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WYKAZ NAJWAZNIEJSZYCH SKROTOW

AIDS - zesp6l nabytego uposledzenia odpornosci (ang. acquired immunodeficiency
syndrome)

ALDH - dehydrogenaza aldehydowa

ALDH-2 - dehydrogenaza aldehydowa, izoforma mitochondrialna
AMPK - kinaza aktywowana AMP

BCKDH - dehydrogenaza a- ketokwasow rozgatgzionych

CAT — aminotransferaza cysteinowa

CBS - B-syntaza cystationiny

CSE - y-liaza cystationiny, cystationaza

DHLA - kwas dihydroliponowy

DPT - difosforan tiaminy

DTNB - kwas 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoesowy

Eo - standardowy potencjat oksydacyjno-redukcyjny w pH 7

EBM - medycyna oparta na faktach (ang. Evidence-Based Medicine)
GCS - kompleks enzymatyczny rozszczepiajacy glicyne (ang. glycine cleavage system)
GSH - glutation zredukowany

GSSG - glutation utleniony

GTN - triazotan glicerolu, nitrogliceryna

ip - podanie dootrzewnowe (tac.

IS - obszar zawatu mig$nia sercowego (ang. infarct size)

KADH - dehydrogenaza a-ketoadypinianowa

KGDH - dehydrogenaza a-ketoglutaranowa

LA - kwas liponowy

MMSE - skala stosowana do oceny stopnia otgpienia (ang. Mini-Mental State Examination)
MST - transferaza siarkowa merkaptopirogronianu

MtFASII - mitochondrialny szlak syntezy kwasow thuszczowych typu 11
PDH - dehydrogenaza pirogronianowa

PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

PIP2 - 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu

PIP3 - 3,4,5-trisfosforan fosfatydyloinozytolu

PKB - kinaza biatkowa B (kinaza Akt)

PKG - kinaza biatkowa G



PLP - fosforan pirydoksalu

RFS - reaktywne formy siarki

RFT - reaktywne formy tlenu

SC - podanie podskorne (tac. subcutaneous)

SD - odchylenie standardowe

SEM - blad standardowy $redniej

THF - tetrahydrofolian

TST - transferaza siarkowa tiosiarczanu, rodanaza

AG? - zmiana standardowej energii swobodnej w pH 7
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PROFIL BIOCHEMICZNY — KWAS LIPONOWY ENDOGENNY

Kwas liponowy (LA), inaczej kwas 1,2-ditiolano-3-pentanowy to o$mioweglowy kwas
karboksylowy, posiadajacy 2 atomy siarki. LA oraz jego zredukowana posta¢ - kwas
dihydroliponowy (kwas 6,8-ditiooktanowy; DHLA) wystepuja we wszystkich komorkach
prokariotycznych i eukariotycznych. Ustalenie struktury i funkcji LA/DHLA zawdzigczamy
pracom prowadzonym w latach pigecdziesigtych XX wieku przez Reeda i wsp. (Reed i wsp.,
1951; Reed,1998).

COOH

2H™+ 2¢

COOH
DHLA

W
o

Rys.1. Struktura LA i DHLA.

Poczatkowo LA z uwagi na jego rol¢ w procesach biochemicznych, zaklasyfikowany
zostal do grupy witamin B (Reed i wsp., 1951; Reed, 1998). Obecnie wiadomo, ze - podobnie
jak w komorkach roslinnych czy bakteryjnych — jest on syntetyzowany roéwniez
w organizmach zwierzgcych. Przebiegajagca w mitochondriach synteza LA jest procesem
wieloetapowym 1 wymaga udziatlu dwoch szlakow biochemicznych, to znaczy
mitochondrialnego szlaku syntezy kwasow ttuszczowych typu II (mtFASII) oraz syntezy
centrow zelazowo-siarkowych (Hiltunen i wsp., 2010; Stehling i wsp., 2014).

Zidentyfikowany zwigzek nazwano ,.kwasem liponowym”, poniewaz - cytujac slowa
Reeda - ,jest on rozpuszczalny w tluszczach, ma charakter kwasowy i poprzez oksydacyjna
dekarboksylacje pirogronianu uczestniczy w tworzeniu acetylo-CoA, ktéry jest prekursorem

kwasow thuszczowych” (the name of lipoic acid is derived from the fact that compound is



highly soluble in fat solvent, is acidic, as is involved through oxidative decarboxylation of
pyruvate in the formation of acetate, a precursor of fatty acids) (Reed i wsp., 1951).

Obecnie wiadomo, ze LA jest koenzymem niezbgednym dla aktywno$ci nie tylko
kompleksu multienzymatycznego dehydrogenazy pirogronianowej (EC 1.2.4.1; PDH), ale
rowniez kompleksow katalizujgcych oksydacyjng dekarboksylacje innych o-ketokwasow,
w tym: o-ketoglutaranu i a-ketoadypinianu oraz o-ketokwasoéw rozgatezionych. Kazda
z dehydrogenaz: pirogronianowa (PDH), a-ketoglutaranowa (EC 1.2.4.2; KGDH),
dla ktorej substratem jest rowniez o-ketoadypinian oraz a-ketokwasow rozgatezionych (EC
1.2.4.4; BCKDH) jest ztozona z trzech wspoétdziatajacych ze sobg podjednostek (Eq, E; i E3),
wykazujacych niezalezne aktywnos$ci katalityczne. Podjednostka E; posiadajaca aktywnos¢
dekarboksylazy o-ketokwasowej wymaga udzialu difosforanu tiaminy (DPT). W miejscu
aktywnym E; a-ketokwas ulega dekarboksylacji, czyli CO, zostaje uwolniony jako pierwszy
produkt reakcji. Powstajaca jednoczesnie pochodna hydroksyalkilowa pier$cienia tiazolowego
DPT jest nastgpnie utleniana do grupy acylowej z jednoczesnym przeniesieniem acylu na
lipoamid, stanowiacy integralng cze$¢ podjednostki E; o aktywno$ci acylotransferazy
dihydroliponianowej. Wigzanie amidowe (lipoamid) tworzy si¢ pomiedzy grupa
karboksylowa LA a grupa e-aminowa tafcucha bocznego reszt lizynowych podjednostki E,
(Rys. 2). Przeniesienie fragmentu acylowego na atom siarki lipoamidu jest zwigzane
Z utworzeniem wysokoenergetycznego wigzania tioestrowego. Reszta acylowa jest nastepnie
przenoszona na koenzym A i jako acylo-CoA uwalnia si¢ z kompleksu enzymatycznego do
macierzy mitochondrialnej. Towarzyszy temu redukcja LA do DHLA. Utlenienie DHLA
z powrotem do LA jest katalizowane przez podjednostk¢ Ez o aktywnosci dehydrogenazy
dihydroliponianowej (EC 1.8.1.4), ktorej grupa prostetyczng jest kowalencyjnie przytaczony
FAD. Utlenieniu amidu DHLA towarzyszy redukcja FAD do FADH,. Ten enzym Katalizuje
takze odtworzenie FAD z jednoczesna redukcja NAD* do NADH + H”, ktory odfacza sie od
kompleksu enzymatycznego 1 nastgpnie moze by¢ utleniany przez tancuch oddechowy.
Dehydrogenaza dihydroliponianowa (podjednostka Es) jest skladnikiem identycznym
wszystkich uktadéow wieloenzymatycznych, katalizujacych oksydacyjng dekarboksylacje
a-ketokwasow. Ladunek netto grupy lipoamidowej wynosi podczas catego cyklu reakcji 0, -1
lub -2 w zaleznos$ci od stopnia jonizacji grup sulthydrylowych. Taka zmiana fadunku jest
czynnikiem dostarczajgcym odpowiedniej sily, przemieszczajacej grupe lipoamidowa

W zadanym kierunku.
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Sumujac, reakcje oksydacyjnej dekarboksylacji a-ketokwasow polegaja na przeksztatceniu

o-ketokwasow, koenzymu A i NAD" w czasteczki CO;, acylo-CoA i NADH + H”.
a-ketokwas + NAD" + CoA — CO; + acyloCoA + NADH + H*

Procesy te sa nieodwracalne. Zmiana standardowej biologicznej energii swobodne;j AG® jest
tu silnie ujemna i wynosi okoto -30 kJ/mol, co jest poréwnywalne z wartoscig AG® reakcji
hydrolizy ATP.

Proces oksydacyjnej dekarboksylacji a-ketoglutaranu jest integralng czescig cyklu Krebsa,
a takze istotnym elementem na szlaku przeksztalcen szkieletow weglowych lizyny do
odpowiednich pochodnych acylo-CoA. Degradacja lizyny prowadzi finalnie do acetoacetylo-
CoA. Dekarboksylacja oksydacyjna pirogronianu stanowi kluczowe ogniwo taczace glikolizg
z dalszymi etapami utleniania glukozy w warunkach tlenowych. Z kolei reakcja katalizowana
przez dehydrogenaze a-ketokwasow rozgalezionych jest istotnym elementem na szlaku
przeksztatcen szkieletow weglowych izoleucyny, leucyny, waliny i lizyny do odpowiednich
pochodnych acylo-CoA. Rozktad leucyny prowadzi do acetylo-CoA i acetoacetylo-CoA.
Punktem wejscia w cykl Krebsa tancuchow weglowych waliny i czgsci wegli izoleucyny jest
bursztynylo-CoA. Pozostate wegle izoleucyny sg degradowane do acetylo-CoA.

LA jest rowniez koenzymem niezbednym dla aktywnosci kompleksu enzymatycznego
rozszczepiajacego glicyne (GCS; ang. glycine cleavage system).

Uktad GCS jest zorganizowanym zespotem czterech biatek. Biatko P o aktywnosci
dehydrogenazy (dekarboksylazy) glicyny (EC 1.4.4.2) wspolpracuje tu z fosforanem
pirydoksalu (PLP). Biatko H, zawierajace w swojej strukturze LA, polaczony wigzaniem
amidowym utworzonym pomigdzy grupa karboksylowa LA a grupa e-aminowa tancucha
bocznego reszt lizynowych biatka H. Ta struktura jest analogiczna do lipoamidu utworzonego
pomiedzy LA, a podjednostkg E; w kompleksach katalizujgcych oksydacyjng dekarboksylacje
a-ketokwasow (Rys. 2). Biatko H nazywane jest bialkiem przenoszacym wodor (ang.
hydrogen carrier protein). Kolejne dwa biatka tworzace uktad GCS to: biatko T o aktywnosci
aminometylotransferazy (EC 2.1.2.10) wspotpracujace z tetrahydrofolianem (THF) oraz
biatko L, ktorego koenzymem jest FAD, posiadajagce aktywnos$¢ dehydrogenazy
dihydroliponianowej, identyczne z podjednostkg E3 kompleksow katalizujagcych oksydacyjng

dekarboksylacj¢ a-ketokwasow.
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Rys.2. Struktura (a) lipoamidu i (b) dihydrolipoamidu utworzonego pomiedzy grupa karboksylowa:
(@ LA i (b) DHLA a grupg g-aminowg lancucha bocznego reszt lizynowych podjednostki E,
w uktadach enzymatycznych, katalizujacych oksydacyjna dekarboksylacje a-ketokwasow lub biatka
H w uktadzie GCS, katalizujagcym dekarboksylacje glicyny.

Glicyna w reakcji z PLP ulega dekarboksylacji, a grupa aminometylowa zostaje przeniesiona
z PLP na disiarczek LA zwigzany z biatkiem H (lipoiloproteina), skutkiem czego tworzy si¢
S-aminometylodihydrolipoiloproteina. Oba te procesy katalizowane sa przez biatko P.
Nastepnie, w rekcji katalizowanej przez biatko T z udzialem THF tworzy si¢ N° N*-
metylenoTHF i amoniak z jednoczesng redukcja LA do DHLA (dihydrolipoiloproteina), co
oznacza ze z biatkiem H zwigzany jest teraz DHLA. DHLA jest z powrotem utleniany do LA
przez wspotpracujace z FAD biatko L, a powstajacy FADH; jest nastepnie utleniany przez
NAD®. Sumujac, w ztozonej reakcji katalizowanej przez uktad GCS glicyna ulega degradacji
do CO; i NHs z jednoczesna redukcja NAD" do NADH + H*. Reakcje katalizowane przez
GCS s3 odwracalne.

glicyna + NAD" + tetrahydrofolian 5 CO, + NADH + H" + NH; + metylenotetrahydrofolian

Tak wiec udzialu LA/DHLA wymaga 7 reakcji o istotnym, kluczowym niemal znaczeniu dla

metabolizmu energetycznego komorki (Rys. 3.).
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PROFIL FARMAKOLOGICZNY — KWAS LIPONOWY EGZOGENNY

Drugim, oprocz syntezy de novo, zrédtem LA w komorkach ludzi i zwierzat jest pokarm.
Zpozywienia LA przyswajany jest przede wszystkim w postaci lipolizyny, ktora
w organizmie jest hydrolizowana przez lipoamidaz¢ (EC 3.5.1.12), uwalniajacg LA
(Hayakawa i1 Oizumi, 1988). Aktywno$¢ tego enzymu w surowicy czlowieka wynosi $rednio
1,50 U/l. Najwiekszg zawarto$cia lipolizyny charakteryzujg si¢ warzywa: brokuly i1 szpinak,
a takze podroby (Lodge i wsp., 1997). Ponadto LA stal si¢ obecniec bardzo popularnym
sktadnikiem preparatéw multiwitaminowych, suplementéw diety, a nawet karmy dla zwierzat
domowych (Shay i wsp., 2009). Zwiazek ten jest rowniez obecny w roznego rodzaju
kosmetykach przeznaczonych do pielggnacji skory: masciach, kremach, balsamach itp.

Przede wszystkim jednak LA jest zarejestrowanym, dopuszczonym do obrotu lekiem,
dostepnym jedynie na przepisang przez lekarza recepte. Po raz pierwszy LA jako lek do
stosowania u pacjentow z cukrzyca zarejestrowano i dopuszczono do obrotu w 1966 roku
w Niemczech. Od kilku lat dozylnie podawany LA klasyfikuje si¢ - w oparciu o procedury
EBM (ang. Evidence-Based Medicine) - jako lek o udokumentowanym wptywie na
mechanizmy patogenetyczne polineuropatii cukrzycowej (Sieradzki, 2015). Jest to najczgstsze
odlegte powiktanie cukrzycy, istotnie ograniczajace jakos$¢ i dtugo$¢ zycia chorych. Dotyka
ono chorych zaréwno z cukrzycg typu 1, jak i typu 2, a ryzyko jej wystagpienia wzrasta wraz
z czasem trwania cukrzycy i nasileniem hiperglikemii. Po 25 latach trwania cukrzycy,
neuropatia cukrzycowa rozwija si¢ u okoto 50% pacjentow, a wedlug niektorych
diabetologdéw odsetek ten sigga nawet 90% (Szczyrba 1 wsp., 2010). Do typowych objawow
polineuropatii cukrzycowej naleza: mrowienia i/lub zaburzenia czucia, przeczulica oraz bol.
Bol ten moze mie¢ bardzo rézne nasilenie: od zaledwie dyskomfortu odczuwanego jako
delikatne kilucie do bolu bardzo silnego, uporczywego, glebokiego i w zasadzie nie
poddajacego si¢ leczeniu. Dworacka 1 wsp. wykazali w oparciu o 20-stopniowg skale
McGilla, ze LA zazywany doustnie przez 90 dni znaczaco tagodzi bol neuropatyczny
u chorych na cukrzyce typu 2 (Dworacka i wsp., 2012).

W niektorych krajach (ale nie w Polsce) wskazaniem rejestracyjnym do stosowania LA sa
rowniez choroby watroby. Na uwage zastuguja tu wyniki eksperymentu klinicznego, ktoremu
poddano trzech chorych z przewleklym wirusowym zapaleniem watroby typu C.
W postgpowaniu tym pacjenci otrzymywali obok LA, preparaty selenu i lek roslinny
pozyskiwany z ostropestu plamistego znany jako sylimarina. Po trwajacej rok terapii

uzyskano pelng normalizacje funkcji watroby (Berkson, 1999). Majac na uwadze, ze
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przewlekte zapalenie watroby typu C jest schorzeniem, w ktdrym ciagle jeszcze metoda
leczenia jest najcze$ciej transplantacja watroby, to przytoczone powyzej wyniki postepowania
terapeutycznego robig wrazenie i zastuguja na glebsze zainteresowanie badaczy. LA jako
lekiem interesujg si¢ - poza diabetologami i hepatologami - rowniez lekarze innych
specjalnosci, w tym dermatolodzy, neurolodzy i kardiolodzy.

Wyniki randomizowanego, trwajacego 12 tygodni badania klinicznego, dotyczacego
wptywu kremu kosmetycznego zawierajacego LA na skore twarzy, wykazaly w oparciu
0 11-stopniowg skalg statystycznie istotng poprawe skory pod wptywem LA (Beitner, 2003).

W opublikowanej w 2002 roku pracy Liu i wsp. (2002) w badaniach na szczurach
wykazali, ze podawanie LA znaczaco skraca czas potrzebny zwierzgtom do wydostania si¢
z labiryntu wodnego Morrisa. Skojarzone podawanie kwasu dokozaheksaenowego, kwasu
eikozapentaenowego i LA u pacjentow z wyraznymi oznakami otgpienia pozwolito na istotne
statystycznie zmniejszenie jego progresji w poréwnaniu z placebo, co wykazano w okresie
obserwacji 12 miesiecy zarowno w oparciu o skalg diagnostyczng ,,Mini-Mental” (MMSE,
ang. Mini-Mental State Examination), jak i w ocenie podstawowych sprawno$ci w zakresie
czynnosci dnia codziennego (Dzumaga, 2017).

Na uwage zashuguja rowniez wyniki badan dotyczacych wptywu LA na wielkos$¢ strefy
zawatu mig$nia sercowego prowadzonych na zwierzgcym modelu niedokrwienia/reperfuz;ji.
W eksperymencie tym krazenie krwi w galgzi migdzykomorowej przedniej (czgs¢ lewej
tetnicy wiencowej; tac. ramus interventricularis anterior) przywrécono po 30 minutach
niedokrwienia naczynia. Zmierzony po 24 h od przywrocenia krazenia obszar zawatu migsnia
sercowego (IS; ang. infarct size) wyniost okoto 42% powierzchni serca. Natomiast w grupie
szczurdw, ktore 30 minut przed okluzjg naczynia otrzymaty w iniekcji dozylnej LA w dawce
15 mg/kg wagi ciata wielko$¢ IS wyniosta okoto 27% powierzchni serca (Deng 1 wsp., 2013).

W wielu przeprowadzonych badaniach wykazano, iz LA przeciwdziata aktywacji czynnika
NF-kB (Malinska i Winiarska, 2005; Packer, 1998; Suzuki i wsp., 1992), co mogtoby mie¢
znaczenie w terapii zespolu nabytego uposledzenia odpornosci (AIDS, ang. acquired
immunodeficiency syndrome). Stwierdzono bowiem, ze aktywny czynnik NF-kB ma zdolno$¢
do wigzania okreslonych sekwencji réwniez w DNA prowirusa HIV, co prowadzi do
wzmozenia replikacji  wirusa w  zainfekowanych komorkach  limfocytow T,
a w konsekwencji do ich apoptozy (Pace i Leaf, 1995). Wiadomo réwniez, ze czynnik
transkrypcyjny NF-xB odpowiada za proproliferacyjne dziatanie w komorkach
nowotworowych (Piotrowska 1 wsp., 2008; Skorka i Giannopoulos, 2012). W tym kontekscie

interesujgce sg badania Kuban-Jankowskiej i wsp. (2017) prowadzone z uzyciem linii
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komorek nowotworowych piersi MCF-7, ktére wykazaty, ze zarowno LA, jak i DHLA
znaczaco hamuja proliferacj¢ tych komorek.

Wsrod badanych mechanizmow biologicznej aktywnosci LA wskazuje si¢ réwniez na
powigzanie LA ze Sciezkg sygnatowag kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K, ang.
phosphatidylinositol 3-kinase) i kinazy biatkowej Akt, nazywanej rowniez kinaza biatkowa B
(PKB, ang. protein kinase B). Aktywna PI3K fosforyluje 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu
(PIP2), w wyniku czego powstaje (3,4,5)-trifosforan fosfatydyloinozytolu (PIP3), bedacy
czasteczka sygnatowa. Zwiekszenie poziomu ilosci PIP3, wynikajace z aktywnos$ci kinazy
PI3K, prowadzi migedzy innymi do aktywacji Akt. W modelu okluzji-reperfuzji z uzyciem
izolowanej watroby szczura wykazano wzrost aktywnosci Akt pod wplywem LA, co bylo
skorelowane ze znaczgcym zmniejszeniem uszkodzen poreperfuzyjnych, podczas gdy
W obecnosci inhibitora kinazy PI3K, aktywujacej Akt hepatoprotekcyjnego dziatania LA nie
obserwowano (Miiller i wsp., 2003).

Wykazano réwniez, ze LA jest zdolny do hamowania nadmiernej, obserwowanej czgsto
W przebiegu nadci$nienia, syntezy endoteliny 1 (Takaoka i wsp., 2001). Innym
udokumentowanym  dzialaniem LA jest jego wplyw na hamowanie czynnika
transkrypcyjnego AP-1 (dimer biatka c-fos i c-jun) (Gorgca i Ciesla, 2008). W badaniach na
zwierzgtach laboratoryjnych wykazano réwniez, ze LA zmniejsza mas¢ ciala i nadwage
U szczurdw pozostajacych na diecie wysokotluszczowej, co wigze si¢ z wptywem LA na
wzrost aktywnosci biatkowej kinazy AMPK w biatej tkance tluszczowej badanych zwierzat
(Prieto-Hontoria i wsp., 2013).

Niektorzy autorzy zwracaja uwage na mozliwos$¢ uczestniczenia LA w odwracalnych
reakcjach S-tiolacji biatek (Shay i wsp., 2008). Przytaczenie LA do biatka moze by¢
przejsciowe. Mianowicie, najpierw tworzy si¢ mieszany disiarczek biatka i LA, z ktorego

nastepnie uwalnia si¢ biatko z utlenionymi grupami -SH i DHLA (Rys. 4).

~(CH,)4 - COO
_ _(CHy, - COO _ (CH,), - COO
SH__ bialko ﬁ bialko S — S SH bialko s | m/
Q *—= Q I SH SH
-~ S—=S o N @ el
SH SH S

Rys. 4. Prawdpodobny przebieg procesu S-tiolacji biatka z udziatem LA/DHLA.
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Jednak do tej pory nie ma badan jednoznacznie potwierdzajacych istnienie procesu
S-tiolacji bialek z udzialem LA/DHLA w organizmach zywych. Wiadomo natomiast, ze tego
typu procesy w warunkach in vivo przebiegaja z udzialem glutationu, cysteiny
i homocysteiny, czego dowodem jest obecnos¢ w komoérkach mieszanych disiarczkow:
biatko-S-S-glutation, biatko-S-S-cysteina i biatko-S-S-homocysteina (Bilska i wsp., 2007;
Chai i wsp., 1994a; Chai i wsp., 1994b; Mallis i Thomas, 2000; Wtodek i Iciek, 2003). Proces
ten postrzegany jest jako molekularny ,,przetagcznik”, decydujacy o wewnatrzkomorkowym
statusie oksydacyjno-redukcyjnym tioli i kontrolujgcy szlaki metaboliczne komorek.

Interesujace sg rowniez spostrzezenia tych autoréow, ktorzy zwracaja uwage na zdolnosé
LA i DHLA do wigzania jonéw metali (Gorgca i wsp., 2011; Malinska i Winiarska, 2005).
W tym kontekscie warto przytoczy¢ badania, w ktorych wykazano ze u ludzi wysoki poziom
ferrytyny - biatka wiazacego jony zelaza Fe** - w plynie mozgowo-rdzeniowym - jest
markerem zwigkszonego ryzyka rozwoju choroby Alzheimera (Ayton i wsp. 2015).
Jednocze$nie wskazuje to na mozliwos$¢ zwolnienia postepu choroby przez leki usuwajace ten
pierwiastek z moézgu. Juz w latach 90-tych XX wieku wykazano, ze dtugotrwate podawanie
deferoksaminy - zwigzku chelatujacego trojwartosciowe jony metali - znaczgco opdznia
postep kliniczny demencji u pacjentéw z chorobg Alzheimera (McLachlan i wsp., 1991). Suh
I wsp. (2005) wykazali, ze dieta wzbogacona w LA w ciggu 2 tygodni prowadzi u starych
szczurOw (24-28 miesieczne) do obnizenia poziomu zelaza w moézgu do poziomu
obserwowanego u szczuréw mtodych (3 miesigczne).

Najwigksza jednak ilos¢ autoréw poszukujac mechanizmoé6w biologicznej aktywnosci LA
koncentruje si¢ na antyoksydacyjnych wiasciwosciach LA 1 DHLA, postrzeganych jako
zdolnos$¢ do bezposredniego zmiatania reaktywnych form tlenu (RFT). Trzeba przypomnie¢,
ze uktad LA/DHLA w poréwnaniu do innych uktadéw biologicznych charakteryzuje si¢ jedna
z najnizszych wartosci standardowego biologicznego potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego
(Eo\ = -0,29V). DHLA jest wigc zdolny nie tylko do redukcji RFT, ale réwniez do redukcji
utlenionych form pozostatych antyoksydantow (glutationu, kwasu askorbinowego,
tokoferolu) (Tabela 1). Z tego powodu zwigzek ten jest czgsto nazywany antyoksydantem
antyoksydantow (Packer i wsp., 1995).
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Tabela 1.
Wartosci standardowych biologicznych potencjaléw oksydacyjno-redukcyjnych (Eo)
wybranych ukladéw oksydacyjno-redukcyjnych.

Uklad Eo (V)

kwas octowy + 2e + 2H" S aldehyd octowy -0,60
NAD" + 2e + 2H" S NADH + H’ -0,32
liponian + 2e + 2H" S dihydroliponian -0,29
GSSG + 2H" + 2¢ 5 2GSH -0,23

cystyna + 2e + 2H" S 2 cysteina -0,22
aldehyd octowy + 2e + 2H" S etanol -0,20
FAD + 2e + 2H S FADH, -0,06

dehydroaskorbinian + 2e + 2H" S askorbinian -0,058
TO" +H" +e S TOH (chromanoksylowy rodnik tokoferolu) 0,48
150, + 2¢ + 2H" S H,0 0,82

H,O0, + 26 + 2H" S O, 0,87
kationorodnik LA + 1le S LA 11

H,0, + 2e + 2H" 5 H,0 + 40, 1,32

'OH + H +e S H0 2,31

Reakcje oksydacyjno-redukcyjne sg fundamentalnymi procesami podstawowego
metabolizmu wszystkich komorek. Zaburzeniem réwnowagi pro- i antyoksydacyjnej mozna
wigc wyjasni¢ mechanizm etiopatogenezy i/lub rozwoju wielu, pozornie odlegtych stanow
patologicznych. Stad tez rosnace znaczenie antyoksydantow w medycynie 1 coraz
powszechniejsze stosowanie terminu “stres oksydacyjny” w naukach medycznych. Linus
Pauling juz kilkadziesigt lat temu zwracat uwage na fakt, ze o postepie w medycynie
zadecyduje tzw. ,chemia ortomolekularna”. Koncepcja ta zaklada, Ze najistotniejszym
elementem pomocy medycznej jest ingerencja w metabolizm komorki przy pomocy
zwiagzkow naturalnych, ktére podane w odpowiednim czasie i w odpowiedniej dawce beda
utrzymywac lub przywraca¢ prawidtlowe funkcjonowanie organizmu (Pauling, 1968). Biorac
pod uwage niezliczong wreez ilo$¢ publikacji poswigconych farmakologii LA mozna by -

w my$l idei Paulinga - sformulowaé teze, iz LA okaze si¢ w przysztosci kluczowym
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sktadnikiem wszystkich praktycznie preparatow leczniczych w zakresie proporcjonalnym do
roli, jakg odgrywa stres oksydacyjny w etiopatogenezie i przebiegu danego schorzenia.

Z drugiej jednak strony poglad o uniwersalnym charakterze stresu oksydacyjnego
w medycynie, jakkolwiek bardzo atrakcyjny, w kontekscie rozwoju nauk medycznych jest
mato przydatny. Co wigcej, zaczynaja pojawiac si¢ prace, w ktorych autorzy kwestionuja
zdolnos¢ LA do bezposredniego unieszkodliwiania RFT w warunkach in vivo, przypominajac
ze wigkszo$¢ badan opisujacych zdolnos¢ LA i DHLA do redukcji RFT (Tabela 1) pochodzi
z obserwacji in vitro, natomiast efekty biologicznego dziatania LA w warunkach in vitro
czegsto roznig si¢ od tych, ktore obserwujemy w warunkach in vivo (Shay i wsp., 2008; Smith
I wsp., 2004). Problem ten, jakkolwiek zostat juz dostrzezony, ciagle jeszcze jest za mato
badany i rozpoznany. W mojej opinii jedng z przyczyn zaobserwowanego zjawiska sg rozne
wilasciwo$ci chemiczno-biologiczne LA i DHLA. W warunkach in vitro — w nieobecno$ci
tkanek i komodrek zywych organizmoéw nie ma mozliwosci przeksztatcenia si¢ formy LA
w DHLA. Natomiast w komorkach organizmow zywych wystepuja obie formy. Wigksze
zashugi terapeutyczne przypisuje si¢ formie zredukowanej - DHLA. DHLA - jak juz wcze$niej
wspomniano - jest jednym z najsilniejszych reduktorow wystepujacych w komorkach.
Natomiast preparaty obecne na rynkach farmaceutycznych zawieraja formg¢ utleniong - LA,
poniewaz forma zredukowana - DHLA jest bardzo niestabilna. Przyjmuje si¢, ze po
zaaplikowaniu LA jest on redukowany do DHLA przez zaleznag od NADH mitochondrialng
dehydrogenazg¢ dihydroliponianowg oraz przez umiejscowione w cytoplazmie reduktazy:
glutationowa (EC 1.6.4.2) i tioredoksynowa (EC 1.6.4.5) wykorzystujace NADPH (Packer
i wsp., 1995). Oznacza to, ze efekt leczniczy LA jest uzalezniony od dostepnosSci
biologicznych systemow redukcyjnych, ktoéra to dostgpnos¢ w warunkach choroby
i nasilonego stresu oksydacyjnego jest znacznie ograniczona. Tak wiec po podaniu LA ilo$¢
powstajacego z niego DHLA jest zalezna od wielu czynnikow, w tym od dawki
I czgstotliwosci podawania LA oraz od dostepnosci i aktywnosci endogennych systemow
antyoksydacyjnych. Sygnalizuje to, ze efekt terapeutyczny bedzie zalezat od dziatania obu
tych zwiazkoéw w zakresie proporcjonalnym do ich stezenia w komorce.

Problem odmiennego dziatania LA w warunkach in vitro i in vivo zostal rowniez
poruszony w opublikowanej w 2016 roku na famach Acta Poloniae Pharmaceutica - Drug
Research pracy doswiadczalnej pt.: ,,Inactivation of aldehyde dehydrogenase by nitroglycerin
in the presence and absence of lipoic acid and dihydrolipoic acid”. Implications for the
problem of differential effects of lipoic acid in vitro and in vivo”, ktéra wchodzi w sktad prac

stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej. Przedstawione tam wyniki wskazuja,
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ze nitrogliceryna (triazotan glicerolu; GTN) jest silnym inhibitorem aktywnosci katalitycznej
dehydrogenazy aldehydowej (EC 1.2.1.3; ALDH) zaréwno w warunkach in vivo, jak
i in vitro. LA i DHLA w warunkach in vitro chronig enzym przed hamujgcym wptywem
GTN, jak rowniez sg zdolne do przywracania juz zahamowanej przez GTN aktywnosci
katalitycznej ALDH. Wykazano jednoczesnie, ze w warunkach in vivo LA nie chroni ALDH
przed inaktywacja przez GTN (Praca 1). Wzajemne relacje migdzy GTN, ALDH i LA byly
przedmiotem intensywnych badan prowadzonych w kontek$cie poszukiwan molekularnych
mechanizmow zjawiska tolerancji na GTN (Chen i wsp., 2002). Problematyka ta zostata
szerzej skomentowana w Dyskus;ji.

Prowadzone w naszym zespole, we wspélpracy z naukowcami z Katedry
Farmakodynamiki Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum badania sugeruja natomiast, ze jednym z mechanizméw biologicznej aktywnosci
LA w warunkach in vivo jest jego wplyw na przemiany zwigzkéw z siarkg sulfanowa
i siarkowodoru (H,S). Jest to teza nowa, do tej pory w niewielkim stopniu podnoszona przez
innych autoréw.

Siarkg sulfanowa nazywamy labilny, reaktywny atom siarki na 0 lub —1 stopniu utlenienia,
zwigzany kowalencyjnie z innym atomem siarki. Przyktadami zwigzkow z siarka sulfanowa
sa wodoronadsiarczki (R-S-S-H), polisiarczki (R-S,-R, n>3), tiosiarczan (S=SOs%),
politioniany (‘03S-S,-S0O3), tiosulfoniany (R-S(O),-S-R) oraz siarka elementarna (Sg). H,S do
niedawna powszechnie traktowany wylacznie jako toksyczny gaz, obecnie postrzegany jest
jako wazny metabolit endogenny, majacy znaczenie dla procesd6w biochemicznych
| fizjologicznych, zachodzacych w komorkach ludzi i zwierzat. Lawinowy wzrost
zainteresowania fizjologiczng rolg H,S zainicjowaty badania Abe i Kimura (1996), ktore
wykazaty ze H)S jest syntetyzowany w hipokampie na drodze zaleznej od enzymow
i doprowadzity do konkluzji, ze w o$rodkowym uktadzie nerwowym pelni on rolg
neuroprzekaznika zaangazowanego w modulowanie aktywnos$ci synaptycznej i procesy
uczenia asocjacyjnego.

Problem wzajemnych interakcji pomiedzy LA, a przemianami siarki sulfanowej zostat
poruszony w pracach doswiadczalnych pt.: ,,The effect of lipoic acid administration on the
urinary excretion of thiocyanate in rats exposed to potassium cyanide” 1 “Lipoic acid as
a possible pharmacological source of hydrogen sulfide/sulfane sulfur”, ktore wchodza
w sktad prac stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej (Praca 2 i Praca 3).

Wyniki te zostaty szerzej skomentowane w Dyskusji.
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Obecnie w bibliograficznej bazie PubMed znajduje si¢ ponad 5000 pozycji literaturowych
dotyczacych LA/DHLA. Jednak mimo tak imponujacej ilosci badan, wskazujacych na bardzo
szerokie spektrum farmakologicznej aktywnosci LA/DHLA, mechanizm jego biologicznej
aktywno$ci w znacznym stopniu pozostaje nieznany. Przeprowadzone i przedstawione
w ramach realizacji niniejszego doktoratu wyniki moich poszukiwan stanowig zatem skromny
wktad w badania dotyczace rozpoznania tych mechanizméw, co pozwolitoby na $§wiadome
I odpowiedzialne rozszerzenie obszarow farmakologicznego zastosowania LA w praktycznej

medycynie klinicznej.
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CEL PRACY

Celem prezentowanej pracy bylo poszerzenie wiedzy dotyczacej mechanizméw
biologicznej aktywnosci LA ze zrodel egzogennych. Mimo bowiem licznych badan,
dokumentujgcych korzystne dziatanie tego zwigzku w wielu réznych stanach patologicznych,
mechanizmy poprzez ktéore wptywa on na procesy zachodzace w komorkach organizmu
zZywego pozostaja w duzym stopniu nierozpoznane.

Moja uwage zwrocily badania wskazujace na powigzanie LA i GTN z aktywnoscig ALDH,
stad celem poszukiwan podjetych w ramach realizacji niniejszej rozprawy bylo przesledzenie
wplywu GTN 1 LA na aktywnos¢ ALDH w warunkach in vivo i in vitro. Problematyka ta
Scisle taczy sie ze zjawiskiem tolerancji na GTN, ktérego mechanizm wciaz nie jest w petni
wyjasniony. Ponadto badania te zwracaja uwagg na mato jeszcze dostrzegany problem
odmiennego dziatania LA w warunkach in vitro i in vivo.

W niniejszej pracy podjeto rowniez probe wykazania, ze LA wlacza si¢ w przemiany
reaktywnych form siarki (RFS), tj. siarki sulfanowej i H,S. Celem prowadzonych w tym
kontekscie badan byto rowniez sprawdzenie czy LA 1 DHLA same mogg by¢ zrodtem RFS.

Badania te zostaty podjete tak ze wzgledu na interesujacy aspekt poznawczy, jak i ze
wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania uzyskanych wynikow w praktycznej medycynie
Klinicznej. Uzyskane wyniki badan niewatpliwie przyczynig si¢ do lepszego poznania

mechanizmow farmakologicznej aktywnosci LA.

22



PRACA1

Bilska-Wilkosz A., Gorny M. Dudek M., Nowinski L Bednarski M., Iciek M., Kowalczyk-
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Inactivation of aldehyde dehydrogenase by nitroglycerin in the presence and absence of lipoic
acid and dihydrolipoic acid. Implications for the problem of differential effects of lipoic acid
in vitro and in vivo. Acta Poloniae Pharmaceutica - Drug Research, 2016, 73 (6), 1531-1538.

Badania in vivo zostaty wykonane

w Katedrze Farmakodynamiki Wydzialu Farmaceutycznego U] CM
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METODYKA

Zwierzeta

Badania in vivo przeprowadzono na dojrzatych samcach szczurow szczepu Wistar o0 masie
ciala 100-150 g. Szczury umieszczano w klatkach w pomieszczeniu o standardowych
warunkach Kklimatycznych (temperatura 20 + 2°C), z naturalnym rytmem $wietlnym.
Zwierzeta otrzymywaly pasze standardowg i wode ad libitum.

Do badan zostal uzyty lek o nazwie Thiogamma, ktory jako substancje farmakologicznie
aktywng zawiera racemat LA i lek o nazwie Nitracor, ktory jako substancj¢ farmakologicznie
aktywna zawiera GTN. Badania zostaly przeprowadzone po uzyskaniu zgody Lokalnej
Komisji Etycznej w Krakowie.

Zwierzeta podzielono na trzy grupy. Kazda grupa liczyta 8 szczuréw.

Grupy byty traktowane w nastepujacy sposob:

Grupa 1: kontrola. Przez 8 dni podawano podskornie (sc) 0,9% roztwor NaCl (0,6 ml trzy
razy dziennie);

Grupa 2: GTN. Przez 8 dni podawano podskornie (S¢) roztwor GTN w jednorazowej dawce
10 mg/kg wagi ciata, trzy razy dziennie;

Grupa 2: GTN + LA. Przez 8 dni podawano podskornie (sC) roztwor GTN w dawce 10 mg/kg
wagi ciata trzy razy dziennie i roztwor LA dootrzewnowo (ip) w jednorazowej dawce 50

mg/kg wagi ciala, dwa razy dziennie.

Dziewigtego dnia zwierzgta zabijano przez przerwanie rdzenia kregowego, pobierano
watroby 1 zamrazano w cieklym azocie, po czym przechowywano w temperaturze -76°C do

momentu oznaczen aktywnosci ALDH.

Przygotowanie homogenatu tkanek
Homogenat tkanek przygotowano przez homogenizacj¢ 1 g tkanki w 4 ml 0,1 M buforu
fosforanowego pH 7,4 przy uzyciu homogenizatora marki IKA-ULTRA-TURRAX T8,

stosujgc 20 tys. obrotow/min. przez 10 minut.
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Oznaczanie aktywnosci ALDH w homogenatach watroby szczura

W homogenatach watroby oznaczano aktywno$¢ ALDH. Mieszanina reakcyjna oprocz
homogenatu zawierata bufor fosforanowy pH 8,2, NAD*, EDTA, 4-metylopirazol i rotenon.
Reakcje rozpoczeto przez dodanie aldehydu propionowego jako substratu. 4-metylopirazol
jest inhibitorem dehydrogenazy alkoholowej. Rotenon jest inhibitorem *lancucha
oddechowego. Proba $lepa nie zawierala homogenatu.

Metoda oznaczania aktywnos$ci katalitycznej ALDH jest oparta na tescie Warburga,
wykorzystujgcym — wilasciwosci  optyczne  dinukleotydéw  nikotynamidoadeninowych
NAD(P)/NAD(P)H. Forma utleniona [NAD(P)] charakteryzuje si¢ silnym pasmem
absorbancji przy 260 nm. Natomiast forma zredukowana [NAD(P)H] wykazuje dodatkowe
pasmo absorbancji przy 340 nm. Zmiana absorbancji przy 340 nm (wzrost lub spadek) jest
wiec miarg redukcji utlenionego lub utlenienia zredukowanego koenzymu. Ilo$ciowo
zalezno$¢ t¢ ujmuje molowy wspdlczynnik absorbancji, ktéry dla NAD(P)H wynosi
6,22 x 10° mol™ x dm® x cm™.

Aktywno$s¢ ALDH wyrazano jako nmol NADH wytworzonego w ciggu 1 minuty

W przeliczeniu na 1 mg biatka.

Oznaczanie bialka

Metoda oznaczania biatka opiera si¢ na reakcji biuretowe] pomiedzy wigzaniami
peptydowymi, a jonami miedzi w Srodowisku alkalicznym oraz na reakcji obecnych w biatku
reszt aminokwasow aromatycznych — tyrozyny i tryptofanu z odczynnikiem Folina-Ciocalteu
(mieszaning kwasu fosforomolibdenowego i fosforowolframowego). Jon miedzi zwigzany
z biatkiem oraz reszty tyrozyny i tryptofanu redukuja powyzsze kwasy do odpowiednich

tlenkow oznaczanych spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A=500 nm.

Wplyw LA, DHLA i GTN na aktywno$é¢ ALDH w warunkach in vitro

Do badan wuzyto drozdzowa ALDH. Finalne st¢zenie enzymu we wszystkich
eksperymentach in vitro wynosito 0,3 mg/ml. Zastosowano 0,1 mM st¢zenie GTN oraz 1 mM
stezenie LA 1 jego zredukowanej formy - DHLA. Badania aktywnosci ALDH prowadzono

w pH 8,0, w temp. 25°C. Przygotowano dwie serie eksperymentalne.
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W | serii eksperymentalnej wykonano 3 mieszaniny reakcyjne:
(1) ALDH preinkubowano z GTN przez 20 minut;
(2) ALDH preinkubowano z GTN przez 5 minut, a nastepnie dodano LA i dalej
prowadzono inkubacj¢ przez 15 minut;
(3) ALDH preinkubowano z GTN przez 5 minut, a nastgpnie dodano DHLA i dalej

prowadzono inkubacje¢ przez 15 minut.

W 11 serii eksperymentalnej wykonano 3 mieszaniny reakcyjne:
(1) ALDH preinkubowano z GTN przez 5 minut;
(2) ALDH preinkubowano z LA przez 15 minut, a nastgpnie dodano GTN i dalej
prowadzono inkubacje przez 5 minut;
(3) ALDH preinkubowano z DHLA przez 15 minut, a nastepnie dodano GTN i dalej

prowadzono inkubacj¢ przez 5 minut.

We wszystkich mieszaninach reakcyjnych enzym zmierzono aktywno$¢ ALDH. W tym
celu przygotowano roztwér zawierajacy bufor fosforanowy pH 8,2, NAD® i aldehyd
propionowy, bedacy substratem dla ALDH. Reakcje enzymatyczng rozpoczynano przez
dodanie do tego roztworu odpowiedniej mieszaniny reakcyjnej zawierajacej enzym. Pomiar
absorbancji prowadzono przy dhugosci fali 340 nm przez 2 minuty w temperaturze 25°C.
Wyniki podawano jako procent kontroli. Probka kontrolna, dla ktorej przyjeto aktywnos¢
rowng 100% zawierata tylko ALDH, bez obecnosci GTN, LA i DHLA.

Analiza statystyczna

Analize statystyczna przeprowadzono za pomocg testu jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA i testu post-hoc Tukey a. Wyniki z badan in vivo przedstawiono jako wartos¢ rednia
z 8 zwierzat + odchylenie standardowe (SD) w kazdej grupie. Wyniki z badan in vitro
przedstawiono jako warto$¢ $rednig z trzech niezaleznych powtorzen =+ odchylenie

standardowe dla kazdej serii badan. Przyjeto kryterium znamiennos$ci p < 0,05.
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WYNIKI

Uzyskane wyniki badan in vivo wskazujg, ze po 8 dniach podawania szczurom GTN
aktywnos¢ ALDH mierzona w homogenacie watroby wynosi 21,12 + 3,87 U/mg bialka,
podczas gdy w grupie zwierzat kontrolnych, nie otrzymujacych GTN oznaczona
w homogenacie watroby aktywno$¢ enzymu wyniosta 45,28 + 10,85 U/mg biatka. Oznacza
to, ze GTN jest bardzo silnym inhibitorem ALDH w watrobie szczura. Natomiast u zwierzat,
ktore przez 8 dni otrzymywatly lgcznie GTN i LA zmierzona w homogenacie watroby
aktywno$¢ ALDH wyniosta 26,25 + 5,38 U/mg biatka. Oznacza to, ze podawanie LA nie
chroni ALDH przed hamujacym wptywem GTN na aktywnos¢ ALDH w watrobie szczura.

Wyniki in vitro, uzyskane w I serii eksperymentu wskazuja, ze po 20-minutowej inkubacji
ALDH z GTN aktywno$¢ enzymu wynosi 8,2% aktywnosci w odniesieniu do proby
kontrolnej, dla ktorej przyjeta aktywno$¢ wynosi 100%. Oznacza to, ze warunkach in vitro
GTN jest silnym inhibitorem aktywnosci enzymatycznej ALDH. Natomiast po 5 minutowej
preinkubacji enzymu z 0,1 mM GTN, a nast¢pnie dalszej 15 minutowej inkubacji z 1 mM LA
lub DHLA (mieszanina reakcyjna 2 i 3, odpowiednio) aktywno$¢ ALDH wynosi odpowiednio
31,6% i 71,9% w porownaniu do kontroli (100%). Oznacza to, ze 1 mM LA i DHLA sa
zdolne do przywrdcenia zahamowanej przez GTN aktywnos$ci ALDH, przy czym bardziej
skuteczny jest tu DHLA.

Wyniki in vitro, uzyskane w II serii eksperymentu wskazujg, ze po 5-minutowej inkubacji
ALDH z GTN aktywno$¢ enzymu spada do wartosci 27% aktywnosci kontrolnej (100%), co
potwierdzaja wczesniejsze wyniki, wskazujace na GTN jako inhibitor aktywnosci
katalitycznej ALDH. Natomiast po 15-minutowej preinkubacji enzymu z 1 mM LA lub
DHLA, a nastepnie dalszej 5-minutowej inkubacji z 0,1 mM GTN (mieszanina reakcyjna 2
i 3) aktywno$¢ ALDH wynosi odpowiednio 68,1% i 106,9% w porownaniu do kontroli
(100%). Oznacza to, ze 1 mM LA i DHLA sa zdolne do ochrony aktywnosci ALDH przed
hamujagcym wpltywem GTN. LA chroni aktywno$¢ enzymu czg¢sciowo, podczas gdy
w obecnosci DHLA, GTN praktycznie w ogole nie hamuje aktywnosci katalitycznej ALDH.

Reasumujac, przeprowadzone badania wykazaly, ze GTN jest silnym inhibitorem
aktywnosci katalitycznej ALDH zaréwno w warunkach in vivo, jak i in vitro. W warunkach in
vitro zarowno LA, jak i DHLA chronig aktywno$¢ ALDH przed hamujgcym wpltywem GTN,
jak réwniez sa zdolne do przywrocenia juz zahamowanej przez GTN aktywnosci katalitycznej
ALDH. W warunkach in vivo podawanie szczurom LA nie chroni aktywnosci watrobowej

ALDH przed hamujacym wptywem GTN.
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Uzyskane wyniki dodatkowo zwracaja uwage na fakt, iz efekty biologicznego dzialania
LA w warunkach in vitro moga r6zni¢ si¢ od tych, ktore obserwujemy w warunkach in vivo.
Problem ten, cho¢ wazny, ciggle jeszcze jest za mato poznany i zbadany. Prezentowana praca

(Praca 1) jest wiec skromnym glosem w toczgcej si¢ na ten temat dyskusji.
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Abstract: Lipoic acid (LA-(SS), LA) and its reduced form - dihydrolipoic acid DHLA-(SH),, DHLA) are syn-
thesized mainly in the mammalian liver. In this study, we investigated in vitro the inactivation of yeast alde-
hyde dehydrogenase (ALDH) by nitroglycerin (GTN) in the presence and absence of LA and DHLA. In vivo
studies were performed to answer the question whether LA administered jointly with GTN for 8 days will affect
the ALDH activity in the rat liver. The results indicated that in vitro both LA and DHLA restored and protect-
ed ALDH activity against GTN-induced inactivation, while treatment of rats with LA and GTN in combination
did not provide any protection against GTN-induced ALDH inhibition. In summary, the obtained results seem
to confirm earlier reports indicating the differential effects of LA in vitro and in vivo.

Keywords: lipoic acid, dihydrolipoic acid, nitroglycerin, aldehyde dehydrogenase

Lipoic acid, also known as a-lipoic acid or
thioctic acid (LA, LA-(SS), 1,2-dithiolane-3-pen-
tanoic acid) and its reduced form dihydrolipoic acid
(DHLA, DHLA-(SH),, 6.,8-dimercaptooctanoic
acid) are present in all prokaryotic and eukaryotic
cells. The chemical structures of LA and DHLA are
shown in Figure 1. LA is synthesized in mammals in
the mitochondria of the liver and other tissues. It is
suggested that octanoic acid is the precursor of the
eight-carbon fatty acid chain of LA while cysteine is
the source of sulfur. Most of LA in the body is found
tightly bound to proteins by an amide linkage
(lipoamide, lipoyl group) to a lysine residue (lipolly-
sine). This lipoamide bond functions mainly as a
cofactor of multienzymatic mitochondrial complex-
es catalyzing oxidative decarboxylation of -
ketoacids (1, 2). The lipoyl group can be oxidized
and reduced by lipoamide dehydrogenase.

Apart from endogenous synthesis, LA is also
absorbed from food. LA has been detected in the

COCH

DHLA

4 /\/
5 3
SH SH

Figure 1. Chemical structures of lipoic acid (LA) and its reduced
form dihydrolipoic acid (DHLA)

form of lipollysine in various natural products. The
most important dietary sources of it include spinach,
broccoli and meat offal (3). Lipollysine absorbed
from the diet can be hydrolyzed in blood by lipoami-
dase. Moreover, LA has now become a common
ingredient of different formulas for athletes, anti-
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aging supplements and even pet food (4). In recent
years, pharmacological properties of exogenously
supplemented LA have attracted attention of many
researchers. It is suggested that therapeutic effects
of LA supplementation can be attributed to the
potent antioxidant properties of LA and DHLA.
The reductive potential of the LA/DHLA cou-
ple has been estimated at -320 mV (1) or -290 mV
(5). This means that DHLA is able to reduce not
only reactive oxygen and nitrogen species (ROS and
RNS, respectively) but also the oxidized forms of
other antioxidants, both hydrophilous, such as glu-
tathione disulfide (GSSG) and dehydroascorbic acid
(DHA), and hydrophobic, such as chromanoxyl rad-
ical of tocopherol (TOH) (6-10) (Table 1). For this
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reason, DHLA is often called the antioxidant of
antioxidants or a universal antioxidant (11). The
oxidized form, i.e., LA has also been demonstrated
to express antioxidant properties (11, 12) (Table 2).

Redox reactions are fundamental processes in
metabolism of all cells. A disruption of the pro- and
antioxidant balance can explain the mechanism of
etiopathogenesis and progression of many, appar-
ently distant pathological states. This is the reason
for an increasing significance of antioxidants in
medicine and more common use of the term “oxida-
tive stress” in medical sciences. However, since the
activity of LA and DHLA as direct scavengers of
ROS/RNS was confirmed mostly by in vitro experi-
mental studies, some authors question the efficacy

Table 1. The values of standard biological redox potentials (EO" ) of selected redox systems

System E, (V) Reference
Acetic acid/acetaldehyde -0.60 (11
Acetylo-CoA/acetaldehyde -0.41 (11
NAD/NADH + H* -0.32 (12, 14)
LA/DHLA -0.29 (5,12, 13)
GSSG/GSH -0.24 (12)
Cystine/cysteine -0.22 (12, 15)
Acetaldehyde/ethanol -0.20 (11)
FAD/FADH, -0.06 (11, 14)
Dehydroascorbic acid/ascorbic acid 0.08 (11, 12)
Chromanoxyl radical of tocopherol/tocopherol 0.48 (13, 14)
0,/H,0 0.82 (14)
H,0,/0,*" 0.87 14)
NO*/NO* 1.21 (15)
H,0,/H,0 1.32 (14)
ONOO/NO," 1.40 (15
*OH, H/H*O 2.31 (15)

Table 2. The scavenging capacity of LA and DHLA for the selected ROS and RNS.

ROS/RNS LA DHLA Scavenging capacity Reference
0. no yes - (11)
2 no no - (12)
yes yes LA <DHLA (11)
H,0,
no yes - (12)
. LA <DHLA (11)
OH yes yes LA = DHLA (12)
ONOO" yes yes LA <DHLA (11, 12)
NO* yes yes LA <DHLA (11, 12)
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Series I was prepared as follows:
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ALDH, GTN
enzyme mixture 1 » ALDH activity
20 min
ALDH, GTN +LA
enzyme mixture 2 > »  ALDH activity
5 min 15 min
ALDH, GTN + DHLA
enzyme mixture 3 > »  ALDH activity
5 min 15 min
Series II was prepared as follows:
ALDH, GTN
enzyme mixture 1 —_— ALDH activity
5 min
ALDH, LA +GTN
enzyme mixture 2 > » ALDH activity
15 min 5 min
ALDH, DHLA +GTN
enzyme mixture 3 » »  ALDH activity
15 min 5 min

Scheme 1. Design of the experiment investigating yeast ALDH activity in vitro. Two series of enzyme mixtures were prepared. The final
concentration of ALDH was 0.3 mg/mL in all experiments. The concentration of thiols (LA and DHLA) in the enzyme mixtures was 1

mM

of the supplemented nonprotein-bound LA as a
physiological antioxidant and underline the prob-
lem, overlooked until recently, related to the differ-
ential effects of LA in vitro and in vivo (13, 14). Our
research paper is a modest contribution to the ongo-
ing discussion on this issue.

In the present study, we investigated in vitro
the inactivation of yeast aldehyde dehydrogenase
(ALDH) by nitroglycerin (glycerol trinitrate; GTN)
in the presence and absence of LA and DHLA.
Moreover, in vivo studies were performed to answer
the question whether LA administered jointly with
GTN will affect the ALDH activity in the rat liver.

The genes encoding ALDHs were divided into
several families and subfamilies. It should be noted
that sequence comparison demonstrated that both

yeast and mammalian ALDH isozymes contained
-SH groups that could form a wide variety of oxida-
tion products (15).

EXPERIMENTAL

Reagents

In this study, the formulations Thiogamma and
Nitracor were used, which contain LA and GTN,
respectively, as pharmacologically active sub-
stances. Thiogamma was obtained from Hexal®
AG, (Holzkirchen, Germany). Nitracor was pur-
chased from LEK S.A. and Pliva Krakéw S.A.
(Poland). Purified yeast ALDH, as well as DHLA,
EDTA, Folin-Ciocalteau reagent, 4-methylpyrazole,
NAD, propionaldehyde and rotenone were provided
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by Sigma-Aldrich Chemical Company ((Poznaf,
Poland). All the other reagents were of analytical
grade and were obtained from Polish Chemical
Reagent Company (POCh, Gliwice, Poland).

Animals

Animal experiments were conducted in accor-
dance with the guidelines for animal experiments of
Animal Research Committee and were approved by
the Jagiellonian University Ethic Committee. The
study was carried out on male Wistar rats using the
modified experimental design of Dudek et al. (16,
17). The animals were divided randomly into three
groups of 8 animals each. The first group was treat-
ed with 0.9% NacCl (0.6 mL, three times a day, s.c.)

Table 3. The effect of GTN administered in combination with LA
for 8 days on the ALDH activity in the rat liver.

Treatment ALDH
reatmen [U/mg protein]
Control group 45.28 £ 10.85

21.12%*%*+ 3.87
26.25%** £ 5.38

GTN group
GTN + LA group

*##*Differences significant at p < 0.001 in comparison to control
value. The activity of ALDH was calculated by using the molar
extinction coefficient of reduced NAD of 6.22 mM"' cm™ at 340
nm. Specific activity of the enzyme was expressed as nmol
NADH/min (U)/mg protein.
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for 8 days (control group). The second group was
treated with GTN (30 mg/kg b.w., s.c., divided into
three doses) for 8 days. The third group was treated
with GTN and LA jointly for 8 days (GTN 30 mg/kg
b.w., s.c., divided into three doses and LA 100
mg/kg b.w., i.p., divided into two doses, respective-
ly).

Animals were sacrificed on the 9" day by cer-
vical dislocation and the livers were excised,
washed in 0.9% NaCl, placed in liquid nitrogen and
stored at -70°C until ALDH activity test was per-
formed.

Methods
Preparation of liver homogenates

The frozen livers were weighed and
homogenates were prepared by homogenization of 1
g of the tissue in 4 mL of 0.1 M phosphate buffer,
pH 7.4 using an IKA-ULTRA-TURRAX T8
homogenizer.

Determination of ALDH activity in the rat liver
homogenate

The assay mixture contained liver homogenate,
sodium phosphate buffer (pH 8.2), NAD, EDTA, 4-
methylpyrazole and rotenone. The reaction was initi-
ated by the addition of propionaldehyde as a sub-
strate. 4-Methylpyrazole was added to inhibit alcohol
dehydrogenase, and rotenone to inhibit mitochondri-

100
4 Series |

90 eries s

80 A Enzyme mixture 1 *%
g Enzyme mixture 2
r 70 - 8
9 (=] Enzyme mixture 3
< -
< 60
o
>
£ °° #
S 40 - *kdk T
2
= 30
2

. e —_—
GTN 20' GTN + LA GTN + DHLA

Figure 2. The LA and DHLA-induced restoration of GTN-inhibited ALDH activity in vitro. The ALDH activity was assayed with propi-
onaldehyde (8 uM) as a substrate by measuring the reduction of NAD (I mM) at 340 nm. Data are presented as a percentage relative to
the control (100%) (without GTN and thiols). Data are shown as the mean + SD. Significant vs. control sample: ** p < 0.01; *** p < 0.001.

Significant vs. GTN sample: # p <0.05, At p <0.001
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Figure 3. The LA and DHLA-induced prevention of ALDH inactivation by GTN in vitro. The ALDH activity was assayed with propi-
onaldehyde (8 uM) as a substrate by measuring the reduction of NAD (1 mM) at 340 nm. Data are presented as a percentage relative to
the control (100%) (without GTN and thiols). Data are shown as the mean = SD. Significant vs. control sample: *** p < 0.001. Significant

vs. GTN sample: it p <0.01; ittt p < 0.001.

al NADH oxidase. The blank sample in which the
homogenate was omitted was run simultaneously.
The activity of ALDH was calculated using the
molar extinction coefficient of NADH of 6.22
mM'cm™ at 340 nm with the use of a modified pro-
tocol published earlier (18, 19). Specific activity of the
enzyme was expressed as nmol of NADH produced
per 1 mg of protein per 1 min. The protein content was
measured using the method of Lowry et al. (20).

Determination of yeast ALDH activity

The final concentration of ALDH was 0.3
mg/mL in all experiments. The concentration of thi-
ols (LA and DHLA) in the enzyme mixtures was 1
mM. Two series of enzyme mixtures were prepared
(Scheme 1). All enzyme-containing mixtures were
incubated at a temperature of 25°C.

Series I was prepared as follows:

Enzyme mixture 1. ALDH was preincubated
with 0.1 mM GTN in 50 mM sodium phosphate
buffer (pH 8) for 20 min.

Enzyme mixture 2. ALDH was preincubated
with 0.1 mM GTN in 50 mM sodium phosphate
buffer (pH 8) for 5 min, then LA was added and the
mixture was incubated further for 15 min.

Enzyme mixture 3. ALDH was preincubated
with 0.1 mM GTN in 50 mM sodium phosphate

buffer (pH 8) for 5 min, then DHLA was added and
the mixture was incubated further for 15 min.

Series II was prepared as follows:

Enzyme mixture 1. ALDH was preincubated
with 0.1 mM of GTN in 50 mM sodium phosphate
buffer (pH 8) for 5 min.

Enzyme mixture 2. ALDH was preincubated
with LA in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 8)
for 15 min, then 0.1 mM GTN was added and the
mixture was incubated further for 5 min.

Enzyme mixture 3. ALDH was preincubated
with DHLA in 50 mM sodium phosphate buffer (pH
8) for 15 min, then 0.1 mM GTN was added and the
mixture was incubated further for 5 min.

The assay mixture (I mL) containing sodium
phosphate buffer (pH 8.2), propionaldehyde and NAD
was pipetted into a cuvette. The reaction was initiated
by the addition of the indicated enzyme mixture to the
cuvette and absorbance change at 340 nm was moni-
tored for 2 min at 25°C to calculate the rate of NADH
production and to compare it with the sample contain-
ing only ALDH without GTN (control sample). Data
are presented as a percentage relative to control (100%).

Statistical analysis
All statistical calculations were carried out
with the STATISTICA 10.0 computer program
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using a one-way ANOVA followed by the Tukey
post-hoc test. Data from in vitro studies are present-
ed as the mean * SD of 3-4 independent experiments
in several repetitions. Data from in vivo experiments
are given as the mean + SD for each group of ani-
mals. For all data, the values of p < 0.05 were con-
sidered to be statistically significant.

RESULTS

Activity of ALDH in the rat liver homogenates

As shown in Table 3, the activity of ALDH in
the rat liver of the second group (GTN) and the third
group (GTN + LA) was statistically significantly
decreased vs. control group (first group).

Activity of yeast-derived ALDH

The results obtained in series I are presented in
Figure 2. The experiment indicated that 20-min
incubation with GTN induced a decrease in the
ALDH activity to 8.2% (mixture I) as compared to
the control (100%). A five-minute preincubation of
the enzyme with 0.1 mM GTN and then a 15-min
incubation with 1 mM thiols: LA or DHLA (mixture
2 and 3, respectively) caused a decrease in ALDH
activity to 31.6% and 71.9%, respectively, com-
pared to the control (100%). This indicates that both
1 mM thiols (LA and DHLA) were able to restore
ALDH activity inhibited by GTN, but DHLA was
more effective than LA.

The results obtained in series II are presented
in Figure 3. The experiment demonstrated that a 5-
min incubation with GTN lowered ALDH activity to
27% (mixture 1) compared to the control (100%).
When the samples of ALDH were preincubated with
1 mM LA or DHLA (mixture 2 and 3, respectively)
for 15 min and then with 0.1 mM GTN for 5 min, the
ALDH activity changed to 68.1% and 106.9%,
respectively, compared to the control (100%).

2 v COOH

Figure 4. Chemical structure of B-lipoic acid (B-LA). B-LA is a
biological oxidation product of LA, which was proven in in vitro,
but not in vivo studies (12, 27).
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This indicates that both 1 mM thiols (LA and
DHLA) were able to protect ALDH against the
inhibitory effect of GTN, but DHLA was more
effective than LA.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

In line with literature data, the present studies
demonstrated that GTN inhibited ALDH activity
both in vivo and in vitro. Already in 1985, Towell et
al. (21) observed an 88% inhibition of erythrocytic
ALDH in GTN-treated patients. Wenzel et al. (22)
indicated that GTN was a potent inhibitor of both
purified yeast ALDH as well as ALDH in isolated
heart mitochondria from in vivo GTN-treated rats.
The next study of the same research group demon-
strated that GTN inhibited ALDH activity in circu-
lating white blood cells (WBCs) of healthy volun-
teers (23). The studies of Beretta et al. (24) showed
that GTN blocked ALDH activity in isolated rat
liver mitochondria, and also of recombinant human
ALDH.

It is currently known that GTN is an inhibitor
of ALDH (i.e., causes the loss of dehydrogenase
activity) because it serves as a substrate for its
reductase activity. This means that ALDH catalyzes
the formation of glyceryl dinitrate (GDN) (1,2-
GDN/1,3-GDN ~ 8 : 1) and nitrite (NO,”) from
GTN. The electrons for this reduction are provided
by cysteine-thiols at the active site of ALDH that are
converted to an intramolecular disulfide bond,
which leads to a drop in the catalytic activity of the
enzyme (24-26). A simplified scheme of this
process can be expressed as:

GTN + ALDH-(SH), ,1..; = 1.2-GDN + NO,”
+ H+ + ALDH_(SS)(inaclive)

The present results obtained in vitro support the
role of DHLA both in the restoration of ALDH
activity after inhibition by GTN and in the protec-
tion of the enzyme against the inhibitory effect of
GTN. ALDH activity was not inhibited by GTN if
DHLA was added prior to GTN. Also, DHLA large-
ly restored the inhibited ALDH activity if added
after GTN. It was confirmed by studies of other
authors. Namely, regeneration of the oxidized —SH
groups of ALDH could be achieved via an exchange
with —SH groups of DHLA (22, 24) what, in a sim-
plified way, can be expressed as:

ALDH-(SS)yseive) + DHLA-(SH,) —
ALDH-(SH); ive) + LA-(SS)
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It is interesting and surprising that under in vitro
conditions also LA prevented inactivation of the
enzyme and had an impact on ALDH already inhibit-
ed by GTN. Since this is the first study examining the
effect of GTN on the ALDH activity in the presence
of the oxidized form of DHLA, i.e. LA, this result is
difficult to explain because of too few data. In vitro
studies revealed that LA was capable of scavenging
numerous ROS and RNS, which indicated that despite
being in its oxidized form LA behaved as a reducing
agent (antioxidant). B-Lipoic acid (B-LA) (Fig. 4) is a
biological oxidation product of LA, as demonstrated
only by in vitro studies (12, 27, 28). It means that
reduction process of the oxidized —SH groups of
ALDH, in a simplified form, can be expressed as:

ALDH-(SS) e, + LAX(SS) + H,0 —
ALDH_(SH)Z (active) + B_LA

Is it possible? Further studies are necessary to
verify this undoubtedly intriguing hypothesis.-

On the other hand, the in vivo experiments
indicated that treatment of rats with LA and GTN in
combination did not provide any protection against
GTN-induced ALDH inhibition. This is in contrast
with the results of Wenzel et al. (23), who reported
that administration of a single sublingual GTN dose
decreased ALDH activity in WBCs in healthy vol-
unteers and that these effects were prevented by oral
LA pretreatment 15 min before GTN.

This difference could possibly be due to a
number of factors, including different experimental
conditions. In our opinion, the level of oxidative
stress is the core of the problem since oxidative
stress was undoubtedly much lower after GTN
administration at a single dose compared with
chronic GTN treatment (8 days). The sulfhydryl
groups of cysteine residues (Cys-SH) in proteins (P-
SH) can form a wide variety of oxidation products,
including reversible oxidation states of disulfide
bonds (P-SS) and sulfenic acid (P-SOH), and the
irreversible higher oxidation states of sulfinic acid
(P-SO,H) and sulfonic acid (P-SO;H) (15, 29).
Thus, the plausible proposal is that under our exper-
imental conditions in vivo the sulfhydryl groups of
cysteine residues at the active site of ALDH can be
irreversible oxidized to sulfinic acid (P-SO,H) and
sulfonic acid (P-SO;H) that cannot be reduced by
LA and DHLA, but in experimental conditions in
vivo described in the above-mentioned paper by
Wenzel et al. (23) the activity of the enzyme
decreased due to reversible oxidation of sulfhydryl
groups of cysteine residues in ALDH to disulfide
bonds that can be reduced by LA and DHLA.
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It should be mentioned that recent experi-
mental and clinical studies indicate a beneficial
effect of exogenous LA in many diseases accom-
panied by oxidative stress (30-36) and simultane-
ously, the ability of LA and DHLA to function as
physiological antioxidants is questioned (13, 14).
It means that the mechanism of pharmacological
actions of LA in vivo still remains undiscovered.
This issue definitely requires further studies the
more so that searching for the mechanisms of
pharmacological actions of LA is important from
the point of view of both basic research and its
practical applicability.

In summary, the obtained results seem to con-
firm earlier reports indicating the differential effects
of LA in vitro and in vivo.

Conflict of interest

The authors do not have any conflict of interest
regarding this manuscript.

Acknowledgments

The in vivo research was supported by statuto-
ry funds of the Faculty of Medicine and Faculty of
Pharmacy, Jagiellonian University, Collegium
Medicum, Krakéw, Poland; the in vitro study was
supported by the National Science Centre, Krakow,
Poland, grant No. 2011/01/B/NZ4/01675. The pub-
lication of this paper was financially supported by
Leading National Research Centre KNOW,
Krakow, Poland.

REFERENCES

1. Reed L.J., DeBusk B.G., Gunsalus I.C.,
Hornberger C.S.: Science 114, 93 (1951).

2. Reed L.J.: J. Biol. Chem. 276, 38329 (2001).

3. Glade M.J., Smith K.: Ann. Nutr. Disord. Ther.
2,1 (2015).

4. Shay K.P., Moreau R.F., Smith E.J., Smith
A.R., Hagen T.M.: Biochim. Biophys. Acta
1790, 1149 (2009).

5. Stary F.E., Jindal S.J., Murray R.W.: J. Org.
Chem. 40, 58 (1975).

6. Zgirski A., Gondko R.: Biochemical calcula-
tions (in Polish). PWN, Warszawa 2010.

7. Kohen R., Moor E., Oron M.: in Redox-
Genome Interactions in Health and Disease.
Oxidative Stress and Disease, Fuchs J., Podda
M., Packer L. Eds., p. 13, CRC Press, New
York 2003.



1538

8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Malifiska D., Winiarska K.: Postepy Hig. Med.
Dosw. (online) 59, 535 (2005).

Bartosz G.: Second face of oxygen. Free radi-
cals in nature (in Polish) Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2003.

Augusto O., Radi R.: in Biothiols in Health and
Disease, Packer L,. Cadenas E. Eds., p. 83,
Marcel Dekker, New York 1995.

Packer L., Kraemer K., Rimbach G.: Nutrition
17, 888 (2001).

Biewenga G.P., Haenen G.R., Bast A.: Gen.
Pharmacol. 29, 315 (1997).

Shay K.P., Moreau R.F., Smith E.J., Hagen
T.M.: IUBMB Life 60, 362 (2008).

Smith A.R., Shenvi S.V., Widlansky M., Suh
J.H., Hagen T.M.: Curr. Med. Chem. 11, 1135
(2004).

DeMaster E.G., Redfern B., Quast B.J.,
Dahlseid T., Nagasawa H.T.: Alcohol 14, 181
(1997).

Dudek M., Bednarski M., Bilska A., Iciek M.,
Sokotowska-Jezewicz M. et al.: Eur. J.
Pharmacol. 591, 203 (2008).

Dudek M., Bilska A., Bednarski M., Iciek M.,
Kwiecien I. et al.: Fundam. Clin. Pharmacol.
24, 47 (2010).

Loomis C.W., Brien J.F.: Can. J. Physiol.
Pharm. 61, 1025 (1983).

Tottmar S.O., Pettersson H., Kiessling K.H.:
Biochem. J. 135, 577 (1975).

Lowry O., Rosebrough N.J., Farr A.L., Randal
R.J.: J. Biol. Chem. 193, 265 (1951).

Towell J., Garthwaite T., Wang R.: Alcohol
Clin. Exp. Res. 9, 438 (1985).

Wenzel P., Hink U., Oelze M., Schuppan S.,
Schaeuble K. et al.: J Biol. Chem. 282, 792
(2007).

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

ANNA BILSKA-WILKOSZ et al.

Wenzel P., Schulz E., Gori T., Ostad M.A.,
Mithner F. et al.: J. Pharmacol. Exp. Ther. 330,
63 (2009).

Beretta M., Sottler A., Schmidt K., Mayer B.,
Gorren A.C.: J. Biol. Chem. 283, 30735 (2008).
Chen Z., Stamler J.S.: Trends Cardiovasc. Med.
16, 259 (2006).

Chen Z., Zhang J., Stamler J.S.: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 99, 8306 (2002).

Krishnan C.V., Garnett M.: Int. J. Electrochem.
Sci. 6, 3607 (2011).

Trujillo M., Radi R.: Arch. Biochem. Biophys.
397, 91 (2002).

Lee C.F., Paull T.T., Person M.D.: J. Proteome
Res. 12, 4302 (2013).

Papanas N., Ziegler D.:
Pharmacother. 15, 2721 (2014).
Iciek M., Marcykiewicz B., Bilska-Wilkosz A.,
Sokotowska-Jezewicz M., Ktapcinska J.:
Pharmacol. Rep. 66, 325 (2014).

Dudek M., Knutelska J., Bednarski M.,
Nowinski L., Zygmunt M. et al.: Pharmacol
Rep. 66, 499 (2014).

Jain A.P., Aggarwal K.K., Zhang P.Y.: Eur.
Rev. Med. Pharmacol. Sci. 19, 441 (2015).
Kumar A., Singh A., Ekavali. A.: Pharmacol.
Rep. 67, 195 (2015).

Zygmunt M., Dudek M., Bilska-Wilkosz A.,
Bednarski M., Mogilski S. et al.: Acta Pol.
Pharm. Drug Res. 70, 899 (2013).
Bilska-Wilkosz A., Dudek M., Knutelska J.,
Witodek L.: Acta Pol. Pharm. Drug Res. 72, 49
(2015).

Expert Opin.

Received: 15. 12. 2015



PRACA 2
Bilska-Wilkosz A., Dudek M., Knutelska J., Wlodek L.:

The effect of lipoic acid administration on the urinary excretion of thiocyanate in rats exposed

to potassium cyanide. Acta Poloniae Pharmaceutica - Drug Research, 2015, 72 (1), 49-52.

Badania in vivo zostaly wykonane

w Katedrze Farmakodynamiki Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM

37



METODYKA

Zwierzeta

Badania przeprowadzano na dojrzatych samcach szczuréw szczepu Wistar o masie ciata
180 - 250 g. Zwierzeta zostaly nawodnione przez podanie 7 ml wody sonda dozotadkowa.
Szczury zostaly umieszczone w plastikowych klatkach przystosowanych do pobierania
moczu, w pomieszczeniu o standardowych warunkach klimatycznych (temperatura 20 + 2°C),
z naturalnym rytmem $wietlnym. Zwierzeta otrzymywaly pasze standardowg i wode ad
libitum.

Do badan zostal uzyty lek o nazwie Thiogamma, ktory jako substancje farmakologicznie
aktywng zawiera racemat LA. Badania zostaty przeprowadzone po uzyskaniu zgody Lokalne;j

Komisji Etycznej w Krakowie.

Zwierzeta podzielono na dwie grupy. Kazda grupa liczyta 6 szczurow.

Grupy byly traktowane w nastgpujacy sposob:

Grupa 1: KCN (1 mg/kg masy ciata, ip);

Grupa 2: KCN (1 mg/kg masy ciata, ip) + LA (100 mg/kg masy ciata, ip).

Mocz zbierano przez 24h od momentu iniekcji. W zebranym moczu oznaczono poziom

rodanku (tiocyjanianu).

Oznaczanie poziomu rodanku w moczu szczurow
Obecne w moczu rodanki tworza z jonami Fe™ barwny rodanek zelaza (III) Fe(SCN)s,
oznaczany spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A=450 nm. Stezenie rodankéw obliczano

na podstawie krzywej wzorcowej dla rodanku potasu (KSCN).

Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta, poréwnujac wyniki
z grupy otrzymujacej KCN z grupa otrzymujaca KCN i LA. Wyniki przedstawiono jako
wartosci $rednie dla 6 zwierzat + blad standardowy $redniej (SEM). Przyjeto kryterium

znamiennosci na poziomie p < 0.05.

38



WYNIKI

Utlenianie cyjankow z udziatem siarki sulfanowej do znacznie mniej toksycznych
rodankow (wartos¢ LDsg dla drogi per os cyjanku i rodanku wynosi u szczurow 3 i 854 mg/kg

masy ciala, odpowiednio) jest najwazniejszym procesem w systemie detoksyfikacji cyjankow.

CN +S — SCN

Reakcja ta jest katalizowana przede wszystkim przez transferazg siarkowa tiosiarczanu
(EC. 2.8.1.1; rodanaza, TST) i transferaz¢ siarkowa 3-merkaptopirogronianu (EC 2.8.1.2;
MST). Gtéwnym donorem siarki sulfanowej w reakcjach przeksztalcenia cyjankow do
tiocyjanianOw jest tiosiarczan w reakcjach katalizowanych przez TST i 3-merkatopirogronian
w reakcjach katalizowanych przez MST. Produkt reakcji - rodanek (tiocyjanian) jest
wydalany z moczem. Oznacza to, ze poziom wydalanego z moczem rodanku moze by¢
postrzegany, jako wskaznik skuteczno$ci procesu detoksyfikacji cyjanku.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze u szczuréw otrzymujacych tacznie KCN 1 LA poziom
rodankéw wydalonych z moczem w ciggu 24h jest niemal dwukrotnie wyzszy w pordwnaniu
do grupy otrzymujacej tylko KCN (4,86 pumol/24h + 0,23 i 2,5 pmol/24h + 0,37,
odpowiednio). Oznacza to, ze LA zwigksza szybkos$¢ detoksyfikacji cyjanku u szczurow.

Mozliwe tutaj sa dwa zasadnicze mechanizmy dziatania LA, a mianowicie wptyw na :
(1) aktywnos¢ siarkotransferaz - TST i MST; (2) podniesienie poziomu siarki sulfanowej,
bedacej substratem dla TST 1 MST. Trzeba tutaj przypomnie¢, ze MST pelni dwie funkcje
w organizmach ssakow. Enzym ten katalizuje zaro6wno te reakcje, ktore dostarczaja siarki
sulfanowej niezbednej do przeksztalcenia cyjankéw do rodankéw, jak i te, w ktorych to
przeksztalcenie zachodzi.

Badania dotyczace udzialu LA w reakcjach detoksyfikacji cyjanku w warunkach in vivo sg
bardzo interesujace, poniewaz z jednej strony poszerzaja naszg wiedz¢ na temat
mechanizmow dziatania 1 biologicznej roli siarkotransferaz, jak rowniez wskazuja na LA,
jako potencjalne antidotum przy zatruciach cyjankami.

Uzyskane wyniki potwierdzaja wigc, ze jednym z mechanizméw biologicznej aktywnosci
LA jest jego wplyw na przemiany zwigzkoéw posiadajacych siarke sulfanowg. Jest to teza
nowa, do tej pory w niewielkim stopniu podnoszona przez innych autoréw. Potrzebne sg

jednak dalsze badania w celu lepszego poznania mechanizmow tego procesu.
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Abstract: The oxidation of cyanide (CN”) to a much less toxic thiocyanate (SCN") is the main in vivo bio-

chemical pathway for CN~ detoxification. SCN™ is excreted mainly in urine. This study was performed to inves-

tigate the effect of lipoic acid (LA) on the urinary excretion of thiocyanate (SCN™; rhodanate) in rats. Groups

of the animals were treated intraperitoneally (i.p.) as follows: group 1: potassium cyanide (KCN) (1 mg/kg);

group 2: KCN (1 mg/kg) + LA (100 mg/kg). Urine was collected for 24 h and the pooled samples were exam-

ined for SCN™ levels. The obtained results indicated that the treatment of animals with potassium cyanide and

LA in combination significantly increased the urinary excretion of SCN™ in comparison with the respective val-

ues in the KCN-alone-treated group. It indicates that LA increased the rate of CN™ detoxification in rats.

Keywords: lipoic acid, dihydrolipoic acid, cyanides, thiocyanates (rhodanates), sulfane sulfur

Cyanides (CN7), salts of hydrogen cyanide
(HCN), and HCN itself have always been feared as
poisons because of their toxic properties. Cyanides
are synthesized, excreted and degraded in nature by
many species of bacteria, plants and insects.
Cyanides have also been used for various purposes
in industry. Toxic level of cyanides in the body is
generated after administration of certain drugs, like
laetrile and sodium nitroprusside. Cyanide targets
primarily mitochondrial cytochrome oxidase, there-
by causing the inhibition of cellular respiration,
acceleration of anaerobic glycolysis, and consequent
tissue hypoxia and metabolic lactic acidosis.

The oxidation of CN™ to a much less toxic thio-
cyanate (the oral LDy, values of cyanide and thio-
cyanate in rats are 3 and 854 mg/kg, respectively)
(1) is the main in vivo biochemical pathway for CN™
detoxification according to the following reaction:

CN™+S — SCN™

* Corresponding author: e-mail: mbwlodek@cyf-kr.edu.pl
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The conversion of CN™ to SCN™ is catalyzed by
sulfurtransferases: rhodanese (EC. 2.8.1.1; TST), 3-
mercaptopyruvate sulfurtransferase (EC 2.8.1.2;
MST) and cystathionine y-lyase (EC 4.4.1.1; CSE).
The role of these enzymes consists in sulfane sulfur
transfer to CN™.

Sulfane sulfur is a divalent sulfur atom (-S-)
covalently bound to another sulfur atom (R-S-S-
H). The elemental sulfur (Sg) and outer sulfur
atom of thiosulfate (S=SO;7) exhibit also sulfane
sulfur properties. The sulfane sulfur-containing
compounds are endogenous metabolites formed
from cysteine. Cysteine is synthesized from the
essential amino acid methionine to a limited
extent and for this reason, it is called a semi-
essential amino acid. Cysteine and methionine are
only two of the twenty amino acids normally pres-
ent in proteins and belong to the sulfur-containing
amino acids (SAA). Thiocyanate is excreted
mainly in urine.
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Lipoic acid (R)-5-(1,2-dithiolan-3-yl)pentanoic
acid, LA, C4H,0,S,), a naturally occurring dithiol
compound, is a cofactor for a number of multienzy-
matic complexes involved in energy metabolism.
Dihydrolipoic acid (6,8-dimercaptooctanoic acid,
DHLA, CH,,O,S,) is the reduced form of LA.
Exogenous LA has been shown to exhibit pharma-
cological activities (2—6). Literature data indicate
that the LA/DHLA system participates also in sul-
fane sulfur metabolism. Namely, it was shown that
DHLA serves as a sulfane sulfur acceptor in the
TST- and MST-catalyzed sulfane sulfur transfer. In
these reactions DHLA hydropersulfide is formed,
from which sulfane sulfur is released in the form of
hydrogen sulfide (H,S) and LA is produced con-
comitantly (7, 8).

Thus, it can be assumed that LA may be
involved in cyanide detoxification reactions in the
body. This study was undertaken to investigate for
the first time the effect of LA administration on the
urinary excretion of SCN™ in rats exposed to CN™

EXPERIMENTAL

Animals

The experiments were carried out on male
Wistar rats (300-350 g). Animals were housed in
metabolic cages for urine collection, in a room at a
constant temperature of 20 + 2°C with a natural
light-dark cycle. They had free access to standard
pellet diet and water. Groups consisted of 6 animals
each. The pharmaceutical with the commercial
name Thiogamma, which contains LA as an active
substance was used in our experiments as a source
of LA. All procedures were approved by the Ethics
Committee for Animal Research in Krakow (license
no. 44/2012).

Groups were treated as follows: Group 1: KCN
(1 mg/kg b.w., i.p.). Group 2: KCN (1 mg/kg b.w.;
i.p.) + LA (100 mg/kg b.w.; i.p.).

Urine was collected for 24 h after drug injection
and the pooled samples were examined for SCN™
levels.

Methods
Determination of thiocyanate level in the urine of
rats

The content of SCN™ was determined by the
method of Goldstein (9). SCN™ present in the urine
reacts with Fe* ions to form the colored compound
Fe(SCN),, the concentration of which is measured
spectrophotometrically at a wavelength of A =450 nm.
SCN™ concentration is calculated based on a standard
curve prepared for potassium thiocyanate (KSCN).

Statistical analysis

Data are presented as the means = SEM. The sta-
tistical significance of the differences between the
means was analyzed using Student’s -test. A level
of p £0.001 was adopted to indicate statistical sig-
nificance.

RESULTS

The results presented in Table 1 indicated that
24-h urinary excretion of SCN™ was significantly
higher in rats which were administered KCN and
LA in combination in comparison with the group
treated with KCN alone (4.86 pmol/24 + 0.23 h vs.
2.5 pmol/24 £ 0.37 h, respectively).

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

The obtained results showed that LA increased
CN~ detoxification rate in rats, which indicates that
this compound can act as a CN™ antidote. It was
confirmed also by studies of other authors. Miiller
and Krieglstein reported that one hour of preincuba-
tion with 1 yM DHLA reduced damage of neurons
from chick embryo telencephalon caused by 1 mM
sodium cyanide (10). Abdel-Zaher et al. demonstrat-
ed that intraperitoneal injection of KCN into mice
produced clonic and tonic seizures. The severity of
convulsions was dose-dependent. The EDy, value of
KCN was 4.8 mg/kg. In contrast, animals adminis-
tered LA at a dose of 100 mg/kg before KCN injec-
tion showed the increase in CN™ EDy, values from
4.8 mg/kg to 9.4 mg/kg (10). The same authors also
demonstrated that LA (25, 50 and 100 mg/kg) given
to mice 15 min before KCN injection increased the
CN™ LD;, values (based on 24 h mortality) from 6
mg/kg to 6.2, 7.2 and 11.2 mg/kg, respectively (11).
It has also been reported that LA protects choliner-
gic cells against sodium nitroprusside neurotoxicity
(12).

Therefore, it is a plausible proposal that LA
plays a role in cyanide detoxification process.
However, further studies are necessary to explain
the mechanisms of these processes. Swenne et al.
exposed normal and protein-malnourished rats to the
cyanogenic compound acetonitrile (CH;CN); that
study indicated that urinary excretion of SCN™ was
lower in rats fed a low-protein diet compared to rats
fed a normal-protein diet (13). Analysis of the above
data suggests that there may be some analogy with
the present results. Namely, when rats are exposed
to CN™ the urinary SCN™ excretion is higher in ani-
mals, which were fed a normal protein diet and in
those which were administered LA. It indicates that
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Figure 1. A proposal of the mechanism of LA action in processes leading to the formation of sulfane sulfur compounds: thiosulfate, thio-
cysteine and thiocystine, and in the CN™ to SCN™ transformation. TST — thiosulfate: cyanide sulfurtransferase (EC 2.8.1.1; rhodanese).
MST - 3-mercaptopyruvate:cyanide sulfurtransferase (EC 2.8.1.2). CSE — cystathionine y-lyase (EC 4.4.1.1; cystathionase)

Table 1. The urinary excretion of SCN™ in rats treated with KCN
in the absence or presence of LA.

Treatment SCN- [umol/24 h]
KCN 2.50 £ 0.37
KCN + LA 4.86* + 0.23

*Student’s #-test, significance p < 0.001 in comparison with KCN
group

LA acted in that case like a normal-protein diet. The
literature data indicate that a low-protein diet
increases CN™ toxicity, because the concentrations
of sulfane sulfur compounds are dependent on the
availability of SAA from dietary protein (14). Tor-
Agbidye et al. proposed that SAA deficiency might
be a risk factor for human neurological diseases
among protein-poor populations subsisting on cas-
sava (Manihot esculenta), a cyanophoric plant (15).
In 1981, Westley found that purified bovine liver
TST had a high turnover rate of almost 20,000/min
in vitro, which meant that 1 mole of TST could con-
vert 20,000 moles of CN™ to SCN™ per 1 minute.
This high turnover rate means that the availability of
sulfane sulfur compounds, rather than the TST
activity, is the rate limiting factor for CN™ conver-
sion to SCN™ (16).

Therefore, it appears that all the data warrant
hypothesis that LA increases CN™ to SCN™ trans-

formation rate by elevation of the level of sulfane
sulfur compounds in the body. It was confirmed also
by data from Bilska et al. studies, which demon-
strated for the first time in vivo that the level of sul-
fane sulfur compounds in the heart, liver and kidney
of rats given LA at a dose of 100 mg/kg/24 h for 8
days was significantly higher than in the control LA-
free group (17). The same experiments indicated
that LA elevated also TST activity in several tissues
of rats (17). However, in the light of the present
knowledge, LA sulfur is not a sulfane sulfur, and
TST does not participate in its formation. However,
on the other hand, Frankenberg indicated that the
administration of TST together with sulfane sulfur
compounds had a good antidotic effect against CN™
poisoning in mice, yet, when sulfane sulfur com-
pounds were given without TST, the antidotic effect
was weaker (18).

So, based on literature data, it can be hypothe-
sized that, apart from TST, LA also elevates activi-
ty of MST and/or CSE (Fig. 1). It is known that CSE
and MST belong to enzymes which are directly
involved in the generation of sulfane sulfur com-
pounds. MST is also known to be implicated in the
CN~ to SCN~ conversion reaction. As for CSE, in
vivo studies indicated that the inhibition of this
enzyme by L-propargylglycine increased the toxici-
ty of CN™ (19). It can indicate that, like for MST, the
CSE-catalyzed reactions lead both to the production
of sulfane sulfur compounds, and to CN™ to SCN™
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conversion. Already in the 1960s, it was document-
ed that the products of CSE-catalyzed cleavage of
cystine (Cys-S-S-Cys) produced sulfane sulfur
donors for TST (20, 21).

In summary, this paper clearly demonstrated that
the treatment of rats with KCN and LA in combina-
tion significantly increased the urinary excretion of
SCN™ in comparison with the respective values in
the KCN-alone-treated group, which confirms the
hypothesis suggesting that LA plays a role in the
CN™ detoxification process. These results suggest
that biological activity of LA may be connected with
sulfane sulfur metabolism (Fig. 1). It points to
potential new pharmacological properties of LA.
However, confirmation of this hypothesis requires
further studies.
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METODYKA

Formowanie H,S i siarki sulfanowej z LA i DHLA
Badania przeprowadzono in vitro w (1) obecnosci i (2) nieobecnos$ci homogenatow tkanek
zwierzecych.
(1) Homogenaty watroby i nerek szczura inkubowano w obecno$ci/nieobecnosci LA lub
DHLA przez 30 minut w temperaturze pokojowej, catkowicie chronigc od swiatta.
(2) W badaniach bez uzycia homogenatéw przygotowane probki LA pozostawiano

w temperaturze pokojowej na okres 3-7 dni, chronigc/nie chronigc od $wiatta.

Oznaczanie poziomu siarki sulfanowej

Poziom siarki sulfanowej oznaczano w oparciu o reakcje cyjanolizy, ktéra polega na
nukleofilowym ataku cyjanku na zwiazki zawierajace siarke sulfanowg. Powstajacy w tej
reakcji rodanek (SCN") reaguje z jonami zelaza Fe** z utworzeniem barwnego rodanku zelaza

(1) (Fe(SCN)3) oznaczanego spektrofotometrycznie przy fali o dlugosci 460 nm.

Oznaczanie poziomu H,S

Poziom H,S oznaczano, wykorzystujac fakt, ze w roztworach alkalicznych, rownowaga
reakcji dysocjacji HzS jest przesunigta w kierunku tworzenia jonu siarczkowego S%. Jon ten
jest wychwytywany przez octan cynku, a otrzymany zwigzek wchodzi - w obecnos$ci jonow
Fe** - w reakcje z p-fenylenodiaming z utworzeniem fluorescencyjnego produktu - tioniny,
ktory jest oznaczany fluorymetrycznie (Aex = 600 NmM, Aem = 623nmM).

W badaniach bez uzycia homogenatow poziom H,S oznaczano dodatkowo metoda
dyfuzyjng z wykorzystaniem specjalnych naczyniek dyfuzyjnych. Metoda wykorzystuje
dyfuzje uwolnionego H,S do roztworu zawierajacego kwas 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoesowy
(DTNB). Zachodzi wowczas reakcja redukcji DTNB przez H,S do kwasu
2-nitro-5-merkaptobenzoesowego, ktory jest oznaczany spektrofotometrycznie przy fali
0 dlugosci 412 nm.

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono w trzech Ilub dwoch niezaleznych

powtdrzeniach.
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Analiza statystyczna

Analizg statystyczng przeprowadzono za pomoca testu jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA, porownujac odpowiednie wyniki z eksperymentow, w ktorych obecny byt LA i/lub
DHLA z wynikami badan przeprowadzanych w nieobecno$ci tych zwigzkéw. Wyniki
przedstawiono jako wartosci $rednie = odchylenie standardowe (SD). Przyj¢to kryterium

znamiennosci p< 0,05.
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WYNIKI

Uzyskane wyniki wskazuja, ze warunkach in vitro w obecnos$ci $wiatta i nieobecno$ci
enzymow znajdujacych si¢ w homogenatach tkankowych LA jest rozktadany z uwolnieniem
HoS 1 siarki sulfanowej. Natomiast probki chronione przed $wiattem zawieraja jedynie
sladowe ilosci HoS i siarki sulfanowej.

Wyniki eksperymentu wykazaty rowniez, ze ilos¢ H,S uwolnionego z LA po siedmiu
dniach ekspozycji probki na $wiatto byta niemal dwukrotnie nizsza niz w probce
eksponowanej na $wiatto przez trzy dni. Z kolei ilo$¢ siarki sulfanowej uwolnionej z LA po
siedmiu dniach ekspozycji na $wiatlo byla znacznie wyzsza niz w probce, ktora byta
eksponowana na $wiatlo przez trzy dni. Sugeruje to, ze pierwszym produktem
fotochemicznego rozktadu LA jest H,S, ktory nastepnie ulega utlenieniu do siarki sulfanowe;j.

Dotychczasowe badania dotyczace rozktadu LA pod wplywem $wiatta koncentrowaty si¢
gléwnie na procesach rozszczepiania wigzania disiarczkowego, wytwarzajacych reaktywne
rodniki tiylowe. Natomiast procesy rozpadu wigzania C-S w czasteczce LA praktycznie nie
byly badane.

Uzyskane wyniki badan in vitro w obecnosci homogenatow watroby i nerki szczura
wykazaty, ze w obecnosci LA i DHLA w badanych tkankach obniza si¢ poziom siarki
sulfanowej, czemu towarzyszy wzrost poziomu H,S. Oznacza to, ze w obecno$ci LA i DHLA
dochodzi do uwolnienia H,S z siarki sulfanowej zmagazynowanej w tkankach.

Tak wiec w zastosowanych warunkach eksperymentu LA 1 DHLA nie uwalniajg siarki
sulfanowej, a jedynie biora udzial w przeksztalceniach endogennych zwiazkéw z siarka
sulfanowa. Oznacza to, Zze w opisanym uktadzie doswiadczalnym nie udalo si¢ udowodni¢
istnienia w tkankach ssaka enzymu o aktywnosci desulfurazy, katalizujacego proces rozktadu

wigzania C-S.
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Abstract: The aim of the present study was to verify whether lipoic acid (LA) itself is a source of
H,S and sulfane sulfur. It was investigated in vitro non-enzymatically and enzymatically (in the
presence of rat tissue homogenate). The results indicate that both H»S and sulfane sulfur are formed
from LA non-enzymatically in the presence of environmental light. These results suggest that HpS
is the first product of non-enzymatic light-dependent decomposition of LA that is, probably, next
oxidized to sulfane sulfur-containing compound(s). The study performed in the presence of rat liver
and kidney homogenate revealed an increase of H,S level in samples containing LA and its reduced
form dihydrolipoic acid (DHLA). It was accompanied by a decrease in sulfane sulfur level. It seems
that, in these conditions, DHLA acts as a reducing agent that releases H,S from an endogenous pool
of sulfane sulfur compounds present in tissues. Simultaneously, it means that exogenous LA cannot
be a direct donor of H,S/sulfane sulfur in animal tissues. The present study is an initial approach to
the question whether LA itself is a donor of H,S/sulfane sulfur.

Keywords: lipoic acid; dihydrolipoic acid; sulfane sulfur; hydrogen sulfide

1. Introduction

Lipoic acid (LA, 1,2-dithiolane-3-pentanoic acid) was first identified by Reed et al. [1]. In mammals,
it is synthesized in very small quantities in the liver and other tissues and is used as a cofactor of
mitochondrial complexes catalyzing oxidative decarboxylation of alpha keto acids and glycine cleavage
system (GCS) also localized in mitochondria. In these enzymatic complexes, LA is linked by an amide
bound to the e-amino group of a lysine residue of the protein.

Apart from endogenous synthesis, LA is also absorbed from exogenous sources and can be
reduced enzymatically in the body to dihydrolipoic acid (DHLA, 6,8-dimercaptooctanoic acid).
Typical dietary sources of LA include meat offal and vegetables. Moreover, LA has now become
a common ingredient of different multivitamin formulas, dietary supplements and even pet food [2].
This compound has also gained the attention of cosmetologists and dermatologists since available
data indicate a positive effect of LA-containing preparations (creams, ointments, etc.) on the skin [3].
In the last several years, the interest of researchers has focused mainly on the therapeutic properties
of exogenously supplemented LA. In many countries, LA is approved as a drug against diabetic
neuropathy and is available by prescription [4]. Our studies have proven a beneficial effect of LA in
Parkinson’s disease, kidney disease, nitroglycerin tolerance, cyanide and cyanate intoxication [5-9].
Many authors have suggested that therapeutic effects of LA supplementation can be attributed to
the potent antioxidant properties of LA and DHLA [10-12]. However, other authors question the
efficacy of the supplemented LA as a physiological antioxidant because the action of LA/DHLA as
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direct scavengers of reactive oxygen/nitrogen species (ROS/RNS) was confirmed mostly in in vitro
experimental studies [13]. Thus, although therapeutic efficacy of LA, especially in the treatment of
diabetes and diabetic neuropathy, is beyond doubt, the cellular and biochemical mechanisms that
mediate the pharmacological effects of exogenous LA are yet to be uncovered.

Almost 10 years ago, we hypothesized for the first time that therapeutic effects of LA are due to
their involvement in sulfane sulfur metabolism [14]. Iciek et al. indicated that LA supplementation led to
augmentation of the sulfane sulfur level in erythrocytes of end-stage renal failure patients treated with
peritoneal dialysis [15]. The study in a mouse peritonitis model indicated that LA increased sulfane sulfur
level in the peritoneal exudates [16]. The animal studies using glibenclamide, an adenine triphosphate
(ATP)-sensitive potassium channel (Karp) blocker, clearly demonstrated that the anti-inflammatory [17]
and cardioprotective [18,19] properties of LA were associated with the action of H;S.

Therefore, the question arises whether the therapeutic effects observed invivo after LA
administration can be associated with its influence on endogenous H,S/sulfane sulfur production or
whether exogenous LA itself can act as a direct donor of H,S/sulfane sulfur.

The process of H;S release from sulfides (RSH) and disulfides (RSSR) has been studied for many
years. It is known that the reaction of the hydrated electron with RSH leads to breakdown of C-S
bond and formation of H,S and a carbon-centered radical (R*) whilst disulfides (RSSR) react with the
hydrated electron forming sulfur-centered radical species [20,21]. LA is a very unique molecule due
to its characteristic five-membered dithiolane ring which, in contrast to linear disulfide in cystine, is
unstable under ultraviolet irradiation [22]. Therefore, several in vitro chemical and photochemical
studies of LA have focused mainly on the products of cleavage of its disulfide bond, producing reactive
thiyl radicals [23-25]. In contrast, processes of breakdown of the C-S bond in the LA molecule have
been less studied.

The aim of the present study was to answer the question of whether H»S/sulfane sulfur can
be released from an LA molecule. Non-enzymatic and enzymatic HpS and sulfur formation from
LA was investigated in vitro in the absence of homogenate and in the presence of rat liver or kidney
homogenate, respectively.

In in vitro conditions, in the absence of enzymes, only the oxidized form, i.e.,, LA is stable.
The reduced form, i.e., DHLA is, under these conditions, very quickly oxidized to LA. For this reason,
the oxidized form, i.e., LA, is administered as a drug. It is assumed that, after administration, LA is
reduced in the body to DHLA by three enzymes: dihydrolipoate dehydrogenase, glutathione reductase
or thioredoxin reductase [26]. Thus, both forms of this compound—LA and DHLA—are present
in vivo while, in vitro, only LA is stable. This is the reason why in the studies conducted in the
presence of rat tissue homogenate, both forms LA and DHLA were used, whereas, in the absence of
rat tissue homogenate, we applied only LA.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

The drug lipoic acid (Thiogamma® 600) was obtained from Wérwag Pharma Company (Bsblingen,
Germany). Dihydrolipoic acid, sodium sulfide (Na;S), p-phenylenediamine, potasium cyanide (KCN),
5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) and zinc acetate were provided by Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA). Formaldehyde, ferric chloride (FeCls) and other chemicals were purchased from
the Polish Chemical Reagent Company (P. O. Ch, Gliwice, Poland).

2.2. Animals and Homogenate Preparation

One male Wistar rat was used to obtain liver and kidney homogenate. An animal (weighing
approximately 200 g) was kept under standard laboratory conditions and was fed a standard feed.
It was sacrificed by decapitation, the liver and the kidneys were isolated, placed in liquid nitrogen and
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stored at —76 °C until the experiment. The procedure was approved by the Animal Research Ethics
Committee in Krakow, Poland (number 153/2012).

The frozen liver or kidneys were weighed and immediately homogenized (1 g of the tissue in
4 mL of 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4) using an IKA-ULTRA TURRAX T8 homogenizer (IKA Poland
Sp. z 0.0 company, Warsaw, Poland) (6000 rpm for 1 min). Homogenates were kept in ice and used
immediately for experiments.

2.3. Hydrogen Sulfide and Sulfane Sulfur Formation from Lipoic Acid

Reactive sulfur species (H,S and sulfane sulfur) formation from LA was investigated in vitro
non-enzymatically (without homogenate). Samples of 10 mM LA in 50 mM phosphate buffer, pH 5.0
and 8.0 were prepared and were left at room temperature for 3 or 7 days protected or unprotected
from environmental light. Independently, on the last day of experiment, fresh samples of 10 mM LA
in phosphate buffer, pH 5.0 and 8.0 were prepared. Then, both LA samples (“old” and “fresh”) were
used for H,S and sulfane sulfur determination. In some experiments, ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) was included in the buffer.

Possibilities of HpS/sulfane sulfur formation from LA/DHLA were also investigated in vitro
enzymatically in the presence of fresh rat liver or kidney homogenate (protected from light).

2.4. Methods

2.4.1. Determination of H,S Level

H;S level was determined using a modification of the method described by Shen et al. [27]. Briefly,
125 pL of LA samples and 125 pL of water (or 125 pL of LA sample and 125 pL of rat liver homogenate)
were mixed with 125 pL of 1% zinc acetate and 125 pL of 50 mM borate buffer, pH 9.0 and the mixture
was incubated at 37 °C for 10 min. Next, 0.4 mL of 12.5 mM p-phenylenediamine and 0.1 mL of 40 mM
FeCl; in 6 M HC1 were added. After a 10 min incubation at room temperature, the samples were
centrifuged at 10,000x g for 5 min, and fluorescence was measured at wavelength A= 600 nm for
excitation and A = 623 nm for emission H,S concentrations were read from a calibration curve prepared
from 10 uM NayS and were expressed in nmoles of S per 1 mL.

2.4.2. Determination of Sulfane Sulfur

The level of the compounds containing sulfane sulfur was determined by the method of Wood
based on cold cyanolysis and colorimetric detection [28].

Initially, 200 puL of LA sample and 620 pL of distilled water (or 200 pL of LA sample, 200 puL
of homogenate and 420 puL of distilled water) were mixed with 80 pL of 1 M NHjs, and 100 uL of
0.5 M KCN. Then, the mixtures were mixed thoroughly and incubated at room temperature for 45
min. Next, 20 uL of 38% formaldehyde solution and 200 uL of the Goldstein reagent containing Fe3*
cation were added. The precipitate formed in this reaction was centrifuged at 10,000x g for 10 min.
The supernatant was carefully collected and its absorbance was measured at a wavelength A = 460 nm.
The whole pool of sulfane sulfur was evaluated from a standard curve prepared for 1 mM KSCN and
was expressed in nmoles of KSCN per 1 mL.

2.4.3. Determination of H,S by Diffusion Assay

H,S liberated from LA was determined by the modified diffusion assay described by Toohey [29].
Special diffusion chambers contain a space in the middle separated from the sample. The chambers
are tightly closed and gas liberated from samples can diffuse and react with the reagents inside the
cell. The inner cell of the chamber contained 0.9 mL of 0.3 M Na,PO,4 and 0.1 mL of 6 mM DTNB,
while, to the outer cell of the chamber, 1 mL of LA sample was added. The diffusion chambers were
immediately closed and placed on a shaker. The diffusion was carried out for 90 min, and then the
absorbance of the solution located in the inner cell was measured spectrophotometrically against the
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blank sample containing only DTNB and buffer. H,S liberated from the outer part of the chamber
reacted with DTNB in the inner part to form 2-nitro-5-thiobenzoic acid characterized by intensive
yellow color, which shows maximum absorbance at 412 nm. The H,S level was evaluated from a
standard curve prepared for 10 uM Na,S and was expressed in nmoles per 1 mL.

2.5. Statistical Analysis

All experiments were performed in triplicate or duplicate. Results are presented as the means £ SD
(standard deviation). A statistical analysis of experimental data was performed using a one-way
analysis of variance ANOVA. The differences were considered statistically significant when p < 0.05.
The statistical analysis was done using STATISTICA 12.0 Software (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

3. Results

3.1. Hydrogen Sulfide Formation from Lipoic Acid

Non-enzymatic HpS formation from LA was investigated in vitro in a buffer environment.
LA samples were prepared in phosphate buffer at two pHs: 5.0 and 8.0. Figure 1 demonstrates
that freshly prepared LA solution, if protected from light, contained only trace amounts of H,S
independently of pH conditions. However, when LA samples were left for three days at room
temperature and unprotected from light, the amount of H;S strongly increased. These results suggest
that, in the presence of light, LA can be decomposed non-enzymatically with H;,S release.

A sulfide formation from 10 mM LA B sulfide formation from 10 mM LA in
in phosphate buffer pH 5.0 phosphate buffer pH 8.0
35 30
£ 30 g 25
T 5 2 2
S 20 £
E 5 c 15 +
10 10
5 5
0 0
fresh LA 3-day LA fresh LA 3-day LA

Figure 1. Level of hydrogen sulfide formed in vitro from fresh lipoic acid (LA) or from LA left for
three days unprotected from light at pH 5.0 (A) or 8.0 (B). The results are presented as the means + SD
(standard deviation).

3.2. Sulfane Sulfur Formation from Lipoic Acid

Figure 2 presents non-enzymatic sulfane sulfur formation from LA under in vitro conditions.
The fresh LA contained trace amounts of sulfane sulfur; however, after three days, significant amounts
of sulfane sulfur were detected in the samples non-protected from light. A slightly higher level of
sulfane sulfur was estimated at pH 8.0 (Figure 2A,B). It suggests that sulfane sulfur is formed from LA
non-enzymatically in the presence of light.

A sulfane sulfur formation from 10 mM LA B sulfane sulfur formation from 10 mM LA
in phosphate buffer pH 5.0 in phosphate buffer pH 8.0
200 200
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Figure 2. Level of sulfane sulfur formed in vitro from fresh LA or from LA left for three days
unprotected from light at pH 5.0 (A) or 8.0 (B). The results are presented as the means + SD.
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3.3. pH- and Time-Dependent H,S Formation from Lipoic Acid Detected by Diffusion Assay

Figure 3A,B present the results of non-enzymatic H,S formation from LA detected by the diffusion
assay. Figure 3A represents H,S formation from LA at pH 8.0 dependent on time and light protection
in comparison to the standard solutions of Na,S. When LA was protected from light all the time
(during the diffusion assay also), only trace amounts of H,S were detected independently of the time
(the same level for fresh, three-days and seven-days LA solution). However, when the samples of
the same LA solution were not protected from light, significant levels of HyS were determined after
three and seven days at pH 8.0 (Figure 3A) and 5.0 (Figure 3B). Moreover, a noticeable amount of
H,S was detected even from fresh LA, when 90-min diffusion assay was non-protected from light.
(Figure 3A). The amounts of H;S liberated from three-days LA were the highest both at pH 8.0 and
5.0 (Figure 3A,B). Interestingly, the results of this experiment demonstrated that H,S liberated from
seven-days LA left exposed to environmental light was nearly twice the amount lower than three-days
LA samples at both pH values.

A H,S production from 10 mM LA B H,S production from 10 mM LA
in phosphate buffer pH 8.0 in phosphate buffer pH 5.0
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T
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0 les= == =
fresh LA 3-day LA 7-day LA 100uM 1mM 0
Na2s Na2s 3-day LA 7-day LA
@ protected from light O unprotected from light @ protected from light O unprotected from light

Figure 3. Level of H,S formed in vitro non-enzymatically from LA protected or non-protected from
light detected by diffusion assay. In addition, 10 mM solution of LA in 50 mM phosphate buffer was
used fresh as well as after three or seven days left in the presence or absence of environmental light.
On the day of the experiment, the LA samples were pipetted into diffusion chambers and the level
of HyS was detected after 90 min of diffusion. (A) the level of H,S formed at pH 8.0 from fresh LA,
three-days LA and seven-days LA as well as from 100 uM and 1 mM NaS as the controls; and (B) the
level of H,S formed at pH 5.0 from three-days LA and seven-days LA. The results are presented as the
means =+ SD from samples run in triplicate.

3.4. Time-Dependent Sulfane Sulfur Formation from Lipoic Acid in the Presence or Absence of EDTA

Figure 4 presents results of sulfane sulfur determination in the samples of LA left for three or
seven days protected or non-protected from light in the presence or absence of EDTA.

When samples were protected from light independently of the presence of EDTA, no or only
a trace amount of sulfane sulfur was detected after three or seven days, respectively. A significant
amount of sulfane sulfur was detected only in samples non-protected from light, especially after seven
days. After three days, the level of sulfane sulfur in the samples left unprotected from light was
much smaller than after seven days but visibly higher than in samples protected from light. EDTA in
three-day LA samples raised subtly the amount of sulfane sulfur, but, in seven-day LA samples, the
level of sulfane sulfur was a slightly decreased in EDTA samples (Figure 4). The presence of EDTA
had no clear effect on the level of sulfane sulfur.

These results together with the results presented in Figure 3 suggest that H;S is the first product
of non-enzymatic light-dependent decomposition of LA, which then is probably oxidized to sulfane
sulfur-containing compounds.
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sulfane sulfur formation from 10 mM LA B-EDTA
1200 O+EDTA

1000

800

nmol/ml

400

200
0 - 1

3-day LA 7-day LA 3-dayLA 7-day LA
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Figure 4. Level of sulfane sulfur formed in vitro non-enzymatically from fresh LA protected from
light, and LA left for three or seven days unprotected from light in the presence or absence of
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA).

3.5. HyS and Sulfane Sulfur Formation from Lipoic Acid or Dihydrolipoic Acid in the Presence of Rat Liver or
Kidney Homogenate

The possibilities of enzymatic H,S formation from LA in the absence of light are presented
in Figure 5. To the rat liver or kidney homogenate, freshly prepared LA or DHLA solutions were
added and samples were incubated at room temperature for 30 min completely protected from light.
Then, H,S level and sulfane sulfur level were determined and compared to the control homogenate.
Figure 5A demonstrates that the amount of H,S is significantly higher in the samples of rat liver
homogenate containing LA or DHLA than in control homogenate. A greater amount of HyS was
formed from the same molar concentration of DHLA than LA in the sample. Similar results were
obtained in the experiment performed in the presence of kidney homogenate; however, in this case the
amounts of H,S were lower than in the case of liver homogenate and only DHLA caused a significant
increase in HS level (Figure 5B).

A sulfide formation from LA or DHLA B sulfide formation from LA or DHLA
in rat liver homogenate in rat kidney homogenate
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C  sulfane sulfur formation from LA or DHLA D  sulfanesulfur formation from LA or DHLA
in rat liver homogenate in rat kidney homogenate
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Figure 5. Level of hydrogen sulfide (A,B) and sulfane sulfur (C,D) formed in vitro enzymatically in the
presence of rat liver or kidney homogenate from fresh LA or dihydrolipoic acid (DHLA) protected from
light compared to endogenous hydrogen sulfide and sulfane sulfur level in homogenates (control).
The results are presented as the means + SD. Statistical significance compared to the control (* p < 0.05;
** p < 0.01; *** p <0.001).
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The results obtained from sulfane sulfur determinations in samples containing rat homogenate
and LA or DHLA in the absence of light are presented in Figure 5C,D. Interestingly, the levels of sulfane
sulfur compounds in control liver or kidney homogenates were higher than in samples containing
the same amounts of homogenate and LA or DHLA (Figure 5C,D). Moreover, the greatest decrease in
sulfane sulfur level was found after DHLA treatment, where the highest increase in H,S level was also
observed. It means that the increase in H,S level observed after addition of DHLA /LA is connected
with its release from endogenous sulfane sulfur compounds under the influence of DHLA.

4. Discussion

It is known that short-wavelength UV (UVC: 200 nm—280 nm) irradiation facilitates breakage of
C-S bond in thiol compounds and H;S release [30]. LA that is a very unique dithiol molecule [31] has
not been studied in this context for a long time, until the study of Bucher et al., who reported, for the
first time, that C-S bonds in LA molecules can be broken forming carbon-centered radicals and HyS
under the influence of 266 nm irradiation [32]. The aim of our study was to verify if this process can be
initiated by natural sunlight (environmental light) and the obtained results confirmed this possibility.
It is commonly known that ground level sunlight is composed of 44% visible light, 3% ultraviolet
and the remainder is infrared radiation. The UVC is completely absorbed by the ozone layer and
atmosphere. Therefore, 95% or more of UV radiation that reaches the Earth’s surface is composed of
the longer wavelengths: UVA (315 nm—400 nm) with the small remainder of UVB (280 nm-315 nm).
In general, it can be concluded that the UV radiation that reaches the Earth’s surface does not contain
the UVC component. Moreover, the ordinary window glass blocks over 90% of the radiation below
300 nm.

LA is a very unique molecule due to its characteristic five-membered dithiolane ring which,
in contrast to linear disulfide in cystine, is unstable under ultraviolet irradiation [22]. Therefore, several
in vitro chemical and photochemical studies of LA have focused mainly on the products of cleavage of
its disulfide bond, giving reactive thiyl radicals [23-25].

Thus, in this study, H,S/sulfane sulfur release from LA molecules under the influence of visible
light was observed for the first time. We assume that in our experimental conditions the C-S bonds are
broken in the LA molecule to yield H,S. The present results indicate that not only H,S but also sulfane
sulfur is formed from LA non-enzymatically under in vitro conditions in the presence of visible light
(Figure 2).

H,S is released from LA molecules in a time- and light-dependent manner. Only trace amounts of
H,S were detected both in freshly prepared LA solution, and in LA samples, which were left three
or seven days protected from light (Figure 1, Figure 3). In this context, the results of non-enzymatic
H,S formation from LA detected by diffusion assay are especially interesting as they indicated that
H,S production in seven-day LA samples was much lower than in three-day LA samples (Figure 3).
Simultaneously, sulfane sulfur production in seven-days LA samples was much higher compared
to sulfane sulfur level detected in three-days LA samples (Figure 4). Therefore, the results shown
in Figure 3 together with the results presented in Figure 4 suggest that H,S is the first product of
non-enzymatic light-dependent decomposition of LA, which is, probably, next oxidized to sulfane
sulfur-containing compound(s). The limitations of our study result from analytical methods used in
this experiment. The colorimetric and fluorimetric methods have poor power, but they still are widely
used by laboratories. In order to confirm our hypothesis, using better analytical methods (i.e., high
performance liquid chromatography (HPLC), mass spectrometry (MS)) is planned for the future.

H,S was shown for the first time to play an important role in the regulation of many physiological
processes in 1996 [33]. It is synthesized in vivo from L-cysteine and /or L-homocysteine by cystathionine
B-synthase (EC 4.2.1.22; CBS), cystathionine y-lyase (EC 4.4.1.1; CSE) and cysteine aminotransferase
(EC 2.6.1.3; CAT) in cooperation with 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase (EC 2.8.1.2; MST). H,S
can be stored in cells in the form of sulfane sulfur. On the other hand, it can be released from sulfane
sulfur-compounds [34-36]. Sulfane sulfur is a labile reactive sulfur atom in the 0 or -1 oxidation state
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and does not exist in the free form but is always attached to another sulfur atom. The outer sulfur atom
of thiosulfate (5=5032~) and elemental sulfur (Sg) possess these properties. Among other sulfane-sulfur
containing compounds, the following should be mentioned: persulfides (R-S-5-H, HSSH), organic
(R-Sp—-5-R) and inorganic polysulfides (H,Sp), polythionates (~SO3-5,-503 ) and disulfides in which
the C-S bond is adjacent to an unsaturated carbon, such as disulfides of mercaptopyruvate, allyl
mercaptan and 3-mercaptoketimine [34].

The balneological procedures with the use of sulfide/hydrogen sulfide mineral waters are
commonly used in the treatment of a variety of dermatological diseases, including psoriasis, atopic
dermatitis, dermatoses with congenital hyperkeratosis and even scleroderma [37]. On the other hand,
recent observations documented a beneficial effect of many formulations containing LA on the skin [38].
The comparison of the effects of LA and H,S/sulfane sulfur on the skin showed striking analogies.
Namely, Tsou et al. demonstrated that LA could prove to be an effective treatment in patients with
systemic sclerosis (SSc) that is a connective tissue disease characterized by fibrosis of the skin and
organs [39]. On the other hand, Wang et al. reported the beneficial effects of H,S on SSc-associated
skin and lung fibrosis [40].

Thus, the hypothesis that beneficial effects observed after treatment with various types of
LA-containing cosmetic and dermatological formulations applied topically on the skin result from a
direct action of HyS/sulfane sulfur released in the presence of environmental light from LA contained
in these formulations (cream, gel, liniment, balm, lotion, ointment, etc.) seems convincing and certainly
deserves further attention. More studies in this direction are needed that will significantly contribute
to a better understanding of LA and the mechanisms of its pharmacological activity, thus supporting
progress in the treatment of dermatological diseases.

Is LA a molecule which, like thiocysteine, can release H,S/sulfane sulfur in tissues? The answer
to this question seems negative most of all because, in contrast to thiocysteine, LA does not possess
sulfane sulfur in its structure. On the other hand, this process would be possible, provided that
human body contains an enzyme(s) that extracts sulfane sulfur from thiol compounds. It is known
that this kind of enzymes extract sulfane sulfur from cysteine forming alanine and are present in
plant and bacterial cells [34]. It should be noted that it has never been studied whether LA is a
source of the H,S and sulfane sulfur in animal tissues. It is known that the LA/DHLA system plays a
role in H,S production with participation of sulfurtransferases, such as MST and thiosulfate:cyanide
sulfurtransferase (EC 2.8.1.1; rhodanese, TST). Nagahara et al. demonstrated that cytosolic MST was
evolutionarily related to mitochondrial TST [41]. TST- and MST-catalyzed reactions of sulfane sulfur
transfer yield an unstable sulfane sulfur-containing persulfide with the -SH group of Cys-247 located
in the active center of these enzymes (TST(MST)-Cysp47—S-SH). Next, DHLA accepts a sulfur atom
from TST(MST)-Cysp47-S-SH what results in formation of DHLA hydropersulfide, from which sulfane
sulfur is then released in the form of H,S, and LA is produced concomitantly. The first papers, in which
authors demonstrated that under in vitro conditions (without tissue homogenate) DHLA served as a
sulfane sulfur acceptor in TST-catalyzed reactions, were published in the 1960s [42,43]. The next paper
addressing this issue was not published until 2011, when authors using the mouse brain homogenate
demonstrated that, like for TST, DHLA was also a substrate for MST [44].

Our results indicated that, in the presence of rat liver (Figure 5A) and kidney homogenate
(Figure 5B), the level of HS in control samples was lower than in samples containing the same
amounts of homogenate and LA/DHLA. However, in the case of sulfane sulfur, the relationship was
opposite—namely, its level in control homogenates was higher than in the same samples containing
LA/DHLA (Figure 5C,D). Thus, the H,S production is associated with a decrease of endogenous
sulfane sulfur under the influence of DHLA.

Based on the above-discussed literature data, it seems that HjS is released from sulfane sulfur
in tissues (liver and kidney) with participation of MST and/or TST in the presence of DHLA.
Simultaneously, it means that LA is not a molecule which, like, e.g., the thiocysteine, can release
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H,S/sulfane sulfur in tissues. A putative mechanism of HyS formation from sulfane sulfur in the liver
and kidneys in the presence of DHLA is shown in Figure 6.

TST-Cysqqr-SH DHLA = LA + H,S
MST-Cys,s;-SH | |
5H 5-5H

Compounds with
sulfane sulfur

DHL A

TST- C}'SQ,”—S—SH
MST- C}"S:,”-S-SH

Compounds without
sulfane sulfur

5H SH

Figure 6. Role of LA/DHLA system in the interconversion of H,S and sulfane sulfur in the rat liver
and kidneys. DHLA accepts sulfur atoms from sulfane sulfur-containing persulfide group of Cys-247,
located in the active center of 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase (MST) and/or thiosulfate:cyanide
sulfurtransferase, rhodanese (TST). In this process, DHLA hydropersulfide is formed from which sulfur
is released in the form of H,S, and LA is produced concomitantly (according to [44], modified).

5. Conclusions

The results indicate that both H,S and sulfane sulfur are formed from LA non-enzymatically in the
presence of environmental light. These results suggest that H,S is the first product of non-enzymatic
light-dependent decomposition of LA that is, probably, next oxidized to sulfane sulfur-containing
compound(s).

The study in the presence of tissue homogenates indicated that LA and DHLA are not molecules
which can directly release H,S/sulfane sulfur in tissues. It seems that, in these conditions, DHLA acts
as a reducing agent that releases H,S from sulfane sulfur-compounds.

The same mechanism may occur in invivo processes, which is important for a better
understanding of the mechanisms of pharmacological action of LA.
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DYSKUSJA

Wyniki prezentowane w pracy wchodzacej w sktad prac stanowigcych podstawe niniejszej
rozprawy doktorskiej (Praca 1), zatytutowanej ,,Inactivation of aldehyde dehydrogenase by
nitroglycerin in the presence and absence of lipoic acid and dihydrolipoic acid”. Implications
for the problem of differential effects of lipoic acid in vitro and in vivo”, wskazujg ze GTN
jest silnym inhibitorem aktywnosci katalitycznej ALDH zaréwno in vivo, jak i in vitro.
Wyniki te sg zgodne z obserwacjami innych autoréw. Na hamujgce aktywno$s¢ ALDH
dziatanie GTN zwrdcono uwage juz w latach osiemdziesigtych XX wieku. Mianowicie
w 1985 roku Towell 1 wsp. wykazali, Ze u pacjentdw przyjmujacych GTN dochodzi do niemal
90% zahamowania aktywnosci ALDH obecnej w erytrocytach (Towell 1 wsp., 1985).
Po6zniejsze badania wykazaly, ze GTN jest silnym inhibitorem zaréwno drozdzowej ALDH,
jak rowniez izoformy mitochondrialnej ALDH, tak zwanej ALDH-2 wyizolowanej
Z mitochondriow komorek migsnia sercowego szczurow traktowanych GTN (Wenzel i wsp.,
2007). Kolejne badania tych samych autorow wykazaty, ze GTN hamuje roéwniez aktywnosc¢
ALDH w granulocytach zdrowych ochotnikow (Wenzel 1 wsp., 2009). Wiadomo tez, ze GTN
jest inhibitorem ALDH izolowanej z mitochondriow szczurzej watroby oraz rekombinowane;j
ludzkiej ALDH-2 (Beretta i wsp., 2008).

ALDH jest enzymem Kkatalizujagcym reakcje utlenienia aldehydow do kwasow
karboksylowych. Zrodtem aldehydow sa zardwno procesy biochemiczne zachodzace w toku
prawidlowego metabolizmu, jak rowniez w toku biotransformacji ksenobiotykow. ALDH jest
enzymem kojarzonym gidéwnie z utlenianiem aldehydu octowego (etanalu), ktory pojawia si¢
W organizmie w podwyzszonych st¢zeniach wskutek spozycia etanolu. Nagromadzenie
etanalu wywotuje uczucie dusznos$ci, zaburzenia rytmu serca, nudnosci i wymioty. Objawy
takie obserwuje si¢ réwniez u o0sob eksponowanych na dziatanie alkoholu etylowego
W potaczeniu z inhibitorami ALDH, wsrdd ktorych najbardziej znany jest disulfiram. Tak
wigc w kontek$cie podanych tutaj informacji oczywistym jest, ze zazywanie GTN
W potaczeniu z etanolem takze moze prowadzi¢ do nagromadzenie etanalu, co okreslamy jako
zespot disulfiramopodobny (ang. disulfiram-like reaction).

Historia GTN jako leku stosowanego w terapii pacjentow z chorobg niedokrwienng serca
liczy juz blisko 140 lat (Murad, 1999). Obecnie, pomimo pojawienia si¢ nowych generacji
lekow stosowanych w leczeniu chordéb sercowo-naczyniowych, GTN cieszy si¢ wcigz nie
stabngcg popularnos$cig wsrdd pacjentow 1 lekarzy, poniewaz wielu specjalistow twierdzi, iz

jest ona jednym z najlepszych lekoéw stosowanych w tagodzeniu objawdéw choroby
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niedokrwiennej serca. Podjezykowe przyjecie GTN podczas bélu dlawicowego prowadzi do
jego ustapienia w ciggu 5 do 10 minut u oséb ze stabilng choroba wiencowg. Warunkiem
koniecznym do terapeutycznego dziatania GTN jest jej redukcyjna biodegradacja prowadzaca
do utworzenia tlenku azotu (NO). NO jest aktywatorem cytozolowej cyklazy guanylowej

(EC 4.6.1.2), enzymu katalizujacego reakcje:

GTP — cGMP

c¢GMP jako przekaznik II rzedu zapoczatkowuje kaskade nast¢pujacych po sobie reakcji,
obejmujgcych aktywacij¢ kinazy biatkowej G (PKG) (EC 2.7.11.1). Napiecie mig¢sni gtadkich
jest spowodowane przez fosforylacje tancucha lekkiego miozyny. Proces ten znajduje si¢ pod
kontrolg mechanizmu regulacyjnego zaleznego od biatka RhoA, ktore posiada aktywno$¢
kinazy fosforylujacej tancuchy lekkie miozyny. NO za posrednictwem PKG prowadzi do
ufosforylowania RhoA, powodujac w ten sposob utrate jego aktywnosci. Ostatecznym
wynikiem dziatania NO jest wiec brak fosforylacji tancucha lekkiego miozyny, a co za tym
idzie - rozkurcz mig$ni gladkich naczyn krwionos$nych i spadek cisnienia krwi (Klopocka

i Baranska, 2005; Pomorski, 2009; Scibor i Czeczot, 2005; Zbrojkiewicz i Sliwinski, 2016).

nieaktywna — —>  akiywna
cyklaza guanylanowa cyklaza guanylanowa
GTP — > cGMP
nieaktywnma — —> aktywna
kinaza bialkowa G kinaza biatkowa G
aktywna — ——> nieaktywna
kinaza laficuchow kinaza laficuchéw
lekkich miozymy lekkich miozyny
. P nieufosforylowane
TOZSZerzZenie - relaksacja mieéni - laficuchy lekki
naczyn gladkich ancue .". e_ 1€
krwionosnych Tmozyny
spadek ciénienia
krwi

Rys. 5. Mechanizm dziatania NO prowadzacy do braku fosforylacji tancuchéw lekkich miozyny
1 w konsekwencji relaksacji migs$ni gtadkich i spadku ci$nienia krwi.

60


https://pl.wikipedia.org/wiki/Numer_EC
https://pl.wikipedia.org/wiki/Guanozynotrifosforan
https://pl.wikipedia.org/wiki/CGMP

Nie wszystkie jednak aspekty zwigzane z biologicznymi wiasciwosciami GTN sg juz
wyjasnione. Miedzy innymi nie jest znany mechanizm, poprzez ktéry GTN ulega
biodegradacji do farmakologicznie aktywnego NO. Ponadto swoistym fenomenem jest tu
pojawianie si¢ tolerancji na GTN, ktorg definiujemy jako stan zmniejszonej wrazliwosci na
GTN. Manifestuje si¢ to przede wszystkim brakiem spadku ci$nienia krwi pomimo obecnos$ci
leku. Warto przypomnie¢, ze pierwsza praca opisujaca zjawisko tolerancji na GTN pochodzi
juz z roku 1898 (Laws, 1898). Prowadzone na poczatku XXI wieku badania sugeruja, ze
enzymem odpowiedzialnym zaréwno za biodegradacje GTN do farmakologicznie aktywnego
NO, jak i za pojawianie si¢ zjawiska tolerancji odpowiedzialna jest ALDH-2. Udowodniono
mianowicie, ze w reakcji tej GTN redukuje si¢ do NO i 1,2-diazotanu glicerolu, a powstajacy
NO jednocze$nie hamuje aktywnos¢ enzymu (Chen i wsp., 2002). Oznacza to, ze spadek
aktywnosci ALDH-2 ogranicza dalsze uwalnianie NO z GTN, co prowadzi do pojawienia si¢
tolerancji manifestujacej si¢ obnizeniem wrazliwosci organizmu na GTN. Poniewaz ALDH,
aw szczegolnosci jej izoforma mitochondrialna - ALDH-2 jest glownym enzymem
zaangazowanym w utlenianie aldehydu octowego do kwasu octowego, wielu autoréw uwaza,
ze prostym wskaznikiem potencjalnej tolerancji na GTN moze by¢ wywiad nietolerancji
etanolu. Powszechnie wiadomo, ze w populacjach azjatyckich wystepuje polimorfizm
funkcjonalny (Glu504Lys) ALDH-2. Homozygoty Glu504 (ALDH2*1/1) wykazujg
prawidlowa aktywno$¢ enzymatyczng, heterozygoty Glu504/Lys504 (ALDH2*1/2) wykazuja
okolo 6% aktywnos$ci enzymatycznej, a homozygoty Lys504 (ALDH2%*2/2) cechuje
catkowity brak aktywnos$ci wobec aldehydu octowego. Mutacja ta uwazana za czynnik
chronigcy osoby pochodzenia orientalnego przed uzaleznieniem od alkoholu wystepuje
u 30-50% populacji (Chen i wsp., 2014). Badania Li i wsp. (2006) wykazaty, ze wsrod osdb
z genotypem ALDH2*1/1 odsetek oséb z prawidtowa odpowiedzig na GTN wyniost ponad
80%, podczas gdy u osob z genotypem (ALDH2*1/2) lub (ALDH2*2/2) prawidtowo
reagowato na lek tylko 57% badanych.

Katalizowanej przez ALDH-2 reakcji redukcji GTN do NO i 1,2-diazotanu glicerolu
towarzyszy utlenienie dwoch reszt cysteinowych i utworzenie wigzan disiarczkowych
w centrum aktywnym enzymu (Chen i Stamler, 2006). Badania Wenzla i wsp.(2007)
prowadzone w warunkach in vitro wskazuja, ze redukcja tych wigzan jest mozliwa tylko
w reakcji ze zwigzkami ditiolowymi, takimi jak: ditiotreitol (DDT) oraz jedyny znany
biologiczny ditiol - DHLA.
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Rys. 6. Sugerowany mechanizm biotransformacji GTN do farmakologicznie aktywnego NO
z udziatem ALDH. Rola DHLA w przywracaniu zahamowanej aktywnosci ALDH.

Badania Beretty i wsp. (2008) rowniez wskazuja na DHLA, jako zwiazek zdolny w
warunkach in vitro do czeSciowego przywracania zahamowanej przez GTN aktywnosci
ALDH-2.

Natomiast wyniki prezentowane w pracy pt.: ,,Inactivation of aldehyde dehydrogenase by
nitroglycerin in the presence and absence of lipoic acid and dihydrolipoic acid”. Implications
for the problem of differential effects of lipoic acid in vitro and in vivo”, ktdéra wchodzi
w sklad prac stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej (Praca 1) wskazuja, ze
w warunkach in vitro nie tylko DHLA, ale rowniez LA czg$ciowo przywraca zahamowang
przez GTN aktywno$¢ drozdzowej ALDH. Z drugiej strony oznaczona przeze mnie
aktywno$¢ ALDH w watrobie szczurdéw, ktore przez 8 dni otrzymywaty GTN (w dawce
dobowej 30 mg/kg wagi ciata; podskornie) tacznie z LA (w dawce dobowej 100 mg/kg wagi
ciata; dootrzewnowo) byla na tym samym - nizszym w stosunku do kontroli - poziomie,
podobnie jak u szczuréw ktore przez 8 dni otrzymywaty tylko GTN. Oznacza to, ze in Vivo
LA nie ma wptywu na hamujace aktywno$§¢ ALDH dziatanie GTN w watrobie szczura. Jest to
tym bardziej zaskakujace, ze wyniki badan Dudek i wsp. (2008) prowadzone w oparciu
0 pomiary skurczowego i rozkurczowego ci$nienia krwi wskazuja, ze u szczuréw ktore przez
8 dni otrzymywaty GTN (w dawce dobowej 30 mg/kg wagi ciala; podskornie) doszto do

rozwoju tolerancji na GTN, natomiast u szczuréw, ktére przez 8 dni otrzymywaly oprécz
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GTN réwniez LA (dawka dobowa 100 mg/kg masy ciata; dootrzewnowo) tolerancja nie
rozwingta si¢. Oznacza to, ze w tym zwierzgcym modelu tolerancji na GTN podawanie LA
skutecznie przeciwdziata tolerancji, ale - jak na to wskazujg wyniki prezentowane w Pracy 1 -
mechanizm tego zjawiska nie jest zwigzany z aktywnoscig ALDH. Wyniki te wydajg si¢ wigc
zaprzecza¢ kluczowej roli ALDH w biotransformacji GTN 1 zjawisku tolerancji. Znajduje to
potwierdzenie w badaniach innych autoréw. Badania Chena i wsp. (2005) udowodnity, ze
u myszy knock-out, nie wykazujacych ekspresji genu ALDH-2 (ALDH-27) nie dochodzi do
rozwoju tolerancji na GTN. Warto tez w tym kontek$cie przypomnie¢ tu - cytowane juz
wczesniej - badania Li i wsp. (2006). Autorzy zaobserwowali mianowicie, ze u 0sob
z nieaktywng formg enzymu (genotyp ALDH2*1/2 lub ALDH2*2/2) prawidlowo reagowato
na GTN tylko 57% badanych, podczas gdy u osoéb z aktywna forma enzymu (genotyp
ALDH2*1/1) odsetek ten wyniost ponad 80%. Ale mozna przeciez na te wyniki spojrzec¢
inaczej: az 57% osob prawidtowo reagowato na GTN, pomimo deficytu aktywnosci ALDH
I az 20% reagowato nieprawidtowo, pomimo prawidtowej aktywnosci enzymu. Wydaje sie,
ze toczaca si¢ wérod naukowcow dyskusja na temat roli ALDH-2 w procesie biotransformacji
GTN i pojawianiu si¢ tolerancji na GTN zostata bardzo trafnie spuentowana przez DiFabio
I wsp. (2003), ktorzy stwierdzili ze ALDH-2 wprawdzie jest enzymem bioragcym udziat
w biotransformacji GTN, ale mechanizm tolerancji na GTN nie jest zwigzany ze szlakiem
biodegradacji GTN przez ALDH-2.

Tak wiec wyniki prezentowane w Pracy 1 z jednej strony wskazuja, ze w warunkach
invivo LA nie ma wptywu na hamujace aktywnos¢ ALDH dziatanie GTN, a jednocze$nie
zwracaja uwage na fakt, iz efekty biologicznego dziatania LA w warunkach in vitro moga
rozni¢ si¢ od tych, ktore obserwujemy w warunkach in vivo. Ten ostatni aspekt rowniez
znajduje potwierdzenie w spostrzezeniach innych autoréw (Shay i wsp., 2008). Prezentowana
praca jest wigc skromnym glosem w toczacej si¢ na ten temat dyskusji.

Wyniki prezentowane w pracy pt.: ,,The effect of lipoic acid administration on the urinary
excretion of thiocyanate in rats exposed to potassium cyanide” (Praca 2) wskazujg, ze
u szczurow ktore dootrzewnowo otrzymaty cyjanek potasu (KCN; 1 mg/kg masy ciata) i LA
(100 mg/kg masy ciata), poziom wydalonych w ciagu 24h z moczem rodankéw byl niemal
dwukrotnie wyzszy w porownaniu do grupy, ktora otrzymata tylko KCN. Oznacza to, ze LA
zwicksza szybkos¢ detoksyfikacji KCN u szczuréow. Glownym enzymem kojarzonym
z reakcja utleniania cyjankow do rodankow jest TST. TST po raz pierwszy opisana przez
Langa (1933) wystepuje w wigkszos$ci tkanek ssakow, ptazow, ptakoéw, a takze w komorkach

roslin, owadow 1 niektorych mikroorganizméw. W organizmie cziowieka TST wystepuje
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gtownie w mitochondriach, a tkanka o najwigkszej jej aktywnosci sa watroba i nerki (Koj
I wsp., 1975; Szczepkowski i Wood, 1967). TST katalizuje reakcje transferu siarki sulfanowej
z roznych donoréw ha rozmaite akceptory. Role donora siarki sulfanowej w katalizowanych
przez TST reakcjach peilnig m.in.: tiosiarczan, tiosulfoniany, organiczne i nieorganiczne
nadsiarczki oraz trisiarczek - tiocystyna. Wsrod akceptoréow przenoszonej przez TST siarki
sulfanowej wymieni¢ nalezy przede wszystkim: cyjanek, siarczan (IV), sulfiniany, a takze
tiole (Iciek i Wiodek, 2001; Toohey, 1989). Uproszczony zapis katalizowanego przez TST
procesu przeksztalcenia toksycznego cyjanku, z uzyciem zewnegtrznego atomu siarki
tiosiarczanu, do znacznie mniej toksycznego rodanku pokazano ponize;j:

TST
S=S032 + CN — S032 + SCN’

Juz ponad 30 lat temu wykazano, ze liczba obrotow TST uzyskanej z watroby psa wynosi
20 000 moli/minutg. Oznacza to, ze 20 000 moli cyjanku moze zosta¢ przeksztalconych
w rodanek przez 1 czasteczke TST w ciaggu 1 minuty (Westley, 1981). Tak wiec wydaje sig,
ze czynnikiem limitujagcym szybko$¢ procesu utleniania cyjankéw do rodankéw jest poziom
siarki sulfanowej, a nie aktywnos¢ enzymow katalizujacych te reakcje. Z drugiej strony
prowadzone badania wykazaly, ze u myszy intoksykowanych cyjankiem skuteczniejszym
antidotum sg zwiazki z siarkg sulfanowa podawane tacznie z TST w poroéwnaniu do samych
zwigzkow z siarkg sulfanowg bez TST (Frankenberg, 1980). Tak wiec uzyskane przeze mnie
wyniki pozwalaja przypuszcza¢, ze LA wptywa albo na wzrost poziomu siarki sulfanowej
i/lub aktywnosci TST w tkankach szczura. Hipoteza ta jest spojna z badaniami
opublikowanymi w 2008 roku, ktore wykazaty, ze dootrzewnowe podawanie szczurom LA
w dawce 100 mg/kg masy ciata przez 8 dni prowadzi do znaczacego wzrostu poziomu siarki
sulfanowej i aktywnosci TST w sercu, watrobie i nerkach szczura (Bilska i wsp., 2008).
Wptyw LA na poziom siarki sulfanowej i enzymow zaangazowanych w jej przemiany zostal
dostrzezony przez wielu autorow. Na zwierzgcym, indukowanym zymosanem modelu
zapalenia otrzewne] wykazano, ze podawanie zwierz¢tom LA prowadzi do znacznego
wzrostu poziomu siarki sulfanowej w wysiekach pobranych z jamy otrzewnowej
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, nie otrzymujacej LA (Zygmunt i wsp., 2013). Znaczacy
wzrost poziomu siarki sulfanowej i aktywno$ci MST zaobserwowano w erytrocytach
pacjentow poddanych ciggtej ambulatoryjnej dializie otrzewnowej z powodu schyltkowej
niewydolnos$ci nerek, ktorzy przez 30 dni otrzymywali doustnie LA w dawce 600 mg na dobe

(Iciek 1 wsp., 2014). Wykazano rowniez istotny wzrost poziomu siarki sulfanowej w nerkach
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szczurdéw, ktore otrzymaly LA dootrzewnowo, w dawce catkowitej 100 mg/kg masy ciala,
w dwoéch dawkach podzielonych po 50 mg/kg masy ciata i ktére byly usmiercane po 90
minutach od podania drugiej dawki LA (Iciek iwsp., 2011). W analogicznych
eksperymentach wykazano, ze LA podnosi poziom siarki sulfanowej w sercu szczura
(Sokotowska i wsp., 2014) oraz aktywno$¢ TST w szczurzej watrobie (Sokotowska i wsp.,
2011).

Prezentowane do tej pory rezultaty rodza wiec kolejne pytanie, a mianowicie czy LA
,»tylko” bierze udzialt w przemianach zwigzkéw siarki, czy by¢ moze sam jest zrodlem siarki
sulfanowej w tkankach zwierzat? Wyniki przedstawione w pracy pt.: ,Lipoic Acid as
a Possible Pharmacological Source of Hydrogen Sulfide/Sulfane Sulfur”, ktéra wchodzi
w sktad prac stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej (Praca 3) wskazuja, ze
zarowno Hj,S, jak 1 siarka sulfanowa sg wytwarzane z LA nieenzymatycznie w obecnosci
swiatla Srodowiskowego. Natomiast badania przeprowadzone z udzialem homogenatow
szczurzej watroby i nerki wskazuja, ze pod wptywem LA i DHLA poziom siarki sulfanowe;j
w tych homogenatach jest nizszy, a poziom H>S wyzszy w poréwnaniu do tkanek
kontrolnych, inkubowanych bez LA i DHLA. Oznacza to, ze w tych warunkach DHLA pelni
role ,.tylko” reduktora uwalniajacego H,S z endogennej puli - obecnych w tkankach -
zwigzkow siarki sulfanowej, sam natomiast nie uwalnia siarki sulfanowej. Znajduje to
potwierdzenie w badaniach innych autoréw. Juz w latach sze$¢dziesiatych XX wieku
wykazano bowiem, ze DHLA jest akceptorem siarki sulfanowej pobieranej przez TST
z tiosiarczanu w warunkach in vitro, bez udziatu komoérek organizmoéow zywych. W procesie
tym tworzy si¢ przejsciowo wodoronadsiarczek DHLA, z ktorego siarka uwalnia si¢
w postaci H,S i powstaje LA (Villarejo i Westley, 1963; Volini i Westley, 1966). Warto
W tym miejscu zauwazyé, ze TST i MST sg enzymami ewolucyjnie pokrewnymi (Nagahara
i wsp., 1995). Jak wiadomo fizjologicznym donorem siarki sulfanowej dla MST jest
merkaptopirogronian. Siarka pobrana z merkaptopirogronianu jest przenoszona przez MST na
takie akceptory jak: cyjanki, sulfoniany i 2-merkaptoetanol, co prowadzi do powstania
pirogronianu i odpowiednio: rodankéw, tiosulfoniandw i/lub  tiosiarczandow  oraz
nadsiarczkéw merkaptoetanolu (Nagahara i wsp., 1999.; Nagahara i wsp. 2004). Tak wigc, jak
juz weczesniej wspomniano jedng z fizjologicznych funkcji MST jest - podobnie jak
w przypadku TST - udziat w reakcjach detoksyfikacji cyjankéw, to znaczy przeksztatcenie

toksycznego cyjanku do znacznie mniej toksycznego rodanku.
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MST
SH-CH,-CO-COQ™ + CN" — CH3-CO-COO" + SCN’
O ewolucyjnym pokrewienstwie TST i MST $§wiadcza nie tylko zblizone wlasciwosci
fizykochemiczne i katalityczne obu bialek, ale rowniez podobna struktura centrum
aktywnego. Tak wiec podczas transferu siarki sulfanowej zarowno przez TST, jak i MST
dochodzi przejésciowo do utworzenia wodoronadsiarczku z grupg -SH reszty cysteiny-247,
znajdujacej si¢ w centrum aktywnym obu enzyméw. Badania Mikami i wsp. (2011)
przeprowadzone w izolowanych mézgach myszy wykazaty, ze MST - w analogiczny sposob
jak to udowodniono wczesniej dla TST - uwalnia H,S w obecnosci DHLA, jako akceptora

siarki sulfanowe;j.

P ~ AL
¢ zwiazki z siarka TST-Cysys-SH a z_
" sulfmowa MST-Cys,-SH DHLA > LA + = H,S =
N — i | / N\ AN
SH S-SH s — s v

(" zwiazki bez siarki \‘ TST-Cysyy;— § —SH DHLA
sulfanowej MST-Cysysy — 8 —SH o l

SH SH

Rys.7. Mechanizm uwalniania H,S z centrum aktywnego TST i MST w obecnosci DHLA.

Siarka sulfanowa i H,S naleza do tzw. reaktywnych form siarki (RFS), ktore powstaja
w komorkach ssakow w reakcjach desulfuracji cysteiny, katalizowanych gtownie przez MST,
cystationazg (EC 4.4.1.1; y-liaza cystationiny; CSE) i B-syntaze cystationiny (EC 4.2.1.22;
CBS). Kolejna siarkotransferaza, jaka jest TST nie bierze natomiast bezposredniego udziatu
w tworzeniu RFS, ale jest enzymem odpowiedzialnym za ich transport (Iciek i wsp., 2016,
Iciek i Wilodek, 2001, Kimura, 2011). Aminotransferaza cysteinowa (EC 2.6.1.3; CAT)
usuwajac  grupe aminowa z  cysteiny prowadzi do  powstania  kwasu
3-merkaptopirogronowego, bedacego substratem dla MST. Obecnie coraz czgéciej wskazuje
si¢ na wzajemne relacje pomigdzy istniejgcymi depozytami siarki sulfanowej w komorkach,
a produkowanym endogennie H,S. Tak wiec siarka sulfanowa, szczegodlnie w postaci
wodoronadsiarczkéw jest formg magazynowania i transportu HjS, skad - w zaleznos$ci od
potrzeb komorki - moze by¢ w obecnosci reduktoréow z powrotem uwalniana jako H,S (Iciek

i wsp., 2016, Kimura, 2011). W $wietle powyzej prezentowanych informacji wida¢ ponad
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wszelka watpliwosé, ze role takiego fizjologicznego reduktora uwalniajacego HoS ze

zwigzkow z siarkg sulfanowa moze pelni¢ DHLA.

CYSTEINA

"' siarka

sulfanowa

-~

Rys. 8. Uproszczony mechanizm syntezy RFS - siarki sulfanowej i H,S. Siarka sulfanowa,
jest formg magazynowania i transportu H,S, skad - w zalezno$ci od potrzeb komorki -
moze by¢ z powrotem uwalniana jako H,S.

RFS poprzez sulthydracje grup -SH w biatkach przede wszystkim enzymatycznych
i receptorowych moga spetnia¢ w komorkach naturalne funkcje regulacyjne, a wysoki
potencjat aktywnosci RFS 1 relatywnie krotki, kilkuminutowy okres ich poltrwania nadajg im
cechy regulatora o duzej precyzji dzialania (Beltowski, 2004; Lowicka i Bettowski, 2007;
Wtodek, 2003; Wood, 1987). Przyjmuje si¢, ze zachodzaca w warunkach fizjologicznych
S-sulfhydracja uwazana za jedna z potranslacyjnych modyfikacji biatek jest bardziej
rozpowszechniona niz inne modyfikacje kowalencyjne grup -SH (np. S-nitrozylacja) (Iciek
i wsp., 2016; Iciek i wsp., 2017). Najnowsze badania sugeruja, ze to raczej siarka sulfanowa,

a nie sam H,S jest czasteczky sygnatowa i odpowiada za obserwowane dziatanie biologiczne
RFS (Toohey, 2011).
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Rys. 9. W procesach sulthydracji biatek bierze udziat gtéwnie siarka sulfanowa, a nie sam H,S.

Wyniki prezentowane w Pracy 3 nie potwierdzity naszej hipotezy, ze LA sam moze by¢
zroédlem siarki sulfanowej i H,S dla komorek organizmu zwierzecego. Ale jest to dopiero
poczatek badan - zamierzamy je kontynuowaé z uzyciem innych modeli i1 technik
eksperymentalnych. Jest bowiem bardzo prawdopodobne, ze w komorkach ssakow znajduje
si¢ enzym o aktywno$ci desulfurazy, zdolny do rozrywania wigzania C-S. Do tej pory
aktywno$¢ takich enzymow potwierdzono w procesach przebiegajacych jedynie w komorkach
bakteryjnych (Mihara i Esaki, 2002) i roslinnych (Papenbrock i wsp., 2011). Zdaniem
Tooheya obecna w tkankach zwierzat CBS, katalizujagca reakcj¢ syntezy cystationiny
Z cysteiny 1 homocysteiny, réwniez ma zdolno$¢ do katalizowania procesu desulfuracji
cysteiny, prowadzacego do powstania seryny i HpS (Toohey, 2011). Wykazanie
desulfuracyjnej aktywnosci CBS w stosunku do LA/DHLA wskazywatoby na mozliwos¢
bezposredniego uwalniania siarki sulfanowej/H,S z LA i/lub powstajacego z niego
w warunkach in vivo DHLA. Thumaczyloby to mechanizm wplywu LA na detoksyfikacje
cyjankow, co zostalo zaprezentowane w Pracy 2. Uzyskane w tym eksperymencie wyniki
pozwalaja bowiem przypuszczaé, ze pod wptywem LA zwieksza si¢ w organizmie szczura
poziom siarki sulfanowej. Sugeruje to, ze LA albo aktywuje enzymy biorgce udzial
w powstawaniu RFS albo sam jest ich donorem.

Tak wigc, pomimo potwierdzonego licznymi badaniami potencjalu terapeutycznego LA,
mechanizm jego dzialania ciggle jeszcze wymaga badan.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze badanie mechanizmow biologicznej aktywnosci -
pochodzacego ze zrédel zewngtrznych - LA stanowi dla badacza duze wyzwanie. Jednym
Z probleméw wymagajacych w mojej opinii lepszego rozpoznania jest stereoselektywnos¢

enancjomeréw LA w procesach biologicznych. Naturalnie wystepujacy LA posiada
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konfiguracje R i jest prawoskretny. Natomiast w preparatach leczniczych zarejestrowanych
I dopuszczonych do obrotu substancjg farmakologicznie czynng jest mieszanina racemiczna
LA. Wiadomo powszechnie, ze enancjomery tego samego leku mogg mie¢ (i czg¢sto majg)
zupehlie odrgbne wlasciwosci pod wzgledem farmakokinetycznym, farmakodynamicznym
czy profilu dziatan niepozadanych. Udokumentowano migdzy innymi, ze dehydrogenaza
dihydroliponianowa kilkanascie razy szybciej redukuje R(+)LA niz S(-)LA do odpowiednich
enancjomeréw DHLA (Pick i wsp., 1995). Takich roéznic moze by¢ wiecej i z punktu
widzenia farmakologii LA moze okaza¢ si¢, ze sg one istotne. Interesujgcym i wcigz
w niewielkim stopniu rozpoznanym problemem jest tu réwniez biologiczna aktywnos$¢
metabolitow LA, sposrdd ktorych najistotniejszym wydaje si¢ by¢ DHLA, a takze produkty
S-metylacji i/lub 3-oksydacji LA: kwas 6,8-bismetylotiooktanowy,
kwas  4,6-bismetylotioheksanowy i  kwas  bisnorliponowy  (bisnor-LA)  oraz
kwas 2,4-bismetylotiobutanowy 1 kwas tetranorliponowy (tetranor-LA) (Schupke i wsp.,
2001; Teichert i wsp., 2003). Powszechnie wiadomo, ze w przypadku wielu lekow powstajace
metabolity moga by¢ farmakologicznie nicaktywne lub moga tworzy¢ zwigzki o innym
dziataniu w stosunku do czasteczki macierzystej. W przeprowadzonych in silico badaniach
wykazano, ze wlasciwosci oksydacyjno-redukcyjne uktadéw: bisnor-LA/bisnor-DHLA oraz
tetranor-LA/tetranor-DHLA sg porownywalne z analogicznymi wlasciwos$ciami uktadu
LA/DHLA (Szelag i wsp., 2012). Kwiecien i wsp. (2013) wykazali, ze wartos¢ LDz dla
kwasu bismetylotiobutanowego przy dootrzewnowym podaniu u myszy wynosi pond 400
mg/kg masy ciata, podczas gdy LDsp dla LA wynosi w analogicznych warunkach 160 mg/kg
masy ciata (Biewenga i wsp., 1997). W kontekscie ,,tajemniczej natury” LA interesujgce sa
rowniez badania Dovinowej i wsp. (1999), w ktorych wykazano, ze W zalezno$ci od dawki
efekty dziatania LA s3 przeciwstawne. Przy malych stg¢zeniach LA autorzy obserwowali
zwigkszenie szybkosci proliferacji komorek, co oznacza ze LA dziatal tu jak czynnik
wzrostowy. Przy stezeniach duzych LA wykazywal wyrazne dziatanie antyproliferacyjne.

Na ,,Janusowe oblicze” LA wskazujg tez - prezentowane w Pracy 1 - wyniki naszych
badan, pokazujace iz efekty biologicznego dziatania LA w warunkach in vitro réznig si¢ od
tych, ktore zaobserwowano w warunkach in vivo. Tym niemniej pomimo wielu pytan, na
ktore nie udato si¢ znalez¢ odpowiedzi, wyniki badan opublikowane w Pracy 2 1 3
jednoznacznie wskazuja, ze jednym z mechanizméw biologicznej aktywnosci LA jest jego
udziat w metabolicznych przemianach RFS. Jest to spostrzezenie istotne, poniewaz
udokumentowane wielokierunkowe dziatanie regulatorowe siarki sulfanowej i HsS,

manifestujgce si¢ poprzez zmiang aktywnosci wielu biatek enzymatycznych 1 receptorowych
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moze jednocze$nie tlumaczy¢ skuteczno$¢ podawania LA w tak wielu réznych, czgsto

odlegtych stanach patologicznych.
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WNIOSKI | PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze LA:

» wykazuje zréznicowany wplyw na stopien inaktywacji ALDH przez GTN
w warunkach in vivo i in vitro;

» zwigksza szybkos¢ detoksyfikacji cyjanku u szczurow;

= w warunkach in vitro, bez udziatu enzyméw uwalnia H,S i siarke sulfanowa;

= w warunkach in vitro z udziatem enzyméw obecnych w homogenatach nerki i watroby
szczura obniza poziom siarki sulfanowej i podnosi poziom Hj3S, co wskazuje ze
DHLA - utworzony w wyniku enzymatycznej redukcji LA - uwalnia w tych

warunkach H,S zmagazynowany w tkankach w postaci siarki sulfanowej.

Uzyskane w trakcie realizacji niniejszej rozprawy wyniki potwierdzaja tezg, iz jedna
Z trudnosci w badaniach mechanizméw farmakologicznej aktywnosci LA jest to, ze efekty
dziatania tego zwiazku w warunkach in vitro moga réznic¢ si¢ od tych, ktore obserwuje si¢
w warunkach in vivo.

Rezultaty prezentowanych badan prowadza do jednoznacznej konkluzji, ze jednym
Z mechanizmo6w biologicznej aktywnosci LA jest jego udzial w metabolicznych przemianach
reaktywnych form siarki, to znaczy siarki sulfanowej i H,S.

Dalszych badan wymaga weryfikacja tezy, ze w warunkach in vivo LA sam jest donorem

siarki sulfanowej i/lub H,S.
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STRESZCZENIE

Kwas liponowy (LA) oraz jego zredukowana posta¢ - kwas dihydroliponowy (DHLA)
wystepuja we wszystkich komorkach prokariotycznych i eukariotycznych. W organizmach
ssakow uktad LA/DHLA jest integralng czescia kompleksu enzymatycznego
rozszczepiajacego glicyne (GCS) oraz komplekséw wieloenzymatycznych, katalizujacych
oksydacyjna dekarboksylacje a-ketokwasow (pirogronianu, a-ketoglutaranu,
a-ketoadypinianu oraz a-ketokwasow rozgatezionych). Poczatkowo LA ze wzgledu na swoja
role w procesach biochemicznych zaklasyfikowany zostal do grupy witamin B. Obecnie
wiadomo, ze - podobnie jak w komorkach roslinnych, czy bakteryjnych - jest on
syntetyzowany réwniez w organizmach zwierzecych. Przebiegajagca w mitochondriach
synteza LA jest procesem wieloetapowym 1 wymaga udzialu dwoch szlakoéw
biochemicznych, to znaczy mitochondrialnego szlaku syntezy kwasow tluszczowych typu Il
oraz syntezy centrow zelazowo-siarkowych. Drugim, oprocz syntezy de novo, zrodtem LA
w komorkach ludzi 1 zwierzat jest pokarm. Ponadto LA stal si¢ obecnie bardzo popularnym
sktadnikiem preparatow multiwitaminowych, suplementow diety, a nawet karmy dla zwierzat
domowych. Zwigzek ten jest rowniez obecny w roznego rodzaju kosmetykach
przeznaczonych do pielegnacji skory: masciach, kremach, balsamach itp. Przede wszystkim
jednak LA jest zarejestrowanym, dopuszczonym do obrotu lekiem, dostgpnym jedynie na
przepisang przez lekarza receptg. Od kilku lat dozylnie podawany LA klasyfikuje si¢ - w
oparciu o procedury EBM (ang. Evidence-Based Medicine) - jako lek o udokumentowanym
wplywie na mechanizmy patogenetyczne polineuropatii cukrzycowe;.

Intensywnie prowadzone badania tak na poziomie podstawowym, jak i klinicznym
wskazuja, ze LA moze znalez¢ zastosowanie rowniez w leczeniu innych schorzen, w tym
kardiologicznych, neurologicznych. dermatologicznych, a nawet onkologicznych. Jednak
mimo duzej iloSci doniesien naukowych potwierdzajacych tak szeroka aktywno$¢
farmakologiczna LA mechanizm jego dzialania ciagle nie jest dobrze poznany. Dlatego celem
prezentowanej pracy bylo poszerzenie wiedzy dotyczacej mechanizmow biologicznego
dziatania LA, pochodzacego ze zrddet egzogennych.

W badaniach in vivo wykorzystano samce szczurow rasy Wistar. Do badan zostat uzyty lek
o nazwie Thiogamma, ktory jako substancj¢ farmakologicznie aktywna zawiera racemat LA.
W czgéci badan in vivo uzyty zostat rowniez lek o nazwie Nitracor, ktory jako substancjg

farmakologicznie aktywng zawiera nitrogliceryne (GTN).
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Wyniki prezentowane w pracy pt.: ,lnactivation of aldehyde dehydrogenase by
nitroglycerin in the presence and absence of lipoic acid and dihydrolipoic acid”. Implications
for the problem of differential effects of lipoic acid in vitro and in vivo”, ktora wchodzi
w sktad prac stanowiacych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej (Praca 1), wskazujg ze
U szczurdw, ktore przez 8 dni otrzymywaly w iniekcji podskérnej GTN doszto do
zahamowania aktywno$ci dehydrogenazy aldehydowej (ALDH) w watrobie. W grupie
szczuréw, ktore przez 8 dni oprécz GTN otrzymywaty w iniekcji dootrzewnowej réwniez LA
oznaczona aktywno$s¢ ALDH byla na tym samym - nizszym w stosunku do kontroli -
poziomie, podobnie jak u szczuréw ktore przez 8 dni otrzymywaty tylko GTN. Oznacza to, ze
in vivo LA nie mial wptywu na dziatanie GTN, hamujace aktywno$¢ ALDH w watrobie
szczura. Jednoczesnie w badaniach in vitro z uzyciem drozdzowej ALDH zaré6wno LA, jak
DHLA czeSciowo przywracaly zahamowang przez GTN aktywno$¢ enzymu. Tak wigc
uzyskane wyniki prowadzg do wniosku, ze efekty biologicznego dziatania LA w warunkach
In vitro moga ro6zni¢ si¢ od tych, ktore obserwujemy w warunkach in vivo. Fakt ten zostat juz
zauwazony przez cze$¢ badaczy, zajmujacych si¢ biologicznymi wlasciwosciami LA.
Prezentowana praca jest wigc skromnym glosem w toczacej si¢ na ten temat dyskusji.

Wyniki prezentowane w pracy pt.: ,,The effect of lipoic acid administration on the urinary
excretion of thiocyanate in rats exposed to potassium cyanide”, ktéra wchodzi w sktad prac
stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej (Praca 2) wskazuja, ze u szczurow
ktére dootrzewnowo otrzymaty cyjanek potasu i LA poziom wydalonych w ciaggu 24h
Z moczem rodankéw byt niemal dwukrotnie wyzszy w porownaniu do grupy, ktéra otrzymata
tylko KCN. Oznacza to, ze LA zwigksza szybkos$¢ detoksyfikacji KCN u szczurow. Proces
przeksztalcenia toksycznego cyjanku do znacznie mniej toksycznego rodanku jest
katalizowany enzymatycznie przez siarkotransferazy i wymaga udziatu siarki sulfanowej. Tak
wiec uzyskane wyniki pozwalaja przypuszczaé, ze LA wptywa na wzrost poziomu siarki
sulfanowej 1/lub aktywno$ci siarkotransferaz w tkankach szczura.

Wyniki przedstawione w pracy pt.: ,,Lipoic Acid as a Possible Pharmacological Source of
Hydrogen Sulfide/Sulfane Sulfur”, ktora wchodzi w sktad prac stanowigcych podstawe
niniejszej rozprawy doktorskiej (Praca 3) wskazuja, ze siarka sulfanowa i HoS sg wytwarzane
z LA nieenzymatycznie w obecnosci Swiatla Srodowiskowego. Natomiast badania
przeprowadzone z udzialem homogenatow szczurzej watroby i1 nerki wskazuja, ze pod
wplywem LA i DHLA poziom siarki sulfanowej w tych homogenatach jest nizszy, a poziom
H,S wyzszy w porownaniu do tkanek kontrolnych, inkubowanych bez LA i DHLA. Oznacza

to, ze w tych warunkach DHLA pelni role reduktora uwalniajacego H,S z endogennej puli -
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obecnych w tkankach - zwigzkéw siarki sulfanowej, sam natomiast jej nie uwalnia. Siarka
sulfanowa i H,S naleza do tzw. reaktywnych form siarki (RFS), ktére powstaja w komodrkach
ssakow w reakcjach desulfuracji cysteiny.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze badanie mechanizmow biologicznej aktywnosci -
pochodzacego ze zrodet zewnetrznych - LA stanowi dla badacza duze wyzwanie. Uzyskane
w trakcie realizacji niniejszej rozprawy wyniki potwierdzaja tezg, iz jedng z trudnoSci
w badaniach mechanizméw farmakologicznej aktywnosci LA jest to, ze efekty dziatania tego
zwigzku w warunkach in vitro mogg rézni¢ si¢ roznig sie¢ od tych, ktore obserwuje sie
w warunkach in vivo. Tym niemniej pomimo wielu pytan, na ktore nie udato si¢ znalez¢
odpowiedzi, wyniki prezentowanych tu badan jednoznacznie wskazuja, ze jednym
Z mechanizmoéw biologicznej aktywnos$ci LA jest jego udzial w metabolicznych przemianach
RFS. Jest to teza nowa, do tej pory w niewielkim stopniu podnoszona przez innych autoréw.
W mojej opinii wielokierunkowe dziatanie regulatorowe RFS manifestujagce si¢ poprzez
zmiang aktywno$ci wielu bialek enzymatycznych i receptorowych moze tlumaczy¢

skuteczno$¢ podawania LA w tak wielu r6znych, czesto odlegtych stanach patologicznych.
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Summary

Lipoic acid (LA) and its reduced form dihydrolipoic acid (DHLA) are present in all
prokaryotic and eukaryotic cells. In mammals, LA/DHLA system is an integral part of the
glycine cleavage system (GCS) and multienzymatic complexes catalyzing oxidative
decarboxylation of a-ketoacids (pyruvate, a-ketoglutarate and a-ketoadipate and branched o-
ketoacids). Initially, LA, based on its role in biochemical processes, was classified into the
vitamin B complex. However, currently it is known that, like in plant and bacterial cells, it is
synthesized also in animal cells. LA is synthesized in mitochondria through a multistage
process which requires cooperation of two biochemical pathways, namely the mitochondrial
pathway for fatty acid synthesis type Il and iron-sulfur cluster synthesis pathway. Besides de
novo synthesis, the diet is the second LA source for human and animal cells. Moreover, LA is
now a very popular component of multivitamin preparations, dietary supplements and even
pet food. It is also present in different cosmetic skin care products, ointments, creams, lotions,
etc. However, most of all LA is a registered prescription drug authorized for marketing. Since
several years, based on Evidence-Based Medicine (EBM) procedures, intravenous LA has
been classified as a drug with proven efficacy in influencing pathogenic mechanisms of
diabetic polyneuropathy.

Intensive both basic and clinical studies indicate that LA can be efficient in treating also
other conditions, including cardiologic, neurological, dermatologic and even oncologic
diseases. However, in spite of numerous scientific reports confirming such broad
pharmacological activity profile of LA, its mechanism of action still is not well understood.
Therefore, the aim of the present work was to broaden our knowledge on the biological
mechanisms of action of LA from exogenous sources.

In vivo studies were performed on Wistar rats. LA for the studies derived from the drug
Thiogamma containing LA racemate as a pharmacologically active substance. Some in vivo
experiments were performed with the use of the drug Nitracor containing pharmacologically
active nitroglycerin (GTN).

The results presented in the paper ,Inactivation of aldehyde dehydrogenase by
nitroglycerin in the presence and absence of lipoic acid and dihydrolipoic acid”. Implications
for the problem of differential effects of lipoic acid in vitro and in vivo”, that belongs to the
papers on which the thesis is based (Paper 1), demonstrated the inhibition of aldehyde
dehydrogenase (ALDH) activity in the liver of rats administered subcutaneously GTN for
8 days. In rats which, in addition to GTN, were given LA intraperitoneally, ALDH activity
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was at the same level, i.e. reduced vs. control, as in rats treated with GTN alone for 8 days. It
indicates that in vivo LA did not affect the inhibitory effect of GTN on ALDH activity in the
rat liver. However, in in vitro studies with the use of yeast ALDH, both LA and DHLA partly
restored ALDH activity inhibited by GTN. Therefore, the obtained results indicate that
biological effects of LA in vitro can be different from those observed in vivo. This fact was
already noted earlier by some researchers engaged in studies of biological properties of LA.
The present work is a humble contribution to the ongoing discussion on this issue.

The results presented in the paper ,,The effect of lipoic acid administration on the urinary
excretion of thiocyanate in rats exposed to potassium cyanide”, which also is appended to the
collection of published papers within the thesis (Paper 2) indicate that in rats treated
intraperitoneally with potassium cyanide and LA, the level of rhodanates excreted with 24-h
urine was almost twice as high as in the KCN alone-treated group. It indicates that LA
increases KCN detoxification rate in rats. The transformation process of toxic cyanide to
much less toxic rhodanate is catalyzed by sulfurtransferases and requires sulfane sulfur. Thus,
based on the obtained results it can be assumed that LA increases sulfane sulfur level and/or
sulfurtransferase activities in rat tissues.

The results presented in the paper ,,Lipoic Acid as a Possible Pharmacological Source of
Hydrogen Sulfide/Sulfane Sulfur” which is also attached as the basis of the present
dissertation (Paper 3) indicate that sulfane sulfur and H,S are formed from LA
nonenzymatically in the presence of environmental light. On the other hand, experiments
performed on homogenates of the rat liver and kidney demonstrate that in the presence of LA
and DHLA, sulfane sulfur level in homogenates was reduced while H,S level was elevated
compared with control tissues incubated without LA and DHLA. It indicates that under those
conditions, DHLA fulfilled the function of a reducer releasing H,S from the endogenous pool
of sulfane sulfur compounds present in tissues but it did not release sulfane sulfur itself.
Sulfane sulfur and H,S belong to the so-called reactive sulfur species (RSS) which are
produced in mammalian tissues in cysteine desulfurization reactions.

In conclusion, it can be stated that studying the mechanisms of biological activity of LA
from exogenous sources is quite a challenge for an investigator. The results obtained during
preparation of this thesis confirm that one of the difficulties encountered in research into the
mechanisms of pharmacological activity of LA is related to the fact that the effects of its
action in vitro differ from those observed in vivo. Nevertheless, in spite of many questions
which still remain unanswered, the results of the present studies unequivocally point to the

involvement of LA in metabolic transformations of reactive sulfur species (RSS) as one of the

77



mechanisms of biological activity of LA. It is a new hypothesis seldom raised by other
authors to date. In my opinion, multidirectional regulatory action of RSS manifested by
alteration of activity of many enzymatic and receptor proteins can explain therapeutic efficacy

of LA in so many different, often distant pathological states.
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