1 Einleitung

So facettenreich wie das Molekiil selbst sind die Forschungsansitze, die sich mit Sulfid!, der
am stirksten reduzierten Schwefelverbindung, beschéftigen. In Abhéngigkeit von seiner
Konzentration und dem betrachteten Organismus kann Sulfid als Gift, Signalmolekiil oder

auch als Energietrager angesehen werden.

1.1 Sulfid als Gift

Lange bevor die zahlreichen physiologischen Funktionen von Sulfid bekannt wurden, war
seine Wirkung als Gift aufgrund einiger negativer Erfahrungen von Arbeitern in der Ol-
und Gasindustrie, der Papierindustrie und der Kanalisation vertraut (Burnett et al. 1977,
Arnold et al. 1985). Eine leichte Sulfidvergiftung macht sich hauptséchlich durch Ent-
ziindungen der Schleimh&ute in den Augen und im Atmungstrakt bemerkbar. In héheren
Konzentrationen (> 700 ppm) hemmt Sulfid den zentralen Atemimpuls im Hirnstamm und
fithrt so innerhalb von Minuten zum Tod der Opfer (Beauchamp et al. 1984). Der genaue
Wirkmechanismus ist noch nicht bekannt, obwohl bereits einige Hinweise auf neuronale
Veranderungen existieren, die durch Sulfid hervorgerufen werden. Unmittelbar nach Be-
ginn der Sulfidexposition steigt die Konzentration der als Neurotransmitter fungierenden
Aminoséuren Glutamat, Glycin und Taurin im Hirnstamm (Kombian et al. 1988). Auch ei-
ne Hemmung der Monoaminoxidase wurde nachgewiesen, worauthin 5-Hydroxytryptamin
und die Catecholamine Noradrenalin und Dopamin im Gewebe akkumulieren (Warenycia
et al. 1989). Auferdem bindet Sulfid reversibel aber hochaffin an Cytochrom aas der Cyto-
chrom c Oxidase und hemmt daher bereits in niedrigen mikromolaren Konzentrationen die
mitochondrielle Atmung (Nicholls 1975). Dadurch wird einerseits der Energiestoffwechsel
der betroffenen Zellen stark eingeschréankt und andererseits moglicherweise die Produk-
tion radikaler Sauerstoffspezies begiinstigt (Eghbal et al. 2004). Die Geruchsschwelle fiir

HsS liegt beim Menschen weit unterhalb der schiadlichen Konzentration, so dass der unan-

IDie Bezeichnung Sulfid wird als Sammelbegriff fiir die undissoziierte Form (H,S) sowie die Ionen HS™~
und S?~ verwendet
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genchme Gestank nach faulen Eiern zum Verlassen belasteter Gebiete anregt. Geféhrlich
wird die Situation erst, wenn die lokale Sulfidkonzentration ca. 150 ppm iiberschreitet,
wodurch der menschliche Geruchssinn gehemmt wird und die Bedrohung unerkannt bleibt
(Beauchamp et al. 1984).

1.2 Sulfidstoffwechsel bei Saugetieren

Fiir Erstaunen sorgte vor einigen Jahren die Erkenntnis, dass die verschiedensten Gewebe
von Séugetieren enzymatisch Sulfid produzieren (Abe & Kimura 1996, Hosoki et al. 1997,
Geng et al. 2004). Es war infolge dessen nicht mehr haltbar, Sulfid ausschliefslich als Gift zu
betrachten, und die Vermutung kam auf, dass dieses Gas auch physiologische Funktionen

haben konnte.

1.2.1 Enzymatische Sulfidproduktion

H,S kann an unterschiedlichen Stellen des zelluldren Schwefelmetabolismus entstehen
(Abb. 1.1; zusammengefasst in Dominy & Stipanuk 2004, Kamoun 2004). Auferdem wird
beim oxidativen Abbau schwefelhaltiger Aminosduren Sulfanschwefel, also Schwefel der
Oxidationsstufe Null, gebildet, der ebenfalls zu Sulfid reduziert werden kann. In wivo
produzieren wahrscheinlich hauptséchlich zwei Pyridoxalphosphat-abhéngige Enzyme des
Aminosédurestoffwechsels endogen Sulfid aus L-Cystein. Cystathionin-/3-Synthase (CBS)
und Cystathionin-y-Lyase (CSE) katalysieren die letzten beiden Reaktionsschritte bei der
Cysteinsynthese aus Methionin, die Transsulfurierung von Serin. Dadurch wird einerseits
Cystein fiir die Proteinsynthese bereitgestellt, andererseits konnen die Schwefelatome aus
Aminosauren generell ausschlieflich iiber den Cystein-Katabolismus ausgeschieden wer-
den. Wenn die Cystathionin-#-Synthase Cystein als alternatives Substrat an Stelle von
Serin umsetzt, entsteht durch §-Eliminierung bei der Bildung von Cystathionin HyS (Chen
et al. 2004). Zwei Molekiile Cystein reagieren durch spontane Oxidation oder katalysiert
durch Thioloxidasen zu Cystin. Die Cystathionin-y-Lyase katalysiert die 3-Spaltung von
Cystin, wobei Thiocystein, Pyruvat und NH; entstehen. Thiocystein enthilt eine reaktive
Persulfidgruppe, die entweder direkt Sulfid freisetzt oder spontan mit Cystin zu Thiocystin
reagiert. Die Trisulfidgruppe des Thiocystins tautomerisiert zum Thiosulfoxid, das dann
als Substrat fiir Persulfid-iibertragende Enzyme, wie z.B. Rhodanase, zur Verfiigung steht
(Szczepkowski & Wood 1967, Toohey 1989).
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Abb. 1.1: Enzymatische Sulfidproduktion bei Sdugetieren. Sulfid (HsS) oder Persulfide (R-SSH) entste-
hen hauptséchlich beim Metabolismus der schwefelhaltigen Aminoséduren Methionin und Cystein. (Erliu-
terungen im Text)

1.2.2 Physiologische Funktionen von Sulfid und Persulfiden

Ahnlich wie es bereits fiir NO und CO beschrieben wurde, wirkt H,S hauptséchlich als
gasformiger Transmitter in Nerven- und Muskelgeweben (Wang 2002, Moore et al. 2003).
Bei Saugetieren ist Sulfid moglicherweise an der Ausbildung des Gedéchtnisses und an
Lernvorgéangen beteiligt, da es die Induktion von Langzeitpotenzierungen (LPT) z.B. im
Hippocampus erleichtert (Abe & Kimura 1996). Uber einen cAMP-abhingigen Signal-
transduktionsweg erhoht Sulfid in physiologischen Konzentrationen die Sensitivitit von
NMDA-Rezeptoren fiir den Neurotransmitter Glutamat, so dass vermehrt Ca?* in die
Nervenzelle einstromt und die Verstirkung von Synapsen anregt (Kimura 2000). Aufser-
dem schiitzt Sulfid neuronales Gewebe vor Schédden durch oxidativen Stress, der z.B. nach
Durchblutungsstérungen bei Schlaganfillen oder bei Alzheimer-Patienten auftritt. Zum
Krankheitsbild von Alzheimer gehort u.a. eine erhéhte Expression der Myeloperoxidase
im Gerhirn, die dazu fiihrt, dass vermehrt Wasserstoffperoxid und Chloridionen zu Hypo-
chlorsédure (HOCI) umgesetzt werden (Green et al. 2004). Sulfid verringert das Ausmaf
der oxidativen Schiden, die durch die Uberproduktion von HOCI hervorgerufen werden
(Whiteman et al. 2005). Einen ebenfalls antioxidativen Effekt hat der Anstieg der intrazel-
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luldren Konzentration reduzierten Glutathions (GSH), der bei sulfidinkubierten Neuronen
nachgewiesen wurde (Kimura & Kimura 2004). Auferdem senkt Sulfid die Erregbarkeit
von Neuronen, indem es K j;p-Kanile aktiviert und so den K*-Gradienten verringert,
so dass der Energieverbrauch der Zellen sinkt (Wang 2002). In &hnlicher Weise kann en-
dogenes Sulfid auch die Schiaden abschwéchen, die im Myocardium durch Ischédmie und
Reperfusion entstehen, da es zum cardioprotektiven Effekt der ischdmischen Priakondi-
tionierung beitragt (Bian et al. 2006). Die Zellmembranen glatter Muskulatur hyperpo-
larisieren, wenn sich K} .,-Kanile 6ffnen, und spannungsabhingige L-Typ Ca*"-Kanile
werden inaktiviert. Durch die niedrige intrazellulire Ca?t-Konzentration relaxieren die
Muskelzellen, so dass sich Blutgefife erweitern (Nelson & Quayle 1995). Auf diese Weise
kann Sulfid durch seine aktivierende Wirkung auf K}, ,-Kanile den Blutdruck senken,
reguliert die Durchblutung der Leber und tragt vermutlich auch zur gastrointestinalen
Motilitat bei. Im Vedauungstrakt kann Sulfid Durchblutungsstérungen der Mucosa ver-
hindern, sie also vor Verletzungen schiitzen, indem es die Anheftung von Leukozyten an
das vasculdre Endothelium hemmt, die z.B. durch Aspirin ausgelost wird (Fiorucci et al.
2006). Allerdings wurden Sulfid in einigen Studien auch proinflammatorische Eigenschaf-
ten zugeschrieben, die, zumindest teilweise, auf das sehr reaktive Oxidationsprodukt Sulfit

zuriickzufiihren sein kénnten (Collin & Thiemermann 2005).

Neben Sulfid wurden auch fiir Persulfide regulatorische Funktionen beschrieben. Die
Schwefeltransferasen Rhodanase und Mercaptopyruvat-Schwefeltransferase iibertragen
Sulfanschwefel auf thiophile Anionen, wie Cysteinreste von Proteinen. Einige Enzyme
des oxidativen Stoffwechsels, darunter Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, Hexokinase
und Phosphofruktokinase, werden durch die Bindung eines Persulfids gehemmt (Valen-
tine et al. 1987). Andererseits konnen Schwefeltransferasen auch Persulfide fiir die Syn-
these von KEisen-Schwefel-Zentren zur Verfiigung stellen. Apoferredoxin aus Spinatchlo-
roplasten z.B. wird in Anwesenheit von Rhodanase, Lipoat und Thiosulfat in die aktive
Holoform iiberfiihrt (Cerletti 1986). Auch fiir die ebenfalls Eisen-Schwefel-Zentren ent-
haltenden Enzyme NADH- und Succinat-Dehydrogenase wurde eine Aktivitédtssteigerung
durch Schwefeltransferasen nachgewiesen (Bonomi et al. 1977, Pagani & Galante 1983).
Der tierische Organismus kann im Gegensatz zu Pflanzen oder Prokaryoten Schwefelato-
me nicht mehr reduzieren, wenn sie eine héhere Oxidationsstufe als Null erreicht haben.
Bei Bedarf wird Sulfanschwefel daher entweder aus Cystein produziert (s. 1.2.1) oder aus
einem Pool bereitgestellt, in dem Persulfide hauptséchlich an Cysteinreste von Proteinen,
wie z.B. Albumin, gebunden gespeichert werden (Westley et al. 1983, Iciek & Wlodek
2001). Die Persulfidgruppen verschiedener Schwefelverbindungen werden dabei so schnell
untereinander ausgetauscht, dass es nicht moglich ist, unmittelbar nach der Injektion einer

radioaktiv markierten H*SSOj; -Losung in den Blutkreislauf einer Ratte eine Blutprobe zu
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entnehmen, die nicht auch simtliche andere 3*S-Verbindungen derselben Oxidationsstufe
enthélt (Westley et al. 1983).

Storungen des Sulfidstoffwechsels wurden beim Menschen mit einigen Krankheiten in Ver-
bindung gebracht. Die Gehirnfunktion wird offenbar gleichermafen durch eine Uber- wie
durch eine Unterproduktion von Sulfid beeintrachtigt. Im Gehirngewebe von Alzheimer-
Patienten war die Sulfidkonzentration bei einer Studie im Vergleich zu gesunden Kon-
trollpersonen um 55 % verringert (Eto et al. 2002). Beim Down-Syndrom dagegen wird
die Cystathionin--Synthase iiberexprimiert, da das CBS-Gen auf Chromosom 21 liegt.
Die chronisch erhohte Sulfidproduktion kénnte zur geistigen Retardierung der Patienten
beitragen (Kamoun 2001, Kamoun et al. 2003). Im menschlichen Darm produzieren an-
aerobe Bakterien beim Abbau schwefelhaltiger Aminosduren und durch Sulfatreduktion
taglich etwa 50 mmol Sulfid (Suarez et al. 1998, Levitt et al. 1999). Gesunde Darmepi-
thelzellen sind in der Lage, das Sulfid effektiv zu entgiften (Levitt et al. 1999, Furne et al.
2001). Bei Patienten mit chronischen Darmentziindungen und Darmkrebs wurden dagegen
iiberdurchschnittlich hohe Sulfidkonzentrationen gefunden. Diese konnten den oxidativen
Stoffwechsel der Colonocyten hemmen und so den Zelltod auslosen, worauthin sich das
Gewebe entziindet (Roediger et al. 1997, Pitcher et al. 2000). Die Spanne zwischen den
Sulfidkonzentrationen, fiir die physiologische Funktionen beschrieben wurden, und denen,
die zu pathologischen Zusténden fiihren, ist sehr gering. Folglich miissen hoch entwickel-
te Regulationsmechanismen existieren, um die Sulfidkonzentration im Koérper genau zu

kontrollieren.

1.2.3 Enzymatische Sulfidoxidation

Bisher gibt es nur wenige Erkenntnisse iiber den Mechanismus der Sulfidoxidation bei
Saugetieren. Ratten und Hunde entgiften Sulfid schnell und vollstdndig, wenn sie mit
sublethalen Konzentrationen konfrontiert werden (Beauchamp et al. 1984). Auch radio-
aktiv markiertes Sulfid wird nach der Injektion in den Blutkreislauf von Ratten umgehend
oxidiert und iiberwiegend in Form von Sulfat mit dem Urin ausgeschieden (Curtis et al.
1972).

Die hochsten Sulfidoxidationsraten wurden in Gewebehomogenaten der Colon- und Blind-
darmmucosa nachgewiesen. Als Endprodukt entsteht dort fast ausschliefslich Thiosulfat
(Furne et al. 2001). Die Schwefeltransferase Rhodanase kénnte an der Sulfidentgiftung im
Darm beteiligt sein, denn in den Mucosazellen des Colons ist die Rhodanaseaktivitat im
Vergleich mit dem restlichen Verdauungstrakt hoch (Picton et al. 2002). Bei Patienten

mit Colitis ulcerosa und Darmkrebs wird die Rhodanase an der luminalen Oberflache der
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Mucosa signifikant schwécher exprimiert als im gesunden Darm (Ramasamy et al. 2006).
Eine Beteiligung der Schwefeltransferase an der Sulfidoxidation wiirde die erh6hten Sul-
fidkonzentrationen erkléaren, die mit diesen Krankheitsbildern verbunden sind. Tatséch-
lich konnte mit gereinigter Rhodanase eine Sulfidoxidase-Aktivitat nachgewiesen werden
(Picton et al. 2002). Allerdings sind unphysiologisch hohe Sulfidkonzentrationen (K=
8,8 mM Sulfid) und die Anwesenheit von 50 mM KCN fiir die Umsetzung von Sulfid zu

Thiocyanat erforderlich, so dass die Relevanz dieser Reaktion in vivo fraglich ist.

Aufser im Darmepithel findet die Sulfidentgiftung bei Sdugetieren hauptséchlich in der Le-
ber statt (Bartholomew et al. 1980, Furne et al. 2001). Die entsprechende Enzymaktivitét
ist in den Lebermitochondrien lokalisiert und wird einer noch unbekannten Sulfidoxida-
se zugeschrieben (Koj et al. 1967, Huang et al. 1998). Thiosulfat entsteht als obligates
Zwischenprodukt der Sulfidoxidation in Rattenlebermitochondrien und wird nur in An-
wesenheit von Glutathion vollstdndig zu Sulfat umgesetzt (Bartholomew et al. 1980). Fiir
diesen letzten Oxidationsschritt muss zunéchst die Bindung zwischen den beiden Schwe-
felatomen des Thiosulfats gespalten werden. Wahrscheinlich katalysiert die glutathion-
abhéangige Thiosulfatreduktase die Freisetzung von Sulfit aus Thiosulfat. Anschliefend
oxidiert die bereits gut charakterisierte Sulfitoxidase Sulfit zu Sulfat. Das Molybdén- und
Cytochrom b-haltige Enzym ist als Homodimer auf der Seite des Intermembranraums an
die innere Mitochondrienmembran gebunden und iibertrégt die Elektronen aus der Sulfi-
toxidation iiber Cytochrom c in die Atmungskette. Eine Defizienz fiihrt beim Menschen zu

Gehirndegenerationen und innerhalb der ersten Lebensjahre zum Tod (Woo et al. 2003).

1.3 Sulfidstoffwechsel bei sulfidadaptierten Tieren

Nachdem vor einigen Jahren Sulfid als gasférmiger Transmitter bei Sdugetieren identi-
fiziert worden war, stellte sich heraus, dass auch Invertebraten, wie z.B. der Wattwurm
Arenicola marina und die Muschel Mercenaria mercenaria, enzymatisch Sulfid produzie-
ren (Julian et al. 2002, Doeller et al. 2005, Gainey & Greenberg 2005). Da die Tiere in
ihrem Lebensraum mit schwankenden Sulfidkonzentrationen konfrontiert werden, stehen
sie zusétzlich vor der Herausforderung, das endogene Sulfidsignal von eindringendem Sul-
fid zu unterscheiden. Die physiologischen Funktionen von HyS in Invertebraten sind noch
weitgehend unbekannt. Erste Hinweise bieten zwei Studien an sulfidadaptierten Inver-
tebraten der Gezeitenzone. Isolierte Kiemen von M. mercenaria kontrahieren stimuliert
durch 5-Hydoxytryptamin doppelt so stark, wenn sie mit 1 M Sulfid vorinkubiert wurden
(Gainey & Greenberg 2005). Die Autoren vermuten, dass eine Guanylatcyclasecascade an

der Reaktion beteiligt ist. Auch anhand der Ringmuskulatur des Echiuroiden Urechis cau-
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po wurde ein stimulierender Effekt von Sulfid nachgewiesen. In Synergie mit NO 16ste 1
mM Sulfid eine starkere Kontraktion bei Streifen des Hautmuskelschlauchs aus als der ex-
citatorische Transmitter Acetylcholin (Julian et al. 2005). Neben Sulfid kénnte also auch
das Reaktionsprodukt S-Nitrosothiol Signalfunktionen bei U. caupo haben.

Vergleichsweise umfangreich ist der Kenntnisstand zur Sulfidentgiftung bei Tieren, die
unterschiedliche sulfidhaltige Okosysteme besiedeln. Ein wichtiger Aspekt ist die Mog-
lichkeit, mehrere Tage erhohter Sulfidexposition mit Hilfe anaerober Stoffwechselwege zu
iiberleben, die bei Sdugetieren nicht gegeben ist. Auch die Energiegewinnung aus Sulfid
wurde anhand einiger Beispiele untersucht. Schlieflich enthélt HyS als die am stérksten
reduzierte Schwefelverbindung relativ viel Energie (716 kJ/mol) und wird von diversen
Prokaryoten zur ATP-Produktion oxidiert (Bagarinao 1992). Im folgenden Kapitel wer-
den einige zentrale Erkenntnisse vorgestellt, die am Beispiel unterschiedlicher Tierarten

aus den diversen sulfidhaltigen Lebensrdumen gewonnen wurden.

1.3.1 Forschungsschwerpunkt Sulfidoxidation

Das Interesse am Sulfidstoffwechsel mariner Invertebraten wurde Ende der 1970er Jah-
re durch die Entdeckung der Hydrothermalquellen in der Tiefsee geweckt (Corliss et al.
1979). An den Kanten der Kontinentalplatten quillt in den Spreizungszonen Magma aus
dem oberen Erdmantel, wihrend in den Subduktionszonen Gesteinsmaterial ins Erdinnere
gedriickt und eingeschmolzen wird. In die schmalen Spalten im rissigen Gestein ringsum-
her sickert Seewasser, das unter hohem Druck auf 400 °C erhitzt und mit verschiedenen
Mineralien, CO, Hy, CN~, CHy (Schulte & Schock 1995, Kelley 1996, Appel et al. 2001)
und mehreren 100 M HS™ (Edmond et al. 1982) angereichert wird. Als Primérprodu-
zenten fungieren chemoautotrophe sulfidoxidierende Bakterien, die in dicken Matten die
hydrothermalen Felder bedecken. Sie assimilieren Kohlenstoff und bilden somit die Le-
bensgrundlage fiir zahlreiche Tierarten, von denen viele endemisch sind (Van Dover 2000).
Ein gut untersuchtes und haufig abgebildetes Beispiel sind die Bartenréhrenwiirmer Riftia
pachyptila. Die sessilen Polychaeten beherbergen symbiontische Schwefelbakterien in spe-
ziellen Organen, den Trophosomen. Thr Hamoglobin besitzt eine separate Bindungsstelle
fiir Schwefelwasserstoff, so dass Sauerstoff und Sulfid gleichzeitig von den Kiemenlappen

zu den Symbionten transportiert werden kénnen (Minic & Herve 2004).

Aufer bei geothermalen Prozessen und der industriellen Produktion entsteht Sulfid {iber-
all dort, wo grofe Mengen organischer Substanzen auftreten und gleichzeitig wenig Sau-

erstoff vorhanden ist. Obligat anaerobe sulfatreduzierende Bakterien oxidieren die Fer-



