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1. Bevezetés

Doktori kutatomunkam soran a kénhidrogén (hidrogén—szulfid) altal vezérelt jelatviteli
folyamatok molekularis mechanizmusainak tanulmanyozasat tiztem ki célul. (Oldatban a
kénhidrogén kiilonbozd protonaltsagi fokkal fordulhat eld: HoS, HS™ és S*7, melyeket
egységesen szulfidként fogok nevezni a disszertacié tovabbi részében).

Hosszu éveken keresztiil a kénhidrogén csupan toxicitasarol volt ismert, ugyanis nagy
koncentracioban a citokrom—c—oxiddz enzim inhibiciojan keresztiil a mitokondrialis sejtlégzés
gatlasahoz vezet. Ennek ellenére meglepd modon, viszonylag nagy szulfidkoncentraciot mértek
tobbek kdzott posztmortem human agyszovetben!?, ezt kovetden pedig tobb kutatas eredménye
is arra vezetett, hogy a kénhidrogén az ¢él6 szervezetben enzimatikus és nem enzimatikus
utvonalakon is termelédik, Kisebb koncentraciokban pedig tobb biokémiai utvonalat is
szabalyoz. Mara mar szamos fiziologids és patofiziologids folyamatban igazoltak
kulcsfontossagli szerepét tobbek kozott a sejten beliili jelatviteli Gtvonalak szabalyozasan
keresztiil, melynek eredményeként a nitrogén—monoxid ¢és a szén—monoxid mellett a
kénhidrogént is kis jelatviteli molekulaként tartjak szdmon®. Ennek megfeleléen robbanasszerii
fejlodést mutat bioldgiai funkcidinak kutatasa, igy nagyszamu tudomanyos kdzlemény jelent
illetve jelenik meg a témaban mind a mai napig®. Sajnalatos médon ezek tanulmanyozéasakor
sokszor ellentmondésokba {itkozhetiink, amelynek oka a biologiai hatas kivaltasaért felelds
molekularis mechanizmusok tisztazatlansaga illetve hianyos ismerete. Kutatocsoportunk a
kénhidrogén altal kivaltott biokémiai folyamatokat a kovetkezd reakcioutak vizsgalataval

tanulmanyozza:

o Tiol-fehérjék miikodésének vezérlése és oxidativ stressz elleni védelme perszulfid
funkcids csoportok keletkezésén keresztiil
e Metalloenzimek funkcidinak vezérlése szulfiddal valo kdlcsonhatasaikon keresztiil

e A szulfid és nitrogén—monoxid altal vezérelt jelatviteli utak kdlcsonds szabalyozasa

Kutatomunkam soran nagyrészt a cisztein oldallancokon végbemend per- ¢és
poliszulfidacios folyamatokra fokuszaltam, melyek detektaldsa a mai napig komoly kihivast
jelent. Ennek kapcsan egy atfogd és szisztematikus tanulmanyban vizsgaltuk a jelenleg
alkalmazott eljarasok elényeit, hatrdnyait, illetve hatarait®>. Tébb biologiailag is relevéans

modellen (szervetlen poliszulfidok, kis molekulatomegii tiolok (cisztein, glutation),



tiolfehérjék) szemléltettilk az egyes modszerek soran hasznalt elektrofil dgensek hatdsat a
alkalmazott alkilaloszer (B—hidroxifenil-4—etil-jodacetamid (HPE—IAM), monobromobiman
(MBB), N-etilmaleimid (NEM)) elektrofilicitasa, koncentracidja, illetve az inkubalasi id6
hogyan befolyasolja a detektalt mdodosulatok eloszlasat a reaktiv kénszarmazékok kozotti
dinamikus redox egyensulyi reakciok eltoldsa, valamint a poliszulfid lancok hasitasa révén. A
poliszulfid lancok alkildlas indukalta hasitdsanak mechanizmuséra tobb javaslatot is tettiink,
melyek kozil az egyik a hidrolitikus egyensulyi reakcio, amely tobbek kozott szulfénsav
szarmazékok képzodését eredményezi. Ez utobbi megkozelités biokémiai szempontbol
rendkiviil kritikus, és a korabban szulfénsavként azonositott modosulatok valos
kortltekintd értelmezésének sziikségességét vonja maga utan.

Poliszulfidok mint jelatviteli molekulak a szulfid és a nitrogén—monoxid altal vezérelt
jelatvitel Osszefonddasa soran is keletkezhetnek, egy kozos jelatviteli koztitermék, a
nitrozoperszulfid keletkezése és bomldsa soran®. Kutatomunkdm soran kisérleteket folytattam
a nitrozoperszulfid kémiai karakterizalasara, tanulmanyoztam bomlasi reakci6it, majd tobb
modellrendszeren is vizsgaltam bioldgiai hatasat. Kutatocsoportunk kordbban mar megmutatta,
hogy a nitrozoperszulfid lassi bomlasa tobbek kozott szervetlen poliszulfidok
felszabaduldsahoz vezet, melyet az altalam elvégzett spektralis jellemzés eredményei is
megerdsitettek. Kinetikai kisérleteim arra engednek kovetkeztetni, hogy a nitrozoperszulfid
tobb sejten beliili redukald rendszert (tioredoxin, glutation rendszer) kikeriilve, lassti bomlasa
soran poliszulfid donorként funkcionalhat. Per- és poliszulfidacios reakciokat indit el, ezaltal
kozvetitOként vehet részt egyes jelatviteli utvonalakban. A nitrozoperszulfid altalunk
feltételezett elnyujtott per- és poliszulfidacios hatdsat tobb biologiailag relevans
modellrendszeren is igazoltuk (redukalt glutation, human—szérum—albumin, HEK293 sejtek).

Végiil, az elobb emlitett modellrendszerek mellett, sejtes rendszerekben tranziens receptor
potencial ankyrin 1 (TRPAL) receptorokon is sikeriilt megmutatnunk a nitrozoperszulfid altal
kibocsatott szervetlen poliszulfidok hatdsara lejatszodo elnyujtott aktivaciot. Az irodalombol
ismert, hogy a szervetlen poliszulfidok rendkiviil hatékony TRPA1 agonistak®, a
nitrozoperszulfid pedig lassti poliszulfid donorként a receptorok kozvetett aktivatoraként

funkcionalhat, amelyet aramlasi citometrias kisérleteink soran sikeriilt igazolnunk.



A fentiek értelmében ugy gondolom, doktori kutatdbmunkam eredményei tobb szempontbdl is
hozzajarulnak a kénhidrogén altal vezérelt jelatviteli folyamatok molekularis

mechanizmusainak mélyebb értelmezéséhez és megértéséhez.
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2. lrodalmi attekintés

2.1. A kénhidrogén képzédése és bomlasa biolégiai rendszerekben

A kénhidrogén az emberi szervezetben a cisztein aminosav metabolizmusa soran
keletkezik enzimatikus és nem enzimatikus utvonalakon®. El8bbit harom enzim(rendszer)
katalizalja: a piridoxal—foszfat fiiggd cisztationin-g-szintetaz (CBS) és cisztationin-y-liaz
(CSE), valamint az aszpartat/cisztein—aminotranszferdz (AAT) és 3-merkaptopiruvat—
szulfurtranszferaz (3MST) egyiittes mitkodése'®! (1. dbra). Bar mindhdrom enzimrendszer a
ciszteint hasznalja szubsztratként a szulfidtermel6 folyamatokhoz, enzimkinetikai paramétereik
nagyban kiilonboznek: mas kofaktorokkal mitkddnek, enzimatikus aktivitasuk eltér, valamint
aktivaciojuk és inhibicidjuk mechanizmusa is kiilonbségeket mutat. Ennek kovetkeztében a
kénhidrogén endogén, enzimatikus termelddése nem csak az emlitett enzimek koncentracidjatol
¢s annak aranyatol fligg, hanem szdmos egyéb paraméter befolydsolja, mint a szubsztratok
(cisztein, homocisztein, o—ketoglutarat) hozzaférhetdsége, tovabba egycb faktorok, amelyek az

enzimaktivitast szabalyozzak!213,

3-merkaptopiruvat
N

o—ketoglutarat 2 RSH RSSR

AAT . —
L-Homocisztein Cisztationin

Glutamat \_/

> H,S
L—cisztein
Cisztationin / \ 2

L—cisztein Lantionin

2 L-Homocisztein

CO, NO, SUMO SAM

suvo ——|[JEsEll | H.0

Homolantionin

S
o—ketobutardat l
L—cisztein i Bseshits > Piruvat + NH,
NH;

1. abra: A kénhidrogén endogén képzddése cisztein metabolizmusa soran, enzimatikus
utvonalakon

(Az abrat P. Nagy, Methods in Enzymol (2015)° alapjan készitettem)
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Cisztein mellett cisztinbdl is keletkezhet szulfid CBS illetve CSE altal katalizalt utvonalakon,
melyek soran egy f—eliminaciot kdvetden transzperszulfidacios és redukciods reakciok vezetnek
kénhidrogén felszabaduldsahoz cisztein- és glutation—perszulfid koztitermékeken keresztiil*4°,
Kinetikai tanulmanyok soran a cisztinre kapott joval alacsonyabb K illetve magasabb Kcat érték
arra enged kovetkeztetni, hogy ez az oxidalt modosulat a ciszteinnél kedvezébb szubsztrat lehet
a CBS és CSE szamara. A sejten beliili redukalé kornyezet kovetkeztében azonban az oxidalt
cisztin koncentracioja nagysagrendekkel kisebb, mint a ciszteiné, igy az el6bb emlitett reakciok
endogén szulfidtermelésben jatszott szerepe vitatotta valt'®.

A szulfid lebontasa foként a mitokondriumban torténik oxidaciés folyamatok révén'’,
melyeket a szulfid-kinon-reduktdz (SQR) enzim katalizal*®!® (2. abra). Ennek soran az enzim
bels6é diszulfid hidja redukalddik perszulfid koztitermékké, amely végiil enzimatikus uton
oxidalédik szulfattd vagy tioszulfatta?®, Meglepd modon annak ellenére, hogy a szulfid
toxicitasa épp a mitokondridlis sejtlégzés gatlasahoz kapcsolodik a Citokrom—c—oxidaz
inhibiciojan keresztiil, tobb tanulmanyban is ismertették, hogy kisebb koncentraciokban az
ATP termelés stimuldlasdhoz vezet, ugyanis elektrondonorként vesz részt a mitokondrialis
elektrontranszport folyamatokban'’?"23, Ezen reakcidk szabalyozasa kivaléan szemlélteti a

szulfid altal vezérelt biokémiai folyamatok finomhangoltsagat.

m r\

——»so,,

\ ADP + P ATP
5,05

<N i 050,
L-ciiziein ‘  ~,,"25, { | < (¢]
u-ketoglutardt =

gl Mitokondrium

Piruvat

2. abra: A kénhidrogén oxidativ lebontdsa, valamint részvétele a mitokondrialis
elektrontranszport folyamatokban
(Az abrat C. Szabo et al. Br Journal of Pharmacol (2014)!7 alapjan készitettem)
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A kénhidrogén biohasznosulasa nem csak az endogén anabolikus reakcidkra ¢és
katabolizmusra korlatozodik. Koztudott, hogy a szulfid jelentds része biomolekuldkhoz
kotddve tarolodik, amely reverzibilis kolcsonhatds valamilyen kiilsd hatas kovetkeztében
megsziinhet, szulfid felszabadulasat eredményezve?*. Szamos tanulmany megmutatta, hogy a
sejtes rendszerekben és szovetekben rendelkezésre allo szulfidmennyiség kevesebb, mint
1%-a taldlhatdé szabad formaban, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a biologiai
szulfidraktarak rendkiviil nagy kapacitassal rendelkeznek. A reverzibilis kotddés megsziinését
szamos termodinamikai és kinetikai paraméter befolyasolja, amely elengedhetetlen ahhoz, hogy
a szabad szulfid mennyisége a toxikus hatar alatt maradjon. A szulfid ismert bioraktarai koziil
a 3. abran lathaté néhany példa.

Per- és poliszulfidokon tul (melyek redukcidja szulfid felszabadulasahoz vezet), soft
karakterébdl adodoan a szulfid kén donoratomjan keresztiil készségesen koordinalodik tobb
atmenetifém-ionhoz, melyek gyakran biologiailag aktiv molekuldk épitdelemei, illetve
kofaktorai. A korabbi kutatasok leginkabb a réz(Il)-, vas(ll)- és vas(Ill) ionokkal vald
kolcsonhatasaira fokuszaltak, melyek tobbek kozott szerepet jatszanak a citokréom—C—oxidaz
szulfid altali gatlasaban?>-?’. Hemfehérjékre jellemz6, hogy a szulfid a porfirinvazba beépiilve
szulfhem formék képzddéséhez vezet?’. Ezek mellett pedig tobb vas—kén klaszter tartalmu
fehérje is ismeretes, melyekbdl a szulfid szintén felszabadithat6?. A reverzibilis kotddések,
valamint a szulfid felszabaduldsdhoz vezetd reakciok révén az eldbb emlitett bioraktarak szulfid
pufferként is viselkedhetnek, a sziikséges helyen és id6ben eredményezve a kis jelatviteli
molekula utanpoétlasat egy adott biologai folyamat kapcsan. Az ezen reverzibilis egyensulyi
reakciok altali szulfidtermelést figyelembe véve, koriiltekintéen indokolt eljarnunk a kiilonb6z6
detektalasi eljarasok soran alkalmazott kisérleti koriilmények megvalasztasat illetden (példaul
savas kornyezetben a vas—kén klaszterek szétesése, mig redukald vagy lugos kdrnyezetben a
perszulfid forma atalakitdsa fog megnovekedett szulfidkoncentraciohoz vezetni).

A fémcentrumokhoz val6 koordinacid mellett redox kapacitdsabol kifolyolag a kénhidrogén
redukalni is képes ezeket a fémionokat, amely a metalloprotein aktivitas szabalyozasanak egy

alternativ modja®> 28-%,
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(1) Fe(lll)-szulfid hem (2) Fe(ll)-szulfid hem (3) Szulfhem
komplex komplex komplex
(4) 4Fe-4S (5) Cys-perszulfid (8) Perszulfidalt
klaszter elektrofil

3. 4bra: A kénhidrogén biomolekuldkkal val6 kdlcsonhatasat szemléltetd modellek?:
Koordinacié hem vas(III) és vas(I)—ionokhoz (1,2), szulthem komplex képzddés (3),
vas—kén klaszterek kialakulasa (4), cisztein oldallancok perszulfidaciodja (5), egyéb
elektrofilek perszulfidacidja (6)
(Az 4brat a P. Nagy et al Biochim Biophys Acta (2014)%* kézlemény tartalmazza)

2.2. Szervetlen poliszulfidok jelentésége jelatviteli folyamatokban,

fehérje perszulfidacios utvonalak

A kozelmultban szamos kutatasi eredmény ravilagitott, igy napjainkra mar elfogadott, hogy a
szulfid bioldgiai hatdsai koziil tobbért a részben oxidalt, 0 vegyértékii kénatomot, ugynevezett
szulfan ként tartalmaz6 molekuldk, azok koziil is foként a szervetlen poliszulfidok feleldsek
143139 'melyeket H2Sx (ahol x = 2-9) 4ltalanos formulaval jeldlnek az irodalomban. Ez egyben
magyarazatot is szolgaltat a szulfid altal vezérelt folyamatok tanulmanyozasa soran felmertilt
reprodukalhatatlan €s nehezen értelmezheté eredményekre, ugyanis szervetlen poliszulfidok
mindig eléfordulnak szennyezddésként a szulfid sokban/oldatokban, ennek mértéke pedig az
alkalmazott kozegtdl, valamint az oxidacié mértékétdl fliigg. Jelenlétiiket nagy szulfidfelesleg
esetén sem lehet teljesen kizarni, ez pedig tobb esetben is kivalthatja az adott fiziologias hatést,

melyet kordbban a szulfidhoz rendeltek®*3!. Ennek fényében koriiltekintébb vizsgalatokra,
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valamint az eredmények atfogd értelmezésére van sziikség, hiszen a poliszulfidok a
kénhidrogén f6 endogén oxidacios termékei, igy a szulfid altal vezérelt redox jelatvitelt
nagymértékben befolyasoljak. Redox kapacitasukat tekintve termodinamikailag instabil
képzdédmények, pKs értékiik a lanchossz ndvekedésével csokken, de 7 alatt van, melynek
kovetkeztében fiziologias koriilmények kozott monoanionos forméaban (HSx") vannak jelen.
Oxidaloképességiik a lancban 1évé kénatomok szaméval nd, eloszlasuk pedig rendkiviil
nehezen tanulmanyozhat6é dinamikus egymasba alakuldsuk kovetkeztében. Redukalo illetve
oxidaloszer hianyaban diszproporcionalodnak, biologiai rendszereken azonban még a
diszproporcid elott elreagalnak.

A szervetlen poliszulfidok bioaktivitasukon tul szulfidraktarként is funkcionalhatnak,
hiszen enzimatikus redukcidjuk szulfid képzédéséhez vezet'.

A kénhidrogén altal vezérelt jelatviteli utak koziil leggyakrabban idézett folyamat a
fehérje szulfhidracié vagy perszulfidképzddés, azaz a cisztein —SH oldallancok —SSH csoportta
torténd konverzioja, melyet eldszor Snyder és munkatarsai ismertettek a szakirodalomban®!, A
cisztein oldallancok szulfhidracidja a poszttranszlacios médositasok korébe tartozik, és tobb
kutatds eredménye is arra enged kdvetkeztetni, hogy fiziologids koriilmények kozott szamos
fehérjén (mint példaul az aktin, tubulin, vagy a GAPDH) ez a modosulat detektalhato. A fehérje
perszulfid moédosulatok reduktiv koriilmények kozott (DTT, enzimatikus ttvonalak)
visszaalakithatok az eredeti tiolld, amely megakadalyozza sejten beliili felhalmozodésukat,
ezaltal pedig lehetévé teszi a jelatviteli utak soran elengedhetetlen reverzibilis szabalyozast'.

A szulthidracié mint jelatviteli utakat szabalyozé enzimek kovalens modositasa, szamos
esetben azok aktivitasanak novekedését vagy csokkenését idézheti eld direkt vagy indirekt
modon. GAPDH esetében az aktiv Cys150 szulthidracioja az enzim glikolitikus aktivitasanak
hétszeres novekedéséhez vezetett™, (bar ezt azota szamos tanulméany, koztiik sajat
eredményeink is cafoltak), a kozlemény szerzdinek javaslata alapjan pedig az ATP szenzitiv

142

K™-csatornak aktivacioja is megvaldsulhat perszulfidacié altal**. Az aktiv ciszteineken torténd

perszulfidképzédés legtobb esetben a fehérje inhibicidjahoz vezet®#34 azonban egyes negativ
példaul a Keapl Cys151-jének szulfhidracioja a fehérje aktivitdsanak megsziinését, igy pedig
az Nrf2 utvonal beinditasat eredményezi**. Az enzimatikus aktivitds szabalyozasa mellett a
tiolok perszulfidacidja egyben védé funkcié is lehet az oxidativ stressz ellen®’. A kiilonbozé
reaktiv oxigén szarmazékok ugyanis nagyobb készséggel reagalnak a perszulfidokkal, mint a

szabad tiolcsoportokkal, az ennek soran keletkezd oxidativ termékek (pertioszulfénsavak:
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P—CySSOH, pertioszulfinsavak: P—CySSO2>H és pertioszulfonsavak: P-CySSOzH) pedig
diszulfid (S-S) hidjukon keresztiil visszaredukalhatok az eredeti tiolla, ellenben a tiolok
irreverzibilis oxidacioja soran keletkez0 modosulatokkal (szulfinsavak: P—-CySO2H,
szulfonsavak: P-CySO3H)3-%.

A perszulfidképz6dés mechanizmusara tobb javaslat is ismeretes a szakirodalomban.
Ciszteinbdl szulfid és valamilyen oxidativ folyamat egyiittes hatasara keletkezhetnek cisztein
per- és poliszulfidok. A cisztein—perszulfidok nem enzimatikus termelddését illetéen kordbban
a redukalt cisztein oldalldncok szulfiddal valo direkt reakcigjat tartottak felelésnek ennek a
modosulatnak a kialakulasaért*!, azonban ez a kolcsonhatas nem jatszodhat le, tekintve hogy a
kénatom oxidacios allapota —2 mind a Cys oldallancokban, mind a szulfidban, igy nem lehetnek
egymas redox partnerei®®*, Ennek megfeleléen mara mar elfogadott, hogy poszttranszlacios
perszulfidképzdédés oxidalt Cys modosulatok €s szulfid kozotti reakceid, vagy a kénhidrogén
oxidacios termékeinek Cys tiolokkal valo kdlesonhatasa révén valosulhat meg. Az irodalomban

jelenleg elfogadott utvonalakat a 4. dbra foglalja 6ssze*:

Fiziol6gids oxiddloszer

Fehérje-Cys-SH

H,S )
H
Fehérje-Cys-SH

< A
Fehérje-Cys-OH \_/‘
B

4

Fehérje-Cys-SH H,$

(Fehérje-Cys-Sz-)\' TN

Fehérje-Cys-SH

4. abra: A fehérje perszulfidok nem enzimatikus képzddésére javasolt mechanizmusok

(Az 4brat P. Nagy et al. Biochim Biophys Acta (2014)?* alapjan készitettem)

Fehérje perszulfidképzodéshez vezet a tiolok oxidalt modosulatainak, a cisztein—
szulfénsavaknak szulfiddal valo reakcidja (A). A szakirodalombodl ismeretes, hogy sejtes
rendszerekben tSbb tiolfehérje szulfenilalt allapotban detektalhato*"%®, melyek tiol

nukleofilekkel rendkiviil reaktivak, igy szulfiddal valo reakciojuk végbemenetele valdszinti, és

16



a megfeleld fehérje perszulfidhoz vezet. A szulfénsavak stabilitdsat sztérikus tényezok

befolyasolhatjak*®, a szulfid azonban kis méretének koszonhetden az alifas tioloknal joval
4950

A fehérje—diszulfidok szulfiddal vald redukcidja (B) kémiai szempontbol lehetséges®®°1%2, a

reakciok valoszinlisége pedig termodinamikai €s kinetikai szempontbdl a diszulfid alegység
reaktivitasdnak fiiggvénye®®. Egyes aktivalt funkcionalis diszulfidok (tioredoxin,
oxidoreduktazok) gyorsan redukalédnak perszulfid intermedieren keresztiil’, illetve oxidalo
valosziniibb®,

Oxidalt szulfid szarmazékok és cisztein tiolok reakcigjat (C) figyelték meg a foszfataz—tenzin
homolog enzim (PTEN) és a redox érzékeny zold fluoreszcens fehérje (roGFP) esetében®!. A
poliszulfidok oxidéalhatjdk a funkciondlis cisztein oldallancokat, perszulfidalt illetve
poliszulfidalt koztitermékek kialakulasat eredményezve. Ezen modell tekintetében a ciszteinek
relativ reaktivitdsa feltehetéen nagyfoku kinetikai szelektivitishoz vezet bioldgiai
rendszerekben®.

Egy tovabbi lehetséges mechanizmus a gyokds titvonalon torténd perszulfidképzddés. A tiolok
egyelektronos oxidacioja tiilgyokoket eredményez®®, melyek egy fehérje tiollal reagilva
diszulfid gyokaniont képeznek. Ez egy masodik 1épésben molekularis oxigénnel perszulfidot és

szuperoxidot adhat az alabbi modell szerint:

HS® + RS = RSSH*
RSSH* + O2 = RSSH + O2°

Enzimatikus utak tekintetében a szulfid bioszintéziséért felelds transszulfurdcios enzimek
(CBS, CSE) tevékenysége szulfid jelenlététol fliggetleniil is eredményezhet kozvetlen
perszulfidtermelést’* (5. abra). Enzimkinetikai szdmitasok ereményei azonban arra engedtek
kovetkeztetni, hogy sejten beliil nem utobbi reakcioutak a {6 perszulfidtermelé folyamatok,
hanem a CBS ¢és CSE szulfidtermelése és a szulfid altal kivaltott fehérje perszulfidacié sokkal
inkdbb meghataroz6'®. Ennek ellenére meglepd modon, CBS és CSE hianyos egerekben
szamottevd mennyiségl cisztein—perszulfidot detektaltak, amely eredmény azt sugallja, hogy

valamilyen alternativ itvonal is szolgéltathatja ezeket a médosulatokat®®.
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L—cisztin ) ) Cisztein—perszulfid Piruvat

5. abra: Cisztein—perszulfid képzbédése cisztinb6l, CBS és CSE altal katalizalt Gitvonalon

Akaike és munkatarsai a kzelmultban Gjonnan azonositott funkcioja alapjan a ciszteinil-tRNS
szintetazt (CARS) javasoltak, mint f6 perszulfidtermel6 enzimet. Ez az enzim ciszteint hasznal
szubsztratként, valamint alacsony Km €s magas kcat értéke is arra enged kovetkeztetni, hogy
fiziologias koriilmények kozott, szulfid jelenlétét nem igényelve rendkivill -effektiv
perszulfidképz6 (cysteine persulfide synthase (CPERS)). A ciszteineken torténd direkt
perszulfidképzés mellett az enzim kanonikus funkcidja (CARS) a ciszteinek transzfer RNS-hez
val6 kapcsolasa. Javaslatuk szerint azonban a ciszteinekb6l a masik, CPERS enzimaktivitasa
révén generalt cisztein perszulfid a ciszteinnél jobb szubsztrat a tRNS-hez vald kapcsolasi
reakcio tekintetében, melynek kovetkeztében a tRNS a cisztein—perszulfidokat szallitja a
riboszomaba, hogy beépiiljenek az Gjonnan szintetizalt polipeptid ldncokba (6. abra). Ez a
felfedezés rendkiviil nagy attorést jelent a perszulfidképzddés terén, ugyanis azt sugallja, hogy
fehérje perszulfidok nem csak poszttranszlaciés, hanem transzlacios titon is keletkezhetnek®®.
Ezek fényében javaslatunk szerint a CBS ¢és CSE altali perszulfidtermelés inkabb patoldgias
koriilmények kozott lehet dominans, ugyanis azok sok esetben emelkedett cisztin vagy
CBS/CSE szintet eredményeznek.
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6. abra: Cisztein—perszulfid képzddése ciszteinbdl, CARS?2 altal katalizalt utvonalon
(Az abrat Akaike et al. Nat Comm (2017)°® alapjan készitettem)

2.3.  Cisztein per- és poliszulfidok detektalasa

A cisztein per- és poliszulfidok sejtes rendszerekben és szovetekben detektalt szamottevo
mennyisége ¢€s enzimaktivitdst vezérld tulajdonsdga ravilagitott ezen mddosulatok
kulcsfontossagi szerepére jelatviteli utak szabalyozasaban®3757%8  Ennek ellenére a
szakirodalomban szamos kérdéssel illetve ellentmondassal talalkozhatunk, melynek f6 oka az
egyes jelatviteli mechanizmusok tisztazatlansaga. A redoxireakcidk szabalyoz6 szerepe mara
mar nem kérdéses, azonban a hianyos ismeretek legfébb oka, hogy ezen reaktiv kén
szarmazékok detektalasa és megbizhaté analizise komoly kihivast jelent, a jelenleg széles
korben alkalmazott eljarasok pedig szamos korlattal birnak. Az elmult években tobb modszer
kifejlesztése iranyult a poliszulfidalt cisztein szarmazékok detektalasara. Ezek koziil az elsd a
Mustafa és munkatarsai ltal kifejlesztett, modositott biotin—switch technika volt**, melynek

lényegét a 7. abran bemutatott 1. modszer foglalja dssze:
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$-SH S-SH § - § =S - Biotin
MMTS Biotin — HPDP
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P S -S
S S S
SH
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! : :S § - CH,COOH ! : :S CH, - (CO) - NH - Biotin

S=- CH COOH S- CH COOH S- CH COOH

7. abra: A biotin—switch technika sematikus modellje
(Az abrat Zhang et al Angew Chem (2014)*° alapjan készitettem)

A modszer elsé 1épése a tiolok (—-SH) metil-metan-tioszulfonattal (MMTS) torténd szelektiv
blokkoléasa, melynek kovetkeztében a kovetkezd 1épésben csak a perszulfid funkcios csoport
(-SSH) fog konjugalddni az N-[6-(biotinamido)hexil]-3’-(2’-piridil-ditio)propionamid (biotin—
HPDP) reagenssel. Egy masik kutatocsoport egy ettél eltéréd modszert javasolt (2. modszer)®,
amely szerint a tiolok és perszulfidok jodecetsavas (IAA) jelolését kovetden egy D,L-
ditiotreitollal (DTT) torténd redukcids 1€pésben a perszulfidbol képzett diszulfid szarmazék
szelektiven visszaredukalhaté tiolla és jelolhet6 a jodacetil-PEG2-biotin szarmazékkal (1AP),
mig a tiolok jeldlése soran keletkezd tioéter szarmazék rendkiviil stabil, igy nem redukélhato.

Kémiai szempontbol mindkét eljarasnak vannak hatarai foként a szelektivitast illetéen, amelyre
keésdbb tobb tanulmanyban is ramutattak. Kiilonosen fiziologias pH-n, a fehérje perszulfidok a
tioloknal is jobb nukleofilek, igy az alkilaloszerekkel, koztiik az 1. modszer soran alkalmazott
MMTS-sel is gyorsabban reagalnak, szdmos fals negativ eredményt adva. Tovabba, a 2.
modszerben redukaldszerként alkalmazott DTT a perszulfidok mellett a diszulfid hidakat is
redukalja, amely fals pozitiv eredményekhez vezet. Ennek elkeriilése illetve minimalizalasa
érdekében Zhang és munkatarsai kidolgoztak az ugynevezett ,.tag switch” médszert>®, melynek

elvi alapjat a 8. dbra szemlélteti:
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8. dabra: A ,tag—switch” technika sematikus modellje

(Az 4brat Zhang et al Angew Chem (2014)° alapjan készitettem)

Els6 1épésben egy tigynevezett ,,SH blokkold” reagenssel (BR) jelolték meg a tiol és perszulfid
csoportokat. Az igy kapott koztitermékben a perszulfid addukt diszulfid kotésének
nukleofilekkel szembeni megnovekedett reaktivitasat kiaknazva, egy ugynevezett ,tag
switching” reagenssel (mely egyrészt nukleofil karakterii, masrészt tartalmazza a specifikus
jelzémolekulat (R), pl. biotin) specifikusan jelolhet6 a perszulfidbol képzett addukt. A tiolok
jelolése soran a mar elébb emlitett stabil tioéter szarmazék keletkezik, melynek tovabbi
reakcigja nem valoszinll. A moédszer egyik rendkiviil nagy korlatjat jelenti, hogy az ,,SH
blokkol6” reagensként alkalmazott metilszulfonil-benzotiazol nem sejtpermeabilis, igy intakt
sejtekben nem teszi lehet6vé a perszulfidok detektalasat. Masrészt a masodik, hasitasi 1épés
soran a jelolt perszulfidok mellett az aktivalt funkcionalis diszulfidok is reagalhatnak, amely
szamos fals pozitiv eredményt szolgaltat. Az Ujabb eljarasok kifejlesztése soran ezen
szelektivitasi problémak kikiiszobolését, illetve a perszulfidok intakt sejtekben valo
detektalasanak lehetdségét tlizték ki célul.

A switch technikakat kovetdéen kutatocsoportunk kifejlesztette a fehérje—perszulfidok

specifikus detektalasara alkalmas ProPerDP eljarast”

, amelynek nagy eldnye, hogy a
korabbiakkal ellentétben intakt sejtekbdl és szovetmintakbol is alkalmas a fehérje—perszulfid

koncentracié meghatarozasara (9. abra).

21



Forralds

—
(a)-su (a)-sr—® (W) SR>~ Redukeié (B sh—>—0 2 [(R)-se—<d

—_—

o SSH SSSR SSR>—O Minta 4

Szelektiv S\
S

| Alkildlas | tisztitas
S _— S _— S

(p)-sse (p)-sse >0 (®)-ss6
®_ s ®_ ol @‘ SOH R—E>  Biofinindlt alkildlészer (1AB)
®— SNo ®_ SNO @ SNO >—O Biotin - sztreptavidin kdlcsénhatds

9. abra: a ProPerDP eljaras sematikus modellje’

(Az abrat az E. Doka et al Sci Adv (2016)" kozlemény tartalmazza)

A modszer elsé 1épése a tiol és perszulfid csoportok jodacetil-PEG2-biotinnal (IAB) torténd
alkilalasa, majd ezt koveti a keletkez6 tioéter és vegyes diszulfid adduktok sztreptavidinnel
bevont magneses gyongyokkel valo specifikus kihtizasa a reakcioelegybdl. A perszulfidalt
fehérjékbol képzett szarmazékok a kovetkezd, redukcids 1épésben hasithatok le a magneses
gyongyokrol és jelenithetok meg gélelektroforézist kovetden, mig a tiolokbol képzett stabil
tioéter szarmazékok nem redukalhatok, igy a gyongyokhoz kotve maradnak és csak SDS-es
fézést kovetden detektalhatok SDS-PAGE gélen.

A ProPerDP-vel kozel egyidében tobb tanulmany is megjelent Ujonnan kifejlesztett
eljarasokrol, amelyek hasonldo megkdozelitésbol teszik lehetdvé a fehérje—perszulfidok szelektiv
detektalasat® %2, majd Akaike és munkatarsai a kozelmultban fejlesztették ki az igynevezett
PMSA eljarast®, melynek alapja a poliszulfid lancok elektrofil agensekkel torténd hasitasa (10.
abra). A modszer elsé 1épése a poliszulfidalt oldallancok biotin-PEG-maleimides jeldlése,
amely megvaltoztatja a fehérje méretét, igy elektroforetikus elvalasztas soran a
poliszulfidaltsagi fok fiiggvényében a hozza tartoz6 sav helyzete megvaltozik. Ha a jeldlést
kovetden kiilonbozo elektrofil agensekkel kezeljikk a jelolt fehérjét, a biotin-PEG-maleimid
lancok lehasithatok, a gélen detektalt savok pedig tiikrozik az alkilaloszer természetét. A
modszer igy egyrészt alkalmas a fehérjék poliszulfidaltsagi fokanak megallapitasara, masrészt

pedig az egyes alkilaloszerek elektrofilicitasardl is informacidt ad.
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10. abra: A PMSA eljaras sematikus modellje
(Az 4brat Akaike et al Nat Comm (2017)° alapjan készitettem)

Az elébb emlitett eljarasok kozos tulajdonsaga, hogy mindegyikiik a tiolok €s poliszulfidok
elektrofil jelolésén alapszik, melynek kovetkeztében relative stabil tioéter, illetve dialkil—
poliszulfid szarmazékokat generalva mintegy ,,befagyasztjuk™ a reaktiv kénszarmazékok kozott
végbemend dinamikus egyensulyi redoxireakciokat. Egy ilyen, reaktiv kénszarmazékok kozotti

egyensulyt, valamint a detektalds soran végbemend jelolési reakciokat szemléltet a 11. dbra:

k
1
RSSH + H_S RSH + HSSH
k
k, i k, 2 \L ks K + Alk
6
RSS-Alk RS-Alk
Alk-S-Alk Alk-S-S-Alk

11. abra: Példa a reaktiv kénszarmazékok kozotti dinamikus egyesulyi folyamatokra,

valamint a detektalas soran alkalmazott alkilalasi reakciokra®
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Kémiai szempontbol azonban a kapott eredményeket rendkiviil koriiltekintéen kell elemezni,
ugyanis varhatd, hogy a poliszulfidok elektrofil jelolése ugynevezett Curtin—Hammett kontroll
alatt al1%. Eszerint, ha ezek a részecskék dinamikus redox egyenstlyban vannak egymassal,
akkor a kiilonb6zo alkilalt szarmazékok mennyisége és ardnya a valds egyensulyi viszonyok
helyett az elektrofil jelolés sebességét fogja tiikkrozni a részecskék gyors egymasba
alakulasainak kovetkeztében. Tehat, az alkilalt poliszulfidok mennyisége a valos egyensulyi
koncentraciok helyett inkabb az alkilalasi reakciok sebességére enged kovetkezni. Eppen ezért,
a kezdeti alkilalasi 1épés rendkiviil kritikus és az elobb emlitett jelenség miatt fontos hogy
gyorsabban végbemenjen, mint a reaktiv kénszarmazékok interkonverzioja. Azonban a kisérleti
koriilmények (hémérséklet, pH) mellett ezeknek a folyamatoknak a relativ sebességét szamos
paraméter befolyasolja, gy mint az alkilaloszer mindsége, koncentracidja, vagy €ppen a sejtek
permeabilitdsa. Habar a redox bioldgiai irodalom nagy része még eltekint a jelenségtdl, néhany
kozleményben mar felhivtdk a figyelmet az alkildlasi folyamatok lassusagabol adodo
detektalasi problémakra: az alkilalast megel6zd, savas koriilmények kdzott végrehajtott sejtlizis
vagy szOvethomogenizacidé nem bizonyult elégségésnek a tiolok redox reakcidinak
lassitasahoz, ellenben szamos nemkivanatos redoxireakciot indukalt. Ez vezetett el a
sejtpermeabilis alkilaloszerek alkalmazasahoz (N—etil-maleimid, jodacetamid, S—metil—
metantioszulfonat), azonban peroxiredoxinok vizsgalata soran sejtpermeabilis alkildloszerek
alkalmazasa esetén is megfigyelték, hogy mind az 4gens mindsége, mind koncentracidja
szamottevéen befolydsolja a tiolok detektalt oxidacios allapotat® ®°. Ezt kovetéen egy atfogd
tanulmanyban, mechanisztikus megkozelitésbol vizsgaltuk meg az alkilalasi 1épést, és
nagyszamu kisérleti adattal szemléltettiik annak hatdsat a poliszulfidok detektalasara
vonatkozdan. Kisérleteink soran tobb modellrendszeren (cisztein, glutation, fehérje—
specidciora gyakorolt hatasat vizsgaltuk az id6- és koncentraciofiiggés tekintetében harom
agens: a B-(4-hidroxifenil)etil-jodacetamid (HPE-IAM), a monobromobiman (MBB) és az N—
etilmaleimid (NEM) esetén. Megfigyeléseink arra engednek kovetkeztetni, hogy az
alkilaloszerek mennyisége és mindsége jelentdsen befolydsolja a specieszek eloszlasat. Ennek
oka egyrészt a 11. abran szemléltetett egyensulyi reakciok eltolasa, masrészt pedig a poliszulfid
lancok hasitasa. Az egyensulyi reakciok eltolasa sokkal Iényegesebb lehet bhizonyos
részecskékre specifikus alkildloszerek alkalmazasa esetén, ugyanis ekkor a specifikus jelolés

crer

tulbecsiiléséhez vezet. Ilyen specifikus alkilaloszer a dimedon, amely a szulfénsav (—S—OH)
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modosulatok specifikus jeldlésére alkalmas. Egy korabbi tanulmanyban megmutattuk, hogy a
szulfénsavak mellett a dimedon a per- és politioszufénsav formakkal is reagal, melyek biologiai
rendszerekben oxidacié vagy a hidrolitikus egyensulyok eltoldsa altal keletkezhetnek.
Kisérleteim soran arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a dimedon biologiailag relevans
rendszerben vald alkalmazasa a szulfénsav forma talbecsiilését eredményezheti az el6bb
emlitett reakciok kovetkeztében. Megfigyeléseim Gsszhangban allnak korabbi javaslatunkkal,
amely szerint a detektalasi eljarasok soran a szabad formaban jelenlévd szulfid irreverzibilis
szarmazeékképzése a biologiai raktarakban kotott szulfid felszabaditasa felé fogja eltolni az
egyensulyi reakciokat?®®. Az emlitett kisérleteket és azok eredményeit a disszertacid tovabbi

részében kivanom részletesen ismertetni.

2.4. A Kkénhidrogén és a nitrogén—monoxid altal vezérelt jelatvitel
osszefonodasa, nitrozoperszulfid mint az NO—szulfid kolcsonhatas

egyik kulcsfontossagu koztiterméke

Ahogy mar a bevezetOben is emlitettem, mind a kénhidrogén, mind a nitrogén—monoxid a Kis
jelatviteli molekuldk kozé tartozik, az €16 szervezeten beliil pedig nagyrészt biomolekuldakhoz
kotott formaban taldlhatok meg. A NO nitrozotiolok forméjaban, mig a kénhidrogén szulfan
kén formajaban tarolodhat illetve szallitodhat, majd adott stimulus hatasara szabadulnak fel és
vesznek részt azon jelatviteli folyamatokban, ahol sziikség van az altaluk kifejtett szabalyozo
hatasra®®. A kozelmiltban tobb kutatas eredménye ravilagitott, hogy a két kismolekula hasonld
fiziologias aktivitassal rendelkezik, gy mint az erek tagitdsa, ezaltal pedig a vérnyomas
szabalyozasa, vagy az angiogenezis. Kimura és munkatarsai mar a 2000-es évek eldtt javaslatot
valosulhat meg®’. Ez a jelenség tobbek kozott arra enged kovetkeztetni, hogy a két részecske
altal vezérelt jelatviteli utak is taldlkozhatnak, illetve Osszefonddhatnak. Ezt Wang is
alatdmasztotta, allitdsa szerint ugyanis a szulfid szamos fizioldgids hatdsa a sejttipus és
koncentracid6 mellett a nitrogén—monoxid vagy annak bioszintéziséért felelds enzimek
jelenlététél is fiigg®®. Ezt kovetden szamos kisérlet szolgaltatott bizonyitékot arra, hogy a NO
¢és a szulfid kolcsondsen szabalyozza a masik bioszintéziséért felelés enzimek mitkodését és
aktivitasat: tovabba mindkét molekula hathat ugyanazon jelatviteli Ut fehérjéire. Mara mar

elfogadott, hogy a NO ¢és HoS éaltal vezérelt Gtvonalak koziil tobb is szorosan kapcsolddik
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egymashoz, valamint bizonyos szOvetekben a bioszintézisért felelés enzimek egylitt
lokalizalodnak. Ez lehet6séget ad a két részecske azonos helyen ¢és idOben torténd
felszabadulaséara, igy kozvetlen kdlcsonhatdsara, melyet azota szdmos kutatas eredménye
igazolt. Moore €s munkatarsai szerint az alacsony dozisu kénhidrogén altal kivaltott érsziikitd
és vérnyomasndveld hatas a nitrogén—monoxiddal valé kozvetlen kdlcsonhatas eredménye®®,
melynek sordn egy bioaktiv részecske, feltehetden egy nitrozotiol keletkezik. Whiteman és
munkatarsai kezdetben tiosalétromossavként (HSNO) azonositottak ezt a koztiterméket’®, majd
ezt kovetden Filipovic és kollégai nitrozotiolok és szulfid reakcidjat tanulmanyozva HSNO
képzodésérdl szamoltak be’l. Az altaluk javasolt modell szerint, a HSNO hasadasa NO*, NO*
¢s NO™ felszabadulasahoz, ezaltal pedig a sejten beliili transznitrozaléasi reakciok elésegitéséhez
vezet, igy a HSNO-t jelatviteli utakban résztvevo kulcsfontossagu részecskeként azonositottak.
Ezzel ellentétben, kutatocsoportunk illetve tobb kiilfodi munkatarsunk eredményei is
megerdsitették, hogy ez a részecske rendkiviil instabil®’?" és igen hajlamos homolizisre,

8L amely megkérdéjelezi jelatviteli

valamint izomerizacids és polimerizacids reakcidkra
utakban valo részvételét®?®3, A korabbiakban mar tobb részletes tanulmanyban ismertették,
hogy a nitrogén—monoxid donorok és szulfid kozotti direkt kémiai kdlcsonhatas bonyolult és
egymassal Osszefon6dd kémiai reakcidk sorozatdhoz vezet, melyek tobbek kozott
nitrozoperszulfid (SSNO7), valamint egyéb bioaktiv részecskék (SULFI/NO, szervetlen

poliszulfidok) felhalmozodasat eredményezik® (12. 4bra):

‘NO HS™

‘NO l\
_ [SO0] = 50, — §,07
[HSNOJ </ss- ¥ z2= 2

502" $,0,7

HNO

12. abra: A kénhidrogén és a nitrogén—monoxid kémiai kdlcsonhatasa soran lejatszodo
reakcidkra javasolt modell

(Az 4brat Cortese-Krott et al Proc Natl Acad Sci USA (2015)° alapjan készitettem)
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A kozelmultban tobb tanulmanyban is az SSNO™-t javasoltak a NO ¢és szulfid altal vezérelt
jelatviteli utak kozotti kommunikacioért felelds jelatvivéd molekulaként® 828 Fiziologias
pH-n, NO donorok és feleslegben 1évd szulfid jelenlétében megfigyelhetd felhalmozodasa,
valamint tiolok (GSH, CySH, DTT) jelenlétében stabil, amely jelenség egyébként igen meglepd

68283 Ezzel szemben Wedmann és munkatarsai a

egy perszulfid szarmazék esetében
nitrozoperszulfid bisz(trifenilfoszfin)—iminium sojanak (PNP*SSNO") kémiai tulajdonsagait
vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a nitrozoperszulfid fiziologias koriilmények
kozott nem stabil, HoS, glutation és cianid jelenlétében pedig gyorsan elbomlik, tionitrit
(SNO") felszabadulasat eredményezve®’.

Doktori kutatasom jelentds részében a nitrozoperszulfid kémiai és biokémiai tulajdonsagainak
tanulmanyozasara fokuszaltam. Kisérleteim eredményei kordbbi kozleményeinkkel
egyetértésben alatamasztottdk az SSNO™ stabilitasat vizes kozegben, redukald koriilmények
kozott, tovabba a molekula potencidlis bioaktivitasara vonatkozoan is gylijtottem adatokat.

Az SSNO™ eloallitasat és kémiai karakterizalasat elsoként Seel és munkatarsai végezték el az
1980-as években®® szulfidot vagy poliszulfidot reagaltatva NO-dal lugos vizes oldatban,

oxigénmentes koriilmények kozott. Megfigyeléseik szerint az SSNO™ alland6, dinamikus

egyensulyban van feltételezett prekurzoraival:
SSNO~ =82~ + NO-

Ezt kovetden tobb kutatdcsoport szdmos filiggetlen kisérletben megerdsitette, hogy a
nitrozoperszulfid bomlasa NO felszabadulasahoz vezet®®28391 amely hatdson keresztiil az
SSNO™ indirekt értagitoként és vérnyomdascsdkkentoként funkcionalhat®38, Forditott
megkozelitésbdl pedig, a sejtekben és szovetekben jelenlévd So™ és NO® reakcioja SSNO™
felhalmozodasahoz vezethet®.

A szakirodalomban mar szdmos tanulmanyban beszamoltak arr6l, hogy az SSNO™ tobb
fiziologias hatas tekintetében is potensebb effektor molekula, mint prekurzorai. A legtobb
kozlemény a sziv-, és érrendszeri hatasokrol (érfalak tonusdnak szabdlyozasa,
vérnyomasszabalyozas, pozitiv inotrdp hatas, simaizmok relaxacioja) szamol be, amely legtobb
esetben a lassi bomléas soran felszabadulé nitrogén—monoxid altali sGC aktivacidhoz
rendelhets® 8284 Emellett azonban Cortese—Krott és munkatarsai a kdzelmiltban ravilagitottak
redox jelatviteli folyamatokban vald részvételére is. Megfigyeléseik szerint az SSNO™
alkalmazasa aktivalja a Keap—1/Nrf2 utvonalat, ezaltal pedig az oxidativ stresszre kivaltott

vélaszreakciok eléidézésében lehet kulcsfontossagu szerepe®®.
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Mivel az SSNO™ a nitrozotiolok ¢és feleslegben 1évé szulfid reakciojanak f6, szamottevo
stabilitassal rendelkez0 koztiterméke, ezért potencialis jelolt lehet, mint a szulfid és NO vezérelt
jelatviteli utak 6sszefonodasaért felels bioaktiv molekula.

Feltételezésiink szerint az altala kivaltott potensebb hatas oka a kettds farmakologiai aktivitas,
hiszen bomlasa egyidejileg vezet nitrogén—monoxid ¢és szervetlen poliszulfidok
felszabadulasahoz.

Utdbbi jelenség vizsgalatara a szakirodalomban egy sajat kdzleményiinktol eltekintve® nem
talaltunk példat, igy doktori munkam soran tobbek kozott a nitrozoperszulfid poliszulfid donor
jellegét tanulmanyoztam. Kisérleteim soran tobb bioldgiailag relevans modellrendszeren (kis
molekulatdmegi tiolok, fehérjék, sejtes rendszerek) is megmutattam, hogy a nitrozoperszulfid

rrrrr

jelatviteli folyamatokban valo részvételét és kulcsfontossagu szerepét.

2.5. Tranziens receptor potencial ankyrin 1 (TRPA1) ioncsatornak és

aktivalasuk

A TRPAI1 ioncsatorndk az elsdként azonositott tranziens receptor potenciallal rendelkez6

ioncsatorndk, amelyek az érz6 neuronok 20-30%-aban lokalizalédnak.

TRPA1

/ ~
Y sa’s LN\

/ o2
Részleges EF kéz ‘)
v 2 2 27 -

L

Ismétlédd ankyrin
alegységek

13. abra: A TRPA1 ioncsatornak szerkezeti felépitése
(Az 4brat a Bessac et al Physiology (Bethesda) (2008)% kozlemény tartalmazza)
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Tobbek kozott felelosek a fajdalom, hidegérzet ¢és hdérzet kialakuldsaért, a kiilonb6zo
mechanikus ingerek felvételéért és tovabbitasaért, illetve a neurogén gyulladasos folyamatok
kialakuldsédban is kulcsfontossaglii szerepet jatszanak. Szerkezetiiket tekintve 15 ismétlédo
ankyrin alegységet tartalmaznak Cys €s Lys oldallancokkal, amelyek kritikusak az agonistak
altal eldidézett aktivacio soran, ugyanis a rajtuk végbemend kovalens modositasok valtjak ki a
receptorok aktivaciojat (13. abra). Ez tobbek kozott Na* és Ca?* ionok bearamlasahoz vezet,
melynek kovetkeztében a membran depolarizalodik és a szenzoros neuronok aktivalédnak. A
indukal®, tovabba a szenzoros idegvégzédésekben elhelyezkedd, CGRP-t tartalmazoé vezikulak
exocitozisanak tekintetében®®, valamint a receptorok funkcidjanak moduldlasaban® is
meghatarozo6 jelentdségii.

A receptor aktivacio €s a kalcium—ionok megndvekedett szintje kozotti Osszefiiggés alapjan a
TRPA1 aktivaci6 tanulmanyozisara széles kdrben alkalmazott médszer az intracellularis Ca®*
szint novekedésének kovetése, amely torténhet mikroszkop segitségével vagy aramlasos
citometriaval, Ca®" érzékeny fluoreszcens festékek alkalmazasa mellett. Ennél érzékenyebb
meghatarozasra kinal lehetdséget a radioaktiv *°Ca?" izotép felvételének vizsgalata vagy a patch
clamp modszer®. Kisérleteink soran aramlasos citometriaval vizsgaltuk a receptort stabilan
expresszalé sejtek Ca?* szintjének novekedését, disszertacié a 4.2.5.3. fejezetében ismertetett
protokoll szerint.

Eberhardt és munkatarsai javaslata szerint az NO és szulfid 4ltal vezérelt jelatviteli utak
kozotti kommunikacio egyik kiemelten fontos aspektusa a TRPA1 receptorok aktivéacioja,
ugyanis az ioncsatorna cisztein tiol oldallancai potencialis célpontot jelentenek a két jelatviteli
molekula reakcidjaban keletkezé bioaktiv részecskék szamara®®. Az altaluk javasolt modell
tiosalétromossav bomlasa kovetkeztében felszabadulé nitroxil (HNO) felelds®"%. Eredményeik
szerint a HNO altali TRPA1 aktivacio a ciszteinek kozotti diszulfid kotések kialakitasan
keresztiil valosul meg, és a receptor altali CGRP kibocsatasért is felelds. Ezt Miyamoto ¢és
munkatarsai egy 2017-ben megjelent kdzleményben cafoltak®, ugyanis 6k eredményeik alapjan
a szulfid és NO kolcsonhatas kovetkeztében keletkezd szervetlen poliszulfidokat javasoltak,
mint TRPA1 aktivalé agenseket. Doktori kutatdsom soran a receptorok nitrozoperszulfid altali

kozvetett €és elnyujtott aktivacidjat tanulmanyoztam.
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3. Célkituzések

A kénhidrogén fizioldgias jelentésége mar nem vitatott, igy napjainkban a nitrogén—
monoxid ¢és a szén—monoxid mellett a szulfidot is kis jelatviteli molekulaként tartjdk szamon.
A biologiai funkci6 kutatasadra fokuszalé tudomanyos koézlemények tanulmanyozasakor
azonban sokszor ellentmondéasokba iitkozhetiink, amelynek oka az adott hatds kivaltasaért
felelés molekularis mechanizmusok hidnyos ismerete. Doktori kutatdomunkam célja a
kénhidrogén 4ltal vezérelt jelatviteli folyamatok molekularis mechanizmusainak
a kovetkez6 pontok szerint:

1., Célom volt elemezni a jelenleg széles kdrben alkalmazott detektalasi eljarasokban kozos
alkilalasi protokollokat, majd egy atfogd tanulmanyban megvizsgalni azok eldnyeit valamint
hatranyait, ¢és raviladgitani arra, hogy kémiai megkozelitésbdl rendkiviil fontos a kisérleti
koriilmények megvalasztasa (alkalmazott reagensek, koncentracid, inkubalasi idé) annak
érdekében, hogy a detektdlt modosulatok mennyisége a sejten beliili valoés viszonyokat
tiikrozze.

2., A cisztein—poliszulfidok detektalasanak vizsgalata és optimalizalasa mellett tovabbi célként
tliztem ki az alkilalasi reakciok endogén egyensulyokat befolyasolo hatasanak tanulményozasat
a fehérje—szulfénsavak dimedonos detektalasara vonatkozoan, valamint az eddig tisztazatlan
mechanizmusokbol fakado félreértések feloldasat.

fokuszaltam, amely a kénhidrogén ¢és a nitrogén—monoxid altal vezérelt jelatviteli utak
Osszefonodasahoz kapcsolodik. A két jelatviteli molekula kooperativ hatdsdt mar szamos
kozleményben ismertették, amelyért tobb kutatdcsoport javaslata €s sajat eredményeink alapjan
részben a két részecske kémiai kdlcsonhatasai soran keletkezo koztitermék, a nitrozoperszulfid
(SSNO") lehet felelés. Kutatocsoportunkkal egyiittmiikddve, Cortese—Krott és munkatarsai
javasoltak, hogy ez a részecske fiziologids koriilmények kozott szamottevd stabilitassal
rendelkezik, lasst €s folyamatos bomlasa pedig nitrogén—monoxid €s szervetlen poliszulfidok
felszabadulasahoz vezet. Ezaltal feltételezhetd, hogy bomlastermékei révén az SSNO™a fehérje
ciszteinek nitrozalasa, valamint per- és poliszulfidacidja altal vesz részt szamos jelatviteli
utvonalban.

4., Doktori kutatdsom utolso célkitlizése a ciszteinek nitrozoperszulfid altali per- ¢és

crer
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szérum—albumin, HEK sejtek, TRPAT1 ioncsatornak) is megvizsgaltam annak érdekében, hogy
mélyebb betekintést nyerhessiink a kénhidrogén és nitrogén—monoxid altal kdozosen vezérelt

jelatviteli folyamatokba €s jobban megérthessiik azok molekularis mechanizmusait.
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4. Anyag és modszer

4.1. Vegyszerek és oldatok

Kisérleteink sordan a legtisztabb, analitikai mindségli vegyszerekkel dolgoztunk, melyeket
vezetd vegyipari cégektdl vasaroltunk (Sigma-Aldrich, Cayman Chemical, VWR Chemicals,
Santa Cruz Biotechnology, Thermo Fisher Scientific, Nacalai Tesque, Wako Pure Chemical
Industries, Invitrogen). A kiilonb6z6 Osszetételli poliszulfid sdékat a Dojindo Laboratories
biztositotta szamunkra. A rekombinans TrxR1 és TRP14 fehérjéket Prof. Elias Arnér
munkatarsunk biztositotta a Karolinska Intézetbdl.

A szulfid torzsoldatok eléallitasa a szakirodalomban ismertetett modon tortént?*, szilard Na2S
illetve NaxS*9H,O felhasznalasaval. A  torzsoldatokat jégen, soOtétben taroltuk,
koncentracidjukat pedig kétféle modszerrel hataroztuk meg?*. A tdzsoldatokat minden nap
frissen készitettiik, a munkaoldatokat pedig kozvetleniil a mérések el6tt higitottuk a megfeleld
pufferrel.

A poliszulfid térzsoldatokat MILLI-Q (Millipore) tisztitorendszerrel készitett ultrasziirt vizben,
vagy a kisérlet soran alkalmazott pufferoldatban allitottuk eld szilard technikai mindségii
kalium—poliszulfid (K2Sx; kiilonb6z6 lanchosszusag poliszulfidok keveréke), natrium
diszulfid (Na.S>), natrium triszulfid (Na2Ss) vagy natrium tetraszulfid (Na2Ss) sok feloldasaval.
Az oldatokat mindig frissen, kozvetlenlil az adott kisérlet eldtt Aallitottuk eld.
A nitrozoperszulfid térzsoldatokat 1 mM S—nitrozo—N-acetil-DL—penicillamin (SNAP) vagy
S—nitrozoglutation (GSNO) és 10 mM szulfid reakciojaval készitettiik, pontos koncentraciojuk
meghatarozasa fotometridsan tortént.

Kisérleteink soran pufferoldatok készitésére az alabbi vegyszereket alkalmaztuk:
KoHPO42H20 és KHoPOg, trisz(hidroximetil)-aminometan (TRIS), ammonium—acetat
(NH4sCH3COOQO),  ammonium-bikarbonat  (NHsHCOgz),  4-(2-hidroxietil)-1-piperazin—
etanszulfonsav (HEPES), RIPA (10 mM Tris—HCI, 1% NP—40, 0,1% natrium deoxikolat, 0,1%
SDS, 150 mM NacCl, pH 7.4).
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Felhasznalt vegyszerek listaja és forgalmazoi

Akrilamid Merck
alkalikus-foszfataz konjugalt masodlagos antitest (Sigma A3687) Sigma—Aldrich

Ammonium — perszulfat VWR

anti HSA rabbit Sigma-Aldrich
BCA Protein Assay Kit Thermo Fischer
BCIP-NBT Merck
biotin-PEG-maleimid Sigma-Aldrich
Bradford reagens Bio-Rad

BSA Sigma—Aldrich
Colloidal Coomassie Bio-Rad
dimedon Sigma—Aldrich
DMEM Lonza

DTPA Sigma-Aldrich
DTT Sigma—Aldrich
ecetsav Molar Chemicals
etanol Molar Chemicals
GAPDH Sigma-Aldrich
glicin VWR

glutation Sigma—Aldrich
GSNO Sigma-Aldrich
HCI Molar Chemicals
HEPES Sigma—Aldrich
hidrogén—peroxid Molar Chemicals
HPE-1AM Santa Cruz

HSA Sigma—Aldrich
IAM VWR
jodacetil-PEG-biotin Sigma—Aldrich
KH:PO, VWR

K2HPO4 VWR

KOH Molar Chemicals
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L-cisztein
MBB
metanol
Na2S

NazS « 9 H20
Naz2S2

NazSs3

Na2Sa

NacCl

NEM

SDS

SNAP
streptavidin coated magnetic beads
TCEP
TEMED
trikléecetsav
Tris

Tween 20

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Dojindo
Dojindo
Dojindo

VWR
Sigma-Aldrich
Merck

Thermo Fisher Scientific, Cayman Chemicals
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Oldatok receptjei

Pufferoldatok:

100 mM Foszfat Puffer + 100 uM DPTA (pH: 7,40) Végtérfogat: 100 ml

1. KH,PO,20 mM bemérni: 0,2722 g
2. K;HPO,80 mM bemérni: 1,393 g
3. DTPA 3,9335 mg

Térfogatot beallitani 100 ml-re, pH-t 7,40-re cc. KOH-dal

200 mM Tris/HCI Puffer + 100 uM DPTA (pH: 7,40) Végtérfogat: 100 ml

1. TRIS 2,4228 g
2. DTPA 3,9335 mg

Térfogatot beallitani 100 ml-re, pH-t 7,40-re 1:1 HCI-dal

129% SDS-PAGE gélek készitéséhez sziikséges oldatok:

2 M Tris-HCI: (pH: 8,8)
121,1 g Tris 500 ml desztillalt vizben feloldva

0,5 M Tris-HCI: (pH: 6,8)

15,1 g Tris 250 ml desztillalt vizben feloldva
10% APS:
1 g ammo&nium-perszulfat 10 ml desztillalt vizben feloldva

Gélek receptje:

Elvalaszto gél (2 gélhez):

1. 4,85 ml desztillalt viz
2. 3 ml 40% akrilamid torzsoldat

3. 2ml 2 M Tris-HCI (pH: 8,80)
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4. 100 pul 10% SDS
5. 50 pl 10% friss APS
6. 15 ul TEMED

Stacking gél (2 gélhez):

1. 3,15 ml desztillalt viz

2. 0,5 ml 40% akrilamid torzsoldat
3. 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI (pH: 6,80)
4. 50 pl 10% SDS

5. 25 ul 10% friss APS

o

8 ul TEMED

10x Futtato Puffer:

1. 30,3 g Tris (250 mM)
2. 144 g Glicin (1,92 M)
3. 109 SDS (1%)

1 liter desztillalt vizben feloldva

4x Feltolto Puffer (nem redukald)

10 ml-hez: 4 ml 100% glicerin
4,8 ml 0,5 M Tris/HCI pH 6,80
0,89 SDS
4 mg bromfenolkék
1,2 ml desztviz
Fixal¢ oldat (Colloidal Coomassie-hoz)

1. 40 % EtOH
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2. 10 % Tomény (100%-0s) ecetsav
3. 50 % Desztillalt viz

10x Blottold Puffer:

1. 30,3 g Tris (250 mM)
2. 144 g Glicin (1,92 M)
1 liter desztillalt vizben feloldva

1x Blottold Puffer: (25 mM Tris, 0,192 M glicin)

1. 100 ml 10x Blottold Puffer
2. 200 ml metanol (20%)

Ezt kiegésziteni 1 literre desztillalt vizzel

10x TBS Puffer: (50 mM TRIS, 150 mM NacCl, pH: 7,50)

1. 30,259 Tris
2. 43,80 g NaCl
500 ml desztillalt vizben feloldva.
TTBS Puffer:
1. 50 ml 10x TBS Puffer kiegésziteni 500 ml-re
2. 250 pl Tween-20

3%-0s Blokkold Puffer:

3 g BSA 100 ml TTBS-ben oldva
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4.2. Miszerek és modszerek

4.2.1. UV-lathaté (UV-Vis) spektrofotometria

A pontos koncentraciok meghatirozasahoz az egyes reagensek/termékek abszorbancidjat a
megfeleld elnyelési maximumon, BioTek Powerwave XS plate reader késziilék segitségével
rogzitettiik, majd a megfeleld molaris abszorbanciak (g) ismeretében szamitottuk ki a pontos
értékeket. Referenciaoldatként haromszorosan ultrasziirt vizet, vagy a megfelel6 higitokozeget
(200 mM Tris/HCI pufferoldat, pH=7,40) alkalmaztuk. A tioredoxin és glutation rendszerek
nitrozoperszulfid bomlaséara gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasa szintén a BioTek Powerwave
XS késziiléken tortént, 8x12 lyukd mikroplate-en, a kinetikai gorbék 412 nm-en torténd
felvételével.

A nitrozoperszulfid bomlasanak kinetikai analizisét Agilent Cary 8454 diddasoros
spektrofotométeren végeztem, melynek soran adott id6kozonként 1,00 cm uthossza

kvarckiivettadkban rogzitettem a spektrumokat.

4.2.2. Szulfidkoncentracié meghatarozasa metilénkék modszerrel

A metilénkék modszer az egyik leggyakrabban alkalmazott eljaras a kiilonbozd oldatok és

crer

kozleménye alapjan ez a modszer kivaloan alkalmas pufferelt vizes oldatok szulfidtartalméanak

mérésére, azonban bioldgiai mintakban hasznélata nem ajanlott®*

. A modszer alapja a szulfid
¢s N,N-dimetil-p—feniléndiamin kozotti, FeClz altal katalizalt reakcio, melynek soran
metilénkék keletkezik. Kisérleteim soran egyszerii pufferelt oldatokkal dolgoztam: 75 pl mintat
adtam 425 pl desztittalt viz és 250 ul 1 w/v% cink—acetat elegy¢hez, hogy csapadékképzéssel
elvalasszam a szulfidot a mintaban 1év6 egyéb kromoforoktol. Ezt kovetéen 133 pl N,N-
dimetil-p—feniléndiamin oldatot (20 mM, 7,2 M HCl-ban oldva) és 133 ul FeCls oldatot (30
mM, 1,2 M HCl-ban oldva) adtam a reakcidelegyhez, majd 15 perces inkubalast kdvetéen a

metilénkék karakterisztikus elnyelési hulldimhosszan, 667 nm-en detektaltam az abszorbanciat.

A pontos koncentraciokat eldzetesen felvett kalibracids egyenes alapjan szamitottam ki.
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4.2.3. Szufan kéntartalom meghatarozasa hideg cianolizissel

A leggyakrabban szervetlen poliszulfidok meghatarozasara alkalmazott hideg cianolizis alapja
a 0 vegyértékii, ugynevezett szulfan kénatomok nukleofil reagensek iranti megnovekedett
reaktivitasa 31, Lugos kozegben, a cianid ionokkal (CN") tiocianat anionokat képeznek (SCN-),
amely reakcié egyben a szulfan kénatomok karakterisztikus jellemzdéje. FeClz felesleg
jelenlétében a  tiocianat  ionok  vas(Ill)-tiocianat  akvakomplexet  képeznek
([Fe(SCN)(H20)s]?*), amely 460 nm-en karakterisztikus elnyeléssel rendelkezik.

Kisérleteim soran 180 pl mintahoz elszivofiilke alatt 20 ul 1 M NHsOH és 25 ul 0,5 M KCN
oldatot adtam, majd szobahémérsékleten ~20 percig inkubaltam a reakcioelegyet. Ezt kvetden
5 ul 37% formaldehiddel és 50 pl Goldstein—reagenssel (62 mM FeCls 18,38% HNOs-ban
oldva) szobahémérsékleten legalabb 15 percig inkubaltam a mintakat, majd 460 nm-en
meghataroztam az abszorbanciat.

A pontos koncentraciokat el6zetesen KSCN oldatokkal felvett kalibracios egyenes alapjan
szamitottam ki, ugyanis a reakcio sztdchiometridja alapjan a képz6dd ([Fe(SCN)(H20)s]*")
mennyisége, azaz a tiocianat ionok koncentracidja megegyezik a mintaban 1évd szulfan kén

koncentracioval.

4.2.4. Tomegspektrometridval kombinalt folyadékkromatografia

A tomegspektrometriaval kombinalt folyadékkromatografia az analitikai kémiai
modszerek korébe tartozd technika, amely az analitokat a folyadékkromatografias fizikai
elvalasztast kovetden tomegspektrometria altali tomeg/toltés hanyados alapjan detektalja. Az
eljaras rendkiviil népszerii és széles korben alkalmazott a kémiai analizis soran, ugyanis a két
modszer kapacitasat 6tvozve lehetdséget ad a tobbkomponensii rendszerek egyes alkotdinak
szétvalasztasara, majd az egyes komponensek detektalasdra, mindezt nagy érzékenyseggel és
specificitassal. A mddszerrel szervetlen, szerves €s biokémiai mintak elemzése is lehetséges,

igy szamos teriileten alkalmazzak, mind a laboratériumi, mind az ipari eljarasok soran.

4.2.4.1. Szervetlen poliszulfidok analizise

------

hatasat elvalasztasi 1épés nélkiil, a szervetlen poliszulfid oldatok elektroporlasztasos (ESI)
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IAM hozzéadasa eldtt és utan. Az oldatokat 8 pl/perc aramlési sebességgel, 1 percig
aramoltattuk majd az ionizacidé hatékonysaganak novelése érdekében ammonium-—acetat
jelenlétében masodpercenként vettiik fel a nagy felbontast spektrumokat Waters SYNAPT G2-
Si ESI-TOF-MS késziiléken.

A IAM-mal eldzetesen alkilalt poliszulfidok N—etilmaleimid (NEM) altali lanchasitasat
UHPLC-MS/MS modszerrel tanulmanyoztuk, Xevo TQ-S detektorral kapcsolt Waters Acquity
UPLC rendszer segitségével. A mozg6 fazis 5 mM ammonium—acetat vizes oldatanak (A),
illetve 95% acetonitril és 5% viz elegyében készitett oldatanak (B) kiilonb6z6 aranya keveréke
volt. Az elvalasztast Acquity UPLC CSH C18 (1,7 um), 2,1x100 mm kolonnan végeztiik
gradiens eltciot alkalmazva (5 percet kovetéen 95% fokozatosan 40%-ra csokkentve az A
eluens aranyat, majd 1 perc mtlva ismét 95%-ra novelve azt). Az aramlasi sebesség 0,2 ml/perc,
a kolonna hémérséklete 30 °C, az injektalasi térfogat pedig 5 pl volt. A porlasztofesziiltség a
mérés teljes ideje alatt 8 V volt, mig az iitkdzési energia NEM hozzaadasa elétt 12 V, NEM
hozzaadadsa utdan 14 V volt. Az alkilalt poliszulfid szarmazékokat tandem
tomegspektrometridval azonositottuk, mennyiségiiket pedig a kivélasztott molekulaion egy
specifikus fragmensének monitorozasaval (single reaction monitoring, SRM modd) hataroztuk

meg.

4.2.4.2. Poliszulfidalt CySH és GSH moddosulatok analizise

Az alkilalt CyS(S)n és GS(S)n adduktok 0,1% hangyasavban torténd higitidsa és a megfeleld
belsd sztenderdek hozzdadasa utan LC-ESI-MS/MS analizist hajtottunk végre Nexera UHPLC
rendszerrel (Shimadzu) kapcsolt triple quadrupole (Q) LCMS-8050 tomegspektrométeren
(Shimadzu). A perszulfid és poliszulfid szarmazékok elvalasztasa Nexera UHPLC rendszeren,
YMC-Triart C18 kolonnan (50%2,0 mm belsé atmérd) tortént. Eluensként 0,1% hangyasav
vizes (A) és metanolos oldatat (B) hasznaltuk linearis gradiens mellett, 15 perc alatt 5%-rol
90%-ra novelve a B eluens aranyat, 0,2 ml/perc aramlasi sebesség mellett, 40 °C-on. Az alkilalt
poliszulfid szdrmazékokat tandem tomegspektrometriaval azonositottuk, mennyiségiiket pedig

SRM modban hataroztuk meg.
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4.2.4.3. Poliszulfidalt GAPDH-dimedon adduktok analizise

A dimedonnal jeldlt poliszulfidalt mintdk tripszines emésztését €s triklorecetsavas kicsapasat
kovetden a feliiliszot LC/MS-MS analizisnek vetettiik ala, amely Thermo Ultimate 3000 HPLC
rendszerrel kapcsolt Thermo LTQ-XL linearis ioncsapda tomegspektrométeren tortént. Az
analizis soran 50 pl mintat injektaltunk a Kinetex C18 kolonnara (50x2,Imm belsé atméro),
majd gradiens eluciot végeztiink 0,1% hangyasav vizes (A) és metanolos oldatanak (B)
kiilonboz6 Osszetételi elegyével, a B eluens mennyiségét 15 perc alatt 5%-rdl egyenletesen
95%-ra novelve. A mérések végrehajtidsa pozitiv ionizacids mddban, a dimedon adduktok

mennyiségi meghatarozasa pedig SRM modban tortént.

4.2.4.4. Poliszulfidalt glutation — |AM adduktok analizise

A poliszulfidalt GSH szarmazékok eldallitasa 1 mM GSH ~300 uM SSNO-val, illetve a hozza
tartozo kontroll oldattal valod inkubalassal tortént 200 mM Tris/HCI pufferben (pH 7,40),
szobahdmérsékleten. A reakcioelegybdl 0, 30, 60 illetve 120 perc elteltével mintat vettem, majd
100 mM IAM-mal végeztem alkilalast a poliszulfidalt szarmazékok stalibilazasa céljabol
szobahémérsékleten, 30 percig. Az alkilalt szarmazékokat ezt kovetéen UPLC-MS/MS
analizisnek vetettiikk ala, melyet Waters Acquity UPLC rendszerrel kapcsolt Xevo TQ-S
kvadrupol tomegspektrométeren (Waters) végeztiink. A szarmazeékok elvalasztasa 1,6 pm bels6
atméréji Modus 100x2,2 mm Aqua UPLC kolonndn (Chromatoraphy Direct) tortént.
Eluensként 5 mM ammonium—formiat vizes (A) és acetonitriles oldatat (B) hasznéltuk linedris
gradiens mellett, 4,5 perc alatt 99%-r6l 60%-ra, majd 0,5 perc alatt 0%-ra csokkentve az A
eluens mennyiségét, melyet 1,5 perces ekvilibralas kdvetett. Az aramlasi sebesség 0,2 ml/perc,
az injektalt térfogat 5 pl volt. Az alkildlt poliszulfid szarmazékokat tandem

tomegspektrometridval azonositottuk, mennyiségiiket SRM maddban hataroztuk meg.

4.2.4.5. Poliszulfidalt és oxidalt cisztein — dimedon adduktok analizise

A poliszulfidalt CysSH szarmazékok eléallitasa 100 uM CysSH és 300 uM NazSz inkubalasaval
tortént 10 mM Tris/HCI pufferben (pH 7,40), szobahémérsékleten, 5 percig. A poliszulfidalt
modosulatokat ezt kovetden 0-25 mM hidrogén—peroxiddal és 5 mM dimedonnal egyiittesen
inkubaltuk 37 °C-on 3 6raig. Az adduktok 0,1% hangyasavban torténd higitasa €s a megfeleld
bels6 sztenderdek hozzdadasa utan LC-ESI-MS/MS analizist hajtottunk végre Nexera UHPLC
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rendszerrel (Shimadzu) kapcsolt triple quadrupole (Q) LCMS-8050 témegspektrométeren
(Shimadzu). A szarmazékok elvalasztasa Nexera UHPLC rendszeren, YMC-Triart C18
kolonnan (50%2,0 mm belsé atmérd) tortént. Eluensként 0,1% hangyasav vizes (A) és
metanolos oldatat (B) hasznaltuk linearis gradiens mellett, 15 perc alatt 5%-r6l 90%-ra novelve
az A eluens mennyiségét, 0,2 ml/perc aramlasi sebesség mellett, 40 °C-on. A dimedon adduktok
detektalasa SRM modban tortént.

4.2.5. Poliszulfidalt CySH és GSH mintak alkilalasa

Az alkilaloszerekbdl (HPE-IAM, MBB ¢és NEM) 1 M-os torzsoldatokat készitettliink DMSO-
ban, melyek tovabbi higitasa a megfeleld vizes kdzegekben tortént. A poliszulfidalt CySH és
GSH szarmazékok eldallitasa 100 uM CySH illetve GSH ¢és 300 uM NaxS; inkubalasaval
tortént 30 mM HEPES/KOH pufferben (pH 7,50), szobahdmérsékleten, 5 percig. A
poliszulfidalt moédosulatokat ezt kovetéen 0,1-10 mM alkilalészerrel (0,1; 0,5; 1,0; 5 és 10 mM
HPE-IAM, MBB illetve NEM) inkubaltuk szobahémérsékleten 30 percig, 60 percig, 3 6raig és

6 oraig.

4.2.6. Fehérjeszintii vizsgalatok
4.2.6.1. Bradford és BCA eljarasok

A Bradford assay — amely az egyik legelterjedtebb fehérjemeghatarozasi modszer — alapja,
hogy a Coomassie Brilliant Blue G-250 festék savas kdzegben elektrosztatikus és van der Waals

kolcsonhatasok révén kotddik a fehérjekhez, melynek kovetkeztében elnyelési maximuma 465-

crer

crer

kalibracios egyenes alapjan szdmitottuk ki.
A BCA, vagy bicinkoninsavas meghatarozas azon alapul, hogy a fehérje a Cu?*-ionokat Cu*-

ionokka redukalja, melyekkel a bicinkoninsav molekulai kelatkomplexet alkotnak, amely 562

crer

meghatarozasdhoz 10 pl mintdhoz 200 pul BCA reagenst adtunk, majd 20 perces inkubalast
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pedig az eldzetesen felvett kalibracids egyenes alapjan szdmitottuk ki.

4.2.6.2. Glicerinaldehid—3—foszfat—dehidrogenaz mintak készitése

Poliszulfidalt GAPDH szarmazékok dimedonos jelolése

crer

meghatarozasat (Bradford modszer) kovetéen a mintakat nagy dimedonfelesleg mellett (10 uM
GAPDH:50 mM dimedon) 200 uM hidrogén—peroxiddal, illetve natrium—diszulfiddal kezeltiik
szobahdmérsékleten, fénytdl védve egy 6ran keresztiil. A kezelés utan a fehérjemintakat 14,4
denaturalés, vortexelés és centrifugalds utdn a feliiliszot LC/MS analizisnek vetettiik ala
(Thermo LTQ-XL linearis ioncsapdaval kapcsolt Thermo Ultimate 3000 HPLC késziilék),
végll elvégeztiik a poliszulfidalt GAPDH-dimedon adduktok detektalasat.

PMSA

Az eljaras elméleti hatterét a disszertacio 21. oldalan és a 10. abran ismertettem. A redukalo
pufferben tarolt tisztitott human rekombindns GAPDH-t RIPA pufferrel eldzetesen
kondicionalt PD SpinTrap G-25 oszlopon sdémentesitettem a redukalo kozeg eltavolitasa végett.
Ezt kovetden a fehérjemintakat 1 mM és 10 mM NaS; illetve NazSz hozzaadasa utan
inkubdltam 37 °C-on 1 6raig, miutdn a poliszulfidok feleslegét egy ujabb somentesitési
1épésben tavolitottam el. A pontos fehérjekoncentraciot BCA modszerrel hataroztam meg, majd
a fehérjetartalom kiegyenlitése utan a mintakat 2 mM biotin—-PEG36-maleimid reagenssel
inkubaltam 37 °C-on 1 6raig a poliszulfidalt oldallancok jelolése céljabol. A mintakat a jeldlést
kovetden tobbféle elektrofil dgenssel kezeltem (3 mM IAM, MBB, NEM, DTNB) 37 °C-on 1
o6raig, majd 95 °C-on forraltam 5 percig 2—merkaptoetanol jelenlétében/hianyaban. A mintakat
-20 °C-on taroltam, majd gélelektroforézis és Coomassie festés segitségével hatdroztam meg a

crer

lanchasitas mértékét.
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4.2.6.3. Human szérum albumin mintak készitése ProPerDP eljarashoz

A fehérje eléredukcigjat (5 mM DTT, 4 °C, sotét, 30 perc), majd pontos
tisztitott SSNO™ illetve kontroll oldattal valo kezelését szobahémérsékleten, fénytél védve
hajtottam végre egy oran keresztiil. A két reakcidelegybdl 0, 20, 40 és 60 percnél mintakat
vettem, melyeket a poliszufidalt modosulatok stabilizalasa végett 1 mM jodacetil-PEG-biotin
(Sigma) hozzaadasa utan szobahdémérsékleten, fénytdl védve inkubaltam egy oran keresztiil.
Az alkilalészer feleslegét somentesités (Zeba 7K MWCO oszlop, Thermo Scientific) és
ultasztirés (30 kDa Amicon mikrokoncentrator, Merck) segitségével tavolitottam el. A
mintadkban 1év6 Dbiotinilalt szarmazékokat specifikusan kotdttem meg magneses
részecskeszeparator (Dynal MPC-M) segitségével, miutan a mintakat sztreptavidinnel bevont
magneses gyongyokkel szobahdmérsékleten és razdasztalon, 30 percig inkubaltam. A feliiltsz6
eltavolitasa utan a gyongyoket TBST-vel mostam a nem specifikus kolcsonhatasok
megsziintetése végett, majd a gyongyoket 5 mM TCEP oldatban ujraszuszpendalva inkubaltam
szobahdmérsékleten, enyhe razatas mellett 30 percig. A feliiliiszot eltavolitottam és 4X SDS-
PAGE feltoltdpufferben higitottam (ez a frakcidé volt a szdmomra relevans minta), majd a
gyongyoket 1X SDS-PAGE feltoltépufferben forraltam 95 °C-on 3 percig. A mintakat

-20 °C-on taroltam a gélelektroforézis és western blot analizis végrehajtasaig.

4.2.6.4. SDS poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

Kisérleteim soran a mintakbol altalaban ~50 ng fehérjét tartalmazoé mennyiséget vittem fel a
12%-0s SDS-PAGE gélek kutjaiba, melyeket a 4.1. fejezetben talalhatdo recept alapjan
készitettem. A futtatast 120 V-on végeztem koriilbeliil méasfél oran keresztiil, majd ezt kovetéen

végeztem el a Coomassie Brilliant Blue gélfestést, vagy a western blot eljarast.

4.2.6.5. Coomassie Brilliant Blue gélfestés

A Coomassie festés az egyik legaltalanosabb fehérjefestési modszer. A kereskedelmi
forgalomban kaphat6 festékek ionos illetve van der Waals kolcsonhatasok révén lépnek
kolcsonhatdsba a gélben 1évé fehérjékkel, igy savas kornyezetben a savok gyorsan és
kényelmesen lathatova tehetok. Elektroforézist koveten legalabb 15 percig fixaltuk a géleket
40% etanol-10% ecetsav vizes oldataban, majd QC Colloidal Coomassie fest6oldatba helyezve
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(BioRad) inkubaltuk a sdvok megjelenéséig, legalabb 1 oran keresztiil. A festék feleslegének
eltavolitasa és a hattér minimalizalasa végett a géleket tobbszori csere mellett desztillalt vizben

mostuk, amig a hattér szine el nem tiint és a festett savok jol lathatova valtak.

4.2.6.6. Western blot, elohivas

A fehérjék specifikus detektalasat western blot eljarassal végeztiik, melynek soran a gélben 1€vo
fehérjék polivinilidén—difluorid (PVDF) membranra torténd transzfere utin a membranokat a
fehérjékre specifikus antitestekkel inkubaltuk, majd lathatova tettiik a mintazatot. A blottolas
soran a membrant szorosan a gélre illesztettiik, majd blottold késziilék (Bio—Rad) segitségével
ujabb elektroforézist hajtottunk végre a gél sikjara merélegesen, 130 V-on, 90 percig.
Fesziiltség hatdsara a gélbdl a fehérjék a membran felszinére vandorolnak, igy a membranon
rogzithetjiik a gélben kialakult mintazatot. A blottolast kdvetden a membranokat egy éjszakan
keresztlil 4 °C-on 3%-0s BSA TBST-s oldataban blokkoltuk, majd masnap az elsédleges
antitest (anti albumin, Sigma A0433, 1:10000 higitas blokkoloban), majd alkalikus—foszfataz
konjugalt masodlagos antitest (Sigma A3687, 1:10000 higitds blokkoldban) oldataban
inkubdltuk billegbasztalon, szobahdmérsékleten, egy ordn keresztiil. A két inkubalas kézott a
membrant 3x10 percig mostuk TBST-ben, a nem specifikus kdlcsonhatasok megsziintetése
végett. A fehérjemintazatot 5-brom-4-klor-3-indolil-foszfat—nitro tetrazolium (BCIP-NBT)
festekkel (Merck) tettiik lathatova, majd a mintdzat dokumentalasat kovetden a mennyiségi

kiértékelést Image J szoftverrel (National Institutes of Health) végeztiik.

4.2.7. Sejtkultirak és kezelések

4.2.7.1. HEK?293 sejtek és kezelésiik

Az American Type Culture Collection-tol (ATCC) vasarolt, majd a Karolinska Egyetemen
Prof. Elias Arnér kutatocsoportja altal stabilan transzfektalt HEK293 sejteket fetalis borji
szérummal (10%), L-glutaminnal, penicillinnel (100 U/ml), és sztreptomicinnel (100 mg/ml)
kiegészitett Dulbecco’s-Modified Eagle Medium (DMEM)-ben tartottuk fent, 37 °C-on, 5%
COg. tartalom mellett. Kezelés elott a sejteket médiummal mostuk, majd 50 uM SSP4 (10 mM
torzsoldat DMSO-ban, tovabbi higitas DMEM-ben) oldattal inkubaltuk 37 °C-on, 30 percig. A

festék feleslegének eltavolitasa végett a sejteket kétszer mostuk a médiummal, majd 50 uM
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tisztitott SSNO™ oldattal kezeltiik, a fluoreszcencia idobeli valtozasat pedig mikroszkdppal

kovettiik.

4.2.7.2. TRPA1 expresszalo és TRPA1 deficiens CHO sejtek és kezelésiik

Kisérleteink soran a sejten beliili Ca?* szint novekedését tanulmanyoztuk, amely a bevezetdben
emlitettek alapjan a receptorok aktivaciojahoz rendelhetd. Hogy igazoljuk, a kezelés hatasara
megemelkedett [Ca?*] szint specifikus és a TRPAL ioncsatorndk aktivaciojanak
kovetkezménye, kontroll kisérleteket végeztiink, melyek soran a receptort nem expresszald
sejteken hajtottuk végre a megfeleld kezeléseket.

A mérések soran hasznalt, TRPAL receptorokat stabilan expresszaldo CHO sejtvonalakat a Pécsi
Tudoményegyetem Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézetben Dr. Sandor Zoltan allitotta
eld, egy korabbi kozleményében ismertetett protokoll szerint®®.

A TRPA1-gyel stabilan transzfektalt CHO sejteket hokezelt fetalis borji szérummal (10%), L-
glutaminnal, nem esszencialis aminosavoldattal, penicillinnel és sztreptomicinnel kiegészitett
Dulbecco’s-Modified Eagle Mediumban (DMEM) tartottuk fent, 37 °C-on. Kezelés el6tt
eltavolitottuk a médiumot, majd tripszin (0,1% PBS-ben) oldattal 5 percig emésztettilk a
sejteket. Mintanként 10* db TRPAL-et expresszal6 CHO sejtet reszuszpendaltunk 100 pL
modositott médiumban, majd fluoreszcens kalcium érzékeny Fluo-4 AM festékkel (Invitrogen,
0,4 uL, 1 pg/uL DMSO-ban) inkubaltuk 6ket 30 percig, 37 °C-on. 400 ul ECS oldat hozzaadasa
utan az igy kapott 500 pl szuszpenziot 500 ul, ECS-ben higitott tisztitott SSNO™ illetve kontroll
oldattal kezeltiik, és aramlasi citometrids analizisnek vetettiik ala a mintakat. A Fluo-4 AM
festéket 1ézer besugarzassal gerjesztettiik 488 nm-en, az emittalt fluoreszcens jelet pedig 504
nm-en detektaltuk. A kapott fluoreszcencia értékeket a festett kontroll sejtekre kapott
hattérfluoreszcencia értékekkel korrigaltuk, mig referenciaként a szelektiv TRPAL agonista
mustarolajjal (100 uM ECS-ben higitva) kezelt sejtekre kapott értéket tekintettiik, és az ehhez

rrrrrr

fiiggvényében.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Reaktiv kénszarmazékok detektalasa biologiai rendszerekben

.....

Ahogy a bevezetdben és az irodalmi attekintésben mar emlitettem, egyre tobb kisérleti
eredmény enged arra kdvetkeztetni, hogy részben a szervetlen poliszulfidok feleldsek szamos
fiziologias hatds kivaltasaért, melyeket kordbban a kénhidrogénhez rendeltek. Biologiai
rendszerekben tobb utvonalon keletkezhetnek, tobbek kozott a mitokondriumban lejatszodo

oxidativ folyamatok®, a szulfid metalloenzimek altal katalizalt oxidacija?>1%

, vagy éppen a
szulfid és nitrogén—monoxid reakcidja soran®. Habar a szulfid reaktiv oxigén szarmazékok altali
oxidacidja sok esetben lassan megy végbe, a neutrofilek altal termelt hipoklorossav (HOCI)
kozel diffazidkontrollalt sebességgel oxidalja a szulfidot, szervetlen poliszulfidok képz6dése
mellett, amely folyamat adott koriilmények kozott (pl. gyulladasos folyamatok) relevans lehet

101

biologiai rendszerekben"-. Mechanisztikus megkozelitésbol a szulfid oxidacidja a ciszteinhez

hasonléan szulfénsav (S—OH) koztiterméken keresztiil jatszodik 1e*°:
H2S + oxiddlészer = HS-OH + H-red

Habar a szulfénsavak kisérletes karakterizadldsa nagy reaktivitasuk és rovid élettartamuk
kovetkeztében még nem teljes, egyes tanulmanyokban beszamoltak a szulfid oxidaciojat
kovetden detektalt szulfénsavak illetve egyéb oxidacios termékek jelenlétérdl??, Az alkilalasi
reakciokon alapuld detektdldsi eljarasok alkalmazasa sordn tapasztalt problémak és
ellentmondasok nem csak a per- és poliszulfidalt modosulatok detektalasat érintik, hanem a
szulfénsavak analizisekor is relevansak, igy ezek az eredmények is fenntartassal kezelendok.

A szulfid oxidéacidja soran keletkezd szulfénsav koztitermék varhatéan egy ujabb szulfid
molekulaval gyors reakcioba 1épve szervetlen diszulfidot ad, amely ezt kovetden
komproporcids illetve diszproporcids reakciok sorozatdban hosszabb lanct poliszulfidok

keverékét eredményezi:

HS-OH + H2S = HSSH + H20
2 HSSH = HS3H + H2$
HSSH + HS3H = HS4H + H2S
HS3H + HS3H = HS4H + HSSH
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HS3H + HS3H = HSsH + H2S

Habar a szervetlen poliszulfidok 1étezésérél mar az 1700-as években beszamoltak'®®, Berzelius
pedig 1822-ben eldallitotta az elsd kristalyos poliszulfid sot'%, oldatkémiai viselkedésiik
egyaltalan nem tisztazott. Vitatjak a vizes kozegben jelenlévd lehetséges leghosszabb
poliszulfid lanc hosszat, amelynek meghatarozasa, valamint a részecskék spektroszkopiai és
kromatografias modszerekkel torténd karakterizalasa az elobb emlitett gyors egymasba alakulas
kovetkeztében napjainkban is komoly kihivast jelent, emellett elvalasztasuk sem megoldott.

Ennek kovetkeztében az oldatbeli speciacid tanulmanyozasara iranyuld eljarasok mindegyike
egy szarmazékképzési reakcion alapszik, melynek kulcsfontossagl szerepére a disszertacio
késbbbi részében fogok kitérni. A jelenleg elterjedt technikak koziil a tomegspektrometria lehet
alkalmas arra, hogy kromatografids elvalasztas nélkiil is megkiilonboztesse a kiilonbdzd
lanchosszasagh poliszulfidokat, igy a kovetkez6kben a University of Southampton-nal valo
egyiittmitkddésiink keretében, Thomas Sutton kozremiikodésével vizsgaltuk, hogy az altaluk
tanulmanyozasara, az oldatok szarmazékképzési 1épés nélkiili, ionforrasba torténd direkt
infazidja altal. A szervetlen poliszulfidok alacsony savi disszociacios allandojabol és konnyti
ionizalhat6ésagabol kifolyolag a mérés kivitelezése negativ ionizdcids modban tortént.
Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a detektalt speciacio natrium—diszulfid,
natrium—triszulfid, és technikai minéségii kalium—poliszulfid oldatokban rendkiviil hasonld

mintazatot mutat (14. abra):
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(T=20 °C, pH 7,40; ammonium—foszfat puffer)

Ahogy a 14. abra is szemlélteti, az altalunk alkalmazott kisérleti koriillmények kozott a detektalt
m/z értékek alapjan a spektrum nem lezart héji részecskék hanem gyokanionok jelenlétét
reprezentalja, melyet késébb nagy felbontasua MS technikéval, az izotdparany vizsgalataval is
megerdsitettiink. A poliszulfid oldatok kiindulési formé;atol fliggetleniil a triszulfid gydkanion
(S3™) a meghatarozo részecske, emellett pedig a diszulfid (S2™) és tetraszulfid gydkanionok
(S47) is szamottevé mennyiségben vannak jelen az oldatokban. Emellett a tioszulfat
gyokanionos (S203™), és protonalt formajanak, valamint HSO4 jelenlétét is sikeriilt igazolnunk.

A gyokok jelenlétét nem csak a poliszulfidok homolitikus bomlédsa, hanem az ionforrasban
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torténd artifakt oxidacio is eredményezheti, igy javaslatunk szerint ez a modszer az altalunk
alkalmazott kisérleti koriilmények kozott nem optimalis a speciacio vizsgalatara.

Labilis karakteriikbdl kifolyolag, a szervetlen poliszulfidok detektdldsa sordn az elvalasztast
egy szarmazékképzési 1€pés elézi meg. Tobb tanulméanyban is felhivtak a figyelmet arra, hogy
ez a 1épés Kkritikus és a relevans eredmények érdekében fontos, hogy gyorsabban végbemenjen,
mint a poliszulfidok egymasba alakuldsal®. Ezt azonban szdmos mellékreakcid
befolyasolhatja, igy a részecskék viselkedésének kinetikai és mechanisztikus tanulmanyozasa
komoly kihivast jelent és a mai napig sem megoldott. Erre iranyulé6 munkam els6 1épésében

direkt, elvalasztas nélkiili tomegspektrometrias analizis soran vizsgaltam, hogy az alkilalasi

rrrrrr

crer

modban detektaltuk a kiilonbozd poliszulfid-IAM adduktokat, a negativ toltésii ionok
detektalasa sordn pedig meggy6zddtiink arr6l, hogy nem maradt elreagalatlan poliszulfid
felesleg a reakcioelegyben, azaz az alkalmazott IAM koncentraci6 és inkubalasi idé mellett az
alkilalasi reakcié teljesen végbement. A szarmazékképzést kovetden legnagyobb mennyiségben
a diszulfid adduktot (IAM2-S>) sikeriilt detektalnunk, illetve a tri-, és tetraszulfid adduktra
jellemzd m/z értékek is megjelentek a tomegspektrumban, IAM hozzdadésa el6tt a spektralis

mintazat pedig megegyezett az el6z6 kisérletben kapottal (15. abra):
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kovetéen®

A: TAM—poliszulfid adduktok detektalasa pozitiv moédban

B: Poliszulfidok detektalasa negativ mdodban: a spektrumban csak a hattérionokat

detektaltuk, amely igazolta, hogy a IAM altali alkilalas 100%-ban végbement

C: Poliszulfidok detektalasa negativ moédban IAM hozzaadasa el6tt
(T=20 °C, pH 7,40; ammonium—foszfat puffer)

A kovetkezokben két kiilonbozo alkilaloszer, a jodacetamid (IAM) és az N—etil-maleimid

(NEM) speciaciora gyakorolt hatasat vizsgaltuk tobb koncentracié mellett, UHPLC—s

elvalasztast koveté MS/MS detektalas segitségével. Az altalunk alkalmazott koriilmények
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kozott NEM esetében az S1-S4 adduktokat sikeriilt detektalnunk, mig IAM esetében hosszabb
lancu modosulatok is megjelentek a kromatogramokon (16. dbra). A kisérletet ebben az esetben
is tobbféle poliszulfid soval elvégeztiik. A direkt infuzios kisérletekhez hasonloan, a spektralis
mintazat az Osszes forma esetén rendkiviil hasonld volt, azonban az egyes alkilaloszerek

koncentracioja befolyasolta a részecskék eloszlasat.
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16. abra: NEM (A) és IAM (B) szervetlen poliszulfidok speciaciora gyakorolt hatasanak
dsszehasonlitasa®

(T=20 °C, pH 7,40; ammonium—foszfat puffer)
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NEM alkalmazasa mellett, a detektalt poliszulfidok lanchossza az alkildloszer
alkalmazott koncentracié mellett allandonak mutatkozott. A két alkilalészer eltéré hatdsat
magyarazhatja az alkilalas eltérd sebessége, valamint az alkilalas eltéré mechanizmusa: a NEM
aktivalt kettds kotéssel rendelkezd erds elektrofil, amely tiolokkal és poliszulfidokkal Michael—
addicids reakcioba 1ép. Ezzel szemben IAM esetében egy Sn2 mechanizmus reakcidban a jol

tavozo jodidiont helyettesiti a poliszulfid lanc szulfan kénatomja (17. abra):

O

o
Et
R{S%éﬁﬁm\<5:2£Et > R{S%S—{fizi
0

O
VR R4{S}s
R+{S}SH jﬁrNHz — n }NHQ +HI
ol ¢!

17. abra: A NEM (A) és IAM (B) 4ltali alkilalasi reakciok mechanizmusai®

Tobb nemrégiben megjelent kozlemény alapjan a IAM-mal ellentétben a NEM képes elhasitani
a dialkil-poliszulfid lancokat, ezaltal ezzel az agenssel nem lehetséges a hosszabb lanct
poliszulfidok detektalasa®®1%, Errél a kovetkezokben kisérletesen is meggyézddtiink: elsé
lépésben tizszeres IAM felesleg alkalmazasa mellett alkilaltuk a poliszulfidokat, majd ezt

kovetden NEM-mel reagaltattuk a mar ,,eldalkilalt” elegyet.
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18. abra: NEM hatasa jodacetamiddal elézetesen alkilalt poliszulfidok eloszlasara
A: Alkilalt poliszulfid adduktok eloszldsa jodacetamiddal valo inkubalast kdvetden,
NEM hozzéaadésa elott
B: Alkilalt poliszulfid adduktok eloszlasa jodacetamiddal, majd NEM-mel valo
inkubalast kdvetden®

(T=20 °C, pH 7,40; ammonium—foszfat puffer)
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Ahogy a 18. abra szemlélteti, NEM hozzaadasa utan is sikeriilt detektalnunk az S1-S3
poliszulfid-IAM adduktokat, azonban mar sokkal kisebb mennyiségben, mint az eldalkilalast
kovetden. A hosszabb lancu szdrmazékok viszont eltlintek a kromatogramokrol, ellenben S1—
S3 esetében tigynevezett hibrid adduktok jelentek meg, amelyek egyik végiikon a IAM-bol
szdrmazo karboxamidometil, masik végiikon pedig a NEM-bdl szdrmazd szukcinimid
molekularészt tartalmaztdk. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a NEM a poliszulfid lanc
kozepén 1évo kénatomokkal is reagélhat, a hosszabb lancok hasitasat eredményezve. Ennek
mechanizmusa még nem tisztazott, azonban tapasztalataink és kémiai ismereteink alapjan tobb

javaslatot is tettlink rd, melyeket a 19. dbra foglal ssze:

K= |
1AM RO NEM |

H,O

Kz | 1
R3- s EE3 Tovdbbi reakciék

tiolokkal,

poliszulfidokkal és
alkilalészerekkel

19. abra: A dialkil poliszulfid lancok NEM 4ltali hasitasanak lehetséges mechanizmusai

(Az abrat Bogdandi et al Br Journal of Pharm (2018)° alapjan készitettem)
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A IAM-mal mindkét végiikon alkilalt poliszulfidok heterolitikus hasadasa soran egy pozitiv és
egy negativ toltésii karboxamidoszulfid szarmazék keletkezhet, melyek koziil utobbi nukleofil
karakterébol adoddan az elektrofil NEM-mel reagalva a vegyes addukt képzodését
eredményezheti. A dialkil-poliszulfidok homolitikus hasadasa sem kizart, ennek soran gyokok
keletkeznek, melyeck NEM kettés kotésére vald addicidja szintén hibrid adduktokat
szolgaltathat. A NEM-mel torténé alkilalas emellett eltolhatja a poliszulfidok hidrolitikus
egyensulyi reakcidit a hidrolitikus termék képzOodésének iranyaba, amely a rovidebb lancu
alkilalt szarmazékok mellett egy szulfénsav szdrmazék megjelenését eredményezi. Utdbbi
modell fontos kovetkezménye, hogy a szulfénsavak detektalasara hasznalt alkilalasi eljarasok
szintén eltolhatjak a hidrolitikus egyensulyt, amely kovetkeztében az eredetileg poliszulfid
formaban jelenlévé modosulatokat is cisztein—szulfénsavként detektaljuk. Biologiai
kontextusban ez a megkozelités megkérddjelezi a szulfénsavak detektalasara alkalmazott

eljarasokat, amelyre a késdbbiekben kisérletesen is ravilagitottunk.

ooooo
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(CySH) és glutation (GSH) esetében ezek a szarmazékok viszonylag nagy mennyiségben
detektalhatok sejtekben és szovetekben. Ahogy azt a bevezetdben ismertettem, poliszulfidalt
cisztein szarmazékok keletkezhetnek a cisztein vagy szulfid oxidativ poszttranszlacios
folyamatai soran, emellett a cisztin CBS és CSE katalizalt enzimatikus 4talakitasai illetve a
cisztein piridoxal—fiiggd ciszteinil-tRNS szintetdaz enzim (CARS2) altali atalakitasa oxidalo
agens ¢s szulfid jelenléte nélkiil is poliszulfidalt szarmazékok képzddéséhez vezet. Ezen
modosulatok tobb tanulmany szerint is transzperszulfidacios reakciok altal vezérlik egyes
funkciondlis és szabalyozd fehérjék miikodését, ezaltal kulcsfontossdgu szerepiik van a

poliszulfidok altal vezérelt redox jelatviteli folyamatokban (20. 4bra).
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20. abra: A CARS2 enzim altali perszulfidképz6dés és az azt kovetd
transzperszulfidacios reakciok sematikus abrazolasa

(Az abrat Akaike et al Nat Comm (2017)%° alapjan készitettem)
d

Mivel detektalasuk szintén egy kezdeti szdrmazékképzésen alapszik, a kovetkezdkben
szisztematikusan megvizsgaltuk, hogy vizes oldatban az alkildlds hogyan befolyasolja

A poliszulfidalt CySH illetve GSH modosulatok eldallitasa az adott tiol vagy diszulfid
forma szervetlen poliszulfidokkal vagy szulfiddal torténd reakcidjaval tortént. Mennyiségi
analizisiiket tobb izotoppal jelolt belsd standard hidnyaban a per- és triszulfid részecskékre
korlatoztuk. Egy ujabban kifejlesztett, tomegspektrometrian alapuld eljards segitségével
tobbféle inkubalasi id6 és koncentracid speciiciora gyakorolt hatdsat megvizsgaltuk harom
alkilaloszer: a jodacetamid hidroxifenil analogja (HPE-IAM), a klinikai mintdk analizise soran
széles korben hasznalt monobromobiman (MBB) és a mar emlitett N—etilmaleimid (NEM)
alkalmazéasa mellett. Ahogy a 21. abran lathat6, 3 6ra inkubdlast kovetéen a HPE-IAM
koncentracidja a 0,5-10 mM tartomanyban csak elenyész6 mértékben befolyasolta a cisztein—
és glutation—perszulfid adduktok mennyiségét. A detektalt triszulfid—adduktok mennyisége
kisebb koncentraciok esetén az alkilalds befolyasolja a reaktiv kénszarmazékok egyensulyi
reakciot, valamint a hosszabb lanci mddosulatok szarmazékképzése lassabban jatszodik le. A
speciacid 6 oras inkubalas soran sem valtozott szamottevé mértékben, ami arra utal, hogy a

HPE-IAM nem hasitja effektiven a mar alkilalt poliszulfid lancokat.
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CyS(S),-HPE-IAM adduktok,t=3 h
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21. abra: HPE-IAM, MBB ¢és NEM hatasa poliszulfidalt cisztein modosulatok
speciaciodjara®
100 uM CySH, 300 uM NazS;, 0,1-10 mM HPE-IAM/MBB/NEM
pH = 7,50; szobahémeérséklet
(A mérési pontok és a hozzajuk tartozo hibasavok n = 3 fiiggetlen kisérleti eredmény

atlagat és szorasat (SD) reprezentaljak)

NEM-mel elvégezve a kisérleteket, a szervetlen poliszulfidokhoz hasonléan ebben az
esetben is teljesen eltérd eloszlasi mintazatot detektaltunk. A legszembet{indbb a perszulfid—

adduktok csokkent mennyisége volt mind CySH, mind GSH esetén, amely a cisztein

crer
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csokkent. Triszulfid adduktokat nem taldltunk detektdlhatd mennyiségben, amely a tobbi
megfigyeléssel egyiitt megerdsiti, hogy a NEM alkalmazasa mellett inkabb az alkilalt tiolok
képzddése preferalt. Meglepd mddon a ciszteinnel ellentétben az inkubalasi id6 illetve a NEM
koncentracioja a glutation—perszulfid modosulatok mennyiségét nem befolyasolta kiugro
mértékben, illetve ezen részecskéket sokkal nagyobb mennyiségben sikeriilt detektalnunk, a
megfeleld  cisztein—poliszulfid-NEM  adduktokhoz  képest, melynek alapjan a
szarmazékképzési reakciok sebessége és speciacidra gyakorolt hatdsa a kisérleti koriilmények
mellett a detektalni kivant modosulatok mindségétol is fiigg.

Monobromobiméant (MBB) alkalmazva alkilaloszerként, a koncentraci6 a HPE-IAM—

crcr

cres

vezetett, megerdsitve az altalunk feltételezett Curtin—-Hammett kontroll érvényességét.
Magasabb MBB koncentraciok esetén azonban az inkubélasi id0 ndvelésével csokkent a
triszulfid adduktok mennyisége, amely arra enged kdvetkeztetni, hogy a NEM-hez hasonldéan
az MBB is elhasitja a hosszabb lancii moédosulatokat. Az egyes alkilaloszerek speciacidra

gyakorolt hatasat, illetve az azok kozotti kiilonbségeket a 22. dbra szemlélteti:
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22. abra: HPE-IAM, MBB és NEM hatasa poliszulfidalt glutation modosulatok
100 uM GSH, 300 pM NazSz, 0,1-10 mM HPE-IAM/MBB/NEM
pH = 7,50, szobahomérséklet
(A mérési pontok és a hozzajuk tartozo hibasavok n = 3 fiiggetlen kisérleti eredmény

atlagat és szorasat (SD) reprezentaljak)
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5.1.3. Poliszulfidalt GAPDH oldallancok alkilalasa

A kovetkezOkben a poliszulfid lancok alkilaloszerek altali lanchasitdsat tanulméanyoztuk a
szervetlen poliszulfidok €és a kis molekulatomegli tiolok utan egy ujabb modellen, a
glicerinaldehid—-3—foszfat-dehidrogendz fehérjén (GAPDH) egy ujonnan kifejlesztett
detektalasi eljaras (PMSA) segitségével, melynek alapja éppen a poliszulfidalt oldallancok
NEM altali hasitasa. Els¢ 1épésben a GADPH-t kiilonb6z6 koncentracidju NaoS; illetve NazSz
oldatokkal kezeltiik, amely hasonld mintdzatot adott, kdztiik a negativ kontroll (poliszulfiddal
nem kezelt) mintdban is arra utalva, hogy a fehérje cisztein oldallancai mar alapallapotban
poliszulfidaltak, amely &sszhangban 4l Akaike és munkatirsai megfigyeléseivel®.
Ahogy a 23. abra is szemlélteti, az alkalmazott alkilalészer mindsége azonban nagyban
befolyasolta a kapott mintdzatot: a NEM hasitotta legintenzivebben a mar alkilalt poliszulfid
lancokat, az MBB szintén elhasitotta a poliszulfidokat, mig a IAM alkalmazasa nem vezetett
szamottevd lanchasitdshoz. Tovabbi tapasztalat, hogy a NEM altali hasitas mértéke
megegyezett a DTNB vagy a 2—merkaptoetanol hatasaval, ami arra enged kovetkeztetni, hogy

ez az agens elhasitotta az 6sszes poliszulfidalt cisztein oldallancot.

A Biotin-PEG-maleimid jel6lés B Biotin-PEG-maleimid jel6lés (] Biotin-PEG-maleimid jelolés
A A
r A N\ r \ (i N
— —— —— — . — - ———---—__
D — T — —
S — — —— - —
Kezeletlen Kezeletlen Kezeletlen
A 2-ME 2-ME 3 2-ME
fehette kezelés fehérje Y kezelés jehierje Y kezelés
Elektrofil kezelés: Elektrofil kezelés: Elektrofil kezelés:
IAM MBB NEM DTNB IAM MBB NEM DTNB IAM MBB NEM DTNB
D Biotin-PEG-maleimid jel5lés E Biotin-PEG-maleimid jel6lés
A A
7 D 4 \
. -
-! S — — 1 . —
— o — - - — ——
-— — 0\ —
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Kezeletlen w—/ kz_MI§ fehérie ~——~,—— 2-ME
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fehérie  Erektrofil kezelés: Elektrofil kezelés:  <©Z1éS
IAM MBB NEM DTNB IAM MBB NEM DTNB

23. abra: Poliszulfidalt cisztein oldallancok detektalasa GAPDH modellfehérjén, PMSA
eljaras segitségével®
A: kezeletlen fehérje B: 0,1 mM NazSz-dal kezelt fehérje C: 1 mM Na,S>-dal kezelt
fehérje, D: 0,1 mM NaySs-dal kezelt fehérje, E: 1 mM NaxSsz-dal kezelt fehérje
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5.2. Cisztein—poliszulfénsavak dimedonos detektalasa

A poliszulfid lancok alkilalas indukalta hasitds mechanizmusara javasolt modelleket
(heterolitikus hasitas, homolitikus hasitas, hidrolizis) az 5.1.1. fejezetben ismertettem. Ezek
koziil a kdvetkezOkben a hidrolizist szeretném részletesen taglalni, ugyanis ha ez a reakcio
valdban lejatszodik, az rendkiviil komoly €és megfontolandd kérdéseket vet fel a fehérje
szulfénsavak detektalasat illetden. A szulfénsavak jelentOségét uUjabban széles korben
tanulmanyozzak, ugyanis tobb kutatasi eredmény alapjan is javasoltak, hogy szabalyozo
funkcidval rendelkeznek a redox jelatvitel soran. Ezen reaktiv, atmeneti részecskék 1,3—diketon
szarmazékokkal vald detektalasa napjainkban széles korben alkalmazott, rutinszerd eljaras,

lehetévé téve fehérjékbdl vald kimutatasukat is*107

. A fehérje perszulfidok abundans
mennyisége, megndvekedett nukleofilicitasa ¢és redukcios kapacitasa valamint a mar emlitett
hidrolitikus egyenstlyi reakciok megzavarasa azonban a cisztein—szulfénsavak megvaltozott
mennyiségét eredményezheti. Ennek legfébb kovetkezménye az lehet, hogy a bioldgiai
rendszerekben szulfénsavként detektalt modosulatok egy része valojaban per- és poliszulfid

modosulatokat reprezentdl, amely komoly megfontolast igényel az eredmények értelmezése

soran.

5.2.1. Oxidacio altal keletkezé poliszulfénsavak dimedonnal torténé detektalasa

A cisztein—szulfénsavak keletkezésére altalanosan elfogadott Gtvonal a ciszteinek reverzibilis
oxidacidja. Korabbi eredményeink arra utaltak, hogy a tiolok jelentds része perszulfid formaban
detektdlhat6®®, melyek megndvekedett oxid4cids hajlama®’ arra enged kdvetkeztetni, hogy ezek
a modosulatok a reaktiv oxigén szarmazékok preferalt célpontjai lehetnek. Oxidacidjuk
ugynevezett pertioszulfénsav koztitermékek keletkezését eredményezi, amelyek ugyanugy
célpontjai lehetnek a szulfénsavak detektalasa soran alkalmazott 1,3—diketonoknak. Ezt a
feltételezést nemzetk6zi munkatarsainkkal vald egyiittmiikddésiink soran sikertilt igazolnunk,
mind elméleti kémiai szamolasok, mind kisérletes eredmények segitségével. Stirliségfunkcionél
szamitasok arra utaltak, hogy a perszulfidok dimedonnal val6 direkt reakcioja energetikailag
gatolt, azonban készségesen oxidalodnak a megfeleld pertioszulfénsav koztitermékke, a

dimedon pedig a szulfénsavak mellett ezen részecskékkel is szelektiven reagal (24. ébra).
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24. abra: A cisztein—szulfénsavak és cisztein—pertioszulfénsav koztitermékek oxidacio
altali keletkezésére, valamint dimedonos detektalasara ab initio szamitasok alapjan

javasolt modell®2

Hasonl6é eredményre jutottunk a poliszulfidalt ciszteinek peroxiddal vald oxidéciojat kovetd
dimedonos detektalas tanulmanyozasakor (25. abra), valamint tobbféle sejtes rendszerben is
sikertilt igazolni, hogy tobb redox érzékeny tirozin—kinaz fehérjében (EGFR, Src) a ciszteinek
jelentds hanyada poliszulfidalt forméban van jelen, melyek oxidaciora valé megnovekedett
hajlamuk kovetkeztében készséggel reagalnak a reaktiv oxigén szarmazékokkal. Oxidacidjuk
pertioszulfénsavak keletkezéséhez vezet, amelyek a tiolfehérjéket érinté redox jelatvitel uj,

eddig azonositatlan koztitermékei.
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25. abra: Cisztein—poliszulfénsavak keletkezése és dimedonos detektalasa

(Az abrat Heppner DE et al Red Biol (2018)!2 alapjan készitettem)
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5.2.2. Hidrolizis altal keletkezo cisztein—poliszulfénsavak dimedonnal torténé
detektalasa

Az alkilalds indukalta poliszulfid hasitasra javasolt mechanizmusok ismertetésekor (5.1.1.
fejezet) mar emlitettem, hogy ha a poliszulfidalt ciszteinek 19. abran javasolt hidrolitikus
reakcidja valoban lejatszodik, akkor a szulfénsavak dimedonos detektalasa az irreverzibilis
szarmazékképzés révén a termékképzodés felé fogja eltolni az egyensulyt. Tovabba, a mar
alkilalt poliszulfidok heterolitikus hasadasa soran keletkezd pozitiv toltésti részecske gyors
hidrolizise szintén a megfeleld szulfénsav koztitermék képzdodéséhez vezet €s hasonldan
eltolhat6 a termékképzddés felé. Ennek kovetkeztében a szulfénsavként detektalt modosulatok
egy része feltehetdleg az eredetileg poliszulfidalt allapotban 1€vo részecskéket reprezentalja.
Errdl a feltételezésiinkrdl kisérletesen is meggydzodtink, GAPDH modellfehérje
alkalmazasdval. A fehérjét eléredukcid utdn peroxidos illetve szervetlen poliszulfidos
kezelésnek vetettikk ala, melyet kovetdéen dimedonnal detektaltuk a cisztein—szulfénsav
modosulatokat. A kisérlet eredményét a 26. abra szemlélteti. Meglepd mddon a poliszulfiddal
kezelt mintdkban detektaltuk a legtobb dimedonnal jel6lt szarmazékot annak ellenére, hogy ez
a kezelés nem vezet direkt szulfénsav képzodéshez. Habar a peroxiddal kezelt mintakban
(melyrdl tudjuk, hogy a cisztein tiolok direkt oxidacigjat eldidézve szulfénsavakat general)
varakozasainknak megfeleléen tobb cisztein—dimedon adduktot detektaltunk, mint a kezeletlen,
vagy poliszulfiddal kezelt mintakban, a poliszulfid—dimedon adduktok tekintetében a
poliszulfiddal kezelt GAPDH mintdkban talaltuk a legtobb modosulatot. Az eredmények
alapjan nehéz eldonteni, hogy a detektalt részecskék a poliszulfidok hidrolizise, vagy a GAPDH
autooxidacidja soran keletkeztek. A mintakat a kezelés el6tt 100 mM [AM-mal elGalkilalva
viszont tobb nagysagrenddel csokkent a dimedonnal jelolt szarmazékok mennyisége, amely
arra enged kovetkeztetni, hogy dialkil-poliszulfidok hidrolizise csekélyebb valdszinliséggel
domindl az altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozott. Ennek tisztazasa végett a
dimedonos jeldlés részletesebb kinetikai illetve mechanisztikus vizsgalata indokolt, azonban az
elméleti szamitasok, valamint a tobb modellen is elvégzett kisérletek eredményei arra utalnak,
hogy a korabban szulfénsavként azonositott szdrmazékok egy része a kémiai egyensulyok

eltolasa kovetkeztében valdjaban poliszulfidalt moédosulatokat reprezental.
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26. abra: Cisztein—dimedon illetve cisztein—poliszulfid—dimedon adduktok detektalasa
kezeletlen/peroxiddal/poliszulfiddal kezelt GAPDH mintakban®

(A mennyiségek normalizaldsa az eldalkilalas nélkiili mintdkban detektalt cisztein—

dimedon adduktokra tortént, a mérési pontok €s a hozzéjuk tartozo hibasavok n =5

fiiggetlen kisérleti eredmény atlagat és standard hibajat (SEM) reprezentaljak)

5.3. A kénhidrogén és a nitrogén—monoxid altal vezérelt jelatviteli

utvonalak osszefonodasa

Ahogy mar a bevezetdben emlitettem, a kénhidrogén altal vezérelt jelatviteli folyamatok egyik
ujonnan vizsgalt aspektusa a nitrogén—monoxid altal szabalyozott jelatviteli reakciokkal valo
kommunikéci6. Napjainkra a két kismolekula kooperativ aktivitdsa mar elfogadott, amely tobb
szinten is megvalosul: egyrészt kolcsondsen szabalyozzak a masik bioszintéziséért felelds
enzimek expressziojat és aktivitasat, mig a koztiik vagy metabolitjaik kozott végbemend
kozvetlen reakciok szamos fiziologias hatas kivaltasaért felelés hibrid molekulak képzodésével

jathatnak. Az erre iranyul6 tanulmanyok jelentds része a kozos biologiai hatasok vizsgalatara
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fokuszal, amelyek leginkdbb a sziv- és érrendszeri miikdodés szabalyozasan keresztiil
nyilvanulnak meg, azonban beszdmoltak a redox jelatviteli folyamatokat befolyasolod
tényezékrol is®®. Doktori kutatdsom soran a nitrozotiolok feleslegben 1évé szulfiddal vald
reakcidjanak egyik f6 koztitermékét, a nitrozoperszulfidot (SSNO”) tanulmanyoztam.
Kisérleteim soran elvégeztem az SSNO™ kémiai jellemzését, vizsgaltam a bomlasakor indukalt
perszulfidacios és poliszulfidacios folyamatokat, valamint potencialis bioldgiai hatasainak

lehetséges mechanizmusaira is javaslatot tettem.

5.3.1. Nitrozoperszulfid, a nitrozotiolok és szulfid kolcsonhatiasanak egyik f6

koztiterméke — spektralis és kinetikai jellemzés

A szulfid és NO altal vezérelt jelatviteli utak kozotti kommunikaciot illetéen doktori kutatasom
egyik célja a két jelatviteli részecske ¢és szarmazékaik kozotti kémiai kolcsonhatasok
kovetkeztében keletkez6 egyik f6 koztitermék, a nitrozoperszulfid (SSNO™) kémiai és biologiai
hatdsdnak tanulméanyozéasa volt. A nitrozoperszulfid eléallitisa Seel és Wagner nevéhez
fliz6dik, akik az 1980-as években bisz(trifenilfoszfin)iminium (PNP*) séjaként
kristalyositottdk ki az SSNO-t8 (27. 4bra). A preparativ munka mellett elvégezték a
PNP*SSNO™ spektralis jellemzését kiilonbozd szerves olddszerekben, illetve szerkezetét is
meghataroztak rontgenkrisztallografias analizis segitségével. Tovabba, megfigyeléseik szerint
a nitrogén—-monoxid feleslegben 1év6 szulfiddal valé reakcidja bazikus vizes oldatban, SSNO™
képzddéséhez vezet, amit késobb fiziologias pH-—n is azonositottak nitrozotiolok szulfiddal valé

reakcigjat kovetden.

27. abra: a PNP*SSNO™ szerkezeti képlete

Seel és Wagner szerint acetonban a PNP*SSNO™ elnyelési maximuma 448 nm, mig molaris

abszorpcios koefficiense 2800 Mcm™. Kutatocsoportunkkal egyiittmiikddve, Cortese—Krott és
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munkatarsai vizes oldatban, fiziologias koriilmények kozott is elvégezték a nitrozotiolok és
szulfid reakcigjaban keletkezd nitrozoperszulfid spektrofotometrids jellemzését, és az altaluk
kozolt abszorpciés maximum ¢és moldris abszorpcids koefficiens 412 nm, illetve
6000 M'cm™. Kémiai karakterizalasa soran megallapitottak, hogy az SSNO~ szamottev
stabilitassal rendelkezik fiziologias koriilmények kozott, valamint lassi bomlasa nitrogén—
monoxid ¢és szervetlen poliszulfidok felszabadulasahoz vezet. Ezzel szemben, Wedman és
munkatarsai szerint az SSNO™ fiziologias koriilmények kozott nem stabil, és a 412 nm—en
megfigyelt abszorbanciavaltozas a reakcidelegyben szennyezdként jelenlévo poliszulfidokhoz
rendelhetd. Kisérleteik soran Seel és Wagner modszerének megfeleléen kristdlyos formaban,
PNP*SSNO -ként allitottak el az SSNO-t, és aceton mellett metanolban is tanulméanyoztak
spektralis jellemzoit, ahol az altaluk kozolt abszorpciés maximum 422 nm volt.

Ezen kémiai egyet nem értés feloldasa végett ezt a kisérletet forditott megkozelitésbol végeztem
el: sajat modszerem szerint, a nitrogén—monoxid donor S-nitrozo-N-acetil-DL-penicillamin
(SNAP) ¢és feleslegben 1évo szulfid reakcidjaval, vizes kozegben Aallitottam el6
nitrozoperszulfidot, majd metanollal és acetonnal valo tizszeres higitasat kdovetéen
tanulmanyoztam a spektrumokat. Ahogy a 28. abra is szemlélteti, a higitast kovetden a
Wedmannék megfigyelésével azonos batokrom eltolodasokat figyeltem meg mindkét
kdzegben, az abszorbancia maximum értékek kozotti korrelacio pedig arra enged kovetkeztetni,
hogy ugyanaz a vegyiilet van jelen mind a PNP*SSNO~, mind a SNAP-szulfid reakcioelegy

metanolos, illetve acetonos oldatdban.
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28. abra: UV-Vis spektralis valtozasok az SSNO™ vizes kdzegben torténd eldallitasat
(2 mM SNAP: 10 mM NazS), majd metanolba és acetonba torténd higitasat kovetden
(az A, B és D spektrumok a bal oldali, mig a C és E spektrumok a jobb oldali y
tengelyhez vannak rendelve)
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Amax (200 uM SSNO~ Tris/HCI pufferben) = 412 nm (A), Amax (50% puffer-50% aceton) = 418
nm (B), Amax (10% puffer—90% aceton) = 439 nm (C), Amax (50% puffer-50% metanol) = 415
nm (D), Amax (10% puffer—-90% metanol) = 426 nm (E)

A spektralis jellemzés mellett egy kinetikai analizist is elvégeztem annak érdekében, hogy
mennyiségi eredményekkel is aldtdmasszam a két vegyiilet azonossagat, ezéltal pedig
igazoljam, hogy az altalam eldallitott SNAP—szulfid reakcidelegy is a Seel és Wagner, valamint
a Wedmann és munkatarsai altal azonositott nitrozoperszulfidot tartalmazza. A nitrozotiolokkal
ellentétben a nitrozoperszulfid fiziologias koriilmények kozott viszonylag stabil, lasst és
folyamatos bomlasardl pedig mar beszamoltak a szakirodalomban. Kdvetkezo kisérletemben
ezt tanulmanyoztam vizes kdzegben, szerves kozegbe torténd higitassal kiegészitve.

Kisérletem sordn a SNAP és szulfid reakciojaval eldallitott elegyet adott idépontokban
pufferben illetve acetonban tizszeresére higitottam, majd felvettem a spektrumokat (29. abra).
A kapott abszorbanciak, valamint az altalam korrigalt molaris abszorpcids koefficiensek
felhaszndlasaval kiszamitottam a pontos koncentraciokat mindkét kozegben, melyek
konzisztensnek mutatkoztak. Megfigyeléseim egyrészt cafoltak Filipovicék javaslatat, amely
szerint a 412 nm-en megfigyelt abszorbanciavaltozas a nitrozotiolok és feleslegben 1év6 szulfid
reakcidja kovetkeztében melléktermékként képzddd szervetlen poliszulfidok jelenlétéhez
rendelhetd, hiszen azok bomlasa gyorsabban végbemegy. Masrészt, az altaluk SSNO™-hoz
rendelt spektralis valtozasok idében is korrelaltak sajat kisérletem eredményeivel; bizonyitva,
hogy az éltalam eldallitott nitrozoperszulfid a Wedmannék altal el8allitott PNP*SSNO-val
azonos spektralis tulajdonsagokkal rendelkezik, valamint az NO-szulfid kolcsonhatas

meghatarozo koztiterméke.
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29. abra: UV-Vis spektralis valtozasok az SSNO™ bomlasanak tanulményozésa soran
200 mM Tris/HCI (pH= 7,40) pufferben eldallitott 1 mM SNAP : 10 mM NayS elegy
(~300 uM SSNO") spektrumai pufferben (A) és acetonban (B) torténd tizszeres

higitast kovetéen

5.3.2. Nitrozoperszulfid reakcioja redukalészerekkel

A biokémiai hatas tanulmanyozasahoz a melléktermékekt6l (szervetlen poliszulfidok, szulfid)
lehet6 legnagyobb mértékben megtisztitott nitrozoperszulfidra van sziikség. A poliszulfidok
legegyszeriibben redukcio 4altal tavolithatok el a rendszerbdl, amely reakcid szulfidot
eredményez. Ezt kovetden, az eldallitas soran feleslegben maradt és a poliszulfidredukcid soran
keletkez6 szulfid az oldat nitrogénes vagy argonos kibuborékoltatasaval tavolithato el. A

poliszulfidok redukcidjdhoz valasztott dgens soran koriiltekintonek kellett lenniink, ugyanis
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esetiinkben egy szelektiv redukaloszerre volt sziikség, amely a poliszulfidokat hatékonyan
redukalja, azonban a nitrozoperszulfiddal nem reagal.

Sajnos a diszulfidkotések redukcidjara széles korben alkalmazott redukaldszer, a trisz(2-
karboxietil)foszfin (TCEP) nem bizonyult szelektivnek: nagyobb koncentraciokban a
poliszulfidok mellett a nitrozoperszulfid mennyisége is nagyban csokkent a redukcio soran (30.
abra). Habar kisebb koncentraciokban a TCEP nem tiint annyira destruktivnak, a
nitrozoperszulfid lassi bomlasa miatt szamunkra fontos volt, hogy a melléktermékek

eltavolitdsa viszonylag gyorsan megtorténjen, igy ne csokkenjen szamottevoen az SSNO~

koncentracioja.
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30. abra: TCEP hatésa a nitrozoperszulfid 1 mM SNAP : 10 mM NazS elegy (~300 uM
SSNO") stabilitasara

Az irodalombol méar ismert volt, hogy a diszulfidok redukcidjara széles korben hasznalt D,L—
ditiotreitol (DTT) a nitrozoperszulfidot nem redukalja®, igy igéretes redukaldszernek tiinhet a
poliszulfid melléktermékek eltavolitasara. DTT esetében viszont a redukaloszer feleslegének
eltavolitasa jelent problémat. Hogy erre megoldast talaljak, megprobalkoztam a piacon kaphato,
immobilizalt DTT-vel miik6d6 redukcids oszlop hasznélataval, azonban kisérleteim soran azt

tapasztaltam, hogy a poliszulfidok redukcidja nem megy végbe kelld hatékonysaggal.

71



5.3.3. A tioredoxin és glutation enzimrendszerek hatasa nitrozoperszulfid
bomlasara

Mivel kisérleteim nagy részét biolodgiai kdzegekre interpretaltam, felmeriilt bennem a kérdés,
hogy a bioldgiai rendszerekben miikodo, rendkiviil hatékony reduktiv rendszerek vajon milyen
hatéssal lennének az SSNO' stabilitasara?

Kutatc')csoportunkban Ujabban intenziven tanulményozzuk a tioredoxin ¢és glutation

emellett effektiven redukaljak a fehérje perszulfidokat, valamint a tioredoxin rendszer az S—

nitrozotiolok denitrozilaciojat is katalizalja (31. abra).

Trx=S, | GSSG Grx =(SH),
Trx fUggd = Grx fuggo
funkcidk JRNEES = funk<:|ok
Trx—=(SH), 7% 2 GSH

Glutation fuggd
funkciok

31. abra: A tioredoxin és glutation rendszer miikodése
(Az 4brat Kuntz AN et al PLOS Medicine (2007)% alapjan készitettem)

A tioredoxin rendszer szulfan kén tartalmu részecskéket redukalo jelentéségérol egy HEK293
sejteken végzett kisérlet soran is meggy6zddtem: normal kontroll, valamint TrxR illetve TRP14
csendesitett sejtvonalakat inkubaltam egy szulfan kén specifikus festékkel (SSP4), majd a
festék feleslegének lemosdsa utan mikroszkoppal tanulméanyoztam a fluoreszcenciat, amely
kezelés hianyaban az endogén szulfan kén tartalommal aranyos. Ahogy a 32. abra is szemlélteti,
a csendesitett sejtekben joval intenzivebb fluoreszcens jelet detektaltam, amely arra enged
kovetkeztetni, hogy ezekben a sejtvonalakban a tioredoxin rendszer csokkent miikodése a
kiilonboz6 szulfan kén tartalmu modosulatok (perszulfidok, poliszulfidok) felhalmozodasahoz
vezetett, mig a normdl kontroll sejtekben az enzimrendszer hatékonyan redukalta ezeket a

szarmazékokat.
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kontroll endogén TRP14 KD endogén TrxR KD endogén

32. abra: Endogén szulfan kén tartalom valtozasa normal kontroll, valamint TrxR ¢és

TRP14 csendesitett HEK293 sejtekben

Az enzimrendszerek hatasat két szempontbol is fontosnak tartottam megvizsgalni: kérdéses
volt, hogy a mar hatékonynak bizonyult poliszulfid redukcido SSNO™jelenlétében hogyan zajlik,
valamint SSNO™ jelenlétében szelektiv-e, ugyanis ha a nitrozoperszulfid nem ,,¢l tul” egy ilyen
reduktiv kozeget, akkor csak rovid ideig, legfeljebb atmeneti jelleggel vehet részt jelatviteli
reakciokban. Ennek tanulméanyozéasidhoz kiilon-kiilon is megvizsgaltam az enzimrendszerek
egyes komponenseinek (NADPH, TrxR1, Trx/TRP14 illetve NADPH, GR, GSH) hatasat az
SSNO  stabilitdsara. Ahogy a 33. abran lathato, a kinetikai gorbék kozott nem figyelheté meg
szamottevo kiilonbség, azaz sem a tioredoxin, sem a glutation rendszer komponensei nincsenek
hatéassal a nitrozoperszulfid stabilitdsara, azaz nem redukaljak azt. Ezért az SSNO™ bioldgiai
hatdsdnak tanulméanyozasa sordn végzett kisérleteimben az eldallitds melléktermékeiként
keletkezd szervetlen poliszulfidokat enzimatikus redukcié utjdn tavolitottam el a
reakcioelegybdl (15 perc inkubalas 200 nM TrxR1 és 2 mM NADPH mellett), melyet kovetden
a fehérjét ultracentrifuga segitségével valasztottam el a tisztitott elegytdl. Ez a felfedezés
egyben rendkiviil fontos biokémiai kovetkezményt is jelent, ugyanis az SSNO™ ellendllva a
szervezetben milkodd enzimrendszerek reduktiv kapacitdsdnak, szulfan kén transzfer
molekulaként funkcionalhat, lassi bomlésa pedig szervetlen poliszulfidok képzdodését
eredményezi, amelyek cisztein—poliszulfid poszttranszlacios moddosulatok generalasan

keresztiil vesznek részt jelatviteli folyamatokban.
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33. abra: A tioredoxin és glutation rendszerek hatdsa SSNO™ stabilitasara
A:~ 100 uM SSNO = 5 mM NADPH # 100 nM TrxR1 &+ 20 uM TRP14
B: ~100 uM SSNO™+ 5 mM NADPH + 1 uM GR + 10 mM GSH
pH = 7,40; szobahdémérséklet

5.3.4. Nitrozoperszulfid altali késleltetett perszuldifacio és poliszulfidacio

5.3.4.1.  Szervetlen poliszulfidok képzdédése nitrozoperszulfid bomlisa soran

A szakirodalomban az SSNO~ bomlasaval kapcsolatosan kozolt kisérletek csak annyit
igazoltak, hogy oxidalt, szulfan kén tartalmu részecskék keletkeznek, azonban kémiai
identitatsukrol nem all rendelkezésiinkre informécid, ugyanis az azonositasra alkalmazott hideg
cianolizis, illetve a redukcid utani szulfid detektalas az Gsszes szulfan kén tartalmu részecskét

méri. Feltételezésiink szerint a nitrozoperszulfid bomlésa szervetlen poliszulfidok képzddésével
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jar, melyek bioaktivitasa mara mar elfogadott. Ennek tisztazasara LC/MS kisérletek soran
szerettem volna meggy6zOddni a bomlés soran keletkez6 poliszulfidok jelenlétérdl.

A bomlas soran keletkezd szervetlen poliszulfidok meghatdrozdsdhoz az SSNO™ tartalmi
reakcidelegy elkészitését kovetden mintat vettem a szobahOmérsékleten, fénytdl védve két 6ran
keresztlil inkubalt elegyb6l, majd HPE-IAM-mal végeztem alkilalast a poliszulfidok
stabilizdlasa végett. Ezt kovetben a mintdkat tomegspektrometridval kombinalt
folyadékkromatografias analizisnek vetettiik ala és detektaltuk a szervetlen poliszulfid—HPE-
IAM adduktok megjelenését. Ahogy a 34. abran lathato, 1-7 kénatomszamu adduktokat sikeriilt
detektalnunk az SSNO -t tartalmazé rendszerben, amely jelen allas szerint ez a
nitrozoperszulfid képzddése és bomléasa soran keletkezett szervetlen poliszulfidok dsszege. A
szervetlen poliszulfidok nitrozoperszulfid altali, idében elnyujtott kibocsatasat és stabilitasat
ezért a jovOben ugyanilyen kisérleti korilmények kozott tervezem tanulmanyozni,

Osszehasonlitva a poliszulfid sokbol készitett kontroll oldatok stabilitasaval.
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34. abra: Szervetlen poliszulfid — HPE-IAM adduktok detektalasa nitrozoperszulfid oldat
bomlasa utan
A termékek mennyiségét az S1-HPE-IAM addukt mennyiségéhez képest szamitott

relativ csucs alatti teriiletben fejeztiik ki
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5.3.4.2. Késleltetett poliszulfidacié redukalt glutationon

A nitrozoperszulfid altali késleltetett poliszulfidaci6é tanulmanyozasahoz elsé modellként egy
kis molekulatomegii tiolt, a redukalt glutationt (GSH) valasztottuk. Az SSNO™ altali hatas
tanulmanyozasakor mindenképpen sziikséges volt egy Kontroll rendszer vizsgalata is, hiszen ha
tisztitas hatasfoka nem 100%, a melléktermékként keletkezd szulfid és poliszulfid habar csekély
mennyiségben, de jelen lesz a tisztitott SSNO -t tartalmaz6 oldatban. Ezek pontos
metilénkék?® illetve hideg cianolizis®! modszerek segitségével. Az analizis eredménye alapjan
a kontroll oldat 500 uM szervetlen poliszulfidot és 9 mM szulfidot tartalmazott Na»>S» és NaxS
formajaban, az elkészitést kovetéen pedig ugyanannak az enzimatikus tisztitasi protokollnak
vetettem ald, mint a SNAP és szulfid reakcidjaval kapott elegyet.

A GSH-t a poliszulfid és szulfid melléktermékektdl tobbnyire megtisztitott SSNO™ illetve
kontroll oldatokkal kezeltiik, majd a reakcidelegyekbdl adott idok6zonként mintat vettiink,
melyeket a poliszulfidalt modosulatok stabilizalasa végett jodacetamiddal (IAM) alkilaltunk.
Az alkilalast kovetéen a mintakat tomegspektrometridval kombinalt folyadékkromatografias
analizisnek vetettilk ala és detektaltuk a poliszulfidalt glutation modosulatok iddébeli
megjelenését. Ahogy a 35. abra is mutatja, mindegyik lanchossz esetében tobb adduktot sikeriilt
detektalnunk az SSNO™-val kezelt mintdkban, kiilondsen a hosszabb lanci GS(S)—IAM
modosulatokat tekintve, amelyek képzddése rendkiviil szép idéfiiggést is mutatott. Ez a
megfigyelés megerdsiti, hogy a melléktermékkent keletkezd szervetlen poliszulfidok csupan
atmeneti poliszulfidaciot idéznek el ellenben a nitrozoperszulfiddal, amely idoben elnyujtva

fejti ki hatasat, szervetlen poliszulfid bomlastermékei altal.
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35. abra: Poliszulfidalt glutation modosulatok detektalasa redukalt glutation
nitrozoperszulfidos kezelését kovetden: SSNO™ kezelés hatasara megnovekedett
mennyiségli GS(S)r—IAM addukt detektalhat6 a szervetlen poliszulfidokat és szulfidot

tartalmazo kontroll oldathoz hasonlitva
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5.3.4.3. Késleltetett perszulfidacié human szérum albuminon

A késleltetett poliszulfidacid tanulmanyozasat human szérum albumin modellfehérjén is
elvégeztem, amely fehérje egyetlen szabad tiolcsoportja révén idealis modell lehet a fehérje
tiolokon végbemend modositasok vizsgalatahoz. A fehérje eléredukciojat kovetden, tisztitott
SSNO illetve kontroll oldattal végeztem a kezelést, majd adott iddpontokban mintat vettem
a reakcidelegyekbdl, melyekbdl a bevezetében mar emlitett ProPerDP modszer segitségével
detektaltam a fehérje cisztein—perszulfidokat. A kisérlet végrehajtasa a disszertacio 4.2.4.4.
fejezetében ismertetett koriilmények kozott tortént. Ahogy a 36. abran lathato, a
albumin—perszulfid (HSA-SSH) mennyisége, mig a kontroll mintak nem tartalmaztak
detektalhaté mennyiségii perszulfid modosulatot, amely egyben a tisztitas hatékonysagat is
alatamasztja. Azaz, a NADPH/TrxR1 rendszer hatékonyan redukalta az SSNO™ eldallitas
soran képzddo szervetlen poliszulfidokat, igy eltavolitasat kovetden csak az SSNO™ bomlasa
soran kibocsatott szervetlen poliszulfidok idézhették el a detektalt HSA—SSH mddosulatok

megjelenését.
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36. abra: Human szérum albumin perszulfid detektaldsa human szérum albumin

nitrozoperszulfidos kezelését kvetden

Kvantitalva a savok intenzitasat, a HSA—SSH id6ben névekvd mennyisége konzisztensnek
mutatkozott az SSNO~ mennyiségének idobeli csokkenésével, alatamasztva a

nitrozoperszulfid éltali indirekt, elnytjtott hatast (37. abra).
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37. abra: A human szérum albumin perszulfid (HSA-SSH) keletkezésének és a
nitrozoperszulfid bomlasanak kinetikai viszonya
A HSA-SSH képz6dési kinetikaja parhuzamot mutat az SSNO™ bomlasaval,
alatamasztva az altalunk feltételezett kdzvetett perszulfidacios hatast
(a mérési pontok és a hozzajuk tartozo6 hibasavok n = 3 fiiggetlen kisérleti eredmény

atlagat és szorasat (SD) reprezentaljak)

5.3.4.4. Késleltetett poliszulfidacio HEK293 sejteken

Nem csak a tioredoxin rendszer miikddését, de a nitrozoperszulfid szulfan kén donor
tulajdonsagat is tanulmanyoztuk HEK293 sejteken, amely kisérlethez a TRP14 csendesitett
sejtvonalat valasztottuk. A sejteket elsd 1épésben SSP4-gyel inkubaltam az endogén szulfan
kéntartalom meghatarozasara végzett kisérlethez hasonléan, majd a festék feleslegének
lemosasa utan tisztitott SSNO -val kezeltem &ket, és mikroszkdppal tanulmanyoztam a
fluoreszcencia idébeli valtozasat. Ahogy a 38. abra szemlélteti, az SSNO™ id6ben névekvo
fluoreszcens jelet idézett el6 a sejteken, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a szulfan kén
tartalmi modosulatok (perszulfidok, poliszulfidok) mennyisége az id0 elérehaladtaval
folyamatosan nétt. Ez arra utalhat, hogy az SSNO™ sejten beliili per- €s/vagy poliszulfidaciot

idézhet eld, de ennek kétséget kizard tisztazasara tovabbi kisérletek elvégzése indokolt.
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TRP14 knockdown + SSNO=
fénymikroszkop

38. abra: Szulfan kén tartalmi mddosulatok késleltetett megjelenése HEK293 sejtek

nitrozoperszulfidos kezelését kovetden

5.3.4.5. Késleltetett poliszulfidiacio TRPA1 ioncsatornakon

A PTE-AOK Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézettel kozosen vizsgaltuk az SSNO-
tranziens receptor potencidl ankyrin 1 (TRPA1) receptorokra gyakorolt hatasat. Az irodalmi

attekintésben emlitettek fényében kisérleteim soran azt vizsgaltam, hogy a TRPAL receptorok

crer
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megfigyelhet6-e idében elnyujtott aktivacio. Ennek jelenléte ugyanis arra utalhat, hogy az
SSNO -nak bioldgiai szerepe van a szulfid és NO vezérelt jelatvitel 6sszefonddéasaban.
Elokisérleteink soran TRPAl-et expresszald, valamint TRPA1 negativ CHO sejteken
vizsgaltuk a melléktermékektél nagymértékben megtisztitott SSNO, illetve a kontroll elegy
hatasanak 1d0- és koncentraciofliggését. A jelintenzitds értékeket minden esetben a
referenciaként alkalmazott 100 uM mustéarolajra vonatkoztattuk és az igy kapott relativ
aktivaciot abrazoltuk a koncentracid €s az 1d6 fliggvényében.

Az altalunk feltételezett késleltetett aktivacio teljesiilése esetén a kisérletek soran azt
vartuk, hogy a csak poliszulfidot és szulfidot tartalmaz6 kontroll oldat esetében az ido
elorehaladtaval az aktivacio mértéke csokkend tendenciat fog mutatni, ugyanis az S—nitrozo—
N-acetil-DL—penicillamin és szulfid reakcidjakor in situ keletkez6 szulfid és poliszulfidok nem
stabilak, ezaltal csak atmeneti, gyors aktivaciot eredményeznek. Ahogy a 39. abra szemléleti, a
kontroll oldattal kezelt sejtekben az aktivacio mértéke idében lecsengd tendenciat mutatott,
megerdsitve az atmeneti aktivaciot. A TRPAI1 deficiens CHO sejtek egyik esetben sem
reagaltak a kezelésre, amely megerdsiti azt, hogy az dltalunk detektalt Ca?* bearamlds

specifikusan, a TRPA1 aktivacid kovetkeztében jelenik meg.
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39. abra: TRPA1 expresszalé6 CHO sejtek reakcidja kontroll oldattal
(500 uM Na2S2, 9 mM NaoS) torténd kezelésre
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Ezzel szemben, az SSNO-val kezelt sejteken az id6 elérehaladasaval novekvé mértéka,
vagy elnyujtott aktivacidra szamitottunk, hiszen a bomlas az aktivald agens poliszulfidok

képzddését eredményezi.

301
~ B 0 perc
& Bl 30 perc
"-8 20- B 40 perc
\O
>
=
~
O
= 101
Rej
0
oz

o
1

1 2 75 10 15
[SSNO] (uM)

40. abra: TRPA1 expresszalo CHO sejtek reakcioja nitrozoperszulfidos kezelésre

Ahogy a 40. abran lathato, a sejtek nitrozoperszulfidos kezelését kovetéen detektalt Ca®* -influx
idofliggése elnyujtott aktivaciora enged kovetkeztetni, azaz az SSNO™ potencidlis
bioaktivitassal rendelkezhet a TRPA1 ioncsatornak aktivaciojanak tekintetében. A kontroll
kisérletekhez hasonléan, a TRPA1 deficiens CHO sejtek ebben az esetben sem mutattak
reakcidt, megerdsitve a  specifikus, TRPA1  aktivacibhoz  kapcsolodd  jelet.
Az elnyujtott hatasra utald idofiiggés 7,5 illetve 10 uM tisztitott SSNO™ esetén volt a
legszemléletesebb, igy a kovetkezOkben a kisérlet finomhangolasaként 10 upM
nitrozoperszulfidra, illetve a hozza tartozd kontroll oldatra fokuszalva ismételtiik meg a
méréseket, 120 perc inkubalasi id6t alkalmazva. Az SSNO™ el6éallitasat tekintve, az el6bbiekben
alkalmazott SNAP helyett S—nitrozoglutationt (GSNO) hasznaltam, ugyanis tapasztalataink
alapjan az SSNO™ mix SNAP-szulfid reakcioval torténd elballitisakor melléktermékként
keletkez6 N-acetil-DL-penicillamin (NAP) nem vart TRPAL1 antagonista hatasaval kell
szamolnunk. Igy a kovetkezé kisérletben az SSNO™ mix eléallitisa 1 mM GSNO és 10 mM
NaxS reakciojaval tortént, mig a kontroll elegy eléallitasat, az elegyek tisztitasat, a sejtek

kezelését és a Ca®" bearamlas detektalasat a korabbiakkal megegyezé modon hajtottam végre.
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41. abra: TRPAT1 expresszalo CHO sejtek reakcioja 10 pM tisztitott SSNO™-val, valamint

a hozza tartozo kontroll oldattal torténd kezelésre

Ahogy a 41. abra is mutatja, a kontroll oldattal kezelt sejtekben az aktivaciéo mértéke az id6
elérehaladtaval csokkent, egyetértésben az el6zd kisérlet eredményeivel, amely arra enged
kovetkeztetni, hogy az el6allitas soran in situ keletkez6 szervetlen poliszulfidok nem stabilak,
igy csak az ioncsatornak atmeneti aktivaciojat tudjak eldidézni. Ezzel szemben, a tisztitott
SSNO -val kezelt sejtekben a relativ aktivacido novekvo tendenciat mutatott, amely megerdsiti

az altalunk feltételezett elnyujtott aktivaciot.
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6. Osszefoglalas

Doktori kutatasom fokuszaban a cisztein tiol oldallancokon végbemend poliszulfidacios
reakciok vizsgélata allt. Munkam sordn atfogdan tanulmanyoztam a reaktiv kénszarmazékok
detektalasa soran alkalmazott alkilaldé 4gensek specidciora gyakorolt hatdsat ¢és a
poliszulfénsavak dimedonos detektalasat, valamint a szulfid és nitrogén—monoxid kozotti
kolcsonhatas egyik f6 koztiterméke, a nitrozoperszulfid altali elnyujtott perszulfidacio és
poliszulfidacié vizsgalataval is foglalkoztam.
altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a részecskék eloszldsa nem fiigg a kiindulasi
formatol, ugyanis a kiilonb6z6 6sszetételi poliszulfid sok oldatba kertilését kovetéen dinamikus
redox egyensulyi reakcidik kovetkeztében a speciacidt gyors egymasba alakuldsuk hatarozza
meg. Ezt a kovetkeztetést a GAPDH fehérjén végzett kisérleteink eredményei is megerdsitették,
ugyanis az eltérd kiindulasi poliszulfid sok alkalmazasa ugyanazt a mintazatot eredményezte a
poliakrilamid géleken. A mintazat a negativ kontroll, poliszulfiddal nem kezelt fehérje esetén
IS megegyezett a poliszulfidalt mintakéval, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a GAPDH tiol
oldallancai alapallapotban is poliszulfidalt forméban vannak.

Ha a reaktiv kénszarmazékok detektalasat szarmazékképzést kovetden végezziik — amely
1épés elengedhetetlen a reaktiv és instabil részecskék stabil szarmazékka alakitdsdhoz — a
szignifikans kiilonbség figyelheté meg az egyes alkilaloszerek kozott. Egy szisztematikus,
atfogo tanulmanyban szervetlen poliszulfid, cisztein, glutation és GAPDH modellek vizsgalata
soran megallapitottuk, hogy a széles korben alkalmazott, rendkiviil erds elektrofil N—
etilmaleimid (NEM) nem csak a poliszulfid lancok végén 1év6, hanem a lancko6zi kénatomokra

is timadva elhasitja a poliszulfid lancokat. Ez a hasitas lejatszodhat akar egy eldzetes alkilalast

rrrrrr
------

crer

tanulmanyozva megmutattuk, hogy ez az agens az dsszes poliszulfid oldallancot elhasitja. Ezzel
szemben megallapitottuk, hogy egy masik, rendkiviil elterjedt alkilalo agens, a jodacetamid
(IAM)), illetve hidroxifenil szdrmazékanak (HPE-IAM) alkalmazasa nem vezet a poliszulfidok
lanchasitdsadhoz, igy ezek jobb reagensek a nagyobb kénatomszamu, hosszabb lancu

modosulatok detektalasara. Egy harmadik alkilaloszert, monobromobimant (MBB) alkalmazva
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megallapitottuk, hogy ez az 4gens is elhasitja a hosszabb lanct poliszulfidalt moédosulatokat,
azonban NEM-nél gyengébb elektrofil karaktere miatt koncentracioja kevésbé befolyasolja a
megallapitottuk, hogy a glutationbol képz6z6 mddosulatok stabilabbak, ¢és ezen szarmazékok
NEM Aéltali hasitdsa nem olyan szdmottevd, mint a cisztein—poliszulfidok esetén.

A poliszulfidok alkilalas altali lanchasitasanak mechanizmusat tanulmanyozva fontos
felfedezésre jutottunk a szulfénsavak dimedonos detektalasara vonatkozdan, amely korabbi
eredményeinkkel is egyetértésben all. A dimedon altal detektalt (poli)szulfénsavak oxidacio,
illetve az alkilalt szarmazékok hidrolizise utjan keletkeznek. Kisérleteim soran GAPDH
peroxidos és poliszulfidos kezelése, majd a szarmazékok dimedonos detektdlasa utin a
poliszulfiddal kezelt mintdkban azonosittunk tobb dimedon adduktot. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a kordbban kizdrolag szulfénsavként azonositott, dimedonnal jeldlt
szarmazékok nagy része valdjaban poliszulfidalt modosulatokat reprezental.

A cisztein tiolok poliszulfidaciojat a szulfid és nitrogén—monoxid kdlcsonhatas egyik f6
koztiterméke, a nitrozoperszulfid vonatkozasaban is tanulmanyoztam. Az S—nitrozo—N- acetil-
DL-penicillamin ¢és feleslegben 1év6 szulfid reakciojaban eldallitott reakcioelegy kémiai és
kinetikai karakterizalasa soran igazoltam, hogy ugyanazt a részecskét tartalmazza, amelyet
korabban Seel és munkatdrsai, valamint Wedmann és munkatarsai is nitrozoperszulfidként
azonositottak. Az eldallitds soran melléktermékkeént keletkezd szervetlen poliszulfidok
szelektiv redukcigjanak tanulméanyozasa sordn megallapitottam, hogy a kereskedelmi
forgalomban is kaphato, széles korben alkalmazott redukaloszerek (TCEP, DTT) nem
szelektivek, vagy nem elegendden hatékonyak. Ellenben két, biologiai rendszerekben miikodo
reduktiv enzimrendszer (tioredoxin rendszer, glutation rendszer) hatdsat is vizsgaltam, melynek
soran megmutattam, hogy egyik enzimatikus rendszer komponensei sincsenek hatassal a
nitrozoperszulfid stabilitasara és bomlasara, azaz idealisak lehetnek a szervetlen poliszulfidok
szelektiv és hatékony redukciojara SSNO™ mellett.

LC/MS kisérleteink igazoltak, hogy a nitrozoperszulfid lasst és folyamatos bomlésa szervetlen
poliszulfidok képzddését eredményezi, ezaltal pedig az SSNO™ kikeriilve az elobb emlitett
tioredoxin €s glutation rendszereket, szulfan kén transzfer molekulaként funkcionalhat a tiolok
Az SSNO™ altali elnyujtott poliszulfidaciot tobb bioldgiailag is relevans modellen megmutattuk:

redukalt glutation SSNO™ kezelését kovetéen, LC-MS analizist alkalmazva 1-7 kénatomot
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tartalmazoé poliszulfidalt modosulatokat detektaltunk, amelyek id6fiiggd képzodése megerdsiti
az SSNO™ bomlésa soran képz6d6 szervetlen poliszulfidok altali hatast.

Huméan szérum albumin nitrozoperszulfidos kezelését, majd a fehérje—perszulfidok
detektalasara alkalmas ProPerDP eljarast alkalmazva idében ndvekvo human szérum albumin—
perszulfid mennyiséget sikeriilt kimutatnunk, amely korrelalt az SSNO™ idoben csokkend
mennyiségével, szintén megerdsitve a nitrozoperszulfid altali elnyujtott perszulfidaciot.

Az SSNO™ szulfan kén donor tulajdonsagat sejtes rendszeren is igazoltuk. A szulfan kénre
specifikus SSP4 festékkel elézetesen megfestett TRP14 csendesitett HEK293 sejteket
nitrozoperszulfiddal kezelve id6ben noévekvd fluoreszcens jelet detektaltunk, amelynek
intenzitasa egyenes aranyban all az SSNO™ bomlas soran keletkez6 szulfan kén mennyiségével.
A nitrozoperszulfid altal kibocsatott szervetlen poliszulfidok hatasat a TRPAL receptorok
aktivacidjanak tanulmanyozasan keresztiil is megvizsgaltuk. A receptort stabilan expresszalo
CHO sejtek SSNO™ -val valé kezelését kdvetden aramlasi Citometriaval kdvettiik a Ca* influx
valtozasat, amely az ioncsatorndk aktivacigjaval aranyos. Kisérleteink soran az ido
elérehaladtaval novekvo aktivitast figyeltiink meg, amely jabb bizonyitékot szolgaltatott az
SSNO™altali késleltetett, indirekt hatasra. A receptort nem expresszald, TRPA1 deficiens sejtek
kezelése nem eredményezett Ca?* bearamlast, amely megerdsitette, hogy az altalunk detektalt
jel az ioncsatornak aktivacidjahoz rendelhetd.

Mind a négy modellrendszer esetében végeztiink kisérleteket kontroll oldattal, amely az
eléallitas soran melléktermékként keletkezd, a tisztitas soran pedig nem eltavolithato szulfid és
poliszulfidok jelenlétét reprezentalta. A kontroll oldat alkalmazasa legfeljebb atmeneti, iddben
csokkend hatast idézett eld az Gsszes rendszer esetében, amely arra enged kovetkeztetni, hogy
a mellektermékkeént keletkezd reaktiv részecskék csupan tranziens hatést tudnak kivaltani, igy
jelatviteli folyamatokban nem relevansak a nitrozoperszulfiddal ellentétben, amely idében

elnytjtott hatast indukal szervetlen poliszulfid bomlastermeékei altal.
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/. Summary

During my PhD research work | studied the polysulfidation reactions of cysteine thiols. A
comprehensive analysis was performed to study the effects of various alkylating agents on the
speciation of reactive sulfur species, as well as the dimedone based detection of polysulfenic
acids. Along with our polysulfide detection analysis, a detailed study was carried out regarding
the delayed persulfidation and polysulfidation reactions induced by nitrosopersulfide, which
was found to be a main intermediate of chemical interactions between nitric—oxide and
hydrogen-sulfide.

Concerning the solution chemistry of inorganic polysulfides we found that under the applied
experimental conditions, their speciation did not depend on their initial source due to their
dynamic redox equilibrium reactions, which take place after dissolution of various polysulfide
salts. This observation was further corroborated by our polysulfidation experiment on GAPDH,
when the application of different polysulfide salts resulted in similar pattern on the SDS-PAGE
gels. A similar pattern was observed with respect to the untreated protein — used as negative
control — as well, suggesting that the thiol residues of GADPH were already polysulfidated.

When derivatization was used for the detection of these sulfur species — which is necessary,
in order to form stable modifications of these unstable and reactive species — we found that the
nature of the applied alkylating agent made a difference in the speciation of inorganic
polysulfides. A comprehensive and systematic study was performed on inorganic polysulfides,
cysteine, glutathione and GAPDH and our observations suggested that the widely used, strong
electrophile N—ethylmaleimide (NEM) cleaves the polysulfide chains due to the attack of
midchain sulfur atoms. Thus, both the incubation time and the concentration of NEM are crucial
with respect to the speciation of the detected species, as the extent of polysulfide cleavage is
increased with increasing incubation time and NEM concentration. Studying the polysulfidation
reactions and the NEM induced cleavage of the polysulfidated chains of GAPDH, our
observations suggested that NEM cleaved all polysulfide chains on the protein. On the contrary,
the application of another widely used alkylation agent, iodoacetamide (IAM) and its
hydroxyphenyl analogue (HPE-IAM) was not found to lead to polysulfide cleavage to a great
extent under the applied conditions, making them ideal agents for the detection of longer chain
polysulfides. Regarding these alkylating agents, incubation time and concentration made only
a slight difference in the speciation of the detected species. When another alkylating agent,
monobromobimane (MBB) was used, certain polysulfide cleavage was observed, however the
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concentration of the agent did not make a significant impact on the speciation due to its weaker
electrophile character. During the polysulfidation and the alkylation study of low molecular
weight thiols, glutathione derivatives were found to be more stable than the corresponding
cysteine derivatives, and the NEM induced cleavage of these occured to a lesser extent,
suggesting that the nature of the initial cysteine residue is also relevant concerning the observed
speciation.

When the alkylation induced polysulfide cleavage was studied, an important issue was
discovered regarding the dimedone based detection of sulfenic acids. Dimedone detected
(poly)sulfenic acids can be generated via oxidation processes or during the hydrolysis of
previously alkylated polysulfide derivatives. When isolated GAPDH, previously treated with
hydrogen peroxide and inorganic polysulfides was incubated with dimedone, more dimedone
labeled adducts were detected in the polysulfide treated samples, suggesting that a certain part
of the previously identified sulfenic acid pool in biological systems may represent polysulfide
species. Different mechanisms were proposed to explain these observations.

Polysulfidation of cysteine thiols was also studied with respect to one of the main

intermediates of chemical interactions of sulfide with nitric—oxide, called nitrosopersulfide.
When the chemical and kinetic characterization of the reaction mixture, prepared by the reaction
of S—nitroso—N-acetyl-DL—penicillamine and excess sulfide was performed, a species was
identified, exhibiting the same characteristic properties that were previously attributed to
nitrosopersulfide by Seel and coworkers, as well as Wedmann and his colleagues. When a study
was performed regarding the selective reduction of polysulfide byproducts, which are generated
during nitrosopersulfide preparation, several problems were observed with respect to the
selectivity or the efficiency of the commercially available reducing agents (TCEP, DTT).
However, two biological reducing machineries, the thioredoxin and glutathione systems were
found to have no effect on the stability and decomposition of nitrosopersulfide, providing a
selective and efficient way for the abolishment of inorganic polysulfide byproducts.
The slow and continuos decomposition of SSNO~was previously found to induce sulfane sulfur
containing species which were suggested to be inorganic polysulfides. Our hypothesis was
corroborated by LC/MS experiments, suggesting that by escaping from the reductive capacity
of the previously mentioned enzymatic systems, nitrosopersulfide can function as a long range
sulfane sulfur trafficking molecule, inducing delayed polysulfidation reactions on cysteine
thiols.
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SSNO™ induced polysulfidation was studied on several biologically relevant models. On
reduced glutathione, S1-S7 glutathione—polysulfur species were detected upon SSNO-
treatment by LC/MS analysis and the delayed effects were also corroborated by their time
dependent formation.

When human serum albumin was treated with SSNO-, time dependent formation of human
serum albumin—persulfide was observed using the ProPerDP method, and the increasing
amount of HSA-SSH was found to be consistent with the decreasing concentration of
nitrosopersulfide, suggesting its sustained persulfidation effects.

The sulfane sulfur donating capacity of SSNO~ was investigated in a cellular system as well.
When TRP14 knockdown HEK293 cells, previously stained with the sulfane sulfur specific
SSP4 probe were treated with nitrosopersulfide, increasing fluorescent signal was detected
which was proportionate with the amount of the sulfane sulfur species, generated upon SSNO™
decomposition.

The sustained effect of nitrosopersulfide due to the release of inorganic polysulfides was also
studied with respect to the activation of TRPAL ion channels. Ca2* influx — which is consistent
with the activation of the receptors by inorganic polysulfides — was measured by flow cytometry
on SSNO™ treated TRPAL expressing CHO cells. Upon SSNO™ treatment, a time dependent,
increased Ca?* signal was observed, providing further evidence for the SSNO~ induced, indirect
activation. The treatment of TRPA1 deficient cells did not lead to any Ca?* influx, suggesting
that the detected signal is indeed attributed to the activation of these ion channels.

With respect to each models, our experiments were carried out with a ,,control solution” as well,
in order to represent the presence of sulfide and inorganic polysulfides, which are generated as
byproducts during SSNO™ preparation, but can not be completely abolished from the reaction
mixture. With this solution, only short-term, transient effects were observed, indicating that
these reactive species, can only promote temporary effects in contrast with nitrosopersulfide,

which induces sustained effects due to the slow release of its decomposition products.
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Koszonetemet szeretném kifejezni a PTE-AOK Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetében
Prof. Dr. Pintér Erika intézetigazgatonak szakmai tandcsaiért, Dr. Sandor Zoltannak a TRPV1
receptor expresszald sejtvonal 1étrehozasaért és dr. Batai Istvan Zoard hallgatotarsamnak a
kisérletek soran nyujtott segitségéért.

Koszonoém kiilfoldi kollégainknak, Takaaki Akaike és Martin Feelisch professzoroknak, hogy
lehetdséget biztositottak kisérleteim elvégzésére sajat kutatolaboratériumukban, valamint
Tomoaki Ida, Magda Minnion ¢és Thomas Sutton segitségét, mellyel hozzéjarultak
kisérleteimhez.

Kutatomunkamhoz nytjtott anyagi tamogatasaért koszonettel tartozom az Emberi Eréforrasok
Minisztériumanak az Uj Nemzeti Kivalosag Program Doktori Kutatéi Osztondijanak keretében
nytjtott tamogatasaért (UNKP-16-3, UNKP-17-3), valamint az EFOP 3.6.1-16.2016.00004,
EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009, OTKA K 109843, NKFIH KH 126766, és az NKFIH K
129286 palyazatoknak.

Végiil, de nem utols6 sorban szeretném megkdszonni csaladdom, parom és barataim allando

tamogatasat €s értékes, motivald tanacsaikat.

91



9. Dokumentalt publikacios tevékenység

9.1. Az értekezéshez kapcsolédé publikaciok

1. David E. Heppner, Milena Hristova, Tomoaki Ida, Ana Mijuskovic, Christopher
M. Dustin, Virag Bogdandi, Jon M. Fukuto, Tobias P. Dick, Péter Nagy, Jianing Li,

Takaaki Akaike, Albert van der Vliet

Cysteine Perthiosulfenic Acid (Cys-SSOH): A Novel Intermediate in Thiol-Based
Redox Signaling (tarsszerzés publikacié idegennyelvii tudomanyos folyéiratban)
Redox Biology, 14, 379-385

Megjelenes: 2018, IF: 7,126

2. Virag Bogdandi, Péter Nagy

Dojindo Products in Mechanistic Studies of Reactive Sulfur Species (elsészerzés
publikacié idegennyelvii folydiratban)

Dojin News, 2018, 164, 1-4

ISSN: 0385-1516

Megjelenés: 2018

3. Virag Bogdandi, Tomoaki Ida, Thomas R. Sutton, Christopher Bianco, Tamas
Ditroi, Grielof Koster, Hillary Henthorn, Magda Minnion, John P. Toscano, Albert van
der Vliet, Michael D. Pluth, Martin Feelisch, Jon M. Fukuto, Takaaki Akaike, Péter
Nagy

Polysulfide Speciation and Reaction with Alkylating Agents: Do we have any clue
about what’s inside the cell? (els6szerzés publikacio idegennyelvii tudomanyos
folyoiratban)

British Journal of Pharmacology, DOI: 10.1111/bph.14394

Megjelenés: 2018, IF: 6,810

4. Christopher Bianco, Takaaki Akaike, Tomoaki Ida, Péter Nagy, Virdg Bogdéndi,
John Toscano, Yoshito Kumagai, Catherine Henderson, Robert Goddu, Joseph Lin,
Jon Fukuto

The reaction of hydrogen sulfide with disulfides: formation of a stable trisulfide

and implications for biological systems (tarsszerzés publikacio idegennyelvii
tudomanyos folyoiratban)

British Journal of Pharmacology, DOI: 10.1111/bph.14372

Megjelenés: 2018, IF: 6,810

5. Virdg Bogdandi, Istvan Zoard Batai, Magda Minnion, Zoltan Sandor, Erika Pintér,
Martin Feelisch, Péter Nagy:
Nitrosopersulfide (SSNO) is a potential protein Cys polysulfidating agent with

sustained and long-range effects (konferencia absztrakt idegennyelvii tudomanyos
folyoiratban)

92



Free Radical Biology and Medicine Volume 120, Supplement 1, S128
Megjelenés: 2018

6. Virdg Bogdandi, Istvan Zoard Batai, Magda Minnion, Zoltan Sandor, Erika Pintér,
Martin Feelisch, Péter Nagy:
Nitrosopersulfide (SSNO) is a potential protein Cys polysulfidating agent with

sustained and long-range effects
kézirat elokeszités alatt

93



9.2.

Az értekezéshez nem kapcsolodo publikaciok

1. Bogdandi Virag

A tuberkulozis és kemoterapiaja napjainkban (elsoszerzés publikaciéo magyar
nyelvi tanulmanykoétetben)

A mi tendencidink... Szakkollégiumi tanulmanyok 2. c. tanulmanykotet,
ISSN: 2063-6059

Megjelenés: 2013

2. Veres Péter, Ditr6i Tamas, Bogdandi Virag, Buzas Eszter Biborka, Bihari Zsolt
Hegykozkovacsi felszin alatti vizeinek hidrokémiai vizsgalata (tarsszerzos

publikaciéo magyar nyelvii tanulmanykotetben)
Bihari Hegykoz, 1. c. tanulméanykotet, ISBN: 978-963-473-632-5
Megjelenés: 2013

3. Laura Alcazar, Virdg Bogdandi, Gabor Lente, Manuel Martinez, Marta Vazquez
Temperature- and Pressure-Dependent Kinetico-Mechanistic Studies on the

Formation of Mixed-Valence {(Tetraamine)Co""NCFe''(CN)s}—units (tarsszerzds
publikacié idegennyelvii tudomanyos folyéiratban)

Journal of Coordination Chemistry, 68, 17-18, 3058-3068

Megjelenés: 2015, IF: 1,756

4, Virag Bogdandi, Gabor Lente, Istvan Fabian

Kinetics of the Oxidation of Isoniazid with Hypochlorite Ion (elsoszerzos
publikacio idegennyelvii tudomanyos folydiratban)

Royal Society of Chemistry Advances, 5, 67500-67508

Megjelenés: 2015, IF: 3,289

Osszesitett impakt faktorok szama: 25,791

94



10.

10.

Konferencia eloadasok, poszterek listaja

1. Az értekezéshez kapcsolodo konferencia eléadasok, poszterek
listaja

1. Marian Grman, Miriam M. Cortese-Krott, Virdg Bogdandi, Martin Feelisch, Karol
Ondrias, Péter Nagy

Polysulfides as Intermediate Species and Products of Nitrosopersulfide Synthesis
and Decomposition (poszter)

4th International Conference on the Biology of Hydrogen Sulfide

2016. junius 2-5, Napoly, Olaszorszag

2. Bogdandi Virag, Nagy Péter, Miriam Cortese—Krott, Marian Grman, Martin
Feelisch, Ming Xian

Kénhidrogén altal vezérelt jelatviteli folyamatok molekularis mechanizmusai
XIII. Pro Scientia Aranyérmesek Konferencidja

2016. november 17-19, Pécs

3. Virdg Bogdandi, David E. Heppner, Milena Hristova, Tomoaki Ida, Ana
Mijuskovic, Christopher M. Dustin, Jon M. Fukuto, Tobias P. Dick, Péter Nagy, Jianing
Li, Takaaki Akaike, and Albert van der Vliet

Cysteine Perthiosulfenic Acid (Cys-SSOH): A Novel Intermediate in Thiol-Based
Redox Signaling

S-BIO 2017 Plant and Human Sulfur Biology Conference 2017

2017. szeptember 10-14, Balatonfiired

4. Bogdandi Virag, Bétai Istvan Zoard, Sandor Zoltan, Saghy Eva, Pintér Erika, Nagy
Péter

A kénhidrogén redox jelatviteli folyamatokban betoltott szerepének biologiai
vizsgalata

Doktoranduszok a Klinikai Kutatasokban

2017. oktober 28., Pécs

5. Bogdandi Virag, David E. Heppner, Milena Hristova, Tomoaki Ida, Ana
Mijuskovic, Christopher M. Dustin, Jon M. Fukuto, Tobias P. Dick, Péter Nagy, Jianing
Li, Takaaki Akaike, and Albert van der Vliet

Cisztein—pertioszulfénsav (Cys-SSOH): A tiolfehérjéket érint6 redox jelatvitel egy
ujabban azonositott koztiterméke

A Magyar Tudomanyos Akadémia Reakciokinetikai és Fotokémiai
Munkabizottsaganak Ulése

2017. november 2-3., Budapest

95



6. Virdg Bogdandi, Istvan Zoard Batai, Magda Minnion, Zoltan Sandor, Erika Pintér,
Martin Feelisch and Péter Nagy

Nitrosopersulfide (SSNO—) is a potential protein Cys polysulfidating agent with
sustained and long range effects

7th Interdisciplinary Doctoral Conference

2018. majus 17-19., Pécs

7. Bogdandi Virdg, David E. Heppner, Milena Hristova, Tomoaki Ida, Ana
Mijuskovic, Christopher M. Dustin, Jon M. Fukuto, Tobias P. Dick, Péter Nagy, Jianing
Li, Takaaki Akaike, and Albert van der Vliet

Cysteine Perthiolsulfenic Acid (Cys-SSOH): A Novel Intermediate in Thiol-Based
Redox Signaling (poszter)

7th Interdisciplinary Doctoral Conference

2018. mdjus 17-19., Pécs

8. Bogdandi Virdg

Nitrozoperszulfid biologiai hatasanak vizsgalata TRPA1 receptorok
aktivacidjanak tanulmanyozasaval

Intézményi UNKP Konferencia

2018. majus 24., Pécs

9. Bogdandi Virag, Nagy Péter

Reaktiv kénszarmazékok alkilalasi reakcioi — avagy mit detektalunk sejten beliil?
A Magyar Tudomanyos Akadémia Reakcidkinetikai és Fotokémiai
Munkabizottsaganak Ulése

2018. mdjus 25., Balatonalmadi

10. Virdg Bogdandi, Istvan Zoard Batai, Magda Minnion, Zoltan Sandor, Erika Pintér,
Martin Feelisch and Péter Nagy

Nitrosopersulfide (SSNO—) is a potential protein Cys polysulfidating agent with
sustained and long range effects (poszter)

19th SFRRI Biennial Meeting

2018. junius 4-1., Lisszabon (Portugalia)

11. Virag Bogdandi, Tomoaki Ida, Thomas R Sutton, Christopher Bianco, Tamas Ditro6i,
Grielof Koster, Hillary A Henthorn, Magda Minnion, JohnPToscano, Albert van der
Vliet, Michael D Pluth, Martin Feelisch, Jon M Fukuto, Takaaki Akaike, Péter Nagy
Speciation of Reactive Sulfur Species and their reactions with alkylating agents:
Do we have any clue about what is present in the cell?

King’s College London Redox Biology & Medicine Symposium

2018. szeptember 21., London (Egyesiilt Kirdalysdg)

96



12. Virag Bogdandi, Tomoaki Ida, Thomas R Sutton, Christopher Bianco, Tamas Ditroi,
Grielof Koster, Hillary A Henthorn, Magda Minnion, JohnPToscano, Albert van der
Vliet, Michael D Pluth, Martin Feelisch, Jon M Fukuto, Takaaki Akaike, Péter Nagy
Speciation of Reactive Sulfur Species and their reactions with alkylating agents:
Do we have any clue about what is present in the cell?

Medical Conference for PhD Students and Experts of Clinical Sciences

2018. oktober 27., Pécs

13. Virdg Bogdandi, Istvan Zoard Batai, Magda Minnion, Zoltan Sandor, Erika Pintér,
Martin Feelisch and Péter Nagy

Nitrosopersulfide (SSNO—) is a potential protein Cys polysulfidating agent with
sustained and long range effects (poszter)

Medical Conference for PhD Students and Experts of Clinical Sciences

2018. oktober 27., Pécs

14. Bogdandi Virag, Batai Istvan Zoard, Magda Minnion, Sandor Zoltan, Pintér Erika,
Martin Feelisch, Nagy Péter
Nitrozoperszulfid: egy ujabban azonositott szulfan kén donor molekula, elnyujtott

és széleskorii fehérje per- és poliszulfidacios hatassal

Az MTA Reakciokinetikai és Fotokémiai Munkabizottsag, a Koordinacios Kémiai
Munkabizottsag és a VEAB Kémiai Szakbizottsag kozos Tudoméanyos Ulése

2018. november 9., Veszprém

97



10.2. Az értekezéshez nem kapcsolodo konferencia eléadasok, poszterek
listaja

1. Bogdandi Virag

Izoniazid reakcioja permanganationnal

Hatvani Istvan Szakkollégium 2012. évi Tavaszi Hallgatéi Konferenciaja
2012. majus 3., Debrecen

2. Bogdandi Virag

Izoniazid reakcioja permanganationnal

A Természettudomanyi és Technologiai Kar DETEP Programjéban résztvevd Uj
Hallgatok Féruma

2012. majus 10., Debrecen

3. Bogdandi Virdg

TBC antibiotikumok lebontasa
Kutatok Ejszakaja 2012

2012. szeptember 28., Debrecen

4, Bogdandi Virag, Lente Gabor, Fabian Istvan
Az izoniazid és a permanganation kozotti reakcio
A Magyar Tudoméanyos Akadémia Reakciokinetikai és Fotokémiai

Munkabizottsaganak Ulése
2012. oktober 26., Gyéngydstarjan

5. Bogdandi Virag

Az izoniazid és a permanganation kozotti reakcio

DE-TTK Kari Tudomanyos Didkkori Konferencia, Kémia Szekcid, Fizikai Kémiai
Tagozat

2012. november 22., Debrecen

6. Bogdandi Virag

Az izoniazid és a permanganation kozotti reakcio

Hatvani Istvan Szakkollégium 2012. évi Oszi Hallgatéi Konferencidja
2012. december 7., Debrecen

7. Bogdandi Virag

Izoniazid oxidacidja permanganationnal
Janossy Ferenc Emlékkonferencia 2013
2013. marcius 9., Budapest

8. Bogdandi Virag

A XXI. szazad visszatéré népbetegsége, a tuberkulozis
2. See Science Festival

2013. marcius 22., Debrecen

98



9. Bogdandi Virag, Lente Gabor, Fabian Istvan

Az izoniazid és a permanganation kozotti reakcio kinetikaja (poszter)
XVIII. Bolyai Konferencia

2013. marcius 23-24., Budapest

10. Bogdandi Virag

Az izoniazid és a permanganation kozotti reakcio

XXXI. Orszagos Tudomanyos Didkkori Konferencia, Kémia és Vegyipari Szekcio
2013. aprilis 4-6., Eger

11. Bogdandi Virag

A XXI. szazad visszatéré népbetegsége, a tuberkulozis

Hatvani Istvan Szakkollégium 2013. évi Tavaszi Hallgatoi Konferenciaja
2013. majus 2-3., Debrecen

12. Bogdéndi Viradg

Izoniazid oxidacidja permanganationnal
XIV. Eotvos Konferencia

2013. mdjus 3-5., Budapest

13. Virdg Bogdandi, Gabor Lente, Istvan Fabian

Kinetics of the oxidation of isoniazid with permanganate ion (poszter)
Debrecen Colloquium on Inorganic Reaction Mechanisms

2013. junius 11-15., Debrecen

14. Virag Bogdandi, Gabor Lente, Istvan Fabian

Kinetics of the oxidation of isoniazid with permanganate ion (poszter)
8th International Conference on Chemical Kinetics

2013. julius 8-12., Sevilla, Spanyolorszag

15. Bogdandi Virag

A XXI. szazad visszatéro népbetegsége, a tuberkulozis
Kutatok Ejszakaja 2013

2013. szeptember 27., Debrecen

16. Bogdandi Virag

Izoniazid oxidacidoja permanganationnal
Természettudomanyi Didkkori Mithelyek Konferencia
2013. szeptember 30., Debrecen

17. Bogdéandi Virag

Izoniazid oxidacidja permanganationnal
XXXVI. Kémiai El6ad6i Napok

2013. oktober 28-30., Szeged

99



18. Bogdandi Virag
A Cu(ll)-Pytren-4-phen komplex képzodésének és bomlasanak Kkinetikaja és
mechanizmusa

Hatvani Istvan Szakkollégium 2013. évi Oszi Hallgatoi Konferenciaja
2013. november 16-17., Debrecen

19. Bogdandi Virag, Laura M. Acosta, Manuel G. Bassallote

A Cu(ll)-Pytren-4-phen komplex képzddése és bomlasa (poszter)
XIX. Bolyai Konferencia

2014. marcius 22-23., Budapest

20. Bogdandi Virag, Lente Gabor, Fabian Istvan

Az izoniazid és a permanganation kozotti reakcié kinetikaja (poszter)
XI. Jedlik Anyos Szakmai Napok

2014. aprilis 10-12., Veszprém

21. Bogdandi Virag

Az izoniazid és a permanganation kozotti reakcio
DETEP Konferencia

2014. aprilis 25., Debrecen

22. Virag Bogdandi, Gabor Lente, Istvan Fabian
Oxidation of isoniazid with hypochlorite ion (poszter)
European Colloguium on Inorganic Reaction Mechanisms
2014. junius 17-20., Debrecen

23. Bogdandi Virag

Izoniazid reakcidja szervetlen oxidaloszerekkel

DE-TTK Kari Tudomanyos Didkkdri Konferencia, Kémia Szekcio, Fizikai Kémiai
Tagozat

2014. november 28., Debrecen

24. Bogdandi Virag

Izoniazid reakcidja szervetlen oxidaloszerekkel

Hatvani Istvan Szakkollégium 2014. évi Oszi Hallgatoi Konferenciaja
2014. december 5., Debrecen

25. Veres Péter, Ditroi Tamas, Bogdandi Virdg, Buzas Eszter Biborka, Bihari Zsolt
Hegykozkovacsi felszin alatti vizei hidrokémiai vizsgalatanak modszerei és
eredményei (tarsszerzos eléadas)

Bihari Hegykoz 1. c. tanulmanykdtet hatéron tili bemutatoja

2014. december 6., Hegykozkovacsi (Cauaceu), Romania

26. Bogdandi Virag

Izoniazid reakcidja szervetlen oxidalészerekkel

XXXI. Orszagos Tudomanyos Didkkori Konferencia, Kémia és Vegyipari Szekcio
2015. aprilis 9-11., Veszprém

100



27. Bogdandi Virag

Izoniazid reakcioja permanganationnal és hipokloritionnal
DETEP Konferencia

2015. aprilis 24., Debrecen

28. Bogdandi Virag, Lente Gabor, Fabian Istvan

Izoniazid reakcidja szervetlen oxidaloszerekkel (poszter)
XX. Bolyai Konferencia

2015. majus 2-3., Budapest

29. Bogdandi Virag

Izoniazid reakcioja permanganationnal és hipokloritionnal

Hatvani Istvan Szakkollégium 2015. évi Tavaszi Hallgatoi Konferencidja
2015. mdjus 7-8., Debrecen

101



10.

11.

Hivatkozasok

L. R. Goodwin, D. Francom, F. P. Dieken, J. D. Taylor, M. W. Warenycia, R. J.
Reiffenstein et al., Determination of sulfide in brain tissue by gas dialysis/ion
chromatography: postmortem studies and two case reports. J Anal Toxicol (1989) 13,
105-109.

M. W. Warenycia, L. R. Goodwin, C. G. Benishin, R. J. Reiffenstein, D. M. Francom,
J. D. Taylor et al., Acute hydrogen sulfide poisoning. Demonstration of selective uptake
of sulfide by the brainstem by measurement of brain sulfide levels. Biochem Pharmacol
(1989) 38, 973-981.

R. Wang, Physiological implications of hydrogen sulfide: a whiff exploration that
blossomed. Physiol Rev (2012) 92, 791-896.

C. Szabo, A timeline of hydrogen sulfide (H2S) research: From environmental toxin to
biological mediator. Biochem Pharmacol (2018) 149, 5-19.

V. Bogdandi, T. Ida, T. R. Sutton, C. Bianco, T. Ditroi, G. Koster et al., Speciation of
reactive sulfur species and their reactions with alkylating agents: do we have any clue
about what is present inside the cell? Br J Pharmacol (2019) 176, 646-670.

M. M. Cortese-Krott, G. G. Kuhnle, A. Dyson, B. O. Fernandez, M. Grman, J. F.
DuMond et al., Key bioactive reaction products of the NO/H2S interaction are S/N-
hybrid species, polysulfides, and nitroxyl. Proc Natl Acad Sci U S A (2015) 112, E4651-
4660.

E. Doka, I. Pader, A. Biro, K. Johansson, Q. Cheng, K. Ballago et al., A novel persulfide
detection method reveals protein persulfide- and polysulfide-reducing functions of
thioredoxin and glutathione systems. Sci Adv (2016) 2, e1500968.

R. Miyamoto, S. Koike, Y. Takano, N. Shibuya, Y. Kimura, K. Hanaoka et al.,
Polysulfides (H2Sn) produced from the interaction of hydrogen sulfide (H2S) and nitric
oxide (NO) activate TRPAL channels. Sci Rep (2017) 7, 45995.

P. Nagy, Mechanistic chemical perspective of hydrogen sulfide signaling. Methods
Enzymol (2015) 554, 3-29.

O. Kabil, R. Banerjee, Enzymology of H>S biogenesis, decay and signaling. Antioxid
Redox Signal (2014) 20, 770-782.

102



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

N. Nagahara, Regulation of mercaptopyruvate sulfurtransferase activity via
intrasubunit and intersubunit redox-sensing switches. Antioxid Redox Signal (2013)
19, 1792-1802.

T. Chiku, D. Padovani, W. Zhu, S. Singh, V. Vitvitsky, R. Banerjee, H2S biogenesis by
human cystathionine gamma-lyase leads to the novel sulfur metabolites lanthionine and
homolanthionine and is responsive to the grade of hyperhomocysteinemia. J Biol Chem
(2009) 284, 11601-11612.

P. K. Yadav, K. Yamada, T. Chiku, M. Koutmos, R. Banerjee, Structure and kinetic
analysis of H2S production by human mercaptopyruvate sulfurtransferase. J Biol Chem
(2013) 288, 20002-20013.

T. Ida, T. Sawa, H. Ihara, Y. Tsuchiya, Y. Watanabe, Y. Kumagai et al., Reactive
cysteine persulfides and S-polythiolation regulate oxidative stress and redox signaling.
P Natl Acad Sci USA (2014) 111, 7606-7611.

T. Yamanishi, S. Tuboi, The mechanism of the L-cystine cleavage reaction catalyzed by
rat liver gamma-cystathionase. J Biochem (1981) 89, 1913-1921.

P. K. Yadav, M. Martinov, V. Vitvitsky, J. Seravalli, R. Wedmann, M. R. Filipovic et
al., Biosynthesis and Reactivity of Cysteine Persulfides in Signaling. J Am Chem Soc
(2016) 138, 289-299.

C. Szabo, C. Ransy, K. Modis, M. Andriamihaja, B. Murghes, C. Coletta et al.,
Regulation of mitochondrial bioenergetic function by hydrogen sulfide. Part 1.
Biochemical and physiological mechanisms. Br J Pharmacol (2014) 171, 2099-2122.
T. M. Hildebrandt, M. K. Grieshaber, Three enzymatic activities catalyze the oxidation
of sulfide to thiosulfate in mammalian and invertebrate mitochondria. FEBS J (2008)
275, 3352-3361.

U. Theissen, M. Hoffmeister, M. Grieshaber, W. Martin, Single eubacterial origin of
eukaryotic sulfide:quinone oxidoreductase, a mitochondrial enzyme conserved from the
early evolution of eukaryotes during anoxic and sulfidic times. Mol Biol Evol (2003)
20, 1564-1574.

M. M. Cherney, Y. Zhang, M. Solomonson, J. H. Weiner, M. N. James, Crystal
structure of sulfide:quinone oxidoreductase from Acidithiobacillus ferrooxidans:
insights into sulfidotrophic respiration and detoxification. J Mol Biol (2010) 398, 292-
305.

103



21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

M. Goubern, M. Andriamihaja, T. Nubel, F. Blachier, F. Bouillaud, Sulfide, the first
inorganic substrate for human cells. FASEB J (2007) 21, 1699-1706.

N. Helmy, C. Prip-Buus, C. Vons, V. Lenoir, A. Abou-Hamdan, H. Guedouari-Bounihi
et al., Oxidation of hydrogen sulfide by human liver mitochondria. Nitric Oxide (2014)
41, 105-112.

E. Lagoutte, S. Mimoun, M. Andriamihaja, C. Chaumontet, F. Blachier, F. Bouillaud,
Oxidation of hydrogen sulfide remains a priority in mammalian cells and causes reverse
electron transfer in colonocytes. Biochim Biophys Acta (2010) 1797, 1500-1511.

P. Nagy, Z. Palinkas, A. Nagy, B. Budai, I. Toth, A. Vasas, Chemical aspects of
hydrogen sulfide measurements in physiological samples. Biochim Biophys Acta
(2014) 1840, 876-891.

R. Pietri, A. Lewis, R. G. Leon, G. Casabona, L. Kiger, S. R. Yeh et al., Factors
controlling the reactivity of hydrogen sulfide with hemeproteins. Biochemistry (2009)
48, 4881-4894.

R. Pietri, E. Roman-Morales, J. Lopez-Garriga, Hydrogen sulfide and hemeproteins:
knowledge and mysteries. Antioxid Redox Signal (2011) 15, 393-404.

B. B. Rios-Gonzalez, E. M. Roman-Morales, R. Pietri, J. Lopez-Garriga, Hydrogen
sulfide activation in hemeproteins: the sulfheme scenario. J Inorg Biochem (2014) 133,
78-86.

J. P. Collman, S. Ghosh, A. Dey, R. A. Decreau, Using a functional enzyme model to
understand the chemistry behind hydrogen sulfide induced hibernation. Proc Natl Acad
Sci U S A (2009) 106, 22090-22095.

Z. Palinkas, P. G. Furtmuller, A. Nagy, C. Jakopitsch, K. F. Pirker, M. Magierowski et
al., Interactions of hydrogen sulfide with myeloperoxidase. Br J Pharmacol (2015) 172,
1516-1532.

R. Wedmann, S. Bertlein, 1. Macinkovic, S. Boltz, J. Miljkovic, L. E. Munoz et al.,
Working with "H>S": Facts and apparent artifacts. Nitric Oxide (2014) 41, 85-96.

R. Greiner, Z. Palinkas, K. Basell, D. Becher, H. Antelmann, P. Nagy et al., Polysulfides
link H2S to protein thiol oxidation. Antioxid Redox Signal (2013) 19, 1749-1765.

H. Kimura, Physiological role of hydrogen sulfide and polysulfide in the central nervous
system. Neurochem Int (2013) 63, 492-497.

H. Kimura, Signaling molecules: hydrogen sulfide and polysulfide. Antioxid Redox
Signal (2015) 22, 362-376.

104



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

Y. Kimura, H. Kimura, Hydrogen sulfide protects neurons from oxidative stress.
FASEB J (2004) 18, 1165-1167.

S. Koike, Y. Ogasawara, N. Shibuya, H. Kimura, K. Ishii, Polysulfide exerts a protective
effect against cytotoxicity caused by t-buthylhydroperoxide through Nrf2 signaling in
neuroblastoma cells. FEBS Lett (2013) 587, 3548-3555.

R. W. Nielsen, C. Tachibana, N. E. Hansen, J. R. Winther, Trisulfides in proteins.
Antioxid Redox Signal (2011) 15, 67-75.

K. Ono, T. Akaike, T. Sawa, Y. Kumagai, D. A. Wink, D. J. Tantillo et al., Redox
chemistry and chemical biology of H2S, hydropersulfides, and derived species:
implications of their possible biological activity and utility. Free Radic Biol Med (2014)
77,82-94,

J. 1. Toohey, Sulphane sulphur in biological systems: a possible regulatory role.
Biochem J (1989) 264, 625-632.

J. 1. Toohey, Sulfur signaling: is the agent sulfide or sulfane? Anal Biochem (2011)
413, 1-7.

M. R. Hoffmann, Kinetics and Mechanism of Oxidation of Hydrogen-Sulfide by
Hydrogen-Peroxide in Acidic Solution. Environ Sci Technol (1977) 11, 61-66.

A. K. Mustafa, M. M. Gadalla, N. Sen, S. Kim, W. Mu, S. K. Gazi et al., H.S signals
through protein S-sulfhydration. Sci Signal (2009) 2, ra72.

A. K. Mustafa, G. Sikka, S. K. Gazi, J. Steppan, S. M. Jung, A. K. Bhunia et al.,
Hydrogen sulfide as endothelium-derived hyperpolarizing factor sulfhydrates
potassium channels. Circ Res (2011) 109, 1259-1268.

N. Krishnan, C. Fu, D. J. Pappin, N. K. Tonks, H2S-Induced sulfhydration of the
phosphatase PTP1B and its role in the endoplasmic reticulum stress response. Sci
Signal (2011) 4, ra86.

G. Yang, K. Zhao, Y. Ju, S. Mani, Q. Cao, S. Puukila et al., Hydrogen sulfide protects
against cellular senescence via S-sulfhydration of Keapl and activation of Nrf2.
Antioxid Redox Signal (2013) 18, 1906-1919.

P. Nagy, C. C. Winterbourn, in Advances in Molecular Toxicology. (2010), vol. 4, pp.
183-222.

J. 1. Toohey, The conversion of H,S to sulfane sulfur. Nat Rev Mol Cell Biol (2012) 13,
803; author reply p 803.

105



47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S57.

58.

V. Gupta, K. S. Carroll, Sulfenic acid chemistry, detection and cellular lifetime.
Biochim Biophys Acta (2014) 1840, 847-875.

L. B. Poole, P. A. Karplus, A. Claiborne, Protein sulfenic acids in redox signaling. Annu
Rev Pharmacol Toxicol (2004) 44, 325-347.

P. Nagy, M. T. Ashby, Reactive sulfur species: kinetics and mechanisms of the oxidation
of cysteine by hypohalous acid to give cysteine sulfenic acid. J Am Chem Soc (2007)
129, 14082-14091.

P. Nagy, K. Lemma, M. T. Ashby, Reactive sulfur species: kinetics and mechanisms of
the reaction of cysteine thiosulfinate ester with cysteine to give cysteine sulfenic acid. J
Org Chem (2007) 72, 8838-8846.

D. Cavallini, G. Federici, E. Barboni, Interaction of proteins with sulfide. Eur J Biochem
(1970) 14, 169-174.

N. E. Francoleon, S. J. Carrington, J. M. Fukuto, The reaction of HS with oxidized
thiols: Generation of persulfides and implications to H>S biology. Arch Biochem
Biophys (2011) 516, 146-153.

A. Vasas, E. Doka, I. Fabian, P. Nagy, Kinetic and thermodynamic studies on the
disulfide-bond reducing potential of hydrogen sulfide. Nitric Oxide (2015) 46, 93-101.
P. Nagy, Kinetics and mechanisms of thiol-disulfide exchange covering direct
substitution and thiol oxidation-mediated pathways. Antioxid Redox Signal (2013) 18,
1623-1641.

T.N. Das, R. E. Huig, P. Neta, S. Padmaja, Reduction potential of the sulfhydryl radical:
Pulse radiolysis and laser flash photolysis studies of the formation and reactions of
center dot SH and HSSH center dot(-) in aqueous solutions. J Phys Chem A (1999) 103,
5221-5226.

T. Akaike, T. Ida, F. Y. Wei, M. Nishida, Y. Kumagai, M. M. Alam et al., Cysteinyl-
tRNA synthetase governs cysteine polysulfidation and mitochondrial bioenergetics. Nat
Commun (2017) 8, 1177.

J. M. Fukuto, L. J. Ignarro, P. Nagy, D. A. Wink, C. G. Kevil, M. Feelisch et al.,
Biological hydropersulfides and related polysulfides - a new concept and perspective in
redox biology. FEBS Lett (2018) 592, 2140-2152.

B. D. Paul, S. H. Snyder, H>S signalling through protein sulfhydration and beyond. Nat
Rev Mol Cell Biol (2012) 13, 499-507.

106



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

D. Zhang, I. Macinkovic, N. O. Devarie-Baez, J. Pan, C. M. Park, K. S. Carroll et al.,
Detection of protein S-sulfhydration by a tag-switch technique. Angew Chem Int Ed
Engl (2014) 53, 575-581.

E. Doka, E. S. J. Arner, E. E. Schmidt, P. Nagy, in Methods Mol Biol, J. Beltowski, Ed.
(Springer, in press, 2017), vol. Special Issue.

X.-H. Gao, D. Krokowski, B.-J. Guan, I. Bederman, M. Majumder, M. Parisien et al.,
Quantitative H2S-mediated protein sulfhydration reveals metabolic reprogramming
during the integrated stress response. eLife (2015) 4, e10067.

S. Longen, F. Richter, Y. Kohler, 1. Wittig, K.-F. Beck, J. Pfeilschifter, Quantitative
Persulfide Site Identification (qPerS-SID) Reveals Protein Targets of H2S Releasing
Donors in Mammalian Cells. Sci Rep (2016) 6, 29808-29808.

J. . Seeman, The Curtin-Hammett principle and the Winstein-Holness equation: new
definition and recent extensions to classical concepts. J Chem Educ (1986) 63, 42.

V. Kumar, T. Kleffmann, M. B. Hampton, M. B. Cannell, C. C. Winterbourn, Redox
proteomics of thiol proteins in mouse heart during ischemia/reperfusion using ICAT
reagents and mass spectrometry. Free Radic Biol Med (2013) 58, 109-117.

M. C. Sobotta, A. G. Barata, U. Schmidt, S. Mueller, G. Millonig, T. P. Dick, Exposing
cells to H202: A quantitative comparison between continuous low-dose and one-time
high-dose treatments. Free Radic Biol Med (2013) 60, 325-335.

C. Kevil, M. M. Cortese-Krott, P. Nagy, A. Papapetropoulos, M. Feelisch, C. Szabo, in
Nitric Oxide (Third Edition), L. J. Ignarro, B. A. Freeman, Eds. (Academic Press, 2017),
pp. 57-83.

R. Hosoki, N. Matsuki, H. Kimura, The possible role of hydrogen sulfide as an
endogenous smooth muscle relaxant in synergy with nitric oxide. Biochem Bioph Res
Co (1997) 237, 527-531.

R. Wang, Signaling pathways for the vascular effects of hydrogen sulfide. Curr Opin
Nephrol Hypertens (2011) 20, 107-112.

M. Y. Ali, C. Y. Ping, Y. Y. Mok, L. Ling, M. Whiteman, M. Bhatia et al., Regulation
of vascular nitric oxide in vitro and in vivo; a new role for endogenous hydrogen
sulphide? Br J Pharmacol (2006) 149, 625-634.

M. Whiteman, L. Li, I. Kostetski, S. H. Chu, J. L. Siau, M. Bhatia et al., Evidence for
the formation of a novel nitrosothiol from the gaseous mediators nitric oxide and
hydrogen sulphide. Biochem Biophys Res Commun (2006) 343, 303-310.

107



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

M. R. Filipovic, J. Miljkovic, T. Nauser, M. Royzen, K. Klos, T. Shubina et al.,
Chemical characterization of the smallest S-nitrosothiol, HSNO; cellular cross-talk of
H2S and S-nitrosothiols. J Am Chem Soc (2012) 134, 12016-12027.

J. P. Marcolongo, U. N. Morzan, A. Zeida, D. A. Scherlis, J. A. Olabe, Nitrosodisulfide
[S2NO](-) (perthionitrite) is a true intermediate during the "cross-talk™ of nitrosyl and
sulfide. Phys Chem Chem Phys (2016) 18, 30047-30052.

J. P. Marcolongo, A. Zeida, L. D. Slep, J. A. Olabe, Thionitrous Acid/Thionitrite and
Perthionitrite Intermediates in the "Crosstalk” of NO and H2S. Adv Inorg Chem (2017)
70, 277-309.

A. P. Munro, D. L. H. Williams, Reactivity of sulfur nucleophiles towards S-
nitrosothiols. Journal of the Chemical Society, Perkin Transactions 2 (2000), 1794-
1797.

D. L. H. WILLIAMS, Nitrosation Reactions and the Chemistry of Nitric Oxide.
(Elseiver, Amsterdam, the Netherlands, 2004), pp. 280.

D. C. Gesellschaft, Berichte der Deutschen Chemischen Gesellschaft. (Verlag Chemie.,
1942).

M. Goehring, H. Herb, W. Koch, iiber Das Heptaschwefelimid, STNH. Z Anorg Allg
Chem (1951) 264, 137-143.

M. RP, N. M, H. JR, Spectroscopic investigation of HSNO in a low temperature matrix.
UV, VIS, and IR-induced isomerisations. Chem Phys (1984) 87, 351-361.

C.-H. Lai, E. Y. Li, P.-T. Chou, Isomerization reactions of RSNO (R=H, CnH2n+ In<
4). Theor Chem Acc (2007) 117, 145-152.

Q. K. Timerghazin, A. M. English, G. H. Peslherbe, On the multireference character of
S-nitrosothiols: A theoretical study of HSNO. Chem Phys Lett (2008) 454, 24-29.

Q. K. Timerghazin, G. H. Peslherbe, A. M. English, Structure and stability of HSNO,
the simplest S-nitrosothiol. Phys Chem Chem Phys (2008) 10, 1532-1539.

M. M. Cortese-Krott, B. O. Fernandez, M. Kelm, A. R. Butler, M. Feelisch, On the
chemical biology of the nitrite/sulfide interaction. Nitric Oxide-Biol Ch (2015) 46, 14-
24,

M. M. Cortese-Krott, B. O. Fernandez, J. L. Santos, E. Mergia, M. Grman, P. Nagy et
al., Nitrosopersulfide (SSNO(-)) accounts for sustained NO bioactivity of S-nitrosothiols
following reaction with sulfide. Redox Biol (2014) 2, 234-244.

108



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

A. Berenyiova, M. Grman, A. Mijuskovic, A. Stasko, A. Misak, P. Nagy et al., The
reaction products of sulfide and S-nitrosoglutathione are potent vasorelaxants. Nitric
Oxide (2015) 46, 123-130.

M. M. Cortese-Krott, A. R. Butler, J. D. Woollins, M. Feelisch, Inorganic sulfur-
nitrogen compounds: from gunpowder chemistry to the forefront of biological signaling.
Dalton Trans (2016) 45, 5908-5919.

M. M. Cortese-Krott, D. Pullmann, M. Feelisch, Nitrosopersulfide (SSNO(-)) targets
the Keap-1/Nrf2 redox system. Pharmacol Res (2016) 113, 490-499.

R. Wedmann, I. lvanovic-Burmazovic, M. R. Filipovic, Nitrosopersulfide (SSNO(-))
decomposes in the presence of sulfide, cyanide or glutathione to give HSNO/SNO(-):
consequences for the assumed role in cell signalling. Interface Focus (2017) 7,
20160139.

F. Seel, R. Kuhn, G. Simon, M. Wagner, B. Krebs, M. Dartmann, Pnp-Perthionitrite
and Pnp-Monothionitrite. Z Naturforsch B (1985) 40, 1607-1617.

F. Seel, G. Simon, J. Schuh, M. Wagner, B. Wolf, I. Ruppert et al., Investigation of the
Reaction of Sulfur with Sodium-Nitrite in Dmf, Dmso, and Hmpa. Z Anorg Allg Chem
(1986) 538, 177-190.

F. Seel, M. Wagner, Reaction of Sulfides with Nitrogen Monoxide in Aqueous-Solution.
Z Anorg Allg Chem (1988) 558, 189-192.

E. Victor, Reactions of S-nitrosothiols with biomimetic iron complexes and other
transition metals. Massachusetts Institute of Technology, PhD Thesis (2014).

B. F. Bessac, S. E. Jordt, Breathtaking TRP channels: TRPA1 and TRPV1 in airway
chemosensation and reflex control. Physiology (Bethesda) (2008) 23, 360-370.

D. Julius, TRP channels and pain. Annu Rev Cell Dev Biol (2013) 29, 355-384.

S. Akerman, D. J. Williamson, P. J. Goadsby, Voltage-dependent calcium channels are
involved in neurogenic dural vasodilatation via a presynaptic transmitter release
mechanism. Br J Pharmacol (2003) 140, 558-566.

S. Zurborg, B. Yurgionas, J. A. Jira, O. Caspani, P. A. Heppenstall, Direct activation of
the ion channel TRPAL by Ca2+. Nat Neurosci (2007) 10, 277-279.

M. Eberhardt, M. Dux, B. Namer, J. Miljkovic, N. Cordasic, C. Will et al., H2S and NO
cooperatively regulate vascular tone by activating a neuroendocrine HNO-TRPAL1-
CGRP signalling pathway. Nat Commun (2014) 5, 4381.

109



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

J. M. Fukuto, S. J. Carrington, HNO signaling mechanisms. Antioxid Redox Signal
(2011) 14, 1649-1657.

J. M. Fukuto, C. H. Switzer, K. M. Miranda, D. A. Wink, Nitroxyl (HNO): chemistry,
biochemistry, and pharmacology. Annu Rev Pharmacol Toxicol (2005) 45, 335-355.
K. Bolcskei, Z. Helyes, A. Szabo, K. Sandor, K. Elekes, J. Nemeth et al., Investigation
of the role of TRPV1 receptors in acute and chronic nociceptive processes using gene-
deficient mice. Pain (2005) 117, 368-376.

D. Garai, B. B. Rios-Gonzalez, P. G. Furtmuller, J. M. Fukuto, M. Xian, J. Lopez-
Garriga et al., Mechanisms of myeloperoxidase catalyzed oxidation of H2S by H202 or
02 to produce potent protein Cys-polysulfide-inducing species. Free Radic Biol Med
(2017) 113, 551-563.

P. Nagy, C. C. Winterbourn, Rapid reaction of hydrogen sulfide with the neutrophil
oxidant hypochlorous acid to generate polysulfides. Chem Res Toxicol (2010) 23, 1541-
1543.

D. E. Heppner, M. Hristova, T. Ida, A. Mijuskovic, C. M. Dustin, V. Bogdandi et al.,
Cysteine perthiosulfenic acid (Cys-SSOH): A novel intermediate in thiol-based redox
signaling? Redox Biol (2018) 14, 379-385.

C. W. Scheele, Chemische Abhandlung von der Luft und der Feuer, Upsala und Leipzig.
(1777), 153.

J. Berzelius, De la Composition des Sulfures Alcalins. Ann Chim Phys (1822) 20, 113-
141.

A. Kamyshny, Jr., A. Goifman, J. Gun, D. Rizkov, O. Lev, Equilibrium distribution of
polysulfide ions in aqueous solutions at 25 degrees C: a new approach for the study of
polysulfides' equilibria. Environ Sci Technol (2004) 38, 6633-6644.

M. Jung, S. Kasamatsu, T. Matsunaga, S. Akashi, K. Ono, A. Nishimura et al., Protein
polysulfidation-dependent  persulfide dioxygenase activity of ethylmalonic
encephalopathy protein 1. Biochem Biophys Res Commun (2016) 480, 180-186.

C. E. Paulsen, K. S. Carroll, Cysteine-mediated redox signaling: chemistry, biology, and
tools for discovery. Chem Rev (2013) 113, 4633-4679.

A. N. Kuntz, E. Davioud-Charvet, A. A. Sayed, L. L. Califf, J. Dessolin, E. S. Arner et
al., Thioredoxin glutathione reductase from Schistosoma mansoni: an essential parasite
enzyme and a key drug target. PLoS Med (2007) 4, e206.

110



109.

110.

C. G. Miller, A. Holmgren, E. S. J. Arner, E. E. Schmidt, NADPH-dependent and -
independent disulfide reductase systems. Free Radic Biol Med (2018) 127, 248-261.

I. Pader, R. Sengupta, M. Cebula, J. Xu, J. O. Lundberg, A. Holmgren et al.,
Thioredoxin-related protein of 14 kDa is an efficient L-cystine reductase and S-
denitrosylase. Proc Natl Acad Sci U S A (2014) 111, 6964-6969.

111



