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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Siarkowoddr (H,S) jest sygnalizacyjnym gazotransmiterem, ktéry bierze udziat w réznych
procesach fizjologicznych i patologicznych. H,S reguluje apoptoze, cykl komérkowy i stres
oksydacyjny. H,S wywiera silny wptyw na komérki miesni gtadkich, $rédbtonka, zapalne, sia-
teczke $rédplazmatyczng, mitochondria i jadrowe czynniki transkrypcyjne. Wiadomo, ze H,S
moze by¢ syntetyzowany z L-cysteiny, D-cysteiny i L-homocysteiny w organizmie. Cztery en-
zymy: B-syntaza cystationiny (CBS), transferaza siarkowa 3-merkaptopirogronianu (3-MST),
y-liaza cystationiny (CSE) i aminotransferaza cysteinowa (CAT) biorg udziat w syntezie H,S.
Biosynteza H,S z D-cysteiny obejmuje 3-MST i oksydaze D-aminokwasowg (DAO). Medyczne
znaczenie H,S jest niejasne. Jednak ostatnie badania wskazuj, ze H,S dziata terapeutycznie
w chorobie niedokrwiennej serca i nadci$nieniu tetniczym oraz chroni przed niedokrwieniem
mézgu. Przedstawiono negatywne i pozytywne role H,S w réznych uktadach biologicznych,
np. w ukladzie sercowo-naczyniowym i uktadzie nerwowym. Oméwiono réwniez funkcje kla-
sycznych, terapeutycznych i naturalnych (np. czosnku) donoréw H,S w badaniach przedkli-
nicznych i klinicznych.
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Summary

Hydrogen sulfide (H,S) is a signaling gasotransmitter, involved in different physiological and
pathological processes. H,S regulates apoptosis, the cell cycle and oxidative stress. H,S exerts
powerful effects on smooth muscle cells, endothelial cells, inflammatory cells, endoplasmic
reticulum, mitochondria and nuclear transcription factors. H,S is known to be produced from
L-cysteine, D-cysteine and L-homocysteine in the body. Four enzymes - cystathionine-b syn-
thase (CBS), mercaptopyruvate sulfurtransferase (3-MST), cystathionine-y lyase (CSE) and
cysteine aminotransferase (CAT) - are involved in H,S synthesis. The biosynthetic pathway
for the production of H,S from D-cysteine involves 3-MST and D-amino acid oxidase (DAO).
The therapeutic potential of H,S is not clear. However, recently results have demonstrated
that H,S has protective action for ischemic heart disease or hypertension, and protects aga-
inst ischemia of the brain. This review summarizes the negative and the positive roles of H,S
in various biological systems, for example the cardiovascular system and nervous system. We
also discuss the function of classical, therapeutic and natural (for example garlic) donors of
H,S in pre-clinical and clinical studies.

hydrogen sulfide  cysteine « H,S donors
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3MP - 3-merkaptopirogronian (3-mercaptopyruvate); 3MST - transferaza siarkowa 3-merkapto-
pirogronianu (3-mercaptopyruvate sulphurtransferase); ACS15 - 2-[(2,6-dichlorophenyl)amino]
benzeneacetic acid 4-(3-thioxo-3H-1,2-dithiol-5-yl) phenyl ester; ATB-346 — 2-(6-methoxynap-
thalen-2-yl)-propionic acid 4-thiocarbamoyl-phenyl ester; ATB-429 — 5-amino-2-hydroxyben-
zoic acid 4-(5-thioxo-5H-[1,2] dithiol-3yl)-phenyl ester; BCA — B-cyjano-L-alanina (B-cyano-
L-alanine); cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan (cyclic adenosine monophosphate);
CAT - aminotransferaza cysteinowa (cysteine aminotransferase); CBS - 3-syntaza cystationiny
(B-cystathionine synthase); cGMP - cykliczny guanozynomonofosforan (cyclic guanosine mo-
nophosphate); CSE - y-liaza cystationiny (cystathionine y-lyase); Cys - cysteina (cysteine); DAO
- oksydaza D-aminokwasowa (D-amino acid oxidase); eNOS - srédbtonkowa syntaza tlenku
azotu (endothelial nitric oxide synthase); ERK - kinaza regulowana czynnikami zewnetrznymi
(extracellular signal-regulated kinase); GSH — glutation (glutathione); GYY4137 - morpholin-
-4-ium-4 methoxyphenyl(morpholino) phosphinodithioate; Hcy — homocysteina (homocysteine);
K,rp — kanat potasowy zalezny od ATP (ATP-sensitive potassium channel); K_,,, - kanat potaso-
wy zalezny od jonéw wapnia (calcium-activated potassium channels); LPS - lipopolisacharyd
(lipopolysaccharide); LTP - dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne (long-term potentiation);
MAPK - kinaza aktywowana mitogenami (mitogen-activated protein kinase); NF-kB - czynnik
jadrowy kappa B (nuclear factor kappa B); NLPZ - niesteroidowe leki przeciwzapalne; NMDA
- N-metylo-D-asparaginian (N-methyl D-aspartate); PKA - kinaza biatkowa A (protein kinase
A); PLP - fosforan 5'-pirodoksalu (pyridoxal 5’ phosphate); SAM - S-adenozylometionina (S-
-adenosylmethionine); S-NLPZ - niesteroidowe leki przeciwzapalne uwalniajgce siarkowodér;
TNF-a - czynnik martwicy nowotworéw a (tumor necrosis factor a); TST - sulftransferaza:
tiosiarczan-cyjanek (thiosulfate-cyanide sulftransferase)

Wsrep

0d lat wiadomo, ze siarkowodér (H,S), nazwany niedaw-
no czasteczka o ,,dwéch twarzach” [5], jest toksycznym,
bezbarwnym gazem o charakterystycznym, tatwo wy-
czuwalnym zapachu zepsutych jaj. Wystepuje naturalnie
w wielu miejscach na Ziemi, z jednej strony zanieczysz-
czajgc Srodowisko, z drugiej za$ decydujac m.in. o tera-
peutycznych wlasciwosciach wéd Zrédlanych. Stosunko-
wo niedawno stwierdzono, ze jest wytwarzany réwniez
endogennie w tkankach ssakéw. Jego obecno$¢ wykryto
w mdzgu w 1989 1. [40], jednak dopiero w drugiej potowie
lat 90 XX w. [1] zasugerowano, iz moze to by¢ endogen-
ny przekaznik nerwowy, kiedy opisano enzymatyczny
mechanizm jego wytwarzania oraz biologiczne whasci-
wosci w stezeniach fizjologicznych. Najnowsze bada-
nia potwierdzaja, ze siarkowodér, podobnie jak tlenek
azotu (NO°) i tlenek wegla (CO), jest trzecim gazowym
mediatorem ssakéw. O jego wplywie na organizm decy-
duje stezenie [26]. W duzych dawkach dziata silnie tok-
sycznie, co jest gtéwnie skutkiem blokowania enzyméw

oddechowych [17], jednak w niskich wykazuje wiele ko-
rzystnych dziatan m.in. w uktadzie krwiono$nym, ner-
wowym, czy pokarmowym. Gaz ten odgrywa takze role
w wielu fizjologicznych, jak i patologicznych procesach,
tj. neurotransmisja, zapalenie czy tez neurodegeneracja
[6,17,21,25,26,31,41].

BIOCHEMICZNE ORAZ FIZYCZNE WEASCIWOSCI SIARKOWODORU

Siarkowoddr jest bezbarwnym, ciezszym od powietrza,
tatwopalnym gazem, rozpuszczajacym sie w wodzie. Z po-
wodu dwustopniowej dysocjacji tego zwiagzku, jego wodny
roztwér ma lekko kwasne pH. Dysocjuje na jony H', HS®
oraz S*. W roztworach wodnych o pH 7,4, przypuszczalnie
w plynach ustrojowych oraz homogenatach tkanek, nie-
zdysocjowang postacig jest mniej niz 1/5 siarkowodoru,
a pozostata cze$¢ to przede wszystkim jony HS™ i niewielka
ilo$¢ S* [4]. Ma wiasciwosci lipofilne, dzieki czemu moze
swobodnie dyfundowa¢ przez btony komérkowe, jednak
z powodu cze$ciowej dysocjacji jego dyfuzja nie jest tak
efektywna, jak NO* czy CO [17].
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Ryc. 1. Synteza cysteiny. (BS - B-syntaza cystationiny; CSE - y-liaza cystationiny (wg [17,34] zmodyfikowano)

Toksycznos¢ siarkowodoru polega gtéwnie na inhibi-
cji mitochondrialnej oksydazy cytochromu ¢ z powo-
du tworzenia komplekséw z jonami zelaza (Fe*) tego
enzymu, co prowadzi do zahamowania oddychania ko-
mérkowego. H,S moze réwniez wptywac blokujaco na
anhydraze weglanowa i aminotransferaze tyrozynowa
[19]. Fizjologiczne stezenie H,S w mézgu wynosi okoto
150 uM i jest bliskie stezeniu toksycznemu, podczas gdy
w ptynach ustrojowych oraz wiekszo$ci tkanek wykry-
wane stezenie jest trzykrotnie nizsze i jest to okoto 50
UM [17,40]. Zmiany fizjologicznych stezeh wykazano
w wielu stanach patologicznych. Jest to m.in. choroba
Alzheimera, w ktérej odnotowano zmniejszenie steze-
nia H,S, zwiekszenie natomiast w zespole Downa, czy
wstrzasie septycznym [17]. Okres péttrwania in vivo
tego gazu, w przeciwieristwie do tlenku azotu (kilka
sekund), jest znaczaco dtuzszy, poniewaz wynosi kilka
minut [17].

ENDOGENNA GENERACJA SIARKOWODORU

Biosynteza HZS

Siarkowoddr, oprécz bezposredniego wchtaniania do or-
ganizmu ze $rodowiska zewnetrznego przez uktad od-
dechowy i skére, czyli pochodzenia egzogennego, jest
wytwarzany réwniez endogennie jako uboczny produkt
przemian aminokwaséw siarkowych. Aminokwasami tymi
sg cysteina (Cys) i po$redniczgca w jej syntezie homo-
cysteina (Hcy), powszechnie wystepujaca w komdrkach
organizméw zywych. Cysteina powstaje w wyniku trans-
sulfuracji zmetioniny (ryc. 1) [17]. Do niedawna uwazano,
ze jedynym substratem wytwarzania H,S jest L-cysteina,
jednak pojawity sie doniesienia wskazujace na mozliwo$¢
wykorzystywania takze D-cysteiny [28].

Wytwarzanie H,S z L-cysteiny

Szlak przemian L-cysteiny prowadzacy do wytworzenia
H,S polega na nieoksydacyjnym usunieciu atomu siar-
ki z jej struktury z udzialem enzyméw zaangazowanych
réwniez w transsulfuracje Hcy. Sg to B-syntaza cystatio-
niny (CBS) oraz y-liaza cystationiny (CSE). Oba enzymy
dziatajag w odmienny sposdb, lecz kazdy z nich jest zalez-
ny od kofaktora - fosforanu pirydoksalu (witamina B,
PLP) [17,19]. CBS katalizuje kondensacje seryny i homo-
cysteiny tworzac cystationine w czasie pierwszego etapu
wspomnianej transsulfuracji Hcy, ale takze kondensacje
cysteiny i homocysteiny, w wyniku ktérej powstaje cysta-
tionina i H,S [6,17]. CSE natomiast katalizuje drugi etap
transsulfuracji Hcy - rozktad cystationiny do cysteiny,
a-ketomaslanu i amoniaku, jak réwniez katalizuje rozpad
cystyny (disiarczek cysteiny) do tiocysteiny, pirogronia-
nu oraz amoniaku. Tiocysteina ulega nastepnie nieenzy-
matycznemu rozpadowi tworzac cysteine i H,S [6,17,19].

CBS i CSE sg uwazane za gléwne enzymy wytwarzajace
H,S, ale zidentyfikowano trzeci enzym dziatajacy w spo-
sob niezalezny od fosforanu pirydoksalu. Jest nim trans-
feraza siarkowa 3-merkaptopirogronianu (3-MST) [12].
3-MST wspéldziata z aminotransferazg cysteinowa (CAT),
ktéra katalizuje reakcje transaminacji miedzy L-cysteing
a a-ketoglutaranem doprowadzajac do powstania 3-mer-
kaptopirogronianu (3MP). Nastepnie 3-merkaptopiro-
gronian pod wptywem 3-MST zostaje przeksztatcony do
tiosiarczanu i pirogronianu. Tiosiarczan natomiast w obec-
nosci reduktora, np. glutationu (GSH), ulega redukcji do H,S
[12,37]. Synteze H,S z L-cysteiny przedstawiono na ryc. 2.

CBS i CSE sg umiejscowione w cytoplazmie komérki, jed-
nak 3-MST wystepuje gtéwnie w macierzy mitochondrial-
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Ryc. 2. Synteza siarkowodoru z L-cysteiny. CAT - aminotransferaza cysteinowa; (BS - B-syntaza cystationiny; CSE - y-liaza cystationiny; 3MP - 3-merkaptopirogronian;
3MST - transferaza siarkowa 3-merkaptopirogronianu (wg [17,19] zmodyfikowano)

nej. W cytoplazmie enzym ten réwniez jest obecny, lecz
ze wzgledu na niewielkg zawarto$¢ cysteiny w cytosolu
jest go znacznie mniej [12]. Wykazano, ze 3-MST ulega eks-
presji w neuronach mézgu [30] oraz §rédbtonku naczynio-
wym aorty piersiowej [29], nerce, watrobie czy miokar-
dium [12,19]. CBS i CSE sg wytwarzane w wielu narzadach
itkankach, takich jak watroba, nerka, jelito, macica, tozysko
czy mézg, jednak CBS jest uwazana za dominujace Zrédto
H,S w o$rodkowym uktadzie nerwowym. CSE ponadto wy-
twarzana jest w aorcie piersiowej oraz zyle wrotnej, nato-
miast stabo wykrywana w mdzgu i jest uznana za gtéwny
enzym wytwarzajacy H,S w ukladzie sercowo-naczynio-
wym [12,17].

Wytwarzanie H,S z D-cysteiny

Nowym odkryciem, dokonanym w 2013 r. przez Shibuya
i wsp. [28], jest wspomniana juz $ciezka syntezy H,S z D-
-cysteiny w tkankach ssakéw - aminokwasu szeroko sto-
sowanego w eksperymentach jako negatywna kontrola dla
L-cysteiny. Biorg w niej udziat dwa enzymy, mianowicie
oksydaza D-aminokwasowa (DAO/DAAO) oraz omdéwiona
wy?zej transferaza siarkowa 3-merkaptopirogronianu. DAO
katalizuje przeksztatcenie D-cysteiny do achiralnego 3MP,
ktéry jest substratem 3MST do wytwarzania H,S (ryc. 3).
Wytwarzanie H,S zL-cysteiny jest optymalne w srodowisku
0 pH 8,4, natomiast z D-cysteiny w §rodowisku o pH 7,4. Po-
nadto, enzymy wytwarzajace H,S z L-cysteiny, tj. CBS, CSE
iCAT, sg zalezne od PLP, a enzymy zaangazowane w $ciezke

D-cysteiny nie wykazujg tej wtasciwosci. Aktywnos¢ $ciezki
wytwarzania siarkowodoru z D-cysteiny stwierdzono we
frakcji mitochondrialnej zawierajacej tez m.in. peroksyso-
my. 3MST jest obecna w mitochondrium, a DAO wystepuje
w peroksysomach. Nie jest to przeszkodg we wspétpracy
enzyméw, poniewaz organelle prowadza miedzy sobg wy-
miane metabolitéw i enzymdw, ktéra odbywa sie poprzez
transport pecherzykowy. DAO ulega ekspresji w nerkach
i mézgu myszy, zwlaszcza w mézdzku. Jednak wytwarzanie
H,S z D-cysteiny jest siedmiokrotnie wigksze w nerce niz
w mézdzku. Ponadto w nerce stezenie tak wytworzonego
H,S jest az 80 razy wyzsze niz z L-cysteiny [12,28].

REGULACJA AKTYWNOSCI ENZYMOW

Mimo iz zidentyfikowano kilka $ciezek wytwarzania siar-
kowodoru, wcigz niewiele wiadomo na temat regulacji ak-
tywnosci enzymdw biorgcych w nich udziat. Czynnikami
modulujacymi aktywno$¢ CBS sg stymulacja elektryczna
neurondéw oraz kwas glutaminowy (przekaznik nerwowy
pobudzajacy) [7]. W wyniku zwiekszonego naptywu jonéw
wapnia (Ca?) i aktywacji kalmoduliny obserwuje sie gwat-
towny wzrost aktywnosci CBS w komdérkach nerwowych.
Allosterycznym aktywatorem CBS jest S-adenozylometio-
nina (SAM) - produkt po$redni metabolizmu metioniny.
Na wytwarzanie i aktywno$¢ CBS w tkance nerwowej ma
takze wpltyw hormon plciowy - testosteron. U samcéw
myszy stezenie H,S jest wyzsze niz u samic, ponadto ka-
stracja samc6éw obniza jego wytwarzanie [17]. Hamujacy
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Ryc. 3. Synteza siarkowodoru z D-cysteiny. CAT - aminotransferaza cysteinowa; DAO - oksydaza D-aminokwasowa; 3MP - 3-merkaptopirogronian; 3MST - transferaza

siarkowa 3 (wg [12] zmodyfikowano)

wplyw na aktywno$¢ CBS majg natomiast NO'i w wigkszym
stopniu CO, ktére mogga sie przytacza¢ do enzymu [12]. Do
nieswoistych inhibitoréw CBS nalezy hydroksylamina [6].

W regulacji aktywnosci CSE znaczenie majg NO' oraz jego
donory, np. nitroprusydek sodu, ktére w przypadku tego
enzymu zwiekszajg poziom jego ekspresji [47]. NO* dzia-
ta réwniez jako modulator wytwarzania H,S zwigkszajac
aktywno$¢ CSE w tkankach naczyniowych. Dzieje sie tak
prawdopodobnie przez wzrost aktywnosci kinazy biatko-
wej G [6,17]. Aktywno$¢ CSE jest regulowana takze przez
jony Ca? niezaleznie od kalmoduliny. CSE wytwarza H,S
w komdrce bedacej w stanie niepobudzonym (stabilnym)
- kiedy stezenie wapnia jest mate. Jednak, gdy wewnatrzko-
moérkowe stezenie jonéw Ca?* wzrasta, CSE obniza wytwa-
rzanie H,S do okoto 50% poziomu maksymalnego osigga-
nego w prawidtowych warunkach [20]. Farmakologicznymi
blokerami tego enzymu sg natomiast L-propargylglicyna
(PAG) oraz B-cyjano-L-alanina (BCA) [6].

Aktywno$¢ CAT réwniez zalezy od wewngtrzkomdrkowego
stezenia jondw Ca?". A zatem, zgodnie z tym, wytwarzanie
H,S przez szlak 3MST/CAT jest regulowane przez jony Ca”.
Podobnie jak w przypadku enzymu CSE, CAT wykazuje ak-
tywno$¢ przy niskim stezeniu jonéw Ca?, natomiast kie-
dy komérka zostanie pobudzona szlak 3MST/CAT zostaje
prawdopodobnie catkowicie zatrzymany [12]. Jako inhibi-
tory enzymu 3MST sg stosowane kwas 3- oraz 2-merkap-
topropionowy [6].

Katabolizm H,S

Siarkowoddr w organizmie podlega procesom metabolicz-
nym regulujacym jego endogenne stezenie. Do najwazniej-
szych zalicza sie utlenianie w mitochondriach oraz cyto-
solowa metylacja. W pierwszym szlaku H,S utleniany jest
poczatkowo do tiosiarczanu, ktéry ulega dalszej przemia-
nie do siarczynu. Proces zachodzi przy wspétudziale sulf-
transferazy tiosiarczan-cyjanek (rodanaza, TST) i polega na

przeniesieniu siarki z tiosiarczanu na cyjanek. Produkta-
mi reakgji sa tiocyjanian oraz siarczyn. Powstaty siarczyn
pod wpltywem oksydazy siarczynowej zostaje utleniony
do siarczanu - gtéwnego produktu koricowego metaboli-
zmu H,S wydalanego wraz z niewielka iloécig tiosiarczanu
zmoczem. Drugi szlak katabolizmu H,S - metylacja - prze-
biega w cytoplazmie. Katalizowany jest przez S-metylo-
transferaze tiolowa powodujac powstanie metanotiolu,
anastepnie siarczku dimetylu. H,S, podobnie jak NO*i CO,
wychwytywaé moze réwniez methemoglobina, tworzac
sulfhemoglobine [34].

B10L0GICZNA ROLA SIARKOWODORU

Siarkowodér, razem z NO" i CO, nalezy do rodziny labil-
nych mediatoréw, zwanych gazotransmiterami, szybko
przemieszczajacych sie przez blone bez uzycia zadnych
swoistych transporterdw czy receptordéw. Jako biologiczny
mediator, spelnia najwazniejsze kryteria charakterystycz-
ne dla substancji przekaznikowych: jest syntetyzowany
endogennie w regulowanych reakcjach enzymatycznych
oraz w stezeniach fizjologicznych wykazuje swoiste dzia-
tania biologiczne. Wykazuje wiele dziatan, od cytotoksycz-
nych po cytoprotekcyjne [3,32]; uczestniczy w transdukeji
sygnatu komérkowego w uktadach, takich jak nerwowy,
krazenia i pokarmowy. Role jego jako czasteczki sygnatowej
szczegbtowo opisali Tadeusiewicz i Olas [34].

H.S W UKtADZIE NERWOWYM

Jedna z funkgji jaka spetnia ten gazowy transmiter w ukta-
dzie nerwowym jest wywolywanie nadmiernej stymulacji
receptoréw kwasu N-metylo-D-asparaginowego (NMDA)
przez wptyw na Sciezke sygnalizacyjna cykliczny adeno-
zynomonofosforan (cAMP)/kinaza biatkowa A (PKA). Wy-
twarzanie cAMP przez cyklaze adenylowg aktywuje PKA,
ktéra fosforyluje wiele wewnatrzkomérkowych biatek i tym
samym reguluje funkcje mézgu. Wsréd biatek tych znajdu-
je sie podjednostka NMDAR1 receptora NMDA, ktérej fos-

824



Brodek P, Olas B. — Biochemia i terapeutyczny potengjat siarkowodoru

forylacja powoduje wzrost przepuszczalno$ci jonéw Ca?*
oraznasilenie dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego
(LTP). LTP jest inng postacig synaptyczna, w wyniku ktérej
nastepuje wzmocnienie odpowiedzi postsynaptycznej na
stymulacje presynaptyczng [35]. W badaniach wykazano,
ze donor H,S - wodorosiarczek sodu (NaHS) - zwigksza
wytwarzanie cAMP w pierwotnych kulturach neuronéw,
jak i komérkach glejowych. Wskazuje to, ze H,S moze mo-
dulowaé receptory NMDA przez zmiane wewnatrzkomor-
kowego stezenia cAMP i wzmacnia¢ indukcje LTP [11].
Jednak nadmierna aktywacja receptora NMDA powoduje
przetadownie komérki jonami wapnia prowadzac do jej
$mierci [35].

Stosunkowo niedawno odkryto, ze H,S oddziatuje z biatko-
wymi kinazami aktywowanymi mitogenami (MAPK). Ro-
dzina MAPK reguluje rézne komérkowe procesy, tj. apop-
toze, réznicowanie, metabolizm, podzial, czy przezycie
komérki [35]. Przez inhibicje $ciezki sygnalizacyjnej p38
MAPK, siarkowodér hamuje indukowane lipopolisacha-
rydem (LPS) wytwarzanie NO* w komdrkach mikrogleju,
sugerujac, iz moze on mie¢ zastosowanie w leczeniu nie-
dokrwienia mézgu czy choréb neurozapalnych [10].

H,S oddziatuje takze na homeostaze jonéw Ca* w neuro-
nach, astrocytach i mikrogleju. Powoduje nie tylko akty-
wagcje zaleznych od napiecia kanaléw wapniowych typu L
i T, ale réwniez wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia
jondéw Ca*, co aktywuje neurony. Ponadto odgrywa tez
role w uwalnianiu przekaznikéw nerwowych (promowa-
nie komunikacji neuronalnej), plastycznosci synaptycznej
(dlugotrwate wzmocnienie/ostabienie synaptyczne), czy
transkrypcji genéw [14,35]. Jest réwniez aktywatorem ka-
natéw potasowych zaleznych od adenozynotrifosforanu
(K,p),jakijonéw Ca* (K_, ) w podwzgdrzu i neuronalnych

ATP
liniach komérkowych [35].

W warunkach in vitro hamuje takze stymulowane potasem
uwalnianie hormonu kortykotropowego przez podwzgd-
rze. Sugeruje to pelnienie funkcji negatywnego regulatora
osi podwzgdrze - przysadka - nadnercza. Podobnie in vivo
w warunkach spoczynkowych nie wykazywat wplywu na
funkcje tej osi, lecz hamowat wywotany stresem wzrost
glukokortykosteroidéw [5].

H,S w uktadzie krazenia

Wiele eksperymentéw przeprowadzonych zaréwno in vi-
tro, jak in vivo spowodowato, ze siarkowoddr rozwazany
jest obecnie jako modulator funkeji uktadu krazenia, od-
grywajacy gtéwna role w homeostatycznej regulacji ci-
$nienia krwi [6,23]. Wykazuje dzialanie wazorelaksacyjne
- rozszerza naczynia krwionosne, gléwnie przez zwieksza-
nie aktywnosci kanatéw K, wystepujacych w komérkach
miegsni gtadkich naczyn krwionosnych. H,S oddziatujac
bezposrednio na kanaty K, , zwigksza przeptyw jonéw K,
co powoduje hiperpolaryzacje komérek mieéni gtadkich
naczyn chroniac je przed nadmiernym skurczem. Tym sa-
mym przyczynia sie to do obnizenia ci$nienia krwi w or-
ganizmie [36,46].

Naczyniorozszerzajace dziatanie tego gazu zalezy od $§réd-
blonka, tlenku azotu i stezenia samego czynnika, nie za-
lezy natomiast od cyklicznego guanozynomonofosforanu
(cGMP). Usuniecie $rédbtonka lub zablokowanie syntazy
tlenku azotu ostabia zdolnosci H,S do relaksacji naczyn
krwionos$nych. Ponadto, NO* pochodzacy ze $rédbtonka
zwieksza wrazliwo$¢ komdrek miesniéwki gtadkiej naczyn
na dziatanie tego gazu, a takze wptywa na zwiekszenie ak-
tywnosci CSE i jego wytwarzania w ukladzie krazenia. Na-
tomiast wptyw H,S na naczyniorozszerzajace dziatanie NO*
nie jest jednoznaczny, gdyz moze je nasila¢, ale tez ostabiac.
Wedtug badar wazorelaksacyjne wtasciwosci wystepuja
w wyzszych stezeniach tego mediatora - okoto 100 uM,
podczas gdy nizsze powoduja wazokonstrykcje, czyli zwe-
zenie $wiatta naczyri krwiono$nych [3,34]. Istnieja donie-
sienia o bezposrednim hamowaniu aktywnosci $rédbton-
kowej syntazy tlenku azotu (eNOS) przez NaHS, co moze
by¢ jedng z przyczyn skurczowego wptywu na naczynia na
skutek niedostatecznego wytwarzania NO* [13]. Inne Zré-
dlo podaje natomiast, ze siarkowodér zwieksza generacje
NO' przez eNOS w wyniku zaleznej od kinazy Akt fosfo-
rylacji tego enzymu w miejscu Ser 1177, jednak mecha-
nizm aktywacji tej kinazy przez H,S jest nieznany [26,27].
W warunkach fizjologicznych H,S ulega reakcji z NO* two-
rzac produkt, ktéry nie ma aktywnosci naczyniowej, lecz
zmniejsza jedynie biodostepno$¢ obu gazowych transmi-
teréw. Produktem tym jest nitrozotiol. W zwiazku z tym
sugeruje sie, ze gtéwna rolg H,S w uktadzie krazenia moze
by¢ raczej regulowanie lokalnych stezen i aktywnosci NO”,
niz jak przypuszczano wczesniej - dziatanie jako bezpo-
$redni wazorelaksant [42].

Siarkowodér prawdopodobnie moze mieé¢ bezposredni
wplyw na $ciane naczyri krwionos$nych [23]. Przeprowa-
dzone badania wskazujg, iz hamuje proliferacje komérek
mies$ni gtadkich aorty przez promowanie procesu apoptozy,
a takze ogranicza rozwéj zmian miazdzycowych. Wykaza-
no, ze nadekspresja enzymu CSE, réwnoznaczna ze zwiek-
szonym wytwarzaniem endogennego H, S, stymuluje apop-
toze komérek mies$ni gtadkich aorty ludzi in vitro. Zaréwno
nadekspresja enzymu syntetyzujacego H,S, jak i egzogenne
podanie H,S wywotujg te same dziatania i s3 zwigzane ze
zwiekszong aktywacjg biatkowych kinaz aktywowanych
mitogenami [43]. Zwlaszcza kinazy regulowanej sygnatami
zewnatrzkomérkowymi (ERK) w tym przypadku kierujgcej
komérki na droge apoptozy przez aktywacje kaspazy 3.

Warto réwniez zaznaczy(, ze siarkowoddr wykazuje wia-
$ciwosci przeciwhemostatyczne hamujac rézne etapy ak-
tywacji ptytek krwi, tj. adhezje czy agregacje. Ptytki krwi,
bedac w bliskim kontakcie ze $ciang naczyn krwionosnych,
umozliwiaja szybkie rozpoznanie uszkodzerr powierzch-
ni komérek $rédbtonka spetniajac istotna role w procesie
hemostazy przez hamowanie krwawienia [23]. Badania in
vitro wykazaty, ze inhibicja agregacji ptytek jest zalezna od
stezenia NaHS, przy czym po podaniu NaHS w stezeniu 10
mM nastepuje catkowite jej zahamowanie. Mimo iz wyklu-
czono zwiazek z synteza tlenku azotu, zaangazowanie ka-
natéwK,  oraz udzial mediatoréw, takich jak cAMP, cGMP,

ATP
molekularny mechanizm tego zjawiska nadal nie jest znany
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[19,45]. Oprécz antyagregacyjnego dziatania stwierdzono
inhibicje adhezji plytek, zmiane adhezyjnych wasciwosci
kolagenu i fibrynogenu. Przypuszcza sie, ze jest to zwia-
zane z hamowaniem aktywagcji szlaku sygnatowego biatek
G. W zwigzku z powyzszym sugeruje sie, iz interakcje tych
zmodyfikowanych bialek mogg by¢ jedng z przyczyn za-
burzen adhezji [22,23].

Najnowsze badania wykazuja réwniez wplyw NaHS na pro-
ces krzepniecia krwi i fibrynolizy. Przeprowadzone eks-
perymenty udowodnity, Ze NaHS w stezeniu 0,01-100 uM
wydtuza czas krzepniecia, obniza maksymalna predko$é
polimeryzacji fibrynogenu, a takze stymuluje lize fibryny
w ludzkim osoczu w warunkach in vitro. Mimo iz mecha-
nizm tych zmian nie jest znany, otrzymane wyniki sg wy-
raznym argumentem wskazujacym na przeciwkrzepliwe
dziatanie egzogennego H,S [24].

H,S w uktadzie pokarmowym

Nie udalo sie jeszcze jednoznacznie okreslié roli, jaka spet-
nia siarkowodér w uktadzie pokarmowym, jednak wptyw
ten nie ulega watpliwosci.

Wiadomo, ze gaz wykazuje dziatanie gastroprotekcyjne;
przez wzrost naczyniowego przeptywu krwi w zotadku
chroni blone $luzowg zotadka u szczuréw. Przeprowadzo-
ne badania wykazaty zredukowanie skutkéw gastropatii
rozwijajacej sie w wyniku przewlektego stosowania inhi-
bitoréw cyklooksygenaz - niesteroidowych lekéw prze-
ciwzapalnych (NLPZ). Potaczenie donoréw siarkowodoru
z NLPZ tak, aby w organizmie uwalniany byt ten gazowy
mediator, powoduje zmniejszenie stopnia powstawania
polekowych uszkodzen w blonie §luzowej zotadka szczura.
Ponadto, zaobserwowano szybsze gojenie sie przewlektych
wrzoddéw zotgdka [38].

Siarkowodér wplywa na sekrecje jonéw wodoroweglano-
wych (HCO,) wjelicie cienkim. Blona §luzowa jelita pokryta
jest tzw. wydzieling alkaliczng sktadajaca sie z ochronnego
$luzu oraz jonéw HCO, " i jest jej naturalng barierg ochron-
ng. W warunkach fizjologicznych dziata neutralizujaco na
przedostajacy sie do dwunastnicy zakwaszony w zotadku
pokarm. Donor siarkowodoru - NaHS zaleznie od dawki
zwieksza sekrecje jonéw HCO,” w jelicie cienkim szczura.
0 mechanizmie tego procesu sg sprzeczne informacje po-
dajace zalezno$¢ od kanatéw K, badZ ja wykluczajac [18].
Zrédiem egzogennego H,S w organizmie sg bakterie jeli-
towe. Wytwarzany przez nie gaz moze wplywa¢ na funk-
cjonowanie $§luzéwki przewodu pokarmowego, jednak ba-
dania przeprowadzone na liniach komérkowych ludzkich
kolonocytéw wykazaty zalezng od dawki donora H,S (Na,S)
genotoksyczno$é. Nagromadzenie uszkodzeri materiatu
genetycznego prowadzi natomiast do choréb nowotwo-
rowych [2,18].

Otrzymane eksperymentalnie dane sugeruja, iz H,S hamuje
wydzielanie insuliny na skutek oddziatywania z kanatami
K, , w komérkach B wysp trzustkowych, odgrywajacych

wazna role w regulacji tego procesu. Wzrost stezenia glu-
kozy pobudza do wytwarzania i akumulacji ATP w komér-
ce. Nastepuje zablokowanie kanatéw K, ., (co prowadzi do
depolaryzacji blony komdrkowej), nastepnie otworzenie
zaleznych od napiecia kanaléw wapniowych i naptyw jo-
néw Ca”, a to powoduje wydzielanie insuliny. H,S akty-
wujac kanaly potasowe uniemozliwia depolaryzacje btony
i sekrecje insuliny. Dzieje sie tak przy wysokim stezeniu
tego czynnika, jednak jego stezenie jest regulowane przez
stezenie glukozy. Duza zawarto$¢ glukozy hamuje wytwa-
rzanie H,S przez wyspy trzustkowe i powoduje sekrecje
insuliny [34,44].

DONORY | TERAPEUTYKI UWALNIAJACE SIARKOWODOR

Klasyczne donory H,S

Powszechnie stosowanym w badaniach naukowych 7ré-
dtem siarkowodoru jest wodorosiarczek sodu (NaHS). Jego
zaleta jest fatwo$¢ dysocjacji na kation sodowy (Na*) oraz
anion wodorosiarczkowy (HS), ktéry w pewnym stopniu
wigze kationy wodoru (H') tworzac niezdysocjowang, ga-
zowg postaé siarkowodoru. Jednak NaHS jest donorem
szybko uwalniajacym H,S, ale przez to réwniez krétko-
trwatym jego Zrédtem, co nie jest juz pozgdanym zjawi-
skiem. Biorac pod uwage terapeutyczne zastosowanie,
idealny donor siarkowodoru powinien uwalnia¢ go po-
woli i w umiarkowanych ilo$ciach [17,34]. W literaturze
jako zrédto H,S spotyka sie takze inng sél - siarczek sodu
(Na,S).Jako roztwér do wstrzykiwania zostat opracowany
do klinicznego zastosowania i przechodzi badania w kie-
runku terapii urazéw niedokrwienno-reperfuzyjnych
oraz uszkodzen nerek [23].

Terapeutyki uwalniajgce H,S

W ostatnich latach powstata nowa grupa zwigzkéw be-
dacych Zrédtem H,S, niesteroidowe leki przeciwzapalne
uwalniajace siarkowoddr (S-NLPZ). Jest to nowa klasa tra-
dycyjnych NLPZ, w ktérych rdzeniowa struktura macie-
rzystego zwiazku zostata zmodyfikowana przez dodanie
ugrupowania uwalniajgcego czasteczke H,S. Rozwdj S-
-NLPZ oparty jest na zalozeniu wykazywania, précz wta-
$ciwosci przeciwzapalnych, potencjatu ochronnego na
uktad pokarmowy oraz krazenia. Badania nad nimi wy-
kazaly typowe dziatanie NLPZ, jednak nie stwierdzono
jeszcze jednoznacznie, czy zmniejszaja toksyczne dzia-
tanie na uktad pokarmowy [9].

Jednym ze zwiazkéw nalezacych do S-NLPZ jest pochod-
na diklofenaku uwalniajaca H,S (S-diklofenak), taka
jak 2-[(2,6-dichlorophenyl)amino] benzeneacetic acid
4-(3-thioxo-3H-1,2-dithiol-5-yl) phenyl ester (ACS15). S-
-diklofenak charakteryzuje sie powolnym uwalnianiem
H,S zaréwno in vitro, jak i in vivo. Wykazano, ze zwigzek ten
redukuje wytwarzanie prozapalnych cytokin w zwierzecym
modelu zapalenia stawdw przez mechanizm obejmujacy
wytwarzanie H,S, hamuje aktywacje jadrowego czynnika
kappa B (NF-kB) oraz chroni przed uszkodzeniami oksyda-
cyjnymi. Niedawne badania wykazaty réwniez hamowanie

826



Brodek P, Olas B. — Biochemia i terapeutyczny potengjat siarkowodoru

0]
S"‘S
@”\5 S
Cl

ACS15

s
HCO
0
CH,

ATB-346

CO0 — \

OH S
. HCI

H,N ATB-429

3
|

7/ N\ L
AT By
on L_0
~.

GYY4137 0
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wytwarzania prostaglandyn i proliferacji komérek raka
pluc, a takze inhibicje wystepujacej podczas choroby no-
wotworowej piersi osteoklastogenezy i osteolizy kosci [9].

Innym zwigzkiem S-NLPZ jest pochodna mesalazyny - 5-ami-
no-2-hydroxybenzoic acid 4-(5-thioxo-5H-[1,2] dithiol-3yl)-
-phenyl ester (ATB-429). Sktada sie z czgsteczki mesalazyny
polaczonej wigzaniem estrowym z czasteczka 5-(p-hydro-
xyphenyl)-1,2-dithione-3-thione (ADT-OH), petnigca role
ugrupowania uwalniajgcego H,S. Leczenie mesalazyna jest
terapia pierwszego rzutu w chorobach zapalnych jelit, tj.
wrzodziejace zapalenie jelita grubego, czy choroba Le§niow-
skiego-Crohna, jednak skuteczno$¢ ich jest tylko umiarko-
wana. Badania na mysim modelu zapalenia jelit wykazaly, ze
w poréwnaniu do macierzystego leku, ATB-429 ma znacznie
nasilone dzialanie przeciwzapalne, co moze by¢ wynikiem
hamujgcego wplywu H, S na przyleganie leukocytéw do $réd-
btonka naczyri oraz oddziatywania na kanaty X, , [8].

Do grupy zmodyfikowanych zwiazkéw przeciwzapal-
nych nalezy réwniez 2-(6-methoxynapthalen-2-yl)-pro-
pionic acid 4-thiocarbamoyl-phenyl ester (ATB-346). Jest
to uwalniajgca H,S pochodna stosowanego powszech-
nie NLPZ - naproksenu. Dziata bardziej efektywnie i nie
powoduje uszkodzeri blony $luzowej uktadu pokarmo-
wego. Badania przeprowadzone na myszach wykazaty
silniejsze zahamowanie aktywno$ci cyklooksygenazy-2
i infiltracji leukocytéw przez ATB-346 w poréwnaniu do
macierzystego zwiazku. Ponadto, ATB-346 przyczynit
sie takze do przyspieszenia procesu gojenia wrzodéw
zotadka [39].

Donorem H,S o przeciwzapalnych wtasciwosciach, jednak
nienalezacym stricte do grupy pochodnych NLPZ, jest mor-

pholin-4-ium-4 methoxyphenyl(morpholino) phosphino-
dithioate (GYY4137) - rozpuszczalny w wodnym roztworze
zwigzek, charakteryzujacy sie powolnym uwalnianiem H,S
zaréwno w uktadzie in vitro, jak in vivo. Jednak zdolno$¢ do
uwalniania tego gazu zalezy od pH roztworu i jest efek-
tywniejsza w niskim pH. GYY4137 wykazuje przeciwza-
palne wlaciwosci w szczurzym modelu wstrzasu endotok-
sycznego przez redukcje generacji mediatoréw zapalenia,
tj. prostaglandyna-2, czynnik martwicy guza (TNF-a), ale
takze podwyzsza stezenie przeciwzapalnej cytokiny - in-
terleukiny-10 [16]. Wzory powyzszych zwigzkéw przed-
stawiono naryc. 4.

Naturalne zrédto H,S

Oprécz syntetycznych donoréw H,S istnieje naturalne
i bogate jego Zrédto, znany od wiekéw czosnek pospoli-
ty (Allium sativam). Pochodzaca z Azji Srodkowej roslina
ma wiele leczniczych wiasciwosci, poczawszy od dziatania
antybakteryjnego i przeciwgrzybiczego, poprzez przeciw-
wirusowe, po ogdlnie dobroczynne na uktad sercowo-na-
czyniowy. Czosnek pospolity biochemiczne wtasciwosci
zawdziecza prawdopodobnie obecnym w jego sktadzie licz-
nym zwigzkom zawierajacym siarke. Naleza do nich m.in.:
allina (sulfotlenek S-allilocysteiny), allicyna (tiosulfinian
dialilu), disiarczek diallilu i trisiarczek diallilu, stanowiagc
jednoczednie substraty do wytwarzania H,S. Stwierdzenie,
iz wadciwosci czosnku to zastuga siarkowodoru potwierdza
coraz wiecej badar i przemawia za tym nakladanie sie ich
dziatah w uktadzie krazenia. Obnizaja ci$nienie krwi, ha-
mujg agregacje plytek krwi oraz wykazuja dziatanie prze-
ciwmiazdzycowe. Czosnek ponadto obniza poziom chole-
sterolu, a jego dtugotrwate przyjmowanie zmniejsza ryzyko
choréb uktadu krazenia [23,33].
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