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Streszczenie

Siarkowodor (H,S) jest bezbarwnym gazem o nieprzyjemnym zapachu. Zostat
uznany za trzecia obok tlenku azotu (NO) i tlenku wegla (CO) gazowa czasteczke
sygnalizacyjna. Dowiedziono, ze H,S syntetyzowany jest enzymatycznie w ko-
mérkach ssakow z L-cysteiny. Do tych proceséw niezbedne sg enzymy: y-liaza cy-
stationiny (CSE), B-syntaza cystationiny (CBS) oraz siarkotransferaza 3-merkapto-
pirogronianowa (3-MST). Stezenie H,S we krwi u ssakéw miesci sie w przedziale
30-100 uM. W mdzgu natomiast ilos¢ tego transmitera moze wynosi¢ nawet
150 pM. Endogenny H,S, jako czasteczka sygnatowa, moduluje ci$nienie krwi
i aktywnos¢ neuronalna, rozluznia miesnie gtadkie naczyn, hamuje sygnaliza-
cje insulinowa oraz ma wtasciwosci przeciwzapalne i antyapoptotyczne. Niepra-
widtowe stezenie tego biotiolu w organizmie cztowieka jest zwigzane z réznymi
chorobami, takimi jak choroby Alzheimera, zesp6t Downa czy przewlekta choro-
ba nerek. Niemniej jednak biologiczne role H,S nadal pozostaja w znacznej mie-
rze nieznane. Wykrywanie siarkowodoru w zywych komérkach to wciaz problem
i duze wyzwanie. Opracowano wiele metod detekgji siarkowodoru z wykorzysta-
niem réznych technik: elektrochemicznych, spektroskopii absorpcyjnej UV-vis
czy fluorescencyjnych. | wiasnie metoda oparta na fluorescencji, wykorzystuja-
ca prébniki fluorescencyjne, nabrata w ostatnich latach ogromnego znaczenia
ze wzgledu na wydajne wykrywanie H,S w czasie rzeczywistym. Wyrdznia sie
cztery gtéwne strategie zastosowane do detekg;ji siarkowodoru: 1) redukcja azyd-
kéw, 2) reakgje tiolizy, 3) reakcje wytracania siarczku miedzi (Il), 4) reakcje addycji.

Physiological importance of hydrogen sulfide and methods of its
detection in biological systems (Summary)

Hydrogen sulfide (H,S) is a gas with the characteristic smell of rotten eggs.
It has been recognized as the third gaseous signaling molecule besides nitric
oxide (NO) and carbon monoxide (CO). It has been proven that H,S is synthe-
sized enzymatically in mammalian cells from L-cysteine. These processes require



the following enzymes: cystathionine y-lyase (CSE), cystathionine -synthase
(CBS) and 3-mercaptopyruvate sulfur-transferase (3-MST). The concentration
of H,S in the blood of mammals is in the range of 30-100 uM. In the brain,
the concentration of this transmitter can be as high as 150 uM. Endogenous
H,S, as a signal molecule, modulates blood pressure and neuronal activi-
ty, relaxes vascular smooth muscle, inhibits insulin signaling, and possesses
anti-inflammatory and anti-apoptotic properties. The abnormal concentration
of this biothiol in the human body is associated with various diseases, such
as Alzheimer’s disease, Down'’s syndrome and chronic kidney disease. None-
theless, the biological roles of H,S still remain largely unknown. The detection
of H,S in living cells is still a problem and a big challenge. Many methods for
detecting hydrogen sulfide have been developed using various techniques,
including electrochemical assay, absorption spectroscopy UV-vis and fluores-
cence assay. The fluorescence-based method using fluorescent probes has be-
come of great importance in recent years due to the efficient detection of H,S
in real-time. Four main strategies used in probe development for H,S detec-
tion include 1) azide reduction, 2) thiolysis reactions, 3) precipitation of copper
sulfide (CuS), and 4) addition reactions.

Siarkowodér (H,S) jest najprostszym zwigzkiem siarki i wodoru. Ten bezbarwny,
rozpuszczalny w wodzie palny gaz charakteryzuje sie tatwo wyczuwalnym, nieprzy-
jemnym zapachem zgnitych jaj (Cao i in. 2019: 1-3). Zwiazek ten zachowuje sie jak
staby kwas (pKa = 6,9) i dysocjuje w srodowisku wodnym dwustopniowo, dajac jony
H,0", HS~, a w kolejnym etapie dodatkowo jony S?~. W warunkach fizjologicznych,
tj. w wodnych roztworach przy pH ok. 7,4, az 1/3 siarkowodoru pozostaje niezdyso-
cjowana, a 2/3 dysocjuje przede wszystkim na jony HS~i niewielka ilo$¢ S?=. Aniony
siarczkowe powstajg dopiero przy wyzszym pH, wiec w konsekwencji w warunkach
in vivo nie obserwuje sie znacznych ilosci tego jonu (Zivanovic i Filipovic 2016: 12-15).

Siarkowodér charakteryzuje sie dosy¢ dtugim okresem péttrwania, rzedu kilku minut.
Wchtania sie do organizmu przez drogi oddechowe oraz w mniejszym stopniu przez
skére. Metabolizowany jest gtéwnie w mitochondrium, gdzie nastepuje utlenianie
siarkowodoru do tiosiarczanu, ktéry juz w tej postaci jest wydalany wraz z moczem.
Rozktad siarkowodoru moze réwniez zachodzi¢ w cytoplazmie, gdzie wskutek pro-
cesu metylacji, w obecnosci S-metylotransferazy tiolowej, powstaje siarczek dimetylu,
ktory usuwany jest z organizmu (Lowicka i Bettowski 2007: 4-24).

Efekty toksyczne siarkowodoru sg uzaleznione od stezenia i dotyczg uktadu ner-
wowego oraz krgzeniowo-oddechowego. Osoby narazone na niewielkie dawki H,S
mogg odczuwac lekkie béle gtowy czy nudnosci. Po przekroczeniu najwyzszego
dopuszczalnego stezenia (NDS) gaz ten dziata draznigco na spojoéwki oraz btony $lu-
zowe. Wysokie stezenie siarkowodoru w powietrzu (powyzej 1000 mg/m?3) powoduje
utrate przytomnosci, a po kilku minutach moze doprowadzi¢ do zgonu na skutek



uduszenia (Kotarba i in. 2017: 9-34). Do $mierci dochodzi poprzez blokowanie aktyw-
nosci enzymoéw oddechowych, gtéwnie oksydazy cytochromowej w mitochondriach
oraz wskutek uszkodzenia osrodka oddechowego w mézgu. Zaburzone oddychanie
komorkowe przyczynia sie do nieprawidtowego rytmu pracy serca. H,S nie ma powi-
nowactwa do hemoglobiny tak jak tlenek wegla (CO), ale taczy sie zmethemoglobing,
co skutkuje powstawaniem sulfhemoglobiny. Taki proces doprowadza do niedo-
boru tlenu zaréwno w tkankach, jak i komérkach. To co jest niebezpieczne podczas
przebywania w miejscach narazonych na wdychanie siarkowodoru to tak zwane
zjawisko zmeczenia wechu (ang. olfactory fatigue), czyli tymczasowa niezdolnos¢
do rozréznienia zapachu H,S po dtuzszej ekspozycji. Prég wyczuwalnosci tego gazu
jest niski i wynosi 0,0007 mg/m?3, a powyzej stezenia 100 mg/m?3 odczuwanie moze
by¢ nieadekwatne do jego realnego poziomu. Co wiecej, szybko przyzwyczajamy
sie do jego zapachu, przez co zwieksza sie nasza tolerancja na ten gaz. W zwigzku
z silnym dziataniem neurotoksycznym podczas kazdej pracy z siarkowodorem nalezy
zwrdcic szczegdlnag uwage na odpowiednia wentylacje pomieszczen oraz szczelnosc
aparatury (Tadeusiewicz i Olas 2014: 125-135).

Nalezy jednak pamieta¢, ze siarkowoddr powszechnie wystepuje w zywych organi-
zmach. Obecnos¢ tego zwiazku po raz pierwszy wykryto w moézgu w 1989 roku, a po
kilku latach zasugerowano, ze czasteczka ta moze byc¢ istotna dla cztowieka, petnigc
funkcje przekaznika nerwowego. W niskich stezeniach wywiera korzystny efekt na
uktad nerwowy, krazeniowy, pokarmowy (Zhang i in. 2017: 113-119).

Obecne badania wskazujg, ze H,S wytwarzany jest w organizmach zywych szlakami
enzymatycznymi i nieenzymatycznymi (rys. 1). Co najmniej trzy enzymy sa odpowie-
dzialne za powstawanie siarkowodoru w komérkach ssakéw, w tym dwa cytozolowe
enzymy zalezne od pirydoksalo-5-fosforanu (potocznie zwanego witaming B,). Mowa
tutaj o B-syntazie cystationinowej (CBS) oraz o y-liazie cystationinowej (CSE). Trze-
cim enzymem bioragcym udziat w tworzeniu siarkowodoru jest transferaza siarkowa
3-merkaptopirogronianu (3-MST lub MPST). Wszystkie te biokatalizatory wykorzystuja
najprostszy aminokwas siarkowy: L-cysteine jako substrat do wytwarzania H,S (Xin
iin.2022: 121007).

CBS katalizuje reakcje wymiany, w ktérej cysteina, reagujac z seryng, wytwarza
cystationine i H,S, a nastepnie enzym CSE rozszczepia wigzanie C-S w cystationinie,
dostarczajac cysteine, amoniak oraz a-ketomaslan jako produkty uboczne. Druga
droga syntezy opiera sie na utworzeniu cystyny, czyli aminokwasu, ktéry jest dime-
rem powstatym wskutek pofaczenia dwdch molekut cysteiny mostkiem disiarczko-
wym. CSE w dalszym etapie przeksztatca nowo utworzony aminokwas w tiocyste-
ine oraz pirogronian. Szlak ten korczy sie na rozktadzie tiocysteiny z uwolnieniem
siarkowodoru. W ostatnim szlaku enzymatycznym L-cysteina musi najpierw zosta¢



przeksztatcona w 3-merkaptopirogronian (3MP) przez transferaze cysteinowg (CAT)
w obecnosci a-ketoglutaranu, ktory jest akceptorem grupy aminowej. Nastepnie
enzym 3-MST przenosi atom siarki z 3MP, co prowadzi do powstawania tiosiarczanu.
H,S jest uwalniany w obecnosci czynnika redukujacego, takiego jak glutation. Warto
nadmieni¢, ze 3-MST dziata wydajniej przy bardzo wysokim pH. W warunkach fizjo-
logicznych udziat tego enzymu w endogennej produkgji H,S jest znikomy w poréw-
naniu z CBS i CSE (Liu i in. 2016: 8108549).

0]

HO' SH o
NH;
: HO SH
Cysteina

NH,
- lutlenianie Homocysteina
o cBS| o "
I I§ OH
HS OH Ho S,s\)\rop-q HOJS/\SW . HZS
NH, o) NH, o)

3-merkaptopirogronian Cystationina

Cystyna
o ysty
OH
s NH; +/uﬁf CsE cse\
[e]
HS i SH H)OK(\HJ, i OH + NH

HO s~ O S 3
NH, NH, 0

nadsiarczek cysteiny Cysteina ketomaslan
H,S

Zrédto: (Zhao, Biggs, Xian 2014: 11778-11805).

Oprocz szlakéw syntezy enzymatycznej endogenna produkcja H,S moze réwniez
zachodzi¢ w innych, mniej poznanych procesach nieenzymatycznych. Nieenzyma-
tyczna produkcja H,S odbywa sie poprzez glukoze, glutation, nieorganiczne i orga-
niczne polisiarczki oraz siarke elementarng. H,S moze by¢ generowany z glukozy
poprzez glikolize lub z fosfoglukonianu poprzez oksydaze NADPH. Glukoza reaguje
z metioning, homocysteing lub cysteing, tworzac gazowe zwigzki siarki — metanotiol
i siarkowodor. H,S jest rowniez produkowany poprzez bezposrednig redukcje glu-
tationu i siarki elementarnej. Redukgja siarki do H,S odbywa sie za posrednictwem
redukcji rownowaznikéw szlaku utleniania glukozy, takich jak NADH lub NADPH (Sun
iin.2021: 127-135).



Prawidtowe stezenie siarkowodoru w organizmie rézni sie w zaleznosci od analizo-
wanej tkanki, uktadu i narzadu. Z przeprowadzonych badan wynika, ze najwyzsze
fizjologiczne stezenie wynosi ok. 150 uM w miejscach jego wytwarzania, tj. w mézgu,
nerkach, watrobie. Natomiast w pozostatych miejscach oraz osoczu stezenie tego
gazu powinno by¢ nizsze i oscylowac w granicach 50 uM. Wiedza na temat biologicz-
nej roli endogennego H,S stale sie poszerza. Wiele doniesien literaturowych wskazuje,
ze H,S wywotuje efekty fizjologiczne w szerokim zakresie stezerr od 10 do 300 uM
(Brodek i Olas 2016: 820-829). Obok tlenku wegla (Il) (CO) oraz tlenku azotu (Il) (NO)
siarkowodér nalezy do gazotransmiteréw, czyli czasteczek, ktére dzieki wtasciwo-
$ciom lipofilowym potrafig dyfundowac przez btony komoérkowe bez dodatkowych
transporteréw. Oznacza to, ze molekuta ta reguluje szereg proceséw biochemicznych
zachodzacych w komérkach (Ou i in. 2021: 118886).

Liczne badania przeprowadzone in vivo oraz in vitro dowodza, ze siarkowodor w ste-
zeniu fizjologicznym reguluje funkcje uktadu krazenia. Odgrywa on wazna role
w homeostatycznej regulacji cisnienia krwi. Siarkowodér powoduje bezposrednie
otwieranie kanatéw potasowych wrazliwych na adenozynotrifosforan (ATP), polep-
szajac przy tym przeptyw jondw, co skutkuje rozszerzeniem naczyn krwiono$nych
oraz obnizeniem cisnienia krwi (Zhao i in. 2021: 627336). Dzigki temu H,S jako modu-
lator chroni organizm przed zwiekszong czestotliwoscig skurczy miesni gtadkich
oraz zapobiega nadcisnieniu tetniczemu. Nalezy jednak pamieta¢, ze wtasciwosci
naczyniorozszerzajace zalezne sg nie tylko od samego stezenia siarkowodoru, ale
takze od ilosci obecnego w komérkach tlenku azotu (NO), ktéry usprawnia synteze
y-liazy cystationiny, a wiec i produkcje H,S (Szlezak i in. 2022: 130-138).

Siarkowoddér ma réwniez zdolnos¢ do hamowania aktywnosci nadtlenoazotynu
(ONOO"), czasteczki, ktéra powstaje w komdrkach w wyniku reakgcji tlenku azotu
z anionorodnikiem ponadtlenkowym. Nadtlenoazotyn powoduje utlenianie tioli,
zaburza proces transportu elektronéw w mitochondriach. W chorobach neurodege-
neracyjnych, takich jak choroba Alzheimera czy Parkinsona, obserwuje sie zwiekszona
aktywnos¢ tej reaktywnej formy azotu. Nitruje grupy fenolowe zawarte w czastecz-
kach tyrozyny i tryptofanu (Reynolds, Berry, Binder 2005: 1690-1700). Siarkowodor
W znaczacy sposob hamuje oddziatywanie ONOO~z tyrozynag, nie dopuszczajac przy
tym do powstawania nitrowych produktéw. Dodatkowo H,S wykazuje zdolno$¢ do
inhibicji innych reaktywnych form tlenu, azotu czy chloru (m.in. nadtlenku wodoru
czy HOCI) (Xiao i in. 2018: e13065).

Badania na organizmach modelowych wskazuja, ze suplementacja siarkowodorem
moze prowadzi¢ do stanu gtebokiego hipometabolizmu, czyli stanu zblizonego do
hibernacji. Po kilku godzinach przebywania w umiarkowanym stezeniu siarkowodoru
(okoto 80 ppm) zaobserwowano u ssakéw ogdlny spadek metabolizmu oraz spadek
temperatury ciata do okoto 15°C. Po usunieciu H,S ze $rodowiska stan badanych



zwierzat wracat do normy bez zaobserwowania zadnych zmian w zachowaniu czy
funkcjonowaniu. Sztuczne indukowanie stanu hibernacji moze znalez¢ wiele zasto-
sowan, miedzy innymi w celu regulowania hipotermii czy w celu regulowania nie-
wydolnosci narzadowej (Jensen i Fago 2021: 215764).

Aktywnos¢ enzymow wytwarzajacych siarkowodor jest widoczna takze w nerkach.
H,S petni kilka waznych funkgji biologicznych w tym narzadzie: dziata jako przeciw-
utleniacz, ma wtasciwosci cytoprotekcyjne, stymuluje procesy filtracyjne, aktywuje
wydalanie sodu i potasu z moczem oraz redukuje aktywnos¢ uktadu hormonalno-
-enzymatycznego: renina-angiotensyna-aldosteron (RAA), ktéry przyczynia sie do
powstawania patologicznych zmian w nerkach. Przewlekta choroba nerek wigze
sie z zaburzeniami metabolizmu siarkowodoru. Aktywno$¢ enzymow wytwarzaja-
cych H,S przy tym schorzeniu zmniejsza sie nawet o ok. 35%, a szybkos¢ wykorzy-
stania egzogennego H,S w nerkach moze wzrosng¢ nawet o 34% w poréwnaniu
z grupa kontrolna. Postepujaca utrata czynnosci nerek, w tym zaburzenia kanali-
kowe i ktebuszkowe, sg scisle skorelowane z zawartoscig H,S w nerkach (Koniukh
i in. 2020: 289-297). Doniesienia literaturowe wskazuja takze, ze siarkowodér, jak
i jego prekursor - L-cysteina wptywaja korzystnie na ukfad pokarmowy. Sg one waz-
nym czynnikiem gastroprotekcyjnym. Ochraniaja btone $luzowa zotadka, wykazujac
mechanizmy obronne i zapewniajg integralnos¢ tych bton (Shen i in. 2019: 88-92).

Jak wczesniej wspomniano, obecno$¢ H,S skutkuje aktywacja kanatéw potasowych
(Karp) w komorkach miesni gtadkich. Okazato sie takze, ze wptywa on dodatkowo
na inne typy komoérek, ktére maja funkcjonalne kanaty K,;,, na przyktad komérki 3
trzustki. W zaleznosci od stezenia siarkowoddr moze wykazywac cytoochronng badz
cytotoksyczna role w komaérkach 3 trzustki podczas rozwoju cukrzycy (Chen i in.
2021: 704620). We wczesnym etapie tej choroby nadekspresja enzymu CSE w trzu-
stce wywotana wysokim poziomem glukozy moze stuzy¢ jako mechanizm ochronny,
poniewaz moze neutralizowac stres oksydacyjny/nitrozowy oraz atak autoimmu-
nologiczny. Jednak powstajacy produkt uboczny tego procesu, H,S, prowadzi do
zahamowania wytwarzania insuliny poprzez aktywacje kanatéw potasowych, co
skutkuje wzrostem krazacej glukozy. Spekuluje sie, ze w miare nasilania tego cyklu
lokalne poziomy H,S moga osiaggnac stezenie progowe, przy ktérym moze zostac
wywotana odpowiedzZ cytotoksyczna. Ostatecznie powyzsze procesy beda prowa-
dzi¢ do postepujacej destrukeji (@apoptozy) komérek B, prowadzacej do hiperglikemii
(Szabo 2012: 68-80).

W ciagu ostatnich kilku lat opracowano wiele metod wykrywania H,S, od podsta-
wowych do bardziej ztozonych analitycznie technik, takich jak: wysokocisnieniowa
chromatografia cieczowa (HPLC), spektrofotometria, chromatografia gazowa (GC),
oznaczenia elektrochemiczne i metody polarograficzne, techniki fluorescencyjne



oraz sposoby wykorzystujace nanoczastki, ktére wykrywaja formy siarczkéw z réz-
nych niebiologicznych i biologicznych zrédet. Kazda z powyzszych metod ma liczne
wady i pewne ograniczenia (Liu i in. 2022: 101-105).

Wykrywanie kolorymetryczne bfekitu metylenowego (MB), czesto okreslanego jako
metoda ,putapki cynkowej”, jest jedna z najczesciej stosowanych technik wykrywa-
nia H,S. Ten test polega na wytworzeniu btekitu metylenowego w wyniku reakgji
N,N-dimetylo-fenylenodiaminy (DMPD) w kwasnym $rodowisku z jonami siarczko-
wymi zawartymi w prébce w obecnosci octanu cynku, a nastepnie zmierzeniu absor-
bancji za pomoca spektrofotometru przy dtugosci fali 670 nm. Metoda ta poczatkowo
miata na celu przede wszystkim pomiar pozioméw siarczkéw w probkach wodnych.
Na przestrzeni lat wprowadzono wiele modyfikacji w celu analizowania prébek nie-
biologicznych. Istnieje kilka probleméw zwiazanych z tg metoda, m.in. interferen-
cja z substancjami barwnymi powstatymi w wyniku reakgji siarczku z siarczanem
N,N-dimetylo-p-fenylenodiaminy w obecnosci utleniajacych jonéw Fe3*, oznaczanie
w silnie kwasnym srodowisku prowadzi do uwolnienia H,S z innych form siarczkéw,
ktére moga przyczyniac sie do btednych pomiaréw, brak wyraznego pasma absorpgji
przy 670 nm dla fizjologicznych stezen (Kolluru i in. 2013: 5-20).

Elektrody jonoselektywne specyficzne dla siarczkdw (ISE) sg rowniez uzywane do
wykrywania poziomoéw H,S w prébkach biologicznych, z zakresem wykrywania od
1 do 10 uM. Chociaz ta metoda jest tatwo dostepna i prosta w obstudze, réwniez ma
swoje wady w wykrywaniu biologicznego stezenia H,S. ISE mierzg forme S, ktéra
wymaga $rodowiska alkalicznego, aby sprzyja¢ rownowadze, co moze przyczyniaé
sie do btednych odczytéw (Brown, Hall, Schoenfisch 2019: 67-76).

Aby wykrywac H,S w ztozonych uktadach biologicznych z wieksza czutoscig i fatwo-
$cia, stosuje sie obecnie probniki fluorescencyjne. Jest to jedno z najbardziej wydaj-
nych narzedzi wykrywania ze wzgledu na niski koszt, wysoka kompatybilnos¢,
selektywnos¢ oraz mozliwos¢ detekcji w czasie rzeczywistym. Ogdlnie rzecz biorac,
matoczasteczkowe prébniki fluorescencyjne sktadaja sie z fluoroforu, tacznika i grupy
reaktywnej wrazliwej na siarkowodor. Istnieja dwa typy préobnikéw: opierajace sie na
pojawieniu sie sygnatu fluorescencyjnego (turn on) oraz bazujace na zaniku fluore-
scencji (turn off). Grupa reaktywna w czasteczce sondy stosowana jest jako akceptor
elektronéw w celu wygaszenia fluoroforu. Pewne ograniczenia, takie jak niska wydaj-
nos¢ kwantowa, staba fotostabilnos¢, rozpuszczalnos¢ w wodzie czy niezadawalajaca
czutos¢ wykrywania w warunkach biologicznych, powodujg, ze wiekszo$¢ barwnikéw
nie nadaje sie do projektowania wrazliwych sond na H,S. Do opracowania prébni-
kéw stosowanych do detekcji siarkowodoru najczesciej wybieranymi fluroforami sa
barwniki cyjaninowe, BODIPY, ksanteny oraz pochodne na bazie kumaryny (rys. 2)
(Jose i in. 2020: 3365-3391).

Barwniki cyjaninowe sa czesto stosowane jako fluorofory ze wzgledu na ich sto-
sunkowo niska mase czasteczkowa, wysokie wydajnosci kwantowe czy wysokie



wspotczynniki ekstynkcji molowej. Zwigzki te sktadajg sie z dwoch heterocykli zawie-
rajacych azot, z ktérych jeden jest natadowany dodatnio i przytgczony jest do dru-
giego fragmentu czasteczki poprzez sprzezony fancuch o nieparzystej liczbie ato-
moéw wegla. Wiekszos¢ barwnikéw cyjaninowych ma dwie struktury mezomeryczne,
ktére odpowiadajg za intensywnosc¢ koloru. W zaleznosci od liczby grup metinowych
(-CH=), dzielg sie one na barwniki cyjaninowe monometyny (Cy1), barwniki cyjani-
nowe trimetyny (Cy3), barwniki cyjaniny pentametiny (Cy5) lub barwniki cyjaniny
heptametyny (Cy7). Maksima absorpcji i emisji Cy5 i Cy7 znajduja sie w zakresie bliskiej
podczerwieni (NIR) i sa wykorzystywane w rozwoju prébnikéw do wykrywania H,S
(Jose iin. 2020: 3365-3391).

Pochodne kumaryny (benzo-a-pironu) posiadaja bardzo interesujace wiasciwosci
spektroskopowe, mianowicie posiadajg zdolnos¢ do emisji fluorescencji w zakresie
od ultrafioletu do zakresu widzialnego na skutek wzbudzenia czasteczki na wyzszy
poziom energetyczny. Dodatkowo charakteryzuja sie duzymi wspétczynnikami eks-
tynkcji molowej i dobrymi wydajnosciami kwantowymi. Podstawienie pierscienia
laktonowego w kumarynie ré6znymi ugrupowaniami wptywa w znaczacy sposéb na
zmiany jej whasciwosci spektroskopowych. Wprowadzenie grupy elektronodonorowe;j
w pozycji czwartej (C-4), széstej (C-6) lub siddmej (C-7) lub grupy elektronoakceptoro-
wej w pozycji trzeciej (C-3) powoduje przesuniecie pasma emisji w kierunku dtuzszych
fal w stosunku do ukfadu niepodstawionego benzo-a-pironu (Niu i in. 2016: 498-504).

Barwniki ksantenowe zawierajg w swojej strukturze rdzen ksantenowy jako chro-
mofor wraz z grupami aminowymi lub hydroksylowymi zlokalizowanymi w pozycji
meta wzgledem tlenu. Barwniki te posiadajg znakomite wtasciwosci spektroskopowe
i fotofizyczne. Charakteryzuja sie wysokimi wydajnosciami kwantowymi, waskimi
pasmami emisji, wysokimi molowymi wspoétczynnikami absorpcji oraz sg bardzo
dobrze rozpuszczalne w srodowisku wodnym. Fluoron, fluoresceina czy rodamina
to tylko niektére dobrze znane przyktady tych barwnikéw (Ma i in. 2017: 20160024).

Barwniki BODIPY sa z powodzeniem wykorzystywane do opracowania funkcjonal-
nych prébnikéw fluorescencyjnych ze wzgledu na stosunkowo wysokg fotostabilnos¢,
neutralny fadunek catkowity, wysoka wydajnos¢ kwantowa fluorescencji. Wprowa-
dzenie podstawnikéw w pozycji mezo lub w pozycji czwartej nie wptywa znaczaco
na wiasciwosci absorpcyjne i emisyjne czasteczki. Jednak obecnos¢ ugrupowan
w pozydji 2/6 lub 3/5 powoduje, ze barwniki emituja w obszarze bliskiej podczerwieni
NIR. Grupy hydrofilowe, takie jak sulfonowe, hydroksylowe, karboksylowe, obecne
w pozycji 2 lub 6, polepszaja rozpuszczalnos¢ w wodzie, co korzystnie wptywa na
ich wtasciwosci aplikacyjne w uktadach komorkowych (Ni i Wu 2014: 3774-3791).
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Zrédto: Opracowanie wiasne.

Detekcja H,S przy uzyciu prébnikéw fluorescencyjnych opiera sie na réznych mecha-
nizmach odpowiedzi fluorescencyjnej, w tym procesy oparte na: 1) redukcji elek-
tronowych grup (azydkowej, nitrowej, hydroksyaminowej) do odpowiednich amin,
2) rozerwaniu wigzan eterowych, estrowych, sulfoestrowych, 3) wytracaniu siarczkéw
jonami miedzi, 4) reakcjach addycji (Stowinski i in. 2021: 109765). Juz od ponad 10 lat
grupa azydkowa (-N,) jest najszerzej stosowang funkcyjng grupa do projektowa-
nia prébnikéw wykrywajacych H,S. Wykorzystywane w tym procesie wiasciwosci
siarkowodoru redukuja te wyciagajaca elektrony grupe do grupy aminowej (-NH,),
uzyskujac w ten sposdb zwigzki o odmiennych wiasciwosciach spektralnych (rys. 3)
(Zhou i in. 2022: 34-63).

H,S
Fluorofor-N, > Fluorofor-NH,

bufor fosforanowy
brak fluorescencji silnie fluoryzujgca czasteczka

Zrédto: Opracowanie wiasne.

Oproécz wiasciwosci redukcyjnych sam H,S posiada charakter nukleofilowy, znacznie
silniejszy niz inne tiole, co wynika z jego mniejszego rozmiaru czasteczkowego i niz-
szego pKa. Takie whasciwosci zapewniajg mozliwos¢ projektowania sond fluorescen-
cyjnych na podstawie specyficznej reakcji miedzy prébnikiem a H,S. W zaleznosci



od lokalizacji czesci elektrofilowej w czasteczce grupa tiolowa moze ulegac reakg;ji
addycji Michaela badz spontanicznej cyklizacji, co w obu przypadkach prowadzi do
zwiekszenia intensywnosci fluorescencji. Dodatkowo siarkowodér moze przyczyniac
sie do zerwania uktadu sprzezonego wystepujacego w sondach, powodujac zmiane
dtugosci fali emisyjnej. Kolejnym sposobem otrzymania prébnikéw typu turn on moze
by¢ usuniecie grupy elektronoakceptorowej, co prowadzi do odtworzenia fluoroforu
(rys. 4) (Yu, Han, Chen 2014: 12234).
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Zrédto: Opracowanie wiasne.

Wytracanie siarczku miedzi (I1) (CuS) jest klasyczng metoda jakosciowa wykrywania
siarczkéw. Ten sposéb zostat z powodzeniem zaadaptowany do wykrywania H,S.
Organiczne zwigzki chelatowe nie wykazuja fluorescencji. Dzieje sie to za sprawg
obecnej miedzi, ktérej whasciwosci paramagnetyczne sprawiaja, ze wykazuje
ona zdolnos¢ do przyjmowania elektronéw fluoroforu. Po usunieciu jonéw Cu?*
ze zwigzku kompleksowego obserwowane jest zjawisko fluorescencji i na drodze
reakcji uwalniany jest siarczek miedzi (rys. 5). Jony siarczkowe S~ maja silne powino-
wactwo do jonéw miedzi i na tej podstawie obecnos¢ H,S w medium zawierajgcym
roztwér prébnika przyczyni sie do wyeliminowania miedzi z kompleksu, a tym samym
do uzyskania zjawiska fluorescencji (Palanisamy i in. 2016: 445-447).
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Zrédto: Opracowanie wiasne.



Do oceny skutecznosci probnikéw fluorescencyjnych jako narzedzia do detekgji
siarkowodoru wykorzystuje sie réznorakie jego zrédta, powszechnie nazywanymi
donorami H,S. Najpopularniejszym sposobem generowania H,S do eksperymen-
téw chemicznych jest uzycie nieorganicznych soli sodowych, takich jak siarczek
sodu (Na,S) i wodorosiarczek sodu (NaHS). Stosowanie tych soli jest szeroko roz-
powszechnione w literaturze i niewatpliwie znacznie przyczynito sie do zrozumie-
nia ztozonych skutkéw biologicznych H,S. Najczesciej stosuje sie wodne roztwory
hydratéw NaHSxH,O lub Na,Sx9H,0. Sole te szybko wytwarzaja H,S (gwattownie
dysocjuja z wytworzeniem siarkowodoru w sposéb natychmiastowy i zalezny od
pH). Oznacza to, ze bardzo szybko zostanie wygenerowane ,szczytowe” stezenie H,S,
ktore po chwili gwattownie spadnie z powodu szybkiego ulatniania sie tego gazu
w warunkach laboratoryjnych. W zwigzku z powyzszym roztwory podstawowe tych
soli nalezy zawsze przygotowywac na $wiezo i uzywac natychmiast po sporzadzeniu
(Kashfi i Esmaili 2017: 105-142).

Okres pottrwania H,S generowanego z siarczkéw wynosi od 5 do 30 minut, w zalez-
nosci m.in. od temperatury czy jakosci wody uzytej do eksperymentéw (zawartos¢
metali w wodzie istotnie wptywa na koncowe stezenie siarkowodoru). Inny problem
pojawiajacy sie w przypadku soli siarczkowych dotyczy czesto nieznanego stopnia
czystosci. Zotte zabarwienie jest wymowng oznakg zanieczyszczen. Niektore z nich,
np. siarczany, moga by¢ biologicznie nieaktywne, podczas gdy inne, np. tiosiarczany
czy polisiarczki, maja swoje wtasne, odrebne dziatanie biologiczne. Fakt, ze sole siarcz-
kéw sa higroskopijne, wprowadza dodatkowe Zrédto btedu przy prébie obliczenia
doktadnego stezenia lub dawki H,S, ktére nalezy zastosowac do uktadu biologicz-
nego lub w badaniach eksperymentalnych (Szabo i Papapetropoulos 2017: 597-564).

Kilka lat temu zaobserwowano, ze tetratiomolibdenian amonu (TTM, (NH,),MoS,),
zwigzek klinicznie stosowany w leczeniu zatru¢ miedzig, dziata jak rozpuszczalny
w wodzie donor H,S, ktéry prawdopodobnie uwalnia go poprzez prosty proces
hydrolityczny, aczkolwiek ze stosunkowo dtugim, bo godzinnym okresem pottrwa-
nia. W kwasnych srodowiskach odnotowano wieksze ilosci powstajacego siarkowo-
doru. Dodatkowo TTM ma wiele réznych efektéw biologicznych, w tym hamowanie
proliferacji komoérek nowotworowych. Wptyw ugrupowania molibdenianowego na
uwalnianie H,S nadal nie zostat dokfadnie przebadany (Xu i inni 2016: 1585-1588).

Chociaz wspomniane wczes$niej nieorganiczne sole siarczkowe sa nadal wykorzysty-
wane w niektérych badaniach chemicznych, to nie stanowig one juz optymalnego
punktu wyjscia dla analiz farmakologicznych oraz biologicznych, ze wzgledu na
przytoczony juz powyzej problem krétkiego czasu péttrwania, niekontrolowanego
uwalniania siarkowodoru oraz nieprzyjemnego zapachu. Obecnie poszukuje sie
innych zwigzkoéw, ktdre potencjalnie mogtyby by¢ wykorzystywane jako nowe donory
H,S. Idealnie bytoby, aby rozwaZzana czasteczka charakteryzowata sie nastepujacymi



wiasciwosciami: 1) sam donor, jak i produkty uboczne powstajace podczas reakgji
nie moga by¢ toksyczne dla komérek, 2) doktadnie zbadany lub tatwo dostrajany
profil uwalniania H,S, ktory powinien by¢ zdecydowanie wolniejszy niz w przypadku
Na,S/NaHS, 3) byta dobrze rozpuszczalng czasteczka w srodowisku wodnym, 4) cha-
rakteryzowata sie wysoka czystoscia oraz jak najwyzsza stabilnoscig w réznych warun-
kach (Szabo i Papapetropoulos 2017: 597-564).

GYY4137 jest pierwszym organicznym zwiagzkiem zgtoszonym i scharakteryzowanym
jako wolno uwalniajagca siarkowodér czasteczka o wzglednie matej masie czastecz-
kowej. Jest pochodng odczynnika Lawessona, ktéra w swojej strukturze zawiera
dodatkowo ugrupowanie morfoliny (rys. 6). Zwigzek ten bardzo dobrze rozpuszcza
sie w wodzie (> 1 mg/ml przy pH = 7,4), uwalniajagc w wyniku hydrolizy siarkowodor
(Powell, Dillon, Matson 2018: 110-123). Generowanie H,S in vitro potwierdzono testami
kolorymetrycznymi i amperometrycznymi. W poréwnaniu z solami siarczkowymi
uwalnianie H,S z GYY4137 byto znacznie wolniejsze, a stezenie tego gazu osiggato
maksymalng wartos¢ w ciggu 6-10 minut, ale na bardzo niskim poziomie. Wedtug
przeprowadzanych badan 1 mM GYY4137 uwalnia 40 uM H,S w ciaggu pierwszych
10 minut, a kolejne 50 UM w ciaggu kolejnych 90 minut w kwasnym roztworze wod-
nym o pH 3,0. Uwalnianie siarkowodoru z GYY4137 jest zalezne od pH i temperatury,
z wiekszym powinowactwem do kwasnego pH i wyzszej temperatury. W warunkach
fizjologicznych (pH = 7,4) produkcja H,S z tego zwiazku utrzymywata sie na niskim
poziomie (ponizej 10%) nawet po 7 dniach (Lee i in. 2011: €21077).

W ostatnim czasie zgtoszono po raz pierwszy donory H,S aktywowane przez kon-
kretne biotiole. Takie zwiagzki miaty w kontrolowany sposéb generowac siarkowodér,
jak rowniez miaty by¢ stabilne po rozpuszczeniu w roztworach wodnych. Zwigzki
te byty pochodnymi tiolowymi (R-N-SH). Zauwazono, ze S-N wiazania s niesta-
bilne i tatwe do zerwania w okreslonych warunkach, wobec czego wprowadzono
dodatkowo reszte acylowa zabezpieczajaca grupe tiolowa (-SH) w celu zwiekszenia
stabilnosci. Zabezpieczone zwigzki okazaty sie stabilne w roztworach wodnych. Nie
reagowaty z potencjalnymi nukleofilami komérkowymi, takimi jak grupy ~OH i -NH,,.
W obecnosci cysteiny lub glutationu zaobserwowano rozktad donoréw w czasie,
ktéremu towarzyszyto uwalnianie H,S. Badania zaleznoséci miedzy struktura a aktyw-
noscig wykazaty, ze grupy elektronoakceptorowe (EWG) prowadzity do szybszego
uwalniania H,S, a grupy elektronodonorowe (EDG) skutkowaty wolniejszym uwalnia-
niem siarkowodoru, wykazujac w ten sposéb osiggniecie regulacji generowania tego
gazu poprzez modyfikacje strukturalne. Badania mechanizmu reakcji dowiodty, ze
powstawanie H,S jest inicjowane przez wymiane tiolowg miedzy cysteing a donorem
w celu wytworzenia S-acylowanej cysteiny, ktéra ulega dalszym reakcjom z uwolnie-
niem siarkowodoru (Zhao, Wang, Xian 2011: 15-17).

W celu opracowania donoréw H,S niezaleznych od tioli, a wrazliwych na swiatto
wykorzystano uktad gem-ditiolowy. Aby uzyska¢ stabilne donory oparte na gem-
-ditiolu, wprowadzono fotorozszczepialng grupe 2-nitrobenzylowa jako grupe



zabezpieczajacg -SH. Po napromieniowaniu tych zwigzkéw $Swiattem powstaja
posrednie produkty, ktére w wyniku hydrolizy uwalniajg siarkowodér (rys. 6). Testy
wykazaty, ze po naswietleniu odpowiedniego donora o stezeniu 200 mM Swia-
ttem o dtugosci fali 365 nm uzyskano ok. 36 mM H,S. Dla poréwnania nie wykryto
zadnych ilosci tego gazu, gdy prébka nie byta wystawiona na dziatanie swiatta, co
$wiadczy o wysokiej stabilnosci tych zwigzkéw w roztworach wodnych (Zhao i in.
2014: 4536-4539).

Oproécz syntetycznych donoréw H,S istniejg jego naturalne odpowiedniki, ktére
obficie wystepuja w niektérych warzywach, np. w czosnku pospolitym. Jak wiadomo,
roslina ta wykazuje wiele leczniczych wtasciwosci, takich jak: dziatanie antybakte-
ryjne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe. Swoje prozdrowotne funkcje zawdziecza
licznej obecnosci zwigzkéw zawierajacych siarke. Mowa tutaj o allinie, allicynie oraz
trisiarczku diallilu (DATS). Okazuje sie, ze wszystkie te wymienione czasteczki sg
jednoczesdnie substratami do wytwarzania H,S. Najwieksze znaczenie jako donor
ma DATS, ze wzgledu na generowanie duzych stezen siarkowodoru. Uwalnianie H,S
z DATS zalezy od jego reakgji z glutationem (GSH). Nukleofilowy atak GSH na centralny
atom siarki w czasteczce DATS moze prowadzi¢ do produkcji GSSSA z uwolnieniem
H,S (rys. 6) (Corvino i in. 2021: 429).
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Przez dtugi czas siarkowoddr uznawany byt wytacznie za silnie toksyczny zwia-
zek, negatywnie oddziatujacy na organizmy zywe. Badania ostatnich lat wykazaty
korzystny wptyw H,S w stezeniach fizjologicznych na funkcjonowanie zaréwno zwie-
rzat, jak i roslin. Potwierdzono takze, ze siarkowodor jest czasteczka sygnatows,
podobnga do dwéch znanych gazowych transmiteréw — tlenku azotu i tlenku wegla.
Z tego tez powodu tak wazne jest monitorowanie poziomu tej czasteczki w komér-
kach. Jednak ocena ilosciowa tego gazu to wcigz duze wyzwanie i przedmiot licznych
badan. Obecne metody detekgcji H,S nie sa w petni zadawalajace, charakteryzuja sie
licznymi ograniczeniami. Obiecujace s techniki wykorzystujace spektroskopie flu-
orescencyjng ze wzgledu na wysoka nieinwazyjnos¢ i czutos¢ metody oraz mozliwos¢
detekgji siarkowodoru zaréwno w prébkach biologicznych, jak i niebiologicznych.
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