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Stowa kluczowe:

Streszczenie

y-Cystationaza (CTH, EC: 4.4.1.1), enzym szeroko rozpowszechniony w §wiecie organizméw pro-
kariotycznych i eukariotycznych, katalizuje powstawanie i przemiany zwigzkédw zawierajacych
siarke sulfanowg oraz odgrywa zasadniczg role w beztlenowym, desulfuracyjnym, metabolizmie
L-cysteiny. Ludzka CTH jest tetramerem ztozonym z dwéch dimeréw, a kazdy monomer wiaze
fosforan pirydoksalu (PLP). Gen znajdujacy sie na krétkim ramieniu chromosomu 1 sktada sie z 13
eksondw i 12 intronéw. W wyniku alternatywnego sktadania, powstaja 3 izoformy ludzkiej CTH.
Analiza zmienno$ci genetycznych CTH wykazata duza liczbe polimorfizméw. Obnizenie ekspresji
CTH pociaga za soba spadek stezenia cysteiny, glutationu (GSH), tauryny i siarkowodoru (H,S)
w komérkach, a co wiecej prowadzi do wystapienia cystationinurii. H,S, endogennie tworzony
przez CTH, ma wplyw na rozszerzanie naczyn i regulacje ci$nienia krwi. Myszy pozbawione genu
CTH wykazuja obnizone stezenie H,S, nadciénienie tetnicze i obnizenie, zaleznej od H,S, zdolnosci
do relaksacji srédbtonka naczyn. Nadekspresja genu kodujacego CTH w komérkach prowadzi do
zwiekszonego wytwarzania H,S. H,S odgrywa role w ochronie neuronéw przed stresem oksyda-
cyjnym wplywajac na zwiekszenie aktywnosci syntetazy y-glutamylocysteinowej, a przez to na
wzrost poziomu GSH. Transferazy siarkowe, w tym CTH, moga lokalnie przeciwdziata¢ stresowi
oksydacyjnemu dzieki odwracalnemu utlenianiu ich grup -SH w obecno$ci zwiekszonego pozio-
mu reaktywnych form tlenu oraz redukcji w obecno$ci GSH i/lub zredukowanej tioredoksyny.
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Summary

y-Cystathionase (CTH, EC: 4.4.1.1), an enzyme widely distributed in the world of prokaryotic and
eukaryotic organisms, catalyzes the formation and transformations of sulfane sulfur-containing
compounds and plays a pivotal role in the L-cysteine desulfuration pathway. Human, tetrameric CTH
is composed of two dimers and each monomer binds pyridoxal phosphate (PLP). The gene, located
on the short arm of chromosome 1, consists of 13 exons and 12 introns. As a result of alternative
splicing, three isoforms of human CTH arise. Analysis of genetic variations of the CTH encoding
gene showed a large number of polymorphisms. A decrease of the expression of CTH entails a drop
in the level of cysteine, glutathione (GSH), taurine and hydrogen sulfide (H,S) in the cells and, more
importantly, leads to cystathioninuria. H,S, endogenously formed by CTH, affects the vasodilation
and regulation of blood pressure. CTH knockout mice have decreased levels of H,S, hypertension,
and reduced capacity for vascular endothelium relaxation. Overexpression of the gene encoding
CTH in the cells leads to increased production of H,S. H,S plays a role in protection of neurons aga-
inst oxidative stress, and stimulates an increase in y-glutamylcysteine synthetase and thereby an
increase in the level of GSH. Sulfurtransferases, including CTH, can locally prevent oxidative stress
due to reversible oxidation of - SH groups in the presence of increased levels of reactive oxygen
species, and reduction in the presence of GSH and/or reduced thioredoxin.
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Wykaz skrétow:

AIDS - zespét nabytego niedoboru odpornosci; ATP — adenozynotrifosforan; CBS — 3-syntaza

cystationinowa; CDO - dioksygenaza cysteinowa; CTA — transaminaza cysteinowa; CTH - y-liaza
cystationinowa; y-GCS - syntetaza y-glutamylocysteinowa; GSH - glutation zredukowany; H,S -
siarkowodor; MST - transferaza siarkowa 3-merkaptopirogronianu; NCBI - Narodowe Centrum
Informacji Biotechnologicznej (National Center for Biotechnology Information); NO - tlenek azotu;
NSAIDs - niesteroidowe leki przeciwzapalne; PDB - Bank Danych Biatkowych (Protein Data Bank);
PLP - fosforan pirydoksalu; SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (single nucleotide poli-
morphism); tHcy — catkowite stezenie homocysteiny w osoczu; TST - rodanaza.

WPROWADZENIE

Transferazy siarkowe sa grupa enzyméw szeroko rozpo-
wszechnionych w $wiecie organizméw prokariotycznych
i eukariotycznych [2,47,46,73], katalizuja powstawanie
i przemiany zwigzkéw zawierajgcych siarke sulfanowg (zre-
dukowany atom siarki znajdujacy sie na 0 lub - 1 stopniu
utlenienia potgczony z innymi atomami siarki) oraz odgry-
wajg zasadnicza role w beztlenowym, desulfuracyjnym, me-
tabolizmie L-cysteiny. Naleza do nich: y-cystationaza (CTH,
EC: 4.4.1.1), rodanaza (transferaza siarkowa tiosiarczanu,
TST, EC: 2.8.1.1) oraz transferaza siarkowa 3-merkaptopiro-
gronianu (MST, EC: 2.8.1.2). W niekorzystnych warunkach
fizjologicznych, takich jak m.in. niedobdr siarki czy obecno$é
nadtlenkéw, zaobserwowaé mozna wzrost ekspresji tych
transferaz siarkowych [1,32,52,55], co sugeruje, ze petnia
one ochronng role w komdree [52].

CTH (inne nazwy tego enzymu: y-liaza cystationinowa, de-
aminaza homoserynowa, desulfhydraza cysteinowa, dehy-
drataza homoserynowa, cysteinoproteinowa sulfthydrataza
- wg NCBI - Online Mendelian Inheritance in Man, AC genu:
*607657), podobnie jak inne transferazy siarkowe, uczest-
niczy w wytwarzaniu tiosiarczanu. Poczatek zainteresowa-
nia metabolizmem tiosiarczanu w organizmie zwierzecym
[59,60] zwiazany jest z wykryciem tego zwiazku w moczu
pséw i kotéw przez Schmiedeberga w 1867 r. Tiosiarczan
sodu stosowany jest w medycynie, gdyz podany pozajelitowo
jest donorem siarki, ktéra moze by¢ przenoszona na cyjanek,
przeksztatcajac go w mniej toksyczny rodanek [29]. W 1950 .
Binkley udowodnit prawdziwo$¢ hipotezy méwiacej, ze de-
sulfhydraza cysteinowa i CTH to ten sam enzym [5]. CTH po
raz pierwszy wyizolowana zostata w 1958 . zwatroby szczu-
ra przez Matuso i Greenberga [40]. W 1962 r. Cavallini i wsp.
zaobserwowali, ze CTH rozktada cystyne do pirogronianu,
amoniaku i tiocysteiny [7], a Chatagner i wsp. odnotowali
wzrost aktywno$ci CTH w watrobie szczura po podaniu me-
tioniny [8]. Fernandez i Horvath [17] wykazali, ze tyroksyna

L-METIONINA

L-HOMOCYSTEINA
0
= OH
NH;,

serve 5 |

L-CYSTATIONINA
NH; o

HOYK/\S/\HLOH
o NH,

NH,* + ALFA- KETOMASLAN <« =10 JEE

KOENZYM A
/"

L-CYSTEINA
?  ——ns
GLUTATION «—— '\i)L X
HS OH
/ coo
METALOTIONEINA ~ NH, S
- TAURYNA
L-CYSTYNA
A
MOT\/S“"\'N%““ XTH 3-MERKAPTOPIROGRONIAN
TIOCYSTEINA wsT } o
\c.m o
SIARKA
SULFANOWA
&
RODAMNAZA
<. F

Ryc. 1. Powstawanie i przemiany L-cysteiny. Metabolizm aminokwaséw
siarkowych: (BS — B-syntaza cystationinowa; (DO — dioksygenaza
cysteinowa, CTA — transaminaza cysteinowa; CTH — y-liaza
cystationinowa, MST — transferaza siarkowa 3-merkaptopirogronianu

jest inhibitorem CTH. Koj i Frendo [30] zwrdcili uwage na
powigzanie metaboliczne CTH i rodanazy, a Szczepkowski
iWood [65] wykazali, ze tiocysteina - produkt dziatania CTH,
jest doskonatym substratem dla TST [29]. Wedtug Coopera
gléwna fizjologiczng funkcja CTH jest katabolizm cystatio-
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niny zachodzacy na szlaku powstawania L-cysteiny z metio-
niny (ryc.1) [11]. W 1990 . Erickson i wsp. okre§lili strukture
pierwszorzedowg szczurzej CTH [16], a w 1992 r. Lu i wsp.
wykazali, ze sekwencja ludzkiego cDNA dla CTH wykazuje
znaczng homologie aminokwasowg z cDNA dla CTH szczura
(85%) i drozdzy (50%) [36]. Yamagata i wsp. sklonowali gen
kodujacy CTH z Saccharomyces cerevisiae i przeprowadzili jego
ekspresje w komérkach Escherichii coli [81]. Steegborn i wsp.
sklonowali zkomérek HepG2 gen kodujacy ludzka CTH, kt6-
ry réwniez ulegat ekspresji w komdrkach bakterii E. coli [61].
W ten sposdb po raz pierwszy uzyskano CTH ssakéw wytwo-
rzong przez bakterie.

WYSTEPOWANIE CTH

W 2000 roku Dobric i wsp. zidentyfikowali gen CTH u bakterii
[13]. Aktywno$¢ tego enzymu stwierdzono réwniez u grzy-
béw [61], nicieni [24], ssakdw [24,56] i cztowieka [24,34,61].
Aktywnosci CTH nie stwierdzono w watrobie ludzkiego
zarodka [22,34], a takze w soczewkach starych zwierzat,
w zwigzku z czym GSH nie moze by¢ syntetyzowany z me-
tioniny [67]. U ssakéw aktywno$¢ CTH jest najwieksza w wa-
trobie i nerkach, w pozostatych tkankach poziom CTH jest
nizszy [19,24,25,48,71]. Mata jest tez aktywno$¢ CTH w mé-
zgu [19,24,75,77,78,79]. W nerkach szczura aktywno$é CTH
stanowi jedynie 8%, a w sercu 1% aktywnos$ci watrobowej
[40]. Wystepowanie CTH w komdrce ograniczone jest do
przedziatu cytosolowego [49,71].

Struktura CTH

CTH moze wystepowac jako trimer (Lactococcus fermentum
DT41, 140 kDa) [13] lub tetramer (szczur, Streptomyces pha-
eochromogenes 4 x 40 000 Da, mysz, czlowiek) [34,61,64] (ryc.
2). Kazdy monomer ludzkiej CTH ma trzy odrebne domeny:
N-koricowa stanowiacg cze$¢ sktadowa miejsca aktywnego
utworzonego przez sgsiednie monomery wchodzace w sktad
aktywnego dimeru, domene wigzaca fosforan pirydoksalu
(PLP), domene C-koricowg [34,61].

Ryc. 2. y-Liaza cystationinowa
(EC4.4.1.1)
(PDB ID: 3ELP; [61])

W ludzkiej watrobie wystepuja dwa warianty mRNA dla genu
CTH. Dhuzszy z nich wykazuje 85% homologie sktadu ami-
nokwasowego z CTH szczuréw. Krétszy, produkt modyfika-
cji potranskrypcyjnej, jest ubozszy o 132 pary nukleotydéw
zlokalizowane na eksonie 5. Aktywno$¢ enzymatyczna CTH
wykazuje biatkowy produkt translacji dtuzszej formy mRNA
[34,36].

Dwa monomery znajdujgce sie w bliskim kontakcie, two-
rza aktywny dimer majacy miejsce aktywne (ryc. 2) na
styku podjednostek A i B, a kolejne miejsce aktywne jest
na styku podjednostek C i D [34]. Tetramer sklada sie
zatem z dwdch niemalze samodzielnych dimerdéw (A, B)
i (C, D) wzajemnie powiazanych dwukrotna pseudoosia
[31]. Nakazdy z czterech monomeréw przypada kofaktor
- fosforan pirydoksalu (PLP) kowalencyjnie przytaczony
do Lys212 znajdujacej sie w miejscu aktywnym - kofak-
tor tworzy z aminokwasem wigzanie typu zasady Schiffa
[61]. Grupa fosforanowa PLP z danego monomeru two-
rzy wigzania wodorowe z Ser89, Gly90 i Leu91 tej samej
podjednostki. Innym waznym mechanizmem stabilizu-
jacym wigzanie PLP jest réwnolegte utozenie Tyr114 do
pierécienia aromatycznego pirydoksalu, ktére blokuje
PLP we wnece miejsca aktywnego poprzez wzajemne od-
dzialywanie n - m orbitali tych dwdch piercieni aroma-
tycznych [31]. W obrebie miejsca aktywnego tworzone
sa dwie petle: Thr211 - Met214 i Met110 - Asn118, kté-
re na powierzchni kazdej podjednostki tworza gtebokie
wglebienia ze zlokalizowanym w nich kofaktorem - to
ugrupowanie jest miejscem wtasciwej reakcji. Reakcja
enzymatyczna polega na zerwaniu wiazania kowalen-
cyjnego miedzy Lys212 a PLP, co silnie uzaleznione jest
od doktadnego potozenia i orientacji reszt Thr60-Thr21-
-Lys212-PLP-Thr114 [31].

Po usunieciu PLP, szczelina wraz z miejscem aktywnym
przechodzi duze zmiany konformacyjne prowadzace do
destabilizacji samodzielnych dimeréw. Odkrycie to wy-
jasnia znaczenie ztozenia dimeréw w bardziej stabilng
strukture tetrameru. Trwato$¢ potaczeti miedzydomeno-
wych warunkowana jest brakiem wystepowania miedzy
nimi reszt aminokwasowych zaangazowanych w zmiany
konformacyjne zachodzace podczas reakcji enzymatycz-
nej [64].

GEN dla CTH

Poczgtkowo, podczas badania hybryd komérek soma-
tycznych, gen kodujacy ludzka CTH przypisywany byt
do chromosomu 16 [15]. Po latach doktadnie okre$lono
jego lokalizacje. Gen znajduje sie na krétkim ramieniu
chromosomu 1 (1p31.1) i sktada sie z 13 eksonéw i 12
intronéw (wg NCBI: NG_008041.1). U cztowieka, w wy-
niku alternatywnego sktadania, powstaja 3 izoformy
CTH réznigce sie liczba par nukleotydéw (izoforma 1,
najdtuzsza - 2140 pz; izoforma 2 - 2008 pz; izoforma 3 -
2044 pz) (ryc. 3) oraz prowadzace do powstania biatka
réznigcego sie ilo$cig aminokwaséw (odpowiednio po-
szczegblne izoformy daja produkty o dtugo$ci: 405, 361
i 373 aminokwasdéw).

IZOFORMA 1 L 1 [ 1 1 Ll Ll 10
IZOFORMA 2 L 1 I 1 Ll L1l i
IZOFORMA 3 L 1 1 I L1 L1 1 i

Ryc. 3. Warianty transkryptu CTH (wg NCBI)
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Reakcje o-, y-eliminacji:

L-cystationina

L-homocysteina

Reakcja o, p-eliminacji:

L-cysteina L-seryna

L-lantionina

L-cystyna

Reakcje B-podstawienia:

L-cysteina L-cysteina

Reakcja y-podstawienia:

L-homocysteina L-homocysteina

Reakcje (-, y-podstawienia:

L-homocysteina L-cysteina

"OOCCHNH, CH,CH,SCH,NH," CHCOO™ + H,0— OOCCHNH, CH,SH+ 0O0CCOCH,CH, + NH,
L-cysteina

"OOCCHNH,"CH,CH,SH + H,0— OOCCHNH, CH,CH,OH + H,5— O0OCCOCH,CH, + NH,
L-homoseryna

“OOCCHNH, CH,SH + H,0— OOCCHNH, CH,OH + H,5— O0CCOCH, + NH,

“OOCCHNH,' CH,SCH,NH,"CHCOO" + H,0— QOOCCHNH, CH,SSH+ 00CCOCH, + NH,
L-tiocysteina

“OOCCHNH,  CH,SSCH,NH," CHCOO™ + H,0—"O0CCHNH, CH,SH+ 00CCOCH, ~ NH,

L-cysteina

“OOCCHNH, CH,SH+ OOCCHNH, CH,SH— OOCCHNH, CH,SCH,NH, CHCOO™ +H.,S

“OOCCHNH, CH,CH,SH+ OOCCHNH, CH,CH,SH—> OOCCHNH, CH,CH,SCH,CH,NH," CHCOO™ + H,S

“OOCCHNH, CH,CH,SH+ OOCCHNH, CH,SH— OOCCHNH, CH,CH,SCH,NH," CHCOO™ + H,5

a-ketomaslan

a-ketomaslan

pirogronian

pirogronian

pirogronian

L-lantionina

L-homolantionina

L-cystationina

Ryc. 4. Reakdje katalizowane przez y-cystationaze

Korzystajac z bazy danych NCBI sprawdzono czy istnieja
zmiany zbyt czesto wystepujace w DNA dla ludzkiego CTH,
by mozna byto méwi¢ o pojawieniu sie przypadkowej mu-
tacji (réznice w populacji z czestotliwoscig zmiany wieksza
niz 1%). W tym celu przeprowadzono analize zmiennosci ge-
netycznych CTH (single nucleotide polimorphism) i stwier-
dzono dla genu Homo sapiens obecno$¢ 517 polimorfizméw
w catlym genie CTH, z czego 30 polimorfizméw wystepuje
w regionach kodujacych (izoforma 1 zawiera 30 polimor-
fizmédw, izoforma 2 - 26, a izoforma 3 - 28), co moze by¢
przyczyng réznorodnych odmian tego genu prowadzacych
do réznic w budowie i dziataniu biatka kodowanego przez
ten gen. Doliczono sie 30 mutacji genowych, z czego jed-
na powoduje przesuniecie ramki odczytu, a 29 do zamiany
jednej zasady azotowej na inng zasade, co w konsekwencji
zmienia sens informacji genetycznej. Trzy z mutacji sub-
stytucji wystepuja juz w linii zarodkowej i powodujg wy-
stapienie choroby (zamiana aminokwasu w pozycji 67, 240
i 403). Pozostale 487 zmiany obecne w sekwencjach nieko-
dujacych moga zmieni¢ ekspresje powstajacego biatka. Po-
nadto, wykorzystujac baze danych HapMap wytypowano

polimorfizmy referencyjne, dziedziczone wraz z innymi po-
limorfizmami (#tag SNPs): rs515064 (lokalizacja: intron, za-
miana A/G) [6], rs551939 (lokalizacja: intron, zamiana C/T),
rs487773 (lokalizacja: intron, zamiana A/G), rs681475 (lo-
kalizacja: intron, zamiana A/G) [6], rs1021737 (lokalizacja:
ekson, zamiana T/G; mutacja chorobotwdrcza) [33]. Poli-
morfizmy dziedziczone wspdlnie to: rs515064 - dziedziczy
sie wrazzrs535112,rs663649, rs672203, 15577476, rs4650049,
rs473334 oraz rs559062 — dziedziczy sie zrs525276, rs559062,
rs1145920. Wszelkie mutacje w genie kodujacym CTH zabu-
rzaja prawidtowe dziatanie tego enzymu. Obnizenie ekspresji
CTH pocigga za soba spadek stezenia cysteiny, GSH, tauryny
i H,S w komérkach [54,84], a co wiecej prowadzi do wysta-
pienia cystationinurii [69].

CYSTATIONINURIA

Cystationinuria dziedziczona jest w sposéb autosomalny
recesywny, bez charakterystycznych cech patologicznych.
Choroba charakteryzuje sie nieprawidtowym gromadzeniem
cystationiny osoczowej, co prowadzi do zwiekszonego jej wy-
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dalania z moczem. Ze wzgledu na jej niejednolito$¢ i szeroki
zakres powigzanych chordb, cystationuria uwazana jest za
tagodna nieprawidtowos¢ biochemiczng [44]. Badania prze-
siewowe prébek moczu noworodkéw wykazaty wystepowa-
nie cystationurii z czesto$cia 1 na 14 000 zywych urodzei
[74], znieco mniejszg czesto$ciag udokumentowane zostato to
réwniez przez Wilckena i wsp. [72] oraz Lemieux i wsp. [33].

Wang i Hegele [69] okreslili 4 warianty choroby, przeprowa-
dzili sekwencje genu CTH u 4 niespokrewnionych pacjentéw
z cystationinuria i zidentyfikowali dwie mutacje nonsen-
sowne (ekson 8: ¢.940-941delCT; ekosn 11: c.1220delC) i dwie
mutacje zmiany sensu (ekson 2: ¢.356C>T (T671); ekson 7:
¢.874C>G (Q240E)). Wérdd pacjentéw dotknietych tym scho-
rzeniem znajdowaly sie zaréwno osoby bedace homozygo-
tami, jak rowniez heterozygotami. Wang i Hegele zidenty-
fikowali réwniez niesynonimiczny polimorfizm w eksonie
12 - tranzycja w sekwencji cDNA ¢.1364G>T prowadzaca do
zamiany seryny w pozycji 403 na izoleucyne (5403I), mutacja
obecna w 4 grupach etnicznych [69]. Nastepnie u 496 oséb
rasy kaukaskiej zbadano powiazanie genotypu S4031 genu
CTH z catkowitym stezeniem homocysteiny w osoczu (tHcy)
[70]. Zaobserwowano zwigzek miedzy homozygotycznoscia
genu CTH (1364T/T), a podwyzszonym stezeniem tHcy.

WXLASCIWOSCI KATALITYGZNE | ROLA BIOLOGICZNA CTH — METABOLITY
SZLAKU TRANSSULFURACJI: CYSTATIONINA, CYSTEINA, H,S

Ssaki nie potrafia syntetyzowaé L-metioniny, wiec musi by¢
ona dostarczana z pozywieniem. W organizmie metioni-
na ulega demetylacji i powstaje L-homocysteina, ktéra jest
waznym oghiwem cyklu aktywnego metylu, poniewaz moze
ulega¢ ponownej remetylacji do metioniny pod wptywem
zaleznej od witaminy B, , syntazy metioniny i donora metylu
Ns-metylotetrahydrofolianu. Moze tez ulega¢ kondensacji
z L-seryng tworzac L-cystationine (ryc. 4) [66]. Przemiana
L-homocysteiny w L-cysteine, z powstaniem L-cystationiny -
metabolitu przej$ciowego, katalizowana jest przez -syntaze
cystationinowg (CBS) oraz CTH. L-cysteina jest endogen-
nym aminokwasem siarkowym wytwarzanym z metioniny
z udzialem ATP w procesie transsulfurylacji atomu siarki
z homocysteiny na seryne [18] (ryc. 1).

L-cysteina ze wzgledu na obecno$¢ grupy tiolowej (-SH)
ma, w wyniku utleniania, zdolno$¢ tworzenia mostkéw
disiarczkowych wplywajgc na strukture trzeciorzedowa
biatek, w sktad ktérych wchodzi. L-cysteina jest ponadto
sktadnikiem wielu innych biologicznie waznych zwiaz-
kéw, w tym: koenzymu A, GSH, metalotioneiny (ryc. 1),
stanowiac donor aktywnej grupy tiolowej w reakcjach
redox [38]. Wewngtrzkomdrkowe zahamowanie aktyw-
no$ci CTH moze sie staé przyczyna zablokowania szlaku
metabolicznego prowadzacego do powstania L-cysteiny
(ryc. 1). Steegborn i wsp. wykazali, ze aktywno$é CTH
w ludzkich hepatocytach jest znacznie mniejsza w poréw-
naniu z aktywno$cia tego enzymu w hepatocytach szczu-
rzych [61]. Przypuszcza sie wiec, ze CTH jest czynnikiem
ograniczajagcym synteze GSH w watrobie czlowieka przez
limitowanie dostepnosci L-cysteiny [12], co ostatecznie
moze by¢ przyczyng uszkodzeri watroby pod wptywem al-

koholu[61]. U pacjentéw dotknietych marskoscig watroby
obserwuje sie spadek stezenia GSH, czemu towarzyszy hi-
permetioninemia [23], a u chorych na AIDS obnizeniu ste-
zenia GSH towarzyszy réwniez mata aktywno$¢ CTH [39].

CTH, jak wykazali Chiku i wsp., katalizuje reakcje; a-,
y-eliminacji lub a-, p-eliminacji oraz p-podstawienia,
y-podstawienia lub p - i y-podstawienia (ryc. 4) [10].
CTH jest gléwnym enzymem w procesach katabolizmu
L-cystationiny [34,61], katalizuje réwniez asymetryczne
rozszczepienie cystyny do tiocysteiny, przeksztatcanej
nastepnie w bardziej stabilng tiocystyne - trisiarczkowy
analog oraz pirogronian i amoniak [7,62].

CTH moze réwniez uczestniczy¢ w powstawaniu (réw-
nanie 1) i przenoszeniu (réwnanie 2) siarki sulfanowej
(S - atomy siarki sulfanowej) na rézne akceptory, np. CN
- uczestniczac tym samym w endogennej detoksykacji
cyjanku [53,77]. Atomy siarki przenoszone sg przez two-
rzenie trisiarczku w centrum aktywnym enzymu [82].
Co wiecej, CTH w obecnosci L-cysteiny dostarcza in vitro
siarki do tworzenia klasteréw zelazowo-siarkowych (Fe-
S) u Escherichia coli [57].

S SN

| — cysteina + cystationaza S

- T :
tiocysteina + cystationaza \S \S %

(réwnanie 1)

AN |
cystationaza g /S + CN° —— cystationaza \Sl +SCN-

(réwnanie 2)

CTH katalizuje reakcje, ktérych produktami sg zwigzki
zawierajace siarke sulfanowa i H,S (ryc. 4) [68]. Wystepu-
jace w uktadach biologicznych zwigzki zawierajace atom
siarki sulfanowej to siarka elementarna (S°), np.: zwiazana
z biatkami, tiosiarczan (SS0,%), tiosulfoniany (RS(0),S°),
politioniany (-0,S-S,-S0,"), nadsiarczki (R-S-S-), np.: tio-
cysteina, biatkowe nadsiarczki, polisiarczki (R-S-Sy-S-R),
np.: tiocystyna, biatkowe polisiarczki.

Transferazy siarkowe, ze wzgledu na obecno$é grup-SH
w centrach aktywnych, moga lokalnie przeciwdziataé
stresowi oksydacyjnemu [50,76]. W obecno$ci zwiekszo-
nego poziomu reaktywnych form tlenu grupy -SH moga
ulegaé odwracalnemu utlenieniu do -SOH, natomiast
w obecno$ci GSH i/lub zredukowanej tioredoksyny moga
by¢ odtwarzane [45].

SIARKOWODOR

H,S, jest syntetyzowany endogennie z L-cysteiny, w reak-
cjach katalizowanych przez dwa enzymy, ktérych kofakto-
rem jest PLP: B-syntaze cystationinowg (CBS, EC 4.2.1.22)
i CTH (EC 4.4.1.1) (ryc. 1). W tworzeniu H,S ma réwniez
udzial transferaza siarkowa 3-merkaptopirogronianu
(MST, EC 2.8.1.2) [27,42,58,80]. Przy dostatecznym steze-
niu cysteiny, kazdy z wymienionych enzyméw moze syn-
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tetyzowad H,S, natomiast przy braku cysteiny konieczny
jest udziat obydwu enzyméw, CBS i CTH, a substratem do
wytwarzania H,S staje sie homocysteina, ktéra powsta-
je z przeksztalcania metioniny (ryc. 1). MST syntetyzu-
je H,S z L-cysteiny, poprzez reakcje katalizowang przez
transaminaze cysteinowg (CTA) prowadzacg do powstania
3-merkaptopirogronianu (ryc. 1).

Kamoun i Kimura wykazali tworzenie H,S w watrobie, en-
terocytach, nerkach i miesniach gtadkich - gtéwnie dzieki
aktywnosci CTH oraz jego role, wraz z tlenkiem azotu, w re-
gulagji napiecia mie$ni gladkich [25,26]. H,S jest wytwarzany
w miesniach gtadkich przewodu pokarmowego przez CTH
iCBS [18]. W tkance nerwowej gtéwnym enzymem odpowie-
dzialnym za synteze H,S jest CBS, podczas gdy CTH odgrywa
wiekszg role w uktadzie krazenia [4,14,63,64]. Efektem dziata-
nia H,S in vitro jest rozszerzenie naczyr krwiono$nych przez
aktywacje ATP-zaleznych kanatéw potasowych w komér-
kach mie$nidéwki naczyn [63]. Patel i wsp. wykazali, ze H,S
moze by¢é réwniez syntetyzowany endogennie w reakcjach
katalizowanych przez CTH i CBS w macicy, fozysku, blonach
ptodowych szczura oraz w tozyskach ludzkich [51]. Endogen-
ny H,S, aktywujac kanaty potasowe zalezne od ATP, reguluje
miejscowo kurczliwo$¢ blony mie$niowej macicy u kobiet
w ciazy. Obnizenie ekspresji genu CBS po rozpoczeciu akji
porodowej sprzyja wydajniejszej/lepszej kurczliwoéci ma-
cicy [85]. Fu i wsp. w badaniach przeprowadzonych na my-
sich i szczurzych sercach wykazali, ze gléwnym enzymem
odpowiedzialnym za wytwarzanie H,S jest CTH, natomiast
nie udato sie zidentyfikowa¢ biatka dla CTH z wykorzysta-
niem techniki Western-blot [21].

Istnieja doniesienia wskazujace, ze zwiekszony poziom H,S
towarzyszy chorobom zwiazanym ze stanem zapalnym,
szokiem septycznym, udarem mézgu, a takze jest zwiek-
szony u pacjentéw z zespotem Downa [37]. Tworzenie H,S
w komdrkach moze by¢é hamowane przez niesteroidowe
leki przeciwzapalne (NSAIDs) i aspiryne [18], inhibitory
syntazy NO [86] oraz inhibitory CTH [43]. Przewlekte poda-
wanie inhibitoréw CTH, takich jak p-cyjanoalanina [61,64]
powoduje hamowanie syntezy H,S i wzrost ci$nienia tet-
niczego krwi [4,25]. Badania przeprowadzone przez Flan-
nigan i wsp. wykazaly, ze w obszarach uszkodzenia btony
$luzowej w wyniku wrzodziejacego zapalenia jelita zaobser-
wowano wyrazny wzrost syntezy H,S przez CTH, CBS oraz
MST [20]. Zwiekszenie stezenie H,S znacznie przyspiesza-
to regeneracje tkanki objetej procesem zapalnym. Wyniki
tych badari daja podstawe do szukania nowych rozwigzat

PismiennicTwo

w terapii przewlektego wrzodziejacego zapalenia jelita gru-
bego oraz choroby Crohna. W zwierzecym modelu uszko-
dzeti alkoholowych btony $luzowej zotadka stwierdzono
wyzszg ekspresje CTH w blonie $luzowej zotagdka w poréw-
naniu do grupy kontrolnej, ktéra otrzymywata jako place-
bo sdl fizjologiczng [41]. Badania Yanga i wsp. dostarczyty
bezposrednich dowoddw, ze H,S jest endogennie tworzo-
nym zwigzkiem majacym wplyw na rozszerzanie naczyn
iregulacje ci$nienia krwi [84]. Wykazali, ze H,S wytwarzany
jest przez CTH, amyszy pozbawione genu CTH wykazywaty
znacznie obnizony poziom H,S, nadci$nienie tetnicze i ob-
nizenie, zaleznej od H,S, zdolno$ci do relaksacji $srédbtonka
naczyti. Nadekspresja genu kodujgcego CTH w komérkach
HEK-293 prowadzita do zwiekszonego wytwarzania H,S,
skorelowanego z zahamowaniem proliferacji, aktywacja
zewnatrzkomdrkowej regulatorowej kinazy ERK (extracel-
lular regulatory kinase) i biatka p21WAF1/¢iP (inhibitor kinaz
zaleznych od cyklin) [83]. Zmiatacz H,S - methemoglobina
- cze$ciowo, ale znaczaco znosita antyproliferacyjny efekt
CTH. Zdolno$¢ uktadu CTH/H,S do hamowania wzrostu
komérkowego podsuwa mozliwo$¢ wplywania na ekspre-
sje CTH, jako nowe terapeutyczne podejécie w leczeniu
niektdrych chordb [83]. H,S moze réwniez odgrywaé role
w ochronie antyoksydacyjnej neuronédw w stresie oksyda-
cyjnym, poniewaz ma wptyw na wzrost aktywnosci synte-
tazy y-glutamylocysteinowej (y-GCS), a przez to na wzrost
stezenia GSH [28].

PobsumowaNIE

CTH jest enzymem bardzo rozpowszechnionym w $wiecie
organizméw zywych. Jest enzymem o duzym znaczeniu bio-
logicznym, pomagajacym utrzyma¢ homeostaze L-cysteiny
i GSH w komérkach, stabilizuje homeostaze wapnia utrzy-
mujac odpowiedni status redox w komdree [3,9]. Oprécz
waznej roli w katabolizmie cystationiny, CTH katalizuje re-
akcje o - i B-eliminacji, reakcje o - i y-eliminacji, reakcje
- iy-podstawienia oraz reakcje, w ktérych powstaja zwiazki
zawierajgce siarke sulfanowa i H,S. CTH jest transferaza siar-
kowa, ktéra w miejscu aktywnym ma reszty cysteinowe od-
powiedzialne za stabilizacje struktury enzymuijego funkcje.
H,S, powstajacy z jej udziatem, petni wazna role w regulacji
proceséw fizjologicznych, stanu zapalnego czy proliferacji
komdrek. Mutacje genu CTH prowadza do znacznej kumu-
lagji cystationiny w watrobie, nerkach, mézgu i ptynie mé-
zgowo-rdzeniowym, co w konsekwencji prowadzi do cysta-
tioninurii, zwiekszonego wydalania cystationiny z moczem
i wzrostu stezenia L-cysteiny w osoczu.
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