdul a p rotondlodasi allandoval
(logK) jellemezhetjiik. Ezen értékek ismerete nélkiilozhetetlen a gydgyszerfejlesztés
minden fazisdban, a torzskdnyvezéshez nagy precizitassal meghatarozott protonalddasi

allandok sziikségesek.

A gyogyszerek célmolekuldhoz vald koétddése mar nemcsak a bruttd ionizacios
allapottol fiigg, az egyes csoportok protonaltsagi allapota is nagymértékben befolyasolja

azt. Ezeket a folyamatokat a mikroszkopikus protonalddasi allandokkal jellemezziik.

Ezeket a mikroallandokat pH-fiiggd, csoportspecifikus spektroszkdpiai modszerrel

vagy rokon szerkezetli vegyiiletek bazicitasadatainak atvitelével lehet meghatarozni.

Szamos biologiai €s gyogyszerészeti szempontbol fontos vegyiilet tartalmaz igen
erdsen bazikus funkcids csoportokat (guanidino, amidin stb.) amelyek protonalddasi
folyamatai igen erdsen lugos kozegben jatszodnak le, ahol a pH pontos meghatarozasa
csak igen koriilményesen lehetséges. Az irodalomban kozolt protonalddasi allando
értékek nagy része jelentds hibaval terhelt, a magas pH-értékek meghatarozasainak

torzitottsdga miatt.

Az egyensulyi oldatkémia eszkoztdraban nem taldlhatunk olyan modszert, melynek
segitségével egyszerlien, gyorsan ¢€s torzitdsmentesen hatarozhatoak meg akar
sz¢lsoségesen magas pH-értékek. Egy ilyen modszer kidolgozéasaval tehat lehetdséglink
nyilna olyan molekuldk logK értékeinek meghatarozasara, melyeket eddig nem

jellemeztek kelld pontossaggal.
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2. Célkitiizések

Munkank soran célul tiiztiik ki tobb, bioldgiai és gydgyszerészeti szempontbol
jelentds, igen erdsen bazikus vegyiilet protonalodasi makro- és mikroegyensulyainak
vizsgélatat. Eredményeink szerint az irodalomban kozolt logK értékek nagy része hibas,

fokeént a megfeleld pH-mérési modszer hidnya miatt.

A folyamatok jellemzéséhez sziikséges egy olyan moddszer kidolgozésa, amellyel
pontosan ¢€s torzitdsmentesen lehet mérni akar szélséségesen magas pH-értékeket.
Célunk tehat egy olyan 'H NMR médszer kifejlesztése, ahol indikatormolekulak kémiai
eltolodasabol szamithatjuk ki az oldat pH-jat a teljes 0-14 kozotti pH-tartomanyban.

Célul tlizziik ki a legbazikusabb fehérjealkotd aminosav, az arginin mikroalland6inak
pontos meghatarozasat 'H NMR—pH modszerrel. A mikroallandok meghatarozéasa csak

modellvegyiiletek bazicitdsadatinak atvitelével, deduktiv modszerrel lehetséges.

Tovabbi célunk az elséként felfedezett aminoglikozid-tipusti antibiotikum, a
sztreptomicin protondlodasi folyamatainak részletes vizsgalata, a két guanidinocsoport
csoportspecifikus  bazicitdsainak meghatarozdsa. A  sztreptidin, az egyetlen
rendelkezésre  all6  modellvegylilet — segitségével a  sztreptomicin  major

mikrorészecskéinek protondlodasi allanddit hatarozhatjuk meg.

Végiil olyan "N NMR modszert fejlesztiink ki, amellyel az egyes aminocsoportok
bazicitasa csoportspecifikus modszerekkel meghatarozhatdo. A modszer segitségével a
sejtciklus szabélyozasaban igen jelentds szerepet betdltd linearis poliaminok és nor-

szarmazékaik mikroallandoéit szamitjuk ki.
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3. Irodalmi attekintés

crcr

rrrrr

jelen dolgozatban vizsgéalt molekuldk biologiai és gyogyszerészeti jelentdségét, fObb

alkalmazasait, valamint eddig publikalt bazicitasadatait.
3.1. A pH fogalma, kiilonb6z6 pH-skalak

A pH az oldatok savassagat jellemzd mérdszam, melyet Serensen 1909-ben vezetett
be, mint ,,hidrogénion-exponenst” [2]. Ezt kovetden tobbféle pH-skéla hasznalata terjedt
el, és a pH egységes definicioja tobb évtizedes diszkusszio eredményeként tisztult le [3-
6]. A gyakorlatban kétféle pH—skalat alkalmaznak: az aktivitas- és a koncentracid-alapt

skalakat.
Az aktivitas-alapu skala hasznalata sordan az egyensulyi folyamatokat a komponensek

relativ aktivitasaval jellemezziik, igy a pH definicioja:

pH =pa, =—loga, =—log m:ﬂf“ 3.1)

ahol my a hidrogénionok molalis koncentracidja, m’ a standard molalitas (1 mol/kg),

vu az aktivitasi tényez6. A (3.1) és tovabbi egyenletekben: log =log,, .

A koncentracio-alapu skala alkalmazasaval a kémiai egyensulyokat sztochiometrikus
egyensulyi allandokkal jellemezziik, ennek megfelelden az oldat savassagat is a
protonok koncentraciojabol szarmaztatjuk, azaz: p [H] = —log[Hq

A kétféle skala természetesen atszamithatdé egymasba, egy korrekcios tag

levonasaval:
p[H]=pH-A (3.2)
Az NMR-pH titrdldsok soran alkalmazott oldatok altaldban nehézvizet is

tartalmaznak a s tabil frekvencia ,Jlock” elérése céljabol. Ilyen oldatokban azonban a

deutérium izotopeffektusa miatt az ionszorzat kisebb, mint konnyliviz esetében:
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pKP =14,951 vs. pK/! =13,995, ennek megfeleléen a pH— és a pD-skalak sem
egyformak. A TUPAC nehézvizes kozegre is megad els6dleges standard puffereket,
melyekkel ap D skalara kalibralhato az elektrod [7]. A mindennapi gyakorlatban
azonban nem terjedt el az ilyen pufferek hasznalata, foképp a deuteralt vegyszerek
lényegesen magasabb 4ra miatt. gy inkabb konnyiivizes pufferekkel végzik a
kalibraciot, és a nehézvizben mért értéket korrekcid nélkiil hasznaljak. Az igy kapott
skala jelolése pH* vagy pH". A kétféle skala a Gross-Butler-Purlee elmélet szerint

szamithato at egymasba [8,9]: pD = pH* + 0,44,
3.2. A pH meghatarozasanak modjai

Az oldatok pH-jat legpontosabban elektrokémiai modszerrel lehet meghatarozni, a
IUPAC Aéltal definialt standard pufferek pH-jat in. Harned-celldval torténé méréssel
hataroztak meg [10]. A Harned-cella diagramja:

Pt| H, | Puffer, CI" | AgCl| Ag (3.3)
A Harned-celldk hatranya, hogy hidrogénelektrodot tartalmaznak, igy a laboratoérium
gyakorlatban nem terjedtek el, koriilményes alkalmazasuk miatt.
3.2.1. pH mérés kombinalt iivegelektroddal

A kombinalt iivegelektrod 1ényegében egy hidrogénionra szelektiv elektrod, melyet
egybeépitettek egy (dltaldban eziist/eziist-klorid) referenciaelektroddal. Celladiagramja

a kovetkez0:

Ag | AgCl | KCl(aq) || minta | iivegmembran | KCl(aq) | AgCl | Ag 3.4)

Az oldatok csatlakozdsat || jeloli, ittE ; diffiiziés potencidl léphet fel. Az

tivegelektrod érzékenységét az elektromotoros hatékonysaggal jellemezhetjiik:

L= k? <1, ahol k’ a mért, mig k a nernsti meredekség. Az eltérést a szilanolcsoportok

.....

disszociacidja okozza [11]. Az elektroddal mért potencialkiilonbség tehat a

kovetkezOképpen irthato fel:

E=E’+E,+k'pH=E" +k'pH (3.5)
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Erdsen savas (pH<I) vagy lagos (pH>12,5) oldatokban az elektrod valasza nem
koveti a linearis Nernst-egyenletet (3.5). Ilyen oldatokban az erésen mozgékony
hidrogénionok ¢és hidroxidionok hozzajarulasa mar jelentds a diffuzids potencidlhoz.
Lugos kozegben a nagy koncentracioban jelen 16v6 alkalifém-ionok (Na', Li", K')
helyettesithetik a hidrogéniont az iivegelektrdd membranjan [3]. Ez aj elenség az

alkalihiba, akar 1 pH egységnyi eltérést is okozhat.

Ilyen oldatok esetén a hidrogénion- vagy a hidroxidion-koncentraciot szamitassal
lehet a legpontosabban meghatarozni a [IUPAC iranyelvei alapjan [12]. Az ionerdsség
beallitasara, az alkalihiba csokkentése érdekében, tetraalkilammonium-sot javasolnak. A
szén-dioxid abszorpcio elkeriilése miatt célszeri a mérések valamilyen inert géaz

(nitrogén, argon) atmoszféraban végezni.

A kombindlt iivegelektrod alkalmas mind a pH, mind a p[H] mérésére is,
természetesen eltérd kalibracioval. A pH-skaléara torténd kalibracié soran egy vagy tobb
standard (IUPAC altal definidlt vagy arra visszavezethetd) puffer fesziiltségét mérjiik,
majd az E — pH adatpar(ok)bol szamitjuk ki az elektréd paramétereit a (3.5) egyenlet
szerint. A VIII. Magyar Gyogyszerkonyv kétpontos kalibraciot ir el6 [13], ekkor a pH
mérés pontossaga +0,05 egység. Ennél pontosabb méréshez tobbpontos (4 vagy 5)
kalibraci6 sziikséges, az E” és k’ elektrodparamétereket pedig linearis regresszidval
hatarozzuk meg. Ez a modszer +0,02 egység pontossagot tesz lehetdvé.

A p[H] skalara torténd kalibracidja egy iires (blank) titralassal torténik. Ekkor

crer

bazissal (esetleg forditva), igy minden pontra kiszdmithat6 a [Hj A mért E —

szamitott p[H] adatparokbdl sulyozott linearis regresszioval kaphatjuk meg az

elektrodparamétereket [14,15].
A pH szamitdsa megoldhaté spektroszkopiai adatokbol is, példaul UV

abszorbanciabol, fluoreszcens emissziobol vagy NMR kémiai eltol6dasbol.
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3.2.2. pH meghatirozasa optikai spektroszkopiaval
A pH ilyen médon torténd meghatarozasara tobb példat is talalhatunk:

e Erdsen lugos oldatok pOH-jat egy cellul6z-membranhoz rogzitett festék, a
szamitottak [16].

e In vivo pH-mérésre szamos kiillonbdzé fluoreszcens festéket hasznaltak:
fluoreszceinek, rodaminok, 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-indacén festékek
(BODIPY) ¢és egyéb szarmazékok. Ezeknél a modszereknél a fluoreszencia
intenzitasa valtozik a protonalddas hatasara, a valtozas mértékébdl szamithatd

apH[17].
3.2.3. pH meghatarozasa NMR spektroszkopiaval

Az oldatok pH-ja NMR spektroszkdpiai adatokbdl is szamithatd, ha egy NMR jel
kémiai eltolodasa fligg az oldat pH-jatol.

Egy NMR—aktiv mag kémiai eltolodésa a kdvetkezd egyenlettel irhato le:

V-V Ot — O

S=—".10°=

Vo 1- O et

=0, —O (3.6)

ahol va vizsgalt mag, v, a referenciaanyag magjanak rezonanciafrekvenciaja, Hz-

of
ben, 0 ¢s o, ugyanezen magok arnyékolasi tényezdje, v, pedig a spektrométer MHz-
ben kifejezett alapfrekvencidja.

A protonalddas vizes oldatban altalaban pillanatszerien gyors folyamat az NMR
,»1dOskalajan” (|1/H,nd _de|<< k), ezért a protonalt és a deprotonalt forma egy kozos
rezonanciajelet ad ar észecskék O, €s O, kémiai eltolodasainak moltortekkel
sulyozott atlaganal [18-20]:

Sing + O King | H' |
1+ K,y [ H' |

" = Owa " Xina + g Xoting = (3.7)
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ahol 5™" a kozos rezonanciajel kémiai eltolodédsa, o, ¢és S, a deprotonalt és a
protonalt forma kémiai eltolodasai (hatareltolodasok), y,,¢€s x... @ moltorteik, K, ,
pedig a protonalodasi allando.

A (3.7) egyenlet logaritmizalasaval és Henderson-Hasselbach tipusu atrendezésével

kozvetleniil szamithatjuk a pH-t a mért kémiai eltolédasbol:

mért
g — 5Hlnd

mért
5Ind =

pH=IlogK,, +log (3.8)

Tehat, ha egy NMR—pH indikatormolekula indikatorparaméterei (hatareltolodasai és

rrrrr

pontossaggal altalaban log K —1 < pH <log K +1 intervallumban)

NMR-—pH indikatormolekulakat szinte minden NMR-aktiv magra talalhatunk a
szakirodalomban, a kdvetkezékben ezeket tekintjiik at. A legtobb indikatormolekulat in
vivo vagy ex vivo NMR, MRI vagy MRS technikdkhoz publikaltak, kevés példat
talalhatunk in vitro alkalmazhat6 pH-indikatorokra.

3.2.3.1. 'H NMR-pH indikatormolekulik

Bar az 'H NMR modszerek lényegesen érzékenyebbek, mint a *'P vagy "°C
spektroszkopia, in vivo pH meghatarozasra csak kevés indikatormolekula alkalmas,

hiszen a szamos biomolekula "H NMR jelei nagymértékben atfednek.

A szakirodalomban foként az imidazolt és szarmazékait hasznaltak, mint
indikatormolekuldkat. A vegyliletek képlete a 3.1 abran lathat6. Rabenstein €s mtsai.
intakt eritrocitak intracellularis pH-janak meghatarozasara imidazolt hasznaltak [21]. Az
imidazol pH—indikatorként torténd alkalmazasat az altalanos kémia gyakorlat keretében
is javasoltak [22]. Ezen kiviil még tobb imidazol-szarmazékot is alkalmaztak intra— és
extracellularis pH mérésére [23,24]: imidazol-1-ilacetdt (Im. acetat), imidazol-1-
ilmalonat (Im. malonat), imidazol-1-il-3-glutarat (Im. glutarat) és imidazol-1-il-2-
szukcinat (Im. szukcinat). Az imidazol-1-il-2-szukcinat félészterét (imidazol-

etoxikarbonilpropionsav, IEP) extracellularis pH mérésére alkalmaztak [25-27].

A citoszol pH-jat a hisztidin kémiai eltolodasabol hataroztdk meg [28]. A kapott
eredmények jo egyezést mutatnak a *'P spektroszkopiaval kapott értékekkel [29].
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3.1. 4bra: "H NMR—pH indikatormolekulak
3.2.3.2. *'P indikatormolekulak

Elészor Moon és Richards alkalmazott NMR spektroszkopidt a pH mérésére: a 2,3-
biszfoszfoglicerat (2,3-BPG) két foszforjele kozotti kémiai eltolodas—kiilonbségbdl

szamitottak az eritrocitak intracellularis pH-jat [30].

A legtobb esetben a foszfation kémiai eltolodasaval mérték a pH-t [31-35]. Az NMR
spektrumokon a foszfokreatint hasznaltak referenciaként. A foszfation azonban nem a
legelonydsebb pH—indikator, hiszen a protondlodasi allandé erésen fiigg az
ionerdsségtdl, valamint az egyes sejtekben nagymértékben eltérnek af oszfat-

koncentraciok.

Egyéb biomolekuldkat is alkalmaztak a pH meghatdrozasara: ATP, 2.3-
biszfoszfoglicerat, gluk6z-6-foszfat (Glc-6-P) [36-39], azonban a foszfationnal emlitett

okok miatt ezek sem bizonyultak kellden robosztusnak.

A fenti problémak kikiiszobolésére mas szerkezetli molekuldkat allitottak eld; foleg
alkil- és  aminofoszfonatokat: = 3-aminopropilfoszfonsavat  (3-APP)  [40,41],
fenilfoszfonsavat (PP) [42-44], metilfoszfonsavat [45,44], a- és B-foszforilalt aminokat

¢s pirrolidineket [46,47]. A vegyiiletek szerkezeti képlete a 3.2 4bran lathato.
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3.2. abra: *'P pH-indikatormolekulak
A fentiek koziil a legelonyodsebb indikdtormolekuldanak a dietil(2-metilpirrolidin-2-
valtozik az ionerOsség fliggvényében, a kémiai eltolodas—kiilonbség a protonalt és a

deprotonalt forma kozott tobb mint 8 ppm.

A skaldris csatolasi allandokat is hasznaltdk a pH kiszamitasara [48]: a foszfition
egykotéses csatolasi allanddja (‘Jpy) nagymértékben killonbozik a foszfit és
hidrogénfoszfit-ionoknal (568,1 Hz vs. 620,7 Hz). A mért csatolasi allandd, hasonldan a

kémiai eltolodashoz, a két csatolasi allandd moltortekkel sulyozott atlaga:

J + JHPHO; K [H+:|

__ T PHOY

= Xpror JPHQ%‘ + Zrviprio; J HPHO; 1+K [H+]

J mért

(3.9)

3.2.3.3. ”F NMR-pH indikatorok

A "“F-NMR elénye a °*'P modszerekkel szemben, hogy érzékenyebb és
specifikusabb, hiszen lényegesen kevesebb fluortartalmti vegyiilet talalhaté az ¢él6

szervezetekben. Néhany vegyiilet képlete a 3.3 abran lathato.

Fluorozott aminosavakat (pl. difluormetil-alanin, F,MeAla) és aminokat (pl.
trifluoretilamin, TFEA) hasznéltak perfundalt sejtek intracellularis pH-janak

szamitasara [49-52]. Néhany évvel késébb ugyanez a kutatécsoport fluorozott
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anilinszarmazékokat alkalmazott indikatorként (pl. N,N-(metil-2-karboxilizopropil)-4-

fluoranilin, NMFA ¢és 0-metoxi-szarmazéka, OMeNFA) [53].

Extracellularis pH mérésére fejlesztettek ki a ZK-150471 jeli szulfonamid-
szarmazekot, melynek nagy elénye, hogy csak az egyik fluor kémiai eltolddasa valtozik
a protondlodas hatdsara, a masik nem, igy nem sziikséges kiilsé vagy bels6 referencia

hasznalata [54-56].

A B¢ vitamin fluorozott szarmazékai képesek bejutni a sejtekbe, igy a 6-

fluorpiridoxol (6-FPOL) és 6-fluorpiridoxamin (6-FPAM) [57-59].

3.3. abra: '’F NMR—pH indikatormolekulak
3.2.3.4. *C NMR-pH indikatorok

Annak ellenére, hogy a C NMR spektroszképia mindharom fentebb targyalt
modszernél kevésbé érzékeny, talalhatunk példat in vivo €s in vitro alkalmazasokra is
(3.4 4bra).

Békaizomsejtek pH-jat a karnozin (B-alanil-hisztidin) imidazolgytirijén 1évé C2
atomjanak kémiai eltol6dasabol szamitottak [60]. A mintdk nem voltak izotopdusitottak.
Szivizomsejteket *C-jelzett glukozzal inkubaltak, majd a glikolizis soran keletkezé

szintén izotopjelzett glicerin-3-foszfat (G-3P) C3 atomjanak eltolodasabol szamoltak a

pH-t [61].

A natrium-cianid az egyik legérzékenyebb indikatormolekula, ugyanis a kémiai

eltoloédas tobb, mint 50 ppm-mel valtozik a protonalédas soran [62]. Be jelzett natrium-

10
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cianidot hasznaltak kiilonb6z6é aluminium-citrat komplexek pH-janak meghatarozasara

[63].

Egy mesterséges zeolit képzddéskor fellépd pH-valtozasokat pedig a morfolin

szénjelébdl szamitottak ki [64].

3.4. abra: *C NMR—pH indikatorok

3.2.3.5. pH meghatarozasa a viz protonjaival

A viz protonjelébdl torténd pH-szamitast MRI vizsgalatok esetén alkalmazzak, két
modszer hasznalhato: pH-fiiggd kémiai cserén alapuld mérések (Chemical Exchange

Saturation Transfer, CEST) és pH-fliggd relaxdcids anyagok alkalmazésa.

A CEST alapja, hogy a cserélhetdé (NH és OH) protonok szelektiv besugarzasa
csokkenti a magnesezettségiiket, majd ez a csokkenés pH-fiiggd sebességgel keriil at a
viz protonjaira. A pH meghatarozasahoz a vizjel amplituddjat és a spin-racs relaxacios
idejét (T;) is mérik. Ilyen célra 5,6-dihidroxiuracilt [65] és az endogén fehérjék
amidprotonjait [66] hasznaltdk. A modszer legnagyobb hatranya, hogy a cserélhetd
protonok nagy koncentracioja sziikséges (>40 mM). A CEST ¢érzékenysége jelentdsen

novelhetd paramagneses lantanoida-komplexek alkalmazaséaval [67,68].

A pH-fiiggd relaxacios anyagok az in vivo pH-mérés térbeli felbontasat jelentdsen

javitottdk [69-72], azonban a szamitdsokhoz sziikség van a kontrasztanyag

crer

relaxacios anyagok Osszehasonlitasara van sziikség [72].

3.2.36. 'H NMR-pH indikatormolekula-sorozatok a pH meghatarozasara

rrrrr

tartomanyban lehet az oldat pH-jat szamitani, igy szélesebb tartomany lefedéséhez tobb

indikatormolekulara van sziikség.

11



DOI:10.14753/SE.2012.1677

Az idealis indikatormolekulaval szembeni kritériumok a kovetkezoek:

egyszerit NMR spektrum (maximum 2, lehetdleg szingulett jel)

e minél nagyobb eltolodas-valtozas a protonalddas hatasara

inertség az oldat komponenseivel szemben

stabilitas

Ezen szempontoknak megfeleld indikatormolekula-sorozatb6l eddig harmat kézoltek

a szakirodalomban.

Szakacs és mtsai. egy 5 molekulabol allo 'H és *'P indikator-sorozatot hasznaltak a

rrrrr

rrrrr

volt. A munka egyik ujdonsdga az alacsony p[H] értékek pontos meghatarozasa,
diklorecetsav indikatorral, hiszen az livegelektréd pontossaga ¢s torzitatlansdga pH <1
oldatokban kérdéses. Az eddig kozoltek koziil [73-75] ezzel a sorozattal lehet lefedni a
legszélesebb pH-tartomanyt.

A modszer hatranya, hogy a *'P indikatorok miatt ltaldban kiilsé referenciat (85% -
os foszforsavat) kell hasznalni, ami a mérések érzékenységét jelentdsen rontja. A
foszfation kémiailag nem teljesen inert, szamos molekulaval kdlcsonhatasba 1éphet.

Lugos kozegben a pH-meghatarozas pontossaga is alacsonyabb, ateljes hiba 0,1 pH

egyseég.

12
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3.5. abra: Szakdacs ¢s mtsai. altal hasznalt NMR-pH indikatorok
Baryshnikova és munkatarsai [74] (3.6 abra) biologiai mérésekhez altalanosan
alkalmazott pufferanyagokat hasznaltak pH-indikatorként. A sorozattal a 2,5 — 9,8
kozotti tartomanyban lehet pH-t mérni. A méréseket 30 °C -on, 0,1 M ionerdsség

mellett végezték.

3.6. abra: Baryshnikova és mtsai. altal alkalmazott indikatormolekulak

13
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A harmadik sorozatot Tynkkynen és mtsai. kozolték [75] (3.7 abra). A molekuldk

savas kozegben alkalmasak pH-mérésre (0-7,2 tartomanyban). A szerzdk vizsgaltak a

rrrrr

fejlesztésti programjuk, a GETpHN forraskod;jat is kozoltek.

3.7. ébra: Tynkkynen és mtsai. altal bevezetett molekulak.

14
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3.3. Protonalédasi folyamatok makroszkopikus szintii leirasa

A sav-bazis egyensulyokat a tovabbiakban egységesen a konjugalt bazis
protonfelvételével jellemezziik. Ha egy vizsgalt molekula csak egyetlen protonalhato

csoportot tartalmaz, a protondlodasi folyamat egyértelmiien jellemezhetd a

protonalodasi allandoval (logK).

. [HLH]]
(v ][w]

Fontos megemliteni, hogy a mérések modjatol (praktikusan az elektrodkalibraciotol)

L’+H" = HL*" (3.10)

fiiggden mas-mas egyensulyi allandohoz jutunk: a latszolagos egyensulyi allandokat a
p[H] skala hasznalatakor kaphatjuk meg, a (3.10) egyenlet szerint. Ha az elektrodot a
hidrogénion-aktivitasra kalibraltuk, akkor az un. ve gyes vagy Brensted allandékhoz

jutunk:

i [HLzH]
[L]a,

Bar minden mérésiinket aktivitds-alapt pH-skala alkalmazasaval végeztik, a

3.11)

tovabbiakban nem jeldljiik az egyenletekben, hogy a hidrogénion-aktivitast mértiik,

egységesen a [ H' | jeldlést alkalmazzuk.

Tobbesoportos molekuldk protondlodasi folyamatait 1épesézetes (K) vagy kumulativ

(Bi) protonalodasi allandokkal jellemezhet;jiik.

Hi_le+i—1+H+ = HiLzﬂ K. — I:HiLZﬂ:I

[ ]

(3.12)

. y [HiLzﬂ}
L+iH" <= H L7 =\t ""J KK, K (3.13)

i il | AR
(L8]
A fenti egyenletekben L” jeloli a molekula z toltésti, legbazikusabb formajat, amely n

szamu protont képes felvenni.

15
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A makroszkopikus protondlodas leirdsdhoz gyakran alkalmazott az Gn. Bjerrum-

gorbe vagy n,, fliggvény, amely adott pH-n megadja a molekulak altal felvett protonok

atlagos szamat:

M:

i 1]

> [H]

= X T2 Ly Foe TN 2y e = (3.14)

M:g

I
(=]

A fenti egyenletben Bo=1.
3.3.1. Makroalland6k meghatarozasara hasznalt médszerek attekintése

A makroallandok meghatarozésara minden olyan modszer haszndlhatd, ahol a mért
mennyiség a vizsgalt molekula protonfelvételével kapcsolatba hozhat6. A tovabbiakban

csak az altalunk hasznalt technikékat tekintjiik at.
3.3.1.1. pH-potenciometrias titralas

A pH-potenciometrias titrdlds a protonalodasi allandok meghatarozasanak igen
pontos ¢s leggyakrabban alkalmazott mddszere [76]. A mérések soran a vizsgalando
anyag (altalaban ismert mennyiségli erds savat is tartalmazo) oldatahoz folyamatos
kevertetés kozben adagoljuk egy erds bazis pontosan faktorozott titralé oldatanak kis
térfogatait. Ekkor a titrdlasi gorbe minden pontjara kiszdmithatd a még nem
semlegesitett hidrogénionok (Vagy a feleslegben 1évé  hidroxidionok)
mérjik. A két koncentracid kozotti eltérés aranyos a vizsgalt molekula altal felvett

protonok szamaval:
(c —Cop )= ([H"]-[OH ])=c, -, (3.15)

A fenti egyenletnek megfeleléen a potenciometria 1,5-12 kozotti logK értéki
vegyiiletek mérésére alkalmas, ennél erésebben savas vagy bazikus anyagok esetén a
pH-mérés vagy a titralé oldat adagolésanak kis hibdja is a gorbe jelentds torzuldsdhoz
vezethet.

Az n, fliggvény szélesebb tartomanyban valik mérhetdvé a kiilonbségi titralasos

modszer alkalmazasaval. Ekkor két titralast végziink: az elsd titrdlasban ismert

16
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mennyiségli erds savat titralunk erds bazissal, majd a masodikban az els¢ titralassal
azonos mennyiségli erds savhoz adjuk hozza a mérendé anyagot, és ezt az oldatot
titraljuk lug oldattal. Adott pH-n a két gorbe kiilonbsége aranyos az n, fiiggvénnyel.

Egy n protonalhato6 csoporttal rendelkezd molekula esetén az alabbi fiiggvény illeszthetd

a AV — pH adatsorokra:

A K, [H*]JFZKIKZ[Hq2 +...+nK K,..K, [H*]”

AV _ _
1+ K [H ]+ KK [H ] 4+ KK, K [HT]

~D=A-n,-D  (3.16)

ahol A az egy protonalhatd csoportra fogyott mérdoldat ml-ben kifejezett térfogata,
D pedig a pipettazasi hibabol és a ligandummal egyiitt bevitt protonok mennyiségébdl

adodo korrekcios tényezo.

Gondosan megtervezett és kivitelezett kisérletekkel 1,5 alatti vagy 12 feletti

protonalddasi allandok is meghatarozhatoak [77,78].

A pH-metrids mérések nagy eldnye, hogy az egyes protonalodasi 1épcsdkhoz tartozo
fogyasok egyenléek, igy kiillondsen jol alkalmazhatd atfedd protondlodasi allandok

meghatarozasara.

A modszer hatranyai kozé tartozik, hogy csak tiszta és nemillékony anyagok
vizsgalatara alkalmas. A mérendd anyagra és az esetleges szennyezdkre fogyo
mérdoldat mennyisége ugyanis nem kiilonithetd el egymastol [62,76]. A méréseket a
légkori CO, is zavarja, ezt inert atmoszféraban végzett mérésekkel lehet kikiiszobolni.
A titralasok csak akkor adnak megbizhat6 eredményt, ha a vizsgalando anyag legalabb
0,5 mM koncentracidban oldodik, ellenkezd esetben tulsdgosan kicsi lesz a két titralas

kiilonbsége.
3.3.1.2. NMR-pH titralas

Abban az esetben, ha a vizsgélt anyag valamilyen szennyez6t tartalmaz, vagy tobb
anyagot mériink egyszerre, a pH-metrias titralas altaldban nem alkalmazhat6. Ilyen
esetekben az NMR—pH titralas j6 megoldast jelent, ha az oldat komponenseinek NMR

jelei kiilon-kiilon nyomon kovethetéek, akar tobbdimenzids technikakkal.

17
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Az egyértékii savak és bazisok kémiai eltolodasat megado fiiggvényt mar targyaltuk
a 3.2.3 fejezetben (6. oldal), itt most csak a tobbértékii ligandumok protonalddasi
folyamatainak leirasara tériink ki.

Egy n értékli ligandum kémiai eltolodasat a pH fiiggvényében az alabbi egyenlet irja
le az NMR iddskélan gyors cserereakciok esetén:

n

ért i 05HiLZ+iﬁi|:H+:|
mért __ _ =
" =0 s H Oy My ¥ F O My o = - (3.17)
WALM
i=0
ahol 8,1s O,y ses O,y 1 AZ CEYES makroszkopikus protonaltsagi allapotokhoz tartozé
kemiai eltolodasokat, y ., Kgen s Xy gz @ moltortjeiket jelolik.

A protonalddasi allandé meghatdrozasanak pontossaga javithaté, ha minél tobb

magra szimultan illesztjiik a (3.17) egyenletet.

Ha a protonalddasi lépések atfeddek (log K, —logK,,, <2), az egyensulyi allandok
meghatdrozasa jelentds hibaval terhelt, hiszen ekkor a koztes makroéllapotokhoz rendelt
kémiai eltolodasok ,,barhol” kijelolhetdek a gorbe felszallo szakaszan. Az NMR—pH
titralasok harom vagy tobbcsoportos molekulak atfedé protonalddasi allandoinak

meghatarozasara ap otenciometrianadl kevésbé alkalmasak, hiszen itt az egyes

-0

protonalddasi 1épesdk ,,magassaga” |0, Hy L2
.

oL nem egyforma.

Ez abbdl is kovetkezik, hogy egy NMR aktiv mag arnyékolési tényezdje harom

komponensre bonthato:

diam param

o=0c"" 4 oM 4 WP (3.18)
A diamagneses tag (o-di*‘m) a mag koriili elektronstiriséggel aranyos, az elektronok

arnyékolasdnak hatdsat irja le [79]. A paramdgneses tag (O-Pf"am)éltaléban negativ

elgjell, a betdltetlen palydkra torténd elektrongerjesztéssel aranyos. Az egyéb hatasok

(gegyéb) kozé tartozik a teljesség igénye nélkiill a térkozeli csoportok magneses

anizotropidja, a van der Waals kolcsonhatasok, a konformacios vagy a szolvatacios

hatasok. "H NMR spektroszkopidban a harom tag koziil altaldban a diaméagneses hatas
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dominal [80], igy foként az ionizaci6 okozta elektronsiiriiség-valtozassal aranyos. Mivel
az egyes baziscentrumok ionizécidja mas-mas hatdssal van az adott mag koriili
elektronstiriségre, igy a kémiai eltolodas valtozasdhoz is eltéré mértékben jarulnak

hozza.

Mivel a kémiai eltolédasokat minden esetben viszonyitjuk valamilyen referenshez,
ezért fontos olyan anyag valasztasa, amely a vizsgalt pH-tartomanyban nem valtoztatja
az ionizacios allapotat, ebbdl kovetkezéen a kémiai eltolodasat sem [81]. Vizes
oldatokban altalaban a 3-(trimetilszilil)propionat-d4 natriumsojat (TSP) hasznaljak,
amely csak egy jelet ad 'H NMR spektrumokban, azonban pH=5 koriil inflexi6t mutat a
karboxiléat protonalodéasa miatt [75]. Helyette a titralasok soran ennek szulfonatsdja, a 3-
(trimetilszilil)-1-propanszulfonat (DSS) alkalmazasa elénydsebb, hiszen protonalodasa

csak Hy = -6 koriil kdvetkezik be [82]. (Ho a Hammett féle savassagi skala [83]).
Az NMR-pH titralasokat legalabb négyféle modszerrel lehet végezni:

— Egyedi mintdk modszere. Az oldatok pH-jat nagyobb térfogatban, allando
kevertetés mellett livegelektroddal mérjiik, és egyenként toltjiik az NMR
csovekbe. A modszer meglehetésen munka- és anyagigényes.

— Egycsoves titralas. A mérendd anyagot egyetlen NMR csébe toltjiik, ehhez
ul-es mennyiségben adagoljuk a titralé oldatot, a pH-t mikroelektréddal
mérjik. A modszer anyagtakarékos, azonban pontatlan, hiszen megfeleld
kevertetés nélkiil mérjiik a pH-t. Ez és a mikroelektrod hasznalata az egyedi
mintdk mddszerénél nagyobb pontatlansdgot okoz.

— In situ pH-meghatarozas indikatormolekulakkal. A titralast végezhetjiik az
egyedi mintdk modszere szerint vagy az egycsoves technikaval. A legfobb
kiilonbség, hogy a pH-t a megfeleld indikatormolekuldk kémiai eltolodasaibol
szamitjuk a (3.8) egyenlet (7. oldal) szerint. Pontossaga megegyezik az
egyedi mintadk modszerének precizitadsaval, sot, megfeleld indikatormolekuldk
hasznalataval erésen savas vagy lugos oldatban meg is haladja azt.

— Relativ bazicitdsok meghatarozasa. Két egyértékii, 6sszemérhetd erdsségii

bazis protonalodasi  allandoinak  kiilonbségét (AlogK) — szimultdn

titralasukkor sokkal pontosabban kaphatjuk meg, mint a sajat protondlodasi

5me’rt_

allanddikat az egyedi pH adatsorok kiértékelésével. A modszer azon
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alapul, hogy szimultan méréskor az oldat pH-ja sziikségszeriien ugyanaz, igy

tehat a (3.8) egyenlet alapjan:

§mért _5 5mért _5
pH:]Og Klnd +10g Ind - ;‘éﬁd :log KL+10gﬁ (319)
Ind Ind L L

A kiértékelések soran a pH nem szerepel az egyenletekben, av izsgalt
molekula kémiai eltolédasat 4abrazoljuk az indikatormolekula kémiai

eltolédasanak fiiggvényében:

(5HL _é‘L)(élrrTsrt —Ong )

5mért =5 + _
] ] (I_IOAIOgK )(5::3” _§Ind )+10A10&’K (5H|nd _5"“1 )

(3.20)

ahol o™ a vizsgalt molekula aktualis kémiai eltolodasa, &, és &, a
protonalt és deprotonalt forma hatareltolodasai, ", 8, €8 Oy aZ
indikatormolekula ugyanezen paraméterei, AlogK pedig arelativ bazicitas
(logK_ —logK, ). A modszert elészor Perrin és Fabian alkalmazta [84],

késobb Szakacs és mtsai is hasznaltak [73,85].
3.4. Protonalodasi mikroegyensulyok leirasa és vizsgalata

Mig a makrodllandok csak a felvett protonok atlagos szamat adjak meg, a protonok
funkcioés csoportok kozotti eloszlasat a mikroszkopikus protondlodasi allandok

jellemzik. Csoportspecifikus protonalodasi allanddkat mar 1895-ben leirtak [86].

Az alapvetd Osszefliggéseket egy haromcsoportos molekula példajan mutatjuk be. A
mikroszkopikus szintli protonaloédasi egyenstlyok targyaldasandl a toltéseket végig

elhagyjuk.
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3.4.1. Haromcsoportos molekula mikroegyensilyai

A protondlhat6 csoportokat A, B és C jeloli.

3.8. abra: Egy haromcsoportos molekula protonalddasi makro- és mikroegyensulyai
A 3.8 éabran lathato, hogy a 4 protonaltsagi makroallapot (L, HL, H,L és H3L)

Osszesen 8 mikrorészecskével jellemezheto.

A mikro- és makrorészecskék koncentracidi kozott az aldbbi Gsszefiiggéseket

irhatjuk fel:
[HL]=[A]+[B]+[C] [H,L]=[AB]+[AC]+[BC] (3.21)

A mikrospeciacio alatt az egyes mikrorészecskék pH-fliggd eloszlasat értjik. A
1épcsbzetes k mikroallandok az adott funkcids csoport bazicitasat jellemzik, a tobbi
csoport meghatarozott allapotaban. A jeloléseknél a fels6 indexben a protonaldodo
csoport, az alsé indexben pedig a mar protonalt csoportokat jeldljik, amennyiben
vannak ilyenek. Az A csoport bazicitasat példaul 4 mikrorészecskére irhatjuk fel: az L,

a B, a C és a BC részecskékre, a kovetkezoképpen:
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i (Al . [AB] a_ [AC] . _ [ABC]

B0 CRNRNT CHNRANG RN I

A teljes mikrospeciacios séma 12 Iépcsézetes mikrodllandot tartalmaz, ezek

(3.22)

redundans rendszert alkotnak, hiszen példaul az AB mikrorészecske képzddése a Hess-
tétel értelmében nem fligghet a protonalddasi utvonaltdl, azaz mindegy hogy az
L—>A—AB vagy az L—>B—AB tutvonalon keletkezett. Ezért célszerli bevezetni az un.

kumulativ mikroallanddkat (k), hasonloan a kumulativ makroallandokhoz (B):

AB ABC
- :[_]2: KK = k°K2, Kne :[—]3: KAKEKS, =KOKBkS  (3.23)

[L)[H] [L)[H]

fgy a teljes rendszer 7 « allandéval leirhato. A kovetkezd osszefiiggések érvényesek

a makro és mikroallandok kozott:
B=K =k +k®+Kk® =K, + K, +&¢ (3.24)
B, =K K, =k, + K, +ige =KKE +k kS +kPkS =k®ks +k kS +kkg (3.25)
B, =K KK, =k, =k*kks, =kkZks =... (3.26)

Az egyes mikrorészecskék egymasba alakuldsa rendkiviil gyors folyamat, igy
altalaban Gsszetett spektroszkopiai jelet adnak [87]. A legjobb esetben is csak az egyes
csoportok pH-fliggd protonaltsagi fokat kaphatjuk meg az NMR titralasi gorbékbdl.

Ezek az adott csoporton protonalt részecskék moltortjének dsszegei:

wa[H' ]+ (ke + 0 )[HT T + A [HT

f = = 3.27
A=Xat Xae T Xac T Xnec ,31[H+]+52|:H+:|2+,33[H+:|3 ( )
+ +7? PP
fB:ZB"'ZAB"'ZBc"‘ZABC :KB[H ]+(KAB+KBC3|::| J +ﬂ3[3H :I (3.28)
CALNEVALMEY ALY
+ + 72 ik
fe =ZC+ZAC+ZBC+ZABC=KC[H ]+(KAC+KBC)[H } +ﬂ3[H ] (3.29)

+ +7? + 7P
ALV ALMEYALM
Az egyes csoportok protonaltsdgi moltortjeinek Osszege megegyezik az N,

figgvénnyel: n, = f, + f, + f..
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Szakacs ¢és mtsai. megmutattdk, hogy pusztan a kisérleti adatokbol 3-nal tobb
protonalhato csoportot tartalmazé molekulaknal csak meghatarozott
szimmetriaviszonyok esetén szamithato ki egyértelmiien az 6sszes k allandé az egyes
csoportok protonaltsagi moltortjeibdl [88]. Ezért célszerli az azonos protonaltsagi
fokhoz tartozé x allandokat egy kozds Q paraméterré Osszevonni, amelyeket minden

esetben egyértelmiien ki lehet szamitani.

A Q paraméterek és mikroallandok kozott a kovetkezd Gsszefliggések érvényesek:

QA,I =K QA,2 =Kpg tKpc QA,3 = Kppc (3.30)
QB,I =Kg» QB,2 =Kpg + Kgcs QB,3 = Kppc (3.31)
QC,I =Ke» Qc,z = Kpc 1T Kge Qc,3 = Kpsc (3.32)

A Q paraméterekbdl a makroallandokat is megkaphatjuk:

_ QA,I +QB,1 +Qc,1 _ QA,2 +QB,2 +Qc,2 _ QA,3 +QB,3 +Qc,3
ﬂl - 1 b IBZ - 2 9 ﬂ:’) - 3

(3.33)

3.4.1.1. Kolcsonhatasi tényezok, csoportallandok

A tobbesoportos molekuldkban a parkolesonhatési tényezd (E) azt szdmszerisiti,
hogy az egyik csoport protonalédasa hogyan valtoztatja meg a masik csoport

bazicitasat, példaul:

A B
EA’th—izt—’;, log E*® =logk —logk” =logk} —logk® (3.34)

A kismolekuldkban az egyik csoport protonalddasa altalaban csokkenti a madsik
bazicitasat. Ez a jelenség torténhet kotéseken keresztiil (statikus induktiv effektus),
melynek hatidsa altalaban 4-5 nem-konjugalt kotés felett elhanyagolhato [87,89].
Flexibilis molekulakban a hatas téren at is l1étrejohet, igy a pE értéke sohasem csokken

nulldra, ahogyan azt a linearis a,0-diaminok példéja is mutatja (3.1 tablazat) [90].
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3.1. tablazat: Szimmetrikus diaminok kdlcsonhatdsi tényez6i (m az aminocsoportok

kozotti szénatomok szama, Alog K =logK, —logK,) [90]

Vegyiilet m  AlogK  Jogk” log kAA' pEM

etilén-diamin 2 281 9,59 7,38 2,21

1,3-diaminopropan 3 1,80 10,26 9,06 1,20

putreszcin 4 1,28 10,42 9,74 0,68
5 0,93 10,48 10,15 0,33
6

0,88 10,67 10,39 0,28

kadaverin

1,6-diaminohexan

A haromcsoportos molekuldk esetén definidlhatjuk az Un.t riplett kolcsonhatési
tényezot is (LA’B’C), amely a harmadik csoport protonaltsagi allapotanak hatéasat
szdmszerusiti a masik 2 csoport kdlcsonhatési tényezdjére.

A kolcsonhatasi tényezok és a perturbalatlan vagy intrinsic bazicitasok segitségével

barmely tetsz6leges mikroallando kifejezhetd, példaul:
logks =logk”® - pE™®, logkk. =logk” — pE™® — pEAC — pLABC (3.35)

A tobbcsoportos molekuldk esetén természetesen a sor tovabb bdvithetd negyed- és

magasabb rendli tagokkal, azonban a mérések szerint altaldban mar a triplett

kolesonhatasi tényezd is elhanyagolhato ( pL =~ O) [91,92].

Totéalszimmetrikus molekuldk esetén a mikroallandok kiszamithatok kozvetleniil a
makrodllandokbol, hiszen az egyes csoportok bazicitdsa azonos. Példaul egy
kétcsoportos szimmetrikus molekula esetén: k* =k”*. Ilyen esetben am ikro- és

makroallandok kozott a kovetkezd dsszefiiggések érvényesek (a szimmetria miatt):
logk” =logK, —log2 (3.36)
logks =logK, +log2 (3.37)

3.4.2. Mikroallandék meghatarozasanak maddszerei

A makroallandokbol csak totalszimmetrikus molekuldk esetén szamithatok
kozvetleniil a mikrodllandok. Minden egyéb esetben sziikség van valamilyen

tobbletinforméciora, ami lehet rokon szerkezetli vegyiilet bazicitasadata (deduktiv
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modszer) vagy valamilyen spektroszkopiai méréssel nyert informaciod, amelybdl
szamithatd az egyes csoportok protonaltsagi fokat jellemz6 f fiiggvény. A
spektroszkopiai modszerek koziil csak a jelen munkaban alkalmazott NMR-pH

titralasokat tekintjiik at, az optikai spektroszkopias modszerekre nem tériink ki.

3.4.2.1. Modellvegyiiletek bazicitisadatainak atvitele

rrrrr

megemlitik, hogy a —COOH ¢s a —COOCH; csoportok hatdsa a masik csoport

bazicitasara kozel azonos ¢€s jelentdsen eltér a —COO™ -tdl igy a megfeleld mikrodllandd

a modellvegytilet makroallanddjanak feleltethetd meg [86].

Ilyen moddon hatdroztdk meg a glicin minor, toltésmentes részecskéjének

aminobazicitasat, melyet metilészterének makroallanddjaval [93] azonositottak.

Az ilyen deduktiv moédszereket akkor célszerti alkalmazni, ha nem lehetséges a
protonalddas csoportszelektiv megfigyelése vagy ha a mikrorészecskék kozott
barmelyik koncentracidja szélsdségesen alacsony [1]. Ilyen esetekben ugyanis a minor
részecske hozzajarulasa az analitikai jelhez olyan csekély, hogy spektroszkopiai

modszerekkel csak nagy hibaval kaphatunk réla informéaciot [94].

A legegyszerlibben a —COOH csoport ,,modellezhetd”: metilészterként [93,20],
etilészterként [95] vagy savamidként [96]. Az -NH, csoportot acetamidként

modellezték [97], mig a protonalt aminocsoportok kvaternerezett szarmazékokkal

helyettesithetok [98].

A deduktiv moddszerek kozé tartozik, hogy a modellvegyiiletnek nem a
bazicitasadatait, hanem a kolcsonhatdsi tényezo6t vissziik at a vizsgalt molekulara
[99,91,92]. A kolcsonhatasi tényezOk értéke ugyanis kevésbé valtozik, mint maguk a

mikroallandok [99,91,100,89,92].
3.4.2.2. Mikroallandék meghataroziasa NMR-pH titralassal

Az NMR-pH titralas abban az esetben alkalmazhato, ha barmelyik megfigyelt mag
kémiai eltolodasat csak egyetlen csoport befolyasolja. Ez af eltétel 'H NMR
spektroszkopianal akkor teljesiil, ha legalabb Ot kotésnyi tavolsdg van a masik

baziscentrum és am egfigyelt mag kozott [101]. Ennek a kritériumnak azonban
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legtobbszor csak peptidek vagy fehérjék oldallancai felelnek meg [102],

kismolekulaknal altalaban ennél kdzelebb vannak egymashoz a baziscentrumok.

Ilyen esetben, ha a m egfigyelt mag eltolodasat csak a p rotonaldédas befolyasolja,

akkor a csoport protonaltsagi foka kiszamithat6 a kémiai eltolodasbol [103]:

f _ §mért _5L _ Aé‘mért

(3.38)
Sl —0. AS™

A PN NMR titralasok soran koézvetleniil a nitrogénatomok protonalddasat
figyelhetjiik meg, noha alacsony természetes el6fordulasa (0,37 %) miatt érzékenysége
kicsi (0,1 % a protonokhoz viszonyitva) [104]. A nitrogénmagok kémiai eltolddasat
elsésorban sajat protonalddasuk befolyasolja, néhany esetben mas csoportok hatasat is
figyelembe kell venni. '°’N NMR spektroszkopiaval szamos nitrogént tartalmazo bazis,
mint linedris poliaminok [105], gytirlis poliaminok [106], aminoglikozid antibiotikumok
[107], poliaminamidok [108], arginin [109], lizin [110], hisztidin [111], és guanidin-

szarmazeékok [112] protonalodasat vizsgaltak.

A mobdszer rendkiviil alacsony érzékenysége sziikségessé teszi rendkiviil hosszu
mérési id6k vagy tomény oldatok (természetes izotoparany mellett) vagy pedig "N
dusitott mintdk hasznalatat. Nagy térerejii, esetleg hitott méréfejjel ellatott NMR
spektrométerek hasznalatdval a mérési i1d6 jelentdsen csokkenthetd, kiilonosen

hidrogénen detektalt tobbdimenzidés modszerek alkalmazasaval.
3.5. Irodalmi attekintés a poliaminokrol

Anthony van Leeuwenhoek mar 1678-ban felfedezett az emberi spermaban kihiilés
soran keletkezO kristalyokat [113], amelyekrdl késdbb bebizonyitottdk, hogy spermin-

foszfat volt.

Az €16 sejtekben azota szamtalan poliamint fedeztek fel, a harom leggyakoribb a
putreszcin, a spermidin ¢és a spermin [114]. Az altalunk vizsgalt vegyiiletek képleteit és

szamozasat a 3.9 abra mutatja.
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3.9. abra: Az altalunk vizsgélt poliaminok az NMR aktiv magok késdbb hasznalt

jeloléseivel

Emldsokben a poliaminok szintézise az ornitinbdl indul, amelyet az ornitin-
dekarboxilaz enzim alakit at putreszcinné. Ez egyben at eljes reakciosor sebesség-
meghatdroz6 1épése. A Putr — Spd és az Spd — Spm lanchosszabbitasokhoz a

propanamin rész dekarboxilalt S-adenozil-metioninbol szarmazik.

A poliaminok szerepe a sejtekben rendkiviil sokréti, a megfeleld intracellularis
koncentraciojuk elengedhetetlen a sejtek novekedéséhez ¢és szaporodéasdhoz.
Kimutattak, hogy daganatos sejtekben a poliaminok mennyisége jelentdsen emelkedett
a normal sejtekhez képest [115-117]. Ezért a poliaminok bioszintézisének gatlasa jo
terapids célpontja lehet a tumorellenes szereknek [118]. Klinikai Fazis III. tapasztalok
szerint az ornitin-dekarboxildz gétldsa noveli az agydaganatban szenvedd betegek

talélését [119].

A poliaminok moduléljdk a DNS, az RNS, a nukleotid-trifoszfatok, a fehérjék és a
savas karakteri molekulak mikodését [120]. A kiilonb6zo  sériilések utani
regeneracioban is fontos szerepet jatszanak [121-123], bioszintézisik gatlasa

akadalyozza a sebgyogyulast [124].
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A poliamin-raktarak kitiriilése apoptoézist indukalhat, ugyanis szdmos extrinsic

apoptotikus faktor (TNF—a, glukokortikoidok) kitiriti a poliamin raktarakat [125].

A polikationos természetilk miatt szdmos ioncsatorna funkcidit modulédljak vagy

gatoljak. Az ioncsatornaval kapcsolatos szerepiiket a [126] kozlemény foglalja 6ssze.

A poliaminok szerepe mds fajokban rendkiviil sokrétli, példaul alkaloidok
prekurzorai [127-130], pokok é s darazsak méreganyagai — melyek a kozponti

glutamatreceptorok inhibitorai — is tartalmazhatnak poliaminokat [131,132].

A norspermidint és a norspermint novényekben ¢€s algdkban mutattak ki [133,134],

pontos biologiai szerepiik nem tisztazott.
3.5.1. A vizsgalt poliaminokra kozolt bazicitasadatok attekintése

A vizsgalt vegyliletek koziil mikroszkopikus protonalddasi allandokat a spermidin és
a spermin esetében publikaltak [135-137]. Az Osszes tobbi vegyiilet protonalodasi
folyamatait eddig csak makrodllandok szintjén jellemezték. Az éllandokat altalaban
potenciometridsan hatdroztak meg, sok esetben az ionerdsséget nem tartottak konstans

értéken.

3.2. tablazat: A vizsgalt poliaminokra k&zolt protonalddasi makroallandok

Vegyiilet Modszer, t (°C), I (M) logK, logK, logK, IlogK, Ref

Spd pot. titr., 25°C, 02 M 10,85 9,67 7,98 —
pot. titr., 25°C,0,1M 10,67 9,73 8,16 -
pot. titr, 25 °C, 1 M 10,86 10,30 8,93 -
pot. titr., 25°C, 0,15M 10,95 9,98 8,56 —
BCNMR-pH, 25°C,?* 10,5 9.4 8,2 - [

pot. titr., 23 °C, 1 M 11,06 10,15 8,88 — [143]
BCNMR-pH, 30,7°C,?* 10,90 9,76 8,24 -
PBCNMR-pH, 25°C,?* 11,02 10,02 8,57 - [
N NMR-pH, 25°C,?* 11,56 10,80 9,52 -
pot. titr., 25°C,0,1M 10,81 9,81 8734 —
pot. titr., 20°C, 0,1 M 10,97 10,06 8,58 -
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3.2. tablazat (folytatas): A vizsgalt poliaminokra kdzo6lt protonalddasi makroallandok

Vegyiilet ~ Moddszer, t (°C),I(M)  logK, logK, logK, logK, Ref.

Norspd  "C NMR-pH, 21 °C,?* 11,20 10,54 887 -
BCNMR-pH, 25°C,?* 10,9 9,7 8,2 - [
pot. titr. 30 °C, 1 M 10,70 9,70 8,02 -
pot. titr. 25°C,0.1M 10,56 9,44 7,54 -
pot. titr., 20°C, 0,1 M 10,48 9,74 781 —
Spm pot. titr., 25°C, 1,02M 11,12 10,42 932 844 [
pot. titr., 25 °C, ?° 10,86 10,05 8,82 7,95 [
pot. titr., 25°C,0,15M 10,9 10,1 8,9 8,1 |
pot. titr., 25 °C, 0 M 10,70 9,7 832 722 |
pot. titr., 25°C,0,1M 10,90 990 875 7,80 [139]
[
[
[
[
[
[
[
[

pot. titr, 25 °C, 1 M 10,80 10,65 9,31 8,69

pot. titr., 25°C, 0,15M 10,94 10,12 9,04 7,97

pot. titr., 25 °C, 0 M 10,70 9,70 832 7,22

pot. titr., 23 °C, I M 11,23 1045 9,33 8,60

pot. titr., 20°C, 0,1 M 10,91 10,37 9,11 8,28

Norspm pot. titr., 25 °C, ?* 10,61 9,80 8,35 7,51
pot. titr., 20°C, 0,1 M 10,36 10,02 8,63 7,38
BCNMR-pH, 21 °C,? 11,35 10,60 9,30 8,40

*: Nem bedllitott ionerdsség
3.5.2. A spermidin és spermin protonalédasi szekvenciajanak vizsgalata

Kimberly és Goldstein *C NMR spektroszkopiaval vizsgaltdk a protonalodasi
folyamatokat [135], az egyes aminocsoportok protonaltsdgi moltortjét a Sudmeier-
Reilley—kozelités [154] alapjan szamitottak ki, amely szerint az egyes protondlodasi

centrumok hatdsa a vizsgalt mag kémiai eltolodasara additiv:
AS™ =5™" — 5, =C,f,+C, fy +C. . (3.39)

A C értekeket rokon szerkezetli vegyiiletekbdl vették, majd ezek alapjan szdmitottak

ki a mono-, di- és triprotonalt részecskékben a baziscentrumok protonaltsdgi moltortjét.
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Onasch ¢és mtsai. a nitrogénekhez képest a helyzetli protonok kémiai eltolodéasat az
egyes aminocsoportok protondlodasanak szelektiv indikatoranak tekintette, majd

ezekbdl szamitottak a mikroallanddkat [136].

A csoportspecifikus protonalodasi allandokat *C NMR—pH titralassal hataroztak
meg Frassineti és mtsai. [137]. A kiértékelést az altaluk kifejtett szoftverrel, ,klaszter

sorfejtéssel” végezték.

3.6. A vizsgalt biguanidin-szarmazékok

dimetilbiguanidin) és fenformin (1-(2-feniletil)biguanidin).

3.10 4bra: A vizsgalt biguanidin-szamazékok
Mindkét vegyiiletet oralis antidiabetikumként hasznaljak [155], s6t a metformin az
Tarsasag szakmai irdnyelve alapjan [156]. A fenformint kivontdk a forgalombol az

alkalmazas soran kialakul¢ tejsavas acidozis magas incidencidja miatt.

A biguanidinek a guanidinekhez hasonléan rendkiviil erés bazisok, protondlodasuk
mar a pH>13 tartomanyban végbemegy. A masodik protonalddasi 1épés csak savas
kozegben megy végbe, s6t igen erdsen savas kozegben (pH < 0) haromszorosan

protonalt részecskék is megjelennek az oldatban [157].

A metformin irodalmi protonalodasi allandoi ellentmondésosak, taldlunk példat

logK, =115 [158] és logK, =12,4 értékre is [159]. A fenformin protonalodasara

log K, =11,3 értéket kozdltek [160].
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3.7. Arginin és modellvegyiiletei

Az arginin (Arg) a legbazikusabb fehérjealkoté aminosav, az emberi szervezet
szamara feltételesen esszencialis. Fontos szerepet jatszik a vérnyomads szabalyozasaban,
valamint azen dogén NO szintézisében [161,162]. A folyamat soran az arginin
ornitinné metabolizalodik, amely a poliaminok prekurzora. Kimutattdk, hogy az arginin
fokozza a novekedési hormon elvalasztasat [163]. A szisztémasan adott Arg

szivkoszoruér-betegségekben javitja a kardiovaszkularis funkcidkat [164,165].

A citrullin (Cit) nem fehérjealkotdé aminosav, az emberi szervezetben az ureaciklus
soran keletkezik ornitinbdl, az ornitin karbamoiltranszferdz enzim segitségével, vagy

argininbdl, NO szintdzok kozremiikodésével [166].

Kimutattdk, a Cit fokozza az aerob energiatermelést izomszovetben [167]. Annak
ellenére, hogy nem fehérjealkotd aminosav, szamos Un. citrullindlt fehérjét talaltak,
amelyek poszttranszlacios modositassal keletkeznek un. f ehérje-arginil deiminaz

(protein-arginyl deiminase, PAD) enzimek kdzremiikdésével.

A citrullinizaciénak fontos szerepe van a bor keratinizacidos folyamataiban,
pikkelysomorods betegekben a citrullinalt keratin szintje rendkiviil alacsony [168]. A
kozponti idegrendszerben a mielin fehérjék abnormalis citrullinizciojat talaltdk
sclerosis multiplexben szenvedd betegeknél [169,170]. A rheumatoid arthritis
kialakulasdban is szerepe van a PAD2 enzimeknek: a citrullinalt fehérjék ellen (is)

keletkeznek autoantitestek [171,172].

A citrullin nem csak, mint 6nallé6 molekula fontos, hanem, mint az arginin egyik
legjobb modellvegyiilete is, hiszen a két vegylilet izoelektronos, és a deprotonalt
részecskéik izosztérikusak, azonban az oldallanc bazicitasaban jelentds a kiilonbség a

guanidino ¢és karbamido csoportok eltérd tulajdonsagai miatt.

Az Arg harom protondlhatd csoportot tartalmaz: guanidino (G), amino (A) és
karboxilat (C), melyek bazicitdsa jelentésen kiilonbozik egymdéstol. Az Osszes
mikroalland6 meghatarozasa nem lehetséges csoportspecifikus modszerekkel, hiszen a
minor részecskék hozzajarulasa az analitikai jelhez elhanyagolhat6. Tovabbi nehézség a
mikrodllandok meghatarozéasanal, hogy az elsé protonaldédas igen lugos kozegben

kovetkezik be, ahol a pH tivegelektroddal torténd meghatarozésa pontatlan.
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Ennek megfelelden az elsd protonalodasi 1épesre kozolt makroallandok pontossaga is
kérdéses. Ez tiikr6z0dik az irodalomban taldlhaté adatokban is, néhany kozolt érték:

logK, >14 [173], logK, =12,48 [174], logK, =12,5[175]

A karboxilaton protonalt mikrorészecskék bazicitdsdnak méréséhez tovabbi
modellvegyiileteket hasznaltunk, ahol a karboxilcsoportot a vele izoelektronos
savamiddal (argininamid, ArgNH»,) illetve metilészterrel (citrullin metilészter, CitOMe)

helyettesitettiik. A vegyliletek képlete a 3.11 abran lathato.

3.11 é&bra: Arginin és modellvegyiiletei
Az Arg és a Cit mikroallandoit eddig mindossze egy kézlemény targyalta [173], ahol

potenciometrids titralassal hataroztdk meg a makrodllanddkat, a m inor részecskék

crer

3.8. Sztreptomicin és sztreptidin

A sztreptomicin volt az elsé bakterialis forrasbol, a Streptomyces griseusbol izolalt
antibiotikum [176], amely egyben a tuberkul6zis elsd hatékony gyogyszerének
bizonyult. Jollehet, toxicitdsa miatt erdsen visszaszorult a hasznalata, napjainkban mint
masodvonalbeli antituberkulotikumot €s nozokomidlis fertdzések elleni antibiotikumot

alkalmazzak.

A sztreptomicin, mint a tobbi aminoglikozid, baktericid hatdst, a baktériumok

fehérjeszintézisét gatolja a riboszoma 30S alegységéhez kotddve [177,178], igy hibas
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transzlaciét okoz [179]. Az aminoglikozid antibiotikumok széleskori terdpias
alkalmazésat leginkdbb sulyos mellékhatdsaik gatoljak, mint a vese- [180], ¢és

ototoxicitas [181].

A sztreptomicin az aminoglikozidok 4-O-monoglikozid alcsoportjdba tartozik, egy
aglikonbol (sztreptidin) és egy diszacharidbol (sztreptobidzamin) all. A diszacharidot L-

sztreptdz (5-deoxi-3-C-formil-1ix6z) és N-metil-2-deoxi-2-aminogluko6z alkotja.

A sztreptidin (1,3-diguanidino-2,4,5,6-tetrahidroxiciklohexan) nem csak mint a
sztreptomicin aglikonja, hanem mint 0©nalld6 molekula is jelentds, hiszen az
antibiotikum-rezisztenciaért felelds aminoglikozid-modosité—enzimek, féleg az O-
adeniltranszferazok gatloszereként alkalmazhat6 a sztreptomicin-rezisztens baktériumok

ellen [182].

3.12 4bra: A sztreptomicin és a sztreptidin képlete, szdmozasa.

A sztreptomicin bazicitdsadatait minddssze egy kozlemény targyalja [183]. Az
szamitottak, majd ezek segitségével irtak fel a sztreptomicinre jellemz6 Bjerrum-gorbét,
amelybdl meghataroztdk a protonalodasi allandokat. Az igy kapott allandok:
logK, =12,11£0,05, logK, =11,51£0,05, logK, =8,46+£0,02. Az els6 két
protonalddasi 1épéshez tartozd makrodllandok kozotti kiilonbség 0,6 e gység, ami
megfelel a szimmetrikus kétértékii bazisok protonaldodd csoportjai kozotti statisztikus
korrelacionak, ha a két csoport kozotti kolcsonhatasi tényezé értéke 0. Ez is ramutat a

szamitasok elvi hibdjara, hiszen azt feltételezi, hogy a négy mikrodllandé értéke

33



DOI:10.14753/SE.2012.1677

megegyezik, ami véleménylink szerint nem lehetséges, hiszen a két csoport kémiai
kornyezete is eltérd, valamint kozel helyezkednek el egymashoz, igy protonaltsagi

allapotuk biztosan befolyasolja a mésik csoport bazicitasat.

rrrrr

A sztreptomicin harom baziscentrumot tartalmaz: két guanidino és egy szekunder
aminocsoportot (3.12 abra). A funkcids csoportok bazicitdsdban 1évd nagy kiilonbség
miatt a teljes mikrospeciacios séma kiszamitasa csak deduktiv modszerekkel lehetséges.
Az Osszes mikroallandd meghatarozasara alkalmas modellvegytilet lehetne példaul a
glukézamin kvaternerezett szdrmazéka (3.13. dbra A) vagy a két guanidinocsoport

helyettesitése karbamidocsoportokkal (3.13. dbra B).

3.13. ébra: A sztreptomicin idedlis modellvegytiletei
Ilyen vegyiileteket azonban irodalmi kutatdsaink alapjan nem allitottak eld, igy a
rendelkezésre allo adatokbol csak a major mikrorészecskékre vonatkozoan kaphatunk

megbizhat6 adatokat.
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4. A kisérleti munkaban hasznalt anyagok és modszerek

4.1. Hasznalt vegyszerek, vizsgalt molekulak

A mérésekhez hasznalt alapvegyszereket (NaOH, KOH, NaCl, KCl, témény sésav),
az elektrodkalibracidhoz alkalmazott pufferkomponenseket (natrum-tetraoxalat, kalium-
hidrogénftalat, KH,PO4, Na,HPOg4, borax) analitikai tisztasagban a Reanal, a Merck ¢és
a Sigma-Aldrich gyartoktol szereztiik be. Az NMR-spektroszkopiahoz referenciaként 3-
trimetilszilil-1-propanszulfonsav natriumsét (DSS, >99 %, Fluka), tetrametilammonium
kloridot (TMA, Sigma) ¢és tetraectilammonium kloridot (TEA, Sigma) hasznaltunk. A

titralasok olddszereként kétszer desztillalt vizet alkalmaztunk.

A kovetkezd fejezetekben vegyliletcsoportonként adjuk meg a vizsgalt anyagok
eredetét. A kereskedelembdl beszerzett anyagok azonositasa ¢€s tisztasaguk ellendrzése

egy- €s kétdimenzids NMR spektroszkdpidval tortént.

4.1.1. NMR-pH indikatormolekulak

A diklorecetsav (DCA, >99%), a klorecetsav (MCA, 99%), a hangyasav (99%), a
szarkozin (Sarc, 98%), a terc-butilamin (TBA, 98%), a 4-hidroxipiridin (95%), a citozin
(99%), az aceton oxim (98%), az acetaminidin hidroklorid (97%), az 1-metilguanidin
hidroklorid (98%), a metformin (97%) és a fenformin (97%) Sigma-Aldrich termékei
voltak. A natrium acetatot, a trisz(hidroximetil)aminometant és az imidazolt a Reanaltol

szereztiik be. (A vegyiiletek képletei az 5.1 abran lathatok).

4.1.2. Arginin és modellvegyiiletei

Az L-arginin (Arg, 99%) a Reanal terméke volt, az L-citrullint (Cit, 98%) és az L-
argininamidot (ArgNH», 97%) a Sigma-Aldrichtol szereztiik be. A citrullin metilészterét
Li és mtsai. receptje szerint [184] allitottuk elé: 1,75 g L-citrullinhoz (10 mmol)
cseppenként 2,16 g trimetil-klorszilant (20 mmol) adtunk, majd 20 m1 metanollal 24
ordig szobahdmérsékleten kevertettilk. Az oldoszereket rotacids vakuumbepdarloval
tavolitottuk el, a citrullin metilészter hidrokloridjat szilard formaban izolaltuk. A
vegyiilet szerkezetét 'H és *C NMR spektruma alapjan igazoltuk. '"H NMR (D,O):
84,20 (t, 1H), 3,85 (s, 3H), 3,19 (t, 2H), 1,98 (m, 2H), 1,64 (m, 2H). >C NMR (D,0): &
173,5, 164,1, 56,7, 55,6, 42,3, 30,0, 27,6 ppm.

A vegyiiletek képletei a 3.11 4bran lathatoak.
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4.1.3. Linearis poliaminok és modellvegyiileteik

A spermidin trihidrokloridot (Spd, 98%), a spermin tetrahidrokloridot (Spm, 99%), a
norspermidint (Norspd, 98%) és a norspermint (Norspm, 95%) a Sigma-Aldrich cégtdl
vasaroltuk. A 4-(3-aminopropilamino)butanolt (APAB) Lebreton ¢és mtsai. receptje
alapjan allitottuk elé [185]: 50 ml butanolban feloldottunk 1,4 g (10 mmol) kalium-
karbonatot, 0,33 g kalium-jodidot (2 mmol) és 3,0 g 1,3-diaminopropant (40 mmol),
majd cseppenként hozzaadtunk 2,2 g 4-klérbutanolt (20 mmol). Az elegyet 24 or aig
refluxaltuk, majd sziirés utdn vakuumdesztillacioval tavolitottuk el az olddszereket. A
terméket olajként izolaltuk, és tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk fel. 'H NMR (D,0): 8
3,60 (t, 2H), 2,65-2,70 (m, 6H), 1,66 (t, 2H), 1,56 (m, 4H). °C NMR (D,0): & 61,7,
48,3, 46,1, 38,3, 30,7, 29,3, 24,5 ppm.

A molekulék képlete és szdmozasai a 3.9 és az 5.15 abrakon lathatoak.
4.1.4. Sztreptomicin és sztreptidin

A sztreptomicin szulfatot a Mercktdl szereztiik be. A sztreptidint Latorre és mitsai.
receptje alapjan szintetizaltuk: 5,0 g sztreptomicint 40 ml metanol és 1,5 ml tdomény
kénsav elegyében oldottunk fel. Az oldatbol 72 6ra mulva kivalt a sztreptidin szulfat,
melynek szerkezetét NMR spektroszkopidval igazoltuk. 'H NMR (D,0): & 3,58 (t, 1H),
3,54 (t, 2H), 3,51 (t, 1H), 3,49 (t, 2H). *C NMR (D,0): 74,8, 71,6, 70,9, 59,1 ppm.

A vegyliletek képlete a 3.12 abran lathato.
4.2. Aziivegelektrod kalibracidja

A titrdlasokhoz Metrohm 6.0234.110 ka talogusszdmu kombinalt iivegelektrodot
hasznaltunk, melyet a mérések elétt, a [UPAC iranyelveknek megfelelden [6], négy,
ismert pH-ju, standard tompitd oldattal kalibraltunk. Minden mérés termosztalt
koriilmények kozott tortént, a hdmérséklet 25 = 0,1 °C volt. Az alkalmazott pufferek

Osszetételét és deklaralt pH-jat a 4.1 tablazat tartalmazza.
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4.1. tablazat: A kalibral6 pufferek Gsszetétele és deklaralt pH-ja

Osszetétel pH
Oxalat 0,05 M kalium-tetraoxalat 1,68
Ftalat 0,05 M kalium-hidrogénftalat 4,005
Foszfat 0,025 M KH,PO4 + 0,025 M Na,HPO4 6,865
Borax 0,01 M Na,B404 9,180

4.3. NMR-pH titralasok

A méréseket inverz geometriagju 5 mm-es gradiens méréfejjel rendelkez6 Varian

Unity Inova 600 MHz-es NMR spektrométeren végeztiik 25+0,1 °C-on.

Az NMR titralasok egységesen 5 mm-es NMR csdben torténtek, az oldatok 5 v/v%
D,O-t tartalmaztak, amely a Gross-Butler-Purlee—elmélet szerint csak 0,02 e gységgel
valtoztatja meg a pH-skalat [8,9], az iivegelektroddal torténd mérések pontossagan
beliil. Az NMR spektrumok kémiai eltolédasait 0,1 mM koncentracioja DSS (‘H, 8pss
= 0,000 ppm), 20 mM TEA (N HMBC, 81ga = -316,7 ppm [186]), 5 mM TMA ("°C
HSQC, drma = 55,36 ppm) belsé referensre vonatkoztattuk. A H,O rezonanciajelét
kettés spin echo [187], (‘H mérések) vagy elételitd (presaturation) pulzussal [188]
nyomtuk el (2D NMR mérések). Az NMR spektrométer belsé skaldjanak

referenciapontjai TMS ('H és '°C), illetve nitrometan (*°N) voltak.
4.3.1. Egyedi mintidk modszere

Indikatormolekulak NMR—pH titralasa. Az egyenként §sszemért mintak sorozata
0,5 — 2 mM koncentracidéban tartalmaztak indikatormolekuldkat. Az ionerdsséget HCI,
NaOH ¢s KCl hozzaadasaval allitottuk 0,15 M vagy 1,00 M értékre. A mintaoldatok
pH-jat Metrohm iivegelektroddal hataroztuk meg, 25°C -on, a D,O tartalomra
korrekciot nem végeztiink. Mivel az acetamidin lugos kozegben gyorsan hidrolizal
acetamidra és ammoniara, igy a pH = 10 — nél lugosabb mintdkhoz 1 ul 1 M
acetamidin—torzsoldatot adtunk, majd késedelem nélkiil rogzitettik 'H NMR

spektrumat.

Arginin és modellvegyiileteinek NMR—pH titralasa. Harom vegyiiletbdl (Arg,
ArgNH,, Cit) kiilonb6z6 pH-ju oldatok késziiltek 1,00 M ionerdsség mellett. A
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torzsoldatok 0,5 — 2 mM koncentracidban tartalmaztak indikatormolekulékat, a vizsgalt
molekulara nézve koncentraciojuk 5Sm M volt. Az egyes oldatok pH értékét
tivegelektroddal (pH < 12) hatdroztuk meg, illetve az indikatormolekuldk kémiai

eltolodasaibol szamitottuk (pH > 7).

crer

20 mM TEA-t tartalmazé torzsoldatokat készitettiink melyek ionerdsségét NaOH, HCI
¢s KClI segitségével 1,00 M-ra allitottuk. A lugos torzsoldat 0,98 M NaOH volt, ebben
oldottuk fel az 50 mM koncentracionak megfeleld poliamint. A lagos oldathoz
egyforma mennyiségben adtunk savas térzsoldatot (0,98 M HCI) és KCl-os torzsoldatot
(1,98 M KCl) amig az oldat pH-ja el nem érte a pH = 7 értéket. Ennél kisebb pH-k
beallitdsa mar csak a savas torzsoldattal tortént. Az oldatok indik4tormolekuldkat is
tartalmaztak 0,5 — 2,0 mM kozotti koncentracioban, melyek kémiai eltolodasaibol
szamitottuk az egyes mintak pH-jat. A mintakré]l 'H, "N HMBC és sziikség szerint °C
HSQC spektrumokat rogzitettiink.

A HMBC spektrumok felvétele az alabbi beallitadsok mellett tortént: 32 inkrementum,
16-32 tranziens. A vizjelet elotelitd pulzussal nyomtuk el. Mind a direkt, mint az
indirekt dimenzidokban a leheté legsziikebb spektralis ablakok alkalmazésara
torekedtlink, igy példaul a nitrogénmagok kémiai eltolodéasat csak a -315 — -360 ppm

kozotti kémiai eltolodas-tartomanyban rogzitettiik

HSQC spektrumokat azon oldatokrdl rogzitettiink, melyeknél az 1H NMR spektrum
alapjan, aj elek atfedése miatt, nem lehetett az egyes magok kémiai eltolodasat
egyértelmiien leolvasni. Itt is a lehetd legszlikebb spektralis ablakban rogzitettiik a

spektrumokat, az egyes oldatokrdl 2-4 tranzienst és 32 inkrementumot regisztraltunk.

Sztreptomicin és sztreptidin NMR—pH titralasa. A sztreptomicin ligos oldatban
gyors bomlast szenved; az 'H NMR spektrumon megjelené legjellegzetesebb
bomlastermék a maltol (3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-on) [189]. Ennek elkeriilésére a
torzsoldatok nem tartalmaztak sztreptomicint, csak indikatormolekuldkat (0,5 — 2 mM
kozott valtozd koncentracidban) és 5 mM TMA-t. Két torzsoldat (1 M NaOH és 1 M
KCl) elegyitésével készitettiik el a kiillonbozé pH-ju oldatokat, melyeknek 800 pl-ében
oldottunk fel ~12 mg sztreptomicin szulfatot, majd az oldatot 'H és HSQC spektrumait

késedelem nélkiil rogzitettiik.
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A sztreptidin lugos és savas kozegben is stabil, igy 5 mM koncentracioban oldottuk
fel aK Cl-os (1,00 M KCl) és lagos (IM NaOH) torzsoldatban is. Az oldatok
indikatormolekuldkat és 5 mM TMA-t is tartalmaztak.

4.3.2. Elektrdod nélkiili NMR—pH titralasok

Az indikatormolekuldkat és a KCl-ot tartalmazé torzsoldatban 5 mM-nak megfeleld
mennyiségli CitOMe-t oldottunk fel, majd a kapott oldat 600 pl-ét NMR csébe vittiik at.
A 0,2 M NaOH ¢s 0,8 M KCI tartalmu titraloszer szamitott mennyiségeit (1 — 10 pl)
adagoltuk az NMR csdébe, és homogenizalds utan regisztraltuk a spektrumot. Az oldat

pH-jat az indikatormolekuldk kémiai eltolodédsaibol szamitottuk ki.
4.4. Potenciometrias titralasok

A titrdldsokat a 4.2 fejezetben leirt modon kalibralt Metrohm 6.0234.110
tivegelektrod mellett, 25 £ 0,1 °C-on végeztiik. Az oldatok ionerdssége 1 M volt. A
titralasokat 1 pl névleges adagolési pontossagu ¢és 0,1 mV mérési felbontasi Metrohm
716 DMS Titrino autoblirettdval végeztilk, mely automatikusan felvette a titralasi

gorbéket.

A protonalédési makroallandokat kiilonbségi pH- potenciometrias moddszerrel
hataroztuk meg. Egy iires titralast végeztiink, miszerint 2 ml 0,5 M HCI + 0,5 M KCl
oldatot titraltunk 0,5M KOH + 0,7 M KCI oldattal. A masodik titralas soran 2 ml
sosavas oldatban feloldottuk a vizsgalandd vegyiiletet 50 m M koncentraciénak

megfelel6 mennyiségben, majd ezt titraltuk KOH-dal.
4.5. A titralasi gorbék kiértékelése

Minden titralasi gorbe kiértékeléséhez az OriginPro 8.0 szoftvert hasznaltuk, mely
alkalmas nemlinedris paraméterillesztésre tobbvaltozdés adatsorok  szimultan

kiértékelésekor.

4.5.1. NMR-pH titralasok

A vizsgilt vegyiiletek valamennyi szénkotésti protonjanak o™" —pH adatsorara

egyszerre illesztve a (3.17) egyenletet megkapjuk az egyes makrorészecskék egyedi

kémiai eltolodasait valamint a log K, 1épcsdzetes protonalodasi allandokat.
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A relativ bazicitdsok meghatarozasa soran a (3.20) egyenletet illesztettik a
O™ — o™ adatsorok valamennyi lehetséges kombinaciojara. (példaul a citozin —
aceton oxim par esetén Osszesen 4 adatsorra illesztettiik szimultan a (3.20) egyenletet).

Az illesztések soran az indikatormolekula hatareltolodasait (&, és8,,) fixen

tartottuk.
4.5.2. Potenciometrias titralasok

A két titralas soran mért pH — Vgop adatsorokbol kiszamitottuk az azonos pH- hoz
tartozd fogyasadatok kiilonbségei (AV). A kiilonbségi gorbét az Origin szoftver

beépitett ,,Substract reference data” algoritmusaval szadmitottuk ki.

A kapott AV-pH gorbe aranyos a Bjerrum-fiiggvénnyel, igy a (3.16) egyenlet

szerinti nemlinearis paraméterillesztéssel kiszamithatoak a Iépcsdzetes makroallandok.

Az illesztések pontossaga tovabb javithato a potenciometrias és NMR—pH titralasok

szimultan kiértékelésével.
4.5.3. A mikroallandok meghatarozasa

A mikrodllandok kiszamitdsadt az arginin ¢és a sztreptomicin esetén a
makroallandokbol végeztiik, deduktiv modszerrel. A poliaminok mikroallanddinak
meghatdrozasa az egyes nitrogénmagok kémiai eltolodasabol tortént, az 5.4.2 fejezetben
leirtak szerint. Az illesztésekhez valamennyi nitrogén kémiai eltolodasara szimultan

illesztettiik a megfeleld egyenleteket.
4.6. Szimulalt adatsorok

A makroallandok ¢s az indikatorparaméterek meghatarozhatésagat szimulalt
adatsorokbdl is ellendriztiik. A szimuldciok soran a hibamentes adatsorokat a Microsoft
Excel programmal generaltuk. Az adatsorok generaldsa sordn arra torekedtiink, hogy a

vizsgaland6 paraméterekhez hasonlo értékeket hasznaljunk.

Az egyes adatsorokat véletlenszeri hibaval terheltilkk, melyet az Excel
RANDBETWEEN filiggvényét felhasznalva adtuk hozza. A hiba mértéke +0,03 pH-
egység illetve. £0,001 vagy +0,002 ppm kémiai eltolodds volt. Az adatsorokat a

leolvasasi pontossagnak megfeleléen kerekitettiik (pH esetén 0,01, kémiai eltolodasnal
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0,001 egység pontossagra). Az adatsorokat az OriginPro 8.0 szoftverrel értékeltiik ki,
nemlinedris paraméterillesztéssel. Az illesztofliggvény a kisérleti adatok kiértékelése

soran is alkalmazott fliggvény volt.

A modszer ellenOrzésére a hibamentes adatsorokbol is meghataroztuk a vizsgalt

értekeket, an emlinedris paraméterillesztéssel minden esetben gyakorlatilag szoras

nélkiil kaptuk vissza a kiinduldsi adatokat (o ~107").
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1. 'H NMR-pH indikatormolekula—sorozat

5.1.1. A Kkivalasztott indikatormolekulak

Osszesen 13 m olekuldt vizsgaltunk, melyek alkalmasak lehetnek a pH
meghatarozasara. A vegyiiletek képletei és irodalmi log K értékeik [175] az 5.1 abran

lathatoak.

5.1. abra: A kivalasztott indikatormolekuldk €s irodalmi protonalodaési allandoik [175]

A molekuldk egy részét mar kordbban is hasznaltdk NMR—pH indikatorként [73-75]
(diklérecetsav, klorecetsav, hangyasav, ecetsav, imidazol, TRIS), a tobbit (szarkozin,
terc-butilamin, 4-hidroxipiridin, citozin, aceton oxim, acetamidin és 1-metilguanidin)
irodalmi protondlodasi allandoik [175] és egyszeri NMR spektrumuk alapjan

valasztottuk ki. A molekulak "H NMR spektruma az 5.2 dbréan lathato.
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5.2. abra: Az indikatormolekuldk NMR spektruma és asszignacioja pH=12,5 I=1,00 M
oldatban.
Fontos szempont volt, hogy a vegyiiletek NMR spektruma legfeljebb két jelet

tartalmazzon, és sem egymassal, sem mas molekuldkkal ne 1épjenek reakcidba.
5.1.2. Az indikatorparaméterek meghatarozasa

A 13 vizsgalt molekulat egy oldatban titraltuk, a protonalddasi allandokat és a
hatéreltolodasokat a 8™ — pH adatsorokbol hataroztuk meg a (3.7) egyenlet alapjan,

azokban az esetekben, ahol a logK értéke 2-12 kozé esett.
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5.3. abra: A szarkozin NMR-pH titralasi gorbéi

Ennél kisebb vagy nagyobb protonalodasi allandoju molekuldknal a relativ
bazicitasokat (AlogK) szamitottuk ki a o —o" adatsorokbol a Perrin-Fabian

modszer alkalmazasaval a (3.20) egyenlet szerint, mely lehetévé teszi, hogy egy
megfelelden 0Osszeallitott indikatormolekula—sorozattal extrém magas vagy alacsony
protonalodasi allandokat is meghatarozzunk, ugyanis a pH nem szerepel az

illesztéfliggvényben.

Ilyen moddon akkor hatdrozhatbak meg pontosan a soron kovetkezd
indikatormolekula paraméterei, ha AlogK < 1,3 Ezt a hatarértéket szimulalt adatsorok
segitségével allapitottuk meg. A szimulacidk soran a szarkozin indikatorparamétereibol
indultunk ki, és a kovetkez6 indikatormolekula (TBA) paramétereit a hatareltolodasokat
minden esetben a TBA hatéreltolodasainak megfeleld értéknek vettiik, mig a AlogK
értekét 0,4 és 1,5 kozott, 0,1 egységnyi Iépésenként valtoztattuk. A kiértékelések soran a
0,4 < AlogK < 1,3 tartomdnyban az indikdtorparaméterek mérési hiban beliil
megegyeztek a kiindulasi értékekkel, mig ennél nagyobb protonaldédasi allando-

kiilonbség esetén mar nagyobb volt az eltérés (0,003 ppm a hatareltolédasokban és 0,05
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egység a protonalédasi allandoban). Ha megvizsgaljuk a Son . — Oneoer CTtékeket, azt
tapasztalhatjuk, hogy a AlogK > 1,3 tartomanyban a kiilonbség jelentdsen megnd, akar
0,02 ppm is lehet, szemben a kisebb AlogK értékekhez tartozé6 maximum 0,005 ppm

eltéréssel.
Az indikatorparamétereket a kdvetkezd sorrendben szamitottuk ki:

e Savas tartomany: hangyasav — klorecetsav — szarkozin — aceton oxim —
— diklorecetsav.
e Lugos tartomany: szarkozin — terc-butilamin — (citozin) — aceton oxim —

— acetamidin — metilguanidin — imidazol.

5.4. abra: A terc-butilamin (A) ¢és ak lorecetsav (B) indikatorparamétereinek
meghatdrozasa

Az indikatorparaméterek helyességének ellendrzésére az elsd¢ két Perrin-Fabian
modszerrel meghatarozott molekula logK értékeit €s hatareltolddasait 6sszehasonlitottuk
a ,.klasszikus”, kémiai eltolédas — pH adatsorokbdl szamitott értékekkel, ugyanis az

tivegelektrod ezekben a tartomanyban még megbizhato.
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5.1. tablazat: A kiilonboz6 kiértékelési modszerek 6sszehasonlitasa

terc-Butilamin Klorecetsav
Perrin-Fabian PHelektrod Perrin-Fabian PHelektrod
modszer alapjan modszer alapjan

logK 11,07 £0,01 11,08 £0,01 2,63 +0,01 2,62+ 0,01
Ond 1,101 £0,001 1,101 £0,001 4,059+0,001 4,059 =+0,001
Owng 1,367£0,001 1,367 +£0,001 4,294+0,001 4,294+ 0,001

Az 5.1 tablazatbdl jol latszik, hogy a két mdodszer mérési hibahataron beliil egyezd

értékeket ad, igy varhatoan a tobbi ,,soron kovetkezd™ indikator indikatorparaméterei is

pontosan meghatarozhatok.

A titralasok soran harom indikatormolekula egyes kémiai eltolédasai diamagneses

iranyba valtoztak meg a protonaldodas soran (5.5 abra), ez az un. wrong way shift

jelenség, melynek oka nem ismert. Erdekes, hogy ekkor mindharom vegyiilet

oxigénatomon deprotonalodik: hangyasav, 4-hidroxipiridin €s citozin.

5.5. abra: A 4-hidroxipiridin és a citozin NMR spektrumainak pH—fiiggése

A 4-hidroxipiridin indikdtormolekulanak kevéssé alkalmas, két ok miatt:

a

protonalodasi allanddja rendkiviil kozel esik a TBA allanddjahoz (AlogK ~0,1),
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valamint a k émiai eltolédasa csekély mértékben valtozik ap rotonaldodéas hatdsara

(A5 ~0,08 ppm).

A citozint szintén nem alkalmaztuk a kés6bbi mérések soran, mert két dublett jelet ad
a spektrumokon, melyek kémiai eltolodasanak meghatdrozasa pontatlanabb, mint egy

szinguletté.

Két indikatormolekula hidrolizal: az aceton oximbol aceton keletkezik erdsen savas

kozegben (t,, ~120 min, pH=0-nal), az acetamidin acetamiddd bomlik erésen lugos

oldatban (t,,, ~ 5 min, pH=14-nél).

Az indikatormolekuldk protondlodasi allandoit ¢és hatareltolodéasait a  két
leggyakrabban hasznalt ionerdsségen (0,15 M és 1 M) hataroztuk meg, a pontos

értékeket az 5.2 és 5.3 tablazatok tartalmazzak.

5.2. tdblazat: Az indikéatorparaméterek és a pH meghatarozésra alkalmas tartoméany 1 M

ionerdsségii oldatban

logK O Oriing pH tartomany
Diklorecetsav 1,04+ 0,02  6,072+0,001 6,346+ 0,002 <20
Aceton oxim 1,73+0,01  1,896+0,001 2,338+ 0,001 05-3,1
Szatkozin 3,614+0,001 3,983 + 0,001 1-3,6
(CH»)
o 2244001
ZarKkozin
2,737+0,001 2,804+ 0,001 1.8-2.6
(CH3)
Klorecetsav 2.63+£0,01  4,059+0,001 4294 +0,001 1,6—3,7
Hangyasav 3,52+0,01 8,446 £ 0,001 8,251+ 0,001 24-4,6
Ecetsav 457+0,01  1,907+0,001 2,093+ 0,001 35-56
Imidazol (H2) 7,781+ 0,001 8,696+ 0,001 55-89
_ 726+ 0,01
Imidazol (H4) 7139+ 0,001 7,487+ 0,001 59-8.6
TRIS 8,36+0,01  3,507+0,001 3,738 0,001 72-95
Szarkozin 3,107+0,001  3,613+0,001 87-11,8
(CH»)
N 10,24 + 0,01
ZarKkozin
2283+0,001 2737+0,001  88—11,7
(CH3)
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5.2. tablazat (folytatas): Az indikatorparaméterek és a pH meghatdrozasra alkalmas

tartomany 1 M ionerdsségli oldatban

logK Opng Oting pH tartomany
terc-Butilamin 11,07 £0,01 1,101 £ 0,001 1,367 £ 0,001 98-123
Citozin (HS) 5,874 £ 0,001 5,991 £ 0,001 11,3-12,8
o 12,08 + 0,01
Citozin (H6) 7,736 = 0,001 7,511 £ 0,001 11,1 -13,2
Aceton oxim 1,828 £ 0,001 1,895 + 0,001 11,8 -12,7
12,22 £ 0,01
Aceton oxim 1,770 £ 0,001 1,897 £ 0,001 11,4-13,1
Acetamidin 12,74 £ 0,01 1,960 + 0,001 2,230+ 0,001 11,6 — 13,8
I-Metilguanidin 13,57+ 0,02 2,689 + 0,002 2,824 + 0,001 > 12,7
Imidazol (H2) 13,89+ 0,02 7,620 + 0,003 7,781 £ 0,001 >13

5.3. tablazat: Az indikatorparaméterek ¢és a pH meghatarozasra alkalmas tartomany 0,15

M ioner6sségii oldatban

log K Ona Ouind pH tartomany
Diklorecetsav ~ 1,17+£0,02 6,051 £0,001 6,303 + 0,002 <23
Aceton oxim  1,65+0,01 1,893 +0,001 2,316 = 0,001 <2.8
Szatkozin 3,602+ 0,001 3,958+ 0,001 1-35
(CH»)
A 2.26+0,01
ZarKkozin
2,729+ 0,001  2,7924 0,001 1,9-2.6
(CH3)
Klorecetsav 273+£0,01  4,046+0,001 4272 +0,001 1,7-3,8
Hangyasav 357+0,01 8442+0001 8230+ 0,001 2547
Ecetsav 4,610,001  1,906+0,001  2,085+0,001 3,6 5,6
Imidazol (H2) 7.767+0,001 8,676 = 0,001 55-89
_ 7,18+ 0,01
Imidazol (H4) 7128 £0,001 7,473 + 0,001 58-8,5
TRIS 828+001  3,508+0,001 3,731+ 0,001 71-9.4
Szatkozin 3,106+0,001  3,602+0,001  8,7—11,6
(CH»)
Syt 10,20 + 0,01
ZarKkozin
2284+0,001 2,729+0,001 88—11.6
(CH3)
terc-Butilamin 10,93 +0,01  1,102+0,001  1,359+0,001  9,7—12.2
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5.3. tablazat (folytatas): Az indikatorparaméterek és a pH meghatdrozasra alkalmas

tartomany 0,15 M ionerdsségli oldatban

log K Ona Sind pH tartomany
Citozin (H5) 5,856+ 0,001 5,966 + 0,001 11,5-12.,8
12,17 £ 0,01
Citozin (H6) 7,726 £ 0,001 7,491 £+ 0,001 11,1 -13,1
Aceton oxim 1,827 £ 0,001 1,892 + 0,001 11,9-12.8
12,34+ 0,01
Aceton oxim 1,773 £ 0,001 1,893 + 0,001 11,6 - 13,1
Acetamidin 12,68 +0,01 1,963+0,001 2,217+0,001 >11,6
1-Metilguanidin 13,53 +0,03 2,691 +£0,005 2,816+ 0,001 >12,8

5.1.2.1. A pHgjektroa €S a pHing 0sszehasonlitasa

Minden mért oldatban kiszdmitottuk a megfeleld

indikatormolekula kémiai

eltolodasabol a pH-t, majd az elektroddal mért és a kémiai eltolodasokbol szamitott

értékek kiilonbségét vizsgaltuk a pHi,g fliggvényében (5.6 dbra)

5.6. abra: A mért és a szamitott pH-értékek kiilonbsége
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Az tvegelektrod mérési hibdja 0,05 pH egység alatt marad a 0,5 — 12,5 kozotti
tartoméanyban. Erésen savas oldatban a véletlen hiba jelentdsen megnd, ugy tlinik, hogy
a mérés pontossdga romlik. Lugos oldatokban viszont a kiilonbség szinte linedrisan

valtozik a pH-val, a mérés jelentds szisztematikus hibaval terhelt.
5.1.2.2. A pH meghatirozas hibajanak kiszamitasa

A pH-szamitds pontossagat Gauss négyzetes hibaterjedési szabalyat [190]
alkalmazva szamszerusitettiik, amely alapjan Szakacs ¢és mtsai. is meghataroztdk az

altaluk bevezetett indikatormolekulék hibajat [73].

A hibaterjedés torvénye szerint az egyes mennyiségek varianciait vessziik alapul, a

teljes variancia pedig a (3.8) egyenlet alapjan négy tényez6bol tevodik dssze:

2 2 2 2
Oy = opH Op + ath O e + opH o, + opH o; (5.1)
OlogK ’ OOyna s 004 1ng " 00y "

Az (5.1) egyenlet atrendezésével megkapjuk a pH-szamitas hibajat:

2 2 mért 2 s mert \2 2
(5|nd _5Hlnd) O smen +(5Ind _5Ind) O s +(5H|nd ~ Oing ) Os.

(lnIO)z (5H|nd —5|T§" )2 (5::3” —Ojng )2

2 2
GpH _O-logK +

(5.2)

A szamitasokhoz a oy, o5 ¢s o,  ertékeit az 5.2 és 5.3 tablazatokbdl vettik, a

mért kémiai eltoldédas hibajat 0,001 ppm-nek vettiik irodalmi adatok alapjan [191].
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57. 4bra: Az 'H NMR indikatorokkal végzett pH-szamitds hibaja néhany
indikatormolekula esetén

Az 5.2 és 5.3 tablazatokban szereplé pH-tartomanyt tigy hataroztuk meg, hogy a pH-
szamitas hibgja legfeljebb 0,03 egységnyi legyen.

Az eredményeink alapjan a teljes (0-14 kozotti) pH-skala lefedhetd akéar ot (1)

indikatormolekulaval: diklorecetsav (0 — 2), aceton oxim (0,5 — 3,1 és 11,4 — 13,1),

szarkozin (1 — 3,6 ¢és 8,7 — 11,8), ecetsav (3,5 — 5,6) ¢és imidazol (5,5 — 8,9 ¢és 13 — 14).
5.2. Bigauanidinek protonalodasi allandéi

A makroallandokat NMR—pH titralasokkal hatdroztuk meg, ahol a pH-t az 5.1
fejezetben leirt indikatormolekuldk segitségével szamitottuk ki. Mindkét molekula igen
erés bazis, igy a titralasi gorbék kiértékelése is nehézkesebb: az illesztéshez hasznalt

(3.17) egyenletben &, értékét nem lehet a titralasi gorbékrol leolvasni.

rrrrr

Perrin-Fabian modszerrel hatiroztuk meg a Sy —Ome.  adatsorokbol. Ez a

kiértékelési mod — a végzett szimuldciok szerint — joval nagyobb pontossaggal adja meg
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a pH-skalan kiviil es6 hatareltolédast, mint a ,,klasszikus™ kiértékelési mod (5 mert —pH).
A két kiértékelési mod Osszehasonlitdsara legjobb megoldas a S, —logK ko6zotti
korrelacios koefficiens ( Plogk. 5L) értékét vizsgalni. Ennek értéke a P errin-Fabian

modszer esetén -0,71-nek adodott, mig a ™" —pH adatsorokra torténd illesztéskor

-0,99-nek. A szimuléciok soran kapott eredményeket a tablazat tartalmazza.

5.4. tablazat: A kilonbozo kiértékelési moédok 6sszehasonlitasa

Bemeneti Smert _ pH Perrilrl-Fabian
adat modszer
logK 13,95 13,93 +£0,11 13,96 £ 0,03
o, 2,929 2,933 +£0,005 2,930 £ 0,002
Progk 5. — -0,993 -0,714

Mivel a molekuldk kétértékii bazisok, a relativ bazicitds meghatarozasa dnmagaban

rrrrr

adatsorokbdl szamoltunk (5.8. abra), a o értékét pedig a P errin-Fabian modszerrel

meghatarozott értéken fixen tartottuk.
A két molekula protonalddasi allandoit az 5.5 tdblazatban foglaltuk Gssze.

5.5. tablazat: A biguanidin-szarmazékok protonalddasi allandoi

Metformin Fenformin

logK, 13,85+0,03 13,27+0,03
logK, 3,14+ 0,02 3,26 0,02
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5.8. abra: A metformin metilcsoportjanak ¢és a fenformin 1-es helyzetii

metiléncsoportjanak NMR—pH titralasi gorbéi

ooooo

rrrrrr

e az Arg, a Cit, az ArgNH, és a CitOMe 'H NMR—pH titralasat, melynek soran
a pH-t in situ indikatormolekulakkal mértiik.

e a3, 2,2 ¢s 1 makroallando meghatarozasat a titralasi gorbékbol

e amikroallandok és a mikrorészecskék eloszlasdnak kiszamitasat

e aszamitasok validalasat a CitOMe makroallando6javal
5.3.1. A makroallandék meghatarozasa NMR—pH titralassal

Mind a négy vegyiilet 4 féle nem cseréld protont tartalmaz az o, a B, a y és a o
szénatomokon. A négy kozil a B é a y protonok jelei atfeddek, valamint a
multiplicitasuk is Osszetett, ezért a titralasok kiértékeléséhez az a és a & protonok

triplettjeib6l konnyen leolvashaté kémiai eltolodasokat hasznaltuk. Az utobbiak a
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protonalddoé csoportok mellett helyezkednek el, igy ezek jelzik legérzékenyebben a
protonalddasi folyamatokat (Lasd a 3.11 abrat).
A makrodllandokat a (3.17) egyenlet alapjan hatiroztuk meg a o™ —pH,,

adatsorokbol. Az 5.9 abrarol is jol lathatd, hogy egyes 1épések ¢€lesen elkiiloniilnek, igy

feltétleniil sziikség van modellvegyiiletek alkalmazisara az 0Osszes mikroallando

kiszamitasahoz.

5.9. dbra: Az Arg '"H NMR — pH titralasi gorbéi

A makroallandok értékeit az 5.6. tablazat tartalmazza.

5.6. tablazat: A vegyiiletek kumulativ makroallandoi

Arg ArgNH, Cit

logp 13,540,001 13,41+0,03 9,50+0,01
logp, 22,82+0,01 2094=0,04 11,83=0,02
log g, 25,03+0,01
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5.3.2. A mikroallandok meghatarozasa

A makro— ¢és mikrodllandok kozotti Osszefliggéseket a (3.24), (3.25) és (3.26)
egyenletek mutatjak. Mivel mind a Cit, mind az ArgNH; igen jol modellezi a megfeleld
mikroallapotokat, igy ezek bazicitasadatait korrekcid nélkiil hasznaltuk fel a
mikrodllandok szdmitasdhoz. A harom vegyiilet makroallandoibol az Arg Osszes

mikrodllandoja kiszamithato:

Arg kC kA kG
¢ = A?gNHz - AC GAC (5-3)
2 kC I(AC
G _ pArg _ pCit _ (1A |C G\ (1A, IC
k=2 = (KA 4K k) = (kA k) (5.4)
kA= B —KE = (k" +k®)—k° (5.5)
Cit C| A
@ =22 =kk§> (5.6)
Cit A C
=25 =% (5.7)
k(C:S :ﬂlArgNHz _ké :(ké5 +ké)_k£ (58)
o B kAKE koS (KMKS KAk +KOKE ) kA kg —KC ke
kS = % = 7 (5.9)

A Hess-tétel értelmében a kétszer protonalt részecskék képzodési entalpiaja

fliggetlen a protonalodasi sorrendtdl, igy:

k*-kS k© kS
ke = keA és kg = kGC (5.10)
Arg kA kG kC
Kis =g =——pas (5.11)
k*kj k*k;

55



DOI:10.14753/SE.2012.1677

" KKK

kCAG = kC3ké5 - kC ké; (5-12)
Arg kA kC kG

Kne == kAAkCAC (5.13)
2 A

A mikroédllandok értéke mellett a szorasuk is fontos jelzdje a szadmitasok
helyességének, ugyanis ha barmelyik allandot tulsagosan nagy szérassal kapjuk meg,
azt jelenti, hogy deduktiv modszer esetén elvi hibat kovettiink el, nem megfeleléen

modelleztiik a minor specieseket.

A mikroallandok szorasat ittis a Gauss-féle négyzetes hibaterjedési torvény [190]

szerint szamoltuk ki. Példaul a k® mikroalland6 hibaja:

G \? G \?
o’ .= Olog kA ol o+ dlog kC't o (5.14)
logk alog 181 g log alog ﬁl ! log B

Amelybdl megfeleld matematikai atalakitdsok utan kaphatjuk meg az 4allando

szorasat:

Arg \2 cit \2
1 Olog,ﬁl 5 1 Ologﬂ1 5
O-log K = \/{ lolog IS ] O-logﬁlArg + 1017 O-logﬂlc” (5 . 1 5)

A mikroallandok értékeit és hibdit az 5.7. tablazat tartalmazza. A jobb attekinthetdség
érdekében grafikusan is dbrazoltuk az 5.10 abran.

5.7. tablazat: Az Arg mikroallandoi

Karboxilat csoport Amino csoport Guanidino csoport
Allandé Erték Allandé Erték Allandé Erték
logk®  4,09+0,04 logk®  9,49+0,01 logk® 13,54+ 0,01
logkS  2,33+0,02 logk?  7,75+0,04 logk$ 13,32 + 0,04
logkS 3,96 £ 0,05 logky  9,28+0,02 logkS 13,41 + 0,04
logkS, — 2,21+0,02 logks, ~7.53+0,05 logkS. 13,20 £ 0,06
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5.10. ébra: Az Arg mikroallandoi
A mikroallandokbol kiszamitottuk az egyes csoportok kozotti kolcsonhatési

tényezoket, értékeit az 5.8 tdblazatban foglaltuk Gssze.

5.8. tablazat: Az Arg parkolcsonhatasi tényezoi

Kolcsonhatasi Erték

tényez0
pE~C 1,74 +£ 0,04
pEé,C 1,75+ 0,05
pE~® 0,22 + 0,04

PEAS 0,21 0,07
pEC<C 0,13 + 0,06
pEC® 0,12+ 0,02

LA,C,G

Az arginin esetén a triplett kdlcsonhatasi tényezé p értéke gyakorlatilag 0,

ugyanis a parkolcsonhatasi tényezék mérési hiban beliil megegyeznek ah armadik

csoport protondltsagi allapotatol fliggetleniil.
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A citrullin mikrospeciacidos sémaja lényegesen egyszeriibb, négy mikrorészecskét
tartalmaz. A mikrodllandok értékei az Arg megfeleld mikrodllanddival azonosak,
értékeiket az (5.3), (5.5)—(5.7) egyenletek alapjan szédmitottuk és az 5.9 tablazatban

foglaltuk ossze.

5.9. tablazat: A Cit mikroallandoi

Mikroallando Erték

log k* 9,49 + 0,01
logk® 4,09 + 0,04
logk® 7,75 + 0,04

logk® 2,33 + 0,02

A deduktiv modszer helyességét egy fiiggetlen mérésbdl szarmazéd éllanddval

erositettik meg: a CitOMe makroallandojat hasonlitottuk Ossze az Arg megfeleld

mikroallandojaval (kZ).

A CitOMe allandgjat a Perrin-Fabian moddszerrel, egycsoves NMR—pH titralassal
hataroztuk meg: a (3.20) egyenlet illesztésével a S, —Ome adatsorokra. A titralasi

gorbe az 5.11 &bran lathato.
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5.11. ébra: A CitOMe Perrin-Fabian mddszerrel mért titralasi gorbéje

A nemlinedris illesztés soran a relativ bazicitas értéke AlogK = -0,669 + 0,002,
vagyis a CitOMe savasabb, mint a TRIS, a protondlodasi allanddja pedig:
logKcitome = logKtris + AlogK = 7,69 + 0,02.

A deduktiv modszerrel szdmolt és a kisérletileg meghatarozott mikroallandok értékei
hibahataron beliill megegyeznek (7,75 £ 0,04 vs. 7,69 £ 0,02), a csekély, 0,06 log
egységnyi kiilonbséget az eltérd modellvegyiiletek alkalmazasa okozhatja, hiszen az
észter €s a savamid csoport nem izosztérikus. A karboxamid mindazonaltal jobban

modellezi a protonalt karboxilatcsoportot, hiszen azzal izoelektronos.

A mikrodllandok alapjan kiszdmitottuk a nyolc arginin mikrorészecske pH-fliggd
eloszlasat (5.12 &bra). A minor protonaltsdgi izomerek a majorndl 5¢ s 10

nagysagrenddel kisebb koncentracioban vannak jelen az oldatban.
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5.12. ébra: Az Arg mikrorészecskéinek pH fliggd eloszlasa

Az Arg izoelektromos pontja 11,41, t ehat szoveti pH-n egyértelmiien kationos
formaban fordul eld. A Cit izoelektromos pontja 5,91, 5,5 egységgel alacsonyabb, mint
az Arg-¢. Tudomasunk szerint két izoelektronos molekula kozott ez az eddig kozolt

legnagyobb eltérés.
5.4. Poliaminok sav-bazis tulajdonsagainak vizsgalata

5.4.1. A makroallandok meghatarozasa

A makroallandokat a potenciometrias és az 'H NMR—pH titralasok szimultan
kiértékelésével hataroztuk meg. 3 illetve 4 atfedd protonaldédasi folyamat allandoit

NMR-—pH titralassal nem lehet pontosan meghatarozni, mert a (3.17) egyenlet szerint az

5HiL és a S er6sen korrelalt mennyiségek, igy szimultan meghatarozasuk rosszul

kondicionalt.
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5.13. 4bra: A Spd '"H NMR—pH és harom parhuzamos potenciometrias titralasainak
szimultan kiértékelése

A négy vegylilet makroallandoéit az 5.10 tdblazatban foglaltuk 6ssze.

5.10. tablazat: A molekulak protonalédasi makroallandoi

Spd Norspd Spm Norspm

logk, 11,19+0,01 11,02+0,02 11,22+0,02 10,97 + 0,02
logK, 10,13+0,01 9,96 +0,02 10,39 +0,01 10,22+0,01
logK, 8,86=+0,01 8,29 £ 0,03 9,20 £ 0,01 9,04 + 0,01
logK, 8,50 £0,01 7,78 £ 0,01

5.4.2. A mikroallandok meghatarozasa

A molekulak mikroalland6it "N NMR—pH titralasok alapjan szamitottuk ki. A
kiértékelések soran abbol a feltételezésbdl indultunk ki, hogy a nitrogén kémiai

eltolodasa 6nmaga protonalodasaval parhuzamosan valtozik.

A kémiai eltolddas tehat aranyos a protonaltsagi moltorttel, amelybdl kifejezhetok a

mikroallandok:
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c_orm sy Qu[H ]+Qu[H T+Qu[H'T
Y- 1p[H e B[H T A[HT

ahol &' az a nitrogén mért kémiai eltolddasa, 55 ¢és &, ugyanezen nitrogén

deprotonalt és protonalt hatareltolodésai.

A 6™" —pH adatsorokra az (5.16) egyenlet atrendezésével kapott (5.17) egyenlet

szerint végeztiik a nemlinearis paraméterillesztést:

Qu[H ]+Qu.[H T +Qu[H']

o7 =54+ (5; - 2 3
+ ) 1+ﬂ1[H+]+ﬁ2[H+] +ﬂ3[H+]

(5.17)

Az illesztés soran a kumulativ mikrodllandokbol szarmaztatott Q tényezdket
hasznaltuk. Ezek azokban az esetekben is meghatarozhatdak, ha az 6sszes mikroallandot

nem lehet tobbletinformaciok nélkiil kiszamitani a csoportspecifikus titralasokbol [88].

A mérési eredmények igazoltdk a feltételezésiinket, miszerint a nitrogének kémiai
eltolodésa aranyos a protonaltsagi moltortjiikkel. A spermidin két nitrogénjének

titralasai gorbéi az 5.14 abran lathatoak.
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5.14. abra: A spermidin "N NMR—pH titralasi gorbéi

Az illesztések soran a makroallandok potenciometriaval és '"H NMR—pH titralassal
mért értékeit fixen tartottuk, hogy a Q tényezdket nagyobb pontossdggal kaphassuk
meg. A mikroallandok szérasat a G auss-féle négyzetes hibaterjedés torvény alapjan

szamitottuk.
5.4.2.1. A spermidin mikroallandéi

A Spd harom, nem szimmetriackvivalens nitrogént tartalmaz. Ezek kozil kettdt
tudtunk detektalni, az a és b jellieket, a ¢ nitrogén nem adott korrelaciot egyik protonnal
sem a 8 Hz-re optimalizdlt HMBC titralas soran. A makrodllandok ismeretében

elegendo két csoport protondlodasat kdvetni, a harmadik szamithato.

A két nitrogén 6™" —pH adatsoraira illesztve az (5.17) egyenletet megkapjuk a Qan

¢és Qpn paramétereket, amelyekbdl a Q¢ értekek szamithatdak:

QC,l = ﬁ1 _QA,I _QB,I es Qc,z = 2182 _QA,Z _QB,Z (5.18)

A kumulativ mikrodllandokat az (5.19)—(5.21) egyenletek szerint szamitottuk a Q

paraméterekbol:
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Kp= QA,I; Kg = QB,I; Ke = QC,I (5.19)

_ QA,z +QB,2 _Qc,z A _ QA,2 +Qc,2 _QB,z . _ QB,z +Qc,z _QA,z
Kpg = ) 5 Kpc = 5 > Kgc = 5

(5.20)

Knpe = Qa3 = Qg3 =Qc; =5 (5.21)

A x ¢rtekek szamitasa sordn a k,, ¢értéke negativnak adodott, amely abbol

kovetkezik, hogy a kétszeresen protonalt részecskék koziil ez a minor species, itt

helyezkednek el egymashoz legkdzelebb a pozitiv toltések.

A k,, meghatarozasédhoz sziikséges az E™® kolcsonhatési tényezd. Ezt egy redukalt

szamu  protonalhatd csoportot  tartalmazo modellvegyiilet, a  4-(3-

aminopropilamino)butanol (APAB, 5.15 4bra) mikroalland6ibol szamitottuk.

5.15. ébra: Az APAB szerkezeti képlete és szamozasa
A mikroallandokat a spermidinnel analog titralasokbol szdmitottuk: a
makroallandokat 'H, a mikroallandokat "N NMR—pH titralasokkal hataroztuk meg. A

mért allanddkat az 5.11 tablazat tartalmazza.

5.11 tablazat: Az APAB mikroallandoi

Mikroallandé Erték Mikroalland6 Erték
logk” 10,34 + 0,02 logks 9,29 + 0,03
logk® 10,50 + 0,02 logk? 9.45 + 0,03

A kérdéses kolcsonhatasi  tényezd értéke: pE™® =1,05+0,02, amelynek

segitségével kiszdmitottuk a minor részecske kumulativ mikroallandéjat.

Az Osszes tobbi mikrodllandd mar szamithaté a Q tényezdkbdl, értékeik az 5.12

tablazatban és az 5.16.A abran lathatoak.
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5.12. téblazat: A spermidin mikroallandoi

NA N® N
Allando Erték Allando Erték Allando Erték
logk® 10,50 +0,03 logk® 10,79 % 0,02 logk® 10,78 + 0,04
logk”  9.45+0,05 logk®  9,75%0,05 logkS 10,64+ 0,06
logk” 10,36+ 0,07 logk® 10,05+0,12 logkS  10,03+0,11
logk’ ~ 935%0,11 logk®. ~ 9,03+0,06 logkS,  9.93£0,04

A hat parkolcsonhatasi tényezo értékeit az 5.13 tablazatban foglaltuk 6ssze.

5.13. tabléazat: A spermidin parkodlcsonhatasi tényezoi

Kolcsonhatasi Erték Kolcsonhatasi Erték Kolcsonhatasi Erték
tényezo tényez0 tényezo

pEAE  1,05+£0,02  pEAC  0,14£007  pEBC  0,75+0,08
PE/® 1,01 £0,13 pEAC  0,10%0,12 PESC  0,72+0,08

A kolesonhatasi tényezoket a szimmetrikus o,m-diaminok irodalmi kolcsonhatasi
tényezoivel [90], (3.1. tablazat, 24. oldal) 6sszevetve hasonlo értékeket talalhatunk (1,20
vs. 1,05, illetve 0,68 vs. 0,75). Az eltéréseket az eltérd ionerdsség mellett meghatarozott

allandok okozhatjak (0,10 M vs. 1,00 M).

Az éaltalunk mért mikrodllandok jo egyezést mutatnak az Onasch és mtsai. altal
meghatérozott allandokkal [136]: egyszeresen protonalt allapotban a B és a C csoporton
ionizalt részecskék eléfordulasa a nagyobb, a kétszer protonaltak koziil pedig az AC

mikrorészecske a kedvezményezett.

Az egyes mikrorészecskék eloszlasi gorbéjérdl leolvashatd, hogy szoveti pH-n
(pH=7,4) a Spd tobb, mint 95 %-ban haromszorosan protonalt allapotban van jelen, a
kétszeresen protonalt részecskék koziil az AB, az AC és a BC moltortje rendre 0,003;

0,022; 0,011.
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5.16. ébra: A: A spermidin mikroallandoi; B: A mikrorészecskék pH-fliggd eloszlasa
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5.4.2.2. A norspermidin mikroallanddi

A Norspd a mikroszkopikus protonalddasi folyamatok szempontjabol a
haromcsoportos A,;B szimmetridju molekuldk csoportjaba tartozik. A mikrospeciacios
sémaja egyszeriibb, mint az aszimmetrikus haromcsoportos vegyiileteké. A=A’, igy

minden megfelelé mikroallandé értéke is azonos.

Az é4llandokat a Spd-nel analég médon hataroztuk meg, a kap €rtéke itt is negativnak
adodott, ami arra utal, hogy ez a minor részecske. A megfeleld mikrodllandok
meghatarozasdhoz ebben az esetben is felhasznéltuk az APAB kdlcsonhatasi tényezdjét.

A mikroallandok értéi az 5.14 tablazatban és az 5.17.A abran lathatoak.

5.14. tablazat: A norspermidin mikroallandoi

NA=NA N°
Mikroéllandd Erték Mikroallando Erték
logk” = logk™ 10,51 + 0,03 log k® 10,41 + 0,06
logks =logks  9-46+0,09 logk® =logk® 9,36 +0,07

logk? = logk®  10,41%0,04

log kAA,B =log kAAE; 9,40 + 0,08 log kEA' 8,35 £ 0,05

A molekula szimmetriaviszonyai miatt a parkdlcsonhatési tényezdk szama 4, hiszen

EA® =E*® ¢ EN® = ESP. Ertékeiket az 5.15 tablazat tartalmazza.

5.15. tablazat: A Norspd parkolcsonhatasi tényezoi

Kolcsonhatasi Erték Kolcsonhatasi Erték
tényezo tényezo

pE”® = pE*®  1,05+0,02 pEA’A' 0,11 +£0,07

pE;‘;B = pE:'aB 1,01 £0,09 pEQ’A' 0,06 0,12

Mind a Spd, mind a Norspd kolcsonhatasi tényezdibdl latszik, hogy a harmadik
csoport protonaltsagi allapota gyakorlatilag nem befolydsolja a masik két csoport

kolcsonhatasat, az eltérés a mérési hibahataron beliil van.
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A pH-fliggd részecske-eloszlasi gorbérdl (5.17.B éabra) leolvashatd, hogy a primer
aminocsoporton protonalt speciesek eléfordulasa 1ényegesen nagyobb, mint a szekunder

nitrogénen protonaltaké.

5.17. abra: A Norspd mikroallandéi (A); a mikrorészecskék pH-fiiggd eloszlasa (B)
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5.4.2.3. A spermin mikroallandéi

Mint négycsoportos molekula, a spermin mikrospecidcids sémdija 16

mikrorészecskével és 32 mikroallandoval jellemezhetd (5.18. abra).

A molekula A;B, tipusii szimmetridja miatt tobb mikrorészecske ekvivalens
(A: A B=B'; AB=A'B'; AB'=A'B; ABB'=BB'A; ABA'= A'B'A), igy az egyedi
részecskék és a mikroallanddk szama is kevesebb: 10 és 16.

A kisérleti eredményekbdl nem lehet ennyi mikrodlland6t sem meghatdrozni, a
makrodllandékon kiviil csak a 3-3 Q paramétert lehet kiszamitani. A egyszer ¢€s
haromszor protonalt részecskék allandoi egyértelmiien meghatarozhatoak a Q
tényezOkbol. A négyféle kétszer protonalt részecske kumulativ mikroallandéira csak
kényszerfeltételek bevezetése mellett kaphatunk informdcioét, hiszen két egyenletbdl

négy ismeretlent nem lehet meghatarozni.

A mikroallandokat az alabbi 6sszefliggések szerint szamitottuk ki:

Kp=Kpn = QA,1 Kg =Kg = QB,I (5.22)
2:Q,,-Q 2:Qy,-Q
Kaea = Kpgra = % Kase' = Kpg'ar = % (5.23)

A kétszer protonalt részecskékre felirva:

QA,z =Kpn T Kpg T Kpg QB,2 = Kgg T Kpg T Kpp: (5.24)

Az (5.24) egyenletek megoldasdhoz sziikség van két kdlcsonhatasi tényezore, ezeket
a Spd-bdl vettiikk. A behelyettesitésnél célszerli a varhatéan minor részecskék
kolesonhatési tényezoit behelyettesiteni (AB és BB’), mert ekkor a hibaterjedési torvény

értelmében nagyobb pontossaggal szdmithatjuk ki a major részecskék allandoit.

A kolcsonhatdsi tényezOk behelyettesitésével kifejezhetjilk minden kétszeresen

protonalt mikrorészecske kumulativ mikroallandoja az alabbiak szerint:

_ AB _ B,B'
K = KpkgE Kgg = KgkgE

Kpg = QB,z —Kag ~ Kap: Kpar = QA,z —Kag ~ Kap

(5.25)

A mikroallandok értékeit az 5.16 tablazat és az 5.20.B abra tartalmazza.
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5.18. abra: Négycsoportos, A;B, szimmetriaji molekula mikroszkopikus protonalodasi

sémdja
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5.16. tablazat: A spermin mikroallandoi

kA =k* =10,38+0,03  k®=k® =10,76+0,03
ki =ki =9,33+0,05 kP =kp =9,70+0,05
ks =ki =10,23+0,08 kp =k? =10,60+0,05
kY =kp =10,63+0,08 ke =kS =10,01£0,13
ki, =kng =10,26£0,05 kg =kpo, =9,95+0,05
ki =kig =9,36+0,08 kes =kg =9,05+0,08
ki =kKgs =9,2740,12 ke, =kp. =9,34+0,04

k2 =k&., =9,28+0,03 k2., =k& =896+0,03

A mikroallandokbol kiszamithatjuk a parkolesonhatasi tényezdket (5.17. tablazat).

5.17. tablazat: A spermin kolcsonhatasi tényezoi

pE*® =1,05+0,02 pE*® =0,15+0,09 pE®® =0,75+0,11 pE*" =-0,24+0,09
pEAN® =1,26+0,11 pES® =0,3740,09 pE;® =0,65+0,10 pEM =-0,03+0,10
pELP =0,96+0,15 pES® =0,06+0,14

pEAB =0,99+0,05 pEAS =0,09+0,08 pEP =0,38+0,08 pEX =0,00+0,13

A mikroéllandokat megvizsgalva lathato, hogy az AA’ részecske kiemelt stabilitast,
amit alatamaszt a kolcsonhatasi tényezO negativ értéke is (p EA =0, 24). Ez nem

kooperativitast, hanem intramolekuléris protonatrendezddést jelent. Ezt a feltételezést
igazolja, hogy csak a pE*" tényezé értéke negativ. Ha a szekunder aminocsoport(ok)
protonalt allapotban van(nak), akkor a kolcsonhatési tényezd értéke gyakorlatilag 0.
Ezzel parhuzamosan az AB és AB kolcsonhatasi tényezok értéke 0,2 logaritmus
egységgel n6 meg, ha az A’ csoport protondlva van, hiszen ekkor az egyik

mikrorészecske a kiemelt stabilitdsa AA’ speciesz (5.19. abra).
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5.19. ébra: A spermin két parkdlcsonhatasi tényezdje
Az ABA’ részecske kumulativ mikroallanddja 30,35,a melyet az intrinsic
bazicitasokkal és a kolcsonhatasi tényezokkel is kifejezhetiink:
log k50 =2-log ik, +log iy — pE*® — pE*® — pE™ (5.26)
Ide a megfeleld értékeket behelyettesitve pE* =0,03+0,15.
A masik haromszorosan protonalt szarmazékra az analog egyenletet felirva:
log K g —(log K, +2log iy — pEA? — pE® - pEB’B') =0,08£0,15 (5.27)

A szamitott allandok jo egyezést mutatnak Frassineti és mtsai. eredményeivel [137],
jollehet 0k csak az AB ¢s BB’ kolcsonhatasokat vették figyelembe, a tavolabbiakat
elhanyagoltak.
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5.20. édbra: A: A Spm mikroallandéi; B: A mikrorészecskék pH-fliggd eloszlésa.
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5.4.2.4. A norspermin mikroallandoi

Az allanddkat a Spm-nel analég modon szamitottuk, a Norspd kolcsonhatasi

tényezdit hasznéltuk fel: pE*® = pE®®' =1,05+0,02.

A mikroallandok értékeit az 5.18 tablazatban és az 5.21.A abran foglaltuk 6ssze.

5.18. tablazat: A Norspm mikroallandoi

k* =k* =10,44+0,02 k® =k® =10,29+0,03
ki =k2 =9,39+0,04 kp =kp =9,24+0,05
ks =k& =10,33+0,06 kp =k? =10,18+0,05
ki =ky =10,42+0,03 ke =k =9,24+0,05
kig =ki =10,25£0,04 k7o =kp =9,11+0,05
kng =Kay =9,31£0,04 Krs =Ko, =8,16£0,05
ki =Ko =9,26+0,04 ke, =Kgn =9,07£0,05

Kiwn =Kipg =9,22+0,03  Kgp o =Kion =8,08+0,03

5.19. tablazat: A Norspm parkolcsonhatasi tényezoi

pE*® =1,05£0,02 pE™® =0,11+0,05 pE®* =1,05+0,02 pE*" =0,03+0,04
pEX® =1,11£0,06 pEL® =0,17+£0,07 pE® =1,08+0,07
pES® =1,08+0,07 pES® =0,13+0,06 pES* =0,08+0,07

pEs =1,01£0,05 pELY =0,08+0,05 pELY =0,99+0,08 pELY =0,01+0,09

Az AB’ kolcsOnhatasi tényezd egyezést mutat a Norspd AA’ kolcsonhatési
tényezdjével (0,13 vs. 0,11, 5.19. tablazat). A két primer aminocsoport egymastol
gyakorlatilag filiggetleniil protonaldédik. A magasabb rendi kdlcsonhatasi tényezok
értéke ittis gyakorlatilag 0, vagyis az egyes mikroallandok jol egyeznek az intrinsic

bazicitasok ¢€s a megfeleld kolcsonhatési tényezok szorzataval, példaul:

logky, =logk® —pE*® —pE*® —pE* =9,25+0,09 (5.28)
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Ez az érték mérési hibahataron beliil megegyezik a mért Q paraméterekbdl szamitott

allandoval (9,25 + 0,08 vs. 9,31 + 0,06).

A sperminnél és a norspermin is az AA’ részecske kumulativ protonalodasi

mikroallanddja (x,, ) a legnagyobb értéki. Itt azonban az AA’ kolcsonhatasi tényezé

értéke (p EA’A') nem negativ, amit minden bizonnyal az okoz, hogy itt a primer

aminocsoportok intrinsic bazicitdsa nagyobb, mint a szekundereké, igy nem
tapasztalunk olyan szignifikdns intramolekularis protonatrendezddést, mint a spermin

esetén.

A részecskék kozil itt is az AA’ és az AB’ a nagyobb el6fordulast, hiszen a toltések
itt helyezkednek egymastol a legtavolabb. A Spm-nel ellentétben itta primer
aminocsoport a bazikusabb. A harom pozitiv toltésti speciesek koziil egyértelmiien az
ABA’ a kedvezményezett, az ABB’ egy nagysagrenddel kisebb koncentracioban fordul
eld (5.21.B. éabra).
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5.21. édbra: A: A Norspm mikroallandoéi; B: a részecskék pH-fiiggd eloszlasa
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5.5. A sztreptomicin és a sztreptidin protonalodasi allandoi
5.5.1. A makroallandék meghatarozasa

Mivel mindkét vegyiilet két er6sen bazikus guanidino csoportot tartalmaz, melyek

logK értékei kozel esnek egymashoz, ezért S, értéke nem olvashato le a titralasi

gorbékrdl, s6t a Perrin-Fabian modszerrel sem hatdrozhaté meg. A log K értékek
meghatarozasa érdekében a pH>11 tartomanyban igen kozelesé pH-értékeknél mértiik
meg az oldatok NMR spektrumait, igy megfeleld pontossaggal és torzitatlansaggal

kaphatjuk meg a protonalodasi allanddkat.

A makroéllandokat mindkét molekula esetén a (3.17) egyenlet szerint szamitottuk ki.
A sztreptidin 4 jelet ad az 'H NMR spektrumon, a H' és a H illetve a H* és a H®
protonok ekvivalensek (5.22. abra).

5.22. ébra: A sztreptidin NMR—pH titralasi gorbéi
A sztreptomicin esetén 13 jel pH-fliggését figyeltiik: a sztreptidingytirti hat (5.23.A
abra), illetve az N-metil-glukdzamin hét protonjanak (5.23.B ébra) jeleit. Az anomer

proton jele a titralds soran athalad a vizjel alatt, igy nem értékelhetd.
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5.23. ébra: A sztreptomicin NMR—pH titralasi gorbéi

A kétféle funkcids csoport bazicitasa jelentdsen eltér: a guanidino az erésen lugos pH
tartomanyban protonalodik (logK = 13), mig az aminocsoport kevésbé bazikus
(logk =~ 9), gyengén lugos kozegben ionizalodik. Igy tehat az elsé és masodik
protonalddasi 1épés egyértelmiien a guanidino-, mig a harmadik az aminocsoporthoz

rendelhetd.

A sztreptomicin titraldsi gérbéin jol lathatd, hogy bar a baziscentrumok egymastol
tavol helyezkednek el, a tOliik tadvoli protonok kémiai eltolédasa is valtozik a
protonalodasukkor. Példaul a glukézamin gytric H*, H® H* ¢és N-CH3; kémiai
eltolodasai is valtoznak a guanidinocsoportok protonalddasakor, soét, az N-
metilprotonok jele diamagneses iranyba valtozik, 0,01 ppm-mel. Ezzel parhuzamosan a
sztreptidingytirt. H’, H* és H° jeleinek eltolodasa valtozik 0,05 ppm-mel az
aminocsoport protonalddasakor. Az emlitett protonokat és a baziscentrumokat minden

esetben legalabb 7 kotés valasztja el egymastol.

A mért makroallandokat az 5.20. tablazat tartalmazza.
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5.20. tablazat: A sztreptidin és a sztreptomicin makroallandoi

Sztreptidin Sztreptomicin

logK, 13,53+0,04 13,55+0,06
logK, 12,39+0,02 12,33+0,02
logK, 8,29 £ 0,01

A mérési eredmények pontossadganak igazolasa érdekében szimuléacidkat végeztiink.
Ezek soran négy magra szamitottuk ki a ™" — pH adatsorokat, majd a pontos értékeket
véletlenszerli hibaval terheltiik. A hiba mértéke +£0,001 ppm kémiai eltolodas, illetve
+0,03 pH egység volt. Az adatsorok a mért adatpontok stlirtiségében tértek el; a mérési

pontok kozotti tavolsag rendre 0,25; 0,20; 0,15; 0,10 és 0,05 pH-egység volt.
Az eredményeket az 5.21. tablazat tartalmazza.

5.21. tdblazat: A protonalodasi allandd meghatarozhatdsaganak vizsgalata

Pontos Nemlinearis paraméterillesztéssel szamitott értékek

ertek  ApH=0,25 ApH=020 ApH=0,15 ApH=0,10 ApH=0,05

logK; 13,48 13,28+0,03 13,41+0,05 13,53 +0,04 13,50+ 0,04 13,49+ 0,03
logk, 12,52 12,30+0,05 12,46+0,04 12,47+0,02 12,53 +0,02 12,53 +0,02

Az eredményeink alapjan még ilyen erdsen bazikus, két atfedd 1épésben protonalodod
molekuldk esetén is elfogadhatd pontossaggal hatarozhatoak meg a protonalddasi
allandok kellé szdmu mérési pontbol. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy kb. 0,1 pH—
egységenként kell rogziteni az oldatok NMR spektrumat. Természetesen a megfigyelt

magok szadmanak novelésével is javithatunk a meghatarozas pontossagan.

5.5.2. A mikroallandok meghatarozasa

A sztreptomicin guanidino- ¢és aminocsoportjainak bdazicitdsa jelentdsen eltér
egymastol, igy az 0sszes mikroalland6 kiszamitasahoz olyan modellvegyiiletekre lenne
sziikség, amelyek bazicitasa megfeleltethetd valamely minor részecske bazicitasanak.
Irodalmi kutatdsaink szerint ilyen molekulakat még nem allitottak el6. A rendelkezésre

allo adatokbdl a major részecskék mikroallandoit lehet kiszdmitani.
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Kovetkezésképpen a protonalodasi séma egyszerlibb, mint az altalanos
haromcsoportos molekulak esetén, hiszen a K3 makroallandé gyakorlatilag megegyezik

az aminocsoport bazicitasaval (5.24. abra).

A Gl ¢és G3 csoportspecifikus bazicitasainak kiszamitasdhoz a makroallandokon

kiviil még sziikséges egy mikroalland6 vagy a kdlcsonhatési tényezo.

A sztreptomicin megfeleld mikroallando6it a poliaminok protondlodasi allanddinak
meghatarozasahoz alkalmazott '’N NMR—pH modszerrel terveztik megmérni, azonban
a molekula nagymérvii bomlékonysaga miatt ezt nem Ilehetett megvalositani. Az

allandokat ezért deduktiv mdodszerrel szamitottuk ki.

Modellvegyiiletként a sztreptidint valasztottuk, melynek kolcsonhatési tényezdjét
felhasznalva meghatarozhatoak a sztreptomicin major mikrorészecskéinek protonalodasi

allandoi.

5.24. ébra: A sztreptomicin mikroszkopikus protonalodasi séméja
A sztreptidin totalszimmetrikus molekula, a mikroallandéi kiszamithatéak a

makrodllandokbol, a két csoport bazicitdsa megegyezik:
_kes

K=k kG =g K =2k K= (5.29)

Ennek megfeleléen a makroallandokbdl a kdlesonhatasi tényezd is kiszamithato:

PE®"®* =log K, —log K, —log4 = 0,54+0,04 (5.30)
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A mikrodllandok hozzarendeléséhez meg kell hatarozni a csoportok bazicitdsanak

sorrendjét. Megvizsgaltuk, hogy az egyszeresen protonalt makrorészecskében mekkora
az egyes jelek kémiai eltolédasanak valtozasa (A5 =0,. —5L), ugyanis a nagyobb

mértékben protonal6dd csoport kdzelében varhatéoan nagyobb lesz az értéke. A hat

sztreptidinprotonra mért Ao értékeket az 5.22 tablazatban foglaltuk 6ssze.

5.22. tablazat: A sztreptomicin A értékei a szteptidinprotonokon

AO (ppm)
H 0,137
H> 0,102
H 0,098
H* 0,046
H 0,054
H° 0,063

Jol lathaté, hogy a G1 csoport kozelében 1évé H' és H® protonok eltolodasanak
valtozdsa nagyobb, mint a G3 csoporthoz kozelebbi H® és H* protonoké, igy a Gl
csoport bazicitasat tekintettiik erdsebbnek. Ez molekulaszerkezeti megfontolasokkal is
alatdmaszthaté: a Gl csoport sztérikusan Ilényegesen kevésbé arnyékolt, a

sztreptozgylriitol a lehetd legmesszebb, para helyzetben talalhato.

A guanidinocsoportok mikroallandoit kifejezhetjik a makrodllandok ¢és a
sztreptidinbdl vett kdlcsonhatési tényezo segitségével:

kGl . kG3

EGI,G3

K, =k®' +k® és K, K, = =k®' kS =K% .KS! (5.31)
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A fenti egyenletek atrendezésével kozvetleniil megkaphatjuk a kivant allandokat:

logK; 2logKy _ g logKl+logK2+pEGl'G3
logk® logEm 10 24 10 } 532)
lolugKl _\/102-lugK1 _4_1010gK1+logK2+pEGl’63
logk®’ =1log 5 (5.33)
logkS: =logK, +log K, —logk®’ (5.34)
logks’ =logK, +logK, —logk® (5.35)

A mikroallandok értékeit az 5.23. tablazat és az 5.25.A abra tartalmazza. Szorasukat a
Gauss-féle négyzetes hibaterjedési térvény alapjan szamitottuk ki [190]. A logk®'

allando hibaja:

2
(\/102-10g K, _ 4 . IOlog K, +log Kz+logEGZ’G4 _ 2 . lolog Kz+logEGZ’G4 + lolog K, ) O_ligK
02 o= :
logk®!

+...
\/102'log K, 4. 1Olog K, +logK, +log gezed 4. 1010g K, +log ge> ¢! + 1010g K,

2 .1010gK2+10gE527(34 2 2 + 2
+ O-l"g K, a]og ge2c4

\/loz-logKl _4.lologK1+logK2+10gEG2’G4 _4.10IogKZ+IogEGZ’GA 110"k

(5.36)

5.23. tablazat: A sztreptomicin guanidino csoportjainak mikroallando6i

Mikroallandd Erték

logk® 13,39+ 0,11
logk®? 13,03 + 0,10
log kS 12,48+ 0,13
logkC! 12,85+ 0,11
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Ha a két csoport kolcsonhatasi tényezdjét Osszehasonlitjuk a poliaminoknal
meghatarozott kolcsonhatasi tényezOkkel, lathatjuk, hogy joval nagyobb a
baziscentrumok egymasra gyakorolt hatdsa az 1,3-diaminopropan jellegi
vegyliletekben. Feltételezhetd, hogy a sztreptomicin guanidinocsoportjain a pozitiv
toltés nem lokalizalhatd a szénlanchoz kapcsolodd nitrogénatomokra, valdsziniileg

nagyobb mértékben rendelhetd a terminalis nitrogénekhez.

Tudomasunk szerint eddig még nem publikaltdk semmilyen két guanidinocsoporttal

rendelkez6 molekula mikroallanddinak meghatarozasat.

A sztreptomicin olyannyira erés bazis, hogy a molekuldk 25%-a még 1 M NaOH
oldatban is protonalt allapotban van jelen (5.25.B é&bra).
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5.25. abra: A: A sztreptomicin mikrodllandoi; B: A fébb mikrorészecskék pH-fiiggd

eloszlasa
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6. Kovetkeztetések, ij tudomanyos eredmények

Doktori munkdm sordn bioldgiai €és gyakorlati szempontbdl jelentds vegyliletek

csoportspecifikus  bazicitasdt tanulményoztam pH-potenciometrids ¢és NMR

titralasokkal, valamint az erdsen lagos oldatokban torténd pH-meghatarozas

lehetdségeit vizsgaltam. Az elért eredményeket az alabbi pontokban 6sszegzem.

1.

Kidolgoztunk egy 'H NMR alapn pH-meghatirozasi modszert, melynek
segitségével a teljes (0 — 14) pH-tartomanyban pontosan és torzitasmentesen
hatarozhaté meg az oldat pH-ja. Az indikatormolekulak indikatorparamétereit a két
leggyakrabban alkalmazott ionerdsségen (0,15 M és 1,00 M) hataroztuk meg.
Eredményeink alapjan 1,00 M-os ionerdsségen a teljes pH-tartomany lefedhetd o6t
indikatormolekulaval (diklorecetsav, aceton oxim, szarkozin, ecetsav, imidazol). A
pH-tartomanyt Ggy hataroztuk meg, hogy a pH-szdmitas maximalis hibdja 0,03
egység legyen.

Az éltalunk kidolgozott indikatormolekula-sorozat segitségével lehetdvé valik az
igen magas pH-értékek és ebbdl kovetkezéen az igen erdsen bazikus molekuldk

protonalddasi allandoinak pontos €s torzitdsmentes meghatarozasa.

Meghatéaroztuk két erdsen bazikus, oralis antidiabetikumként hasznalt biguanidin-
szarmazek, a m etformin €és a f enformin, protonalddési allandoit. Megmutattuk,
hogy az irodalomban taldlhatdé logK; értékek jelentdsen eltérnek az altalunk
meghatdrozott torzitdsmentes értékektol.

Deduktiv modszerrel és '"H NMR-pH titralasokkal meghataroztuk a legbazikusabb
fehérjealkotd aminosav, az arginin 0sszes mikroallandojat. A molekula harom
baziscentrumot tartalmaz: egy guanidino- (G), egy amino- (A) ¢és egy
karboxilatcsoportot (C). A csoportok bazicitasa, mint ismert, jelentdsen eltér
egymastol, igy a mikroallandok kiszdmitasa csak deduktiv mddszerrel lehetséges,
hiszen a minor mikrorészecskék tobb nagysagrenddel kisebb koncentracioban
fordulnak eld. Modellvegyiiletként két, az argininnel izoelektronos vegyiiletet
valasztottunk, melyek csak két-két protonalhatd csoportot tartalmaznak: citrullint és

argininamidot. A szadmitasokat egy fliggetlen kisérleti adattal tamasztottuk ala: a
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citrullin metilészterének, az arginin rokon szarmazékdnak makrodllanddja jo

egyezést mutatott az arginin megfeleld mikroallanddjaval.

Az els6 protonalodasi allandd irodalmi értéke egy logaritmus egységgel
alacsonyabb, mint az altalunk mért érték, igy ennek megfelelé az izoelektromos
pont is magasabb (11,41). Ezzel szemben az izoelektronos citrullin izoelektromos
pontja 5,5 e gységgel alacsonyabb (6,91). Ez az irodalomban ko6zolt legnagyobb

eltérés két izoelektronos molekula k6zott.

Eredményeink szerint a minor mikrorészecskék koncentracioja 5, illetve 10

nagysagrenddel kisebb, mint a major részecskékeé.

Meghataroztuk két lineéris triamin (spermidin €s norspermidin) és két tetraamin
(spermin €s norspermin) dsszes makro- ¢s mikroallanddjat. A makroallandokat pH-
potenciometrias ¢és 'H NMR-pH titraldsi gorbék szimultan kiértékelésével
szamitottuk ki. A mikroallanddkat az egyes csoportok protonaltsaganak szelektiv
nyomon kévetésével, "N NMR-pH titralasokkal hataroztuk meg. Az irodalomban a
csoportspecifikus protonalodasi allandokat csak '*C NMR-pH titralasi adatokbol
hataroztak meg, azonban az eredmények megbizhatdsaga kérdéses, hiszen a
baziscentrumok igen kozel helyezkednek el egymashoz, igy a szénatomok kémiai
eltoloddsa nem tekinthetd a mellettik 1évé aminocsoport protonalodasara

szelektivnek.

A minor protonalddasi utvonalhoz tartozé mikroallandokat azonban a N NMR-pH
titralasi gorbék alapjan nem lehet pontosan meghatarozni, hiszen hozzajarulasuk az
analitikai jelhez elhanyagolhat6. Ezért deduktiv médszerrel hataroztuk meg ezeket
a mikroallandokat, egy kevesebb protonalhatd csoportot tartalmazd modellvegyiilet

parkdlesonhatasi tényezdjének atvitelével.

A négycsoportos vegyliletek mikroallandéit azonban elvileg sem Ilehet
meghatdrozni ak isérleti adatokbol, az 0Osszes allandd kiszdmitasahoz tovabbi
adatokra is sziikkség van. Ezek a spermidin és norspermidin megfeleld

parkdlcsonhatasi tényezoi voltak, igy mar 6sszes mikrodllando kiszamithatova valt.

Eredményeink szerint a tObbszordsen protonalt részecskék kozott minden esetben

azok a fordulnak elé nagyobb aranyban, ahol a toltések egymastdl minél tavolabb
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helyezkednek el. A kétszeresen protonaltak esetén ezek az AB’ és az AA’

részecskék, a haromszor protonaltak koziil pedig az ABA’ species.

Megmértiik az elsoként felfedezett aminoglikozid tipust antibiotikum, a
sztreptomicin €és aglikonja, a sztreptidin protonalodasi allandoit. A molekuldk
harom, illetve két baziscentrumot tartalmaznak (két guanidino €s egy szekunder
amino illetve két guanidino). Elséként sikeriilt meghatdroznunk két guanidino
csoport parkdlcsonhatasi tényezdjét, amelynek értéke 1ényegesen alacsonyabbnak
bizonyult, mint az 1,3-diaminopropan két nitrogénje kozotti kélcsonhatasi tényezo.
Ezt azzal magyarazhatjuk, hogy a protonalt guanidinocsoportokon a toltések
valésziniileg nagyobb mértékben talalhatéak a ,,tavolabbi” nitrogénatomokon. A
kiterjedt delokalizacié miatt azonban a toltést nem lehet egyik nitrogénhez sem
egyértelmiien hozzarendelni. A sztreptidinbdl szamitott kolcsonhatasi tényezd
atvitelével meghataroztuk a sztreptomicin egyes guanidinocsoportjaik bazicitasat.
Eredményeink szerint az 1-es helyzetli, sztérikusan kevésbé arnyékolt csoport
bazicitasa kétszer nagyobb, mint a 3 -as helyzetiié. A molekula olyan erds bazis,
hogy a molekuldk 25 %-a még 1 M NaOH oldatban is protonalt allapotban
talalhato.

A Gauss-féle négyzetes hibaterjedési torvény alkalmazasaval elséként szamitottuk
ki a mikrodllandok hib4jat. Megmutattuk, hogy deduktiv modszer esetén csak akkor
szamithatjuk ki realis hibaval a mikroallanddkat, ha a modellvegytiletek a valoban
minor  részecskéknek feleltethetbek meg. Az egyes baziscentrumok
protonalddasanak szelektiv nyomon kovetésével viszont csak 0Osszemérhetd

bazicitasok esetén kaphatjuk meg a mikroallandokat reélis hibaval.
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1. Osszefoglalas

Az igen erdsen lugos oldatok pH-janak pontos és torzitdsmentes meghatarozasa
rendkiviill nehéz feladat, hiszen a leggyakrabban hasznalt modszer, a kombinalt
tivegelektroddal torténd pH-mérés pontossdiga nem megfeleld. E hianyossag
kikiiszobolésére kidolgoztunk egy 'H NMR-alapu pH-meghatarozasi eljarast. Ennek
soran NMR-pH indikatormolekuldk kémiai eltol6dasabol szamithatjuk az oldat pH-jat.
A sorozat indikatorparamétereit a hidrogénion-aktivitads alapt pH-skalan, 25 °C-on, a
két leggyakrabban hasznalt ionerdsségen (0,15 M ¢és 1,00 M) hataroztuk meg.
Megmutattuk, hogy 6t indikatormolekula segitségével (diklorecetsav, aceton oxim,

szarkozin, ecetsav €s imidazol) a teljes (0—14 kozotti) pH-tartomany lefedheto.

Ez a pontos és torzitasmentes pH-meghatarozasi modszer lehetové tette szamos, igen

erdsen bazikus molekula protonalodasi folyamatainak jellemzését.

Meghataroztuk két, igen erdsen béazikus biguanidin-tipusu orélis antidiabetikum, a

metformin és a fenformin két-két protonalodasi allandojat.

Meghataroztuk a legbazikusabb fehérjealkoté aminosav, az arginin mindharom
makroallandgjat, és deduktiv modszerek alkalmazasaval kiszamitottuk a molekula 12
csoportspecifikus protonalddasi mikroallanddjat. A mikroallandok alapjan az arginin
minor mikrorészecskéi 5, illetve 10 nagysagrenddel kisebb koncentracioban fordulnak

el6 a dominans részecskéknél.

Els6ként hatdroztuk meg két guanidinocsoporttal rendelkezd molekuldk
(sztreptomicin €s sztreptidin) protonalddasi allandoit és szamitottuk ki két
guanidinocsoport kdlcsonhatasi tényezoOit. Meghataroztuk a sztreptomicin major

protonalodasi titvonalahoz tartozo mikroallandokat.

Meghataroztuk két linedris triamin (spermidin és norspermidin) és két linedris
tetraamin (spermin ¢és norspermin) Osszes makro- ¢s mikrodllandojat. A
makroallandokat '"H NMR-pH és pH-potenciometrias titralasi gorbék szimultan
kiértékelésével szamitottuk ki. A mikroallandokat "N NMR-pH titralasok alapjan

hataroztuk meg.

Elsoként szamitottuk ki a mikroallandok standard hibajat, a Gauss-féle négyzetes

hibaterjedési torvény alkalmazéasaval.
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8. Summary

The measurement of high pH has always been a difficult task, as for highly basic
solutions the accuracy and precision of the glass electrode is not sufficient. We have,
therefore, elaborated a "H NMR-based method for the accurate measurement of high
pH. By this method, the pH is calculated from the observed chemical shifts of indicator
molecules. The indicator parameters were determined at 25 °C, at the two most
commonly used ionic strengths (0,15 M and 1,00 M), in terms of the activity based pH-
scale. It was shown, that the whole (0-14) pH range can be cover by five indicator

molecules (dichloroacetic acid, acetone oxime, sarcosine, acetic acid and imidazole).

This unbiased method enables the characterization of highly basic molecules in terms

of protonation constants.

We have determined the protonation constants of two highly basic biguanide type

oral antidiabetics, metformin and phenformin.

We have determined the protonation macroconstants of arginine, the most basic
natural amino acid. The 12 microconstants were calculated by deductive methods. The
pH-dependent distribution of the 8 microspecies was calculated. The results showed that
the occurrence of the minor species are 5 and 10 orders of magnitude lower, than the

major ones.

We have determined protonation constants of molecules containing two guanidino
groups (streptomycin and streptidine) and the interactivity parameter between the two
guanidino groups. We have calculated the microconstants of the major microspecies of

streptomycin.

We have also determined the macro- and microconstants of two linear triamines
(spermidine and norspermidine) and two tetraamines (spermine and norspermine). The
macroconstants were calculated by the simultaneous evaluation of potentiometric and
'H NMR-pH titrations. In order to determine the microconstants "N NMR-pH titrations

were carried out.

The standard error of the microconstants was calculated for the first time, by the

quadratic error propagation rule of Gauss.
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	Rövidítések jegyzéke
	1. Bevezetés
	A legtöbb bio- és gyógyszermolekula két vagy több protonálható csoportot tartalmaz [1]. Az ionizálható molekulák szervezetbeni sorsát (farmakokinetikai paramétereit) külső körülmények (a közeg pH-ja, hőmérséklete, relatív permittivitása) és belső paraméterek (molekulaszerkezet, lipofilitás, töltés és töltéseloszlás) határozzák meg. Az utóbbiakat különböző sav-bázis paraméterekkel, például a protonálódási állandóval (logK) jellemezhetjük. Ezen értékek ismerete nélkülözhetetlen a gyógyszerfejlesztés minden fázisában, a törzskönyvezéshez nagy precizitással meghatározott protonálódási állandók szükségesek.
	A gyógyszerek célmolekulához való kötődése már nemcsak a bruttó ionizációs állapottól függ, az egyes csoportok protonáltsági állapota is nagymértékben befolyásolja azt. Ezeket a folyamatokat a mikroszkopikus protonálódási állandókkal jellemezzük.
	Ezeket a mikroállandókat pH-függő, csoportspecifikus spektroszkópiai módszerrel vagy rokon szerkezetű vegyületek bázicitásadatainak átvitelével lehet meghatározni.
	Számos biológiai és gyógyszerészeti szempontból fontos vegyület tartalmaz igen erősen bázikus funkciós csoportokat (guanidino, amidin stb.) amelyek protonálódási folyamatai igen erősen lúgos közegben játszódnak le, ahol a pH pontos meghatározása csak igen körülményesen lehetséges. Az irodalomban közölt protonálódási állandó értékek nagy része jelentős hibával terhelt, a magas pH-értékek meghatározásainak torzítottsága miatt.
	Az egyensúlyi oldatkémia eszköztárában nem találhatunk olyan módszert, melynek segítségével egyszerűen, gyorsan és torzításmentesen határozhatóak meg akár szélsőségesen magas pH-értékek. Egy ilyen módszer kidolgozásával tehát lehetőségünk nyílna olyan molekulák logK értékeinek meghatározására, melyeket eddig nem jellemeztek kellő pontossággal.
	2. Célkitűzések
	Munkánk során célul tűztük ki több, biológiai és gyógyszerészeti szempontból jelentős, igen erősen bázikus vegyület protonálódási makro- és mikroegyensúlyainak vizsgálatát. Eredményeink szerint az irodalomban közölt logK értékek nagy része hibás, főként a megfelelő pH-mérési módszer hiánya miatt.
	A folyamatok jellemzéséhez szükséges egy olyan módszer kidolgozása, amellyel pontosan és torzításmentesen lehet mérni akár szélsőségesen magas pH-értékeket. Célunk tehát egy olyan 1H NMR módszer kifejlesztése, ahol indikátormolekulák kémiai eltolódásából számíthatjuk ki az oldat pH-ját a teljes 0-14 közötti pH-tartományban.
	Célul tűzzük ki a legbázikusabb fehérjealkotó aminosav, az arginin mikroállandóinak pontos meghatározását 1H NMR–pH módszerrel. A mikroállandók meghatározása csak modellvegyületek bázicitásadatinak átvitelével, deduktív módszerrel lehetséges.
	További célunk az elsőként felfedezett aminoglikozid-típusú antibiotikum, a sztreptomicin protonálódási folyamatainak részletes vizsgálata, a két guanidinocsoport csoportspecifikus bázicitásainak meghatározása. A sztreptidin, az egyetlen rendelkezésre álló modellvegyület segítségével a sztreptomicin major mikrorészecskéinek protonálódási állandóit határozhatjuk meg.
	Végül olyan 15N NMR módszert fejlesztünk ki, amellyel az egyes aminocsoportok bázicitása csoportspecifikus módszerekkel meghatározható. A módszer segítségével a sejtciklus szabályozásában igen jelentős szerepet betöltő lineáris poliaminok és nor-származékaik mikroállandóit számítjuk ki.
	3. Irodalmi áttekintés
	Az irodalmi összefoglalás első részében a pH definícióját, valamint a többértékű savak és bázisok ionizációjával kapcsolatos fogalmakat tekintjük át. Ezután röviden ismertetjük a protonálódási állandók meghatározásának módszereit, majd áttekintjük a jelen dolgozatban vizsgált molekulák biológiai és gyógyszerészeti jelentőségét, főbb alkalmazásait, valamint eddig publikált bázicitásadatait.
	3.1. A pH fogalma, különböző pH–skálák

	A pH az oldatok savasságát jellemző mérőszám, melyet Sørensen 1909-ben vezetett be, mint „hidrogénion-exponenst” [2]. Ezt követően többféle pH-skála használata terjedt el, és a pH egységes definíciója több évtizedes diszkusszió eredményeként tisztult le [3-6]. A gyakorlatban kétféle pH–skálát alkalmaznak: az aktivitás- és a koncentráció-alapú skálákat. 
	Az aktivitás-alapú skála használata során az egyensúlyi folyamatokat a komponensek relatív aktivitásával jellemezzük, így a pH definíciója:
	ahol mH a hidrogénionok molális koncentrációja, m0 a standard molalitás (1 mol/kg), γH az aktivitási tényező. A  és további egyenletekben: .
	A koncentráció-alapú skála alkalmazásával a kémiai egyensúlyokat sztöchiometrikus egyensúlyi állandókkal jellemezzük, ennek megfelelően az oldat savasságát is a protonok koncentrációjából származtatjuk, azaz: 
	A kétféle skála természetesen átszámítható egymásba, egy korrekciós tag levonásával:
	Az NMR–pH titrálások során alkalmazott oldatok általában nehézvizet is tartalmaznak a stabil frekvencia „lock” elérése céljából. Ilyen oldatokban azonban a deutérium izotópeffektusa miatt az ionszorzat kisebb, mint könnyűvíz esetében:  vs. , ennek megfelelően a pH– és a pD–skálák sem egyformák. A IUPAC nehézvizes közegre is megad elsődleges standard puffereket, melyekkel a pD skálára kalibrálható az elektród [7]. A mindennapi gyakorlatban azonban nem terjedt el az ilyen pufferek használata, főképp a deuterált vegyszerek lényegesen magasabb ára miatt. Így inkább könnyűvizes pufferekkel végzik a kalibrációt, és a nehézvízben mért értéket korrekció nélkül használják. Az így kapott skála jelölése pH* vagy pHD. A kétféle skála a Gross-Butler-Purlee elmélet szerint számítható át egymásba [8,9]: pD = pH* + 0,44.
	3.2. A pH meghatározásának módjai

	Az oldatok pH-ját legpontosabban elektrokémiai módszerrel lehet meghatározni, a IUPAC által definiált standard pufferek pH-ját ún. Harned-cellával történő méréssel határozták meg [10]. A Harned-cella diagramja:
	Pt│H2│Puffer, │AgCl│Ag 
	A Harned-cellák hátránya, hogy hidrogénelektródot tartalmaznak, így a laboratórium gyakorlatban nem terjedtek el, körülményes alkalmazásuk miatt.
	3.2.1. pH mérés kombinált üvegelektróddal

	A kombinált üvegelektród lényegében egy hidrogénionra szelektív elektród, melyet egybeépítettek egy (általában ezüst/ezüst-klorid) referenciaelektróddal. Celladiagramja a következő:
	Ag│AgCl│KCl(aq.)║minta│üvegmembrán│KCl(aq.)│AgCl│Ag 
	Az oldatok csatlakozását ║ jelöli, itt Ej diffúziós potenciál léphet fel. Az üvegelektród érzékenységét az elektromotoros hatékonysággal jellemezhetjük:, ahol k’ a mért, míg k a nernsti meredekség. Az eltérést a szilanolcsoportok disszociációja okozza [11]. Az elektróddal mért potenciálkülönbség tehát a következőképpen írtható fel:
	Erősen savas (pH<1) vagy lúgos (pH>12,5) oldatokban az elektród válasza nem követi a lineáris Nernst-egyenletet . Ilyen oldatokban az erősen mozgékony hidrogénionok és hidroxidionok hozzájárulása már jelentős a diffúziós potenciálhoz. Lúgos közegben a nagy koncentrációban jelen lévő alkálifém-ionok (Na+, Li+, K+) helyettesíthetik a hidrogéniont az üvegelektród membránján [3]. Ez a jelenség az alkálihiba, akár 1 pH egységnyi eltérést is okozhat.
	Ilyen oldatok esetén a hidrogénion- vagy a hidroxidion-koncentrációt számítással lehet a legpontosabban meghatározni a IUPAC irányelvei alapján [12]. Az ionerősség beállítására, az alkálihiba csökkentése érdekében, tetraalkilammónium-sót javasolnak. A szén-dioxid abszorpció elkerülése miatt célszerű a mérések valamilyen inert gáz (nitrogén, argon) atmoszférában végezni.
	A kombinált üvegelektród alkalmas mind a pH, mind a p[H] mérésére is, természetesen eltérő kalibrációval. A pH-skálára történő kalibráció során egy vagy több standard (IUPAC által definiált vagy arra visszavezethető) puffer feszültségét mérjük, majd az E – pH adatpár(ok)ból számítjuk ki az elektród paramétereit a  egyenlet szerint. A VIII. Magyar Gyógyszerkönyv kétpontos kalibrációt ír elő [13], ekkor a pH mérés pontossága ±0,05 egység. Ennél pontosabb méréshez többpontos (4 vagy 5) kalibráció szükséges, az E0’ és k’ elektródparamétereket pedig lineáris regresszióval határozzuk meg. Ez a módszer ±0,02 egység pontosságot tesz lehetővé.
	A p[H] skálára történő kalibrációja egy üres (blank) titrálással történik. Ekkor pontosan ismert koncentrációjú erős savat titrálunk egy pontosan faktorozott erős bázissal (esetleg fordítva), így minden pontra kiszámítható a . A mért E – számított p[H] adatpárokból súlyozott lineáris regresszióval kaphatjuk meg az elektródparamétereket [14,15]. 
	A pH számítása megoldható spektroszkópiai adatokból is, például UV abszorbanciából, fluoreszcens emisszióból vagy NMR kémiai eltolódásból.
	3.2.2. pH meghatározása optikai spektroszkópiával

	A pH ilyen módon történő meghatározására több példát is találhatunk:
	 Erősen lúgos oldatok pOH-ját egy cellulóz-membránhoz rögzített festék, a „Tiazol sárga” (Thiazole yellow) 512 nm-en mért abszobanciájából számították [16].
	 In vivo pH-mérésre számos különböző fluoreszcens festéket használtak: fluoreszceinek, rodaminok, 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-indacén festékek (BODIPY) és egyéb származékok. Ezeknél a módszereknél a fluoreszencia intenzitása változik a protonálódás hatására, a változás mértékéből számítható a pH [17]. 
	3.2.3. pH meghatározása NMR spektroszkópiával

	Az oldatok pH-ja NMR spektroszkópiai adatokból is számítható, ha egy NMR jel kémiai eltolódása függ az oldat pH-jától.
	Egy NMR–aktív mag kémiai eltolódása a következő egyenlettel írható le:
	ahol a vizsgált mag,  a referenciaanyag magjának rezonanciafrekvenciája, Hz-ben,  és  ugyanezen magok árnyékolási tényezője,  pedig a spektrométer MHz-ben kifejezett alapfrekvenciája.
	A protonálódás vizes oldatban általában pillanatszerűen gyors folyamat az NMR „időskáláján” , ezért a protonált és a deprotonált forma egy közös rezonanciajelet ad a részecskék  és  kémiai eltolódásainak móltörtekkel súlyozott átlagánál [18-20]:
	ahol  a közös rezonanciajel kémiai eltolódása, és  a deprotonált és a protonált forma kémiai eltolódásai (határeltolódások), és  a móltörtjeik, pedig a protonálódási állandó.
	A  egyenlet logaritmizálásával és Henderson-Hasselbach típusú átrendezésével közvetlenül számíthatjuk a pH-t a mért kémiai eltolódásból:
	Tehát, ha egy NMR–pH indikátormolekula indikátorparaméterei (határeltolódásai és protonálódási állandója) ismertek, akkor a kémiai eltolódásból számítható a pH (kellő pontossággal általában  intervallumban)
	NMR–pH indikátormolekulákat szinte minden NMR–aktív magra találhatunk a szakirodalomban, a következőkben ezeket tekintjük át. A legtöbb indikátormolekulát in vivo vagy ex vivo NMR, MRI vagy MRS technikákhoz publikálták, kevés példát találhatunk in vitro alkalmazható pH-indikátorokra.
	3.2.3.1. 1H NMR–pH indikátormolekulák

	Bár az 1H NMR módszerek lényegesen érzékenyebbek, mint a 31P vagy 13C spektroszkópia, in vivo pH meghatározásra csak kevés indikátormolekula alkalmas, hiszen a számos biomolekula 1H NMR jelei nagymértékben átfednek.
	A szakirodalomban főként az imidazolt és származékait használták, mint indikátormolekulákat. A vegyületek képlete a 3.1 ábrán látható. Rabenstein és mtsai. intakt eritrociták intracelluláris pH-jának meghatározására imidazolt használtak [21]. Az imidazol pH–indikátorként történő alkalmazását az általános kémia gyakorlat keretében is javasolták [22]. Ezen kívül még több imidazol-származékot is alkalmaztak intra– és extracelluláris pH mérésére [23,24]: imidazol-1-ilacetát (Im. acetát), imidazol-1-ilmalonát (Im. malonát), imidazol-1-il-3-glutarát (Im. glutarát) és imidazol-1-il-2-szukcinát (Im. szukcinát). Az imidazol-1-il-2-szukcinát félészterét (imidazol-etoxikarbonilpropionsav, IEP) extracelluláris pH mérésére alkalmazták [25-27].
	A citoszol pH-ját a hisztidin kémiai eltolódásából határozták meg [28]. A kapott eredmények jó egyezést mutatnak a 31P spektroszkópiával kapott értékekkel [29]. 
	/
	3.1. ábra: 1H NMR–pH indikátormolekulák
	3.2.3.2. 31P indikátormolekulák

	Először Moon és Richards alkalmazott NMR spektroszkópiát a pH mérésére: a 2,3-biszfoszfoglicerát (2,3-BPG) két foszforjele közötti kémiai eltolódás–különbségből számították az eritrociták intracelluláris pH-ját [30].
	A legtöbb esetben a foszfátion kémiai eltolódásával mérték a pH-t [31-35]. Az NMR spektrumokon a foszfokreatint használták referenciaként. A foszfátion azonban nem a legelőnyösebb pH–indikátor, hiszen a protonálódási állandó erősen függ az ionerősségtől, valamint az egyes sejtekben nagymértékben eltérnek a foszfát-koncentrációk.
	Egyéb biomolekulákat is alkalmaztak a pH meghatározására: ATP, 2,3-biszfoszfoglicerát, glukóz-6-foszfát (Glc-6-P) [36-39], azonban a foszfátionnál említett okok miatt ezek sem bizonyultak kellően robosztusnak.
	A fenti problémák kiküszöbölésére más szerkezetű molekulákat állítottak elő; főleg alkil- és aminofoszfonátokat: 3-aminopropilfoszfonsavat (3-APP) [40,41], fenilfoszfonsavat (PP) [42-44], metilfoszfonsavat [45,44], α- és β-foszforilált aminokat és pirrolidineket [46,47]. A vegyületek szerkezeti képlete a 3.2 ábrán látható.
	/
	3.2. ábra: 31P pH–indikátormolekulák
	A fentiek közül a legelőnyösebb indikátormolekulának a dietil(2-metilpirrolidin-2-il)foszfonát (DEPMPH) bizonyult, ugyanis a protonálódási állandója csak kismértékben változik az ionerősség függvényében, a kémiai eltolódás–különbség a protonált és a deprotonált forma között több mint 8 ppm.
	A skaláris csatolási állandókat is használták a pH kiszámítására [48]: a foszfition egykötéses csatolási állandója (1JP-H) nagymértékben különbözik a foszfit és hidrogénfoszfit-ionoknál (568,1 Hz vs. 620,7 Hz). A mért csatolási állandó, hasonlóan a kémiai eltolódáshoz, a két csatolási állandó móltörtekkel súlyozott átlaga:
	3.2.3.3. 19F NMR–pH indikátorok

	A 19F–NMR előnye a 31P módszerekkel szemben, hogy érzékenyebb és specifikusabb, hiszen lényegesen kevesebb fluortartalmú vegyület található az élő szervezetekben. Néhány vegyület képlete a 3.3 ábrán látható.
	Fluorozott aminosavakat (pl. difluormetil-alanin, F2MeAla) és aminokat (pl. trifluoretilamin, TFEA) használtak perfundált sejtek intracelluláris pH-jának számítására [49-52]. Néhány évvel később ugyanez a kutatócsoport fluorozott anilinszármazékokat alkalmazott indikátorként (pl. N,N-(metil-2-karboxilizopropil)-4-fluoranilin, NMFA és o-metoxi-származéka, OMeNFA) [53].
	Extracelluláris pH mérésére fejlesztették ki a ZK-150471 jelű szulfonamid-származékot, melynek nagy előnye, hogy csak az egyik fluor kémiai eltolódása változik a protonálódás hatására, a másik nem, így nem szükséges külső vagy belső referencia használata [54-56].
	A B6 vitamin fluorozott származékai képesek bejutni a sejtekbe, így a 6-fluorpiridoxol (6-FPOL) és 6-fluorpiridoxamin (6-FPAM) [57-59].
	/
	3.3. ábra: 19F NMR–pH indikátormolekulák
	3.2.3.4. 13C NMR–pH indikátorok

	Annak ellenére, hogy a 13C NMR spektroszkópia mindhárom fentebb tárgyalt módszernél kevésbé érzékeny, találhatunk példát in vivo és in vitro alkalmazásokra is (3.4 ábra).
	Békaizomsejtek pH-ját a karnozin (β-alanil-hisztidin) imidazolgyűrűjén lévő C2 atomjának kémiai eltolódásából számították [60]. A minták nem voltak izotópdúsítottak.
	Szívizomsejteket 13C-jelzett glukózzal inkubáltak, majd a glikolízis során keletkező szintén izotópjelzett glicerin-3-foszfát (G-3P) C3 atomjának eltolódásából számolták a pH-t [61].
	A nátrium-cianid az egyik legérzékenyebb indikátormolekula, ugyanis a kémiai eltolódás több, mint 50 ppm-mel változik a protonálódás során [62]. 13C jelzett nátrium-cianidot használtak különböző alumínium-citrát komplexek pH-jának meghatározására [63].
	Egy mesterséges zeolit képződéskor fellépő pH-változásokat pedig a morfolin szénjeléből számították ki [64].
	/
	3.4. ábra: 13C NMR–pH indikátorok
	3.2.3.5. pH meghatározása a víz protonjaival

	A víz protonjeléből történő pH-számítást MRI vizsgálatok esetén alkalmazzák, két módszer használható: pH-függő kémiai cserén alapuló mérések (Chemical Exchange Saturation Transfer, CEST) és pH-függő relaxációs anyagok alkalmazása.
	A CEST alapja, hogy a cserélhető (NH és OH) protonok szelektív besugárzása csökkenti a mágnesezettségüket, majd ez a csökkenés pH-függő sebességgel kerül át a víz protonjaira. A pH meghatározásához a vízjel amplitúdóját és a spin-rács relaxációs idejét (T1) is mérik. Ilyen célra 5,6-dihidroxiuracilt [65] és az endogén fehérjék amidprotonjait [66] használták. A módszer legnagyobb hátránya, hogy a cserélhető protonok nagy koncentrációja szükséges (>40 mM). A CEST érzékenysége jelentősen növelhető paramágneses lantanoida-komplexek alkalmazásával [67,68].
	A pH-függő relaxációs anyagok az in vivo pH-mérés térbeli felbontását jelentősen javították [69-72], azonban a számításokhoz szükség van a kontrasztanyag koncentrációjának pontos ismeretére. Ezért a mérésekhez pH-függő és pH-független relaxációs anyagok összehasonlítására van szükség [72].
	3.2.3.6. 1H NMR–pH indikátormolekula-sorozatok a pH meghatározására

	Mivel egy-egy indikátormolekulával csak a protonálódási állandójukhoz közeli pH-tartományban lehet az oldat pH-ját számítani, így szélesebb tartomány lefedéséhez több indikátormolekulára van szükség.
	Az ideális indikátormolekulával szembeni kritériumok a következőek:
	 egyszerű NMR spektrum (maximum 2, lehetőleg szingulett jel)
	 minél nagyobb eltolódás-változás a protonálódás hatására
	 inertség az oldat komponenseivel szemben
	 stabilitás
	Ezen szempontoknak megfelelő indikátormolekula-sorozatból eddig hármat közöltek a szakirodalomban.
	Szakács és mtsai. egy 5 molekulából álló 1H és 31P indikátor-sorozatot használtak a 0–12 közötti pH tartományban [73]. A vegyületek képletét, protonálódási állandóit és határeltolódásait a 3.5 ábra tartalmazza.
	A protonálódási állandókat p[H] skálán határozták meg 22 °C-on, az ionerősség 1 M volt. A munka egyik újdonsága az alacsony p[H] értékek pontos meghatározása, diklórecetsav indikátorral, hiszen az üvegelektród pontossága és torzítatlansága pH < 1 oldatokban kérdéses. Az eddig közöltek közül [73-75] ezzel a sorozattal lehet lefedni a legszélesebb pH-tartományt.
	A módszer hátránya, hogy a 31P indikátorok miatt általában külső referenciát (85% -os foszforsavat) kell használni, ami a mérések érzékenységét jelentősen rontja. A foszfátion kémiailag nem teljesen inert, számos molekulával kölcsönhatásba léphet. Lúgos közegben a pH-meghatározás pontossága is alacsonyabb, a teljes hiba 0,1 pH egység.
	/
	3.5. ábra: Szakács és mtsai. által használt NMR-pH indikátorok
	Baryshnikova és munkatársai [74] (3.6 ábra) biológiai mérésekhez általánosan alkalmazott pufferanyagokat használtak pH-indikátorként. A sorozattal a 2,5 – 9,8 közötti tartományban lehet pH-t mérni. A méréseket 30 °C-on, 0,1 M ionerősség mellett végezték.
	/
	3.6. ábra: Baryshnikova és mtsai. által alkalmazott indikátormolekulák
	A harmadik sorozatot Tynkkynen és mtsai. közölték [75] (3.7 ábra). A molekulák savas közegben alkalmasak pH-mérésre (0-7,2 tartományban). A szerzők vizsgálták a határeltolódások és a protonálódási állandók függését az oldat ionerősségétől, és a saját fejlesztésű programjuk, a GETpHN forráskódját is közölték.
	/
	3.7. ábra: Tynkkynen és mtsai. által bevezetett molekulák.
	3.3. Protonálódási folyamatok makroszkopikus szintű leírása

	A sav-bázis egyensúlyokat a továbbiakban egységesen a konjugált bázis protonfelvételével jellemezzük. Ha egy vizsgált molekula csak egyetlen protonálható csoportot tartalmaz, a protonálódási folyamat egyértelműen jellemezhető a protonálódási állandóval .
	Fontos megemlíteni, hogy a mérések módjától (praktikusan az elektródkalibrációtól) függően más-más egyensúlyi állandóhoz jutunk: a látszólagos egyensúlyi állandókat a p[H] skála használatakor kaphatjuk meg, a  egyenlet szerint. Ha az elektródot a hidrogénion-aktivitásra kalibráltuk, akkor az ún. vegyes vagy Brønsted állandókhoz jutunk:
	Bár minden mérésünket aktivitás-alapú pH-skála alkalmazásával végeztük, a továbbiakban nem jelöljük az egyenletekben, hogy a hidrogénion-aktivitást mértük, egységesen a  jelölést alkalmazzuk.
	Többcsoportos molekulák protonálódási folyamatait lépcsőzetes (Ki) vagy kumulatív (βi) protonálódási állandókkal jellemezhetjük.
	A fenti egyenletekben Lz jelöli a molekula z töltésű, legbázikusabb formáját, amely n számú protont képes felvenni.
	A makroszkopikus protonálódás leírásához gyakran alkalmazott az ún. Bjerrum-görbe vagy függvény, amely adott pH-n megadja a molekulák által felvett protonok átlagos számát:
	A fenti egyenletben β0=1.
	3.3.1. Makroállandók meghatározására használt módszerek áttekintése

	A makroállandók meghatározására minden olyan módszer használható, ahol a mért mennyiség a vizsgált molekula protonfelvételével kapcsolatba hozható. A továbbiakban csak az általunk használt technikákat tekintjük át.
	3.3.1.1. pH-potenciometriás titrálás

	A pH-potenciometriás titrálás a protonálódási állandók meghatározásának igen pontos és leggyakrabban alkalmazott módszere [76]. A mérések során a vizsgálandó anyag (általában ismert mennyiségű erős savat is tartalmazó) oldatához folyamatos kevertetés közben adagoljuk egy erős bázis pontosan faktorozott titráló oldatának kis térfogatait. Ekkor a titrálási görbe minden pontjára kiszámítható a még nem semlegesített hidrogénionok (vagy a feleslegben lévő hidroxidionok) összkoncentrációja, a szabad H+ vagy  koncentrációját pedig üvegelektróddal mérjük. A két koncentráció közötti eltérés arányos a vizsgált molekula által felvett protonok számával:
	A fenti egyenletnek megfelelően a potenciometria 1,5-12 közötti logK értékű vegyületek mérésére alkalmas, ennél erősebben savas vagy bázikus anyagok esetén a pH-mérés vagy a titráló oldat adagolásának kis hibája is a görbe jelentős torzulásához vezethet.
	Az függvény szélesebb tartományban válik mérhetővé a különbségi titrálásos módszer alkalmazásával. Ekkor két titrálást végzünk: az első titrálásban ismert mennyiségű erős savat titrálunk erős bázissal, majd a másodikban az első titrálással azonos mennyiségű erős savhoz adjuk hozzá a mérendő anyagot, és ezt az oldatot titráljuk lúg oldattal. Adott pH-n a két görbe különbsége arányos az  függvénnyel. Egy n protonálható csoporttal rendelkező molekula esetén az alábbi függvény illeszthető a ΔV – pH adatsorokra:
	ahol A az egy protonálható csoportra fogyott mérőoldat ml-ben kifejezett térfogata, D pedig a pipettázási hibából és a ligandummal együtt bevitt protonok mennyiségéből adódó korrekciós tényező.
	Gondosan megtervezett és kivitelezett kísérletekkel 1,5 alatti vagy 12 feletti protonálódási állandók is meghatározhatóak [77,78].
	A pH-metriás mérések nagy előnye, hogy az egyes protonálódási lépcsőkhöz tartozó fogyások egyenlőek, így különösen jól alkalmazható átfedő protonálódási állandók meghatározására.
	A módszer hátrányai közé tartozik, hogy csak tiszta és nemillékony anyagok vizsgálatára alkalmas. A mérendő anyagra és az esetleges szennyezőkre fogyó mérőoldat mennyisége ugyanis nem különíthető el egymástól [62,76]. A méréseket a légköri CO2 is zavarja, ezt inert atmoszférában végzett mérésekkel lehet kiküszöbölni. A titrálások csak akkor adnak megbízható eredményt, ha a vizsgálandó anyag legalább 0,5 mM koncentrációban oldódik, ellenkező esetben túlságosan kicsi lesz a két titrálás különbsége.
	3.3.1.2. NMR–pH titrálás

	Abban az esetben, ha a vizsgált anyag valamilyen szennyezőt tartalmaz, vagy több anyagot mérünk egyszerre, a pH-metriás titrálás általában nem alkalmazható. Ilyen esetekben az NMR–pH titrálás jó megoldást jelent, ha az oldat komponenseinek NMR jelei külön-külön nyomon követhetőek, akár többdimenziós technikákkal.
	Az egyértékű savak és bázisok kémiai eltolódását megadó függvényt már tárgyaltuk a 3.2.3 fejezetben (6. oldal), itt most csak a többértékű ligandumok protonálódási folyamatainak leírására térünk ki.
	Egy n értékű ligandum kémiai eltolódását a pH függvényében az alábbi egyenlet írja le az NMR időskálán gyors cserereakciók esetén:
	ahol  az egyes makroszkopikus protonáltsági állapotokhoz tartozó kémiai eltolódásokat, a móltörtjeiket jelölik.
	A protonálódási állandó meghatározásának pontossága javítható, ha minél több magra szimultán illesztjük a  egyenletet.
	Ha a protonálódási lépések átfedőek , az egyensúlyi állandók meghatározása jelentős hibával terhelt, hiszen ekkor a köztes makroállapotokhoz rendelt kémiai eltolódások „bárhol” kijelölhetőek a görbe felszálló szakaszán. Az NMR–pH titrálások három vagy többcsoportos molekulák átfedő protonálódási állandóinak meghatározására a potenciometriánál kevésbé alkalmasak, hiszen itt az egyes protonálódási lépcsők „magassága”  nem egyforma.
	Ez abból is következik, hogy egy NMR aktív mag árnyékolási tényezője három komponensre bontható:
	A diamágneses tag  a mag körüli elektronsűrűséggel arányos, az elektronok árnyékolásának hatását írja le [79]. A paramágneses tag általában negatív előjelű, a betöltetlen pályákra történő elektrongerjesztéssel arányos. Az egyéb hatások  közé tartozik a teljesség igénye nélkül a térközeli csoportok mágneses anizotrópiája, a van der Waals kölcsönhatások, a konformációs vagy a szolvatációs hatások. 1H NMR spektroszkópiában a három tag közül általában a diamágneses hatás dominál [80], így főként az ionizáció okozta elektronsűrűség-változással arányos. Mivel az egyes báziscentrumok ionizációja más-más hatással van az adott mag körüli elektronsűrűségre, így a kémiai eltolódás változásához is eltérő mértékben járulnak hozzá.
	Mivel a kémiai eltolódásokat minden esetben viszonyítjuk valamilyen referenshez, ezért fontos olyan anyag választása, amely a vizsgált pH-tartományban nem változtatja az ionizációs állapotát, ebből következően a kémiai eltolódását sem [81]. Vizes oldatokban általában a 3-(trimetilszilil)propionát-d4 nátriumsóját (TSP) használják, amely csak egy jelet ad 1H NMR spektrumokban, azonban pH=5 körül inflexiót mutat a karboxilát protonálódása miatt [75]. Helyette a titrálások során ennek szulfonátsója, a 3-(trimetilszilil)-1-propánszulfonát (DSS) alkalmazása előnyösebb, hiszen protonálódása csak H0 = -6 körül következik be [82]. (H0 a Hammett féle savassági skála [83]).
	Az NMR–pH titrálásokat legalább négyféle módszerrel lehet végezni:
	 Egyedi minták módszere. Az oldatok pH-ját nagyobb térfogatban, állandó kevertetés mellett üvegelektróddal mérjük, és egyenként töltjük az NMR csövekbe. A módszer meglehetősen munka- és anyagigényes.
	 Egycsöves titrálás. A mérendő anyagot egyetlen NMR csőbe töltjük, ehhez µl-es mennyiségben adagoljuk a titráló oldatot, a pH-t mikroelektróddal mérjük. A módszer anyagtakarékos, azonban pontatlan, hiszen megfelelő kevertetés nélkül mérjük a pH-t. Ez és a mikroelektród használata az egyedi minták módszerénél nagyobb pontatlanságot okoz.
	 In situ pH–meghatározás indikátormolekulákkal. A titrálást végezhetjük az egyedi minták módszere szerint vagy az egycsöves technikával. A legfőbb különbség, hogy a pH-t a megfelelő indikátormolekulák kémiai eltolódásaiból számítjuk a  egyenlet (7. oldal) szerint. Pontossága megegyezik az egyedi minták módszerének precizitásával, sőt, megfelelő indikátormolekulák használatával erősen savas vagy lúgos oldatban meg is haladja azt.
	 Relatív bázicitások meghatározása. Két egyértékű, összemérhető erősségű bázis protonálódási állandóinak különbségét  szimultán titrálásukkor sokkal pontosabban kaphatjuk meg, mint a saját protonálódási állandóikat az egyedi δmért–pH adatsorok kiértékelésével. A módszer azon alapul, hogy szimultán méréskor az oldat pH-ja szükségszerűen ugyanaz, így tehát a  egyenlet alapján:
	 A kiértékelések során a pH nem szerepel az egyenletekben, a vizsgált molekula kémiai eltolódását ábrázoljuk az indikátormolekula kémiai eltolódásának függvényében:
	 ahol  a vizsgált molekula aktuális kémiai eltolódása,  a protonált és deprotonált forma határeltolódásai,  az indikátormolekula ugyanezen paraméterei, pedig a relatív bázicitás. A módszert először Perrin és Fabian alkalmazta [84], később Szakács és mtsai is használták [73,85].
	3.4. Protonálódási mikroegyensúlyok leírása és vizsgálata

	Míg a makroállandók csak a felvett protonok átlagos számát adják meg, a protonok funkciós csoportok közötti eloszlását a mikroszkopikus protonálódási állandók jellemzik. Csoportspecifikus protonálódási állandókat már 1895-ben leírtak [86].
	Az alapvető összefüggéseket egy háromcsoportos molekula példáján mutatjuk be. A mikroszkopikus szintű protonálódási egyensúlyok tárgyalásánál a töltéseket végig elhagyjuk.
	3.4.1. Háromcsoportos molekula mikroegyensúlyai

	A protonálható csoportokat A, B és C jelöli.
	/
	3.8. ábra: Egy háromcsoportos molekula protonálódási makro- és mikroegyensúlyai
	A 3.8 ábrán látható, hogy a 4 protonáltsági makroállapot (L, HL, H2L és H3L) összesen 8 mikrorészecskével jellemezhető.
	A mikro- és makrorészecskék koncentrációi között az alábbi összefüggéseket írhatjuk fel:
	A mikrospeciáció alatt az egyes mikrorészecskék pH-függő eloszlását értjük. A lépcsőzetes k mikroállandók az adott funkciós csoport bázicitását jellemzik, a többi csoport meghatározott állapotában. A jelöléseknél a felső indexben a protonálódó csoport, az alsó indexben pedig a már protonált csoportokat jelöljük, amennyiben vannak ilyenek. Az A csoport bázicitását például 4 mikrorészecskére írhatjuk fel: az L, a B, a C és a BC részecskékre, a következőképpen:
	A teljes mikrospeciációs séma 12 lépcsőzetes mikroállandót tartalmaz, ezek redundáns rendszert alkotnak, hiszen például az AB mikrorészecske képződése a Hess-tétel értelmében nem függhet a protonálódási útvonaltól, azaz mindegy hogy az L(A(AB vagy az L(B(AB útvonalon keletkezett. Ezért célszerű bevezetni az ún. kumulatív mikroállandókat (κ), hasonlóan a kumulatív makroállandókhoz (β):
	Így a teljes rendszer 7 κ állandóval leírható. A következő összefüggések érvényesek a makro és mikroállandók között:
	Az egyes mikrorészecskék egymásba alakulása rendkívül gyors folyamat, így általában összetett spektroszkópiai jelet adnak [87]. A legjobb esetben is csak az egyes csoportok pH-függő protonáltsági fokát kaphatjuk meg az NMR titrálási görbékből. Ezek az adott csoporton protonált részecskék móltörtjének összegei:
	Az egyes csoportok protonáltsági móltörtjeinek összege megegyezik az  függvénnyel: .
	Szakács és mtsai. megmutatták, hogy pusztán a kísérleti adatokból 3-nál több protonálható csoportot tartalmazó molekuláknál csak meghatározott szimmetriaviszonyok esetén számítható ki  egyértelműen az összes κ állandó az egyes csoportok protonáltsági móltörtjeiből [88]. Ezért célszerű az azonos protonáltsági fokhoz tartozó κ állandókat egy közös Q paraméterré összevonni, amelyeket minden esetben egyértelműen ki lehet számítani.
	A Q paraméterek és mikroállandók között a következő összefüggések érvényesek:
	A Q paraméterekből a makroállandókat is megkaphatjuk:
	3.4.1.1. Kölcsönhatási tényezők, csoportállandók

	A többcsoportos molekulákban a párkölcsönhatási tényező (E) azt számszerűsíti, hogy az egyik csoport protonálódása hogyan változtatja meg a másik csoport bázicitását, például:
	A kismolekulákban az egyik csoport protonálódása általában csökkenti a másik bázicitását. Ez a jelenség történhet kötéseken keresztül (statikus induktív effektus), melynek hatása általában 4-5 nem-konjugált kötés felett elhanyagolható [87,89]. Flexibilis molekulákban a hatás téren át is létrejöhet, így a pE értéke sohasem csökken nullára, ahogyan azt a lineáris α,ω-diaminok példája is mutatja (3.1 táblázat) [90].
	3.1. táblázat: Szimmetrikus diaminok kölcsönhatási tényezői (m az aminocsoportok közötti szénatomok száma, ) [90]
	A háromcsoportos molekulák esetén definiálhatjuk az ún. triplett kölcsönhatási tényezőt is , amely a harmadik csoport protonáltsági állapotának hatását számszerűsíti a másik 2 csoport kölcsönhatási tényezőjére.
	A kölcsönhatási tényezők és a perturbálatlan vagy intrinsic bázicitások segítségével bármely tetszőleges mikroállandó kifejezhető, például:
	A többcsoportos molekulák esetén természetesen a sor tovább bővíthető negyed- és magasabb rendű tagokkal, azonban a mérések szerint általában már a triplett kölcsönhatási tényező is elhanyagolható  [91,92].
	Totálszimmetrikus molekulák esetén a mikroállandók kiszámíthatók közvetlenül a makroállandókból, hiszen az egyes csoportok bázicitása azonos. Például egy kétcsoportos szimmetrikus molekula esetén: . Ilyen esetben a mikro- és makroállandók között a következő összefüggések érvényesek (a szimmetria miatt):
	3.4.2. Mikroállandók meghatározásának módszerei

	A makroállandókból csak totálszimmetrikus molekulák esetén számíthatók közvetlenül a mikroállandók. Minden egyéb esetben szükség van valamilyen többletinformációra, ami lehet rokon szerkezetű vegyület bázicitásadata (deduktív módszer) vagy valamilyen spektroszkópiai méréssel nyert információ, amelyből számítható az egyes csoportok protonáltsági fokát jellemző f függvény. A spektroszkópiai módszerek közül csak a jelen munkában alkalmazott NMR-pH titrálásokat tekintjük át, az optikai spektroszkópiás módszerekre nem térünk ki.
	3.4.2.1. Modellvegyületek bázicitásadatainak átvitele

	Már az első csoportspecifikus protonálódási állandókkal foglalkozó közleményben megemlítik, hogy a –COOH és a –COOCH3 csoportok hatása a másik csoport bázicitására közel azonos és jelentősen eltér a  így a megfelelő mikroállandó a modellvegyület makroállandójának feleltethető meg [86].
	Ilyen módon határozták meg a glicin minor, töltésmentes részecskéjének aminobázicitását, melyet metilészterének makroállandójával [93] azonosítottak.
	Az ilyen deduktív módszereket akkor célszerű alkalmazni, ha nem lehetséges a protonálódás csoportszelektív megfigyelése vagy ha a mikrorészecskék között bármelyik koncentrációja szélsőségesen alacsony [1]. Ilyen esetekben ugyanis a minor részecske hozzájárulása az analitikai jelhez olyan csekély, hogy spektroszkópiai módszerekkel csak nagy hibával kaphatunk róla információt [94].
	A legegyszerűbben a –COOH csoport „modellezhető”: metilészterként [93,20], etilészterként [95] vagy savamidként [96]. Az  csoportot acetamidként modellezték [97], míg a protonált aminocsoportok kvaternerezett származékokkal helyettesíthetők [98].
	A deduktív módszerek közé tartozik, hogy a modellvegyületnek nem a bázicitásadatait, hanem a kölcsönhatási tényezőt visszük át a vizsgált molekulára [99,91,92]. A kölcsönhatási tényezők értéke ugyanis kevésbé változik, mint maguk a mikroállandók [99,91,100,89,92].
	3.4.2.2. Mikroállandók meghatározása NMR-pH titrálással

	Az NMR-pH titrálás abban az esetben alkalmazható, ha bármelyik megfigyelt mag kémiai eltolódását csak egyetlen csoport befolyásolja. Ez a feltétel 1H NMR spektroszkópiánál akkor teljesül, ha legalább öt kötésnyi távolság van a másik báziscentrum és a megfigyelt mag között [101]. Ennek a kritériumnak azonban legtöbbször csak peptidek vagy fehérjék oldalláncai felelnek meg [102], kismolekuláknál általában ennél közelebb vannak egymáshoz a báziscentrumok.
	Ilyen esetben, ha a megfigyelt mag eltolódását csak a protonálódás befolyásolja, akkor a csoport protonáltsági foka kiszámítható a kémiai eltolódásból [103]:
	A 15N NMR titrálások során közvetlenül a nitrogénatomok protonálódását figyelhetjük meg, noha alacsony természetes előfordulása (0,37 %) miatt érzékenysége kicsi (0,1 % a protonokhoz viszonyítva) [104]. A nitrogénmagok kémiai eltolódását elsősorban saját protonálódásuk befolyásolja, néhány esetben más csoportok hatását is figyelembe kell venni. 15N NMR spektroszkópiával számos nitrogént tartalmazó bázis, mint lineáris poliaminok [105], gyűrűs poliaminok [106], aminoglikozid antibiotikumok [107], poliaminamidok [108], arginin [109], lizin [110], hisztidin [111], és guanidin-származékok [112] protonálódását vizsgálták.
	A módszer rendkívül alacsony érzékenysége szükségessé teszi rendkívül hosszú mérési idők vagy tömény oldatok (természetes izotóparány mellett) vagy pedig 15N dúsított minták használatát. Nagy térerejű, esetleg hűtött mérőfejjel ellátott NMR spektrométerek használatával a mérési idő jelentősen csökkenthető, különösen hidrogénen detektált többdimenziós módszerek alkalmazásával.
	3.5. Irodalmi áttekintés a poliaminokról

	Anthony van Leeuwenhoek már 1678-ban felfedezett az emberi spermában kihűlés során keletkező kristályokat [113], amelyekről később bebizonyították, hogy spermin-foszfát volt.
	Az élő sejtekben azóta számtalan poliamint fedeztek fel, a három leggyakoribb a putreszcin, a spermidin és a spermin [114]. Az általunk vizsgált vegyületek képleteit és számozását a 3.9 ábra mutatja.
	/
	3.9. ábra: Az általunk vizsgált poliaminok az NMR aktív magok később használt jelöléseivel
	Emlősökben a poliaminok szintézise az ornitinből indul, amelyet az ornitin-dekarboxiláz enzim alakít át putreszcinné. Ez egyben a teljes reakciósor sebesség-meghatározó lépése. A Putr ( Spd és az Spd ( Spm lánchosszabbításokhoz a propánamin rész dekarboxilált S-adenozil-metioninból származik.
	A poliaminok szerepe a sejtekben rendkívül sokrétű, a megfelelő intracelluláris koncentrációjuk elengedhetetlen a sejtek növekedéséhez és szaporodásához. Kimutatták, hogy daganatos sejtekben a poliaminok mennyisége jelentősen emelkedett a normál sejtekhez képest [115-117]. Ezért a poliaminok bioszintézisének gátlása jó terápiás célpontja lehet a tumorellenes szereknek [118]. Klinikai Fázis III. tapasztalok szerint az ornitin-dekarboxiláz gátlása növeli az agydaganatban szenvedő betegek túlélését [119].
	A poliaminok modulálják a DNS, az RNS, a nukleotid-trifoszfátok, a fehérjék és a savas karakterű molekulák működését [120]. A különböző sérülések utáni regenerációban is fontos szerepet játszanak [121-123], bioszintézisük gátlása akadályozza a sebgyógyulást [124].
	A poliamin-raktárak kiürülése apoptózist indukálhat, ugyanis számos extrinsic apoptotikus faktor (TNF–α, glukokortikoidok) kiüríti a poliamin raktárakat [125].
	A polikationos természetük miatt számos ioncsatorna funkcióit modulálják vagy gátolják. Az ioncsatornával kapcsolatos szerepüket a [126] közlemény foglalja össze.
	A poliaminok szerepe más fajokban rendkívül sokrétű, például alkaloidok prekurzorai [127-130], pókok és darazsak méreganyagai – melyek a központi glutamátreceptorok inhibitorai – is tartalmazhatnak poliaminokat [131,132].
	A norspermidint és a norspermint növényekben és algákban mutatták ki [133,134], pontos biológiai szerepük nem tisztázott.
	3.5.1. A vizsgált poliaminokra közölt bázicitásadatok áttekintése

	A vizsgált vegyületek közül mikroszkopikus protonálódási állandókat a spermidin és a spermin esetében publikáltak [135-137]. Az összes többi vegyület protonálódási folyamatait eddig csak makroállandók szintjén jellemezték. Az állandókat általában potenciometriásan határozták meg, sok esetben az ionerősséget nem tartották konstans értéken.
	3.2. táblázat: A vizsgált poliaminokra közölt protonálódási makroállandók
	3.2. táblázat (folytatás): A vizsgált poliaminokra közölt protonálódási makroállandók
	a: Nem beállított ionerősség
	3.5.2. A spermidin és spermin protonálódási szekvenciájának vizsgálata

	Kimberly és Goldstein 13C NMR spektroszkópiával vizsgálták a protonálódási folyamatokat [135], az egyes aminocsoportok protonáltsági móltörtjét a Sudmeier-Reilley–közelítés [154] alapján számították ki, amely szerint az egyes protonálódási centrumok hatása a vizsgált mag kémiai eltolódására additív:
	A C értékeket rokon szerkezetű vegyületekből vették, majd ezek alapján számították ki a mono-, di- és triprotonált részecskékben a báziscentrumok protonáltsági móltörtjét.
	Onasch és mtsai. a nitrogénekhez képest α helyzetű protonok kémiai eltolódását az egyes aminocsoportok protonálódásának szelektív indikátorának tekintette, majd ezekből számították a mikroállandókat [136].
	A csoportspecifikus protonálódási állandókat 13C NMR–pH titrálással határozták meg Frassineti és mtsai. [137]. A kiértékelést az általuk kifejtett szoftverrel, „klaszter sorfejtéssel” végezték.
	3.6. A vizsgált biguanidin-származékok

	Két biguanidin-származék protonálódási állandóit határoztuk meg: metformin (1,1-dimetilbiguanidin) és fenformin (1-(2-feniletil)biguanidin).
	/
	3.10 ábra: A vizsgált biguanidin-számazékok
	Mindkét vegyületet orális antidiabetikumként használják [155], sőt a metformin az elsőként választandó szer 2-es típusú diabetes mellitus terápiájában a Magyar Diabetes Társaság szakmai irányelve alapján [156]. A fenformint kivonták a forgalomból az alkalmazás során kialakuló tejsavas acidózis magas incidenciája miatt.
	A biguanidinek a guanidinekhez hasonlóan rendkívül erős bázisok, protonálódásuk már a pH>13 tartományban végbemegy. A második protonálódási lépés csak savas közegben megy végbe, sőt igen erősen savas közegben (pH < 0) háromszorosan protonált részecskék is megjelennek az oldatban [157].
	A metformin irodalmi protonálódási állandói ellentmondásosak, találunk példát  [158] és  értékre is [159]. A fenformin protonálódására  értéket közöltek [160].
	3.7. Arginin és modellvegyületei

	Az arginin (Arg) a legbázikusabb fehérjealkotó aminosav, az emberi szervezet számára feltételesen esszenciális. Fontos szerepet játszik a vérnyomás szabályozásában, valamint  az endogén NO szintézisében [161,162]. A folyamat során az arginin ornitinné metabolizálódik, amely a poliaminok prekurzora. Kimutatták, hogy az arginin fokozza a növekedési hormon elválasztását [163]. A szisztémásan adott Arg szívkoszorúér-betegségekben javítja a kardiovaszkuláris funkciókat [164,165].
	A citrullin (Cit) nem fehérjealkotó aminosav, az emberi szervezetben az ureaciklus során keletkezik ornitinből, az ornitin karbamoiltranszferáz enzim segítségével, vagy argininből, NO szintázok közreműködésével [166].
	Kimutatták, a Cit fokozza az aerob energiatermelést izomszövetben [167]. Annak ellenére, hogy nem fehérjealkotó aminosav, számos ún. citrullinált fehérjét találtak, amelyek poszttranszlációs módosítással keletkeznek ún. fehérje-arginil deimináz (protein-arginyl deiminase, PAD) enzimek közreműködésével.
	A citrullinizációnak fontos szerepe van a bőr keratinizációs folyamataiban, pikkelysömörös betegekben a citrullinált keratin szintje rendkívül alacsony [168]. A központi idegrendszerben a mielin fehérjék abnormális citrullinizációját találták sclerosis multiplexben szenvedő betegeknél [169,170]. A rheumatoid arthritis kialakulásában is szerepe van a PAD2 enzimeknek: a citrullinált fehérjék ellen (is) keletkeznek autoantitestek [171,172].
	A citrullin nem csak, mint önálló molekula fontos, hanem, mint az arginin egyik legjobb modellvegyülete is, hiszen a két vegyület izoelektronos, és a deprotonált részecskéik izosztérikusak, azonban az oldallánc bázicitásában jelentős a különbség a guanidino és karbamido csoportok eltérő tulajdonságai miatt.
	Az Arg három protonálható csoportot tartalmaz: guanidino (G), amino (A) és karboxilát (C), melyek bázicitása jelentősen különbözik egymástól. Az összes mikroállandó meghatározása nem lehetséges csoportspecifikus módszerekkel, hiszen a minor részecskék hozzájárulása az analitikai jelhez elhanyagolható. További nehézség a mikroállandók meghatározásánál, hogy az első protonálódás igen lúgos közegben következik be, ahol a pH üvegelektróddal történő meghatározása pontatlan.
	Ennek megfelelően az első protonálódási lépesre közölt makroállandók pontossága is kérdéses. Ez tükröződik az irodalomban található adatokban is, néhány közölt érték:  [173],  [174], [175]
	A karboxiláton protonált mikrorészecskék bázicitásának méréséhez további modellvegyületeket használtunk, ahol a karboxilcsoportot a vele izoelektronos savamiddal (argininamid, ArgNH2) illetve metilészterrel (citrullin metilészter, CitOMe) helyettesítettük. A vegyületek képlete a 3.11 ábrán látható.
	/
	3.11 ábra: Arginin és modellvegyületei
	Az Arg és a Cit mikroállandóit eddig mindössze egy közlemény tárgyalta [173], ahol potenciometriás titrálással határozták meg a makroállandókat, a minor részecskék koncentrációját elhanyagolták.
	3.8. Sztreptomicin és sztreptidin

	A sztreptomicin volt az első bakteriális forrásból, a Streptomyces griseusból izolált antibiotikum [176], amely egyben a tuberkulózis első hatékony gyógyszerének bizonyult. Jóllehet, toxicitása miatt erősen visszaszorult a használata, napjainkban mint másodvonalbeli antituberkulotikumot és nozokomiális fertőzések elleni antibiotikumot alkalmazzák.
	A sztreptomicin, mint a többi aminoglikozid, baktericid hatású, a baktériumok fehérjeszintézisét gátolja a riboszóma 30S alegységéhez kötődve [177,178], így hibás transzlációt okoz [179]. Az aminoglikozid antibiotikumok széleskörű terápiás alkalmazását leginkább súlyos mellékhatásaik gátolják, mint a vese- [180], és ototoxicitás [181].
	A sztreptomicin az aminoglikozidok 4-O-monoglikozid alcsoportjába tartozik, egy aglikonból (sztreptidin) és egy diszacharidból (sztreptobiózamin) áll. A diszacharidot L-sztreptóz (5-deoxi-3-C-formil-lixóz) és N-metil-2-deoxi-2-aminoglukóz alkotja.
	A sztreptidin (1,3-diguanidino-2,4,5,6-tetrahidroxiciklohexán) nem csak mint a sztreptomicin aglikonja, hanem mint önálló molekula is jelentős, hiszen az antibiotikum-rezisztenciáért felelős aminoglikozid-módosító–enzimek, főleg az O-adeniltranszferázok gátlószereként alkalmazható a sztreptomicin-rezisztens baktériumok ellen [182].
	/
	3.12 ábra: A sztreptomicin és a sztreptidin képlete, számozása.
	A sztreptomicin bázicitásadatait mindössze egy közlemény tárgyalja [183]. Az erősen lúgos oldatok pH-ját egy UV–pH indikátor, az alizarinsárga abszorpciójából számították, majd ezek segítségével írták fel a sztreptomicinre jellemző Bjerrum-görbét, amelyből meghatározták a protonálódási állandókat. Az így kapott állandók:  Az első két protonálódási lépéshez tartozó makroállandók közötti különbség 0,6 egység, ami megfelel a szimmetrikus kétértékű bázisok protonálódó csoportjai közötti statisztikus korrelációnak, ha a két csoport közötti kölcsönhatási tényező értéke 0. Ez is rámutat a számítások elvi hibájára, hiszen azt feltételezi, hogy a négy mikroállandó értéke megegyezik, ami véleményünk szerint nem lehetséges, hiszen a két csoport kémiai környezete is eltérő, valamint közel helyezkednek el egymáshoz, így protonáltsági állapotuk biztosan befolyásolja a másik csoport bázicitását.
	A sztreptidin bázicitásáról nem állnak rendelkezésre adatok.
	A sztreptomicin három báziscentrumot tartalmaz: két guanidino és egy szekunder aminocsoportot (3.12 ábra). A funkciós csoportok bázicitásában lévő nagy különbség miatt a teljes mikrospeciációs séma kiszámítása csak deduktív módszerekkel lehetséges. Az összes mikroállandó meghatározására alkalmas modellvegyület lehetne például a glukózamin kvaternerezett származéka (3.13. ábra A) vagy a két guanidinocsoport helyettesítése karbamidocsoportokkal (3.13. ábra B).
	/
	3.13. ábra: A sztreptomicin ideális modellvegyületei
	Ilyen vegyületeket azonban irodalmi kutatásaink alapján nem állítottak elő, így a rendelkezésre álló adatokból csak a major mikrorészecskékre vonatkozóan kaphatunk megbízható adatokat.
	4. A kísérleti munkában használt anyagok és módszerek
	4.1. Használt vegyszerek, vizsgált molekulák

	A mérésekhez használt alapvegyszereket (NaOH, KOH, NaCl, KCl, tömény sósav), az elektródkalibrációhoz alkalmazott pufferkomponenseket (nátrum-tetraoxalát, kálium-hidrogénftalát, KH2PO4, Na2HPO4, bórax) analitikai tisztaságban a Reanal, a Merck és a Sigma-Aldrich gyártóktól szereztük be. Az NMR–spektroszkópiához referenciaként 3-trimetilszilil-1-propánszulfonsav nátriumsót (DSS, ≥99 %, Fluka), tetrametilammónium kloridot (TMA, Sigma) és tetraetilammónium kloridot (TEA, Sigma) használtunk. A titrálások oldószereként kétszer desztillált vizet alkalmaztunk.
	A következő fejezetekben vegyületcsoportonként adjuk meg a vizsgált anyagok eredetét. A kereskedelemből beszerzett anyagok azonosítása és tisztaságuk ellenőrzése egy- és kétdimenziós NMR spektroszkópiával történt.
	4.1.1. NMR–pH indikátormolekulák

	A diklórecetsav (DCA, ≥99%), a klórecetsav (MCA, 99%), a hangyasav (99%), a szarkozin (Sarc, 98%), a terc-butilamin (TBA, 98%), a 4-hidroxipiridin (95%), a citozin (99%), az aceton oxim (98%), az acetaminidin hidroklorid (97%), az 1-metilguanidin hidroklorid (98%), a metformin (97%) és a fenformin (97%) Sigma-Aldrich termékei voltak. A nátrium acetátot, a trisz(hidroximetil)aminometánt és az imidazolt a Reanaltól szereztük be. (A vegyületek képletei az 5.1 ábrán láthatók).
	4.1.2. Arginin és modellvegyületei

	Az l-arginin (Arg, 99%) a Reanal terméke volt, az l-citrullint (Cit, 98%) és az l-argininamidot (ArgNH2, 97%) a Sigma-Aldrichtól szereztük be. A citrullin metilészterét Li és mtsai. receptje szerint [184] állítottuk elő: 1,75 g l-citrullinhoz (10 mmol) cseppenként 2,16 g trimetil-klórszilánt (20 mmol) adtunk, majd 20 ml metanollal 24 óráig szobahőmérsékleten kevertettük. Az oldószereket rotációs vákuumbepárlóval távolítottuk el, a citrullin metilészter hidrokloridját szilárd formában izoláltuk. A vegyület szerkezetét 1H és 13C NMR spektruma alapján igazoltuk. 1H NMR (D2O): δ 4,20 (t, 1H), 3,85 (s, 3H), 3,19 (t, 2H), 1,98 (m, 2H), 1,64 (m, 2H). 13C NMR (D2O): δ 173,5, 164,1, 56,7, 55,6, 42,3, 30,0, 27,6 ppm.
	A vegyületek képletei a 3.11 ábrán láthatóak.
	4.1.3. Lineáris poliaminok és modellvegyületeik

	A spermidin trihidrokloridot (Spd, 98%), a spermin tetrahidrokloridot (Spm, 99%), a norspermidint (Norspd, 98%) és a norspermint (Norspm, 95%) a Sigma-Aldrich cégtől vásároltuk. A 4-(3-aminopropilamino)butanolt (APAB) Lebreton és mtsai. receptje alapján állítottuk elő [185]: 50 ml butanolban feloldottunk 1,4 g (10 mmol) kálium-karbonátot, 0,33 g kálium-jodidot (2 mmol) és 3,0 g 1,3-diaminopropánt (40 mmol), majd cseppenként hozzáadtunk 2,2 g 4-klórbutanolt (20 mmol). Az elegyet 24 óráig refluxáltuk, majd szűrés után vákuumdesztillációval távolítottuk el az oldószereket. A terméket olajként izoláltuk, és további tisztítás nélkül használtuk fel. 1H NMR (D2O): δ 3,60 (t, 2H), 2,65-2,70 (m, 6H), 1,66 (t, 2H), 1,56 (m, 4H). 13C NMR (D2O): δ 61,7, 48,3, 46,1, 38,3, 30,7, 29,3, 24,5 ppm.
	A molekulák képlete és számozásai a 3.9 és az 5.15 ábrákon láthatóak.
	4.1.4. Sztreptomicin és sztreptidin

	A sztreptomicin szulfátot a Mercktől szereztük be. A sztreptidint Latorre és mtsai. receptje alapján szintetizáltuk: 5,0 g sztreptomicint 40 ml metanol és 1,5 ml tömény kénsav elegyében oldottunk fel. Az oldatból 72 óra múlva kivált a sztreptidin szulfát, melynek szerkezetét NMR spektroszkópiával igazoltuk. 1H NMR (D2O): δ 3,58 (t, 1H), 3,54 (t, 2H), 3,51 (t, 1H), 3,49 (t, 2H). 13C NMR (D2O): δ 74,8, 71,6, 70,9, 59,1 ppm. 
	A vegyületek képlete a 3.12 ábrán látható.
	4.2. Az üvegelektród kalibrációja

	A titrálásokhoz Metrohm 6.0234.110 katalógusszámú kombinált üvegelektródot használtunk, melyet a mérések előtt, a IUPAC irányelveknek megfelelően [6], négy, ismert pH-jú, standard tompító oldattal kalibráltunk. Minden mérés termosztált körülmények között történt, a hőmérséklet 25 ± 0,1 °C volt. Az alkalmazott pufferek összetételét és deklarált pH-ját a 4.1 táblázat tartalmazza.
	4.1. táblázat: A kalibráló pufferek összetétele és deklarált pH-ja
	4.3. NMR–pH titrálások

	A méréseket inverz geometriájú 5 mm-es gradiens mérőfejjel rendelkező Varian Unity Inova 600 MHz-es NMR spektrométeren végeztük 25±0,1 °C-on.
	Az NMR titrálások egységesen 5 mm-es NMR csőben történtek, az oldatok 5 v/v% D2O-t tartalmaztak, amely a Gross-Butler-Purlee–elmélet szerint csak 0,02 egységgel változtatja meg a pH-skálát [8,9], az üvegelektróddal történő mérések pontosságán belül. Az NMR spektrumok kémiai eltolódásait 0,1 mM koncentrációjú DSS (1H, δDSS = 0,000 ppm), 20 mM TEA (15N HMBC, δTEA = -316,7 ppm [186]), 5 mM TMA (13C HSQC, δTMA = 55,36 ppm) belső referensre vonatkoztattuk. A H2O rezonanciajelét kettős spin echo [187], (1H mérések) vagy előtelítő (presaturation) pulzussal [188] nyomtuk el (2D NMR mérések). Az NMR spektrométer belső skálájának referenciapontjai TMS (1H és 13C), illetve nitrometán (15N) voltak.
	4.3.1. Egyedi minták módszere

	Indikátormolekulák NMR–pH titrálása. Az egyenként összemért minták sorozata 0,5 – 2 mM koncentrációban tartalmaztak indikátormolekulákat. Az ionerősséget HCl, NaOH és KCl hozzáadásával állítottuk 0,15 M vagy 1,00 M értékre. A mintaoldatok pH-ját Metrohm üvegelektróddal határoztuk meg, 25 °C-on, a D2O tartalomra korrekciót nem végeztünk. Mivel az acetamidin lúgos közegben gyorsan hidrolizál acetamidra és ammóniára, így a pH = 10 – nél lúgosabb mintákhoz 1 µl 1 M acetamidin–törzsoldatot adtunk, majd késedelem nélkül rögzítettük 1H NMR spektrumát.
	Arginin és modellvegyületeinek NMR–pH titrálása. Három vegyületből (Arg, ArgNH2, Cit) különböző pH-jú oldatok készültek 1,00 M ionerősség mellett. A törzsoldatok 0,5 – 2 mM koncentrációban tartalmaztak indikátormolekulákat, a vizsgált molekulára nézve koncentrációjuk 5 mM volt. Az egyes oldatok pH értékét üvegelektróddal (pH < 12) határoztuk meg, illetve az indikátormolekulák kémiai eltolódásaiból számítottuk (pH > 7).
	Poliaminok NMR–pH titrálása. A vizsgált vegyületekből 50 mM koncentrációjú, 20 mM TEA-t tartalmazó törzsoldatokat készítettünk melyek ionerősségét NaOH, HCl és KCl segítségével 1,00 M-ra állítottuk. A lúgos törzsoldat 0,98 M NaOH volt, ebben oldottuk fel az 50 mM koncentrációnak megfelelő poliamint. A lúgos oldathoz egyforma mennyiségben adtunk savas törzsoldatot (0,98 M HCl) és KCl-os törzsoldatot (1,98 M KCl) amíg az oldat pH-ja el nem érte a pH = 7 értéket. Ennél kisebb pH-k beállítása már csak a savas törzsoldattal történt. Az oldatok indikátormolekulákat is tartalmaztak 0,5 – 2,0 mM közötti koncentrációban, melyek kémiai eltolódásaiból számítottuk az egyes minták pH-ját. A mintákról 1H, 15N HMBC és szükség szerint 13C HSQC spektrumokat rögzítettünk.
	A HMBC spektrumok felvétele az alábbi beállítások mellett történt: 32 inkrementum, 16-32 tranziens. A vízjelet előtelítő pulzussal nyomtuk el. Mind a direkt, mint az indirekt dimenziókban a lehető legszűkebb spektrális ablakok alkalmazására törekedtünk, így például a nitrogénmagok kémiai eltolódását csak a -315 – -360 ppm közötti kémiai eltolódás-tartományban rögzítettük
	HSQC spektrumokat azon oldatokról rögzítettünk, melyeknél az 1H NMR spektrum alapján, a jelek átfedése miatt, nem lehetett az egyes magok kémiai eltolódását egyértelműen leolvasni. Itt is a lehető legszűkebb spektrális ablakban rögzítettük a spektrumokat, az egyes oldatokról 2-4 tranzienst és 32 inkrementumot regisztráltunk.
	Sztreptomicin és sztreptidin NMR–pH titrálása. A sztreptomicin lúgos oldatban gyors bomlást szenved; az 1H NMR spektrumon megjelenő legjellegzetesebb bomlástermék a maltol (3-hidroxi-2-metil-4H-pirán-4-on) [189]. Ennek elkerülésére a törzsoldatok nem tartalmaztak sztreptomicint, csak indikátormolekulákat (0,5 – 2 mM között változó koncentrációban) és 5 mM TMA-t. Két törzsoldat (1 M NaOH és 1 M KCl) elegyítésével készítettük el a különböző pH-jú oldatokat, melyeknek 800 µl-ében oldottunk fel ~12 mg sztreptomicin szulfátot, majd az oldatot 1H és HSQC spektrumait késedelem nélkül rögzítettük.
	A sztreptidin lúgos és savas közegben is stabil, így 5 mM koncentrációban oldottuk fel a KCl-os (1,00 M KCl) és lúgos (1M NaOH) törzsoldatban is. Az oldatok indikátormolekulákat és 5 mM TMA-t is tartalmaztak.
	4.3.2. Elektród nélküli NMR–pH titrálások

	Az indikátormolekulákat és a KCl-ot tartalmazó törzsoldatban 5 mM-nak megfelelő mennyiségű CitOMe-t oldottunk fel, majd a kapott oldat 600 µl-ét NMR csőbe vittük át. A 0,2 M NaOH és 0,8 M KCl tartalmú titrálószer számított mennyiségeit (1 – 10 µl) adagoltuk az NMR csőbe, és homogenizálás után regisztráltuk a spektrumot. Az oldat pH-ját az indikátormolekulák kémiai eltolódásaiból számítottuk ki.
	4.4. Potenciometriás titrálások

	A titrálásokat a 4.2 fejezetben leírt módon kalibrált Metrohm 6.0234.110 üvegelektród mellett, 25 ± 0,1 °C-on végeztük. Az oldatok ionerőssége 1 M volt. A titrálásokat 1 µl névleges adagolási pontosságú és 0,1 mV mérési felbontású Metrohm 716 DMS Titrino autobürettával végeztük, mely automatikusan felvette a titrálási görbéket.
	A protonálódási makroállandókat különbségi pH- potenciometriás módszerrel határoztuk meg. Egy üres titrálást végeztünk, miszerint 2 ml 0,5 M HCl + 0,5 M KCl oldatot titráltunk 0,5 M KOH + 0,7 M KCl oldattal. A második titrálás során 2 ml sósavas oldatban feloldottuk a vizsgálandó vegyületet 50 mM koncentrációnak megfelelő mennyiségben, majd ezt titráltuk KOH-dal.
	4.5. A titrálási görbék kiértékelése

	Minden titrálási görbe kiértékeléséhez az OriginPro 8.0 szoftvert használtuk, mely alkalmas nemlineáris paraméterillesztésre többváltozós adatsorok szimultán kiértékelésekor.
	4.5.1. NMR–pH titrálások

	A vizsgált vegyületek valamennyi szénkötésű protonjának adatsorára egyszerre illesztve a  egyenletet megkapjuk az egyes makrorészecskék egyedi kémiai eltolódásait valamint a lépcsőzetes protonálódási állandókat.
	A relatív bázicitások meghatározása során a  egyenletet illesztettük a  adatsorok valamennyi lehetséges kombinációjára. (például a citozin – aceton oxim pár esetén összesen 4 adatsorra illesztettük szimultán a  egyenletet). Az illesztések során az indikátormolekula határeltolódásait  fixen tartottuk.
	4.5.2. Potenciometriás titrálások

	A két titrálás során mért pH – VKOH adatsorokból kiszámítottuk az azonos pH- hoz tartozó fogyásadatok különbségei (ΔV). A különbségi görbét az Origin szoftver beépített „Substract reference data” algoritmusával számítottuk ki.
	A kapott ΔV–pH görbe arányos a Bjerrum-függvénnyel, így a  egyenlet  szerinti nemlineáris paraméterillesztéssel kiszámíthatóak a lépcsőzetes makroállandók. 
	Az illesztések pontossága tovább javítható a potenciometriás és NMR–pH titrálások szimultán kiértékelésével.
	4.5.3. A mikroállandók meghatározása

	A mikroállandók kiszámítását az arginin és a sztreptomicin esetén a makroállandókból végeztük, deduktív módszerrel. A poliaminok mikroállandóinak meghatározása az egyes nitrogénmagok kémiai eltolódásából történt, az 5.4.2 fejezetben leírtak szerint. Az illesztésekhez valamennyi nitrogén kémiai eltolódására szimultán illesztettük a megfelelő egyenleteket.
	4.6. Szimulált adatsorok

	A makroállandók és az indikátorparaméterek meghatározhatóságát szimulált adatsorokból is ellenőriztük. A szimulációk során a hibamentes adatsorokat a Microsoft Excel programmal generáltuk. Az adatsorok generálása során arra törekedtünk, hogy a vizsgálandó paraméterekhez hasonló értékeket használjunk.
	Az egyes adatsorokat véletlenszerű hibával terheltük, melyet az Excel RANDBETWEEN függvényét felhasználva adtuk hozzá. A hiba mértéke ±0,03 pH-egység illetve. ±0,001 vagy ±0,002 ppm kémiai eltolódás volt. Az adatsorokat a leolvasási pontosságnak megfelelően kerekítettük (pH esetén 0,01, kémiai eltolódásnál 0,001 egység pontosságra). Az adatsorokat az OriginPro 8.0 szoftverrel értékeltük ki, nemlineáris paraméterillesztéssel. Az illesztőfüggvény a kísérleti adatok kiértékelése során is alkalmazott függvény volt.
	A módszer ellenőrzésére a hibamentes adatsorokból is meghatároztuk a vizsgált értékeket, a nemlineáris paraméterillesztéssel minden esetben gyakorlatilag szórás nélkül kaptuk vissza a kiindulási adatokat .
	5. Kísérleti eredmények és értékelésük
	5.1. 1H NMR–pH indikátormolekula–sorozat
	5.1.1. A kiválasztott indikátormolekulák


	Összesen 13 molekulát vizsgáltunk, melyek alkalmasak lehetnek a pH meghatározására. A vegyületek képletei és irodalmi  értékeik [175] az 5.1 ábrán láthatóak. 
	/
	5.1. ábra: A kiválasztott indikátormolekulák és irodalmi protonálódási állandóik [175]
	A molekulák egy részét már korábban is használták NMR–pH indikátorként [73-75] (diklórecetsav, klórecetsav, hangyasav, ecetsav, imidazol, TRIS), a többit (szarkozin, terc-butilamin, 4-hidroxipiridin, citozin, aceton oxim, acetamidin és 1-metilguanidin) irodalmi protonálódási állandóik [175] és egyszerű NMR spektrumuk alapján választottuk ki. A molekulák 1H NMR spektruma az 5.2 ábrán látható.
	/
	5.2. ábra: Az indikátormolekulák NMR spektruma és asszignációja pH=12,5 I=1,00 M oldatban.
	Fontos szempont volt, hogy a vegyületek NMR spektruma legfeljebb két jelet tartalmazzon, és sem egymással, sem más molekulákkal ne lépjenek reakcióba.
	5.1.2. Az indikátorparaméterek meghatározása

	A 13 vizsgált molekulát egy oldatban titráltuk, a protonálódási állandókat és a határeltolódásokat a δmért – pH adatsorokból határoztuk meg a  egyenlet alapján, azokban az esetekben, ahol a logK értéke 2-12 közé esett. 
	/
	5.3. ábra: A szarkozin NMR-pH titrálási görbéi
	Ennél kisebb vagy nagyobb protonálódási állandójú molekuláknál a relatív bázicitásokat ((logK) számítottuk ki a  adatsorokból a Perrin-Fabian módszer alkalmazásával a  egyenlet szerint, mely lehetővé teszi, hogy egy megfelelően összeállított indikátormolekula–sorozattal extrém magas vagy alacsony protonálódási állandókat is meghatározzunk, ugyanis a pH nem szerepel az illesztőfüggvényben.
	Ilyen módon akkor határozhatóak meg pontosan a soron következő indikátormolekula paraméterei, ha (logK ( 1,3 Ezt a határértéket szimulált adatsorok segítségével állapítottuk meg. A szimulációk során a szarkozin indikátorparamétereiből indultunk ki, és a következő indikátormolekula (TBA) paramétereit a határeltolódásokat minden esetben a TBA határeltolódásainak megfelelő értéknek vettük, míg a értékét 0,4 és 1,5 között, 0,1 egységnyi lépésenként változtattuk. A kiértékelések során a 0,4 ( (logK ( 1,3 tartományban az indikátorparaméterek mérési hibán belül megegyeztek a kiindulási értékekkel, míg ennél nagyobb protonálódási állandó-különbség esetén már nagyobb volt az eltérés (0,003 ppm a határeltolódásokban és 0,05 egység a protonálódási állandóban). Ha megvizsgáljuk a  értékeket, azt tapasztalhatjuk, hogy a (logK > 1,3 tartományban a különbség jelentősen megnő, akár 0,02 ppm is lehet, szemben a kisebb (logK értékekhez tartozó maximum 0,005 ppm eltéréssel.
	Az indikátorparamétereket a következő sorrendben számítottuk ki:
	 Savas tartomány:  hangyasav ( klórecetsav ( szarkozin ( aceton oxim ( ( diklórecetsav.
	 Lúgos tartomány: szarkozin ( terc-butilamin ( (citozin) ( aceton oxim ( ( acetamidin ( metilguanidin ( imidazol.
	/
	5.4. ábra: A terc-butilamin (A) és a klórecetsav (B) indikátorparamétereinek meghatározása
	Az indikátorparaméterek helyességének ellenőrzésére az első két Perrin-Fabian módszerrel meghatározott molekula logK értékeit és határeltolódásait összehasonlítottuk a „klasszikus”, kémiai eltolódás – pH adatsorokból számított értékekkel, ugyanis az üvegelektród ezekben a tartományban még megbízható.
	5.1. táblázat: A különböző kiértékelési módszerek összehasonlítása
	terc-Butilamin
	Klórecetsav
	11,07 ± 0,01
	11,08 ± 0,01
	2,63 ± 0,01
	2,62 ± 0,01
	1,101 ± 0,001
	1,101 ± 0,001
	4,059 ± 0,001
	4,059 ± 0,001
	1,367 ± 0,001
	1,367 ± 0,001
	4,294 ± 0,001
	4,294 ± 0,001
	Az 5.1 táblázatból jól látszik, hogy a két módszer mérési hibahatáron belül egyező értékeket ad, így várhatóan a többi „soron következő” indikátor indikátorparaméterei is pontosan meghatározhatók.
	A titrálások során három indikátormolekula egyes kémiai eltolódásai diamágneses irányba változtak meg a protonálódás során (5.5 ábra), ez az ún. wrong way shift jelenség, melynek oka nem ismert. Érdekes, hogy ekkor mindhárom vegyület oxigénatomon deprotonálódik: hangyasav, 4-hidroxipiridin és citozin.
	/
	5.5. ábra: A 4-hidroxipiridin és a citozin NMR spektrumainak pH–függése
	A 4-hidroxipiridin indikátormolekulának kevéssé alkalmas, két ok miatt: a protonálódási állandója rendkívül közel esik a TBA állandójához , valamint a kémiai eltolódása csekély mértékben változik a protonálódás hatására .
	A citozint szintén nem alkalmaztuk a későbbi mérések során, mert két dublett jelet ad a spektrumokon, melyek kémiai eltolódásának meghatározása pontatlanabb, mint egy szinguletté.
	Két indikátormolekula hidrolizál: az aceton oximból aceton keletkezik erősen savas közegben , az acetamidin acetamiddá bomlik erősen lúgos oldatban .
	Az indikátormolekulák protonálódási állandóit és határeltolódásait a két leggyakrabban használt ionerősségen (0,15 M és 1 M) határoztuk meg, a pontos értékeket az 5.2 és 5.3 táblázatok tartalmazzák.
	5.2. táblázat: Az indikátorparaméterek és a pH meghatározásra alkalmas tartomány 1 M ionerősségű oldatban
	pH tartomány
	Diklórecetsav
	1,04 ± 0,02
	6,072 ± 0,001
	6,346 ± 0,002
	< 2,0
	Aceton oxim
	1,73 ± 0,01
	1,896 ± 0,001
	2,338 ± 0,001
	0,5 – 3,1
	Szarkozin (CH2)
	2,24 ± 0,01
	3,614 ± 0,001
	3,983 ± 0,001
	1 – 3,6
	Szarkozin (CH3)
	2,737 ± 0,001
	2,804 ± 0,001
	1,8 – 2,6
	Klórecetsav
	2,63 ± 0,01
	4,059 ± 0,001
	4,294 ± 0,001
	1,6 – 3,7
	Hangyasav
	3,52 ± 0,01
	8,446 ± 0,001
	8,251± 0,001
	2,4 – 4,6
	Ecetsav
	4,57 ± 0,01
	1,907 ± 0,001
	2,093 ± 0,001
	3,5 – 5,6
	Imidazol (H2)
	7,26 ± 0,01
	7,781 ± 0,001
	8,696 ± 0,001
	5,5 – 8,9
	Imidazol (H4)
	7,139 ± 0,001
	7,487 ± 0,001
	5,9 – 8,6
	TRIS
	8,36 ± 0,01
	3,507 ± 0,001
	3,738 ± 0,001
	7,2 – 9,5
	Szarkozin (CH2)
	10,24 ± 0,01
	3,107 ± 0,001
	3,613 ± 0,001
	8,7 – 11,8
	Szarkozin (CH3)
	2,283 ± 0,001
	2,737 ± 0,001
	8,8 – 11,7
	5.2. táblázat (folytatás): Az indikátorparaméterek és a pH meghatározásra alkalmas tartomány 1 M ionerősségű oldatban
	pH tartomány
	terc-Butilamin
	11,07 ± 0,01
	1,101 ± 0,001
	1,367 ± 0,001
	9,8 – 12,3
	Citozin (H5)
	12,08 ± 0,01
	5,874 ± 0,001
	5,991 ± 0,001
	11,3 – 12,8
	Citozin (H6)
	7,736 ± 0,001
	7,511 ± 0,001
	11,1 – 13,2
	Aceton oxim
	12,22 ± 0,01
	1,828 ± 0,001
	1,895 ± 0,001
	11,8 – 12,7
	Aceton oxim
	1,770 ± 0,001
	1,897 ± 0,001
	11,4 – 13,1
	Acetamidin
	12,74 ± 0,01
	1,960 ± 0,001
	2,230 ± 0,001
	11,6 – 13,8
	1-Metilguanidin
	13,57 ± 0,02
	2,689 ± 0,002
	2,824 ± 0,001
	> 12,7
	Imidazol (H2)
	13,89 ± 0,02
	7,620 ± 0,003
	7,781 ± 0,001
	> 13
	5.3. táblázat: Az indikátorparaméterek és a pH meghatározásra alkalmas tartomány 0,15 M ionerősségű oldatban
	pH tartomány
	Diklórecetsav
	1,17 ± 0,02
	6,051 ± 0,001
	6,303 ± 0,002
	< 2,3
	Aceton oxim
	1,65 ± 0,01
	1,893 ± 0,001
	2,316 ± 0,001
	< 2,8
	Szarkozin (CH2)
	2,26 ± 0,01
	3,602 ± 0,001
	3,958 ± 0,001
	1 – 3,5
	Szarkozin (CH3)
	2,729 ± 0,001
	2,792,± 0,001
	1,9 – 2,6
	Klórecetsav
	2,73 ± 0,01
	4,046 ± 0,001
	4,272 ± 0,001
	1,7 – 3,8
	Hangyasav
	3,57 ± 0,01
	8,442 ± 0,001
	8,230± 0,001
	2,5 – 4,7
	Ecetsav
	4,61 ± 0,01
	1,906 ± 0,001
	2,085 ± 0,001
	3,6 – 5,6
	Imidazol (H2)
	7,18 ± 0,01
	7,767 ± 0,001
	8,676 ± 0,001
	5,5 – 8,9
	Imidazol (H4)
	7,128 ± 0,001
	7,473 ± 0,001
	5,8 – 8,5
	TRIS
	8,28 ± 0,01
	3,508 ± 0,001
	3,731 ± 0,001
	7,1 – 9,4
	Szarkozin (CH2)
	10,20 ± 0,01
	3,106 ± 0,001
	3,602 ± 0,001
	8,7 – 11,6
	Szarkozin (CH3)
	2,284 ± 0,001
	2,729 ± 0,001
	8,8 – 11,6
	terc-Butilamin
	10,93 ± 0,01
	1,102 ± 0,001
	1,359 ± 0,001
	9,7 – 12,2
	5.3. táblázat (folytatás): Az indikátorparaméterek és a pH meghatározásra alkalmas tartomány 0,15 M ionerősségű oldatban
	pH tartomány
	Citozin (H5)
	12,17 ± 0,01
	5,856 ± 0,001
	5,966 ± 0,001
	11,5 – 12,8
	Citozin (H6)
	7,726 ± 0,001
	7,491 ± 0,001
	11,1 – 13,1
	Aceton oxim
	12,34 ± 0,01
	1,827 ± 0,001
	1,892 ± 0,001
	11,9 – 12,8
	Aceton oxim
	1,773 ± 0,001
	1,893 ± 0,001
	11,6 – 13,1
	Acetamidin
	12,68 ± 0,01
	1,963 ± 0,001
	2,217 ± 0,001
	> 11,6
	1-Metilguanidin
	13,53 ± 0,03
	2,691 ± 0,005
	2,816 ± 0,001
	> 12,8
	5.1.2.1. A pHelektród és a pHind összehasonlítása

	Minden mért oldatban kiszámítottuk a megfelelő indikátormolekula kémiai eltolódásából a pH-t, majd az elektróddal mért és a kémiai eltolódásokból számított értékek különbségét vizsgáltuk a pHind függvényében (5.6 ábra)
	/
	5.6. ábra: A mért és a számított pH-értékek különbsége
	Az üvegelektród mérési hibája 0,05 pH egység alatt marad a 0,5 – 12,5 közötti tartományban. Erősen savas oldatban a véletlen hiba jelentősen megnő, úgy tűnik, hogy a mérés pontossága romlik. Lúgos oldatokban viszont a különbség szinte lineárisan változik a pH-val, a mérés jelentős szisztematikus hibával terhelt.
	5.1.2.2. A pH meghatározás hibájának kiszámítása

	A pH-számítás pontosságát Gauss négyzetes hibaterjedési szabályát [190] alkalmazva számszerűsítettük, amely alapján Szakács és mtsai. is meghatározták az általuk bevezetett indikátormolekulák hibáját [73].
	A hibaterjedés törvénye szerint az egyes mennyiségek varianciáit vesszük alapul, a teljes variancia pedig a  egyenlet alapján négy tényezőből tevődik össze:
	Az  egyenlet átrendezésével megkapjuk a pH-számítás hibáját:
	A számításokhoz a  értékeit az 5.2 és 5.3 táblázatokból vettük, a mért kémiai eltolódás hibáját 0,001 ppm-nek vettük irodalmi adatok alapján [191].
	/
	5.7. ábra: Az 1H NMR indikátorokkal végzett pH-számítás hibája néhány indikátormolekula esetén
	Az 5.2 és 5.3 táblázatokban szereplő pH-tartományt úgy határoztuk meg, hogy a pH-számítás hibája legfeljebb 0,03 egységnyi legyen.
	Az eredményeink alapján a teljes (0-14 közötti) pH-skála lefedhető akár öt (!) indikátormolekulával: diklórecetsav (0 – 2), aceton oxim (0,5 – 3,1 és 11,4 – 13,1), szarkozin (1 – 3,6 és 8,7 – 11,8), ecetsav (3,5 – 5,6) és imidazol (5,5 – 8,9 és 13 – 14).
	5.2. Bigauanidinek protonálódási állandói

	A makroállandókat NMR–pH titrálásokkal határoztuk meg, ahol a pH-t az 5.1 fejezetben leírt indikátormolekulák segítségével számítottuk ki. Mindkét molekula igen erős bázis, így a titrálási görbék kiértékelése is nehézkesebb: az illesztéshez használt  egyenletben  értékét nem lehet a titrálási görbékről leolvasni.
	A protonálódási állandók meghatározásához a deprotonált forma határeltolódását a Perrin-Fabian módszerrel határoztuk meg a  adatsorokból. Ez a kiértékelési mód – a végzett szimulációk szerint – jóval nagyobb pontossággal adja meg a pH-skálán kívül eső határeltolódást, mint a „klasszikus” kiértékelési mód  A két kiértékelési mód összehasonlítására legjobb megoldás a  közötti korrelációs koefficiens  értékét vizsgálni. Ennek értéke a Perrin-Fabian módszer esetén -0,71-nek adódott, míg a  adatsorokra történő illesztéskor-0,99-nek. A szimulációk során kapott eredményeket a táblázat tartalmazza.
	5.4. táblázat: A különböző kiértékelési módok összehasonlítása
	Mivel a molekulák kétértékű bázisok, a relatív bázicitás meghatározása önmagában nem adja meg a második protonálódási állandót, így az illesztések során a δmért – pH adatsorokból számoltunk (5.8. ábra), a δL értékét pedig a Perrin-Fabian módszerrel meghatározott értéken fixen tartottuk.
	A két molekula protonálódási állandóit az 5.5 táblázatban foglaltuk össze.
	5.5. táblázat: A biguanidin-származékok protonálódási állandói
	/
	5.8. ábra: A metformin metilcsoportjának és a fenformin 1-es helyzetű metiléncsoportjának NMR–pH titrálási görbéi
	5.3. Arginin és citrullin mikrospeciációja

	Az arginin mikrospeciációjához a következőket végeztük el:
	 az Arg, a Cit, az ArgNH2 és a CitOMe 1H NMR–pH titrálását, melynek során a pH-t in situ indikátormolekulákkal mértük.
	 a 3, 2, 2 és 1 makroállandó meghatározását a titrálási görbékből
	 a mikroállandók és a mikrorészecskék eloszlásának kiszámítását
	 a számítások validálását a CitOMe makroállandójával
	5.3.1. A makroállandók meghatározása NMR–pH titrálással

	Mind a négy vegyület 4 féle nem cserélő protont tartalmaz az α, a β, a γ és a δ szénatomokon. A négy közül a β és a γ protonok jelei átfedőek, valamint a multiplicitásuk is összetett, ezért a titrálások kiértékeléséhez az α és a δ protonok triplettjeiből könnyen leolvasható kémiai eltolódásokat használtuk. Az utóbbiak a protonálódó csoportok mellett helyezkednek el, így ezek jelzik legérzékenyebben a protonálódási folyamatokat (Lásd a 3.11 ábrát).
	A makroállandókat a  egyenlet alapján határoztuk meg a adatsorokból. Az 5.9 ábráról is jól látható, hogy egyes lépések élesen elkülönülnek, így feltétlenül szükség van modellvegyületek alkalmazására az összes mikroállandó kiszámításához.
	/
	5.9. ábra: Az Arg 1H NMR – pH titrálási görbéi
	A makroállandók értékeit az 5.6. táblázat tartalmazza.
	5.6. táblázat: A vegyületek kumulatív makroállandói
	5.3.2. A mikroállandók meghatározása

	A makro– és mikroállandók közötti összefüggéseket a ,  és  egyenletek mutatják. Mivel mind a Cit, mind az ArgNH2 igen jól modellezi a megfelelő mikroállapotokat, így ezek bázicitásadatait korrekció nélkül használtuk fel a mikroállandók számításához. A három vegyület makroállandóiból az Arg összes mikroállandója kiszámítható:
	A Hess-tétel értelmében a kétszer protonált részecskék képződési entalpiája független a protonálódási sorrendtől, így:
	A mikroállandók értéke mellett a szórásuk is fontos jelzője a számítások helyességének, ugyanis ha bármelyik állandót túlságosan nagy szórással kapjuk meg, azt jelenti, hogy deduktív módszer esetén elvi hibát követtünk el, nem megfelelően modelleztük a minor specieseket.
	A mikroállandók szórását itt is a Gauss-féle négyzetes hibaterjedési törvény [190] szerint számoltuk ki. Például a  mikroállandó hibája:
	Amelyből megfelelő matematikai átalakítások után kaphatjuk meg az állandó szórását:
	A mikroállandók értékeit és hibáit az 5.7. táblázat tartalmazza. A jobb áttekinthetőség érdekében grafikusan is ábrázoltuk az 5.10 ábrán.
	5.7. táblázat: Az Arg mikroállandói
	/
	5.10. ábra: Az Arg mikroállandói
	A mikroállandókból kiszámítottuk az egyes csoportok közötti kölcsönhatási tényezőket, értékeit az 5.8 táblázatban foglaltuk össze.
	5.8. táblázat: Az Arg párkölcsönhatási tényezői
	Az arginin esetén a triplett kölcsönhatási tényező  értéke gyakorlatilag 0, ugyanis a párkölcsönhatási tényezők mérési hibán belül megegyeznek a harmadik csoport protonáltsági állapotától függetlenül.
	A citrullin mikrospeciációs sémája lényegesen egyszerűbb, négy mikrorészecskét tartalmaz. A mikroállandók értékei az Arg megfelelő mikroállandóival azonosak, értékeiket az , – egyenletek alapján számítottuk és az 5.9 táblázatban foglaltuk össze.
	5.9. táblázat: A Cit mikroállandói
	A deduktív módszer helyességét egy független mérésből származó állandóval erősítettük meg: a CitOMe makroállandóját hasonlítottuk össze az Arg megfelelő mikroállandójával .
	A CitOMe állandóját a Perrin-Fabian módszerrel, egycsöves NMR–pH titrálással határoztuk meg: a  egyenlet illesztésével a  adatsorokra. A titrálási görbe az 5.11 ábrán látható.
	/
	5.11. ábra: A CitOMe Perrin-Fabian módszerrel mért titrálási görbéje
	A nemlineáris illesztés során a relatív bázicitás értéke (logK = -0,669 ± 0,002, vagyis a CitOMe savasabb, mint a TRIS, a protonálódási állandója pedig:logKCitOMe = logKTRIS + (logK = 7,69 ± 0,02.
	A deduktív módszerrel számolt és a kísérletileg meghatározott mikroállandók értékei hibahatáron belül megegyeznek (7,75 ± 0,04 vs. 7,69 ± 0,02), a csekély, 0,06 log egységnyi különbséget az eltérő modellvegyületek alkalmazása okozhatja, hiszen az észter és a savamid csoport nem izosztérikus. A karboxamid mindazonáltal jobban modellezi a protonált karboxilátcsoportot, hiszen azzal izoelektronos.
	A mikroállandók alapján kiszámítottuk a nyolc arginin mikrorészecske pH-függő eloszlását (5.12 ábra). A minor protonáltsági izomerek a majornál 5 és 10 nagyságrenddel kisebb koncentrációban vannak jelen az oldatban.
	/
	5.12. ábra: Az Arg mikrorészecskéinek pH függő eloszlása
	Az Arg izoelektromos pontja 11,41, tehát szöveti pH-n egyértelműen kationos formában fordul elő. A Cit izoelektromos pontja 5,91, 5,5 egységgel alacsonyabb, mint az Arg-é. Tudomásunk szerint két izoelektronos molekula között ez az eddig közölt legnagyobb eltérés.
	5.4. Poliaminok sav-bázis tulajdonságainak vizsgálata
	5.4.1. A makroállandók meghatározása


	A makroállandókat a potenciometriás és az 1H NMR–pH titrálások szimultán kiértékelésével határoztuk meg. 3 illetve 4 átfedő protonálódási folyamat állandóit NMR–pH titrálással nem lehet pontosan meghatározni, mert a  egyenlet szerint az  és a  erősen korrelált mennyiségek, így szimultán meghatározásuk rosszul kondicionált.
	/
	5.13. ábra: A Spd 1H NMR–pH és három párhuzamos potenciometriás titrálásainak szimultán kiértékelése
	A négy vegyület makroállandóit az 5.10 táblázatban foglaltuk össze.
	5.10. táblázat: A molekulák protonálódási makroállandói
	5.4.2. A mikroállandók meghatározása

	A molekulák mikroállandóit 15N NMR–pH titrálások alapján számítottuk ki. A kiértékelések során abból a feltételezésből indultunk ki, hogy a nitrogén kémiai eltolódása önmaga protonálódásával párhuzamosan változik. 
	A kémiai eltolódás tehát arányos a protonáltsági móltörttel, amelyből kifejezhetők a mikroállandók:
	ahol  az a nitrogén mért kémiai eltolódása,  és  ugyanezen nitrogén deprotonált és protonált határeltolódásai.
	A  adatsorokra az  egyenlet átrendezésével kapott  egyenlet szerint végeztük a nemlineáris paraméterillesztést:
	Az illesztés során a kumulatív mikroállandókból származtatott Q tényezőket használtuk. Ezek azokban az esetekben is meghatározhatóak, ha az összes mikroállandót nem lehet többletinformációk nélkül kiszámítani a csoportspecifikus titrálásokból [88].
	A mérési eredmények igazolták a feltételezésünket, miszerint a nitrogének kémiai eltolódása arányos a protonáltsági móltörtjükkel. A spermidin két nitrogénjének titrálásai görbéi az 5.14 ábrán láthatóak.
	/
	5.14. ábra: A spermidin 15N NMR–pH titrálási görbéi
	Az illesztések során a makroállandók potenciometriával és 1H NMR–pH titrálással mért értékeit fixen tartottuk, hogy a Q tényezőket nagyobb pontossággal kaphassuk meg. A mikroállandók szórását a Gauss-féle négyzetes hibaterjedés törvény alapján számítottuk.
	5.4.2.1. A spermidin mikroállandói

	A Spd három, nem szimmetriaekvivalens nitrogént tartalmaz. Ezek közül kettőt tudtunk detektálni, az a és b jelűeket, a c nitrogén nem adott korrelációt egyik protonnal sem a 8 Hz-re optimalizált HMBC titrálás során. A makroállandók ismeretében elegendő két csoport protonálódását követni, a harmadik számítható.
	A két nitrogén  adatsoraira illesztve az  egyenletet megkapjuk a QA,n és QB,n paramétereket, amelyekből a QC,n értékek számíthatóak:
	A kumulatív mikroállandókat az – egyenletek szerint számítottuk a Q paraméterekből:
	A  értékek számítása során a  értéke negatívnak adódott, amely abból következik, hogy a kétszeresen protonált részecskék közül ez a minor species, itt helyezkednek el egymáshoz legközelebb a pozitív töltések.
	A  meghatározásához szükséges az  kölcsönhatási tényező. Ezt egy redukált számú protonálható csoportot tartalmazó modellvegyület, a 4-(3-aminopropilamino)butanol (APAB, 5.15 ábra) mikroállandóiból számítottuk.
	/
	5.15. ábra: Az APAB szerkezeti képlete és számozása
	A mikroállandókat a spermidinnel analóg titrálásokból számítottuk: a makroállandókat 1H, a mikroállandókat 15N NMR–pH titrálásokkal határoztuk meg. A mért állandókat az 5.11 táblázat tartalmazza.
	5.11 táblázat: Az APAB mikroállandói
	A kérdéses kölcsönhatási tényező értéke: , amelynek segítségével kiszámítottuk a minor részecske kumulatív mikroállandóját.
	Az összes többi mikroállandó már számítható a Q tényezőkből, értékeik az 5.12 táblázatban és az 5.16.A ábrán láthatóak.
	5.12. táblázat: A spermidin mikroállandói
	A hat párkölcsönhatási tényező értékeit az 5.13 táblázatban foglaltuk össze.
	5.13. táblázat: A spermidin párkölcsönhatási tényezői
	A kölcsönhatási tényezőket a szimmetrikus α,(-diaminok irodalmi kölcsönhatási tényezőivel [90], (3.1. táblázat, 24. oldal) összevetve hasonló értékeket találhatunk (1,20 vs. 1,05, illetve 0,68 vs. 0,75). Az eltéréseket az eltérő ionerősség mellett meghatározott állandók okozhatják (0,10 M vs. 1,00 M).
	Az általunk mért mikroállandók jó egyezést mutatnak az Onasch és mtsai. által meghatározott állandókkal [136]: egyszeresen protonált állapotban a B és a C csoporton ionizált részecskék előfordulása a nagyobb, a kétszer protonáltak közül pedig az AC mikrorészecske a kedvezményezett. 
	Az egyes mikrorészecskék eloszlási görbéjéről leolvasható, hogy szöveti pH-n (pH=7,4) a Spd több, mint 95 %-ban háromszorosan protonált állapotban van jelen, a kétszeresen protonált részecskék közül az AB, az AC és a BC móltörtje rendre 0,003; 0,022; 0,011.
	/
	5.16. ábra: A: A spermidin mikroállandói; B: A mikrorészecskék pH-függő eloszlása
	5.4.2.2. A norspermidin mikroállandói

	A Norspd a mikroszkopikus protonálódási folyamatok szempontjából a háromcsoportos A2B szimmetriájú molekulák csoportjába tartozik. A mikrospeciációs sémája egyszerűbb, mint az aszimmetrikus háromcsoportos vegyületeké. A=A’, így minden megfelelő mikroállandó értéke is azonos.
	Az állandókat a Spd-nel analóg módon határoztuk meg, a (AB értéke itt is negatívnak adódott, ami arra utal, hogy ez a minor részecske. A megfelelő mikroállandók meghatározásához ebben az esetben is felhasználtuk az APAB kölcsönhatási tényezőjét. A mikroállandók értéi az 5.14 táblázatban és az 5.17.A ábrán láthatóak.
	5.14. táblázat: A norspermidin mikroállandói
	A molekula szimmetriaviszonyai miatt a párkölcsönhatási tényezők száma 4, hiszen  és . Értékeiket az 5.15 táblázat tartalmazza.
	5.15. táblázat: A Norspd párkölcsönhatási tényezői
	Mind a Spd, mind a Norspd kölcsönhatási tényezőiből látszik, hogy a harmadik csoport protonáltsági állapota gyakorlatilag nem befolyásolja a másik két csoport kölcsönhatását, az eltérés a mérési hibahatáron belül van.
	A pH-függő részecske-eloszlási görbéről (5.17.B ábra) leolvasható, hogy a primer aminocsoporton protonált speciesek előfordulása lényegesen nagyobb, mint a szekunder nitrogénen protonáltaké.
	/
	5.17. ábra: A Norspd mikroállandói (A); a mikrorészecskék pH-függő eloszlása (B)
	5.4.2.3. A spermin mikroállandói

	Mint négycsoportos molekula, a spermin mikrospeciációs sémája 16 mikrorészecskével és 32 mikroállandóval jellemezhető (5.18. ábra).
	A molekula A2B2 típusú szimmetriája miatt több mikrorészecske ekvivalens , így az egyedi részecskék és a mikroállandók száma is kevesebb: 10 és 16. 
	A kísérleti eredményekből nem lehet ennyi mikroállandót sem meghatározni, a makroállandókon kívül csak a 3-3 Q paramétert lehet kiszámítani. A egyszer és háromszor protonált részecskék állandói egyértelműen meghatározhatóak a Q tényezőkből. A négyféle kétszer protonált részecske kumulatív mikroállandóira csak kényszerfeltételek bevezetése mellett kaphatunk információt, hiszen két egyenletből négy ismeretlent nem lehet meghatározni.
	A mikroállandókat az alábbi összefüggések szerint számítottuk ki:
	A kétszer protonált részecskékre felírva:
	Az  egyenletek megoldásához szükség van két kölcsönhatási tényezőre, ezeket a Spd-ből vettük. A behelyettesítésnél célszerű a várhatóan minor részecskék kölcsönhatási tényezőit behelyettesíteni (AB és BB’), mert ekkor a hibaterjedési törvény értelmében nagyobb pontossággal számíthatjuk ki a major részecskék állandóit.
	A kölcsönhatási tényezők behelyettesítésével kifejezhetjük minden kétszeresen protonált mikrorészecske kumulatív mikroállandója az alábbiak szerint:
	A mikroállandók értékeit az 5.16 táblázat és az 5.20.B ábra tartalmazza.
	/
	5.18. ábra: Négycsoportos, A2B2 szimmetriájú molekula mikroszkopikus protonálódási sémája
	5.16. táblázat: A spermin mikroállandói
	A mikroállandókból kiszámíthatjuk a párkölcsönhatási tényezőket (5.17. táblázat).
	5.17. táblázat: A spermin kölcsönhatási tényezői
	A mikroállandókat megvizsgálva látható, hogy az AA’ részecske kiemelt stabilitású, amit alátámaszt a kölcsönhatási tényező negatív értéke is . Ez nem kooperativitást, hanem intramolekuláris protonátrendeződést jelent. Ezt a feltételezést igazolja, hogy csak a pEA,A’ tényező értéke negatív. Ha a szekunder aminocsoport(ok) protonált állapotban van(nak), akkor a kölcsönhatási tényező értéke gyakorlatilag 0. Ezzel párhuzamosan az AB és AB kölcsönhatási tényezők értéke 0,2 logaritmus egységgel nő meg, ha az A’ csoport protonálva van, hiszen ekkor az egyik mikrorészecske a kiemelt stabilitású AA’ speciesz (5.19. ábra).
	/
	5.19. ábra: A spermin két párkölcsönhatási tényezője
	Az ABA’ részecske kumulatív mikroállandója 30,35, amelyet az intrinsic bázicitásokkal és a kölcsönhatási tényezőkkel is kifejezhetünk:
	Ide a megfelelő értékeket behelyettesítve .
	A másik háromszorosan protonált származékra az analóg egyenletet felírva:
	A számított állandók jó egyezést mutatnak Frassineti és mtsai. eredményeivel [137], jóllehet ők csak az AB és BB’ kölcsönhatásokat vették figyelembe, a távolabbiakat elhanyagolták.
	/
	5.20. ábra: A: A Spm mikroállandói; B: A mikrorészecskék pH-függő eloszlása.
	5.4.2.4. A norspermin mikroállandói

	Az állandókat a Spm-nel analóg módon számítottuk, a Norspd kölcsönhatási tényezőit használtuk fel: .
	A mikroállandók értékeit az 5.18 táblázatban és az 5.21.A ábrán foglaltuk össze.
	5.18. táblázat: A Norspm mikroállandói
	5.19. táblázat: A Norspm párkölcsönhatási tényezői
	Az AB’ kölcsönhatási tényező egyezést mutat a Norspd AA’ kölcsönhatási tényezőjével (0,13 vs. 0,11, 5.19. táblázat). A két primer aminocsoport egymástól gyakorlatilag függetlenül protonálódik. A magasabb rendű kölcsönhatási tényezők értéke itt is gyakorlatilag 0, vagyis az egyes mikroállandók jól egyeznek az intrinsic bázicitások és a megfelelő kölcsönhatási tényezők szorzatával, például:
	Ez az érték mérési hibahatáron belül megegyezik a mért Q paraméterekből számított állandóval (9,25 ± 0,08 vs. 9,31 ± 0,06).
	A sperminnél és a norspermin is az AA’ részecske kumulatív protonálódási mikroállandója  a legnagyobb értékű. Itt azonban az AA’ kölcsönhatási tényező értéke  nem negatív, amit minden bizonnyal az okoz, hogy itt a primer aminocsoportok intrinsic bázicitása nagyobb, mint a szekundereké, így nem tapasztalunk olyan szignifikáns intramolekuláris protonátrendeződést, mint a spermin esetén.
	A részecskék közül itt is az AA’ és az AB’ a nagyobb előfordulású, hiszen a töltések itt helyezkednek egymástól a legtávolabb. A Spm-nel ellentétben itt a primer aminocsoport a bázikusabb. A három pozitív töltésű speciesek közül egyértelműen az ABA’ a kedvezményezett, az ABB’ egy nagyságrenddel kisebb koncentrációban fordul elő (5.21.B. ábra).
	/
	5.21. ábra: A: A Norspm mikroállandói; B: a részecskék pH-függő eloszlása
	5.5. A sztreptomicin és a sztreptidin protonálódási állandói
	5.5.1. A makroállandók meghatározása


	Mivel mindkét vegyület két erősen bázikus guanidino csoportot tartalmaz, melyek  értékei közel esnek egymáshoz, ezért  értéke nem olvasható le a titrálási görbékről, sőt a Perrin-Fabian módszerrel sem határozható meg. A  értékek meghatározása érdekében a pH>11 tartományban igen közeleső pH-értékeknél mértük meg az oldatok NMR spektrumait, így megfelelő pontossággal és torzítatlansággal kaphatjuk meg a protonálódási állandókat.
	A makroállandókat mindkét molekula esetén a  egyenlet szerint számítottuk ki. A sztreptidin 4 jelet ad az 1H NMR spektrumon, a H1 és a H3 illetve a H4 és a H6 protonok ekvivalensek (5.22. ábra).
	/
	5.22. ábra: A sztreptidin NMR–pH titrálási görbéi
	A sztreptomicin esetén 13 jel pH-függését figyeltük: a sztreptidingyűrű hat (5.23.A ábra), illetve az N-metil-glukózamin hét protonjának (5.23.B ábra) jeleit. Az anomer proton jele a titrálás során áthalad a vízjel alatt, így nem értékelhető.
	/
	5.23. ábra: A sztreptomicin NMR–pH titrálási görbéi
	A kétféle funkciós csoport bázicitása jelentősen eltér: a guanidino az erősen lúgos pH tartományban protonálódik (logK ( 13), míg az aminocsoport kevésbé bázikus (logK ( 9), gyengén lúgos közegben ionizálódik. Így tehát az első és második protonálódási lépés egyértelműen a guanidino-, míg a harmadik az aminocsoporthoz rendelhető.
	A sztreptomicin titrálási görbéin jól látható, hogy bár a báziscentrumok egymástól távol helyezkednek el, a tőlük távoli protonok kémiai eltolódása is változik a protonálódásukkor. Például a glukózamin gyűrű H2’, H3’ H4’ és N-CH3 kémiai eltolódásai is változnak a guanidinocsoportok protonálódásakor, sőt, az N-metilprotonok jele diamágneses irányba változik, 0,01 ppm-mel. Ezzel párhuzamosan a sztreptidingyűrű H3, H4 és H5 jeleinek eltolódása változik 0,05 ppm-mel az aminocsoport protonálódásakor. Az említett protonokat és a báziscentrumokat minden esetben legalább 7 kötés választja el egymástól.
	A mért makroállandókat az 5.20. táblázat tartalmazza.
	5.20. táblázat: A sztreptidin és a sztreptomicin makroállandói
	A mérési eredmények pontosságának igazolása érdekében szimulációkat végeztünk. Ezek során négy magra számítottuk ki a δmért – pH adatsorokat, majd a pontos értékeket véletlenszerű hibával terheltük. A hiba mértéke ±0,001 ppm kémiai eltolódás, illetve ±0,03 pH egység volt. Az adatsorok a mért adatpontok sűrűségében tértek el; a mérési pontok közötti távolság rendre 0,25; 0,20; 0,15; 0,10 és 0,05 pH-egység volt.
	Az eredményeket az 5.21. táblázat tartalmazza.
	5.21. táblázat: A protonálódási állandó meghatározhatóságának vizsgálata
	Az eredményeink alapján még ilyen erősen bázikus, két átfedő lépésben protonálódó molekulák esetén is elfogadható pontossággal határozhatóak meg a protonálódási állandók kellő számú mérési pontból. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy kb. 0,1 pH–egységenként kell rögzíteni az oldatok NMR spektrumát. Természetesen a megfigyelt magok számának növelésével is javíthatunk a meghatározás pontosságán.
	5.5.2. A mikroállandók meghatározása

	A sztreptomicin guanidino- és aminocsoportjainak bázicitása jelentősen eltér egymástól, így az összes mikroállandó kiszámításához olyan modellvegyületekre lenne szükség, amelyek bázicitása megfeleltethető valamely minor részecske bázicitásának. Irodalmi kutatásaink szerint ilyen molekulákat még nem állítottak elő. A rendelkezésre álló adatokból a major részecskék mikroállandóit lehet kiszámítani.
	Következésképpen a protonálódási séma egyszerűbb, mint az általános háromcsoportos molekulák esetén, hiszen a K3 makroállandó gyakorlatilag megegyezik az aminocsoport bázicitásával (5.24. ábra).
	A G1 és G3 csoportspecifikus bázicitásainak kiszámításához a makroállandókon kívül még szükséges egy mikroállandó vagy a kölcsönhatási tényező.
	A sztreptomicin megfelelő mikroállandóit a poliaminok protonálódási állandóinak meghatározásához alkalmazott 15N NMR–pH módszerrel terveztük megmérni, azonban a molekula nagymérvű bomlékonysága miatt ezt nem lehetett megvalósítani. Az állandókat ezért deduktív módszerrel számítottuk ki.
	Modellvegyületként a sztreptidint választottuk, melynek kölcsönhatási tényezőjét felhasználva meghatározhatóak a sztreptomicin major mikrorészecskéinek protonálódási állandói.
	/
	5.24. ábra: A sztreptomicin mikroszkopikus protonálódási sémája
	A sztreptidin totálszimmetrikus molekula, a mikroállandói kiszámíthatóak a makroállandókból, a két csoport bázicitása megegyezik:
	Ennek megfelelően a makroállandókból a kölcsönhatási tényező is kiszámítható:
	A mikroállandók hozzárendeléséhez meg kell határozni a csoportok bázicitásának sorrendjét. Megvizsgáltuk, hogy az egyszeresen protonált makrorészecskében mekkora az egyes jelek kémiai eltolódásának változása , ugyanis a nagyobb mértékben protonálódó csoport közelében várhatóan nagyobb lesz az értéke. A hat sztreptidinprotonra mért (δ értékeket az 5.22 táblázatban foglaltuk össze.
	5.22. táblázat: A sztreptomicin (δ értékei a szteptidinprotonokon
	5.23. táblázat: A sztreptomicin guanidino csoportjainak mikroállandói
	Ha a két csoport kölcsönhatási tényezőjét összehasonlítjuk a poliaminoknál meghatározott kölcsönhatási tényezőkkel, láthatjuk, hogy jóval nagyobb a báziscentrumok egymásra gyakorolt hatása az 1,3-diaminopropán jellegű vegyületekben. Feltételezhető, hogy a sztreptomicin guanidinocsoportjain a pozitív töltés nem lokalizálható a szénlánchoz kapcsolódó nitrogénatomokra, valószínűleg nagyobb mértékben rendelhető a terminális nitrogénekhez.
	Tudomásunk szerint eddig még nem publikálták semmilyen két guanidinocsoporttal rendelkező molekula mikroállandóinak meghatározását.
	A sztreptomicin olyannyira erős bázis, hogy a molekulák 25%-a még 1 M NaOH oldatban is protonált állapotban van jelen (5.25.B ábra).
	/
	5.25. ábra: A: A sztreptomicin mikroállandói; B: A főbb mikrorészecskék pH-függő eloszlása
	6. Következtetések, új tudományos eredmények
	Doktori munkám során biológiai és gyakorlati szempontból jelentős vegyületek csoportspecifikus bázicitását tanulmányoztam pH–potenciometriás és NMR titrálásokkal, valamint az erősen lúgos oldatokban történő pH-meghatározás lehetőségeit vizsgáltam. Az elért eredményeket az alábbi pontokban összegzem.
	1. Kidolgoztunk egy 1H NMR alapú pH-meghatározási módszert, melynek segítségével a teljes (0 – 14) pH-tartományban pontosan és torzításmentesen határozható meg az oldat pH-ja. Az indikátormolekulák indikátorparamétereit a két leggyakrabban alkalmazott ionerősségen (0,15 M és 1,00 M) határoztuk meg. Eredményeink alapján 1,00 M-os ionerősségen a teljes pH-tartomány lefedhető öt indikátormolekulával (diklórecetsav, aceton oxim, szarkozin, ecetsav, imidazol). A pH-tartományt úgy határoztuk meg, hogy a pH-számítás maximális hibája 0,03 egység legyen.
	Az általunk kidolgozott indikátormolekula-sorozat segítségével lehetővé válik az igen magas pH-értékek és ebből következően az igen erősen bázikus molekulák protonálódási állandóinak pontos és torzításmentes meghatározása.
	2. Meghatároztuk két erősen bázikus, orális antidiabetikumként használt biguanidin-származék, a metformin és a fenformin, protonálódási állandóit. Megmutattuk, hogy az irodalomban található logK1 értékek jelentősen eltérnek az általunk meghatározott torzításmentes értékektől.
	3. Deduktív módszerrel és 1H NMR-pH titrálásokkal meghatároztuk a legbázikusabb fehérjealkotó aminosav, az arginin összes mikroállandóját. A molekula három báziscentrumot tartalmaz: egy guanidino- (G), egy amino- (A) és egy karboxilátcsoportot (C). A csoportok bázicitása, mint ismert, jelentősen eltér egymástól, így a mikroállandók kiszámítása csak deduktív módszerrel lehetséges, hiszen a minor mikrorészecskék több nagyságrenddel kisebb koncentrációban fordulnak elő. Modellvegyületként két, az argininnel izoelektronos vegyületet választottunk, melyek csak két-két protonálható csoportot tartalmaznak: citrullint és argininamidot. A számításokat egy független kísérleti adattal támasztottuk alá: a citrullin metilészterének, az arginin rokon származékának makroállandója jó egyezést mutatott az arginin megfelelő mikroállandójával.
	Az első protonálódási állandó irodalmi értéke egy logaritmus egységgel alacsonyabb, mint az általunk mért érték, így ennek megfelelő az izoelektromos pont is magasabb (11,41). Ezzel szemben az izoelektronos citrullin izoelektromos pontja 5,5 egységgel alacsonyabb (6,91). Ez az irodalomban közölt legnagyobb eltérés két izoelektronos molekula között.
	Eredményeink szerint a minor mikrorészecskék koncentrációja 5, illetve 10 nagyságrenddel kisebb, mint a major részecskéké.
	4. Meghatároztuk két lineáris triamin (spermidin és norspermidin) és két tetraamin (spermin és norspermin) összes makro- és mikroállandóját. A makroállandókat pH-potenciometriás és 1H NMR-pH titrálási görbék szimultán kiértékelésével számítottuk ki. A mikroállandókat az egyes csoportok protonáltságának szelektív nyomon követésével, 15N NMR-pH titrálásokkal határoztuk meg. Az irodalomban a csoportspecifikus protonálódási állandókat csak 13C NMR-pH titrálási adatokból határoztak meg, azonban az eredmények megbízhatósága kérdéses, hiszen a báziscentrumok igen közel helyezkednek el egymáshoz, így a szénatomok kémiai eltolódása nem tekinthető a mellettük lévő aminocsoport protonálódására szelektívnek.
	A minor protonálódási útvonalhoz tartozó mikroállandókat azonban a 15N NMR-pH titrálási görbék alapján nem lehet pontosan meghatározni, hiszen hozzájárulásuk az analitikai jelhez elhanyagolható. Ezért deduktív módszerrel határoztuk meg ezeket a mikroállandókat, egy kevesebb protonálható csoportot tartalmazó modellvegyület párkölcsönhatási tényezőjének átvitelével.
	A négycsoportos vegyületek mikroállandóit azonban elvileg sem lehet meghatározni a kísérleti adatokból, az összes állandó kiszámításához további adatokra is szükség van. Ezek a spermidin és norspermidin megfelelő párkölcsönhatási tényezői voltak, így már összes mikroállandó kiszámíthatóvá vált.
	Eredményeink szerint a többszörösen protonált részecskék között minden esetben azok a fordulnak elő nagyobb arányban, ahol a töltések egymástól minél távolabb helyezkednek el. A kétszeresen protonáltak esetén ezek az AB’ és az AA’ részecskék, a háromszor protonáltak közül pedig az ABA’ species.
	5. Megmértük az elsőként felfedezett aminoglikozid típusú antibiotikum, a sztreptomicin és aglikonja, a sztreptidin protonálódási állandóit. A molekulák három, illetve két báziscentrumot tartalmaznak (két guanidino és egy szekunder amino illetve két guanidino). Elsőként sikerült meghatároznunk két guanidino csoport párkölcsönhatási tényezőjét, amelynek értéke lényegesen alacsonyabbnak bizonyult, mint az 1,3-diaminopropán két nitrogénje közötti kölcsönhatási tényező. Ezt azzal magyarázhatjuk, hogy a protonált guanidinocsoportokon a töltések valószínűleg nagyobb mértékben találhatóak a „távolabbi” nitrogénatomokon. A kiterjedt delokalizáció miatt azonban a töltést nem lehet egyik nitrogénhez sem egyértelműen hozzárendelni. A sztreptidinből számított kölcsönhatási tényező átvitelével meghatároztuk a sztreptomicin egyes guanidinocsoportjaik bázicitását. Eredményeink szerint az 1-es helyzetű, sztérikusan kevésbé árnyékolt csoport bázicitása kétszer nagyobb, mint a 3-as helyzetűé. A molekula olyan erős bázis, hogy a molekulák 25 %-a még 1 M NaOH oldatban is protonált állapotban található.
	6. A Gauss-féle négyzetes hibaterjedési törvény alkalmazásával elsőként számítottuk ki a mikroállandók hibáját. Megmutattuk, hogy deduktív módszer esetén csak akkor számíthatjuk ki reális hibával a mikroállandókat, ha a modellvegyületek a valóban minor részecskéknek feleltethetőek meg. Az egyes báziscentrumok protonálódásának szelektív nyomon követésével viszont csak összemérhető bázicitások esetén kaphatjuk meg a mikroállandókat reális hibával.
	7. Összefoglalás
	Az igen erősen lúgos oldatok pH-jának pontos és torzításmentes meghatározása rendkívül nehéz feladat, hiszen a leggyakrabban használt módszer, a kombinált üvegelektróddal történő pH-mérés pontossága nem megfelelő. E hiányosság kiküszöbölésére kidolgoztunk egy 1H NMR-alapú pH-meghatározási eljárást. Ennek során NMR-pH indikátormolekulák kémiai eltolódásából számíthatjuk az oldat pH-ját. A sorozat indikátorparamétereit a hidrogénion-aktivitás alapú pH-skálán, 25 °C-on, a két leggyakrabban használt ionerősségen (0,15 M és 1,00 M) határoztuk meg. Megmutattuk, hogy öt indikátormolekula segítségével (diklórecetsav, aceton oxim, szarkozin, ecetsav és imidazol) a teljes (0–14 közötti) pH-tartomány lefedhető.
	Ez a pontos és torzításmentes pH-meghatározási módszer lehetővé tette számos, igen erősen bázikus molekula protonálódási folyamatainak jellemzését.
	Meghatároztuk két, igen erősen bázikus biguanidin-típusú orális antidiabetikum, a metformin és a fenformin két-két protonálódási állandóját.
	Meghatároztuk a legbázikusabb fehérjealkotó aminosav, az arginin mindhárom makroállandóját, és deduktív módszerek alkalmazásával kiszámítottuk a molekula 12 csoportspecifikus protonálódási mikroállandóját. A mikroállandók alapján az arginin minor mikrorészecskéi 5, illetve 10 nagyságrenddel kisebb koncentrációban fordulnak elő a domináns részecskéknél.
	Elsőként határoztuk meg két guanidinocsoporttal rendelkező molekulák (sztreptomicin és sztreptidin) protonálódási állandóit és számítottuk ki két guanidinocsoport kölcsönhatási tényezőit. Meghatároztuk a sztreptomicin major protonálódási útvonalához tartozó mikroállandókat.
	Meghatároztuk két lineáris triamin (spermidin és norspermidin) és két lineáris tetraamin (spermin és norspermin) összes makro- és mikroállandóját. A makroállandókat 1H NMR-pH és pH-potenciometriás titrálási görbék szimultán kiértékelésével számítottuk ki. A mikroállandókat 15N NMR-pH titrálások alapján határoztuk meg.
	Elsőként számítottuk ki a mikroállandók standard hibáját, a Gauss-féle négyzetes hibaterjedési törvény alkalmazásával.
	8. Summary
	The measurement of high pH has always been a difficult task, as for highly basic solutions the accuracy and precision of the glass electrode is not sufficient. We have, therefore, elaborated a 1H NMR-based method for the accurate measurement of high pH. By this method, the pH is calculated from the observed chemical shifts of indicator molecules. The indicator parameters were determined at 25 °C, at the two most commonly used ionic strengths (0,15 M and 1,00 M), in terms of the activity based pH-scale. It was shown, that the whole (0-14) pH range can be cover by five indicator molecules (dichloroacetic acid, acetone oxime, sarcosine, acetic acid and imidazole).
	This unbiased method enables the characterization of highly basic molecules in terms of protonation constants.
	We have determined the protonation constants of two highly basic biguanide type oral antidiabetics, metformin and phenformin.
	We have determined the protonation macroconstants of arginine, the most basic natural amino acid. The 12 microconstants were calculated by deductive methods. The pH-dependent distribution of the 8 microspecies was calculated. The results showed that the occurrence of the minor species are 5 and 10 orders of magnitude lower, than the major ones.
	We have determined protonation constants of molecules containing two guanidino groups (streptomycin and streptidine) and the interactivity parameter between the two guanidino groups. We have calculated the microconstants of the major microspecies of streptomycin.
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