TIOL-DISZULFID SAV-BAZIS ES REDOXI EGYENSULYOK JELLEMZESE
RESZECSKE-SPECIFIKUS PARAMETEREKKEL

PhD értekezés

Mirzahosseini Arash

Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola

Semmelweis Egyetem

Témavezetd: Noszal Béla, DSc

Hivatalos biralok:
Osz Katalin, PhD
Balog Erika, PhD

A Biralobizottsag elndke:
Gyires Klara, DSc

A Biralobizottsag tagjai:
Németh Gyorgy, PhD
Budai Livia, PhD

Budapest, 2017



BEVEZETES

Az ¢élolények a természetes anyagcseréjiik sordn reaktiv oxigénszarmazékokat
termelnek. A sejten beliili redoxi egyensulyt az antioxidans rendszerek oxidoreduktdz
enzimei és koenzimeik tartjdk fenn. A biokémiai folyamatokban szerepld redoxi
folyamatok, bar szerteagazd és bonyolult rendszereket alkotnak, alapvetden egy vagy
két elektronatmenettel jaré elemi reakciokbol épiilnek fel, melyek nagyrészt tiol-

diszulfid cserereakciok.

A mindeniitt jelenlévé sejten beliilli antioxiddns, a glutation (y-L-glutamil-L-
ciszteinilglicin, GSH), védi a sejtszervecskéket a reaktiv oxigénszarmazékok karos
hatasaitol, melyek neurodegeneracidhoz, sziv- és érrendszeri betegségekhez és
daganatos betegségekhez vezethetnek. Az oxidativ stressz mélyebb megértéséhez és
befolyasolasahoz mindenképp sziikség van a tiol-diszulfid egyensulyok részletes

elemzésére és felderitésére.

A tiol-diszulfid folyamatok meghatarozé jellemzdje, hogy csak a deprotondlt tiolat
részecske vesz részt a redoxi folyamatban, vagyis a tiolat anion oxidalddik
diszulfid rendszerek latszélagos redoxi potencidlja is pH-fiiggd lesz. Az Osszefiiggd
sav-bazis és redoxi folyamatok tovabb bonyolddnak azaltal, hogy biomolekulakban
altalaban tobb baziscentrum parhuzamosan protonalédik. Tehat makroszkopikus
fizikai-kémiai paraméterek nem tudjak egzaktul jellemezni a tiolat csoportot. A
rendszerek tiolat-specifikus jellemzése részecske-specifikus vagy un. mikroszkopikus

paraméterekkel lehetséges.

A GSH redoxi potencidljanak meghatarozasara, még csak latszolagos szinten is, csak
kozvetve lehetséges egy ismert redoxi rendszer segitségével. Mivel a redoxi €s sav-

bazis folymatok egymastol elvalaszthatatlanok, a kdzvetett modon mért latszolagos
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redoxi potencial pH-fiiggd. A redoxi potencidl és a sav-bazis folyamatok
szétvalasztasa egy tovabbfejlesztett modszerrel lehetséges, amely a részecske-

specifikus redoxi egyensulyi allandé fogalmat vezeti be.



CELKITUZESEK

A doktori értekezés célkitiizései a kovetkezok:

- bioldgiailag fontos tiolok (ciszteamin, cisztein, homocisztein, penicillamin,
glutation, ovotiol, dihidroliponsav) valamint diszulfidjaik részecske-
specifikus protonalddasi allandoinak meghatarozasa;

- glutationnal szemben mért tiol-diszulfid cserereakciok részecske-specifikus
redoxi egyensulyi alland6inak meghatarozasa;

- a glutationra vonatkoz6 redoxi potencial meghatarozasa egy 6sszehasonlitd
redoxi rendszer (1-metilnikotinamid) segitségével;

- a biologiailag fontos tiolokra vonatkozd részecske-specifikus (standard)

redoxi potencial értékek meghatarozasa.



MODSZEREK

A mérések sordn hasznalt vegyszerek nagy része forgalomban elérhetd, azonban
néhany vegyiiletet ujonnan kidolgozott vagy létezd eldirasok alapjan szintetizaltam

meg. A mérésekhez az alabbi modszerek és miiszerek lettek felhasznalva:
Az NMR spektrumokat Varian 600 MHz spektrométerrel rogzitettem.

A pH-potenciometrids titralasokat Metrohm  6.0204.100 kombinalt pH
tivegelektroddal felszerelt 716 DMS Titrino automatikus titrator segitségével

végeztem el.

Az UV spektroszkopids méréseket Jasco V-550 UV/VIS spektrofotométer

segitségével végeztem el.

Az elektrokémiai méréseket egy Radeklis OP-6123 redoxi elektrod segitségével

végeztem el.

A szintetizalt vegyiiletek pontos tomegének meghatarozasahoz a TOF MS mérések
egy pozitiv ion modban levd JetStream electrospray ionforrassal felszerelt Agilent

6230 time-of-flight tomegspektrométer segitségével lettek elvégezve.



EREDMENYEK

A részecske-specifikus protonalddasi allandok meghatarozasa minden vegytilet esetén
egy vegyiiletre szabott deduktiv modszer segitségével tortént. A deduktiv modszer
megtervezése a legegyszerlibb biogén tiol segitségével keriil bemutatisra. A
ciszteamin makroszkopikus protonalodasi allandoinak (1. Tablazat) meghatarozasahoz
fiziologias-kozeli koriilmények kozott titraltam a ciszteamint, a 'H NMR jelek kémiai
eltolodéasainak pH-profiljanak rogzitésével. A makroszkopikus és mikroszkopikus

protonalddasi allandok kozt fennalld 6sszefiiggések a kovetkezok:

(1) K =kN+ kS

2 ﬂz = Kle = kaEI = kSkN
S

A ciszteamin tiolat és amino baziscentrumokkal rendelkezik, igy a protonalodasat két
elsé 1épesés mikroallando (A, &5 — amikor az amino vagy tiolat protonalodik és a
szomszédos csoport még protonalatlan) és két méasodik 1épesds mikroallandd (ks", kx®
— amikor az amino vagy tiolat protonalodik és a szomszédos csoport mar protonalt)
jellemzi. Tehat a makroszkopikus protonalddasi allandokon kiviil a ciszteamin Osszes
mikroszkopikus protonaldédasi allandoknak meghatarozasahoz egy tovabbi fliggetelen
adatra sziikkség van. A deduktiv mddszer szerint az egyik minor protonalddasi
mikrorészecske modellezhetd egy megfelel6 szarmazékvegyiilet altal, mely ez esetben
az S-metilciszteamin, amely a ciszteamin tiolaton protonalt formajat modellezi. Az S-

metilciszteamin protonalédasi allandéja megegyezonek tekinthetd a ciszteamin kg™

6



mikroallandéjaval (1. Tablazat). A fennmaradé mikroallandok az (1) és (2) egyenletek
segitségével keriiltek meghatarozasra (1. Tablazat). A mikroszkopikus protondlodasi

allandok megadjéak tovabba a baziscentrumok kozti kolesdnhatasi tényezot:

(3) logAEy,s = logk™ —logk§ = logk® — logky

A Kkolcsonhatasi tényez6 megmutatja egy baziscentrum protonalodasanak egy
szomszédos baziscentrumra gyakorolt bazicitascsokkenté hatasat. A kolcsonhatasi
tényezot tekintik a legmegbizhatobb és legallandobb tényezének azonos kovalens
tavolsagban levé baziscentrumok kozott, egyéb csoportok protonaltsagi allapotatol

fliggetleniil, akar kiilonb6z6 vegyiiletekben.



1. Tablazat A ciszteamin és cisztamin protondlédasi allanddéi és kolcsonhatési

tényez0i logaritmus egységben +szoras (298 K, 0,15 mol/L ionerdsség).

Ciszteamin Cisztamin

Makroszkopikus protonalodasi allandok

Ciszteamin Cisztamin
logK, 10,88+0,01 logk, 9,61+0,02
logk, 8,34+0,01 logk, 8,76+0,02

S-Metilciszteamin
logKk 9,55+0,01

Mikroszkopikus protonaldédasi allandok

logi™ 10,85+0,01 logi™ 9,31+0,02
logk® 9,67+0,01 loghy 9,06:£0,02
loghy® 8,37+0,01
loghkg™ 9,55+0,01

Kolcsonhatasi tényezdk

logAEys  1,30£0,01 | logAEwn  0,25+0,03

A ciszteamin homodiszulfidja, a cisztamin egy szimmetrikus vegyiilet két amino
csoporttal, N és N’ jelolésekkel. A szimmetria és a megegyez0 inherens bazicitasok

miatt az alabbi dsszefliggeséket irhatjuk fel:

(4) kN =kV

(5) kN =k



Fenti Osszefiiggések leegyszeriisitik a makroszkopikus és mikroszkopikus

rrrrr

(6) logkN = logk; —log2

(7) logkN = logk, + log2

A cisztamin '"H NMR-pH titralisokbol szarmazé makroszkopikus protonalodasi
kolcsonhatasi tényezé az 1. Téblazatban talalhatok. A fent bemutatott deduktiv
modszer némi atalakitdsokkal alkalmas wvolt tovabbi biogén tiolok (cisztein,

homocisztein, penicillamin, glutation, ovotiol, dihidroliponsav) és homodiszulfidjaik

......

A részecske-specifikus protonalodasi allandok meghatarozasa utan a redoxi potencial
értékeket az alabbi modszer segitségével hataroztam meg. A tiol-diszulfid
egyensulyoknak csak a latszolagos egyenstlyi allanddja (Kzc) figyelhetd meg a
kiilonb6z6 reagensek és termékek (egy tetszéleges tiol glutationnal szemben mért tiol-
diszulfid reakcidja esetén: RSH, GSSG, RSSR, GSH) egyenstlyi koncentracidinak
meghatarozasaval. A glutationnal szemben mért tiol-diszulfid folyamatok latszdlagos

redoxi egyensulyi allando értékei a 2. Tablazatban talalhatok.



2. Tablazat A ciszteamin-, cisztein-, homocisztein-, penicillamin-, valamint ovotiol-
glutation rendszerek redoxi egyensulyi allando értékei. Az pH és egyensulyi allando

értékek hibaja 0,01-0,02 valamint 0,002-0,004 k6zott van.

Ciszteamin Cisztein Homocisztein | Penicillamin Ovotiol

pH logKic| pH logKic| pH logKsc| pH logKic| pH  logKic
0,99 -0,154| 0,86 0,028 | 091 0,099 | 0,84 -0,155| 0,85 -0,850
1,31 -0,097| 1,25 0,078 | 1,22 0,137 | 1,26 -0,119| 1,24 -1,402
1,59 -0,071| 1,54 0,113 | 1,54 0,203 | 1,52 -0,056| 1,78 -2,444
1,83 -0,097| 1,81 0,176 | 1,81 0,263 | 1,85 -0,027| 2,43 -2,924
2,62 -0,222( 2,61 0,197 | 2,61 0335 2,31 -0,009| 3,02 -3,889
2,93 -0,252| 2,89 0,146 | 2,89 0,323 | 2,91 -0,086| 4,11 -5278
3,17 -0,260| 3,20 0,122 | 3,20 0,288 | 3,25 -0,137| 5,09 -5,793
395 -0,328| 3,40 0,116 | 3,40 0,174 | 3,41 -0,237| 5,61 -6,124
543 -0,319| 5,60 -0,273| 5,62 -0,051| 5,54 -0,310| 6,28 -5,875
6,55 -0,251| 6,42 -0,230| 6,37 -0,056| 6,40 -0,328| 7,21 -6,267
7,87 -0,495| 7,67 -0,204| 7,60 -0,092| 7,67 -0,456| 8,08 -5,851
7,92 -0,509| 8,83 0,105 | 8,83 -0,048| 8,88 -1,046| 9,20 -5412
9,62 -1,347| 9,67 0,601 | 9,67 0,280 | 9,67 -0,745| 9,42 -5,050
10,20 -0,523| 998 0,779 | 998 0,693 | 990 -0,699 | 10,28 -4,611
10,60 0,021 | 10,44 1,244 | 10,44 1,003 | 10,44 -1,398| 11,34 -3,972
11,44 0,701 | 11,86 1,668 | 11,86 1,443 | 11,88 0,161 | 11,95 -3,878

A részecske-specifikus redoxi egyensulyi allandok a latszolagosakbol lettek
meghatarozva a protonaldodasi mikrorészecskék eléfordulasi valdsziniiségeinek
segitségével. A protonaldodasi mikrorészecskék eléfordulasi ardnya a részecske-
redoxi potencidl értéke indirekt modon lett meghatirozva egy ismert redoxi
rendszerrel vald Osszehasonlitds révén. E célbol a legegyszertibb nikotinamid
analégot, 1-metilnikotinamid (MNA", oxidalt forma) és 1-metildihidronikotinamid

(MNAH, redukalt forma), kivalasztottam. A glutation részecske-specifikus, standard,
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redoxi potencial értékét a GSSG ¢és MNAH kozti részecske-specifikus redoxi

egyensulyi alland6 és Nernst egyenlet segitségével hataroztam meg. A tobbi vizsgalt

tiol redoxi potencial értékének meghatarozasara a GSSG/GSH redoxi rendszerrel

Osszehasonlitva, a korabban meghatarozott részecske-specifikus egyensulyi allandok

segitségével volt lehetséges.

3. Tablazat Tiol-diszulfid rendszerek részecske-specifikus redoxi potencial értékei. A

redoxi potencial értékek hibaértéke 5-10 mV kozott van.

Mikrorészecske logk E° (mV) | Mikrorészecske logk E° (mV)
A 9,26 -383 a 9,94 -431
B 8,94 -374 b 8,99 -373
hCysSH
D 8,87 -372 d 9,35 -403
E 9,01 -376 f 8,4 -335
GSH
G 8,59 -346 a 9,34 -421
H 8,71 -355 b 8,09 -317
PenSH

K 8,62 -352 d 8,24 -374

N 8,32 -325 f 6,99 -248

a 9,67 -416 A 6,34 =227

CysASH

b 8,37 -329 B 2,8 -13

a 10,07 -440 C 4,9 -155

b 8,76 -360 D 6,1 -189

CysSH OvSH

d 8,95 -384 F 1,3 101

f 7,64 -289 G 2,47 -4
I 4,67 -87
L 1,04 121
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KOVETKEZTETESEK

A glutation és biogén tiolok kozti pH-fiiggd valamint részecske-specifikus redoxi
egyensulyi allandok keriiltek meghatarozasra. A részecske-specifikus redoxi
egyensulyi allandokat elséként irtuk le tiol-diszulfid cserereakciok jellemzéséhez; e
fizikai-kémiai paraméterek mikroszkopikus szinten jellemzik a tiol-diszulfid redoxi
reakciokat. A részecske-specifikus egyensulyi allando értékek megbizhato alapul
szolgalnak a tiolat részecskék oxidabilitasanak eldrejelzéséhez, amely az egyik kulcs
tényez6 az oxidativ stressz megismeréséhez és befolyasolasahoz. A meghatarozott
standard redoxi potencial értékek jo korrelaciot mutatnak a tiolat bazicitas értékekkel.
Egy eredményes antioxidans terdpia kényes feladata az antioxidans vegyiilet
szelektivitasaban rejlik: reaktiv oxigén szdrmazékok semlegesitését ugy kell véghez
vinni, hogy kdzben biologiailag fontos diszulfidok érintetleniil maradjanak. Az egyik
akadalyt egy hatdsos antioxidans tervezésében eddig a fehérjék diszulfid hidjai redoxi
potencialjanak meghatarozasa jelentette. A redoxi és sav-bazis tulajdonsagok kozti
Osszefiiggés erds kiindulopontot jelenthet a diszulfid hidak reducibilitdsanak

elérejelzésében és szelektiv antioxidans vegyiiletek tervezésében.
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