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1. Bevezetés

1.1. Redoxi homeosztazis és az oxidativ stressz

A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS: pl. szuperoxid anion, hidroxilgydk, nitrogén-
monoxid, hidrogén-peroxid) az €16 szervezetek természetes biokémiai folyamataiban
termelédnek, az egészséges emberben is el6fordulnak. Szamos funkcidjuk koziil
kiemelendé a jelatviteli utvonalakban, az immunvalaszban, a sejtosztodasban ¢és a
programozott sejthalalban betoltott szerepiik [1-3]. Az €16 szervezetek altal fenntartott
dinamikus egyensuly az oxidativ szabadgyokok €s az antioxidans anyagok mennyiségére
is kiterjed, ezt redoxi homeosztazisnak nevezziik. Ha az egyenstly a ROS javara billen
el, oxidativ stressz jon létre. A szervezet erre reagalva antioxidansok segitségével
igyekszik csokkenteni a ROS mennyiségét a homeosztazis helyreallitasanak érdekében.
Minél tovabb all fenn az oxidativ stressz allapota, annal sulyosabb kovetkezményekkel
kell szamolnunk, ugymint DNS karosodas, lipid-oxidacid, fehérje karosodas, melyek
késdbb jol ismert korképek kialakulasahoz vezetnek. Az oxidativ stressz patogén szerepét
szamos betegség — daganatos megbetegedések, neurodegenerativ korképek (szklerdzis
multiplex, Alzheimer-kor, Parkinson-kor, amiotrofias lateralszklerozis),
kardiovaszkularis betegségek (ateroszklerozis, kardialis iszkémia, reperfuzios artalom),
pulmonaris kérképek (cisztas fibrozis) stb. — kialakulasaban bizonyitottak [1, 2, 4-6]. A
redoxi homeosztazis fenntartasaért a szervezetben szdmos enzimatikus (kataldz,
glutation-peroxidaz, szuperoxid-dizmutaz, glutaredoxin, tioredoxin) és nem enzimatikus
(C-vitamin, E-vitamin, glutation) antioxidans utvonal felelds. A szelén a szervezet
antioxidans folyamataiban szeléntartalmu fehérjékbe, un. szelenoproteinekbe épiilve vesz
részt. Ilyen szelenoenzim példaul a glutation-peroxidaz vagy a tioredoxinnal szoros
kapcsolatban all6 tioredoxin-reduktaz.

Az oxidativ stressz megel6zése €s terapias elharitasa egyarant elképzelhetetlen ismert
redukald képességli, szelektiv gydgyszeranyagok nélkiil. Az antioxidansként alkalmazott
hatéanyagok fizikai-kémiai tulajdonsagainak pontos ismerete pedig kiilondsen fontos a
gyogyszerhatds ¢és az esetleges mellékhatdsok szempontjabol. Megfeleld mértéki
redukaloképesség nélkiill a gyogyszer alkalmazasa nem éri el a kivant hatast, tal erds
redukaloszerek hasznalata viszont a ROS élettani folyamatokban betdltott szerepe miatt

épp olyan karos lehet, mint az oxidativ stressz maga [7].
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1.2. Tiol-diszulfid és szelenol-diszelenid rendszerek

1.2.1. Tiol-diszulfid rendszerek jellemzése

A tiolcsoportot tartalmazo biomolekulaknak nagy szerepe van a redoxi homeosztazis
fenntartasdban és a szignaltranszdukcioban, igy fontos tdmadaspontok lehetnek a
kapcsolodo betegségek kezelésében [8, 9]. A glutation (GSH) a szervezetben altalanosan
jelen 1év6 antioxidans, az emberi testben mérhetd intracellularis koncentracidja 0,5-10
mmol/dm?® [10]. Foként a sejten belilli redoxi homeosztazis fenntartisaban jatszik
szerepet, ezaltal megakadalyozva egyes neurodegenerativ, kardiovaszkularis és tumoros
elvaltozasok kialakulasat [5, 6]. A GSH a ROS-at eliminalva glutation-diszulfidda
(GSSG) oxidalodik, majd a glutation-reduktaz enzim segitségével tobb 1épésen keresztiil
alakul vissza eredeti formajaba. A GSH-GSSG atalakulas megfeleld oxidalo hatast
vegytiletek (pl. ROS) jelenlétében a szervezetben spontan, enzimkatalizis nélkil is
végbemegy. Kiemelkedd szerepe és relativ egyszerii mitkddése az orvostudomanyt a
GSH-hoz hasonld, antioxidans hatasu gyogyszerek fejlesztésére 6sztondzte az oxidativ
stressz elleni harcban. Mindehhez azonban sziikség van a tiol-diszulfid rendszerek minél
mélyebb, pontosabb megismerésére. Napjainkra a GSH az egyik legaktivabban kutatott
antioxidanssa valt [11], sav-bazis [12-18] és redoxi [19, 20] tulajdonsagait mar
részecskespecifikus szinten is leirtak. A szervezet biokémiai folyamataiban betoltott
jelentésége és tulajdonsagainak korai megismerése miatt a tiol vegyiiletek redoxi
jellemzését gyakran a GSH-hoz viszonyitva adjak meg [21].

A fentiek alapjan kézenfekvd lenne a szelenol-diszelenid rendszereket GSH-nal
képzett redoxi egyensulyokon keresztiil megfigyelni, a GSH azonban nem elég erds
redukaloszer a diszelenid-hidak felbontasahoz [22, 23]. Egy joval nagyobb redukalo
hatassal rendelkez6 molekula, a ditiotreitol (DTT) szelenoproteinek szerkezetének
vizsgalata soran képes volt felszakitani a diszelenid-hidakat [21, 24]. A DTT oxidacidja
soran két elektron leadasaval hattaga gylrlivé zarodik. Bar a reakcid két 1épésbdl all, az
egy oxidalhatdo tiolatcsoportot tartalmazd részecske jelenléte gyakorlatilag
elhanyagolhat6 [25], igy az oxidacio egy 1épéssé egyszeriisodik (1. abra). A tiol-diszulfid
redoxi egyensulyok megértéséhez fontos tovabba, hogy oxidalodni maguk a tiolcsoportok

nem képesek, az oxidacioban deprotonalt formajuk, a tiolatcsoport vesz részt [26-29].
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1. abra: A DTT egy lépéssé egyszeritisitett oxiddcioja.

1.2.2. Szelenol és diszelenid vegyiiletek bioldgiai jelentdsége

A szelén mint nyomelem az emberi szervezet szamara nélkiilozhetetlen, tilnyomo
részt szelenociszteinként (CysSeH, 2. abra) van jelen. A CysSeH a 21. aminosavként is
ismert, biologiai jelentésége kiemelkedd, a szeléntartalmt fehérjék, un. szelenoproteinek
egyetlen olyan épitékove, amely szelént tartalmaz. Az emlitett fehérjék nagy része
antioxidans folyamatokhoz kapcsolodik, és minden szelenoproteinrdl elmondhat6, hogy
a szervezetben valamilyen redoxireakcioban vesz részt.

Az els6ként azonositott szeléntartalmti fehérje a glutation-peroxidaz [30], melynek
négy kiilonboz6 izoformajaban irtak le CysSeH-t tartalmaz6 régiot [31-34]. A glutation-
peroxiddz felelds a szervezetben képz6dd hidrogén-peroxid elimindcidjaért.
Miikodéséhez a CysSeH-t tartalmazd rész elengedhetetlen, ez 1ép kozvetleniil
redoxireakcioba a hidrogén-peroxiddal, majd a GSH-GSSG tiol-diszulfid rendszert
oxidalva alakul vissza eredeti allapotaba.

A jodtironin 5’-dejodinaz enzim a pajzsmirigyhormonokat aktivalja, illetve
inaktivalja. I. és II. izoformdja a tironin-tiroxin atalakuldsban vesz részt, mig III.
izoformaja a tiroxin inaktivaciojat katalizalja [35-38].

A tioredoxin-reduktaz a tioredoxinon keresztiil megvaldosuld antioxidans utvonal
eleme, az egyetlen enzim, mely a tioredoxin redukciojat katalizalni képes. A CysSeH
aminosav a fehérje C-terminalis szakaszan kialakul6 redoxi centrumban talalhato [39].

A szelenoproteinekrdl Osszefoglaléan megallapithatd, hogy a szervezet kiillonbozo
redoxi folyamatait katalizaljak, ezekben a reakciokban CysSeH-t tartalmazo régiojuk
aktivan részt vesz, nélkiilozhetetlen a fehérje mitkodéséhez. Utdbbi allitast tamasztjak ala
azon tudomanyos eredmények is, melyek szerint az emlitett szelenoproteinek
génsebészeti technikakkal eldallitott, CysSeH helyett ciszteint tartalmazé analogjainak
katalitikus aktivitdsa nagysagrendekkel kisebb, mint az eredeti, szelént tartalmazo

enzimeké [35, 40].
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A CysSeH a redoxireakciok soran szelenocisztinné (CysSeSeCys, 2. abra) oxidalodik.
Az emlitett szelenol-diszelenid rendszer két tagja kozil a CysSeSeCys bioldgiai
jelentOsége kevésbé ismert, annak ellenére, hogy minden diszelenid-hiddal stabilizalodo
szelenoproteinben megtaldlhatd. Onalld molekulaként a CysSeSeCys tobb ponton
kapcsolodik a szervezet redoxi homeosztazisahoz: a glutation-peroxidaz enzimhez
igazoltan noveli a tioredoxin-reduktaz enzim mikodését [42, 43], valamint indukalja a
tumorsejtek ROS-medialt apoptozisat [44-46].

A szelenociszteamin (CysASeH, 2. abra) kisebb biologiai jelentdséggel bir,
ugyanakkor kis mérete és egyszerli szerkezete miatt gyakran valasztjak
modellvegyiiletnek szeléntartalmu aminosavak vizsgalatakor.

A szelenocisztaminra (CysASeSeCysA, 2. abra) el6szor antiviralis tulajdonsaga miatt
figyeltek fel [47]. Késobb antioxidans utvonalakon kifejtett hatasat is leirtdk, a
CysSeSeCys-hez hasonléan glutation-peroxidazszeri aktivitast mutat [41], illetve
katalizalja a GSH oxidaciojat [48]. Glutation-peroxidaz aktivitasat kihasznalva a
CysASeSeCysA-nal olyan specialis bevonatot is fejlesztettek, mely kardiovaszkularis
sztentek feliiletén in situ NO eléallitasara képes, csokkentve ezzel wjabb infarktus

kialakulasanak lehet6ségét [49-51].

0 NH, 0
HO Se
HSe OH “Se OH
NH, O NH,

CysSeH CysSeSeCys
Se
Hse” N2 HeN g6 ™ N,
CysASeH CysASeSeCysA

2. abra: A vizsgalt szelenol- és diszelenid vegyiiletek szerkezete.

A kén €s a szelén a periddusos rendszer VI. A fécsoportjanak elemei, vegytileteik fobb
tulajdonsagaikban sok hasonlésagot mutatnak. A tiol-diszulfid redoxirendszerekben a
tiolatcsoportra jellemzd pH-fiiggetlen, részecskespecifikus protondlodasi allandok,

illetve standard redoxipotencial értékek kozott talalt Osszefiiggés [16, 19-21, 52],
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valamint szelénvegyiiletekkel valé hasonlésdguk arra enged kovetkeztetni, hogy a
szelenol-diszelenid parokat leir6 paraméterek ugyancsak korrelalnak. A szeléntartalmu
molekuldk vizsgalatdt tovabb segiti, hogy mig a kén nem rendelkezik magneses
magrezonancia (NMR) spektroszkopiaban aktiv izotoppal, a szelén 77-es tomegszamu
izotopja NMR spektroszkopids analizisre alkalmas. Mivel mind a sav-béazis, mind a
redoxi tulajdonsagok, valamint az NMR spektroszkopia soran eredményiil kapott kémiai
eltolodas (0) is erésen fiigg az adott atommag koriili elektronstiriiségtél, ezért jelen munka
egyik alapvetéseként feltételeztiik, hogy mindharom fizikai-kémiai jellemz6é kozott

Osszefiliggés talalhato.

1.3.  Sav-bazis egyensulyok makro- és mikroszkopikus jellemzése

1.3.1. Protonalddasi folyamatok makroszkopikus szintii leirdsa és vizsgalata

A sav-bazis egyensulyokat a tovabbiakban egységesen a protonalodés szempontjabol,
azaz a konjugdlt bazis protonfelvételével jellemezziik. Ha egy vizsgalt z toltéssel
rendelkezé L molekula egy sav-bazis funkcioval rendelkezd csoportot tartalmaz, a

protonalddas folyamata a K protonalddasi allandoval irhato le:

- [HLz+1 ]

L”+H" = HL""! S ——
[L][H']

(1.1)

Tobbesoportos molekulak sav-bazis egyensulyait jellemezhetjiik 1épcsézetes (Ki) és

kumulativ (i) protonalddasi allandokkal is:

. . H-LZH
H,,L“"'+H" = H,L*" K= J — | - (1.2)
[H;, L ] [H]
. [H,L*"]
L*+iH = H,L*" =K1Ky K (1.3)
[L°]-[H]

A fenti egyenletben L* a molekula z t6ltésti legbazikusabb formaja, amely i szamu
protont képes felvenni. A makroszkopikus leiras a folyamatban résztvevd részecskéket
sztochiometriai Osszetételiik szintjén definidlja, a protonalodas pontos helyét nem adja

meg.

10
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A vizsgilt négy vegyiiletre jellemzd makroszkopikus protondlodasi éllandok
értékének meghatarozasaval mar korabban is foglalkoztak, a kapott adatok azonban
hianyosak és nem kovetkezetesek, eltéré analitikai modszerek alkalmazasaval (pH-
potenciometrias titralas [53-57], UV-pH titralas [56], NMR-pH titralas [54], 1. tablazat),
kiilonbozo koriilmények (ionerdsség, homérséklet) mellett végzett mérések soran
adodtak. Mivel a makroszkopikus protonalodasi allandok tovabbi szamitasaink alapjat is

képezik, sziikség volt a molekulak teljes, kelléen megbizhatd és pontos jellemzésére.

1. tablazat: A vizsgalt szelenol és diszelenid vegyiiletek szakirodalomban megtaldlhato

makroszkopikus protonalodasi allandoi.

szelenocisztein szelenocisztin szelenociszteamin  szelenocisztamin

[56, 57] [54] [53-55, 57] [54]
logK1 9,96; 10,68 9,50 10,99; 11,45; 10,8 10,77
logK> 5,24; 5,43 8,32 5,31; 5,01; 5,50; 5,0 9,65
logKs 2,01; 2,21 nincs adat - -
logKs - nincs adat - -

1.3.2. Protonalodasi folyamatok mikroszkopikus szintii leirasa és vizsgadlata

Mig a makroallando csak a felvett protonok szamat adja meg, addig a mikroszkopikus

rrrrr

bazis funkciéval rendelkezd csoportjanak protonaltsagi allapota is definilt.

rrrrr

mar 1895-bél talalunk szakirodalmat [58]. Az alapvetd Osszefiiggéseket a
haromcsoportos CysSeH példajan mutatjuk be, makro- és mikrospeciacids séméja a 3.

abran lathato.

11
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A 1> s=—== HL s=—== HL =—== HL
b k> e
NFH =—> NrH
SeE SeEH
¢ o R o) ﬁ% .
N fo
a c f h
N K= N N—H Ko Nr-H
SeE SeEH Se SeEH
o o) O-H . OLH
o N \k.of‘o

B , K

//

o)

Z0OOZ ZOOZ Z0OO0OZ
|

N'=

3. d@bra: A szelenocisztein (A) és a szelenocisztin (B) protonadlodasanak makroszkopikus

(feliil) és mikroszkopikus (alul) séemaja. Félkovérrel kiemelve a domindns protonalodasi

utvonal lathato. A szelenolat-, karboxilat- és aminocsoportokat rendre Se, O és N betiik

jelolik.

A CysSeH makro- és mikrorészecskéinek koncentracidja kozott a kovetkezd

Osszefliggések allnak fenn:
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[L*]=[a] (14)
[HL] = [b] + [c] + [d] (15)
[H,L] = [e] + [f] + [g] (1.6)
[H3L"] = [h] (1.7)

Az egyes k mikroallandok az adott funkcios csoport bazicitasat jellemzik a tobbi
csoport adott protonaltsagi allapota esetén. A Kk mikroallandohoz felsé indexben
kapcsolodo jelolés a protondldodd csoportot, mig az alsd indexben lathato betiijel a
protonalt csoportot jelenti. Példaként a CysSeH szelenolatcsoportjanak (Se)
protonalddasat leird mikroallandd abban az esetben, ha a molekula karboxilatcsoportja

(O) protonalt allapotban van:

(g]
kSe _ _ e 1.8
O [d][H+] ( )

Az amino- és a karboxilatcsoportok protonaltsagatol fiiggden tovabbi harom, a

szelenolatcsoport bazicitasat jellemzd mikroalland6 definialhato:

[c] « Lol «  [h
k; _— kN = —— 1.9
N bl [HT] MO ) H (1.9)

A makro- és mikroallandok kozt fennalld 6sszefiiggések:

B, =K =K+ K>+ (1.10)
By = KKy =Kk + KNk + Kk = Kk + K kg, + KO- kD = (1.11)
By = Ki-KyKs = k- k- koo = K- kx- Ko = .. (1.12)

A fenti egyenletek hasonlé megfontolasokkal levezethetok két és négy sav-bazis
funkcids csoportot tartalmazoé molekulakra is [59]. A CysASeH és a CysASeSeCysA

protonalddasat a 4. 4bra illusztrélja.

13
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Az emlitett szelenol és diszelenid vegyiiletek koziil a szakirodalomban eddig

mikrodllandokat kizarolag a CysASeH molekulara hataroztak meg (logkse:6,47;
logk™=10,99; logky=5,01; logky =9,53) [53].

L == HL === HL |L === HL' === HL*

/\ /\
\/Se \/

4. dabra: A szelenociszteamin (A) és a szelenocisztamin (B) protondlodasanak

makroszkopikus (feliil) és mikroszkopikus (alul) sémdja.

A mikroszkopikus protonalédasi allandok meghatarozasa kozvetleniil a
makroallandok értéke alapjan csak kivételes szerkezettel rendelkezd, teljesen
szimmetrikus molekulak esetében lehetséges [60]. Példaként a CysASeSeCysA-ra, egy
kétcsoportos, szimmetrikus molekulara teljesiild Osszefliggések az 1.10 és az 1.12

egyenletbdl levezetve a kovetkezok:

logk™ =logk™ = logK, — log2 (1.13)
loghN =logkN: = logK, + log2 (1.14)

Amennyiben ez a feltétel nem teljesiill a vizsgalt molekulara, a teljes
részecskespecifikus jellemzéshez tovabbi informdaciéra van sziikség. Ilyenkor
hasznalhatd rokon szerkezetli vegylilet bazicitds adata (deduktiv modszer), illetve

kiilonb6z6 spektroszkopids modszerek (UV-pH titralas, NMR-pH titralas stb.), amelyek
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a molekula olyan tulajdonsagat vizsgaljak, amelynek valtozasat kizardlag egy csoport
protonalodéasa befolyasolja. A tovabbiakban csak a doktori munka soran alkalmazott
deduktiv modszert targyaljuk részletesen.

A deduktiv modszer alapjat azok a tudomanyos munkak adjak, amelyek rokon
szerkezetli molekulak egyes csoportjainak hatasat figyelték meg mas sav-bazis funkcios
csoportok bazicitdsara. Mar az elsd részecskespecifikus protonalodasi allandokkal
foglalkoz6 koézleményben ramutatnak, hogy a karboxil- és a karboximetil-csoportok
kozel azonos mértékben csokkentik egy masik csoport bazicitasat, amely érték viszont
jelentdsen eltér a karboxilatcsoport hatasatol [58]. A metilcsoport jelenléte mintegy
modellezi a protonalt allapotot, azaz a karboximetil-csoporttal rendelkezd szarmazék
makroallandéja megfeleltethetd a vizsgalt molekula kg, mikroallandéjanak, ahol X a masik
protonalhatd csoportot jelzi. Legtobbszor a karboxilatcsoport protonalt allapotat
modellezik metilészterként [61, 62], etilészterként [63] vagy savamidként [64], mig a
protonalt aminocsoportokrol kvaternerezett szarmazékokat vizsgalva kaphatunk
tobbletinformaciot [65].

Tobbesoportos molekulak kozel esd csoportjai esetén az egyik protonalddasa altalaban
csokkenti a masik bazicitasat, ezt szamszerisiti a kolcsonhatasi tényez6 (AE). A CysSeH
példdjan bemutatva a karboxilat- és aminocsoportok egymasra kifejtett hatasat a

kovetkezo osszefiiggésekkel jellemezhetjiik:

logAE, , = logko - logkg = logkge - logkgse = logkN - logkgI = (115)
= logkIS\Ie — logkgeo .

Szintén a deduktiv modszerhez soroljuk azt az eljarast, amikor a modellvegyiiletként
valasztott molekula bazicitas adatai helyett kdlcsonhatdsi tényezdit hasznaljuk fel a
mikroallandok meghatarozasara [66-68]. A modszer megbizhatdsagat bizonyitjak azok
az eredmények, melyek szerint hasonlé szerkezetli molekuldk esetén a kolcsonhatési
tényezok értéke kevésbé valtozik, mint a mikroallandok [66-70].

Mivel a deduktiv modszer kozelitésekkel €1, akkor célszerii alkalmazni, ha nem

lehetséges a protonalodas csoportszelektiv megfigyelése, illetve, ha a mikrorészecskék

crer
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modszerrel szerzett informaciét nagyobb hiba terheli, mint amekkora a deduktiv
modszerbdl fakad [71].

A tiol-diszulfid rendszerek sav-bazis tulajdonsagait leir6 paramétereket a doktori
munka soran nem vizsgaljuk, értékiiket korabbi eredmények [15, 16, 24] alapjan

hasznaljuk fel tovabbi szamitasokhoz. Az adatokat a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: Néhany tiol-diszulfid rendszer vegyiileteinek korabban meghatarozott,

tovabbi szamitdsokhoz felhasznalt egyes makro- és mikrodllandoinak értéke.

glutation(¢] glutation-diszulfid!**] ditiotreitol!?*

logKy 9,65 logK1 9,53 logK1 10,1
logK> 8,78 logK> 8,83 logK> 9,2
logK3s 3,52 logKs 3,85
logKs 2,22 logKs 3,15
logkN 9,49 logKs 2,32

logKe 1,60

logkN 9,41

logky 9,25

14. Részecskespecifikus redoxi egyensilyok

A szelenol-diszelenid rendszerek standard redoxipotencialjanak meghatarozasa a
kézenfekvonek latszo és redoxipotencidlok meghatarozasara leggyakrabban alkalmazott
nemesfém-elektrodos elektrokémiai modszerrel — a tiol-diszulfid parokhoz hasonléan —
fém-komplexek képzddése miatt a gyakorlatban nem kivitelezhetd. E redoxipotencialok
jellemzéséhez igy ismert tulajdonsagu vegytiletekkel alkotott kémiai egyensulyokat kell
tanulmanyoznunk. A DTT alkalmazhatosagat szelenol-diszelenid rendszerek
vizsgalataban a korabbiakban mar részleteztiik. A fennallo redoxi egyensulyt az 5. abra

mutatja be.
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OH OH
I HS/\/\/SH + RSeSeR HS/WSSGR + RSeH
OH OH
OH HO S
I HS/\/\/SSQR _— ji:é + RSeH
OH HO
OH HO
. SH _Ae . S +2RSeH
|||.HS/\_/\/ + RSeSeR =————= é e
OH HO

5. dbra: Egy diszelenid vegyiilet és a DTT egyensulyi reakcioja.

Mivel a DTT igen nagy hajlammal rendelkezik a gytr(i zar6dasaval jar6 masodik
oxidacios 1épésre [25], valamint a diszelenidek joval stabilabbak, mint a szeleno-szulfid
(R-Se-S-R) vegyiiletek [72], az 5. abran az 1. és 1. szamu reakciok jo kozelitéssel a III.
szammal jelzett 1épéssé egyszerlsithetok. A diszelenid-szelenol atalakulas kémiai
egyensulyat leird latszolagos (conditional) Kc egyensulyi allando, valamint a szelenol-
diszelenid redoxirendszerre jellemzé elektrodpotencial a kovetkezd Osszefiiggésekkel

adhat6 meg:

_ [RSeH]* [DTT,, ]
Ke= [DTT]-[RSeSeR] (1.16)
R-T.1 [RSeSeR]

— n - 2
zF [RSe]

E=E°+ (1.17)

ahol E° a standard redoxipotencial, R az egyetemes gazallando, T az abszolut
hémérséklet, z az elektronszam-valtozas, F a Faraday-allando.

Szelenol-diszelenid rendszerek vizsgalatakor sav-bazis és redoxi folyamatok is
zajlanak, igy tobb egymasra hatdo kémiai reakcid egyensulya all fenn. Ennek
kovetkeztében a kozvetleniill mért koncentraciok alapjan csak latszoélagos, pH-fliggd
egyensulyi allandot és redoxipotencialt tudunk meghatirozni. A szervezetben lejatszodo
biokémiai reakciok mélyebb megismerése érdekében sziikség van a folyamatok
részecskeszintli jellemzésére. A makro- és mikrorészecskék koncentracidja kozotti
Osszefliggés alapjan (1.4-1.7 egyenletek) a latszolagos paraméterek pH-fiiggetlen,

részecskespecifikus allandokra bonthatok. A CysSeH példajandl maradva, a
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redoxireakciokban részt vevo, azaz szelenolatcsoportot tartalmazéd mikrorészecskéket (a,

b, d, f) és szimmetrikus oxidacios termékeiket (a’, ', k', p”) a 6. abra mutatja be.

0 0 0 O
oo oo s o s o
NH, *NH, NH, *NH,
a b d f

NH, o *NH, o NH, o “NH; o
e Se _ o Se _ Ho Se HO Se
W%/ \Se’\Hj\o \[,H\/ \SE’YJ\O WA/ \SGYJ\OH \ﬂ/b \se’\l)J\OH
o] NH, o] NH; 0 NH, o NHs

al f. kr pv
6. dbra: A szelenocisztein szelenolatcsoporttal rendelkezé mikrorészecskéi, alattuk

rendre a veliik egyensulyban allo szelenocisztin mikrorészecskék.

A szelenol ¢és diszelenid formak amino- ¢és karboxilatcsoportjara jellemzd
csoportspecifikus protondlodasi allandok hasonldsdga miatt diszelenid vegyliletek ¢és
DTT reakcidjaban a csoportok ionizaltsagi allapota nem valtozik (a 6. abran lathatd
modon példaul az f* CysSeSeCys mikrorészecske redukcidja sordn sziikségszeriien a b
CysSeH részecske keletkezik). Az egyes mikrorészecskék szelenolatcsoportjat a masik
két funkcios csoport protonaltsagi allapotatol fiiggden eltérd elektrosztatikus hatasok érik,
igy kiilonb6z6 sav-bazis és redoxi tulajdonsagokkal rendelkezik. A részecskespecifikus
redoxi egyensulyi allandok és standard redoxipotencial értékek (rendre k* és E°, ahol x
a megfelelé szelenol-diszelenid redoxirendszer szelenolatcsoportot tartalmazo
mikrorészecskéjének betiijele) kiszamitasa a tiol-diszulfid rendszerek vizsgalatara
korabban kidolgozott modszer alapjan lehetséges [19, 20, 52]. A meghatarozashoz
sziikség van a latszolagos egyensulyi allandokra és a vizsgalt molekulak protonalodasi
makro- és mikroallanddira. A CysSeH b mikrorészecskéjének szelenolatcsoportjara

jellemzd kP pH-fiiggetlen, részecskespecifikus redoxi egyensulyi alland6 a kovetkezo:

b_[b]* [DTTy]
k —[DTTZ']-[f] (1.18)

A DTT teljesen deprotonalt, illetve oxidalt formdjanak koncentracidja a

crer
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c s ey

(x) a szorzata adja meg.

kN'[H+]
K[ +K Ko B+ Ko K [H]

[b]=[CysSeH] y,=[CysSeH] (1.19)

Az 1.19 egyenlet az 06sszes mikrorészecskére analog modon felirhatd, ezeket
beillesztve az 1.18 egyenletbe a kovetkez6 Gsszefiiggést kapjuk, amely az 1.16 egyenlet

alapjan tovabb egyszertisithetd:

o 7 DT ] [CysSeHP 5 [DTTw] 4 (120
[DTTZ][f]  [DTT] xppe - [CysSeSeCyslyy — © Xprez %

Mindezek alapjan, ha ismert a K¢ latszolagos redoxi egyensulyi allando, valamint a
harom mikrorészecskére jellemzé moltort adott pH-értéken, az ismeretlen
részecskespecifikus redoxi egyensulyi allandok az 1.20 egyenlettel analog 6sszefiiggések
alapjan meghatarozhatok.

Annak érdekében, hogy a szelenol-diszelenid rendszerekrdl kapott eredmények
egységesek és Osszevethetok legyenek a szakirodalomban szereplé, GSH-nal szemben
meghatarozott értékekkel, a DTT-GSSG kémiai egyensulyt is jellemezniink kell. A
lejatsz6dd kémiai reakcid szintén egy lépésként értelmezhetd, a vizsgalat soran
alkalmazott, a DTT reduktiv aktivitasat lehetévé tevé pH-értékeken a GSH B, a GSSG E’
mikrorészecskéje a dominans (7. abra, a mikrorészecskék felhasznalt irodalomban [15,
16] talalhato jelolését megoériztiik). Az emlitett részecskékre jellemzd standard
redoxipotencial értékét (E°s = - 0,374 mV) tovabbi szamitasokhoz korabbi eredmények

alapjan [19] hasznaltuk fel.
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H OH
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2 -OWN N\)ko— + iz
N H 0 HO

NH,
1. abra: A vizsgalt pH-értékeken domindans E* GSSG mikrorészecske és a DTT kozott

létrejovo kemiai egyensuly.

1.5. 7’Se NMR spektroszképia

A szelén 77-es tomegszamu izotdpjanak atommagjaban 34 proton és 43 neutron
talalhatd, eredé magspinje 72, igy NMR spektroszkopiaval vizsgalhato. El6szor az 1950-
es évek elején bizonyitottdk a "’Se NMR gyakorlati kivitelezhetéségét [73, 74], nem
sokkal ezutan az analitikai modszert szeléntartalmu szerves molekulékra is kiterjesztették
[75]. A ""Se izotop természetes eléforduldsa 7,63%, magneses momentuma 0,926,
giromagneses allandéja 5,125, 'H maghoz viszonyitott relativ érzékenysége 5,37-10%, 13C
maghoz viszonyitott relativ érzékenysége 3,15 [76]. A "’Se kémiai eltolodasa rendkiviil
érzékeny a molekuldris kdrnyezet valtozasaira, az eddig mért '’Se kémiai eltolodasok kb.
2800 ppm széles skalat fednek le [77, 78]. A 7"Se NMR elsé fénykorat az 1970-1980-as
években élte, ennek soran foként szerves molekuldkban talalhaté szelén atommagok
kémiai eltolodasait irtak le. A szelén a szervezet antioxidans folyamataiban betoltott

jelentdsége miatt Gjra a figyelem kozéppontjaba keriilt, igy a Szelenoproteinek
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analizisében kiemelkedd jelentdségii "’Se NMR spektroszkopia Gjra tért nyerhet. Ennek

egyik feltétele, hogy megfeleld referenciavegyiilet alljon rendelkezésre.

1.5.1. Kémiai eltolodas referenciak

A kémiai eltolodas (0, Hz vagy ppm) az NMR spektrum x-tengelyérdl leolvashatd
egyik alapveté informacid, Kiilonboz6 kémiai kornyezetli atommagok eltéré kémiai
eltolodassal jelentkeznek. Az NMR mérés soran kapott eredményeket a megfeleld
pontossag és Osszehasonlithatdésag érdekében egy adott frekvencidhoz viszonyitjak. A
referenciafrekvencia altalaban egy vegylilet meghatarozott atommagjara jellemzo. A
referenciaanyagtol elvart tulajdonsagok, hogy egyszerii és nagy intenzitasu jelet adjon,
igy jelenléte alacsony koncentracioban alkalmazva csekély hatassal van a mérend6 anyag
kémiai eltolodasara. Tovabbi elvaras, hogy kémiai eltolodasa minél inkabb valtozatlan
legyen a kiilonb6z6 mérési koriilmények kozott is. A tovabbiakban a kémiai eltolodas
skala referencialasanak harom leggyakrabban hasznalt technikéajat részletezziik [79, 80].

Belso referencia alkalmazdsa esetén a referenciaként szolgald vegyiiletet kozvetlentil
a mérendd oldathoz adjuk, 'H és ¥C NMR spektroszképiaban ez a leggyakrabban
alkalmazott modszer. A referenciamolekula kivalasztasa esetén a kémiai eltolodas
standard anyagokra vonatkozd altalanos kovetelményeken feliil figyelembe kell venni
oldhat6sagat az adott oldoszerben, illetve (minél kisebb) reaktivitdsit a mintaban
talalhato egyéb anyagokkal szemben.

Kiils6 standardként a referenciaoldatot egy kisebb atméréji, koaxialis, tn. insert cs6be
toltik, majd ezt belehelyezik a mintat tartalmaz6 NMR csébe. A két oldat igy fizikailag
nem érintkezik, kiilonb6z6 olddszerek haszndlhatdk, és az esetleges kémiai reakcioktol
sem kell tartani. Az NMR spektroszkopias mérést elvégezve a két oldat egy spektrumban
jelenik meg. A moédszer hatranya, hogy az insert cs6 térkitoltése miatt az alkalmazhato
minta térfogata, igy a mérés érzékenysége is csokken.

A szubsztiticidés modszer soran a mintat és a referenciat kiilon NMR csdben, két kiilon
NMR mérés sordn vizsgaljuk, majd a mintardl kapott NMR spektrum kémiai eltolodas
skalajat a referenciara jellemz6 ismert frekvenciaértékhez viszonyitjuk. A mérések
megbizhato kivitelezéséhez sziikséges az olddszerek deutérium atommagjaihoz torténd

frekvenciardgzités, a megfeleld lock szint beallitasa.
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Az eldbb ismertetett modszerek feltételezik, hogy minden NMR-aktiv mag esetén
rendelkeziink jol ismert és részletesen jellemzett, megfeleld tulajdonsagokkal biré kémiai
eltolodas referenciaanyaggal. Heteroatomok (barmely NMR-aktiv mag a ‘H és °C
atommagok kivételével: 1°F, 3P, 7’Se sth.) mérése soran gyakran hianyos az alkalmazhat6
referencidk listaja. Ezen feliill a Nemzetkozi Tiszta és Alkalmazott Kémiai Szovetség
(IUPAC) hivatalos ajanlasa az, hogy minden kémiai eltolodas a ,,végtelen higitasban”
alkalmazott tetrametilszilil (TMS) deutero-kloroformos (CDCI3) oldatiban mért
legintenzivebb H jel frekvenciajahoz viszonyitva keriiljon bemutatasra, igy egységes,
Osszehasonlithat6 adatokat kapunk. Vizes oldatok esetén egy tovabbi vegyiilet, a natrium-
3-(trimetilszilil)-1-propanszulfonat (DSS) alkalmazasa is lehetséges. Az ajanlas
heteroatomok mérése esetében foként a szubsztitiicios modszerrel kivitelezhetd, azaz két
kiilon mérést végziink el két kilonb6z6 NMR-aktiv magra jellemzd
frekvenciatartomanyban. Az irodalomban szerepld, heteroatomokra vonatkozé kémiai
eltolodas adatokat azonban a kialakult konvenciot kovetve gyakran adott heteroatomot

tartalmazo6 referenciavegyiilet frekvenciajara vonatkoztatva adjak meg.

1.5.2. ""Se NMR spektroszkdpiaban alkalmazott szeléntartalmii referenciaanyagok

A ""Se NMR spektroszkopia bevezetésekor a kémiai eltolédasokat bemutaté munkak
egyértelmil ajanlds hianyaban kiillonbozo szelénvegyiileteket hasznaltak referenciaként:
szelén-oxikloridot [81], dimetil-szelenidet [82, 83], szelenofént [84-87], 1,2-di-(p-
tolildiszelan)-t [88], szelén-dioxidot [89], natrium-szelenitet [90] és szelénessavat [54,
81, 91-93]. Mi tobb, nemcsak a felhasznalt anyagok voltak eltéréek, de az alkalmazott
mérési  koriilmények mint a hdmérséklet, koncentracid, ionerdsség sem voltak
egységesek. Ezt kovetden két tudoméanyos munka is foglalkozott szeléntartalmu, kémiai
eltolodas referenciaként hasznalhatdo anyag vizsgalataval [82, 94]. A dimetil-szelenid
mint lehetséges kémiai eltolodas referencia mar korabban megjelent az irodalomban [83],
ekkor azonban alkalmazhatosagat még nem tamasztottak ala mérési eredményekkel.
Luthra és mtsai. [82] kiilénbozé koriilmények mellett vizsgaltak a dimetil-szelenid 7'Se
kémiai eltolodasat, meghataroztak az oldoszer, a hémérséklet, valamint a koncentracio
hatdsat a referenciafrekvenciara. Eredményeiket értékelve kémiai eltolodas
referenciaként 60 V/V% dimetil-szelenidet tartalmazo deutero-kloroformos (CDCIs)

oldatot javasoltak. Habar belsé referenciaként vald hasznalata is emlitésre Kkertilt,
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reaktivitdsat mas szeléntartalmti anyagokkal nem vizsgaltak, az irodalom pedig arr6l
tanuskodik, hogy a dimetil-szelenidet szinte kizarélag kiilsé referenciaként hasznaljak.
Mivel a referenciaoldat deutero-kloroformot tartalmaz, vizes oldatokra kiilsé
referenciaként alkalmazva a megfelel6 lock szint elérése problémaba iitkGzhet az
alacsony deutérium koncentraci6 miatt. Mindemellett fontos megjegyezni, hogy a
dimetil-szelenid illékony és mérgezd anyag, igy gyakorlati munka szempontjabol nagy
odafigyelést és megfelel6 védofelszerelést igényel. Hatranyai ellenére a dimetil-szelenid
a leginkabb elfogadott "'Se NMR kémiai eltolodas referencia, a legtébb tudoményos
munka, amely mas szelénvegyiiletet hasznal standardként, végsé eredményét az
Osszehasonlithatosag érdekében dimetil-szelenidre vonatkoztatva kozli [54, 93].

A szelénessav elénye a dimetil-szelenidhez képest, hogy vizoldhato, igy a
referenciaoldat készitésekor oldoszerként deutérium-oxid hasznalhato. Az igy késziilt
mintadban magasabb a deutériumatomok szama, mint kloroformos oldatok esetén,
nagyban megkonnyitve a megfeleld lock szint elérését. Az insert csoves kiilso referencia
alkalmazasakor az 6sszehasonlito oldat térfogata a minta térfogatdnak hozzavetdlegesen
tizedrésze, igy a megfeleld deutérium koncentracio elérése még 1ényegesebb szempont.
Milne [94] mélyrehatdan tanulmanyozta a szelénessav ''Se NMR kémiai eltoloddsanak
valtozasat kilonbozé homérséklet- és koncentracioértékek mellett, ezen feliil kitért az
oldészer nehézviztartalmanak hatasara is, valamint a protonalodas/deprotonalodas okozta
eltéréseket is ismertette. Eredményei alapjan a szelénessav telitett vizes oldatat kizardlag
kiils6 referenciaként hasznaljak.

Habar két szeléntartalmt anyag is rendelkezésre all kémiai eltolodas referenciaként
"Se NMR spektroszkopiaban, tovabbra sincs lehetdség belso referencia alkalmazasara,
foként vizes oldatok esetén. Szelenoproteinek biomimetikus kdzegben vald vizsgéalatakor
azonban, ha a kiilonb6z6 kémiai kornyezetli szelénatomok kémiai eltoloddsat minél
pontosabban meg szeretnénk hatarozni, elengedhetetlen egy vizes kézegben megfeleléen

hasznalhato belso referencia.
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2. Célkitiizések

Doktori munkdm célja a bioldgiai jelentdségli szelenol-diszelenid egyensulyi
rendszerek részecskespecifikus sav-bazis és redoxi tulajdonsagainak jellemzése, valamint
korrelaci6 meghatarozasa az eredményiil kapott egyes mikrorészecskékre jellemzd
paraméterek és 1H, 13C és ""Se kémiai eltolodasok kdzott.

Ennek fontos része a vizsgalt molekulak sav-bazis tulajdonsagainak jellemzése makro-
¢és mikroszkopikus szinten, melyhez szarmazék vegyliletek elballitasa sziikséges. A
kapott eredményeket az irodalomban fellelhetd értékekkel 6sszevetve elemezziik.

Tovabbi célunk az emlitett szelenol-diszelenid rendszerek DTT-re vonatkoztatott, pH-
fliggetlen,  részecskespecifikus  redoxi  egyensulyi  4llanddinak,  valamint
részecskespecifikus standard redoxipotencial értékeinek meghatarozasa. Ehhez
elézetesen sziikség volt a DTTox/DTT tiol-diszulfid rendszer standard redoxipotencial
értékére is, melyet a GSH/GSSG redoxirendszerrel alkotott kémiai egyensuly alapjan
kaptunk meg.

Annak érdekében, hogy kell6képpen pontos kémiai eltolodas értékeket kapjunk, célul
tiiztik ki egy '"Se NMR spektroszkopia soran vizes kozegben belsé standardként
hasznalhato kémiai eltolodas referencia anyag részletes mérési adatokkal alatdmasztott

bevezetését.
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3. Modszerek

3.1. A Kkisérletes munka soran felhasznalt anyagok

A mérésekhez hasznalt valamennyi analitikai tisztasagh vegyszert (mérdoldatok
komponenseit, inert sokat az ionerdsség bedllitasahoz, a mérésekhez felhasznalt
puffersokat) a Sigma-Aldrich, a Merck és a Reanal gyartoktol szereztiik be. Az *H és °C
NMR spektroszkopiahoz kémiai eltolodas referenciaként natrium-3-(trimetilszilil)-1-
propanszulfonatot (Tokio Chemical Industry), koncentracié standardként terc-butilamint
(Sigma-Aldrich) hasznaltunk. Oldészerként kétszer desztillalt vizet, deutérium-oxidot
(D20, VWR Chemicals) vagy deuteralt kloroformot (CDCls, VWR Chemicals)

alkalmaztunk.

3.1.1. Szelenol és diszelenid vegyiiletek

A szelenol-diszelenid rendszereket leird eredmények reprodukalhatosagat vizsgalva
az anyagokat két kiilonb6z6 gyartotol szereztiik be. A szeleno-L-cisztin (CysSeSeCys) a
Sigma-Aldrich és az Acros Organics, a szelenocisztamin-dihidroklorid (CysASeSeCysA
-2 HCI) a Sigma-Aldrich és az AKos GmbH terméke volt. Kereskedelmi forgalomban a
konnyen oxidalodd szelenol vegyiiletek nem voltak elérhetk, igy azokat in situ
redukcioval allitottuk el6 diszelenidjeikb6l. Redukaloszerként ditiotreitolt (Tokio

Chemical Industry) és natrium-borhidridet (NaBH4, Sigma-Aldrich) hasznaltunk.

3.1.2. H NMR-pH indikatormolekuldik

A diklorecetsavat (pH: < 2,3), aceton-oximot (pH: <2,8 és 11,6-13,1), szarkozint (pH:
1,0-3,5 és 8,7-11,6) és a terc-butilamint (pH: 9,7-12,2) a Sigma-Aldrich, a natrium-
acetatot (pH: 3,6-5,6) és az imidazolt (pH: 5,5-8,9) a Reanal gyartoktol szereztiik be.

3.1.3. Eloallitott modellvegyiiletek

A CysSeSeCys dimetil-észter szarmazékat allitottuk elé: metanolban feloldva, majd
tionil-kloriddal  kevertetve az elegyet 24 oraig refluxaltuk. Szirés utan
vakuumdesztillacioval tavolitottuk el az oldoszert. A terméket tovabbi tisztitas nélkiil

hasznaltuk fel, azonositdsa NMR spektroszkopiaval tortént.
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3.1.4. Vizsgalt ""Se NMR kémiai eltolédds referenciamolekuldik

A dimetil-szelenoxidot (AKos GmbH), 1,1-dimetil-2-szelenokarbamidot, natrium-
szelenitet, szelénsav oldatot és a vizmentes natrium-szelenatot a Sigma-Aldrichtol

vasaroltuk.

3.2. NMR spektroszkopias mérések

Az NMR spektrumok felvételéhez 600 MHz-es Varian Unity Inova spektrométert
hasznaltunk. A méréseket 25,0 £ 0,1 °C-on végeztiik, az oldoészer H2O:D20 95:5 V/V%-
os elegye volt 0,15 mol/dm?® ionerésség mellett (ettdl eltérd mérési koriilmények
alkalmazasat a tovabbiakban kiilon részletezziik). A mintak térfogata 600 pl, insert csé
alkalmazasa esetén 550 pl. A pH-t indikatormolekulak segitségével in situ hataroztuk
meg [95, 96], az egyes vegyliletek altal megbizhatoan jelzett pH-tartomanyokat a 3.1.2.
fejezetben ismertettiik. 'H NMR mérések soran, amennyiben sziikséges volt, a vizjelet
elételitd (presaturation) pulzussal nyomtuk el, az alkalmazott mérési paraméterek
kiilonb6z6é magok esetén:

'H: akkumulalt spektrumok szdma (nt) = 16, mérési pontok szdma (np) = 32768,

mérési ablak = 9615,4 Hz, mérési id6 = 1,703 s, késleltetési ido =1,5 s

késleltetési 1d6 = 1 s.

"Se: nt = a minta koncentraciojatol figgden 128-65536, np = 262144, mérési ablak =
131578,9 Hz, mérési id6 = 0,943 s, késleltetési id6 = 1 s. A kapott spektrumot a TMS
0,03 V/V%-0s, CDCls-mal késziilt oldatanak 'H frekvenciajara vonatkoztattuk.

3.2.1. NMR-pH titralasok

NMR-pH titralasokat két NMR-aktiv magra, *H-re és ’Se-re végeztiink el 0,60-13,40
kozti pH-tartoméanyban 0,15 mol/dm?® vagy 1 mol/dm?ionerdsség mellett. *H NMR-pH
titralasok sordn a minta koncentracioja tipikusan 10 mmol/dm® volt. A natrium-
hidroxiddal késziilt torzsoldatokhoz sosavat adva allitottuk be a kivant pH-értéket. A

mintakészitéshez hasznalt 5 V/V% D20 a protonok és a deutériumok aktivitdsanak
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Osszefliggése alapjan a pH-skalat a meghatdarozas hibajan beliil, maximalisan 0,02

egységgel torzitja [97, 98].

3.2.2. Kvantitativ'H NMR spektrumok felvétele

A reaktansokat (CysSeSeCys, CysASeSeCysA, GSSG, DTT) tartalmazé torzsoldatok
készitéséhez borax-borsav puffert hasznaltunk oldoszerként. A DTT-t tartalmazo
torzsoldathoz terc-butilamint adtunk, mely pH-indikatorként és belsé koncentracio
stardardként kettds feladatot latott el. A DTT-t és az egyik reaktanst tartalmazo
torzsoldatokat Osszeontve a kivant pH értéket sosav vagy natrium-hidroxid el6irt
mennyiségét hozzaadva allitottuk be [99], majd késedelem nélkiil felvettiik a kvantitativ
'H NMR spektrumokat (elételitd pulzus, nt = 16, np = 64000, mérési idé6 = 1,703 s,
késleltetési id6 = 15 s). Annak bizonyitasara, hogy a mintakészités és a vizsgalat
elvégzése kozti id6 elegendd az egyensuly létrejottéhez, a mérést a minta készitése utan
azonnal, 15 perccel, egy oraval és 24 oraval is elvégeztiik. Mivel a kapott spektrumok
kozott eltérést nem tapasztaltunk, arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az egyensuly
beallta diszelenid vegyiiletek és DTT kozott pillanatszerii, amely 6sszhangban van a tiol-
diszulfid rendszereket leird eredményekkel [100]. Diszelenid és diszulfid vegyiiletet nem
tartalmazo tres kisérletet is végeztiink, hogy figyelembe tudjuk venni a DTT esetleges

oxidacidjat a levegd oxigénjének jelenlétében.

3.2.3. Referenciamolekulik vizsgalata soran alkalmazott mérési paraméterek

A referenciavegylilet bevezetéséhez sziikséges volt alaposan megvizsgalni a valasztott
vegyiiletek kémiai eltolodasat a mérési koriilmények valtoztatasa soran. Tanulmanyoztuk
a homérséklet, az ionerdsség, a koncentracio, az oldoészer D,O-tartalmanak és a molekula
protonalddasanak/deprotonalodasanak hatasit a "’Se kémiai eltolddasra, illetve a
referenciaoldat eltarthatosagat. Az eljaras soran alkalmazott mérési koriilményeket a 3.
tablazat foglalja 6ssze. A kapott adatsorok statisztikai elemzését a MedCalc v12.5.0.0.
(MedCalc Software Ltd., Ostend, Belgium) szoftverrel végeztiik.
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3. tabldzat: A ""Se kémiai eltolédas referenciamolekulak vizsgalata soran alkalmazott
méreési koriilmények. A tablazatban talalhato pH~7 jelzés esetén a mintakészitéshez

kizarolag nem hidrolizalo sok vizes oldatat hasznaltuk.

vizsgalt paraméterek mérési koriilmények
o c | V%
paraméter  intervallum pH T (K) (mol/dm?)  (mol/dm?) D,O
1,36-11.68: 0.05: 0.15.
pH 0.66-13,09 - 298 0.333 1,00 5
T (K) 203-328 | 878 i 0,333 1,00 5
C
(molidmy  0:0025:05 7 2903 ] 15 5
l
moame) 0151 7 2903 0,05 i 5
V% D0  5-100 -7 203 0,333 1,00 i
0-127: | 11,50: 0,05: 0.15:
t (nap) 0-133 g7g 2% 0.333 1,00 5

3.3. Kiértékelés
3.3.1. NMR-pH titralasok kiértékelése

A H NMR-pH titralasi gorbék kiértékeléséhez az OriginPro 8.0 (OriginLab Corp.,
Northampton, MA, USA) szoftvert hasznaltuk. A tobbvaltozos, nemlinearis

paraméterillesztés a o - pH adatsorokra a kovetkez6 Gsszefiiggés alapjan tortént [60]:

oLt X onL -10o8hi -1 PH

(3.1)

ahol J. a teljesen deprotonalt részecske kémiai eltoloddsa, dy, az i szamu protont
felvett ligandumok kémiai eltolodasa, n @ molekula protonalhaté csoportjainak szama, fi
pedig az adott Iépést leird kumulativ protonalodasi allando.

"Se NMR-pH titralasok esetén az inflexids pontok tul alacsony pH értéknél adodtak,

igy paraméterillesztés nem volt lehetséges.
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3.3.2. Kvantitativ*H NMR spektrumok kiértékelése

Az NMR spektrumok kvantitativ kiértékelését az ACD/NMR Processor Academic
Edition v12.01 (Advanced Chemistry Development, Toronto, ON, Canada) szoftverrel
végeztiik. A program segitségével a mérések soran kapott 'H NMR spektrumokra
Lorentz-gorbéket illesztettiink automatikus alapvonal és faziskorrekcio mellett. Egy adott

jel integraljanak értéke a jelet képzd ekvivalens H atomok szamaval és a vegyiilet

crer

crer

nem volt lehetséges, anyagmérleggel szamolva, ismert bemérések alapjan hatdroztuk meg
a koncentraciot.
A végeredményként kapott paraméterek kozotti korrelacios analizishez az OriginPro

8.0 (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA) szoftvert hasznaltuk.
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4. Eredmények

4.1. A szelenocisztein és a szelenocisztin protonalodasi allandoi

4.1.1. Makroszkopikus protondlédasi dllandok meghatdrozasa

A CysSeH és a CysSeSeCys 'H NMR spektrumat és jelhozzarendelését a 8-9. abra
mutatja be.

| I
J L ) J ORI | VU
S v 731 1’14 7 LT T r-"[l.” r|::|ljrr'- r}Tﬁ ‘‘‘‘‘‘‘‘‘ 3.T?1 171‘.":.7'--'73.1:-'7;’;"—‘
.‘\ . ; . // _”""-;—F’,’ _
Szennyezd ’/DSS
. . NaBH,
(2%) referencia

8. dbra: A szelenocisztein *H NMR spektruma ligos kiozegben (pH=13), illetve a

spektrumban talalhato jelek asszignacidja.

A CysSeH H NMR-pH titralasa soran NaBHg-et és DTT-t is adtunk redukaloszerként
ppm) nem ad jelet, savas kozegben konnyen bomlik és elveszti hatdsat. Ennek
kikiiszobolésére pH = 7 alatt DTT-t is alkalmaztunk. Mivel igy a DTT és a vizsgalt anyag
jelei atfednek, a spektrumok kiértékelése sordn csak a -CH csoportok kémiai
eltolodasanak kovetése volt lehetséges. A CysSeSeCys, illetve dimetil-észter

szarmazékanak vizsgalatakor szintén a -CH csoportok jelét kovettiik (10. abra).
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4 3 2 1 0 ppm

9. dbra: A szelenocisztin *H NMR spektruma ligos kézegben (pH=13), illetve a

spektrumban lathato jelek hozzarendelése.

rrrrr

¢és a regresszi0 szOrdsat a 4. tablazat foglalja dssze.

4. tablazat: A szelenociszteint és szelenociszting, valamint utobbi dimetil-észerét jellemzé

protonadlodasi makrodllandok.

paraméter CysSeH CysSeSeCys d?%stestﬁ?é?si{;r
logK1 10,18 +£ 0,02 9,19 +£0,02 6,74 £ 0,12
logK> 5,52+0,03 8,22 + 0,02 5,82+0,32
logKs 2,01 + 0,04 2.25+0,05 -
logKas - 1,58 +£0,07 -
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10. dbra: A szelenocisztein (bal feliil), a szelenocisztin (jobb feliil) és a szelenocisztin
dimetil-észterének (alul) titraldsa soran felvett pontok és az illesztéssel kapott titrdlasi

gorbék. A vizsgalat sordn a pirossal kiemelt hidrogénatomok jelét kévettiik.

4.1.2. A szelenocisztein mikroszkopikus protondalodasi allandoinak meghatarozasa

A CysSeH makroalland6i annyira tavol esnek egymastol, hogy a dominans
protondlodasi utvonalhoz képest a minor utvonalak hatisa a titralasi gorbékre igen
csekély. Kémiai evidencidk alapjan belathatd, hogy magas pH-r6l kiindul6é savas
titralaskor domindnsan elséként az amino-, majd a szelenolat-, végiil a karboxilatcsoport
protondlodik, igy a meghatarozott makroszkopikus protonalddasi allandok és a domindns

utvonalhoz tartoz6 mikroallandok értékét egyenldnek tekinthetjiik:

logkN = logK, (4.1)
logh = logk, (4.2)
logkIC\)ISe = logK; (4.3)
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A szimmetrikus CysSeSeCys gyakorlatilag két CysSeH egységnek tekinthetd, ahol a
szelénatomokhoz nem hidrogén, hanem kovalens kotésen keresztiil egy masik szelénatom
kapcsolodik. A keletkezd diszelenid-hid tobbi sav-bazis csoportra kifejtett hatasa jol
modellezi a szelenolatcsoport protonalt allapotanak, a szelenolcsoportnak a hatasat. A
teljesen deprotonalt CysSeSeCys aminocsoportjanak protonalodasat leird paraméter ezért
megegyeztethetdé a CysSeH aminocsoportjara vonatkozd mikrodllandoval abban az
esetben, ha szelenolatcsoportja mar protonalt allapotban van (a CysSeSeCys logkM
értékének meghatarozasa lehetséges csupan a makroallandok ismeretében, ezt késdbb, a

4.1.3 fejezetben targyaljuk):

1ngIS\Ie CysSeH :logkNCySSeSeCys (44)
logAEy ¢, = logkN — logkIS\Ie (4.5)

A CysSeH a cisztein aminosav szelén analdgja, rokon szerkezetli molekuldk 1évén
varhatéban sav-bazis funkciés csoportjaik kozti kolcsonhatasi tényezOk értéke
megegyezik. Ezt alatamasztja, hogy a CysSeH négy eddig meghatarozott
mikrodlland6jabdl a 4.5 egyenlet alapjan kiszdmithatd logAEnyse értéke 1,29 + 0,03, ami
Osszhangban van a ciszteinre korabban meghatarozott logAEns értékével (1,31 + 0,01)
[101]. igy a cisztein amino- és karboxilatcsoportja, illetve tiolat- és karboxilatcsoportja
kozotti kolesonhatasi tényezok értékét (logAEnio= 1,89 + 0,01, logAEsio = 1,12 + 0,03)
felhasznalhattuk a hidanyzo mikroallandok meghatarozasahoz. Ahogy a kolcsonhatasi
tényezok (1.15 egyenlet), ugy egyes mikroallandok is redundans modon, tobb egyenlet
alapjan kiszamithatok, a tovabbiakban a legkisebb szorassal jaro Osszefliggéseket

mutatjuk be.

loghk™® = loghyf + logAE, . (4.6)
logkO = logkgse +1ogAE, + logAE (4.7)
logkg = logkgse +logAE, (4.8)
logkge = logkgISe +1ogAEy (4.9)
logkgI = logkN —logAE, (4.10)
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logkey = loghkys + logAE, s, — logAE (4.11)
loghye, = logkyy — logAE,, (4.12)
logkyo = logh™ — logAE, , — logAEy . (4.13)

Az igy kapott protonaldodasi mikroallandok, illetve a kdlcsonhatasi tényezok értéke és
Gauss-féle hibaterjedést figyelembe véve szamitott standard hibajuk az 5. tablazatban
talalhato.

rrrrr

tényezdi. A domindns protonalddasi utvonalat leiré mikrodllandok félkovérrel szedve

lathatok.
Szelenocisztein
logk™ 10,18 + 0,02 loghky 3,13+ 0,05 loghdy 5,69 + 0,05
logh™® 6,81 0,04  logky, 8,89£0,02  logkse  2,01+0,04
logk® 5,02+ 0,05 logks, 3,90+£0,04  loghss, 4,40 £0,06
loghy  5,52+0,03 loghd 829+0,02  logky.o 7,00+ 0,04
logAEnse  129+0,03  logAEno  1,89+£0,01  logAEseo  1,12+0,03

4.1.3. A szelenocisztin protonalodasi mikrodllandoinak meghatarozadsa

A CysSeSeCys amino- és karboxilatcsoportjaira jellemz6 két-két makroallando
(rendre K1, K; és Ks, Ki) értéke kozti tobb nagysagrend eltérés, illetve a molekula
szimmetrikus szerkezete miatt a dominans protonalédasi utvonalat két kétcsoportos,
szimmetrikus molekula elkiiloniilé protonalodasi folyamataként értelmezhetjiik. Az elsé
esetben a teljesen deprotonalt molekula két protonalhaté aminocsoporttal rendelkezik, a
protonalddast a logKi és logKz makroallandok irjak le. A logKs és logKs altal jellemzett
1épésekben a szimmetrikus molekula két aminocsoportja protonalt, tovabbi két proton
felvétele a karboxilatcsoportokon lehetséges. A szimmetria esetén megallapitott 1.13 és
1.14 6sszefiiggések érvényesek, a karboxilatcsoportok protonaloédasa a kdvetkezoképpen

irhato le:
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logngr = logkgi\y = logK; — log2 (4.14)

logkg&ro = logngrOr =logK, + log2 (4.15)
Az eloallitott dimetil-észter szarmazék szintén szimmetrikus, azt a minor Gtvonalat
modellezi, ahol a karboxilatcsoportok protonalt, az aminocsoportok deprotonalt

allapotban vannak. Az 1.13 és 1.14 egyenletek alapjan:

— log2 (4.16)
+log2 (4.17)

logkgor = logkgd = logkK;

észter
N’ N
logknoo = loghknoo = logKy, ...
A CysSeH mikroallandéinak szamitasa soran tett megfontolas itt is alkalmazhato,
miszerint az amino- és karboxilatcsoportok kozti kolcsonhatasi tényezd értéke kozel
valtozatlan rokon vegyiiletek esetén. Szamitasaink soran a logAEnio = 1,89 = 0,01 [101]
értéket hasznéltuk fel, igy az Osszes mikrodllandd és kolcsonhatdsi tényezd értéke

meghatarozhat6 az alabbiak szerint:

logAE, \ = logkN - logkﬁr (4.18)
logAE, . = logngr - logngror (4.19)
logkgro = logkﬁd = logkgr —logAE (4.20)
logAEy o = logAE . = logkgro — logkﬁroor (4.21)
logkO = logkor = logngr t10gAEy, + l0gAEy (4.22)
logkgr = logkg’ = logngr +1ogAE (4.23)
logkg = logkg: = logngr +1ogAE, (4.24)
logkyy = logkt, =logh™ — logAE, . (4.25)
logkg = logkg: = logkN —logAE, (4.26)
logkgr = logkg = logngror +10gAE, , T l0gAE . (4.27)
logkgor = logk%o = logngror +1ogAEy (4.28)
logkﬁror = logk§6 = logkgbor +10gAE (4.29)
1ogk2,0, = logkgb = logngror +10gAEy (4.30)
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A 4.14-4.30 egyenletek alapjan kapott mikroallandokat €s standard hibajukat a 6.
tablazatba gyljtottiik dssze.

rrrrr

rrrrr

szedve lathatok.

Szelenocisztin

logk™ = logk™ 8,89 + 0,02 loghy = loghx- 1,95 + 0,05
logk” = logk” 4,40£0,13 loghX o = loghNo: 6,63 + 0,04
logky = loghy- 8,52 % 0,04 logkQo: = loghdo 2,44+ 0,14
logky- = loghy 3,84+ 0,05 logkX o = loghNo 7,96 + 0,12
loghy = logky- 2,51+0,13 logh o = loghy 3,77 + 0,07
logho = logko 8,33+0,12 loghNo = loghNe: 6,44 + 0,12
logkt = logkyy: 7,00 £ 0,02 logkOno = logkono 1,88 £ 0,07
logko' = logko 433£0,14  logoo = loghoo  6.07£0,12
logAE\- 0,37 0,03 logAE,, . 0,07 + 0,09
logAE., . logAE
o8 o 0,56+ 0,12 28 o 189+ 0,01
= logAE . = logAEy,

r yr e r

4.2. A szelenociszteamin és a szelenocisztamin protonalédasi allandéi

4.2.1. Makroszkopikus protonadlodasi allandok meghatdarozasa

A CysASeH ¢és a CysASeSeCysA titralasa soran az A ¢s B jelii metiléncsoportok
kémiai eltolodasat kovettik, a kapott adatsorokra szimultdn nemlinedris
paraméterillesztést végeztiik. A titralasi gorbéket a 11. abra mutatja be. A titralasi gérbe
az egyértelmii jelhozzarendelést is lehetévé tette, ugyanis *H NMR spektroszkopia esetén
egy adott sav-bazis csoport protonaltsagi allapotanak megvaltozasa annal nagyobb
eltérést eredményez a mért kémiai eltolodas értékében, minél kozelebb helyezkedik el a

jelcsoportot képzé ekvivalens H magokhoz képest (11. 4bra).
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11. dabra: A szelenociszteamin (balra) és a szelenocisztamin (jobbra) titrdaldsa soran

felvett pontok és az illesztett titrdalasi gérbe.

A meghatarozott protonalodasi makroallandok értékei a 7. tablazatban lathatok.

7. tablazat: A szelenociszteamin és a szelenocisztamin makroszkopikus protonalodasi

dllandoinak értéke és a regresszio szorasa.

Szelenociszteamin Szelenocisztamin
logK1 10,87 £ 0,03 logK1 9,62 + 0,04
logK> 6,26 + 0,02 logK> 8,48+ 0,12

4.2.2. Mikroszkopikus protonalodasi dllandok meghatarozadsa

A mikroallandok kiszamitasahoz sziikséges Osszefliggések hasonlok a CysSeH, illetve
CysSeSeCys molekuldk vizsgalatanal ismertetett egyenletekhez. A CysASeH titralasa
soran kapott makrodllandok tavol esnek egymastol, igy a dominans protonalodasi

utvonalat képviseld mikroallandok ezekkel gyakorlatilag megegyezoKk.

loghk™ = logk; (4.31)
logkyt = logK, (4.32)

A vizsgaland6 molekulak szerkezete hasonlo a CysSeH, illetve a CysSeSeCys
szerkezetéhez, a szelenolat- és aminocsoportok mindegyik vegyiiletben harom kotés

tdvolsdgra vannak egymastol. A kordbban meghatirozott logAEnse kolcsonhatasi
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tényez0 értéke igy a CysASeH/CysASeSeCysA rendszer protonalddasi mikrodllandoinak
kiszamitasahoz felhasznalhat6. Ezen feliil a CysASeSeCysA szimmetrikus szerkezete
alapjan felirhatd 1.13 és 1.14 egyenleteket korabban mar bemutattuk. Ezeket a
megfontolasokat téve minden sziikséges informacié rendelkezésiinkre all a
mikroallandok kiszamitasahoz. A CysASeH tovabbi protonalodasi mikroallandoit a

kovetkezd egyenletekbdl kaptuk meg:

logh™ = loghX’ + logAE, . (4.33)
logkge = logkN — logAE, . (4.34)

Az eredményeket a 8. tablazatban foglaltuk dssze.

8. tablazat. A szelenociszteamin és a szelenocisztamin mikroszkopikus protondlédasi
dllandoinak értéke és standard hibdja. A dominans protondlodasi utvonalat leiro

mikrodallandok félkovérrel szedve lathatok.

Szelenociszteamin Szelenocisztamin
logk™ 10,87 + 0,03 logk™ = logk™ 9,32 + 0,04
logh™® 7,55+ 0,03 logkN = logkY- 8,78 + 0,12
loghR® 6,26 = 0,02
logky, 9,58 + 0,04
logAE, . 1,29+ 0,03 logAE, . 0,54+ 0,13

4.3.  Szelenol-diszelenid egyensilyi rendszerek részecskespecifikus ‘H, 13C és ""Se
NMR kémiai eltolodasa

Az egyes mikrorészecskéket jellemzd kémiai eltoldédasok meghatarozasahoz felvettiik

a molekuldk H, 13C és ""Se NMR spektrumait a titralasi gorbe platoszakaszain. Ezekben

a pH-tartomanyokban (a makroallandok kozti tobb nagysagrendi eltérés értelmében)

csaknem kizarélagosan egy adott mikrorészecske fordul eld, igy a mért kémiai eltolodas

megfeleltethetd a dominans részecskére jellemz6 értékkel. A CysSeH molekula Z NMR-

aktiv magjara tehat (a mikrorészecskék jelolése a 3. €és 4. abran lathato):
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oy = gHH (4.35)
oy = opHi=70 (4.36)
5 = 51%H=3,80 (4.37)
o = 51%H=0,0 (4.38)

Az igy kapott részecskespecifikus kémiai eltolédasok értékeibdl ki tudtuk szamitani
az adott magra ¢és funkcios csoportra jellemz6 protonalddas hatasara bekdvetkezo kémiai
eltolodas valtozast (Ady), amely megmutatja, hogy egy Z NMR-aktiv mag kémiai
eltolodasat hogyan valtoztatja meg X sav-bazis funkcidés csoport protondlodasa. A

CysSeH esetén teljesiild osszefiiggések:

ASY =55 — A5 (4.39)
ASS =85 — A8y (4.40)
ASS =55 — ASS, (4.41)

A dominans részecskéket leir6 kémiai eltolodasokat, illetve az Osszes sav-bazis
funkciés csoport mindharom vizsgalt NMR-aktiv magra gyakorolt Ad értékét

felhasznalva a minor részecskékre jellemz06 kémiai eltolodasok kiszamithatok:

55 =85 + ASS (4.42)
95 = 9% + A5 (4.43)
S =50 — ASY® (4.44)
0% =55 — ASy (4.45)

A meghatarozott részecskespecifikus kémiai eltolodasok értékét a fejezet végén a 9.
tablazat foglalja 6ssze. A CysSeSeCys vizsgalatakor a két karboxilat- és két aminocsoport
protonalddasa nem kiiloniil el, a molekula bar négy makroallanddval jellemezhetd,
titralasi gorbéjén csupan harom platdszakasz taldlhatd. Az igy meghatarozhatd hdrom

dominans mikrorészecske részecskespecifikus eltolodasa:
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5az’ _ 512H=13,15 (4.46)

oy = op > (4.47)
! H=0,0

& =8 (4.48)

A megegyez0 sav-bazis funkcios csoportok egyiittes protonalodasanak hatasat tudjuk
szamszertien kifejezni, AJI; ¢s Aég értékét pedig jo kozelitéssel egyenlonek vehetjiik a

CysSeH-nél meghatarozottal:

AN = A, — A5 (4.49)
ASY0 = AS) — ASY (4.50)

Az igy kapott és importalt Ao értékek kiilonbsége megadja az adott jelcsoporttol

tavolabb esd funkcios csoportok protonalddasanak hatdsat a kémiai eltolddasra:

ASy =ASN — ASy (4.51)
ASS =A65° — ASy (4.52)

Bar a CysSeSeCys szimmetrikus, egyes mikrorészecskéi a csoportok protonaltsagi
allapotatol fiiggéen aszimmetrikusak. Tekintsik példaul a teljesen deprotonalt,
szimmetrikus a” mikrorészecskét. Egyik aminocsoportjanak protonalodasaval a b’ vagy a
¢’ aszimmetrikus, de azonos mikrorészecskéket kapjuk, képzédésiiket a kN és kN
megegyez0 mikrodllandok jellemzik. Ezekben a részecskékben ugyanakkor nem
ekvivalens a két szelén atom, mivel egyikiikk egy kotéssel kozelebb van a protonalt
aminocsoporthoz. Igy a két mikrorészecske ugyanazzal a két részecskespecifikus ’Se
kémiai eltolodassal jellemezheté (természetesen ez az allitdis a H és a °C

részecskespecifikus kémiai eltolodasokra is igaz):

oy, =05, =05 + A%y (4.53)
0y =05, =8y +Ady (4.54)
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A tovéabbiakban a szimmetrikus mikrorészecske-parok koziil csak a protonalodo
csoporthoz kozeli NMR-aktiv magok kémiai eltolddasanak szamitasat adjuk meg,

ugyanakkor a 4.54 egyenlettel analog 6sszefliggések minden esetben felirhatok:

0y =65 =65 + Ady (4.55)
oY =65 =65 + ASY (4.56)
68 =5, =05 + A (4.57)
o =5, =65 +ASy (4.58)
o8 =63 + ASY (4.59)
Op =08 =5, + A (4.60)
o5 =0y =0, + A2 (4.61)

A CysASeH ¢és CysASeSeCysA részecskespecifikus kémiai eltoloddsainak
meghatarozasa soran a fenti egyenletekkel anal6g megfontolasokat alkalmaztunk, a
szelenol vegyiilet esetében meghatarozott Aég értéket itt is egyenldnek tekintettiik a
diszelenid forma AJy értékével. A két szelenol-diszelenid rendszer mikrorészecskéit leird
részecskespecifikus kémiai eltolodasokat a 9-12. tablazatok foglaljadk Ossze. A
karboxilat-, illetve Karboxilcsoportokban talalhato szénatomokat *C NMR

spektroszkopiaban mutatott alacsony érzékenységiik miatt nem tudtuk jellemezni.

9. tablazat: A szelenociszteinre meghatdrozott részecskespecifikus "'Se, *H és 13C kémiai

eltolédadsok.

Szelenocisztein
"Se H(*CH) H (*CH2) 'H (*CHa) B3C(°CH) 3C (°CH,)

Mert kemiai eltolodasok

pH=13,15 -233,09 3,152 2,828 2,434 62,55 22,18
pH=7,90 -229,54 3,667 2,935 2,719 60,46 15,85
pH=3,80 -84,06 4,076 3,242 3,190 58,37 20,12
pH=0,0 -72,73 4,449 3,604 3,462 55,98 18,61
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Protondlodas hatasara bekovetkezo kemiai eltolodas valtozas

ASN 3,55 0,515 0,108 0,285 -2,09 -6,33
A5 145,48 0,409 0,307 0,470 -2,09 4,27
AS° 11,33 0,373 0,362 0,272 -2,39 -1,51
Részecskespecifikus kémiai eltoloddasok
o -233,09 3,152 2,828 2,434 62,55 22,18
o -229,54 3,667 2,935 2,719 60,46 15,85
o° -87,61 3,561 3,135 2,904 60,46 26,45
o -221,76 3,525 3,189 2,706 60,16 20,67
o° -84,06 4,076 3,242 3,190 58,37 20,12
of -218,21 4,040 3,297 2,991 58,07 14,34
09 -76,28 3,934 3,497 3,176 58,07 24,94
o -72,73 4,449 3,604 3,462 55,98 18,61

10. tablazat: A szelenocisztinre meghatdrozott részecskespecifikus ''Se, *H és **C kémiai

eltolédadsok.

Szelenocisztin
"Se H(“CH) 'H (*CHz) 'H (*CH) ®3C (“CH) =C (°CH)

Meért kéemiai eltolodasok

pH=13,15 28140 3,463 2,904 2,851 58,40 32,80
pH=520 286,60 4,038 3,176 3,142 57,46 31,42
pH=0,0 291,92 4,440 3,289 3,217 55,00 29,41

Protonadlddas hatasara bekévetkezo kémiai eltolodas valtozas
AN 5,20 0,575 0,273 0,292 -0,94 -1,38
AS°° 5,32 0,402 0,113 0,074 -2,46 -2,01
AN 3,55 0,515 0,108 0,285 -2,09 -6,33
AN 1,65 0,060 0,165 0,007 1,15 4,95
A5° 11,33 0,373 0,362 0,272 -2,39 -1,51
AS® -6,01 0,029 -0,249 -0,198 -0,07 -0,50

Részecskespecifikus kémiai eltolodasok

o 281,40 3,46 2,904 2,851 58,40 32,80
&5 284,95 3,98 3,011 3,136 56,31 26,47
283,05 3,52 3,069 2,857 59,55 37,75

42



DOI:10.14753/SE.2021.2450

o 292,73 3,84 3,265 3,123 56,01 31,29
275,39 3,49 2,654 2,653 58,33 32,30

oF 286,60 4,04 3,176 3,142 57,46 31,42
o 5 296,28 4,35 3,373 3,408 53,92 24,96
277,04 3,55 2,820 2,659 59,48 37,25

. 278,94 4,01 2,762 2,938 56,24 25,97
’ 294,38 3,90 3,431 3,129 57,16 36,24
oK 286,72 3,87 3,016 2,925 55,94 30,79
S o 297,93 4,41 3,538 3,414 55,07 29,91
280,59 4,07 2,927 2,945 57,39 30,92

. 290,27 4,38 3,124 3,210 53,85 24,46
288,37 3,93 3,181 2,931 57,09 35,74

o» 291,92 4,44 3,289 3,217 55,00 29,41

11. tabldzat: A szelenociszteaminra meghatdrozott részecskespecifikus "'Se, *H és °C

kémiai eltoldédasok.

Szelenociszteamin

"Se H (*CHy) 'H(PCH,) BC(*CHz) 3C (CHp)
Meért kémiai eltoloddasok
pH=13,15 -233,09 2,691 2,444 48,61 18,31
pH=8,6 -214,16 3,079 2,583 46,67 10,91
pH=1,60 -48,07 3,417 3,168 45,05 15,99
Protonadlddas hatdsdra bekovetkezé kémiai eltolodas valtozds
ASN 18,93 0,388 0,139 -1,94 -7,40
ASS® 166,09 0,338 0,585 -1,62 5,08
Részecskespecifikus kémiai eltolodasok
o -233,09 2,691 2,444 48,61 18,31
o -214,16 3,079 2,583 46,67 10,91
o° -67,00 3,029 3,029 46,99 23,39
o -48,07 3,417 3,168 45,05 15,99
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12. tablizat: A szelenocisztaminra meghatdrozott részecskespecifikus "'Se, *H és 3C

kémiai eltolodasok.

Szelenocisztamin

Se H (°CHy) 'H(CH,) BC(*CHz) 3C (fCHp)
Meért kémiai eltoloddsok
pH=13,15 261,82 2,941 3,016 43,69 35,06
pH=0,85 278,22 3,434 3,187 42,83 26,75
Protonadlddas hatdsdra bekovetkezé kémiai eltolodas valtozas
ASNN 16,40 0,493 0,171 -0,86 -8,31
ASN 18,93 0,388 0,139 -1,94 -7,4
AN -2,53 0,105 0,032 1,08 -0,91
Részecskespecifikus kémiai eltolodasok
5 261,82 2,941 3,016 43,69 35,06
PRpE 280,75 3,329 3,155 41,75 27,66
259,29 3,046 3,048 44,77 34,15
o4 278,22 3,434 3,187 42,83 26,75

4.4,  Szelenol-diszelenid egyensilyi rendszerek redoxi paramétereinek

meghatarozasa

4.4.1. Részecskespecifikus redoxi egyensulyi allandok meghatarozasa

A Modszerek fejezetben ismertetett eljarassal felvettiik a DTT ¢€s a harom vizsgalando
redoxirendszer oxidalt formaja (CysSeSeCys, CysASeSeACys, GSSG) altal képzett
egyensulyok kvantitativ *H NMR spektrumat, melynek egy példaja a 12. abran lathato.
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Dss

12. abra: A szelenociszteamin és a DTT kozott fennallo egyensulyrol késziilt kvantitativ

'H NMR spektrum.

A vizsgalatot csak a pH: 9-11 tartomanyban tudtuk elvégezni, mivel magasabb (pH >
11) és kissé alacsonyabb (pH: 5-9) értékeken a szelenol és diszelenid formak jelei
atfednek, igy a kapott spektrumok kvantitativ kiértékelése nagy hibaval jart volna, joval
savasabb kémhatasu oldatokban (pH: 1-5) pedig a DTT redukald képessége annyira
lecsokken, hogy nem megy végbe a redoxireakcio. A kiértékelés soran kapott
koncentraciokbol az 1.16 egyenletbe az aktudlis szelenol-diszelenid rendszer megfeleld
formait behelyettesitve kiszamitottuk a latszolagos redoxi egyensulyi allandokat (Kc). Az
1.16 egyenlet a DTT/GSSG tiol-diszulfid rendszerek kozti egyensulyra is teljestil. A
kapott értékeket a 13. tablazat foglalja ossze.

13. tdblazat: A vizsgalt redoxirendszerek ditiotreitollal szemben meghatdarozott

latszolagos redoxi egyensulyi allandoi.

Szelenocisztin/ Szelenocisztamin/ Glutation-diszulfid/

Szelenocisztein Szelenociszteamin Glutation

pH logKc pH logKc pH logKc
9,79 -2,88 9,66 -2,31 8,30 -0,41
9,81 -2,20 9,67 -2,43 8,35 -0,03
9,86 -2,87 9,67 -2,23 9,00 0,00
9,90 -2,07 9,68 -2,48 9,07 0,20
9,96 -1,98 9,69 -2,40 9,63 0,41
9,98 -2,04 9,80 -2,37 10,23 0,05
10,02 -2,05 9,89 -2,09 11,01 0,83
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9,94 -2,25
9,98 -2,21
10,01 -2,16

Az 1.20 egyenlettel analdég Osszefiiggés mindharom molekula Osszes szelenolat-
(illetve tiolat-) csoportot tartalmazd mikrorészecskéjére és az abbol oxidacid soran
képzddd diszelenid (és diszulfid) részecskére (6. 4abra) felirhat6. A DTT
részecskespecifikus redoxi tulajdonsagainak meghatarozasat a szelenol-diszelenid
rendszerek vizsgélatira alkalmas pH-tartoményban végeztik el, hogy a lehetd
legpontosabb adatokbol tudjunk tovabbi kovetkeztetéseket levonni. Ahogy korabban
részleteztiik, ebben a kozegben a GSH B részecskéje a dominans, igy a DTT/GSSG
rendszerre csak kB értékét allapitottuk meg. A korabban meghatarozott protonalodasi
mikroallandok ismeretében, illetve a Kc latszolagos egyensulyi éallandok értékét
felhasznalva a részecskespecifikus redoxi egyensulyi allandok az 1.20 egyenlet alapjan

kiszamithatok. Az eredményeket és szorasukat a 14. tdblazat tartalmazza.

14. tablazat: A vizsgadlt redoxirendszerek pH-fiiggetlen, részecskespecifikus redoxi

egyensulyi allandok értéke.

Szelenocisztin/ Szelenocisztamin/ Glutation-diszulfid/
Szelenocisztein Szelenociszteamin Glutation
logk? -2,68+0,42 logk? -3,72+0,19 logk® 0,99 + 0,24
logk® 0,27 + 0,42 logk® -0,08 £ 0,19
logk® -1,37 £ 0,42

logk 2,70+ 0,42

4.4.2. Részecskespecifikus standard redoxipotencial meghatdrozdasa

A DTT és a GSSG kozott 1étrejovo kémiai egyensulyt egymassal 6sszefiiggd sav-bazis
¢és redoxireakciok alkotjak. Az oldatban spontan reakciok nem lépnek fel, az Osszes

redoxirendszer elektrodpotencialja mikroszkopikus szinten is egyenld.
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Eprr, orr> = Eaa = Epp = - (4.64)

ahol A'/A ¢és E’/B tetszdlegesen kivalasztott GSSG/GSH parok. Mivel a DTT-re eddig
csak latszolagos standard redoxipotencial ismert, mig a GSH tulajdonsagait mar
részecskespecifikus szinten jellemezték [15, 16, 19, 20], a két molekula kémiai
egyensilyat vizsgalva és kiértékelve megkaphatjuk a DTT? részecskére jellemzd, pH-
fiiggetlen standard redoxipotencidl értékét. A 4.64 egyenletet a DTTox/DTTZ, illetve az
E’/B (GSSG/GSH) redoxirendszerekre alkalmazva, az elektrodpotencial értékek a
Nernst-egyenlet (1.17) alapjan felirhatok a kovetkez6képpen:

T DMl g RT | IE]

E° 2- + .
DTT,y /DTT o F [DTT g E'/B 7 F [B]

(4.65)

Az egyenletet atrendezve, majd az 1.18 dsszefiiggés alapjan kB részecskespecifikus

redoxi egyensulyi allandot behelyettesitve:

e X [E{DTT"] R (4.66)
DTT,y /DTT> EBT L [B] [DTT,. ] EB T T4 n :

EO
ahol a 7. abra jelzéseit hasznalva E” GSSG mikrorészecske, melyet redukalva B GSH
részecske képzodik. Az Osszefiiggések alapjan a DTTo/DTT? redoxirendszer pH-

fiiggetlen standard redoxipotencialja -0,403 + 0,007 V-nak adodott.
A CysSeH és a DTT kémiai egyensulyara teljesiilé 4.64 és 4.65 egyenletek a CysSeH

b mikrorészecskéjére felirva:

[b] [DTTo ] _ RT

E° =E° —_— 2- +
DTT,y /DTT z F [f] [DTT 1 DTTox /DTT

- Ink® (4.67)

A 4.67 egyenlettel analog Osszefliggések a tobbi mikrorészecskére is igazak. A
szamitott részecskespecifikus standard redoxipotencial értékek és azok szorasa a 15.

tablazatban lathatok.
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15. tablazat: A vizsgalt szelenol-diszelenid redoxirendszerek részecskespecifikus

standard redoxipotencidlja.

Szelenocisztin/ Szelenocisztamin/
Szelenocisztein Szelenociszteamin
részecske E° (V) részecske E° (V)
a -0,482 + 0,01 a -0,513 +£ 0,006
b -0,395 +£0,01 b -0,405 + 0,006
d -0,444 + 0,01
f -0,323 +£0,01

45.  Aszelenat-ionok ’Se NMR kémiai eltolodasanak vizsgalata

45.1. Eldzetes "'Se NMR-pH titraldsok

Vizes oldatok NMR vizsgalata esetén a sav-bazis funkcios csoportokat tartalmazo
molekuldk protonalédasa/deprotondlodasa nagymértékben befolyasolja a mért kémiai
eltolodast. Mivel a mintdk pontos pH-ja nem mindig ismert, valamint kiszdmitasa tobb
segédanyag alkalmazasa esetén nehézségekbe litkdzik, a referencia vegyiiletek
kivalasztasanak elsédleges szempontja volt, hogy az oldat kémhat4sanak valtozasa minél
kisebb eltérést okozzon a mért ’Se kémiai eltolodasokban. Az eldzetesen kivalasztott
négy molekula, az 1,1-dimetil-szelenokarbamid, a dimetil-szelenoxid, a szelénsav
(szelenat-ion) és a szelénessav (szelenit-ion) ”’Se NMR pH-titralasanak eredményét a 13.

abra mutatja be.
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13. d@bra: Az 1,1-dimetil-szelenokarbamid (bal feliil), a dimetil-szelenoxid (jobb feliil), a
szelendat-ion (bal alul) és a szelenit-ion (jobb alul) "’Se NMR-pH titrdalisa. Az
osszehasonlithatosag érdekében az y-tengely (0, ppm) dbrdzolt szakasza minden molekula

eseten 50 ppm.

Referenciavegyiiletet keresve a pH valtozasara legkevésbé érzékeny szelénsavval
folytattuk méréseinket, a kapott eredményeket a fejezet végén a 16. tablazatban
Osszesitettik. A vizes oldatokhoz DSS-t adtunk belsé 'H referenciaként, kémiai
eltolodéasat a vizsgalt mérési koriilmények mellett rogzitettiik, hogy az eredmények

kiértékelésekor a két referencia tulajdonséagait 6ssze tudjuk hasonlitani.

45.2. A szelénsav "'Se NMR-pH titrdldsa

Az eldzetes titralas alapjan a szelénsav csak erdsen savas kozben protondlodik, a
vizsgalt pH-tartomany nagy részében szelenat-ionok formajaban talalhaté meg. '’Se
kémiai eltolédasanak valtozasat 0,15 mol/dm® és 1,0 mol/dm® ionerdsség mellett

kovettiik, utobbi esetben alacsonyabb pH-értéket tudtunk elérni a titrdlas utolsod
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pontjaként. A két titralas sordn mért szelénsav 'S, illetve DSS H titrélasi gérbéje a 14.
abran lathato. A kémiai eltolddasokat minden esetben 0,03 V/V% TMS-t tartalmazo

CDClz-mal késziilt oldathoz viszonyitva adtuk meg.

1047 -
1046 - s
1045 - -
1044 -
1043] ®
1042 -

-
-1

A}

2.45- e eo ° ° °

2.44 - o

O, (PPM)

2.43—- s o0 o ®

2.42—- eoe o ° ® °
241 e 'H - DSS
2404 e

0 2 4 6 8 10 12 14

14. dbra: A szelénsav 'Se NMR-pH titrdaldsa 0,15 mol/dm® (piros) és 1,0 mol/dm® (kék)

ionerosség mellett.

A titralasi gorbe alapjan kijelenthetd, hogy pH = 3,5 felett, ahol a referenciavegyiilet

szelenat-ionok formajaban van jelen, a kémiai eltolodas csaknem valtozatlan.

4.5.3. Az oldoszer, a koncentracio és az ionerdsség hatasa

A viz és a nehézviz (D20) relativ permittivitasa eltérd, ami hatassal lehet a kémiai
eltolodasra. Az NMR spektroszkopiaban alkalmazott vizes kozegli mintak D,O-tartalma
gyakran valtoz6 (5-100%), fontos tisztazni tehat, hogy kiilonb6z6é aranya H20:D20
elegyekben tapasztalunk-e eltérést a szelenat-ionok '’Se NMR spektruméban (15. 4bra).

crer

alkalmaztunk meghatarozott aranyban.

50



DOI:10.14753/SE.2021.2450

1047.1
] [ |
1047.0 - .
T | ]
1046.9 n
1 . ""Se - Se0,”
1046.8 . .
- |
1046.7 - - s
—_ ] | ]
S L~
g, =
NS ]
%E 2.470 . ° . °
2.465 -
24604 o ® [ ] [ ] ® [ ]
2.455 'H-DSS
2.450 ) ]
2.445 : T y T y T y T
0 20 40 60 80 100
V/V%D,0

15. dbra: A szelendt-ionok 'Se kémiai eltolodasa kiilonbézé ardnyi HrO:D20

elegyekben.

Vizsgiltuk tovabba a "’Se jelek véltozasat allando ionerdsségli, de kiilonbozé

--------

(17. abra) esetében. Az ionerdsség beallitasara NaCl-ot hasznaltunk.
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16. dbra: A szelendt-ionok "'Se kémiai eltoléddsanak koncentracio-fiiggése (dllandé

ionerdsség mellett).

o1



DOI:10.14753/SE.2021.2450

1047.0 4 -
1046.9 - n

1046.8 - n
1046.7
1046.6 .
1046.5 - n
10464 m

Opys(PPM)

2.50 [ ]
2.48 ®
2.46 [

2.44 L ] ®

. . , . ;
0.2 04 0.6 0.8 1.0
I (mol/dm’)

17. dabra: A szelendat-ionok "'Se kémiai eltolédasdnak ionerésség-fiiggése (dllando

koncentracio mellett).

4.5.4. Homérséklet-fiiggés és eltarthatosag

A kémiai eltolodas homérséklet-fiiggésének tanulmanyozéasa kiilonds jelentdségli a
szeléntartalmu biomolekuldk analizisét tekintve, az 4ltalanosnak tekinthetd 25°C-t6l
eltéréen a biologiai kornyezet minél pontosabb modellezéséhez sokszor 37°C
hémérsékletet alkalmaznak. A mérés soran felvett pontokra (18. abra) linearis egyenletet
illesztve a hdmérsékleti koefficiens 0,0422 ppm/K.
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18. dbra: A szelenat-ionok "'Se kémiai eltoléddsdanak hémérséklet-fiiggése.

A referenciaoldatot szobahémérsékleten tarolva megvizsgaltuk a minta
eltarthatosagat, bizonyos idékdzonként rogzitve '’'Se NMR spektrumat. A 0,15 mol/dm?
és 1,0 mol/dm?® ionerésségii oldatokat rendre 127 és 133 napon keresztiil figyeltiik meg.
A kapott eltérés minden mas mérési koriilmény hatdsdhoz képest egy nagysagrenddel

kisebbnek bizonyult.
455. Reaktivitas

Belsd standard alkalmazasakor figyelembe kell venniink a referenciaanyag és a
mintaban talalhatdé egyéb vegyliletek kozti esetleges reakciokat. A szelenat-ionban a
szelén legmagasabb, +6 oxidacios allapotdban talalhaté meg. A szelenol vegyiiletek jo
redukaloszerek, a levegd oxigénjének hatdsara diszelenid vegyiiletekké oxidalodnak.
Vizsgalatukhoz a diszelenid-hidak felbontasa sziikséges, az alkalmazott redukaloszerek
pedig redukalhatjak a szelenat-ionokat is. Mivel pontos redoxipotencial értékek nem
allnak rendelkezésre, empirikus uton gy6zddtiink meg arrdl, hogy a DTT, illetve a NaBH4
reakcioba 1ép-e szelenat-ionokkal. Az oldatrol késziilt "Se NMR spektrum egyértelmiien
bizonyitja, hogy a szelenat-sok (pl. natrium-szelenat) szelenol vegyiiletek vizsgalata

soran belsé kémiai eltolodas referenciaként alkalmazhatok (19. abra). A nemkivanatos
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mellékreakcié sordn képz6dd szelénessav a ''Se NMR spektrumban 1270 ppm-nél jelent

volna meg.

pH=13

SeQ,* CysSeH

RO FRRATY T IO Y [P TOt RPYRY gy b ke b laked 3 R ko et b b o W b bt b b ke
1400 1200 1000 800 600 400 200 0 =200 ppm

19. dbra: A szelenocisztein és a belsé referenciaként alkalmazott szelendat "'Se NMR

spektruma.

4.5.6. A szelenat mint vizes kozegben alkalmazhato belsé kémiai eltolodas referencia

Az elébbi fejezetekben a szelenat-ionok ’Se kémiai eltolodasat vizsgaltuk hat
kiilonb6z6, a gyakorlatban sokszor valtozd mérési koriilmény fiiggvényében. A kapott
eredményeket a mar régota 'H kémiai eltolodds referenciaként hasznélt DSS jeleinek
valtozasahoz viszonyitottuk. A 16. tdblazatban az egyes mérési paraméterek okozta
lehetséges hibét az adott NMR-aktiv magra jellemzd teljes mérési ablak (*H: ~46 ppm,
7Se: ~2800 ppm) aranyaban adtuk meg.

16. tablazat: A szelenat-ionok ""Se és a DSS *H kémiai eltoléddsdanak valtozasa kiilonbozd
mérési koriilmények mellett. Az dsszehasonlithatésag érdekében a kapott eltéréseket az
adott mag meérési ablakanak szdazalékos értékében is megadtuk. A pH hatdsat, illetve az

eltarthatésagot 0,15 mol/dm® (feliil) és 1 mol/dm® (alul) ionerésség mellett vizsgaltuk.

775e g

Paraméter =~ Tartomany AaSeOﬁ' relativ hiba Adpss relativ hiba
T (K) 293-328 1,49 0,053% 0,29 0,63%
¢ (mol/dm®)  0,0025-0,5 0,46 0,016% 0,10 0,22%
| (mol/dm®  0,15-1 0,59 0,021% 0,08 0,17%
1,36-11,68 2,78 0,099% 0,03 0,07%
pH

0,66-13,09 4,97 0,178% 0,14 0,30%
VIV% D,O 5-100% 0,35 0,013% 0,02 0,04%
127 0,05 0,002% 0,02 0,04%

t (nap)
133 0,08 0,003% 0,01 0,02%
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Megbizhatd pH-tartomanyok

3,40-11,68 0,03 0,001% 0,04 0,09%
pH
3,55-13,09 0,11 0,004% 0,11 0,24%

17. tablazat: A szelenat-ionok 77Se NMR kémiai eltolodasat befolydsolo paraméterek
hatasanak statisztikai vizsgalata. A tablazatban a linearis regresszios modell fiiggetlen

valtozoinak egyiitthatoi szerepelnek.

konstans 1034,795

paraméter egyiitthato egylitthato szorédsa p
T (K) 0,03895 0,002807 <0,0001
¢ (mol/dm?3) -0,08035 0,08755 0,3626
I (mol/dm?3) 0,4339 0,03254 <0,0001
pH -0,00566 0,00743 0,4493
VIV% D20 0,001929 0,0006299 0,0033
t (nap) -0,0003594 0,0004917 0,4678

A megbizhaté pH-tartomanyba es6 adatokat tobbvaltozos linedris regresszios
analizisnek vetettlik ald. A kapott statisztikai eredményeket a 17. tablazat mutatja be. Az
eredmények alapjan pH = 3,5 felett a pH, a koncentracio és a mintakészitéstdl eltelt id6
hatasa a kémiai eltolodasra a tobbi fiiggetlen valtozohoz képest nem szignifikans, hiszen
ezen faktorok esetében a p-érték az altalanosan elfogadott 5%-0s szignifikanciaszintnél
nagyobb. Az illesztés josagat mutatja a determinacios egyiitthaté értéke (R? = 0,8935). A
hibak véletlenszeriiségét ellendrizve azok normal eloszlast mutattak. A modell alapjan
szamitott varhato és a mért értékek kozott maximalisan 0,22 ppm eltérés volt, mely a
mérési ablak 0,008%-a. A nem szignifikdns paraméterek elhagyasa utan felirhato redukalt

modell a kovetkezd:

Stms(ppm) = 1034,795 + 0,03895- T (K) + 0,4339 - I (mol/dm?)

(4.66)
+0,001929 - V/V% D,0

55



DOI:10.14753/SE.2021.2450

Ahhoz, hogy a kiilénbozé "’Se kémiai eltolédasokat bemutaté tudomanyos munkak
eredményei Osszehasonlithatdak legyenek, a szelenat-ionok kémiai eltolodasat nemcsak
a DSS és a TMS megfelelé oldatban felvett *H eltolodashoz viszonyitva, hanem az
irodalom ajanlasa alapjan CDCls-mal késziilt 60 V/V%-0s dimetil-szelenid oldat "'Se
kémiai eltolodasaval szemben is meghataroztuk. A szelenat-ionok kémiai eltolodasat a

gyakran hasznalt kémiai eltolodas referenciakhoz viszonyitva a 18. tablazat mutatja be.

18. tdblazat: A szelenat-ionok mért kémiai eltolodisa gyakran  hasznalt
referenciaanyagokhoz viszonyitva (5% D0, T = 25°C, I = 0,15 mol/dm®).

Szelenat-ionok "’Se kémiai eltolodasa

0,03 V/IV% TMS 1 mmol/dm? 60 V/V% dimetil-szelenid
CDCls-ban DSS CDCl3-ban
1046,40 ppm 1043,96 ppm 1048,65 ppm
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5. Megbeszélés

5.1.  Szelenol-diszelenid egyensiilyok sav-bazis tulajdonsagai

A meghatarozott makroallandokat az irodalomban ko6zolt értékekkel (1., 4. és 7.
tablazatok) Osszevetve megallapithatd, hogy a CysSeH/CysSeSeCys rendszert leird
makroszkopikus protonalodasi allandok egybevagnak, ami az eddig ismeretlen két
paraméter megbizhatdsagat alatdmasztja. A CysASeH molekulara jellemz0, altalunk mért
K1 protonalodasi allandd értéke Osszhangban van az irodalmi adatokkal, mig K>
hozzavetdlegesen egy nagysagrenddel nagyobb, mint a korabban meghatarozott értékek.
A CysASeSeCysA makroallandoi szintén egy nagysagrenddel térnek el az irodalmi
adatoktol. Az allandok kozti eltérést ugyanakkor konnyen okozhatjdk a mar emlitett, nem
egységesen alkalmazott mérési koriillmények, amit az is aldtdmaszt, hogy a *H NMR-pH
titralast tobbszor (n=5) megismételve, kiilonb6zé gyartoktol beszerzett anyagokat
vizsgalva a mérés hibaértékén beliili eredményeket kaptunk. Ezen feliil, a szelenol és
diszelenid forma kozti dsszefiiggésbdl szamitott kolcsonhatasi tényezd (Isd. késdbb) jo
egyezést mutat a korabban meghatarozott értékkel, igy meggy6zddésiink, hogy az
altalunk leirt makroallandok értéke helyes és reprodukalhatd. A mikroallandokra kapott
eredményeket csak a CysASeH esetén tudjuk osszehasonlitani irodalmi adatokkal, a
makroallandok kozti kiilonbség miatt azonban csak a kolcsonhatasi tényezd értékét
érdemes Osszevetni, mely eredményeinket alatamasztja (1,29 és 1,46).

A szelenol-diszelenid és tiol-diszulfid rendszerekre meghatarozott [101]
mikrodllandokat ~ Osszehasonlitva ~ megfigyelhetd, hogy az  amino-  és
karboxilatcsoportokat leird protonalodasi allandok értéke csaknem megegyezik.
Tovabba, a CysSeH-re meghatarozott amino-szelenolat és a cisztein amino-tiolat
csoportjaira jellemz6 kolcsonhatasi tényez6k a mérési hibanal kisebb mértékben térnek
el egymastol (1,29 és 1,31), igy megallapithatd, hogy akar tiolat-, akar szelenolatcsoportot
tartalmaz a molekula, a tobbi sav-bazis csoport bazicitasara hasonlé hatast fejtenek ki.
Tovabbad, a diszelenidek kM és kO, valamint a szelenolok k5. és k5, mikroallanddi (5., 6. és
8. tablazatok) nagy hasonlosagot mutatnak, bizonyitva, hogy a diszelenid-hid jol
modellezi a szelenolcsoport semleges, -SH allapotat, hasonléan a diszulfid-hid és a

tiolcsoport kozotti osszefiiggéshez.

57



DOI:10.14753/SE.2021.2450

A szelén- és kénatomok kiilonbozé tulajdonsdgai (atomméret, elektronegativitas,
polarizalhatésag) jol ~magyarazzak, hogy a tiolatcsoportokhoz képest a
szelenolatcsoportokat jellemzé mikroallandok 2-3 nagysdgrenddel kisebbek, tehat a
szelenolcsoportok joval erésebb savi karaktert mutatnak. A redukciohoz elengedhetetlen
anionos forma igy egy szélesebb, az emberi vér pH-értékét is magaba foglalo pH-
tartomanyban a dominansan el6éforduld protonaltsagi allapot.

A meghatarozott *H és *C kémiai eltolodasok egybevagnak a varhato értékekkel, ha
figyelembe vessziik a mikrorészecskék csoportjainak kiilonb6z6 protonaltsagi allapotat.
A ""Se kémiai eltolodasait az irodalmi értékekkel dsszehasonlitva megfigyelhetd, hogy
az altalunk mért adatok hozzavetblegesen 30 ppm egységgel nagyobbak, az egyes
csoportok protonalddasdnak hatisara bekovetkezd valtozas viszont megegyezik. Ebbdl
arra kdvetkeztethetiink, hogy az eltérést a ’’Se kémiai eltolédasok referenciapontjanak
nem egységes alkalmazésa okozza. A kapott eredményeket 6sszevetve az is kidertil, hogy
a CysSeH ¢és a CysASeH amino- ¢és szelenolatcsoportjainak protonalodasa hasonlo
mértékben véltoztatja meg a '’Se kémiai eltolodas értékeit.

Az egyes szelenol vegyiiletek szelenolatcsoportjara jellemzd protonalddasi
mikroallandok ¢és a meghatarozott részecskespecifikus kémiai eltolodasok kozti
korrelaciot a 20. abra mutatja be. Mivel a diszelenid vegyiiletek redoxi egyensulyban
allnak a szelenolokkal, és ezt az egyenstlyt nagyban befolyasolja a szelenolatcsoportok
protonaltsagi allapota, feltételeztiik, hogy diszelenid vegyiiletek szelenolokkal
egyensulyban all6 mikrorészecskéit leiré kémiai eltolodasok szintén dsszefliggenek az
adott szelenolat bazicitassal. Az abrazolt adatpontok és az illesztett egyenesek a 20. abran

lathatok. Az illesztés egyéb adatait a 19. tablazat foglalja ssze.

19. tdblazat: A mikroszkopikus protondlodasi  allando logaritmusa és a

részecskespecifikus kémiai eltolodas adatokra illesztett egyenesek paraméterei.

Szelenocisztein

7750 H H H 3¢ 3¢
(*CH) (PCH2a)  (PCHap) (“CH) (PCH>)
meredekség -5,92 -0,37 -0,19 -0,23 1,84 3,38
tengelymetszet -192,5 57 41 4,0 50,0 -0,7
R? 0,7249  0,9922 0,7117 0,9978 0,9813 0,7861
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Szelenocisztin

meredekség -4,34 -0,41 -0,16 -0,16 1,36 1,38
tengelymetszet 311,0 6,2 4,0 3,9 49,1 23,4
R? 0,9934 0,9890 0,8989 0,7991 0,7777 0,9368
logk,,> logk,*logk,™ logk®™ logk,,* logk,* logk,*® logk®
) i (I ‘ ' [ f
605 2958 4 ng,
= ] ®c("cH) %2 7
2 sro E 287.1
-4 - 3 L
2 2044 o g =
N 2 - o
53 1 "c ey o =l
‘5 2, 136 1 Q a. 56.0 — 3G (“CH) o
g5 4
- > =
28 449y S8 1
Bl H (“CH) o & 532
-~ 2 g BT
-3 =g p o
D S "H(°CH,) = o
< © 33 —N\ l"‘h T 3pd “clcH)
B2 ween) - 22 L
N .5 | g3 =
e = g =4 48 yyech)
o] 3]
g 216 g 1
) 1 7se =
2 ° g 3.6 9 "H(cH,)
-228 —
4 ° < 'M
— T T T T T T T T — T T T T T T T T T 7
4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 4.0 45 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0
Szelenolatesoportra jellemzé Szelenolatesoportra jellemzo
protonalédasi mikroallandé logaritmusa protonalddasi mikroallandd logaritmusa

20. dbra: A szelenolatcsoportot leiro mikroszkopikus protondlodasi dllandé logaritmusa

és a részecskespecifikus kémiai eltolodds osszefiiggése.

A 20. abran lathatd, hogy a korrelacio az adatok kis szama miatt nem minden esetben
tokéletes, ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a mérési eredményeken alapuld
elérejelzés szempontjabol az illesztett egyenes meredeksége kiilondsen fontos, a ’Se
magok pedig nagy érzékenységet mutatnak a kémiai kornyezet megvaltozasara. A
CysSeSeCys esetén kapott pontok sokkal inkabb egy egyenesre illeszkednek, és mivel a
diszelenid a stabilabb forma, ezek szelénatomjait megvizsgalva képet kaphatunk a beldle

képz6do, sokszor nehezen eldallithatd szelenolat bazicitasardl és redoxi tulajdonsagarol

is.

5.2.  Szelenol-diszelenid egyensiilyok redoxi tulajdonsagai
A meghatarozott részecskespecifikus standard redoxipontecidlokat tekintve
megfigyelhetd, hogy a szelenolatcsoportot anionos forméban tartalmazd mikrorészecskék

eltér6 redukaloképességgel rendelkeznek. Példaként vegyiik a CysSeH a és f
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mikrorészecskéjét, melyek kozott tekintélyes, 160 mV eltérés tapasztalhatd. Ebbol
vilagossa valik, hogy a pH megvaltozasa nemcsak a redukciohoz feltétleniil sziikséges
szelenolatcsoport el6fordulasat befolyasolva hat a redukaloképességre, hanem -
masodlagos hatasként — a tovabbi sav-bazis funkcids csoportok protonalddasa is
befolyasolja a redoxi tulajdonsagokat. Az analdg tiol-diszulfid és szelenol-diszelenid
rendszerek adott szelenolat- és tiolatcsoportokra jellemzé részecskespecifikus standard
redoxipotencialjat bazicitasuk fiiggvényében abrazolva a két illesztett egyenes Szinte
teljesen parhuzamos lefutasti (21. abra). Ez arrdl tanuskodik, hogy a protonalddasi
allandok megvaltozasa mindkét rendszer esetén ugyanakkora eltérést okoz a redoxi
tulajdonsagokban. A két parhuzamos egyenes kozti kb. 246 mV kiilonbség pedig ugy
értelmezhetd, hogy a szelenolatcsoport nemcsak sav-bazis tulajdonsaga miatt erésebb
redukaldszer, azonos bazicitasi szelenolat- és tiolatcsoportok esetén a szelén atomok

jelenléte er6sebb redukaloképességet eredményez.

0.2 4
o tiolat-diszulfid rendszerek
0.1+ v, = -0,0608x; + 0,1696
R2=0,9919
0.0 1 o szelenolat-diszelenid rendszerek
y, =-0,0581x, - 0,0765
R2=0.8807
. -0.1+
2
e
N 024
-0.3 1 DTT,, /DTT?
-0.4
'05 T T T T T T T T T T Y
0 2 4 6 8 10

logk

21. dbra: A tiolat- és szelenolatcsoportok protonalodasi mikrodllanddinak és standard
redoxipotencidljanak dsszefiiggése. A tiolatcsoportok adatait a DTTox/DTT? rendszeren

kiviil korabbi munkdk alapjan [19] tiintettiik fel.
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A protonalodasi mikroallandokhoz hasonléan a részecskespecifikus standard
redoxipotencial értékek is korrelaciot mutatnak a *H, 3C és "’Se kémiai eltolodasokkal
(22. abra, 20. tablazat). Az sszefiiggéseket felhasznalva elmondhato, hogy a kiilonb6z6
szeléntartalmi molekulak sav-bazis és redoxi tulajdonsdgai NMR spektroszkopias
mérésekkel elérejelezhetéek, ami kiilonos jelentdséggel birhat antioxidans hatdoanyagok
tervezésekor és vizsgalatakor, valamint szelenoproteinek csoportspecifikus redoxi €s sav-

bazis tulajdonsagainak — korabban nem meghatarozhato — eldrejelzésében.
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22. dabra: A részecskespecifikus standard redoxipotencial és kemiai eltolodas

osszefiiggese.

20. tablazat: A részecskespecifikus standard redoxipotencial és kémiai eltolodas adatokra

illesztett egyenesek paraméterei.

Szelenocisztein
1H 1H 1H 13C 13C

77
Se (“CH)  (CHz) (*CHz)  (“CH)  (°CHy)
Mmere- 70524 5251 2208 3163  -24.743  -52.487
dekség
engely- 196660 5755  3.970 4013 50137  -3.319
metszet
R2 04979 09622 04838 09095 08571  0,9180
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Szelenocisztin

Mmere- 50106 5806 2446 2437  -16557  -18,030
dekség

engely- 310960 6338 4102 4036 49893 23,692
metszet

R2 08908 09660 09720 09259 05578  0,7718

5.3.  Vizes kozegii ''Se NMR vizsgilatokban alkalmazhaté belsé kémiai eltolédas
referencia

A szelenat-ionok 'Se kémiai eltolodasat hat mérési paraméter valtoztatisa mellett
kovettiik, a ""Se magok frekvencija legnagyobb mértékben az oldatban uralkodé pH-ra
érzékeny, pH = 3,5 felett azonban ez a hatas nem szignifikans. Savasabb pH értékeken a
varhat6 kémiai eltolodas a titralasi gorbék alapjan szamithato. Homérsékleti koefficiense
a tobbi mérési paramétert nem valtoztatva 0,042 ppm/K, mig a koriilmények valtoztatasa
mellett, tobbvaltozos statisztikai analizis alapjan 0,039 ppm/K. Hémérséklet-fliggése a
két eddig bevezetett [82, 94] ""Se kémiai eltolodas referenciaanyaghoz hasonlitva a
dimetil-szelenid (0,025 ppm/K) és a szelénessav (0,094 ppm/K) tulajdonsagai kozé esik.
A koncentracio, az ionerésség és az oldoszer D.O-tartalma az altalunk vizsgalt
tartomanyban az eldbb emlitett két mérési koriilményhez képest egy nagysagrenddel
kisebb eltérést okoz. Statisztikai analizis alapjan a koncentracié nem szignifikans, mig az
ionerdsség €s az oldoszer Osszetétele szignifikans hatdssal van a kémiai eltolodésra.
Szelenat-ionokat tartalmazé mintat 133 napig szobahémérsékleten taroltunk, "’Se NMR
spektrumat vizsgalva kémiai eltolodasa jelentés valtozast nem mutatott. A jelenleg ismert
vizoldhato referencidhoz, a szelénessavhoz viszonyitva tulajdonsagai kedvezobbek,
valamint kisérlettel bizonyitottuk, hogy a szelenat-sok a szelenol vegyiiletek
vizsgalatdhoz sziikséges reduktiv kozegben is hasznalhatok, ugyanis sem a
segédanyagokkal, sem a mérendd szeléntartalmu anyaggal nem lépnek reakcioba.

Eredményeinket 6sszefoglalva, a szelenatok nagy biztonsaggal alkalmazhato belsé
kémiai eltolodas referenciak, kémiai eltolodasuk 5 V/V% D,O-t tartalmaz6 oldatban,
25°C-on, 0,15 mol/dm?® ionerdsség mellett 60 V/VV% CDClIz-0s dimetil-szelenidhez képest
1048,65 ppm, mig 0,03 V/V% CDClz-0s TMS H jeléhez viszonyitva 1046,40 ppm. igy
a "Se NMR mérésekhez vizoldhatd, szeléntartalma belsé kémiai eltolodas

referenciavegyiiletet vezettiink be, elsdként a szakirodalomban.
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6. Kovetkeztetések

A doktori munka soran az irodalomban el6szor hataroztunk meg részecskespecifikus
paramétercket a CysSeH-CysSeSeCys és a CysASeH-CysASeSeCysA redoxirendszerek
Osszesen 32 mikrorészecskéjére. A kapott mikroszkopikus protonédlodasi allandok, a
részecskespecifikus standard redoxipotencial értékek és a részecskespecifikus H, 13C és
""Se kémiai eltolodasok kozott korrelaciot fedeztiink fel. Mivel a harom emlitett
paraméter Osszefiiggése bizonyitott, barmely fizikai-kémiai jellemzd meghatarozasa
esetén jol prediktalhatdé a masik két tulajdonsdg. A kémiai eltolodas az egyik
legalapvetobb spektralis paraméter, igy a szeléntartalmti biomolekulak sav-bazis és
redoxi tulajdonsagai, ezaltal szervezetben betoltott szerepiik egy egyszeriien és gyorsan
kivitelezhetd NMR spektrum felvételével és kiértékelésével megjosolhato.

A munkacsoport altal korabban meghatarozott tiol-diszulfid és a szelenol-diszelenid
rendszerek  redoxi  tulajdonsagait  Osszehasonlitva  elmondhatd, hogy a
szelenolatcsoportok fokozott redukald képessége nem kizardlag gyengébb bazikus
jellegiikkel magyarazhatd, ugyanis standard redoxipotencialjuk joval alacsonyabb, mint
a tiolatcsoportoké, beleértve az azonos bazicitassal rendelkez6 tiolatcsoportokat is.

A "'Se magok a legérzékenyebbek a kémiai kdrnyezet megvaltozasara, igy elorejelzd
értékiik kiemelkedd. Az illesztett egyenes meredekségén alapuld szamitasokhoz a '’Se
NMR igen széles mérési ablaka ellenére sziikségiink van a kémiai eltolodasok lehetd
legpontosabb meghatarozasara, ehhez pedig sziikség van egy vizes oldatokban is
alkalmazhat6 bels6 kémiai eltolodas referenciara. A szelénsavat €s a natrium-szelenatot
hat kiilonbdz8 mérési koriilmény valtoztatisa mellett vizsgaltuk, a ’Se mag spektralis
ablakahoz képest a koriilmények okozta maximalis eltérés 0,18 %, mely nem haladja meg
a DSS 'H jelének hibahatarat. Ezek alapjan a szelenat széles pH-tartoméanyban
alkalmazhatd mint az els§ szeléntartalmu, vizben olddédod belsd kémiai eltolddas
referencia. Kémiai eltolodasa az eddig gyakorlatban hasznalt dimetil-szelenidhez képest
1048,65 ppm, mig a TMS 'H jeléhez viszonyitva 1046,40 ppm.
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7. Osszefoglalas

A redoxi homeosztazis fenntartasaban, az oxidativ stressz elleni védelemben és
szamos egyeb bioldgiai funkcidban nagy szerepe van a szeléntartalmu fehérjéknek, a
szelenoproteineknek. Az emlitett fehérjéket felépitd aminosavak koziil kizarolag a
szelenocisztein, illetve — diszelenid-hidak képzédésekor — a szelenocisztin tartalmaz
szelénatomokat. A doktori munka sordn a szelenocisztein-szelenocisztin és a
szelenociszteamin-szelenocisztamin rendszerek sav-bazis és redoxi tulajdonsagait
jellemeztiik részecskespecifikus szinten. 4 kiilonb6zé molekula 0Osszesen 32
mikrorészecskéjére hatdroztunk meg mikroszkopikus protonalddasi allandot  és
kolesonhatasi tényezdket, részecskespecifikus H, 13C és 7’Se NMR kémiai eltolodasokat,
valamint ditiotreitollal alkotott kémiai egyenstlyukat vizsgilva pH-fliggetlen,
részecskespecifikus redoxi egyensulyi allandot és standard redoxipotencialt. A kapott
eredményeket a nagyon hasonl6 tiol-diszulfid rendszerekkel 6sszevetve megallapithato,
hogy a szeléntartalmi vegyiiletek joval erdsebb redukaldszerek, mint kéntartalmu
analdgjaik. Ennek magyarazata, hogy egyrészt a szelenolatcsoport 2-3 nagysagrenddel
gyengébb bazikus karaktert mutat a tiolatcsoportnal, ezaltal a redukciohoz
elengedhetetlen anionos forma szélesebb pH-tartomanyban megtaldlhatd, masrészt az
eredmények arra is ramutatnak, hogy azonos sav-bazis tulajdonsagokkal rendelkezd
funkcios csoportok esetén a szelénatom jelenléte erdsebb redukaloszert eredményez. A
mért részecskespecifikus kémiai eltolddasokat a kapott mikroszkopikus protonalddasi
allandok, illetve részecskespecifikus standard redoxipotencial értékek fiiggvényében
abrazolva egyértelmii Osszefiiggést kaptunk nemcsak a szelenol, hanem a diszelenid
vegyitileteket leird kémiai eltolodasok esetében is. A kapott korrelaciot magyarazza, hogy
mindhdrom emlitett fizikai-kémiai jellemzd erésen fiigg az atommag kortli
elektronsiiriségtol. Ezen 0sszefliggések lehetséget nyitnak egy NMR spektroszkopian
alapuld egyszerli, olcsdé ¢és gyors modszer kidolgozédsara, ami eldre jelezheti a
szervezetben biologiai jelentdséggel bird szeléntartalmu vegyiiletek varhato viselkedését.
A minél pontosabb elérejelzés érdekében megbizhatdé mérési eredményekre van sziikség,
viszont jelenleg a "Se NMR kémiai eltolodasok bemutatisa a szakirodalomban nem
egyseéges, az elérhetd eszkozok kissé hianyosak. Ezt kiegészitve bevezettiik a szelenatot
mint ”’Se NMR spektroszkopia soran alkalmazhato vizben old6do belsé kémiai eltolodas

referenciat.
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8. Summary

Selenium-containing proteins, also called selenoproteins have an important role in
maintaining the redox homeostasis, an inevitable precondition of healthy living that
combats the agents of oxidative stress in living systems. The only amino acids that contain
selenium are selenocysteine and (in case of forming diselenide bridges) selenocystine. In
this work the acid-base and redox properties of selenocysteine-selenocystine and
selenocysteamine-selenocystamine, two selenol-diselenide redox systems were studied at
the microscopic level. Microscopic protonation constants and interactivity parameters,
species-specific *H, 1*C and ’Se NMR chemical shifts were determined, resulting also in
species-specific redox equilibrium constants and standard redox potential values for 34
microspecies of the 4 compounds by investigating the chemical equilibria of the
compounds with dithiothreitol. The reduction potential of the selenols proved to be much
higher than that of the thiolates, the sulfur-containing analogues. This fact can be
explained by two major observations based on our experiments. Firstly, the basic
character of the selenolate groups is 2-3 orders of magnitude weaker than that of thiolates,
so the anionic selenolate, the redox-reactive form of any selenols is present in a wider pH
range, including the pH of the blood. In addition, the results showed that even between
selenolate and thiolate groups of identical basicity, the stronger reducing potential
belongs to the selenolate. The obtained species-specific chemical shifts were plotted
against either the microscopic protonation constants or the species-specific standard
redox potentials. A correlation analysis showed unambiguous correlations among these
three apparently independent parameters. The correlation among these parameters can be
interpreted in terms of the electron density on the given nucleus, a highly influential
property that strongly affects basicity, chemical shifts and redox behaviour. Based on
these correlations a simple, inexpensive, and quick NMR-based method can be introduced
to predict the behavior of selenium-containing compounds in the human body. For the
proper utility of this method, precise chemical shift data are needed. In the ’Se NMR
literature, however, chemical shifts are given relative to various references with limited
accuracy and consistency. Therefore, selenate was introduced as a water soluble internal

chemical shift standard for /’Se NMR spectroscopy.
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