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I. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A hidrogén-szulfid (H,S) kellemetlen szagh mérgezd gaz, a
mitokondrialis elektrontranszportlancban a citokrom-c-oxidaz (CcO) enzim
gatlasan keresztiil akadalyozza a sejtlégzést. Ennek ismeretében kiilonosen
érdekes, hogy 0,7 pg/g szulfidkoncentraciot' mértek posztmortem human
agyszovetben, igazolva a szulfid jelenlétét az emberi szervezetben.
Bebizonyosodott, hogy termel6dése nem enzimatikus és enzimatikus utakon
egyarant megtorténik. Az endogén szulfid enzimatikus Gton a cisztein (Cys)
aminosav metabolizmusa altal az L-ciszteinbdl a cisztationin-gamma-liaz
(CSE), a cisztationin-béta-szintetaz (CBS) enzimek révén képzédik,
valamint az aszpartat-/Cisztein-aminotranszferaz (AAT/CAT) és a 3-
merkaptopiruvat-szulfurtranszferaz (3MST) enzimek egyiittmiikodése révén
keletkezik. A szulfid lebontasa a mitokondriumban oxidativ folyamatokon
at elsésorban a szulfid-kinon-reduktaz (SQR) enzim altal vezérelt utvonalon
megy végbe. Ezen folyamatokban a szulfid szulfattd vagy tioszulfatta
oxidalodik.

A szulfid kutatas teriiletén az egyik legfontosabb felfedezés a
szulfid neuromodulatorként valé miikddésének igazolasa volt, ezzel a
nitrogén-monoxid (NO) és a szén-monoxid (CO) utan a szulfidot is
jelatviteli gazmolekulaként azonositottak.

Annak ellenére, hogy szamos fontos biologiai szerepet
tulajdonitanak a szulfidnak, a szervezetbeli pontos koncentracidja vitatott.
Példaul a vérben 0,1 pM-tol akar 500-600 pM-ig terjedd szabad
szulfidkoncentracido  értékeket mértek kiilonboz6  szulfid-detektalasi
modszerekkel. Ezért is tiztik ki célul, hogy az irodalomban szerepld
szulfid-meghatarozasra leggyakrabban alkalmazott modszereket értékeljiik
és a szulfiddal vald munka kisérleti feltételeit kidolgozzuk.

A szakirodalomban  megjelené, a  szervezetben  nagy
szulfidkoncentraciot  detektaldé  eredmények arra  utalnak, hogy
biomolekulakhoz kotve nagyobb mennyiségii mobilizalhato

' A szulfid kifejezés alatt a hidrogén-szulfid kiilonbz protonaltsagh formait értjiik.
A kiilonboz6 protonaltsaghi formakat csak abban az esetben kiilonboztetjiik meg,
amikor az a jelenségek értelmezéséhez feltétlentil sziikséges.
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szulfidtartalékok vannak bioldgiai rendszerekben, mivel mar 1 uM feletti
szabad szulfidkoncentracio is toxikus hatadsu. Ez a szulfidtartalék mintegy
pufferként viselkedve fontos szerepet jatszhat a szulfid bioldgiai hatasaiban.

A szulfid fontos szerepet tolt be sejten beliili jelatviteli
folyamatokban. Jelatviteli tulajdonsaganak harom f6 mechanizmusat irtak le
eddig az irodalomban: i) a perszulfidok képzédésén keresztill a tiol-fehérjék
miikodését szabalyozza, ii) a metalloenzimek fémcentrumahoz valo kot6dés
és redoxireakcid révén azok funkcioit vezérli, iii) a NO altal vezérelt
jelatviteli folyamatokat szabalyozza.

A fehérje-perszulfidoknak  egyértelmiien fontos  szerepet
tulajdonitottak a szulfid altal vezérelt jelatvitelben, ugyanakkor képzddési
mechanizmusuk a mai napig tisztazatlan. A perszulfidok képz6dését
korabban helyteleniil a hidrogén-szulfid-ion (HS") Cys-nel valo direkt
reakciojanak tulajdonitottak. Mivel a perszulfidok oxidacios folyamatok
eredményeként jelennek meg az €16 szervezetben, képzddésiik a Cys oxidalt
formainak szulfiddal valo, vagy a szulfid oxidalt szarmazékainak Cys-nel
valo reakcidiban képzelheté el. Munkam egyik célja a perszulfidképz6dés
molekularis mechanizmusainak vizsgélata volt.

Az oxidalt Cys-szarmazékok kozill a diszulfidok reakcioit
vizsgaltuk szulfiddal. Ezeknek a reakcioknak a létezését korabban
elvetették, mert feltételezték, hogy Kkinetikailag és termodinamikailag
egyarant gatoltak. Ezzel ellentétben, kinetikai vizsgalataink ravilagitottak
arra, hogy ezek a reakciok lejatszodnak, nagyon specifikusak, és
nagymértékben fliggnek a diszulfidok kémiai tulajdonsagaitoél ¢és
valdszintisithetden fontos szerepet tdltenek be a szulfid bioldgiai hatasaiban.

Az el6zbekben leirtaknak megfeleléen a perszulfidok a szulfid
oxidalt formainak redukalt cisztein-tiolokkal (Cys-SH) valé reakcioiban is
képzédhetnek. A szulfid oxidacidja a szervezetben képz6dd reaktiv
oxigénszarmazékokon (ROS) keresztil valosulhat meg. Ezek koziil a
neutrofil fagocitak mieloperoxidaz (MPO) enzim altal termelt hipoklorossav
(HOCl) masodlagos termékeként keletkezd kloraminok szulfiddal valo
reakcioit vizsgaltuk.

Biologiai rendszerekben a szulfidnak antioxidans szerepet is
tulajdonitottak, de valosziniisithetd, hogy ezen tulajdonsagait nem a ROS-
kal wval6 direkt reakcidin keresztil fejti ki, hanem kiilonb6z6
enzimaktivalasok befolyasolasaval. Ilyen lehet példaul a metalloenzimek
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nagy reaktivitasu oxidalt koztitermékeinek a redukcidja, amit példaul mar
az MPO enzim esetén kutatocsoportunk korabban igazolt. Mindezek
fényében  célkitiizéseink  k6zott  szerepelt annak a  molekuléris
mechanizmusnak a feltirasa is, amely értelmezi, hogy a szulfid hogyan
k6z6mbositi az atheroszklerézisban fontos szerepet jatszo hemoglobin
oxidalt koztitermékeinek az oxidativ stresszt okozd hatasait. Mindezt a
hemoglobin oxidalt szarmazékainak szulfiddal valdé direkt reakcidinak
kinetikai vizsgalatan keresztiil tanulmanyoztuk.
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II. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

A kisérletek soran analitikailag legtisztabb (a.lt.) mindségii
vegyszerekkel dolgoztunk és valamennyi reagensoldat elkészitéséhez
MILLI-Q (Millipore) rendszerrel készitett haromszorosan ionmentesitett és
ultrasziirt vizet hasznaltunk. A methemoglobint (metHb, Fe*Hb) és az
oxihemoglobint (oxiHb, Fe?*Hb) a Debreceni Egyetemen Prof. Dr. Balla
Jozsef kutatdcsoportja allitotta elé human vérbol.

s

srer

kozvetleniil spektrofotometriasan hataroztuk meg 230 nm-en (gy30hm = 7700
M lem™) Gigy, hogy az oldat pH-ja nagyobb volt 9-nél. Masrészt a szulfidot
5,5’-ditiobisz-(2-nitrobenzoesav)-val (DTNB) reagaltatva a képz6dott 5-tio-
(2-nitrobenzoesav) (TNB) abszorbanciajat mérve (esiznm = 14100 M tcm™)
a koncentraciot az irodalomban leirt modon is ellendriztik. A két
modszerrel kapott koncentraciok atlagat tekintettik a szulfid torzsoldat
5% eltérés volt. Nagyobb hiba esetén 0j torzsoldatokat készitettiink.

A vizes oldatok pH-jat pufferek segitségével és karbonatmentes
natrium-hidroxiddal allitottuk be a megkivant értékre. A pH-méréseket 785
DMP Titrino késziilék segitségével végeztik, amit Tiamo 2.3
programcsomag vezérelt. Elektrodként double-junction kombinalt pH-
tivegelektrodot (Metrohm 6.255.100) hasznaltunk, melynek kétpontos
(pH 9,177) végeztiik, majd a pH-méré altal kijelzett értéket —Ig[H"]-ra
konvertaltuk. Az oldatok pH-jat a kinetikai ¢s fotometrias mérések el6tt és
utan is megmertiik.

Perkin Elmer Lambda 2S UV-lathaté (UV-Vis) kétsugaras
spektrofotométer segitségével vettiik fel a reaktansok és a termékek
molaris abszorbanciak (&) ismeretében szamitottuk. A reakcidelegyek
hémérsékletét Techne RB-12, TU-16D termosztattal szabalyoztuk 25,0 = 0,1
°C-ra.
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A kinetikai méréseket stopped-flow modszerrel végeztiik Applied
Photophysics SX.18MV és/vagy Applied Photophysics SX.20 stopped-flow
késziilékkel egyszeri vagy szekvencialis tizemmoédban. A reakciok
tanulmanyozasa el6tt minden reaktanst reagaltattuk a pufferrel annak
eldontésére, hogy van-e¢ a higulasbdl szarmazd vagy a pufferrel lejatszodd
nem kivanatos reakcio, tovabba ezen vizsgalatok alapjan allapitottuk meg a
kezdeti abszorbanciaértékeket is. A reakcioelegyeket 25,0 = 0,1 °C-on
termosztaltuk Julabo F12, ED termosztat segitségével. A kapott kinetikai
gorbéket Micromath Scientist 2.01 és/vagy Applied Photophysics Pro-Data
Viewer 4.2.0 programcsomagokkal a nem-linearis legkisebb négyzetek
modszerét alkalmazva illesztettilk, megfeleld matematikai egyenleteket
felhasznalva. A sebességi allandokat legaldbb harom parhuzamos mérés
soran felvett kinetikai gorbe illesztését kvetden atlagolassal kaptuk.

Magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) vizsgalatokat
végeztiink Bruker 360 MHz (8.5 T) NMR spektrométer segitségével 25,0 +
0,5 °C-on a cisztin ¢és a szulfid kozott lejatszodd reakcio kiindulasi
anyagainak, kozti- és végtermékeinek tanulméanyozasara. A reakcio 'H-
NMR spektrumait az egyensuly bealltat kovetden rogzitettik. Az NMR
spektrumok kémiai eltolodas skalait a 4,4-dimetil-4-szilapentan-1-
szulfonsav belsé standard segitségével kalibraltuk. Az NMR spektrumokat
MestReNova 8.1.2-11880 szoftvercsomag segitségével értékeltik ki. Az
NMR mérések soran az oldatok pD-jét deuteralt pufferekkel tartottuk
allando értéken. A pH-mér6 altal kijelzett értéket korrigaltuk a kovetkezo
kifejezés szerint: pD = pH* + 0,4, ahol pH* a pH-mér6 altal jelzett érték.
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II1. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A hidrogén-szulfid reagensként valé alkalmazisahoz sziikséges
kisérleti koriilmények optimalizalasa

A szulfid reaktiv molekula, szdmos redoxireakcidja révén a
szulfidkoncentracio-meghatarozas modszereinek széles skaldja ismert, de
ezen tulajdonsdga miatt a szulfid torzsoldatok készitése, tarolasa és
hasznalata nem magatol értet6do.

1.1 Ertelmeztiik, hogy a biolégiai rendszerekben miért detektiltak nagyon
eltérd szabad szulfidkoncentracidkat.

A legtobb szulfidkoncentracié6 mérésre alkalmazott modszer
irreverzibilis szarmazékképzésen, a szulfid elparologtatasan, illetve a
szulfid csapadék formajaban val6 eltavolitdsdn alapul. Ezen modszerek
alkalmazasa soran, valamint az eltér6 kisérleti koriilmények hasznalataval a
kotott és a szabad szulfid kozott beallo egyensulyt eltoljak, ezaltal
1.2 Kimutattuk, hogy az dltalunk megvizsgdlt, a kereskedelemben
forgalmazott szulfid tartalmi vegyszerek mindegyike nem elhanyagolhato
mennyiségii koncentrdcioban tartalmaz poliszulfid-szennyezddéseket.

1.3 Kidolgoztunk egy eljardst, aminek alkalmazasdval viszonylag tiszta, és
stabil vizes szulfidoldatot készithetiink és tarolhatunk, valamint javaslatot
tettiink a vizes oldatok szulfidkoncentrdcidjanak meghatarozdsdra.

A NaS:9H,0 kristalyok felszinének legalabb haromszori
haromszorosan ionmentesitett vizzel torténé lemosasat kovetden
ionmentesitett vizben argongaz atbuborékoltatasaval segitett oldddassal
készitettik a szulfid torzsoldatokat. Megallapitottuk, hogy a legjobb
moédszer a szulfid torzsoldatok tarolasara, ha sotétben, jégen, argonnal
telitett haromszorosan ionmentesitett vizben taroljuk, és hasznalat el6tt
dietilén-triamin-pentaecetsavat (DTPA) tartalmazo pufferrel higitjuk. A
torzsoldatok szulfid koncentracigjanak ellenérzésére két modszer
hasznalatat javasoltuk, mely modszerek egyiittes alkalmazasaval
megallapithato az oldatok szennyezettségének mértéke.
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1.4 Megdallapitottuk, hogy a szulfid reakcidinak tanulmdnyozdsahoz a
trisz(hidroximetil)-aminometin (TRIS) jobb puffer, mint a foszfdatpuffer
sooldat (PBS), mert kisebb mennyiségben tartalmaz fémszennyezddéseket.

A nyomnyi mennyiségben jelenlévd  fémszennyezddések
kelatképzodéssel torténd megkdtése érdekében DTPA-t hasznaltunk.
Mindemellett igazoltuk, hogy a DTPA 6nmagaban nem alkalmas az oldatok
szulfidtartalmanak stabilizalasara.

1.5 lgazoltuk, hogy a tirzsoldatokban a szulfidvesztés elsésorban a
kiparolgds eredménye.

Az irodalomban széles korben elfogadott vélekedés szerint a
oxigén altali oxidacidonak tulajdonithatd. Megéallapitottuk a szulfidoldat
készitésére és tarolasara vonatkozd kisérleteink soran, hogy kiilonbozd
pufferelt oldatok szulfidtartalma gyorsabban csokkent savas pH-
tartomanyban, és a koncentracidovaltozas tulnyomorészt a kiparolgas
eredménye.

2. A diszulfidok redukcioja hidrogén-szulfiddal: kinetika és
mechanizmus

A perszulfidképzodés molekularis mechanizmusara korabban mar
tobb javaslatot tettek. Annak érdekében, hogy jobban megértsiik a reakcio
kinetikai és termodinamikai viselkedését kiillonboz6 modell diszulfidok, a
DTNB, a cisztin és az oxidalt glutation (GSSG) reakciojat vizsgaltunk
szulfiddal.

2.1 Megallapitottuk a DTNB és a szulfid kiozotti reakcio tanulmdnyozdsa
soran, hogy egy tobblépéses, egyensulyi lépéseket tartalmazo
mechanizmus irja le a reakciot.

Sztochiometriai  kisérletekkel igazoltuk, hogy szulfidfelesleg
mellett minden esetben 2 mol TNB képzédik 1 mol DTNB-b6l, ami arra
utalt, hogy a diszulfid 5-tio-(2-nitrobenzoesav)-tiol (TNB-SH) formava
redukalhat6 szulfiddal. Nagy DTNB-felesleg mellett 1 mol szulfid 1 mol
TNB képz6dését eredményezi, ami azzal értelmezhetd, hogy valdsziniileg
5-tio-(2-nitrobenzoesav)-perszulfid (TNB-SSH) képzddik a reakcioban, ami
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a szulfid koncentracié novelésével tovabb redukalodik szulfid altal TNB-vé.
Ezzel Gsszhangban DTNB-felesleg csokkentésével a sztochiometria 1:2
aranyhoz tart.
2.2 Kimutattuk részletes kinetikai vizsgdlatok alapjan szulfid-, illetve
DTNB-felesleg mellett, pszeudo-elsérendii koriilmények kézott, hogy a
koncentrdcioaranyoktol fiiggetleniil a kinetikai gorbék minden esetben
illeszthetok voltak egy exponencidlis dsszefiiggéssel (1. abra), valamint a
DTNB fogydsinak és a TNB keletkezésének megfelelé hullimhosszakon
mért kinetikai gorbék azonos pszeudo-elsérendii sebességi dllandokat
adtak.

Meghataroztuk a sebességi allandok koncentraciofiiggéseibol a
DTNB - szulfid reakci6 latszolagos masodrendii sebességi allandojat, ami
(8,9 + 0,1) x 10> M’s? pH = 7,40-n4l. A sztochiometriai méréseket is
figyelembe véve a latszolagos masodrendii sebességi allandd a
sebességmeghatarozd, szulfid altali DTNB redukcios 1épéshez rendelhetd a
modellben, az dsszes tobbi 1épés ennél gyorsabb.

0,84 0,12
€ €
e <
8 S
0,80 0,06%
1 1
S S
< <

0,76 : : 0,00

0 50 100

t(s)
1. abra. Jellemz6 kinetikai gorbék (o, A) elsérendi illesztéssel (—) 320 nm-nél (A)
és 412 nm-nél (o). [DTNB] = 5,0-10° M, [szulfid],; = 5,0-10° M, 0,10 M
foszfatpuffer, | = 1,00 M, pH = 7,40, T = 25 °C. (ks "™ = (4,68 + 0,01) x 10 %s*
&8 Kope 12" = (4,27 +£0,01) x 102s7L)

2.3 Feldllitottunk egy dltalanos Kinetikai modellt a diszulfidok szulfid
altali redukciojara a DTNB szulfiddal valo reakciojanak kinetikai és

sztochiometrikus tanulmdnyozdsa alapjdan.
A modell sebességmeghatarozo 1épése a DTNB és a szulfid

bimolekularis reakcidja (1. reakcid), amely 1 mol TNB-SSH-t és 1 modl
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TNB-molekulat ad. A masodik reakciolépésben a TNB-SSH reagal egy
masik szulfidmolekuldval TNB és diszulfid (HSSH) képzddése mellett (2.
reakcid). Az ezt kovetd 1épésben a HSSH diszproporcionalddik (3. reakcid)
vagy reagal egy TNB-SSH-dal (4. reakcid), mindkét reakcio poliszulfidokat
eredményez.

RSSR + H,S = RSSH + RSH Ky (RY)
RSSH + H,S == RSH + HSSH Kk, (R2)
NHSSH == HS.H + (n—1)H,S (n=1-8) ks (R3)
és/vagy

RSSH + HS,H == RSH + HS,.yH ks (R4

ahol RSSR, RSSH és RSH a diszulfidok, a perszulfidok és a tiolok altalanos
jelolése; ebben a rendszerben RSSR = DTNB, RSSH = TNB-SSH, RSH =
TNB.

A scbességmeghatarozo 1épés pH-fiiggését tanulmanyozva
igazoltuk, hogy a pH-profil jol tikkrozi a szulfid savi disszociacids
egyensulyait, ezért a reakcioban a HS -forma a meghataroz6 reakcidpartner,
és a reakcio a HS nukleofil tamadasaval indul. A pH-fliggésbdl nyert
adatokat a modell alapjan levezetett sebességi egyenlettel illesztve
meghataroztuk a pH-fiiggetlen sebességi allandét, amire (1,09 + 0,01) x 10°
M s értéket kaptunk.

A TNB-SSH szulfiddal val6 reakcidjanak latszolagos masodrendii
sebességi allanddjara kinetikai szimulaciok segitségével becslést tettiink. Ez
a sebességi alland6 varhatoan az 5 x 10° — 5 x 10* M's " tartomanyba esik.
2.4 lgazoltuk, hogy a cisztin és a GSSG szulfiddal valé reakcidi egy
tobblépéses reakcioban jatszodnak le, de lassabb sebességgel, mint a
DTNB reakcioja szulfiddal.

A cisztin — szulfid és a GSSG — szulfid reakcidk spektrofotometrias
vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a karakterisztikus elnyelési savok
hianya miatt a reakciok kinetikdja bonyolult, de a poliszulfidok és a
perszulfidok elnyelési hullamhosszan vizsgalva a reakciok kinetikai
viselkedését megallapitottuk, hogy a kinetikai gorbék egy kezdeti indukcios
periodussal rendelkeztek, ami tobblépéses reakcid mechanizmusra utal.
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2.5 Megdallapitottuk, hogy a cisztin szulfiddal lejdtszédo reakcidja egy
egyensulyi reakcid, és azonos mechanizmus szerint megy véghe, mint a
DTNB szulfid dltali redukcioja.

A cisztin — szulfid reakci6 reaktansainak, kozti- és végtermékeinek
NMR spektrumait tanulmanyozva szulfidfelesleg mellett megallapitottuk,
hogy az egyenstlyok nincsenek a poliszulfid képzédésének iranyaba
eltolva, és az egyensuly beallasa utdn jelentés mennyiségli cisztein-
perszulfid (Cys-SSH) detektalhato; vagyis a Cys-SSH-szarmazékok joval
stabilabbak, mint a TNB-SSH. Poliszulfid hozzaadasaval igazoltuk, hogy az
egyensulyok eltolhatok.
2.6 Megallapitottuk a diszulfid szulfid dltali redukciojarol, hogy
biologiailag  feltehetden  jelentdséggel bir, nagyon  specifikus
reakciorendszer, ami a diszulfidok eltéré kinetikai és kémiai
tulajdonsdagainak tulajdonithato.

3. A kénhidrogén és a kloraminok kozotti reakciok kinetikaja és
mechanizmusa

A poliszulfidok potencialis képzddése végbemehet a szulfid ROS-
kal valdé reakcioiban. A szervezetben talalhatd ilyen ROS példaul a
kléraminok, amelyek a neutrofilok altal termelt HOCI és szabad
amincsoportok reakcidja révén keletkeznek és fontos szerepet toltenek be a
mikroorganizmusok elpusztitasaban.

3.1 Megallapitottuk a poliszulfidok UV-Vis spektrdlis tulajdonsdgainak
ismeretében, hogy az N-klortaurin (TauCl) és az N-klorglicin (GlyCl),
mint modell kloraminok szulfiddal valo reakcioiban, szulfidfelesleg
mellett, poliszulfidok képzddnek.

3.2 Kimutattuk, hogy mindkét rendszerben szulfidfelesleg mellett,
pszeudo-elsdrendii  kérviilmények  kozétt, minden  koncentrdcio-
tartomdanyban két reakciolépéssel jellemezheték a kinetikai sajdtsagok.
Mig a gyorsabb reakciolépések sebessége TauCl-ra és GlyCl-re nézve
kiilonbozd volt, a lassabb reakciok a TauCl és a GlyCl rendszerekben
azonos sebességgel jdtszodtak le.
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A gyorsabb reakcio sebességének szulfid- és kloramin-
koncentracié-fiiggését tanulmanyozva megéllapitottuk, hogy a folyamat
kloraminra és a szulfidra nézve egyarant elsérendii. A pszeudo-elsérendi
sebességi allandok szulfidkoncentraciotol valo fiiggése alapjan a latszolagos
mésodrendii sebességi allandok: ks ' = (5,44 + 0,01) x 10> M%s7%, k' =
(1,13+0,02) x 10°*°M s,

Megallapitottuk, hogy a lassabb reakciok nem mutattak
szulfidkoncentracio-fiiggést egyik kloramin esetében sem, de a reakciok
felezési ideje fiiggott a kléraminok kezdeti koncentraci6itol. A detektalt
masodik reakciok masodrendii kinetikai egyenlettel voltak illeszthetdk,
melyek alapjan meghataroztuk a latszolagos masodrendli sebességi
allandokat: ke ' = (6,5 + 0,4) x 10° M s, k¥ = (5,3 + 0,6) x 10°
M s, Ezek alapjan valosziniisithetd, hogy a lassabb reakciok a GlyCl és a
TauCl rendszerek esetében is azonos koztitermékhez rendelhetdk.

A latszolagos masodrendii sebességi allandok alapjan ezek a
reakciok lejatszodhatnak fiziologias korilmények kozott is, ezaltal
potencialisan befolyasolhatjak a szulfid bioldgiai viselkedését.

3.3 Felallitottunk a kloraminok és a szulfid kozott lejatszodo reakciora egy
kinetikai modellit.

A modellben az elsé detektalt reakci6 a modell szerinti elsé
reakcidlépéshez rendelheté. Megallapitottuk ezen reakcid pH-fliggését
vizsgalva, hogy ez a reakciolépés a deprotonalt HS™ és a protonalt kléramin
kozott megy végbe (5. reakcid). Az irodalmi adatok alapjan az ezt kovetd
Iépések gyorsak (6.—8. reakcidok). A masodik detektalt reakci6 a HSSH
diszproporcionaldoddsdhoz  rendelhetd, ami poliszulfidok és H,S
képzbddéséhez vezet (9. reakcid).

H,S + R-NHCI — HSCI + R-NH, ks (R5)
HSCI + H,S — HSSH + HCI ke (R6)
HSCI + H,0 — HSOH + HCI ks (R7)
HSOH + H,S — HSSH + H,0 K (R8)
HSSH + HSSH — HS3H + H,S Ko (R9)
NHS,;H === HSg.yH+ (n—1) HSH (n=1-8) ko  (R10)
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4. A ferril-Hb-szarmazék és a hidrogén-szulfid koézott lejatszédé
reakciok

A hemoglobin  hemcsoportjanak  kiilonb6z6  peroxid-
szarmazékokkal valo reakcidiban nagyon reaktiv Fe" centrumokat
tartalmazo ferril-hemoglobin-szarmazékok (ferril-Hb-szarmazék, Fe*"'Hb™)
képzOdnek. Ezeknek a ferril-Hb-szarmazékoknak a szerkezete, illetve a
kémiai tulajdonsagai az irodalomban még nem tisztazottak, de mindezek
ellenére tudjuk, hogy oxidativ stresszt okozo biologiai hatastak, amit Balla
€s munkatarsai az atheroszklerozis esetén demonstraltak.

4.1 Megdllapitottuk, hogy a ferril-Hb-szdrmazék —  szulfid
reakciorendszerben az UV-Vis  spektrumtartomdnyban tobb
hullamhosszon is gyors és jelentds spektralis valtozdas kovetkezik be.

A ferril-Hb-szarmazékot a metHb hidrogén-peroxiddal (H,0;) valo
reakcidiban generaltuk, majd a szulfiddal lejatsz6dé reakcid spektralis
valtozasait kovettiik (2. abra). Megfigyeltiik, hogy a ferril-Hb-szarmazékhoz
szulfidot feleslegben adva a spektrumban 400 nm-nél egy nagymértékii jobb
irainyu eltolodas jelent meg, mig 530 és 580 nm-nél az abszorbancia
novekedését kovethettik nyomon. Ezenfelill egy 0j csics megjelenését
tapasztaltuk 620 nm-nél, ami a szulthemoglobin képzd&dést illusztralja.

0,6 - 0,04 -
(@) (b)
0,4 -
< \

02 - A0\

=)\
0,0 T T T 1 0,01 T T 1

350 400 450 500 550 600 650
A (nm) A (hm)

2. abra. A metHb (1), a H,O, — metHb reakcio 400 s utani (II), és a metHb — H,0,
reakcioelegy és a szulfid kozotti reakeio 60 s utani (111) UV-Vis spektruma. (a): 1 =
350-450 nm, (b): A = 500-650 nm. [metHb] = 4,0-10°° M, [H,0,] = 8,0-:10° M,
[szulfid],e = 1,0-107* M, 2:1072 M foszfatpuffer, pH = 7,40, T = 25 °C. (A nyilak
jelzik a kinetikai vizsgalatokra hasznalt hullamhosszakat: 406, 425, 570 nm.)
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4.2 lgazoltuk a ferril-Hb-szdrmazék szulfiddal valé reakcidjinak
szekvencidalis stopped-flow késziilékkel torténd tanulmdnyozdsa sordn,
hogy ugyanazon ferril-Hb-szdrmazék képzédik a metHb - H,0,
reakcioban, mint az oxiHb H,0,-dal lejitsz6do reakciéban. Tovdbbd a
latszolagos  sebességi  dllandok értékei  alapjan igazoltuk, hogy a
reakciokban a hemoglobin alfa és a béta lancainak reaktivitdsa eltéro.

Megfigyeltilk a metHb és H,0, reakcidjaval eldallitott ferril-Hb-
szarmazék szulfiddal vald reakcidja soran, hogy két reakciolépés
detektalhato az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott 406, 425 és 570
nm-nél. A rogzitett kinetikai gérbék minden esetben két exponencialis tagot
tartalmazé egyenlettel jol illeszthetdk voltak, ¢és a kiilonb6z6
hullimhosszakon szamolt sebességi allandok  hibahataron  beliil
megegyeztek. Irodalmi eredmények szerint ezek a reakciok a hemoglobin
alfa- és béta-lancainak kiilonb6z6 hemcsoportjaihoz rendelhet6k, melyek
eltéré reaktivitastiak. Mindkét reakcid sebességi allandoja linearis
szulfidkoncentracio-fliggést mutatott, amib6l a szamolt latszdlagos
mésodrendii sebességi allandok (1,4 +0,1) x 10> M s és (6,5 + 0,2) x 107
M s becsiilt értékeknek adodtak.

A ferril-Hb-szarmazékot az irodalmi adatok alapjan nemcsak a
metHb — H,0, reakcioban képeztilk, hanem az oxiHb H,0,-dal torténé
oxidacioval is eléallitottuk:

Fe?*Hb + H,0, — Fe**Hb + H,0 (R11)
Fe?*Hb + Fe*'Hb — 2 Fe**Hb (R12)
Fe**Hb + H,0, — Fe**Hb™ + H,0 (R13)

Az igy képz6d6 ferril-Hb-szarmazék reaktivitasat vizsgaltuk szulfiddal 406,
425 és 570 nm-en. A szulfidkoncentracio-fiiggés és a latszdlagos
masodrendli sebességi allandok mind az alfa-, mind a béta-lanc
reaktivitisara vonatkozdan nagyon hasonlonak adodtak mindharom vizsgalt
hullamhosszon, ahol a gyorsabb reakciora (1,7 + 0,2) x 10 M3t és a
lassabb reakciora (7,0 + 0,8) x 10> M s ! a becsiilt sebességi allandok
értéke.

4.3 Megallapitottuk, hogy a szulfhemoglobin-képzddéshez rendelhetd
reakciok sebessége nagysdagrendekkel gyorsabb, mint a 600 nm alatt
detektalt reakcioké.
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A reakcié 620 nm-nél is kétlépéses volt, ami az alfa- és béta-lancok
eltérd reaktivitasaval értelmezhetd. A sebességi allando lineéarisan fligg a
szulfid koncentraciojatol. A  szulfhemoglobin képz6déséhez rendelt
latszolagos masodrendii sebességi allandokra a kovetkezd becsiilt értékeket
kaptuk: (1,7 +0,2) x 10°M s és (6,5+0,3) x 10° M's ™,
4.4 lgazoltuk a képzddd ferril-Hb-szdrmazékok szulfiddal valé titrdldsa
révén, hogy a 600 nm felett és alatt detektilhato reakciok nem
konszekutiv, hanem pdarhuzamos reakciok.
4.5 A paralel reakciok abszorbanciaviltozdsait vizsgalva megdllapitottuk,
hogy a H,0, és a hemoglobin-szdrmazékok reakcidiban képzodd ferril-
Hb-szdrmazék két kiilonbozé reaktivitasu terméket ad, kb. 50-50 %
kitermelés mellett. A reakcioban képzodo szulfhemoglobin kizdardlag a
gyorsabban reagdlo ferrilforma reakcidjanak készonhetd.
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IV. AZ EREDMENYEK HASZNOSITAS| LEHETOSEGEI

A hidrogén-szulfid reagensként vald alkalmazasdhoz sziikséges
optimalis  kisérleti  koriilmények  feltarasaval, ¢és az  egyes
szulfidkoncentracio-meghatarozasi modszerekkel kapott eltéré eredmények
magyarazataval a doktori munka erdsiti azt a kialakuloban 1év6 szemléletet,
miszerint az ¢l szervezetben egy szulfidpufferrendszer Iétezik, mely
biztositja a jelatviteli folyamatokhoz sziikséges szulfidkoncentraciot és a

A tudomanyos eredmények a szulfid néhany biologiailag fontos
redoxireakciojanak molekularis mechanizmusanak tisztazasaval hozzajarul
ahhoz, hogy jobban megértsiik a szulfid szervezetbeli reakcidit, melyek
értékes  informaciét nyujthatnak egy-egy reakcid lejatszodasanak
valoszinliségérdl, valamint kozti- és melléktermékek képzodésérdl, azok
toxikus voltarél elsésorban a szulfid biologiai hatdsainak, jelatviteli
folyamatainak a megértése céljabol.

Doktori munkam ramutat arra, hogy a szulfidnak oxidativ stresszt
csokkent6 hatdsa van, mert a szulfid védi a Fe** oxidalt forma redukcidja
révén az atheroszklerdzisos 1ézidkat a komplikaciot okozé oxidativ stressz
hatasaitol. Ezen eredmények kiinduldépontjai lehetnek a jovébeli,
céliranyosabb orvosi és bioldgiai jellegli kutatasoknak, melyeknek célja
olyan 0j gyogyszerhatdoanyagok kifejlesztése, amik a verGerek
rugalmassaganak megorzése altal lehetové teszik pl.: a szivinfarktus vagy
stroke megel6zését.
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