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1. BEVEZETES

Az emberiség szamara mar 6sidok Ota ismert a szintelen, ,,zaptojas”
szagu toxikus gaz a hidrogén-szulfid. Koztudott, hogy a természetben némely
vulkani gazban, kénes asvanyvizben fordul el6, valamint bakterialis tevékenység
révén és egyes gyari folyamatok toxikus melléktermékeként (pl.: koolaj-
finomitas) keletkezik.

A hidrogén-szulfid még a hires francia regényirdt, Victor Hugot A
nyomorultak (1862) cimii miivében is megihlette:*

»-.. a foldalatti fertok undok kiomlése, amit a kdvezet rejt a szem eldl; tudjatok-

e, mindez micsoda? Viragzo rét... meleg vér az erekben, egészség, 6rom, élet.”

A kén egyetlen, termodinamikailag stabilis hidridje a hidrogén-szulfid
vagy mas néven kén-hidrogén (H,S), melynek molaris tomege 34,08 g/mol,
forraspontja —60,3 °C,? olvadaspontja —82,3 °C,? fagyaspontja —86 °C.?

A HS-ban 1évé kén a kalkogén elemek csoportjaba tartozik, a
periodusos rendszer 16. eleme, és a foldkéregben az elemek eléfordulési
sorrendjének tekintetében szintén a 16. Elektronkonfiguracioja 1s* 2s® 2p° 3s?
3p* szerkezetii, és két parositatlan spinii p elektronja van. A kén oxidécios
allapotainak (=2 — +6) széles skalaja lehet6vé teszi szamos redoxireakcidban
valod részvételét.

A levegbénél nagyobb slriiségli gaz savas és bazikus kozegben egyarant
jol oldodik vizben (25 °C-on a telitett oldat koncentracidja 0,1 mol-dm™>), de

oldodik példaul abszolut etanolban és dietil-éterben is.” A vizhez hasonld

1



A hidrogén-szulfid néhdny bioldgiailag fontos redoxireakciéjanak mechanizmusa

molekulaszerkezete van, de a kén-hidrogénben nincs észlelheté hidrogénkotés,
mivel a kén elektronegativitdsa kisebb, atomsugara nagyobb, ezért a S—H
kotések poléros jellege és kotési energiaja sokkal kisebb az O—H kotésekénél,
részben emiatt a hidrogén-szulfid molekulai nem asszocialodnak.*

A kén-hidrogén-oldatot gyakran készitik Kipp-késziilék segitségével
vas-szulfid és hig sosav reakciojaval eloéallitott gaz vizes kozegbe valo
atbuborékoltatasaval vagy szulfid sok feloldasaval. A kiilonb6zo
nehézfémszulfidok soft karakteriiek (pl.: PbS, Ag,S) és nehezen oldddnak (pl.: a
hidrogén-szulfid-ion (HS") oldékonysaga pH 7,00-en 1103 M Pb?-t tartalmaz6
oldatban 6-10 % M), amig a natrium-hidrogén-szulfid (NaHS), dinatrium-szulfid
(Na,S) jol oldhatdk vizben, ezért gyakran hasznaljak bioldgiai célu kutatasok
reagens H,S-oldat forrasaként a NaHS-ot és a Na,S-ot.

A koztudatban a H,S-16l elterjedt vélemény az, hogy kellemetlen szagg,
€s a human szervezet szamadra toxikus. Az ember mar 0,1-1,0 ppm koncentracio-
tartomanyban képes érzékelni. Akut mérgezeés esetén mar 50-100 ppm kozott
ideg-, ér- és szivrendszeri rendellenességek kialakulasahoz vezet. Amikor a
kornyezet kén-hidrogén koncentracidja eléri a 100-150 ppm-et a szagloszerv
megbénul, 320-530 ppm ko6z6tti koncentracio-intervallumban tiidé6déma alakul
ki, 530-1000 ppm-t6l a gaz belégzése sulyosan Kkarositjia a kdzponti
idegrendszert, és gyors halalhoz vezet.?

A H,S toxikus hatdsa leginkabb a mitokondrialis sejtlégzés gatlasanak
tulajdonithat6,” ami a mitokondriumban az elektrontranszfer szerepet betdlté
citokrom-c-oxidaz (CcO) enzim gatlasan keresztiil valésul meg. A CcO egy
terminalis enzim, mely a ferrocitokrom-C oxidaciojat katalizalja oxigénmolekula
(Oy) segitségével.

Ennek ellenére nagy szulfidkoncentraciot' mértek patkéanyok
agyszovetében (1,6 pg/g szulfidkoncentraciot)® és posztmortem human
agyszovetben (0,7 pg/g  szulfidkoncentraciot)®’.  Tovabbi  kutatasok
alatamasztottak azt is, hogy a szulfid az emberi szervezetben enzimatikus és nem
enzimatikus utakon is termelédik.? De a szulfid kutatés teriiletén a legfontosabb

L A szulfid kifejezés alatt a hidrogén-szulfid kiilonboz6 protonaltsagn formait értjiik. A
kiilonbdzo protonaltsagu formakat csak abban az esetben kiilonbdztetjiik meg, amikor az

a jelenségek értelmezéséhez feltétleniil sziikséges.
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felfedezésnek a szulfid neuromodulatorként valé miikddésének igazolasa Volt,9
ezzel a nitrogén-monoxid (NO) és a szén-monoxid (CO) utan a szulfidot is
jelatviteli gazmolekulaként® azonositottak. Ezek a gazmolekulak a szervezetben
enzimatikus uton képzddnek, termelésiik szabalyozott, szabadon atjutnak a
sejtmembranon, jol definialt miikkodésiik van, specifikus cellularis és molekularis
célponttal rendelkeznek.®

A szulfid biologiai hatasainak tekintetében fizioldgias és patofiziologias
funkciokat szabalyoz példaul: a bélrendszerben,'® az agyban,' az
érrendszerben’? és mas szervekben is. Fiziologids szerepe révén részt vesz a
gyulladas,”® a vérnyomas,”* az energiatermelés™ és az oxidativ stressz™
szabalyozasaban.

Fiziologias koriilmények kozott jo nukleofil agensként és reaktiv
molekulaként a szulfidnak a redoxi-jelatvitelben kiemelked6 fontossagu szerepe

" a szulfidnak

van. Ezen jelatviteli folyamatok koziil a perszulfidképz6dés,*
metalloenzimekkel valé kolcsonhatasai®® és a NO éltal vezérelt jelatviteli
folyamatokkal ~valé kolcsonhatasok a  leggyakrabban tanulméanyozott
mechanizmusok.”

Annak ellenére, hogy az elmult évtizedben szamos nemzetkozileg
elismert felfedezés sziiletett a kén-hidrogén biokémidjanak, és bioldgiai
hatasanak feltérképezésére, mégis a szervezetben lejatszoddo szamos
reakciojanak a kinetikdja és molekuldris mechanizmusa maig ismeretlen, vitatott
vagy helyteleniil leirt. Példaul az utobbi kozé tartozik a perszulfidok (R-SSH)
képz6dése, ahol a termékként képz6d6 perszulfid a szulfid funkcionalis fehérje-
ciszteinnel valo reakciojaban keletkezik. Ma mar koztudott, hogy ez a reakcio
vagy a szulfid és a cisztein (Cys) oxidalt formai vagy a szulfid oxidalt
szarmazékai és a Cys kozott mennek végbe,” mig egy korabbi helytelen
értelmezés szerint, a perszulfidok a HS -nak ciszteinnel valo reakcidjaban

képzédnek.”? Ez a reakcid azért sem jatszodhat le, mert a HS -ban és a

ZA gazmulekula Rui Wang altal definialt, a biologia teriiletén elterjedt kifejezés a NO, a
CO és a H,S jelatviteli gazmolekuldkra (gaztranszmitterekre). Bar ezen molekulak —
szigoruan véve — normal 1égkori nyomason és homérsékleten gaz halmazallapotuak,
esetiinkben a vizes kozegben oldott formait értjiikk és tanulmanyoztuk. (Ezen oldatokban
fiziologias koriilmények kozott a protonalodasi egyensuly jelentségét lentebb

részletezziik.)
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ciszteinben is a kén oxidacidos szama —2, viszont a perszulfidok képzédése
redoxireakciokat feltételez.?*

A szulfid biologiai hatasaiért felelés molekularis mechanizmusok
tisztazatlanok. Doktori munkam ezeknek a mechanizmusoknak a mélyebb

megértéséhez jarul hozza a szulfid reakcidinak a kémiai vizsgalatai révén.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A szulfid vizes oldatanak kémiaja

A hidrogén-szulfiddal val6 laboratoriumi kisérletezés alkalmaval akar
kémiai, akar biologiai célu az adott kutatas a leggyakrabban vagy H,S-gazt
vezetnek vizes oldatba, vagy NaHS vagy Na,S s6 vizes oldatat hasznaljak
reagens forrasként. Ezen sok oldodasat disszociacid kiséri, amely soran
szolvatalt natrium- és hidrogén-szulfid- és/vagy szulfid-ionok (S*) keletkeznek
az oldatban. Vizes kozegben a kovetkezd protonalddasi egyenstlyi reakciok
fordulhatnak el6:

H,S = HS +H" pK, "> =705 T=25°C* (R1)
(PK."° = 6,76, T =37 °C)?
HS == S* +H' pK,™ > 14 (R2)
[HS™][H*]
KHZS —
KHS = [S*71[H"] (R4)
[HS7]

Fiziologids koriilmények kozott ennek nagy jelent6sége van, mivel pH
7.40-on a H,S:HS:S* arany 30:70:0,000002-nak adodik. Meg kell, hogy
jegyezziik, hogy ebbél az aranybol adodoan a S* egyensulyi koncentracioja
nagyon alacsony pH 7,40-on, de ez nem sziikségszerlien jelenti azt, hogy a

szulfidion nem lehet a reakcidpartner egy reakcidban. Példaul a szulfidion-
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A hidrogén-szulfid néhdny bioldgiailag fontos redoxireakciéjanak mechanizmusa

szelektiv elektrodok altal mért szulfidion-koncentraciot a készilék mar
egyes mérési folyamatokban kimutattak, hogy reaktiv részecske (amire az
5.1.1.4 részben kitériink.)

Abban az esetben, amikor a hémérséklet 20 °C-rol 37 °C-ra ndvekszik,
akkor az oldott H,S egyensulyi koncentracidja 30%-kal cs6kken (a HS™
koncentracioja 30%-kal n6 a pK,™® hémérsékletfiiggésének koszonhetéen).>
Ez a kiilonb6z6é protonalodasi allapotok eloszlasaban bekovetkezd valtozas a
szulfidoldat kiilonb6zd rendszerekben vald reaktivitasat befolyasolhatja, de a
total aktiv szulfidkoncentraciét nem, hiszen némely reakcidban a fOszerepet a
H,S jatssza (5. reakcid), mig masokban a HS (6. reakcid). Példaul a HS™ jobb
nukleofil révén nulkleofil-elekrofil reakciokban valdszinlibben vesz részt, mint
reakciopartner a HpS-dal 0sszehasonlitva. Mig a toltés nélkiili H,S kdnnyedén
atjut a sejtmembranon.?® A protonalddasi egyensulyban torténd eltolodas az
ezért is van, hogy 37 °C-on nem 30%-kal kevesebb szulfid 1ép be a sejtbe,
hanem a membrantranszport sebessége lassul magasabb homérsékleten a

membranpermeabilis H,S kisebb steady-state koncentracioja miatt.

H,S + reakciopartner — termék Ks (R5)
HS™ + reakcidpartner — termék Ks (R6)

A reakciopartner feleslege esetén a teljes szulfid mennyisége elfogy
mindkét emlitett homérsékleten, bar eltérd sebességgel. Példaul, ha a
protonalodasi egyensulyra az eléegyensulyi feltételezést hasznaljuk és kikotjik,
hogy a reakcio kizarolag a HS -on Keresztiil torténik (6. reakcio), akkor a

sebességi egyenlet a kdvetkez6 formaban irhato le:

d[termék]

It = kapp[reakciopartner][szulfid]o¢ (R7)

K;IZS
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Tehat a 7. egyenlet szerint a reakciorendszerben a teljes szulfid mennyisége fogy
a reakciopartner feleslege esetén, de a latszolagos masodrendli sebességi allando
(Kapp) €9y adott pH-nal fiigg a pK,"5-értékétdl, ami valtozik a hémérséklettel.

A szulfid redukal6 partnerként egy- és kételektronos reakciokban is részt
vesz. Habar sok tanulmany beszamol a szulfid szabad gyokos oxidacigjarol,
ennek ellenére a mechanizmus még mindig tobb reakcid esetén vitatott (pl.: az
O,-nel lejatszodod oxidacio)®"?. A feltételezések szerint az egyelektronos
oxidacios folyamatban az elsé koztitermék a nagyon reaktiv tiolgyok (HS’),
azonban ezen reakciok sajatsagait és a HS' szerepét csak korlatozottan
vizsgaltak.

Erdemes megemliteni, hogy a szulfid torzsoldatot a levegé oxidalja,
aminek elsé Iépése egy O, altali egyelektronos oxidacio, de ez
termodinamikailag nem kedvez6.?2 Annak ellenére, hogy a szulfid Op-nel vald
kételektronos oxidacionak termodinamikailag kedvezének kellene lennie, az O,-
nel 1étrejév spin par probléma miatt ennek komoly kinetikai gatja van;”® ezért a
szulfid Oj-nel torténd oxidacidja leggyakrabban atmenetifémionok altal
katalizalt egyelektronos reakcioban valosul meg®® A szulfid torzsoldatok
altalaban tartalmaznak nyomnyi fémion-szennyez6dést, ami altalaban a szilard
pufferbdl jon, ezért vizes oldatban a szulfidot az oldott O, fémion altal katalizalt
reakcioban oxidalhatja,”’ ezért a szulfid torzsoldatokban sarga szinii
poliszulfidok képzédhetnek.*

A szulfid szamos kételektronos redoxireakcioban vesz részt. Biologiai
rendszerekben reagal reaktiv oxigénszarmazékokkal (ROS), bar a hipoklérossav
(HOCI) kivételével nem kimagasléan nagy sebességgel.”** A biologiai
rendszerekben a szulfidnak antioxidans szerepet is tulajdonitanak. NézGpontunk
szerint ez a tulajdonsag a szulfid kis koncentracidja miatt valdsziniileg nem a
ROS ko6zombositésén keresztiil, hanem enzimatikus folyamatok szabalyozasa
révén valosul meg.

Fiziologias koriilmények kozott — ahogy azt mar emlitettiik — a szulfid
kozvetitett redoxi-jelatvitel megvalosulhat a kovetkezd leggyakrabban vizsgalt
reakciok altal: i) perszulfidképzodésen at, i) hemfehérjékhez valdo kotddésen
keresztiil, iii) NO-dal valé kolcsonhatason at. Ha ezek koziil kiemeljik a
perszulfidokat, akkor képzodésiiknek harom leginkabb tanulmanyozott

reakcioutjai: 1) a szulfid oxidalt formaja, a poliszulfidok ciszteinnel valod
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reakcioja,’’ 2) a Cys oxidalt szarmazékanak, a szulfénsavnak (HSOH)
redukciodja szulfiddal,®® 3) a szulfid altali fehérje diszulfidok (azaz a Cys oxidalt
formai) redukci(')ja.34 (Az utébbi a doktori munka publikalasa révén keriilt be az

irodalomba (lasd az 5.2 fejezetben).)

2.2 A H,S endogén termelése, lebontasa, tarolasa

Tobbek kozott Awata és munkatarsai (mtsai) is igazoltdk,*® hogy
patkanyok agyaban enzimatikus tton cisztationin-g-szintetaz (CBS) és
cisztationin-o-liaz (CSE) enzimek kézremiikddésével endogén termelddik H,S.
A CBS ¢és CSE enzimek aktivitasat hat kiillonbozé agyi régioban detektaltak.
Tovabbi kutatasok tamasztottik ala, hogy az emberi szervezetben enzimatikus és
nem enzimatikus uton egyarant termelddik kén-hidrogén.?

Az endogén szulfidtermelés foként enzimatikus utakon valésul meg.
Legalabb harom kiilonboz6é enzimrendszer katalizalja a szulfid képz6dését a Cys
metabolizmusa révén, a folyamatot a CBS és CSE enzimek, mint piridoxal-5’-
foszfat fiiggd enzimek, illetve az aszpartat-/cisztein-aminotranszferaz (AAT,
CAT) ¢és a 3-merkaptopiruvat-szulfurtranszferaz (3MST) egyiittmiikddése
hatirozza meg (1. 4bra).”® A Cys metabolizmus altal vezérelt szulfidtermelés
masrészt az enzimek aktivitasat modositd tényezoktdl (pl.: az enzimek
szubsztratjainak jelenléte, kiilonboz6 biomolekulak altali gatlas vagy aktivalas,

biologiai kdrnyezet sth.).



Varga-Vasas Anita doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

3 KaDtonirUvat 3MST
-merkapto-piruva \
2R-SH R-S-S-H
glutamat piruvat
AAT
a-ketoglutarat ,
\
L-homocisztein cisztationin
L-cisztei » H,S
cisztationin ciszie CBS X\ 2
L-cisztein lantionin 4\
2 L-homocisztein é5§ /x
SUMO ——‘ CSE | H,O SAM CO, NO, SUMO
homolantionin
H,S
a-ketobutirat
L-cisztein L-szerin ———— piruvat + NH;

NH;

1. abra. A f§ szulfidtermel6 enzimatikus utak a Cys metabolizmusanak soran.”

A szervezetben a szulfid termelésében a CSE és CBS enzimeknek van 6
szerepiik, melyek a Cys a,f-eliminacios és f-replikacios reakcioit katalizaljak.
Mindkét enzim miikodését gatolja a small ubiquitin-like modifier (SUMO)
enzim, valamint a CBS enzim aktivitidsat a CO és a NO is akadélyozza.36

A szulfidtermelésnek van még két tovabbi mechanizmusa, ahol a szulfid
a cisztein-perszulfid (Cys-perszulfid vagy Cys-SSH) és a glutation-perszulfid
(GSSH) koztitermékek redukaldsa révén szabadul fel. A cisztinb8l a CSE® és
CBS*® enzimek katalizaljak a S-eliminaciot, igy kozvetleniil képzédik ezen
folyamatokban a Cys-SSH. A Cys-SSH-bol transzszulfuracié révén GSSH
képz6dik. Tovabba a tioszulfat-glutation-szulfurtranszferaz (TST) enzim is
termelhet GSSH-t a szulfid lebontasa soran, aminek lehet egy szulfidszallito
szerepe is. A poliszulfidokbdl (és egyéb szulfan-kén tartalmu vegyiiletekbdl) a
szulfidot endogén rendszerekben a tioredoxin (Trx) és a thyrotropin (TSH)
rendszerek szabaditjak fel.*

A mitokondriumban az oxidativ szulfidlebontas® elsésorban szulfid-
kinon-reduktaz (SQR) enzim altal vezérelt (2. abra).** Egy kezdeti reakcidban az
SQR enzim egy intramolekularis diszulfidcsoportjanak redukcidja révén szulfid-

kinon-reduktaz-perszulfid (SQR-SSH) koztitermék képzédik.*” Az SQR-SSH

9
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funkcids csoport a TST enzim révén a glutationhoz (GSH) szallitodik és
termékként GSSH-t ad, ami a szulfid-dioxigenaz (SDO) enzim szubsztratjaként
eredményezi a szulfitot.”® A szulfittal a szulfit-oxidaz (SO) enzim vagy az SQR

enzim reagal, és szulfat vagy tioszulfat képz6dik.2**

mitokondrium S0

H,S SQR-SSH( N

I—

SO,

2. abra. A szulfidlebontas folyamata a mitokondriumban.?

A szulfid bioldgiai hasznosulasaban az endogén szulfidtermelés ¢és
szulfidlebontas mellett fontos kérdés a biomolekuldkban tarolt szulfid
mennyisége. Korabbi irodalmi adatok szerint a szulfid koncentracidja 0,1 uM-tol
nagyon alacsonynak, 1 pM alattinak kell lennie, hiszen ennél nagyobb
mennyiségben 1évé szulfid mar toxikus hatast, a mitokondridlis
elektrontranszportlancban a CcO enzim gatlasan keresztiil akadalyozza a
sejtlégzést. Ugyanakkor a biologiai rendszerekben 1év6 szulfid-pufferrendszerek
miatt 500-600 uM koncentraci6 is mérhet6. A biomolekulakban tarolt szulfid
sziikség esetén felszabadulhat, mert azokban a szulfid reverzibilisen kotodik.
Altaldban a szulfid indukélta biologiai folyamatok tobbsége 1 pM-nal nagyobb
szulfidkoncentracidt igényel, és a sziikséges szulfid mennyiséget ez a
pufferrendszer szolgaltathatja. Javaslatunk szerint ennek a pufferrendszernek
fontos szerep juthat a szulfid vezérelte jelatviteli folyamatokban.”
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2.3 Poliszulfidok képzodése és jelentosége az €16 szervezetben

A poliszulfidok szervezetbeli jelent6sége felértékelddni latszik, mivel
egyre tobb biologiai hatést tulajdonitanak a poliszulfidoknak, koztiik olyanokat
is, melyeket korabban a szulfiddal hoztak Osszefliggésbe. A szulfid fontos
szerepének felismerését kovetéen ellentmondasok sziilettek a szulfid
irodalmaban, de a poliszulfidok biokémiajanak megismerése révén ezen vitak
némelyike megoldodni latszik.

Az irodalomban talalhato ellentmondasok egy része abbol adodik, hogy
a még naprol napra ugyanazon vegyszerbdl frissen készitett szulfid torzsoldat
koncentracidja is eltéré lehet. Ennek részben az az oka, hogy a szulfid
torzsoldatok leggyakoribb forrasaként hasznalt NaHS kristalyok felszinén (mar a
frissen felbontott gyari vegyszer esetén is) sarga szinnel megjelend poliszulfid-
szennyez6dés van,'’ masrészt az oldatban nyomnyi mennyiségben jelenlévéd
fémionok is katalizaljak a szulfid poliszulfidda valo alakulasat. Ezen okok miatt
eltéré eredmények sziilethettek még elvileg hasonlo koriilmények mellett végzett
vizsgalatok soran is, mert mas és mas lehetett a méréoldatok szulfid- és/vagy
poliszulfid-tartalma.

Ez sok esetben donté jelentéségli lehet, példaul Dick és mitsai
megmutattak, hogy a szulfid torzsoldatban jelenlévé nyomnyi poliszulfid-
szennyezddés elegendé ahhoz, hogy a foszfataz és tenzinhomolog (PTEN)
enzimet teljesen inaktivalja, ezzel alatamasztottak, hogy a poliszulfidnak
bioldgiai rendszerekben, kis koncentracidban is fiziologias jelentésége van.'’

A poliszulfidok f6szerepet jatszanak a szulfan-kén tartalmu vegyiiletek

173844 &5 részt vesznek a NO-jelatviteli és a szulfid-jelatviteli

biokémiajaban,
folyamatok kozotti kapcsolatban,™ valamint a szulfid vezérelte redoxi-jelatviteli
folyamatokban is.""*** A poliszulfidok savi disszociacios allandoja csokken a
névekvé lanchosszal, mivel pK,"?® = ~7, ezért valosziniileg a poliszulfidok pK,-
értékei 7-nél kisebbek lesznek, tehat anionos formaban fordulnak elé biologiai

koriilmények  kozott.*  Giggenbach UV-tartomanyban végzett kisérletei

.....

kén:szulfid aranytél és a pH-tol.*

A poliszulfidok a szulfid egy- és kételektronos oxidaciojaban
képzbédnek. A szulfid egyelektronos oxidacids reakcioi szabad gyokokkel (pl.:

11
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szuperoxid-gydkanion (0,7))* vagy fémcentrumokkal (pl.: mieloperoxidaz
(MPO) enzim)'® a HS  reakcidiban HS' koztiterméken 4t eredményezik a
poliszulfidok képzédését. A HS® HS -ionnal diffuziokontrollalt reakcidban adja
a diszulfidgyokanion-szarmazékot (HSSH™),* ami tovabb oxidalodva képzi a

poliszulfidot (és a O, -t, ha a reakcidpartner az O,) a 8. és 9. reakcio szerint.

HS' + HS — HSSH'™ (R8)
HSSH™ + 0, — HSSH + 0, (R9)

Valosziniileg a poliszulfidok képzddésének meghatirozd reakcioutja a
szulfidok kételektronos oxidacidja (pl.: HOCI-val, hipotiocianatsavval
(HOSCN), hidrogén-peroxiddal (H,0,), lipid-, peptid- vagy fehérje-
peroxidokkal). Ezen reakciok egyes oxidaloszerekkel lassan jatszodnak le (pl.:
H,O,-dal  kop?™® = 0,2 M's™® mis reakciok viszont kozel
diffaziokontrollaltak (pl.: HOCI-val k""" = 2,3 x 10° M's™ (10. és 11.

reakcio).

HS™ + HOX — HSX + OH" (X = CI, SCN vagy OH) (R10)
HS™ + HSX — HS, + HX (R11)

Elképzelhet6, hogy a Cys-nel analég modon a szervetlen diszulfid
keletkezése mellett reaktiv koztitermékként HSOH képzodik (10. reakei6). > A
HSOH kételektronos oxidacios reakcioban tovabb reagalhat a szulfiddal (11.
reakcio), vagy egyéb nukleofilekkel. Ezt a vegyliletet nagy reaktivitasa miatt,
eddig még oldatban nem sikeriilt detektalni, de Kiterjedt kutatasok folynak
gazfazisban vald jellemzésére.”> A HSOH-ban 16v6 kénatomnak az oxidacios
allapota 0, ezért mind redukaloszerként, mind oxidaldszerként eléfordulhat.

A képzdd6é  poliszulfidok  fiziologias  korilmények — kozott
termodinamikailag nem stabilak,*® kénnyen diszproporcionalodnak H,S-da és
Sgné (12. reakcid), de biologiai rendszerekben elképzelheté, hogy
biomolekulakkal (pl.: cisztein-tiolatokkal) még a diszproporciot megelézéen

gyorsabban reagalnak.?*

HS(1) + H' — n/8Sg + H,S (n=1-8) (R12)
12
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A 12. reakci6 miatt nem készithetiink szulfidtol mentes
poliszulfidoldatot, mert az oldatban a szulfid fogyasa megkonnyiti a poliszulfid

bomlasat és a kén csapadék képzodését.’

2.3.1 A poliszulfidok képzédése a szulfid és az MPO enzim altal termelt
oxidalészerek reakcidiban

Az endogén ROS 6 forrasa a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-
oxidaz (NADPH-oxidaz vagy NOX) enzim. Ilyen példaul a neutrofil
granulocitdk NOX rendszere, mely a sejt membranjaban helyezkedik el és
stimulacio hatasara az O, redukcidja révén nagy mennyiségli O, -t termel a
fagoszomas térbe. A O, gyors diszproporcionalodasa H,O,-ot ad, ami a
neutrofil fehérvérsejtekben (melyek a velesziiletett immunitas f6 alkotdelemei, a

fehérvérsejtek 70%-at képzik) az MPO enzim szubsztratjaként oxidaldszerek,

szabad gyokok, ROS széles spektrumat adja (3. abra).>**
le ut
2 1t
Fe:_ :Fei_ .
_————> OH
__ o, e
“ ."f
i
» 07— HQO, HO
: SOD
r
> No*® U
¥ ‘ ‘ MPO ‘Lb- HOBr
H,O H,0, g
RH SCN
cr
r* -
QOONO ™ HOC! OSCN
H,0, ore
RNH,
. .
I OH
0, RNHCI

3. 4dbra. Oxidalészerek, szabad gyokok, ROS keletkezésének mechanizmusa

cir o s 2
granulocitik fagoszomajaban.’*

Ezen oxidaloszerek az extracellularis térbe is kijutnak, ahol vagy

reagalnak egyes redukaloszerekkel vagy gyulladasserkentd hatasuk érvényesiil.
13
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A HOCI,? a H,0,** a peroxinitrit (OONO),*" az N-klortaurin,®' és még
szdmos MPO termelte oxidaloszer reagalhat a szulfiddal a 10. és 11. reakcio

szerint példaul poliszulfidok keletkezése mellett.

2.4 Szulfid vezérelte jelatvitel fehérje-szulfhidracion keresztiil

2.4.1 A perszulfidképzodés mechanizmusai

Egy korabbi helytelen értelmezés szerint a perszulfidok képzédhetnek a
szulfid redukalt Cys-szarmazékokkal valé kozvetlen reakcioiban.* Mara mar
tisztazott, hogy a szulfid kozvetitett perszulfidképzédés a szulfid oxidalt Cys-
szarmazékokkal vald reakcioin keresztiil vagy a szulfid oxidacios termékeinek
cisztein-tiolokkal (Cys-SH vagy Cys-tiol) torténd reakcioin 4t megy végbe. ' 2%

A perszulfidképzodés egyik lehetséges mechanizmusa szerint a szulfid a
Cys—Cys diszulfid kotéseket redukalja.®*®® Ezen reakciout fizioldgiai
relevanciajat azonban tébb kutaté megkérddjelezi termodinamikai és kinetikai
okok miatt.***? Ugyanakkor a Cys-SH — diszulfid cserereakciok analdgiajara ez
a reakciout véleménylink szerint nem elvethetd, hiszen varhato, hogy az aktivalt
diszulfidokat, mint példaul a fehérje-diszulfid-izomeraz (PDI) enzimet vagy az
SQR-t gyorsan redukélja a szulfid. Kiemelend6 az a példa miszerint az emlitett
mechanizmussal Osszhangban van a mar kordbban leirt szulfidlebontas elsd
1épése, ahol az SQR intramolekularis Cys160—Cys356 diszulfid kotését a szulfid

redukalja.*?*°

Ezért oxidativabb kornyezetben, mint az endoplazmatikus
retikulum vagy a mitokondrium, mégis lehetséges a reaktiv funkcios csoportok
redukcioja az endogén szulfiddal (pl.: a PDI-nél vagy az SQR-nél).

A perszulfidok képzddésének egy masik lehetséges utja a szulfid és a
Cys nagyon reaktiv oxidacios moddosulata a cisztein-szulfénsav (Cys-SOH)
kozott lejatszodo reakeid (13. reakeid). Biologiai kornyezetben ilyen Cys-SOH-

szarmazékokat mar szamos alkalommal detektaltak.®®

Cys-SOH + HS — Cys-SS + H,0 (R13)
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Ezen nagyon reaktiv Cys-SOH-szarmazékok a szervezetben 1évo
tiolokkal gyors reakcioban diszulfidokat képeznek. A Cys-SOH redukcio
sebességi allanddja — sztérikus gatlas hianyaban — pH 7,40-on nagyobb, mint 10°
M™'s™ %% tehat bioldgiai tiolokkal gyorsan reagilnak. Viszont vannak olyan
fehérjék, amelyeknek az aktiv centrumaban sztérikus hatasok stabilizalhatjak
ezeket a Cys-SOH-szarmazékokat,’**® ekkor a biologiai kornyezetben 1évé
tiolok nem férnek hozza, hogy diszulfidot adjanak és e miatt nagy élettartamiak
lehetnek Dbiologiai kornyezetben. Azonban a szulfid semleges toltést
kismolekulaként konnyebben hozzafér az aktiv centrumhoz, ezért ez a reakcid
egy potencialis perszulfidképzodési reakcio is lehet. Vagyis a Kinetikai tényezok,
és a Cys-SOH kémiai természete és steady-state koncentracidja alapjan
lehetdség nyilik a fehérje-szulfénsav szulfiddal valdo reakcidjara, mely
valdsziniileg gyors és bizonyosan gyorsabb, mint szervezetben 1évé tiolokkal.

A perszulfidképzdés a szulfid oxidacios termékeinek Cys-tiolokkal
torténo reakcidin keresztiil is végbemehet. A poliszulfidok hatékonyan oxidaljak
a Cys-szarmazékokat (lasd pl.: a PTEN enzim esetében)'’. A kordbban mar
emlitett poliszulfid-képzodés egy tobblépéses oxidativ folyamat, amely magaba
foglalja reaktiv koztitermékek képzOdését, olyanokat, mint a HSOH (14.
reakcio), @ HSX (ahol X = CI, Br, I' és SCN') vagy hidrogén-diszulfid-ion
(HS2) képz6dését. A bioldgiai rendszerekben ezen koztitermékek a Cys-tiollal
reagalhatnak. Példaul:

Cys-SH + HSOH — Cys-SSH + H,0 (R14)

Emellett a Cys-szarmazékok poliszulfidokkal valé reakcioja Cys-
perszulfidokat (lasd 5.2 fejezet) és cisztein-poliszulfidokat is eredményezhet (15.
reakcio).

Cys-SH + HS(yy — Cys-SSyH + HSy,, (x=2-9,y =1-8) (R15)

A perszulfidképzodés gyokos reakciokon keresztiil is megvalosulhat. A

HS" a szulfidok egyelektronos reakcidjaban képzédik. A HS™ egy fehérje-tiollal
reagalva adja a megfelel$ diszulfid-gyokaniont (R-SSH™) (16. reakcio),*® mely
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példaul az O,-nel lezajld gyors reakcioban O, -t és perszulfidot szolgaltathat
(17. reakcio).

HS + RS — R-SSH" (R16)
R-SSH™ + 0, — R-SSH + O, (R17)

2.4.2 A perszulfidképzodés jelentosége

A perszulfidok a sejtes rendszerekben bdséges mennyiségben fordulnak
el8, és nagy valoszintiséggel részt vesznek fizioldgias folyamatokban.* Tobbek
kozott fontos koztitermékként szolgalhatnak egyes szulfid altal koézvetitett

4345 y2d6 hatasuk lehet az oxidativ stresszel szemben, és a redoxi-

reakciokban,
jelatvitelben kozvetitd szerepet jatszhatnak,?2***® valamint fokozhatjak®®®® vagy
gatolhatjak'"®*™ az enzimek aktivitasat.

A perszulfidképzddés altalaban inaktivald hatasu. Példaul a PTEN enzim
esetén igazoltdk, hogy a Cys71 és Cysl24 aktiv centrumaban keletkezd
perszulfid hatékonyan gatolta az enzim miikddését poliszulfid hatasara,'’ illetve
a fehérje-tirozin-foszfataz-1B (PTP1B) enzim esetében a Cys215 aktiv
centrumaban a perszulfidképzddés szintén az enzim inaktivalasat
eredményezte.”

Bar a perszulfidképz6dés leginkabb az enzim mikodésének gatlasat
okozza, indirekt modon enzimaktivalo hatasu is lehet. Példaul a Kelch-like ECH-
associated protein 1 (Keapl) enzim Cysl151 aktiv centrumaban végbemend
perszulfidképz6dés — a Keapl inaktivalasa mellett — kivaltja egy masik enzim, a
nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) enzim aktivalasat.”* Kivétel ez
alél a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz (GAPDH) enzim, amely esetén
hétszer nagyobb glikolitikus aktivitasat figyelték meg, amikor a Cys150 aktiv
centrumaban perszulfid képzddott,”” de kutatocsoportunknak ezt nem sikeriilt

reprodukélnia, amit egy 1j tanulmany is aldtamaszt.”
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2.5 A szulfid és a hemfehérjék kozotti kolcsonhatasok és
biologiai jelentéségeik

A szulfid gazdag koordinacids kémiajanak kdszonhet6en hatékonyan
kotodik az atmenetifémionokhoz. A szulfid és a hemfehérje kozotti
kolesonhatasban a fémcentrum tulajdonsagain tul elsGsorban a fehérje aktiv
centrumanak a megkozelithetosége, a szulfidkoncentracio, a szomszédos
funkcids csoportok kémiai tulajdonsagai és a pH jatszanak foszerepet.”>™

A mitokondridlis 1égzés gatldsa miatt széleskoriien tanulmanyoztdk a
szulfid kdlcsonhatasait a CcO enzim hem a; és Cug centrumain.” A nagyobb
szulfidkoncentracio inaktivalja a CcO enzim miikodését, ezaltal akadalyozva az
oxidativ foszforilaciot, aminek kovetkeztében az adenozin-5'-trifoszfat (ATP)
termelddése csokken. A szulfid az ATP termel6dését fokozhatja is kis
koncentracidja esetén, mert szubsztratként szolgal a CcO enzim szdméra.”™
Kozepes szulfidkoncentraciondl az enzim miikodése nem teljesen gatolt, hanem
a reverzibilis inaktivalas hatasara kialakulhat egy hibernacios allapot az
egerekben.”

A szulfid  kolcsonhatasba  1éphet  hemfehérjék  Fe**-tartalma
fémcentrumaval. A hemfehérjék képesek reverzibilisen kotni a szulfidot, ezaltal
a nagy spinszami Fe*'-centrumaibol kis spinszamu ferri-szulfid-komplex
képzddik. A szulfid nagyobb koncentracidja esetén egy masodik, de mar lassabb
reakcioban a szulfid redukéalhatja a hemfehérjék Fe**-centrumait Fe®*-n4, adva a
ferro-szulfid-komplexeket.” Ilyen hemfehérje példaul a hemoglobin (Hb) vagy a
mioglobin (Mb) is.

A szulfid kolcsonhatasat részletesen tanulmanyoztak a Hb-nal és a Mb-
nal a szulfhemoglobinémia kialakuldsa miatt.”® Ez a ritka betegség egy hem
modifikaciéval parosul, ahol a szulfid a vas-porfirin-pirrolgyiiriivel reagalva
nem toxikus szulfhemszarmazékokat képez (mint a szulfhemoglobint vagy a
szulfmioglobint).” Ezen vegyiiletek szerkezetét részletesen vizsgaltik, de
képzédésiik részleteit még nem tisztaztak.”

A szulthemképzddés egy irreverzibilis reakcio, ezért feltételezhetden a
szulfid altal vezérelt jelatviteli folyamatokban nincs szamottevé szerepe. A
szulthemképzddésrol azt feltételezték, hogy a reakcido magasabb vegyértéki vas-

komplexek (pl.: a ferril-hemek), mint koztitermékek képzédésén keresztiil megy
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végbe. ¥ Ezért ennek a reakcionak a funkcidja jelentSs lehet a nagyon reaktiv
vegyiiletek inaktivacidjaban, ami akar maga utan vonhat egy antioxidans hatast
i 2081

A szulfid kolcsonhatasba 1éphet a hem-peroxidazokkal is (pl.: az MPO
enzimmel,'® a laktoperoxidaz (LPO)* enzimmel és a tiroid-peroxidaz (TPO)®
enzimmel). Ezeknek az enzimeknek nagyon fontos szerepiik van a ROS-nak a
termelésében, lebontasaban és  Atalakitasaban, ezért redoxi-jelatviteli
folyamatokban potencidlisan fontos szerepet toltenek be.

Egy nem régen publikalt tanulmany szerint az MPO enzim nativ
szerkezetének Fe**-0s formaja hatékonyan koordinalja a szulfidot.”®* Nagyobb
szulfidfelesleg mellett a Fe**-os forma Fe®*-0s formava is redukalodhat.'® Ezek a
kolcsonhatasok gatoljak az enzim aktivitasat, ezért szerepet jatszhatnak
jelatviteli folyamatokban, mivel ezek a peroxidazok részben felelések a ROS
termeléséért. Ugyanebben a cikkben leirtak azt is, hogy az MPO enzimatikus
korfolyamataban képzodé nagyon reaktiv redoxi koztitermékek, mint a
Compound | vagy a Compound Il szulfid altal hatékonyan redukalhatok
(KCompoundl =1 1 x 108 Mt KeomPeundll — 5 % 10° M%s %)™ (Hasonl6 reakcio
lejatszodasat feltételezték LPO-val, TPO-val is.)

A szulfidnak a nagyon oxidativ, koztitermékeket redukaldo hatasa
szerepet gyakorolhat néhany bioldgiai kornyezetben tapasztalt antioxidans
hatasara. Ezek a folyamatok arra is ravilagitanak, hogy a szulfid nemcsak
szabalyozza a peroxidaz enzimek miikodését, hanem szubsztratjaikként is
szolgalhat. Ezekben a reakcidkban bioaktiv szulfid oxidaciés termékek
képzédhetnek, amelyek sajatos kémiai és biologiai  sajatossagokkal
rendelkezhetnek. Vagyis nemcsak a szulfid szabalyozza a peroxidaz enzimek
reaktiv oxigénszarmazék-termelé képességét, és ebbdl kifolydlag a redoxi-
jelatviteli folyamatokat, hanem a peroxiddz enzim is szabalyozhatja a szulfid
altal vezérelt jelatviteli folyamatokat, hiszen a szulfidnak és a szulfid oxidacios

formainak nagyon kiilonb6z6 biologiai hatasai vannak.
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3. CELKITUZESEK

A szulfidnak nemcsak a szervezetbeli koncentracidja vitatott, hanem a
biologiai hatasainak értelmezéséhez fontos reakcidinak molekularis szintll
leirasa is hianyos és ellentmondasokkal terhelt.

Doktori munkam egyik célja, hogy az egyes szulfid-detektalasi
modszerek elényeit és hatranyait elemezve értelmezziik a Dbiologiai
rendszerekben detektalt szulfidkoncentraciok kozott észlelt nagy eltéréseket,
illetve optimalizaljuk a szulfid reagensként valé alkalmazasahoz sziikséges
kisérleti koriilményeket.

A kutatasok tovabbi célja, hogy tisztazzuk a szulfid néhany fontos
biomolekulaval vald reakcidjanak a mechanizmusat, ezaltal elésegitve a szulfid
egyes bioldgiai hatasinak értelmezését. Ennek érdekében a szulfidjelatvitelben
fontos szerepet jatszo perszulfidképz6dés molekularis mechanizmusait
vizsgaltuk, ezért az endogén rendszerekben viszonylag nagy gyakorisaggal
el6forduld diszulfidok szulfiddal val6 redukcidjat tanulmanyoztuk.

A perszulfidképz6dés masik potencialis modellje a fehérje-Cys-tiolok
poliszulfidokkal valo reakcidi. A poliszulfidok képzOdhetnek a szervezetben
kiils6 hatas kovetkeztében a sejtes rendszerekbe bejuto illetve endogén termelt
ROS és a szulfid reakcidjaval; ezért célul tiiztiik ki, hogy kinetikailag vizsgaljuk
a neutrofil fagocitak MPO enzime altal katalizalt reakciok masodlagos
termékeként képz6do kloraminok szulfid altali redukcioit, melyek poliszulfidot
eredményeznek. A szulfid oxidacids reakcidinak biologiai potencialja mellett
kutatocsoportunk szilard meggy6z6dése, hogy a szulfid antioxidans hatisai nem
a ROS kozvetlen kdzombdsitése altal megy végbe, hanem enzimreakciokon

keresztiil zajlik le.
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A szulfid antioxidans hatdsdnak egyik potencidlis modellje a
hemfehérjék szulfiddal valdo reakcidi. A hemfehérjéknek aktiv szerepet
tulajdonitottak a ROS képzddésében. Ilyen hemfehérje példaul a ferril-
hemoglobin-szarmazék  (ferril-Hb-szarmazék, Fe*'Hb™) is, ami az
atheroszklerotikus plakkok komplikalt plakokka valo alakulasahoz sziikséges
oxidativ stressz kialakitdsaban vesz részt. Tovabbi célunk annak feltarasa volt a
ferril-Hb-szarmazék szulfiddal vald reakciojanak vizsgalatan keresztiil, hogy az
érelmeszesedéses megbetegedésekben leirt szulfid véddhatasai  vajon
tulajdonithatok-e a nagyon reaktiv ferril-Hb-szarmazékok kozombdsitésének
szulfid altal.
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4. KISERLETI KORULMENYEK

4.1 Vegyszerek és oldatok

A kisérletek soran analitikailag legtisztabb (a.lt.) minéségii és a Sigma-
Aldrichtol vasarolt vegyszerekkel dolgoztunk. Valamennyi reagensoldat
elkészitéséhez a MILLI-Q (Millipore) tisztitorendszerrel készitett haromszorosan
ionmentesitett és ultraszlirt vizet (Ryo > 18 MQ-cm 25,0 + 0,1 °C-on)
hasznaltunk. A magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) mérésekhez
deuteralt vizet (99,9% D-atom) alkalmaztunk.

Amennyiben kinetikai és a spektrofotometrias méréseket végeztiink —
vizsgalva egy adott reakcio sebességének valtozasat a pH fiiggvényében — a
kovetkez6 vegyszereket alkalmaztuk pufferoldatként: Na,HPO42H,O és
KH,PO, (6,20 > pH > 8,20) vagy foszfatpuffer sooldat (PBS) (6,20 > pH >
8,20), trisz(hidroximetil)-aminometan (TRIS) (7,07 > pH > 9,05), KH,PO, és
Na,B;0;-10H,0 (8,20 > pH > 9,20), illetve karbonatmentes NaOH (pH > 9,20).
Az NMR kisérleteket pD 7,40-on és pD 8,00-on végeztiik, igy alkalmas
pufferként trikalium-foszfatot és deuteralt kénsavat (Alfa Aesar, 96% D,O-ban,
Németorszag, Karlsruhe) valasztottunk. A pufferoldatok kozvetleniil a mérések
el6tt naponta frissen késziiltek. Az oldatok ionerdsségének allitasahoz natrium-
kloridot alkalmaztunk, és az | = 1,00 M volt.

A szilard Na,S-9H,0 (ACS reagens, > 98%) kristalyokat argongaz (4.6,
Messer, Németorszag, Krefeld) alatt hiitében taroltuk. A szulfid térzsoldatokat a
kristalyok legalabb haromszori haromszorosan ionmentesitett vizzel torténd

lemosasat kovetden ionmentes vizben valdo oldodasaval allitottuk eld. A
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torzsoldatokat jégen, sotétben taroltuk, és koncentraciojukat kétféle modszerrel
hatdroztuk meg (a részletek az 5.1.3 részben talalhatok).® A tozsoldatokat
minden nap frissen készitettiik, és a munkaoldatokat kézvetleniil a mérések el6tt
higitottuk a megfelel pufferrel.

A kloraminoldatokat, nevezetesen az N-klortaurint (TauCl) és az N-
klorglicint (GlyCl) taurin- vagy glicinoldat HOCI-oldattal valo reagaltatas
segitségével erdteljes kevertetéssel allitottuk el6 minden nap frissen 10:1
koncentraciéo aranyban VORTEX segitségével. A HOCI-oldatot ugy allitottuk
eld, hogy klorgazt (Messer) vezettink ~0,2 M-0s karbonatmentes NaOH-
oldatba. Az igy készitett OCI -oldatok koncentracioja kb. 0,1 M-o0s volt. Ezeket
az oldatokat kb. 3 hoénapig hasznaltuk és hiitében taroltuk. A HOCI-oldat
(£2000m = 351 M 'em™) spektrofotométer segitségével mért abszorbanciaértékbél
nyert koncentracio atlagoldsaval hataroztuk meg a mérések elott.

A poliszulfidot a szulfid torzsoldatban allitottuk el6. 1,01-10* M OCI -
oldatot 4,04-10* M szulfiddal kevertetve deuteralt foszfatpufferben pD 8,00-
nal.2t A fennmaradd szulfidkoncentraciot megbecsiiltilk, azt a feltételezést
hasznalva, hogy 1 mol HOCI fogy 2 mdl szulfidra, és 1 moél poliszulfid
keletkezik (10. és 11. reakcio).

A methemoglobint (metHb, ferri-Hb, Fe**Hb) és az oxihemoglobint
(oxiHb, ferro-Hb, Fe’*Hb) a Debreceni Egyetemen Prof. Dr. Balla Jozsef

kutatocsoportja allitotta el human vérbdl.

4.2 Miiszerek

Az oldatok készitéséhez Rainin E4 XLS elektronikus pipettakat
hasznaltunk, melyeket rendszeresen kalibraltunk.

4.2.1 pH-metria

A pH-méréseket a 785 DMP Titrino (Metrohm AG, Svajc, Herisau)
késziilék segitségével végeztiik. Elektrodként double-junction kombinalt pH-
tivegelektrodot (6.255.100, Metrohm AG, Svajc, Herisau) hasznaltunk, kétpontos

22



Varga-Vasas Anita doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

srer

= 9,177) végeztik, majd a pH-mérd altal kijelzett értéket —Ig[H']-ra
konvertaltuk. A 785 DMP Titrino késziilék segitségével az oldatok pH-jat a
kinetikai és fotometrias mérések el6tt és utan is megmértiik.

Amikor deuteralt koriilmények mellett dolgoztunk, a pH-méré altal
kijelzett értéket a kovetkezo kifejezés szerint: pD = pH* + 0,4 korrigaltuk, ahol
pH* a pH-méro altal jelzett érték.

4.2.2 UV-Vis spektrofotometria

Perkin Elmer Lambda 2S UV-lathatd (UV-Vis) kétsugaras
spektrofotométer (Németorszdg, Uberlingen) segitségével rogzitettik a
reaktansok és a termékek spektrumait 1,00 cm tthossza kvarc kiivettakban. A
reaktansok koncentracigjait az abszorbancidb6él a megfeleld molaris
abszorbancidk (¢) ismeretében szamitottuk. Referenciaoldatként haromszorosan
ultrasziirt vizet hasznaltunk. A reakcioelegyek homérsékletét Techne RB-12, TU-

16D termosztattal szabalyoztuk 25,0 = 0,1 °C-ra.

4.2.3 A stopped-flow technika

A kisérleti munka dont6 része stopped-flow (megallitott aramlas)
technika segitségével valosult meg, ezért is érdemes részletesebben attekinteni a
modszer alapveto jellemzoit.

A stopped-flow modszer két oldat gyors, jol reprodukalhatd
Osszekeverésén alapul. Ezen technika jo lehet6séget biztosit a masodperc vagy
akér a tized-, szazadmasodperc élettartamt reakciok vizsgalatdhoz. Az altalunk
hasznalt késziilék aramlasi sémajat a 4. abran mutatjuk be.

Egyszert stopped-flow izemmoddban a két 6sszekeverend6 oldatot a C és
F jelii fecskend6k tartalmazzak. Ezen mérési modban az A és B jell
fecskend6ket nem hasznaljuk. Az elébbi fecskend6ket pneumatikusan, egy kb.
7,0 bar nyomasu nitrogéngazzal (4.5, Messer) meghajtott dugattyi segitségével
egyszerre mozgatjuk, igy biztositva a két azonos térfogata oldat 6sszekeverését.

A keverdbe (K2) keriilés utan az elegy a mérécellaba (MC) jut. Elvileg
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barmilyen szelektiv és gyors valaszideji detektdldsi modszer hasznalhato, de a
gyakorlatban leginkabb optikai modszereket alkalmaznak. A MC-bol az elegy a
megallito fecskendébe (MF) keriil, ahol az elhasznalt reakcidelegy Gsszegytilik.
Ekkor a MF dugattytuja miikodésbe hozza a mikrokapcsoldt (W), mely leallitja

az aramlast és elinditja a detektalast.

4. abra. Az Applied Photophysics SX.18MV szekvencias stopped-flow késziilék dramlasi
sémaja. AB, CF: pneumatikus meghajtok, A, B, C, F: fecskenddk, K1: els6é keverd, K2:
masodik keverd, R: reakciocsd, MC: mérécella, MF: megallito fecskendd, W:

mikrokapcsolo.

A modszer tovabbfejlesztése a négykomponensii, azaz a szekvencialis
stopped-flow technika. A modszer 1ényege, hogy két oldat gyors Osszekeverését
¢és reakciojanak kinetikai vizsgalatat megel6zi egy rovid élettartamu koztitermék
eléallitasa. El6szor az A és B jelil fecskenddk tartalma az elsé keverébe (K1) jut,
ahol a koztitermék képzddik. Innen azonban nem a mérdcelladba (més néven
atfolyocellaba, vagy optikai cellaba) keriil, hanem egy ismert térfogata
reakciocsovon (R) keresztiil jut a masodik keverébe (K2) az F fecskendben

1év6 mosé oldat segitségével. (Az F fecskendd oldata nem reagensoldat, hanem
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altaldban desztillalt viz, igy nem vesz részt a reakcioban, szerepe csupan a K1-
ben képzddott koztitermék K2-be juttatasara korlatozdodik.) Az R tartalma pedig
a C fecskendbben 1év6 reagenssel egy id6ben keriil a K2-be, majd onnan az
atfolyocellaba.

A kinetikai kisérleteket Applied Photophysics SX.18MV (Applied
Photophysics Ltd, UK, Surrey, Leatherhead) és/vagy Applied Photophysics
SX.20 (Applied Photophysics Ltd, UK, Surrey, Leatherhead) stopped-flow
késziilék segitségével végeztiik egyszerti vagy szekvencialis izemmoddban. Az
Applied Photophysics SX20 késziilék csak egyszer(i lizemmodban hasznalhato. A
késziilékek fényforrasa egy 150 W-0s xenonlampa, amelynek fényét egy racsos
monokromator bontja fel. A detektalas spektrofluorimetriaval vagy
spektrofotometriaval lehetséges. Abszorpcios méréseknél 0,20 vagy 1,00 cm-es
fényut hasznalhaté a méréeellaban. Detektorként fotoelektronsokszorozo szolgal
(amely lényegében egy egysugaras fotométer része). A mérést az Applied
Photophysics PDSC 0OS3 operaciosrendszerre épiild szamitogép vezérli. A
résszélességeket és az Osszekeverendd oldatok térfogatat manualisan kell
allitani. A reakcioelegyeket 25,0 + 0,1 °C-on termosztaltuk Julabo F12, ED
termosztat segitségével.

A késziilék holtidejét (ty: a keverési pont és az optikai cella kozotti
tavolsdg megtételéhez sziikséges id6) és idGeltolodasat (ts: az abszorbancia (A)
detektalasanak kezdete és a reakcio tényleges kezdeti id6pillanata kozotti id6) az
aszkorbinsav — 2,6-diklor-indofenol reakcio segitségével hataroztuk meg, ty =
0,89 + 0,02 ms, t, = 0,85 + 0,04 ms.®%* Emellett meg kell emliteni, hogy a
kinetikai gorbék kb. 1 ms-0s kezdeti szakasza torzul, valdsziniileg annak
koszonhetéen, hogy az aramlas hirtelen leallasakor a cellan atfolyo 7 atm-s
nyomasfront a mianyag csovekbdl allo6 aramlasi rendszert atmenetileg
deformalja.

A reakcidk tanulmanyozdsa el6tt minden reaktanst pufferrel
reagaltattunk annak eldontésére, hogy van-e a higulasbol szarmaz6 vagy a
pufferrel lejatszodé nem kivanatos reakcid, illetve ezen vizsgalatok alapjan
allapitottuk meg a kezdeti abszorbanciaértékeket is. A stopped-flow fecskend6k
reagenssel torténd megtoltésekor kiilon munkafecskenddket hasznaltunk, a
reakcidok tanulmanyozasa el6tt mindig atmostuk a késziilékeket a vizsgalni

kivant reakcioeleggyel.
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4.2.4 NMR mérések

Az NMR vizsgalatokat Bruker 360 MHz (8.5 T) NMR spektrométer
(UK, Oxford) segitségével végeztiink 25,0 = 0,1 °C-on a cisztin és a szulfid
kozotti  reakcido  kiinduldsi  anyagainak, kozti- és  végtermékeinek
tanulmanyozasara. 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 mérések soran az oldatok pD-jét deuteralt pufferekkel tartottuk allando

értéken.

4.3 Szamitégépes programok

A pH-méréseket vagy a sziikséges titralasokat a 785 DMP Titrino
késziiléket vezérld Tiamo 2.3 (Metrohm AG, Svajc, Herisau) program
segitségével hajtottuk végre.

A detektalt kinetikai gorbéket Micromath Scientist 2.01 (Micromath
Research, USA, Missouri, Saint Louis) és/vagy Applied Photophysics Pro-Data
Viewer 4.2.0 (Applied Photophysics Ltd, UK, Surrey, Leatherhead)
programcsomagokkal a nem-linearis legkisebb négyzetek modszerét alkalmazva
illesztettiik, a megfeleld matematikai egyenleteket felhasznalva. A sebességi
allandokat legalabb harom parhuzamos mérés soran felvett kinetikai gorbe
illesztését kdvetden atlagolassal kaptuk.

Az NMR spektrumokat a MestReNova 8.1.2-11880 (Mestrelab
Research, Spanyolorszag, Santiago de Compostela) szoftvercsomaggal
értékeltiik ki.

A kinetikai szimulaciokat Doka Eva készitette a Micromath Scientist
2.01 programot alkalmazva a Runge-Kutta modszerrel.

A dolgozatban szereplé abrak és tablazatok a Microsoft Excel 2010
program, valamint a szerkezeti képletek ChemDraw Ultra 11.0 (Perkin Elmer,

UK, London) szoftver segitségével késziiltek.
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5. EREDMENYEK

5.1 A hidrogén-szulfid reagensként val6 alkalmazasahoz
sziikséges kisérleti koriillmények optimalizalasa

5.1.1 A fiziolégias szulfidkoncentracio-meghatarozas médszerei

A hidrogén-szulfiddal valé kisérleti munka egyik fontos alappillére a

crer

crcr

redoxikémiajara alapozva szamos detektalasi modszert dolgoztak Kki.
Ugyanakkor valtozatos kémiai sajatsagai €és in vivo redoxireakcidi miatt
probémat jelent a megfelelé specifikus és szelektiv analitikai modszer
kivélasztasa.

Fontos hangstlyozni, hogy megfeleld koriltekintéssel ezen mddszerek
mindegyike alkalmas a szulfidkoncentracio-meghatarozasra egyszerti oldatokban
(pl.: mikor a szulfidot reagensként hasznaljak). A leggyakrabban alkalmazott
meghatarozasi technikdk bemutatasan és tobbségében altalunk is tanulmanyozott
eljarasokon keresztiil, sajat méréseken at, gyakorlati szempontbol megkozelitve
szemléltetjik a modszerek elényeit és lehetséges buktatoit. Emellett a szulfid
kémiai tulajdonsagai ismeretében javaslatot tesziink arra, hogy a biologiai
rendszerekben detektalt szulfidkoncentracidk kozott észlelt nagy eltérésekre

milyen kémiai magyarazat adhato.
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5.1.1.1 Metilénkék modszer

crer

meghatarozasara leggyakrabban a metilénkék modszert alkalmazzak. A modszer
lényege, hogy a szulfid az N,N-dimetil-p-feniléndiaminnal reagal egy vas-klorid
altal katalizalt reakcioban, 1:2 sztochiometriai aranyban (18. reakcid). A
reakcioelegyben a metilénkéket spektrofotometridsan detektaljak.

A modszer egyik gyenge pontja (és valdjaban minden mas kolorimetrias
moddszeré is), hogy az esetlegesen jelen 1évé mas kromoférok zavarhatjak a
kolorimetrias-meghatarozast. Ezen probléma feloldasara alkalmazhaté példaul
kromatografias elvalasztas, ami az érzékenységet is noveli.?’

A szulfidnak kromoforoktol valo elvalasztasanak masik lehetséges utja a
cink-acetattal torténd csapadékos levalasztas, ami jelenleg a legszélesebb korben
alkalmazott technika. A cink-szulfid (ZnS) csapadék nagyon savas koriilmények
kozott N,N-dimetil-p-feniléndiamin jelenlétében jol oldodik és a metilénkék
spektrofotometridgsan  detektalhatd (18. reakci6).® A metilénkék molaris

190

abszorbancija vizes kozegben 71000 M 'cm ' 650 nm-nél,*® de erdsen savas

koriilmények kozott ez az érték a metilénkék protonalddasa miatt csokken, amit
sajat kisérletekkel igazoltunk.®

J HCI
2 NH, N +HyS+ 6FeCl; — >
\ Zn(OAc),

N,N-dimetil-p-feniléndiamin

N
O
/@[ +NH,Cl + 6FeCl, + HCI
N &7 N~

| cr | (R18)

metilénkék

A modszer kimutatasi hatara ~1-10"° M, azonban egyes kutatocsoportok
azt talaltak, hogy nagyobb szulfidkoncentracional a kalibracidos egyenes
meredeksége nem linearisan valtozik. Ennek oka az, hogy nagyobb

szulfidkoncentracional a metilénkékoldat higitasa sziikséges, annak érdekében,
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hogy az A < 1 legyen. Ha a higitast vizzel végezziik, akkor a pH eltolodik, és a
latszolagos molaris abszorbancia jelentdsen valtozik a pH 0-2 kozotti
tartomanyban.” Ez a pH-tartomany egybeesik a modszer detektalasi
koriilményeivel, mert a mintaknak savasnak kell lenniiik, hiszen a ZnS csapadék
feloldodasa sziikséges a meghatarozashoz.

A pH-korrekcio6 alkalmazasaval a modszer a szulfidkoncentraciot 3%-0s
hibaval hatarozza meg 1-:10° — 1-10™> M-0s koncentracid-tartomanyon beliil.”*
Mivel az oldat végsé pH-jat nagymértékben befolyasolja a mintaoldat
pufferkoncentracidja és pH-ja, nagyon fontos, hogy a szulfid detektalasa soran a
kalibracios méréseket a mintaoldatoknak megfeleld korilmények mellett

végezziik.
5.1.1.2 DTNB médszer

Gyakran alkalmazott modszer a szulfidkoncentracio-meghatarozasra a
DTNB modszer is. A DTNB egy vizoldékony aromas diszulfid, amely Ellman-
reagensként vagy 5,5'-ditiobisz-(2-nitrobenzoesav)-ként ismert.* A modszer
lényege, hogy egy kétlépéses reakcioban a szulfid redukalja a DTNB-t, és a
reakcié termékeként képz6d6 5-tio-(2-nitrobenzoesav) (TNB) karakterisztikus
elnyelésébdl (41, = 14100 Mflcmfl) % szamithaté az oldat szulfidkoncentracioja
szulfid: TNB 1:2 sztochiometriai aranyban (25. és 26. reakcio). Ezen reakciot az
5.2 fejezetben részletesen is targyaljuk.

A moddszernek szintén az a hatranya, hogy kromoférok jelenléte
zavarhatja a spektrofotometrias-meghatarozast, valamint ezen médszer csak egy
korlatozott pH-tartomanyban hasznalhaté, mert pH ~6 alatt az oldatban kén
csapadék kivélasa torténik,> és pH > 9 esetben pedig a DTNB mar érzékeny a

pH-valtozasra.”
5.1.1.3 Monobromobiman modszer

A monobromobiman modszer a szulfid és két monobromobiman-
molekula konszekutiv nukleofil szubsztitucids reakciojan alapszik, amely egy
stabil és erdsen fluorescens szulfid-dibiman (SDB) terméket ad (19. reakcid). Az

SDB-t konnyen elvalaszthatjuk forditott fazisi kromatografia segitségével a
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monobromobimantol, mert két hidrofob bimanszarmazékot tartalmaz. Az SDB
koncentracidja fluorescens detektalassal hatarozhaté6 meg 390 nm, extinkcios és

475 nm, emisszios hullamhosszaknal.®®

(@) O
acetomtrﬂ W S /\%Y

N-N N-N + 2HBr
T ris P
H=9,5 N
monobromobiban szulfid-dibiman (R19)

A detektalasi hatar nagyon alacsony (nM), ezért a modszer alkalmas
bioldgiai mintadk szulfidtartalmanak a meghatarozasara. Kutatdcsoportunk
alatdmasztotta, hogy a szulfid mennyiségi meghatarozasat zavarja a
monobromobiman csucsa, ha a szulfid 1-10° M alatti koncentraciéban van
jelen,® bar az érzékenység javithato SDB etilacetattal torténé extrakcidjaval.*>%

A szulfid kiilonbozé oxidaloszerekkel vald reakcidiban képz6déd
poliszulfidok mennyiségi meghatarozasara is hasznaltuk ezt a modszert. Az
analizis soran ditiotreitollal (DTT) redukaltuk a rekcidelegyben képzodott
poliszulfidot, majd meghataroztuk a reakcio el6tti allapothoz képest

megndvekedett szulfidkoncentraciot.
5.1.1.4 Szulfidion-szelektiv elektréd

A szulfidion-szelektiv elektrodot széles korben hasznéljék a biolégiai
nemcsak a szulfidkoncentraciotol, hanem az oldat pH-jatol is fiigg,®® ezért
nagyon fontos a mérések ¢és a kalibracio alatt is a pH alland6 értéken tartasa.

A modszer f6 hatranyanak a redukalo lagos kozeg fenntartasat
tekintették, melyet az magyarazott, hogy az elektrod altal mért S? -ionok csak
igen lugos pH-nal fordulnak elé nagyobb koncentracidban.?** A lagos kozegre
valdjaban nincs sziikség, amit az is bizonyit, hogy az elektrod linearis valaszt
adott 10 ** M szulfidkoncentracioig pH 7,00-nél.*® A standard oldatok sorozatos
higitasat kovetden nagyon alacsony szulfidkoncentraciokat nem tudunk

megmérni, mert nyomnyi fémion-szennyez6dés is fogyasztja a szulfidot a
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reakcidedényben. Kelatképzé és aszkorbinsav hozzdadasa Kismértékben
csokkenti a szulfidvesztést, de a kalibralo gorbe 1-10°° M alatti koncentracional
mér igy is eltért a linearisto].%

A mobdszer elénye, hogy lehetévé teszi a szabad szulfid mérését, mivel
nincs sziikség a szulfidszarmazék képzésére, valamint a gyors elektrod valasz
(akar kevesebb, mint 1 perc) lehet6vé teszi a szulfidkoncentracié dinamikus
kovetését. A modszer hatranya, hogy az elektrod felszinén Ag,S alakul ki, ezért
sziikséges az elektrod rendszeres regeneralasa és mindennapi kalibralasa is.
Emellett a mérni kivant oldatban 1évé biomolekulak jelenléte zavarhatja a
meghatarozast, melynek legvalosziniibb oka, hogy kolcsonhatasba 1épnek az
Ag*/Ag,S rendszerrel.

Egy polarografias szulfid szenzort kifejlesztve lehetévé valt, hogy a
szenzor membranja megvédje a katddot, az anddot és az elektrolitot az oldat
alkotoelemeitdl (pl.: tioszulfation, homocisztein, glutation, L-cisztein)."™ Ez a

technika megorizte a fent leirt elonyodket és lehetévé tette a biologiai mintak
sy g 24,25,96,101

5.1.1.5 Gazkromatografia

Kezdetben a szulfid gazkromatografias (GC) analizisét a
szarmazékképzésen  alapulod bisz(pentafluorobenzil)szulfid mérésével
végezték.'? A terméket szerves oldoszerben extrahalva, a szerves fazist
vizsgaltak GC segitségével. Ezen technoldgiat hasznaltdk a szulfid
koncentracidjanak vérben torténd meghatarozasara az oldat lagositasat
kovetéen.'” A modszer tovabbfejlesztésével lehetéség nyilt a fehérjékhez
kot6do perszulfidcsoportok és poliszulfidok detektalasdra, miutan a mintat

4

redukaltdk, Iugositottak ¢€s extrahaltak hexanban,'® valamint a szovetek

szulfidtartalmanak mérésére is.

torténd gazfejlédéshez,” tovabba a szolvatalt és gazfazis kozotti egyensiily
beallasahoz sziikséges. Mindezt nagymértékben befolyasoljak a kisérleti
koriilmények, mint példaul: a homérséklet, a nyomas, a pH, a gazfazis kémiai
Osszetétele, a szulfid fogyasaért és termelddésért felelds reakciok sajatsagai és

egymashoz viszonyitott hatasuk, azon biomolekuldk koncentracidja, amelyek
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reverzibilisen vagy gyakorlatilag irreverzibilisen koétik a szulfidot és ezen
reakciok egyensulyi allandoi folyadékfazisban, stb.

5.1.1.6 Fluorescens szonda

Az eddig emlitett modszerek tobbsége megkdveteli a szulfid extrakcigjat
a sejtekbol, szovetekbol, igy a mérések alatt a bioldgiai €s kémiai koriilmények
megvaltoznak. Ahhoz azonban, hogy megértsik a szulfid biologiajat
elengedhetetlen olyan modszerek kifejlesztése, melyek lehetdvé teszik az
erékkel dolgoznak érzékeny és specifikus fluorescens szondak eldallitasan.
Ahhoz, hogy ez a modszer a legvalésagosabb képet fesse az endogén szulfidrol a
fluorescens szondakkal szemben tamasztott f6bb kovetelmények a kovetkezok:
i) legyen specifikus, ii) legyen megfelel6 érzékenységti, iii) membranpermeabilis
legyen, iv) biztositson gyors valaszjelet, v) ne legyen fotoszenzitiv, vi) adjon
id6ben stabil fluorescens jelet, vii) mas biologiai molekulakkal szemben legyen
inert, viii) ne hasson a biologiai rendszerek miikodésre.

A modszerrel kapcsolatos f6 kihivast az jelenti, hogy a szonda ne 1épjen
kolcsonhatasba mas tiolcsoportokkal, példaul olyanokkal, mint a glutation- vagy
a Cys-szarmazékok, amelyek nagy mennyiségben fordulnak eld biologiai

rendszerekben és nagyon hasonlo tulajdonsaggal rendelkeznek, mint a szulfid.”

5.1.2 Kémiai magyarazat a  szervezetben  detektalt  eltéré
szulfidkoncentraciokra

Biologiai mintakban nagyon eltéré szulfidkoncentraciokat detektalnak
az 5.1.1 pontban leirt szulfidkoncentraci6-meghatarozasara iranyuld
moédszerekkel. Példaul viszonylag nagy szulfidkoncentraciot (1-10°° — 1-10* M)
mértek vérben metilénkék modszerrel,® mig Kevil és mtsai sub-uM-0s
koncentracioban mérték a szulfidkoncentraciot és pM-0s koncentracioban a
perszulfidtartalmat.*>'® Wintner és mtsai allati vérben a szabad szulfid

crer

hasonl6 értékeket mértek humén vérben is monobromobiman modszerrel.®
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Megemlitendd, hogy a szervezetben a szabad szulfid koncentracija nem
haladhatia meg az 1-10°® M-o0s koncentraciot, mert ezen érték felett mar
érvényesiilne toxikus hatasa. Eppen ezért ugy véljik, hogy egyes
biomolekuldkhoz reverzibilisen kotott szulfid a detektalas kozben valod
irreverzibilis megkotddésének hatasara bekovetkezd fogyasa miatt felszabadul,
vagyis a biomolekulakhoz kotve mnagyobb mennyiségli mobilizalhato
szulfidtartalékok vannak bioldgiai rendszerekben. Ez a szulfidtartalék mintegy
pufferként viselkedve fontos szerepet jatszhat a szulfid bioldgiai hatasaiban.
Ezért feltételezésiink szerint a szulfid detektdldsa soran a f6 problémat biologiai
rendszerekben az okozza, hogy a szabad szulfid mellett biomolekulakhoz
reverzibilisen k6t6d6 szulfidmolekulak vannak, melyek a kiilonb6z6 detektalasi
modszerek alkalmazasaval eltéré mértékben felszabadulhatnak.

A szarmazékképzésen alapuldé modszerek (pl.: a metilénkék modszer,
monobromobiman moddszer) estében a szabad szulfid mellett egyes
szulfidtartalmi komplexben lazan kot6do szulfidot is mérik. Tovabba azon
eljarasok, melyek a szulfid csapadék formajaban torténd eltdvolitdsan vagy
elparologtatasan alapulnak szintén a biomolekulakhoz kotott szulfidot is
detektaljak. Az alkalmazott kisérleti koriilmények fiiggvényében eltoljak a kotott
és a szabad szulfid egyensulyat és emiatt talbecsiilik a szabad
szulfidkoncentraciot. A metilénkék modszert példaul er6sen savas koriilmények
kozott alkalmazzak és relative nagy szulfidkoncentraciokat mérnek bioldgiai
mintakban amiatt, hogy a reverzibilisen kotott szulfidot savanyitassal
felszabaditjak, illetve a savas kornyezetben a vas-kén klaszterek elbomlésa is
szulfid felszabadulassal jar. A monobromobiman és a gazkromatografias
moédszerekkel a szulfidot mar kisebb koncentracidoban detektaljak, mivel a
mérések fiziologias pH-n torténnek, bar ezen technikakkal is felszabadithatjuk a
lazan k6todo szulfidmolekulat.

Emellett az eltérd kisérleti koriillmények alkamazasa (pl.: pH, inkubalasi
id6 stb.) akar ugyanazon mintanal is, okozhat eltéré6 eredményeket. Példaul a
gazkromatografias modszer headspace-ében alkalmazott eltéré pH, hémérséklet
és nyomas koriilmények megteremtésével a szulfid protonalddasa és fazis
transzlacids egyensulya valtozik. Az ionszelektiv elektrodok nagy elénye, hogy

specifikusan mérik a szabad szulfidkoncentracidt, mert csak a nem kotott szabad
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szulfidot detektdljak, és a korabbi vélekedéssel ellentétben nem igényelnek lugos
kortilményeket.

A kilonb6zé  szovetek  szulfidkoncentracidjat meég nehezebb
meghatarozni, mint a fiziologas folyadékokét, mert a szdvetekben kiillonbozo
enzimek termelik és fogyasztjdk a szulfidot. Ahhoz azonban, hogy valos képet
kapjunk a szulfid szervezetbeli szabad steady-state koncentracidjarol a
vizsgalatokat in vivo kellene végezni nagyobb szdveti mélységben elkeriilve a

pH, a hémérséklet stb. okozta, a szulfidkoncentracidé mérését zavard hatasokat.

5.1.3 A H,S reagensként valé alkalmazasiahoz sziikséges oldatkémiai
tulajdonsagainak tanulmanyozasa

Doktori munkam soran a szulfid néhany biologiailag fontos
redoxireakciojanak tanulmanyozasahoz elengedhetetlen volt a  szulfid
reagensként  valé  alkalmazasahoz  sziikséges alapvetd  oldatkémiai
tulajdonsagainak megismerése. Az oldatban 1évé H,S illékony tulajdonsaga, a
szulfid nagy reaktivitdsa, és a szulfidoldatokban 1évé nyomnyi mennyiségben
eléforduld szennyezédések jelenléte miatt sziikség volt egy, a mérések
reprodukalhatdsagat biztositd, kisérleti protokoll kialakitasara.

A kisérleti tapasztalatok alapjan a szulfid torzsoldatok készitésénél
lényeges szempont, hogy mely vegyszerbdl indulunk ki, hiszen a
kereskedelemben forgamazott eltér6 gyartmanyu, tisztasagi vegyszerekkel
valdban eltér6 eredményeket kaphatunk. A kutatasi munka kezdetén a
kereskedelemben forgalmazott szulfid tartalm( vegyszerek tisztasagat
tanulmanyoztuk, és szulfid-, poliszulfid-tartalmat hasonlitottuk 0Ossze (1.
tablazat).

Az 1. tablazat a frissen felbontott szulfid sokbdl készitett torzsoldatok
DTNB* (1. tiblazatban szulfidtartalom II) és metilénkék (1. tablazatban
szulfidtartalom 1) moédszerek segitségével meghatarozott szulfidtartalmat
foglalja 0ssze. E modszerek esetén kapott koncentracidértekek jo egyezést
elnyelésébdl is szamoltuk (1. tablazatban szulfidtartalom 1). Ezen modszer
esetén a torzsoldatot 5,0 x 10° M-ra higitottuk. Amint az lathato, a 230 nm-nél

mért szulfidtartalom altalaban nagyobb a masik két modszerrel meghatarozott
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értekeknél. A szulfid kozvetlen  fotometrids  modszerrel — torténd
koncentracidmeghatarozasa sordn kapott mérési eredmények értelmezésénél
figyelembe kell venniink, hogy a szulfid oxidacids termékeinek elnyelése is
hozzajarul a mért abszorbancidhoz. Ugyanakkor néhany vegyszer esetében a
szulfid mar részleges bomlast szenvedett, aminek a kovetkeztében az analizisre
hasznalt oldatok pH-ja 8,00 ala csokkenhet a vizzel valo higitasi 1épés utan. A
pH csokkenésével a HS részben protonalodik és a kisebb molaris
abszorbanciaju H,S-né alakul. Ezen spektralis hatasok egyiittes eredményeként a
kozvetlen mérés eredményei lényeges eltérést mutathatnak a DTNB vagy a

metilénkék modszerek segitségével kapott értekektodl.

1. tablazat. Néhany kereskedelemben forgalmazott vegyszer szulfid- és poliszulfid-

tartalméanak &sszehasonlitasa.?

Poliszulfid-tartalom Szulfidtartalom | Szulfidtartalom Il Szulfidtartalom 111

Vegyszer Tisztasa
s SABSEE 990 nmenél 230 nm-nél 412 nmenél 667 nm-nél

Na,S-9H,0 ACS reagens

SiemaAdrich =980 (138+33)uM (156 +56)mM  (112+8)mM (117 +23)mM
] >98.0 %

N?25'9H20, >99,99% (332+26)uM  (138+33)mM (117 +5)mM (110 + 16) mM
Sigma-Aldrich
Nézs 0 97-103% (154+18)pM  (139+24)mM (117 1D)mM  (114+11) mM
Sigma-Aldrich
N2S 96,12 % (403 £118)uM  (126+38)mM (112 14)mM (94 +8) mM
Alfa Aesar
N_a28-9H20. >98 % (103+£10)pM  (169+55)mM  (125+15)mM (120 £ 12) mM
Sigma-Aldrich
N?HS'XHZQ > 60 % (9525 M 82+ 1D)mM  (105£20)mM (97 + 14)mM
Sigma-Aldrich
N_azs'XHZQ > 60 % (593+28)uM  (90£25)mM (79 +7)mM (72 + 8) mM
Sigma-Aldrich
Nézs'mzo_ 59-65% (537+3)uyM (71 1D)mM 77+ 8)mM (75+ 7) mM
Sigma-Aldrich

a: Kisérleti koriilmények: 0,150 M szulfid torzsoldatot készitettiink tomegméréssel
kétszeresen desztillalt vizben. Az oldatokat jégen és sotétben taroltuk. Az oldatok
poliszulfid-tartalmat a vizes oldatok elnyelésébdl hataroztuk meg 290 nm-nél, ¢ = 811
M™'ecm ™2 A szulfidkoncentracié meghatérozisahoz a torzsoldatokat 5,0-10° M-ra
higitottuk kétszeresen desztillalt vizzel (szulfidtartalom 1) vagy 0,10 M foszfatpufferrel
(szulfidtartalom II és III). A kozvetlen fotometrias mérés (szulfidtartalom I) esetében a
230 nm-nél mért abszorbanciabol szamoltuk a koncentraciot, ezgomm = 7700 M lem™. A
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DTNB modszer (szulfidtartalom II) esetében a 412 nm-nél mért abszorbanciat
hasznaltuk, &somm = 14100 M'cm 2% A metilénkék moédszer (szulfidtartalom 111)
esetében 667 nm-nél mértiikk az abszorbanciat, sajat kisérleteink alapjan meghatarozott
€e67om = 30200 M 'em ™ felhasznalasaval pH 0,45-nal.

A vizsgalt vegyszerek mindegyikében poliszulfid-tartalmat is mértiink
(1. tablazat). A vegyszerek felbontasat kovetden a kristadlyokat azonnal desztillalt
vizben oldottuk fel. Némely kristaly esetén sarga szinii levegé altali oxidacio
okozta szennyezOdéseket figyeltiink meg, még felbontas el6tt. Ugyanakkor
megallapitottuk, hogy a kristalyok felszinének tobbszori lemosasaval a foként
poliszulfid- és mas kénoxid-tartalmii szennyezédések nagymértékben
eltavolithatok.

A poliszulfidok a tiszta szulfid torzsoldatokban is képzédnek az O, altali
fémionok-katalizalta oxidacié révén. A legtobb fémion a pufferekbdl szarmazik,
ezért a puffer sajatsagai és koncentracioja is befolyasolja a szulfid torzsoldatok
O, altali oxidacidjanak sebességét, mértékét. Megfigyeltiik, hogy a TRIS jobb
puffer, mint a PBS, mert kisebb fémszennyezé-tartalma miatt kevésbé gyorsan
bomlik benne a szulfid.** Mivel az oldatokban a szulfid oxidacidjat szinte
lehetetlen elkeriilni, ezért is sziikséges bioldgiai mintak vizsgalatakor a nagyfoku
elévigyazatossag, hogy az adott esetben valoban a szulfid és ne a szulfid
oxidacios termékeinek hatasait mérjikk. (Ahogy mar erre kutatocsoportunk
korabban is ramutatott, a szulfid munkaoldatban 1év6 nyomnyi poliszulfid-
szennyez6dés elegendd volt ahhoz, hogy biologiai folyamatokat indukaljon.™)

Bar az atmenetifémion-katalizalt szulfidoxidacié ndvelheti a nyomnyi

mennyiségben jelenlévé poliszulfid-tartalmat és mas kén-oxid-szarmazékok
|90

crer

koncentraciojat, korabban kozolt eredményekkel™ ellentétben azt allapitottuk
meg, hogy az oldathoz adott dietilén-triamin-pentaecetsav (DTPA) csak kevéssé
akadalyozza a szulfidvesztést pH 7,40-nal PBS-ben (5. dbra). Hughes ¢és mtsai
szerint a DTPA-nak nyomnyi mennyiségben jelenlévé fémszennyezddések
kelatként tortén6 megkotésével —drasztikusan csokkentenie kellene a
szulfidbomlas sebességét. Ennek ellenére az oldat argonnal vald telitése és
fényt6l valo elzarasa sem jarul jelent6sen a szulfidvesztés megakadalyozasahoz

(5. abra).
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5. dabra. A PBS-ben 1év0 natrium-szulfid torzsoldat stabilitdsa kiilonb6zd kisérleti
koriilmények mellett. O: laboratoriumi fénynél, o: sotétben, A: sotétben, [DTPA] =
1,0:10* M, o: sététben, [DTPA] = 1,0-10* M, argonozva. [szulfid], = 1,0-:10* M,
1,0'1072 M PBS, pH = 7,40, T = 25 °C. (A metilénkék modszerrel meghatarozott
szulfidkoncentraciokat hétszeres higitassal kapott kalibraciobol szdmitottuk pH 7,40-nél
1,0-10> M PBS-ben.)

Az oxidaciés folyamatokra fokuszalva kordbban feltételezték, hogy a
szulfidoxidacid gyorsabb nagyobb pH-nal, mert a HS™ nukleofilabb, mint a H,S.
Ennek ellenére sajat vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a pufferelt oldatok
szulfidtartalma gyorsabban csokkent savas tartomanyban (6. abra). Az emlitett
megfigyelés DeLeon és mtsai eredményeivel Gsszhangban azt tamasztja ald,’®
hogy fiziologias pH-nal a relative gyors szulfidvesztés foként a H,S

parolgasanak tulajdonithat6 és nem az oxidacionak.
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6. abra. A szulfidvesztés kezdeti sebességének pH-fiiggése. [szulfid]y, = 3,0-10* M,
1,0-102 M PBS, 1,0-10 > M TRIS-puffer, sététben, [DTPA] = 1,0-10* M, T =25 °C. (A
metilénkék modszerrel meghatarozott szulfidkoncentraciokat hétszeres higitassal kapott
kalibraciobol szamitottuk pH 7,40-nal 1,0’1072 M PBS-ben. A kisérleti adatok hirom

fliggetlen mérés egyikét reprezentaljak, melyek azonos tendenciat mutattak.)

Tanulmanyoztuk az oldat homérsékletének hatasat a szulfidvesztés
mértékére. A torzsoldat szulfidkoncentricio-vesztését 4,0 = 0,1 °C-on hiitében,
jégen val6 tarolas mellett TRIS-pufferben (7. a) abra) és PBS-ben (7. b) abra)
metilénkék modszerrel vizsgaltuk. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
homérséklet csokkentésével nem keriilhetd el a foként H,S parolgasanak

kOszonhetd szulfidvesztés.
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7. abra. A Na,S torzsoldat szulfidvesztésének vizsgalata kiillonboz6 kisérleti
koriilmények mellett a) 1,0-10° M TRIS-pufferben és b) 1,0:10° M PBS-ben
metilénkék modszerrel. O: laboratoriumi fénynél, T = 25 °C, o: s6tétben, T = 25 °C, A:
sotétben és jégen, T = 4 °C, o: sététben, jégen, [DTPA] = 1,0:10° M, T = 4 °C.
[szulfidl: = 1,0010° M. (A metilénkék modszerrel — meghatarozott
szulfidkoncentraciokat hétszeres higitassal kapott kalibraciobdl szamitottuk pH 7,40-nal
1,0-10 M PBS-ben.)

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a legstabilabb és a
legtisztabb vegyszer a Sigma-Aldrich altal gyartott Na,S-9H,0, melynek
tisztasaga > 98% és ACS reagens. (Ezen okbol a kés6bbi kisérleteink soran
kizarolag ezt a vegyszert hasznaltuk.)
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Az analitikai eredményekkel Osszhangban Kidolgoztunk egy eljarast a
lehetd legtisztabb szulfid torzsoldat készitéséhez. A Na,S kristalyokat a
torzsoldatok készitése eldtt legalabb haromszor haromszorosan ionmentesitett
vizzel lemostuk, majd argongaz atbuborékoltatasa mellett haromszorosan
ionmentesitett vizben oldottuk a kristalyokat. Az igy kapott lugos kémhatasu
oldat parolgasa lassabb volt (a nagy pH-nak koszonheten) és az oldatban az
oxidacioé mértéke is csokkent (mivel az O, mennyiségét csokkentettiik az oldat
argonnal valo telitésével).
hataroztuk meg: 1) kozvetleniil spektrofotometriasan, a 230 nm-nél mért
abszorbancia alapjan hataroztuk meg (e300m = 7700 M 'em™) tigy, hogy az oldat
pH-ja mindig nagyobb volt 9-nél (8. abra), 2) a szulfidkoncentraciot DTNB
modszerrel az irodalomban leirt modon is ellendriztiik a TNB elnyelését mérve
(4120m = 14100 M'em™) (8. ébra).93 A szulfid torzsoldatok koncentraciojat azért
célszerli e két modszerrel egyidejlileg meghatarozni, mert a két modszerrel
kapott eredmények kozotti kiilonbségbdl az oldatban 1év0 szennyezddések
mértékére lehet kovetkeztetni. Munkank soran a két modszerrel kapott
amennyiben a két érték kozott kevesebb, mint 5% eltérés volt. Nagyobb hiba

esetén Uj torzsoldatokat készitettiink.

2,0 :
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1 ‘\\ C)
< 1,0 - \\ ,,” \
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vizes kbzeg, x30nm = 7700 M 'em™, Azzonm = 0,3937, pH > 9; B): DTNB spektruma, 0,10
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M foszfatpuffer, epam = 17780 Mem?, Agum = 1,7436, pH = 7,40; C): TNB
spektruma, 0,10 M foszfatpuffer, es1onm = 14100 M *cm ™, Asponm = 1,3965, pH = 7,40.

A kisérleti adatokkal sszhangban a térzsoldatot jégen, fénytdl elzarva
kell tarolni. Ez utdbbira azért van sziikség, mert a szulfid fotokémiai reakcioban
is részt vesz. Ezen tilmenden a munkaoldatokat a felhasznalas elott DTPA-t
tartalmazo pufferrel kell higitani a nyomnyi mennyiségben jelenlévé fémion-

szennyezOdések csokkentése érdekében.
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5.2 A diszulfidok redukcidja hidrogén-szulfiddal: Kinetika és
mechanizmus

Ahogy azt a bevezetében targyaltuk a kén-hidrogén bioldgiai
funkcidiban kulcsszerep jut Cys-tiolok peszulfidda valé alakulasanak. A
perszulfidok képzddésének egyik kézenfekvé modja a diszulfid hidak szulfiddal
vald szubsztitucioés reakcidja. Ennek ellenére kinetikai és termodinamikai
megfontolasok alapjan ezen Gtvonal lehetéségét gyakran megkérdéjelezték.>>%*
82 Ugyanakkor a reakcié mechanizmuséanak atfogé vizsgalatara eddig nem keriilt
sor. Ez motivalta a diszulfidok szulfiddal torténé redukcidjara vonatkozo

kutatasainkat.

5.2.1 A DTNB szulfiddal valo reakcioja

5.2.1.1 A DTNB és a szulfid kozotti reakcio sztochiometriaja és termékei

A diszulfid kotés a szulfid — mint legkisebb tiolmolekula — altali
redukcidjanak tanulmanyozasara el6szor modell diszulfidként az 5.1 fejezetben
is hasznalt aromas diszulfidot, a DTNB-t valasztottuk, aminek 320 nm-nél
jelentds fényelnyelése van, és emiatt gyakran hasznaljak a redukalt tiol-
biologiai rendszerekben.*

A tiolok kvantitativ meghatarozasa a DTNB szabad ciszteineken torténd
tiol — diszulfid cserereakcién alapul,”® amiben egy jelentés abszorbanciaji egy
mol ekvivalens TNB keletkezik (g1, = 14100 M'cm™?) (20. reakcio).

NO,
/C[COOH + P-CySH =—=
NO, NO,
P-CyS.. /C[ + /C[
S COOH  HS COOH

TNB (R20)
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Hasonloan a Cys-tiolokhoz a DTNB és a H,S k6zotti reakcioban is TNB
képz6dése detektalhato a 412 nm-nél jelentkezd Karakterisztikus fényelnyelés
alapjan, aminek valtozasat spektrofotometriasan kovettiik a szulfid DTNB-vel

valo titralasa soran (9. abra).

0,9
0,6 -
DTNB
<
0,3 -
0,0 . .
250 350 450 550
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9. abra. Spektralis valtozasok a szulfid DTNB-vel torténé titralasa soran. [szulfid]y; =
5,0010° M, [DTNB] = 5,0-10°°, 1,0-10°, 1,5:10°, 2,0-10°, 2,5:10° M, 0,10 M
foszfatpuffer, 1 = 1,00 M, pH = 7,40, T = 25 °C.

Ezt a reakciot Nashef és mtsai is tanulmanyoztak, és megallapitottak,
hogy vizes kbzegben a szulfid mennyiségi meghatirozasara is hasznalhato.”
Emellett azt talaltak, hogy DTNB-felesleg mellett két mol ekvivalens TNB
képz6dik, szemben a Cys-tioloknal leirtakkal. Megfigyelték, hogy kén is
képz6édik, amit szerves extrakcidval azonositottak. Sajat vizsgalataink soran
kénkivalast nem észleltiink, ezért véleményiink szerint a szervetlen poliszulfid
lehet a forrasa a képz6dé szulfan-kénnek a szulfid Aaltal t6rtén6 DTNB
redukciojaban.

A reakcid sztochiometrigjat széles koncentracio-tartomanyban
vizsgaltuk kiilonb6z6 szulfid:DTNB aranyokndl. A DTNB- ¢és szulfidoldatokat
egyszerli stopped-flow késziilékkel kevertiik 6ssze a relative gyors reakciokra
vald tekintettel a turbulens keverési koriilmények megteremtése végett. A
reakcidelegybdl termékként képzédd TNB elnyelésébdl szamolt koncentraciot a
deficitben 1év6  kiinduldsi anyag koncentracidjaval  Osszehasonlitva

eredményként kaptuk a sztdchiometrikus aranyokat. Abban az esetben, amikor a
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szulfidot  alkalmaztuk  feleslegben, koncentracigjatol  figgetlenil a
sztochiometria mindig 1:2 aranyu volt, azaz 2 TNB-molekula képzdott egy mol
DTNB-bdl (2. a) tablazat), ami arra utalt, hogy a diszulfid teljes mennyisége 5-
tio-(2-nitrobenzoesav)-tiol (TNB-SH, TNB-tiol) formava redukalhat6 szulfiddal.
Ellenben, ha a DTNB nagy, legalabb szazszoros feleslegben volt jelen, akkor
egy szulfidmolekulabol mar csak egy TNB-molekula képz6dott (2. b) tablazat),
ami azzal értelmezhet6, hogy a reakcidoban koztitermék képzodik. A DTNB
1:2 aranyhoz tartott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a reakciot egy
tobblépéses, egyenstlyi lépéseket tartalmazdé mechanizmus irja le, amiben
feltehetéen az els6 reakciolépésben képzédd 5-tio-(2-nitrobenzoesav)-perszulfid
(TNB-SSH vagy TNB-perszulfid) tovabb redukalodik szulfiddal TNB-vé.

2. tablazat. A DTNB - szulfid reakcid sztochiometridja  kiilonbozd

reaktanskoncentracional a) szulfid- vagy b) DTNB-felesleg mellett.?

a) [DTNB](uM) [szulfid];o; (LM) generalt TNB/DTNB
5 50 2,05+ 0,22
5 150 2,03 + 0,05
5 250 1,99 + 0,08
5 375 1,97 £ 0,04
5 500 1,98 + 0,03
b) [DTNB] (uM) [szulfid]o; (M) generalt TNB/szulfid
50 5 1,42+0,12
150 5 1,32+0,04
250 5 1,21 £ 0,05
375 5 1,19+ 0,02
500 5 1,09 + 0,12

a: 0,10 M foszfatpuffer, I = 1,00 M, pH = 7,40, T = 25 °C.
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A sztdchiometriai eredmények értelmezésére a kovetkezd altaldnos

reakcio6 kaszkéadot javasoltuk:

RSSR + H,S = RSSH + RSH Koy (R21)
RSSH + H,S = RSH + HSSH Koo (R22)
NHSSH == HS(.yH + (n—1)H,S (n=1-8) Kas (R23)
¢és/vagy

RSSH + HS,H == RSH + HS(,.;)H Kos (R24)

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 21. reakcio alapjan az elsé 1épésként egy egyszerii tiol — diszulfid cserereakcio
zajlik le, termékként egy mol ekvivalens TNB és egy TNB-SSH képzodik. A
TNB-SSH egy kovetkezé 1épésben reagal egy masik szulfidmolekulaval még
egy TNB-molekulat és a szervetlen perszulfidok prekurzoraként egy diszulfidot
(HSSH) eredményezve (22. reakcid). A HSSH tovabbi reakciokban
diszproporcionaldédhat (23. reakcid) vagy egy masik TNB-perszulfiddal
reagalhat (24. reakcio) poliszulfidok képzédése mellett. Meg kell jegyezni, hogy
ezen reakciok természetesen nagymértékben fiiggnek az alkalmazott kisérleti
koriilményektdl és a reaktansok koncentraciojatol.

Az 21.-24. reakciok egyensulyi allanddja nagy, mivel még kis
szulfidfelesleg esetén is az 6sszes DTNB elfogy, és két mol ekvivalens TNB
képz6édik (2. a) tablazat). Kinetikai mérések (lasd lentebb) is alatamasztottak,
hogy ezeknek a reakcioknak az egyensulya eltolodik a felsé nyilak iranyba, azaz
gyakorlatilag irreverzibilisek.

5.2.1.2 A DTNB és a szulfid kozotti reakcio kinetikaja
A DTNB - szulfid reakcidé mechanizmusanak mélyebb megértése

érdekében atfogd kinetikai vizsgalatokat végeztiink a reaktansok kiilonb6zo

koncentraci6 aranyainal.
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5.2.1.2.1 DTNB-felesleg

DTNB-felesleg mellett pszeudo-elsérendii koriilményeket megteremtve
vizsgaltuk a kinetikai gorbék iddbeli lefutdsat a képzodd TNB elnyelési
maximuman, 412 nm-en. Amint azt a 10. dbra mutatja, szazszoros DTNB-
felesleg mellett, amikor egy szulfidbol egy TNB képzédik (2. b) tablazat), a
detektalt kinetikai gorbe jol illeszthetd egy exponencalis tagbol allo egyenlettel,

vagyis a sebességi egyenlet a szulfidra nézve elsérendd.

0,25

0,20 A

A412 nm

0,15 -

0,10 T T T
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10. abra. Jellemz6 stopped-flow kinetikai gorbe (@) exponencialis egyenlettel illesztve
(—). [DTNB] = 5,0:10* M, [szulfid],; = 5,0-10° M, 0,10 M foszfatpuffer, | = 1,00 M,
pH = 7,40, T =25 °C. (Kops = 0,43+ 0,01 5

Feltételezziik, hogy a detektalt reakcio a modellnek megfeleléen a
DTNB szulfid altali bimolekularis redukcidja (21. reakcid). A sztdchiometriai
adatokat figyelembe véve (2. tablazat) azt mondhatjuk, hogy legalabb szazszoros
DTNB-felesleg alkalmazasa biztositja azt, hogy a 21. reakcid6 meghatarozo
legyen a 22. reakcioval szemben az alkalmazott kisérleti korilmények mellett.

Abban az esetben, amikor a szulfidbdl t6bb mint egy TNB képzodik,
azaz kisebb DTNB-koncentracioknal, a 412 nm-nél rogzitett kinetikai gorbék
tovabbra is meg0Orzik exponencialis karakteriiket. A DTNB elnyelési
maximuman, 320 nm-nél kdvetve a reakciot szintén elsérendi viselkedést
tapasztaltunk, az ezekbdl a gorbékbdl szamolt pszeudo-elsérendii sebességi
allandok (ko,s) azonosak voltak a 412 nm-en kapott értékekkel az Osszes
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koncentracio arany esetén (11. abra). Ez alapjan megallapithatd, hogy a két
hullamhosszon ugyanazt a folyamatot kovetjiik. Masfelol az a kovetkeztetés
vonhato le, hogy a folyamat sebességmeghatarozo 1épése a 2:1 sztochiometriai
aranynal a 21. reakcid. A sztochiometriat a reaktanskoncentracié fiiggvényében
ennek, és az ezt kovetd lépéseknek az egymashoz viszonyitott sebessége
(kinetikai stlya) hatarozza meg. Mas szdval szazszoros DTNB-koncentraciora

van sziikség ahhoz, hogy a 21. reakci6 gyorsabb legyen a 22. reakcional.

0,84 0,12
. e 412 nm .
é 0,80 A 320 nm 0,06 §
< <
0,76 0,00

11. abra. Reprezentativ kinetikai gérbék 320 nm-nél (A) és 412 nm-nél (e). A folytonos
vonalak az elsérendii illesztéssel kapott eredményeket mutatjak. [DTNB] = 5,0-10° M,
[szulfid] = 5,0-10° M, 0,10 M foszfatpuffer, | = 1,00 M, pH = 7,40, T = 25 °C.
(Kops®™ = (4,68 + 0,01) x 1072 571 &5 Kops 2™ = (4,27 + 0,01) x 102 s (1 mdl
szulfidbol 1,42 £+ 0,12 mol TNB képzédik.)

DTNB-felesleg alkalmazasa esetén azt allapitottuk meg, hogy a Kgps
linedris fliggést mutat a DTNB-koncentraciotol, igy a reakcié a DTNB-re nézve
is elsérendii (12. abra). Az adatpontokra torténd linearis illesztésbdl kapott
meredekség, azaz a latszolagos masodrendii sebességi allando értéke a 2:1
reakcid aranynal 21. reakcid esetén ky " VETS9 = (88 + 0,2) x 10 M s pH

7,40-on.
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kobs (541)

0,0

0,0 2,0 4,0 6,0
[DTNB] (M) x 104

12. abra. A Kgps-fiiggése a DTNB-koncentraciotol, DTNB-felesleg mellett. o: mért
adatsorok, —: illesztett egyenes. 0,10 M foszfatpuffer, 1 = 1,00 M, pH = 7,40, T =25 °C,
A=412 nm.

A kapott kinetikai eredmények tehat azt tamasztjak ala, hogy a szulfid az
RSSH-val gyorsabban reagal, mint az RSSR-rel. A 12. abran lathato egyenes 0-
ba mend tengelymetszete pedig arra utal, hogy az egyensuly a 21. reakcidban
gyakorlatilag irreverzibilis.

5.2.1.2.2 Szulfidfelesleg
Annak ellenére, hogy szulfidfelesleg mellett egy tobblépéses
folyamatban egy DTNB-molekulabol két mol ekvivalens TNB képzddik (2. a)

tablazat), a detektalt kinetikai gorbék jol illeszthetk voltak egy exponencialis

tagbol alld egyenlettel az 6sszes koncentracional (13. abra).
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13. abra. Tipikus kinetikai gorbe szulfidfelesleg mellett. #: kisérleti adatok, —: illesztett

gorbe. [szulfid]e; = 1,0-10* M, [DTNB] = 1,0-10 ° M, 0,10 M foszfatpuffer, | = 1,00 M,
pH = 7,40, T =25 °C. (Kops = (8,11 + 0,06) x 10 °s %)

Szulfidfelesleg alkalmazasa esetén is a 412 nm-en (TNB-képz6dés
hullamhosszan) és 320 nm-en (DTNB-fogyas hullamhosszan) mért kinetikai
gbrbékb6l szamolt pszeudo-elsérendii sebességi allandok megegyeztek és
linearis szulfidkoncentracio-fiiggést mutattak (14. abra). Szulfidfeleslegnél az
illesztésbol kapott latszolagos masodrendii sebességi allando, kp, "Mk = (8 9
+ 0,2) x 10° M's?t nagyon jo egyezésben van a DTNB-feleslegnél
meghatérozott értékkel (kp"TVETER = (81 + 02) x 102 M s, ezért a
detektalt reakciot ugyanannak a reakcionak (21. reakcio) feleltettiik meg DTNB-
és szulfidfelesleg mellett; igy a 21. reakcid latszolagos masodrendi sebességi
allandojat a DTNB- és szulfidfelesleg mellett kapott latszolagos masodrendi
sebességi allandok atlagabol szamoltuk, ami ky, = (8,9 + 0,1) x 10 M™'s™ pH =
7,40-on.
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0,6

0,0 T T T
0,0 2,0 4,0 6,0

[szulfid],,, (M) x 104

14. abra. Szulfidfelesleg mellett a kqps-fliggése a szulfidkoncentraciotol. ¢: kisérleti
adatok, —: illesztett egyenes. 0,10 M foszfatpuffer, | = 1,00 M, pH = 7,40, T =25 °C, 1
=412 nm.

Ezek a megfigyelések alatamasztjak a javasolt modell (21.—24. reakciok)
érvényességét, azzal a modositassal, hogy a 21. reakcio irreverzibilis (mint
igazoltuk (12. abra és 14. abra)). A modellben a 22. reakcié sebességi allanddja a
kinetikai mérések értelmében tobb, mint tizezerszer nagyobb kell legyen, mint a
21. reakcioé az alkalmazott kisérleti koriillmények mellett.

Meg kell jegyezni, hogy Iényegesen hosszabb reakcididoknél egy
tovabbi nagyon lassi és kismértékli abszorbanciavaltozast detektaltunk mind
szulfidfelesleg, mind pedig DTNB feleslege mellett. Szulfidfelesleg mellett a
valtozas jelentdsebb volt, illetve szdzszoros DTNB-felesleg esetén mar nem volt
detektalhato egy ilyen folyamat. Feltételezéseink szerint ez az
abszorbanciavaltozas a lassabban reagald poliszulfidok diszproporcidjanak felel
meg, ami csak a DTNB és TNB-SSH teljes fogyasat kovetden jatszodik le. Ezt a
magyarazatot tdmasztja ald az is, hogy ennek a folyamatnak a sebessége

fiiggetlen a szulfidkoncentraciotol. Ezt a reakcidt nem vizsgaltuk részletesen.
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5.2.1.3 A DTNB és a szulfid kozotti reakcio kinetikai szimulacidja

A kisérleti kinetikai gorbéket a javasolt mechanizmus alapjan
modelleztik (21.—24. reakciok).* A mért latszolagos masodrendii sebességi
allandok atlagat hasznaltuk a kinetikai szimulacidoknal, ami ky; = (8,9 + 0,1) x
10°M s ™

A szimulacidhoz hasznalt egyes 1épéscket irreverzibilisnek tekintettiik,
és feltételeztiik, hogy a szervetlen poliszulfidok a koztitermék HSSH és TNB-
SSH reakcidjaban képzddnek, igy egy haromlépéses modellt felallitva (25.—27.
reakciok) szimulaltuk a kinetikai gorbéket és koncentracideloszlasokat. A
szimulaciokat csak pH 7,40-on végeztiik el, igy a pH-fiiggést figyelmen kiviil
hagyhattuk.

Tehat a reaktansok, a koztitermékek és a termékek reprezentativ
szimulalt eloszlasahoz a korabban altalanosan felirt modell egy egyszertisitett

haromlépéses valtozatat hasznaltuk fel.

DTNB + H,S — TNB-SSH + TNB Kos (R25)
TNB-SSH + H,S — TNB + HSSH Kas (R26)
TNB-SSH + HSSH — TNB + HS,H - (R27)

A szimulécio6 soran alkalmazott sebességi egyenletek:

d[A]

—r = —KIAl[B] (R28)
UBJ _  [Al[B] = rk[BI[C]

It (R29)
a[c] _ _ _

— = kIAI[B] — rk[B][C] - sk[C][E] (R30)
d[b] _
— = kIAI[B] + rk[B][C] + sk[C][E] (R31)
d[E]

d[F] _

— = Sk[C][E] (R33)
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ahol: Kk = kys (K5 valojaban az altalanos modellben leirt ky;-értékkel azonos. Ky
=(8,9+0,1) x 10° M 's™* pH = 7,40-0n)

r= kze/k25 (ahOI a k26 = k22 és k25 = k21)
S= k27/k25 (ahOI a k27 = k24 és k25 = k21)

A=DTNB
B = H,S

C = TNB-SSH
D = HSSH

F = HS,H

(fiiggo valtozok = A, B, C, D, E, F)

A szimulalt kinetikai gorbék hasonld pszeudo-elsérendii sebességi
allando értékeket adtak, mint a tapasztalati gorbék (15. abran két, jelentGsen
eltéré koncentracio-viszonyok mellett felvett kinetikai gorbét abrazoltunk). A
szimulacid soran kapott eredmények Osszhangban vannak a kiilonb6zd
sztochiometria mellett kapott kisérleti eredményekkel, és a gorbék exponencidlis
jellege is megmaradt annak ellenére, hogy a szimulacidban figyelembe vettiik,
hogy a TNB képz6déséhez hozzajarulnak a 22. és 24. reakciok is.

12,0
B)

S
X 8,0 7
S
o
= 4,0
E

0,0 . .

0,0 5,0 10,0 15,0
t(s)

15. abra. A szulfid — DTNB reakcié szimulalt kinetikai gorbéi. A és m: szimulalt
adatsorok, —: exponencialis egyenlettel illesztett gorbék. A): [DTNB] = 5,0-10* M,
[szulfid],; = 5,0-107° M, szamolt kgps = 0,45 s, mért Kops = 0,43 £ 0,01 s°%; B): [DTNB]
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=5,0:10° M, [szulfid]i = 5,0-10* M, szamolt Keps = 0,44 s %, mért kgps = 0,46 + 0,02

s, —: exponencialis egyenlettel valo illesztés. (Szimulaci6 alapja 21.—24. reakcidk)

A Kkisérleti adatokkal Osszhangban a szimulalt kinetikai gorbékbol
szamolt Kqps-értékek linearisan fliggnek az aktualis reaktans koncentracidjatol,
igy DTNB-felesleg esetén 8,7 x 10 M's ', mig szulfidfelesleg esetén 8,5 x 10°
M's™! értékeket kaptunk a latszolagos masodrendii sebességi allandéra kinetikai
szimulacio segitségével (16. a) és 16. b) abra). A szimulacioval szamolt
eredmények jo egyezést mutatnak a kisérletileg szdmolt latszolagos masodrendii
sebességi allandokkal (a 16. a) és 16. b) abrak folytonos vonalai). Igy a 21.-24.
reakciok megfelelden irjak le a kisérleti adatokat, melyeket széles koncentracio-
tartomanyban gyijtottiink.

A szimulaci6é alapjan a TNB-SSH szulfiddal valo reakcidjanak (22.
reakcio) latszolagos masodrendii sebességi allandoja pH 7,40-on az 5 x 10°- 5 x
10" M's™! tartomanyba esik. Ha a szimulaciokat a kérdéses sebességi allando,
ky, ezen tartomanyon kiviil es6 értékeivel végeztikk, akkor a szimulalt
koncentraciofiiggések jelentésen eltértek a kisérlet adatoktol (16. a) és 16. b)
abra szaggatott vonalai).

0,0 2,0 4,0 6,0
[DTNB] (M) x 104
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0,6

b)

0,4 -

kobs (541)

0,2 -
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0,0 2,0 4,0 6,0

[szulfid],,, (M) x 104

16. abra. A szulfid — DTNB reakcié kinetikai szimulacioval kapott Kq-fliggése a
DTNB- vagy szulfidkoncentracioktol a) DTNB- vagy b) szulfidfelesleg mellett. o és ¢:
mért adatsorok, —: azok a szimulalt gérbék, ahol a K,»/ky; = 10, ezekben az esetekben a
kapott egyenesek egyenletei: a) y = 0,874x + 0,004 és b) y = 0,853x — 0,002; ---: azon
szimulalt gorbék, ahol viszont az a) esetében ky,/ky; = 100, akkor y = 0,940x + 0,024,
illetve ha ky1/kog = 3 b) esetén y = 0,740x — 0,002.

A reaktansok, koztitermékek és termékek koncentracidinak szamolt

id6beli valtozasat egy adott kisérleti koriilmény mellett a 17. abra szemlélteti.

7,0 5,0
DTNB B)
T TNB A) =
) =)
— 35 4 - 4,7 <
X X
g TNB-SSH A) g
o N HSnH A) | o
1A~ HS A
00 - HSSH ) 44

0 40 80 120
t(s)

17. abra. A reaktansok, a koztitermékek és a termékek koncentraciovaltozasa a reakcid
soran a javasolt kinetikai modell alapjan. [DTNB]o = 5,0-10° M, [szulfid]t,o = 5,0-107°
M, k = 8,9-102, r=10, s = 1,0-104, minden gorbe adatpontjainak szdma: 500. (A
kinetikai gérbéket a modell alapjan szamoltuk.)
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5.2.1.4 A DTNB és a szulfid kozotti reakcié pH-fiiggése

Részletesen tanulmanyoztuk a latszolagos (pH fiiggd) masodrendi

rosor 4 DTNB-felesleg ’
sebességi allandok (Ky; CE0 = Kapp €5

pH < 10 pH-tartomanyban (18. 4bra).

k szulfidfelesleg _—
21

= Kapp) PH-fliggését a 6 <

1200

800 -

Kapp (M71s71)

0 T T T
6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
pH

18. abra. A latszolagos masodrendii sebességi allando pH-fliggése. ®: DTNB-feleslegnél
mért adatsorok, 4: szulfidfeleslegnél mért adatsorok, —: illesztett gorbe a 35. egyenlet
alapjan, ahol K,"2 rogzitett, -—-: illesztett grbe a 35. egyenlet alapjan, ahol K," is
illesztett. 0,10 M foszfatpuffer, pH = 7,40, | = 1,00 M, T = 25 °C, A = 412 nm.
(Adatpontok: DTNB-feleslegnél 9, szulfidfeleslegnél 4 fiiggetlen mérést reprezentalnak.)

A reakcido sebessége n6 a pH novekedésével és a latszolagos
masodrendii  sebességi  allanddé egy szigmoid tipusu gorbét ad a pH
figgvényében, illetve pH > 9 esetben pedig telitési értéket ér el. Savas
tartomanyban (pH < 6) nem tudtuk a reakciot stopped-flow modszerrel kdvetni,
mert a szulfidoldatban kén csapadék megjelenését tapasztaltuk. Ez a kisérleti
tapasztalat Osszhangban van azzal, hogy a poliszulfidok savkatalizalt

diszproporcios reakcidjaban kén és H,S képzddik a kovetkezd egyenlet szerint:
HS@ey +H" —1n/8S3+H,S  (n=1-8) (R12)

Figyelembe véve, hogy i) két ionizalhato karboxil funkcids csoport van a
DTNB-n, melyek csak nagyon alacsony pH-értéken protonalédnak (pK, ~1,6),""
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i) a HS savi disszociaciés allanddja nagy (pK, > 14),%* iii) a tiol — diszulfid
reakci6 a tiolat nukleofil timadasaval indul az egyik diszulfid-kénen,* ezért a
bemutatott pH profilt jol értelmezi a hidrogén-szulfid savi disszociacios
egyensulya. Megallapithato, hogy a reakcioban a HS a meghatarozo

reakciopartner és a kinetikai modell a kovetkezéképpen finomitando:

H,S == HS +H* (R1)
[HS][H"]

K325 = R3

a [HzS] ( )

DTNB + HS — termékek Kaa (R34)

A 1. reakcioéra az eldegyensulyi feltételezést hasznalva a kdvetkezd sebességi

egyenlet irhato le:

d[DTNB] K128

dt = k34m [SZulﬁd]tot[DTNB] (R35)

A 18. abran a jol illeszked6é folytonos vonal mutatja a 35. egyenlet
illeszkedését a kisérleti adatokra. A hidrogén-szulfid pK-jat (pK."° = 6,61 (1=1
M-nal))'® rogzitve az illesztési eljaras soran a pH fiiggetlen sebességi allandd
értékét becsiiltiik: ksq = (1,05 + 0,1) x 10° M's™!. Az 4bran a szaggatott vonal
azt az illesztést mutatja, amiben a K,"-t is illesztendd paraméterként
hasznaltuk. Ekkor a kovetkez6 eredményt kaptuk: kss = (1,09 £ 0,1) x 10° M's™!
és pK."2°=6,79 (1= 1 M).

5.2.2 A cisztin és a GSSG redukcioja szulfiddal

5.2.2.1 Kinetikai mérések

A hidrogén-szulfid diszulfidokkal valo reakcidinak vizsgalatat
kiterjesztettiik biologiailag relevansabb rendszerekre is, igy tanulmanyoztuk a
cisztin és oxidalt glutation (GSSG) szulfiddal valé reakcidit. A reakcid

Osszetettsége miatt annak csak kinetikai természetét vizsgaltuk szulfidfelesleg
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mellett, pH = 7,40-on (19. a) és 19. b) abra), valamint az elsé detektalt reakcid
felezési idejét becsiiltiik meg (19. ¢) abra). A kinetikai analizist bonyolitotta,
hogy nincs egy jellemzd, karakterisztikus elnyelési hullimhossztartomanya a
reaktansoknak vagy a termékeknek az UV-Vis tartomanyban.

A kinetikai gorbéket stopped-flow spektrofotométer segitségével
detektaltuk 300 nm-en, ahol a poliszulfidoknak és a perszulfidoknak van
jellegzetes fényelnyelése.”*'® A reakcié komplexitasat jelzi, hogy még
huszonotszoros szulfidfelesleg mellett is a kinetikai gorbék elején megfigyelhetd
egy indukcids periddus, mely tobblépéses folyamatra utal (19. a) és 19. b) abra).
A kisérleti adatokat 6sszevetve a DTNB rendszerrel, konnyen megallapithato,
hogy a cisztin és a GSSG redukcidja lényegesen lassabb, mint a DTNB
redukcidja a felezési id6k alapjan (19. c) abra). Egy korabbi tanulmany, ahol
lagos kozegben vizsgaltak a cisztin szulfid altali redukciojat, 6sszhangban all az

altalunk kapott eredményekkel.*°

1,0

0 100 200
t(s)
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19. abra. A cisztin — szulfid és a GSSG — szulfid reakciok a) és b) jellemz6 Kinetikai
gorbéi és ¢) a becsiilt felezési idék. a) és c) A): [cisztin] = 1,5-10° M, b) és c) B):
[GSSG] = 1,5:10° M, a), b), ¢): [szulfid]e = 1,5-107% 2,010 2,5:10°%, 3,0-107%
3,5-102 M, 0,10 M foszfatpuffer, 1 = 1,00 M, pH = 7,40, T = 25 °C.

5.2.2.2 'H-NMR spektroszképia
A kinetikai mérések soran kapott eredményekbdl kiindulva vizsgaltuk a

cisztin és GSSG szulfiddal valo reakciokban képzédd termékek ‘H-NMR
spektrumat (20. a) és 20. b) abra).

58



Varga-Vasas Anita doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

&

N | WSS A S ) PP T et

v i.‘ . M

430 425 420 415 410 405 400 395
3 (ppm)

20. 4bra. 3,0-10% M cisztin szulfiddal valé titralasanak *H-NMR spektrumai. [szulfid]ie
=0 M (1), 3,0:10° M (Il), 1,0-10% M (Il1), 3,5:102 M (IV), 0,225 M deuteralt
foszfatpuffer, pD = 7,40, T = 25 °C. Az NMR spektrumokat a reakcio egyensulyok
beallta utan rogzitettiik.

Az 20. a) és 20. b) abran lathat6 piros szinii spektrum a cisztin ‘*H-NMR
spektruma. A molekula szimmetridja miatt két ciszteincsoportjanak a és S
szénatomon 1év6 protonjai ekvivalensek (21. abra).

H NH;
AN
HO— pS~S B j-oH
o 0

21. abra. A cisztin szerkezeti képlete a és S szénatomok jelolésével
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A f szénen 1év6 protonok dupla dublettet mutatnak ¢ = 3,17 ppm-nél és
0 = 3,36 ppm-nél, mert egymassal is, és az a szénen 1év6 protonnal is csatolnak.
Az o szénen lévé proton kémiai eltolodasa 4,11 ppm-nél figyelhetd6 meg.
Novekvé  koncentracioji  szulfid hozzadadasaval a cisztin - egyensulyi
koncentracioja, jelintenzitisa a 'H-NMR spektrumban csokken. Megjelennek a
termékként képz6dé Cys "H-NMR jelei: a / szénen 1évé protonok o = 3,02 és
3,09 ppm-nél és az a szénen lévé proton 6 = 3,96 ppm-nél; tovabba az 1j
csticsok, amik egy Cys-szarmazékhoz rendelhetk a kovetkezok szerint: S szén
protonjai 0 = 3,15 és 3,37 ppm-nél és a szén protonja ¢ = 4,18 ppm-nél a 'H-
NMR spektrumban.

A DTNB rendszernél kapott eredmények alapjan, melyek 6sszhangban
vannak két kordbbi tanulmannyal,'®® azt javasoljuk, hogy az @j Cys-
szarmazék a Cys-perszulfid. Az a szénen 1évé protonok kémiai eltolodasanak
tartomanyaban megfigyelhetd, hogy a kiilonbozé Cys-szarmazékok o szén
protonjainak jelcsoportjai egymastol jol elkiiloniilnek (20. b) abra). Csak ezen
protonok intenzitasat figyelembe véve megbecsiiltiik a cisztin, a Cys és az 0j
szulfiddal valé titralds soran (22 .a), 22. b) és 22. c) abra). Ezekben a
vizsgalatokban harom parhuzamos mérést végeztiink, és az abran lathato

hibatartomanyokat ezekb6l az adatokbodl szamoltuk.

304 9

2,

:‘2,0-;;11‘11:

g %

o -

1,0 i e s s 8 8 ¢
s ¥

0,0 & — % & ¢ o+ o
0,0 15 3,0 45

[szulfid],,, (M) x 102

60



Varga-Vasas Anita doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

30 ¢ b)
!
12'0 1 I 1 1 i 3
=3
o 1'0 i § [ ] E [ ] L]

e
00— & & o o o |
0,0 15 3,0 45
[szulfid],, (M) x 102

30 ¢ c)
g
~ 20 -
= I« ; %2 2 I 2
©104 ¢

0,0 & L S S G S——

0,0 1,5 3,0 4,5
[szulfid],,, (M) x 102

22. abra. A szulfidkoncentracio novelésével a cisztin (¢), Cys (A), Cys-perszulfid (e)

0,225 M deuteralt foszfatpuffer, T = 25 °C, a) pH = 7,40, b) pH = 8,00, ¢) pH = 8,00 és
2:1 aranyban a szulfidoldat poliszulfidot is tartalmazott. (Szoras: 3-3 fiiggetlen

mérésbol.)

Az NMR adatok értelmezésére feltételezziik, hogy a DTNB rendszerre
felirt modellel analég mdédon a kéntartalmi vegyiiletek egyenstlyban vannak
egymassal. A modell alapjan azonban varhato lett volna, hogy a koztitermékként
képz6dd Cys-SSH koncentracidja egy harang alaki gorbe mentén valtozzon a
mutatja pD 7,40-on, hogy a Cys és a Cys-perszulfid relativ koncentracioja kb.
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1:3 cisztin:szulfid aranynal elér egy ,,maximumot”, amit egy Vviszonylag
kismértéki ndvekedés kovet a nagyobb szulfidkoncentracidknél, ahelyett hogy
egy csokkend tendencidt mutatna.

A rendszer vartakkal szembeni viselkedését azzal magyaraztuk, hogy
nagyobb szulfidkoncentracional mar éppen annyi poliszulfidot visziink a
rendszerbe (mivel elkeriilhetetlen a szulfid térzsoldat poliszulfid-szennyez6dése
#), hogy a cisztin — szulfid rendszerben névekvé szulfid koncentracié mellett a
21. reakcio egyenstlya eltolodjon a fels6 nyil iranyaba és a 22. reakcioé pedig az
also6 nyil irdnyaba.

Korabban kutatocsoportunk mdar beszamolt arrdl, hogy nyomnyi
poliszulfid-szennyezés nagy szulfidfelesleg mellett is elegendé ahhoz, hogy a
PTEN enzim aktiv centrumaban 1évé funkcionalis cisztein-amindsavak
tiolcsoportjain perszulfidot képezzen.!” Mindezen észlelések megerdsitik, hogy a
diszulfid poliszulfidda alakulésa perszulfid koztiterméken keresztiil torténik.

Az NMR kisérleteket hasonld koriilmények mellett pD 8,00-en is
(22. c) abra). A vizsgalatokat azért végeztiik pD 8,00-en (22. c) abra), hogy a
szulfidoldatban HOCI segitségével eléallitott poliszulfidok okozta esetleges
kénkivalast elkeriiljik. A 22. ¢) abran a poliszulfidok nagyobb koncentracioban
vald jelenléte miatt egyértelmiien megfigyelhetd, hogy a Cys:Cys-SSH arany a
22. b)-hez képest jelent6s eltérést mutat, ami arra utal, hogy a 21.-24. reakciok
valodi egyenstlyi reakcioknak tekinthetok. Ezek az eredmények alatamasztjak a
korabbi feltevésiinket, és az altalunk javasolt modellt a cisztin — szulfid kozotti
reakciora nézve.

Meg kell emliteniink, hogy nagyobb szulfidkoncentracié alkalmazasa
esetén a spektrumban mas cstcsok is megjelentek a f szénen 1évé protonokra
jellemz6 tartomanyban ¢ = 2,90 és 3,55 ppm-nél, ami tovabbi Cys-szarmazékok
képzddésére utal. Az 0j jelek feltételezhetden az alkil-hidrotriszulfid- (pl.: Cys-
SSSH) vagy a dialkil-triszulfid-szarmazékok képzodésének
tulajdonithatok. 2 Ezen 0j” Cys-szdrmazékok tovabbi jellemzésére nem
tértiink ki. Meg kell jegyezniink, hogy ezek a molekuldk DTT jelenlétében
redukalodva Cys-t adtak.
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5.2.3 A diszulfidok szulfiddal valo6 reakcidojanak biologiai jelentosége

Osszehasonlitva a cisztin rendszert a DTNB rendszerrel a kinetikai és az
NMR mérések figyelembe vételével megallapithato, hogy a szulfid altali cisztin
és GSSG redukciodja lassabb, mint a DTNB redukcidja, valamint a koztitermék
Cys-perszulfid kevésbé reaktiv 6sszehasonlitva a TNB-perszulfiddal. A kozel
harom nagysagrendii kiilonbség a DTNB ¢és cisztin vagy GSSG redukcidjanak
sebességében jelzi, hogy bioldgiai kornyezetben hasonléan nagy kiilonbség
varhato a diszulfidok reaktivitasaban szulfiddal val6 reakcidjuk soran (csak ugy,
mint a Cys-tiol — diszulfid reakcio esetén).” Ezek alapjan varhato, hogy az
aktivalt diszulfidok, mint a glutaredoxin (Grx), Trx, PDI enzim, gyorsabban
fognak reagalni a szulfiddal, mint a fehérjék masodlagos szerkezetét stabilizald
diszulfidcsoportok.

Kisérleti eredményeink azt is jelzik, hogy a diszulfidok és a megfeleld
perszulfidcsoportok relativ termodinamikai stabilitasa (ami nyilvanvaldan
mozog.

Megmutattuk, hogy a szulfid hatékonyan, gyakorlatilag irreverzibilis
modon redukalja a DTNB-t, amikor a reaktansok sztéchiometrikus aranyaban
vannak jelen. Emellett bizonyitottuk, hogy a DTNB szulfiddal valé reakcidjaban
az egyensuly a szervetlen poliszulfidok képzddésének iranyaba van eltolodva,
termodinamikailag a poliszulfidképzodés kedvezd, a reakcio egy TNB-SSH
koztitermék képzodésén keresztiil valésul meg. Ezen megfigyelések azt
tamasztjak ala, hogy az aktivalt diszulfidok (olyanok, mint példaul a DTNB)
kedvezéen és gyorsan reagalnak a szulfiddal és potencidlisan poliszulfid-
szarmazékokat allitanak eld, melyekrdl megallapitottak, hogy fontos kdzvetitd

cre s 16,113,114

Ezzel szemben kutatocsoportunk korabban demonstralta, hogy a
torzsoldatban elkeriilhetetleniil jelenlévd, nyomnyi mennyiségben el6forduld
poliszulfid még nagy szulfidfelesleg mellett is elegendé volt ahhoz, hogy
hatékonyan oxidalja a PTEN enzimet, azaz a fehérje-tiolokat a megfeleld
perszulfidszarmazékka alakitsa."” A cisztin — szulfid rendszer a két extrém
példanak tekinthetd PTEN és DTNB rendszerek kozott helyezkedik el, ahol az
oxidacios ekvivalens a Cys-perszulfid és a szervetlen poliszulfid kozott oszlik

63



A hidrogén-szulfid néhdny bioldgiailag fontos redoxireakciéjanak mechanizmusa

meg a dialkil-tri(poli)szulfidok és a hidropoliszulfid-szarmazékok képzodése
mellett.*>**

Az eredményeink alatamasztjak, hogy a diszulfidszarmazékok szulfid
altal torténd redukcioi diszulfid specifikusak. E reakcidk biologiai szerepe
kinetikai és termodinamikai sajatsagaik alapjan értelmezhetok. Termodinamikai
megfontolasok alapjan elfogadhato az a megkozelités, hogy a redukalo
citoszolbeli kornyezetben a glutation rendszer szabalyozza a redoxi
homeosztazist,® ugyanakkor feltételezésiink szerint egy oxidativabb
kornyezetben (mint az endoplazmatikus retikulum, a mitokondrium vagy a
mitokondridlis intermembran tér) a reaktiv diszulfidok potencidlisan
meghatarozo reakciopartnerei a szulfidok. Jo példa erre, hogy a szulfid
mitokondridlis katabolikus utvonalaban az els6 javasolt reakciolépés az SQR
enzim intramolekularis Cys160—Cys356 diszulfid kotésének redukcidja
szulfiddal, mely reakcié soran koztitermékként perszulfidszarmazékok
képzédnek.***? Emellett a sejtes rendszerekben (beleértve a citoszolt is) a szabad
szulfid, valamint a  perszulfidszarmazékok  jelentés  steady-state
koncentracijardl szdmoltak be korabban. A leirt termodinamikai specificitdsok
igy valosziniileg szerepet jatszanak a szulfan-kének eloszlasaban a fehérje és a
fehérje-Cys-szarmazékok kozott.

Feltételezésiink szerint a diszulfid szulfid altali redukcidja — ami egy
tobblépéses egyenstlyi folyamatban koztitermékként perszulfidot, termékként
pedig szervetlen poliszulfidokat eredményez — biologiailag kiemelked6
jelentéségli. Meggy6zodésiink, hogy a diszulfidcsoportok kémiai természetének
fontos szerepe van a szulfid altali redukcidjuk kinetikai megvalosithatosagaban
biologiai korlilmények kozott, és a diszulfidok, perszulfidok, szervetlen
poliszulfidok termodinamikai stabilitisa meghatarozza a szulfan-kének

------

speciaciojat.
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5.3 A kénhidrogén és a kléraminok kozotti reakciok kinetikaja
és mechanizmusa

A neutrofil granulocitak az oxidaloszerek széles spektrumat allitjak eld,
tobbek kozott kloraminokat, a mikroorganizmusok elpusztitasanak érdekében.
Ezek az oxidaloszerek (pl.: kloraminok, HOCI, H,O,, OONO") a sejten kiviili
térbe is kijuthatnak, ahol szamos mas molekulaval 1éphetnek reakcioba.

Egy korabbi tanulméany mar beszamolt az emlitett oxidaloszerek koziil, a
HOCI és a hipobromossav (HOBr) szulfiddal val6 reakcioirol.? Igazoltak, hogy
a szulfid és a HOCI reakcioban legalabb 80%-ban poliszulfidok ¢és nem
szulfoxidszarmazékok képzddnek.

Kutatocsoportunk munkajabol kiindulva vizsgaltuk a szulfid TauCl-nal
(23. a) abra) vagy GlyCl-nel (23. b) abra) lejatszodo reakceioit.

a) b)

NHCI
23. abra. Szerkezeti képlete a) az TauCl-nak és b) az GlyCl-nek.

Kezdetben spektrofotometrias analizist végeztiink az UV-tartomanyban
a reakcio termékeként szulfidfelesleg mellett képz6d6 poliszulfidok
detektalasara. Az UV spektrumban 290 nm-nél figyeltilk meg a reakcidelegybol
képz6d6 poliszulfid termék karakterisztikus elnyelését (24. a) és 24. b) abra). A
szulfid kloraminokkal valo titralasakor a spektrumban bekovetkezett valtozas
alapjan megallapitottuk, hogy az alkalmazott kléraminok legalabb 90%-a
poliszulfidok képzddésére forditodik.
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24. abra. A szulfid titralasa a) TauCl-nal és b) GlyCl-nel. [TauCl] és [GlyCl] = 5,0-10°°,
1,010 1,5:10% 2,0-10%, 2,5-10% 3,0-10°%, 3,5:107%, 4,010, 4,5-107%, 5,0-10* M,
[szulfid]: = 5,0:10°M, 0,10 M foszfatpuffer, pH = 7,40, 1 = 1,00 M, T =25 °C.

Annak érdekében, hogy megértsiik a kloraminok és a szulfid kozott

végbemend reakciok mechanizmusat tanulmanyoztuk a szulfid — TauCl,
valamint a szulfid — GlyCl reakciok Kinetikajat. Pszeudo-elsérendi

koriilményeket alkalmazva, legalabb tizszeres szulfidfelesleg mellett stopped-
flow modszerrel kovettiik a reakcidokat 290 nm-en. Megallapitottuk, hogy
stopped-flow idoskalan minden esetben két jol definialt szakasza van a Kinetikai
gorbéknek mind a TauCl-nal, mind a GlyCl-nel megvaldsuld reakcidban (25.

abra). Ezek a kisérleti tapasztalatok arra utalnak, hogy mindkét rendszer
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esetében tobblépéses reakciok mennek végbe. Eldszor feltételeztiik, hogy a
reakcio két irreverzibilis elsérendti 1épésben jatszodik le a kovetkezé modell
szerint:

A—-B—->C (R36)

—— = ky[A] = kz[B] (R37)

Osszességében a 37. egyenlet nem alkalmas a kinetikai gdrbék pontos leirasara
(25. a) abra). A tovabbiakban — kés6bb ismertetett megfontolasok alapjan —
feltételeztilk, hogy az elsd 1épés pszeudo-elsérendii, mig a masodik 1épés

masodrendii a koztitermékre (B) nézve:
—— =ky[A]l - k;[B]? (R38)

Amint azt a 25. b) abra szemlélteti, az utobbi megkozelitéssel a kisérleti
gorbékre a 38. egyenlettel az illeszkedés megfelel volt.

a)

0,0 . .
0,0 1,0 2,0 30

t (s)
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25. abra. Tipikus stopped-flow kinetikai gorbék A) a TauCl és B) a GlyCl szulfiddal
lejatszodé reakcidiban. a): A gorbék illesztése a 37. egyenlet alapjan tortént; ---: kisérleti
gorbék, —: illesztett gérbék. b): A gorbék illesztése a 38. egyenlet alapjan tortént; ---:
kisérleti gorbék, —: illesztett gorbék. [TauCl] és [GlyCI] = 3,0-10* M, [szulfid], =
1,0:10° M, 0,10 M foszfatpuffer, pH = 7,40, 1 =1,00 M, T=25 °C, 1 =290 nm.

A kinetikai gorbék illesztése alapjan megallapitottuk, hogy mig a
gyorsabb reakciolépések sebessége TauCl-ra és GlyCl-re nézve kiilonboz6 volt,
a lassabb reakciok azonos sebességgel mentek végbe. Ezzel és a tiolok
redoxireakcioinak irodalmaval Osszhangban a kovetkezo kinetikai modellt
allitottuk fel:

H,S + R-NHCI — HSCI + R-NH, kso (R39)
HSCI + H,S — HSSH + HCI Kao (R40)
HSCI + H,0 — HSOH + HCl Kay (R41)
HSOH + HyS — HSSH + H,0 ez (R42)
HSSH + HSSH — HS;H + H,S eg (R43)
NHS;H <= HS(yH+ (n-1) HSH (n = 1-8) Kaa (R44)

A modell szerint a gyorsabb folyamat a kloraminok és a szulfid k6zott
lejatszodo bimolekularis reakcidhoz rendelhetd (39. reakcio). A kinetikai gorbék
els6 szakasza mindkét rendszer esetén jol illeszthetéek voltak egy exponencialis

tagbol allo Osszefliggéssel (26. abra).
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26. abra. A) a TauCl és B) a GlyCl szulfiddal val6 reakcidjaban mért kinetikai gorbék
els6 szakaszanak illesztése exponencialis Osszefliggéssel. ¢ és o: kisérleti adatok, —:
illesztett gorbék. [TauCl] és [GlyCl] = 3,0-10™* M, [szulfid],,c = 1,0-102 M, 0,10 M
foszfatpuffer, pH = 7,40, 1 = 1,00 M, T =25 °C, 2 = 290 nm.

Ezeknek a reakcidknak vizsgaltuk a szulfid- és a kloraminkoncentracio-
fliggését és megallapitottuk, hogy a pszeudo-elsérendli sebességi allando
szulfidfelesleg mellett fliggetlen a kloraminok koncentracidjatol (27. abra).

60
A)
e
20 - g & e ¥ =
B)
0 ; :
0,0 2,0 4,0 6,0

[kléramin] (M) x 10

27. abra. Szulfidfelesleg esetében a pszeudo-elsérendii sebességi allandok fiiggetlenek
A) a TauCl- és B) a GlyCl-koncentracioktol. ¢ és e: kisérleti adatok. [szulfid]i,: =
5,0-102 M, 0,10 M foszfatpuffer, pH = 7,40, | = 1,00 M, T = 25 °C, 4 = 290 nm. (A

mérési pontok hibajat 3 parhuzamos mérés alapjan becsiiltiik.)
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A pszeudo-elsérendii  sebességi  allando  linearisan  fiigg a
szulfidkoncentraciotol mindkét rendszer esetében (28. 4dbra). Ezen tapasztalatok
alapjan megallapithat6, hogy a reakciok elsérendiiek mind szulfidra, mind pedig
kloraminra nézve. A szulfidkoncentraciotdl vald fliggés alapjan pH 7,40-nal
szamitottuk a latszolagos masodrendii sebességi allandot (Kapp), ami a TauCl
esetén: kg ' = (5,44 + 0,01) x 10°M s -nek, mig a GlyCl rendszernél: k"'
=(1,13+ 0,02) x 10* M's *-nek adédott.

140
B)
©
2 70 1
2 =
T aE A
0 — .
0,0 0,4 0,8 12

[szulfid],,, (M) x 102

28. abra. A szulfid — kléramin reakciok elsé szakaszabol szamolt pszeudo-elsérendi
sebességi allando a szulfidkoncentracio fliggvényében. ¢ és ®: mért sebességi allandok,
—: illesztett egyenesek. A): szulfid — TauCl reakcio; B): szulfid — GlyCl reakcio.
[TauCl] és [GlyCl] = 3,0-10™* M, 0,10 M foszfatpuffer, pH = 7,40, 1 = 1,00 M, T = 25
°C, A =290 nm. (Szoras: 66 fiiggetlen mérésbol.)

A megfeleld latszolagos masodrendii sebességi allandokbal jol latszik,
hogy fiziologias pH-n a szulfid kb. kétszer olyan gyorsan reagal GlyCl-nel, mint
TauCl-nal.

A Kkezdeti abszorbanciat is tanulmanyoztuk annak érdekében, hogy
bizonyitsuk, hogy az elsé detektalt reakcio valoban a modell szerinti 39. reakcio.
A vizsgalatot tigy végeztik, hogy a reakcidelegy kezdeti abszorbanciajat t = 0
idopillanatban ~ extrapolaltuk  és  Osszehasonlitottuk a  reaktansok
abszorbancidjanak osszegével (29. abra). Kisérleti hibanal nagyobb eltérést nem
tapasztaltunk ezekben az adatokban. Ezek az eredmények azt a feltételezésiinket
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tamasztjak ala, hogy a gyorsabb reakcidlépés a kloraminok és a szulfid kozott

végbemend kozvetlen bimolekularis reakcio.

0,06 0,08
<
A) o
Q
< 9 o
0,03 - 9 - 0,05
(=) O [=)
<C 8 e o) <C
B)
0,00 . . 0,02
0,0 4,0 8,0 12,0

[szulfid],, (M) x 102

29. abra. A reaktansok abszorbancidinak dsszege — Aq-értékek keverés el6tt a TauCl (0)
és a GlyCl (o) rendszerben — és a kinetikai gorbék t = 0 s-ra extrapolalt kezdeti
abszorbanciai — Ag-értékek a TauCl (0) és a GlyCl (o) rendszerben — szulfidkoncentracid
fiiggvényében. A): [TauCl] = 3,0-10* M; B): [GlyCI] = 3,0-10* M. 0,10 M
foszfatpuffer, pH = 7,40, 1 =1,00 M, T =25 °C, 2 =290 nm.

A reakciok gyorsabb szakaszara kapott Kqp,-Ok pH-fliggését a TauCl —
szulfid reakcional a 30. a) dbra, mig a GlyCl — szulfid reakcidrendszernél a 30.
b) abra mutatja az 5,8 < pH < 10,5 pH-tartomanyban. Ez a pH-fliggés a

reaktansok sav-bazis egyensutlyaival értelmezhetd.

H,S = HS +H" (R1)
[HST][H"]

KHZS —

R-NH,CI" == R-NHCI + H" (R45)

KR-NH2CI+ — [R-NHCI] [H_+] (R46)

[RNH,CI*]

Osszességében a reaktansok protonalt és deprotonalt formai kozott
négyféle reakcid jatszodhat le. Azonban lugos tartomanyban a kg, értéke
gyakorlatilag nulla, ami bizonyitja, hogy a deprotonalt formak kozotti reakcid
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nem, vagy csak elhanyagolhat6 sebességgel jatszodik le. A pH csokkentésével
Kapp 10, ami a hidrogén-szulfid-molekula és a kléoraminok, valamint a deprotonalt

hidrogén-szulfid és a protonalt kloraminok kozotti reakciokkal egyarant

értelmezhet6.
R-NHCI + H,S — termékek K394 (R39a)
R-NH2C|+ + HS — termékek k3gb (R39b)

E két reakciout megkiilonboztethetetlen, mert a reaktansok protonalodasi
egyensulyai (1. és 45. reakcio) rendkiviil gyorsan, diffuzidkontrollalt
sebességgel jatszodnak le, azaz a sav-bazis reakciok gyors eldegyensulyokként
kezelenddk a redoxireakciok kinetikdjanak értelmezése soran. A 30. abran jol
lathatd modon a K,y csokken a pH tovabbi csokkentésével, azaz a reaktansok
savi formai kozotti reakcid 1ényegesen lassubb, mint a 39.a és/vagy 39.b reakcio.
Az 5.2.1.4 fejezetben emlitett csapadékkivalas miatt a savas pH tartomanyban a
pH-fiiggés részletesen nem tanulmanyozhato. Ugyanakkor a sebességi allando
jelentés csokkenése egy viszonylag sziik pH tartomanyban arra utal, hogy ez
utobbi folyamat hatdsa is elhanyagolhato. Mindezek alapjan a latszolagos

masodrendi sebességi allando a 47. egyenlettel adhato meg:

ko = [H] (R47)
PP = (KFZS 4 [H+]) (KR V20 1 1)

ahol K= k3ga' KaR-NH2C|+ + kggb' KaHZS

Korabban Calvo és mtsai arra a kovetkeztetésre jutottak,™ hogy az ilyen
tipusi reakciok minden bizonnyal a hidrogén-szulfid-ion és a protonalt
kloramincsoportok kozott zajlanak le. Ennek megfeleléen a 47. egyenlet a

kovetkez6 formara egyszerisitheto:

B k3opKa 2°[H*]
app (K:?ZS + [H+])(K§—NH2C1+ + [H"'])

k (R48)

A 30. abran lathato adatokat (folytonos vonalak) a 48. egyenlet alapjan

illesztettilk a kisérleti adatokra. A szamitasok soran a hidrogén-szulfid savi

disszociacios allandéjat rogzitett értékkel vettiik figyelembe: pK,™° = 6,61 (1 = 1

M-nal).'® A TauCl — szulfid reakcidrendszerre a kovetkezé pH fiiggetlen
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sebességi allandot és savi disszociacios allandot kaptuk: ksg, ™' = (9,8 + 0,5) x
10* M'st és K,"™HC" = 6,28; mig a GlyCl — szulfid reakciorendszerre az alabbi
becsiilt értékeket: kagy”” ' = (2,2 + 0,2) x 10° M s és K.Y = 620, A
protonalt TauCl pK,-jara kapott adat jO egyezésben van az irodalomban
valamelyest eltéré koriilményekre kozolt értékkel (pK,"™"" = 6,10)."° (A
protonalt GlyCl pK,-jara irodalmi adat nem ismert.)

5,0 7,0 9,0 11,0
pH

50 7,0 9,0 11,0
pH

30. abra. A latszolagos masodrendii sebességi allandé pH-fuggése a) a TauCl — szulfid
és b) a GlyCl — szulfid reakciokban. —: illesztett gorbék a 48. egyenlet alapjan, ahol
K25 rogzitett, K, ¢s K,SYMM illesztett. 0,10 M foszfatpuffer, I = 1,00 M, T = 25
°C, 1 =290 nm. (Szoras: mindkét rendszernél 3-3 fliggetlen mérésbol.)
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A két rendszerben mért K,p,-0k hasonld pH-fiiggése és hasonlé pH
fiiggetlen sebességi allando értékei arra utalnak, hogy mindkét rendszerben
ugyanolyan tipusi reakciot kovetiink. A pH csokkentésével a pH > ~7
tartomanyban mindkét rendszerben n6 a sebességi allandod, mert né a protonalt
kloramin aranya. Az abran a maximumok azzal magyarazhatok, hogy a pH
tovabbi csokkentésével a pH < 7 tartomanyban csokken a reaktiv HS
koncentracidja. A reakcid pH-fiiggését nem tudtuk savas tartomanyban, pH < 6
tanulmanyozni, mert hasonléan a diszulfid rendszerben tapasztaltakhoz a
szulfidoldatban kén csapadék kivalasat észleltiik (12. reakcio).

A kinetikai gorbék masodik szakaszara jellemzé masodrendii sebességi
allandok fiiggetlenek a szulfid koncentraciojatdl mindkét kléramin esetében,
valamint a reakciok felezési ideje fliggott a kloraminok kezdeti koncentracioitol
(31. abra). A detektalt masodik reakciok masodrendi kinetikai egyenlettel voltak
illeszthetok, melyek alapjan meghataroztuk a latszélagos masodrendii sebességi
allandokat: ke3 ™' = (6,5 + 0,4) x 10° M s %, kes®®'= (5,3 + 0,6) x 10° M 's!
pH 7,40-nal. Ezek alapjan valdszintisithetd, hogy a lassabb reakciok a GlyCl és a
TauCl rendszerek esetében is azonos koztitermékhez rendelhetdk.
Feltételezésiink szerint a lejatszodd folyamat a HSSH diszproporcionalddasa,

ami poliszulfidok és H,S képzO6déséhez vezet (43. reakcio).
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g
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31. abra. A felezési id6 fuggése a TauCl- (¢) és GlyCl-koncentraciotol (o) a detektalt
masodik reakcional. [szulfid]y = 5,0:10° M, 0,10 M foszfatpuffer, pH = 7,40, 1 = 1,00
M, T =25 °C, 1 =290 nm. (Szoras: 3-3 fiiggetlen mérésbol.)
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A kloraminok szulfiddal valdé reakcidinak mechanizmusara javasolt
modell szerint az elsé detektalt reakcid a protonalt kloramin és a HS™ kdzott
végbemend bimolekularis reakcio. Az ezt kovetd 1épések, amelyek a diszulfid
képzddéséhez vezetnek (40.—42. reakciok) gyorsak, ahogy azt az irodalmi adatok
is alatamasztjak (pl.: a Cys esetén tapasztalt analog reakciokra)™’. A kinetikai
gbrbék masodik, lassabban lejatszodd szakasza valdsziniileg a 43. reakcidohoz
rendelhetd. Ez a folyamat a HSSH masodrendi diszproporcionaldodasa. Azaz a
39. és 43. reakcid a sebességmeghataroz6 a kléraminok és szulfid kozott
végbemend reakciokban, melyek Gsszességében poliszulfidok képz6déséhez
vezetnek.

Biologiai koriilmények kozott a szulfid kloraminokkal valo reakcidja a
megadott modell szerint bizonyos kériilmények k6zott megvaldsulhat. Példaul, a
gyulladast csokkentd terapias célzattal adagolt, relative nagy mennyiségii szulfid
reagalhat a gyullad4s helyszinén neutrofilok altal generalt kldéraminokkal

poliszulfidok képzédése kozben, melyeknek szamos tovabbi élettani hatasa
lehet.”
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54 A ferril-Hb-szarmazék ¢és a hidrogén-szulfid kozott
lejatszodo reakciok

Az érelmeszesedés (atheroszklerézis) okozta megbetegedések és
halalozasok szdma szoros 0Osszefiiggésben van az érfalon kialakulo
atheroszklerotikus plakkok (vagy mas néven atheroszklerotikus 1éziok) és a
komplikalt plakkok megjelenésével.**® Gyakran eléfordul, hogy a vorosvérsejtek
beszivarognak ezekbe a 1éziokba, és ennek kovetkezményeként plakkon beliili
vérzést okoznak.™® A beszivargott vordsvérsejt-liazok és hemoglobinok

I,ll9

reagalnak a kornyez6 plakk lipid-peroxidokkal,”™ ezen tilmenden tovabbi lipid-

peroxidacios termékek a lipid-hidroperoxidok vagy a karbonilek keletkeznek.'?
Balla és mtsai igazoltak, hogy ezen termékeknek a plakkokban oxidativ stresszt
okozo hatasuk van.'**

A képz6dé ferril-Hb-szarmazékoknak sem a szerkezete, sem a kémiai
tulajdonsagai nem tisztazottak, de azt tudjuk, hogy a metHb- és az oxiHb-
szarmazékok peroxid-szarmazékokkal vald reakcidiban a képz6d6 ferril-Hb-
szarmazék nem stabilis, globingyokdket tartalmaz.*** A parositatlan elektron
helyzete egyenlére még nem ismert, de altalanosan elfogadott, hogy a
hemperoxidazokkal ellentétben nem a porfiringylirin helyezkedik el. A
globingy6kok egyelektronos reakcidiban kovalensen kotott Hb-multimerek
képzddhetnek, melyek jelen vannak a human atheroszklerotikus 1éziokban.'*®
Ezek az oxidalt Hb-szarmazékok gyulladasserkentd hatasuak. A ferril-Hb-
szarmazékokrol a kozelmultban kimutattak, hogy megbontjak az endotél sejtek
integritasat és megkonnyitik a monocitak megtapadasat az endotélhez.

A hidrogén-szulfidrdl kimutattak, hogy antiaterogén (érelmeszesedést
gatlo) hatissal rendelkezik,'® emellett hatékonyan redukalhatia a
gyulladasserkent hatassal rendelkez6 hemfehérjék oxidalé koztitermékeit.® Az
apoliprotein-E (ApoE —/—) kiiitott egereken végzett kisérletekkel igazoltak, hogy
a NaHS gatolja az atheroszklerotikus 1€ziok kialakulasat, és a CSE enzim gatlasa
ebben az egér modellben gyorsabb plakképzédést eredményezett.'** Mani és
mtsai igazoltak, hogy az endogén szulfidtermelés csokkenése az érelmeszesedés
folyamatanak  felgyorsulasaval parosult azon egereknél, amelyeknél

eltavolitottak a CSE enzimet.'?
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Ezen megfigyelések alapjan kivantuk megvizsgalni, hogy a Hb
hemcsoportjanak kiilonboz6 peroxid-szarmazékokkal valo reakcidiban a nagyon
reaktiv Fe'* centrumokat tartalmazo ferril-Hb-szarmazékok szulfid altali
redukcioja milyen modon jarul a szulfid oxidativ stresszt kozombositd
hatasaihoz. Kezdetben ferril-Hb-szarmazékot in situ készitettiink metHb és 2-5
mol ekvivalens H,0, reakcidjaval, amit egy szekvencialis stopped-flow
késziilékkel végzett kisérlet elsé fazisaban allitottunk elé. Az alkalmazott
kisérleti koriilmények mellett a ferril-Hb-szarmazék képzédése ~400 s-nal volt
teljes (32. abra).
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32. abra. A ferril-Hb-szarmazék képz6désének jellemzé kinetikai gorbéje. [metHb] =
8,010 ° M, [H,0,] = 1,6:107° M, 2,0-102 M foszfatpuffer, pH = 7,40, T = 25 °C, A =

425 nm. (A nyil azt az id6t jelzi, amikor a reakcidelegyhez szulfidot adtunk.)

A metHb spektrumanak a H,O, hozzaadasat kovetéen a ferril-Hb-
szarmazék képzOdésére jellemzé spektralis valtozasokat figyeltiink meg 350-
500 és 500-650 nm-es hullamhossztartomanyban a kiinduldsi anyagokhoz
reagaltattuk szulfiddal a szekvencialis stopped-flow kisérlet masodik fazisaban
(400 s-os késleltetési idonél). A szulfiddal valo reakcié eredményeként az UV-
Vis spektrumban egy gyors valtozas kovetkezett be, ami a szulfid és a ferril-Hb-
szarmazék kozotti reakciora utal. A spektrumban a 400 nm-nél mért csics
jelentds mértékii eltolodasa lathaté a nagyobb hullimhosszak iranyaba a 33. a)

abran, mig 530 és 580 nm-nél az abszorbancia ndvekedése kdvetheté nyomon
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33. b) abran. Emellett egy 0j csucs jelent meg 620 nm-nél, amely a

szulfhemoglobin képzédésével van dsszhangban (33. b) 4bra).*?®
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33. abra. A) a metHb, B) a H,0, — metHb reakcié 400 s utani, C) és a szulfid — ferril-
Hb-szarmazék reakcié 60 s utani UV-Vis spektruma. [metHb] = 4,0-10° M, [H,0,] =
8,0-10°® M, [szulfid]i = 1,0-10* M, 2,0-10 2 M foszfatpuffer, pH = 7,40, T = 25 °C, a):
A =350-500 nm, b): 2 =500-650 nm. (A nyilak jelzik a kinetikai vizsgalatokra hasznalt
hullamhosszakat: 406, 425, 570 nm.)

Szekvencialis stopped-flow modszer segitségével kinetikai gorbéket
vettiink fel 406 (34. abra), 425 (34. abra) és 570 nm-en legalabb tizszeres
szulfidfelesleget alkalmazva pH 7,40-nal. A kisérleti gorbék Osszetett

abszorbanciavaltozast mutattak mindharom tanulmanyozott hullamhosszon, és
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minden esetben egy két exponencidlis tagot tartalmazd egyenlettel jol
illeszthet6k voltak. A kiilonb6z6 hullamhosszakon szamolt sebességi allandok
hibahataron beliil megegyeztek (34. abra).
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34. abra. Jellemz6 kinetikai gorbék (e, A) két exponencialis tagot tartalmazo egyenlettel
valo illesztéssel (—) 406 nm-nél (A) és 425 nm-nél (e). [metHb] = 4,0-10 ° M, [H,0,] =
8,0-107° M, [szulfid],e = 1,0-10* M, 2,0-10"2 M foszfatpufferben, pH = 7,40, T = 25 °C,
testeltetes = 400 S.

Irodalmi adatok alapjan ezek a lassabb és gyorsabb reakciok a Hb eltérd
reaktivitasu  alfa- és  béta-lancainak  kiilonb6z6  hemcsoportjaihoz

rendelhetok. 2"

Mindkét reakcio pszeudo-elsérendii sebességi allanddja
linearis szulfidkoncentracio-fliggést mutatott, amib6l a szadmolt latszolagos
mésodrendii sebességi allandok az alfa-lancra (1,4 + 0,1) x 10° M *s ! és a béta-

lancra (6,5 + 0,2) x 10> M s * becsiilt értékeknek adodtak (35. abra).
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35. abra. A szulfid — ferril-Hb-szarmazék reakcio latszolagos masodrendi sebességi
alland6inak meghatarozasa. e és m: mért adatsorok, —: illesztett egyenesek. [metHb] =
4,0-10°° M, [H,0] = 8,0-10° vagy 2,0-10° M, 2,0-10 2 M foszfatpuffer, pH = 7,40, T =
25 °C, 1 =425 nm, tiggierrerss = 400 S. a-lanc: y = 1,4312x + 0,2769, p-lanc: y = 0,6448x —
0,0686. (Szoras: 7 fiiggetlen mérésbol.)

A ferril-Hb-szarmazékot az irodalmi adatok alapjan nemcsak a metHb —
H,0O, reakcidoban képeztiik, hanem az oxiHb H,0,-dal t6rténé oxidacidval is
elallitottuk (49.-51. reakciok). Az oxiHb-nak (Fe*'Hb) H,O, feleslegével,
oxidaciods allapot szempontjabol, egy ferril-hemoglobin (Fe**Hb, Compound I1)
analog vegyiiletet kellene eredményeznie, mint Hb-szarmazékot, mert ez a
redoxi koztitermék felel meg egy kételektronos bimolekularis oxidacios
reakcionak (oxiHb — H,O, reakcié (49. reakcio)). lrodalmi adatok alapjan
azonban a Fe*'Hb-nek (Compound ) megfeleld6 forma gyorsan
komproporcionalodik a megmaradd oxiHb-nal, és két mol ekvivalens metHb-t
(Fe**Hb) ad (50. reakci6). A metHb H,0,-felesleg jelenlétében végiil ferril-Hb-
szarmazéknak (Fe*"Hb™, Compound I) megfeleld forma képzédését eredményezi

(51. reakcid) a kovetkez6 reakcidé mechanizmus szerint:

Fe**Hb + H,0, — Fe**Hb + H,0 (R49)
Fe?*Hb + Fe**Hb — 2Fe**Hb (R50)
Fe**Hb + H,0, — Fe""Hb™" + H,0 (R51)
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Ezen irodalmi el6zmények alapjan tanulmanyoztuk az oxiHb H,O,-dal
valo oxidacioban képz6do ferril-Hb-szarmazék reakciojat szulfiddal. A lassabb
idoskalan képz6do ferril-Hb-szarmazék reaktivitasat vizsgaltuk szulfiddal 406,
425 és 570 nm-en. Mindharom hullamhosszon két reakciot rogzitettiink stopped-
flow modszer segitségével, és a mért kinetikai gorbékre két elsérendii tagbol allo
egyenletet illesztettiink. A pszeudo-elsérendli allandok szulfidkoncentracio-
fliggéseib6l meghataroztuk mind az alfa-, mind a béta-lanc reaktivitasara
vonatkozd latszolagos masodrendii sebességi allandok értékeit, melyek a
gyorsabb reakciora (1,7 + 0,2) x 10° M *s ™! és a lassabb reakciora (7,0 + 0,8) x
10° M s becsiilt értékeknek adodtak (36. 4bra).
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36. abra. A mért pszeudo-elsérendii sebességi allandok linearis szulfidkoncentracio-
fiiggése a szulfid — ferril-Hb-szarmazék reakcional. A és ¢: mért adatsorok, —: illesztett
egyenesek. [oxiHb] = 4,0-10° M, [H,0,] = 2,0-10° M, 2,0-10 > M foszfatpuffer, pH =
7,40, T =25 °C, A = 425 nm, tiggeieres = 8,2 h. a-lanc: y = 1,6751x + 0,2634, S-lanc: y =
0,7009x + 0,0483. (Szoras: 4 fuggetlen mérésbol.)

A metHb — H,0, reakcioval és az oxiHb H,0,-dal lejatszodo reakcioval
generalt ferril-Hb-szarmazék szulfiddal valdé reakcidiban kapott latszolagos
sebességi allandok értékei az alfa- és a béta-lanc reaktivitasara nézve nagyon

hasonl6 értékeket adtak. Ezen hasonlésagok alapjan azt a kovetkeztetést vontuk
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le, hogy az irodalmi el6zményekkel 6sszhangban valoban ugyanazon ferril-Hb-
szarmazék képzodik a metHb és az oxiHb H,0,-dal valé reakcioiban.

A ferril-Hb-szarmazék szulfiddal val6 reakcié kinetikajat a
szulfhemoglobin képz6désének hullamhosszanal, 620 nm-nél is kovettiik. Annak
ellenére, hogy ilyen koriilmények mellett is kétlépéses volt a folyamat és a
kinetikai gorbékre két exponencialis tagbol allo Gsszefiiggés jol illeszthetd volt,
mégis a 600 nm alatt detektalt reakcioknal nagysagrendekkel gyorsabb
reakciokat tapasztaltunk. Ez esetben is az alfa- és béta-lancok reaktivitasa eltérd
volt, valamint a sebességi allandok linearisan flggtek a szulfid
koncentraciojatol. A latszolagos masodrendii sebességi allandokra a kdvetkezd
becsiilt értékeket kaptuk: (1,7 + 0,2) x 10° M™'s™ és (6,5 + 0,3) x 10* M's™,
mely értékeket a szulthemoglobin képzédéséhez rendeltiik (37. abra).
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37. abra. A szulfid - ferril-Hb-szarmazék reakcio sebességi allandoinak
szulfidkoncentracio-fliggése. o és o: mért adatsorok, —: illesztett egyenesek. [metHb] =

4,0-10° M, [H,0,] = 2,0-10° M, 2,0-10 % M foszfatpuffer, pH = 7,40, T = 25 °C, A =
620 NM, tissieness = 400 S. a-lanc: y = 169,23x — 3,9267, f-lanc: y = 64,951x — 0,2711.
(Szoéras: 3 fiiggetlen mérésbol.)

A képz6do ferril-Hb-szarmazékok szulfiddal valo spektrofotometrias
titralasa révén, a ferril-Hb-szarmazék- ¢és szulfidkoncentracié aranyok
valtoztatasaval megallapitottuk, hogy a 600 nm felett és alatt detektalt reakciok
nem konszekutiv, hanem egymassal parhuzamos reakciok (38. abra). Ezeknek a

kiilonbozé reakcioknak az abszorbanciavaltozasait vizsgalva arra a
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kovetkeztetésre jutottunk, hogy a H,0, és a Hb reakcidiban képz6do ferril-Hb-
szarmazék két kiillonbozo reaktivitasu terméket ad, kb. 50-50 % kitermelés
mellett. A reakcidoban képz6dd szulthemoglobin kizarolag a gyorsabban reagalo
ferrilforma reakciojanak koszonhets. Azonban jelenleg nem tudjuk, hogy
melyek ezek a ferrilformak, de tovabbi vizsgalatokat folytatunk ezek

jellemzésére, illetve toxikus tulajdonsagainak megallapitasara.
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38. abra. A novekvé szulfidkoncentraciéval valtozo ferril-Hb-szarmazék — szulfid
reakciok abszorbanciavéltozasa 425 nm-nél () és 620 nm-nél (o). [metHb] = 1,0-10°°
M, [H,0,] = 1,0-10° M, 2,0-1072 M foszfatpuffer, pH = 7,40, T = 25 °C, tiegetretes = 400
S. (Szoras: 3 fuggetlen mérésbal.)

A szulfid és a ferril-Hb-szarmazékok mért sebességi allandoi
nagysagrendekkel gyorsabb reakciot reprezentalnak, mint a ferril-Hb-szarmazék
aszkorbattal vagy hugysavval valo reakciéi,”® ami azt jelzi, hogy a reakcio
bioldgiai rendszerben potencialisan végbe mehet. Ezen tilmenden, a ferril-Hb-
szarmazékok mért stabilitasa relative nagy, ami arra utal, hogy a hemoglobin-
polimerek (Hb-polimerek) képzodésének ezeknél a reakcioknal sokkal
lassabbnak kell lennie. A Hb-polimerek képzédésérdl kimutattak, hogy a ferril-
Hb-szarmazék képzodésén keresztiil jatszodik le, és képzodésik az
atheroszklerézis okozta plakkok szétrepedésével Osszefiiggésbe hozhato. Ezeket
a Hb-polimereket a komplikalt 1éziokban detektaltak, ami arra utal, hogy a ferril-
Hb-szarmazék viszonylag nagy élettartamu ebben a kézegben.
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Azt figyeltiik meg, hogy az atheroszklerotikus 1éziokban a Hb jelenléte
indukdlja a CSE enzim szulfid termelését, mig a komplikalt plakkokban a CSE
enzim expresszidja alacsonyabb volt; vagyis a komplikalt 1éziokban a szulfid
hatasa nem érvényesiilhetett. Kisérleteink alapjan ugy gondoljuk, hogy a ferril-
Hb-szarmazék okozza a komplikaciot és a CSE enzim termel6désének fokozasat
iS. Véleményiink szerint az atheroszklerotikus plakkokban a szulfidnak védo
hatasa van. Erre utalt azon megfigyelésiink is, hogy a lipid-peroxidok és a ferril-
Hb-szarmazék reakcidjaban képz6doé lipid oxidacios termékeinek mennyisége i)
nagyon jO egyezést mutatott a komplikdlt vagy nem komplikélt 1ézidk
mennyiségével ii) in vitro rendszerekben szulfid hatasara csokkent. Tovabba a
sejtes vagy klinikai mintakban a hemoglobin-polimerizaciot is nagymértékben
gatolja a szulfid vagy a szulfid donorok jelenléte, ezért a vizsgalt szulfid altali
ferril-Hb-szarmazék redukcio magyarazatként szolgalhat a szulfid véd6 hatasara

atheroszklerdzis esetén.
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6. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkamban &sszegeztem az egyes szulfid-detektalasi
modszerek eldnyeit és hatranyait. A modszerek elemzése lehetdvé tette a
biologiai rendszerekben detektalt szulfidkoncentraciok kozott észlelt nagy
eltérések értelmezését. Ezen eltérések leggyakoribb okanak az eltérd kisérleti
koriilmények alkalmazasat és az irreverzibilis szarmazékképzésen, a szulfid
elparologtatasan, illetve a szulfid csapadék formajaban valo eltavolitasan alapulo
modszereket talaltuk, mivel ezen modszerek a szabad és kotott szulfid
egyensulyat eltoljak, ezaltal tulbecsiilve a szabad szulfidkoncentraciot.

Tisztaztuk a szulfid reagensként vald alkalmazasahoz sziikséges kisérleti
koriilményeket azaltal, hogy optimalizaltuk a szulfidoldat tarolasat, készitését,
kereskedelemben forgalmazott szulfid tartalma vegyszerek mindegyike jelent6s
koncentracioban tartalmaz poliszulfid-szennyezédéseket. Kidolgoztunk egy
eljarast, mely altal viszonylag tiszta és stabil vizes szulfidoldatot készithetiink és
tarolhatunk. A Na,S-9H,0O kristalyok felszinének legalabb haromszor
haromszorosan ionmentesitett vizzel torténd lemosasat kovetden ionmentesitett
vizben argon gaz atbuborékoltatasaval segitett oldodassal készitettiik a szulfid
torzsoldatot. Megallapitottuk, hogy a legjobb moddszer a szulfid torzsoldat
taroldsara, ha sotétben, jégen, argonnal telitett haromszorosan ionmentesitett
vizben taroljuk, és hasznalat elott DTPA-t tartalmazo pufferrel higitjuk. Ezek
mellett igazoltuk, hogy a DTPA oOnmagaban nem alkalmas az oldatok
szulfidtartalmanak stabilizalasara.

hasznalatat javasoltuk, mely modszerek egylittes alkalmazasaval megallapithato
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az oldatok szennyezettségének mértéke. Emellett a TRIS-pufferrol
bebizonyitottuk, hogy jobb puffer a szulfid reakcidinak tanulmanyozasdhoz,
mint a PBS, mert kisebb mennyiségben tartalmaz fémszennyezddéseket.
Megallapitottuk tovabba, hogy kiilonb6z6 pufferelt oldatok szulfidtartalma
gyorsabban csokkent savas pH-tartomanyban, amib6l azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy a szulfidvesztés elsdsorban kiparolgas eredménye.

Ertelmeztik a perszulfidképzédés molekularis mechanizmusat a
diszulfid kotéseknek a szulfiddal lejatszodo reakcidojaban, amire egy altalanos
kinetikai modellt allitottunk fel. Ezt a modellt alkalmaztuk a DTNB ¢és a szulfid
kozotti reakciora megallapitva, hogy a sebességmeghatarozo 1€épés a DTNB és a
szulfid bimolekularis reakcidja, amely 1 mol TNB-perszulfidot és 1 mol TNB-
molekulat ad. A masodik reakciolépésben a TNB-SSH reagal egy masik
szulfidmolekulaval TNB és HSSH képzédése mellett. Ezt kdvetéen a HSSH
diszproporciondlodik vagy reagal egy TNB-perszulfiddal, mindkét reakcid
poliszulfidokat eredményez. Megallapitottuk az elsé reakciolépésrél, hogy e
reakcio a HS -molekula nukleofil tamadasaval indul, ezért a kezdeti reakcidban
a HS -forma a meghatirozd reakciopartner. Meghataroztuk ezen reakcid
masodrendii  sebességi allandojat. A TNB-SSH szulfiddal valo reakcio
latszolagos masodrendli sebességi allandojanak lehetséges tartomanyara
kinetikai szimulaciok segitségével becslést tettiink.
ezek a reakciok lassabbak, mint a DTNB és a szulfid kozotti reakeid, és
igazoltuk, hogy a Cys-SSH-szarmazékok joval stabilabbak, mint a TNB-
perszulfidok. Igazoltuk, hogy a reakciok egy tobblépéses egyensulyi folyamat
mentén zajlanak le, ahol poliszulfid hozzaadasaval az egyensuly eltolédik a
perszulfidképz6dés iranyaba, és a Cys és a Cys-SSH képz6dése mellett tovabbi
Cys-szazmazékok is keletkeznek.

A diszulfid szulfid altali redukcidjarol megallapitottuk, hogy
biologiailag feltehetéen jelentdséggel bir, és a diszulfidok kémiai tulajdonsagaira
nézve termodinamikai és kinetikai szempontbol specifikusak.

Az emberi szervezetben képz6dé mikroorganizmusok elpusztitasaért
felelds kloraminok koziil a TauCl és a GlyCl szulfiddal lejatszodo reakcidinak
mechanizmusara javaslatot tettiink. Mindkét esetben két reakciot detektaltunk

spektrofotometriasan a poliszulfidok elnyelési hullamhosszan. Megallapitottuk a
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poliszulfidok UV-Vis spektralis tulajdonsagainak ismeretében, hogy a TauCl és
a GlyCl, mint modell kloraminok szulfiddal valo reakcidiban, szulfidfelesleg
mellett, poliszulfidok képzddnek. A folyamat két, kinetikailag részben
elkiiloniilé reakciolépéssel irhato le. A gyorsabb reakciot a deprotonalt HS és a
protonalt kloramincsoportok kozott lejatszodd reakcionak tulajdonitottuk, ami
eltér6 sebességgel ment végbe a TauCl-nal, illetve a GlyCl-nel lezajlo
reakcidkban. Meghataroztuk a reakciokat leir6 masodrendii sebességi allandok
értékeit. A lassabb, masodrendii reakciot a HSSH diszproporcionalodasahoz
rendeltiik, ami a két rendszer esetén csaknem azonos sebességgel ment végbe.
Eredményink szerint ezek a reakciok lejatszodhatnak fiziologias koriilmények
kozott is, ezaltal potencialisan befolyasolhatjak a szulfid bioldgiai viselkedését.

A metHb hemcsoportjat peroxid-szarmazékokkal reagaltatva nagyon
reaktiv Fe** centrumokat tartalmazo ferril-Hb-szarmazékok képz6dnek. Az igy
eléallitott  ferril-Hb-szarmazék szulfiddal vald reakcidjanak kinetikajat
tanulmanyozva megallapitottuk, hogy a 600 nm alatt hirom kiilonb6z0
hullamhosszon detektalt biexponencialis jelleget mutat6 reakciok hulldmhossztol
fliggetleniil azonos sebességgel mennek végbe. Ezen reakciokra szamolt
latszolagos masodrendii sebességi allandok értékeit az irodalmi adatok
ismeretében a Hb alfa- és béta-lancainak kiilonbdzé hemcsoportjaihoz rendeltiik.

Ferril-Hb-szarmazékot az oxiHb és H,0, reakcidjaval is készitettiink, és
az igy képz6do ferril-Hb-szarmazék reaktivitasat vizsgaltuk szulfiddal 406, 425
és 570 nm-en. A szulfidkoncentracio-fiiggés és a latszolagos masodrendii
sebességi allandok mind az alfa-, mind a béta-lanc reaktivitdsidra vonatkozoan
nagyon hasonlonak adédtak mindharom vizsgalt hullamhosszon a metHb — H,0,
reakcioval képzett ferril-Hb-szarmazék szulfiddal valdé reakcidoban kapott
értékekhez képest. A latszélagos masodrendii sebességi allandok hasonlosagabol
azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy ugyanazon ferril-Hb-forma képzddik a
metHb — H,0, és az oxiHb — H,O, reakcidban.

A ferril-Hb-szarmazék szulfiddal valo reakciojat a szulfhemoglobin-
képzddési hullamhosszan, 620 nm-nél vizsgalva megallapitottuk, hogy az alfa-
és béta-lancok eltéré reaktivitasa nagysagrendekkel nagyobb, mint a 600 nm
alatt detektalt reakcioké. A ferril-Hb-szarmazékok szulfiddal valo titralasa révén
megallapitottuk, hogy a 600 nm felett és alatt detektalhatd reakciok

parhuzamosak, ¢s a H,O, és a Hb-szarmazékok reakcioiban képzddé ferril-Hb-
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szarmazék két kiillonbozoé reaktivitast terméket ad, kb. 50-50 % aranyban. A
reakcioban képz0do szulfhemoglobin kizardlag a gyorsabban reagald ferrilforma

reakciojanak kdszonhetd.
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7. SUMMARY

In my PhD work | critically reviewed the advantages and disadvantages
of the most extensively used sulfide detection methods. Detailed analysis of the
methods provided novel insights into the reasons behind the observed large
differences in previously detected physiological sulfide concentrations. The most
common cause of the discrepancies was associated with the applied different
experimental conditions. Methods that contain an irreversible derivatization of
sulfide, sulfide precipitation or volatilization of H,S are likely to overestimate
free sulfide levels by shifting the equilibria between biomolecule-bound and free
sulfide.

Based on systematic analyses we developed a protocol for reproducible
sulfide solution preparation by optimizing storage, preparation and concentration
measurement conditions. More specifically we demonstrated that there are
polysulfide contaminants at significant concentration levels in all examined,
commercially distributed sulfide chemicals. We have developed a method that
allows the preparation and storage of relatively pure and stabile aqueous sulfide
solutions. Most notably in order to avoid significant amounts of polysulfide
contaminations in stock solutions we found that it is necessary to rigorously
wash the surface area of Na,S-9H,0 crystals with deionized water before their
dissolution to make stock solutions is carried out under argon. Sulfide stock
solutions can be stored for a few hours in the dark, on ice in argon saturated
threefold deionized water. Working solutions should only be prepared from
stock solutions immediately before using them by dilution with DTPA
containing buffer. Notably, we proved that DTPA in itself is not suitable for
stabilization of sulfide solutions.
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The use of TRIS buffer is preferred over PBS, because it contains less
transition metal contaminants and therefore results in slower oxygen-mediated
sulfide oxidation. We observed that the sulfide content of different buffered
solutions decreased more quickly at lower pH values because it is primarily due
to evaporation. We proposed two parallel methods for concentration
determination of freshly made sulfide stock solutions, which allows for the
estimation of contaminants.

We investigated the kinetics and mechanisms of persulfide formation in
the reactions of disulfide species with sulfide. By the aid of stopped flow-
experiments we demonstrated that in the reactions of the model disulfide,
DTNB, with sulfide the rate determining step is the bimolecular reaction
between the reactant species producing a TNB-SSH and a TNB molecule. In the
second step, TNB-SSH reacts with another sulfide to give TNB and HSSH.
Subsequently, HSSH either disproportionates or reacts with another TNB-
persulfide, eventually vyielding inorganic polysulfide species. We have
demonstrated that the first reaction step starts with a nucleophilic attack of HS™
on DTNB, designating HS™ as the dominant reactive sulfide protonation form in
this system. We determined the pH independent second-order rate constant for
this reaction. Furthermore, using kinetic simulations, we estimated a range for
the second-order rate constant of the detected subsequent reaction step, i.e. the
reduction of TNB-SSH by sulfide.

We showed that the reaction of cystine or GSSG with sulfide is orders of
magnitude slower than the reaction of DTNB with sulfide and that Cys-
persulfide derivatives are more stable than TNB-persulfide. We proposed a
general model for the reaction of sulfide with disulfide species, which proceeds
in a multistep equilibrium processes along the disulfide == persulfide =
polysulfide axis. The true equilibrium nature of the cysteine — sulfide system
was corroborated by the fact that changing the concentration ratios of the reagent
sulfide or product polysulfide species shifted speciation.

In conclusion, we demonstrated that, determined by the chemical
properties of the reagent disulfide species, the kinetic and thermodynamic
properties of their reactions with sulfide show large variations, which is a
hallmark of biological selectivity.
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We also investigated the kinetics and mechanisms of the redox reactions
between sulfide and two different chloramine derivatives, TauCl and GlyCI.
First, on the basis of UV-Vis spectral properties we confirmed that polysulfides
are the major products in the reaction of TauCl and GlyCl when an excess of
sulfide was used over the chloramines. Two reactions were detected in both
cases by following the formation of polysulfides using stopped-flow
spectrophotometry. The faster reaction was shown to be the bimolecular reaction
between the deprotonated HS™ and the corresponding protonated chloramine
species, and the pH independent second order rate constants were evaluated for
both TauCl and GlyCl. The subsequent slower, second-order reaction exhibited
similar kinetic properties in both systems and was consistent with the
disproportionation reaction of HSSH. Our results shed light on biologically
relevant sulfide oxidation processes to produce the bioactive polysulfide species.

Highly reactive ferryl-Hb derivatives are formed in the reactions of
hemoglobin heme groups with H,O,. We investigated the kinetics and
mechanisms of the reactions of these ferryl-Hb derivatives with sulfide. We
observed a bi-exponential character for the detected kinetic traces below 600
nm. Based on literature, these reactions are explained by the different reactivities
of the heme groups on the alpha and beta chains of hemoglobin.

Ferryl-Hb derivatives were also generated in the reactions of oxyHb
with H,0,. The measured kinetic properties upon mixing these solutions with
sulfide were very similar to what we observed when the ferryl-Hb species were
generated from metHb. Therefore, we concluded that the same ferryl-Hb
derivatives are formed in the reactions of metHb and oxyHb with H,0O,.

Interestingly, further investigating the kinetics of the reactions of ferryl-
Hb derivatives with sulfide by following the formation of sulfhemoglobin at 620
nm resulted in 2 orders of magnitude larger rate constants. Spectrophotometric
titration studies in the UV-visible range suggested that the kinetically separated
reactions below and above 600 nm are parallel and not consecutive reactions.
Therefore, we proposed that ferryl-Hb formation in the reactions of Hb with
H,O, provides two different ferryl-Hb products, which exhibit orders of
magnitude different reactivities with sulfide. These ferryl-Hb derivatives are
formed at about 50-50 % yield in the reaction of metHb with H,0,. The
formation of sulfhemoglobin is exclusively due to the reactions of the more
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sulfide reactive ferryl-Hb derivative. Our results provided a novel protecting
mechanism for sulfide against Hb-induced oxidative stress, which was

underlined by detailed biological studies in human atherosclerosis in Prof. Jozsef
Balla's laboratory.
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