/wigzki tiolowe w diagnostyce metabolicznej.

Zaktad Badan Przesiewowych i Diagnostyki Metabolicznej

Instytut Matki i Dziecka
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Slarka T r”/"‘: Siarka 0

* hiemetal

» Siarka wy_stepu'be na stopniach utlenia 2, 4 1 6, a liczba koordynacyjna
zmienia sie od 0 do 7.

« W temperaturze pokojowej jest to ciato state o jasnozotte] barwie, mato
reaktywne.

- W przKrodzie wystepuje w stanie wolnym, a takze w postaci mineratow
siarczkowych (Cu2S, FeS2) oraz siarczanowych (CaS04-2H20).

* Wigzanie C-S jest na tyle silne, by zwigzki byty trwate, lecz na tyle stabe,
by je selektywnie rozerwac w obecnosci silniejszego wigzania C-O. Atomy
siarki tworzg tez wigzania pomiedzy soba.

« Zwigzki posiadajgce wigzania S-S oraz S-halogen sg trwate i mozna je
wyodrebnic¢, w przeciwienstwie do zwigzkow z wigzaniem O-O oraz
zwigzkow O-halogenowych, ktore sg nietrwate i czesto wybuchowe.
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Obieg siarki w przyrodzie

Rosliny i liczne mikroorganizmy wykazujg zdolnos¢ redukcyjnej

Siarczany,

o ~ REDUKQA asymilacji siarczandw z powstawaniem aminokwaséow
endobiotykéw (rosliny, mikroorganizmy) . . . . . , .
siarkowych: metioniny i cysteiny, ktére nastepnie w
organizmach zwierzecych ulegaja tlenowej biodegradac;ji
ponownie do siarczanéw.
SO 2. cysteina ]
4 Metionina w komadrkach ssakdéw moze byc¢ zréodtem cysteiny,
[ bialka dlatego przy jej dostatecznej ilosci w diecie cysteina przestaje
metionina by¢ aminokwasem niezbednym.
UTLENIANIE -
(zwierzeta)
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Zwiqzki tiolowe R_ S
\

H

Tiole to zwigzki organicznie zawierajgce grupe -SH (merkaptanowa) zwigzang z atomem wegla.

Sg to zwigzki o wiekszej kwasowosci niz odpowiadajgce im pochodne tlenowe.
Tiole sg kwasami silniejszymi od wody, zatem reagujg z wodnymi roztworami wodorotlenkow

alkalicznych, w wyniku czego powstajg sole:

R-SH + NaOH — R-SNa + H20

Funkcje w organizmie:

« Utrzymujg prawidtowg funkcje i strukture biatek

« Kontrolujg aktywnos¢ czynnikéw transkrypcyjnych

* Regulujg aktywnos¢ enzymow

» Chronig przed stresem oksydacyjnym

« Zwigzki tiolowe mogg miec¢ postac niskoczgsteczkowg lub biatkowg
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Aminokwasy siarkowe to zwigzki organiczne, ktore zawierajg w swojej
budowie dwie grupy funkcyjne:

« grupe aminowg (NH2) — tzw. N-koniec

« grupe karboksylowg — tzw. C-koniec.

 Atom siarki w fancuchu bocznym (grupa tiolowa (-SH), grupa sulfonowg —
SO3H)

®
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Do aminokwasow siarkowych nalezy:

O

.. _S
* Metionina HsC OH

NH>

O
« Homocysteina HS\/%OH

NH,

: 0
* Cysteina

HS H
NH2

®
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Metionina 1 cysteina

e Z aminokwasow siarkowych, tylko metionina i cysteina s3 wbudowane
w biatka. Uwazane sg za gtdbwne aminokwasy zawierajgce siarke,
poniewaz sg to 2 z niezbednych 20 aminokwasow budujgcych biatek.
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METBOLIZM AMINOKWASOW SIARKOWYCH
OBEJMUJE TRZY GtOWNE SZLAKI:

DEMETYLACIE
* REMETYLACIE

* TRANSSULFURACIE
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Metionina

l

PE SAM
Dimetyloglicyna
{ tetrahydrofolian
@ 5,10-metylo THF
@\ 5-metylo THF
1 Betaina
PC SAH Kwas t
l Cholina
Homocysteina t
PC

1 — N-metylotransferaza fosfatydyloetanoloaminy;
2 - reduktaza 5,10-metylenotetrahydrofolianowa; 3 — syntaza metioninowa;
4 — metylotransferaza betaina-homocysteina
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metionina

THF

N5-metl'|3.rl
THF
MNH-

0
SH

M =N
. ¢ |l
ATP  PPP NH; M -r,:-’J
N A _':]\’_(k/\" 0O :
! qu
1
0 CH;

| S-adenozylometionina | HO OH

2 NH5

BKee

W
0 | adenozyna | HsO

homocysteina

seryna

]
H,O

W’\HL

| cystationina |
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F'rn::n mn;-.rl-i:uﬂ-.
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1 - Adenozylotransferaza metioniny

2 — Metylotransferaza

3 — Hydrolaza S- adenozylohomocysteiny
4 - Syntaza metioniny

5 - Beta - Syntaza cystationiny

6 - Gamma liaza cystationiny
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Metionina (Met)

* Metionina wystepuje w kazeinie mlekowej, biatku jaj, migsie, rybach, parmezanie. Poza tym zrodtem
met#om?y sg rowniez nasiona Inu, pestki dyni i stonecznika oraz warzywa: brukselka, brokuty, szpinak, groch
czy fasola.

* Nalezy do aminokwaséw egzogennych niezbednych dla cztowieka (nie moze by¢ syntetyzowany w organizmie
cztowieka i musi by¢ dostarczany z pozywieniem).

* Metionina tylko jeden kodon — kodowana jest przez tréjke AUG. Jest to kodon odczytywany przez rybosom
jako miejsce startu translacji. Metionina jest inicjujgcym aminokwasem w syntezie praktycznie wszystkich
iatek - wbudowywana jako pierwszy aminokwas wszystkich biatek, cho¢ zwykle jest usuwana w procesie
modyfikacji potranslacyjne;.

* Uczestniczy w:
* Reakcjach metylacji (S-adenozylometionina),
* Dostarcza grupy siarkowe do reakcji metabolicznych.
* Nie tworzy mostkow siarczkowych -S-S-, gdyz nie ma grup tiolowych -SH.
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Homocysteina

 Homocysteina ze wzgledu na obecnosc¢ wysoce reaktywnej grupy tiolowej bardzo
tatwo modyfikuje biatka osocza krwi (m.in. albumine oraz hemoglobine).

e Skutkiem tego procesu jest zmiana struktury i tym samym uposledzenie funkcji tych
waznych biologicznie biatek.

Homocysteina moze modyfikowac biatka na dwa sposoby.

1. S-homocysteinylacje — tworzenie wigzan diosiarczkowych z grupami tiolowymi
biatek. Skutkiem jest utrata lub znaczne uposledzenie funkcji biatek (albuminy,
hemoglobiny oraz y-globulin).

2. N-homocysteinylacje - tworzenie wigzan diosiarczkowych z grupami aminowymi
biatek
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Podwyzszony poziom
homocysteiny
jest czynnikiem ryzyka

chorob
sercowo-naczyniowych

Rozwoju nowatworéow
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Cysteina

Cysteina jest niezbedna do produkcji aminokwasu tauryny,

cysteina jest sktadnikiem przeciwutleniacza glutationu

odgrywa role w metabolizmie niezbednych substancji biochemicznych, takich jak koenzym A, heparyna i
biotyna

Cysteina w komorkach wystepuje na bardzo niskim poziomie, co jest mechanizmem obronnym przed jej

toksycznoscia, szczegdlnie niebezpieczng w stosunku do centralnego systemu nerwowego(CSN). Utrzymanie
fizjologicznie niskiego stezenia cysteiny w komadrkach jest regulowane reakcjami wbudowywania w biatka i w

peptydy, a takze poprzez tlenowe i beztlenowe przemiany

Cysteina w swej zredukowanej postaci jest tiolem wysoce toksycznym w stosunku do CSN,

* wywotuje spadek poziomu GSH i ATP w komodrkach i prowadzi do zmian neurodegeneracyjnych

e Cysteina powoduje uszkodzenia neuronalne poprzez roznego typu mechanizmy wywotujgce
neurotoksycznosc
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CYSTYNA

0 0 ° O
HO S—S §—OH
HS OH HS OH —
H,N

NH; NH, 2 NH,
Cysteina Cysteina Cystyna

v

A

Cysteina, ze wzgledu na swojg zdolnos¢ do tworzenia wigzan dwusiarczkowych, odgrywa
kluczowa role w strukturze biatka i sSciezkach fatdowania biatka.

W wyniku potaczenia dwdch czgsteczek cysteiny poprzez mostek dwusiarczkowy powstaje
cystyna (jest to wiec dimer).
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Cysteina

Wolne
rodniki

Koordynacyjne Modulacja miejsc Wzrost Uwalnianie
Wigzanie Zn redoksowych powinowactwa asparaginianu i
(-SH/-5-5-) antagonistycznego glutaminianu

Hamowanie
wychwytu
glutaminianu

l

Nadmierna aktywacja receptoréw N-metylo-D-asparaginianowych
(NMDA)

l

Smieré¢ neurondéw

ot
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Pula zwigzkdw z wysoce

reaktywna siarka sulfonowg

Przemiany
beztlenowe

BIAtKA < CYSTEINA - GLUTATION

|

Przemiany tlenowe

TAURYNA SIARCZANY
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Funkcje glutationu

* Glutation to jedyny peptyd, ktory nie jest syntetyzowany na matrycy mRNA.
e Glutation, ktory jest wytwarzany i rozktadany w cykl y-glutamylowym

e Gtownym miejscem jego syntezy jest watroba.

* Silny przeciwutleniacz

* Ochrona przed wolnymi rodnikami.

* Ochrona przed stresem oksydacyjnym.

* Uktad oksydo-redukcyjny chronigcy grupy —SH biatek przed utlenieniem.

e Ochrona komorki przed uszkodzeniem ze strony toksyn.

* |stotny dla metabolizmu ksenobiotykow

* Koenzym dla niektorych enzymow oksydo-redukcyjnych
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ADP

Aminokwas
Cykl y-glutamylowy
Glutation
syntetaza
y-glutamyl glutationu
transpeptydaza
Cysteinyloglicyna
I dipeptydaza
(cysteinyloglicy
iiaiza) Glicyna
y-glutamylocysteina
r
y-glutamyloaminokwas
Cyklotransferaza y- Cysteina

glutamylowa

-syntetaza
(GGCT) Ut/

glutamylocysteiny

Aminokwas

5-oksyprolina Glutaminian

5-oksoprolinaza
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Tauryna (kwas 2-aminoetylosulfonowy)

 Aminokwas biogenny (niebiatkowy)

* W przeciwienstwie do aminokwasow biatkowych nie ma kwasowej grupy
karboksylowej, lecz grupe sulfonowa.

* wystepuje powszechnie w tkankach zwierzecych, najwieksze stezenia
0siggajac w miesniach szkieletowych, sercu, mézgu oraz siatkdwce.

* Chociaz zwigzek ten moze byc¢ syntetyzowany w wyniku przemian innych
aminokwasow siarkowych — cysteiny i metioniny, to endogenne
wytwarzanie nie zaspokaja w petni potrzeb organizmu cztowieka i dlatego
konieczne jest dostarczanie tauryny z pokarmem.

e Szczegdlnie bogatym zrodtem tauryny sg produkty zwierzece, a zwtaszcza
ryby i owoce morza.
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Rola i funkcje tauryny

Tauryna znana jest jako czynnik troficzny w czasie rozwoju osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) oraz jako neuroprzekaznik i
neuromodulator. Chroni przed neurotoksycznoscig wywotang glutaminianem.

Tauryna zmniejsza obcigzenie serca dzieki zmniejszaniu oporéw naczyn obwodowych przez:
* obnizanie stezenia soli w organizmie oraz dziatanie diuretyczne,
* modulowanie skurczu obwodowych naczyn krwionosnych,
* dziatanie antagonistyczne wzgledem angiotensyny Il

Obnizenia pobudliwosci widkien miesniowych

Tauryna bierze udziat w regulacji gospodarki wodno-elektrolitowej organizmu.
moduluje przebieg reakcji zapalne;j.

Odpowiada za ochrone przed stresem oksydacyjnym

Jest waznym czynnikiem troficznym w siatkdwce, uktadzie nerwowym i nerkach.

Odgrywa role w regulacji metabolizmu glukozy (badania na szczurach wykazaty, ze tauryna powoduje zwiekszenie intensywnosci
glikolizy oraz wzmozone pobieranie i zuzywanie glukozy przez komorki watroby i serca

Stabilizuje btony komérkowe oraz regulu1je fosforylacje biatek. Wiele dziatan tauryny dokonuje sie na poziomie btony komérkowej,
gdzie jak sie uwaza, tauryna modyfikuje fosfolipidy, a tym samym — funkcje btony.

Uczestniczy w tworzeniu kwasoéw zotciowych
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Przemiany tlenowe cysteiny

0 02

HDJK/\SH e

L-cysteina

H,SO;
liaza
cysteinowa
H,S
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NH cysteinowa

CO,

O
O
) -, :
= HO Y S
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I ! H,N OH
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NH,

kwas -
L-cysteinosulfonowy ipotauryna
/’ H20
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hipotaurynowa o
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L
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Postepy Hig Med Dosw (online), 2008; tom 62: 75-86
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Przemiany cysteiny

» Szlak tlenowy, zwany tez zaleznym od kwasu cysteinosulfinowego, polega na
przemianach tlenowych, w wyniku ktorych powstajg takie metabolity, jak
siarczany oraz tauryna.

» Szlak beztlenowy - niezalezny od kwasu cysteinosulfinowego, to przemiany
beztlenowe stanowigce zrédto niezwykle metabolicznie reaktywnej zredukowanej
siarki, zwanej siarkg sulfanowa. Zwigzki zawierajgce reaktywng siarke sulfanowg
sg endogennymi metabolitami powstajgcymi w komorkach ssakow w procesie
desulfuracji cysteiny.
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Przemiany tlenowe cysteiny

CYSTEINA

[O]l dioksygenaza cysteinowa

cysteinosulfonian

alfa- ketokwas

alfa- aminokwas

B-sulfinylopirogronian

siarczyny SO32-

l Oksydaza siarczynowa

siarczany SO42-
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Przemiany beztlenowe cysteiny

a-ketoglutaran glutamina

N7

Aminotransferaza
asparaginianowa

3-metkaptopirogronian

v

pirogronian

N

v
I
N

(Vp]

3-metkaptopirogronian

Sulfurtransferaza
3-merkaptopirogronianu
MPST
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Przemiany beztlenowe c

homocysteina

cystationina

N7 |

cysteina

Syntetaza
cystationiny CBS
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B
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v

Gamma liaza
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1
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Przemiany beztlenowe cysteiny
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Przemiany beztlenowe cysteiny

SCN
tiocyjanek
Cust | cystationaza | ' . | rodanaza Sarka
> tiocysteina | — | tiocystyna >
ystyna Y vt sulfanowa ) FeS
biatka zelazowo-siarkowe
0 0
HO S—s §—0H
H,N NH, tiosiarczan
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Przemiany beztlenowe cysteiny

e Cysteina ulega spontanicznemu utlenieniu do disiarczku cystyny.

* Cystyna stanowi substrat dla cystationazy (CST), pod wptywem ktorej ulega przeksztatceniu do zawierajgcego
siarke sulfanowg tiocysteiny (Cy-S-SH).

* Nietrwata tiocysteina ulega przeksztatceniu w stabilng tiocystyne (Cy-S-S-S-Cy), bedacy substratem dla
rodanazy.

* Rodanaza przenosi reaktywng siarke z anionowych donordw (tiosiarczan, wodoronadsiarczki (R-S-SH),
wielosiarczki (R-S-(S)n-S-R), politioniany) na tiofilowe akceptory (cyjanek - tiocyjanianu, siarczan (IV)-
tiosiarczanu), a takze na biatka zelazowo-siarkowe.

 Siarka sulfanowa moze by¢ transportowana w postaci nadsiarczkdw przez albuminy osocza

* Przemiany tlenowe i beztlenowe cysteiny wigzg sie z sobg poprzez powstawanie i biodegradacje tiosiarczanu
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Siarka sulfanowa

e Labilny, niezwykle reaktywny atom siarki, wystepujacy na O lub -1 stopniu utlenienia, zwigzany
kowalencyjnie z innym atomem siarki. Siarka o takich wtasciwosciach tatwo opuszcza strukture
zwigzku, przechodzac na rézne akceptory, jak np.: siarczany (1V) (SO32 ), sulfiniany (R-SO2-H) czy

cyjanek (CN~).

 Siarka sulfanowa odgrywa istotng role w procesie detoksykacji cyjankow oraz w powstawaniu
biatek zelazowo-siarkowych,a takze moze petnic¢ funkcje regulatorowg w komoérkach.
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/wiazki tiolowe w diagnostyce

Oznaczanie siarczanow i sarczynow — testy paskowe
Cystyna w moczu (badanie jakosciowe i ilosciowe) — metoda kolorymetryczna

Oznaczenie stezenia aminokwasow siarkowych i zwigzkdow tiolowych (metionina,
homocysteina, cysteina, cysteamina, cystyna, tauryna) — HPLC, MS/MS

Ocena cyklu y-glutamylowego

* Oznaczenie stezenia glutationu formy zredukowenej/utlenionej — testy kolorymetryczne,
HPLC

* Oznaczenie stezenia y-glutamylocysteina, cysteinyloglicyny — HPLC
Oznaczenie stezenia S-adenozylometioniny i S-adenozylohomocysteiny — MS/MS
Oznaczenie stezenia S-sulfocysteiny — MS/MS
Ocena aktywnosci enzymow (CBS)
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