Cisztein szarmazékok poliszulfidacidojanak

bioldgiailag relevans mechanizmusai

Bogdandi Virag

Doktori (PhD) értekezés tézisei

Doktori iskola: Interdiszciplinaris Orvostudomanyok
Doktori iskola programvezetdje: Prof. Dr. Siimegi Balazs
Program: Molekularis és cellularis biokémia
Programvezet6: Prof. Dr. Siimegi Balazs

Témavezetd: Prof. Dr. Nagy Péter

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar
Orszigos Onkologiai Intézet

2019






1. Bevezetés

Doktori kutatomunkdm soran a kénhidrogén (hidrogén—szulfid) altal vezérelt
jelatviteli folyamatok molekularis mechanizmusait tanulmanyoztam. A kénhidrogén
hosszi éveken keresztiil csupan toxicitasarol volt ismert, ugyanis nagy koncentracioban
a citokrom—c—oxiddz enzim inhibicidjan keresztil a mitokondrialis sejtlégzés
gatlasahoz vezet. Kés6bb azonban tobb kutatas eredménye is arra vezetett, hogy a
kénhidrogén az €16 szervezetben enzimatikus és nem enzimatikus utvonalakon is
termel8dik, kisebb koncentracidkban pedig tobb biokémiai Gitvonalat is szabalyoz. Mara
mar szamos fiziologids és patofiziologias folyamatban igazoltak kulcsfontossagi
szerepét tobbek kozott a sejten beliili jelatviteli tvonalak szabalyozasan keresztiil,
melynek eredményeként a kénhidrogént is kis jelatviteli molekulaként tartjak szamon.

Kutatomunkam soran nagyrészt a cisztein oldallancokon végbemend per- és
poliszulfidacios folyamatokra fokuszaltam, melyek detektilasa a mai napig komoly
kihivast jelent. Ennek kapcsan egy atfogod és szisztematikus tanulmanyban vizsgaltuk a
jelenleg alkalmazott eljarasok el6nyeit, hatranyait, illetve hatarait, valamint azt, hogy
harom, széles korben alkalmazott alkilaloszer elektrofilicitasa, koncentracioja, illetve
az inkubalasi id6 hogyan befolyasolja a detektalt modosulatok eloszlasat a reaktiv
kénszarmazékok kozotti dinamikus redox egyensulyi reakciok eltoldsa, valamint a
poliszulfid lancok hasitasa révén.

Poliszulfidok mint jelatviteli molekulak a szulfid és a nitrogén—monoxid altal
vezérelt jelatvitel Osszefonodasa soran is keletkezhetnek egy hibrid jelatviteli
koztitermék, a  nitrozoperszulfid  (SSNO7)  képzédése  mellett, illetve
bomlastermékeiként. Kutatomunkam soran kisérleteket folytattam a nitrozoperszulfid
kémiai  karakterizalasara, tanulmanyoztam bomlasi reakcioit, majd tobb
modellrendszeren is vizsgaltam bioldgiai hatasat.

Kinetikai kisérleteim arra engednek kovetkeztetni, hogy a nitrozoperszulfid lasst
bomlésa soran poliszulfid donorként funkciondlhat. A sejten beliili redukéalo
rendszereket kikertilve per- és poliszulfidacios reakciok indukalasa altal kozvetitoként
vehet részt egyes jelatviteli utvonalakban, melyet tobb biologiailag is relevans modellen
(redukalt glutation, human szérum albumin, HEK293 sejtek) is igazoltam. Az emlitett

modellrendszerek mellett, sejtes rendszerekben tranziens receptor potencidl ankyrin 1



(TRPAL) receptorokon is sikeriilt megmutatnunk a nitrozoperszulfid altal kibocsatott
szervetlen poliszulfidok hatdsara lejatszodo elnyujtott aktivaciot.

A fentiek értelmében gy gondolom, doktori kutatomunkdm eredményei tobb
szempontbodl is hozzajarulnak a kénhidrogén altal vezérelt jelatviteli folyamatok

molekularis mechanizmusainak mélyebb értelmezéséhez és megértéséhez.

2. Célkitiizések

Doktori kutatdomunkam célja a kénhidrogén altal vezérelt jelatviteli folyamatok
molekularis mechanizmusainak tanulméanyozasa volt, amin beliil a fehérje cisztein

1., Célom volt elemezni a jelenleg széles korben alkalmazott detektalasi
eljarasokban kozos alkilalasi protokollokat és egy atfogd tanulmanyban megvizsgalni
azok elényeit valamint hatranyait, ravilagitva arra, hogy kémiai megkozelitésbdl
rendkiviil fontos a kisérleti koriilmények megvalasztasa (alkalmazott reagensek,
koncentracio, inkubalasi id6) annak érdekében, hogy a detektalt modosulatok
mennyisége a sejten beliili valos viszonyokat tiikrozze.

2., A cisztein—poliszulfidok detektalasanak vizsgalata és optimalizalasa mellett
tovabbi célként tliztem ki az alkilalasi reakciok endogén egyenstlyokat befolyasolo
hatasanak tanulmanyozasat a fehérje—szulfénsavak dimedonos detektalasara
vonatkozoan.

3., A kutatomunka tovabbi részében a kénhidrogén és a nitrogén—monoxid altal
vezérelt jelatviteli utak Osszefonodasara fokuszaltam a két részecske kémiai
kolcsonhatasai soran keletkezd koztitermék, a nitrozoperszulfid (SSNO") hatésainak
tanulmanyozasa altal. Célom a ciszteinek nitrozoperszulfid altali per- ¢és
human—szérum—albumin, HEK sejtek, TRPA1 ioncsatornak) is megvizsgaltam annak
érdekében, hogy mélyebb betekintést nyerhessiink a kénhidrogén és nitrogén—monoxid
altal kozosen vezérelt jelatviteli folyamatokba és jobban megérthessiik azok

molekularis mechanizmusait.



3. Anyag és modszer

3.1. Vegyszerek és oldatok

Kisérleteink soran a legtisztabb, analitikai minéségii vegyszerekkel dolgoztunk,
melyeket vezeté vegyipari cégektdl vasaroltunk (Sigma-Aldrich, Cayman Chemical,
VWR Chemicals, Santa Cruz Biotechnology, Thermo Fisher Scientific, Nacalai
Tesque, Wako Pure Chemical Industries, Invitrogen). A kiilonboz6 Osszetételii
poliszulfid sokat a Dojindo Laboratories biztositotta szamunkra. A rekombinans TrxR1
és TRP14 fehérjéket Prof. Elias Arnér munkatarsunk biztositotta a Karolinska
Intézetbol.

A szulfid torzsoldatok eldallitasa és pontos koncentracidjuknak meghatarozasa a
szakirodalomban ismertetett modon tortént. A tozsoldatokat 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 el szilard technikai
mindségli  kalium—poliszulfid (K,Sx; kiilonb6z6 lanchossziisaghi  poliszulfidok
keveréke), natrium diszulfid (NayS;), natrium triszulfid (Na,S3) vagy natrium
tetraszulfid (Na,Ss) sok feloldasaval. Az oldatokat mindig frissen, kozvetleniil az adott
kisérlet el6tt allitottuk eld. A nitrozoperszulfid torzsoldatokat 1 mM S—nitrozo—N—
acetil-DL—penicillamin (SNAP) vagy S-nitrozoglutation (GSNO) és 10 mM szulfid

reakcidjaval készitettiik, pontos koncentracidjuk meghatarozasa fotometriasan tortént.

3.2. Médszerek

3.2.1. UV-lithato (UV-Vis) spektrofotometria

A pontos koncentraciok meghatarozasahoz az egyes reagensek/termékek
abszorbanciajat a megfeleld elnyelési maximumon, BioTek Powerwave XS plate reader

késziilék segitségével rogzitettilk, majd a megfelelé molaris abszorbanciak (g)



ismeretében szamitottuk ki a pontos értékeket. Referenciaoldatként haromszorosan
ultrasziirt vizet, vagy a megfelelé higitokozeget alkalmaztuk. A kinetikai kisérleteket
szintén a BioTek Powerwave XS késziiléken, vagy Agilent Cary 8454 diddasoros
spektrofotométeren végeztem. A pontos koncentraciok meghatarozasara hasznalt
metilénkék, hideg cianolizis, Bradford és bicinkoninsav (BCA) modszerek soran az
abszorbanciat a megfeleld hullimhosszon mértiikk, a pontos koncentraciokat pedig

elozetesen felvett kalibracios egyenesek alapjan szamitottuk ki.

3.2.2. Tomegspektrometriaval kombinalt folyadékkromatografia

A szervetlen poliszulfidok analizisét elvalasztasi 1épés nélkiil, a szervetlen poliszulfid
végeztiik Waters SYNAPT G2-Si ESI-TOF-MS késziiléken, vagy el6zetes alkilalast
kovetéen UHPLC-MS/MS modszerrel, Xevo TQ-S detektorral kapcsolt Waters
Acquity UPLC rendszer segitségével.

A poliszulfidalt CySH és GSH adduktok LC-ESI-MS/MS analizisét Nexera UHPLC
rendszerrel  (Shimadzu)  kapcsolt  triple  quadrupole (Q) LCMS-8050
tomegspektrométeren hajtottuk végre.

A dimedonnal jelolt poliszulfidalt mintak tripszines emésztését és triklorecetsavas
kicsapasat kovetéen a feliiliszot LC/MS-MS analizisnek vetettiik ald, amely Thermo
Ultimate 3000 HPLC rendszerrel kapcsolt Thermo LTQ-XL linearis ioncsapda
tomegspektrométeren tortént.

A poliszulfidalt GSH szarmazékok UPLC-MS/MS analizisét Waters Acquity UPLC
rendszerrel kapcsolt Xevo TQ-S kvadrupdl tomegspektrométeren (Waters) végeztiik.
A poliszulfidalt és oxidalt, majd dimedonnal jelolt CysSH szarmazékok LC-ESI-
MS/MS analizise Nexera UHPLC rendszerrel (Shimadzu) kapcsolt triple quadrupole
(Q) LCMS-8050 tomegspektrométeren (Shimadzu) tortént.

A szarmazékok azonositasa minden esetben tandem tomegspektrometriaval tortént,

mennyiségiiket pedig SRM moédban hataroztuk meg.



3.2.3. Fehérjeszintii vizsgalatok

PMSA

A redukalo pufferben tarolt tisztitott human rekombinans GAPDH-t somentesitettem a
redukalo kozeg eltavolitasa végett. Ezt kovetSen a fehérjemintakat Na,S; illetve Na,Ss
hozzaadasa utan inkubaltam, majd a poliszulfidok feleslegét egy ijabb sémentesitési
Iépésben tavolitottam el. A pontos fehérjekoncentraciot BCA modszerrel hataroztam
meg, majd a fehérjetartalom kiegyenlitése utan a mintakat biotin—PEG36-maleimid
reagenssel inkubaltam a poliszulfidalt oldallancok jel6lése céljabol. Ezt kovetden a
mintakat tobbféle elektrofil agenssel kezeltem (IAM, MBB, NEM, DTNB), majd 2—
merkaptoetanol jelenlétében/hianyaban forraltam ¢ket. A mintakat -20 °C-on taroltam,
majd gélelektroforézis és Coomassie festés segitségével hataroztam meg a GAPDH

lanchasitas mértékét.

Humaén szérum albumin mintik készitése ProPerDP eljarashoz

elozetesen elkészitett és tisztitott SSNO~ illetve kontroll oldattal vald kezelését
szobahdmérsékleten, fényt6l védve hajtottam végre. A két reakcidelegybdl 0, 20, 40 és
60 percnél mintakat vettem, melyeket a poliszufidalt modosulatok stabilizalasa végett
jodacetil-PEG-biotin hozzdadasa utan inkubaltam. Az alkilaloszer feleslegét
somentesités és ultasziirés segitségével tavolitottam el. A mintakban 1év6 biotinilalt
szarmazékokat specifikusan kotottem meg magneses részecskeszeparator segitségével,
miutan a mintakat sztreptavidinnel bevont magneses gyongyokkel szobahémérsékleten
és razoasztalon inkubaltam. A feliiliiszd eltavolitasa utan a gyongyoket TBST-vel
mostam a nem specifikus kolcsonhatdsok megsziintetése végett, majd a gyongyoket
TCEP oldatban ujraszuszpendalva inkubaltam szobahOmérsékleten, enyhe razatas
mellett. A feliilluszot eltavolitottam és 4X SDS-PAGE feltoltopufferben higitottam,
majd a gyongyoket 1X SDS-PAGE feltoltépufferben forraltam. A mintakat

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



SDS poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

Kisérleteim soran a mintakbol altalaban ~50 ng fehérjét tartalmaz6 mennyiséget vittem
fel a 12%-0s SDS-PAGE gélek kutjaiba. A futtatast 120 V-on végeztem koriilbeliil
masfél oran keresztiil, majd ezt kovetéen végeztem el a Coomassie Brilliant Blue

gélfestést, vagy a western blot eljarast.

Coomassie Brilliant Blue gélfestés

Elektroforézist kovetSen legalabb 15 percig fixaltuk a géleket 40% etanol-10% ecetsav
vizes oldataban, majd QC Colloidal Coomassie festdoldatba helyezve inkubaltuk ket
a savok 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.

Western blot, elohivas

A blottolas soran a membrant szorosan a gélre illesztettiik, majd blottol6 késziilék (Bio—
Rad) segitségével jabb elektroforézist hajtottunk végre a gél sikjara merdlegesen. A
blottolast kdvetéen a membranokat egy éjszakan keresztiil blokkoltuk, majd masnap az
elsédleges és masodlagos antitest oldataban inkubaltuk. A két inkubalas kozott a
membrant TBST-vel mostuk a nem specifikus kolcsonhatasok megsziintetése végett.
Végiil a fehérjemintazatot 5-brom-4-klor-3-indolil-foszfat—nitro tetrazolium festékkel
tettiik lathatova, majd a mintazat dokumentalasat kovetéen a mennyiségi kiértékelést

Image J szoftverrel (National Institutes of Health) végeztiik.

3.2.4. Sejtkulturak és kezelések

HEK?293 sejtek és kezelésiik

Az American Type Culture Collection-t6l vasarolt, majd a Karolinska Egyetemen Prof.

Elias Arnér kutatocsoportja altal stabilan transzfektalt HEK293 sejteket fetalis borju



szérummal, L-glutaminnal, penicillinnel és sztreptomicinnel kiegészitett Dulbecco’s-
Modified Eagle Mediumban (DMEM) tartottuk fent. Kezelés el6tt a sejteket
médiummal mostuk, majd a szulfan kén specifikus SSP4 festék oldataval inkubaltuk. A
festék feleslegének eltavolitasa végett a sejteket kétszer mostuk a médiummal, majd
tisztitott SSNO™ oldattal kezeltiik, a fluoreszcencia idébeli valtozasat pedig

mikroszkoppal kovettiik.

TRPAL1 expresszialé és TRPA1 deficiens CHO sejtek és kezelésiik

Kisérleteink sordn a sejten beliili Ca®* szint novekedését tanulményoztuk, amely a
receptorok aktivacigjahoz rendelhet6. Hogy igazoljuk, a kezelés hatasara
megemelkedett [Ca®] szint specifikus és a TRPAl ioncsatornak aktivaciojanak
kovetkezménye, kontroll kisérleteket végeztiink, melyek soran a receptort nem
expresszalo sejteken hajtottuk végre a megfeleld kezeléseket.

A mérések soran hasznalt, TRPA1 receptorokat stabilan expresszalo CHO sejtvonalakat
a Pécsi Tudomanyegyetem Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetben Dr. Sandor
Zoltan allitotta eld és biztositotta szamunkra.

A TRPA1-gyel stabilan transzfektalt CHO sejteket hokezelt fetalis borjui szérummal, L-
glutaminnal, nem esszencialis aminosavoldattal, penicillinnel és sztreptomicinnel
kiegészitett Dulbecco’s-Modified Eagle Mediumban (DMEM) tartottuk fent. Kezelés
elott eltavolitottuk a médiumot, majd tripszin oldattal emésztettiik a sejteket.
Mintanként 10* db TRPAL-et expresszalo CHO sejtet reszuszpendaltunk a médositott
médiumban, majd a fluoreszcens kalcium érzékeny Fluo-4 AM festékkel inkubaltuk
Oket. ECS oldat hozzaadéasa utan a kapott szuszpenziot tisztitott SSNO™ illetve kontroll
oldattal kezeltiik, €s aramlasi citometrias 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 TRPA1 agonista mustarolajjal kezelt sejtekre kapott értéket tekintettiik.



4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Reaktiv kénszarmazékok detektalasa biologiai rendszerekben

Natrium—diszulfid, natrium—triszulfid, és technikai mindségii kalium—poliszulfid
oldatok szarmazékképzés nélkiili ESI-MS analizise soran megallapitottuk, hogy a
detektalt specidcidé a kiindulasi formatol fliggetleniil rendkiviil hasonld, &sszetétel
tekintetében pedig a triszulfid gyokanion (S3™) a meghatarozo részecske. Emellett a
diszulfid (S;") és tetraszulfid gyokanionok (Ss7) is szamottevé mennyiségben
detektalhatok az oldatokban, illetve a tioszulfat gyokanionos (S;O57), és protonalt
formajanak, valamint HSO,4 jelenlétét is sikeriilt igazolnunk. A gyokok jelenlétét
azonban nem csak a poliszulfidok homolitikus bomlasa, hanem az ionforrasban torténd
artifakt oxidacio is eredményezheti, igy javaslatunk szerint ez a modszer az altalunk
alkalmazott kisérleti koriilmények kozott nem optimalis a speciacio vizsgalatara.

A szervetlen poliszulfidok szarmazékképzésére vonatkozoan két kiilonbozd
alkilaloszer, a jodacetamid (IAM) és az N—etil-maleimid (NEM) speciaciora gyakorolt
hatasat vizsgaltuk tobb koncentraciéo mellett, UHPLC—s elvalasztast koveté MS/MS
detektalas segitségével. Az altalunk alkalmazott koriilmények kozott NEM esetében
S1-S4 adduktokat sikeriilt detektalnunk, mig IAM esetében hosszabb lanct
modosulatok  (S1-S7) is megjelentek a kromatogramokon. A direkt infuzids
kisérletekhez hasonloan, a spektralis mintazat az 6sszes forma esetén rendkiviil hasonlé
volt, azonban az egyes alkilaloszerek koncentracidja befolyasolta a részecskék
eloszlasat. A két alkilaloszer eltéré hatasat az alkilalas eltéré sebessége, valamint az
alkilalas eltér6 mechanizmusa is magyarazhatja.

A két alkilaloszer kozotti kiilonbségek tanulmanyozasa végett elsd lépésben
tizszeres 1AM felesleg alkalmazasa mellett alkilaltuk a poliszulfidokat, majd ezt
kovetéen NEM-mel reagaltattuk a mar ,.eléalkilalt” elegyet. NEM hozzaadésa utan is
sikeriilt detektilnunk az S1-S3 poliszulfid-IAM adduktokat, azonban mar sokkal
kisebb mennyiségben. A hosszabb lancl szarmazékok eltiintek a kromatogramokrol,
ellenben S1-S3 esetében ugynevezett hibrid adduktok jelentek meg, amelyek egyik
végiikon a JAM-bol szarmazo karboxamidometil, masik végiikon pedig a NEM-bél

szarmazo6 szukcinimid molekularészt tartalmaztak. Ez arra enged kdovetkeztetni, hogy a

10



NEM a poliszulfid lanc kézepén 1év6 kénatomokkal is reagalhat, a hosszabb lancok
hasitasat eredményezve. Ennek mechanizmusara tobb javaslatot tettiink, melyek koziil
a poliszulfidok hidrolitikus egyensulyi reakcidinak eltolasat vizsgaltuk részletesebben.
Utobbi modell ugyanis a szulfénsavak detektalasara hasznalt alkilalasi eljarasok
tekintetében is relevans és biologiai kontextusban megkérddjelezi az alkalmazott
eljarasok validitasat, amelyre a késobbiekben kisérletesen is ravilagitottunk.

A szervetlen poliszulfidok eloszlasanak tanulmanyozasat kovetden a cisztein
tanulmany szerint is transzperszulfidacios reakciok altal vezérlik egyes funkcionalis és
szabalyozo fehérjék miikodését, ezaltal kulcsfontossagu szerepiik van a poliszulfidok
altal vezérelt redox jelatviteli folyamatokban. Mivel detektalasuk szintén egy kezdeti
szarmazékképzésen alapszik, a kovetkezokben szisztematikusan megvizsgaltuk, hogy
vizes oldatban az alkilalas hogyan befolyasolja speciacidjukat. Egy ujabban
kifejlesztett, tomegspektrometrian alapulo eljaras segitségével tobbféle inkubalasi idd
és koncentracié speciaciora gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk harom alkilaloszer: a
jodacetamid hidroxifenil analogja (HPE-IAM), a klinikai mintak analizise soran széles
korben hasznalt monobromobiman (MBB) és a mar emlitett N—etilmaleimid (NEM)
alkalmazasa mellett.

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az altalunk alkalmazott
korilmények kozott a HPE-IAM koncentracidja csak elenyész6 mértékben
befolyasolta a cisztein- és glutation—perszulfid adduktok mennyiségét.

NEM-mel elvégezve a kisérleteket, teljesen eltér6 eloszlasi mintazatot
detektaltunk. Megfigyeléseink meger6sitették, hogy NEM alkalmazasa mellett inkabb
az alkilalt tiolok képzddése preferalt. Meglepd modon a ciszteinnel ellentétben az
inkubalasi id6 illetve a koncentracio a glutation—perszulfid modosulat mennyiségét nem
befolyasolta kiugro mértékben, illetve ezen részecskét sokkal nagyobb mennyiségben
sikeriilt detektalnunk az analog cisztein szarmazékokhoz képest, melynek alapjan a
szarmazékképzési reakciok sebessége €s speciacidora gyakorolt hatdsa a kisérleti
koriilmények mellett a detektalni kivant modosulatok mindségétol is fiigg.

Monobromobimant (MBB) alkalmazva alkilaloszerként, a koncentracio kevésbé

befolyasolta a perszulfid modosulatok koncentraciojat, ellenben az MBB

vezetett. Magasabb MBB koncentraciok esetén azonban az inkubalasi idé novelésével
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csokkent a triszulfid adduktok mennyisége, amely arra enged koévetkeztetni, hogy
idével a NEM-hez hasonléan az MBB is elhasitja a hosszabb lanca médosulatokat.

A kovetkezOkben a poliszulfid lancok alkilaloszerek altali lanchasitasat
tanulmanyoztuk a glicerinaldehid—3—foszfat—dehidrogendz fehérjén (GAPDH) egy
Ujonnan kifejlesztett detektalasi eljaras (PMSA) segitségével, melynek alapja a
poliszulfidalt oldallancok NEM altali hasitasa. Eredményeink alapjan az alkalmazott
alkilaloszer minésége nagyban befolyasolta a kapott mintazatot: a kismolekulakhoz
hasonloan a NEM hasitotta legintenzivebben a mar alkilalt GAPDH poliszulfid
lancokat, az MBB szintén elhasitotta a poliszulfidokat, mig a IAM alkalmazéasa nem
vezetett szamottevd lanchasitashoz. Tovabbi tapasztalat, hogy a NEM altali hasitas
mértéke megegyezett a DTNB vagy a 2-merkaptoetanol hatdsaval, ami arra enged

kovetkeztetni, hogy ez az agens elhasitotta az Gsszes poliszulfidalt cisztein oldallancot.

4.2. Cisztein—poliszulfénsavak dimedonos detektalasa

A poliszulfid lancok alkilalas indukalta hasitisi mechanizmusara javasolt

modellek koziil a hidrolitikus egyensulyok eltolasa rendkiviil komoly és megfontolando
kérdéseket vet fel a fehérje szulfénsavak detektalasat illetden, ugyanis a cisztein—
szulfénsavak  megvaltozott ~mennyiségét eredményezheti. Ennek legfébb
kovetkezménye pedig az lehet, hogy a biologiai rendszerekben szulfénsavként detektalt
modosulatok egy része valojaban per- és poliszulfid modosulatokat reprezental.
A cisztein—perszulfidok oxidacidja soran keletkezd ugynevezett pertioszulfénsav
koztitermékek ugyanigy célpontjai lehetnek a szulfénsavak detektalasa soran
alkalmazott 1,3-diketonoknak. Ezt a feltételezést mind elméleti kémiai szamolasok,
mind kisérletes eredmények segitségével igazoltuk.

A poliszulfidalt ciszteinek hidrolitikus reakcidjat illetéen a képz8d6 szulfénsavak
dimedonos alkilalasa az irreverzibilis szarmazékképzés révén a termékképzodés felé
tolja el az egyensulyt. Ennek kovetkeztében a szulfénsavként detektalt modosulatok egy
része feltehetfleg az eredetileg poliszulfidalt allapotban 1év6 részecskéket
reprezentalja. Err6l a feltételezésiinkr6l kisérletesen is meggydzddtink, GAPDH
modellfehérje alkalmazasaval. A fehérjét eléredukcio utan peroxidos illetve szervetlen

poliszulfidos kezelésnek vetettik ald, melyet kovetéen dimedonnal detektaltuk a
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cisztein—szulfénsav modosulatokat. Meglepd modon a poliszulfiddal kezelt mintdkban
detektaltuk a legtobb dimedonnal jelolt szarmazékot annak ellenére, hogy ez a kezelés
nem vezet direkt szulfénsav képzédéshez. Kisérleteink eredményei arra engednek
kovetkeztetni, hogy a korabban szulfénsavként azonositott szarmazékok egy része a
kémiai egyensulyok eltolasa kovetkeztében valdjaban poliszulfidalt modosulatokat

reprezental.

4.3. A Kkénhidrogén és nitrogén—monoxid altal vezérelt jelatviteli

utvonalak 6sszefonodasa

A szulfid és NO altal vezérelt jelatviteli utak kozotti kommunikaciot illetéen

doktori kutatasom egyik célja a két jelatviteli részecske és szarmazékaik kozotti kémiai
kolesonhatasok kovetkeztében keletkezd egyik 6 koztitermék, a nitrozoperszulfid
(SSNO") kémiai és bioldgiai hatasanak tanulmanyozéasa volt.
Spektralis és kinetikai kisérleteim eredményei alatamasztottak, hogy az altalam, a
nitrogén—monoxid donor S-nitrozo-N-acetil-DL-penicillamin (SNAP) és feleslegben
1évé szulfid reakcidjaval, vizes kozegben eldallitott nitrozoperszulfid a korabban
PNP*SSNO™~ként eléallitott nitrozoperszulfiddal azonos spektrélis tulajdonsagokkal
rendelkezik, valamint az NO—szulfid kdlcsonhatas meghatarozo koztiterméke.

Az SSNO™ eléallitas soran melléltermékként keletkez6 poliszulfidok szelektiv
redukcidjat tanulmanyozva a trisz(2-karboxietil)foszfin (TCEP) nem bizonyult
szelektivnek, mig a diszulfidok redukcidjara széles korben hasznalt D,L—ditiotreitolt
(DTT) immobilizalt formaban tartalmazo redukcios oszlop nem bizonyult kell6
hatékonysagunak.

(GSH) enzimrendszerek tanulmanyozasa soran kapott eredményeim arra engednek
kovetkeztetni, hogy sem a tioredoxin, sem a glutation rendszer komponensei nincsenek
hatassal a nitrozoperszulfid stabilitdsara, azaz nem redukaljdk azt. Ez a felfedezés
egyben rendkiviil fontos biokémiai kovetkezményt is jelent, ugyanis az SSNO~
ellenallva a szervezetben miikodd enzimrendszerek reduktiv kapacitasanak, szulfan kén
transzfer molekulaként funkcionalhat, lassu bomlasa pedig szervetlen poliszulfidok

képzddését eredményezi, amelyek cisztein—poliszulfid poszttranszlaciés moédosulatok

13



generalasan keresztiil vesznek részt jelatviteli folyamatokban. Az SSNO™ altal
kibocsatott szervetlen poliszulfidok jelenlétét tomegspektrometriaval kombinalt
folyadékkromatografias analizissel is igazoltam.

A nitrozoperszulfid altali késleltetett poliszulfidaciot tobb biologiailag is relevans
modellen is tanulméanyoztam. Redukalt glutation SSNO™-s kezelését kovetden
tomegspektrometriaval kombinalt folyadékkromatografias analizis segitségével
detektaltuk a poliszulfidalt glutation modosulatok idébeli megjelenését, amely
alatamasztotta a nitrozoperszulfid elnyujtott poliszulfidacios hatasat.

A késleltetett poliszulfidaciéo tanulmanyozasat human szérum albumin
modellfehérjén is elvégeztem, melynek soran a fehérje kezelését kovetden a ProPerDP
modszer  segitségével detektaltam a  fehérje  cisztein—perszulfidokat. A
nitrozoperszulfidos kezelés soran az inkubalasi id6 elérehaladtaval n6tt a human szérum
albumin—perszulfid (HSA-SSH) mennyisége, mig a kontroll mintdk nem tartalmaztak
detektalhato mennyiségli perszulfid modosulatot, amely egyben az enzimatikus
poliszulfidredukcié hatékonysagat is alatamasztotta. A keletkez6 HSA-SSH idében
novekvé mennyisége konzisztensnek mutatkozott az SSNO~ mennyiségének id6beli
csokkenésével, megerdsitve a nitrozoperszulfid altali indirekt, elnyujtott hatast.

A nitrozoperszulfid szulfan kén donor tulajdonsagat HEK293 sejteken is
tanulmanyoztuk. Az SSNO™ kezelés iddben novekvé fluoreszcens jelet idézett eld a
szulfan kén specifikus SSP4 festékkel el6zetesen megfestett sejteken, amely arra enged
kovetkeztetni, hogy a szulfan kén tartalmu modosulatok (perszulfidok, poliszulfidok)
mennyisége az id6 el6rehaladtaval folyamatosan nétt. Ez arra utalhat, hogy az SSNO~
sejten beliili per- és/vagy poliszulfidacios folyamatokat idézhet eld.

Az SSNO- tranziens receptor potencial ankyrin 1 (TRPAL) receptorokra
gyakorolt hatasat vizsgalva TRPAl-et expresszalo, valamint TRPA1 negativ CHO
sejteken vizsgaltuk a melléktermékektd] nagymértékben megtisztitott SSNO™, illetve a
kontroll elegy hatasanak id6- és koncentraciofiiggését. Varakozasainknak megfeleléen
a kontroll oldattal kezelt sejtekben az aktivacid mértéke idoben lecsengd tendenciat
mutatott, megerdsitve az in situ keletkezo, tisztitas soran nem eltavolithato szervetlen
poliszulfidok altal kivaltott atmeneti aktivaciot. A sejtek nitrozoperszulfidos kezelését
kovetden detektdlt Ca?* -influx idéfliggése elnyujtott aktivaciora enged kovetkeztetni,
azaz az SSNO™ potencialis bioaktivitassal rendelkezhet a TRPA1 ioncsatornak
aktivacidjanak tekintetében. A TRPAL deficiens CHO sejtek egyik esetben sem
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reagiltak a kezelésre, amely megerdsiti azt, hogy az altalunk detektalt Ca® bearamléas

specifikusan, a TRPA1 aktivaci6 kovetkeztében jelenik meg.

5. Uj eredmények dsszefoglalasa

a GAPDH fehérjén végzett kisérleteink soran megallapitottuk, hogy az altalunk
alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a részecskék eloszlasa nem fligg a kiindulasi
formatol, ugyanis a kiilonbozd Osszetételii poliszulfid sok oldatba keriilését kovetden
dinamikus redox egyensulyi reakcioik kovetkeztében a speciaciot gyors egymasba

alakulasuk hatarozza meg.

2. A GAPDH fehérjén elvégzett PMSA eljaras soran detektalt mintazat arra enged
kovetkeztetni, hogy a rekombinans GAPDH tiol oldallancain detektalhato poliszulfidalt

modosulat.

3. Ha areaktiv kénszarmazékok detektalasat alkilalast kovetden végezziik —amely 1épés
elengedhetetlen a reaktiv és instabil részecskék stabil szarmazékka alakitasahoz — az
markans kiilonbség figyelhetd meg az egyes alkilaloszerek kozott.

e Szervetlen, cisztein, glutation és GAPDH poliszulfid modellek vizsgélata
soran megallapitottuk, hogy a széles korben alkalmazott, rendkiviil erés
elektrofil agens N—etilmaleimid (NEM) nem csak a poliszulfid lancok végén
1év6, hanem a lanckozi kénatomokra is timad, a poliszulfid lancok hasitasat
eredményezve

e  Ez a hasitas lejatszodhat akar egy el6zetes alkilalast kovetéen dialkil
poliszulfid szarmazékok esetén is, igy NEM alkalmazasa soran mind a
koncentracio, mind az inkubalasi id6 fontos paraméterek a detektalt
részecskék speciaciojat illetden, ugyanis ndvelésiikkel a lanchasitas mértéke

is né
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e GAPDH poliszulfidacidjat, majd a poliszulfidalt lancok NEM altali hasitasat
tanulmanyozva megmutattuk, hogy ez az agens az Osszes poliszulfid
oldallancot elhasitja

e  Ezzel szemben megallapitottuk, hogy egy masik, rendkiviil elterjedt alkilald
agens, a jodacetamid (IAM), illetve hidroxifenil szarmazékanak (HPE-
IAM) alkalmazasa nem vezet a poliszulfidok lanchasitasahoz, igy ezek jobb
reagensek a nagyobb kénatomszamu, hosszabb lanci moddosulatok
detektalasara

e  Egy harmadik alkilaloszert, monobromobimant (MBB) alkalmazva
megallapitottuk, hogy ez az agens is elhasitja a hosszabb lancu poliszulfidalt
modosulatokat, azonban NEM-nél gyengébb elektrofil karaktere miatt
koncentracidja kevésbé befolyasolja a speciaciot
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a glutationbol képz6z6 modosulatok
stabilabbak, és ezen szarmazékok NEM altali hasitasa nem olyan

szamottevd, mint a cisztein—poliszulfidok esetén

4. A poliszulfidok alkilalas altali lanchasitasanak mechanizmusat tanulmanyozva
eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a korabban kizardlag szulfénsavként
azonositott, dimedonnal jeldlt szarmazékok nagy része valdjaban poliszulfidalt
modosulatokat reprezentdl, mert a poliszulfidok hidrolizisekor keletkezd

poliszulfénsavak specifikus megkétése eltolja a hidrolitikus egyenstilyokat.

5. Az S—nitrozo—N-acetil-DL—penicillamin és feleslegben 1év6 szulfid reakcidjaban
eldallitott reakcidelegy kémiai és kinetikai karakterizalasa soran igazoltam, hogy
ugyanazt a részecskét tartalmazza, amelyet kordbban Seel és munkatarsai, valamint

Wedmann és munkatarsai is nitrozoperszulfidként azonositottak.

6. Az eldallitas soran melléktermékként keletkezé szervetlen poliszulfidok szelektiv
redukcidjanak tanulmanyozasa soran megallapitottam, hogy a kereskedelmi
forgalomban is kaphatd, széles korben alkalmazott redukalészerek (TCEP, DTT) nem
szelektivek, vagy nem elegendéen hatékonyak. Ellenben két, biologiai rendszerekben

mikodé reduktiv enzimrendszer (tioredoxin rendszer, glutation rendszer) hatasat
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vizsgalva megmutattam, hogy egyik enzimatikus rendszer komponensei sincsenek

hatassal a nitrozoperszulfid stabilitdsara és bomlasara, azaz idealisak lehetnek a

szervetlen poliszulfidok szelektiv és hatékony redukciojara SSNO~mellett.

7. LC/MS kisérleteink igazoltak, hogy a nitrozoperszulfid lasst és folyamatos bomlasa

szervetlen poliszulfidok képzédését eredményezi, ezaltal pedig az SSNO™, kikeriilve az

elébb emlitett tioredoxin és glutation rendszereket, szulfan kén transzfer molekulaként

8. Az SSNO altali elnyujtott poliszulfidaciot tobb biologiailag is relevans modellen

megmutattuk:

Redukalt glutation SSNO™ kezelését kovetden, LC-MS analizist alkalmazva
1-7 kénatomot tartalmazd poliszulfidalt modosulatokat detektaltunk,
amelyek id6fiiggd képzddése megerdsiti az SSNO™ bomlasa soran képz6do
szervetlen poliszulfidok altali hatast

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

A szulfan kén specifikus SSP4 festékkel el6zetesen megfestett TRP14
csendesitett HEK293 sejteket nitrozoperszulfiddal kezelve idében névekvo
fluoreszcens jelet detektaltunk, igazolva a nitrozoperszulfid intracellularis
szulfan kén donor tulajdonsagat

A nitrozoperszulfid altal kibocsatott szervetlen poliszulfidok hatasat a
TRPA1 receptorok aktivacidjanak tanulmanyozasan keresztiill is
megvizsgaltuk. A receptort stabilan expresszalo CHO sejtek SSNO™ -val
valo kezelését kovetden az id6 elérehaladtaval novekvo aktivitast figyeltiink
meg. A receptort nem expresszald, TRPA1 deficiens sejtek kezelése nem
eredményezett Ca®" bedramlast, amely megerdsitette, hogy az altalunk

detektalt jel az ioncsatorndk aktivaciojahoz rendelhetd.
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9. Mind a négy modellrendszer esetében végeztiink kisérleteket kontroll oldattal, amely
az el6allitas soran melléktermékként keletkezd, a tisztitas soran pedig nem eltavolithato
szulfid és poliszulfidok jelenlétét reprezentalta. A kontroll oldat alkalmazasa legfeljebb
atmeneti, idében csokkend hatast idézett el6 az Gsszes rendszer esetében, amely arra
enged kovetkeztetni, hogy a melléktermékként keletkezd reaktiv részecskék csupan
tranziens hatast tudnak kivaltani a nitrozoperszulfiddal ellentétben, amely id6ben

elnyujtott hatast indukal szervetlen poliszulfid bomlastermékei altal.
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