Biomolekulak szelenol-diszelenid egyensulyainak
jellemzeése részecskespecifikus parameéterekkel

Doktori értekezés

Dr. Palla Tamas

Semmelweis Egyetem
Gyodgyszertudomanyok Doktori Iskola

| SEMMELWEIS
EGYETEM

PHD &

NS
S %
A )
5 )
m@, :
3 A
13 7
2 &
& &
iy =
OV Grany

Témavezeto: Dr. Noszal Béla, DSc., egyetemi tanar
Konzulens: Dr. Mirzahosseini Arash, Ph.D., egyetemi tanarsegéd
Hivatalos biralok: Dr. Ambrus Attila, Ph.D., egyetemi docens

Dr. Osz Katalin, Ph.D., egyetemi docens

Komplex vizsga szakmai bizottsag:
Elnok: Dr. Szoké Eva, DSc., egyetemi tanar
Tagok: Dr. Béni Szabolcs, Ph.D., egyetemi docens

Dr. Szakacs Zoltan, Ph.D., senior kutato-fejleszto

Budapest
2020



1. Bevezetés

Az ¢l6 szervezetben természetes anyagcsere-folyamatok sordn
reaktiv oxigénszarmazékok termelddnek. A sejten belili redoxi
egyensulyt, homeosztazist az antioxidans rendszerek oxidoreduktaz
enzimjei €és koenzimjei tartjdk fenn. Ezen enzimek altal katalizalt
biokémiai folyamatok, bar szertedgazd és bonyolult rendszereket
alkotnak, alapvetéen egy vagy két elektrondtmenettel jard elemi
reakciokbol épiilnek fel, melyek nagyrészt tiol-diszulfid cserereakciok.

A redoxi homeosztazis fenntartasaban, az oxidativ stressz elleni
védelemben és szamos egyéb biologiai funkcidoban a tiol-diszulfid
rendszerek mellett nagy szerepe van a szeléntartalmu fehérjéknek, a
szelenoproteineknek. E fehérjékben a szelenocisztein, illetve (diszelenid-
hidak képzddésekor) a szelenocisztin tartalmaz szelénatomokat. Ezen
aminosavakat tartalmazo fehérjerészek bizonyitottan elengedhetetlenek
az altaluk katalizalt biokémiai redoxireakcidkhoz.

A tiol-diszulfid redoxireakciokkal analog szelenol-diszelenid
folyamatok meghatdroz6é jellemzdje, hogy csak a deprotonalt
szelenolatcsoport vesz részt a redoxi folyamatban, vagyis a szelenolat
anion oxidalodik diszeleniddé (1. 4bra). Mivel a deprotondlt forma
eléfordulasa pH-fliggd, a szelenol-diszelenid rendszerek latszolagos
redoxipotencidlja is fiigg a kozeg pH-jatol. Annak érdekében, hogy a
lehetd legpontosabb képet kapjuk a szelenol-diszelenid redoxi
atalakulasrol, a protonalodasi és a redoxi folyamatok pH-fiiggetlen,

mikroszkopikus szintii ismeretére egyarant sziikség van.
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1. abra: A szelenocisztein (feliil) és szelenociszteamin (alul) szelenoldtcsoporttal
rendelkezé6 mikrorészecskéi, alattuk rendre a veliik egyensulyban allo
szelenocisztin és szelenocisztamin mikrorészecskék.

Az oxidativ stressz megel6zése és terapids elhdritdsa egyarant
elképzelhetetlen ismert redukalo képességti, szelektiv gydgyszeranyagok
nélkiil. Az antioxidansként alkalmazott hatdanyagok fizikai-kémiai
tulajdonsagainak pontos ismerete pedig kiilondsen fontos a
gyogyszerhatas €s az esetleges mellékhatasok szempontjabol.

Jelenleg a ""Se NMR kémiai eltoloédasok kezelése a szakirodalomban
nem egységes, kiilondsen a referenciaként hasznalt szelénvegytiletek
tekintetében, természetesen azonban igen fontos, hogy a mérési

eredmények minél megbizhatobbak legyenek.



2. Célkitiizés

Doktori munkam célja a biologiai jelentdségii, kismolekulas
szelenol-diszelenid egyensulyi rendszerek részecskespecifikus sav-bazis
¢s redoxi tulajdonsigainak jellemzése, valamint korrelacio
meghatarozasa az eredményiil kapott egyes mikrorészecskékre jellemzo
sav-bazis és redoxi paraméterek, valamint a *H, 3C és "’Se NMR kémiai
eltolodasok kozott.

Ennek fontos része a szeléntartalmt molekulak jellemzése makro- és
mikroszkopikus szinten, sziikség esetén szarmazék vegyliletek
eldallitasaval és vizsgalataval.

Tovabbi célunk az emlitett szelenol-diszelenid rendszerek
ditiotreitolra vonatkoztatott, pH-fliggetlen, részecskespecifikus redoxi
egyensulyi allandéinak, valamint részecskespecifikus standard
redoxipotencial értékeinek meghatirozdsa. Ehhez el6zetesen sziikség
volt a ditiotreitol/oxidalt ditiotreitol tiol-diszulfid rendszer standard
redoxipotencial értékére is, melyet a glutation/glutation-diszulfid
redoxirendszerrel alkotott kémiai egyensuly alapjan kaptunk meg.

Annak érdekében, hogy kelléképpen pontos kémiai eltolddas
értékeket kapjunk, célul tiiztiik ki egy ’Se NMR spektroszkopidban vizes
kozegben belsd standardként hasznalhaté kémiai eltolédas referencia

anyag részletes mérési adatokkal alatamasztott bevezetését.



3. Modszerek

A protonalodasi makroallandok meghatarozasahoz *H NMR-pH
titralast végeztiink. A csoportspecifikus protonalodéasi  allandok
meghatdrozasa a molekuldk szimmetrikus szerkezete alapjan,
szarmazekvegyiiletek  vizsgalatdval, illetve deduktiv = modszer
alkalmazaséaval tortént. A részecskespecifikus IH, 13C ¢és "Se NMR
kémiai eltolodasokat a titraldsi gorbe platoszakaszain felvett NMR
spektrumok alapjan, az egyes funkcids csoportok protonaldodasanak
hatasat figyelembe véve adtuk meg.

A csoportspecifikus redoxi egyensulyi allandokat, illetve a standard
redoxipotencidl értékeket ditiotreitollal alkotott egyensulyi rendszerek
kvantitativ 'H NMR spektroszkopias vizsgalataval hataroztuk meg.

A 'H NMR-pH titralasi gorbék nemlinearis paraméterillesztéséhez,
illetve a végeredményként kapott paraméterek kozti korrelacios
analizishez az OriginPro 8.0 (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA)
szoftvert hasznaltuk.

Az NMR spektrumok kvantitativ kiértékelését az ACD/NMR
Processor Academic Edition v12.01 (Advanced Chemistry Development,
Toronto, ON, Canada) szoftverrel végeztiik.

A vizes kozegli "'Se NMR mérésekben lehetséges kémiai eltolodds
referenciavegyliiletek kémiai eltolodasat hat kiilonb6zé mérési
koriilmény (pH, homérséklet, ionerdsség, koncentracio, D,O-tartalom,

mintakészitéstol eltelt id6) valtoztatdsa mellett kovettiik.



4. Eredmények

A négy vizsgalt molekula (szelenocisztein, szelenocisztin,
szelenociszteamin, szelenocisztamin) makroallandoit ‘H NMR-pH
titralas alapjan kaptuk meg, ezen felil tovabbi szamitdsokhoz
meghataroztuk a szelenocisztin dimetil-észterének makroszkopikus
protonalddasi allandoit is (1. tablazat).

1. tablazat: A szelenociszteint, a szelenocisztint, utobbi dimetil-észterét, illetve

a szelenociszteamint és a szelenocisztamint jellemzo  protonadlodasi
makroallandok.

Szeleno- Szeleno- Dimetil- Szeleno- Szeleno-
cisztein cisztin észter™ ciszteamin cisztamin

logK: 10,18+0,02 9,19+0,02 6,74+0,12 10,87+0,03 9,62 +0,04

logK, 5,52+0,03 8,22+0,02 5,82+0,32 6,26 +0,02 848+0,12
logKs 2,01+£0,04 225+0,05 -

logKs - 1,58 £0,07 -

* a szelenocisztin dimetil-észter szirmazéka

A szelenocisztein példajan a makroszkopikus (K) és mikroszkopikus

(k) protonalddasi allandok kozott fenalld osszefiiggések a kovetkezok:

B, =K, =k + K+ 1N 1)
By =Ki-Ky =k ke + KN hq + Bk = )
By =K1Ky Ky = k2 k3 koo = K- kR ko = ... (3)

ahol O, Se és N rendre a karboxilat-, a szelenolat- és az

aminocsoportot  jelenti, kY  mikrodllandd6 a  protonalédd



szelenolatcsoportot  (Se) jellemzi abban az esetben, ha a
karboxilatcsoport (O) protonalt allapotban van.

Amennyiben a molekula két protonalhatd csoportot tartalmaz és
szerkezete szimmetrikus, mikrodllandoéi kozvetleniil meghatarozhatoak a
makroszkopikus allandokbol. Példaként egy két aminocsoportot (N és

N’) tartalmazo6 szimmetrikus molekulara teljesiilo 6sszefliggések:
logk™ =logk™ =logk, — log2 (4)
logkX =logkN- =logk, + log2 5)

Tobbesoportos molekuldk egymashoz kozel esé csoportjai esetén az
egyik protondlodasa 4ltalaban csokkenti a masik bazicitdsat, ezt
szamszerUsiti a kdlcsonhatasi tényezdé (AE). A szelenocisztein példajan
bemutatva a karboxilat- és aminocsoportok egymasra kifejtett hatasat a
kovetkezd dsszefiiggésekkel jellemezhet;jiik:

logAEy = logkO — logkg = logk(S)e — logklc\)jse =
= logkN — logkg = logkIS\Ie - logkls\]eo ©

A deduktiv moddszer soran alkalmazhato egyik eljaras, hogy a
modellvegyiiletként valasztott molekula bazicitds adatai helyett
kdlcsonhatési tényezdit hasznaljuk fel a mikrodllandok meghatarozasara.

A fent emlitett harom alapdsszefliggés felhasznalasaval
meghatarozhatova valt a négy vizsgalt molekula 6sszesen 34 kiilonb6zo

mikroallanddja (2. tablazat).



2. tablazat: A vizsgalt szelenol és diszelenid vegyiiletek mikroszkopikus

protonalodasi  allandoi. A  domindns protonalodasi  utvonalat  leiro
mikrodllandok félkévérrel szedve lathatok.
Szelenocisztein Szelenocisztin
logk™ 10,18+0,02 |  logk™ =log™ 8,89 0,02
logk™® 6,81+ 0,04 logk® = logk® 4,40 £ 0,13
logk® 5,02 £ 0,05 logky = logkx- 8,52 + 0,04
logky' 5,52 + 0,03 loghd =loghd  3,84+0,05
logky 3,13+ 0,05 logky = logky- 2,51+0,13
logkse 8894002 | loghd =loghd 833012
logk, 3,90 + 0,04 logkd = logkdy: 7,00 + 0,02
logko 8,29 + 0,02 loghQ = logkd ~ 4,33+0,14
loghey 560+005 | loghQy =loghQy: 1,95+ 0,05
loghNse 2,01 £0,04 | logNo=loghlly  6,63+0,04
loghs, 4,40+0,06 | logkyo =loghno  244+0,14
logkseo 700£0,04 | logo =loghly  7,96+0,12
Szelenociszteamin loghQo = logkdo 3,77 £0,07
logk™ 10,87 £0,03 | logy = loghl, ~ 6,44+0,12
logk™ 7,55+£0,03 | loghkno =logkwo 1,88 £0,07
loghx 6,26 £0,02 | logloo = logh-oo 6,07 £0,12
logks, 9,58 + 0,04 Szelenocisztamin
logk™ = logk™ 9,32 + 0,04
logkX = logkX- 8,78 + 0,12

A részecskespecifikus redoxi paraméterek meghatarozasdhoz elsdként
latszolagos, pH-fiiggd redoxi egyensulyi allandét hatdroztunk meg, a

koncentraciokat kvantitativ 'H NMR spektrumok kiértékelésével kaptuk.



_[RSeH]* [DTT,, ]

C [DTT]-[RSeSeR] )

Az egymassal 0sszefiiggd sav-bazis €s redoxi folyamatokat egymastol
elvalasztva pH-fiiggetlen, részecskespecifikus redoxi egyensulyi
allandokat kapunk. Példaul egy szelenocisztein mikrorészecskére (b),
ami az f’ szelenocisztin részecske redukcidja soran keletkezik, felirhato

a kovetkezd Osszefliggés:

p_[b] [DTTo ] [CysSeH]* -3 - [DTTy, ]

[DTT>][f]  [DTT] ppp2 - [CysSeSeCysly, @®
B
Xprr® " Ap

ahol xp és yxpp2- @ b mikrorészecske és a deprotondlt ditiotreitol
moltortje adott pH-n, mely a mikroszkopikus protonalodasi allandok
alapjan kiszamithat6. Az igy kapott egyensulyi allanddkat, illetve a
reakcidpartner standard redoxipotencialjat felhasznélva kiszamithato a
vizsgalt redoxirendszert jellemzd részecskespecifikus  standard

redoxipotencidl (3. tablazat).

o [b]* [DT Ty ]
DTT,, /DTT® z o F nm

RT
T2+ -Ink

E°,=E
(©)

DTT,y /DT

ahol E° a standard redoxipotencial, R az egyetemes gazallando, T az

abszolut hdmérséklet, z az elektronszam-valtozas, F a Faraday-allando.



3. tdblazat: A vizsgalt 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

Az eredményiil kapott csoportspecifikus paraméterek kozott

korrelacio talalhato (2. és 3. abra).

logh,,* logk,* logk,* logh™
i ) '
60.8
*C ("CH)
57.0
204 °
"' ("CHy) o
136
449y oony

kémiai eltolodasa (ppm)

-
g

216
] 7se

A szelenocisztein a, b, d, f mikrorészecskéinek

-228 -

'H("CH,,)
33 -\

\
'M

o

4.0 4.5 5.0 55 6.0 6.5

T T T T T T T

Szelenolatesoportra jellemzo

protonaldédasi mikroallando

7.0

A szelenocisztina’, {7, k', p” mikrorészecskéinek

kémiai eltolodasa (ppm)

2. dbra: A szelenoldtcsoportok mikroszkopikus
részecskespecifikus kémiai eltolodasok osszefiiggése.
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3. dbra: A részecskespecifikus standard redoxipotencidl és kémiai eltolodas
osszefiiggése.

A szelenol-diszelenid és tiol-diszulfid rendszereket 6sszehasonlitva a
logk-E° egyenesek lefutasa csaknem parhuzamos, amelyb6l arra
kovetkeztethetliink, hogy az egyes tiolat- vagy szelenolatcsoportok
bazicitasanak megvaltozasa ugyanakkora hatassal van a redoxi
tulajdonsagokra, azonban a kén helyett szelénatomok jelenléte joval
erdsebb redukalo jelleget kolesondz az adott molekulanak.

A robusztus, megbizhatd ’Se NMR referenciavegyiilet megtalalasara
iranyulé munkankban a szelenat-ionok "’Se, valamint a DSS *H NMR
kémiai eltolodasat kiilonb6zé mérési paraméterek mellett kovettiik, a
kapott eltéréseket az adott NMR-aktiv mag mérési ablakanak
hanyadaban is megadtuk, hogy &sszehasonlithaté adatokat kapjunk (4.
tablazat).
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4. tablazat: A szelendt-ionok "'Se és a DSS *H NMR kémiai eltoléddsanak
valtozasa kiilonbozo méresi koriilmények mellett. Az 6sszehasonlithatosag
érdekében a kapott eltéréseket az adott mag mérési ablakanak szazalékos
értékében is megadtuk. A pH hatdsat, illetve az eltarthatésagot 0,15 mol/dm?
(feliil) és 1 mol/dm? (alul) ionerdsség mellett vizsgaltuk.

TSe relativ q relativ
SO hiba Adpgs hiba

T (K) 293-328 1,49 0,053% 0,29 0,63%

Paraméter Tartomany AJ

(molﬁ gm 00025-05 046 0016% 010 022%
(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%
0
VE/)VOA) 5-100% 0,35 0,013% 0,02 0,04%
2
127 0,05 0,002% 0,02 0,04%
t (nap)
133 0,08 0,003% 0,01 0,02%
Megbizhatd pH-tartoméanyok
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%

Az eredmények alapjan a szelenat széles pH-tartomanyban
alkalmazhatdé mint az els6 szeléntartalmt, vizben 0ldddo belsd kémiai
eltolodas referencia. Kémiai eltolédasa az eddig gyakorlatban hasznalt
dimetil-szelenidhez képest 1048,65 ppm, mig a TMS !H jeléhez
viszonyitva 1046,40 ppm.
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5. Kovetkeztetések

Meghataroztuk a korabban nem, vagy csak részlegesen vizsgalt
természetes, de nem klasszikus aminosavnak, a szelenociszteinnek és
szarmaz€kainak  protonalodasi  allandoit makroszkopikus  és
mikroszkopikus szinten.

Meghatéroztuk a szelenocisztein, szelenocisztin, szelenociszteamin €s
szelenocisztamin valamennyi mikrorészecskéjében taldlhatdé NMR-
aktiv magok részecskespecifikus ’Se, H és ¥C NMR kémiai
eltolodasait.

Kvantitativ 'H NMR spektroszképia és erre a célra kidolgozott
szamitasi moddszer segitségével meghataroztuk a deprotonalt
ditiotreitol pH-fliggetlen, részecskespecifikus standard
redoxipotencialjat.

Kvantitativ  'H NMR spektroszkopiaval meghataroztuk a két
szelenol/diszelenid rendszer ditiotreitollal szembeni pH-fiiggd,
latszolagos redoxi egyensulyi allando6jat, valamint a pH-fliggetlen,
részecskespecifikus redoxi egyensulyi allanddjat ¢és standard
redoxipotencialjat.

Korrelaciot talaltunk a szelenolatcsoportra jellemz6 mikroszkopikus
protonalodasi allandok és a standard redoxipotencidlok kozott.
Osszefiiggést taldltunk a szelenolat-diszelenid atalakulasokat jellemzd
mikroszkopikus redoxipotencialok és a részecskespecifikus kémiai
eltolodasok kozott mind a redukalt szelenol-, mind az oxidalt

diszelenid formak esetén. A korrelacido lehetdséget teremt tobb
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szelénatomot  is  tartalmaz6  makromolekuldkat  jellemzé
csoportspecifikus redoxipotencidlok meghatdrozasara, e vegyiiletek
szervezetbeni viselkedésének eldrejelzésére, hosszabb tavon pedig az
oxidativ stressz okozta betegségek gyogyaszati befolyasoldsara.

A kordbban jellemzett tiol-diszulfid rendszerekkel Osszevetve
értelmeztilk a  szelenol-diszelenid parok ersebb  redukald
tulajdonsagéanak okat.

Bevezettiik a szelenatot mint vizes kdzegii '’Se NMR mérések soran

alkalmazhato belso kémiai eltolddas referenciat.
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