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Detektion von Persulfidbildung an Proteinen (S-Sulfhydrierung)
mithilfe einer Tag-Switch-Technik**

Dehui Zhang, Igor Macinkovic, Nelmi O. Devarie-Baez, Jia Pan, Chung-Min Park,
Kate S. Carroll, Milos R. Filipovic* und Ming Xian*

Abstract: Protein-Persulfidbildung (die Bildung von -S-SH-
Addukten aus Cysteinresten) ist eine vor kurzem entdeckte
oxidative posttranslationale Modifikation, die eine wichtige
Rolle bei H,S-vermittelten Signalwegen spielt. Hier berichten
wir iiber die erste selektive , Tag-Switch“-Methode, mit der
Protein-Persulfidreste direkt markiert werden konnen, um
stabile Thioether-Konjugate zu bilden. Des Weiteren zeigen
wir, dass H,S allein nicht zur Persulfidbildung fithren kann
und dass die beiden moglichen physiologischen Mechanismen
eine Reaktion mit Protein-Sulfensiuren (P-SOH) oder die
Beteiligung von Metallzentren umfassen, die die Oxidation
von H,S zu HS' ermdoglichen.

Schwefelwasserstoff (H,S) wurde vor kurzem als ein wich-
tiges Molekiil der Zellkommunikation einge-

stuft.] Veroffentlichungen der letzten Jahre Vethode 1
lassen zunehmend darauf schlieBen, dass H,S eine ST
vermittelnde Rolle bei vielen physiologischen _ g
und/oder pathologischen Vorgingen einnimmt.””! $
Finige dieser Effekte werden der Bildung von SH
Protein-Persulfiden, auch S-Sulfhydrierung ge-

nannt (d.h. der Umwandlung von Cysteinresten  Methode 2

-SH zu Persulfiden -S-SH), zugeschrieben. Dieser
Vorgang wurde als neue oxidative posttranslatio-
nale Modifikation (oxidative post-translational
modification, oxPTM) definiert.** Die Bildung
von Persulfiden konnte von Bedeutung sein, da sie
einen Mechanismus darstellt, iiber den H,S die
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Schema 1. Gegenwirtige Strategien zur Detektion von Persulfidbildung.
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Funktionen eines breiten Spektrums zelluldrer Proteine und
Enzyme modifiziert.”! Zum jetzigen Zeitpunkt sind die zu-
grundeliegenden Mechanismen der Persulfidbildung mithilfe
von H,S immer noch unklar.®* Ein groBes Problem ist, dass
der Persulfidrest (-S-SH) eine Reaktivitdt aufweist, die der
von anderen Schwefelverbindungen (vor allem von Thiolen
(-SH)) #hnelt. Dies fiihrt zu Schwierigkeiten bei der Ent-
wicklung selektiver Detektionsmethoden fiir die Persulfid-
bildung.!

Bislang wurden zwei Methoden angewendet, um Persul-
fidbildung zu detektieren (Schema 1). Die erste Methode ist
eine Biotin-Switch-Technik."* Hierbei wird die alkylierende
Verbindung S-Methylmethanthiosulfonat (MMTS) einge-
setzt, um Thiole und Persulfide zu unterscheiden. Zunichst
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werden Thiolreste (-SH) in Proteinen durch MMTS blockiert.
Von Persulfiden (-S-SH) nimmt man an, dass sie nicht rea-
gieren und daher fiir eine anschlieBende Konjugation an N-[6-
(Biotinamido)hexyl]-3'-(2"-pyridyldithio)propionamid
(Biotin-HPDP) zur Verfiigung stehen. Mit Methode wurden
zahlreiche Proteine als Targets der Persulfidbildung identifi-
ziert, und der grundlegende Grad der Sulfhydrierung einiger
Proteine wurde auf 25% geschitzt. Bei Methode 2P wird
vorgeschlagen, das sowohl -SH als auch -SSH von alkylie-
renden Reagentien wie Iodessigsdure (IAA) blockiert
werden konnen. Dann konnen die Persulfidaddukte mit Di-
thiotreitol (DTT) zu freien -SH-Resten reduziert werden und
mit Iodacetamid-gebundenem Biotin (IAP) markiert werden.
Aus chemischer Sicht sind beide Vorgehensweisen pro-
blematisch. Bei Methode 1 bleibt der zugrundeliegende Me-
chanismus der Selektivitdt von MMTS fiir das Thiol gegen-
iiber dem Persulfid unklar. Forschungen belegen, dass Per-
sulfide und Thiole dhnliche Reaktivitdten mit Elektrophilen
wie MMTS aufweisen sollten.[! Bei Methode 2 bleibt unklar,

Angew. Chem. 2014, 126, 586 -592


http://dx.doi.org/10.1002/ange.201305876

wie DTT als Reduktionsmittel selektiv Persulfid-Modifika-
tionen von anderen, durch DTT reduzierbaren Resten wie
Disulfiden und S-Nitrosothiolen, unterscheiden kann.

Folglich sind die chemischen Grundlagen der derzeitigen
Methoden zweifelhaft, was zu fehlerhaften Ergebnissen
fiilhren konnte. Offenbar sind verlésslichere Methoden zur
Detektion von Persulfidbildung an Proteinen vonndéten.
Nachdem wir erkannt hatten, dass Thiole und Persulfide sehr
dhnliche Reaktivititen aufweisen, schlugen wir eine Tag-
Switch-Technik vor, um Persulfidbildung nachzuweisen. Hier
beschreiben wir die Entwicklung und die Anwendung dieser
Methode.

Wie in Schema 2 illustriert, schlagen wir vor, dass Per-
sulfidbildung selektiv mithilfe einer Tag-Switch-Methode
detektiert werden kann (d. h. mithilfe zweier Reagentien, um

S-SH S-S—(BRD S—(Nu

—S — 7 : —

) . CERD >3 Nu M ;
SH s—CBRD

@SH-blockierendesReagens :Nu'  Nukleophil Reportermolekijl

Schema 2. Vorgeschlagene Tag-Switch-Technik der Persulfidbildung.

Persulfidreste an Proteinen in zwei Schritten zu markieren).
Im ersten Schritt wird eine Verbindung eingefiihrt, die den
SH-Rest blockiert und sowohl -SH als auch -SSH unter Bil-
dung des Intermediates T markieren sollte. Wenn ein geeig-
netes Tag verwendet wird, konnen die Disulfidbindungen in
Persulfidaddukten eine deutlich hohere Reaktivitdt gegen-
iiber bestimmten Nukleophilen aufweisen, als herkommliche
Disulfide in Proteinen dies tun. Deshalb waren wir in der
Lage, ein Tag-Switch-Molekiil (das sowohl das Nukleophil als
auch ein Reportermolekiil wie Biotin enthilt) einzufiihren,
um ausschlieBlich die Persulfidaddukte zu markieren. Es
sollte angemerkt werden, dass es sich bei den Thioladdukten
aus dem ersten Schritt um Thioether handelt, von denen nicht
angenommen wird, dass sie mit dem Nukleophil reagieren.

Bei dieser Technik stellt sich die entscheidende Frage, ob
die gerade gekniipfte Disulfidbindung des Persulfidrestes
eine Reaktivitit fiir ein geeignetes Nukleophil aufweist, die
so spezifisch ist, dass sie sich von herkommlichen Disulfiden
unterscheidet. Thiol-blockierende Verbindungen sind allge-
mein bekannt.’! Die Zahl entsprechender Substanzen, die die
Kriterien fiir diesen Assay erfiillen, ist jedoch begrenzt. Ver-
bindungen etwa, die Thiole irreversibel blockieren, wie Ma-
leimide und Iodacetamide, zeigen eine gute Selektivitdt und
schnelle Reaktivitit.’! Reagieren solche Verbindungen mit
Persulfiden, entstehen Alkyl-Disulfid-Addukte, deren Reak-
tivitdt sich nicht von derjenigen von Cystein-Disulfiden oder
glutathionylierten Protein-Disulfiden unterscheidet. Aus
diesem Grund sind solche Verbindungen fiir einen Tag-Switch
ungeeignet. Unsere Idee war, dass eine Verbindung nach der
Reaktion mit Persulfiden ein gemischtes aromatisches Di-
sulfid bildet, das die Reaktivitidtskriterien erfiillen konnte.
Ein potenzieller Kandidat ist Methylsulfonylbenzothiazol
(MSBT), eine Thiol-blockierende Verbindung, die kiirzlich
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von unserer Gruppe entwickelt wurde.”! Wir nahmen an, dass
die aus MSBT und Persulfiden entstandenen Disulfide hoch
aktiviert sind und eine spezifische Reaktivitidt mit bestimmten
Nukleophilen, vor allem Enolaten, haben.®

Wir testeten zunéchst die Reaktion von MSBT mit Per-
sulfidsubstraten. Da es sich bei MSBT um ein sehr effektives
SH-blockierendes Molekiil handelt und Persulfide (-S-SH)
dafiir bekannt sind, eine ganz &dhnliche Reaktivitdt aufzu-
weisen als Thiole,”! war unsere Erwartung, dass MSBT ef-
fektiv Persulfidreste blockieren sollte. Allerdings ist bekannt,
dass kleine Persulfidmolekiile sehr instabil sind.”) Wir konn-
ten keine aufgereinigten/isolierten Persulfide bei den Expe-
rimenten verwenden. Stattdessen versuchten wir verschiede-
ne Methoden, um Persulfide in situ aus Vorstufen wie 1 zu
generieren (Schema S1 in den Hintergrundinformationen)
und verwendeten die Persulfidintermediate direkt
zum Blockieren mit MSBT. Tatséchlich erhielten
wir das gewiinschte Produkt 3, wenn auch nur in
geringer Ausbeute (13%). Dieser Befund zeigt,
dass MSBT mit Persulfiden unter Bildung von R-
S-S-BT-Addukten reagieren kann. Als Hauptpro-
dukte der Reaktion wurden von Persulfid 2 ab-
geleitete Polysulfide gefunden. Dies sollte Persul-
fide an Proteinen nicht betreffen, da Polysulfid-
bildung an Protein-Persulfiden nicht ohne weite-
res zu erwarten ist.
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Wir verwendeten als néchstes ein Cysteinsubstrat 4, um
nach einem geeigneten Nukleophil fiir den Tag-Switch-Schritt
zu suchen (Tabelle 1). Die Herstellung von 4 ist in Schema S2
in den Hintergrundinformationen gezeigt. R-S-S-BT-Pro-
dukte wie 4 sind recht stabil und reagieren nicht mit potenziell
nukleophilen Gruppen wie -OH und -NH, (Schema S3 in den
Hintergrundinformationen). Wir haben eine Reihe kohlen-
stoffbasierter Nukleophile als mogliche Kandidaten unter-
sucht. Wie in Tabelle 1 gezeigt, erwiesen sich drei Verbin-
dungen (Dimedon, Malononitril und Methylcyanacetat) als
effektiv, und die entsprechenden Produkte 5b, Se und 5f
wurden in guten Ausbeuten erhalten. Die Reaktionen laufen
schnell ab und sind nach 20 min abgeschlossen. Unter diesen
Kandidaten erschien Methylcyanacetat (MCA; Tabelle 1,
Nr. 6) als besonders vielversprechend, da die Esterfunktion
eine einfache Ankupplung von Reportermolekiilen ermog-
licht. Aus diesem Grund wurde MCA fiir die nachfolgenden
Untersuchungen ausgewéhlt.

Angesichts der drastischen Strukturdnderungen in Pro-
tein-Persulfid-Substraten stellten wir uns die Frage, ob MCA
effektiv mit verschiedenen R-S-S-BT-Substraten reagieren
kann. Die Bandbreite der Reaktion wurde unter Verwendung
einer Reihe von Cystein-S-S-BT-Derivaten untersucht
(Schema 3), wobei sich die Reaktion als hocheffektiv erwies.
In sdmtlichen Féllen wurden die Substitutionsprodukte in
guten Ausbeuten erhalten.
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Tabelle 1: Suche nach Nukleophilen fiir den Tag-Switch-Schritt.!
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Schema 3. Bandbreite der Reaktion von MCA mit R-S-S-BT-Derivaten.
Cbz=Benzylchlorformiat.

Wird MCA verwendet, um spezifisch aus Protein-Persul-
fiden erhaltene R-S-S-BT-Reste zu markieren, ist der Nach-
weis entscheidend, dass MCA gegeniiber herkommlichen
Disulfiden inert ist. Deshalb fithrten wir einige Kontrollex-
perimente durch (Schema S5 in den Hintergrundinformatio-
nen). Zundchst untersuchten wir die Reaktivitit von MCA
gegeniiber Cys-Disulfiden 8 (Boc = fert-Butoxycarbonyl).
Unter Tag-Switch-Reaktionsbedingungen wurde das ent-
sprechende Produkt nicht beobachtet, nicht einmal nach
Stunden. Wir priiften auch die Reaktivitdt von MCA gegen-
tiber S-Nitrosothiol 9, das ebenfalls eine wohlbekannte
Thiolmodifikation in Proteinen ist; erneut wurde keine Re-
aktion beobachtet. SchlieBlich wurde ein Crossover-Experi-
ment durchgefiihrt, bei dem sowohl R-S-BT 10 (abgeleitet
von Thiolen) und R-S-S-BT 4 (abgeleitet von Persulfiden)
getestet wurden. Wir beobachteten nur Produkt 5f (aus 4).
Das vom Thiol stammende Substrat 10 war unreaktiv und
blieb vollstindig erhalten. Diese Befunde deuteten darauf
hin, dass die vorgeschlagene Tag-Switch-Methode fiir Per-
sulfide spezifisch war.
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Die obigen Resultate zeigen die chemische Grundlage der
Tag-Switch-Methode auf. AnschlieBend testeten wir die Me-
thode an Proteinproben. Gpx3, ein etabliertes Protein-S-SH-
Modell,l" wurde fiir dieses Experiment verwendet. Frisch
vorbereitetes Gpx3-Persulfid wurde mit MSBT-A, einem
wasserloslichen MSBT-Derivat, behandelt,”) und anschlie-
Bend wurde Cyanacetat zugefiigt. Das Protein wurde dann
aufgereinigt und mit LC-MS analysiert. Wie in Abbildung 1B

A
Gpx3—S—SO3H
22820
Gpx3—SH
b
22740 Y
22000 23000 24000
mz
CN
B Gpx3—S$S
Gpx3—S—SOH ./ 22852 COEL
—
22820 Y S
. _Gp3—=S—(
22873 N
Gpx3—SH
S 2
22740
22000 24000

23000
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Abbildung 1. Massenspektrometrische Analyse des Tag-Switch-Assays
mit Gpx3-Persulfid. A) Kontrollreaktion zwischen Gpx3-Persulfid und
Ethylcyanacetat (ohne MSBT-A). B) Reaktion zwischen Gpx3-Persulfid
und Ethylcyanacetat (mit MSBT-A).

gezeigt, wurde das Cyanacetat-markierte Protein eindeutig
durch MS identifiziert. In der Kontrollprobe (Abbildung 1 A,
ohne MSBT-A) beobachteten wir das Signal des Cyanacetat-
markierten Proteins nicht. Ein oxidatives Nebenprodukt (P-
S-SO;H) wurde in beiden Proben beobachtet, was unserer
vorherigen Erfahrung nach fiir Gpx3 hiufig der Fall ist.[!
Anschlieffend testeten wir die Selektivitit des Tag-Switch-
Assays gegeniiber verschiedenen oxPTMs. Ein Biotin-ge-
bundenes Cyanacetat (CN-Biotin) wurde synthetisiert und
eingesetzt. Eine relativ stabile Sulfensdure von Rinderse-
rumalbumin (BSA-SOH) wurde hergestellt,'”! und entspre-
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Die in Gleichung (1)
gezeigte Reaktion ist le-
diglich die Summe einer
Vielzahl von Reaktions-
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Abbildung 2. Test der Selektivitit des Tag-Switch-Assays. A) Schematische Beschreibung des Tag-Switch-Assays.
B) Priparatives Vorgehen zur Herstellung verschiedener oxPTMs von BSA. C) Prozentuale Verteilung ungebunde-
ner Proteine nach Behandlung mit Streptavidin-Agarose-Harz. Proben 1, 3, 5 und 7 sind jeweils unbehandelte
Proben von BSA-SH, BSA-SOH, BSA-SSG und BSA-SSH. Proben 2, 4, 6 und 8 sind jeweils mit Tag-Switch-Rea-
gentien behandelte Proben von BSA-SH, BSA-SOH, BSA-SSG und BSA-SSH. n=3, *p <0.001. Der Einschub

zeigt die Dot-Blot-Detektion nach erfolgreicher Biotinylierung.

chende glutathionylierte und S-sulfthydrierte Derivate
wurden in Reaktionen mit Glutathion'”!'! und H,S generiert
(Abbildung 2 A,B). Weder BSA-SH noch BSA-SOH oder
BSA-SSG ergaben positive Signale im Tag-Switch-Assay. Im
Falle von BSA-SSH konnte biotinyliertes Produkt mit
Streptavidin-Agarose-Harz gewonnen und mittels Dot Blot
und ESI-TOF-MS detektiert werden (Abbildung2C und
Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen).

Auch wenn einige Studien nahelegen, dass Persulfidbil-
dung eine potenzielle, H,S-vermittelte posttranslationale
Modifikation ist, die Proteinfunktionen regulieren kann,”!
gibt es zurzeit keine Informationen beziiglich der zugrunde-
liegenden Bildungsmechanismen. Aus chemischer Sicht ist
keine direkte Reaktion von Protein-Thiolen (-SH) mit H,S
moglich. Allerdings konnten Sauerstoff und Metallzentren
eine vermittelnde Rolle einnehmen, und Reaktionen mit
anderen posttranslationalen Modifikationen des Cysteins
konnten stattfinden.

Basierend auf mechanistischen Studien zur S-Glutathi-
onylierung®®!! betrachteten wir die eine Reihe hypotheti-
scher Reaktionen als mogliche Wege der P-SSH/PSS™-Bil-
dung unter physiologischen Bedingungen [GL. (1)-(6)].

P-SH + H,S + O, — P-S-SH + H,0, (1)
P-S-S-R + H,S — P-S-SH + RSH 2)
P-S-OH + H,S — P-S-SH + H,0 3)
P-S-NO + H,S — P-S-SH + HNO (4)
P-S(H)NOH + H,S — P-S-SH -+ NH,0H (5)
P-SH + HS' + O, — P-S-SH + HO,’ (6)
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schritten, die sich wih-
rend der spontanen Oxi-
dation von H,S ereignen
konnten, wobei HS® ein

N0

54 B8 mogliches  Intermediat

Dot BI t_ ist,'” das anschlieRend,
Pontc:)eauos L] : : .
B durch die in Glei-

chung (6) gezeigte Reak-
tion, zur Bildung eines
Protein-Persulfids fiihrt.

Die Reduktion einer
Disulfidbriicke durch H,S
[GL. (2)] ist thermodyna-
misch nicht begiinstigt."”!
Geht man von der Be-
rechnung der Bindungs-
energien von GSSG und
GSSH aus, hat letzteres
eine um ca. 18 kImol™
niedrigere Bindungsener-
gie.! Die Reaktion mit
Sulfensduren [GI. (3)] findet wie in Abbildung 2B gezeigt
statt. S-Nitrosothiole wiirden mit H,S eher zu HSNO rea-
gieren, als HNO und das entsprechende S-sulthydrierte Pro-
tein zu bilden, wie wir im Vorfeld gezeigt haben (mit
A1 G° =+ 40 kI mol ). Neueste computerbasierte Studi-
en zeigen allerdings, dass die Umgebung der S-NO-Bindung
die thermodynamische Durchfiihrbarkeit der Reaktion in
Gleichung (4) signifikant beeinflussen und sie folglich fiir
bestimmte Proteine ermoglichen konnte, die positiv geladene
Aminosdurereste in unmittelbarer Ndhe der S-NO-Bindung
aufweisen."!

Die Reaktion von Protein-Thiolen mit Nitroxyl (HNO),
einem Redoxverwandten von NO mit anderen Signalweg-
en,' fiihrt zur Bildung von einem (Hydroxyamino)sulfanyl-
Derivat. Es ist bekannt, dass dieses (Hydroxyamino)sulfanyl-
Derivat anschlieBend mit anderen Thiolen unter Eliminie-
rung von Hydroxylamin reagiert, wie in Gleichung (5) ge-
zeigt."

SchlieBlich ist ein moglicher Weg zur Bildung S-sulfhy-
drierter Proteine die Reaktion von HS® mit Protein-Thiolen,
bei der zunédchst PSSH* gebildet wird, das in einem nachfol-
genden Schritt mit O, schnell zu O, und PSSH reagiert
[GL. (6)], wie man es bei der Bildung von S-glutathionylierten
Proteinen beobachtet.""! Die Entstehung von HS' unter
physiologischen Bedingungen wiirde die Wechselwirkung mit
oxidierten Metallzentren voraussetzen, etwa in Fe'-Him-
Porphyrinen, die unter Bildung von HS' iiber einen Innen-
sphiren-Elektroneniibergang reduziert wiirden.!'”!

Wir testeten die Reaktionswege (1), (3), (5) und (6) und
verwendeten  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) als Modell. Angelis Salz wurde als HNO-Donor
verwendet, um das (Hydroxyamino)sulfanyl-Derivat her-
zustellen. Die Bildung von P-SOH wurde durch die Reaktion
mit H,O, herbeigefiihrt. Proteine wurden auflerdem versetzt

3 4 5 6 7 8
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mit supraphysiologischen/pharmakologischen Konzentratio-
nen von H,S sowie mit H,S in Kombination mit starkem
Schiitteln, um die Oxygenierung der Reaktion zu beschleu-
nigen. Eine Kombination aus wasserloslichem Fe™-Porphyrin
und H,S fungierte als Quelle fiir HS"."”) Nur in den Fillen, in
denen H,S mit P-SOH umgesetzt wurde oder HS* mithilfe von
Eisenzentren generiert wurde, war PS-SH detektierbar.
(Abbildung S2 in den Hintergrundinformationen). Wurde
BSA als Modell fiir ein Protein mit intramolekularen Disul-
fidbindungen verwendet, wurde keine S-Sulfhydrierung bei
Zugabe von H,S beobachtet, was die geringe Reduktions-
starke von freiem H,S bestétigt. Ein alternativer Mechanis-
mus kann womoglich zur Bildung von Protein-Persulfiden
fiihren, dhnlich der Reaktion mit Polysulfiden;®¢ die phy-
siologische Relevanz dieses Prozesses muss aber noch er-
forscht werden.

Fir den prinzipiellen Nachweis, dass die Methode in
komplexeren Systemen wie dem intrazelluliren Milieu an-
gewendet werden kann, versuchten wir, mit der Tag-Switch-
Technik Proteine in Zellextrakten zu markieren. Proteinex-
trakte aus Jurkat-Kontrollzellen sowie Jurkat-Zellen, die mit
200 um H,S 30 min lang bei 37°C behandelt wurden (wobei
Na,S als Aquivalent verwendet wurde), wurden mit der Tag-
Switch-Methode markiert, mit SDS-PAGE aufgetrennt, auf
eine Nitrocellulosemembran {iibertragen und mit Meerret-
tichperoxidase(HRP)-konjugierten Anti-Biotin-Antikérpern
identifiziert. Der reprisentative Westernblot (Abbil-
dung 3 A-C) gibt dariiber Auskunft, dass eine kleine Zahl an
Proteinen positive Signale zeigt, eine Bestdtigung des Auf-
tretens endogener Persulfidbildung an Proteinen. Die Be-
handlung mit Na,S erhohte zwar die Signalintensitit, die Zahl
der S-sulfhydrierten Proteine dnderte sich jedoch nicht si-
gnifikant. Wurden Zelllysate mit Streptavidin-Agarose-Harz
behandelt und anschlieBend analysiert, konnten keine bio-
tinylierten Proteine nachgewiesen werden, was darauf
schlieBen lésst, dass alle modifizierten Proteine extrahiert
werden konnten und dass die Methode fiir die weitere Pro-
teomanalyse verwendet werden konnte, z.B. in Abbil-
dung S3A in den Hintergrundinformationen.

Schon frither wurde berichtet, dass GAPDH eines der
Haupt-Targets der Persulfidbildung sein konnte.S**! Tat-
sdchlich fanden wir bei unserem Versuch, GAPDH mit spe-
zifischen Antikorpern zu identifizieren, dass dieses Protein
endogen S-sulfhydriert ist, wenn auch die Behandlung mit
H,S das Signal verstéirkte (Abbildung 3 C).

Die auffilligste Persulfidbildung wurde an einem Protein
mit ca. 70 kDa detektiert. Unter Verwendung von Antikor-
pern, die spezifisch fiir Heat Shock Protein 70 (Hsp70) sind,
konnten wir zeigen, dass dieses Protein aller Wahrschein-
lichkeit nach Hsp70 ist. Hsp70 ist von sehr groem pharma-
kologischem Interesse,”®! und neuere Studien zeigen, dass es
mittels Oxidation seiner Cysteinreste zu Sulfensduren (P-
SOH) als Redoxsensor wirken kann,?®™ was auch erklirt, wie
Hsp70 Persulfide bilden kénnte [Gl. (3)].

Wie in den Hintergrundinformationen [Abbildung S2,
Gleichung (6)] gezeigt, konnte die metallvermittelte Gene-
rierung von P-SSH der Hauptbildungsweg von P-SSH sein,
aber auch eine Quelle fiir seine kiinstliche Herstellung. Tat-
sédchlich zeigen die in den Experimenten in Abbildung 3 ge-
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Abbildung 3. Detektion von Persulfidbildung an Proteinen in Zelllysa-
ten mit dem Tag-Switch-Assay. A) Mit dem Tag-Switch-Assay analysier-
te Jurkat-Zellysate von Kontrollprobe (Spur 1) und H,S-behandelten
Zellen (Spur 2; 200 um Na,S, 30 min, 37°C). Parallel dazu wurde mit
denselben Zellextrakten ein Westernblot fiir Hsp70 durchgefiihrt. Die
entstehende Bande befand sich auf exakt der Position der intensivsten
Bande des Persulfid-Westerblots. B) Quantifizierung der Persulfidbil-
dung in Kontrolle und H,S-behandelten Zellen auf Grundlage der In-
tensitét der Bande bei 70 kDa. C) Detektion von GAPDH als Standard-
protein fiir die Persulfidbildung.

zeigten Jurkat-Zelllysate eine viel stirkere S-Sulfhydrierung
als lebend behandelte Zellen, wenn man beide mit zusitzli-
chem 200 um H,S versetzt (Abbildung S3B in den Hinter-
grundinformationen).

Abschliefend versuchten wir mit orientierenden Experi-
menten, die Tag-Switch-Technik fiir die In-situ-Markierung
von Methanol- oder Paraformaldehyd-fixierten Zellen zu
verwenden. Menschliche Nabelschnurvenen-Endothelzellen
(human umbilical vein endothelial cells; HUVECs), die
30 min lang 100 pm Na,S oder 2 h lang 2 mMm Propargylglycin,
einem Cystathionin-Gamma-Lyase-Inhibitor,' ausgesetzt
waren, wurden mit eiskaltem Methanol fixiert. Freie Thiol-
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Abbildung 4. n-situ-Fluoreszenzdetektion von intrazelluldrer Persulfidbildung an Pro-
teinen. A) Schematische Darstellung des Verfahrens, das zur intrazelluliren Markierung
von Persulfiden verwendet wurde. B,C) Phasenkontrast- und Fluoreszenzabbildungen
von mit Methanol (B) oder Patraformaldehyd (PFA; C) fixierten Zellen. Unbehandelte
Zellen wurden als Kontrolle herangezogen. Behandlungen waren wie folgt: 100 pm
Na,S (30 min, 37°C), 2 mm Propargylglycin (PG; 2 h, 37°C) oder 2 mm 2-Oxobutan-
sdure (2 h, 37°C). D) Mit 100-facher VergréRerung aufgenommene Fluoreszenzabbil-
dungen. Die Zellkerne wurden mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) gefirbt.

Angewandte

Proteinumgebung verschieden sein konnte.
Doch selbst wenn bestimmte P-S-OHs mit Cy-
anacetat reagieren sollten, konnten die Proben
zundchst immer mit Dimedon vorbehandelt
werden, um falsche Signale von P-S-OHs aus-
zuschlieBen, denn wie wir im Vorfeld gezeigt
haben, reagiert Dimedon mit P-S-OH, aber
nicht mit P-S-SH.1!

Stiarkere VergroBerungen (100 x) gaben uns
Aufschliisse iiber die intrazelluldre Signalver-
teilung (Abbildung 4D). Die perinukleare Lo-
kalisation des Signals ldsst auf das Vorhanden-
sein des Signals in den Mitochondrien und/oder
im Endoplasmatischen Retikulum (ER) schlie-
Ben. Da das Signal in den mit Methanol fixier-
ten Zellen weniger diffus war, verwendeten wir
sie fiir Kolokalisationsstudien. Mitochondriale
und ER-Marker zeigten, dass der GroBteil des
detektierten Persulfids innerhalb dieser beiden
Organellen lokalisiert ist, vornehmlich im ER
(Abbildung S5 in den Hintergrundinformatio-
nen).

Zusammengenommen bieten diese Daten
eine neue, selektive Methode zur Detektion von
Persulfidbildung an Proteinen. Unsere Befunde
zeigen, dass kohlenstoffbasierte Nukleophile
wie Cyanacetat nicht mit herkdmmlichen Di-
sulfiden in Proteinen reagieren, wohl aber mit

reste wurden mit MSBT-A blockiert, und die Persulfidbildung
an den Proteinen wurde mit CN-Biotin markiert. Zum
Schluss wurden die Zellen mit Fluorescein-markiertem
Streptavidin versetzt. Ahnlich wurde mit den Zellen verfah-
ren, die mit Na,S oder 2-Oxobutansdure (einem Inhibitor
vom Mercaptopyruvat-S-Transferase, einem mitochondrialen
H,S-produzierenden Enzym) behandelt wurden, mit dem
Unterschied, dass diese Zellen mit Paraformaldehyd fixiert
wurden.

Wie in Abbildung 4 A,B gezeigt, erhohte sich die Zahl der
detektierbaren S-sulthydrierten Proteine in HUVECs, die mit
H,S behandelt worden waren. Im Vergleich mit der Kon-
trollprobe wurde mit Propargylglycin eine partielle Inhibition
erreicht, jedoch wurde durch die Behandlung mit 2-Oxobu-
tansdure das Signal fast komplett ausgeloscht, was auf die
wichtige Rolle von mitochondrial produziertem H,S hindeu-
tet, wie es im Vorfeld vorgeschlagen wurde.”"! Das fast voll-
standige Fehlen des Signals in den mit 2-Oxobutansdure be-
handelten Zellen bestédtigt auch, dass unselektive Bindung
des Fluoreszenzsensors, unvollstédndiges Blockieren der freien
Thiolreste und/oder unselektive Hintergrundfluoreszenz
nicht zum Hauptfluoreszenzsignal beitragen. Dariiber hinaus
beeinflusste die Vorbehandlung der fixierten Zellen mit Di-
medon die Detektion intrazelluldrer Persulfide nicht (Ab-
bildung S4 in den Hintergrundinformationen). Diese Daten
lassen darauf schlieBen, dass der Tag-Switch-Assay gegeniiber
P-S-SH, im Unterschied zu P-S-OH, selektiv ist. Es sollte
angemerkt werden, dass die Reaktivitdt von Sulfensiduren
gegeniiber Kohlenstoffnukleophilen wie Cyanacetat je nach
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chemisch hochaktivierten Disulfidspezies. Es
wurden einige Erkenntnisse iiber die physiolo-
gischen Mechanismen hinter der Protein-Persulfidbildung
vorgestellt, die nahelegen, dass die Metallzentren-vermittelte
Oxidation von H,S der vorherrschende Mechanismus sein
konnte, zusammen mit der Reaktion von H,S mit Cystein-
resten, die zu Sulfensduren oxidiert sind.

Unabhéngig davon, welchem endgiiltigen Zweck die Re-
aktion jeweils dienen mag, lassen die Daten darauf schlief3en,
dass es sich bei der Persulfidbildung in der Tat um eine Form
der posttranslationalen Modifikation des Sdugetierproteoms
handeln konnte. Detaillierte mechanistische Studien der P-
SSH-Bildung und der funktionalen Auswirkungen, die diese
Modifikation auf spezifische Targets hat, bilden die Grund-
lage fiir die Weiterfiihrung dieser Forschung.
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