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1 Bevezetés

A "redoxibiolégia" mint fogalom az angol nyelvii szakirodalomban mar elterjedt
kifejezés. SOt ezen a néven egy ma mar nemzetkozileg is elismert folyoirat is indult 2013-
ban'. A redoxibiologia teriilete a Reaktiv Oxigén Szarmazékok, ROS-0K néven elterjedt
szabadgyokok és oxidaloszerek biologiai hatasaival foglalkozik? 3.

Biologiai rendszerekben ROS-0k arzenalja képzédik egyrészt a normalis
sejtmiikodés, masrészt kiilsé tényezok indukald hatasai révén®. Az aerob organizmusok
példaul nagy Kkoncentracidban termelnek ROS-okat a mitokondrialis sejtlégzés
melléktermékeként®, de oxidaloszerek/szabadgyokok célzott termelése szabalyozza az
immunsejtek antibakterialis tulajdonsagait is®°. ROS-0k képzddéséhez vezet tovabba egyes
gyogyszerek, xenobiotikumok metabolizmusa és az UV vagy kozmikus sugarzas.

Eleinte a teriilet a ROS-ok toxikologiai vonatkozéasaira fokuszalt kimagaslo és
gyakran nem szelektiv reaktivitdsuk okozta roncsold hatasaik miatt. Ezeknek kdszonhet6en
ugyanis bizonyitottan fOszerepet jatszanak szdmos gyulladasos és daganatos megbetegedés
kialakulasaban és progresszidjaban, illetve az dregedési folyamatokban'®. A toxikologiai
vizsgalatok késdbb a szervezet altal termelt antiioxidans enzimek és kismolekuldk, illetve az
oxidativ stressz hatas észlelésére és az ahhoz vald adaptacio vezérlésére "szakosodott"
jelatviteli utak felfedezéséhez vezettek. A mondern redoxibioldgiai kutatasok pedig a normal
sejtmiikodés redoxireakciok altal vezérelt jelatviteli itvonalaira 6szpontositanak.

A ROS-ok elsddleges biologiai célpontjai a kéntartalmti aminosavak, a metionin és
a cisztein. A ciszteinben a kén centrum alacsony oxidacios allapota és szoft karaktere felels
a tiol funkciés csoport erélyes nukleofil agensként vald viselkedéséért®. Kémiai
szempontbol a legkisebb tiol a hidrogén-szulfid, amely szintén alapvetd szerepet tolt be a
sejtfunkciok vezérlésében. Erdekes, hogy a HoS esetén is a kezdeti tanulmanyok a vegyiilet
toxikus tolajdonsdgaira iranyultak, de késobb, mikor tisztazddott, hogy a szulfid a Cys
transszulfuracios utakon torténé endogén metabolizmusanak a terméke, és fontos jelatviteli
tulajdonsagai vannak'* a kutatok figyelme a hidrogén-szulfid fiziologias tulajdonsagaira
tolodott el*> 7. A szulfid biokémidja nem fiiggetlen a fehérje Cys tiolokétol, sét, jelatvitelt
vez€rld hatasait nagyrészt tiol fehérjék funkciodinak redoxireakciok altali vezérlésén
keresztiil fejti ki'® 19:C1. B3,

A fehérjék Tyr aminosav komponensei is fontosak redoxibioldgiai szempontbdl,

leginkabb szabadgyokokkel reagalnak. Az egyelektronos oxidacié eredményeképp képz6do
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fenoxil szabadgyok nemcsak toxikoldgiai szempontbdl jelentds, hanem tobb enzim (pl
ribonukleotid reduktaz) normal katalitikus ciklusanak is koztiterméke.

Doktori értekezésemben a tiolok ¢és Tyr-szarmazékok ROS-okkal vald
redoxireakcidinak kémiai és bioldgiai vonatkozasu kutatdsaban elért eredményeimet

mutatom be.

2 Célkitizések

A redoxibiologia és a hidrogén-szulfid fizioldgiai tulajdonsagai intenziven kutatott
terliletek. A bioldgiai, gyogyszerészeti €s orvosi vonatkozasu tudomanyos kozlemények
szamanak robbanasszerii novekedése figyelhetd meg az irodalomban, de sajnos ezzel
ellentétben a biologiai hatasokért felelés kémiai reakcidk molekularis mechanizmusai
kevéssé ismertek. Ebbdl adéddan a szakirodalomban szamos ellentmondasos kozlemény
talalhat6. Tudomanyos munkam els6dleges célkitiizése ezért a redoxibioldgiai rendszerek
hatterében 1évé kémiai reakciok tanulmanyozdsa és ezdltal az emlitett ellentmondasok
okainak  feltarésa. Ezt  els6sorban  kinetikai ~ megkozelitéssel,  részletes
reakciomechanizmusok kidolgozasaval probaljuk megvalositani. Kutatasaink tobbnyire
aminosavak, peptidek és fehérjék ROS-okkal valo reakcidira fokuszal. A fehérjék leginkabb
redoxiaktiv alkotoelemei az aminosav komponenseik kén- vagy nitrogéntartalmu, illetve
aromas funkcids csoportokat tartalmazé oldallancai. Mindezek fényében a dolgozatomban
Osszefoglalt eredményeinket harom {6 célkitiizés vezérelte:

1) Az elsé részben a fehérjék és peptidek Tyr aminosav alkotdelemeinek tirozil
szabadgyok képzddését €s ezek szuperoxiddal valéd reakcidinak vizsgalatait tliztiik ki célul.
A reakciodkat peroxiddz enzimek miikddése, neutrofil fagocitdknak a velesziiletett immunitas
¢s a neuroendokrin rendszer kozti kommunikécioban betoltott szerepe, Tyr szabadgyokok
képzddésével jard6 normdl enzimmilkddés és a sugarterhelés hatasara bekovetkezo
fehérjekarosodas vonatkozasaiban vizsgaltuk.

2) A dolgozat masodik része a cisztein tiolok ROS-okkal valo reakciodira fokuszal.
Kisérletes munkdink a ROS-ok oxidativ stresszt okoz6 ¢és ezek antioxidansokkal valo
ellenstlyozésa, a sejtek oxidativ terhelésének mérseklését segitd metabolikus adaptacios
mechanizmusok és a redoxireakciok altal vezérelt jelatviteli utak molekularis

mechanizmusainak felderitésére iranyulnak.
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3) A disszertaciom utolso fejezetében a hidrogén-szulfid, mint kis jelatviteli molekula,
kémiai, bioldgiai és fizioldgias tulajdonsagainak tanulméanyozasat tliztiik ki célul. Ez a

kutatocsoportom altal jelenleg legintenzivebben kutatott teriilet.

3 Vizsgalati modszerek

A dolgozatban Osszefoglalt eredmények eléréséhez Kinetikai, szerkezetvizsgalati,
analitikai kémiai, biokémiai és sejtbiologiai modszereket egyarant alkalmaztuk. Jelenleg az
Orszagos Onkologiai Intézet Molekularis Immunolédgia és Toxikoldgia Osztalyat vezetem,
amely egy multidiszciplinaris csoport 1évén felkésziilt és didk sejtbioldgus bioinformatikus
¢és kémikus kollégakbdl all. Ezért problémaorientalt kisérletes munkdinkat modszerek széles
arzenaljanak igénybevételével végezziik. A dolgozatban 6sszefoglalt eredmények vizsgalati
modszereinek részletes targyaldsa terjedelmi okok miatt lehetetlen lenne, ezért azokat csak
Osszefoglalo jelleggel targyalom ebben a fejezetben. A konkrét eredmények targyaldsanal a
sziikséges kisérleti részletekre kitérérek, emellett az értekezéshez kapcsolodd kdzlemények
az alkalmazott kisérleti metodikat, beleérve az eredmények reprodukalhatdsagat is,
részletesen bemutatjak.

Kinetikai méréseink részben direkt, részben pedig kompeticios reakciok segitségével
torténtek ,,egyszeriibb” kémiai és enzimatikus rendszerekben egyarant. Gyorskinetikai
modszerek koziil a stopped-flow és a (hazi gyartmanyu késziilékkel végzett)©?® quenched-
flow technikak voltak dominansak. A quenched-flow moédszeriink érzékenységének és
sebességi allandd tartomanyanak kiterjesztése érdekében egy tomegspektrometrids
detektalason alapulo termékanalizis modszert is kifejlesztettiink, aminek segitségével a uM-
os tartomanyba tudtuk a reaktansok koncentracioit leszoritani. Erre fehérjék nagyon gyors
redoxireakcidinak (pL peroxiredoxinok peroxidokkal valo reakcioi) kovetésénél volt nagy
sziikség, ahol a kisérleteket a denaturacio elkeriilése végett csak pH = 7 kornyékén lehet
végezni.  Enzimkinetikai mérések széles skalajat hasznaltuk példaul a glutation
oxidoreduktdz vagy mieloperoxidaz enzimek kiilonbozo aktivitdsainak kdvetésére.

Szerkezetvizsgald, mindségi analitikai munkainkhoz leginkabb spektrofotometria,
spektrofluorimetria, NMR ¢és EPR spektroszkopia, tomegspektrometria, ionkromatografia
illetve CD spektroszkdpia modszereket hasznaltunk.

Mennyiségi analitikai kisérleteinket egyrészt irodalmi adatok alapjan, masrészt

altalunk beallitott klasszikus analitikai vizsgalatokkal, HPLC-s elvalasztasi mddszerekkel
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egybekotott UV-lathatd, fluoreszcens vagy tomegspektrometrias detektalasi modszerekkel
végeztik.

Az anaerob koriilmények megteremtésére, illetve az oldatokban a gazcsere
kivitelezésére vagy argonnal valé buborékoltatast, vagy a Schlenk technikat alkalmaztuk.

Az oldatok pH-jat klasszikus sav-bazis titralasi modszerekkel, pH indikatorokkal
becstiltiik, vagy pH elektrodok segitségével hatdroztuk meg. A mért pH-t a kisérleti
koriilményeknek megfeleléen Irving és munkatarsai modszerével —Ig[H ey értekre és az
adott hémérsékletre/oldoszerre (pl deuteralt kozeg) korrigaltuk.

Savi disszociacios allandokat pH-potenciometriasan, spektrofotometrias titralassal
vagy NMR kémiai eltolodasok pH-fiiggésének a mérésével hataroztunk meg.

A szabadgyokok jol szabalyozott el6allitasat kémiai (pl impulzus radiolizis, 1ézer
flash fotolizis vagy radioterdpianal hasznalt besugarz6 berendezések), biokémiai
(enzimatikus utak) vagy sejtbioldgiai (pl, neutrofil fagocitak stimulalasa) modszerekkel
valositottuk meg.

A kisérletekben hasznalt fehérjék és pontmutdnsaik eléallitasahoz, kinyeréséhez,
tisztitdsdhoz és analizdldsdhoz a legkorszeriibb biokémiai mddszerek egyiittesét vettiik
igénybe (pl site directed mutagenezis, affinitas kromatografia stb.)

Daganatos és egészséges humansejtes munkdinkat szintén modern sejtbiologiai
modszerek széles valasztéka segiti (pL, fehérjék miikodését sejtes kornyezetben genetikai
transzfektalasi modszerek segitségével vizsgaljuk). A laboratériumomban a sejttenyésztés
¢és a sejtes munka egy elkiilonitett sejttenyészté és sejtbiologiai helységben torténik, a
sterilitds szabalyait betartva. A munkank soran hasznalt sejtvonalakat rendszeresen
ellendrizziik mikoplazma szennyezddésre RT PCR technika segitségével. A sejtek
fehérjéinek funkciondlis és proteomikai analizisére SDS-PAGE gél-elektroforézis,
Immunoblot, hazilag gyartott futtatd berendezéseken bedllitott és validalt 2D gél-
elektroforézis expresszidos és redoxiproteomikai modszerek sokasaga (eziist festéses,
Coomassie festéses, Western-blot (WB) vagy fluoreszcens detektalassal), és
tomegspektrometriai modszerek széles skalaja (pL: LC/MS/MS, direkt infizids modszerek,
intakt fehérje és peptid alapt ,,shot-gun” proteomika, tripleplay proteomikai analizis,
multiple reaction monitoring stb analizisek) all rendelkezésiinkre.

A neutrofil sejteket és vorosvértesteket emberi vérbdl izolaltuk a BPR/021/00084-
2/2014 szamu ETT etikai engedély alapjan. A neutrofilokat forbol-mirisztat-acetattal
stimulaltuk és funkciodit jol bedllitott sejtbioldgiai és kémiai modszerek kombinalasaval

tanulmanyoztuk.
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A kiilonboz6 kisérleti adatok kiértékelésére szamos (tobbek kozt altalunk irt)

illesztd, kiértékeld és modellezd programot hasznaltunk.

4  Tudomanyos eredmények és azok jelentosége
4.1 A szuperoxid reakcioja tirozin szabadgyokokkel ©>¢6

Jelenlegi tudasunk szerint az emberi szervezetben leggyakrabban képz6dé szabadgyok
a szuperoxid. A szuperoxid két legjelentdsebb endogén forrasa a sejtlégzés® és a NADPH
oxidaz enzimkomplex csalad reakci6i®®, de képzoédik szuperoxid biomolekulak
autooxidacidja soran is (pl a glutation vagy a hemoglobin autooxidacios reakcidi)®. A
sejtlégzés kozben az elektrontranszport lanc nem tokéletes miikodése kovetkeztében nagy
mennyiségli szuperoxid ,,szivarog” a mitokondridlis térbe leginkdbb az tgynevezett
komplex | reakcioin keresztiil®. A NADPH oxidaz enzimkomplex csalddnak pedig mara mér
7 tagja ismeretes, melyek a sejt gyakorlatilag mindegyik kompartmentjébe (a citoszoltol a
mitokondriumon ¢és endoplazmatikus retikulumon at az extracellularis térig) termelnek
szuperoxidot. A ma elfogadott nézet szerint a mitokondrialis elektrontranszport lanc és az
autooxidacios folyamatok 4ltal termelt szuperoxid toxikus (ezt fémjelzi létfontossagu
enzimiink a Mangdn szuperoxid dizmutdz (MnSOD) enzim? amelynek egyetlen funkcidja a
mitokondriumban képz6d6 szuperoxid dizmutacidjanak HxOz-ra és oxigénre vald
katalizalasa), mig a NADPH komplex altal generalt szuperoxidnak fontos bioldgiai
jelentdségei vannak (pl. redoxijelatviteli folyamatokban, vagy baktériumok ¢és egyéb
patogén betolakodok immunrendszer éltal valé pusztitasaban)?® 22,

A szervezet altal termelt szuperoxidon tal kiilsé hatasok is, mint példaul a sugarhatas,
generdlnak szuperoxidot €s egyéb szabadgyokoket a szervezetben. Tobbek kozott az igy
képzddd szuperoxid citotoxicitdsa az okozoja szdmos megbetegedésnek (pl. daganatos
elvaltozasok kialakulasa), de ennek a folyamatnak a gyogyitasban is fontos szerep jut
(ironikusan a sugarterapia és egyes kemoterapias eljarasok is tobbek kozt szuperoxid
képzddés segitségével pusztitjak a daganatos sejteket)?> 2,

Mindezen fiziologias tulajdonsag ismeretének ellenére a szuperoxid toxicitdsanak
molekularis mechanizmusai nem teljesen tisztizottak?®. A reakciomechanizmusokkal
foglalkoz6 kémikus szemszogébdl tekintve, a szuperoxid bioldgiailag jelentds reakcioinak

rendkiviili sebességiinek kell lenniiik, hiszen a spontan is gyors dizmutaciot SOD enzimek
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tovabb katalizaljak (Kkat = ~ 10° M~s71). A szuperoxid reakcioit eleinte zart héji biologiailag
fontos molekulakkal (aminosav komponensekkel, DNS/RNS bazisokkal stbh.)
tanulmanyoztak, amikkel viszonylag lassan reagal. Ezért sokaig kulcskérdés volt, hogy a
McCord és Fridovich altal felfedezett 1étfontossagu €s jelentds mennyiségben termelt SOD-
ra®’ miért van sziiksége a szervezetnek. Az egyik sokak altal vizsgalt reakcio, amely elég
gyors a dizmutacidhoz képest és igazoltan szerepet jatszik a szuperoxid toxicitasban, az a
vas-kén klasztereket tartalmazo fehérjék (mint pl az akonitdz enzim) szuperoxiddal valo
inaktivacidja®®. Ettl eltekintve viszont mara mar elfogadott tény, hogy a szuperoxid
biologiai tulajdonsadgainak magyarazasaban az egy¢éb szabadgyokokkel valo reakcidinak van
leginkabb kulcsszerepe. Ilyen példaul a nitrogén-monoxiddal valo diffizidkontrollalt
reakcioja, ami a toxikus peroxi-nitrit képzddését eredményezi® %

A mi kutatasaink a szuperoxid aminosavakon, peptideken és fehérjéken képz6do
szabadgyokokkel valo reakcidira irdnyulnak. A peptideken és fehérjéken a szabadgyok-
képzddés elsddleges helye a triptofdn €s tirozin aminosavak aromés oldalldncai. Ha a
szabadgyok képzo reakcio nem is ezeken a fehérjekomponenseken megy végbe, a fehérjén
beliili elektrontranszfer folyamatok kovetkeztében a parositatlan elektronok altalaban
ezeken az aminosav egységeken koncentralodnak. Az ebben a fejezetben Gsszefoglalt

kutatasi eredményeink szuperoxid tirozin szabadgyokokkel valo reakcioira vonatkoznak.

4.1.1 A szuperoxid és tirozin szabadgyokik reakcidinak mechanizmusa
A tirozin aminosav fenol oldallancan képz6dé fenoxil szabadgyok nagy reaktivitasanak

koszonhetden rovid élettartamu. Két fenoxil szabadgyok rekombinacidja az ugynevezett
ditirozin ((Tyr)2) képz6dését eredményezi, amelyben két tirozin aminosavat a fenol-

gylriijiikon keresztiili kovalens kotés kapcsol 6ssze (1. reakcio).

@)

A reakcid gyors, szabad tirozin aminosav-szabadgyokok esetén a mért masodrendii
sebességi allando k = 0,5x10° M~1s71 3132 A7 igy képzédd (Tyr)2 szarmazékok stabilak és

jellegzetes fluoreszcens tulajdonsagokkal rendelkeznek, ezeket kihasznalva bioldgiai
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rendszerekben oxidativ stressz indukalt gyokos fehérje-reakciok biomarkereiként
hasznalatosak®33°,

A tirozin szabadgyokok szuperoxiddal vald reakcioja viszont még a fenoxil
végbemenetelét igazoltuk tobb Tyr-t tartalmazo peptid esetében, elészor a szuperoxid
jelenlétében valo (Tyr), képzodés gatlasan keresztiil (1.A. abra). A Tyr szabadgyokoket
torma-peroxidaz enzim segitségével generaltuk H20: jelenlétében, ahol a H20.-t és a

szuperoxidot xantin oxidaz enzimmel, acetaldehidb6l és oxigénbdl allitottuk elé (2-3

csokkentettiik.
) X0 (2)
acetaldehid + O, — O, + H,0,
HRP . ©)
H,O0, + 2Tyr — 2TyrO™ + 2H,0
A 16 B _
S OD nélkil %) 3
12 E===S0D T '_g_%
— (0]
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— e _ qh.):q‘) 2
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1. abra (A) dimerképzddés; (B) peroxidképzodés tirozint tartalmazé peptidekbél. A
mintak Osszetétele: formaperoxiddz (HRP), acetaldehid, XO és az adott peptid. Ezek a
peptidek a HRP j6 szubsztratjainak bizonyultak, dimerizaciojuk kezdeti sebessége a
tirozinéhoz képest 2-16-szor nagyobb, azonos mérési koriilmények kozott. A dimerek
detektalasa fluoreszcens modszerrel tortént, mig a hidroperoxid képzddésé a FOX modszer
segitségével." 38 Az eredményekbél a kezdeti idépontban mért hatteret levontuk. A
peroxidhozamok ekvivalens H>O, mennyiségben vannak kifejezve, amelyet ismert H2O»-
tartalmi mintakbol felvett kalibracios gorbe segitségével hataroztunk meg. Meg kell
jegyezniink azonban, hogy izotopos nyomjelzéssel végzett vizsgalatok alapjan a FOX

crer

ekvivalensben kifejezett értéknél megkozelitdleg hatszor nagyobbak.®?

A reakci6 végbemehet elektrontranszfer itjan, ami lezart héju tirozint és triplet oxigént ad,*?

vagy addicié utjan, aminek egy tirozin-hidroperoxid (Tyr-OOH) szarmazék a terméke (1.

séma) ©2 %,
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1. séma Tirozin-hidroperoxid szarmazékok képzodésének és bomlasanak javasolt
mechanizmusa. Az R és R’ Tyr esetében OH- és H-csoportokat jeldlnek, peptidek esetében
pedig aminosav egységeket. Az 1. reakcid a Tyr gyokok peroxiddz-katalizalt képzddését
mutatja. A keletkezé gyokok dimerizalodhatnak (az abran nem lathatd) vagy reagalhatnak
egy szuperoxid gyokanionnal (O2*") elektronatadas (2) illetve addicio (3) utjan. Az addicid
soran rovid élettartamu hidroperoxid koztitermékek képzédnek (orto és para izomerek, csak
az orto izomert tiintettiik fel). Ezek bomlasdval szinglet oxigén (102) termelédését javasoltak
(4) vagy egy stabil részecskévé alakulnak, amelyben konjugalt addicié jatszodik le a
terminalis aminocsoporttal (R'=H, 5). Nem N-terminalis Tyr esetében (R’'=aminosav) az
amid nitrogén vesz részt a konjugacioban.“?

A Tyr-OOH termékek képzddését a peroxidok mérésére kifejlesztett FOX modszerrel (1.B.
abra) ¢és tomegspektrometridsan (a prekurzor ionndl 32 Da-al valdé tomegndvekedés)

detektaltuk (2. abra).
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2. abra Tirozintartalmi peptidek mono- és dioxid szarmazékainak detektalasa LC/MS
moédszerrel. A vizsgalt peptidek:(A) Leu-Enk (YGGFL), (B) YG, (C) GY. A mintak
Osszetétele: HRP, acetaldehid, XO ¢és az adott peptid. Az alsé kromatogramok a nativ
peptidekhez tartoznak, a felsék pedig a monoxid és dioxid szarmazékokhoz. Mindegyik a
teljes ionaram kromatogram (T1C) egy-egy részlete. A szaggatott vonallal jelzett cstucsok a
szuperoxid-dizmutaz jelenlétében végzett mérésekbol szarmaznak. A SOD enzim a tbbi
peptid esetében is gatolta a mono- és dioxidképzodést. A mono- és dioxid részecskéket az
Endomorfin2 (YPFF) peptid esetében is detektaltuk, hasonlé kisérleti koriilmények kozott,
szelektiv ion-monitoring (SIM) modban.©?

Az 1.B. abran lathato, hogy a FOX moddszerrel az N-terminalis Tyr-t tartalmazo peptidek
(YG, YPFF, YGGFL) esetében jelentds hidroperoxid képzddését tapasztaltuk. Nem N-
terminalis Tyr-t tartalmazo6 peptidek (mint pl a GY) esetén ezzel ellentétben a mddszer nem
mutatott mérheté hidroperoxid képzodést. Ennek ellenére a (Tyr)2 képzddést itt is gatolta a
szuperoxid jelenléte hasonldo mértékben az N-terminalis Tyr-t tartalmazé peptidekéhez (1.A.
abra.) A sokkal érzékenyebb tomegspektrometrias moddszerrel a GY-OOH képzddése
viszont mar detektalhato volt. Mindezen kisérleti eredmények Osszességében arra utalnak,
hogy a szuperoxid nem N-terminalis Tyr szabadgyokokkel is reagal, de ezekben az
esetekben a hidroperoxid képzédéshez vezet6 reakciout (1. séma 3. reakcid) amelyet az N-
terminalis Tyr-t tartalmazo peptidek esetén kvalitativ analizissel igazoltunk, hogy a
domindns reakciout az elektrontranszferhez képest (1. séma 2. reakcid) hattérbe szorul.

Minden esetben detektalhatdo egy Tyr-monoxid-szarmazék is, amely a

hidroperoxidok redukalt valtozata (4. reakcio).

+

H
HO-O I HO ]}

Q
Z
o” O
zZ
c
Q
Iz ;
o O
+
P4
-
©)
L

(4)



dc_1137_15

A kromatogramokban tobb csucs is tartozik egy-egy Tyr-szarmazékhoz, amelyeknek a
fragmentacios spektrumai (az intenzitasokat leszamitva) gyakorlatilag megegyeznek (2.
abra). Ezek nagy valoszinliséggel regio- és/vagy sztereoizomerek, ami a képz6do
adodhat.

Tomegspektrometrids analizisek sorozataval igazoltuk, hogy a Tyr-OOH
szarmazékok szerkezete biciklusos (3. abra), ami a Tyr amin- (N-terminalis Tyr esetében)
vagy amid- (nem N-terminalis Tyr-nal) csoportoknak a fenolgyiiriihoz valdo konjugalt

addicioja révén keletkezik. (1. séma 5. reakcid).
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3. abra Bal oldal: Tirozintartamu peptid-monoxidok lehetséges izobar szerkezeteinek
fragmentacios spektrumai. Célzottan eldallitott Tyr monoxidszarmazékok. melyek
szerkezete korabban NMR spektroszkopia segitségével volt meghatarozva: (A) 3a-hidroxi-
6-0x0-2,3,3a,6,7,7a-hexahidro-1H-indol-2-karbonsav  (HOHICA), (B) 3,4-dihidroxi-
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fenilalanin (DOPA) ¢és (C) 4-hidroxi-4-alanil-ciklohexa-2,5-dién-1-on (HACHD). Jobb
oldal: GY peptid, GY-monoxid és GY dioxid fragmentacios spektruma. A peptid Tyr
szarmazékok fragmentacios spektrumai (MS*-ig) a bal oldali (A) abran lathato HACHD-nek
megfeleld biciklusos szerkezettel voltak 6sszhangban.®?

Ez az eredmény Osszhangban van Von Sonntag és kutatocsoportjanak impulzus
radiolizissel végzett kisérleteivel, miszerint a Tyr N-terminalis amincsoportjanak blokkolasa
esetén a reakcidban tapasztalhatd Tyr-szarmazék fogyasa csekély, a szabad amincsoportot
tartalmazo szarmazéknal tapasztalthoz képest. Ok ezt egy olyan mechanizmussal
magyaraztak, ahol mindkét esetben (N-terminalis és nem N-terminalis Tyr szabadgyok), egy
addicids 1épésben, képzodik a Tyr-OOH szarmazék, de annak stabilizacidjahoz sziikséges
az amincsoport konjugalt addicidja a fenolgyiirithéz (1. séma 5. reakcid). A konjugalt
addiciéo hianyaban a hidroperoxid, egy epoxid jellegli atmeneti terméken keresztiil, (a
spinparositasi szabalynak megfeleléen) szinglet oxigén tavozasaval elbomlik (1. séma 4.
reakcio), ami a Tyr-szarmazék regeneralodasat eredményezi. Ezt a reakcidutat sikeriilt
kisérletesen kizarni azzal, hogy szinglet oxigén képzddése még nyomokban sem volt
mérhetd, a feltételezhetéen képzdddé hidroperoxid koztitermék mennyiség toredékének
megfeleld szinglet oxigén detektalasara alkalmas modszer segitségével. (A szinglet oxigén
detektalasat antracén-9,10-diildietil-szulfattal valo reakcidjaban keletkez6 epoxidszarmazék
nagy érzékenységli tomegspektrometrias detektalasan keresztiil végeztiik.) Kisérleteinkkel
¢s az irodalmi adatokkal 6sszhangban a nem N-terminalis Tyr-t tartalmazo peptidek fenoxil
szabadgyokeinek szuperoxiddal valo reakcidjaban tapasztalt csekély hidroperoxidszarmazék
képzddésére (az N-termindlis Tyr-t tartalmazod peptidekhez képest) egy alternativ
mechanizmust javasoltunk. A Marcus-elmélettel 6sszhangban az elektrontranszfer reakciout
kedvezményezett azokban az esetekben ahol a megfeleld redoxiparok kozti redukcids
potencialok értékei kozt relative nagy kiilonbség van. Ennek értelmében a
fenoxilgyok/fenolat (PhO*/PhO~) ~0,64 V redukcidos potenciallal rendelkezé Tyr-
szarmazékoknak elsGsorban elektrontranszfer utjan kellene reagalniuk szuperoxiddal (1.
séma 2. reakcio)®. Javaslatunk szerint, N-termindlis Tyr esetében viszont a protonalt
amincsoportok H-hidakon keresztiil novelik a szuperoxid elektrofilicitasat és/vagy
redoxipotencialjat, ami az O2/O2*~ és PhO*/PhO~ redoxiparok kozti potencialkiilonbség
csokkenésen keresztiil az addicios reakcidutnak kedvez (1. séma 3. reakcid). Ezt a
feltételezést alatamasztja, hogy nagy mennyiségli amin funkcids csoportot tartalmazo

vegylilet hozzdadasa nem N-terminalis Tyr-t tartalmazé peptidek esetén (ami az
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intramolekularis hatast hivatott modellezni) a hidroperoxidszarmazék kitermelésének

dozisfiiggd novekedését eredményezte, ami deuterizalt kozegben visszaszorult (4. abra).
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4. abra Megnovekedett szuperoxid-fiiggé hidroperoxidképziédés aminok jelenlétében.
(A) GY-OOH képzbédése Lys jelenlétében normal (O) és deuteralt (O) vizes kozegben. Az
adatpontok a GY-OOH-hoz tartozo csucs alatti teriilet relativ nagysagat mutatjak az amin
tavollétében mért kontrollhoz képest. Betét abra: GY-OOH m/z=271 értékli csticsa Lys

jelenlétében (szaggatott vonal) és tavollétében (folytonos vonal). (B) HPA (0) és YG (O)
dioxid szarmazékok relativ csucs alatti teriiletei kiillonboz6 lizin, valamint a GY(Q) relativ
cstics alatti teriiletei kiilonbozd etanolamin koncentraciok mellett.©?

Az 1.B. dbra masik fontos iizenete, hogy annak ellenére, hogy a Tyr N-termindlis,
abban az esetben, ha a peptid egy Met aminosavat is tartalmaz, az gatolja a hidroperoxid-
képzOdést. Ezzel ellentmondonak tiinhet, hogy a két extra oxigénatomot tartalmazo6 peptid
szarmazék (M + 32 Da) viszont nagy mennyiségben képzédik (5.A-D ¢és G. abra).
Tomegspektrometrids szerkezetvizsgalati kisérletsorozat segitségével igazoltuk, hogy ez a
vegyiilet a hidroperoxid redukalt monoxidszarmazékanak megfelelé biciklusos Tyr-

szarmazékot és oxidalt Met-szulfoxidot tartalmaz (5.E,F,B. abra).
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5. abra Tirozintartalma peptidek dioxidszarmazékainak detektalasa LC/MS
moédszerrel és YM peptid modosulatok fragmentaciéos mintazata. A kromatogramok a
nativ peptideket (szaggatott vonal) €s a dioxidokat (folytonos vonal) reprezentaljak,
szelektiv ion modban (A és C) vagy a teljes ionaram kromatogrambol (B, D és G). A
termékek mennyiségét (bal oldali fiiggdleges tengelyek) a prekurzor ionhoz képest szamitott
relativ csucs alatti tertilet értékekkel adtuk meg. A dioxid képz6dés hozamat 10 ug/ml SOD
jelenléte >90%-kal gatolta. Valamennyi peptid-monoxid szarmazékot is detektaltunk, ez
foként a mintaban 1évo szulfoxid szennyezddéseknek tulajdonithato. Y M-S=0-bol kiindulva
YM-S=0 hidroperoxid és kis mennyiségli YM-S=0O monoxid is képzddott, ez utobbi
feltehetden az YM-S=O hidroperoxid hidrolizisébdl szarmazhatott (hasonloan az YG és a

Leu-Enk hidroperoxidok esetéhez, 14sd. 2. abra).c?
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Azon informéciok birtokaban, hogy:

1) a Met szulfoxidszarmazék, amelyben a Tyr aminosav nem oxidalodott illetve az
a Tyr-OH szarmazék ahol a Met redukalt formaban maradt volna nem volt
detektalhato,

2) a peptid szulfoxidszarmazékokbol kiindulva a Tyr-OOH-szulfoxid szarmazékok
képzodtek (5.G,H. abra) illetve

3) a Met-enkefalin példajan bemutattuk, hogy a peptid Met aminosavanak a Leu-
enkefalin-Tyr-OOH-val val6 intermolekularis oxidacioja (ahol a Leu-Enk a Met-
Enk-t61 csak a C-terminalis aminosavban -Met helyett Leu- tér el) kinetikailag nem

kompetens (6. abra).

a 2. séman lathatd mechanizmust javasoltuk a Met-Enk-dioxid szarmazék

s

szarmazék, entropia-redukci6 altal kedvezményezett, intramolekuléris reakcidtton oxidalja

a Met tioéter csoportjat.
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6. abra Leu-Enk hidroperoxid (Leu-Enk-OOH) és 200 uM (A) Met illetve (B) Met-Enk
kozotti reakcio kinetikai vizsgalata. A Met eset¢ben LC/MS, a Met-Enk esetében FOX
modszert alkalmaztunk. A Leu-Enk-hidroperoxid fogyasaval parhuzamosan a Leu-Enk
monoxid illetve a Met-Enk-szulfoxid jelek intenzitasinak novekedése volt megfigyelhetd,
hasonl6 sebességi allandoval. Pszeudo-elsérendii kinetikai vizsgalatok megmutattak, hogy a
Leu-Enk-OOH és a Met-Enk kozotti reakcid valoban masodrendli, mindkét komponens
részrendiisége egy.©?
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2. séma Tyr-Met-dioxid képzodésének javasolt mechanizmusa. A Tyr aminosav fenol-
gyurije peroxidéz katalizélt egyelektronos oxidéciéban fenoxil gyt')kké alakul amibc’Sl

crer

le a Tyr-gytrt és az amincsoport kozott és a Met tloeter csoportja szulfoxidda oxidalodik
intramolekularis oxigéntranszfer révén. A reakcioét az orto-hidroxil izomeren keresztiil
mutattuk be, hasonl6 utvonal irhat fel a para-izomer képzédésére.“?

Tobb Tyr és Met aminosavat tartalmazo peptiden végzett kisérletekkel igazoltuk, hogy a

reakciout nem csak a Met-Enk esetében kedvezményezett (1. tablazat).

1. tablazat Dioxidképzédés szempontjabol vizsgalt metionin tartalmi peptidek®?

Dimer
Hidroperoxid
Aminosav Molekula A [M + H]*ion A dioxid SOD nélkiil 10pg/mL  (H20:2 ekvivalens
szekvencia tomeg retencids ideje retencids ideje pM SOD pM-ban)
M

g/mol perc perc uM
YM 312,4 17,9 12,7, 14,0 3,8+0,1 7,0+0,1 0,23 + 0,006
MY 312,4 17,4 12,6; 14,7 541 +0,1 6,9+0,2 <0,2
YGGFM 573,7 16,1 11,3;12,5 33+0,1 8,6+£0,1 <0,2
GYGGFM 630,7 13,3 10,2; 11,0 8,0+04 10,5+0,4 <0,2
Boc-YGGFM 673,8 141 9,6 58+0,2 11,4+0,5 <0,2
RFYVVM 814,0 8,4;10,6 7,5; 9,6 10,7+0,8 17,6+0,4 <0,2
YSFKDMGLGR 1244 4 10,7 9,4 1,0+0,2 2,7+0,2 <0,2
MEVDPIGHLY 1173,4 18,6 12,3 33+0,3 7,8+0,3 <0,2
YM-S=0 361,1 15,93 13,53; 14,07 2,55+0,09 4,15+0,05 0,32 + 0,002

Ha redukalt glutation (GSH) jelenlétében generalunk Tyr fenoxil szabadgyokoket
tormaperoxiddz (HRP) és H2O» segitségével, akkor a fenoxilgyokokkel vald reakcioban

GSH-tiil szabadgydk (GS*) képzédik®. A GS* és a feleslegben 1évé GSH tiolat kozotti
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kedvez6 reakcid a glutation-diszulfid anion szabadgyok (GSSG*") képz6dését eredményezi
(6. reakcio), ami diffuzid kontrollalt reakcioban reagal a vizes oldatban oldott oxigénnel
GSSG-t és szuperoxidot eredményezve (7. reakcid). GSH jelenlétében tehat nincs sziikség a

XO-ra a szuperoxid eldallitasahoz.

M" + GSH -» M™! + GS* (5)
GS™ + GS*=GSSG* (6)
GSSG*™ + 0, - GSSG + 05~ (7)

Ebben a rendszerben az YG esetén bemutatva, képzddik YG-OOH és YG-OH, de rovid
élettartammal“®. A szuperoxid addicios tt termékeinek fogyasaval egyidejiileg egy 0j YG-

OH tirozinjahoz konjugalt GSH-nak megfeleld termék képzddését tapasztaltuk (7. abra).
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7. abra YG-hidroxid glutation adduktumainak LC/MS vizsgalata. (A) Az YG-hidroxid
izomer 255 m/z értékii ionjat és (B) az YG-OH GSH adduktjanak m/z=562 értékii ionjat
kovettiik szelektiv ion moédban GSH hozzéadéasa nélkiil (pontozott vonal) és 5 mM GSH
jelenlétében (folytonos vonal). GSH kezelést kovetden az Y G-hidroxid jele teljesen eltiinik
a spektrumbol (pontozott vonal). (C) YG-hidroxid GSH adduktjanak fragmentacios
spektruma. Az adduktum javasolt szerkezete a betét abran lathato.©

Kisérleteink alapjan a 8-9 reakcidknak megfelel6 modellt javasoljuk a GSH-val konjugalt

peptid képzddésére.
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A modell szerint a Tyr-OOH-t a GSH a megfelelé Tyr-OH-szarmazékka redukalja GSSG
képzddése kozben (8. reakcid). A képzodo biciklusos Tyr-OH-szarmazék Tyr nitrogénjének
képzddik, amelyhez nukleofil addicidés reakcidban kotédik a GSH és/vagy egyéb Cys
szarmazékok tiolcsoportja (9. reakcid). Kinetikai és oldategyenstlyi méréssorozatok
segitségével igazoltuk, hogy a Cys nukleofil addicié egyensilyi folyamat és ezért ennek
megfelelden (egyensulyi rendszerként kezelve) illesztettiik a reakcid kinetikai gorbéit (8.
abra). A YG peptid szarmazék GSH-val valo reakciojat vizsgalva a két legjelentésebb Tyr-
OH izomer (2.B. abran lathat6 csticsok 4 és 12 perces retencios id6knél) reakciojanak
1dofiiggését kovettiik tomegspektrometria segitségével. A mért masodrendli latszolagos
sebességi allandok pH = 7,4-en Kapere = 11,8 = 0,7 M~*perc és kizperc = 9,2 £ 0,2 Mperc1-
nek adodtak. A nukleofil addicios termék képzddésére felirt egyenstlyi allandok mért értékei
ilyen koriilmények kozt Kaperc = (7,5 + 1,2) x10% M1 és Kazperc = (21 £ 4) x103 ML,
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[GSH] (M)

8. abra Az YG-hidroxid és glutation kozotti addicios reakcié kinetikai vizsgalata. A
reakciot az YG-hidroxid fogyasan keresztiil kovettiik, tomegspektrometriaval, szelektiv ion
modban. (A) A gorbék az YG-hidroxid 4 perces retencios idejii csucsa (lasd. 2.B. abra) alatti
teriiletének csokkenését mutatjak az id6 fliggvényében, 0.5 mM (o), 1 mM (2), 3mM (o) és
5 mM (A) GSH jelenlétében. A folytonos vonalak a mért pontokra illesztett exponencialis
gorbéket jelolik. (B) A 9. reakciohoz tartozo mért sebességi allando értékek & = k[GSH]

crer

(o, folytonos vonal) retencios idejii YG-hidroxid izomerek esetén. Az adatok az (A) panelen
lathatdéakhoz hasonlé exponencialis gorbékbodl szarmaznak. (C) A 9. reakcidhoz tartoz6 mért

crcr

A jeldlések a (B) panellel azonosak.©3

Ezek az értékek azt sugalljak, hogy sejten beliili GSH koncentraciok mellett (~5 mM) a
reakcio relative gyorsan (~15 perc felezési idével) lejatszodik az egyenstlyt a nukleofil
addicios termék képzodése felé eltolva (5mM GSH mellett a potencialisan képz6d6 Tyr-OH
szarmazékok ~95%-a konjugalt formaban talalhato). Igazoltuk, hogy a reakcidé nemcsak
glutationnal, hanem egyéb Cys-tiolokkal is lejatszodik, ami a fehérjékben nem ismeretlen
Tyr-Cys keresztkotés™™® képzédésének egy ujfajta mechanizmusa lehet. Tovabba, az
irodalomban sokat tanulmanyozott 4-hidroxi-nonenalhoz (HNE) hasonl6an, a kisebb peptid-
Tyr-OH-0k potencialisan gatolhatjak tiol-fehérjék funkcioit addicios reakcid utjan (9.
reakcio). lgaz, hogy a GSH-val az addicios reakcio ~10-szer lassabb a HNE tipikus tiol
addiciés reakcidihoz képest,***® de alacsony pKa-ju, aktiv centrumban 1évd reaktiv Cys

szarmazékokkal ez a reakcié a GSH-nal mért értékeknél nagysagrendekkel gyorsabb is lehet.

4.1.2  Stimulalt human neutrofilek, mieloperoxiddz enzimiik segitségével, szuperoxid
addicio utjan oxidaljak opioid peptidek tirozinjait

Az enkefalinok az endokrin és az idegrendszer fontos neurotranszmitterei/neurohormonjai.

A leucin-enkefalin (Leu-Enk) és metionin-enkefalin (Met-Enk), YGGFL ¢és YGGFM

aminosav szekvencidval rendelkezd opioid pentapeptidek, amelyek a morfinnal azonos

receptorokhoz kétédve fejtik ki fajdalomesillapité hatasukat*”*8, A szervezetben mindenhol

megtaldlhatoak, de kiilonosen fontos fajdalomcsokkentd szerepilk van gyulladasos
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folyamatokban, ahol tébbek kozt a fehérvérsejtek termelik 6ket**>2, Mindkét peptidnek a
fajdalomcsillapitd hatasdban nélkiilozhetetlen az N-terminalis Tyr aminosav, mert ezen
keresztiil kotédnek a receptoraikhoz®. Elsédleges inaktivalodasi/lebomlasi mechanizmusuk
is a Tyr vesztésen keresztiil zajlik> *°. Ahogy azt az el6zé fejezetben ismertettem ezen
peptidek Tyr-fenoxil szabadgyok-szarmazékai effektiven reagalnak szuperoxiddal, ami a
Tyr aminosav szerkezetét jelentésen modositja 1. séma). Alapvetd kérdés, hogy stimulalt
human neutrofilek, az altaluk generalt szuperoxid, H2O2 és micloperoxidaz (MPO) enzim
segitségével, oxidaljak-e az enkefalin szarmazékok Tyr aminosav komponenseit.©*

A neutrofil fagocita fehérvérsejtek a velesziiletett immunitas alapelemei. Els6sorban
fagocitézis utjan pusztitjdk a betolakod6 patogén mikroorganizmusokat és meghatarozo
szerepiik van a gyulladasos folyamatokban is*®. Ezekben a folyamatokban kulcsszerep jut az
altaluk generdlt ROS-oknak® °. A membranjukban talalhat6 NADPH oxidaz (Nox 2)
enzimkomplex, stimulus hatasara nagy mennyiségli szuperoxidot general a fagozomas
ami az azurofil granulumokban tarolt, de stimulus kdvetkeztében szintén a fagozomas ¢€s
sejten kiviili térbe kibocsajtott, MPO segitségével a jelenlévd (pszeudo)halogenideket
(leginkdbb a Cl~, Br, SCN") (pszeudo)hipohalogénessavakka (HOCI, HOBr, HOSCN)
oxidalja®’. Az MPO enzim reakcioinak kinetik4ja meglehetdsen bonyolult (tovabbi részletek
a 4.3.2 fejezetben olvashatok), de két alapvetd kinetikai ciklust elkiilonithetiink: A mar
emlitett hipohalogéneket termeld halogenacios és a gyokods reakcidutakon végbemend

peroxidaz ciklusokat (3. séma).>®

ferric MPO
)
=
X AH
a ho HOX !
»
0 '
o '
g PorFeV-OH
@ HoO X PP\ ' —
& 103% ¢ Compound Il
o *\
-— e‘o
© | .
S AH

**PorFe'V=0

AHy
Compound |

3. séma A mieloperoxidaz enzim két osszefiiggé katalitikus ciklusa. Az un. peroxidaz és
halogenacios aktivitdsokért egy- és kételektronos folyamatok sorozata felelds. A
halogenécids ciklus elsd 1épésében a H»O2, a nativ Fe''-at tartalmazé fehérjét Fe'V-oxo
szabadgyok kationna (Compound I) oxidalja egy kételektronos oxidacios Iépésben. A
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halogenacios ciklus zar6 1épésében a Compound I-es forma reagél a halogenidekkel vagy a
tiocianattal hipo(pszeudo)halogenitek képzddése kozben. A Compound I, megfeleld
szubsztrat jelenlétében (pl Tyr) két egymast kovetd egyelektronos redoxireakciokban is
redukalodhat szubsztrat szabadgyokok képzodése kozben. Ez utdbbi peroxidaz ciklus elsd
egyelektronos Iépésében koztitermékként képzdodik az abran lathatd6 Compound II-es
enzimforma.©3!

A HRP-hez hasonléan (3. reakcio) az MPO peroxidaz ciklusa felelds a Tyr (és egyéb fenol
centrumaval az MPO hem-csoportja egy olddszertdl elzartabb kotézsebben helyezkedik el.
Ennek ellenére azt talaltuk, hogy az MPO -még fiziologids mennyiségii kloridion
jelenlétében is (ami a peroxiddz és halogenacids ciklusok versenyét eredményezi)-
effektiven general fenoxilgyokoket nemcsak a szabad tirozinon és kisméretii dipeptidek

tirozinjain, hanem az enkefalin és az endomorfin peptideken is (9. abra).
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9. abra Tyr-tartalmi peptidek, mint peroxidaz-szubsztratok oOsszehasonlitisa. A
peptideket MPO ¢és HRP enzimek szubsztratjaiként alkalmaztuk, a reakcidkat
spektrofluorimetriasan kovettiikk, a dimerképzédésen keresztil. (A) A dimerképz6dés
steady-state sebességeinek Osszehasonlitasa (Id. betét abra a (B) panelen). A kezdeti
sebességek a Tyr-MPO reakcioban mért sebességekhez viszonyitott relativ, %-ban megadott
értékek. (B) Leu-Enk dimerizacidjanak reprezentativ kinetikai gorbéje kloridionok
tavollétében és jelenlétében. Betét dbra: A kinetikai gorbék linedris szakasza. ¢4

Ha izolalt human neutrofilokat enkefalinok jelenlétében forbol-mirisztat-acetattal (PMA)
aktivaltunk, akkor a bekdvetkezd enkefalin oxidacio fétermékei a monoxid és a dioxid

szarmazekok voltak (10. 4bra).
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10. abra Aktivalt human neutrofilok altal termelt tirozintartalma peptidek monoxid-
és dioxid szarmazékainak detektalaisa LC/MS médszerrel. A PMA-val aktivalt
neutrofilok altal oxidalt 200 uM (A) Leu-Enk, és (B) Met-Enk LC/MS kromatogramjai. A
kromatogramok lentrdl folfelé a nativ peptidekhez illetve a mono- €s dioxidszarmazékokhoz
tartoznak. A termékek mennyiségét a prekurzor ion mennyiségéhez képest szamitott relativ
csucs alatti teriiletben fejeztiik ki (olyan referencia rendszerben, ahol az MPO gatolt, igy
nincs reakcio).“*

Tomegspektrometrias szerkezetvizsgalataink ramutattak, hogy a Leu-Enk dioxid a
biciklusos Tyr-OOH-szarmazék, a monoxid pedig ennek a redukalt Tyr-OH formaja. A Met-
Enk esetében a dioxid az el6z6 fejezetben leirt 2. séman bemutatott modell alapjan képz6d6
a Tyr-OH szulfoxid terméknek felel meg. Az enzimatikus reakciokkal ellentétben aktivalt
neutrofilok nagy mennyiségli Met-Enk monoxidot is generaltak, ami kizarolag a Met-
szulfoxid szarmazéknak felelt meg, és ahogy azt késobb latni fogjuk ez a rendszerben
képz6dé HOCI Met-Enk-el val6 reakcidjanak a terméke. Osszhangban az enzimatikus
rendszerekkel a dioxidszarmazékok keletkezéséhez elengedhetetleniil sziikséges volt a
neutrofilok aktivalasa, aktiv MPO jelenléte illetve H202 és szuperoxid is (11. abra). SOD
jelenlétében a dioxid képzddése gatolt, ezért ditirozin nagyobb mennyiségben képzddik az
1. reakcionak megfeleléen, ahogyan azt az enzimatikus rendszernél is tapasztaltuk (lasd 1.A.

abra).
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11. abra Kiilonbo6z6 kezelések hatasa a (A) Leu-Enk és (B) Met-Enk oxidacios termékek
képzédése aktivalt human neutrofilok jelenlétében. A neutrofilokat PMA-val stimulaltuk,
a reakciokat 30 perc utan 20 pg/ml katalaz enzim hozzaadasaval allitottuk le. A Met-Enk-
dioxid, Met-Enk-szulfoxid, Leu-Enk-hidroperoxid ¢és Leu-Enk monoxid termékek
képzodését LC-MS, a dimer termékekét spektrufluorimetridss modszerrel kovettiik. Az
adatpontok ¢és hibaik n = 3-4 fiiggetlen, kiilonb6z0 vérbol mért eredmények atlaga és szorasa.
*P<0.0001, statisztikailag szignifikans kiilonbség a parositott t-teszt alapjan.*

Mindezen észlelések fényében, 6sszhangban az enzimatikus rendszereknél javasolt modellel
(1. séma), a dioxidok képzédése az MPO Kkatalizalta enkefalin HoO»-dal valo oxidacidjan
keresztiil a képz6dd Tyr-fenoxil szabadgyok és a NADPH oxidaz altal generalt szuperoxid
addicios reakciojaban képzddnek. A Met Enk esetén az intramolekularis oxigén transzfer (2.
séma) eredményeképp képzddik a Met-Enk-Tyr-OH-Met-szulfoxid szarmazék. A relative
nagy mennyiségben képz6d6 Met-Enk-szulfoxid képzddése (a dioxiddal ellentétben) gatolt
volt a HOCI-reaktiv metionin vagy human szérum albumin jelenlétében, ami alatdmasztja,

hogy ez a szarmazék valdsziniileg a HOCI altali Met oxidacion keresztiil képzodik (12. abra).

Fagozéma
H Extracellularis tér

NADPH O,
oxidaz /
] \ O,

2
NADPH Met-Enk

l

Intracellularis tér

R ot s [MetEnk-5=0]

e
Met-Enk dioxid|

12. abra Aktivalt neutrofil fagocitik indukalta Met-Enk oxidaciés reakciok javasolt
modellje.
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A termékek képzodését a Met-Enk-koncentracio fiiggvényében kovetve is jol lathato, hogy
a Met-Enk-dioxid és dimer képzddések szuperoxid-fiiggdk (13.A,B. abra). mig a Met-Enk-
szulfoxid képzédés nem (13. C. abra). Erdekesség, hogy alacsonyabb Met-Enk -
koncentracioknal szuperoxid jelenlétében egy trioxidszarmazék is képzodik (13.E. abra).
Tomegspektrometria és FOX analizis segitségével igazoltuk, hogy ez a Met-Enk-Tyr-OOH-
Met-szulfoxid szarmazék (14. abra). Ennek a vegytiletnek a képzddése annak kdszonhetd,
hogy a relative nagy mennyiségben termelt HOCI gyorsan oxidalja a jelen 1évé Met-Enk
tioéter csoportjait és (redukalt metionint tartalmazo Met-Enk hianyaban) az igy képz6do
szulfoxid lesz az MPO elsédleges enkefalin szubsztratja. A hidroperoxidcsoport hosszi
¢lettartama itt azzal magyarazhat6, hogy mivel a Met-csoport a molekuldban mar oxidalt

formaban van, az intramolekuldris oxigén transzfer reakcid gatolt.
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13. abra Met-Enk neutrofilek altal kozvetitett oxidaciéjanak termékei a Met-Enk

crcr

dimer, (B) Met-Enk-dioxid, (C) Met-Enk-szulfoxid, (D) fennmaradé Met-Enk és (E) Met-
Enk-trioxid termékekre, SOD enzim jelenlétében (O, szaggatott vonal) és tavollétében (O,
folytonos vonal). Az adatpontok n = 3 fiiggetlen, kiilonb6z6 vérbol mért eredmény atlagat
reprezentaljak.©
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14. abra Bal oldal: Met-Enk-S=0O hidroperoxid képzédés vizsgalata az

MPO/XO/acetaldehid rendszer hatasara (A) LC/MS vagy (B) FOX modszerrel. Jobb
oldal: Met-Enk-trioxid tomegspektrometrias vizsgalata. (A) fragmentacios spektrum, (B) f6
fragmensek, (C) Met-Enk-trioxid feltételezett szerkezete. A peptid fragmensek elnevezése a
Roepstorff-Fohlman nevezéktan alapjan tortént.“*

A neutrofilok fontos gyulladast serkentd szerepiik mellett, enkefalinok kibocsatasan
keresztiil, a gyulladasos fajdalom enyhitésében is részt vesznek*® %°. Tovabba fiziologiai
koriilmények kozott az enkefalinok a neutrofilok aktivalasdban is szerepet jatszhatnak®® oL,
Mindezek fényében eredményeink azt sugalljak, hogy a gyulladas helyszinén az aktivalt
neutrofilok altal kibocsatott MPO és ROS a fenti reakcidutakon az enkefalinok Tyr és Met
aminosav komponenseit oxidalhatjak. A keletkezett enkefalin szarmazékokban a Tyr aromas
jellege és N-terminalis amincsoportja elvész. Annak ellenére, hogy a Met oxidaci6 nem
befolyasolja a Met-Enk fijdalomcsillapité hatdsat®?, az N-terminalis Tyr amincsoport

alapfeltétele a receptorhoz valé kotédéshez és az opioid hatas kifejtéséhez® 2

, ezért
feltételezhetd, hogy ezen reakcidutak szerepet jatszhatnak a neuroendokrin és az

immunrendszer kozotti kommunikacidban.
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4.1.3 Normdal enzimmiikédés kozben képzddd fehérje-Tyr szabadgyokdk reakcioja
szuperoxiddal

Tobb 1étfontossagu enzim, mint példaul a ribonukleotid reduktdz vagy a Ciklooxigendz, Tyr
aminosav komponensén képzdodik fenoxil szabadgydk a katalitikus korfolyamat soran, ezért
a fenti eredmények fényében a szuperoxid ezen enzimek miikddését gatolhatja. Hogy
enzimmiikodés kdzben képz6dd Tyr szabadgyok koztitermékekkel potencialisan reagal-e a
szuperoxid azt az ambras cet mioglobin modell fehérje segitségével kezdtiik el vizsgalni. A

mioglobinoknak (Mb) az aktiv centrumaban talalhaté hem-csoport Fe'"-at tartalmaz6 met-

Mb szdrmazéka H20,-dal valo reakcioban egy ferril Mb (Fe'V=0) szarmazék képzdédése

kozben reagal. A reakcio két elektron atmenetével jar, amibdl az egyik a Fe!' =™ Fe!V

atmenetre forditodik a masik pedig els6sorban a fehérje Tyrl03 és Trpl4d aminosav
komponenseit oxidalja®® ®. Az ambras cet mioglobinjaban, mas Mb szarmazékokkal
ellentétben, van egy Tyrl51 aminosav is, amelyen keresztiil a fehérje az 1. reakcidhoz
hasonléan két Tyr dsszekapcsolasaval dimerizalodik®® . A (Tyr), kotés képzédhet két
Tyrl51 vagy egy Tyrl51 és egy Tyrl03 kozott ezért tobb fehérje is Osszekapcsolddhat
oligomerek formajaban. Az igy képzodd Mb-dimer képzodésének gatlasan keresztiil
vizsgaltuk elészor az Mb-Tyr szabadgyok szuperoxiddal valo reakciojat. A XO/acetaldehid
rendszer 2-3 reakciok jelenlétében a XO altal termelt H2O2, Mb-nal vald reakcidjaban
képz6dé Mb-Tyr szabadgyokok rekombinéacidja Mb dimerré csak SOD jelenlétében volt
detektalhatd Western-blot (WB) analizis segitségével (15. abra).
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15. abra Szuperoxid hatiasa a mioglobin dimerizaciojara. (A) Gél-elektroforézis és
Coomassie fehérje festés, valamint (B) denzitometrids analizis segitségével meghataroztuk
10 uM mioglobin dimerizaciojanak a mértékét (10 uM/min Oz°*~ termelésnél) kiilonbdzo
SOD-koncentraciok mellett. Az adatpontok 3 fliggetlen kisérletet reprezentélnak.©®

Ez arra utal, hogy a Mb-Tyr-O*~ effektiven reagal a XO altal termelt szuperoxiddal. A dimer
képzddést a katalaz enzim jelenléte gatolja, ami 6sszhangban van azzal, hogy a Mb-Tyr-O®-

képzddéséhez sziikség van H2Oz-ra (16. 4bra).
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A dimer —» —

MONOMeEr — P |a . S ——

a b c d e
Mb + + + + +
X0 + + + +
AA + + + +
SOD + +
CAT + +
B dimer —» —
monomer ———p
C monomer —» | .. - -
a b ¢ d e
Mb + + + + +
X0 + + + +
AA + + + +
SOD + +
DMPO + + +

16. abra Mioglobin gatolt dimerizacidoja katalaz (A) vagy DMPO (B) és (C)
jelenlétében. (A) és (B) Coomassie fehérje festés, (C) Western-blot DMPO-antitest
segitségével.©®

Megfeleld mennyiségii DMPO szabadgyokfogd jelenlétében a dimerizacid szintén gatolt
volt és az anti-DMPO antitest segitségével végzett WB analizis ramutatott, hogy a
hozzaadott SOD-koncentraciotol fiiggetleniil mindig ugyanannyi Mb-Tyr-O°*~ képzodott
(16. abra), ami arra utal, hogy a SOD tavollétében tapasztalt kisebb mértékii dimerizacid
nem a Mb-Tyr-O*~ képz6désének a gatlasaval magyarazhatd. Elméletileg ugyanis a met-Mb
szuperoxiddal valo reakcidja 0xiMb képzddését eredményezheti, és bar ez a reakcio relative
lassu, fontos volt meggy6zddni arrdl, hogy ez nem befolyasolja a ferril-Mb képzodést.
Spektrofotometriasan igazoltuk, hogy a képz6dés sebességét sem befolyasolja a SOD
jelenléte (17. abra).
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17. abra Szuperoxid hatisa a ferril-mioglobin képzédésére. (A) 1d6fiiggd spektralis
valtozasok a lathato tartomanyban a Mb/XO/acetaldehid rendszerben (10 pM/min O2*-
termelésnél). (B) A ferrilMb koncentracidja az id6 fiiggvényében SOD enzim jelenlétében
(®) és tavollétében (o) (10 uM/min O2*~ termelésnél). Az adatpontok és hibasavok harom
parhuzamos mérés atlagat és szorasat mutatjak.©

A XO/AA/MD reakcidelegyekbdl izolalt fehérjék tripszines emésztését kovetd, altalunk
beallitott kvantitativ tomegspektrometrias analizis, az irodalmi adatokkal 6sszhangban, azt
mutatta, hogy azoknak a peptideknek csokkent a kontrollhoz viszonyitott koncentracidja,
amelyek tartalmazzak a peroxid hatasara oxidalodo aminosavakat (Trp14, Tyr103 és Tyr
151). Tovabb csokkent a Tyr151-et tartalmazo peptid (T24; Glu148-Gly153) koncentracidja,
de nem valtozott a Trpl4-et vagy Tyrl03-at tartalmazé peptideké SOD hozzdadéséra,

0sszhangban azzal, hogy a dimerizacié a Tyrl51-en keresztiil torténik (18. dbra).

A B g
1004
S < 70 -
< 50+ T A
[
2 ?
[ ‘0
S 60 g 9
c >
8 3
@ 40 - » 504
— [}
> 'S
P <
= 20 N 40 1
0 a T 0 - T T T T T
3 g a 0 20 40 60 80 100
g 8% 3 SOD] pg/ml
S :;§ i [SOD] pg/m

18. abra Szuperoxid hatasa a T24 (ELGYQG) triptikus peptid visszanyerésére. A T24
peptid mennyiségét a XO tavollétében mért értékhez képest szazalékos aranyban adjuk meg.
A T24 peptid csucs alatti teriileteit bels6 standardok segitségével normaltuk. Az oszlopok és
hibasavok harom parhuzamos mérés atlagat és szorasat mutatjak.<®
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Az a tény, hogy szuperoxid jelenlétében kevesebb intakt T24 fogyott arra utal, hogy a
dimerizaciot a szuperoxid (legalabb részben) elektrontranszfer reakcid utjan (1. séma 2.
reakcid) gatolja. Tripszines emésztést kovetden tomegspektrometria segitségével vizsgaltuk,
hogy az addiciés reakciout (1. séma 3. reakcio) lejatszodik-e ebben a rendszerben. A
peptidek koziil csak a T24-nek az oxidativ médosulata volt szamottevd mennyiségben
detektalhaté két T24+16Da izomer forméjaban. A T24 peptidet szintetikus uton is
eléallitottuk és a 2-3. reakcionak megfelel6 rendszernek (XO/AA/HRP) kitéve. A kapott
azonos retencids id6k és fragmentacios spektrumok alapjan igazoltuk, hogy a fehérje
emésztése utan kapott T24+16 peptid a szuperoxid Tyrl51 szabadgyokhoz vald addiciojat
kovetd redukeio utjan képzodik (19. abra).
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19. abra Bal oldal: Mioglobin T24 triptikus peptidnek és monoxidjanak detektalasa.
(A) LC/MS kromatogramok a nativ ([M + H]") és a monoxid ([M + 16 + H]") T24 peptid
szarmazékok detektalasara SOD jelenlétében (szaggatott vonal) és tavollétében (fekete
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vonal), XOlacetaldehid-del kezelt rekombinans Mb triptikus emésztése utan. A
kromatogram a TIC-bdl lett az egyszeresen toltott részecskék tomeg/toltés értékeire szlirve.
(B) és (C) rendre a monoxidszarmazék és a nativ peptid fragmentacios spektrumai. (D)
Peptid fragmensek jelolése a Roepstorff-Fohlman nevezéktan szerint. Jobb oldal: Peroxid-
és az azt kovetéo monoxidképzodés a célzottan szintetizalt ELGYQG peptiden. (A)
LC/MS kromatogramok a nativ ([M + H]") és a dioxid ([M + 32 + H]") peptid szarmazékok
detektalasara a XO/acetaldehid/HRP-al kezelt, szintetikusan eléallitott ELGY QG esetén. (B)
Az A minta éjszakai allas hatasara az Mb rendszerben detektalt monoxidszarmazékka
bomlik (szaggatott vonal). (C) Az A abran lathatdo dioxidszarmazék fragmentacios
spektruma, ami arra utal, hogy ez a Tyt-peroxid-szarmazék.©®

Ezzel 0sszhangban, a T24+16 peptid koncentracioja a SOD koncentracid ndvelésével

csokkent (20. abra).
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20. abra Szuperoxid hatasa a T24+16 (ELGYQG) triptikus peptid adduktum
képzodésére. Az oszlopok és hibasavok hiarom parhuzamos mérés atlagat és szorasat
mutatjak.©®

Fenil-izotiocianat kromofor hozzakapcsolasat kovetd csatolt UV-lathato spektrofotometria
¢és tomegspektrometria segitségével végzett, altalunk kifejlesztett kvantitativ analizis alapjan
az Mb-Tyr-O* szuperoxiddal val6 reakcidja 10-Szer nagyobb gyakorisaggal jatszodik le az
elektrontranszfer reakciouton (1. séma 2. reakcid) az addicidhoz képest (1. sama 3. reakcio).
Az ¢el6z6 fejezetben javasolt modellel 6sszhangban az addicids reakciout hozzajarulasa (i.e.
a T24+16 peptid koncentracidja) szabad amincsoportokat tartalmazd Lys hozzaadasara

dozisfiiggden nétt (21. abra).
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21. abra Lizin hatdsa a T24+16 (ELGYQG) triptikus peptid adduktum képzdédésére.
Az oszlopok és hibasavok harom parhuzamos mérés atlagat és szorasat mutatjak.

Tovabba igazoltuk, hogy az ELGYQG peptid esetén a szuperoxid altal modositott Tyr+16

aminosav is effektiven reagal GSH-val (9. reakci6 és 22. abra).
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22. abra ELGYQG Tyr-hidroxid GSH adduktumanak LC/MS jellemzése. A peptidet a
HRP/XO rendszerrel reagaltattuk, majd inkubaltuk GSH tavollétében (A) illetve
jelenlétében (B). A hidroxid és a GSH adduktum jeleit SRM mddban kovettiik LC/MS/MS
modszerrel. Az eredmények az (A) spektrumban lathat6 legnagyobb intenzitdsi csucshoz
képest szamitott relativ értékek. Az (A) esetben nem detektaltuk a GSH adduktum
képzddését, mig a (B) esetben nem lathatok a peptid-hidroxid jelei. (C) A GSH adduktum
fragmentacios spektruma. (a °© vizvesztést jelol). (D) az ELGYQG-OH-GSH adduktum
javasolt szerkezete és fragmentaciés mechanizmusa a Roepstorff-Fohlman nevezéktan
szerint.©3
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Ennek ellenére, a szuperoxiddal modositott Tyr151-et tartalmazo globularis Mb esetében,
GSH-val torténd inkubaciot kdvetd tripszines emésztés utan, csak nyomokban tudtuk a
T24+16 GSH adduktjat detektalni. Ennek az volt az oka, hogy az emésztést acetonos
kicsapas utani visszaoldas eldzte meg, amely a maradék GSH-t eltavolitotta a rendszerbdl és
a 9. reakcioban szemléltetett egyensulyt a GSH addukt reaktansokka valo szétesése felé tolta
el. Ezt elkeriilend6, a 23. abran lathaté eredmények azt mutatjak, hogy a szintetikusan
eldallitott T24 peptid GSH adduktumjan a modositott Tyr151 karbonilcsoportjanak

Na[BHa]-0s redukcidja megvédte azt a széteséstdl a GSH eltavolitasa utan.
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23. abra Bal oldal: Redukalt ELGYQG triptikus peptid glutation adduktumanak
LC/MS detektalasa. (A) A Na[BHg]-tal redukalt GSH adduktum LC/MS/MS jelei SRM
modban  (folytonos vonal). A csucsok intenzitasat a legnagyobb csucsintenzitassal
normaltuk. A nem redukalt GSH adduktum jelenléte nem volt detektalhatd (szaggatott
vonal). (B) A redukalt GSH adduktum fragmentacios spektruma. (C) A redukalt ELGY QG-
GSH adduktum javasolt szerkezete a fragmentumok feltiintetésével. Jobb oldal: Na[BH4]
Na[BHa]redukaloszer tavollétében (@) €s jelenlétében (o). (A) a GSH adduktumot Na[BHa4]-
tal redukaltuk vagy nem kezeltiik, majd jodoacetamiddal reagaltattuk. A redukalt és nem-
redukalt adduktumot LC/MS moddszerrel kovettik SRM modban. A reakcidinditas
idépontjaban mért adduktum mennyiségét 100%-nak vettilk a kiértékelés soran. (B) A
redukalt és a nem redukalt hidroxid prekurzor kdvetésével SRM modban megéllapitottuk,
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hogy allas hatdsara a monoxidszarmazék képzddése (i.e. a GSH addukt szétesése) csak a

nem redukalt mintaban volt mérhet6 (@). A 900 perc elteltével mért hidroxid mennyiséget
100%-nak tekintettiik. ©3

Ezzel 6sszhangban, ha a szuperoxid addicidoval modositott Mb-t a GSH-val val6 inkubaciot
kovetden Na[BHa]-tal redukaltuk, akkor emésztés utan a T24+16 peptid teljes egészében a
GSH addukt formajaba volt detektalhato (24. abra).
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24. abra Redukalt T24-hidroxid mioglobin triptikus peptid glutation adduktumanak
LC/MS detektalasa. Mioglobint XO rendszerrel reagaltattuk GSH kezelés nélkiil (A) vagy
amellett (B), majd Na[BHa4]-tal redukaltuk. Mindkét mintat triptikus emésztésnek vetettiik
ala és LC/MS modszerrel analizaltuk. A folytonos vonalak a redukalt GSH adduktumot
jelolik, a pontozott vonalak pedig a hidroxid forma jeleit. A relativ jelintenzitasokat a
legmagasabb cstcs intenzitisahoz képest adjuk meg.©®

Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a Tyr-fenoxil gyok koztitermék
képzddésével jard enzimatikus reakciok (Ciklooxigenaz, ribonukleotid reduktaz) szuperoxid
jelenlétében nagy valoszinliséggel gatoltak. A szuperoxid inhibicié torténhet 1)
reverzibilisen a Tyr szabadgyokok regeneralasaval (elektrontranszfer reakcid) vagy 2)
irreverzibilisen hidroperoxidszarmazék képzodésén keresztiil (addicids reakcid). Hogy
melyik reakciout a kedvezdbb, azt a kornyezd aminosavak funkcids csoportjai fogjak
leginkabb befolyasolni. Példanak okaért eredményeink arra utalnak, hogy az oldallancban
amin csoportot tartalmazo aminosavak (Lys) valdsziniisithetden az addicids reakcioutnak
kedveznek. Az addicios tuton képzodé Tyr-OOH szarmazék GSH-val -effektiven
redukalhato. A képz6dd Tyr-OH szarmazékban talalhaté konjugalt kettds kotésen keresztiil
tovabbi elektrofil addiciés reakcioban a modositott Tyr aminosav reverzibilisen
glutationilalodik. Ez kémiailag kiilonbozik az irodalomban sokat taglalt S-glutationilaciotol,
amelyek diszulfid hidakon keresztiil a Cys tiolok specifikus reakcioi és egy potencialisan 1j
glutationilacios mechanizmusra hivjak fel a figyelmet. Annak, hogy proteomikai

tanulmanyokban ezt a fajta Tyr-glutationilaciot nem tartjdk szdmon, az lehet a
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legvaldszinlibb oka, hogy az addicids reakcid (mas biologiailag jelentds elektrofil
agensekkel ellentétben) reverzibilis, ezért az a hagyomanyos emésztési folyamat kozben

elbomlik.

4.1.4 Oxidativ stressz hatasara képzodo fehérje-TYr szabadgyokok és szuperoxid
reakcioja

Sugarhatds vagy gyulladds okozta oxidativ stressz kovetkeztében nagy mennyiségben
képzdédnek fehérje hidroperoxidszarmazékok bioldgiai rendszerekben®®. A hidroperoxid
funkcios csoportok pozicidja és keletkezésiik molekuldris mechanizmusai azonban csak
részben ismeretesek. Fehérjék, sugarhatds vagy enzimatikus uton torténd, egyelektronos
oxidacidja nemcsak direkt reakcidban generdl Tyr-fenoxil gyokdket, hanem az
intramolekularis elektrontranszfer folyamatok kovetkeztében akkor is kedvezményezett
képzddésiik, ha az oxidacié nem kozvetleniil a Tyr aminosavakon torténik®®. Feltettiik tehat
a kérdést, hogy az altalunk javasolt szuperoxid addicios reakciout hozzajarulhat-e az
oxidativ stressz hatdsara tapasztalt fehérjekarosodasok kialakuldsahoz.

Inzulint mint modell fehérjét alkalmazva vizsgaltuk, hogy sugarhatis vagy
enzimatikus uton generdlt szabadgyok transzfer utjan végbemennek-e az 1. séman
bemutatott modellben javasolt reakciok. Az inzulinnak 4 Tyr aminosav komponense van az
a lanc 14-es és 18-as és a B lanc 16-0s €s 25-0s pozicidiban. Impulzus radiolizis segitségével
N20O-dal telitett inzulin oldatokban N3 jelenlétében a 2. tablazatban feltiintetett 10-13.
reakciokon keresztiill sikeriilt Tyr-fenoxil szabadgyokoket generdlni a fehérjén.
Mikroszekundumos iddskalan felvett UV-lathatod spektroszkopia és dozimetria segitségével
bemutattuk, hogy az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a fehérjén generalt

szabadgyokok tilnyomorészt a tirozinokra koncentralodnak (25. abra).
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25. abra Inzulin Tyr gyokok generaliasa impulzus radiolizis médszerrel. A gyokok
képzddését és fogyasat az idében UV-lathatd fotometria segitségével kovettiik, 120 Gy
dozisnal NoO-dal telitett oldatban. A 10 ps-nal mért spektrum hasonl6 a tirozin gyokok
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jellemzd spektrumahoz, amelyben az elnyelési maximum 405 nm-nél talalhato és 385-390
nm kozott lathaté benne egy oldalsav.

Szuperoxid tavollétében az inzulin-Tyr-O°~ lasst rekombindcidjat mutatja a 26.A. abran
lathato N2O-dal jelzett kinetikai gérbe. Ha az inzulint tartalmazo oldatok oxigénnel telitettek,
akkor a jol dokumentalt kinetikai paraméterek alapjan (2. tablazatban lathat6é modell)

Kiszamolhato, hogy koriilbeliil 1:1 aranyban kell inzulin-Tyr-O*~ és szuperoxid képz6djon.
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26. abra Az inzulin-Tyr szabadgyok és a szuperoxid kozotti reakcio Kkinetikaja. (A)
Inzulin-Tyr szabadgyok bomlasanak 405 nm-en rogzitett kinetikai gorbéje szuperoxid
jelenlétében (oxigénnel telitett) és tavollétében (N20-dal telitett oldatban). A gyokok
fogyasa az utobbi esetben sokkal lassabb, mint ekvimolaris mennyiségli szuperoxid
jelenlétében. Oxigénnel telitett oldatban 100 uM SOD inhibialja a reakciot. (B) A szuperoxid
és az inzulin Tyr gyﬁkék kéz()tti reakcio latszolagos masodrendu sebessegi allandoja a

crer

Ilyen koriilmények kozott az inzulin-Tyr-O°~ élettartama (26.A. abran lathato Oz-vel jelzett
kinetikai gorbe) 1ényegesen rovidebb volt és a kinetikai gorbék gyors reakciot leird kezdeti
szakaszai masodlagos kinetikai egyenlettel jol illeszthetéek voltak. A kiilonb6zo
koncentraciok mellett (dozisfiiggés) mért masodrendii sebességi allandok jo egyezést
mutattak (26.B. abra), ami arra utal, hogy a kinetikai gorbék nagy valdsziniliséggel a
feltételezett bimolekularis reakciohoz rendelhetok. A kapott latszolagos masodrendi
sebességi allandok atlaga k = (6 + 1) x10° M-1s~! a szabad Tyr-nal mértnek koriilbeliil a fele,
ami arra utal, hogy reakcio fehérjék esetében is nagyon gyors. Az irodalomban leirt
lehetséges reakcidutakat figyelembe véve egy Osszetett kinetikai modellt javasoltunk (2.

tablazat).
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2. tablazat A Kkinetikai gorbék szimulaciojahoz hasznalt Kinetikai modell.

Reakcio Sebességi allandé  Sorszam
H.O w 0,28 e + 0,28 HO* + 0,28 H* + 0,055 H* + 0,04 (10)
H, + 0,07 H202
e~ + N20 + HoO — HO® + Ny + OH™ ks =9,1x10° M s7! (12)
HO*®* + N3~ — N3* + OH™ ko =1,4x10° M 57! (12)
Inzulin-TyrOH + N3* — inzulin-TyrO® + N3~ + H* kio =5,7x10° M s (13)
Inzulin-SS + e~ — inzulin-SS*- kit = 1,510 M7' 57! (14)
Inzulin-SS + H* + OH™ — inzulin-SS*~ + H,0 kiz=1,5%x10" M~ 57! (15)
e + 0y — O kis=1,9x10° M st (16)
Inzulin-TyrO* + inzulin-TyrO* — inzulin dimer kis<10'M7's7! 17)
Inzulin-TyrO® + 0"~ — termékek kis=6x10° M~' s (18)
N3z® + N3* — 3N kis = 3,6x10° M ' s7! (19)
H* + 0; — HO,® kiz=1,2x10° Mt s7! (20)
Inzulin-SS*~ + 02 — inzulin-SS + 02* kig=1x10°M"' s (21)
N3* + O — N3~ + O kig =1,2x10° M 57! (22)
H* + 0> < HO® (23)

A modell alapjan szimulalt kinetikai gorbék (amiket a differencial-egyenleteket
numerikusan megoldva szamoltunk a Runge-Kutta modszert alkalmazva) jol illeszkedtek a
mért kinetikai gérbékhez (27. abra), ami arra utal, hogy a modell 6sszhangban van a kisérleti

eredményekkel.
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27. abra Inzulin-Tyr gyokok bomlasa. Az inzulin-Tyr gyokok képzédésének és
fogyasanak mért (pontok) és szimulalt (folytonos vonal) kinetikai gérbéje. A szimulaciot a
2. tiblazatban bemutatott kinetikai modell alapjan végeztiik.“®

Gél-elektroforézis ¢és intakt fehérje tOmegspektrometria segitségével igazoltuk, hogy a

sugarhatasnak kitett inzulin dimerizalodik, ami szuperoxid jelenlétében gatolt (28. abra).
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28. abra Inzulin dimerizaciéjanak vizsgalata (A) gél-elektroforézis és (B) intakt fehérje
LC/MS segitségével. N2O-dal telitett oldatban (szuperoxid nélkiil) tobb dimer képzddik,
mint oxigénnel telitett oldatban (szuperoxid jelenlétében). A hibasdvok harom parhuzamos
kisérlet szorasat mutatjak.“®

Az inzulin-Tyr-O* -t enzimatikus tton is sikeriilt eléallitani HRP-peroxid és szabad
Tyr jelenlétében. A szabad Tyr-re azért volt sziikség, mert az inzulin nem szubsztratja a
HRP-nek, de a szabad Tyr igen és a képz6doé Tyr-O*-val vald reakcidban sikeriilt inzulin-
Tyr-O*—-t eldallitani. Ezt bizonyitja, hogy ilyen koriilmények kozott intakt fehérje-
tomegspektrometrids eljarassal sikertilt a fehérje dimert és a monomerhez illetve dimerhez
egy vagy két szabad Tyr kotédését is detektalni (3. tablazat). A tablazat arra is utal, hogy
Tyr-fenoxil gyok az inzulin 4 tirozinjabdl legalabb harmon képzoédik. Amikor a
reakcioelegyben szuperoxidot is generaltunk a XO/AA enzimatikus rendszer segitségével
(2-3. reakcio), akkor a Tyr keresztkotések eltlintek és helyettiik inzulin-monoxid és inzulin-
dioxid szarmazékok képzddtek. A dioxid utalhat egy hidroperoxid- vagy két hidroxidcsoport

jelenlétére.
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3. tablazat Inzulinb6l enzimatikus rendszerek  hatiasara  képzodott,
tomegspektrometriasan azonositott termékek.

Reakcio rendszer? ;ilzeek Termék };:l(ité\lf)l)lgennylseg

HRP ¢és H20-

1. minta: inzulin + HRP + H202 5826 Inzulin 100

2. minta: inzulin + HRP + Tyr + H.O, 5826,4 Inzulin 100
+5824 Dimer 0,8 (0,2)
+6002,7 Dimer + Tyr 6,7 (0,4)
+6181,5 Dimer + 2Tyr 1,3 (0,1)
+178,6 +Tyr 6,7 (0,2)
+357,5 +2Tyr 1,4 (0,2)
+14.4 +0 0,9 (0,2)

HRP és XO/AA

)?.Or/n’&rg\a: inzulin + HRP + Tyr + 5826.4 inzulin 100
+32 +20 1,9 (0,1)
+15,9 +0 1,6 (0,2)

4. minta: 3. minta + SOD® 5826,5 Inzulin 100
+5824 Dimer 1,2 (0,3)
+6001,6 Dimer + Tyr 1,5(0,3)
+179,1 +Tyr 3,9 (0,5)

5. minta: 3. minta + GSH¢ 5826,5 Inzulin 100
+630 +O +2GSH 1,3(0,2)

A hasznalt inzulin aszpart teoretikus tomege: 5826.

¥Kisérleti koriilmények Das és tarsszerzéi 2014-es kozleményében®®

bTermék mennyisége %-0san megadva a megmaradé nem moédositott inzulinhoz képest
amit 100%-nak vettiink (n = 3).

©+20 pg/ml SOD.

4+ SmM GSH, reakci6 id6 = 16 h, t = 37 °C.

Az impulzus radiolizissel besugarzott mintakat V8 proteazzal vald emésztés utan nano-
HPLC-hez csatolt nagy érzékenységili €s pontos tomeg meghatarozasra alkalmas Orbitrap
késziilékkel vizsgaltuk. A N2O-dal telitett (itt nem képzddik szuperoxid csak inzulin-Tyr-
O°*") mintakban sikeriilt azonositani a két Tyrl4-en keresztiil 6sszekotott di peptidet (29.
abra), ami szuperoxid jelenlétében (oxigénnel telitett oldatokban) nem volt detektalhato. Ez

volt az egyetlen Tyr-Tyr kotést tartalmazo peptid, amit talaltunk.
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29. abra Két Inzulin A2 peptid Tyrl4-es aminosavak altal ésszekapcsolt dimerjének
fragmentacios spektruma a megfelel6 jelhozzarendelésekkel. A dimer peptid tartalmazza
a Tyrl4-Tyr14 keresztkotést. (A) A besugarzott, N2O-dal telitett inzulin oldat spektruma
redukalast, alkilalast és V8 protedzzal torténd emésztést kovetden. (B) Peptid fragmensek
jellése az (A) spektrumbol a Roepstorff-Fohlman nevezéktan segitségével. 8

Ezzel Gsszhangban az emésztés utani tomegspektrometrias analizis igazolta, hogy az
enzimatikus uton generalt inzulin-monoxid a Tyrl4-hidroxid-szarmazék és mivel masik
tirozinon nem sikeriilt oxidaciot igazolni, és a hidroperoxidszarmazékok az emésztés alatt
hidroxidda redukélédnak, valdszintsithetd, hogy az intakt fehérjeanalizisnél detektalt
inzulin-dioxid a Tyr14-OOH szarmazéknak felel meg. Azt tapasztaltuk, hogy ha az inzulin-
Tyr-OOH képzddést kovetden azonnal adtunk GSH-t a reakcioelegyhez, akkor a Tyrl4-OH-
hoz 1 vagy két GSH is kotédhet (30. abra).
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30. abra Az Inzulin A2 peptidjébél szuperoxid addiciojaval és glutation
konjugacidjaval képz6do termékek LC/MS detektalasa. Inzulin kezelése HRP/XO
rendszerrel, (A) GSH kezelés nélkiil és (B,C) GSH kezelést kdvetéen. A mintdkat V8
protedzzal emésztettiik. A pontozott vonalak a monoxid format jeldlik (A,B,C), a folytonos
vonalak pedig az egy (A,B) vagy két (C) addicionalt glutationt tartalmazo formakat jelolik.
Az eredményeket relativ gyakorisag értékben adtuk meg, a legnagyobb intenzitast csticshoz
képest.©®

Abban az esetben viszont, ha a GSH-val csak masnap kevertiik 6ssze az inzulin szuperoxid
addicioval modositott termékeit, akkor csak az 1 GSH-t k6td Tyr14-OH szadrmazék volt
detektalhatd, de nagyobb mennyiségben. Ez arra utal, hogy a nem N-terminalis tirozint
tartalmazé peptidekben a biciklusos Tyr szarmazék képzodését eredményezd gytirtizarédasi
1épés (1. séma 5. reakcid) lassabb/0sszemérhetd lehet a GSH addicio sebességével. Ezért a
para helyzetben torténé szuperoxid addicidé gytrlizaras elotti koztitermékéhez akar két

glutation is kapcsolddhat a 4. séman lathaté modell szerint.

Tyr Tyr-OOH Tyr-OH
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4. séma Tyr szabadgyokok és szuperoxid kozotti reakcié javasolt mechanizmusa.
Szuperoxid tavollétében a Tyr gyokok kovalens Tyr-Tyr keresztkotéseket képeznek (1). A
Tyr gyokok a szuperoxiddal vagy elektrontranszfer (2a) vagy addicios (2b) reakcidoba
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Iépnek. Az elektrontranszfer hatasara a Tyr visszatermelddik, az addicid
hidroperoxidszarmazékot eredményez. A hidroperoxid forma nukelofil agensek (Nu)
jelenlétében monoxidda redukaldédhat (3). A monoxid forma mar nem rendelkezik aromas
karakterrel, azonban tartalmaz két elektrofil kettds kotést, amelyekkel két GSH molekulat
képes addicionalni Michael-addicios reakcidban (4). Egy alternativ tvonalon a Tyr amid
nitrogén konjugalt addicioba l1éphet a fenolgytirtivel (5), amely soran biciklusos monoxid
termék képzddik, igy csak egy molekula glutation képes addicionalodni (6).€°

Eredményeink ramutatnak, hogy sugarhatas vagy aktivalt neutrofilok altal (az altaluk
kibocsajtott MPO altal oxidalt szabad Tyr-en keresztiili fehérje oxidacioval) generalt
oxidativ stressz hatasara, egyelektronos reakcio utakon, képzddik fehérjéket 6sszekotd Tyr-
Tyr keresztkotés. Szuperoxid jelenlétében a fehérje Tyr-fenoxil szabadgyokok
szuperoxiddal valé reakcidi gyorsak és preferaltak. A szuperoxid addicids reakcidiban
képz6dd hidroperoxidok lehetnek mdasodlagos toxikus termékek, hiszen ezek nemcsak a

crer

biomolekulakat (pl. DNS bazisokat, vagy fehérje tiolokat®® %) is,

4.1.5 ApoAl fehérje koleszterin szallito funkciojanak gatlasa sugarterapia hatdsdara
Daganatos betegek sugarterapids gyogykezelésének mellékhatasaként jelentkezhet

kardiovaszkularis betegségek, koztiik ateroszkler6zis vagy érsziikiilet kialakuldsa. Ateromak
keletkezésének a megakadalyozasaban a nagy striségi lipoproteineknek (HDL) fontos
szerep jut, mert védik az artéria falat tobbek kozt a makrofag habsejtekbdl valo koleszterin
eltavolitasaval. Ennek egyik dominans mechanizmusa a zsirszegény apolipoprotein A-|
(ApoA-I) altal segitett, a makrofagok membranjaban talalhato ABCAL transzporteren

keresztiili koleszterin eltavolitas (31. abra).
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31. abra Az ApoAl fehérje foszfolipid és koleszterin szallitisinak mechanizmusa
makrofiagokbol az ABCAL1 transzporteren keresztiil.®®
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Az ApoA-l-ben 7 Tyr és 3 Met talalhatd (32. 4bra), melyek oxidacidja gatolja a fehérje
bioldgiai funkcidit.

32. abra Az ApoAl fehérje egykristaly rontgendiffrakcios szerkezete. A 7 Tyr zold-
piros-kék szférikus jeloléssel, a 3 Met pedig sarga szférikus jeloléssel van kiemelve a palcika
modellbdl.

A Washingtoni Egyetem radiologiai onkologia tanszékén a betegek sugarkezelésére hasznalt
besugarz6 berendezések segitségével vizsgaltuk, hogy rekombinans ApoA-I, N2O-dal vagy
oxigénnel telitett, vizes oldataiban tapasztalunk-e Tyr vagy Met oxidaciot. A mintakat SDS-
PAGE gél-elektroforézissel vizsgalva a sugarhatds kovetkeztében az ApoA-I
dimerizacioja/oligomerizacidja volt megfigyelhet6, ami a szuperoxid jelenlétében gatolt
volt. GSH hozzaadasara szuperoxid jelenlétében a monomer fehérje egy része nagyobb
molekulatomegnek megfelelé mobilitas iranyaba tolodott, ami modositott tirozinok

glutationilaciojara utal.

—
| ——— ey B8 e
0, Kontroll 0, Kontroll
N,O N,O
= S % q =
- GSH + GSH

33. abra Az ApoAl fehérje sugarhatas kovetkeztében detektalt oligomerizacioja gatolt
szuperoxid jelenlétében. Besugarzas hatasara a 10 uM ApoAl 30 mM azidot tartalmazo,
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N20O-dal telitett 50 mM foszfat puffer oldatokban oligomerizalodik. A 2. tablazatban
bemutatott modell szerint ilyen kozegben az azid gyokok szelektiven tdmadjak a Tyr és Trp
aminosav komponenseket, ezért az oligomerizdci6 nagy valoszinliséggel a Tyr
is keletkezik, mely gatolja az oligmerizaciot és a GSH jelenlétében a monomerek kissé
nagyobb molekulasuly felé valo eltolodasa jelzi a szuperoxid addicids termékek
glutationilacidjat. Az SDS-PAGE gél-elektroforézissel elvalasztott fehérje szaramzékokat
Coomassie kékkel festettiik. A besugarzast a betegek gyogyitasara hasznalt linearis gyorsitd

segitségével végeztiik. A teljes leadott dozist (200 Gy) 5 Gy/perc besugarzasi sebességgel
értiik el.

Ezekkel Osszhangban a mintak tomegspektrometrias analizise azt mutatta, hogy a
dimerizaci6 els6sorban a leginkabb redoxiérzékeny Tyr192 aminosavon keresztiil jatszodik
le. A N2O-dal telitett mintakban a (Tyr)2 képz6dés gyakoribb volt, ezekben a mintakban a
Tyrl92 keresztkotése a Tyr236-ot kivéve az Gsszes tobbi Tyr-nal kimutathatéd volt (34.D.

abra).
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34. abra ApoAl aminosav komponensek oxidacioja besugarzas hatasara. A Tyr (A),
Met (B) és Trp (C) aminosavak oxidalt formainak %-os eléforduldsa a nem oxidalt formahoz
képest besugarzas hatasara szuperoxid tavollétében (N20) és jelenlétében (O.) illetve a nem
besugarzott mintakban (kontroll). (D) A Tyrl92-h6z diTyr keresztkotéssel kotott Tyr
aminosavakat tartalmazo peptid dimerek %-os eléfordulasa az intakt Tyr-t tratalmazo
formahoz képest. A besugarzast a betegek gyogyitasara hasznalt linearis gyorsitd
segitségével végeztiik. A teljes leadott dozist (200 Gy) 5Gy/perc besugarzasi sebességgel

értiilk el. A peptideket a fehérje triptikus emésztése utdn nano-LC/MS moddszerrel
detektaltuk.

Hidroxiltriptofan (%)

DiTirozin Tyr192-vel (%
o
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Szuperoxid jelenlétében az Osszes tirozinon detektalhato volt Tyr-OH képzodés, a Tyr18 és
Tyrl92 oxidacidja volt a legkedvezményezettebb (34.A. abra). Ez 6sszhangban van korabbi
tanulmanyokkal, melyek szerint a Tyr192 az ApoA-I leginkabb oxidativ érzékeny tirozinja
%9, Tirozin oxidaci6 HDL besugarzasa soran is megfigyelhetd volt, de sokkal kisebb

mértékben, ami arra utal, hogy a komplexben az ApoA-I védettebb (35. dbra).

Il o,
EZZA N0
2.0

.“l.

Y18 Y29 Y100 Y115 Y166 Y192 Y236
Tyr aminosav komponensek

35. abra HDL-ben kotott ApoAl Tyr aminosav komponenseinek oxidacioja besugarzas
hatasara szuperoxid tavollétében (N20) és jelenlétében (0O2). 0,5 mg/ml HDL, 30 mM
azidot tartalmazo N.O-dal vagy oxigénnel telitett 50 mM foszfat pufferes oldatanak
besugarzasa. Az abran feltlintetett értékek az intakt Tyr-t tartalmazé peptidekhez képest %-
ban vannak megadva. A besugarzast a betegek gyogyitasara hasznalt linearis gyorsito
segitségével végeztiik. A teljes leadott dozist (200 Gy) 5 Gy/perc besugarzasi sebességgel
értik el. A peptideket a fehérje triptikus emésztése utan nano-LC/MS modszerrel
detektaltuk.

Hidroxiltirozin (%)
5

Jol ismert, hogy a Tyr192 oxidacidja gatolja a fehérje koleszterin transzportban betoltott
funkci6jat®®. Ezzel 6sszhangban azt talaltuk, hogy a Tyr oxidacié mértékének megfelelden
ABCAI1-gyel transzfektalt BHK sejtekben vizsgéalva, a besugarzasnak kitett rekombinans
ApoA-I koleszterin efflux aktivitdsa gatolt (36.A. dbra). Az oxidaltsagi fokkal 6sszhangban

ez a hatas nem vagy sokkal kisebb mértékben jelentkezett a HDL esetén.
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36. abra Besugarzas hatasa ApoAl (A) és HDL-ben kotott ApoAl (B) koleszterin
szallito képességére. A 34 és 35 abrakkal Gsszhangban a kevésbé oxidalodott HDL-ben
kotott ApoAl koleszterinszallitd képessége kevésbé sériilt mint a szabad ApoAl-¢,
besugarzas kovetkeztében Tyr oxidacié hatasara. 3[H] izotoppal jelzett koleszterin
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szallitasat ABCA1-gyel transzfektalt BHK sejtekben mértiik a Shao és tarsszerz6i 2010-ben
megjelent cikkben®® leirtak alapjan.

Kisérleteink ravilagitottak arra, hogy sugarterapia hatdsara sériilhet az ApoAl
fehérje koleszterin és foszfolipid szallitd képessége, ami hozzajarulhat a sugarterapia

okozta érrendszeri megbetegedések kialakuldsahoz.

4.2 Cisztein tiolok redoxibiokémiaja®’-c2% Bl B2

4.2.1 A cisztein tiolok reaktivitasanak rovid bemutatasa
A cisztein a fehérjék egyik legritkabb aminosav komponense, ami elsOsorban a tobbi

aminosavhoz képest kimagaslo reaktivitasdval magyarazhatd. Erélyes redukalo
tulajdonsagat az oldallancan talalhato tiolcsoportjanak koszonheti, melyben a kén, elektron
konfiguraciojat (15)%)(2s2)(2p®)(3s%)(3p*) figyelembe véve, a legalacsonyabb -2-es oxidacios
szammal szerepel. A kénatom ,,l1agy” karakterének koszonhetden a Cys tiolok nagyon jo
nukleofil agensek, ami fontos tényezéje konnyl oxidalhatésaguknak. A Cys tiol biologiai
rendszerekben detektalt legoxidaltabb szulfonsav szarmazékaban (CySOzH) a kén oxidacios
szama +4. A két extrém allapot kozott, koztes oxidaltsagi foku Cys szarmazékok széles
skalaja talalhat6, ami fémjelzi a cisztein tiolok rendkiviil gazdag redoxikémidjat. A biologiai
rendszerekben leggyakrabban leirt cisztein szarmazékokat a 37. abra 6sszegzi, kénatomjaik

oxidaltsagi allapotat feltiintetve.

CySH CySOH CySO,H CySOz;H
ox allapot -2 0 +2 +4
név tiol szulfénsav szulfinsav szulfonsav

1} 1
CySSCy CySSCy CyﬁSCy
(@]
ox allapot -1/-1 +1/-1 +3/-1
név diszulfid tioszulfinat tioszulfonat
észter észter

37. abra Cys aminosav kiilonb6zé oxidaltsagi allapoth szarmazékai®®

A Cys tiolok elsdszamu célpontjai nem csak lezart héju oxidaloszereknek, hanem
szabadgyokoknek is, amelyekkel reagalva reakcidkaszkddokon keresztil az adott

kortilmények fliggvényében képzddhetnek az 5. séman lathaté szarmazékok.
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RH
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5. séma Cys aminosavak biologiai rendszerekben eléfordulo egy- és kételektronos

oxidacios kaszkadjai. (X=CI, Br, SCN, OH) &2,

A Cys aminosavak ritka eléfordulasuk mellett a nagy reaktivitdsuknak kdszonhetik

a fehérjék alapvetd fontossagu funkcidiban betdltott szerepeiket is. Létfontossagu szerepet

toltenek be példaul a fehérjék masodlagos szerkezetének kialakuldsaban, a frissen késziilt

polipeptid lancok diszulfid hidakon keresztiili 6sszekapcsolasaval és stabilizalasaval®tC.

Ezek a folyamatok szigoruan elkiilonitve (eukariota sejtek esetén az endoplazmikus

retikulumban (ER) és a mitokondrialis membranon beliili térben (IMS), prokariotaknal pedig
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a periplazmaban), jol 6sszehangolt enzimkaszkadok altal vezérelt kinetikai kontroll alatt
zajlanak, elsdsorban tiol-diszulfid cserereakciok mentén. A fehérjeszerkezet stabilizalasaban
betoltott statikus szerepiikon tul, dinamikus redukcios-oxidacids reakcidik révén,
redoxiaktiv fehérjék aktiv centrumanak vezérléi is. Ezek koziil az értekezésem
koézéppontjaban az oxidativ stressz elleni védelemben és a sejten beliili jelatviteli folyamatok
redoxivezérlésében betdltott szerepeik vannak. Mindkét folyamat ROS-okkal vald
redoxireakciokon keresztiil zajlik, amik bioldgiai rendszerekben szigor termodinamikai és
kinetikai kontroll alatt allnak. A termodinamikai kontrollt els6sorban a sejten beliili
redoxihomeosztazis fenntartasaért felelds millimolos koncentracidoban jelen 1évé glutation
redukalt/oxidalt aranya jelenti. Ez a sejt kiilonb6z6 kompartmentjeiben eltérd. Példanak
okaért, mig a citoszolban nagyon redukalé atmoszféra uralkodik addig az ER-ban a fehérjék
diszulfid hidjainak kialakulasa miatt oxidalobb kornyezetre van sziikség. A termodinamikai
kontroll kizarolag azt hivatott szabalyozni, hogy melyek a potencidlisan végbemehetd
bioldgiai folyamatok. A sejtek dinamikus természetébdl kifolydlag azonban azt, hogy
valdjdban melyik redoxireakcié fog lejatszddni - az irodalomban sokaig uralkodé dogma

ellenére™® ™

- nem a redoxipotencialok viszonya szabja meg, hanem az egyes reakciok
egymashoz viszonyitott sebessége. Ebben a kinetikai kontrollban természetesen fszerep jut
az enzimkatalizisnek. Nem meglepd tehat, hogy a fehérjék Cys tioljainak reaktivitdsa nagyon
széles skalan mozog, amit szamos paraméter befolyasol. Ezek koziil legfontosabbak a tiol
csoport pKa értéke, a sztérikus gatlds, Coulomb és H-hid kolcsonhatdsok szomszédos
funkcios csoportokkal, a reakciok inter- vagy intramolekularis jellege, illetve a
fehérjeszerkezetbdl adodd mechanikai hatasok. A kinetikai kontroll szerepét és a tiolok
reaktivitasaért felelds paramétereket kinetikai és mechanisztikus megkdzelitésbdl a 2013-

ban megjelent sszefoglald cikkben®?

részleteztem bioldgiai példakon szemléltetve.
Kimagaslo jelentdsége és az irodalomban talalhatd gyakori félreértelmezések miatt, a tiol
pKa-val kapcsolatban néhany probléma kiilon is kiemelendo:

1) Tobb protonalt funkcids csoportot tartalmazé molekuldk esetén a tiol csoport
deprotonalodasanak jellemzésére (ami a Kinetikai viselkedést a leginkabb befolyasold
paraméter) a mikroszkopikus savi disszociacios allandokat kell alkalmazni, mert a

makroszkopikus savi disszociacios allandok a molekula teljes protonaltsagi fokara utalnak

(6. séma).
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A A K2
Makroszképikus HoL HL* L
coo
B Gly/
|
Ka'(SH) TYS_S'
YAV
-00C “NH,*
coo coo
Gly/ Gly/
|
Mikroszképikus Cys——SH Cys—§
| |
Glu Glu
-00¢” “NHg' - 00¢” “NH,
€00
\ Gly
| K.2(SH)
Ky'(NH3) ‘fys_s”
Glu
-0oc”” “NH,

6. séma Redukalt glutation makroszkéopikus (A) ¢és mikroszkopikus (B)
részecskeeloszlasa pH>5 esetén, és a megfelelé makroszkopikus és mikroszkopikus
egyensulyi allandok.1°

2) A fehérjék tiolcsoportjainak savi disszociacios allandoi nem statikus paraméterek.
Mivel a fehérjék fluktuacidja/mitkddése kovetkeztében masodla-
gos/harmadlagos/negyedleges szerkezeteik allanddan valtoznak, ezért a tiol csoportjaikat
koriilvevo egyéb funkcids csoportok pozicidinak és hatasainak valtozasaval a tiol pKa-K is
nagymértékben valtozhatnak.

3) Gyakori félreértelmezés az irodalomban, hogy annal reaktivabb egy Cys tiol,
minél Kisebb a pKea-ja. Ez abbol a megfigyelésbdl adodik, hogy a redoxireakcidik
leggyakrabban elektrofil-nukleofil reakciok, ahol a tiolcsoport deprotonalt tiolat formaja
sokkal er0sebb nukleofil agens a protonalt forméhoz képest. Ez a hatas azonban csak pKa >
7 ciszteinek esetén noveli a reaktivitast, mert ez alatt, pH = 7-en, a pKa csokkenése nem jar

crer

a tiolat forma nukleofilicitasa a pKa-val csokken:

logk'" = —1,29 + B_ pKiH (24)

Ez egy ellentétes pKa effektusnak felel meg, ezért pH = 7-en, a pKa < 7 tiolok esetén

a reaktivitas a pKa-val csokken (38. abra).
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38. abra Tiol-GSSG reakciok Bronsted-egyenlet alapjan szamitott Kapp' sebességi
allandéja a tiol pKa-janak fiiggvényében, pH = 7 esetén.c°

4.2.2 Az oxidalo agensek
A fehérje Cys oxidacios folyamatokat nem csak a tiol reaktivitasa szabja meg; fontos szerepe

van az oxidal6 agens kémiai tulajdonsagainak is. Doktori értekezésem szamos a ciszteinek
HOX-val (X = Cl, Br, SCN) és H20,-dal valo reakcidira vonatkozé eredményeket mutat be.
¢és egyéb autooxidacios reakciok melléktermékeként, de fontos mésodlagos terméke a Nox
enzimcsaladnak is (lasd 4.1.1 fejezet). Ezért a H203, a szuperoxidhoz hasonléan, nemcsak
oxidativ stresszt okozo toxikus ROS, hanem meghatarozo6 szerep jut neki a redoxivezérelt
jelatviteli folyamatokban is’2. Ez utobbi szerepe kiemelkedd figyelmet kap a modern
redoxibiologiaban. Mara mar konszenzus alakult ki az irodalomban a tekintetben, hogy a
H>0> ciszteinnel vald oxidacios reakcioi regulald szerepet toltenek be a sejt miikodésében
(tovabbi részletek a 4.2.5 fejezetben).

Ezzel szemben a HOX-szarmazékok elsdsorban hem-peroxidaz enzimek H202-bdl,
leginkabb a betolakodd patogén organizmusokat roncsold/pusztitd célzattal generalt
termékei®. Mindezen biolégiai funkcidik dsszefiiggésbe hozhatok kémiai tulajdonsagaikkal
B273 A Hy0; standard redukcios potencialjabol adodoan erdsebb oxidaloszernek mindsiil,
mint a HOCI (és a HOBr)™*. Tovabba, savi disszociaciés allandoikat figyelembe véve a
Nernst-egyenlet segitségével, semleges pH-n szamolt redoxipotencialjaik tekintetében a
H20- (1,37 V) szintén erélyesebb oxidaloszernek bizonyul a HOCI/OCI™ elegynél (1,25 V).
Ennek fényében meglepd lehet az, hogy bioldgiai rendszerekben a HOX sokkal roncsolobb
hatésu, amit reakcidinak kevésbé specifikus jellege okoz®!. Ez azzal magyardzhato, hogy bar
a H20- termodinamikailag erélyesebb oxidaloszer, a hipohalogénes savak reakcioik kisebb
aktivacios energiai miatt kinetikailag reaktivabbak. Ennek a tulajdonsagnak koszonheten a

hipohalogénessavak nemcsak ciszteinekkel, hanem mas fehérje funkcios csoportokkal (1asd

48



dc_1137 15

pl a HOCI, cisztin-amin csoportokkal valo reakcioit késébb) is nagyon kedvezd, gyors
reakciokban reagalnak, mig a H>O. az aminosav komponensek koziil elsésorban cisztein
tiolokat tamad.

A HOX-szarmazékok egymashoz képest is eltéré kémiai ¢és bioldgiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek. A megfeleld redoxiparok részletes vizsgalata ramutatott,
hogy a nyal- (SPO) illetve laktoperoxidaz (LPO) enzimek csak HOSCN-at képesek termelni,
mig az eozinofil fehérvérsejtek eozinofil-peroxiddz enzime (EPO) HOSCN mellett HOBr-at
is termel™®. A peroxidazok koziil egyediil a neutrofil fagocitdk (melyek leginkabb
mikroorganizmusok fagocitozis utjan torténd elpusztitasara specifikusak) mieloperoxidaz
(MPO) enzime képes HOCI-at termelni. A HOCI szerepe nem csak baktériumold
immunreakciokban, hanem a gyulladiasos folyamatok mellékhatasaiként kialakuld
betegségekben is széles korben igazolt/tanulméanyozott®® . A H,02-bol a MPO termelhet
HOCI-at, HOBr-at és HOSCN-at is, melyeknek kiilonb6z6 bioldgiai jelentdsége van. Azt
hogy melyik oxidaloszer keletkezik, tobbek kozott a (pszeudo)halogenid biologiai
koncentracidja hatdrozza meg (3. séma halogenécios ciklus). Munkénk arra is rdmutatott,
hogy az enzimreakciotol fiiggetleniil, a SCN™-nal valo nagyon gyors kozvetlen reakcidik
révén (HOBr esetén majdnem difftizié kontrollalt Kapp®” = 2 x 10° M~'s™!) az enzimatikusan
termelt HOC1 és HOBr nagy hatékonysaggal alakulhat & HOSCN-ta“1176, 15N, 13C NMR,
UV-lathato spektroszkopia és ionkromatografias modszerek segitségével igazoltuk, hogy az
LPO enzim altal termelt oxidalt SCN~ szarmazék valdoban OSCN~ és nem ONCS—, SOCN-
vagy OCNS-molekulaszerkezettel rendelkezik®!2. Tovabba egy eddig nem kozolt elnyelési
maximumot talaltunk (A = 376 nm) a molekula UV-lathaté spektruméban. Ez a cstcs jol
elkiilontil a reakcioelegyben talalhaté egyéb anyagok elnyeléseitdl, ezért a kdzolt molaris

abszorbancia (¢3°"™ = 26,5 M-tcm™!) bizonyos esetekben lehetdséget nytijt a molekula

crer
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HOX + SCN- — > OSCN™ + HY + X MértNMR kémiai

dasokat 6sszehasonlitva

008 / a szamplt (arnyékolasi tényezé)
’ [ értekekkel a kdvetkezd

izomerek kizarhatok:

-80  -81 ppm

Abszorbancia
o
o
b

0.024
0 : : . A kulénb6z6 izomerek szamolt
0 [100 2??min)300 400 és kisérleti 13C es 15
kémiai eltolodasi értéke
Ez az elnyelés (%,,=376 nm) |zomer 13C §CCSD 15N \§CCSD
eddig nem szerepelt az
irodalomban. OSCN- 133 -90

ONCS- 49 -217

Bomlaskinetikai gérbe (2=376 nm) OCNS- 114 -379
7-es pH-n (t;, = 43 min az adott koncentracio B teygs e
viszonyok mellett). Kiserleti érték 128 -81

39. abra A hipotiocianit szerkezete és néhany spektroszkopiai tulajdonsaga.

Részletes  kinetikai  vizsgalatokat  végeztink a HOSCN — SCN~-

reakciorendszerben®®?

. A kinetikai analizis egyik jelent0sége, hogy lehetdséget teremtett a
HOX reaktivitasainak 0Osszevetésére egyazon reakciopartnerrel (SCN7) lejatszodo
reakcidiban, amire az irodalomban korabban nem volt példa. Méréseink arra utalnak, hogy
a (pszeudo)hipohalogénessavak elektrofilicitasi sorrendje: HOBr > HOCI >> HOSCN, ami
magyarazatul szolgadlhat a HOSCN bioldgiai mintakban észlelt hosszabb élettartamara. (A
HOX-ak, megfelelé X™-nal valdé szinproporcios reakcioi az X—-ionok nukleofilicitasait
figyelembe véve ezt alatamasztjak“?).

A HOSCN bomlasat °N, ¥C NMR spektroszkopia, ionkromatografia, UV-lathatd

spektroszkopia és kinetikai modszerekkel vizsgalva sikeriilt azonositanunk a tiokarbamat S-

oxidot (H2NC(=0)SO"), mint a hidrolizis termékét, ami az irodalombol korabban nem ismert

vegyiilet®l:
N o 0
— rds | - gyors “ .
<~ e N PO — NN
N=c—s
\ |

o H* H

7. séma Hipotiocianit hidrolizisének javasolt mechanizmusa és terméke.c*

Az H;NC(=0)SO~ semleges pH-n ammoéniumion, hidrogén-karbonat-ion és elemi kén

képzoédését eredményezve lassan (k = (3,2 + 2) x 10 s1) hidrolizal:
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H,NC(=0)SOH + H,0 — NH} + HCO3 + S | (25)

Cys jelenlétében azonban diszulfidokat képez az alabbi reakciotton, ami fiziologias

jelentdséget adhat a molekulanak:

H,NC(=0)SOH + CySH - H,NC(=0)SSCy + H,O (26)

H,NC(=0)SSCy + CySH — H,NC(=0)SH + CySSCy 27)

4.2.3 Cisztein reakcioi (pszeudo) hipohalogénessavakkal
A cisztein aminosav HOCI-val valé reakciodja nagyon gyors®. 'H-NMR spektroszkopia

segitségével tisztaztuk, hogy nagy Cys felesleg mellett a reakcié végterméke széles pH
tartomanyban CySSCy. A Cys:HOX arany emelésével megjelentek a nagyobb oxidacios
szamu ként tartalmazd CySO2H és CySOsH szarmazékok is. Cafoltuk azonban, hogy a
reakcioban hossza élettartamu szulfenil-klorid szarmazék képzédik. Igazoltuk, hogy a
szulfenil-kloridnak hitt koztitermék valdjaban a reakcidelegyek tokéletlen keverésének
koszonhetden megvaltozott koncentracidaranyok miatt képzodd cisztin-dikléramin
molekula volt. Ez a szarmazék a CySSCy HOCI-val valod reakcidjaval képzddik (lasd
késdébb).

Stopped-flow modszerrel szisztematikusan vizsgaltuk a HOCI1 és Cys aminosav
reakcidinak kinetikajat. A sebességi egyenlet koncentracio- €s pH-fliggésének analizisével
igazoltuk, hogy a protonalt HOCI forma 4 nagysagrenddel gyorsabban reagal, mint a
deprotonalt OCI~ (knoci = 1,2 x 10° M1s7) koo™ = 1,9 x 10° M~1sY). Megkiséreltiik
megmérni a Cys reakcioinak sebességét HOBr-val illetve OBr—-nal is, de a HOBr 1ényegesen
nagyobb savi disszociacios allandoja miatt a reakcio sebessége még 14-es pH-n (1 M
legyen. Ez az eredmény arra utal, hogy a HOBr és a Cys reakcio sebessége kozelit a
diffazidkontrollalt kiiszobhoz.

Részletesen tanulmanyoztuk a HOSCN GSH-nal és a nagy molaris abszorbancidju
modell tiol 5-tio-2-nitrobenzoesavval (TNB) valo6 reakcidinak a kinetikajat is, Ismereteink
szerint ez volt az els6 a HOSCN tiol-specifikus reakcidira vonatkoz6 kinetikai tanulmany.
A TNB HOSCN-val val6 reakcidjanak harang alaku pH-fiiggését, termékanalizist, a TNB

savi disszocidcids allanddinak meghatdrozésat, a polikromatikusan gyiijtott adatok SVD
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analizisét és a sebességi egyenlet koncentraciofiiggéseinek vizsgalatat kdvetéen a 28-32.

reakciokkal leirt modell alapjan levezetett 33. egyenlettel illesztettiik (40. abra).

TNB — SH™ == TNB — S*~ + H* KINB(SH) (28)
H* + OSCN™ = HOSCN 1 (29)
KHOSCN
k

HOSCN + TNB — S~ “STNB — S — SCN™ + OH™ (30)

_ k13 _ (3D)
HOSCN + TNB — SH™ = TNB — S — SCN™ + H,0
TNB — S — SCN™ + TNB — §*~ 225 DTNB?™ + SCN™ (32)

Azokkal a feltételezésekkel élve, miszerint a 28. és 29. reakciok gyors eldegyenstlynak
tekinthet6k és a 32. reakci6 relative gyors, a 33. egyenletnek megfeleld sebességi egyenlet

vezethetd le a 28-32. reakciokkal leirt modell alapjan.

—d[OSCN™] (33)

T = (kioKs""(SH) + ki3[H'])

1 1
(K?OSNC + [H+]) (K;FNB(SH) + [H+]) X

[HOSCN],o([TNB] o [H']

A 28-33. egyenleteket a Nagy és tarsszerzéi 2009-es kozlemény©!® tartalmazza.
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40. abra A pH hatasa a HOSCN/OSCN™ és TNB kozotti reakcio sebességére. (A) A mért
pszeudo-elsérendii sebességi allandok valtozasa a hidrogénion-koncentracio fliggvényében
pH>6.5 esetén és a pontokra illesztett egyenes. (B) Felsd panel. A reakcio sebességének pH
profilja. A folytonos vonalat az adatpontok 33. egyenlettel valé illesztésével nyertiik. Also
panel: Szamitott részecskeeloszlas a pH fiiggvényében. Jelolések: OSCN- (folytonos
vonal), HOSCN (révid szaggatott vonal), a TNB teljesen deprotonalt (szaggatott vonal),
egyszeresen protondlt (pontozott vonal) és teljesen protonalt (hosszu szaggatott vonal)
formai.c®

A javasolt modell szerint a reakcio széles pH tartomanyban (2,5 < pH < 8) kizarolag
a HOSCN protonalt forman keresztil zajlik. A TNB és a GSH HOSCN-val valo
bimolekularis reakcidinak mért masodrendii sebességi allandéi meglepGen nagy értékek
voltak: ktne = 1,26 x 108 M1s7! és kesn = 6 x 108 M1s! és kozel estek a HOCI és Cys
kozotti reakcio allanddjahoz (1,2 x 10° M-1s™!). Tehat a HOSCN pH = 7,4-en mért
nagysagrendekkel lassabb reakcidja tiolokkal (KesrP’# = 8 x 10* M~1s~1) a HOSCN HOCI-
hoz és HOBr-hoz képest 1ényegesen kisebb savi disszociacios allandojabol adodik. A pH-
fliggés illesztésébol tjra meghataroztuk a HOSCN savi disszociacios allandojat: pKaHOSCN =
4,85 + 0,01, ami az irodalmi pK.HOSCN = 53-as 7" értéktdl jelentés eltérést mutat.
Véleménylink szerint az eltérés a korabbi munkéban alkalmazott mddszerek korlataira
vezethetd vissza.

Ahogy mar emlitettem, a HOCI és HOBr roncsol6 bioldgiai hatasait elsésorban nem
specifikus reakcioiknak tulajdonitjak. A HOSCN biolégiai szerepére vonatkozo eredmények
irodalma korlatozott. Ennek ellenére ismeretes, hogy a HOCI és HOBr-nél sokkal kevésbé
erélyes oxidaloszer, és a fehérje aminosav komponensek koziil a cisztein tiolokkal

specifikusan reagal. Erint6leges vizsgalatokon nyugvé irodalmi adatok arra utaltak, hogy a
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HOSCN kevésbé toxikus emlds sejtekre, mint a HOCI és HOBr. Ezt enyhébb reaktivitasaval
és tiol-specificitasaval magyaraztak’®. Erdekes azonban megemliteni, hogy endotél sejtekkel
végzett kisérleteink arra utalnak, hogy a HOSCN a HOCI-val és a HOBr-val ellentétben,
gatolja a programozott sejthalalt (apoptozist) a kaszpaz enzimek inaktivalasan keresztiil (a
kaszpazok tiolcsoportjainak reverzibilis oxidacidjaval 41. és 42. abra)“'®, Ennek a biologiai
jelentdségét még vizsgalni kell, de ez a megfigyelés utalhat arra, hogy a HOSCN specifikus
tiolcsoportokat tamado tulajdonsaga okozhat koros elvaltozasokat is a természetes sejthalal
gatlasanak kovetkeztében felhalmozodo sériilt sejteknek kdszonhetben.

80
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41. abra A HOSCN kaszpaz aktivitast csokkenté hatasa in vitro kisérletekben. A
lizatumok olyan sejtekbdl késziiltek, amelyeket el6zdleg 7 6ran at kezeltiink szérummentes
médiummal az apoptozis kivaltasara. Ezeket a lizatumokat a megadott mennyiségti HOSCN-
el kezeltik 1 percig, majd meghataroztuk a kaszpaz aktivitast DTT tavollétében és
jelenlétében. Az eredményeket %-os értékben fejeztiik ki, a 100% a kezeletlen lizatumhoz
tartozik. Ures oszlopok: 0 mM DTT, savozott oszlopok: 5 mM DTT (n=3).¢1
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42. abra Kis mennyiségii HOSCN apoptozist gatlo hatasa HUVEC sejtekben. A sejteket
5 o6ran at kezeltik szérummentes médiumban (SFM) a megadott koncentracioja
hipotiocianittal, majd felszedés utan (A) meghataroztuk a kaszpaz 3 aktivitasukat DEVD-

AMC segitségével vagy (B) SDS-PAGE ¢és Western-blot modszerekkel analizaltuk Oket
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kaszpaz 3 ellenes antitestekkel. (A nyil a hasitott kaszpaz 3 savjat jelzi; negativ kontroll (-
ve), kezeletlen sejtek; pozitiv kontroll, apoptozis indukalasara SFM-ben inkubalt sejtek,
n=3). Annak meghatarozasara, hogy a HOSCN képes-¢ gatolni a kaszpaz 3-at apoptozis
indukalasa utan, HUVEC sejteket 5 6ran at kezeltiink szérummentes médiummal majd ezt
kovetden 2 6ran at HOSCN-val (masodlagos kezelés). Felszedés utan (C) meghataroztuk a
kaszpaz 3 aktivitasukat DEVD-AMC segitségével vagy (D) vizsgaltuk a kaszpaz 3 hasadasi
fokat. Az SFM-mel elézetesen kezelt sejteknél (+ve) tapasztaltuk a kaszpaz 3 hasadasat, de
a HOSCN masodlagos kezelésnek kitett sejtek esetében nem. Az (A) és (C) esetben az
eredmények ¢€s a hibasavok 4 parhumazos mérés atlagait illetve szorasait mutatjak. *P<0,05
statisztikailag szignifikans kiilonbség.“®

4.2.4 Oxidalt Cys-szarmazékok masodlagos reakcioi.
A HOX Cys-nel valo reakcidinak kinetikai vizsgalatai soran a bimolekularis direkt

reakciokat két jol detektalhato elkiiloniilo reakeio kovette (a 43. abra betétjében lathato egy
tipikus kinetikai gorbe). A 12 > pH tartomanyban a lassabb reakci6 sebessége fliggetlen volt
a pH-tdl, a gyorsabb reakcio pedig savkatalizalt (43. abra). Mindkét reakcid detektalhato volt
fiiggetlentil attol, hogy HOBr-at vagy HOCI-at hasznaltunk primer oxidaloszerként.
Osszetett kinetikai és termékanalizis eredményeképp sikeriilt megallapitani, hogy a pH-
fliggetlen reakcid a cisztin tioszulfinat-észter szarmazék (CyS(=0)SCy) (38. reakcid) a
savkatalizalt reakcio pedig a cisztein szulfénsav (CySOH) Cys-nel valo reakcidja (37.
reakcio). Minden mérési adatunkkal 6sszhangban 1évé modell javaslatunk alapjan a CySOH,
a Cys HOX-val valo reakcidjaban (34. reakcio) képzddé szulfenil-halogenid (CySX)
szarmazek pillanatszer(i hidrolizisével képzddik (35. reakcid), a CyS(=0O)SCy pedig két

crer

CySH + HOX - CySX + H,0 (34)
CySX + H,0 - CySOH + H" + X~ (35)
CySOH + CySOH — CyS(=0)SCy + H,O (36)
CySOH + CySH - CySSCy + H,0 (37)
CyS(=0)SCy + CySH — CySOH + CySSCy (38)
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43. abra A CySH és HOX Kkozotti reakciot koveto két reakeio pH fiiggése; X=Cl (o) és
X=Br (o). A pH-fliggé folyamat, amely a teljes 10-14 pH tartomanyban megfigyelhetd, a
37. reakcidhoz tartozik. A pH-fliggetlen reakci, amely csak pH=12 alatt megy végbe, a 38.
reakciohoz rendelhetd. A vizszintes vonal megmutatja, hogy a lassabb reakcio esetén pH=12
alatt mért pontok nem esnek egy vonalba a pH=12 {6l6tt megfigyelheté pH-fiiggetlen
reakcioval. Betét dabra: pH=11,21 esetén mért kinetikai gorbe, A=268 nm. A gorbe
szemlélteti a gyorsabb, pH-fiiggd, és a lassabb, pH-fiiggetlen reakciokat.®®

A CyS(=0)SCy koztiterméket szintetikus tuton is eldallitottuk, szerkezetét NMR
spektroszkopia segitségével igazoltuk. A szintetikusan eldallitott CyS(=0)SCy savi
disszociaciés allandoit UV-lathatdo és NMR spektroszkopids titralasok segitségével

meghataroztuk®’ (44. abra).

A 058 B 38+
0.561 % o o g
3.7 O m iy
0.54- o %
<
E o052 ~ 30 &
ﬁw I 2
8 051 © 3.5 TEx
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44, abra CyS(=0)SCy savi disszociaciés allandojanak meghatarozasa (A) UV-lathato
fotometrias, (B) NMR spektroszkopiai modszerrel. (A) CyS(=0)SCy fényelnyelésének
valtozasa a pH fiiggvényében 228 ¢és 260 (Betét abra) nm-en (0), és az egy szabad
paraméterrel illesztett gorbe (folytonos vonal). Az ebbdl szamitott pKa 7.62+0.05. (B)
CyS(=0)SCy 'H-NMR titralasi gorbéi, amelyek az egyik S-protonhoz tartozé dupla dublett
jelcsoport kémiai eltolodasainak valtozasat mutatjak a pH fiiggvényében. Az ebbdl szamitott
pKa értéke 7,62+0,01.¢7
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Ezen allandok ismeretében részletesen vizsgaltuk a CyS(=0)SCy hidrolizisének és Cys-el
val6 reakcidijanak a kinetikdjat széles pH tartomanyban. Igazoltuk, hogy a HOX Cys-el valo
reakcioelegyében mért pH-fiiggetlen reakcio valoban a CyS(=0)SCy Cys-el valod reakcidja.
pH < 10 esetében a CyS(=0)SCy aminosavainak protonalodasa miatt a Cys-t oxidald

reakcidjanak (38. reakciod) sebessége is valtozik a pH-val.

A 2

CySH*

|

CySH?
CySH CySH

Ka2n / o \\\5325

CySH

CySH\ / CySH
Ka3s \ Ka3n

Cys?

CySH
Ka1

Frakcié

6 7 8 épH1'0 11 12 13
45. abra A pH hatasa a CyS(=0)SCy és a CySH kozotti reakcio kinetikajara. (A) A
kinetikai gorbéket 268 nm-en mértiik és pH=12 alatt exponencialis gérbével illesztettiik. pH
12 folott 300 nm-en végeztiik a méréseket €s kettds exponencialis fliggvényt illesztettiink a
gorbékre. Az igy kapott egyik exponencidlis gorbe pH-fliggetlennek bizonyult (o és vastag
vonal), a masik fiiggvénybdl kapott sebességi allandd a pH csokkenésével nétt (x). A kb.
pH=12-nél lathatd pont, amelyet korrel és kereszttel is jeldltiink, egy exponencialis
illesztésbodl szarmazo értek, de minden bizonnyal a két fiiggvény kompozicidja. Felso panel.
A ke értékeket a kip = 4,7(2) x 10° M1s?, kypy = 5,7(6) x 10* M~1s7L, kip = 3,6(7) x 10°
M-, kip = 4,6(3) x 10° M-1s! -hez tartozé (folytonos vékony vonalakkal szimulalva)
vagy a kombinalt Kip+ K1+ Kb+ K1 -hez tartozo (a mért adatpontokra illeszked6 folytonos
vastag vonallal szimulalva) reakcidutak alapjan levezetett sebességi egyenletek alapjan
szamoltuk. A sebességi allandok a 8. séman definialt reakcidutakhoz tartoznak. Az
adatpontokat 18 °C-on mértiikk. A mért Kesr értékek mellett (o €s X) hibavonalként azok
szorasat is feltiintettik. Kozépsé panel: CyS~ és CyS? részecskék szamitott eloszlasa

pKSH =85 pkSH =g 9: pKCySH—IOO és pKYSM =104 esetén. A jelzett pont,

al2s a2n a3n

amelyben [CyST] = [CyS?], a ngfH. Alsé panel: A CyS(=0)SCyP°, CyS(=0)SCy~ és
CyS(=0)SCy? részecskék szamitott eloszlasa pKéSZter =73 és KéSZter 7,9 esetén. (B) A
cisztein mikroszkdpikus savi disszociacids allanddinak definicioi. ciico

A mért adatpontokat a 8. séman talalhatd modell alapjan levezetett sebességi egyenlettel
illesztve a CyS(=0)SCy kiilonbdzd protonalt formainak Cys tiolat szarmazékaival vald

reakcidinak mésodrendii sebességi allandoit meghataroztuk.
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CySH® == CyS™ + H* pK, ™M =85
CySH™ = CyS* + H' Pk, = 10,0
CyS(=0)SCy” == CyS(=0)SCy~ + H* pK, 54 = 7,32
CyS(=0)SCy~ = CyS(=0)SCy*~ + H* PK,54 = 7,92
1b CyS(=0)SCy° 4+ CyS~ - termékek kyp = 4,7(2) x 10°M ™ 's7!
1b'CyS(=0)SCy~ + CyS~ — termékek kyy =57(6) x 10*'M~'s7!
1b"CyS(=0)SCy?>~ + CyS~ — termékek k= 3,6(7) x 10°M™'s7!
1b"CyS(=0)SCy?*~ + CyS*™ — termékek k= 4,6(3) X 10°M™'s™!

8. séma A Cys(=0)SCy Cys-el valé reakciojanak javasolt modellje.

A meért pH fliggés és a javasolt modelliink dsszhangban volt a CyS(=0)SCy hidrolizisének
kinetikai viselkedésével (46. abra), ahol a mért pszeudo-elsérendti sebességi allandok pH
fliggése szintén minimum 3 kiilonboz6é protondlt forman keresztiil lejatsz6dé modell

segitségével volt jol illeszthetd (9. séma).

25

CyS(=0)SCy’
2] cys=ojscy [0-2
«— CyS(=0)SCy*|

.....

pH

46. abra CyS(=0)SCy hidrolizisének megfigyelt sebességi allandéi (©). Betét abra: a
CyS(=0)SCy Kkiilonb6z6 protonaltsagi foki formainak szamitott eloszlasa a pH
fiiggvényében pKa1 = 7,32 és pKaz2 = 7,92 esetén. A polikromatikus adatokat 218 és 400 nm
kozott gytijtottiik. Az adatokat a teljes spektrum szingularis érték felbontas (SVD) analizise
segitségével illesztettiik. Az illesztések a 9. sémaban szerepld két Ka modell segitségével
késziiltek, az abra a pKar = pKa2 = 7,62 (folytonos vonal) és a pKar = 7,32 és pKa2 = 7,92
(pontozott-szaggatott vonal) eseteket szemlélteti. Az egy Ka modell alapjan torténd rossz
illeszkedést a szaggatott vonal mutatja.©’
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Egy Ka Modell:
CyS(=0)SCy’ == CyS(= 0)SCy~ + H" Kﬁ=g%§%%£?
CyS(=0)SCy° + OH™ — termékek ko
CyS(=0)SCy~ + OH™ — termékek ky
Reakcidsebesség = —d[CyS(z:))SCy]mt = (Po . kO[H+] + Py 'lea3)[H[’%%
Két Ka Model:
CyS(=0)SCy® == CyS(=0)SCy~ + H* Ky = —[C[ycs;?ii(;ﬁ;]y[gﬂ
CyS(=0)SCy~ == CyS(=0)SCy>~ + H* &l=mgﬁiﬁﬂr]
CyS(=0)SCy° + OH™ — termékek ko = (5,0 +0,01) x 10°M~!s7! / P,
CyS(=0)SCy~ + OH™ — termékek k; =60+ 18M~ s~ / P,
CyS(=0)SCy?*~ + OH™ — termékek ky, =036+ 0,0IM™'s™! /P,
Reakciosebesség = _d[CyS(ztO)SCY]tOt

[OH™]

= (P - ko[H ] + Py - by Kos [HY] + Py - koK s K
( 0 0[ ] | | 33[ ] 2 24xa3 a4) [H+]2+Ka3[H+]+Ka3Ka4

9. séma CyS(=0)SCy hidrolizisére levezetett sebességi egyenletek a CyS(=0)SCy 1
illetve 2 protonalodasi folyamatat figyelembe véve.

Erdekességképp emliteném meg, hogy egy olyan egyszeriinek latszé kinetikai
probléma, mint a CyS(=0)SCy hidrolizise, mélyebb analizisét kovetden (a reakcidsebesség
koncentracio- és pH-fliggése, egy koztitermék (a tioszulfonat-észter) és a végtermékek
detektalasa és szerkezetének meghatarozasa NMR modszerrel) 16 potencialis Kinetikai
modellt kellett javasolnunk, amelyek kisérletesen nem voltak elkiilonithetéek (illetve
valésziniileg a pH fliggvényében kiillonbozd koriilmények kozott aktivalodhatnak vagy

deaktivalodhatnak):

59



dc_1137 15

2 {RS(=0)SR —> 2 RSOH} RS(=0)SR — RSH + RSO,H
2 {RSOH + RS(=0)SR — RSSR + RSO,H} 9 | 2 RSOH - RSH + RSOH}
2 {RSH + RS(=0)SR — RSOH + RSSR}
RS(=0)SR > 2 RSOH RS(=0)SR — RSH + RSO,H
2 {RSH + RSOH > RSSR} 10 | RSH + RSO;H — 2 RSOH
2 {RS(=0)SR —> RSH + RSOH} 2 {RSOH + RS(=0)SR — RSO;H +
RSSR}
RS(=0)SR — 2 RSOH RS(=0)SR — RSH + RSO,H
2 {2 RSOH — RSH + RSO,H} 111 RsH + RS(=0)SR —> RSOH + RSSR
2 {RSH + RS(=0)SR — RSOH + RSSR} RSOH + RS(=0)SR —» RSO,H + RSSR
RS(=0)SR — 2 RSOH RS(=0)SR — RSH + RSOH
2 {RSOsH + RSOH — 2 RSO,H} 12| RSH + RS(z0),:SR > RSO;H + RSSR
2 {RSO;H + RS(=0)SR —» RSSR + RSOsH} 2 RS(=0)SR — RS(=0),SR + RSSR}
RS(=0)SR — 2 RSOH 2 {RS(=0)SR -> RSH + RSO;H}
2 {RSOH + RS(=0)SR —> RSH +RS(=0);SR} | 13 | 2 {RSH + RSOH —> RSSR}
2 {RSH + RS(=0),SR — RSO,H + RSSR} RS(=0)SR —2 RSOH
RS(=0)SR — 2 RSOH 2 {RS(=0)SR —> RSH + RSO,H}
2{RS(=0);SR+RSOH—>RSO,;H+RS(=0)SR} | 1% | RSH + RSOH - RSSR
2 {2 RS(=0)SR —> RSSR + RS(=0),SR} RSH + RS(=0)SR — RSOH + RSSR
RS(=0)SR — 2 RSOH 2 {RS(=0)SR —> RSH + RSO,H}
2 {RS(=0),SR + RSOH —> RSOzH + RSSR} 151 5 {RSOH —> RS(=0)SR}
2 {RSO3H+RS(=0)SR—>RSO,H+RS(=0),S} 2 {RSH + RS(=0)SR — RSOH + RSSR}
3 {RS(=0)SR —> 2 RSOH} 3 {RS(=0)SR —> RSH + RSO,H}
2 {RSH + RSOH —> RSSR} 16 | 5 tRSH + RSOH - RSSR}
2 {2 RSOH —> RSH + RSO,H} RSH + RSO,H — 2 RSOH

10. séma A CyS(=0)SCy hidrolizisére javasolt lehetséges reakcioutak.

Mindezen eredményeket figyelembe véve és a Cys mikroszkopikus savi disszocidciods
allandoit hasznalva, a HOX Cys-nel valo reakcioinak 0Osszetett kinetikai vizsgalatanak

eredményeit a kovetkez6 kinetikai modellel tudtuk magyarazni:
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HOCl == H" + OCI~ pKHOC = 75
CySH® == CyS™ + HY pK P =85
CySH™ = CyS>~ + H* pK M = 10,0
CySOH™ == CySO*~ + H* pK$YSOH < 10
CyS?~ 4+ HOCI - CySCl~ + OH™ ki =12x10°M 157!
CyS?~ 4+ 0OCI™ 4+ H,0 - CySCI~ +2 OH™ ky = 1,9 x 10°M™ ™!
CySCl™ + OH™ - CySO*” + H + CI” k; = gyors
2 -3 CySOH™ + CyS~ - CySSCy?*~ + H,0 ky; = 10°—105M 15!
2 - 3'CySOH™ + CyS®™ — CySSCy?~ + OH™ kyy = 1,840(3) x 10°M %7 x K{YSOHM

4 -5 CySOH™ + CySO*™ - CyS(=0)SCy? + OH™
k45 = 0sszemérhet6 a ky3-al pH < 12-nél

8 = 9'CyS(=0)SCy*~ + CyS™ — CySSCy?*~ + CySO*~ + H* key = 3,6(7) x 10°M™'s™!
8 = 9" CyS(=0)SCy*~ + CyS*™ — CySSCy?*~ + CySO*~ kgy = 4,6(3) x 10°M ™57

11. séma A Cys + HOCI rendszerben detektalt reakciékra javasolt kinetikai modell.

A kinetikai mérések adatpontjait a fenti mechanizmus alapjan levezetett sebességi
egyenlettel illesztve két bioldgiai szempontbol nagyon fontos hatarértéket tudtunk
megallapitani (47. abra):

1) A CySOH savi disszocidcios allanddja 6 és 10 kozotti érték.

2) A CySOH CyS-el vald reakciojanak masodrendii sebességi allandoja, sztérikus gatlas
hianyaban, pH = 7-nél a 10° M~'s~! értéknél nagyobb.
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47. abra A CySOH savi disszociacios allandojanak és a CySOH-CyS reakcié latszolagos
masodrendii sebességi allandéjanak hatarértékei (pH = 7-en). (A) A hidrogénion-
koncentracio és a kefr viszonya a CySOH és CySH kozotti reakcioban, pH<12 esetén. A
CySOH-t in situ generaltuk CySH és HOX reakcidjaval, ahol X=Cl (o) vagy Br (o). A
folytonos vonal az adatoknak a 11. sémaban bemutatott modell alapjan levezetett egyenlettel
valo legkisebb négyzetes illesztését mutatja.“® (B) A CySOH és CySH kozétti reakcio 11.
sémaban lathaté modell alapjan levezetett egyenlettel valo legkisebb négyzetes illesztésbol
szarmazo Kefr értékei a KSY5OM rogzitett értékeinek fliggvényében. Az dbran a kos lebegd koa
alkalmazasaval szamitott értékei (hosszl szaggatott vonal) és a megfeleld kaz értékek
(folytonos vonal) szerepelnek. Szintén lathatok a kos illesztett értékei (rovid szaggatott
vonal), amelyeket k3/K$5°" nagy pH-n meghatarozott rogzitett értéke (1,840(3) x 10%°
M~2s71) mellett kaptunk. A kzz becsiilt hibaja K$Y5OH > 12 esetén meghaladja a szorés értékét
(megj. az adatok illesztéséhez csak egy sebességi allandora volt sziikség).<8.

Ha a Cys—HOCI rendszerben a HOCI-at alkalmaztuk feleslegben a Cys-hez képest
vagy nem turbulens keverést alkalmaztunk, akkor a reakcid relative stabilis atmeneti

termékeként képzddott a cisztin N,N'-dikloramin szarmazéka (NDC; 48. abra).!’

T T
O=C C=0
| H, Hy |
CH-C'—5-5—C —CH

NHCI NDC NHCI

48. abra Cisztin-N,N’-dikléoramin szerkezeti képlete.

A molekula szerkezetét és kémiai IH-NMR és UV-lathato

spektroszkopiai modszerekkel vizsgaltuk. Igazoltuk, hogy a monokléraminhoz képest a

tulajdonségait

dikloramin szdrmazék képzddése kedvezményezett, de a dikléoramin bomlasa sordn a
monokloramin szarmazék koztitermékként detektalhato volt. Szisztematikus stopped-flow
kinetikai méréssorozat eredményeképp a 12. séman lathato modellt javasoltuk az NDC

képzddésére. A modell alapjan levezetett sebességi egyenlettel az Gsszes adatpont jol
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illeszthetd volt (pH-fliggés illesztését a 49. abra mutatja). A kiillonbozo reakcio utak relativ

hozzéjarulasait numerikus modszerrel szamoltuk (49. abra szaggatott vonalak).

H* 4+ OCI™ = HOCI K, =1 /KM% = 1074m~!
cisztin’ == H* + cisztin~ K, = 107%Mm
cisztin” = H* + cisztin®~ K; =107"M

cisztin”™ + HOCl == NCC + H,0  ky = 4,3 x 10°M ™~ 's~!

H+
cisztin®™ + HOCl == NCC + H,O0 ks = 1,6 x 10'M ™~ !s™!

+

NCC + HOCI = NDC + H,0O ke = gyors
[HOCI]§ = [HOCI] + [OC17]

[cisztin]{ = [cisztin®] + [cisztin~] + [cisztinz_]

d[NCC] (Krks[H*] + K, K;ks[cisztin] T
& A KIDATP + K + Kok O

12. séma Cisztin és HOCI reakciojanak javasolt mechanizmusa, egyensulyi és sebességi
allandoi (5 °C-on) és sebességi egyenlete pszeudo-elsérendii koriilmények kozott (cisztin
felesleg mellett). Az NCC a 48. abran lathato dikloraminnak megfeleld monokléramin
szarmazek.

ko105

- N W s O
§ Gty e e ol A}

49. abra Felsé panel: Szamitott Kets értékek a ka (pontozott-szaggatott), ks (szaggatott) és a
kombinalt ks- ks (folytonos) reakcioutak esetén, 5 °C-on (lasd 12. séma). A mért Kefr értékek
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(0) a hibasavként jelolt szorasokkal egyiitt szintén lathatok. Alsé panel: HOCI (folytonos),
OCI- (pontozott-szaggatott), cisztin® (révid szaggatott), cisztin~ (pontozott) és cisztin®
(hosszt szaggatott) részecskék szadmitott eloszlasa 5 °C-on. Az abran szereplc'S gorbék
kiszamitasdhoz hasznalt paraméterek K1=3,39 x 108 M1, K,=7,08 x 10°° M, K5=1,00 x
10°M, ka=4,3 x 10 M1s 1 és ks = 1,6 x 10’ M-s~. A HOCI, cisztin®és cisztin~részecskék
pKa értékeit nyilakkal jeleztiik.“’

Hasonlo kisérletsorozatot végeztink a GSSG HOCI-val valéo oxidacidjanak

vizsgalatara©'®

. Megallapitottuk, hogy ebben az esetben is kedvezményezett a dikloramin
szarmazék képzddése és pH = 7-en a dominans reakciout az egyik amincsoportjan
deprotonalt cisztin forman és a HOCI bimolekularis reakcioin keresztiil zajlik (A 13. séman

lathato ks reakciout; lasd 50. abra).

H* 4+ OCI~ = HOCI K, =1 /K = 107477}
GSSG*™ = H"+GSSG*~ K, =107%M
GSSG®~ = H"+GSSG*” K; =10"""M

GSSG®™ + HOCl == NCG + H,0 k; = 2,7 x 10°M ™ !s~!

H+
GSSG*™ + HOCl == NCG + H,0 ks = 3,5 x 10'M ™ 's~!

H+

NCG + HOCl == NDG + H,O kg = gyors
[HOCI]{ = [HOCI] + [OCI7]

[GSSG]§ = [GSSG*™] + [GSSG™ ] + [GSSG*]

d[NDG] _ (Kyks[H] + K, K3ks[GSSG]§
dt (1 +K[HD{H + K[H] + KK;)

7.4-es pH-n a ks reakciott dominal.

[HOCI]T

13. séma GSSG és HOCI reakcidjanak javasolt mechanizmusa, egyenstlyi és sebességi
allandoi (5 °C-on) és sebességi egyenlete pszeudo-elsérendt koriilmények kozott (GSSG
felesleg mellett). Az NDC és NDG a 48. abran lathato Cys-dikloraminnak megfelelé GSSG
mono- vagy bisz-N-kloro-g-L-glutamil szarmazékai.
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kX105

Szazalék

50. abra Felsd panel: Szamitott ket értékek a ka (pontozott-szaggatott), ks (szaggatott) és a
kombinalt ks- ks (folytonos) reakcioutak esetén, 5 °C-on. A mért kerr értékek (o) a
hibasavként jelolt szorasokkal egyiitt szintén lathatok. Also panel: HOCI (folytonos), OCI-
(pontozott-szaggatott), GSSG? (hosszi szaggatott), GSSG* (pontozott) és GSSG* (révid

szaggatott) részecskék szamitott eloszlasa 5 °C-on.c8

A reakcidk sebessége alapjan egy E. coli baktérium citoplazméjanak megfeleld
koncentracioviszonyok kozott végzett kinetikai modellezésiink arra utal, hogy a reakcio
védelmet nyujthat a hisztidin aminosavak illetve a fehérjékben, peptidekben talalhato
diszulfid hidak HOCI-val val6 oxidaciojaval szemben. Fontos azonban hangstlyozni, hogy
az aminokkal valo reakciokban a HOCI-nal specifikusabb masodlagos oxidaloszerekként

szamon tartott kloraminok képzddnek, amik tovabbra is oxidativ stresszt generalhatnak (51.

GSSG —» NDG

Tt f|————= His + HOCI

abra).
A GSH mennyisége (E. coli.)
= 100 -
$ oA
:9 90 \|- N
_\? \\ N /
T 804 \
\
2 \
© 70 W g,
2 \ 53
x 60+ \
~® \
© N
S 504 P
@© ™S
E g -~
o\o 40‘

= [¢&———— Protein SS + HOCI

) NDG
~ |{— His + HOCl —

NDG nélkiil
—_—

NDG
(—————— Protein SS + HOCl —
NDG nélkiil
—)

2 4 6 8
[HOCI]/[GSH],

Ezt a pontot elérve az 6sszes GSH
oxidalodott, tehat innen szamithatunk
NDG képzodésre
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51. abra E. coli citoplazmajaban talalhato HOCI in vivo reakcioinak szimulacidja a
GSH mennyiségének fiiggvényében (1d. szoveg). A nyil a vad tipust E. coli-ban talalhato
varhatd GSH koncentraciot jelzi. A szimulacidban hasznalt HOCI-koncentracid ennek
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négyszerese volt. A jelolt pont utan az Osszes GSH oxidalt formaban van, innen
szamithatunk a GSSG oxidacidjara NDG-vé. A modellnek ezen a pontjan valamennyi
oxidaloszerek altal hozzaférhet6 fehérje-tiol- és tioétercsoport oxidalodott. A maradék
diszulfidok %-os aranyat abrazoltuk olyan modellbdl, amely figyelembe veszi (folytonos
vonal) illetve nem veszi figyelembe (szaggatott vonal) a GSSG oxidaci6jat. Hasonloan, a
maradék His és termindlis amincsoportok szazalékos ardnyat is abrazoltuk a GSSG
oxidacigjanak figyelembe vétele (pontozott-szaggatott vonal) és elhanyagolasa (pontozott
vonal) mellett.©8

Nukleofil agensek tavollétében a dikloramin szarmazékok bomlasanak felezési ideje
pH = 7-nél ~30 perc, ami bioldgiai idéskalan viszonylag hosszunak szamit. Kisérletesen
igazoltuk azonban, hogy az NDG-t a glutation-reduktdz enzim GSSG-hez foghato
szubsztratként hasznalja és NADH jelenlétében katalitikusan GSH-né redukalja (52. abra).

Azon észleléseink és irodalmi adatok alapjan, hogy:

* a GSH-hidanyos E. coli mutans (JTG10) torzs kétszer olyan érzékeny a
hipoklérossavra, mint a természetben eléfordulo’®,

» extracellularis GSH vagy GSSG hozzaadasa a JTG10-es mutdns torzshoz
visszaallitja a rezisztenciat az eredeti értékre,

+ a sejtek 50%-a életben maradt, amikor a citoplazma GSH tartalmanak 150%-a
oxidalodott HOC1 hozzaadasara, ami felveti az NDG in vivo keletkezésének a
lehetdségét,

» az NDG felezési ideje 7-es pH-n > 30 min és ez a dikloramin szarmazék még extrém,

millimolos koncentracidban sem toxikus az E. coli baktériumra nézve,

arra kovetkeztethetlink, hogy a sejtek citoszoljaban talalhat6 GSH antioxidans

kapacitasa az eddig véltnél 3-szor nagyobb lehet a HOCI-val szemben.
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52. 4bra NDG NADPH iltali redukcidjanak 340 nm-en mért Kinetikai gorbéi,
glutation-reduktaz jelenlétében és tavollétében (GOR és GOR nélkiil, rendre). Az
enzimkatalizalt reakcio pszeudo-elsdrendil szakaszanak linearis illesztését a szaggatott vonal
jelzi.c1

Szisztematikus enzimkinetikai vizsgalatokat végeztiink a glutation-reduktaz altal
katalizalt NDG redukciojaval kapcsolatban (nem publikalt adatok).
Az aldbbi lehetséges reakcidutakat alapul véve terveztik az enzimkinetikai

méréssorozatot:

1) GSSG autokatalizis:

~SS~NCI + NADPH — GSSG + CI” + H" + NADP
GSSG + GOR™ - 2 GSH + GOR™

2GSH + ~SS~NCI - GSSG + ~SS~NH + ClI” + H*

2) Az NDG N—CI kotésének enzimatikus redukcioja:
~SS~NCI + GOR™ - ~SS~NH + GOR"!
GOR® - GOR™ + CI™ + HY

3) Az NDG S-S kotésének enzimatikus hasitasa, amit intermolekularis kléramin +
~SH reakcio kovet:

CIN~SS~NCI + GOR™® - 2CIN~SH + GOR™

CIN~SH + ~SH - HN~SH + ~SCl

~SCl+ ~SH —» ~SS~ + ClI- + H'

4) Az NDG S—S kotésének hasitasa és intermolekularis Cl*transzfer:
CIN~SS~NCI + GOR™ - 2CIN~SH + GOR™

CIN~SH - HN~SCI

HN ~SCl 4+ ~SH - HN~SS~ + CI” + H"

14. séma Az NDG GOR enzim altal katalizalt redukcidjara felallitott 4 potencialis
mechanizmus.
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Méréseink ravilagitottak a kovetkezdokre:

Az enzim (GOR) tavollétében az NDG reagal ugyan NADPH-val, de csak lassan, és
a reakcid végterméke a diszulfid (GSSG).

GOR jelenlétében a NDG gyors pszeudo-nulladrendii reakcidban redukalodik.

A redukcié végterméke a redukalt glutation (GSH) (*H NMR mérések alapjan).

GOR
NDG + 3NADPH — 2 GSH

A GOR™ + NDG reakci6 sztochiometridja 1:3. Az adott koriilmények kozott az
egyes reakciolépések Iényegesen gyorsabbak, mint a GSH + NDG reakcid
(fuiggetleniil mérve).

A GOR enzim specifikus aktivitisa hasonld GSSG-re (234 mmol .min-t .mg1) és
NDG-re (69 mmol .min-t.mg™) nézve.

A GOR kotdzsebében a GSSG amin csoportjai kifelé (az oldoszer fel¢) néznek ami
arra utal, hogy kotott NDG esetén a kléramin funkcios csoportoknak nem valdszint,

hogy van hozzafarase az enzim aktiv centrumaban 1év0 katalitikus ciszteinekhez.

Mindezek alapjan a 4 lehetséges modell koziil (14. séma) az els6 3 kizarasa utan a

4.-et javasoljuk, amely szerint a reakcié az —S—S— hidak redukciojat kovetden a 53. abran
lathaté javasolt koztiterméken keresztiili intramolekularis CI* transzfer utjan Gjra diszulfid

hid képzddéséhez vezet, amit az enzim a szokasos modon redukal (nem kozolt eredmények).

I
C
HZC/ \NH o
\ V4
H2C HC_C COZ_
/ \ N\
0,C—CH CH, HN—CH,
/
& N-—----
cr | 5

53. abra Az NDG enzim katalizalt redukcioja kozben képz6do koztitermék javasolt
szerkezeti képlete. (lasd 14. séma 4. modell)

4.2.5 Cisztein reakcioi peroxiddal
UV-lathato spektroszkopiaval végzett kinetikai vizsgalatainkbol a H,O»-nak a Cys tiolat

formajaval vald reakcidjara kapott masodrendé sebességi allando (k = 14,62 + 0,08
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M-151)206] egyezik a HPLC-vel korabban mért irodalmi értékkel®®. *H-NMR-rel végzett
koztitermék analizis, numerikus moédszerrel végzett kinetikai szimulaci6 és stopped-flow
modszerrel mért kezdeti sebességek alapjan azonban a Luo és tarsszerz6i 2005-6s cikkben®
javasolt mechanizmus sebesség-meghatarozo reakcidjat kovetd 1épésekkel nem értiink
egyet. A CySOH és Cys reakcidra pH = 7,4-en javasolt k = 720 + 70 M~!s™! masodrendii
sebességi allando az 54- 55. dbran lathato mérések alapjan alabecsiilt érték és inkabb a 4.2.4

fejezetben javasolt k > 10° M-!s1-es értékkel van dsszhangban.

1604
1204 cysscy—s | «—CyS
8
§ 80-
9 —
E
40 &
i L} T i T 14
46 44 42 40 38 36ppm

54. abra Cisztin (CySSCy) képzodése ciszteinbdl (CyS) H202-dal valé oxidacié soran.
A reakci6 id6fiiggését 'H-NMR moédszerrel kovettiik, az dbran a Ho régi6 lathat6 5 perccel a
reakcio inditasa utan. CyS (levagott csticsok) €¢s CySSCy keverékét detektaltuk. A vizszintes
vonal 4% CySOH becsiilt csticsmagassagat mutatja (feltéve, hogy a CySOH csatolasi
mintazata és vonalszélessége a CyS-éhoz hasonld). Az adott id6pillanatban a Luo és
tarsszerzoi 2005-ben megjelent cikkben® javasolt sebességi allandok mellett ennyi CySOH
kellene jelen legyen. Ezt azonban nem sikeriilt detektalni.c*
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120 = // -
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w
3
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5 3 2 10
—_— (1]
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(6] c
8 o §0008
e P 2
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y
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0 02 04 06 08 1 > o2 Oa o8 08 .
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55. abra CySSCy képzddési sebessége a CyS, H202-dal valo6 reakciéjaban. (A) Az els6
5% CySSCy képzddésének szimulalt kinetikai gérbéi a CySOH - CySH reakcio latszélagos
masodrendd sebességi allandojat a Luo és Smith® 4ltal javasolt k = 720 + 70 M st (I
modell, folytonos vonalak) és az 4ltalunk mért k > 10° M~1s! (11 model, szaggatott vonalak)
értékeket hasznalva, [CyS]g =5 mM és [H202]o = 10-50 mM, pH = 7,4 feltételek mellett. A
gorbék illusztraljak az I modellbdl kdvetkezd S-alaku indukcids periddust €s a 1T modellbol
szarmaz0 linearis viselkedést egyarant (kezdeti sebesség feltételeket alkalmazva). (B) 270
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nm-en mért abszorbancia-ndvekedés a [CSH]g =5 mM és [H202]o = 10-50 mM reakcidban,
pH = 7,4 esetén. Az A és B paneleken a skalak egymésnak megfelelok. A mért gorbék az
(A) abran lathat6 IT modell alapjan szimulalt egyenesekkel korrelalnak.c®

4.2.6 Tiol fehérjék reakcioi peroxiddal
Néhany fehérje aktiv centrumaban 1évo cisztein aminosav reaktivitdsa peroxiddal a szabad

aminosavval mért érték sokszorosa is lehet. A legextrémebb példa a peroxiredoxin fehérje
csalad, melyek peroxidativ ciszteinjei (CySp) 7 nagysagrenddel nagyobb masodrendii
sebességi allandoval reagalnak H,O-dal mint a szabad Cys aminosav®!. A peroxiredoxinok
olyan tiol peroxidaz enzimek, amelyek megfelelé szadrmazékai az evolicid soran
gyakorlatilag minden organizmusban megtalalhatok. A huméan Prx csaldd 6 kiilonbdzo
izoformaja ismert®?. Jelenlegi tudasunk szerint a Prx1 és 2 a sejtek citoszoljaban, a Prx3 és
5 a mitokondriumban, a Prx4 pedig az ER-ben talalhatd. Redoxiaktivitasukban jellemzéen
2 Cys aminosav jatszik fO@szerepet (kivéve a Prx5, amelybdl a redukald Cys hianyzik). A
peroxidativ Cys reagal a peroxiddal és a képz6do CySp,-SOH egy masik Prx redukalo Cys
komponensével (CySy) reagalva dimerizalodik (56. abra). A dimer visszaredukalasat aktiv

monomerré leginkabb a Trx rendszer végzi TrxR és NADPH segitségével (Iasd késébb)©10,

Srx/ATP Hsr Sp02H
N /
HS— -S,H —> HS— 4 -S.0H
Trx/TrxR/NADPH HSrSP_SrSpH

56. abra Prx fehérjék peroxidaz funkciojanak altalanos mechanizmusa. A peroxidativ
cisztein tiol (Sp) a peroxiddal reagalva CySpOH koztiterméket képez. A Prx-CySpOH forma
egy masik Prx redukald ciszteinjének redukalo tioljaval (Sr) reagal és diszulfid képzddik.
Egy alternativ reakciouton a CySpOH képes tovabb oxidalodni a megfelelé CyS,O2H
formava egy masodik ekvivalens peroxid hatasara. A diszulfidok redukciojat a
tioredoxin/tioredoxin reduktaz rendszer (Trx/TrxR) végzi (NAPDH felhasznalasaval), mig

a CySpO2H formabdl a szulfiredoxinok termelik tjra a redukalt fehérjét ATP segitségével.
C10

Els6 megkdzelitésben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy mi a Prx csalad

peroxidokkal valo nagy reaktivitdsanak és specificitdsanak a molekularis magyarazata®?L.
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Baktériumban vald expresszalds és tisztitds segitségével készitettiink vad tipusu
rekombinans humén Prx2 és 3 fehérjéket. Katalazzal vald kompeticios kinetikai kisérleteink
arra utaltak, hogy a rekombinans Prx-ck a human sejtekbdl izolalt formakhoz hasonléan

kimagaslo reaktivitast mutatnak HoOo-dal (57. abra).

A Prx2 B Prx3
- e
Katalaz R 97kDa~> — -
] <55 kDa,
Prx Dimer - - .- - — — — —
<R kDa—>
-« - —
Prx Monomer s . 29 kDa> o
HxO» -+ + + + + + o+ -+ + +F + + + o+
Katalaz (_uM) 0 0 085 34 85 17 34 51 ] O 035 34 85 17 34 51
C Prx2 D Prx3
200 200
A
T 150 T 150 - 4
24 o 7
z z 3,7
£ 100 $ & 100 PR
T < -
= = gt
T 50 L A0 s
= = ’
A
0 f T T T T 1 0 ‘{
0 2 4 6 ] 10 0 2 4 6 8 10 12
[Prx 2] (uM) [Prx 3] (uM)

57. abra Rekombinans Prx2 és Prx3 kinetikai vizsgalata. Prx2 (A) és Prx3 (B)
kompeticidja H202-ért szarvasmarha katalazzal. Az elso és masodik sav a redukalt és oxidalt
Prx-ek aranyat mutatja a 0 idOpillanatban és 15 s kezelés utan. A tobbi sadvban ugyanez az
arany lathaté megadott mennyiségii katalaz jelenlétében. A Prx oxidacio elleni védelem jol
kovethetd, mivel a Prx monomer ardnya a kataldz mennyiségének ndvelésével
parhuzamosan nd. A gélek 3 figgetlen kisérlet reprezentacioi. Prx2 (C) vagy Prx3 (D) és
H202 kozotti masodrendii sebességi allandé meghatarozasa HRP-vel valé kompeticios
kisérletben. A masodrendii sebességi allandokat (lasd 4. tablazat) az egyenesek
meredekségeibél becsiiltik meg; F: inhibiciés hanyad.®® A hibasavok harom parhuzamos
kisérlet szorasait mutatjak. A kisérletet kiilonb6zd napokon ismételtiik meg, hasonlo
eredményekkel.©%

A masodrendii sebességi allandokat az irodalomban jol ismert HRP kompeticios
spektrofotometrias modszer segitségével becsiiltiik®3. A modszer 1ényege, hogy a peroxid
HRP-vel reagalva a relative stabilis compound I komplexet képzi (3. séma), melynek
kvantitativ detektaldsa a HRP hem csoportjdnak elnyeléséhez tartoz6é Szoret-savjan jol

megvaldsithato. Prx jelenlétében a HRP-vel vald kompeticio alapjan az ismert HRP-peroxid
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sebességi allando és az alkalmazott koncentracidk segitségével a Prx peroxiddal vald
reakcidjanak sebességi allanddja becsiilhetd volt (57.C.D. abra). A mért sebességi allandok
(1,6 £0,1) x 10" M1st és(1,9+0,1) x 10" jol egyeznek az izolalt Prx2 és Prx3-ra mért
értékekkel® &,

A Prx-tiol és peroxid kozotti reakcid is egy nukleofil-elektrofil redoxireakcid (15.
séma), ezért a reakcid sebesség novelésének (azaz az aktivalasi energia csokkentésének)
kézenfekvé moédjai 1) a kéncentrum nukleofilicitasdnak novelése, 2) a reagald peroxid-
oxigén elektrofilicitasanak novelése vagy 3) a tdvozd (-OH) csoporttal valo ionpar képzés

vagy annak részleges protonalasa.

H

[ A i
RS+ H0, —— RS-0-0 ‘I:;mmepﬂji'

Nukleofil  Elektrofil H

I

,Termék” R-SOH + H,0

15. séma A Prx-H20:2 reakciora javasolt SN2 modell.

A Prx fehérjék publikalt kristalyszerkezeteit tanulmanyozva szembetiint két, az dsszes Prx-
ben azonos poziciot elfoglald és gyakorlatilag az 0sszes organizmus Prx szdrmazékainak

minden izoform4jaban konzervaltan eléforduld Arg aminosav komponens (58. ébra).

A

Cys 47

58. abra A Prx3 aktiv centruma. A Prx3 aktiv centrumaban két konzervalt arginin egység
talalhato, amelyek a peroxidaz aktivitasban kiemelt szerepet toltenek be. (A) Szarvasmarha
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Prx3 peroxidativ ciszteinjét (Cys-47) koriilvevo aktiv centrumanak szerkezete (PDB 1ZYE).
(B) Argl (Arg-123) és Argll (Arg-146) nitrogénjeinek tavolsaga a Cys47 (Cp) kénatomtol a
szarvasmarha Prx3 kristalyszerkezetében (PDB 1ZYE).C%

A két Arg nitrogénjeinek peroxidativ Cys tioljatol valo tavolsagai (58.B. abra) arra utalnak,
hogy guanidium funkciés csoportjaik részt vehetnek a H202 aktiv centrumban vald
kotddésében. Ha a H202-ot az altalunk javasolt orientacioval berajzoljuk az aktiv centrumba,
akkor jol lathato, hogy a két Arg pozicidja idealis, ahhoz hogy H-hid kotések mentén segitse
annak kotodését (59. abra). Az igy kialakulo H-hid kotések eldsegithetik a Cys tiolon vald
elektrofil tAmadast, a peroxid O-O kotés szakadasanak aktivalasat és a tdvozd OH™ parcialis

protonalodasat.

59. abra A H20: kotédésének javasolt orientaciéja és a Kkatalizist segito H-hidak
szemléltetése a Prx-ok H202-dal valé reakciojanak javasolt atmeneti komplexének
szerkezetén. Az dbran a szarvasmarha Prx3 peroxidativ ciszteinjét (Cys-47) koriilvevo aktiv
centrumanak szerkezete (PDB 1ZYE) lathato. ©°

Katalitikus szerepeik kisérletes vizsgalata céljabol olyan pontmutansokat készitettiink,
melyekben az egyik vagy mindkét Arg-t egy masik aminosavra cseréltiink. A Cys-hez
kozelebbi Argl (ami Argl27-nek felel meg Prx2 és Argl23-nak Prx3 esetén) pontmutacioja
esetén azt tapasztaltuk, hogy a H2O,-dal valé reakcio sebessége drasztikusan lecsokkent. A
vad tipushoz képest ezen mutansok reakcidinak sebessége annyira lelassult, hogy azokat
egyszerli kézi keverés mellett, katalazzal (a reakcidpartner H2O2 elroncsolasa révén)

megallitva, WB analizissel tudtuk kovetni (60. abra).
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60. abra Prx pontmutinsok (Argl, Argll és Argl/Argll) és H202 kozotti oxidacios
reakciok idébeli lefolyasa. A Prx3 (A-C) és Prx2 (D-F) argininjeit glicinre (Prx3) vagy
lizinre (Prx2) cseréltiik. Az adatpontok a redukalt Prx fogyasanak szazalékos aranyat
mutatjak a Prx dsszmennyiségéhez képest (dimer+monomer, 1d. a feltiintetett géleken). A
masodrendli sebességi allandokat exponencidlis gorbe illesztésébdl kaptuk (lasd. 4. tdblazat).
A reakcidkat kataldzzal (A) vagy N-etilmaleimiddel (NEM) (C-F) allitottuk le.c%

A WB-okon lathato a redukélt (monomer) és oxidalt (dimer) formék ardnyainak kvantitalasa
alapjan felvett kinetikai gorbék analizisébdl kideriilt, hogy az Argl pontmutacié mindkét
izoform esetén, a beillesztett 1j aminosavtol fiiggetleniil, 5 nagysagrendnyi reaktivitas
csokkenéshez vezetett. Meglepé modon a CySp-tdl tavolabb es6é Argll (a Prx3-ban Argl46,
a Prx2-ben Argl50) mutacioja szintén 5 nagysagrendnyi aktivitascsokkenést okozott.

Mindkét Arg szimultdn mutacidja pedig a Prx-ek reaktivitasat a Cys aminosav
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reaktivitasanak megfeleld értékre (a vad tipuséhoz képest az adott pH-n 7 nagysagrenddel)
csokkentette (lasd a 4. tablazat adatait).

Prx3 Kett (M1s )
WT (1,9+0,1) x 10’
R146A (2£0,5) x 102
R146H (3+1)x10?
R146K (4 £2) x 10?
R146G (2+0,9) x 10?
R123G (7 £2) x 10?
R123G/R146G 2+0,5
Prx2 Kett (M1s )
WT (1,6 £0,1) x 107
R150K (6 £3) x 10?
R127K (3£2) x 10?
R127K/R150K 3+1

4. tablazat A rekombinans vad tipusu és pontmutaciéokat tartalmazé Prx-ek H2O2-dal
valé reakcidinak mért latszoélagos masodrendii sebességi allandéi pH = 7,4-en (M~1s2-
ben).

A mérések tehat az 59. abran javasolt koztitermék potencialis képzddése mellett
sz6lnak, ahol a CySp-hez kozeli Arg H-hid kotések révén odahorgonyozza a kénatomhoz a
peroxid reagald oxigénjét, illetve nodveli annak elektrofilicitdsat az elektronsiliriiség
csOkkentésén keresztiil. A CySp-t6l tavolabbi Arg, javaslatunk szerint a tdvozé OH™-csoport
protonalodasan keresztiil csokkentheti a reakcid aktivalasi energijat.

Leo Radom kutatocsoportjaval egylittmiikodve az Arg aminosavak reaktivitas-
noveld szerepét elméleti szamolasokkal is alatdmasztottuk. A szdmoldsok nemcsak azt
mutattak meg, hogy a javasolt H-hid kotések valoban katalitikus hatastiak (61. abra), hanem
az alkalmazott G4 modszer, az aktivalasi entalpia tagok szdmolasan keresztiil, lehetové tette
a katalitikus hatas nagysagrendi becsléseit is, amelyek kivaloan egyeztek a mért adatokkal
(61. &bra).
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61. abra Ab initio szamitasok guanidium, HF és H20 részecskék H-kotés képzésének
katalitikus szerepére HS~ és H20: reakcidjaban. Elméleti Uton szamitott reaktans
komplexek (RC), atmeneti allapotok (TS) és termék komplexek (PC) elhelyezkedése a
potencialis energia hiperfeliileten a nemkatalizalt redukcioban illetve a guanidium, HF és
H20 altal katalizalt reakciokban. A H-kotéseket szaggatott vonalak, mig az Sn2 atmeneti
allapot részleges kotéseit parhuzamos szaggatott és folytonos vonalak jelzik. A guanidium
katalizalta reakcioknal a szamolt aktivalasi paraméterek €s ezek alapjan becsiilt sebességi
allandok nagysagrendi novekedései (a nemkatalizalt reakciouthoz képest) is fel vannak
tiintetve (pirossal). Az atomok szinezése nagyrészt a CPK konvenciot koveti, attol néhany
ponton tér csak el. Fehér: H; sziirke: C; sotétkék: N; voros: O; vildgoskék: F; sarga: S.©%
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Kisérleti eredményeinknek nem csupén az a bioldgiai jelentdsége, hogy ravilagitanak
a Prx fehérjék katalitikus aktivitdsdnak molekularis mechanizmuséra, hanem a javasolt
effektusok altalanos érvényiiek lehetnek, ami egyéb fehérje tiolok reaktivitasanak a
becslésében is segitséget nyujthat. Modelliink eltér a Karplus altal javasolt mechanizmustol,
amit szerkezeti informdaciok feldolgozasa alapjan (kinetikai mérések nélkiil) allitottak fel®
8. Az & modelljiikben az Argl szerepe hasonld az altalunk javasolthoz, de az altaluk vélt
peroxid orientacidjabol adédoan az Argll aminosavaknak nem javasoltak kulcsszerepet a
peroxid aktivalasaban. Szerintiik az Argll szerepe korlatozodik az Argl megfeleld
pozicioban tartasara a két Arg kozotti Glu-val alkotott H-hidak segitségével. Ezzel
ellentétben a kovetkezd kisérleti eredményeink az Argll-nek katalitikus és nem csupan
strukturélis funkciot betoltd szerepét tdmasztjak ala:

- a CD spektroszkopiai és termikus stabilitas analizis vizsgalatok arra utalnak, hogy
az altalunk generalt pontmutansok masodlagos szerkezetei nem mutatnak Iényeges eltérést
a vad tipusétol.

- dupla mutansok esetén (melyekben mindkét Arg-ot kicseréltiik) a szimpla Arg
mutansokhoz képest tovabbi két nagysagrendnyi sebességcsokkenést tapasztaltunk.

-az elméleti szamolasaink eredményei szerint mindkét Arg-nak katalitikus funkcioja

van.

A Prx fehérjék rendkiviili reaktivitasanak bioldgiai jelentdségére vonatkozo kinetikai
modellezést végeztiink®?. A szamolasokban az eddig leggyakrabban leirt oxidaciora
érzékeny Cys (és a Grx esetén szelenocisztein) fehérjék H2O»2-dal vald reakcidit egy
leegyszeriisitett sejt citoszolnak megfelelé kornyezetben (a publikalt sejten beliili fehérje
koncentraciokat és sebességi allandokat hasznalva) numerikus modszer segitségével
szimultan modelleztiik. A szimulaciok legfontosabb eredményei a kovetkezokben
foglalhatok ossze:
1) Nagy koncentracioja ellenére a glutation nem tul versenyképes a citoszolban.
2) Nagy reaktivitasa és koncentracidja kovetkeztében a Prx elsddleges célpontja a H2O2-nak.
3) Amig a Gpx|1 és Prx el nem fogynak, addig gyakorlatilag az 6sszes H202-ot elreagaltatjak.
4) A modell alapjan a szintén peroxid érzékeny GAPDH és protein tirozin foszfatizok (PTP-
k), kis pKa-juk ellenére nem vesznek részt a reakciokban amig a Prx el nem fogy.

Ezek alapjan azt valoszinisitettiik, hogy a NADPH-oxidazok altal termelt H2O2-on

keresztiil zajlo redoxijelatviteli folyamatok illetve a peroxid generalta oxidativ stressz altal
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beinditott antioxidans enzim termelés a Prx oxidéaciojaval elinditott reakcidkaszkadokon

keresztiil mennek végbe.
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62. abra H20: tiolokkal valé reakciéinak modellezése egy tipikus sejt citoszolnak
megfelelo kornyezetben. Tiol fehérjékbdl és glutationbol allo keverék oxidéacidjanak
modellezése novekvd mennyiségli H20: jelenlétében. A modellezést Mathematica 5.2
programcsomaggal végeztiik. A kompeticios reakciokat leird differencial-egyenletrendszert
numerikus integralassal oldottuk meg az Euler-Cauchy modszerrel. Az idébeli [épéskdzt ugy
valasztottuk meg, hogy az a legnagyobb sebességi allando reciprokénak 1/10-énél kisebb
legyen, hogy biztositsuk az algoritmus elfogadhatd pontossagat. A modellezés soran az

irodalomban megtalalhato sebességi allandokat és az egyes fehérjék ismert citoplazmabeli
 87.B2

crer

koncentraciojat alkalmaztuk, Gigy, hogy a fehérjék ujratermelddését elhanyagoltu

Ezt a kozelmultban, Prof. Geiszt Mikldés munkacsoportjaval egylittmikodve
kisérletesen is alatimasztottuk. Felham sejtekben (A432 és HaCaT) megmutattuk, hogy az
EGF stimulus kovetkeztében termelt H202-ot, az EGF indukalta kalcium szignal hatasara a
DUOX1 nevii enzim termeli. Az ilyen endogén tton termelt H2O; a citoszolban talalhatod
Prx1 ¢és Prx2-vel reagél, amit intakt sejteken beliil egy, a laboratoriumomban kidolgozott
alkilalasi procedura segitségével igazoltunk. A Prx-ek redukcidjat végzo Trx oxidaciojat is
mértiik. Tovabba a TrxR1 gatlisa fokozott Prx oxidaciot eredményezett Ca®" szignal
hatdsara (63. abra). Tulajdonképpen ez a tanulmény az els6, amely ismert eredetii endogén

uton termelt ROS célpontként azonositotta a Prx csalad két tagjat.
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63. abra Duox1 altal vezérelt Trxl és Prx1&2 oxidaci6 HaCaT sejtekben. (A) A
megfeleld siRNA-el kezelt HaCaT sejteket tapsigarginnal (1 uM), ATPyS-el (10 uM) vagy
500 ng/ml EGF-el 5 percig stimulaltuk 37°C-on. A sejteket a stimulaciot kdvetden 200 pM
of Biotin-PEG11-maleimide (BPM) jelenlétében lizaltuk és a Trx1 oxidécids statuszat
Western-blot segitségével vizsgaltuk. A meleimid reagens a Trx1 redukalt formajaval
reagalva mérheté molekulastly nvekedést eredményez az oxidalt formahoz képest. (B) A
megfelel siRNA-el kezelt HaCaT sejteket tapsigarginnal (1 pM) 5 percig stimulaltuk 37
°C-on majd a sejten beliili szabad tiolokat 80 mM metil-metan-tioszulfonat (MMTS)
segitségével alkilaltuk. Ezutan a sejteket lizaltuk majd a lizatumot Prx1, Prx2 vagy Prx3
Western-blot analizisnek vetettik ala. 30 uM TrxR inhibitorral (DNCB  (1-klor-2,4-
dinitrobenzol)) valdo kezelés még szembetlindbb Prx1 oxidaciot eredményezett. (C)
Tapsigargin kezelés hatasara a Prx1 és 2-es formak statisztikailag szignifikansan (parositott
t-teszt) megnovekedett az oxidalt forma steady state Koncentracidja, amit a Prx3 esetén nem
tapasztaltunk (n =5). (D) Ha 20 pg/ml LPO és ImM SCN- jelenlétében stimulaltuk a HaCaT
sejteket tapisigarginnal, akkor a Trx 1 oxidacié nem volt mérhetd. Ez arra utal, hogy a Duox|1
az extracellularis térbe termeli a peroxidot (ami azutdn valdsziniileg az aquaporinokon
keresztiil jut be a sejtbe), mert a peroxidot elnyel6 LPO nem képes athatolni a
sejtmembranon.©?2

Egy hazi készitésii quench-flow késziilék és a peroxidok tomegspektrometrias
modszerrel vald detektalasanak kidolgozasaval a Prx-ek egyéb aminosav, peptid €s fehérje

peroxidszarmazékokkal valo reakcioinak a pH = 7-nél valo kovetésére is lehetségiink nyilt
(64. abra)®?®,
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64. abra Az N-acetil-leucin-hidroperoxid Prx-el valé reakciéjanak kinetikai mérése.
(A) A kézi gyartast quench-flow modszer, ahol a reaktansok keverését a tomegspektrométer
Iéptetdémotorjanak segitségével hajtottuk végre az abran lathatdo Osszeallitasban. A
késleltetési 1d6 valtoztatasat a keveré és a "quench"-oldat kozotti csd térfogatanak
(uthossznak) modositasaval értiik el. (B) N-acetil-leucin-hidroperoxidot foszfat pufferrel
(folytonos vonal) vagy Prx2-vel reagaltattuk a quench-flow késziilékben 1,2 s-ig (pontozott
vonal) vagy 2,5 s-ig (szaggatott vonal). A reakciot a Prx2 el nem reagalt részének 50-szeres
feleslegben vett terc-butil-hidroperoxiddal valo "quench"-elésével allitottuk le. A maradék
N-acetil-leucin-hidroperoxidot a kiilonb6z6 iddpillanatokban tomegspektrometriasan
kvantitaltuk. A betét abra hosszabb retencids idejii csucs csokkenését mutatja a keverési id6
figgvényében. A koncentraciokat az alapjan hataroztuk meg, hogy ez a cslcs a teljes
hidroperoxid mennyiség 60%-at képviseli. A masodrendli sebességi allandot a pontokra
illesztett egyenes meredekségébdl hatdroztuk meg, felhaszndlva a reaktansok kezdeti
koncentracioit. Az érzékenység maximalizalasa érdekében az LC/MS kromatogramokat
szelektiv ion modban vettiik fel, az m/z=205-207 tartomanyban, hogy detektaljuk a 206 m/z
értékii N-acetil-leucin-hidroperoxidot, de a reakcidelegyben 1évé tobbi részecskét ne lassuk
a kromatogramban. A teljes ionaram kromatogramban az el nem reagalt N-acetil-leucin-
hidroperoxid csticsa volt a dominans, 14,2 perces retencios idével. A 12 perc retencids idejli
csucs szintén 206 m/z értékli csucs a reakcidelegylinkbol, amelynek a fragmentacios
spektruma eltér az N-acetil-leucin-hidroperoxidétol. Ez a csucs valamennyi mintankban
jelen volt és a teriilete a reakcio ideje alatt nem valtozott.©?3

A mért sebességi allandok (5. tablazat) alapjan a Prx fehérjecsalad valddi peroxiddzokat
foglal magaban, amelyek, szemben egyéb oxidaloszerekkel, kimagaslo specificitassal

redukaljak a vizsgalt peroxidszarmazékokat.
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5. tablazat Hidroperoxid szarmazékok Prx-okkal lejatszodo reakcidinak latszolagos
masodrendii sebességi allandoéi pH = 7,4-en (M~1s~1-ben megadva).

Prx2 Prx3
Lizozim-hidroperoxid 40 90
BSA-hidroperoxid 160 360
Hisztidin-hidroperoxid 2x10° 3x10°
N-acetil-leucin-hidroperoxid 4 x 10 Nem mért

Igazoltuk tovabba, hogy a voOrdsvértestekben 1évé Prx2 Iényegesen hatékonyabban
k6zombositi az aminosav-, peptid- és fehérje- peroxidokat a glutation—glutation-peroxidaz

rendszerhez képest (65. abra).
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65. abra Felsd panel: Prx2 és GSH oxidacidja vorosvértestekben N-acetil-leucin-metil-
észter-hidroperoxiddal. Izolalt human vérdsvértesteket (108 sejt/ml PBS) azonos térfogatt
v-besugarzott (peroxidszarmazékot tartalmazo) vagy nem besugarzott N-acetil-leucin metil-
észterrel elegyitettiink. (A) Prx2 Western-blot vorosvértestekbol. 1. sav: a legnagyobb 110
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crer

besugarzott N-acetil-leucin-metil-észter kontroll; 2-5. sav: N-acetil-leucin-metil-észter-
hidroperoxid (rendre 11, 22, 55 és 110 uM, peroxid-ekvivalensben). A monomer (redukalt)
¢s dimer (oxidalt) Prx2 savokat jeloltik. A kezeléseket 200 mM NEM hozzaadasaval
allitottuk le, ami a sejtek lizalodasa elott alkilalja a szabad tiolcsoportokat ezaltal lehetdséget
nyljtva arra, hogy az intracellularis oxidalt/redukalt aranyt ,,befagyasszuk”. (B) Prx2 és
GSH relativ  oxidacioi az  N-acetil-leucin-metil-észter-hidroperoxid  koncentracio
figgvényében izolalt vorosvértestekben (a hibasdvok két parhuzamos kisérlet szorasait
mutatjak). Also panel: Prx2 és GSH oxidacidja vorosvértest lizitumban BSA
hidroperoxiddal. A vorosvértest lizatumokat BSA hidroperoxiddal kezeltiik 15 percig. Az
eredmények két kisérlet atlagai a GSH, ¢és 4 kisérlet atlagai a Prx2 esetében. A kezeletlen
lizdtumokban a redukalt Prx2 aranya a teljes Prx2 mennyiséghez képest 67 = 6 %. A lizatum
nem besugarzott BSA-oldattal vald kezelése utan a redukdlt Prx2 ardnyaban nem
tapasztaltunk valtozast, még a legtoményebb BSA-hidroperoxid-oldatnak megfelelé BSA-
koncentracional sem.©%3

Hasonlé aminosav-peroxid-szarmazékok nagy mennyiségben képzédnek sejteken
beliil oxidativ stressz hatdsara®® 890 Eredményeink arra utalnak, hogy a Prx fehérjecsalad
ezen peroxid-szarmazékok kozombositésében is kulcsszerepet jatszik.

A vorosvértestekben vizsgaltuk a Prx fehérjéknek a kemoterapias szerként hasznalt
doxorubicin (Dox) altal generalt oxidativ stressz ellenstilyozasaban betdltott szerepét is (nem
publikalt eredmények). A doxorubicin egy antraciklin szarmazék (66.A. abra), amely a
vorosvértestekben oxi-hemoglobinnal valé reakcié révén hidrogén-peroxidot generalhat

(66.B. abra)™..

B

oxyHb + Doxorubicin=metHb + Dox"™ + O,

COCH,OH
“OH Dox*™ + 0, =03 + Doxorubicin

- + SOD
Oj +2H" — _

NH,H

66. abra (A) A doxorubicin molekulaszerkezete. (B) A doxorubicin oxyHb-vel reagalva
antraciklin szabadgyok anion és szuperoxid koztitermékeken keresztiil H2O2 képzddéséhez
vezet. Az abrakat Bates és Winterbourn 1982-ben megjelent kozleményben® publikaltik.
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Mosott vorosvértestekben vizsgaltuk a Prx2 oxidéaciojat doxorubicin hozzaadasara Western-
blot analizissel. A 67. abran lathato, hogy doxorubicines kezelés hatasara a Prx2 dozisfiiggd

oxidaciogjat tapasztaltuk.

Prx2 ox.

Prx2 red. Rendbusatiand o I

doxorubicin 0 0,09 045 09 45 9 45 90 pg/mi

67. abra A mosott vorosvértesteken (vvt) beliili Prx2 oxidaciojanak kovetése novekvo
doxorubicin koncentracio hatisara 4 6ras inkubalast kovetéen. A fehérjéket SDS-PAGE
gél-elektroforézissel valasztottuk el nemredukald kozegben. A Prx2 oxidalt (dimer) és
redukalt (monomer) formait WB analizis segitségével jelenitettiik meg. Tovabbi technikai
részletek a Peskin és tarsszerzoi 2010 kozleményben©? olvashatok. A kezelést humén vérbél

cyey

fiiggetlen kisérlet (kiilonbdzd vérbdl kiindulva) reprezentativ eredményét mutatja.

A Prx2 oxidacidja relative gyorsan, az infuzios kezelés idejéhez mérhetd par oras idéskalan

lejatszodott.

Prx2 ox.

Prx2 red.

doxorubicin 45 pug/ml
inkubacio 0 1 5 10 30 60 120 240 perc

68. abra 45 pg/ml Doxorubicin koncentracional a Prx2 teljes oxidacidja 4 ora alatt
kovetkezik be. A kisérleti koriilmények megegyeznek a 67. abrafeliratban leirtakkal. Az
abra 3 fiiggetlen kisérlet (kiilonboz6 veérbdl kiindulva) reprezentativ eredményét mutatja.

Doxorubicin hatasara a vordsvértestekben 1évé GSH is oxidalodik. A GSH
oxidacidja a citoszolon beliili nagy koncentracioja ellenére nem direkt modon, hanem a
glutation peroxidaz enzim (Gpx1) katalitikus hatasara jatszodik le. A 69. dbran lathato, hogy

Dox hozzéadéasara a Prx redukalt formaja hamarabb elfogy, mint a GSH.
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69. abra Vorosvértestek Prx2 és GSH allomanyanak doxorubicin kezelés hatasara mért
relativ oxidacioja a (A) Dox koncentracio (4 ora inkubacid) és (B) az id6 ([Dox] = 90
ng/ml) fiiggvényében. Az intracellularis GSH szinteket HPLC-s elvalasztds utan
monobromobimannal valé derivatizaciot kovetve fluoreszcens detektalassal végeztiik a %2
kozleményben ismertetett metodika szerint. Az intracellularis Prx2 oxidaltsagi fokanak
mérése ¢és a kisérleti koriilmények megegyeznek a 67. abrafeliratban leirtakkal. Az
adatpontok és hibasavok 3 fiiggetlen kisérlet (kiilonb6z6 vérbdl kiindulva) atlagat és szorasat
mutatjak.

Az oxidalt Prx redukciojat a tioredoxin fehérje a tioredoxin reduktaz (TrxR) enzimmel
csatolva végzi, ahogy azt a 16. séma is mutatja. A TrxR egy szelenocisztein tartalmu fehérje,
ami munkdjat NADPH vagy NADH felhasznaldsa utjan végzi (részleteket a fehérje
miikodésérol lasd késébb).

Trx@ (red)
Trx@xR (0x)

NAPH + H' NADP*

G6PD
gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz 6-foszfoglitkono-6-lakton

16. séma A Prx fehérjék tioredoxin rendszer altal vezérelt redukciéos mechanizmusa. A
Prx oxidalt (dimer) formajat a tioredoxin redukalja vissza az aktiv monomerré. A Trx
redukcidjat a tioredoxin reduktaz (TrxR) NADPH segitségével végzi. Gliikkoz jelenlétében a
NADPH utanpétlasrol a gliikoz-6-foszfat dehidrogendz (G6PD) gondoskodik.

84



dc_1137_15

Ezen Prx regenerald mechanizmus effektivitasat vizsgaltuk a mosott vvt-khez valo
gliikéz hozzaadasaval, ami a NADPH utanpétlast biztositja a sejtek szdmara a gliikoz-6-
foszfat-dehidrogendz enzim (G6PD) segitségével. A 70. abran jol lathato, hogy gliikkoz

jelenlétében a sejten beliili Prx redukci6 effektiven mukodik.

Prx2 oxidalt

Prx2 redukalt
doxorubicin + -+ -
gliikoz + o+ - -

70. abra 90 pg/ml Doxorubicin hatisara bekovetkezé Prx oxidacio gliikoz jelenlétében
és tavollétében. A kisérleti koriilmények megegyeznek a 67. abrafeliratban leirtakkal. Az
abra 3 fliggetlen kisérlet (kiilonb6z6 vérbdl kiindulva) reprezentativ eredményét mutatja.

A teljes vérben a 70. dbranak megfeleld mennyiségi gliikoz is jelen van. Ezért a Dox
altal termelt H2O2 Prx-et oxidald hatasat vérben a TrxR gatlasan keresztiil tanulményoztuk.
A TrxR miikddése blokkolhato 1-klor-2,4-dinitrobenzol (DNCB) hozzaadasaval® %, Ilyen
koriilmények kozott a Prx lassu oxidacidja figyelhetd meg a hemoglobin autooxidacidjakor
képz6dd H20; hatasara (1asd 71. abra®). Doxorubicin hozzaadasara a kontrollhoz képest a
Prx2 gyorsabb oxidacioja volt megfigyelhetd (71. abra) ami arra utal, hogy a gyogyszer teljes

vérben is a mosott vvt-knél tapasztalt oxidativ stresszt general a vordsvértestekben.

DNCB 2 mM
DNCB 2 mM + doxorubicin 200ug/ml

Inkubacio 1 2 5 10 30 60 perc 120}
100

Prx2 ox. = e w— .
Prx2 red. [ S —

80 -

60

DNCB 2 mM

40

Prx2 redukalt forma %

Prx2 ox.
20 A

Prx2 red.
0

0 10 20 30 40 50 60
+ doxorubicin konc. 200pg/ml perc

71. abra Dox indukalta Prx oxidacié teljes vérben. Teljes vérben is megfigyelhetd a
doxorubicin hatasara bekovetkezd Prx oxidacido a redukald rendszert blokkold6 DNCB
jelenlétében. A kisérleteket frissen levett human vérben hajtottuk végre, DNCB ¢és Dox
koncentraciok az abran feltlintetve.

Vizsgaltuk a doxorubicin hatasara bekovetkezé hemoglobin oxidaciot is. A 72. abran

jol lathato, hogy a hemoglobin oxidacié a Prx2 fogyasaval parhuzamosan torténik, ami arra
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utal, hogy a Prx2-nek fontos szerepe lehet a hemoglobinok oxidativ stressz elleni

védelmében.
250
m—te Prx2 (redukalt %)

200 Oxidalt Hb 4
§ 150
= |
= P
= = < 6
S 100 =3 &=

50 +

0 : :

0,09 0,9 9 90

Doxorubicin koncentracié (pg/ml)

72. abra A Prx és a hemoglobin oxidaciéja mosott vvt-ekben novekvé doxorubicin
koncentraciéo hatasara. Az oxidalt Hb koncentraciokat spektrofotometriasan hataroztuk
meg Winterbourn 1990-ben megjelent kozleményben® leirtak szerint. Az intracellularis
Prx2 oxidaltsagi fokanak mérése és a kisérleti koriilmények megegyeznek a 67.
abrafeliratban leirtakkal. Az adatpontok és hibasavok 3 fiiggetlen kisérlet (kiilonb6z6 vérbol
kiindulva) atlagat és szorasat mutatjak.

Kisérletesen bizonyitottuk tehat, hogy doxorubicin hatisira a vvt-ekben jelentds
oxidativ terhelés figyelhetd meg. A Prx2, H20O,-ra valo nagy specificitasat figyelembe véve
azt javasoljuk, hogy a sejtek oxidativ terhelése javarészt H2O2 képzédésének tulajdonithato.
Azon észlelésiink, hogy a Prx2-nek fontos szerepe lehet a hemoglobin oxidacidjanak
védelmében, magyarazatul szolgéalhat a gliik6z-6-foszfat-dehidrogendz (G6PD) deficiens
betegeknél (ami a huméan populacioban a leggyakoribb enzimhidnyos betegség)
doxorubicines kezelés kdvetkeztében tapasztalt methemoglobénia és anémia kialakulasara®®.
G6PD hidnyaban ugyanis kevés NADPH termelddik, ami a Trx redukélo rendszer motorja.

A glikolizisben nagy jelentésége van a GAPDH enzimnek is, ami szintén
redoxifolyamatok altal regulalt. A glikolitikus aktivitasaért felelds Cys152 aminosav
oxidacidja mintegy redoxikapcsoloként viselkedik, mert ez gatolja az enzim glikolitikus
aktivitasat. A GAPDH Cys152 H,0O»-dal valo reaktivitasa a szabad Cys és a Prx-ek CySp-i
kozott helyezkedik el (k = 10?2 — 103 M-1s1) 89798 E7 a7z érték, bar nem kozelit a tiol-
peroxiddzok reaktivitasahoz, sok mas redoxireakciok alatl vezérelt Cys fehérje (mint példaul
a PTP1b vagy a Cdc25B) reaktivitasanal nagysagrendekkel nagyobb. A GAPDH citoszolban
Cys152 koncentracionak felel meg) figyelembe véve feltételezhetd, hogy oxidativ stressz
esetén, amikor a tiol-peroxiddzok mar nem gydznek a nagy mennyiségili peroxiddal, a

GAPDH H0; altali direkt oxidaciodja is lejatszodhat. Ezzel 6sszhangban redoxiproteomikai
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vizsgalatok H>O>-dal kezelt Jurkat sejtekben a GAPDH oxidaciojat mérték
legmeghatarozébbnak a tiol-peroxidazok utan®®.

Prof. Tobias Dick munkacsoportjaval egylittmiikodve kinetikai és mechanisztikus
vizsgalatokat végeztiink arra vonatkozoan, hogy a GAPDH aktiv centrumaban is 1étezik-e
egy a Prx-hez hasonlo Kkatalitikus modell, ami a Cysl152 megndvekedett peroxid
reaktivitasaért felelds®?*. Osszetett kinetikai és enzimkinetikai mérések eredményeképp
igazoltuk, hogy a Prx-cknél az Argl szerepét a H179 aminosav tolti be és az Argll-h6z
hasonléan a C156-Y314-T177-T153 aminosav komponensek mentén kialakulo H-hid
kotésrendszer a 73. dbran lathatd mechanizmus mentén aktivalja az aktiv centrumban kotott

H202-ot és segiti az OH™ tavozasat annak részleges protonaldsan keresztiil.

OH (Y314)
[Z

H179

OH (T153)

S NH (T153)
S (C152)

" S
C152 H,: H \H\/o?' L Cise
I | i
R-NC NS R
R T153
C152  T153

73. abra C152 H202-0s oxidacidjanak elméleti szamitisok alapjan javasolt
mechanizmusa. Balra fent: Dokkolasos és QM maddszerekkel végzett szamitasok alapjan a
H20- javasolt kotohelye enyhén konkav, amelyet a C152 tiolat Sy-atomja, a T153 y-OH-
csoportja és az NH-152 és NH-153 amid nitrogének alkotnak. Jobbra fent: Amikor egy
H202-molekula elfoglalja a kotdhelyet, akkor az Y314 és T153 egységek kozotti hidrogén-
kotés kiterjed a H202 egyik oxigénatomjara is. Lent: A javasolt reakciomechanizmus. A
nukleofil szubsztiticibhoz a tavozd hidroxidion protonaldédasa tarsul a T153
kozremiikodésével. Ezzel parhuzamosan/masfeldl a T153 az Y314 altal reprotonalddik. A
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protonszallitasi 1épések teljes rendszere a Peralta és tarsszerzoéi 2015-6s kozleményében
talalhat6®,

Mivel a GAPDH Prx-hez hasonl6 dimerizacidja a C152 sztérikus gatlasa miatt gatolt,
a peroxiddal valé reakcioban képz6d6 C152 szulfénsavszarmazék relative stabilis. Ezért a
GAPDH peroxiddal valo reakciojat (tobbek kozt) a CySOH keletkezésének detektalasaval
dimedonnal valé adduktum képzésén keresztiil tudtuk kovetni. A dimedonnal blokkolt
szulfénsavszarmazékot egy dimedon ellenes antitest segitségével detektiltuk. Osszetett
kinetikai vizsgalataink és numerikus uton torténd kinetikai szimulaciok segitségével
igazoltuk, hogy a 73. abran lathatd proton-relé utolsd tagjat, a C156-ot, mas aminosavra
kicserélve a mutans C156S és C156A GAPDH szarmazékok H2O»-dal vald reaktivitasa

legalabb egy nagysagrenddel csokkent (74. ébra).
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(Ni maradék DTT)

{k‘ GAPDH -SH + H,0, > GAPDH-SOH

74. abra A C156 kicserélése nem befolyasolja a glikolitikus aktivitast, de lelassitja a
C152 H20: altali oxidaciéjat. (A) A fiiggbleges tengelyen a WT enzim ¢és az egyes
pontmutansok kezdeti sebességek modszerével meghatarozott glikolitikus aktivitasainak
aranya lathato a vad tipust enzim aktivitdsdhoz képest. (B) WT és C156S GAPDH relativ
reaktivitasa HoO2-0s oxidacioval szemben. A Cys-szulfénsav termék képzodését dimedonos
jelolés segitségével kovettiik. A megfigyelt masodrendii sebességi allandok aranyat a
kisérleti pontok exponencialis gorbével wvald illesztésébdl kapott pszeudo-elsdrendil

crer

(C) C152-szulfénsav képzddésének idobeli kovetése (normalt skalan) 400 uM H20»
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hozzaadéasa utan (kék rombuszok). A reakciot dimedonos szdrmazékképzést kovetd anti-
dimedon immunoblot modszerrel kovettiik. A kisérleti adatpontok jol illeszthetdk
exponencialis gorbével két kiillonb6zo kinetikai modell alapjan is (piros €és kék folytonos
vonalak). A Model 1 (piros vonal) a GAPDH ¢és a H,O2 k6z6tti, GAPDH-SOH képzddéséhez
vezetd bimolekularis reakcio mellett (k1) tartalmazza még a GAPDH-SOH tovabbalakulasat
egy masodik H20> (ko) és a dimedon (ks) kozotti kompeticioban. A Model 2 (kék vonal)
segitségével a maradék DTT hatasat szeretnénk szemléltetni. A GAPDH el6redukcidjahoz
1 mM DTT-t hasznéltunk, ennek a sdmentesités utjan torténd eltavolitdsa utan az eredeti
mennyiség mintegy <1%-a marad az oldatban (becslés alapjan). Az ottmaraddé DTT képes
visszaredukalni a GAPDH-SOH terméket —SH formaba (ks), ezzel korlatozva a ki allandd
értékének pontos meghatarozasat. A ks értékeként a szabad Cys-SOH és CySH kozotti
reakcié korabban kozo1t“® minimalis sebességi allanddjanak 50%-at hasznalva (ks =5 x 10*
M-1s1) azt tapasztaltuk, hogy a Model 2-bél a ki allandénak egy nagysagrenddel nagyobb
értéke szarmazik (t.i. 300 M~*s™1), mint a Model 1-b3l. (D) A peroxidfelesleg mellett
szimulalt Kops pseudo elsérendii sebességi allandok (a ki-hez rendelt reakciora) mindkét
modell alapjan szamolt értékei linearis peroxid fliggést mutattak. A két modell alapjan az
abran feltiintettett sebességi allando értékek mellett minden peroxidkoncentracional
igazoltuk a (C) részben mért kinatikai gérbéken szemléltetett DTT hatasat a ki-re.“?*

A 73. abran lathaté6 modellt a GAPDH glutationilacidjan keresztiil, a proton-relé egyéb
aminosavjainak kicserélésével ¢és molekuladinamikai valamint kvantummechanikai
szamolasok segitségével is igazoltuk. Rendkiviil fontos az az eredmény, hogy a proton-relé
tagjait kicserélve a C152 glikolitikus aktivitasa nem sériilt (74.A. abra). Ez arra utal, hogy a
C152 glikolitikus és peroxidaz funkcidi, bar ugyanazon C152 mint nukleofil agens direkt
reakciojan keresztlil zajlik, egymadstdl elkiilonithetd mechanizmusok segitségével,
kiilonb6z6 aminosav komponensek részvételével jatszodik le. Az oxidaciora érzéketlen, de
glikolitikus aktivitasukat 100%-ban megdrzé6 C156S és Y314F GAPDH szarmazékok
¢élesztd sejtekben valod expresszalasa lehetdséget nyujtott arra, hogy vizsgaljuk a GAPDH
oxidaciora vald érzékenységének biologiai szerepét oxidativ stressz jelenlétében. A vad
tipust €s az oxidéaciora érzéketlen GAPDH mutdnsokat expresszalo élesztd sejtvonalak
megegyez0 novekedési gorbék mentén szaporodtak (75.B. dbra). A mutans sejtvonal
azonban kevésbé bizonyult ellenallonak oxidativ stresszel szemben és peroxid jelenlétében
szignifikansan nagyobb mértéki sejtpusztulas volt detektalhato a vad tipushoz képest (75.C.
abra). Irodalmi adatok alapjan és annak fényében, hogy a mutans GAPDH-kat expresszalo
sejtek kevesebb, mig a vad tipusu sejtek tobb NADPH-t termeltek peroxid stressz hatdsara,
mint a kontroll sejtek (75.D. abra), a 75.A. abran lathaté6 modellt javasoltuk a GAPDH
oxidaciora valo érzékenységének magyarazatira. A modell alapjan a GAPDH-ban miik6do
redoxikapcsold akkor Iép életbe, amikor a tiol peroxidazok Trx/TrxR/NADPH rendszer altal
valo visszaredukalasa a NADPH fogyasa miatt nem gyézi a peroxid terhelést. (Ez

Osszhangban van a GAPDH C152 koztes peroxid reaktivitasaval is.) Ebben az esetben a
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GAPDH C152 a H;0:-dal valé kozvetlen reakcioban inaktivalja az enzim glikolitikus
aktivitasat, ami a GAPDH szubsztratjanak, a G3P-nek, a felhalmozddasan keresztiil aktivalja
a pentdz-foszfat ciklust. A pentdz-foszfat ciklusban a G6PD enzim segitségével fokozodik

a NADPH termelés, ami a Prx rendszer aktivalasan keresztiil segiti a sejt peroxid elleni

védekezését.
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75. abra A GAPDH oxidaciora valé érzékenysége hozzajarul a sejtek oxidativ stressz
elleni védekezéséhez. (A) Az oxidativ stresszhez valdo alkalmazkodéas folyamatanak
magyarazata. H2O2 hosszas jelenlétében diszulfidok képzddnek az érintett fehérjékbdl és a
glutationbol. Az id6 eldrehaladtaval a csokkend NADPH szint miatt a sejt H2O2-bonto
kapacitasa csokken, igy megnd a H2Oz szintje, ami a GAPDH inaktivaciojahoz vezet. Ezzel
a glikolizis aranya csokken a pentoz foszfat utvonal javara, amely NADP*-bol NADPH-t
¢s tioredoxin rendszerek ,lizemanyaga”. (B) Vad tipusu illetve mutans GAPDH-t
expresszalo élesztd torzsek glikolitikus koriilmények kozott azonos novekedési kinetikat
mutatnak. A novekedési gorbék olyan élesztétorzseket reprezentalnak, amelyek WT, C156S
illetve Y314F GAPDH pontmutansokat expresszalnak. A feltlintetett pontok és hibasavok 3
mérés atlagai + szorasai. (C) WT GAPDH-t expresszalo élesztd torzseknek 1 oras HoO2-dal
valo kezelés utan nagyobb a tulélési ardnya, mint a C156S vagy Y314F mutansokat
termeloké. A feltiintetett pontok és hibasavok 3 mérés atlagai + szorasai, **P<0,01. (D)
H.0- -os kezelés utin a WT GAPDH-t termeld éleszt6torzsekben megnd a NADPH/NADP*
arany, mig a mutans torzsek esetében csokken. A NADPH/NADP™ arany meghatarozasa 2
MM H20: hozzaadasa elott és utan tortént. A feltiintetett pontok és hibasavok 3 mérés atlagai
+ szorasai, ¥*P<0,05.6%
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Extrém oxidativ stressz hatasara, amikor mar a GAPDH inaktivacio altal indukalt extra
NADPH termelés sem elég a peroxid roncsolo hatasanak kivédésére, a sejtek programozott

sejthalallal (apoptdzis) reagalnak®

. El6z6leg bemutattak, hogy a p53 reaktivalé RITA nevi
antitumor szer ilyen extrém oxidativ stressz generdldsa révén pusztitja a daganatos
sejteket!®l: 192 A sejthalallal sszefiiggésbe volt hozhaté a TrxR1 fehérje (amely tobbek kozt
a Prx-ek reaktivalasat végzo a Trx redukcigjaért felelds; lasd 16. séma) dimerizacidja (a
TrxR1 monomer molekula tomege 55 kDa a dimeré pedig 110 kDa)!®. A dimer nem volt
redukalhat6 denaturalé/redukald (SDS-PAGE/DTT) kérnyezetben, ami arra utal, hogy nem
diszulfid hid koti 6ssze a monomereket. HCT116 sejtekben az oxidativ stressz szerepét
ezekben a folyamatokban alatamasztottuk azaltal, hogy a RITA altal okozott sejthalalt és a
TrxR1 dimerizaciot gatolta az NDGA nevi antioxidans/gyokfogo, de nem vagy lényegesen
kisebb mértékben gatolta a lipoxigendz inhibitor BW-A-4c, a foszfolipdz A2 inhibitor MAFP
vagy DEDA, a ciklooxigendz inhibitor indometacin, és az aldehid fogd piridoxamin vagy

szalicilamin (76. abra).
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76. abra RITA Kkezelés elosegiti a kovalensen kot6do

képzodését rakos sejtekben. Az oligomerizacio NDGA-val megeld
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Osszefiigg. (A) HCT116 sejtek RITA kezelése elinditja egy =110 kDa molekulatomegii
TrxR1-re pozitiv jelet add sav képzédését a Western-blot analizis soran.!® A TrxR1
fehérjéket immunprecipitacio segitségével tisztitottuk HCT116 sejtekbdl (RITA kezelés
nélkiil vagy amellett, a jelzettek szerint), Coomassie festékkel szineztiik, majd triptikus
emésztést kovetden tomegspektrometriasan elemeztilk. HCT116 sejtek NDGA-val torténd
elokezelése megakadalyozza a RITA éltal kivaltott TrxR1 dimer sav képzodését. Az
eredményt megerdsitettiik a siRNA (Siseql és Siseq2) segitségével TrxR1 knockdown
sejtekkel is. A Western-blotok alatt a dimer/monomer aranyok lathatok, amelyeket
denzitometrids kiértékelés alapjan szamitottunk. (D) Az NDGA kezelés megeldzi a RITA
altal kivaltott sejthalalt HCT116 sejtekben. A részleteket 1d. a szovegben ¢és a Xu és
tarsszerzéi 2015 kozleményben©?,

Sikeriilt megmutatni, hogy az oxidativ stressz hatasdra a TrxR1 felszinén 1évo
konzervalt Trpl14 konnyen oxidalédik. A dimer egykristdly rontgendiffrakcios
szerkezetének vizsgdlataval azt is sikeriilt igazolni, hogy a dimerizacié két oxidalt Trp114
forma 6sszekapcsolasan keresztiil valosul meg (77. abra). Mivel azonban a Trp oxidacio
kémiaja nagyon bonyolult és a keletkezé termékek széles skalan mozognak!®, sajnos nem

tudtuk a két Trp114 oxidativ mdédosulatat és a koztiik 1évo kotés kémiai jellegét azonositani.
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77. abra A fehérje felszinén elhelyezkedé Trpl14 egység kapcsolja oOssze a
nemredukalhaté TrxR1 dimereket (melyek két konnyen szétesé dimer tetramerjeként
vannak jelen a sejtben). (A) TrxR1 tetramer (két Coulomb kolcsonhatassal egybentartott
dimer kovalens kotéssel Osszekotve) kristalyszerkezete. A két dimer (sarga/rozsaszin és
z0ld/kék) a két modosult Trpl14 kolcsonhatasa altal kapcsolddik Gssze. Az érintett Trp
egységek itt a modositott oldallancukkal szerepelnek, és kozépen talalhatok, a sarga és a kék
alegységek kozotti feliileten. (B) Kozelkép az elektronsiiriiség-térképnek arrdl a régiojarol,
ahol a két modositott Trp114 oldallanc tetramerré kapcsolja dssze a két dimer alegységet (a
dimerek itt zold és sarga szinnel vannak jelolve). A kotésre is kiterjedd elektronstliriiséget a
Trp aminosavak semmilyen ismert médosuldsaval nem tudtuk modellezni, ezért a Trp114
oldallancok csak elektronstirliségként szerepelnek. A szomszédos aminosavakat mindkét
dimerben harombetiis koddal jeldltiik.c?
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A Trpl14 RITA 4ltal okozott sejten beliili TrxR1 dimerizacioban betoltott fontos szerepét a
WI114R mutaciét hordozdo TrxR1 HCT116-ban vald expresszaldsan keresztiil sikeriilt

alatdmasztani (78. abra).
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78. abra A RITA ailtal indukalt TrxR1 oligomerizaci6 HCT116 sejtekben a Trp114
oxidacidjan keresztiil megy végbe. Kiilonboz6 TrxR1 modosulatok immunoblot analizise
TrxR1 ellenes (fent) vagy FLAG-tag ellenes (lent) antitestek segitségével. A HCT116
sejtlizatumokbol szarmazo fehérjéket redukaldo SDS-PAGE géleken valasztottuk el. FLAG-
taggel ellatott WT TrxR1 és W114R mutans expresszidjara transzfektalt, valamint nem
transzfektalt kontroll sejteket RITA illetve RITA és NDGA kezelésnek vetettiink ala,
tovabba kezeletlen kontroll sejteket is alkalmaztunk.©?®

A Trpl14 fontos szerepet tolt be a TrxR1 aktivitdsaban is, amit a Trp aminosavakat
specifikusan bromozé N-bromszukcinimid (NBS) enzimaktivitast gatlo hatdsan keresztiil

mutattunk be (79. abra).
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79 ébra Az NBS irreverzibilisen gatolja a TrxR1 aktivitését (A) WT dimer TrXRl et
meghataroztuk a TrxR1 aktivitasait DTNB-s modszerrel Vagy Trx-fliggd inzulin redukcio
segitségével. (B) Az oldathoz adott szabad Trp megvédi a TrxR1 enzimet az NBS altali

inhibicioto].C%

93



dc_1137_15

A Trpll4 Kkatalizisben betoltott szerepét pontmutansok segitségével, Trx-el csatolt

enzimaktivitas méréssel tamasztottuk alé (6. tablazat).

6. tablazat Patkany TrxR1 variansok steady-state kinetikai paraméterei.

WT W114F W114R W114E W114G
Trx1?2
Keat (perc) 1130421 596+8 1062 <3 102+1
Km (uM) 7,9+0.3 6,5+0,2 36,9+1,2 Nem 37,2+0,9
mérheto
Kcat/Km 144 92 3 Nem 3
(perc/uM) mérhetd

A human Trx1-el kapcsolt enzimaktivitds méréseket inzulin redukcidjanak segitségével végeztiik.

3D fluoreszcencia spektroszkopia mérések arra utaltak, hogy a Trp114 szerepet jatszhat a

250 as0 450 550 650 250 350 450 580 850 250 350 450 550 650
Em (nm) Em (nm) Em (nm)

80. abra A haromdimenzios fluoreszcens spektrumok megmutatjik a Trp114 és a FAD
kozotti kommunikaciot. Tipikusan az enzimhez kotott flavin fluoreszcens spektruma
EMmax = 520 nm emisszio mellett harom gerjesztési csticsot tartalmaz, Exmax = 280, 370 és
470 nm hulldmhosszaknal. A Trpl114 pontmutansok esetében ezek koziil az egyik csucs
gyakorlatilag hianyzott a spektrumbol (Exmax=470 nm/Emmax=520 nm, vastag nyilak),
chelyett egy 0j csucs volt detektalhatd Exmaxx370 nM/EMmax~440 nm paraméterekkel
(vékony nyilak)®?°.
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NADPH jelenlétéban a W114R és a vad tipusu TrxR ESR spektrumainak vizsgalata
arra utalt, hogy ugyanazon természetli szabadgyokok képzddnek a két szarmazékban, ami a
hiperfinom csatolasi allandok alapjan leginkdbb a flavin szemikinon szabadgyokhoz volt
rendelhet'%. Az az észlelés, hogy a W114R TrxR1 ESR jel intenzitdsa Iényegesen nagyobb
volt a vad tipusénal (81. dbra) a 3D fluoreszcencia spektroszkopidval 6sszhangban arra utal,
hogy a Trpl14, nagy tavolsaga ellenére kommunikalhat a FAD kofaktorral, feltehetéen
intramolekularis elektrontranszfer Utjdn (magyarul, a W114R mutins ESR jele azért

nagyobb, mert a FAD-rél az elektrontranszfer gatolt).
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81. abra Vad tipusi TrxR és W114R médosulat reprezentativ ESR vizsgalata. A
spektrumok felvétele el6tt a TrxR dimert NADPH-val kezeltiikk. Sem az oxidalt enzimek
NADPH tavollétében, sem a NADPH enzim tavollétében nem mutattak ezeket a jeleket. Az
oszlopgrafikon megmutatja a vad tipusti enzim (wtTrxR) és a mutans W114R kozotti relativ
ESR jelintenzitasokat azokban az esetekben, amikor az enzimeket feleslegben vett NADPH-
val redukalt (EH4) vagy sztochiometrikus mennyiségli NADPH-val részlegesen redukalt
(EH2) formaba hoztuk. *P<0,05 és **P<0,01.

Osszefoglalva tehat, az eredményeink arra utalnak, hogy extrém oxidalo kdzeg hatdsara a
sejtekben a redukcids/helyreallitdé folyamatok kulcsfontossagli enzime, a TrxRl1,
irreverzibilis modon inaktivalodik, ami a sejtet programozott sejthalalra kényszeritheti. A
TrxR1 inaktivacidja a Trpl14 oxidacidjan és az oxidalt Trpl14-en keresztiili dimerizacio
atjan valosul meg, ami nemcsak az elézéleg javasolt Trx-hez valo kotddést!?’, hanem az
enzim aktivitasat is gatolja. A TrxR1 a NADPH altal szolgéltatott redukcios ekvivalenseket
a FAD csoportjarél (eddig ismeretlen titon) a Trx redukcidt végzo szelenocisztein aminosav
redukciojara forditja. Kisérleteink arra utalnak, hogy a Trpl114 a FAD és a szelenocisztein
kozti elektrontranszferben jatszhat fontos szerepet. Sajnos a feltehetden koztitermékként
képz6dd Trpll4 szabadgyokot vagy a Trpll4-eken keresztiili dimerizacid kémiai

természetét nem sikertilt kisérletesen igazolni/karakterizalni.
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4.3 A hidrogén-szulfid altal vezérelt sejten beliili jelatviteli folyamatok
molekularis mechanizmusai®?6-C35 B3

A hidrogén-szulfid, mint fontos sejten beliili folyamatokat vezérlé jelatviteli kismolekula
kutatasat az Abe és Kimura 1996-o0s tanulméanyanak'? a szulfid idegrendszert szabalyozo
szerepére valo ravilagitasa inditotta el. Mara mar elfogadott tény, hogy a szulfid majdnem
minden sejttipusban alapvetd vezérld funkciokkal rendelkezik.!®A szulfid altal vezérelt
jelatviteli folyamatoknak a 3 legelfogadottabb molekularis mechanizmusa (6sszefoglalva
Nagy Methods in Enzymology 20158%): 1) Funkcionalis vagy szabalyzo fehérje cisztein-
tiolok perszulfidda alakitasa (szulfhidracioja).!* 1° 2) Metalloenzimek aktivitasanak
vezérlése a fémcentrummal valo koordinacids és/vagy redoxireakciokon keresztiil ©3183, 3)
A nitrogén-monoxid (NO) altal vezérelt jelatviteli utvonalak befolyasolasal®C3, Az
endogén szulfidot els@sorban transzszulfuracidés utvonalakon, a cisztein aminosav

metabolizmusa révén 3 enzimatikus folyamat termeli (82. abra)!%, lebontasa pedig a sejtek

mitokondriumaban torténik (84. abra)°,

3MST
3-merkaptopiruvat / \
Glutamat 2R-SH R-S-S-R
Piruvat
AAT
a-Ketoglutarat
L-Homocisztein Cisztationin v
Cisztationin L-Cisztein » H,S
BS
L-Cisztein & “X Lantionin '
2 L-Homocisztein \
SAM CO, NO, SUMO
SUMO —|CSE| H,0
Homolantionin
H,S

a-Ketobutirat

Y

L-Cisztein NH; L-Szerin. —— Piruvat + NH;

82. abra Az endogén szulfid termelésének 3 f6 enzimatikus titvonala. A piridoxal-foszfat
kofaktort hasznalé cisztationin y-liaz (CSE) és cisztationin f-szintaz (CBS) kozvetleniil, mig
a 3-merkaptopiruvdt szulfurtanszferaz (3MST) az aszpartat/cisztein aminotranszferdaz
(AAT) kozremiikodésével termel az abran szemléltetett szubsztratok jelenlétében szulfidot
a Cys metabolizmusa révén.23
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mitokondrium

83. abra A sejtek mitokondriumaban a szulfidlebontas oxidativ tton torténik. A szulfid-
kinon-reduktiz (SQR) enzim aktiv centrumaban 1évé intramolekularis diszulfid-
csoportjanak redukcidja  szulfid-kinon-reduktdz-perszulfid  (SQR-SSH)  koztitermék
képzodésén keresztiil a szulfidot tioszulfatta oxidalja. A tioszulfatrol a szulfan ként a
tioszulfat: glutation szulfurtranszferaz (TST) enzim a GSH-ra kozvetitve GSSH képzodik. A
GSSH-t a szulfid-dioxigenaz (SDO) oxigén segitségével szulfitta oxidalja. A szulfittal a
szulfit-oxidaz (SO) vagy a SQR reagal, mely reakciokban szulfat vagy tioszulfat képzodik.B?

A kiilonb6z6 biologiai rendszerekben mért endogén szulfidkoncentraciok nagyon széles
skalan mozognak és a mért értékek hatalmas szorast mutatnak az irodalomban. Egy

osszefoglald cikkben®?®

ravilagitottunk arra, hogy a nagyon eltéré mért értékek a mérési
modszerek eltérd kémiai sajatsdgainak (mint példaul pH, redukalé oxidalo kozeg...)
koszonhetden, a biologiai rendszerekben biomolekuldkhoz kotdtt formaban 1évo szulfid
felszabadulasanak tulajdonithato. A szabad szulfid mennyisége nagysagrendekkel kisebb a
kotott szulfidénal, ami azért fontos, mert a szabad szulfid mar 1 uM koncentracional gatolja
a sejtlégzést a mitokondrialis elektrontranszport lanc Citokrom C oxiddz enzimén keresztiil.
Javaslatunk szerint a nagy mennyiségben jelen 1évo kotott szulfid viszont fontos szerepet
jatszhat jelatviteli folyamatokban, ahol mintegy szulfid pufferként viselkedve, az elhasznalt
szulfid utanpotlasat, szabalyozott sebességgel és mértékben, biztosithatja a kotott szulfid -
szabad szulfid egyensulyok eltolddasanak kovetkeztében. Ugyanebben a kozleményben
Osszegeztiik a szulfid oldatkémidjaval kapcsolatos tapasztalatainkat €s javaslatot tettiink arra
vonatkozoan, hogy hogyan kell helyesen szulfidoldatot késziteni és tarolni. Erre elsésorban
azért volt sziikség, mert a szulfidoldatok poliszulfid szennyezddései magyarazatul
szolgalhatnak az irodalomban talalhato ellentétes észlelések nagy részének©?C2":. A
poliszulfidnak ugyanis nagyon eltérd biologiai hatdsai vannak, ami az irodalomban egyre

nagyobb figyelmet kap*'? 112,

4.3.1 Perszulfidok képzddeése, lebontasa és biologiai szerepe
Tobias Dick munkacsoportjaval kozosen végzett munkankban megmutattuk, hogy a

foszfataz és tenzinhomolog enzim (PTEN) fehérje aktivitasat a szulfidoldatokban
nyomokban jelenlévé poliszulfid nagyon hatékonyan gatolja®?’. Tobb oldalrél megkozelitve

sikertilt igazolnunk, hogy valoban poliszulfid szennyez6dés felel6s a szulfidoldatok PTEN
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inaktivalo hatasaért és hogy az inaktivaci6é a PTEN aktiv centrumaban 1évé Cys124 és Cys71

aminosavak perszulfidokka vald oxidacidjanak koszonhet6. Intakt HEK293 sejtek szulfiddal

valo kezelése is inaktivalja az endogén PTEN fehérjét.
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eléredukci6 szama konc. arany sztochiometria)
PTEN -DTT +DTT (uM) | (szulfid/fehérje)
- 1 0 1 20 - n.a.
WT 1 4 12 17 0,7
2 2 28 15 1,9
+
3 4 23 14 16 1,640,67
4 3 30 13 2.3
C71A 1 2 17 20 0,9
+
2 7 7 1,0 0,940,10
C124S 1 2,5 11,5 18 0,6
+
2 2 22 15 15 1,040,58

84. abra Szulfidoldatokban nyomnyi mennyiségben jelenlévo poliszulfid is elég a PTEN
aktiv centrumaban 1évé Cys aminosavak szulfhidraciojan keresztiili inaktivalasara.
(A) A PTEN aktivitast nemredukald kozegben mértiik az id6 fiiggvényében a Greiner és
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tarsszerzoi 2013-ban megjelent cikkben®?’ leirtak szerint. A bal oldali nyil jelzi a 0-50 uM
szulfid hozzdadasanak idOpontjat. A mar 5 pM szulfid jelenlétében jelentés PTEN
inaktivacidé ~20 perccel a szulfid hozzaadasat kovetden DTT redukcidval visszafordithato
volt. (B) A PTEN aktivitds mérésére beallitott reakcio altal termelt fluoreszcens termék
kvantitalasa 50 uM GSSG, GSNO, ONOO™, dimetil formamid (ONOO- vak), H20 vagy
NaHS jelenlétében 60 percnél. Adatpontok és hibasavok 2 fliggetlen mérés (mindketté n =
3-as mintaszdmnal) atlagait és szorasat mutatjadk. (C) A kiilonbozd cégektdl vasarolt
szulfid/biszulfid sokbol készitett térzsoldatok egymashoz viszonyitott PTEN inaktivald
hatasai (n = 3). (D) és (E) 5 mM NaHS (Cayman) vagy NaS, vagy 0.55 mg/ml K;Sx-
oldatokat készitettiink 50 mM KCN hozzaadasa nélkiil (D) vagy hozzaadasaval (E) 1 oraval
a PTEN aktivitds mérés inditasa el6tt. Ebbdl az oldatbol injektaltunk a reakcidelegybe a
nyillal jelzett idOpillanatban annyit, hogy a higulas utan az NaHS/Na>S-koncentracio 50 uM,
a KCN pedig 0 vagy 500 uM legyen. A gorbék harom parhuzamos mérés atlagat mutatjak.
(F) Szervetlen poliszulfidokkal val6 reakcidban generdlt rekombindns PTEN
(WT/C71A/C124S) perszulfid szarmazékokbol DTT-vel valé redukcid utan a tablazatban
feltliintetett —mennyiségli  szulfid szabadult fel. A rekombindns szulfhidralt
fehérjeszarmazékokat gélfiltracid segitségével sotlanitottuk. A soétlanitott mintak feléhez
DTT-t masik feléhez puffert adtunk. A felszabaduld szulfidot monobromobimannal
derivatizaltuk majd a képzddd szulfodibimén terméket HPLC-s elvélasztds utan
fluoreszcensen detektalds segitségével kvantitadltuk. A tdblazatban feltiintetett
sztochiometria értékeket a redukcid utan visszamért szulfid €s a mért fehérjekoncentraciok
aranyabol szamoltuk (n = 3 fiiggetlen mérés).c?’

Jelenleg nem vilagos, hogy ez a hatas a médiumban val6 szulfid oxidacionak és a poliszulfid
sejtmembranon vald atlépésének, vagy a sejtmembranon atjutdé szulfid sejten beliili
poliszulfidda valo oxidacidjanak tulajdonithato. A szulfid oxidacidja sejten beliil torténhet
ROS-okkal val6 kolesonhatés révén. A HOCI-val val6 szulfid oxidacié poliszulfidda példaul

8

difftizié kontrollalt sebességii®?®. Kiterjedt Kkinetikai vizsgalataink alapjan a reakcid

mechanizmusara tett javaslatunkat a 39-44. egyenletek irjak le.

OCI™ + H,0==HOCI + OH"~ eléegyensuly (39)
HS™ + HOCI - HSCl + OH™ ky = 4,8 x 10°M s~ (40)
HS™ + OCI™ + H* - HSCl 4+ OH~ ky =27 % 10*M s~ (41)
HSCI + H,0 - HSOH + Cl” + H* gyors (42)
HSOH + HS™ - HS; + H,0 gyors (43)

Mechanizmus kutatasainkat kiterjesztettiik kloramin oxidaloszerekre is, amelyek a HOCI

k113, 114

fehérje amincsoportjaival vald reakcidiban képzodi . A modell kléoraminként

alkalmazott taurin és glicin monokloramin-szarmazékok (TauCl és GlyCl) reakcioit
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vizsgaltuk szulfiddal. A reakcido mindkét esetben poliszulfid képzddéshez vezetett szulfid
felesleg mellett. A bimolekulas reakcid sebessége 1ényegesen kisebb volt, mint a HOCI

esetén (85. abra).

90 - 0 0
HO”S\S/\NHCI + H,s —> HSCl + HO/S\S-/\NHZ
~ 60 -
% kl(Taucl)app = (4,3 + 0,2) x 103 M1s1
5 30 -
0 . . .
0.0 4.0 8.0 12.0

[szulfid],y; (MM)

Kiaye)®® = (8,8 £0,2) x 103 M1s

85. abra A TauCl és GlyCl szulfiddal val6é reakcioinak szulfid felesleg mellett mért
pszeudo elsérendii sebességi allandéinak szulfidkoncentracié fiiggése. A mért Kobs
értékek minimum 5 fiiggetlen kisérlet atlagértékeit és szorasat mutatjadk 1 M ionerdsség
mellett foszfat pufferrel beéllitott pH = 7,4-nél. A pirossal bekeretezett, szinkdddal jelzett
bimolekulds reakcidra vonatkozo latszolagos masodrendii sebességi allanddkat az abran
lathato egyenesek illesztéseibdl nyertiik.

Atfogo kinetikai vizsgalatainknak koszonhetéen azonban sikeriilt a képz6dé HSSH
koztitermék poliszulfidokka vald diszproporcidjanak sebességmeghatirozd 1épésére egy
sebességi allando becslést tenni pH = 7,4-nél. Az alabbi modell javaslat §sszhangban van a

kinetikai mérések eredményeivel:

H,S + R — NHCI - HSCI + R — NH, seb.meghat. (k)
HSCI1 + H,S — HSSH + HCl gyors
HSCI1 + H,0 — HSOH + HCl gyors
HSOH + H,S —» HSSH + H,0 gyors
HSSH + HSSH - HS;H + H,S seb.meghat. (k,)

nHS,H - HS( i H+ (n— DHSH (n=1-28)

17. séma A hidrogén-szulfid kloraminokkal valé reakciéjara javasolt modell.
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A szulfid kedvezo oxidacios reakcioi ellenére azt javasoljuk, hogy a biologiai rendszerekben
mért antioxiddns hatdsok nagy része mégsem a ROS-okkal vald kdzvetlen reakcionak
tulajdonithat(') amit a szabad szulfid, GSH-hoz ¢és egyéb fehérje tiolokhoz hasonlitotott
poliszulfidda alakitasaban ezek a folyamatok szerepet jatszhatnak.

Fehérje perszulfidok nemcsak a tiolok poliszulfidokkal vald reakcioin keresztiil
képzddhetnek. Oxidalt Cys-szarmazékok is reagalhatnak szabad szulfiddal perszulfid
képzddés mellett (18. séma).

Fiziolégias oxidaloszer
f Protein- C\
Protein-Cys-SH Redukalészer
C Protein-Cys-5-SH HS-OH
Protein-Cys-SH Protein-Cys-S-OH J—b HS-SH '/’_‘\
(Protein-Cys-S- ]

Protein-Cys-5H

18. séma. Fehérje Cys perszulfidszarmazékok képzodésének javasolt lehetséges
mechanizmusai. Cys perszulfidok képzdédhetnek Cys oxidaciot kovetd szulfiddal valo
reakcid (A), diszulfidok szulfiddal valé redukcidja (B) vagy Cys tiolok poliszulfidokkal valo
oxidacidja (C) révén.c?®

A biolégiai rendszerekben legnagyobb mennyiségben eldforduld oxidalt Cys-szdrmazékok
a Cys-diszulfidok. Ezért vizsgaltuk a diszulfidok szulfiddal valé reakcidinak kinetikai és
oldategyensulyi sajatsagait®”®. A DTNB modell diszulfiddal végzett atfogd kinetikai
tanulmanyunk megallapitotta, hogy a reakcio relative gyors, a hidrogén-szulfid ion nukleofil
tdmadasan keresztiil perszulfid és szervetlen poliszulfidok képzddését eredményezi.

Kinetikai méréseink és szimulacidink Osszhangban vannak az alabbi javasolt

mechanizmussal:

RSSR + H,S == RSSH + RSH D (44)

KPP = (8,89 4+ 0,12) x 10°M ™~ !s™!
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RSSH + H,S = RSH + HSSH (k) (45)

KPP =5x10° — 5 x10*°M 157!

nHSSH = HS,.;)H + (n — 1)H,S (n=1-3%) (46)
¢s/vagy
RSSH + HS,H = RSH + HS,;)H (47)

Cisztin és oxidalt glutation esetén a reakciok sebességei 1ényegesen lassabbak. *H NMR
segitségével végzett egyensulyi eloszlas méréseink arra utaltak, hogy a perszulfidok mellett
dialkil-triszulfid-szarmazékok is képzddhetnek és a reakcid nincs eltolva a szervetlen
poliszulfidok képzddésének iranyaba (ellentétben azzal, amit a DTNB esetén tapasztaltuk).
Erdekes egyensulyi eloszlds szempontjabol a DTNB, cisztin és PTEN rendszereket
Osszevetni. Még 10-szeres DTNB felesleg mellett is az oxidacios ekvivalensek gyakorlatilag
100%-ban szervetlen poliszulfidok képzddésére forditodtak. Ezzel ellentétben a nyomokban
jelenlévo poliszulfid szennyezés is elegendd volt a PTEN aktiv centruméban 1év0 ciszteinek
oxidalasdra. A szabad cisztin szulfiddal vald reakcidiban pedig egyenstlyi elegyek
képzddését figyelhettiik meg. A biologusok szadmara ezek az eredmények azt a fontos
tizenetet hordozzak, hogy a szulfid diszulfidokkal wvalé reakcidinak kinetikai és
termodinamikai tulajdonsagait nagyban befolyasoljak a fehérje diszulfidok és ciszteinek
kémiai tulajdonsagai. Ennek kovetkeztében, adott rendszerben bizonyos reakcidok
lejatszodasa kedvezd, masoké kedvezdtlen lesz, amely kémiailag vezérelt biologiai
szelektivitasra utal.

Annak ellenére, hogy a Cys-perszulfid képzddés egy ma mar széles korben elfogadott
modellje a szulfid &ltal szabélyozott jelatviteli folyamatoknak, a sejten beliili fehérje
perszulfidok detektalasa nem megoldott. Ezért kifejlesztettink egy fehérje perszulfid

detektalasara alkalmas protokollt, amelynek kulcs 1épéseit a 86. abra ismerteti.
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e . ) orralas
@‘ SH @ SR—E> @‘ SR>  Redukeié @— SR—E»>—0 S05-ben @— SR—B>
SSH sSR—> ssR—E»—0 » Sample 4
@: $  Awilalas $ s‘,z:::;: s
S — S —_— S| Sample 3
@ $5G @— $SG >0 @_ 55

R 0 Biotinilalt alkilalészer (I1AB)

>—O Biotin- streptavidin kélcsénhatas

Sample 1
N

86. abra Altalunk kidolgozott fehérje perszulfid detektilasi modszer (ProPerDP)
sematikus ismertetése. A Cys tiol és perszulfid funkcids csoportok EZ-Link Jodacetil-
PEG2-biotin  (IAB)  hozzaadéasara  alkilalodnak a  megfelelé  tioéter-vagy
diszulfidszarmazékok képzddése kozben. Az oxidalt egyéb Cys-szarmazékok nem
alkilalodnak, vagy részben alkilalodva szintén tioéter-szarmazékokat adnak (Sample 1). Az
alkilalt tioéter és diszulfidszarmazékok streptavidinnel bevont magneses gyongyok
segitségével szelektive kinyerhetdk a mintabol (Sample 2). A gyongyokrél DTT vagy TCEP
segitségével az eredetileg perszulfid funkcidés csoportokat tartalmazd fehérjék (a
derivatizalas kovetkeztében diszulfidok) szelektive redukéalhatok (Sample 3). A tioéterként
kotott Cys-szarmazékok a SDS-t tartalmazd gél-elektroforézis feltolté pufferben vald
forralassal tavolithatok el a gyongyokrdl (Sample 4).¢%°

Sample 2

A modszert a human szérum albumin perszulfidszarmazékanak detektalasaval validaltuk,
amit poliszulfiddal valo reakcid segitségével allitottunk eld. A PTEN ciszteineken valo
perszulfidképzodés detektalasara bedllitott kdzvetett mérés (amely a tisztitott fehérje
perszulfid redukcidja kovetkeztében felszabaduld szulfid derivatizalast majd HPLC-s
elvalasztast kovetd fluoreszcens detektaldsan alapul) segitségével igazoltuk, hogy a HSA
szabad ciszteinje poliszulfiddal reagalva valoban HSA-perszulfid szarmazék képzodését
eredményezi. Az igy készitett HSA-perszulfidot az 0j moddszeriink képes kvantitative

detektalni, poliszulfiddal kezelt humén vérplazmaban is (87. dbra).

A A’
HSA Szulfid kezelt HSA perszulfid
HS - + + HS - + +

«oa TCEP - = kDa HS s

100 - 100 -

-
60 — = 4 - -- 60 - - -
45 — - 45 — - -
S1 S22 S3 S4 S1 S2 S3 S4 S1  S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4
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B HS,- kezelt B’
kDa vérplazma Kezeletlen verplazma
220 - = 220 -1 1
100 - 100 -
60 — 60 —
45— p ans 45 —
S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4
C C’

Poliszulfid kezelt Szulfid kezelt human

human vérplazma & vérplazma &
s o 8 s d s o 8 s F
HS - (uM) e N & N 9 N HS - (uM) S & &G N~ 4 N
Lo S e .
IB: HSA e - IB:HSA ==
! s3 i I s3 !
Plazma HSA Plazma HSA
kontroll kontroll kontroll kontroll

87. Abra Human szérum albumin perszulfid detektalasa. S1-S4 az 86. dbranak megfeleld
mintakra utal. (A) Az IAB-vel alkilalt HSA-SSH effektiven eltavolithatd streptavidin
gyongyok segitségével (S1 és S2 mintak fehérjetartalméanak aranyabodl kovetkeztetve). Az
S3 kutban a gyongyokrol redukcioval eltavolithatd HSA-SSH, az S4-ben pedig a lefézéssel
kinyert HSA tiolok lathatok. Az S3 kutban nem volt detektalhat6 jel amikor a HSA-SSH
mintakat eléredukaltuk. A gél n=9 fiiggetlen kisérletet reprezental. (A") A HSA-SSH minta
5 mM szulfiddal valé 30 perces inkubaldsdnak hatasara HSA-SSH csokkenést okoz a 45.
reakci6 egyensulyanak eltolasaval (lasd a szovegben). (B) HSA-SSH detektalasa
poliszulfiddal kezelt plazmaban is lehetséges volt, de poliszulfid kezelés hianyaban (B')
endogén plazma HSA-SSH nem volt mérheté mennyiségben jelen. A gél kolloidalis
Coomassie kékkel van festve és n=3 kisérletet reprezental. HSA-SSH detektalasa 0-1 mM
poliszulfiddal (C) vagy szulfiddal (C') kezelt plazma mintakbol WB analizissel csak az S3
mintdkat mutatva. 100 ng-nyi plazma fehérjét vagy 20 ng tisztitott HSA-t vittiink fel pozitiv
kontrollként. A blottok n=3 kisérletet reprezentalnak. A géleken és blottokon tapasztalt
mobilitasbeli kiilonbségek a redukald kozegben a HSA intramolekularis diszulfid hidak
redukciojanak koszonhetd, amit a gélekrdl kivagott savok tomegspektrometrids analizisével
igazoltunk.®*°

rrrrr

rendszer sem ismeretes, ami a javasolt jelatviteli folyamatok alapfeltétele. Atfogd
enzimkinetikai vizsgalatokat végeztiink ezért a tioredoxin rendszer fehérjecsalad szervetlen
poliszulfidokat és perszulfidokat redukalo aktivitasaira vonatkozoan. Kisérleteink igazoltak,
hogy a TrxR1 szelenociszteinjén keresztiil katalizalja a poliszulfidok NADPH altali
redukcioit (88.A-D. abra).
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88. abra A Trx rendszer katalitikusan redukailja a szervetlen poliszulfidokat és a
fehérje perszulfidokat. (A) Kinetikai gorbék 0-100 uM HSx~ redukcidjanak idébeli
lefutasat mutatjdk 100 nM TrxR1 és 250 uM NADPH jelenlétében a NADPH fogyasat
spektrofotometriasan kovetve (340 nm hullamhossznal). (B) Az (A) abran lathato kinetikai
gorbék kezdeti sebességei linearisan fliggenek a poliszulfid-koncentraciétol (n = 3). (C) 50
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uM natrium-szelenit hozzaadasa (a nyillal jelzett iddpillanatban) az (A)-nak megfeleld
reakcidelegyekhez megnovekedett NADPH fogyasi sebességekhez vezetett. (D) A Sec
aminosavat nem tartalmazdé GCSG TrxR1 pontmutans inaktiv. (E) Fiziologids 5 uM Trx1
vagy 2 uM TRP14 megnovekedett enzimaktivitdsokat eredményezett. HSx~ hozzdadésara a
(F) TrxR1/Trx1 rendszer inzulin redukéld képessége vagy a (G) TrxR1/TRP14 rendszer
cisztin redukald képessége nem gatolt. (H) A kinetikai gorbék 170 uM BSA-SSH katalitikus
redukalasat mutatjak 50 nM TrxR1 és 250 uM NADPH jelenlétében. A reakciok sebessége
tovabb né 5 uM Trx1 vagy 2 uM TRP14 hozzaadasaval.©*°

Trx1 és TRP14 jelenlétében a csatolt enzimatikus folyamatok még erételjesebb katalitikus
hatéssal birtak (88.E. abra). Tovabba, a szervetlen poliszulfidok egyaltalan nem gétoltdk a
csatolt és a TrxR1 enzimaktivitas méréseket, hanem kompetitiv szubsztratként viselkedtek
azokban (88.F. abra). Ez arra utal, hogy a poliszulfid redukcié k6zben képz6d6 perszulfid és
perszelenit koztitermékek intramolekularis redukcioja a 19. séman bemutatott modell

c ey

redukcidja) kedvezményezett és nem sebességmeghatarozo.

HS,~

Su3”
TRP14—|:
SH g HS-

NADPH/
TrxR1
543_\5(»1)_
S TRP14 D
TRP14 |
Sse
H S (x- 1)_

19. séma A NADPH/TrxR1 csatolt TRP14 rendszer javasolt HSx~ redukcios
mechanimusa. Az az eredmény, hogy a HSx™ nem gatolta a TRP14 aktivitasat arra utal,
hogy a koztitermékként feltehetéen képzddd Cys43-poliszulfid szdrmazék relative instabil
¢és gyorsan redukalodik a szomszédos Cys46 nukleofil tamadasanak koszonhetden, ami
HSx-1)~ és HS™ felszabadulasaval jar. A Cys43 HSx-nal vald reakcioja Cys43-SSH ¢s
HSxx-1)~ képzddés mellett is lejatszodhat ami az intramolekularis Cys43-Cys46 képzddési
1épésben HS™ felszabaduléssal jar.
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A Trx enzim csalad a fehérje perszulfidok redukcioit is katalizalja (88.H. abra). Ezt sejten
beliill is sikeriilt igazolnunk. Az 10 fehérje perszulfid detektdldsi modszeriink ugyanis
eredményesnek bizonyult €16 sejteken beliili perszulfid detektalasara (89. abra). A549-es
tiid6 karcindma sejtekben detektaltuk az endogén €s a poliszulfid kezelés hatasara képz6do
fehérje  perszulfidokat. A legnagyobb mennyiségben perszulfidalt fehérjéket
tomegspektrometria segitségével azonositottuk (89.C. abra). Az 0Osszes azonositott
fehérjének van redoxiaktiv cisztein aminosav komponense és ezeknek a fehérjéknek a
elsé olyan mddszer, amelyik képes fehérje perszulfidok detektalasara €16 sejten beliil. Az
altalunk mért endogén perszulfid koncentracié dsszhangban van az Ida és munkatérsai’® altal
javasolt értékkel és nem tdmasztja alé a citoszol redukalé kozegére hivatkozd, kozelmultban

javasolt lényegesen kisebb koncentraciokat!®®,

A A549 B A549
K letl -
ezeletlen + st kDa
kDa 220
220 - -
100 — 100 -
60 - 60 —
45 - 45—
30— ’ 30 -
S1 S22 S3
C A549 D A549
Kezeletlen +HS -
- . - —— kDa
Sav | LC-MS médszerrel azonositott fehérjék
220 -
1 TKT fehérje
" 3 : 100 -
2 retina dehidrogenaz 1
60 -
hésokk fehérje 60 kDa
glukodz-6-foszfat izomeraz L
3 béta aktin
foszfoglicerat kinaz 1 30-
GAPDH
annexin A1, A2

aldehid dehidrogenaz |

aldo-keto reduktaz fehérje csalad | tagja B10

S1  S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4

89. abra Fehérje perszulfid detektalas sejtekben. (A) Perszulfid detektalas HSx -el kezelt
¢és nem kezelt A549 tiidékarcindma sejtlizatumban. (B) Perszulfid detektalas HSx™ -el kezelt
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intakt A549 tiidokarcindma sejtekben, ahol az alkilaloszer felesleg a lizalas el6tt eltavolitasra
kertilt A gélen a fehérjéket Coomassie festéssel jelenitettiik meg. Az S3 kutban szamokkal
jelzett savokat kivagas és triptikus emésztés utan tomegspektrometridsan analizaltuk. (C) A
tomegspektrometrids analizis segitségével azonositott fehérje perszulfid szarmazékok a (B)-
n jelzett savokbol a feltiintetett szamoknak megfeleléen. (D) Az endogén perszulfidok
alacsony koncentraciojuk miatt csak eziist festéssel jelenithetok meg. A gélek n = 3 kisérletet
reprezentalnak.©*

A Trx rendszer perszulfid redukal6 tulajdonsaganak tanulmanyozasara TRP14 és TrxR1
deficiens HEK239 sejtvonalakat készitettiink (90.A. &bra). Ezen sejtvonalakon a fehérje
detektalasi modszeriink segitségével igazoltuk, hogy a Trx rendszer meghatarozé szerepet
jatszik a sejten beliili perszulfid homeosztazisban az alabbi eredmények alapjan:

1) A TrxR1 és TRP14 deficiens sejtekben szignifikansan alacsonyabb fehérje perszulfid
szinteket mértiink a kontrol vad tipushoz képest (90.B,C. abra)

2) Poliszulfid kezelés hatasara ~3-szor annyi fehérje perszulfidacio indukaltunk a deficiens
sejtekben, mint a kontrollban (90.D. 4bra)

3) Toxikus mennyiségii poliszulfid kezelést a vad tipusu (kontroll) sejtvonal szignifikansan
jobban toleralta, mint a TrxR1 deficiens sejtek (90.E. abra).

Eredményeink arra is utalnak, hogy a perszulfid képz6dés altal lejatszodo szulfid-
vezérelt jelatviteli folyamatokban a tioredoxin rendszernek meghatarozo szerep jut. Ezen
beliil is kimagaslo jelentdséggel bir a Trx fehérjecsalad 0j tagjaként szamon tartott TRP14
fehérje, amelynek a perszulfid redukald képessége kimagaslo. Ezt meghatirozo
eredménynek tartjuk, mert a TRP14, a Trx1-el ellentétben nem képes fehérje diszulfidokat
redukdlni és fizioldgids enzim-funkcidja madig nem tisztazott. A kozelmultban leirt

tt116

nitrozotiolok redukcidja mellett™* eredményeink arra utalnak, hogy a TRP14 a fehérje egyik

alapvetd funkcidja a szulthidracios folyamatok vezérlése.
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90. abra A Trx rendszer alapveto szerepet jatszik a sejten beliili perszulfidok
homeosztazisaban. (A) Western-blot analizis igazolja a transzfektalt HEK293 sejtek TRP14
és TrxR1 deficienciait. GAPDH-t hasznaltunk belsé kontrollként. (B) Reprezentativ eziist
festett gél (n=4) mutatja, hogy a TrxR1 és TRP14 deficiens sejtekben tobb endogén fehérje
perszulfid detektalhato. (C) A deficiens sejtek megndvekedett perszulfid tartalma
statisztikailag szignifikdnsnak adddott (p<0.05 a parositott t-teszt alapjan; n = 4)). 100% a
kontrollban (NC) 1.52 £+ 0.55 pug/mg total perszulfidalt fehérjének felel meg. (D) A sejtek
200 uM poliszulfiddal valo 2 oras kezelése nagyobb mértékii fehérje szulfhidracidt okozott
a deficiens sejtekben. (E) Citotoxicitasra beallitott SRB modszer't’ segitségével igazoltuk,
hogy a kontroll sejtek () Iényegesen kevésbé érzékenyek toxikus mennyiségii poliszulfiddal
val6 kezelésre mint a TrxR1 deficiens sejtek (o) (*** p<0.0001 -nek megfeleld statisztikai
szignifikanciat jelez a 0.5 és 1 mM poliszulfiddal kezelt mintdkban a parositott t-teszt
alapjan). Adatpontok és hibaik 4 fiiggetlen kisérlet 3 parhuzamosanak atlagait és szordsat
mutatjak.“*°

4.3.2 A szulfid kélcsonhatasa hem-fehérjék vas centrumaival
A Cys aminosavak szulfhidracidja mellett egyes biologiai hatasok hatterében a szulfid,

metalloenzimek fémcentrumaival valé kolcsonhatasai allnak!8B3, Az irodalom leginkabb a
szulfid hem-fehérjékkel valdé kolcsonhatdsaira Osszpontosit. A hem-fehérjék Fe'!
centrumahoz a szulfid koordinacios kolcsonhatas révén reverzibilisen kotodhet, de egyes
esetekben redoxireakcio is lejatszodhat, amely a Fe!'' centrum Fe''-vé valo redukcioja mellett
tiil (HS) szabadgyok képzodéséhez vezet.

Bioldgiai szempontbol jelentds a 4.1.1 és 4.1.2 fejezetben ismertetett MPO enzim
hem centrumanak szulfiddal valo kolcsonhatasa, mert mind a szulfidnak mind az MPO-nak
fontos szerepet tulajdonitanak gyulladdsos ¢és kardiovaszkularis eredetli betegségek
patologidiban. Az MPO, ROS termelés altal eldidézett, gyulladasserkentd hatdsaval
szemben®® a szulfidnak, az antioxidans tulajdonsiga révén gyulladascsdkkenté szerepe

van!® 120 Kiilonosen érdekes, hogy mig a szulfid védd hatasat irtdk le reperfuzié okozta

crer

0

k124 ¢és ateroszklerdzis esetén?®, ugyanezen

artritisz!?®, neurodegeneracios betegsége

patolégiai folyamatokban az MPO protogonistaként viselkedik'?%°. Mindezek fényében
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célunk az volt, hogy a szulfidnak az MPO enzimatikus reakcioira gyakorolt hatdsainak
részletes tanulmanyozasaval betekintést nyerjiink abba, hogy ezeknek a folyamatoknak
lehet-e szerepe a szulfid fent emlitett bioldgiai viselkedéseiben.

UV-lathat6 spektrofotometria és EPR segitségével igazoltuk, hogy a szulfid gyorsan és
nagyon kedvezden reagal az MPO Fe'' centrumédval (91-92. 4bra). A Fe''-hoz val6

koordinacié kdvetkeztében alacsony spinti Fe'!

-szulfid komplex képzddik, amely egy masik
hidrogén-szulfid-molekulaval tovabb reagal a Fe'"' centrum Fe'-vé redukalasa utjan Fe''-
szulfid képzddése mellett (91. dbra). A Fe''-szulfid komplex képzédésre indirekt modon utal
a 92. 4bran lathat6 EPR jel csokkenése nagyobb szulfidkoncentracioknal (hiszen a Fe'

komplex EPR inaktiv).

] = HS k  HSe 7 Q=
/ - YV
. " g
Fell! % 5y Fell %
Fe-HS~ -komplex Fe''-H,S -komplex

91. abra A szulfid reakciéi az MPO aktiv centrumaban 1évé vas centrummal. A Fe'"
centrumhoz el8szeretettel koordindlédik a szulfid alacsony spinii Fe''-szulfid képzédése
kozben. Nagyobb szulfidkoncentracioknal egy masik szulfiddal valé reakcidban a Fe'"
centrum redukalodik HS- és Fe''-szulfid komplex képzddése mellett.®
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92. abra Szulfid kotodés az MPO aktiv centrumaban 1évé vas centrumhoz. (A) Stopped-
flow spektrofotometridval kdvetett spektralis valtozasok 125 uM szulfid 2 uM Fe'"MPO-val
vald reakcidjaban. Az els6 spektrumot 0,4 masodperccel keverés utan rogzitettiik, a tobbit
4,35,10,0, 15,0, 39,7, 66,5, 100,7 és 250 s idopontokban. A betét egy tipikus kinetikai
gorbét mutat 625 nm-nél. A kisérletet 100 mM foszfat pufferben, pH 7,4-en és 25°C-on
végeztiik. (B) 100 uM MPO mért (folytonos fekete vonalak) és szimulalt (piros vonalak) cw
EPR spektrumai (a) 0 uM (b) 440 uM ¢és (c) 2250 uM szulfid jelenlétében pH 7,4-en. A
spektrumokat T = 10 K-en vettiik fel.©%
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Stopped-flow spektrofotometrias modszer segitségével sikeriilt a szulfid koordinacidjat
kovetni az anaerob koriilmények kozt képzett Fe!'-MPO enzimformahoz is, amely a Fe'"'-as
forma redukcidjaval kapott UV-lathaté spektrummal megegyezé abszorbancia
maximumokat eredményezett (93. abra) tovabbi bizonyitékot szolgaltatva arra, hogy a
szulfid és nativ Fe!'-MPO kozott lejatszodo, 92. 4dbran lathato, lassabb reakcié terméke

valéban a Fe'l-szulfid komplex.

A

- v B 021 1 ——432 nm
§ 0.15 L 0.19 ——474nm
8 = 0.17 /
5§ o4 £ 015
kel S
< 0.05 g 0.13

' X < 011

0 r T ' T 1 0.09 + T T )

250 350 450 500 600 700 0 10 20 30
Hullamhossz (nm) 1d6 (s)

C

474 nm

570 nm 625 nm

250 350 450 550 650 750
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93. abra Stopped-flow kisérletek a szulfid Fe''MPO-val valo reakciéjara. (A) Stopped-
flow-val felvett spektrilis valtozdsok 2 uM Fe!"MPO 125 uM szulfiddal valé keverését
kovetden 25°C-on 50 mM foszfat pufferben pH = 7,4-n¢l. Az elsd spektrumot keverés utan
7 ms-mal a tobbit pedig az abran feltiintetett idépillanatokban vettiik fel. A vastag fekete
vonallal jelzett spektrum a Fe''MPO spektruma, a nyilak az abszorbancia véltozasok iranyait
jelolik. (B) 474 és 432 nm hulldmhosszaknal felvett tipikus kinetikai gorbék. A szinkoddal
ellatott nyilak az (A) abran a megfelelé spektrumok felvételeinek idépontjait mutatjak. (C)
A Fe'"MPO (a), Fe""MPO (b), Compound I (c) és Compound II (d) szulfiddal valé reakcioi
utan felvett termék spektrumainak Osszevetése 30,8 s (a), 259 s (b), 1,9 s (c) és 1 s (d)
idépontoknal.©3

Enzim kinetikai vizsgalataink ravilagitottak, hogy ezek a kélcsonhatasok effektiven gatoljak

az enzim peroxidaz aktivitasat (94. abra).
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94. abra Az MPO-peroxidaz aktivitasanak gatlasa szulfid jelenlétében. (A)
Reprezentativ. 4dbra az MPO-peroxiddz aktivitdsanak %-os gatlasara novekvo
szulfidkoncentracioknal, 30 uM H20»-t hasznalva. (B) A H202-koncentracié hatasa szulfid
altali MPO peroxidaz aktivitas 50%-os gatlasara. Az adatpontok ¢és hibaik 3 fiiggetlen
kisérlet atlagait és szorasat mutatjak. (C) Reprezentativ Absz valtozas 652 nm-nél 6 nM
MPO peroxidaz aktivitasanak, TMB metodikaval'®® végzett kovetésekor szulfid nélkiil (kék
vonal) és 1 uM szulfid jelenlétében (piros vonal). 30 uM H202-0t hasznéalva a 1 uM szulfid
gatl6 hatédsa a reakcid végéig mérhetd €s a kinetikai gorbék platdja kozel megegyezd értékre
esik, amelyek arra utalnak, hogy valoban a szulfid MPO-peroxidaz aktivitasra gyakorolt
hatasat, nem pedig a médszerben képzddo koztitermékekkel vagy termékekkel valo reakcioit
mérjiik. &3t

A maximalis MPO aktivitas 50%-os gatlasa a peroxidkoncentraciotol fiiggetleniil fiziologias
(1uM) szulfidkoncentracid mellett volt tapasztalhato (94.B. abra). Kontroll kisérletek
sorozata (pl. 94.C. abra) volt sziikséges annak igazolasara, hogy a mért hatasok nem a
szulfidnak az enzim aktivitdis mérésre hasznalt modszerrel vald interferalasanak
(termékekkel/koztitermékekkel valo reakcioja révén) az eredménye. Bioldgiai szempontbol
fontos eredmény, hogy az enzim inhibicio reverzibilis, a szulfidkoncentracié csokkenésével

az aktivitas gyorsan visszatér az eredeti értékre (95. abra).
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95. abra Az MPO-peroxidaz aktivitasanak szulfifiddal valo gatlasa reverzibilis. (A) 2
uM MPO és 0 uM (kék vonal), 20 uM (piros vonal), 200 uM (z61d vonal) or 2000 uM (lila
vonal) szulfid reakcioelegyeinek 333-szoros higitasa utan (ekkor MPO = 6 nM) mért enzim
aktivitasai (25°C-on pH 7,4-nél). A szulfid gatld6 hatdsa a higitds uténi
szulfidkoncentracionak felel meg, ami az MPO-szulfid komplex higitas soran valé gyors
szétesésére utal. (B) Allas hatasara a szulfidoldatbol valé parolgasanak megfelelden a mért
MPO aktivitas visszatér. (C) MPO compound II szulfiddal valo reakcidjanak spektralis
valtozasai az MPO szoret savjan 30 s (a) és 10 min (b) idOpillanatokban. A Compound II-t
a Palinkas és tarsszerzdi cikkben®®! leirtak szerint allitottuk el6. (D) A (C) pontban eléallitott
MPO-szulfid komplexet 200 uM H202-dal reagaltattuk. A 30 s (a), 2 min (b) és 10 min (c)
idépontokban felvett spektrumok jol mutatjak, hogy a szulfid fogyasa (oxidacioja) utan a
compound II forma képzddik, ami arra utal, hogy az MPO 100%-ban aktiv.©3!

A szulfid MPO-ra gyakorolt reverzibilis inhibiciojat bioldgiai kornyezetben (gyulladt

patkany bél homogenatum, patkany és human neutrofil lizatum) is igazoltuk (96. 4bra).
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96. abra Az MPO-peroxidaz aktivitasanak gatlasa (A) patkany neutrofil lizaitumban
(B) gyulladt patkany bél homogenatumban és (C) human neutrofil lizatumban. (A, B)
Az MPO aktivitasok 7 perccel a szulfid hozzaadasa utdn 300-szoros higitast kovetden
(HTAB pufferrel) torténtek a Bradley és tarsszerzéi cikk™! alapjan 25°C-on pH 7,4-nél.
Statisztikai szignifikancia *P < 0.05 esetén (,,one-way ANOVA” utani ,,Dunnett’s teszt”).
(C) Az MPO aktivitas %-os gatlasa szulfid altal human neutrofil lizatumban higitas nélkiil
mérve. Az adatpontok és hibaik 6 fiiggetlen kisérlet atlagat és szorasast mutatjak. 3!

A szulfidnak nem csak MPO gétlo hatdsa van, hanem az MPO szubsztratja is lehet.
Szekvencialis stopped-flow technika segitségével megmutattuk, hogy a szulfid effektiven
redukélja a Compound I és Compound II-es enzimformakat (az enzimformdkat a 3. séma
mutatja). Szisztematikus kinetikai analizis eredményeképp (97. abra) meghataroztuk a
reakciok mésodrendii latszolagos sebességi allandoit pH = 7,4-nél (Kcompi = 1 x 10° M-1st
és Kcompi = 2 x 10° M~1s71) és a méréseinkkel dsszhangban 1év6, 98. abran lathatdo modellt

javasoltuk.
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97. abra MPO Compound I (bal oldal) és Compound II (jobb oldal) szulfiddal valé
reakcidinak kinetikaja stopped-flow-val kovetve. Az (A) panclek a Compound I (bal) és
a Compound II (jobb) szulfiddal valé keverése utan felvett spektralis valtozasokat mutatjak.
A (B) panelek tipikus mért kinetikai gorbéket (fekete vonal) és a megfeleld egyenlettel valo
illesztéseket (piros vonal) mutatnak. (C) A Compound I (z6ld pontok) és a Compound II
(lila pontok) szulfiddal valdo bimolekularis reakcidira mért pszeudo elsérendii sebességi

allandok szulfidkoncentracié fiiggései.©%!
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98. abra Az MPO Kkiilonb6z6 enzimformainak szulfiddal valé reakcidira javasolt
modell. A pirossal jelzett sebességi allandok altalunk mért értékek.3!
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Az enzimatikus kdrfolyamatban a sebességmeghatirozé 1épés a Fe''-szulfid komplex oldott
oxigén ltali oxidacidja Fe''-szulfid komplexszé (99. bra).
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99. 4bra Szulfid jelenléte mellett az MPO Kkatalitikus ciklusdban a
sebességmeghatarozo 1épés a Fe''-szulfid komplex oldott oxigén altali oxidacioja Fe'''-
szulfid komplexszé. Reprezentativ kinetikai gorbék oxigénnel dusitott (kék vonal) vagy
csokkentett oxigén tartalmu (piros vonal) oldatokban 430 nm-nél.c3!

Eredményeink tehat aldtamasztjdk azon feltevésiinket, hogy a szulfid, gyulladasos
folyamatokban észlelt védo hatdsa (endogén termelt vagy beadott) részben vagy egészében
is tulajdonithato az MPO aktivitds gatlasanak. Elképzelhetd az is, hogy a bélflora
baktériumtorzsei altal termelt nagy mennyiségii szulfidnak az MPO gatlasan keresztiili bélfal
védd szerepe van. A mért IC>0 = 1uM érték, a vérben mért szulfidkoncentracié fényében arra
utal, hogy a keringésben jelen 1év6, vagy az endotél sejtekhez kitapadt MPO részben vagy
egészében inaktiv szulfidkomplex forméjaban van jelen. Gyulladés esetén a megnovekedett
oxidativ stressz hatisara a szabad szulfid lokalis koncenracidja drasztikusan lecs6kkenhet,
ami az inaktiv MPO-szulfid komplex szétesésén keresztiil fokozhatja az oxidativ terhelést
¢s a gyulladasos folyamat karos hatasait (az MPO altal termelt erds oxidaldszerek roncsold
hatasai révén). Tovabbi biologiai jelentésége a fent ismertetett eredményeinknek, hogy a
szulfid altal vezérelt jelatviteli folyamatok egy 1j molekularis modelljére vilagit ra. Az MPO
¢és egyéb metalloenzimek altal termelt illetve szabalyozott ROS-oknak koztudottan fontos
szerepe van a redoxireakciok altal vezérelt jelatviteli folyamatokban (lasd 4.2.6 fejezet). A
szulfid ezért a metalloenzimek aktivitasainak szabdlyozdsan keresztiil ezeket a jelatviteli
folyamatokat is befolyasolhatja/vezérelheti. Tovabba, a peroxiddz aktivitas (vagy peroxidaz
enzim termelte ROS-ok) altali szulfid oxidacio termékeként képz6dé poliszulfidok fontos, a

szulfidté] nagyon eltérd bioldgiai funkciokkal rendelkeznek!!!

. Mindezek fényében, azzal
egylitt, hogy a poliszulfidok €s egyéb oxidacios termékek nem gatoljak az MPO aktivitasat
(100. abra), arra kovetkeztethetiink, hogy a peroxiddz enzimeknek is regulalé szerepe lehet
a szulfid altal vezérelt jelatviteli folyamatokban (mint példaul a 4.3.1 fejezetben ismertetett

fehérje Cys szulthidracio).
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100. abra Poliszulfidok nem gatoljak az MPO-peroxidaz aktivitasat. Reprezentativ
kinetikai gorbék 652 nm-nél az MPO-peroxidaz aktivitdsanak mérésére puffer (kék vonal),
2 uM szulfid (zold vonal) vagy poliszulfid (piros vonal) hozziadasa utan. A peroxidaz
aktivitast a TMB modszerrel™*® 6 nM MPO és 30 pM H,0> koncentracié mellett végeztiik
pH 7,4-né].c3t

Tovéabba, a kimagasloan oxidalo tulajdonsagii Compound I és Compound II-es enzimformak
redukalasa a szulfid oxidativ stressz ellen nyujtott védOhatasara szolgalhat modellként. Egy
masik péda arra vonatkozodan, hogy ez nem csak az MPO-rs specifikus mechanizmus, a
szulfid ferril-hemoglobinnal valo reakcidja. A ferril hemoglobin szarmazékok a hemoglobin
hemcsoportjanak kiilonboz6 endogén peroxidokkal valo reakcidiban képzddnek. Ezeknek a
ferril-Hb szarmazékoknak a szerkezete, illetve a kémiai tulajdonsagai az irodalomban még
nem tisztazottak. A peroxidaz enzimekkel ellentétben a Compound I forma esetén a
parositatlan elektron nem a porfirin gy{irin van delokalizalédva, hanem a fehérjelanc egyéb
aminosav komponensein is mértek szabadgyok képzddést. Az sem vildgos, hogy a
Compound I és Compound II formaknak megfelel6 elektronszerkezet létrejon-e egyaltalan
a Hb esetén. Arra vonatkozoan azonban, hogy ezeknek a ferrilszarmazékoknak komoly
oxidativ stresszt okozd bioldgiai hatdsai vannak, tobb bizonyiték is van az irodalomban.
Balla és munkatarsai példaul meggy6zéen bizonyitottak, hogy a Hb és a Hb-hem

csoportjanak oxidacioja fontos szerepet jatszanak az endotél sejtek €rzékenyitésén €s a

komplikacidjaban32134,

Balla Jozsef Professzor Ur munkacsoportjaval egyiittmiikddve vizsgaltuk, a szulfid
ateroszklerdzisban jatszott védd hatdsainak molekularis mechanizmusait. A mi munkéank
célkitlizése az volt, hogy felderitsiik, hogy a ferril-Hb szulfiddal valé redukcidja milyen

modon jarul hozza a ferril-Hb altal okozott oxidativ stressz kozombositéséhez. A ferril-Hb-

t a methemoglobin (metHb, Fe''"Hb) illetve az oxyhemoglobin (oxyHb, Fe''Hb) kiilénbozd
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aranya H2O2-dal vald reakcidiban generaltuk. Szekvencialis stopped-flow modszer
segitségével a képzO6dd ferril-Hb format a szulfiddal a masodik keverési ciklusban
reagaltattuk és a reakciot tobb hullamhosszon is kovettiik. A reakcid eredményeképp a
lathato spektrumban tobb hullamhosszon is gyors €s jelentOs spektralis valtozast figyeltiink
meg; 620 nm-nél a szulfhemoglobinra jellemz6 cstics megjelenését tapasztaltuk (101.A,B.
abra). Komprehenziv kinetikai vizsgalataink igazoltak, hogy a szulfid gyorsan és nagyon
effektiven redukalja a ferril-Hb enzim formakat. 406 nm, 425nm ¢és 570 nm
hullamhosszaknal két szulfid fiiggé masodrendii reakcidt detektaltunk (101.C. abra).

A 06 - — metHb B0.06 { — metHb
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------ + ulfi
i i SRR DR . metHb + H,0, + szulfid
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101. abra A ferril-Hb szarmazékok gyors szulfid altali redukcioja. A metHb (folytonos
fekete vonal), a H20O2 — metHb reakcio elegy termékének 400 s utani (hosszl szaggatott
vonal), és a metHb — H2O> reakcidelegy és a szulfid kozotti reakcido 60 s utani (rovid
szaggatott vonal) spektrumai a (A) A = 350-450 nm ¢s a (B) A = 500-650 nm hullamhossz
tartomanyokban. [metHb] =4,00 uM, [H202] = 8,00 uM, [szulfid] = 100 uM, [foszfatpuffer]
= 20,0 mM, pH = 7,40, t = 25 °C. (A nyilak jelzik a kinetikai vizsgalatokra hasznalt
hullamhosszakat: 406 nm, 425 nm, 570 nm.) (C) A metHb — H20- reakcioelegy és a szulfid
kozotti reakeio tipikus mért kinetikai gorbéi és két exponencialis tagot tartalmazé egyenlettel
valo illesztéseik 406 nm és 425 nm-nél. (D) A (C)-nél bemutatott két exponencialis
illesztésekbdl nyert pszeudo elsérendi sebességi allandok szulfid fliggései, melyeket a Hb a
¢és B lancaiba talalhato kiilonboz6 reaktivitasu hem centrumok reakcidihoz rendeltiink (lasd
aszovegben). (E) A (D)-nek megfeleld analizis azzal a kiilonbséggel, hogy a ferril Hb format
Fe!' centrumokat tartalmazé oxiHb-bdl kiindulva allitottuk elé (lasd a szovegben). (F)
Tipikus kinetikai gérbe 620 nm-nél €s a két exponencialis egyenlettel valo illesztése az (A)
pontnak megfeleld koncentrdcid viszonyok mellett. 620 nm-nél sokkal gyorsabb
reakciosebességeket mértiink mint 406 nm vagy 425 nm-nél (C). (G) A 620 nm-nél mért
pszeudo elsdrendii sebességi allandok a 405 nm és 425 nm-nél rogzitettekhez hasonldan
linearis szulfid fiiggést mutatnak. Az 4brakon lathatd adatpontok és hibaik 3-9 fiiggetlen
kisérlet atlagait és szordsat mutatjak.c32

Ezek a reakciok az irodalmi elézmények (mint pl a ferril-Hb met-Hb-re valé redukcidja
fenollal)®> 3¢ alapjan a hemoglobin alfa- és béta-lancainak kiilonbozd reaktivitdst
hemcsoportjaihoz rendelheték (101.D. abra). A szulfid fiiggésb6l szamolt latszolagos
masodrendii sebességi allandok értékei: k, = (1,43 £ 0,06) x 103 M1s1 és ks = (6,5 +0.2) x
102 M-1sL,

Kis peroxid felesleg mellett oxiHb-b6l kiindulva is ugyanazt a ferrilHb format kapjuk
mint metHb esetén az alabbi szinproporcids 1épést tartalmazd modell alapjan csak sokkal

hosszabb idoskalan:
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Fe''Hb + H,0, — Fe!VHb + H,0 (48)
Fe''Hb + Fe'VHb — 2 Fe!'"Hb (49)
Fe"Hb + H,0, - Fe!VHb"" + H,0 (50)

Az oxiHb-bdl szarmaztatott ferrilHb szulfiddal valo reakcioja ugyanolyan kinetikai
tulajdonsagokat mutatott, mint a metHb-bél kiindulé méréseink (101.E. abra) (k. = (1,68 +
0,16) x 10 Ms1 és ks = (7,01 + 0,81) x 10> M~1s1) ami tovabbi bizonyitékot szolgaltat
arra, hogy az oxiHb és a metHb peroxiddal vald reakcidiban ugyanazon ferrilszdrmazék
képzodik.

A szulthemoglobin képzddését a Hb — szulfid rendszerben mar 1938-ban leirtak!®’,
de ennek ellenére a képzO6dés mechanizmusa nem ismert és élesen vitatott'8. Ezért a
ferrilHb-szulfid reakciot 620 nm hullamhossznal, a szulfHb képzOdését kovetve is
vizsgaltuk. Meglepé modon a reakcid sebessége ezen a hullamhosszon a korabban emlitett
hullamhosszakon mértnél két nagysagrenddel gyorsabbnak bizonyult. Ilyen koriilmények
kozott is kétlépéses a folyamat ¢és a sebességi 4allandé linearisan fligg a
szulfidkoncentracigjatol. A latszolagos masodrendii sebességi allandokra a kovetkezd
értékeket szamoltuk: (K, = (1,69 + 0,15) x 10° M~1s~! és ks = (6,50 = 0,33) x 10* M-1s™D),

Sztochiometrikus metHb és H2O» reakcidjaval generalt ferril-Hb szulfiddal valo UV
spektrofotometrids titralasa arra utal, hogy a 600 nm felett €s alatt detektalhato reakciok nem
konszekutiv, hanem parhuzamos reakciok (101.C,F. abra), hiszen a 620 nm-nél mért gyors
reakcid abszorbancia valtozasa csak 1:0,5 = FerrilHb:szulfid aranyig n6 (102. abra), a 425
nm-nél kovethetd lassabb reakcido pedig csak ennél nagyobb szulfid jelenlétében valik

detektalhatova.

0.04 - ° °
- ]
E 003 1
2 ?
S 002 -
= ]
< 001 A
° (@
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0 T T T T
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102. abra A szulfHb képzédése és a 425 nm-nél mért 100-szor lassab reakcio paralel és
nem konszekutiv reakciok. A szulfHb képzdédését 620 nm-nél kdvetve azt tapasztaltuk,
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hogy az Abs csak 1:0,5 = FerrilHb:szulfid aranyig nd. Az dbrakon lathat6 adatpontok €s
hibaik 3 fiiggetlen kisérlet atlagait €s szorasat mutatjak.

Kisérleteink jelenlegi allasa alapjan és az irodalmi adatok hijan nem tudjuk, hogy a
kiilonbozé reakciok mely Hb formakhoz rendelhetk, de nagy erdkkel dolgozunk ezek
kémiai jellemzésén. Ezzel kapcsolatban érdemes megjegyezni azt, hogy bar a metHb-
peroxid reakcioban képzddd Hb szabadgyok EPR-el valo detektalasa 1950-es évekre nyulik

138

vissza~*, a kémiai szerkezete és Osszetétele ennek a reakcidelegynek a mai napig nem

t135

tisztazott*>°. Ahogyan azt a 4.3.1 fejezetben targyaltam, véleményiink szerint a szulfid

ROS-ok kozvetlen kozombositésén keresztiil valosul meg. A fent emlitett reakciok viszont
magyarazatul szolgalhatnak az egyes esetekben mért antioxidans hatdsokra, mert a
fémcentrumok a fehérjék aktiv centrumaiban nehezen, vagy egyaltalan nem elérhetdk peptid
¢s fehérje tiolok szamadra (kiilondsen igaz ez az MPO-ra) a szulfiddal ellentétben, amely kis
méretének és a HoS forma semleges toltésének koszonhetden konnyen hozzajuk fér. A
reakciok mért sebességi allandoi 1-3 nagysagrenddel nagyobbak mint az elsddleges oxidalt

hem-szarmazék kozombositonek vélt aszkorbinsav és hiigysav esetén>® 139,

4.3.3 Aszulfid- és NO-vezérelt jelatviteli utvonalak kommunkacioja kémiai szemszégbol
Az 1998-as orvosi Nobel-dijat az NO, jelatviteli utak vezérlésében betdltott szerepének

a szulfid és az NO vezérelte jelatviteli utak kozotti kommunikécié. Példaul az érképzésben
és az értagitd hatdsokban komolyan Osszejatszanak és a zavartalan érmiikodéshez

mindkettdre alapveté sziikség van'#!

. A szulfid és a NO jelatviteli utak egymasra gyakorolt
hatasainak a molekuldris mechanizmusai azonban nem tisztazottak. Prof. Martin Feelisch
kutatocsoportjaval egyiittmiikodve célul tiztik ki ezért, a két molekula kémiai
kolesonhatésainak kutatsat bioldgiai vonatkozasban. A NO jelatvitelben kulcsszerepet
jatszo nitrozotiolok és a szulfid reakcidjaban, szulfid felesleg mellett tobbek kozt egy 412

nm abszorbancia maximummal rendelkezé sdrga molekula képzddik (103. dbra)©%,
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103. abra A nitrozotiolok szulfiddal valo reakcidja egy sarga termék képzodéséhez
vezet. UV-lathato spektrofotometriaval rogzitett spektralis valtozasok a SNAP- szulfiddal
valo reakciojaban pH = 7,4-nél. Valtozo SNAP/NaxS koncentracid aranyoknal 1min (A) és
10 min (B) inkubalas hatasara kiilonb6z6 spektralis sajatsagu termékek/ koztitermékek
képz6dnek. Szulfid felesleg mellett egy sarga, 412 nm Abs maximummal rendelkezd relative

stabilis termék képzddése volt megfigyelhets.“3

Ez 6sszhangban van Seel és Wagner és Munro ¢és Williams erdsen lugos kdzegben végzett
kisérleti eredményeivel akik azt a javaslatot tették, hogy a sarga termék nitrozoperszulfid
(SSNO")/#2 143 A sarga termék képzédése akkor is megfigyelhetd volt, ha szulfidot NO
vizes oldataval vagy egyéb NO-donor molekuldkkal kevertiik 6ssze (104.A-D. dbra).

A 0.15, —SSNO"(412 nm) B , SSNO" (412 nm)
0.3- o.1ol 3 '
2 0.05 3
8 024 o.ooj—-—- T 24 1 —
5 0.2 0 5 10 o 2 5 10
£ * 1d6 (min) £ 1dé (min)
£ g
ﬁ 0.1- ﬁ 14
o
< . 02mMNO 2 1 mM DEA/NO
! +2mMNaZS +10mMNaZS
0.0 — . 01—
300 400 500 600 300 400 500 600
Hullamhossz (nm) Hullamhossz (nm)

122



dc_1137_15

C D
3.
3 ]
e 21 s
3 X 4} DEANOTImM+ © Na,S 10 mM +
£ Na S § DEA/NO
£ 10 mM 5
S M 5mM Y il
3 2mM g 0.5 mM
0 wlo Na2s w/o Na,S
300 400 500 600 300 400 500 600
Hullamhossz (nm) Hullamhossz (nm)
E F 200 MM SNAP + 2 mM HS + HS+
— SNAP 1mM 3 H L X
=
=101 V‘max= 259 nm == NayS 10 mM g 0.4-
SNAP +NaS +N,
% x/ $0.34 0uM
3 p 12.5.M
E 0.54 }\max= 280 nm g 0.24 - 25uM
s / / Amax= 412 nm 8 * 50uM
N 0.1
2 O\ N - 100uM
- i N 200 - 200uM
. 1 T L 1 ] T 1 T 1 1
300 400 500 600 0 50 100 150 200

Hullamhossz (nm) 1d6 (s)

104. abra A NO szulfiddal valé reakcidja harom f6 termék képzodését eredményezi:
SSNO™ (Amax = 412 nm), HSx™ (Amax = 290 — 300 nm), és SULFI/NO (Amax = 259 nm).
(A) 200 uM NO Ar-nal telitett foszfat pufferes (pH = 7,4) oldatanak reakcioja 2 mM
szulfiddal SSNO~ (Amax = 412 nm) és HSx™ Amax < 300 nm (HSN") termékeket ad. A
spektrumokat a keverés utan rogton (kék vonal) és ezutan 5 s-onként vettiik fel. (Betét) Az
SSNO™ képzodését koveto tipikus kinetikai gorbe 412 nm-nél. (B) Az NO donor DEA/NO
(1 mM) szulfiddal (10 mM) val6 reakcioja normal levegével telitett oldatokban szintén
SSNO™ és HSx™ képzddését eredményezi. (Betét) Az SSNO~ képzddését kovetd tipikus
kinetikai gorbe 412 nm-nél. (C és D) A képz6dé SSNO~ koncentracioja fiigg a szulfid
koncentraciotol (C) és a NO donorbol valo NO felszabadulas sebességétol (D); a
spektrumokat keverés utan 10 min elteltével vettiik fel. (E) SSNO™ (Amax = 412 nm), HSx™
(Amax = 290— 300 nm), és SULFI/NO (Amax = 259 nm) képzddik a nitrozotiol SNAP
szulfiddal valo reakcigjaban (ImM SNAP + 10 mM NazS; 10 min); A SULFI/NO
detektalhato volt a szulfid nitrogénnel val6 buborékolas hatasara totrénd eltavolitasaval. (F)
HSx (12,5200 uM) hozzaadasaval az SSNO™ képzddés sebessége novelheté a SNAP (200
uM) szulfiddal (2 mM) valé reakcidjaban; a kis HSx koncentracioknal mért indukcios
periodus autokatalitikus effektusra utal. Az az észlelés, hogy ez nagyobb HSx
koncentracioknal eltiinik arra utal, hogy az autokatalizis a poliszulfidok képzddésén
keresztiil valosul meg. A spektrumok 3-10 fiiggetlen kisérletet reprezentalnak.“**

A mechanizmus részletes vizsgalata soran feltételeztiik, hogy a R-SNO-szulfid reakcioban
képzddnek poliszulfidok is melyekre jellemz6 az UV spektrumban 280 nm hullamhossznal
mérhetd elnyelés (104.E. dbra). A poliszulfidok mint termékek jelenlétét tobb oldalrol
alatamasztottuk: 1) A reakcidelegy DTT-vel valé redukcidja révén a 280 nm-nél

detektalhatd elnyelés csokken (105.A. éabra). 2) Ezzel egyidoben a metilénkék és
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monobromobiman moddszerekkel“S szulfid felszabadulas volt mérhetd. 3) Savanyitas
mellett vagy pH = 7-nél kénkivalast tapasztaltunk, amit kloroformos extrakcio segitségével

igazoltunk®?® (105.E. 4bra). 4) Hideg cianolizis modszerrel kvantitativen meghataroztuk a

0 oxidacios allapota ként (szulfan-kén).

A sarga termék nem volt redukalhaté DTT-vel és cianiddal, de savanyitas hatdsara
gyorsan elbomlott (105.A,B. 4bra). Foszfat pufferben pH = 7-nél viszonylag stabilnak
bizonyult, lassti bomléasaval egyidében tobb oldalrol (cianolizis, DTT jelenlétében szulfid
felszabadulas és kloroformos extrakcid segitségével) poliszulfidok képzddését igazoltuk
(105.C-E. abra). Kinetikai vizsgalataink igazoltak, hogy a poliszulfidok nem csak

bomlastermékei, hanem a képzddés koztitermékei is voltak a sarga vegyiiletnek (104.F.
abra).
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105. abra Az SSNO™ nem reagal DTT-vel vagy cianiddal és bomlasakor szulfan-kén és
szulfid szabadul fel. (A,B) 5mM DTT (pH = 7,4-nél) vagy 55 mM KCN (pH = 9,3-nal)
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hozzaadasa a SNAP (500 uM)/szulfid (5 mM) elegyhez redukalja a poliszulfidokat, de a
SSNO™ nem Iép reakcidba (412 nm). (C) Az SSNO~ bomlési sebessége nem valtozik nagy
pH-n vagy nagy mennyiségi DTT (500 uM) vagy cianid (55 mM pH 9,3) jelenlétében (n =
3). +Ar a szulfid Ar-gaz buborékoltatasanak hatasara vald szulfid eltavolitast jelez. (D)
SSNO~ bomlasa kézben 5 mM DTT jelenlétében felszabaduld szulfid metilénkék
modszerrel®?® mért koncentracié valtozasa (n = 3). (E) SSNO~ bomlasat kiséré szulfan-kén
felszabadulasanak mérése kloroformos extrakcioval®?®. Bal panel szemlélteti, hogy
poliszulfidok nemcsak a SNAP — szulfid reakcionak a termékei, de a SSNO~ bomlasa kdzben
is képzddnek. Ko6zépso panel: SSNO~ bomlasanak kdvetkeztében képzddo poliszulfidokbol
kapott kloroformba extrahalt elemi kén reprezentativ spektruma. Betét: elemi kén
kloroformban val6 feloldasaval készitett bels standard reprezentativ spektruma. Jobb panel:
A Bal panelnek megfeleld A és B reakciokban képzddd poliszulfidok relativ koncentracio
aranya (n = 3).¢%

Végiil kiilonbozé tomegspektrometrids modszerekkel (pontos témeg, °N izotopos jeldlés,
fragmentacios spektrum analizis, reakcidelegy direkt infGizios tanulmanyozasa) igazoltuk,
hogy a sarga termék valoban SSNO™. Kisérleteinkkel 6sszhangban az SSNO~ képzddésére

az alabbi modellt javasoltuk:

RSNO + H,S — RSH + HSNO (51)
HSNO + H,S - HSSH + HNO (52)
HSSH + RSNO — HSSNO + RSH (50)
HSSH + HSNO — HSSNO + H,S (51)

Igazoltuk, hogy a reakcid termékei kozt szerepel még az N-nitrozohidroxilamin N-szulfonat
(SULFI/NO) is. Kisérleteink arra utaltak, hogy ennek a vegyiiletnek a legvaldsziniibb
képzddési mechanizmusa a gyokds reakciokban vagy HONS/HSNO-n keresztiil képz8dd
tioszulfatbol szarmazé szulfit NO-dal valo reakcioja.

A javasolt sokrétli reakcioutak koziil egy példa:

HNSO == HOSN == HSNO = HONS (52)
HONS + 2 H,0 —» HONH, + S(OH), (53)
2 S(OH), - $,05"™ + H,0 + 2H* (54)
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S,0,°" + HY - HSO;™ + Sg (55)

HSO;~ + 2NO* - N(O)N(OH)SO;~ (56)

Kutatasaink tehat ravilagitottak arra, hogy a szulfid és NO kémiai kdlcsonhatasaiban 3 {6
termék képzddik: SSNO-, SULFI/NO ¢s poliszulfidok. Ezek fiziologias tulajdonsagait Prof
Martin Feelisch €s Prof Karol Ondrias kutatocsoportjaival egyiittmiikodve tanulmanyoztuk.
A kisérletes munkak nagy része az O laboratériumaikban folyt, melyeknek eredményeképp
tobbek kozt megallapitottuk, hogy: 1) Az SSNO™ rezisztens a sejten beliili redukalo kozegre,
lassu bomlasa NO felszabaduldssal jar, ami az endogén uton termelt NO elnyu;jtott biologiai
hatésaiért (tobbek kozt az oldhatd guanilil ciklaz enzim aktivalasa és ezen keresztiil a
vérnyomas szabalyozasa) lehet felel6s. 2) A poliszulfidok mint a szulfid-NO koélcsonhatas
illetve az SSNO~ bomlas termékei szintén vérnyomascsokkenté hatasuak. 3) A SULFI/NO
NO és HNO donorként viselkedik €s moderaltan vérnyomascsokkentd hatdsa mellett

fokozza a szivizomzat teljesitményét (pozitiv ionotrdp hatasn)©33C34C35,

5 Kitekintés és a dolgozatban ismertetett eredmények jovébeni
hasznositasai.

A modern, célzott terapids onkologiai kezelések alappilléréiil szolgalnak azok az
feltarasara iranyulnak. Ilyen alapvetd eltérés jelentkezik példaul a tumorsejtek altal endogén
utakon termelt ROS mennyiségében és mindségében €s az azokat kozombositd antioxidans
fehérjék termelésében. Ezt kiaknazandd, az amerikai "National Cancer Institute” a
kozelmultban kiemelt jelentdségli iranyvonalnak kialtotta ki az tigynevezett redoxiterapias

lehetdségek kutatasat'**

. A redoxterapias kutatdsok tobbsége azon a felismerésen alapul,
hogy a sejten beliili redoxiegyensuly megboritidsa a daganatos sejtekben hamarabb indukal
apoptotikus sejthalalt, mivel az oxidativ stresszre vald adaptacids lehetOségek ezekben a
sejtekben mar javarészt ki vannak hasznalva a karciogenezis alatt megndvekedett ROS
termelés ellensulyozasara. Eredményeink a sejten beliili oxidativ stressz kozombositésének

¢s biologiai/biokémiai kdvetkezményeinek molekuldris mechanizmusaiba ad betekintést az
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ezekben a folyamatokban fOszerepet jatszo6 reakciok kinetikai paramétereinek
meghatdrozasan ¢és reakcidmechanizmusainak vizsgélatain keresztiil.

A sejtek redoxibioldgiai tulajdonsagai Iényeges szerepet toltenek be a jelenlegi
kizarolagos terapias célpontok, a foszforilacids utvonalak, szabalyozasaban# 146, Az ilyen
redoxireakciok altal vezérelt jelatviteli folyamatokban a fehérjék cisztein (Cys) aminosav
komponensei jatszak a foszerepet. A foszforilacios jelatviteli Gtvonalak meghatarozo
komponensein tul egyéb 1étfontossagu fehérjék, példaul membran csatornak, transzkripcids
faktorok, metabolikus enzimek miikodését is szabalyozzak kozvetlen vagy kdzvetett modon
a Cys aminosavaik redoxireakcioi. A peptidek és fehérjék Cys aminosav komponenseinek
ROS-okkal val6 reakcidinak kinetikai vizsgalatai és a reakcidomechanizmusok értelmezése
ezért kulcsszerepet jatszhat a sejt biologiai vezérlésének mélyebb megértésében és a célzott
terapiakra valo rezisztenciamechanizmusok felderitésében.

A hidrogén-szulfid altal vezérelt jelatviteli utvonalaknak a kinetikai vizsgalatai és a
reakciok mechanizmusainak in vitro feltérképezése alapvetd szerepet tolthet be ezen tjonnan
felfedezett kis jelatviteli molekula széleskorli fiziologids hatisainak értelmezésében. Az
altalunk meghatarozott kinetikai paraméterek tobbek kozt betekintést adhatnak abba, hogy
az adott reakcidnak a biologiai kdrnyezetben valo lejatszodasa relevans vagy nem, a
reakcionak az észlelt biologiai hatasokban lehet-e szerepe vagy sem. A bioldgiai hatasok
hatterében all6 fontosabb reakciok mechanizmusainak feltérképezése az adott
fiziologias/patofiziologias folyamat mélyebb megértését segiti, amivel 0j terapias célpontok
azonositasaval ) gyogyszerek kifejlesztésére adhat lehetdséget.

Sajat kutatdcsoportunk is nagy erdkkel dolgozik a dolgozatban ismertetett
eredmények fiziologiai jelentdségének kutatdsan, elsdsorban daganatos betegségek
vonatkozasaban. A dolgozatban ismertetett eredményeink altal szerzett ismereteink
segitségével célunk, hogy tiol enzimek alapvetd funkcidit vizsgaljuk onkologiai
vonatkozasban. Ennek érdekében osztalyunkon intenziven tanulmanyozzuk az
redoxiproteomikai modszerek kifejlesztésének lehetdségeit. Tobbek kozott a stockholmi
Karolinska Intézet proteomikai centrumanak vezet6jével, Janne Lehtio-vel, egytittmitkodve
egy nagyon érzékeny modszer kidolgozasat tiiztiik ki célul. fgéretes elékisérletek igazoltak,
hogy tjonnan kidolgozott protokollunk eddig nem tapasztalt érzékenységgel képes tobb ezer
fehérje oxidativ poszttranszacids modosulatdnak a detektdldsira a teljes foszforilacios
proteom mellett. Az eljaras tokéletesitésével meggydzddésiink, hogy a daganatos betegségek

gyogyitasaban és a biomarker kutatasban fontos felfedezésekre nyilik majd lehetdségiink.
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Vizsgaljuk tobbek kozott: 1) Az EGF hatdsara indukalt redoxijelatviteli folyamatok4®¢%2
hatasat EGFR-t célz6 kezelések effektivitasaira.

Jelenleg a Sunitinib (EGFR gatlo) hatasara bekovetkezé valtozasokat detektaljuk
A431 human laphamrak sejtek redoxiproteomjaban. 2) A sejtek redoxi 6rszemeinek, a
peroxiredoxin fehérjecsaladnak, a szerepeit a daganatos betegség kialakuldsaban és a
gyogyszeres/sugar terapiakra valo rezisztencidban/érzékenyitésben. Uj 2D  gél-
elektroforézises elvalasztason ¢és fluoreszcens jeldlésen ¢és tomegspektrometrids
azonositason alapuld sajat redoxiproteomikai modszeriink segitségével mar sikeriilt a
Paklitaxel kemoterapids gyogyszer altal indukalt oxidativ stressz elsé szdmu célpont
fehérjéjének az azonositasa, amely a gydgyszer hatasmechanizmusanak 01j dimenzidjara vetit
fényt.

Kutatasaink masik iranyvonalat képviseli a hidrogén-szulfid onkologiai vonatkozasu
fiziologias tulajdonsagainak vizsgalatai. Tumorsejtekben, a CBS és CSE enzimek
tultermelése révén, a szulfid meghatarozé tumor novekedési faktorként és ezaltal terapias
célpontként l1éphet elgt47: 148,

Laboratériumunkban egy uj CBS enzim aktivitist méré nagy érzékenységli modszert
fejlesztettiink ki, amivel hipotézisiink szerint human vérben tudjuk majd mérni a tumorbél a
keringésbe kikeriild enzim aktivitasat és a modszer biomarker potencialjat tobb klinikai
vonatkozasban (malignus elvaltozas jelenléte, terdpia hatékonysaga, tumorprogresszio stb).

Human tumor szévetmintakon vizsgaljuk tovabba a szulfidtermeld enzimek szerepét
a daganatos betegség klinikai vonatkozéasaiban. ElOkisérleteink arra utalnak, hogy a CSE
nagyon szignifikansan taltermelt a tumor szévetben az egészséges kontrolhoz képest (106.
abra), ami arra utal, hogy nem Kkis sejtes tiid6 tumorok kialakulasaban és progresszidjaban

fontos szerep juthat a hidrogén-szulfidnak.
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106. abra Nem Kkis sejtes tiidé karcindmaban a tumor sejtek CSE expresszioja
szignifikinsan megnovekedett az egészséges kontrollhoz képest. 20 nem kis sejtes tiidd
szovet mintaiban mért CSE, CBS és 3MST (lasd 106. abra) enzim expressziok relativ
aranyai. A P* parositott t-teszttel végzett statisztikai kiértékelés szignifikanciajat jelzi. Az
enzimek relativ mennyiségeit (egészséges vs a hozza tartozo tumor szovet) a mélyfagyasztott
mintak poritasat, lizalasat koveté WB analizis segitségével hataroztuk meg. A felvitt relativ
mennyiségeket egy HRP-vel konnyugalt aktin antitesttel vald6 WB analizis eredményének
segitségével korrigaltuk. A korrigalt mennyiségekkel is Gjra blottoltuk a mintékat aktinra és
ahol sziikséges volt korrekcios faktort hasznaltunk a szulfid termeld enzimek expresszid
analizisének precizebb vizsgalata érdekében.
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6 Koszonetnyilvanitas

Mindenekeldtt nagyon halas vagyok Kasler Miklos Professzor Urnak azért, hogy hosszu kiilfoldi
tanulmanyutam végén megteremtette a lehetdségét annak, hogy az Orszagos Onkologiai Intézetben
létrehozzam sajat kutatécsoportomat, a Molekularis Immunologia és Toxikologia Osztalyt (MITO).
A kiilfoldrél valé hazatelepedésiink nagy részben Neki is koszonhetd. K6szondm, hogy Professzor
Ur azéta is messzemenden, toretleniil tiamogatja munkamat.

Sajat kutatdémunkdm és fiiggetlen tudomanyos gondolkodasom elinditdsat Fabian Istvan
Professzor Urnak koszonhetem, aki folyamatosan szemmel kiséri és segiti a kutatasaimat és a magyar
tudomany vilagaba vald boldoguldsomat/beilleszkedésemet. Fabian Professzor Urat kiilon kdszonet
illeti a dolgozat kritikus szakmai atnézéséért, segité kommentarjaival emelte annak szinvonaldt.

A kutatéi vilagba vald bevezetésem ¢és az oldatkémiai szemléletem kialakuldsa PhD
témavezetomnek, Prof. Toth Imrének koszonhetd, aki a habilitalasomban is messzemenden
tamogatott.

A Dbiologiailag fontos reakciok vilaganak megismerését Prof. Michael T. Ashby-nek
kdszonhetem, akivel 3 évet dolgoztam egyiitt az Oklahomai egyetemen.

A biokémia és biologia vilagaba Christine Winterbourn Professzor Asszony vezetett be,
tovabba a kézirat és palyazatiras Gtvesztéjében az O tamogatasaval kezdtem el boldogulni.

Halas vagyok a MITO minden tagjanak, Ballagd Krisztinanak, Bir6 Adriennek, Bogdandi
Viragnak, Budai Barnanak, Doka Evanak, Garai Dorottyanak, Lénart Zsuzsannénak, Nagy Attilanak,
Palinkas Zoltannak és Vasas, Anitanak; nélkiiliikk ez a munka nem johetett volna létre. A jelenlegi
kutatasi teriileteinknek a kialakitasaban és az Osztadly tudomanyos mihellyé kovacsolasaban
elengedhetetlen szerepiikk volt/van. Koszonettel tartozom az Osztaly dolgozdinaknak a
kutatomunkahoz nagyon fontos jé hangulat megteremtéséért is. Kiilon kdszonet jar Lénart
Zsuzsannanak és Doka Evéanak, akik a dolgozat formazasaban, az abrak elkészitésében és a
referenciak illetve a tudomanymetriai adatok dsszeallitdsaban nélkiilozhetetlen segitségemre voltak.

Koszonet illeti minden kalfoldi és hazai kollaboratoromat, tarsszerzémet illet minden
onkéntes véradot, akik természetesen a felfedezések kulcsszereploi.

Nagyon halas vagyok Kiraly Robert Docens Urnak, a dolgozat rendkiviil alapos atnézéséért,
lektoralasaért s nagyon hasznos tanacsaiért.

Toretlen szeretetiikért, bizalmukért és timogatasukért nagyon halas vagyok Edesanyamnak
és Edesapamnak. Ok 6rok tamaszaim és megerdsitéim a megprobaltatasokban.

Koszondm feleségemnek, €s a csaladomnak a munka alatt nyujtott, az élet minden teriiletét
atfogo, tamogatasat és toretlen szeretetét. A dolgozatot két kislanyomnak Lilly-Annénak és Emily
Hannanak ajanlom. Ok a vilagossag az alagut végén, a mosoly és boldogsag megtestesit6i. Ha
szorgalmasan dolgoztok kicsi manok, akkor egyszer Nektek is lehet ehhez hasonld, vagy ennél

sokkal jobb palyamiivetek.
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Péter Nagy”, Guy N. L. Jameson, and Christine C. Winterbourn

Kinetics and mechanisms of the reaction of hypothiocyanous acid with 5-thio-2-nitrobenzoic
acid and reduced glutathione

Chemical Research in Toxicology (2009) 22, 1833-40.

Stephanie M. Bozonet, Amy Scott-Thomas, Péter Nagy, and Margreet C. M. Vissers
Hypothiocyanous Acid is a Potent Inhibitor of Apoptosis and Caspase-3 Activation in
Endothelial Cells

Free Radical Biology and Medicine (2010) 49, 1054-1063.

Péter Nagy and Michael T. Ashby

Reactive Sulfur Species: Kinetics and Mechanism of the Oxidation of Cystine by Hypochlorous
Acid to Give N,N’-Dichlorocystine

Chemical Research in Toxicology (2005) 18, 919-23.

Péter Nagy and Michael T. Ashby

Kinetics and Mechanism of the Oxidation of Glutathione Dimer by Hypochlorous Acid and
Catalytic Reduction of the Dichloroamine Product by Glutathione Reductase

Chemical Research in Toxicology (2007) 20, 79-87.
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C19.

C20.

C21.

C22.

C23.

C24.

C25.

C26.

C27.

C28.

Michael T. Ashby and Péter Nagy

Revisiting a Proposed Kinetic Model for the Reaction of Cysteine and Hydrogen Peroxide via
Cysteine Sulfenic Acid

International Journal of Chemical Kinetics (2007) 39(1), 32-38.

Michael T. Ashby and Péter Nagy

On the Kinetics and Mechanism of the Reaction of Cysteine and Hydrogen Peroxide in
Agueous Solution

Journal of Pharmaceutical Sciences (2006) 95(1), 15-18.

Péter Nagy™ Amir Karton, Andrea Betz, Alexander V. Peskin, Paul Pace, Robert O'Reilly,
Mark B. Hampton, Leo Radom, and Christine C. Winterbourn

Model for the Exceptional Reactivity of Peroxiredoxins 2 and 3 with Hydrogen Peroxide; A
Kinetic and Computational Study

Journal of Biological Chemistry (2011) 286, 18048-55.

Gabor Sirokmany, Anna Pato, Melinda Zana, Agnes Donké, Adrienn Biro, Péter Nagy and
Miklés Geiszt

Epidermal Growth Factor-Induced Hydrogen Peroxide Production Is Mediated By Dual
Oxidase 1

(2015) Submitted

Alexander V. Peskin, Andrew G. Cox, Péter Nagy, Philipp E. Morgan, Michael J. Davies,
Mark B. Hampton and Christine C. Winterbourn

Rapid Removal of Amino acid, Peptide and Protein Hydroperoxides by Reaction with
Peroxiredoxin 2&3

Biochemical Journal (2010) 432, 313-321.

David Peralta, Agnieszka K. Bronowska, Bruce Morgan, Eva Doka, Koen Van Laer, Péter
Nagy, Frauke Griter and Tobias P. Dick

A proton relay enhances H,O»-sensitivity of GAPDH to facilitate metabolic adaptation
Nature Chemical Biology (2015) 11, 156-63.

Jiangiang Xu, Sofi E. Eriksson, Marcus Cebula, Tatyana Sandalova, Elisabeth Hedstrom, Irina
Pader, Qing Cheng, Charles R. Myers, William E. Antholine, Péter Nagy, Ulf Hellman, Galina
Selivanova, Ylva Lindqvist, Elias S. J. Arnér

The conserved Trpl14 residue of thioredoxin reductase 1 has a redox sensor-like function
triggering oligomerisation and crosslinking upon oxidative stress related to cell death

Cell Death and Disease - Nature (2015) 6: p. e1616.

Péter Nagy*, Zoltan Palinkas, Attila Nagy, Barna Budai, Imre Téth, Anita Vasas

Chemical aspects of hydrogen sulfide measurements in physiological samples

Biochimica et Biophysica Acta invited review for the “Current methods to study reactive
oxygen species — strengths and limitations” (2014) 1840, 876-891.

Romy Greiner, Zoltan Palinkas, Katrin Bésell, Dorte Becher, Haike Antelmann, Péter Nagy
and Tobias P. Dick

Polysulfides link H2S to protein thiol oxidation

Antioxidants and Redox Signaling (2013) 19(15), 1749-1765.

Péter Nagy™ and Christine C. Winterbourn

Rapid Reaction of Hydrogen Sulfide with the Neutrophil Oxidant Hypochlorous Acid to
Generate Polysulfides

Chemical Research in Toxicology Rapid Reports (2010) 23, 1541-1543.
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C29.

C30.

C3L

C32.

C33.

C34.

C35.

Anita Vasas, Eva Doka, Istvan Fabian, Péter Nagy*

Kinetic and thermodynamic studies on the disulfide-bond reducing potential of hydrogen
sulfide

Nitric Oxide Biology and Chemistry (2015) 46, 93-101. Hydrogen Sulfide Biology and
Therapeutic Applications special issue, Edited by Prof. Hideo Kimura

Eva Doka, Irina Pader, Adrienn Bir6, Katarina Johansson, Qing Cheng, Krisztina Ballag,
Justin R. Prigge, Tobias P. Dick, Edward E. Schmidt, Elias S. J. Arnér and Péter Nagy*
Novel persulfide detection method reveals protein persulfide and polysulfide reducing
functions of thioredoxin- and glutathione-systems

Science Advances (2015) accepted for publication

Zoltan Palinkas, Paul G. Furtmiiller, Attila Nagy, Christa Jakopitsch, Katharina F. Pirker,
Marcin Magierowski, Katarzyna Jasnos, John L.Wallace, Christian Obinger and Péter Nagy*
Interactions of hydrogen sulfide with myeloperoxidase

British Journal of Pharmacology (2015) 172, 1516-1532.

Viktoria Jeney, Laszlo Potor, Péter Nagy, Emese Tolnai, Anita Vasas, Enikd Balogh, Agnes
Gyetvai, Gabor Méhes, Matthew Whiteman, Mark E. Wood, Sandor Olvaszto, Gyorgy Balla,
Jozsef Balla

Elevated Levels Of H2S Inhibit Hemoglobin-Lipid Interactions In Atherosclerotic Lesions
(2015)Benyujtott

Miriam M. Cortese-Krott, Bernadette O. Fernandez, José LT Santos, Evanthia Mergia, Marian
Grman, Péter Nagy, Malte Kelm, Anthony Butler, Martin Feelisch

Nitrosopersulfide (ONSS-) accounts for sustained NO bioactivity of S-nitrosothiols following
reaction with sulfide

Redox Biology (2014) 2, 234-244.

Miriam M. Cortese-Krott, Gunter GC Kuhnle, Alex Dyson, Bernadette O. Fernandez, Marian
Grman, Jenna F. DuMond, Mark P Barrow, George McLeod, Hidehiko Nakagawa, Karol
Ondrias, Péter Nagy, S. Bruce King, Joseph Saavedra, Larry Keefer, Mervyn Singer, Malte
Kelm, Anthony R. Butler, Martin Feelisch,

The key bioactive reaction products of the NO/H,S interaction are S/N hybrid species,
polysulfides, and nitroxyl.

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
(2015) 112, E4651-60.

Andrea Berenyiova, Marian Grman, Ana Mijuskovic, Andrej Stasko, Anton Misak, Péter
Nagy, Elena Ondriasova, Sona Cacanyiovaa, Vlasta Brezova, Martin Feelisch, Karol Ondrias
The reaction products of sulfide and S-nitrosoglutathione are potent vasorelaxants

Nitric Oxide Biology and Chemistry (2015) 46, 123-130. Hydrogen Sulfide Biology and
Therapeutic Applications special issue, Edited by Prof. Hideo Kimura

8.3 A dolgozat témajahoz kapcsolodé meghivott eloadasok
(forditott kronologiai sorrendben)

2016 Nemzetkozi Tudomanyos Bizottsagi Tag- Society for Free Radical Research-Europe
2016 Nemzetkozi Tandcsado Testiileti Tag- 4th International Conference on the Biology of

Hydrogen Sulfide

2015 Protein persulfides: Insights into the molecular mechanisms of H2S signaling

Meghivott plenaris eléado Joint Meeting of the Societies for Free Radical Research
Australasia and Japan, Christchurch, Uj-Zéland

2015 Superoxide-mediated post-translational modification of tyrosine resideues

Meghivott eléado: Society for Free Radical Research- Europe meeting Stuttgart, Germany
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2015 Mechanistic chemical perspective of thiol redox biology
Meghivott eléadd: Thiol-based redox switches in life sciences ESF-EMBO conference, Sant
Feliu de Guixols, Spain
2015 Hydrogen sulfide and redox signaling
Meghivott eléado: “Redox Regulation, Oxidative Stress, and Selenoproteins.” Medical
University of South Carolina in Charleston, S.C.
2015 Mechanistic Chemical Perspective of Hydrogen Sulfide Signaling
Meghivott eléado: 3rd European Conference on the Biology of Hydrogen Sulfid, Athens,
Greece
2015 Mechanistic Chemical Perspective of Hydrogen Sulfide Signaling
Meghivott eléado: ,, RISE Enhancing Biomedical Sciences and Biomedical Engineering in
Science and Technology ”Mayagiiez, Puerto Rico
2015 Redox biochemistry of thiol proteins and hydrogen sulfide
Meghivott szemindriumi eléadas LSU Health Shreveport, USA,
2014 Mechanistic consideration of sulfide- versus polysulfide-mediated signaling events from a
chemist’s perspective
Meghivott eléado: Third International Conference on the Biology of Hydrogen Sulfide
meeting, Kyoto,Japan
2014 Tools and techniques for gasotrasmitters detection; working with gasotransmitters
Meghivott oktato: Training School on Gasotransmitters Biology and Chemistry, Capri, Italy
2014 Kinetics and mechanisms of thiol redox reactions in relation to their biological functions
Meghivott szeminariumi eléadads: Redox Biology Seminars, Heidelberg DKFZ, Germany
2013 Meghivott eléado: Redox Proteomika az Orszagos Onkoldgiai Intézetben Magyar
Onkologusok Tarsasaganak XXX-ik Kongresszusa, Pécs;
Molecular mechanisms of BRAF V600E inhibition and acquired resistance to inhibitors of the
MAPK pathway in melanoma malignum. Potential roles of Redox Regulation.
2013 Kinetics and mechanisms of thiol oxidation in biological systems
Eléado: Debrecen Colloquium on Inorganic Reaction Mechanisms 2013 Conference,
Debrecen, Hungary
2013 Scavenging of doxorubicin-induced peroxide species by peroxiredoxin 2 in red blood cells
Eldado: Eu-ROS COST meeting, Budapest, Hungary
2013 Chemical aspects of hydrogen sulfide measurements in physiological samples
Meghivott eléado: European Network on Gasotransmitters COST meeting, Athens, Greece
2012 Kinetics and Mechanisms of Thiol Oxidation in Biological Systems
Meghivott plendris eléadas: Natural Products and Related Redox Catalysts: Basic Research
and Application in Medicine and Agriculture, Aveiro, Portugal
2012 Some Redox- and Coordination-Chemical Properties of Hydrogen Sulfide in Relation to its
Biological Activities
Meghivott eléado: European Network on Gasotransmitters COST meeting, Budapest, Hungary
2012 Redox Chemical Studies of Biological Thiols
Meghivott szemindriumi eléadds: at Saarbrucken Univesrity, Saarbrucken, Germany
2012 Interactions of Hydrogen Sulfide with Neutrophil-Derived Oxidants
Meghivott eléado: First European Conference on the Biology of Hydrogen Sulfide, Smolnice,
Slovak Republic
2012 Reaktiv Oxigén Szarmazékok a daganatos megbetegedésekben
Meghivott eléado: Magyar Onkologusok Gyogyszerterapias Tudomanyos Tarsasaga VI
Kongresszusa 2012. marcius 8-10
2011 Novel Mechanisms for Superoxide Toxicity- Szuperoxid reakcidi fenol szabadgyokokkel
¢s azok biologiai jelentdsége
Meghivott szeminariumi eléadas a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszék
szemindriuman.
2010 Mechanistic Investigation of the High Reactivity and Specificity of Peroxiredoxins with
Peroxides
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Meghivott eléadas a 19th Annual Meeting of the Society for Free Radical Research
Australasia, Akaroa, New Zealand

2010 Chemical Aspects of Thiol Oxidation in Biology

2010

2010

2009

2009

2009

2009

2009

2008

2007

2007

2005

Meghivott szeminariumi eloadas: Puget Sound Blood Center, Seattle, WA, USA

The Jekyll and Hide Roles of Superoxide in vivo: Mechanistic Investigation of Superoxide
Mediated Tyrosine Modifications on Peptides and Proteins

Meghivott szeminariumi eloadas: University of Washington, Department of Medicine, Seattle,
WA, USA

Addition of superoxide to tyrosyl radicals in peptides and proteins; a potential route for
superoxide toxicity

Kivadlasztott eléads: Oxygen Radicals Gordon Research Conference, Ventura, CA, USA
Rapid reaction of superoxide with insulin-tyrosyl radical results in hydroperoxide formation,
a kinetic study.

Kivadlasztott eléado: 5th Joint Meeting of the Society for Free Radical Research (Australia and
Japan) with Mutagenesis and Experimental Pathology Society of Australia, Sydney, Australia
Neutrophil mediated oxidation of opioid peptides

Meghivott eléaddas a Brain Health & Repair Research Centre Conference, Dunedin, New
Zealand

Mechanisms of thiol oxidation in biology. A chemist’s perspective

Meghivott szemindriumi eléadds: University of Otago, Dunedin, Department of Chemistry,
New Zealand

Redox chemistry of neutrophil-derived oxidants

Meghivott szemindrium: University of Otago, Dunedin, Department of Chemistry, New
Zealand

Superoxide mediated radical reactions of opioid peptides and proteins

Meghivott szemindriumi eléadas: University of Otago, Dunedin, Department of Chemistry,
New Zealand

Radical targets for superoxide toxicity

Meghivott szemindrium. The Swiss Federal Institute of Technology (ETH), Department of
Chemistry, Zurich

Neutrophils, our in vivo cleaning staff, use chlorine bleach to disinfect

Meghivott szemindriumi eléadas a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszék
szemindriumadn.

Thiocyanate is an Efficient Endogenous Scavenger of the Putative Eosinophilic Killing Agent
Hypobromous Acid

Meghivott eldadas az 5" International Meeting on Human Peroxidases, Akaroa, New Zealand
Reactive Sulfur Species: Kinetics and Mechanisms of the Oxidation of Cystine Derivatives by
Hypochlorous Acid

Meghivott eléadds az 57" Southeast/61% Southwest Joint Regional Meeting of the American
Chemical Society, Memphis, Tennessee, USA
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9 Roviditések

3MST
AAT
ApoA-I
ATP
BPM
CBS

CD spektroszkopia

Cys
CyS(=0)SCy
CySOzH
CySOH
CySOH
CySX
CSE
CSH
CSSC
DEDA
DMPO
DNCB
DOPA
Dox
DTNB
DTT
EPO

EPR spektroszkopia

ER

ferril -Hb
G6PD
GAPDH
GOR
Gpx1
Grx

GSH
GSNO
GSSG
GSSH
H2NC(=0)SO-
HACHD
Hb

HDL
HNE
HOBr
HOCI
HOHICA
HOSCN
HOX
HRP
HSSH
IAB

IMS

Indo
Leu-Enk

3-merkaptopiruvat-szulfurtanszferaz
aszpartat/cisztein-aminotranszferaz
zsirszegény apolipoprotein-A-I
adenozin-5'-trifoszfat
Biotin-PEG11-maleimid

cisztationin (-szintdz

cirkularis dikroizmus spektroszkopia
cisztein

cisztin tioszulfindt észter szarmazék
cisztein-szulfonsav

cisztein szulfénsav
cisztein-szulfénsav
cisztein-szulfenil-halogenid szarmazék
cisztationin y-liaz

cisztein

cisztin
7,7-dimetil-(5Z,82)-ekozadienosav
5,5-Dimetil-1-Pirrolin-N-Oxid
1-kl6r-2,4-dinitrobenzol
3,4-dihidroxi-fenilalanin
doxorubicin
5,5’-ditiobisz-(2-nitrobenzoesav)
ditiotreitol vasas

eozinofil peroxidaz enzim

elektron paramagneses rezonancia spektroszkopia
endoplazmikus retikulum
ferril-hemoglobin

gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz
gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz enzim
glutation oxido-reduktaz

glutation peroxidaz enzim
glutaredoxin

redukalt glutation

nitrozoglutation

oxidalt glutation

glutation-perszulfid

tiokarbamat S-oxid
4-hidroxi-4-alanil-ciklohexa-2,5-dién-1-on
hemoglobin

nagy surliségli lipoproteinek
4-hidroxi-nonenal

hipobromossav

hipoklérossav
3a-hidroxi-6-0x0-2,3,3a,6,7,7a-hexahidro-1H-indol-2-karbonsav
hipitiocoanit

hipohalogénessav

tormaperoxidaz

diszulfid

EZ-Link Jédacetil-PEG2-biotin
mitokondrialis membranon beliili tér
Indomethacin (Cox 1,2 inhibitor)
leucin-enkefalin
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Leu-Enk-OOH
LPO
MAFP
Mb
Met-Enk
metHb
MMTS
MnSOD
MPO
NADH
NADP
NADPH
NDC
NDG
NDGA
NEM
NMR spektroszkopia
NO
ONOO~
oxyHb
PBS

PC
PMA
Prx
PTEN
PTP

RC

ROS

SA

SDO
SFM
SNAP
SO

SOD

Sp

SPO
SQR
SQR-SSH
Sr
SSNO~
SULFI/NO
TCEP
TNB
Trx
TrxR

TS

TST
Tyr-OOH
vvt

wB

X0

Leu-Enk hidroperoxid

laktoperoxidaz enzim

metil arakidonil fluorofoszfonat
mioglobin

metionin-enkefalin

methemoglobin (Fe'"Hb)

metil-metan tioszulfonat

mangan szuperoxid dizmutaz
mieloperoxidaz
nikotinamid-adenin-dinukleotid
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
cisztin N,N'-dikloramin szarmazéka
oxidalt glutation bis-N-kloro-¢-L-glutamil szarmazéka
nordihidroguarinsav

N-etilmaleimiddel

magneses magrezonancia spektroszkopia
nitrogén monoxid

peroxinitrit

oxyhemoglobin (Fe""Hb)

foszfatpuffer fiziologias s6oldatban
termék komplexe

forbol-mirisztat-acetat

peroxiredoxin

foszfataz és tenzinhomolog enzim
protein tirozin foszfataz

reaktans komplexek

reaktiv oxigén szarmazék

szalicilamin (lipidekbdl szarmaz6 ketoaldehidek bontasara)

szulfid-dioxigenaz

szérummentes médium
S-Nitrozo-N-acetilpenicillamin
szulfit-oxidaz

szuperoxid dizmutaz

peroxidativ cisztein tiol
nyal-peroxidaz
szulfid-kinon-reduktaz
szulfid-kinon-reduktaz-perszulfid
redukalo cisztein tiol
nitrozoperszulfid
N-nitrozohidroxilamin N-szulfonat
trisz(2-karboxietil)foszfin
5-tio-2-nitrobenzoesav
tioredoxin

tioredoxin reduktaz

atmeneti allapot
tioszulfat:glutation szulfurtranszferaz
tirozin-hidroperoxid

vorosveértest

Western-blot

Xantin oxidaz
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