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Sulfan jako signalni molekula

Souhrn

Cilem této prace je shrnout poznatky 0 produkci a funkci sulfanu, a to zejména
Vv jednotlivych organovych soustavach. Prace se rovnéz zabyvd moznymi latkami, ze kterych
mize sulfan vznikat, at’ jiz cestou ptirodni, ¢i syntetickou. Prace ma za cil popsat fyziologicky
vyznam tohoto plynu, ktery byl v nedavné dob¢ zaclenén do skupiny gasotransmiterti. Jsou

zde zminény nejnovéjsi poznatky o fungovani sulfanu v organovych soustavach savcu.

Klic¢ova slova: sulfan, produkce, prekurzor, soustava



Hydrogen Sulphide as a signaling molecule

Summary

The aim of this work is to summarize the knowledge about production and function of
hydrogen sulphide especially in individual organ systems. It also deals with possible
substances from which hydrogen sulphide can be formed, either naturally or synthetic. The
thesis aims at identifying the physiological significance of this gas, which has recently been
included in the group of gas transmiters. There are mentioned the latest findings on hydrogen

sulphide functioning in mammalian organ systems.

Keywords: hydrogen sulphide, production, prodrug, system
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1 Uvod

Sulfan (H2S) byl dlouhy ¢as povazovan pouze za toxickou slouc¢eninu, ov§em v nedavné
dob¢ bylo zjisténo, ze v nizkych koncentracich hraje dilezitou roli pfi mnoha fyziologickych
procesech. Spolu s dal§imi jiz dobie znamymi slouceninami — oxidem dusnatym (NO) a
oxidem uhelnatym (CO) - je plynnym intracelularnim signalnim pienaSeCem -
gasotransmiterem. Produkce téchto gasotransmiterti neni zalozena na slozitych chemickych
procesech nebo na dodavkach z nékolika substratd. Jejich jednoduchost jim dovoluje se
pohybovat intra- i intercelularné rychle a s kratkou odezvou. Nachazeji se ve vSech organech,
bunikach a rtiznych intracelularnich organelach ve vyznamnych mnozstvich. Kazdy z nich

pozitivné ¢i negativné ovliviiuje koncentraci a dalsi vlastnosti téch ostatnich (Olas, 2014).
1.1 Fyzikalné — chemické vlastnosti

Sulfan je bezbarvy, hotlavy, toxicky plyn se silnym zapachem po zkaZenych vejcich. Je
to mala lipofilni molekula, a proto mize voln¢ prochazet bunéénymi membranami. (Fukami
et Kawabata, 2015). Je to slaba kyselina rozpustna ve vod¢ (az 80 mmol/l pii 37°C) i v tucich.
Existuje pifevazné ve dvou formach — jako neutralni molekula HoS (méné nez 20%) a
v iontové podob& HS". lont S% je minoritni &asti vzhledem k vysoké disocia¢ni konstanté.
Ackoli je sulfan dobfe rozpustny ve vod¢, v roztoku je stale velmi nestabilni. Snadno oxiduje
v ptitomnosti kysliku. Dalsi komplikace pii1 experimentech navic zplisobuje t€kavost sulfanu.
Jeho koncentrace klesa tak rapidné, Ze jeji pfesné zméfeni je na tomto poli velkou vyzvou

(Zheng et al., 2015).

1.2 Funkce sulfanu

Fyziologické u¢inky sulfanu byly poprvé prokazany v roce 1996 (Abe et Kimura, 1996).
Jako plynna signalni molekula sulfan volné difunduje bunéénymi membranami nezévisle na
receptoru a aktivuje rlizné bunécné cile, ¢imz vytvaii mnoho riznych biologickych uc€inkl (od
cytotoxickych u¢inkti po cytoprotektivni ¢innost). Tyto odlisné schopnosti délaji sulfan
atraktivnim farmakologickym ¢inidlem pro 1é¢bu rtiznych chorobnych stavi.

Sulfan reguluje bunéény cyklus, apoptézu a oxidacni stres (Olas, 2014). Mnoho studii
prokazalo tucast sulfanu pfirtznych fyziologickych 1 patologickych dé&jich zahrnujicich
regulaci oxidativniho stresu odstraiovanim reaktivnich kyslikovych skupin, horecku,
vazodilataci a pireziti neuronti (Predmore et al., 2012). Stimuluje draslikové kanaly citlivé na

ATP (Katp) Ve vaskularnich hladkosvalovych buikach, neuronech, kardiomycetech a



pankreatickych B buikdch a rovnéz mize meénit aktivitu jinych draslikovych kanald,
intracelularni pH, fosfodiesterazovou ¢innost a TRP kanali senzorickych nervt. (Dunn et al.,
2016). Muze navic reagovat s kyslikovymi nebo dusikatymi skupinami, kde omezuje jejich
toxické pusobeni a také zaroven zeslabuje jejich fyziologické funkce (Lowicka et Bettowski,
2007).

Sulfan se ucastni regulace cévniho tonu, kontrakci myokardu, neurotransmise a sekrece
inzulinu. Jeho nedostatek byl pozorovan na riznych zvifecich modelech pfi arterialni i
pulmonalni hypertenzi, Alzheimerové chorob¢, zranénich zaludecni sliznice a cirhéze jater.
Na druhou stranu miize nadbytecnd produkce sulfanu piispét k patogenezi zéanétlivych
onemocnéni, septickému Soku, mozkové mrtvici a mentalni retardaci u pacienti s Downovym
syndromem. V téchto piipadech tedy mulize mit snizeni produkce sulfanu lééebny ucinek
(Lowicka et Beltowski, 2007).

Byl popsan ochranny u¢inek na neuronalni burnky a také aktivace primarné aferentnich
neuronti rozpustnym sulfanem, coz dava do tivahy sulfan jako novy neurotransmiter (Chen et
al., 2015). Opravdu vysoké koncentrace sulfanu inhibuji synaptické ptenosy v hipokampu.
Fyziologické koncentrace sulfanu zvysuji produkci cAMP v primérnich kulturach mozkovych
bunék, neurondlni a glidlnich bunécnych liniich (Kimura, 2000). Bylo také zjisténo, ze sulfan
ma ochrannou funkci pro neurony od oxidaéniho stresu, kdy usnadnuje produkci glutathionu,
hlavniho intracelularniho antioxidantu, a vyplachuje reaktivni kyslikové skupiny (ROS)
V mitochondriich.

Sulfan produkovany enzymem CSE Vv hrudni aorté, portalni zile a v kycelniku spolecné
s NO uvoliuje tuto hladkou svalovinu. Navic nitrosothiolové slouc¢eniny (NOSH), které jsou
produkované v endotelidlnich buikéch lidské pupeéni Zily (HUVEC, human umbilical vein
endothelial cells) a uvoliiuji NO a sulfan, maji potencialni protirakovinné a protizanétlivé
uc¢inky (Kimura, 2014).

V sitnici sulfan ochranuje fotoreceptorové bunky od svétlem vyvolané degenerace tim,
7e potladuje nadmémé pievyseni intracelularni koncentrace Ca?*. Sulfan rovnéz reguluje stres
endoplazmatického retikula a umoziuje v jadie navzajem regulovat transkripci gend pro
antioxidanty a antiapoptozu (Mikami et al., 2011).

Sulfan také inhibuje rozvoj rakoviny V raznych stadiich a sulfanové donory jsou
cytotoxické pro lidské rakovinné buiiky (Lee et al., 2011). Rovnéz vyvolavaji zastaveni
bunécného cyklu v G2/M fazi a podnécuji apoptoézu, avsak nepodporuji pieziti normalnich
lidskych bun¢k. Nékolik neddvnych studii ukézalo, Ze sulfan uvolnujici NSAIDs vykazuji

Zlepsené chemopreventivni G¢inky na rakovinné burky, zatimco NSAIDs sulfan neuvoliujici



zadné takové priznivé ucinky neposkytuji (Chattopadhyay et al., 2012). Naproti tomu je CBS
obsazen ve vyssi mife v kolorektalnich a vaje¢nikovych rakovinnych buikach, kde se sulfan
podili na podpoie bunécné bioenergetiky, proliferace a migrace (Szabo et al., 2013). V téchto
rakovinnych bunikach by potlaceni aktivity CBS mohlo byt vyuzito jako potencionalni terapie.

Sulfan je rovnéz tzce spojeny Svyvojem kostry a kosti. Oxidativni poskozeni je
vyznamnym prispévatelem k morfologickym a funkénim zméndm ve vyvoji osteopordzy (Lee
et al., 2013). Sulfan byl ovéfen jako potenciondlni terapeutické cinidlo pro Iécbu
periodontalnich a zanétlivych nemoci kosti. Sulfan ma vzdy dvoji ochranny tucinek pii
remodelaci Kosti - nejenom ze inhibuje kostni absorpci osteoklastickych bunék, ale rovnéz
vytvati vice kostnich formaci osteoblastickych bun¢k (Liu et al., 2014).

Bylo také dokéazéno, ze nizké koncentrace sulfanu zvySuji Uc¢inek hladkosvalové
relaxace zplisobené NO az 13 krat. Ostatni thioly, véetné endogennich latek jako cystein a
glutathion, neuvolnuji hladké svalstvo samy o sob¢ a nemaji synergické ucinky s NO. Tato
pozorovani naznacuji, ze ucinek synergické relaxace s NO na hladké svalstvo je specificky

pro sulfan (Hosoki et al., 1997).

1.3 Produkce sulfanu

Celkovy objem sulfanu v téle v jakémkoli okamziku je dynamicky a muize pochazet
z rozdilnych zdroji. Sulfan je produkovan endogenné urcitymi enzymy savciho téla a hraje
rozhodujici roli v nervové, kardiovaskularni, gastrointestinalni, mocové a endokrinni soustaveé
(Fukami et Kawabata, 2015). Jatra jsou dokumentovana jako producent vétSiny endogenniho
sulfanu, ledviny produkuji rovnéz vyznamné mnozstvi. Produkce sulfanu v ostatnich
organech je relativné velmi mala. Kromé organové specifickych rozdilti v produkci sulfanu
byly zjistény také specifické rozdily v ramci jeho produkce. Mimoto lidské dieta, kterd je
bohat4 na organické slouceniny obsahujici siru naptiklad z ¢esneku, cibule, porku a pazitky,
byla oznacena za prispivajici ke zvySeni objemu sulfanu a ma vyznamny vliv na metabolicky
stav a hypertenzi (Veeranki et Tyagi, 2014).

Hlavnim zplisobem produkce sulfanu v sav¢ich bunikach je cesta enzymaticka. Enzymy
vyuzivaji siru obsahujici aminokyseliny cystein a homocystein jako substrat k produkci
sulfanu v jedno- nebo né¢kolika krokovém procesu (Veeranki et Tyagi, 2014). Stézejni Ctyti
enzymy pro vyrobu sulfanu jsou cystathionin-y-lydza (CSE), cystathionin-B-Syntaza (CBS) a
3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (3-MST) v kombinaci s cystein aminotransferazou

(CAT), které zajistuji tii odlisné cesty pro konverzi L-cysteinu na H>S (Fukami et Kawabata,
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2015). CSE a CAT jsou regulovany ionty Ca*. Pfi stabilné nizké intraceluldrni koncentraci
Ca2* produkuji sulfan CSE a 3MST. Pii zvyseni této koncentrace ve stimulovanych buiikach
se produkce sulfanu t€mito enzymy snizuje (Kimura, 2014).

Nedavno byla identifikovana ¢tvrta cesta, kdy je sulfan produkovan z D-cysteinu
pomoci enzymu D-aminoacidoxidazy (DAO) a 3MST. Hlavnim mistem tohoto d&je je
mozecek (cerebellum) a ledviny. Tento zpusob je 80 krat u¢innéjsi nez produkce sulfanu z L-
cysteinu v ledvinach a podavani D-cysteinu mySim zmiriiuje ischemické poSkozeni ledvin
ucinnéji nez podavani L-cysteinu. Tyto vysledky ukazuji, ze D-cystein by mohl byt pouzivan
k 1é¢bé ledvinovych onemocnéni nebo dokonce zvysit tspésnost transplantaci ledvin (Kimura,
2014).

Vyroba enzymi k tvorbé H2S miiZze byt specifickd vzhledem ke tkani, jelikoz CBS je
vysoce exprimovan v hipokampu a mozecku Vv centralni nervové soustavé a CSE je daleko
vice obsazen v bunikach cév hladkého svalstva a bunkach endotelidlnich, v jatrech a
ledvinach. Nicméné nedavné studie prokazaly CSE také v bunikach mikroglii, v pateini mise a
granularnich neuronech mozecku (Munaron et al., 2012). Enzymy CBS a CSE jsou prokazany
Vv cytoplasmé, 3MST je lokalizovan hlavné v mitochondriich, ac¢koli malé mnozstvi tohoto
enzymu muze byt také ptitomno v cytosolu (Veeranki et Tyagi, 2014).

Vedle endogenni produkce je pouzivan exogenni sulfan pii riznych experimentech na
zvitatech. Protoze klasicka forma inhalace je stale ztizena toxickymi ucinky na pifitomné
osoby, byly vyvinuty sulfidové soli jako hydrogensulfid sodny (NaHS) a sulfid sodny (NazS),
které¢ funguji jako exogenni sulfanové donory. Tyto slouceniny jsou Siroce pouzivané jako
rychle uvoliujici sulfanové donory v riznych experimentalnich modelech nemoci (Caliendo
et al., 2010; Kashfi et Olson, 2013). Bohuzel nabizi kratkodobé uvoliiovani sulfanu a nékdy
nedosdhnou cile, zejména v mitochondriich. Proto byly syntetizovany pomalu uvoliujici
sulfanové donory jako GYY4137, které nabizeji udrzitelnéjSi a déletrvajici uvoliiovani
sulfanu nez sulfidové soli (Li et al., 2008). Dale byly oznaCeny ptirodni zdroje sulfanu jako
od cCesneku odvozené polysulfidy, diallyl disulfid a diallyl sulfid, a jsou momentaln¢

zkoumany pii 1€¢bé kardiovaskularnich stavii (Benavides et al., 2007; Ginter et Simko, 2010)

Cystathionin beta syntiaza (CBS), hemovy protein zavisly na pyridoxal-5’-fostfatu,
muze syntetizovat sulfan z L-cysteinu. Sulfan je vytvafen substituci thiolové skupiny L-
cysteinu s riznymi thiolovymi slouc¢eninami, aby vytvofil odpovidajici thioeter. CBS je

lokalizovan hlavng¢ v cytosolu (Kamoun, 2005).

11



Cystathionine y lydza (CSE), rovnéZz protein zéavisly na pyridoxal-5'-fosfatu, jehoz
aktivita je regulovana nizkymi hodnotami intracelularniho vapniku. CSE hydrolyzuje L-
cystein za vzniku sulfanu, pyruvatu a amoniovych ionti (Dunn et al., 2016).

3-merkaptopyruvat  sulfurtransferaza (MST) - aktivitu Ize detekovat
vV mitochondriich (Koj et al., 1975; Ubuka et al., 1977) a cytosolovych frakcich v krysich
jatrech a ledvinach (Nagahara et al., 1998; Ogasawara et al., 1994). MST, enzym zavisly na
zinku, je lokalizovan pifevazné v epitelu proximalniho tubulu ledvin, pericentralnich
hepatocytech v jatrech, srde¢nich bunikach v srdci a neuroglidlnich burikach v mozku
(Nagahara et al., 1998). V mitochondriich mize MST vytvaret sulfan z 3-merkaptopyruvatu

nebo prevadi jeho siru na sifi¢itan, ktery potom vytvari thiosulfat (Kamoun, 2005).

1.3.1 Enzymaticky zptsob produkce sulfanu z L-cysteinu

Prvnim zptisobem tvorby sulfanu je hydrolyza L-cysteinu cystathioninem-f-syntazou
(CBS), timto zptisobem vznika stejné mnozstvi HoS a L-serinu. Tato reakce je vratna pii nizké
koncentraci cysteinu nebo béhem fetalniho vyvoje.

Druhy zptsob: dvé molekuly L-cysteinu podstoupi dimerizaci a vytvoii L-cystein, ktery
je pfeménén na thiocystein, pyruvat a NHz pomoci cystathionin-y-lyazy (CSE). Thiocystein
muze potom reagovat dvéma zpusoby — CSE Kkatalyzuje reakci thiocysteinu s dalsim thiolem
(R-SH) a vytvoii H2S, nebo neenzymatickou cestou vytvofi cystein a H2S.

Tieti zpusob: cystein aminotransferaza (CAT) katalyzuje reakci L-cysteinu
s ketokyselinou, vytvoti 3-merkaptopyruvat a aminokyselinu. 3-merkaptopyruvat je potom
desulfurovan 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazou (MPST) a vytvoii H2S a pyruvat, nebo za
pfitomnosti sifi¢itanového aniontu vytvoii thiosulfat a pyruvat. V thiosulfatovém cyklu potom
thiosulfat reaguje sredukovanym glutathionem za vzniku H2S, H2SOs a oxidovaného
glutathionu. (Li et al., 2009) Tato cesta se odehrava hlavné v mitochondriich (Bettowski,
2014).

Dal$im moznym zpiisobem je pfeména L-cysteinu a sifiCitanu za pomoci cystein lyazy
na L-cysteat a H»S. (Li et al., 2009)

Pro CBS, CAT, CSE a cystein lyazu je nutna pfitomnost kofaktoru pyridoxal 5'- fosfatu
(PPP, vitamin Beg), MPST je oproti nim zavisly na pfitomnosti zinku. CBS a CSE jsou enzymy
vyzadujici PPP a jsou ziejmé odpovédné za vétSinu endogenni produkce sulfanu v sav€ich
tkanich.

L-cystein je Siroce pouzivany v experimentdlnich studiich ke zvySeni endogenni

produkce sulfanu. AvSak L-cystein neni jeho dobrym prekurzorem, protoze je metabolizovan
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mnoha dal§imi zpisoby, jako je syntéza glutathionu, taurinu nebo oxidaci na siran. Nékolik
syntetickych cysteinovych derivatd jako S-propyl-cystein (SPC), S-allyl-cystein (SAC) a S-
propargyl-cystein (SPRC) je dobrymi substraty pro CBS a CSE a jsou enzymaticky pfevadény
na sulfan. Navic tyto slouceniny posiluji vyjadieni CSE doposud neznamym mechanismem
(Huang et al., 2013).

Intraperitonedln¢ podavany SPC, SAC nebo SPRC chrani krysi srdce pied ligaci
vyvolanou ischemicko-reperfuznim onemocnénim koronarni arterie jak dokazuje snizena
velikost infarktu, snizena Gmrtnost a peroxidace lipidi. U SPRC byl také prokazan
protirakovinny efekt in vitro i in vivo. Tato sloucenina redukuje rist tumoru u bezsrstych
mysi s pfenesenymi lidskymi gastrickymi rakovinnymi buitkami SGC-7901 (Ma et al., 2011).
SPRC podévany po dobu 6 tydnt zlepSil myokardidlni kontraktilitu, snizil apoptézu
kardiomycetd a zlepsil aktivitu myokardialnich antioxida¢nich enzymu u krys se srde¢nim

selhanim vyvolanym infarktem myokardu (Huang et al., 2013).

1.3.2 Enzymaticky zptusob produkce sulfanu z D-cysteinu

Zatimco produkce sulfanu z D-cysteinu je optimalni pti pH 7,4, z L-cysteinu je to pfi
pH 8.,4. Aktivita je lokalizovana na surovou mitochondrialni frakci, kterd obsahuje ostatni
organely, napf. peroxizomy. Mitochondrie a peroxizoémy si Vymeénuji své metabolity a
dokonce i enzymy specifickou formou vezikuldrniho obchodovéni a jsou v tésné blizkosti,
pokud nejsou ve fyzickém kontaktu (Schumann et Subramani, 2008).

DAO je lokalizovan v ledvinach a mozku, kde je obzvlasté bohaty mozecek (Shibuya
et al., 2013). 3MST je vice pfitomny nez DAO a nachazi se také v ledvinach a mozecku.
Produkce sulfanu z D-cysteinu dobie koreluje s hladinami DAO a 3MST. Hladiny produkce
sulfanu z L-cysteinu jsou mnohem niz§i nez ty z D-cysteinu.

Produkce sulfanu z D-cysteinu je vy$s$i v mozecku nez v ostatnich oblastech mozku.
Nicméng produkce sulfanu v ledvinach je 7x vyssi nez v mozecku. (Kimura, 2014)

D-cystein je metabolizovan DAO (D-amino acid oxid4za) na 3MP, ktery je substratem
pro 3MST k produkci sulfanu. Tato cesta je funkéni pouze v ledvinach a mozku, caste¢né
Vv mozecku. V ledvinach je produkce sulfanu z D-cysteinu zhruba 80 krat mocnéjsi nez z L-
cysteinu. Oralni poddvani D-cysteinu mySim chréni ledviny pfed ischemicko-reperfiznim
poskozenim. Aplikace D-cysteinu do primarnich struktur mozeckovych neuronti ochranuje
neurony pied oxidativnim stresem zptisobenym H20O; (Shibuya et al., 2013). Protoze D-
cystein je mén¢ toxicky ve srovnani s L-cystein, poskytuje nové terapeutické postupy, jak

piivést sulfan ke specifickym tkdnim jak jsou ledviny a mozecek (Kimura, 2013).
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Enzymatické reakce souvisejici s produkei sulfanu (Bettowski, 2015)

Substrat Produkt Enzym
L-homocystein + L-serin L-cystathionin + H2O CBS
L-homocystein + L-cystein L-cystathionin + HzS CBS, CSE
L-cystein + L-cystein L-lanthionin + HaS CBS, CSE
L-homocystein + L- L-homolanthionin + H2S CBS, CSE
homocystein
L-cystathionin L-cystein + a-ketobutyrat + | CSE
NH4*
L-cystein Pyruvat + H2S + NH4* CSE
L-homocystein a-ketobutyrat + HoS + NHs™ | CSE
L-cystein L-thiocystein + pyruvat + CBS, CSE
NH.*
L-cystein + glutamat 3-merkaptopyruvat + a- CAT
ketoglutarat
D-cystein 3-merkaptopyruvat + NHs* DAO
3-merkaptopyruvat Pyruvat + H2S 3-MST

1.3.3 Neenzymaticky zpisob produkce sulfanu

Neenzymaticky probiha vyroba sulfanu redukci thiolt a molekul thioly obsahujicich
(Li et al., 2009).

Endogenni vyroba sulfanu miZe nastat také neenzymatickymi procesy, které probihaji
pres glukozu, glutathion, anorganické a organickée sulfidy (pfitomné v ¢esneku) a elementarni
siru. Sulfan mtize byt vytvofen z glukdzy také glykolyzou. Glukoza reaguje s methioninem,
homocysteinem nebo cysteinem za produkce plynnych sloucenin siry — metanthiolu a sulfanu.
Sulfan je také produkovan ptimou redukci glutathionu a elementarni siry (Kolluru et al.,

2013)
1.4 Mechanismus signalni transdukce

Sulfan je silné reduk¢ni Cinidlo, proto je za jeden z jeho efektd povazovana ochrana
proteinovych thiolovych skupin proti oxidaci. Nicméné¢ vSechny studie provedené k dneSnimu

dni nasvédcuji tomu, Ze ucinky sulfanu aplikovaného ve fyziologickych koncentracich nejsou
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reprodukovéany nebo jsou pouze ¢astecné napodobeny thiol-ochraiujicimi ¢inidly, coz
naznacuje, ze to neni hlavni mechanismus ptisobeni sulfanu (Abe et Kimura, 1996). V mnoha
systémech je ucinek sulfanu zprostfedkovan ATP sensitivnimi draslikovymi kanaly Karp.
Tyto zavéry jsou vétSinou zaloZeny na pozorovani, ze mnoh¢ G¢inky sulfanu jsou
napodobovany Katp oteviraci jako pinacidil nebo diazoxid a jsou ruseny jejich inhibitory.
Pouze v nékolika studiich byl prokézan stimula¢ni €inek sulfanu na Katp kanaly pfimo
méfenim proudu Katp kanalt (Cheng et al., 2004; Tang et al., 2005). Pfimy mechanismus,
kterym sulfan stimuluje Katp kanaly, neni znam. (Lowicka et Bettowski, 2007).

Sulfan je vysoce reaktivni molekula a mize snadno reagovat s dal§imi slou¢eninami,
zejména s reaktivnimi formami kysliku a dusiku (ROS, RNS). Bylo prokazano, ze sulfan
reaguje s nejméné ¢tyfmi riznymi ROS - radikalovy superoxidovy aniont (Mitsuhashi et al.,
2005), peroxid vodiku (Geng et al., 2004), peroxynitrit (Whiteman et al., 2004) a chlornanovy
aniont (Whiteman et al., 2005). Vsechny z nich jsou fyziologicky relevantni ROS nebo RNS.
Superoxidovy aniont (O2") je produkovan NADPH oxiddzou pfitomnou ve fagocytech, jakoz i
pfibuznymi nefagocytarnimi NADPH oxiddzami pfitomnymi v mnoha typech bunék, zejména
Vv kardiovaskularnim systému a v ledvinach. Peroxid vodiku je produkovan ze superoxidového
aniontu v reakci katalyzovanou superoxid dismutazou. Peroxynitrit (ONOO") je produkt
spontanni reakce mezi superoxidem a oxidem dusnatym, kdezto chlornanovy aniont (C10) je
produkovan z peroxidu vodiku neutrofilni myeloperoxidazou (MPO). VSechny tyto
slouceniny jsou vysoce reaktivni a jejich interakce se sulfanem vytlstuje v ochranu proteint a
lipida pred skodou zptisobenou ROS/RNS (Whiteman et al., 2005; Whiteman et al., 2006).
Vyznam reakce sulfanu s O2™ je dvojznacny, protoze produkt, sulfit, mize mit jak toxické
(Collin et Thiemermann, 2005), tak antioxida¢ni (Mitsuhashi et al., 2001) vlastnosti, které
jsou s nejveétsi pravdépodobnosti zavislé na jeho koncentraci. Sulfan rovnéz reaguje s NO za
vzniku nitrosothiolové slou¢eniny s dosud nedefinovanou chemickou strukturou (Whiteman
et al., 2006). Zajimavé je, Ze na rozdil od dal$ich nitrosothiolti (R-S-NO), které jsou
povazovany za rezervoar oxidu dusnatého a Casto napodobuji jeho aktivitu, nitrosothiol
pochézejici ze sulfanu a oxidu dusnatého je neaktivni. Bylo naznaceno, Ze sulfan miize
vyhledavat piebytky oxidu dusnatého vyprodukovaného v zanétlivém stavu (Whiteman et al.,
2006), ale mize taktéz omezovat dostupnost NO kontinualné produkovaného ve
fyziologickych koncentracich (Ali et al., 2006). Dalsim mechanismem, kdy sulfan mtze
pusobit antioxidacné, zahrnuje stimulaci transportu cysteinu k buitkdm a zvySeni syntézy

glutathionu (Kimura et Kimura, 2004).
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Biologické efekty sulfanu vyplyvaji z jeho interakce se tfemi cilovymi skupinami —
thioly, reaktivnimi kyslikovymi a dusikovymi druhy stejné jako s oxida¢nimi produkty

makromolekul a s kovy a metaloproteiny (Bettowski, 2014).

1.4.1 Interakce s thioly — proteinova S-sulfhydratace

Sulfhydratace (sulfurace) byla navrzena jako rezim akce sulfanu, kdy je sira pfidana
na thiol cysteinového zbytku cilového proteinu a zpiisobuje strukturalni zmény a modifikuje
jejich aktivity (Mustafa et al., 2009). Je také definovana jako produkce vazané sulfanové siry,
ktera se sklada z cysteinovych persulfidi a polysulfida v proteinech.

Je obecné uznavano, ze hlavni molekularni mechanismus signalizace sulfanu je S-
sulfhydratace (nebo sulfurace) zbytki proteinu cysteinu; to je konverze skupin thiolovych (-
SH) na persulfidové (—SSH).

Proteinova S-sulfhydratace a jeji funkéni disledky (Bettowski, 2014):

Protein Efekt na Dusledky
aktivitu
Katp kanaly (ATP-senzitivni draslikové kanaly) 1 Vazorelaxace
SKca(malo vodivé vapnikem aktivované K* Ochrana myokardu od
kanaly), IKca (stfedn€ vodivé vapnikem 1 ischemie/reperfuze;
aktivované K" kandly) hyperpolarizace

endotelialnich bungk,

vazorelaxace

Na napéti citlivé K kanaly ! Kontrakce Zalude¢nich

hladkosvalovych bun¢k

VEGFR1 (receptor vaskularniho endotelialniho 1 angiogeneze

rustového faktoru 1)

Parkin 0 Neuroprotekce

GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza) 1 ?

Aktin 1 Tchodu polymerizace

NF-xB 1 lapoptozy

Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) ! Aktivace Nrf2 (NFE2
ptibuzny faktor 2)

eNOS (endotelidlni NO syntdza) 1 Tprodukce NO, vazorelaxace

16




PKG (protein kinaza G) 1 Vazorelaxace

PTBI1B (protein tyrosin fosfataza 1B) l taktivity PERK (kinaze
podobny protein kindzy
endoplazmatického retikula),

| napéti endoplazmatického

retikula
PTEN (fosfataza a tensin homolog) l ?
Fosfolamban ! Deaktivace SERCA (Ca?*-

ATP-aza hladkého
endoplazmatického retikula),

sniZzeni myokardické relaxace

MEKI1 (mitogenem aktivovany protein kinaza 1) 1 Aktivace PARP-1 (poly
(ADP-rib6za) polymeraza 1),

zdokonalena oprava DNA

Zprvu bylo navrhovano, ze S-sulfhydratace vzdy kon¢i zvysenim proteinové aktivity,
avsak byly také prokazany ucinky inhibi¢ni. Sulfan nemize proteiny piimo sulfhydratovat;
tato reakce se stiva moznou po piedchozi oxidaci thiolové skupiny nebo sulfanu samotného.
Oxidace protein-thiolt na disulfidy nebo sulfenovou kyselinu (-SOH) je béznym signalnim
mechanismem reaktivnich kyslikovych skupin jako je peroxid vodiku. Protein cysteinsulfenat
se stava dobrym substratem pro sulfanem zprostiedkovanou sulfthydrataci. Alternativné je
sulfan snadno v biologickych systémech oxidovan na polysulfidy (HS\H) obsahujici 2 az 8
atomu siry, které mohou pak sulfhydratovat intaktni protein thiolové skupiny. Polysulfidy
jsou také spontdnné tvotfeny v roztoku obsahujicim hydrosulfid sodny, bézn¢ uzivany jako
sulfanovy donor, a je nyni stale vice uznavano, ze polysulfidy jsou spiSe neZ sulfan samotny

dulezité signalni molekuly (Bettowski, 2014).

1.4.2 Reakce s NO a piibuznymi druhy a organickymi elektrofily

Ackoli je sulfan redukénim ¢inidlem a bylo prokazano, ze ochraiiuje bunky pred
riznymi reaktivnimi kyslikovymi skupinami, pfimé odstranéni ROS nehraje diileZitou roli
Vv signalizaci sulfanu, protoze jeho koncentrace je mnohem niZsi nez ostatnich antioxidantd,
tieba glutathionu. Nicméné€ nedavné studie naznacily, Ze sulfan miize reagovat s NO a

souvisejicimi druhy (Bettowski, 2014).
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Nitrosothioly (R — S — NO) vznikaji jako vysledek reakce mezi NO a cysteinovymi
thiolovymi skupinami. Proteinova S — nitrosylace je dilezitym signalnim mechanismem NO,
navic nitrosothioly jsou zdrojem NO, ze kterych miize byt uvoliiovan (Bettowski, 2014).

Pti prebytku sulfanu s nim mtze HSNO reagovat za vzniku H>S; a HNO, redukované
formy NO (Yong et al., 2010). HNO byl dlouhy ¢as povazovan za endogenni produkt, ackoli
to nebylo definitivn€ prokdzano. Mé velmi zajimavé farmakologické vlastnosti. Podobné jako
NO vyvolava vazorelaxaci. Nicmén¢ na rozdil od NO je odolny vii¢i degradaci ROS a
nevyvolava toleranci pii prodlouzeném podavani. Navic HNO na rozdil od NO zvysuje
myokardialni kontraktilitu (Sivakumaran et al., 2013). Kombinace vazodilatace, pozitivniho a
lusitropniho ucinku déld donory HNO vynikajicimi 1éky pro 1é€bu srde¢niho selhdni

(Eberhardt et al., 2014).

1.4.3 Interakce s hemoproteiny

Sulfan snadno reaguje s prechodnymi kovy; v biologickych systémech jsou
nejvyznamnéj$im cilem hemoproteiny. Vazba sulfanu na cytochrom c oxidazu je hlavnim
mechanismem jeho toxicity. Navic se sulfan vaze na hemoglobin a myoglobin za tvorby
sulthemoglobinu a sulfmyoglobinu (Pietri et al., 2011). Ackoli reakce mezi sulfanem a
hemoproteiny je povazovana hlavné za molekularni zédklad jeho toxicity, mize byt také
zapojena do nékterych fyziologickych /ochrannych G¢inkt (Bettowski, 2014).

Vystaveni mysi nizkym koncentracim sulfanu v okolnim vzduchu vyvolalo hibernaci
podobny stav charakterizovany hypometabolismem, sniZenou télesnou teplotou, spotiebou
kysliku a snizenou tepovou frekvenci (Blackstone et al., 2005). Tento efekt je vysledkem
inhibice termogeneze. V disledku toho ochranuje zvifata vystavena sulfanu pied skodlivymi
nasledky nasledné hypoxie (Blackstone et Roth, 2007). Ackoli se tato zjisténi zdaji byt
specificka pro mala zvifata, inhibice cytochrom c oxidazy miiZe ptispivat k ochrannym
ucinkiim sulfanu u dal§ich modelt naptiklad pfi renalnim ischemicko-reperfiznim poranéni
(Bos et al., 2009). Pfechodny pokles produkce ATP miize piispét k aktivaci ATP-sensitivnich
draslikovych kanali a sulfanem vyvolané vazorelaxaci (Collman et al., 2009).

Nedavno bylo prokdzano, ze sulfan inhibuje myeloperoxidazu (MPO) v koncentracich
tak nizkych jako 1 uM. MPO — enzym polymorfonuklearnich leukocyti — katalyzuje reakci
peroxidu vodiku s chloridovym aniontem za vzniku HOCI, ktery hraje z&sadni roli pti
odpovédi na zanét. Navic dlouhotrvajici piebytek MPO nizké kvality je spojen

s kardiovaskuldrnimi a dal§imi onemocnénimi souvisejicimi s oxidacnim stresem. Krome
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inhibice katalytické pfemény MPO muize byt sulfan oxidovan timto enzymem na polysulfidy,

dalezité signalni molekuly odvozené od sulfanu (Palinkas et al., 2014).

1.5 Metabolismus sulfanu

Hlavni mechanismus jeho toxicity je inhibice mitochondrialniho dychaciho fetézce navazanim
se na cytochrom c oxidazu. Sulfan je vlastn¢ druhym nejsiln€jSim inhibitorem tohoto enzymu
po kyanidu (Cooper et Brown 2008). Avsak jednim z nejptekvapivéjsich zjisténi nedavnych
let bylo, ze sulfan mize byt v mitochondriich taktéz enzymaticky metabolizovan. Sulfan je
prvni a dosud i jediny znamy anorganicky substrat pro mitochondrialni dychaci fetézec, ktery
mize poskytovat energii pro vyrobu ATP (Bettowski, 2014).

Ptedpokléada se, ze mitochondrie eukaryotickych bun¢k vznikly ze starovekych sulfan
oxidujicich bakterii Zijicich v prostfedi bohatém na sulfidy. Schopnost oxidovat sulfidy je
vlastné spolec¢na také nyni pro mnohé mikroorganismy a bezobratlé. Obecné je
nepravdépodobné, Ze sulfan je co do mnoZstvi vyznamny energeticky substrat pro savci
bunky. Vyjimkou miiZou byt epitelidlni buniky tlustého stieva, kde je velké mnoZzstvi sulfanu
produkovano anaerobnimi bakteriemi; je odhadovano, ze mnozstvi sulfanu maze byt
dominantnim energetickym substratem pro kolonocyty (Blachier et al., 2010). Tento
mikrobioticky odvozeny sulfan je produkovan bez energetickych vydaju pro hostitele a
nevyzaduje zadny transportni mechanismus nebo biochemickou ptipravu pied oxidaci.
Mitochondrialni oxidace sulfanu hraje dilezitou roli pii detoxikaci sulfanu; je to opétovné
zvlasté nezbytné pro kolonocyty vystavené vysoké koncentraci sulfidu (Bettowski, 2014).
M¢lo by byt ovSem zdiraznéno, Ze mitochondrie mohou oxidovat sulfan pouze v nizkych
koncentracich (obecné méné nez 10 uM). Vyssi koncentrace sulfanu inhibuji cytochrom ¢
oxidazu podobné¢ jako dalsi gasotransmitery CO a NO a stejné jako kyanid. Pfidani sulfanu
Vv nizké koncentraci do izolované mitochondrie zvySuje spotiebu kysliku a syntézu ATP,
zatimco vys$$i koncentrace sulfanu ma opacny efekt (Bettowski, 2014).

Hlavni faktor, ktery fidi miru oxidace sulfanu, je koncentrace kysliku. Je naznaceno,
ze sulfan zprosttedkovava mnoho fyziologickych efektii hypoxie jako je vazodilatace tepen a
vazokonstrikce zil. Efekty hypoxie na vaskularni tonus jsou ¢asto napodobeny sulfanovymi
donory a ruseny inhibitory sulfanové syntézy. Sulfan se mize podilet na vnimani kysliku
V cévach, arteridlnich chemoreceptorech a centralnich dychacich neuronech. Sulfan mize hrat

dtlezitou roli jako senzor kysliku v t&chto tkanich, protoze inhibuje transport Na*. Tedy

19



hypoxii vyvolany vzestup sulfanu inhibuje resorpci Na* v zavislosti na spotebé kysliku a
obnovuje rovnovahu kysliku (Bettowski, 2010).

Je velmi dobie znadmo, Ze mirna piechodna hypoxie zvysuje odolnost mnoha tkani
stabilizace*. Sulfan uplatiiuje ochranné ucinky proti ischemicko-reperfuznimu poskozeni
podobné ischemické stabilizaci a mtize dokonce zprostiedkovavat stabiliza¢ni jev
v myokardu, ledvinach a jatrech (Bos et al., 2014).

Ptidani sulfanu k izolované mitochondrii nebo buiikdm zvysuje transport elektronti a
syntézu ATP nejenom pfimym vstupem do oxida¢niho procesu. Kromé toho sulfan stimuluje
mitochondrialni oxidaci organickych substratl pti zptisobu zavislém na CAMP. Sulfan vlastné
zvySuje intramitochondridlni koncentraci cAMP deaktivaci fosfodiesterazy (Modis et al.,
2013b). Vyrazna intramitochondrialni produkce sulfanu cestou CAT/3-MST naznacuje

dalezitou roli tohoto gasotransmiteru v této organele (Modis et al., 2013a).

2 Sulfan v organovych soustavach
2.1 Kardiovaskularni soustava

Zatimco CBS je hlavnim enzymem generujicim sulfan v mozku, sulfan

Vv kardiovaskuldrnim systému je produkovan hlavné¢ CSE. Imunohistochemicke studie a
reverzni transkrip&ni polymerazova fetézova reakce odhalily, ze CSE je vyjadien
ve vaskularnim hladkém svalstvu, ale ne v endotelidlnich buiikach (Zhao et al., 2001).

Hosoki et al. (1997) provedli prvni diikaz, Ze sulfan by mohl byt endogenné vytvaien
cévni tkani. Dokazali, Ze na rozdil od mozku je to CSE, ktery je vyjadien v portalni zile a
krysi aorté, a homogenaty téchto preparatii by mohly vyrabét sulfan z L-cysteinu. Kromé toho
exogenni sulfanovy donor, NaHS, zptsobil uvolnéni v obou cévnich preparatech; ucinek byl
zvyseny v krysi aorté, kdyz byl pouzivan souc¢asné¢ s donorem NO, coZ naznacuje synergickou
interakci mezi sulfanem a NO (Dunn et al., 2015).

Sulfan dilatuje cévy aktivaci Katp kanalt. Priklady cév relaxovanych sulfanem in vitro
(bud’ jako plyn ve vod¢ nebo za pouziti NaHS jako donoru) zahrnuji izolovanou krysi aortu a
portalni zilu (Zhao et al., 2001; Hosoki et al., 1997; Ali et al., 2006), krali¢i topotivé téleso
(Srilatha et al., 2007) a cévy krysi mezentrické (Cheng et al., 2004) a jaterni (Fiorucci et al.,

2005b), ovsem ne koronarni (Johansen et al., 2006). V téle zivoc¢ichil intravendzni injekce
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NaHS vyvolava kratky, ale na davce zavisly pokles krevniho tlaku ( Zhao et al., 2001; Ali et
al., 2006).

2.1.1 Vyskyt CBS

Donovan et al. (2017) ve své studii provedli experiment V segmentech koronarni
artérie s odstranénym endotelem, aby prostudovali, které bunky (endotelialni nebo
hladkosvalové) jsou zapojeny do hypoxické produkce sulfanu zavislé na CBS. Odstranéni
endotelu nemélo zadny efekt na hypoxickou relaxaéni odpovéd’. Tyto udaje ukazuji, ze CBS
v hladkém svalstvu je nejvyznamnéjsi ptispévatel sulfanu k hypoxické relaxaci praseci
koronarni artérie. Jejich na protilatkach zalozené studie na kultivovanych bunikach potvrdily
expresi CBS v hladké svaloviné prase¢i koronarni artérie a rovnéZ pozorovali expresi CBS
Vv kultivovanych bunkach hladké svaloviny lidské koronarni artérie stejnou metodou. Jejich
data ukazuji nejprve expresi CBS v koronarni vaskulatufe a nasledné roli CBS vaskularniho
hladkého svalstva v odpovédi koronarni artérie na hypoxii. Naproti tomu hypoxicka kontrakce
byla velmi ztlumena vyjmutim endotelu, kdy ztstaly pouze malé zbytkové kontrakce
v oblastech s obnazenym endotelem. Tim padem, s ohledem na hypoxickou kontrakci, je
odpovéd’ zavisla na endotelu (vyzaduje NO) a vyzaduje na CBS zavislou produkci sulfanu

endoteliem a/nebo hladkym svalstvem.

2.1.2 Sulfan jako senzor kysliku

V souladu s roli sulfanu jako mediatora hypoxické odpovédi, objevili Donovan et al.
(2017), ze exogenni sulfan (NazS a NaHS) vytvaii odpovéd’, kterd napodobuje odpoved na
hypoxii. Odpovéd’ na hypoxii byla dvoufdzova, skladajici se z pfechodné kontrakce
nasledované uvolnénim, odrazejici zmény v lokalni koncentraci endogennich metabolitli a
jejich piisobeni vzhledem ke zménam v jejich vzniku/hromadéni s hypoxii v prub&hu ¢asu.
Soli sulfanu, Na>S a NaHS, podobné vyvolavaji dvoufazovou odpovéd’; cévni kontrakce
Vv nizkych koncentracich nésledovana relaxaci pti vysokych koncentracich. Bylo ozna¢eno
mnozstvi vazoaktivnich mediatort, které jsou zapojeny pii hypoxické odpovédi. Nicméné
pouze sulfan vytvaii vazomotorickou odpovéd’, ktera piesné odpovida dvoufazovému profilu
hypoxické odpovédi. Adenosin naptiklad vytvaii pouze vazodilataci koronarni artérie; dalsi
mediatory (napf. purinové nukleotidy) mohou vyvolat dvoufazovou odpovéd’, ale typicky
vytvari vazodilataci v nizkych koncentracich a vazokonstrikei pti vysokych koncentracich.

Snizeni metabolismu sulfanu zvysi jeho dostupnost, coz mu dovoluje vytvaret jeho

kardioprotektivni u¢inky. Navic ke ztrat¢ metabolismu sulfanu bylo navrzeno, ze aktivity
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CBS a CSE jsou zménéné v zavislosti na redoxnim prostiedi (Banerjee et Zou, 2005;
Stipanuk, 2004), coz naznacuje, Ze jejich aktivita mize byt rovnéz fizena dostupnosti kysliku.
Casovy prubéh studie Donovana et al. (2017), vystaveni u¢inkiim hypoxie po dobu 30 minut,
nebyl dostatecné dlouhy k vyvolani zmén v hladinach exprese sulfan produkujicich enzymu
(Wang et al., 2014), ale aktivita existujicich endogennich enzymt mize byt v tomto ¢asovém

ramci zménéna.

2.1.3 Aorta

V roce 2001 Zhao a kolegové prokazali, ze sulfan zvySuje prutoky Kate kanaly
v disociovanych hladkosvalovych aortickych bunkach. Nasledna zprava ukazala, Ze sulfan by
mohl byt vyrabén z L-cysteinu v krysi aorté a Ze endogenni sulfan podporoval vazorelaxaci
inhibici fosfodiesterdzovych enzymil (PDE), ¢imZ umoctuje ¢innost NO (Bucci et al., 2010).
Podobné¢ Colleta et al. (2012) podali zpravu, ze sulfan a oxid dusnaty kooperuji pfi vyvolavani
vazorelaxace krysi aorty. Ali et al. (2006) prokazali, ze pti nizkych koncentracich ( <400uM)
sulfanovy donor NaHS zpisobuje v krysi aorté kontrakce, vazorelaxace je patrna pouze pti
vys$8ich koncentracich. Nizké hodnoty NaHS také rusi oxidem dusnatym zprosttedkovanou
vazorelaxaci vytvorenou acetylcholinem (Ach). Od té doby, co bylo prokontraktilnim
ucinkim sulfanu zabranéno odstranénim endotelu, je naznaceno, ze sulfan pasobi tak, ze
odstrani zakladni vazorelaxaéni u¢inek oxidu dusnatého a vytvaii kontrakce (Dunn et al.,
2015).

V dalsi fyziologické studii Koenitzer et al. (2007) prokazali, Ze u¢inek sulfanu je
zavisly na prevladajicim napéti Oz. V krysi aorté vystavené vysokym hodnotam O2 nizké
koncentrace sulfanu zpusobily kontrakce, které byly pfeménény na uvolnéni, kdyz byly
hodnoty O snizeny na fyziologickou Groven. Zajimavé je, Ze pii fyziologickych hodnotach
O2 byl sulfan mnohem silnéjsi vazorelaxant. Kiss et al (2008) také prokazali lepsi

vazorelaxacni odpoveéd’ na sulfan pfi nizkém obsahu O2 (Dunn et al., 2015).

2.1.4 Mezenterické tepny

V krysi cévni soustavé Cheng et al. (2004) prokazali, ze NaHS a endogenni H»S
zpusobuji vazodilataci. Odstranéni endotelia saponinem snizilo odpovéd’ na sulfan. Tito autofi
také prokazali, Ze L-cystein zplisobuje vazodilataci, ktera byla zmirnéna inhibici CSE, a
pozdéji popsali, ze L-cystein by mohl také regulovat prutoky Katp, coz ukazuje na roli
endogenniho sulfanu (Cheng et al., 2004; Tang et al., 2005).
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2.1.5 Mozkové tepny

V mozkovych vlase¢nicich novorozenych prasat sulfan vyvolava vazodilataci aktivaci
Katp kanalu, stejné tak L-cystein vyvolava vazodilataci zprostiedkovanou CSE (Cheang et
al., 2010). Han et al. (2013) prokazali, Ze sulfan zptisobuje hyperpolarizaci mozkovych tepen
izolovanych z Krys a s tim spojenou vazorelaxaci (Dunn et al., 2015). V krysich stiednich
mozkovych artériich NaHS také zpusobuje vazodilataci, ale zda se, ze mechanismus zahrnuje
inhibici toku vapniku pfes vapnikové kanaly, spiSe nez by zahrnovala draslikové kanaly (Tian
et al., 2012). Streeter et al. (2012) prokazali, Ze L-cystein zpisobuje vazorelaxaci a ze CSE

byl ptitomny v endoteliu a hladkosvalovych bunkach stfedni mozkové artérie.

2.1.6 Srdce jako model ischémie

Myokardialni ischémie je jednim z hlavnich modeld pouzivanych ke studiu ochrannych
ucinki sulfanu. Intravendzni podani NazS 24 hodin pied kardidlni ischémii tlumi velikost
infarktu, hodnoty sérového troponinu, lipidu hydroperoxidu a apoptdzu, zatimco upravuje
kardialni funkci (Calvert et al., 2009). Injekce NazS do levé ventrikularni dutiny pfi reperfuzi
tlumi velikost myokardialniho infarktu, hodnoty troponinu, zanét, apoptdzu a ztratu srdecni
funkce. NazS zachovava mitochondrialni spotiebu kysliku a integritu po myokardialni
ischemii (Elrod et al., 2007). NazS zlepsil myokardialni funkci po srde¢ni zastave a
kardiopulmonalni resuscitaci (Minamishima et al., 2009). NazS rovnéz vyvolava vyrazné
zlepSeni v obnoveé myokardialni a epitelidlni funkce na psim modelu kardiopulmonélniho
bypassu s hypotermickou zastavou srdce (Szabd et al., 2011) a ma antiapoptické t¢inky na
prase¢im modelu pti kardiopulmonalnim bypassu (Osipov et al., 2010). Bos et al. (2015)
udavaji, ze z jejich vlastnich experimentt zjistili kardioprotektivni u¢inky plynného sulfanu
v hypometabolickych stejné jako nehypometabolickych koncentracich. Sub-hypometabolické
koncentrace sulfanu pied ischémii chrani srdce pted ischémii vyvolanou fibrézou a zanétem,
zatimco hypometabolismus nabizi dodatecnou ochranu pted kratkodobou myokardialni
nekrozou (Snijder et al., 2013). Novy oralni sulfanovy donor (SG-1002) prokazal slibné
ucinky na modelu pfi¢ného zuzeni aorty, kdy snizuje parametry srde¢niho selhani a

oxidativniho stresu (Kondo et al., 2013).
2.2 Nervova soustava

V roce 1996 Abe a Kimura poprvé prokazali vysoky vyskyt CBS v krysim hipokampu a

mozecku a produkci sulfanu mozkovymi homogenaty in vitro (Abe et Kimura, 1996). Sulfan,
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produkovany astrocyty, neurony a mikrogliemi, je esencialnim fyziologickym produktem
soustavé (Deng et al., 2014). Sulfan je v mozku syntetizovan primarné enzymem CBS (Lee et
al., 2009). Jako pievladajici zdroj sulfanu v mozkové tkani mize CBS hrat vyraznou roli

v cerebrovaskularni patofyziologii (Grobelny et al., 2011).

Vzhledem k tomu, Ze sulfan je toxicky plyn, je pfedstava o jeho neuroprotektivité
paradoxni. Kimura et al. (2013) objevili, Ze sulfan chrani neurony od oxidativniho stresu a
ischemicko-reperfazniho poranéni. Toto zjisténi vedlo k obeznameni s kardio- a
renalnéprotektivnimi vlastnostmi této molekuly (Elrod et al., 2007; Tripatara et al., 2008).

Sulfan také chrani neurony regulaci zatizeni endoplazmatického retikula a stabilizaci

membranového potencialu aktivaci Katp (Krishnan et al, 2011; Kimura et al., 2006).

2.2.1 Mozek jako model ischémie

Pfi uzavieni sttedni mozkové artérie u krys plynny sulfan podavany po dva dny po
reperfuzi zlep$uje neurologicky vysledek a snizuje velikost infarktu a zanétu (Florian et al.,
2008). Injekce NaSH zvysila vykon pii uniku z bludi$té a snizila poskozeni v oblasti
hypokampu po bilateralni spole¢né uzavéte karotid (Li et al., 2011). OvSem ne vSechny
modely mrtvice ukazuji jednoznac¢né ochranné ucinky sulfanu. Pti globalni mozkové ischémii
u krys nizké davky NaSH ochranuji neurony, zatimco vysoké davky zhorSuji neuronalni
poskozeni (Ren et al., 2010). Dalsi studie ukazala, ze velikost infarktu se zvysila u zvitat
lécenych NaSH. Oba inhibitory CBS a CSE sniZily kortikélni produkci sulfanu a vSechny
inhibitory sniZily velikost infarktu 24 hodin po ischémii (Qu et al., 2006). Tato odlisna
pozorovani se mohou objevit, protoZe v nizkych koncentracich se sulfan chova jako
vazokonstriktor inhibici produkce a dostupnosti NO (Liu et al., 2011). Na mys$im modelu
srde¢ni zastavy a kardiopulmonalni resuscitace NaxS zvysuje preziti, neurologické funkce a
neuronalni preziti. Mysi nadmérné exprimujici CSE v kardiomycetech mély zvysené hodnoty
preziti a neurologické vysledky po srdecni zastavé/KPR (Minamishima et al., 2009). V dalsi
studii byl kratkodoby neurologicky vysledek lepsi v sulfidové skuping, ale byl podobny jeden
tyden po srdecni zastavé/KPR. Zde nebyla apoptdza a neurondlni smrt Na2S dotcena (Knapp
etal., 2011).

2.3 Pohybova soustava

Lidskeé kosterni svalstvo vylucuje vyznamné mnozstvi CBS a CSE. Nedavné zpravy

ukazaly, ze vSechny tii enzymy (CBS, CSE, 3MST) byly ptfitomny v detekovatelnych
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hodnotach v krysim kosternim svalstvu (Du et al., 2013). Nicméné jejich hodnota je velmi
nizka v porovnani s témi vylu¢ovanymi jatry a ledvinami. Pouze lidské kosterni svaly
vyluéuji CBS a CSE v mnozstvi srovnatelném s hodnotami v jatrech v relativnim mnozstvi.
S ohledem na kosterni svalstvo jako dominantni organ, dusledky takovych rozdilnych hodnot
CBS a CSE u cysteinového a homocysteinového metabolismu a signalizaci sulfanu nejsou
Vv soucasné dobé zndmy. Hladiny 3MST nebyly dosud v hlodav¢ich kosternich svalech
stanoveny. Vysledky naznacuji, Ze mysi kosterni svalstvo vylucuje nedetekovatelné mnozstvi
tohoto enzymu. Studie ovéich a hovézich tkani také ukazuji, Ze kosterni svalstvo vylucuje
mens$i mnozstvi 3MST ve srovnani s ostatnimi tkanémi. (Aminlari et al., 1989).

Studie naznacuji, ze s vékem nartistda mnozstvi homocysteinu (Hcy) v plazmé
(prekurzor sulfanu), coZ je korelovéno se zvySenym rizikem poklesu fyzickych funkci. Neni
vSak zndmo, zda takovy pokles fyzickych funkei je zplisoben rovnéz zménami hladiny sulfanu

(Kado et al., 2002; Veeranki et Tyagi, 2013).

2.3.1 Sulfan v produkci a funkci mitochondrialni energie

Pro mnohé prokaryoty a eukaryoty muze sulfan slouZit jako zdroj ATP syntézy (Lloyd,
2006). Proto byla studovana jeho role v produkci mitochondrialni energie a jeho vliv na rizné
mitochondrialni enzymy. Byly zjistény dalsi ochranné ucinky sulfanu na mitochondrialni
integritu a funkci. Mimoto bylo naznaceno, ze sulfan ochranuje koncové organy proti
nizkému zasobeni kyslikem a Zivinami a bylo zji§téno, Ze jeho dopliovani chemickymi
donory nebo enzymatickou produkei chrani pred ischemickymi zranénimi v mnohych
organech vcetné kosterniho svalstva. Ve velmi vysokych koncentracich sulfan utlumuje
cytochrom oxidazu a metabolismus vedouci k hypotermii a konzervaci tkani. Tyto zvlaStni
schopnosti sulfanu by mohly poskytovat ochranu proti prostfedi s nizkym obsahem kysliku a
zivin a mohly by také generovat dost ATP pro pieckani doCasnych neptiznivych podminek

(Leschelle et al., 2005).

2.4 Endokrinni soustava

V posledni dobé¢ bylo prokéazano, ze vysoky obsah glukozy, ktery je sam o sob¢
stimulem pro P buniky, zvySuje produkci CSE a vznik sulfanu v 3 buiikdch
normoglykemickych zvifat. Exogenni sulfan potlacuje vysokymi hodnotami glukézy
vyvolanou apoptézu B bunék, tudiz glukézou vyvolana zvysend produkce endogenniho
sulfanu miZe byt povaZzovana za ochranny mechanismus, ktery chrani  buiiky pied

glukotoxicitou a zmirfiuje apoptickou smrt pankreatickych B bunék zptisobenou vysokym
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obsahem glukézy (Kaneko et al., 2009). Vzhledem k blizké korelaci mezi diabetem a jeho
kardiovaskularnimi komplikacemi a klicovym regula¢nim rolim sulfanu na kardiovaskularni
urovni tato zjisténi naznacuji, ze nedostatek sulfanu mtze byt relevantnim patogenickym
krokem v progresi s diabetem souvisejicimi kardiovaskularnimi nemocemi (Martelli et al.,
2012).

Slinivka bfi$ni obsahuje relativné velké mnozstvi CSE i CBS (Yusuf et al., 2005).
Mistni (pankreaticky) vznik sulfanu mtize pomahat regulovat uvoliiovani inzulinu za
fyziologickych podminek a abnormalné vysoka produkce sulfanu hraje roli v deficitnim
uvolnovani inzulinu pfi cukrovce. Protoze koncentrace L-cysteinu v plazmé stejné jako
exprese CBS a CSE v riiznych tkanich je zvySena u pacientd s diabetem (Jacobs et al., 1998),
nadprodukce sulfanu se miiZze podilet na zhorSeni sekrece inzulinu. Exprese CBS ve slinivce
byla také vyssi u zvifat s diabetem a vSechny tyto abnormality byly upraveny inzulinovou
terapii (Yusuf et al., 2009).

Velka Cast prace je zamétena na dobie znamou roli Katp kanalll v kontrolovani funkce
pankreatickych B bun¢k vylucujicich inzulin, kde jsou Katp kanaly hojné zastoupeny a hraji
dulezitou roli v regulaci inzulinové sekrece. ZvysSena koncentrace glukdzy vede k akumulaci
ATP v burikach, blokadé Karp kanalii, depolarizaci plazmatické membrany, pfitoku Ca?* a
sekreci inzulinu. Exogenni sulfan inhibuje gluk6zou vyvolanou sekreci inzulinu, ktera je
spojena se zvysenou pravdépodobnosti otevieni Katp kanall. Oproti tomu snizeni
endogenniho sulfanu ma opacny tc¢inek. Tato data nasvéd¢uji tomu, ze endogenni sulfan
inhibuje sekreci inzulinu. Navic glukéza redukuje produkci sulfanu ostriivky, coz nasvédcuje,
ze snizeni sulfanu mize ptispét ke glukdzou vyvolané sekreci inzulinu (Yang et al., 2005).
Podobné vysledky byly prokdzany za pouZiti izolovanych mysich pankreatickych ostravki
(Kaneko et al., 2006). Mohlo by se tak zdat, ze exogenné i endogenné produkovany sulfan
inhibuje sekreci inzulinu.

Dalsi endokrinni u€inky sulfanu byly také prokazany. Sulfan v zavislosti na koncentraci
snizuje K™ evokované uvoliiovani kortikotropin releasing hormonu v krysim hypotalamu a
tento U¢inek muze byt dllezity pfi regulaci odezvy hypotalamo-hypofyzarni osy na stres
(Dello Russo et al., 2000).

2.5 Vyludovaci soustava

Sulfan reguluje exkrecni funkci ledvin pravdépodobné inhibi¢nim uc¢inkem sodikovych

pfenaSecl na buikach renélnich tubuli. Rovnéz také ovliviiuje uvolnéni reninu
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Z juxtaglomerularnich bun¢k a tim reguluje krevni tlak. MoZna role sulfanu jako senzoru
kysliku byla také projednavana, zvlasté v ledvinové dieni.

Nedéavno bylo zaznamenano, ze CBS je primarné lokalizovéan v proximalnim vinutém
tubulu vnéjsi kury, kdezto CSE se nachazi nejvyznacnéji v proximalnim rovném tubulu ve
vnitini kife stejné jako ve vnéjsi dieni (Ishii et al., 2004; Li et al., 2006). Jedno z moznych
vysvétleni tohoto rozdilného umisténi CSE a CBS je, ze CSE je potieba ke katabolizmu
cysteinu, ktery vznika z glutathionu syntézy v proximalnim rovném tubulu nefronu (House et
al., 1997). V dalsim zkoumani provedenym Ishiim et al. Se ukazuje, ze vyjadieni CSE je
vysoké vV proximalnim rovném tubulu pfi mySim vyvoji a poté poklesne na 50% svého
vrcholného vyjadieni, coz naznacuje moznou roli CSE pfi napomahdni vyvoje nefronu (Ishii
etal., 2004).

Sulfan hraje dilezitou roli v ledvinové homeostaze. Ukazalo se, ze substrat L-cystein
vpraveny do ledvinovych arterii krys zvySuje miru glomerularni filtrace a mocové
vyméSovani sodiku (Na®) a drasliku (K*). Simultanni pfiliti inhibitortt CBS a CSE zptsobilo
zastaveni téchto u¢inku, coz naznacuje, Ze jsou zpusobeny endogenni produkei sulfanu.
Arteridlni infuze NaHS vede ke zvySeni renalniho pritoku krve a mo€ového vyméSovani
iontu sodiku a drasliku. (Koning et al., 2015).

Mocovy méchyt vytvaii detekovatelné mnozstvi sulfanu a sulfan syntetizuje CBS; CSE
a 3-MST jsou odlisné identifikovany ve tkani mocovych cest (Fusco et al., 2012; Gai et al.,
2013). V prasecim intravezikalnim mocovodu je disledné detekovana pouze imunoreaktivita
CSE v nervovych vlaknech v hladkosvalové vrstvé (Fernandes et al., 2014). CBS, CSE a 3-
MST jsou prezentovany v lidské a krysi hladké svaloviné mocového méchyte (Gai et al.,
2013).

V hrdle moc¢ového méchyte zpisobuje sulfan nebo sulfanovy donor GYY4137
relaxaci hladké svaloviny (Fernandes et al., 2013a; Fernandes et al., 2013b). V prase¢im hrdle
sulfanem je vyvolana relaxace vytvaiena prostfednictvim aktivace hladkosvalovych Katp
kanalti (Fernandes et al., 2013a; Martinez-Saenz et al., 2011). Tato a dalsi zjisténi ukazuji, ze
spole¢né s NO muze byt sulfan zapojen do mechanismu regulace hladkosvalového napéti
vystupu méchyte snizenim kréku mocového méchyte a proximalni uretralni rezistenci
aktivaci membran Katp kanalti (Fernandes et al., 2016).

Sulfan byl rovnéz postaven do role sensoru O Vv ledvinach, zejména za hypoxickych
podminek. Oxidace sulfanu v mitochondriich je zavisla na O2. Vzhledem k tomu, ze
dostupnost Oz v ledvinach je nizsi v dieni nez v oblasti kiiry, ocekava se vyssi aktivita sulfanu

Vv dieni. Pii ledvinové hypoxii se mize sulfan akumulovat a poméhat pfi obnoveni rovnovéhy
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O2 zvySenim pritoku krve v dfeni, snizenim energie potiebné pro tubularni transport a
blokovanim mitochondrialniho dychani (Koning et al., 2015). Také za hypoxickych podminek
muzou CBS a CSE ptechazet do mitochondrii, kde stimuluji mitochondrialni produkci sulfanu
(Teng et al., 2013; Fu et al., 2012). Sulfan mutize slouzit jako donor elektront

vV mitochondrialnim elektronovém transportnim fetézci a tim zvysit tvorbu ATP (Fu et al.,
2012). Interakce mezi sulfanem a O, byly smérodatné pro eukaryotickou evoluci. O tidi
inaktivaci sulfanu a aktivace sulfanu pfevazné nastava za hypoxickych podminek (Olson,

2015).

2.5.1 Ledviny jako model ischémie

NaSH pfi renalnim ischemicko-reperfuznim onemocnéni zlepSuje mikrovaskularni tok,
tlumi nekrozu, apoptozu a zanét (Xu et al., 2009; Zhu et al., 2012). V dalsi studii zptsobila
bilateralni rendlni ischémie smrt, selhani ledvin a zanét, kterym bylo zabranéno
hypometabolickym stavem (bez hypotermie) vyvolanym plynnym sulfanem, ale pouze tehdy,
byl-1i sulfan podan pted ischémii (pfedbézna 1é¢ba). Strukturalni poskozeni a apoptdza
zpusobena ischemicko-reperfiznim onemocnénim byly témér zcela potlaceny piedlécbou a
kombinovanou pied- a ndslednou 1é¢bou, kdy samotna néasledna 1é¢ba méla mensi, i kdyz
vyznamny ucinek. Transmisni elektronova mikroskopie ukazala, ze pted- i nasledna 1écba
sulfanem zabrénila ischemii vyvolaném otoku a degeneraci mitochondrii (Bos et al., 2009).
Po bilateralni renalni ischémii se zvySuji hodnoty CSE, sulfanu v plazmé a rendlni produkce
sulfanu. Injekce NaSH snizuje ztratu renalni funkce vyvolané ischémii. NaSH také redukuje
akutni tubularni nekrozu a apoptozu (Tripatara et al., 2008). Je zajimavé, Zze D-cystein mlze
také ochranit ledviny pfed ischémii, zfejmée zvySenym potencidlem ve srovnani s L-cysteinem

produkci sulfanu prostiednictvim DAO a MPST (Shibuya et al., 2013).
2.6 Dychaci soustava

Sulfan byl uznan jako toxicka sloucenina také na Grovni dychacich cest a zejména
komplexu IV mitochondrialniho elektronového transportniho fetézce, cytochrom C oxidaza se
zda byt primarni cil (Dorman et al., 2002; Nicholls et Kim, 1982). Vyznamné sniZeni spotieby
kysliku a ventila¢ni frekvence bylo pozorovéano u zvitat vystavenych po 30 minut vysokeé
koncentraci Na.S (Forgan et Forster 2009). Zda se, Ze sulfan hraje vyznamné pozitivni role
Vv dychacich cestach. Na zdklad¢ relaxacniho plisobeni sulfanu na vaskularni hladké svalstvo,
byly zkoumany relaxa¢ni vlastnosti sulfanu také na hladkosvalovych bronchialnich prstencich

dvou druhti hlodavci. Tato studie ukazala, ze sulfan zptsobuje silné uvolnéni izolovanych
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bronchidlnich prstencti mysi, ale vytvari pouze mirnou relaxaci v morcecich prstencich.

(Martelli et al., 2012)

2.6.1 Plicni hypertenze

Existuji diikazy poSkozeni signalizace sulfanu u zvifecich modelt pfi plicni hypertenzi.
Experimentalni hypoxicka plicni hypertenze vytvorena u krys umisténych v hypoxické
komoie byla spojena se snizenym vyjadienim a aktivitou CSE. Podani sulfanu zvysilo jeho
hladinu v plazm¢, zvysilo aktivitu CSE a upravilo genovou expresi CSE; tomu odporovalo
zvyseni plicniho arterialniho tlaku a oslabeni plicni vaskularni remodelace (Chunyu et al.,
2003). Cast ochrany poskytnuta endogennim sulfanem proti plicni hypertenzi by se mohla
tykat jeho vazorelaxa¢nich G¢inki jako v systémové hypertenzi, ale rovnéz zde muze byt

zapojena jeho antioxida¢ni ¢innost (Dunn et al., 2016).

2.7 Gastrointestinalni soustava

Oba enzymy, CBS i CSE, jsou lokalizovany v celé gastrointestinalni soustaveé savcul.
CSE je exprimovan v neuronech obou plexti — submuko6zniho i myenterického, stejné jako
v urcitych podtiidach Cajalovych intersticialnich bun€k (Linden et al., 2008; Schicho et al.,
2006).

Distribuce CSE, CBS a 3-MPST v gastrointestinalnim traktu (Jimenez et al., 2017)

Druh ORgéan Enzym Typ bunék
Mys Zaludek CBS/CSE Hladkosvalové
buiky
Tenké stievo CBS/CSE Hladkosvalové
bunky
Tlusté stievo CBS Lamina propria
CSE Myentericky
plexus
Morce Ileum, tlusté stievo CBS Hladkosvalové
buiiky,
Myentericky
plexus
CSE Submukdzni
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plexus,
Myentericky
plexus, Cajalovy

intersticialni bunky

Clovék Tlusté stfevo CBS/CSE Submukozni plexus
CBS/CSE Epitel
Krysa Zaludek CBS/CSE Epitel (mukoza)
Lac¢nik CBS/CSE Myentericky
plexus
Tlusté stievo CBS/CSE Hladkosvalové
buiky, epitel
CBS Submukdzni
plexus, lamina
propria
CSE obecna difuze
CBS Hladkosvalové
buiiky, epitel
CSE Submukdzni
plexus,
Myentericky
plexus,
Hladkosvalove
bunky
CBS Myentericky
plexus, epitel
CSE Hladkosvalové
buniky,
Myentericky
plexus
Kralik zaludek CSE/3-MPST Hladkosvalové

buiky
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Sulfan byl oznacen jako mozny vyznamny mediator gastrointestindlni pohyblivosti.
Krom toho poddvani exogenniho sulfanu zpisobuje na davce zavislou relaxaci hladkého
svalstva kyCelniku a tlustého stfeva. (Martelli et al., 2012). Serézni aplikace NaHS nebo L-
cysteinu stimulovala luminalni sekreci chloridu morcecich a lidskych stfevnich tkani (Schicho
et al., 2006).

CSE i CBS jsou vyjadfeny v zaludec¢ni sliznici a zda se, Ze endogenni sulfan je
ochrannym faktorem proti zalude¢nim poranénim. Acetsalicylova kyselina a nesteroidni
CSE a produkci sulfanu v zaludeéni sliznici. NaHS pfedchazi snizeni slizni¢niho pritoku krve
vyvolaném v krysach acetsalicylovou kyselinou a NSAIDs. Navic NaHS snizuje NSAIDs
vyvolanou pfilnavost leukocytt k vaskularnimu endotheliu (Fiorucci et al., 2005a). Kromé¢
toho NaHS zmiriuje histologické poranéni zaludeéni sliznice (Lowicka et Bettowski, 2007).
Néekolik studii prokazalo, Ze sulfan snizuje spontanni nebo acetylcholinem vyvolanou
kontraktilitu ky¢elniku u riznych zvifecich druhti (Hosoki et al., 1997; Teague et al., 2002).
Navic NaHS intraperitonealné uvoliiuje krysi tlusté stievo in vivo (Distrutti et al., 2006).

Pokud jde o roli sulfanu ve zménach aktivity hladké svaloviny, byla zaznamenana
kontraktilita, ale mnohem castéji inhibi¢ni odpovéd’. Napiiklad v zaludcich morcat a mysi
zpusobuje NaHS dvoji ucinek, vytvaii kontrakci pii nizkych koncentracich a relaxaci pfti
vysokych koncentracich (Zhao et al., 2009; Han et al., 2011). NaHS také vytvaii relaxa¢ni
efekt v preparatech morcecich, krali¢ich a krysich la¢niki a kycelnikt (Hosoki et al., 1997;
Teague et al., 2002; Nagao et al., 2011, 2012; Kasparek et al., 2012). Nicmén¢ koncentrace
NaHS pouzité k vyvolani relaxace v gastrointestinalni soustave jsou vysoké a fyziologicky
vyznam této akce je stale neznamy (Jimenez et al., 2017).

Je tieba poznamenat, Ze stfevni sliznice je trvale vystavena vysokému mnoZstvi
sulfanu vytvafeného z alimentarniho sulfatu komenzalnimi sulfat redukujicimi bakteriemi.
Bylo naznac¢eno, Ze sulfan bakterialniho piivodu muize ptispivat k riznym sttevnim
onemocnénim vcetné ulcerdzni kolitidy a kolorektalnimu karcinomu (Huycke et Gaskins,
2004). Bylo prokazano, Ze sulfan stimuluje proliferaci kultivovanych krysich sttevnich
epitelialnich bun¢k (Deplancke et Gaskins, 2003). Sulfan zvysil expresi silnych angiogennich
faktoril, vaskularniho endotelialniho faktoru (VEGF, vascular endothelial growth factor),
ktery je zapojeny do vaskularizace nadord.

Sliznice tlustého stfeva metabolizuje sulfan velmi G¢inné diky vysoké expresi
rhodanézy (mitochondridlni enzym detoxikujici CN") na luminalnim povrchu enterocytt

(Ramasamy et al., 2006) a je schopné se metabolicky adaptovat na piebytek sulfanu
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(Leschelle et al., 2005). Burky tlustého stieva jsou méng citlivé na genotoxicky ucinek
sulfanu nez jiné druhy bunék (Attene-Ramos et al., 2006). Stievni vyjadieni rhodanézy je
stimulovano sulfanem a zvySuje se pii epitelidlnim diferenciaci bun€k a je zajimavé, Ze je
niz$i u pacientd s ulcerativni kolitidou nebo kolorektalnim nddorem nez u zdravych

(Ramasamy et al., 2006).

2.7.1 Jatra

Ukazalo se, Ze CSE je vyjadien v hepatocytech a jaternich hvézdicovych bunkach, ale
ne v jaternich endotelialnich bunkach, a ze sulfan uvolituje izolované hvézdicové buiky, ¢imz
pfispiva k uvolnéni jaternich vlasecnic. Experimentalni cirh6za vyvolana podvazanim
zlucovodu nebo podévanim tetrachlormetanu je spojena se snizenou expresi CSE, snizenou
produkci sulfanu jaternimi homogenity a snizenim plazmatické koncentrace sulfanu (Fiorucci
et al., 2005b). Relaxa¢ni ucinky L-cysteinu na hepatické hvézdicové bunky stejné jako na
jaterni vlasecnice jsou snizeny v cirhotickych zvitatech, zatimco relaxa¢ni G¢inky NaHS jsou
stejné, coz naznacuje snizeni tvorby sulfanu z cysteinu a normalni citlivost na tento plyn. Tato
zjisténi jsou doplnujici k faktu, Ze dochazi ke zvySeni jaterni vaskularni rezistence
v cirhotickych zviratech a lidech, a naznacuji, ze deficit sulfanu mize pfispét k rozvoji
portalni hypertenze. Ackoli hladina sulfanu pfi lidské cirhdze nebyla zkoumana, je dobie
znamo, ze cirhdza je spojena se snizenym tokem homocysteinu transsulfuraci (Garcia-
Tevijano et al., 2001). Endogenni sulfan muze byt rovnéz zapojen do regulace sekrece zluci

(Lowicka et Bettowski, 2007).

2.7.2 Jatra jako model ischémie

Piedbé&zna 1écba plynnym sulfanem pfii parcialni hepatické ischémii redukuje nekrozu,
apoptozu, piiliv granulocytti. Lécba nizkymi davkami NaxS (0,3 a 1 mg/kg) ochranila jatra od
poskozeni, zatimco 2 mg/kg poskozeni zvysily. Histologické poskozeni bylo redukovéano
NaSH. Zanét a peroxidace lipidi byl rovnéZz redukovany (Kang et al., 2009). NaSH potlacuje

jaterni autofagii in vitro i in vivo (Wang et al., 2012).

3 Sulfanové prekurzory 1é¢iv

Jak z ptedchoziho textu vyplyva, jako signalni plyn hraje sulfan dileZitou roli ve
fyziologii a vykazuje velky potencial pro farmaceutické vyuziti. Proto je zde potieba vyvoje

sulfanovych prekurzort pro rizné ucely.
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Ptesna role sulfanu zélezi na specifickych okolnostech a interakci s ostatnimi
signalnimi molekulami, zejména oxidem dusnatym a oxidem uhelnatym. Je to tedy hlavni
oblasti vyzkumu ve vyvoji 1é¢ebnych terapeutik na bazi sulfanu. Dal§im hlavnim tématem je
nalezeni vhodné cesty k dodani sulfanu do daného mista, ve spravné koncentraci a
odpovidajicimi farmakokinetiky. Mnoho z téchto ukolt vychazi z faktu, ze je nemozné
pouzivat plynny sulfan jako takovy nebo jeho soli, napt. sulfid sodny, v 1é¢ebném pouziti pro
lidi. Proto je zde velky zajem vyhledat vhodna sulfan-uvolnujici ¢inidla, ktera jsou obecné
povazovana za sulfanové donory ¢i prekurzory.

V minulych letech bylo vyvinuto nékolik sérii sulfanovych prekurzord. Ty mohou byt
rozdéleny do tfi rdmcovych skupin — piirodni produkty odvozené od rostlin, prekurzory na

hydrolytické bazi a prekurzory s fizenym uvoliiovanim. (Zheng et al., 2015).
3.1 Sulfan ve farmakoterapii

Jak je zfejmé, produkce endogenniho sulfanu je rizna pii mnoha chorobach, tedy
alespon v experimentalnich studiich. Navic u exogenniho i endogenniho sulfanu bylo
prokazano, ze maji ochranné i $kodlivé ucinky pfi mnoha patofyziologiich. Vznika tak otazka,
zda by farmakologicka modulace sulfanu mohla mit potencionalni terapeutickou hodnotu.
Teoreticky mohou byt hladiny sulfanu pozménovany kteroukoli z téchto ¢tyf metod:

1. Podévani sulfanu samotného

2. Podavani specifickych inhibitori CBS nebo CSE

3. Vyrobou novych sulfan uvoliujicich slouc¢enin

4. Zaméreni produkce sulfanu na aktualné pouzivané 1éky

S ohledem na prvni moZnost se zd4 byt terapeuticky potencial plynného sulfanu limitovan
tézkostmi s podanim piesné kontrolované koncentrace a moZznym toxickym vlivem pfemiry
sulfanu, ackoli pfi pohledu na pokusy pouziti inhalovaného NO a CO (Wu et Wang, 2005) to
nemuize byt zcela vylouceno. NaHS, ackoli je Siroce vyuzivan jako néstroj vyzkumu, uvoliiuje
sulfan rychle a je tudiz kratkodobym donorem. Navic rychlé uvolnéni sulfanu mize zplsobit
akutni zmény v krevnim tlaku. Idealni sulfanovy donor z pohledu terapie by mél uvoliovat
sulfan pomalu a v primérnych davkach. Takové slouceniny nejsou bohuzel stale dostupné.

Také momentaln€ pouzivané CSE a CBS inhibitory nejsou vhodné pro farmakoterapii a
nejsou idealni ani pro vyzkum Za prvé nejsou kompletné specifikované a inhibuji také ostatni
na vitaminu B6 zavislé enzymy. Za druhé mozny inhibitor PAG je sloucenina obsahujici

olovo, a proto 1ze o¢ekavat jeji toxicita pii dlouhodobém podavani. A kone¢n¢ inhibitory jiné
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nez PAG maji velmi omezenou schopnost prostupovat plazmatickymi membranami.
Vhodné;jsi sulfanové donory stejné€ jako inhibitory sulfan produkujicich enzymi jsou
momentalné ve vyrob¢. Navic 1 kompletni specifické CBS nebo CSE inhibitory nezasahnou
pouze do hladiny sulfanu, ale také do metabolismu homocysteinu, coz mize byt v danych
podminkach neptiznivé.

Sulfan mize byt rovnéz ovlivnén momentalné pouzivanymi léky nebo jejich derivaty.
Naptiklad doplnéni L-argininu primarné s piedpokladem zvyseni tvorby NO (Cylwik et al.,
2005) také upravuje zhorSenou produkei sulfanu ve vysokym tlakem vyvolané pulmonalni
hypertenzi (Yanfei et al., 2006). Tato a dalsi data nasvéd¢uji, ze na sulfan mize byt cileno
1éky, které zasahuji NO.

,,CSE — sulfan* v gastrointestinalni mukoéze (Fiorucci et al., 2005a). Tento G¢inek mize
ptispivat ke gastrickému mukozalniho zranéni vyvolaném témito 1éky, ale na druhou stranu
muzou byt zapojeny svymi antineoplastickymi ucinky v gastrointestinalnim traktu, ponévadz
sulfan usnadnuje neoplasticky rust intestinalnich epitelialnich bunék (Deplancke et Gaskins,
2003).

Nadprodukce sulfanu pii ziskanych onemocnénich nemusi nezbytné indikovat, ze je
Skodlivym ¢initelem. Pokud je jeho skodliva role prokazana ochrannym u¢inkem inhibitort
CBS/CSE, lze usoudit, Ze sulfan je skute¢né vazbou v patogenickém fetézci. V takovych
ptipadech (napft. sepse) je blokovani produkce sulfanu moZnou terapeutickou strategii.
Nicmén¢ nadprodukce sulfanu mize byt rovnéz spojovana s jeho ochrannou roli (napft.
febrilni zachvaty). V takovych ptipadech miize byt produkce sulfanu povazovana za adaptivni
odpovéd, ackoli pravdépodobné nedostatecnd k zablokovani vyvoje onemocnéni, a dalsi
doplnéni sulfanu mize byt terapeuticky uzite¢né. Nedostatek sulfanu je sledovan pti
onemocnénich, kdy hraje ochrannou roli, napt. arterialni hypertenze, gastrické mukozalni
poranéni atd. a sulfanové donory mizou byt terapeuticky prospésné (Lowicka et Bettowski,
2007).

3.2 Prirodni produkty odvozené od rostlin

Rostliny rodu Allium, zastoupené ¢esnekem a cibuli, byly dlouho povazovany za
zdravou potravu s protihore¢natymi Gcinky a jejich aktivni slozky snizuji riziko vzniku
diabetu a kardiovaskularnich onemocnéni (Milner, 2001; Rahman, 2001; Powolny et Singh,

2008). Roku 2007 studie ukazaly, Ze vazoaktivita ¢esneku souvisi s produkci sulfanu
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(Benavides et al., 2007), coz naznacovalo, Ze hlavni pozitivni efekty téchto rostlin jsou
zprostiedkovany biologickou produkci sulfanu z organickych polysulfidi. Dodnes bylo

zZ ¢esneku ¢i pripravkil vyrobenych z ¢esneku identifikovadno ne€kolik slozek obsahujicich
sulfan, ale pouze tfi z nich maji farmakologicky efekt, ktery koreluje se signalnimi drahami
sulfanu — S-allyl-cystein (SAC), diallyl disulfid (DADS) a diallyl trisulfid (DATS). DADS a
DATS jsou hlavni komponenty ¢esnekového oleje, chovaji se jako donory sulfanu pfi reakci
s biologickymi thioly nebo lidskymi Cervenymi krevnimi buitkami za podpory glukézy.

(Zheng et al., 2015).
3.3 Prekurzory sulfanu na hydrolytické bazi

Tyto prekurzory se primarné sestavaji ze ¢tyi skupin — anorganické sifi¢itanové soli
vcetné NaHS, NaxS (oba Siroce pouzivané donory v zdkladnim vyzkumu) a CaS,
Lawessonova Cinidla a analogy, dithiotreitol (DTT) a arylthioamidové derivaty (Zheng et al.,
2015).

ooooo

NaHS a Na.S jsou dva Siroce pouzivané donory H>S. Pti hydrolyze obé¢ tyto
slouceniny mohou rychle vytvaret sulfan pii pH 7,4 v PBS bufferu. Ob¢ dve¢ jsou rozsahle
pouzivany pfi studiu biologického efektu sulfanu. Vysledky naznacuji, Ze sulfan ma
protizanétlivy ucinek pti astmatické patogenezi patrné cestou CSE spole¢né s H2S. Pii pouziti
NaHS jako donora, Du et al. (Li et al., 2008) zjistili moznou roli sulfanu pfi patogenetickém
akutnim poranéni plic (acute lung injury, ALI) vyvolaném kyselinou olejovou a jeho
regula¢nimu efektu pti zanétlivé odpoveédi. Navic NaHS a NazS prokazuji pro-zanétlivé (Zhi
et al., 2007; Zhang et al., 2007a; Zhang et al., 2007b), iontové kanaly regulujici (Zhaio et al.,
2001; Liu et al., 2012), kardiovaskularni (Yang et al., 2008) a neurogenni regula¢ni u¢inky
(Ghasemi et al., 2012). Ackoli oba prokazuji slibné biologické vysledky in vitro i in vivo,
uvolnovaci kinetiky, pachu, nedostatku schopnosti zacileni a obtiznosti kontroly koncentrace
kvuli tékavosti sulfanu.

Dalsi potencialni anorganicky donor je sulfid vapenaty (CaS). Ve srovnani s NaHS a
NaS je CaS chemicky stabilnéjsi. OvSem je zde pouze omezené mnozstvi informaci o

efektivnosti vyuziti CaS jako donora pro sulfan. (Li et al., 2009).
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3.3.2 Lawessonova Cinidla a analogy

Lawessonova ¢inidla, ktera jsou Siroce uzivana pfi sulfurizaci pti organické syntéze,
(Ozturk et al., 2007) také uvolnuji sulfan pii hydrolyze a v nékterych studiich jsou pouzivany
jako donory. Ve srovnani s anorganickym sulfidem je mira uvoliiovani s Lawessonovymi
¢inidly mnohem pomalejsi.

GYY4137 je ve vodé rozpustny derivat Lawessonova ¢inidla, ktery mize uvoliovat
sulfan pfi hydrolyze (Li et al., 2008). Pii srovnani s Lawessonovymi ¢inidly a sifi¢itanovymi
solemi vytvari sulfan pomaleji. O NaHS bylo diive zjisténo, ze vyvolava apoptickou smrt
bungk kultivovanych fibroblastt a hladkosvalovych buné¢k. Tyto rozdily v bezpecnosti mezi
GYY4137 a NaHS mohou byt zpiisobeny rozdilem v rychlosti uvoliiovani H2S a jeho
vytvofené koncentraci. Navic GYY4137 v koncentraci 400 nebo 800 umol/l také ukazuje
urcité protirakovinné ucinky s imrtim 30 — 70% sedmi riznych lidskych rakovinnych
bunécnych linii a zddnym ucinkem na normalni lidské plicni fibroblasty. Oproti tomu NaHS
neprokazuje zadné protirakovinné u€inky a pouze ukazuje slabsi zabranéni riistu bunék. Autor
studie pfisoudil takové rozdily riizné rychlosti uvoliiovani H2S. Inkubace GYY4137
v koncentraci 400 umol/l v kultivaénim médiu uvolni nizké koncentrace sulfanu (<20 pmol/l)
s koncentraci trvajici ptes 7 dni. V porovnani s inkubaci NaHS (v koncentraci 400 pmol/1),
ktera stejnym zptsobem vede k mnohem vyS$$im koncentracim sulfanu (az 400 pmol/l)

s mnohem krat$i dobou setrvani (1 hodina). Je velmi dobfe znamo, Ze efekt sulfanu je zavisly
na koncentraci s tim, ze jeho vysoké koncentrace (pies 250 umol/1) jsou toxické (Wallace,
2007).

I pfes vSechny uspéchy nékteré dalsi nezavislé studie prokazaly opaény efekt, pokud je
NaHS pouzivan jako donor. Napiiklad sulfan ve formé NaHS prokazuje ochranny ucinek
rakovinnych bun¢k tlustého stteva (Rose et al., 2005), zvysuje rust jejich poctu a snizuje
apoptozu v nékolika bunéénych liniich (Cai et al., 2010). Tato nesouroda pozorovani mohou
byt zplisobena pouzitim rozdilnych donorti sulfanu, které ho uvoliuji riznym tempem,
poskytuji rizné vedlejsi produkty a maji rozdilné vrcholné koncentrace. Je také nejasné, jaké
vedlejsi produkty by GY Y4137 vytvarel v bunkach, protoze se predpoklada, ze jeho
metabolismus je komplikovany. Dale by mélo byt pamatovano na to, ze procento hydrolyzy
GYY4137 je nizké, coz znamend, Ze vétSina GY' Y4137 zhstava v buiikach. ProtoZe byly
pouzity relativné vysoké koncentrace GYY4137 (400 a 800 umol/l), je zcela mozné, ze
pozorované protirakovinné u¢inky mohou byt zplisobeny GY' Y4137 samotnym nebo jeho

metabolickymi produkty, a ne nezbytné uvoliiovanym sulfanem. (Zheng et al., 2015).
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3.3.3 Arylthioamidové derivaty

Vincenzo Calderone et al. (Martelli et al., 2013) syntetizovali sérii arylthioamidi a
byly posouzeny jejich sulfan uvolnujici vlastnosti. Zda se, ze mechanismus uvolfovani
sulfanu v ptipad¢ arylthiomaidu je thiol-aktivovany. Je dobie popsano, Ze hydrolyza
thioacetamida by vedla ke vzniku sulfanu. Muze byt proto usuzovano, ze hydrolyza

arylthioamidd by mohla rovnéz poskytovat sulfan (Zheng et al., 2015).

rrrrrr

1, 2 —dithiol — 3 — thiony (DTT) jsou taktéZ pouzivany jako sulfanové donory. Ac¢koli
jejich uvolnovaci mechanismus stale neni plné objasnén, je Siroce uznavano, ze hydrolyza je
soucasti mechanismu pro vyrobu sulfanu z DTT (Ozturk et al., 2007).

-----

NSAIDS) je provazeno neakceptovatelnym gastrointestinalnim hnisanim a krvacenim
(Schnitzer et al., 2004; Singh et al., 2006; Kurahara et al., 2001; Sparatore et al., 2011). Ve
hybridnich NSAIDs (HS-NAIDs), které prokazuji podstatnou redukci gastrointestinalniho
poskozeni v porovnani s rodi¢ovskymi NSAIDs (Sparatore et al., 2011; Chan et Wallace,
2013). Navic HS-NSAIDs také zvysuji protizanétlivé ucinky svych NSAIDs soucasti.

Ackoli DTT a jeho NSAID hybridy ukazuji slibné bioaktivity ve vztahu k sulfanu in vitro i in
vivo, je stale nejasné, jak Cinitelé sulfan in vivo uvoliiuji. Hydrolyza ma urcité ¢astecné podil
na uvolnéni sulfanu z DTT. Kvili ptitomnosti disulfidovych vazeb v DTT mohou thioly
pomoci redukce také aktivovat DTT k uvolnéni sulfanu. Proto jsou potieba dal$i experimenty

k objasnéni uvolnovaciho mechanismu (Zheng et al., 2015).

3.4  Prekurzory s Fizenym uvoliiovanim

Cilem prekurzort s fizenym uvoliovanim bylo vyvinout sulfanové prekurzory, které
jsou stabilni ve vodnim roztoku a pii piipraveé vzorku (Zhao et al., 2011). Prekurzory mohou
uvolfiovat sulfan za pfitomnosti spoustéct, kterymi mohou byt enzymy, hodnota pH,
biomolekuly, UV svétlo a dalsi. V soucasné dobé jsou zde tfi priklady - aktivace thiolem,

aktivace svétlem a aktivace bikarbonatem (Zheng et al., 2015).
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3.4.1 Aktivace thiolem

V roce 2011 Xianova skupina (Zhao et al., 2011) vyvinula prvni thiolem aktivovany
sulfanovy prekurzor. Za ptitomnosti thiolové skupiny v biologickych systémech muze byt

spusténo uvoliovani sulfanu redukci (Zheng et al., 2015).

3.4.2 Svétlem aktivované sulfanové prekurzory

Druhym typem prekurzori s fizenym uvoliiovanim jsou ty aktivované svétlem. Byly
publikovany dva ptiklady. Prvni jsou na gem-dithiolu zalozen¢ sulfanové prekurzory. V roce
2013 Xian se spolupracovniky (Devarie-Baez et al., 2013) identifikovali geminal-dithiol
(gem-dithiol) jako strukturu, ktera by mohla uvoliiovat sulfan ve vodném roztoku. Nasledné
byla ptedstavena svétlem $tépitelna struktura (2-nitrobenzylova skupina) k ochran¢ gem-
thiolové skupiny. Kdyz byly molekuly vystaveny UV zafeni, gem-dithioly byly obnoveny.
Nasledna hydrolyza vede k uvolnéni sulfanu. Na zaklad¢ této strategie bylo ptipraveno
nékolik prekurzori zalozenych na gem-dithiolech.

Nicméné jsou tu dva o€ividné zapory téchto prekurzort. Za prvé, rychlost uvolnovani
sulfanu zalezi na hydrolyze gem-dithiolu, kterd je téméf strnuld. Za druhé, reaktivni vedlejsi
produkty 2-nitrosobenzaldehydy mizou se sulfanem reagovat, z ¢ehoz vyplyva snizujici se
produkce sulfanu.

Pozdé&ji Nakagawova skupina (Fukushima et al., 2014) objevila dalsi typ svétlem

indukovaného prekurzoru: prekurzory sulfanu uzaviené v ketoprofenatu (Zheng et al., 2015).

3.4.3 Thioaminova kyselina

Thiolaminové kyseliny jako tfeti kategorie prekurzort s fizenym uvoliiovanim byly
poprvé zvetejnény Giannisem a spolupracovniky v roce 2012 (Zhou et al., 2012). Bylo
prokazano, ze thioglycon a thiovalin uvoliuji sulfan za pfitomnosti bikarbonatu za
fyziologickych podminek.

ProtoZe zde existuje vysoka koncentrace bikarbonatu v krvi (27 mmol/l) pfi
fyziologickém pH, thiolaminové kyseliny mohou byt kandidatem na sulfanovy prekurzor.
Giannis a spolupracovnici porovnali uvoliiovaci kapacity sulfanu thiolaminovych kyselin
s GYY4137. Za stejnych podminek GY Y4137 uvolnil méné sulfanu. Taktéz testovali
farmakologické benefity téchto prekurzorti. Vysledky ukézaly, Ze thioglycin a thioalin mohou
zvySovat koncentraci intracelularniho cyklického guanosinového monofosfatu (cGMP) a

podnécovat vazorelaxaci. Jeden z moznych limitt bikarbonatem aktivovanych prekurzorti
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vychazi z reaktivity thiolaminovych kyselin, které mohou rychlé podstupovat amidaci za
aerobnich podminek (Pan et al., 2011).
4 Zavér

Sulfan je dulezitou signalni molekulou, jejiz pfitomnost v organismu a ucinky byly
v minulych letech objeveny. Uastni se spolu s oxidem uhelnatym a oxidem dusnatym mnoha
déju v savcich organovych soustavach, a to jak fyziologickych, tak i patologickych. Jeho
ucinky byly pozorovany V kardiovaskularni, nervové, pohybové, endokrinni, vylu¢ovaci i
gastrointestindlni soustavé. Mezi hlavni efekty sulfanu patii regulace oxidacniho stresu,
stimulace Katp kanalt v riznych typech bun¢k, dale reguluje cévni tonus a ochraiuje organy
pred ischemicko-reperfiznim onemocnénim. Vyznamné jsou Gc€inky sulfanu pfi inhibici
rakovinnych bunék a vyzkum 1ékti na tomto poli by mohl vést k novym Iécebnym terapiim.

V ramci novych vyzkumil jsou objevovany a objasiiovany stale nové moznosti plisobeni
sulfanu. Je vsak nutno podotknout, ze u¢inky sulfanu pfi riznych testech byly pozitivni i
negativni a neni zcela jasné, jak presné sulfan funguje. Sulfan je pfevazné enzymaticky
produkovan nékolika zptisoby, nékteré ucinky tedy mohou byt ovlivnény enzymy, které
produkci sulfanu katalyzuji. Zaroven 1 vyprodukovany sulfan mlize v zavislosti na pfitomnych
slou¢eninach ¢i vzniklych produktech vykazovat rizné G¢inky, nebo muze byt vysledny efekt
zpusoben vedlejsim produktem reakce.

Predpokladem pro kone¢ny ucinek je rychlost uvoliiovani a koncentrace. S piihlédnutim
kK mnohym pozitivnim G¢inktim sulfanu jsou vyvijeny prekurzory 1é¢iv, které by umozinovaly

jeho pouZiti pti 1é€beé, ovSem stéle se hleda nejlepsi forma, kterd bude mit optimalni G¢inky.

5 Pouzita literatura

Abe, K., Kimura, H. 1996. The possible role of hydrogen sulphide as an endogenous
neuromodulator. Journal of Neuroscience 16 (3). 1066 — 1071.

Ali, M. Y., Ping, C. Y., Mok, Y-Y. P., Ling, L., Whiteman, M., Bhatia, M., Moore, P. K.
2006. Regulation of vascular nitric oxide in vitro and in vivo: a new role for endogenous

hydrogen sulphide? British Journal of Pharmacology 149 (6). 625 — 634.

Aminlari, M., Gilanpour, H., Taghavianpour, H., Veseghi, T. 1989. Comparative studies

39



on the distribution of rhodanese and beta-mercaptopyruvate sulfurtransferase in different
organs of sheep (Ovis aries) and cattle (Bos taurus), Comparative Biochemistry and

Physiology Part C: Pharmacology, Toxicology and Endocrinology 92. 259-262.

Attene-Ramos, M. S., Wagner, E. D., Plewa, M. J., Gaskins, H. R. 2006. Evidence that
hydrogen sulfide is a genotoxic agent. Molecular Cancer Research 4 (1). 9 — 14,

Banerjee, R., Zou, C. G. 2005. Redox regulation and reaction mechanism of human
cystathionine-beta-synthase: a PLP-dependent hemesensor protein. Archives of Biochemistry
and Biophysics 433. 144-156.

Bettowski, J. 2010. Hypoxia in the renal medulla: implications for hydrogen sulfide signaling.

Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 334 (2). 358 — 363.

Bettowski, J. 2015. Hydrogen sulfide in pharmacology and medicine — An update.
Pharmacological reports 67 (3). 647 — 658.

Benavides, G. A., Squadrito, G. L., Mills, R. W., Patel, H. D., Isbell, T. S., Patel, R. B.,
Darley-Usmar, V. M., Doeller, J. E., Kraus, D. W. 2007. Hydrogen sulfide mediates the
vasoactivity of garlic. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America 104. 17977 — 17982.

Bhambhani, Y., Burnham, R., Snydmiller, G., MacLean, 1. 1997. Effects of 10-ppm

hydrogen sulfide inhalation in exercising men and women. Cardiovascular, metabolic, and
biochemical responses. The Journal of Occupational and Environmental Medicine 39. 122—
129.

Bhambhani, Y., Burnham, R., Snydmiller, G., MacLean, I., Martin, T. 1996. Effects of 5 ppm
hydrogen sulfide inhalation on biochemical properties of skeletal muscle in exercising men

and women, American Industrial Hygiene Association Journal 57. 464—468.

Blachier, F., Davila, A. M., Mimoun, S., Benetti, P. H., Atanasiu, C., Andriamihaja, M.,
Benamouzig, R., Bouillaud, F., Tomé, D. 2010. Luminal sulfide and large intestine mucosa:
friend or foe? Amino Acids 39 (2). 335 — 347.

40



Bos, E. M., Leuvenink, H. G. D., Snijder, P. M., Kloosterhuis, N. J., Hillebrands, J-L.,
Leemans, J. C., Florquin, S., van Goor, H. 2009. Hydrogen sulfide-induced hypometabolism
prevents renal ischemia/reperfusion injury. Journal of the American Society of Nephrology
20. 1901-1905.

Bos, E. M., Van Goor, H., Joles, J. A., Whiteman, M., Leuvenink, H. G. 2014. Hydrogen
sulfide — physiological properties and therapeutic potential in ischemia. British Journal of
Pharmacology 172. 1479 — 1493.

Bucci, M., Papapetropoulos, A., Vellecco, V., Zhou, Z., Pyriochou, A., Roussos, C.,
Roviezzo, F., Brancaleione, V., Cirino, G. 2010. Hydrogen sulphide is an endogenous
inhibitor of phosphodiesterase activity. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology
30 (10). 1998 — 2004.

Cai, W. J., Wang, M. J,, Ju, L. H., Wang, C., Zhu, Y. C. 2010. Hydrogen sulfide induces
human colon cancer cell proliferation: role of Akt, ERK and p21. Cell Biology International
34. 565-572.

Caliendo, G., Cirino, G., Santagada, V., Wallace, J. L. 2010. Synthesis and biological effects
of hydrogen sulfide (H2S): development of HS - releasing drugs as pharmaceuticals. Journal
of Medicinal Chemistry 53. 6275 - 6286.

Chan, M. V., Wallace, J. L. 2013. Hydrogensulfide-based therapeutics and gastrointestinal
diseases: translating physiology to treatments. The American Journal of Physiology -
Gastrointestinal and Liver Physiology 305. G467 — 473.

Chattopadhyay, M., Kodela, R., Nath, N., Dastagirzada, Y. M., Velazquez-Martinez, C. A.,
Boring, D., Kashfi, K. 2011. Hydrogen sulfide-releasing NSAIDs inhibit the growth of human
cancer cells: a general property and evidence of a tissue type-independent effect. Biochemical
Pharmacology 83(6). 715 - 722.

Cheang, W. S., Wong, W. T., Shen, B., Lau, C. W, Tian, X. Y., Tsang, S. Y., Xao, X. Q.,
Chen, Z. Y., Huang, Y. 2010. 4-Aminopyridine-sensitive K* channels contributes to NaHS-

41



induced membrane hyperpolarization and relaxation in the rat coronary artery. Vascular
Pharmacology 53 (3 —4). 94 — 98.

Chen, W. L., Niu, Y. Y., Jiang, W. Z., Tang, H. L., Zhang, C., Xia, Q. M., Tang, X. Q. 2015.
Neuroprotective effects of hydrogen sulfide and the underlying signaling pathways. Reviews
in the Neurosciences 26 (2). 129 — 142.

Cheng, Y., Ndisang, J. F., Tang, G., Cao, K., Wang, R. 2004. Hydrogen sulphide-induced
relaxation of resistence mesentric artery beds of rats. American Journal of Physiology 287 (5).
H2316 — H2323.

Coletta, C., Papateropoulos, A., Erdelyi, K., Olah, G., Modis, K., Panapoulos, P.,
Asimakopoulou, A., Ger6, D., Sharina, 1., Martin, E., Szabo, C. 2012. Hydrogen sulphide and
nitric oxide are mutually dependent in the regulation of angiogenesis and endothelium-
dependent vasorelaxation. Proceeding of the National Academy of Sciences of the USA 109
(23). 9161 — 9166.

Collin, M., Thiemermann, C. 2005. Hydrogen sulfide and sulfite: novel mediators in the

pathophysiology of shock and inflammation. Shock 24, 595-596.

Cooper, C. E., Brown, G. C. 2008. The inhibition of mitochondrial cytochrome oxidase by the
gases carbon monoxide, nitric oxide, hydrogen cyanide and hydrogen sulfide: chemical
mechanism and physiological significance. Journal of Bioenergetics and Biomembranes 40
(5). 533 - 539.

Cylwik, D., Mogielnicki, A., Buczko, W. 2005. L-arginine and cardiovascular system.
Pharmacological Reports 57. 14-22.

Dello Russo, C., Tringali, G., Ragazzoni, E., Maggiano, N., Menini, E., Vairano, M., Preziosi,
P., Navarra, P. 2000. Evidence that hydrogen sulphide can modulate hypothalamo-pituitary-
adrenal axis function: in vitro and in vivo studies in the rat. Journal of Neuroendocrinology 12
(10). 225 - 233.

42



Deng, J., Lei, C., Chen, Y., Fang, Z., Yang, Q., Zhang, H., Cai, M., Shi, L., Dong, H., Xiong,
L. 2014. Neuroprotective gases - Fantasy or reality for clinical use? Progress in Neurobiology
115. 210 — 245.

Deplancke, B., Gaskins, H. R. 2003. Hydrogen sulfide induces serum-independent cell cycle
entry in nontransformed rat intestinal epithelial cells. FASEB Journal 17 (8). 1310 — 1312.

Devarie-Baez, N. O., Bagdon, P. E., Peng, B., Zhao, Y., Park, C. M., Xian, M. 2013. Light-
induced hydrogen sulfide release from “caged” gem-dithiols. Organic Letters 15. 2786 —27809.

Distrutti, E., Sediari, L., Mencarelli, A., Renga, B., Orlandi, S., Antonelli, E., Roviezzo, F.,
Morelli, A., Cirino, G., Wallace, J. L., Fioruci, S. 2006. Evidence that hydrogen sulfide exerts
antinociceptive effects in the gastrointestinal tract by activating Kartp channels. Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics 316 (1). 326 — 335.

Donovan, J., Wong, P. S., Roberts, R. E., Garle, M. J., Alexander, S. P. H., Dunn, W. R,,
Ralevic, V. 2017. A critical role for cystathionine-f-synthase in hydrogen sulfide-mediated
hypoxic relaxation of the coronary artery. Vascular Pharmacology 93 — 95. 20 — 32.

Dorman, D. C., Moulin, F. J., McManus, B. E., Mahle, K. C., James, R. A., Struve, M. F.
2002. Cytochrome oxidase inhibition induced by acute hydrogen sulfide inhalation:
Correlation with tissue sulfide concentrations in the rat brain, liver, lung, and nasal

epithelium. Toxicological Sciences 65 (1). 18 — 25.

Du, J. T., Li, W,, Yang, J. Y., Tang, C. S., Li, Q., Jin, H. F. 2013. Hydrogen sulfide is
endogenously generated in rat skeletal muscle and exerts a protective effect against oxidative
Stress. Chinese Medical Journal - Peking 126. 930 — 936.

Dunn, W. R., Alexander, S. P. H., Ralevic, V., Roberts, R. E. 2016. Effects of hydrogen
sulphide in smooth muscle. Pharmacology & Therapeutics 158. 101 — 113.

Eberhardt, M., Dux, M., Namer, B., Miljkovic, J., Cordasic, N., Will, C., Kichko, T., de la
Roche, J., Fischer, M., Suarez, S. A., Bikiel, D., Dorsch, K., Leffler, A., Babes, A., Lampert,
A., Lennerz, J. K., Jacobi, J., Marti, M. A., Doctorovich, F., Hogestitt, E. D., Zygmunt, P. M.,

43



Ivanovic-Burmazovic, I., Messlinger, K., Reeh, P., Filipovic, M. R. 2014. H>S and NO
cooperatively regulate vascular tone by activating a neuroendocrine HNO-TRPA1-CGRP

signalling pathway. Nature Communications 5. 4381.

Elrod, J. W., Calvert, J. W., Morrison, J., Doeller, J. E., Kraus, D. W., Tao, L., Jiao, X.,
Scalia, R., Kiss, L., Szabo, C., Kimura, H., Chow, C. W., Lefer, D. J. 2007. Hydrogen sulfide

attenuates myocardial ischemia-reperfusion injury by preservation of mitochondrial function.

Fernandes, V. S., Ribeiro, A. S., Barahona, M. V., Orensanz, L. M., Martinez-Saenz, A.,
Recio, P., Martinez, A. C., Bustamante, S., Carballido, J., Garcia-Sacristan, A., Prieto, D.,
Hernandez, M.. 2013a. Hydrogen sulfide mediated inhibitory neurotransmission to the pig
bladder neck: role of Katp channels, sensory nerves and calcium signaling. The Journal of
Urology 190. 746 — 756.

Fernandes, V. S., Ribeiro, A. S., Martinez, M. P., Orensanz, L. M., Barahona, M. V.,
Martinez-Saenz, A., Recio, P., Benedito, S., Bustamante, S., Carballido, J., Garcia-Sacristan,
A., Prieto, D., Hernandez, M. 2013b. Endogenous hydrogen sulfide has a powerful role in
inhibitory neurotransmission to the pig bladder neck. The Journal of Urology 189. 1567 —
1573.

Fernandes, V. S., Ribeiro, A. S., Martinez, P., Lopez-Oliva, M. E., Barahona, M. V.,
Orensanz, L. M., Martinez-Sdenz, A., Recio, P., Benedito, S., Bustamante, S., Garcia-
Sacristan, A., Prieto, D., Hernandez, M. 2014. Hydrogen sulfide plays a key role in the

inhibitory neurotransmission to the pig intravesical ureter. PLoS ONE 9. 113580.

Fernandes, V. S., Hernandéz, M. 2016. The role of nitric oxide and hydrogen sulfide in
urinary tract function. Clinical Pharmacology & Toxicology 119. 34 — 41,

Fiorucci, S., Antonelli, E., Distrutti, E., Rizzo, G., Mencarelli, A., Orlandi, S., Zanardo, R.,
Renga, B., Di Sante, M., Morelli, A., Cirino, G., Wallace, J. L. 2005a. Inhibition of hydrogen
sulfide generation contributes to gastric injury caused by nonsteroidal anti-inflammatory
drugs. Gastroenterology 129 (4). 1210 — 1224.

44



Fiorucci, S., Antonelli, E., Mencarelli, A., Orlandi, S., Renga, B., Rizzo, G., Distrutti, E.,
Shah, V., Morelli, A. 2005b. The third gas: H>S regulates perfusion pressure in both the

isolated and prefused normaln rat liver and in cirrhosis. Hepatology 42 (3). 539 — 548.

Florian, B., Vintilescu, R., Balseanu, A. T., Buga, A-M., Grisk, O., Walker, L. C., Kessler, C.,
Popa-Wagner, A. 2008. Long-term hypothermia reduces infarct volume in aged rats after

focal ischemia. Neuroscience Letters 438. 180 — 185.

Forgan, L. G., Foster, M. E. 2009. Oxygen consumption, ventilation frequency and
cytochrome c oxidase aktivity in blue cod (Parapercic colias) exposed to hydrogen sulphide or
isoeugenol. Comparative Biochemistry and Physiology, Toxicology & Pharmacology: CBP
151 (1). 57 - 65.

Fu, M., Zhang, W., Wu, L., Yang, G, Li, H., Wang, R. 2012. Hydrogen sulfide (H-S)
metabolism in mitochondria and its regulatory role in energy production. Proceeding of the
National Academy of Sciences of the USA 109 (8). 2943-2948.

Fukami, K., Kawabata, A. 2015. Hydrogen sulfide and neuronal differentiation: Focus on
Ca?* channels. Nitric Oxide 46. 50 — 54.

Fukushima, N., leda, N., Sasakura, K., Nagano, T., Hanaoka, K., Suzuki, T., Miyata, N.,
Nakagawa, H. 2014. Synthesis of a photocontrollable hydrogen sulfide donor using

ketoprofenate photocages. Chemical Communications 50. 587 — 589.

Fusco, F., di Villa Bianca, R., Mitidieri, E., Cirino, G., Sorrentino, R., Mirone, V. 2012.
Sildenafil effect on the human bladder involves the Lcysteine/ hydrogen sulfide pathway: a
novel mechanism of action of phosphodiesterase type 5 inhibitors. European Urology 62.
1174 —1180.

Gai, J. W., Wahafu, W., Guo, H., Liu, M., Wang, X. C., Xiao, Y. X., Zhang, L., Xin, Z. C.,

Jin, J. 2013. Further evidence of endogenous hydrogen sulphide as a mediator of relaxation in
human and rat bladder. Asian Journal of Andrology 15. 692 — 696.

45



Garcia-Tevijano, E. R., Berasain, C., Rodriguez, J. A., Corrales, F., J., Arias, R., Martin-
Duce, A., Caballeria, J., Mato, J. M., Avila, M. A. 2001. Hyperhomocysteinemia in liver
cirrhosis: mechanisms and role in vascular and hepatic fibrosis. Hypertension 38 (5). 1217 —
1221.

Geng, B., Chang, L., Pan, C., Qi, Y., Zhao, J., Pang, Y., Du, J. 2004. Endogenous hydrogen
sulfide regulation of myocardial injury induced by isoproterenol. Biochemical and

Biophysical Research Communications 318. 756 — 763.

Ghasemi, M., Dehpour, A. R., Moore, K. P., Mani, A. R. 2012. Role of endogenous hydrogen
sulfide in neurogenic relaxation of rat corpus cavernosum. Biochemical Pharmacology 83.
1261 — 1268.

Ginter, E., Simko, V. 2010. Garlic (Allium sativum L.) and cardiovascular diseases.
Bratislavské Lekarské Listy 111. 452 - 456.

Grobelny, B. T., Ducruet, A. F., DeRosa, P. A., Kotchetkov, I. S., Zacharia, B. E., Hickman,
Z. L., Fernandez, L., Narula, R., Claassen, J., Lee, K., Badjatia, N., Mayer, S. A., Connolly,
E. S. Jr. 2011. Gain-of-function polymorphisms of cystathionine beta-synthase and delayed
cerebral ischemia following aneurysmal subarachnoid hemorrhage. Journal of Neurosurgery
115. 101 - 107.

Han, J., Chen, Z. W., He, G. W. 2013. Acetylcholine- and sodium hydrosulfide-induced
endothelium-dependent relaxation and hyperpolarization in cerebral vessels of global cerebral

ischemia-repefusion rat. Journal of Pharmacological Sciences 121 (4). 318 — 326.
Hosoki, R., Matsuki, N., Kimura, H. 1997. The possible role of hydrogenous sulphide as an
endogenous smooth muscle relaxant in synergy with nitric oxide. Biochemical and

Biophysical Research Communications 237 (3). 527 — 531.

House, J. D., Brosnan, M. E., Brosnan, J., T. 1997. Characterization of homocysteine
metabolism in the rat kidney. Biochemical Journal 328 (Pt 1). 287 — 292.

46



Huang, C., Kan, J., Liu, X., Ma, F., Tran, B. H., Zou, Y., Wang, S., Zhu, Y. Z. 2013.
Cardioprotective effects of a novel hydrogen sulfide agent-controlled release formulation of

S-propargyl-cystein on heart failure rats and molecular mechanims. PLoS ONE 8 (7). €69205.

Huycke, M., M., Gaskins, H. R. 2004. Commensal bacteria, redox stress, and colorectal
cancer: mechanism and models. Experimental Biology and Medicine (Maywood) 229 (7). 586
—597.

Ishii, 1., Akahoshi, N., Yu, X. N., Kobayashi, Y., Namekata, K., Komaki, G., Kimura, H.
2004. Murine cystathionine gamma-lyase: complete cDNA and genomic sequences, promoter
aktivity, tissue distribution and developmental expression. Biochemical Journal 381 (Pt 1).
113 -123.

Jacobs, R. L., House, J. D., Brosnan, M. E., Brosnan, J. T. 1998. Effects of streptozotocin-
induced diabetes and of insulin treatment on homocysteine metabolism in the rat. Diabetes 47.
1967 — 1970.

Jimenez, M., Gil, V., MArtinez-Cutillas, M., Mafié¢, N., Gallego, D. 2017. Hydrogen sulphide
as a signalling molecule regulating physiopathological processes in gastrointestinal motility.
British Journal of Pharmacology 174. 2805 — 2817.

Johansen, D., Ytrehus, K., Baxter, G. F. 2006. Exogenous hydrogen sulfide (H2S) protects
against regional myocardial ischemia-reperfusion injury — evidence for a role of Katp

channels. Basic Research in Cardiology 101. 53 — 60.
Kado, D. M., Bucur, A., Selhub, J., Rowe, J. W., Seeman, T. 2002. Homocysteine levels an
decline in physical function: MacArthur Studies of Successful Aging, The American Journal

of Medicine 113. 537 — 542.

Kamoun, P. 2004. Endogenous production of hydrogen sulfide in mammals. Amino Acids 26.
243 — 254,

47



Kaneko, Y., Kimura, Y., Kimura, H., Niki, 1. 2006. L-cysteine inhibits insulin release from
thepancreatic beta-cell: possible involvement of metabolic production of hydrogen sulfide, a
novel gasotransmitter. Diabetes 55 (5). 1391 — 1397.

Kaneko, Y., Kimura, T., Taniguchi, S., Souma, M., Kojima, Y., Kimura, Y., Kimura, H.,
Niki, 1. 2009. Glucose-induced production of hydrogen sulfide may protect the pancreatic

beta-cells from apoptic cell death by high glucose. FEBS Letters 583 (2). 377 — 382.

Kang, K., Zhao, M., Jiang, H., Tan, G., Pan, S., Sun, X. 2009. Role of hydrogen sulfide in
hepatic ischemia-reperfusion-induced injury in rats. Liver Transplantation 15. 1306 — 1314.

Kashfi, K., Olson, K. R. 2013. Biology and therapeutic potential of hydrogen sulfide and

hydrogen sulfide-releasing chimeras, Biochemical Pharmacology 85. 689 - 703.

Kasparek, M. S., Linden, D. R., Farrugia, G., Sarr, M. G. 2012. Hydrogen sulfide modulates

contractile function in rat jejunum. Journal of Surgical Research 175. 234 — 242.

Kimura, M. 2002. Hydrogen sulfide as a neuromodulator. Molecular Neurobiology 26. 13 —
19.

Kimura, H. 2013. Physiological role of hydrogen sulfide and polysulfide in the central
nervous system. Neurochemistry International 63 (5). 492 - 497

Kimura, H. 2014. The physiological role of hydrogen sulfide and beyond. Nitric Oxide 41. 4 —
10.

Kimura, Y., Dargusch, R., Schubert, D., Kimura, H. 2006. Hydrogen sulfide protects HT22

neuronal cells from oxidative stress. Antioxidants & Redox Signaling 8 (3 —4). 661 — 670.

Kimura, Y., Kimura, H. 2004. Hydrogen sulfide protects neurons from oxidative stress.
FASEB Journal 18. 1165 — 1167.

48



Kiss, L., Deitch, E. A., Szabo, C. 2008. Hydrogen sulphide decreases adenosine triphosphate
levels in aortic rings and leads to vasorelaxation via metabolic inhibition. Life Sciences 83 (17
—18). 589 — 594.

Knapp, J., Heinzmann, A., Schneider, A., Padosch, S. A., Bottiger, B. W., Teschendorf, P.,
Popp, E. 2011. Hypothermia and neuroprotection by sulfide after cardiac arrest and

cardiopulmonary resuscitation. Resuscitation 82. 1076 — 1080.

Koenitzer, J. R., Isbell, T. S., Patel, H. D., Benavides, G. A., Dickinson, D. A., Patel, R. P.,
Darley-Usmar, V. M., Lancaster J. R. Jr, Doeller, J. E., Kraus, D. W. 2007. Hydrogen
Sulphide mediates vasoactivity in an Oz — dependent manner. American Journal of
Physiology. Heart and Circulatory Physiology 292 (4). H1953 — H1960.

Koj, A., Frendo, J., Wojtczak, I. 1975. Subcellular distribution and intramitochondrial

localization of three sulfurtransferases in rat liver . FEBS Letters 57. 42 — 66.

Kolluru, G. K., Shen, X., Bir, S. C, Kevil, C. G. 2013. Hydrogen sulfide chemical biology:
Pathophysiological roles and detection. Nitric Oxide 35. 5 — 20.

Kondo, K., Bhushan, S., King, A. L., Prabhu, S. D., Hamid, T., Koenig, S., Murohara, T.,
Predmore, B. L., Gojon, G. Sr, Gojon, G. Jr, Wang, R., Karusula, N., Nicholson, C. K.,
Calvert, J. W., Lefer, D. J. 2013. HS protects against pressure overload-induced heart failure

via upregulation of endothelial nitric oxide synthase. Circulation 127. 1116 — 1127.

Koning, A. M., Frenay, A.R., Leuvenink, H.G., van Goor, H. 2015. Hydrogen sulfide in renal
physiology, disease and transplantation — the smell of renal protection. Nitric Oxide 46. 37 —
49.

Krishnan, N., Fu, C., Pappin, D. J., Tonks, N. K. 2011. H,S-induced sulfhydration of the

phosphatase PTP1B and its role int the endoplasmic reticulum stress response. Science
Signaling 4 (203). ra 86.

49



Kurahara, K., Matsumoto, T., lida, M., Honda, K., Yao, T., Fujishima, M. 2001. Clinical and
endoscopic features of nonsteroidal anti-inflammatory drug-induced colonic ulcerations. The

American Journal of Gastroenterology 96. 473 — 480.

Lee, M., Schwab, C., Yu, S., McGeer, E., McGeer, P. L. 2009. Astrocytes produce the
antiinflammatory and neuroprotective agent hydrogen sulfide. Neurobiology of Aging 30.
1523 — 1534.

Lee, S. K., Chung, J. H., Choi, S. C., Auh, Q. S, Lee, Y. M., Lee, S. I, Kim, E. C. 2013.
Sodium hydrogen sulfide inhibits nicotine and lipopolysaccharide-induced osteoclastic
differentiation and reversed osteoblastic differentiation in human periodontal ligament cells.
Journal of Cellular Biochemistry 114 (5) 1183 — 1193.

Lee, Z. W., Zhou, J., Chen, C. S., Zhao, Y., Tan, C. H., Li, L., Moore, P. K., Deng, L. W.
2011. The slow-releasing hydrogen sulfide donor, GYY4137, exhibits novel anti-cancer
effects in vitro and in vivo, PLoS ONE 6. e21077.

Leschelle, X., Goubern, M., Andriamihaja, M., Blottiere, H., M., Couplan, E., Gonzalez-
Barroso, M., D., Petit, C., Pagniez, A., Chaumontet, C., Mignotte, B., Bouillaud, F., Blachier,
F. 2005. Adaptative metabolic response of human colonic epithelial cells to the adverse

effects of the luminal compound sulfide. Biochimica et Biophysica Acta 1725 (2). 201 — 212.

Li, N., Chen, L., Muh, R. W., Li, P L. 2006. Hyperhomocysteinemia associated with
decreased renal transsulfuration activity in Dahl’s rats. Hypertension 47 (6). 1094 — 1100.

Li, L., Whiteman, M., Guan, Y. Y., Neo, K. L., Cheng, Y., Lee, S. W., Zhao, Y., Baskar, R.,
Tan, C. H., Moore, P. K. 2008. Characterization of a novel, water-soluble hydrogen sulfide-
releasing molecule (GYY4137): new insights into the biology of hydrogen sulfide,
Circulation 117. 2351 - 2360.

Li, T., Zhao, B., Wang, C., Wang, H., Liu, Z., Li, W., Jin, H., Tang, C., Du, J. 2008.
Regulatory effects of hydrogen sulfide on IL-6, IL-8 and IL-10 levels in the plasma and
pulmonary tissue of rats with acute lung injury. Experimental Biology and Medicine 233.
1081 — 1087.

50



Li, Y. F., Xiao, C. S., Hui, R. T. 2009. Calcium sulfide (CaS), a donor of hydrogen sulfide
(H2S): a new antihypertensive drug? Medical Hypotheses 73. 445 — 447.

Li, Z., Wang, Y., Xie, Y., Yang, Z., Zhang, T. 2011. Protective effects of exogenous
hydrogen sulfide on neurons of hippocampus in a rat model of brain ischemia. Neurochemical
Research 36. 1840 — 1849.

Linden, D. R., Sha, L., Mazzone, A., Stoltz, G. J., Bernard, C. E., Furne, J. K., Levitt, M. D.,
Farrugia, G., Szurszewski, J. H. 2008. Production of the gaseous signal molecule hydrogen

sulfide in mouse tissues. Journal of Neurochemistry 106. 1577 — 1585.

Liu, L., Liu, H., Sun, D., Qiao, W., Qi, Y., Sun, H., Yan, C. 2012. Effects of H.S on
myogenic responses in rat cerebral arterioles. Circulation Journal 76. 1012 — 10109.

Liu, Y., Yang, R., Liu, X., Zhou, Y., Qu, C., Kikuiri, T., Wang, S., Zandi, E., Du, J.,
Ambudkar, 1. S., Shi, S. 2014. Hydrogen sulfide maintains mesenchymal stem cell function
and bone homeostasis via regulation of Ca*) channel sulfhydration, Cell Stem Cell 15. 66—
78.

Liu, Y-H., Yan, C-D., Bian, J-S. 2011. Hydrogen sulfide: a novel signaling molecule in the
vascular system. Journal of Cardiovascular Pharmacology 58. 560 — 569.

Lloyd, D. 2006. Hydrogen sulfide: clandestine microbial messenger?, Trends in Microbiology
14. 456 — 462.

Lowicka, E., Bettowski, J. 2007. Hydrogen sulfide (H2S) — the third gas of interest for

pharmacologists. Pharmacological Reports 59. 4 — 24,
Ma, K., Liu, Y., Zhu, Q., Liu, C. H., Duan, J. L., Tan, B. K., Zhu, Y. Z. 2011. H,S donor, S-

propargyl-cysteine, increases CSE in SGC-7901 and cancer-induceed mice: evidence for a
novel anti-cancer effect of endogenous H>S? PLoS ONE 6 (6). e20525.

51



Martelli, A., Testai, L., Breschi, M. C., Blandizzi, C., Virdis, A., Taddei, S., Calderone, V.
2012. Hydrogen Sulphide: Novel Opportunity for Drug Discovery. Medicinal Research
Reviews 32 (6). 1093 — 1130.

Martelli, A., Testai, L., Citi, V., Marino, A., Pugliesi, I., Barresi, E., Nesi, G., Rapposelli, S.,
Taliani, S., Da Settimo, F., Breschi, M. C., Calderone, V. 2013. Arylthioamides as H2S
donors: L-cysteine-activated releasing properties and vascular effects in vitro and in vivo.
ACS Medicinal Chemistry Letters 4. 904 — 908.

Martinez-Saenz, A., Recio, P., Orensanz, L. M., Fernandes, V. S., Martinez, M. P.,
Bustamante, S., Carballidod, J., Garcia-Sacristana, A., Prieto, D., Hernandeza, M. 2011. Role
of calcitonin gene-related peptide in inhibitory neurotransmission to the pig bladder neck. The
Journal of Urology 186. 728 — 735.

Mikami, Y., Shibuya, N., Kimura, Y., Nagahara, N., Yamada, M., Kimura, H. 2011.
Hydrogen sulfide protects the retina from light-induced degeneration by the modulation of
Ca?* influx. The Journal of Biological Chemistry 286. 39379 — 39386.

Milner, J. A. 2001. Mechanisms by which garlic and allyl sulfur compounds suppress
carcinogen bioactivation. Garlic and carcinogenesis. Advances in Experimental Medicine and
Biology 492. 69 — 81.

Minamishima, S., Bougaki, M., Sips, P. Y., Yu, J. D., Minamishima, Y. A., Elrod, J. W.,
Lefer, D. J., Bloch, K. D., Ichinose, F. 2009. Hydrogen sulfide improves survival after cardiac
arrest and cardiopulmonary resuscitation via a nitric oxide synthase 3-dependent mechanism
in mice. Circulation 120. 888 — 896.

Mitsuhashi, H., lkeuchi, H., Nojima, Y. 2001. Is sulfite an antiatherogenic compound in
wine? Clinical Chemistry 47. 1872 — 1873.

Mitsuhashi, H., Yamashita, S., Ikeuchi, H., Kuroiwa, T., Kaneko, Y., Hiromura, K., Ueki, K.

2005. Oxidative stressdependent conversion of hydrogen sulfide to sulfite by activated
neutrophils. Shock 24. 529 — 534.

52



Modis, K., Coletta, C., Erdélyi, K., Papapetropoulos, A., Szabo, C. 2013a. Intramitochondrial
hydrogen sulfide production by 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase maintains mitochondrial
electron flow and supports cellular bioenergetics. FASEB Journal 27 (2). 601 — 611.

Modis, K., Panopoulos, P., Coletta, C., Papapetropoulos,A., Szabo, C. 2013b. Hydrogen
sulfide-mediated stimulation of mitochondrial electron transport involves inhibiton of the
mitochondrial phospodiesterase 2A, elevation of cAMP and activation of protein kinase.
Biochemical Pharmacology 86 (9). 1311 — 13109.

Munaron, L., Avanzato, D., Moccia, F., Mancardi, D. 2013. Hydrogen sulfide as a regulator
of calcium channels. Cell Calcium 53 (2). 77 — 84.

Nagahara, N., Ito, T., Kitamura, H., Nishino, T. 1998. Tissue and subcellular distribution of
mercaptopyruvate sulfurtransferase in the rat: confocal laser fluorescence and
immunoelectron microscopic studies combined with biochemical analysis. Histochemistry
and Cell Biology 110. 243 — 250

Nagao, M., Duenes, J. A., Sarr, M. G. 2012. Role of hydrogen sulfide as a gasotransmitter in
modulating contractile activity of circular muscle of rat jejunum. Journal of Gastrointestinal
Surgery 16. 334 — 343.

Nagao, M., Linden, D. R., Duenes, J. A., Sarr, M. G. 2011. Mechanisms of action of the
gasotransmitter hydrogen sulfide in modulating contractile activity of longitudinal muscle of

rat ileum. Journal of Gastrointestinal Surgery 15. 12 — 22.

Nicholls, P., Kim, J. K. 1982. Sulphide as an inhibitor and electron donor for the cytochrome
c oxidase system. Canadian Journal of Biochemistry 60 (6). 613 — 623.

Ogasawara, Y., Isoda, S., Tanabe, S. 1994. Tissue and subcellular distribution of bound and
acid-labile sulfur, and the enzymic capacity for sulfide production in the rat. Biological and
Pharmacological Bulletin 17. 1535-1542.

Olas., B. 2015. Hydrogen sulfide in signaling pathways. Clinica Chimica Acta 439. 212 —
218.

53



Olson, K. R. 2015. Hydrogen sulfide as an oxygen sensor. Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine 51 (3). 623 — 632.

Osipov, R. M., Robich, M. P., Feng, J., Chan, V., Clements, R. T., Deyo, R. J., 2010. Effects
of hydrogen sulfide on myocardial protection in the setting of cardioplegia and

cardiopulmonary bypass. Interactive Cardiovascular and Thoracic Surgery 10. 506 — 512.

Ozturk, T., Ertas, E., Mert, O. 2007. Use of Lawesson's reagent in organic syntheses.
Chemical Reviews 107. 5210 — 5278.

Pan, J., Devarie-Baez, N. O., Xian, M. 2011. Facile amide formation via S-nitrosothioacids.
Organic Letters 13. 1092 — 1094.

Powolny, A. A., Singh, S. V. 2008. Multitargeted prevention and therapy of cancer by diallyl
trisulfide and related Allium vegetable-derived organosulfur compounds. Cancer Letters 269.
305 — 314.

Predmore, B. L., Lefer, D. J.,, Gojon, G. 2012. Hydrogen sulfide in biochemistry and
medicine. Antioxidants & Redox Signaling 17. 119 — 140.

Qu, K., Chen, C. P. L. H., Halliwell, B., Moore, P. K., Wong, P. T. H. 2006. Hydrogen sulfide

is a mediator of cerebral ischemic damage. Stroke 37. 889 — 893.

Rahman, K. 2001. Historical perspective on garlic and cardiovascular disease. The Journal of
Nutrition 131. 977 — 979.

Ramasamy, S., Singh, S., Taniere, P., Langman, M. J., Eggo, M. C. 2006. Sulfide-detoxifying
enzymes in the human colon and decreased in cancer and upregulated in differentiation.
American Journal of Physiology. Gastrointestinal and Liver Physiology 291 (2). G288 —
G296.

54



Ren, C., Du, A., Li, D, Sui, J., Mayhan, W. G., Zhao, H. 2010. Dynamic change of hydrogen
sulfide during global cerebral ischemia-reperfusion and its effect in rats. Brain Research 1345.
197 — 205.

Rose, P., Moore, P. K., Ming, S. H., Nam, O. C., Armstrong, J. S., Whiteman, M. 2005.
Hydrogen sulfide protectscoloncancercellsfromchemopreventative agent [-phenylethyl

isothiocyanateinducedapoptosis. World Journal of Gastroenterology 11. 3990 — 3997.

Schicho, R., Krueger, D., Zeller, F., Von Weyhern, C. W., Frieling, T., Kimura, H., Ischii, I.,
De Giorgio, R., Campi, B., Schemann, M. 2006. Hydrogen sulfide is a novel prosecretory

neuromodulator in the Guinea-pig and human colon. Gastroenterology 131 (5). 1542 — 1552.

Schnitzer, T. J., Burmester, G. R., Mysler, E., Hochberg, M. C., Doherty, M., Ehrsam, E.,
Gitton, X., Krammer, G., Mellein, B., Matchaba, P., Gimona, A., Hawkey, C. J. TARGET
Study Group. 2004. Comparison of lumiracoxib with naproxen and ibuprofen in the
therapeutic arthritis research and gastrointestinal event trial (TARGET), reduction in ulcer

complications:randomised controlled trial. Lancet 364. 665 — 674.

Schumann, U., Subramani, S. 2008. Special delivery from mitochondria to peroxisomes.
2008. Trends in Cell Biology 18 (6). 253 — 256.

Shibuya, N., Koike, S., Tanaka, M., Ishigami-Yusa, M., Kimura, Y., Ogasawara, Y., Fukui,
K., Nagahara, N., Kimura, H. 2013. A novel pathway for the production od hydrogen sulfide

from D-cysteine in mammalian cells. Nature Communications 4. 1366.

Singh, G., Fort, J. G., Goldstein, J. L., Levy, R. A., Hanrahan, P. S., Bello, A. E., Andrade-
Ortega, L., Wallemark, C., Agrawal, N. M., Eisen, G. M., Stenson, W. F., Triadafilopoulos,
G., SUCCESS-I Investigators. 2006. Celecoxib versus naproxen and diclofenac in
osteoarthritis patients: SUCCESS-Istudy. The American Journal of Medicine 119. 255 — 266.

Sivakumaran, V., Stanley, B. A., Tocchetti, C. G., Ballin, J. D., Caceres, V., Zhou, L., Keceli,

G., Rainer, P. P., Lee, D. I., Huke, S., Ziolo, M. T., Kranias, E. G., Toscano, J. P., Wilson, G.
M., O'Rourke, B., Kass, D. A., Mahaney, J. E., Paolocci, N. 2013. HNO enhances SERCA2a

55



activity and cardiomyocyte function by promoting redox-dependent phospholamban
oligomerization. Antioxidants & Redox Signaling 19 (11). 1185 — 1197.

Snijder, P. M., de Boer, R. A., Bos, E. M., van den Born, J. C., Ruifrok, W-P., T., Vreeswijk-
Baudoin, 1., van Dijk, M., Hillebrands, J-L., Leuvenink, H., G., D., van Goor, H. 2013.
Gaseous hydrogen sulfide protects against myocardial ischemia-reperfusion injury in mice
partially independent from hypometabolism. PLoS ONE 8. e63291.

Sparatore, A., Santus, G., Giustarini, D., Rossi, R., Del Soldato, P. 2011. Therapeutic
potential of new hydrogen sulfide-releasing hybrids. Expert Review of Clinical Pharmacology
4,109 - 121.

Srilatha, B., Adaikan, P. G., Li, L., Moore, P. K.. 2007. Hydrogen sulphide: a novel
endogenous gasotransmitter facilitates erectile function. The Journal of Sexual Medicine 4
(5). 1304 — 1311.

Stipanuk, M. H. 2004. Sulfur amino acid metabolism: pathways for production and removal
of homocysteine and cysteine. Annual Reiew of Nutrition 24. 539 — 577.

Szabo, C., Coletta, C., Chao, C., Mddis, K., Szczesny, B., Papapetropoulos, A., Hellmich, M.
R. 2013. Tumor-derived hydrogen sulfide, produced by cystathionine-p-synthase, stimulates
bioenergetics, cell proliferation, and angiogenesis in colon cancer. Proceedings of the
National Academy of Sciences USA. 110(30). 12474 — 12479.

Szabo, G., Veres, G., Radovits, T., Ger6, D., Madis, K., Miesel-Groschel, C., Horkay, F.,
Karck, M., Szabg, C. 2011. Cardioprotective effects of hydrogen sulfide. Nitric Oxide 25. 201
- 210.

Tang, G., Wu, I, Liang, W., & Wang, R. 2005. Direct stimulation of Kate channels by

exogenous and endogenous hydrogen sulphide in vascular smooth muscle cells. Molecular
Pharmacology 68 (6). 1757 — 1764

56



Teague, B., Asiedu, S., Moore, P. K. 2002. The smooth muscle relaxant effect of hydrogen
sulphide in vitro: evidence for a physiological role to control intestinal contractility. British
Journal of Pharmacology 137 (2). 139 — 145.

Teng, H., Wu, B., Zhao, K., Yang, G., Wu, L., Wang, R. 2013. Oxygen-sensitive mitochodrial
accumulation of cystathionine-synthase mediated by Lon protease. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the USA 110 (31). 12679 — 12684.

Tripatara, P., Patel, N. S. A, Collino, M., Gallicchio, M., Kieswich, J., Castiglia, S., Benetti,
E., Stewart, K. N., Brown, P. A., Yaqoob, M. M., Fantozzi, R., Thiemermann, C. 2008.
Generation of endogenous hydrogen sulfide by cystathionine gamma-lyase limits renal

ischemia/reperfusion injury and dysfunction. Laboratory Investigation 88. 1038 — 1048.

Ubuka, T., Yuasa, S., Ishimoto, Y., Shimomura, M. 1977. Desulfuration of L-cysteine
through transamination and transsulfuration in rat liver. Physiological Chemistry and Physics
9. 241 - 246.

Veeranki, S., Tyagi, S. C. 2013. Defective homocysteine metabolism: potential implications
for skeletal muscle malfunction, International Journal of Molecular Sciences14. 15074 —

15091.

Veeranki S., Tyagi, S. C. 2015. Role of hydrogen sulfide in skeletal muscle biology and
metabolism. Nitric Oxide 46. 66 — 71.

Wallace, J. L. 2007. Hydrogensulfide-releasing anti-inflammatory drugs. Trends in

Pharmacological Sciences 28. 501 — 505.

Wang, M., Guo, Z., Wang, S. 2014. Regulation of cystathionine y-lyase in mammalian cells

by hypoxia. Biochemical Genetics 52. 29-37

Wang, R. 2012. Physiological implications of hydrogen sulfide: a whiff exploration that
blossomed. Physiological Reviews 92. 791 — 896.

57



Whiteman, M., Armstrong, J. S., Chu, S. H., Jia-Ling, S., Wong, B. S., Cheung, N. S.,
Halliwell, B. 2004. The novel neuromodulator hydrogen sulfide: an endogenous peroxynitrite

‘scavenger’? Journal of Neurochemistry 90, 765 — 768.

Whiteman, M., Cheung, N. S., Zhu, Y. Z., Chu, S. H., Siau, J. L., Wong, B. S., Armstrong, J.
S. 2005. Hydrogen sulphide: a novel inhibitor of hypochlorous acid-mediated oxidative
damage in the brain? Biochemical and Biophysical Research Communications 326. 794 —
798.

Whiteman, M., Li, L., Kostetski, I., Chu, S. H., Siau, J. L., Bhatia, M., Moore, P. K. 2006.
Evidence for the formation of a novel nitrosothiol from the gaseous mediators nitric oxide and

hydrogen sulphide. Biochemical and Biophysical Research Communications 343. 303 — 310.

Wu, L., Wang, R. 2005. Carbon monoxide: endogenous production, physiological functions,

and pharmacological applications. Pharmacological Reviews 57. 585 — 630.

Xu, Z., Prathapasinghe, G., Wu, N., Hwang, S-Y., Siow, Y. L., O, K. 2009. Ischemia-
reperfusion reduces cystathionine-beta-synthase-mediated hydrogen sulfide generation in the
kidney. American Journal of Physiology. Renal Physiology 297. F27 — F35.

Yanfei, W., Lin, S., Junbao, D., Chaoshu, T. 2006. Impact of Larginine on hydrogen
sulfide/cystathionine-y-lyase pathway in rats with high blood flow-induced pulmonary

hypertension. Biochemical and Biophysical Research Communications 345. 851 — 857.

Yang, G., Wu, L., Jiang, B., Yang, W., Qi, J., Cao, K., Meng, Q., Mustafa, A. K., Mu, W.,
Zhang, S., Snyder, S. H., Wang, R. 2008. H>S as a physiologic vasorelaxant: hypertension in
mice with deletion of cystathionine y-lyase. Science 322. 587 — 590.

Yang, W., Yang, G., Jia, X., Wu, L., Wang, R. 2005. Activation of Katp channels by H3S in

rat insulin-secreting cells and the underlying mechanisms. The Journal of Physiology 569 (Pt
2). 519 — 531.

58



Yong, Q. C., Hu, L. F.,, Wang, S., Huang, D., Bian, J. S. 2010. Hydrogen sulfide interacts
with nitric oxide in the heart: possible involvement of nitroxyl. Cardiovascular Research 88
(3). 482 —491.

Yusuf, M., Kwong Huat, B. T., Hsu, A., Whiteman, M., Bhatia, M., Moore, P. K. 2005.
Streptozotocin-induced diabetes in the rat is associated with enhanced tissue hydrogen sulfide
biosynthesis. Biochemical and Biophysical Research Communications 333 (4). 1146 — 1152,

Zhang, H., Hegde, A., Ng, S. W., Adhikari, S., Moochhala, S. M., Bhatia, M. 2007a.
Hydrogen sulfide up-regulates substance P in polymicrobial sepsis-associated lung injury.
The Journal of Immunology 179. 4153 — 4160.

Zhang, H., Zhi, L., Moochhala, S. M., Moore, P, K., Bhatia, M. 2007b. Endogenous hydrogen
sulfide regulates leukocyte trafficking in cecal ligation and puncture-induced sepsis. Journal
of Leukocyte Biology 82. 894 — 905.

Zhao, W., Zhang, J., Lu, Y., Wang, R. 2001. The vasorelaxant effect of H,S as a novel
endogenous gaseous Katp channel opener. The EMBO Journal 20 (21). 6008 — 6016.

Zhao, Y., Wang, H., Xian, M. 2011. Cysteine-activated hydrogen sulfide (H.S) donors.
Journal of the American Chemical Society 133. 15 — 17.

Zheng, Y., Ji, X, Ji, K., Wang, B. 2015. Hydrogen sulfide prodrugs — a review. Acta
Pharmaceutica Sinica B 5 (5). 367 — 377.

Zhi, L., Ang, A. D., Zhang, H., Moore, P. K., Bhatia, M. 2007. Hydrogen sulfide induces the
synthesis of proinflammatory cytokines in human monocyte cell line U937 via the ERK-NF-
kB pathway. Journal of Leukocyte Biology 81. 1322 — 1332.

Zhou, Z., von Wantoch Rekowski, M., Coletta, C., Szabo, C., Bucci, M., Cirino, G.,

Topouzis, S., Papapetropoulos, A., Giannis, A. 2012. Thioglycine and L-thiovaline:
biologically active H>S donors. Bioorganic & Medicinal Chemistry 20. 2675 — 2678.

59



Zhu, J. X. G., Kalbfleisch, M., Yang, Y. X,, Bihari, R., Lobb, I., Davison, M., Mok, A.,
Cepinskas, G., Lawendy, A. R., Sener, A. 2012. Detrimental effects of prolonged warm renal
ischaemia-reperfusion injury are abrogated by supplemental hydrogen sulphide: an analysis

using real-time intravital microscopy and polymerase chain reaction. BJU International 110.
E1218 — E1227.

60



