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Souhrn

Kyselina lipoova je pfirodné se vyskytujici slou¢enina, pfitomna jako
kofaktor v nékolika mitochondridlnich enzymech, které jsou zahrnuty
v metabolismu a energetické produkci. Jednd se o 8-uhlikovou slou€eninu,
obsahujici dva atomy siry v dithiolanovém kruhu a skladajici se ze dvou
enantiomert. Ve své volné forme je kyselina lipoova, predevsim jeji redukovana
forma, kyselina dihydrolipoova, silnym antioxidantem, fungujicim jako
,»odklizec* reaktivnich forem kysliku. Dnes je studovana zejména pro tyto
antioxidacni vlastnosti. Pro jeji analyzu je dostupnych mnoho metod. VétSina
znich vSak nejsou vyhovujici kvili jejich nespecifité, nedostatku citlivosti,
dlouhotrvajici ptipravé vzorku a potfeby drahého analytického vybaveni.
Z tohoto ditvodu jsme se pokusili vyvinout jednoduchou a uc¢innou metodu pro
jeji stanoveni v lidské plazmé pouzitim HPLC s elektrochemickou detekci
na principu coulometrie. Mobilni faze byla slozend ze smési 20 mmol/l
NaH,POu/acetonitril/metanol (70:25:5 v/v) a jeji prutok byl 1 ml/min. Potencialy
analytické cely byly nastaveny na 450 mV a 750 mV. Analytické parametry
metody jsou dostacujici s detek¢nim limitem11,5 nmol/l. Nase metoda mtize byt
pouzita pro stanoveni jak endogennich koncentraci kyseliny lipoové, tak i1 pro

suplementacni studie.

klicova slova: kyselina lipoova, kyselina dihydrolipoova, antioxida¢ni vlastnosti,
HPLC, elektrochemicka detekce



Summary

Lipoic acid is a natural compound present as a cofactor
in several mitochondrial enzymes that are involved in metabolism and energy
production. It is an eight-carbon compound containing two sulphur atoms
in a dithiolane ring structure and consists of two enantiomers. In its free form,
lipoic acid, especially its reduced form, dihydrolipoic acid, is a powerful
antioxidant, functioning as a reactive oxygen species scavenger. At present,
the lipoic acid is studied primarily for its antioxidant properties. Many methods
are currently available for the analysis of lipoic acid. Most of these methods
are not satisfactory due to thein non-specificity, lack of sensitivity, long-term
sample preparation and need for expensive analytical equipment. This is the
reason for our tendery to develop simple and effective method for its
determination in human plasma by using HPLC with electrochemical detection on
the principle of coulometry. The mobile phase consisted of a mixture 20 mmol/l
NaH2PO4/acetonitril/methanol (70:25:5 v/v) and the flow rate was 1 ml/min.
Potentials of analytical cell were set to 450 mV and 750 mV. Analytical
performance of this method is satisfactory with the detection limit 11.5 nmol/I.
Our method can be applied for both the determination of lipoic acid

in endogenous levels and for supplementation study.

keywords: lipoic acid, dihydrolipoic acid, antioxidant properties, HPLC,
electrochemical detection
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Uvod

Kyselina lipoova je ve vod¢ a v tucich rozpustna, ptirodné se vyskytujici
disulfidickd sloucenina. Molekula se skladd z 8-uhlikového fetézce mastné
kyseliny se dvéma vzajemné propojenymi atomy siry a obsahuje chiralni centrum,
diky ¢emuz rozliSujeme dva antipody, pfirodni R- a S-antipod. Jedna se o latku
télu vlastni, ktera je ovSem syntetizovana v nepatrnych koncentracich, proto musi
byt pfijiméana z potravy.

V soucasnosti je studovana kvuli vlivu na metabolismus sacharidd,
jelikoz se podili na snizeni krevni glykémie, ale ptedevSim pro jeji silné
antioxidac¢ni vlastnosti, zejména jeji redukované formy, kyseliny dihydrolipoové.
Radou klinickych studii se zjistilo, Ze kyselina lipoovd ma vztah k mnoha
onemocnénim, zejména k diabetes mellitus a jeho komplikacim, kde zabrafuje
nebo alespon oddaluje vznik jejich projevu.

Cilem této prace je shrnout dostupné poznatky o kyseliné lipoové,
zejména se zaméfenim na diabetes mellitus a moZzné antiaterogenni ucinky,
a pokusit se vypracovat metodiku pro jeji stanoveni v lidské plazmé& pomoci

HPLC s elektrochemickou detekci.



A. TEORETICKA CAST

1. Kyselina lipoova

Kyselina lipoova (LA) byla poprvé izolovana z hovézich jater v r. 1951
Reedem a kol. Jedna se o ptirodné se vyskytujici latku, pfitomnou jako kofaktor
v nékolika mitochondrialnich enzymech, které jsou zapojeny v metabolismu
a energetické produkci. Obsahuje 8-uhlikaty fetézec a dva atomy siry
v dithiolanovém kruhu [1]. V jeji molekule se vyskytuje chirdlni centrum
na pozici 3 v 1,2-dithiolanové c¢asti [2]. Je tedy tvofena dvéma enantiomery,
R- a S-formou, jak je vidét na obrazku 1. Pouze R-izomer je v téle syntetizovan

a vdzan na proteiny.

S—5 _s
H S0 H

COOH

COCH

R-lipoova kyselina S-lipoova kyselina

Obr. 1 Strukturni vzorce obou enantiomert

Ve své voln¢ form¢ je LA silnym antioxidantem, fungujicim jako
,»odklize¢* reaktivnich forem kysliku a dusiku, produkovanych jako vedlejsi
produkty mitochondridlniho dychani. V porovnani s ostatnimi endogennimi thioly
(glutathion, cystein) je LA snadno vstiebdvana ze stravy, transportovana,
piijimana buiitkami a redukovana do silnéjs$i antioxida¢ni formy, dihydrolipoové
kyseliny (DHLA). Vychytdvani LA buiikami bylo studovdno v promytych krysich
jatrech a izolovanych hepatocytech, pficemz se uplatiovaly dva odliSné
transportni mechanismy: nosi¢em zprostiedkovany zachyt a pasivni difuze, ktera
je vyznamna pii vysSich koncentracich [1].

Ve tkanich je lipoat, sil kyseliny lipoové, koenzymem kovalentné
vazanym k lysinovym zbytkiim ve form¢ lipoamidu v dehydrogenasach a-keto
kyselin (pyruvat dehydrogendzovy komplex, a-ketoglutarat dehydrogenazovy

komplex a v dehydrogenase rozvétvenych a-keto kyselin) a v glycin $tépicim
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enzymatickém systému. Tyto enzymatické komplexy prednostné vyuzivaji
R-stereoisomer. Ledviny, srdce a kosterni svalovina obsahuje nejvyssi koncentraci
proteinové vazaného lipoatu. Protoze je velka ¢ast pravé vazana na bilkoviny, jsou
koncentrace volného lipoatu in vivo velmi nizké. Nicméné po potravinovém
doplnéni se vyskytuje doCasné zvySeni nevdzaného lipoatu uvniti vSech bunék
téla, prevazné srdce, mozku a jater [2].

Spolu se svou redukovanou formou tvoii LA Uc¢inny redoxni par
s redoxnim potencidlem -0.32 V a vykazuje velmi silnou antioxida¢ni aktivitu
(obr. 2). Diky svym unikatnim redoxnim vlastnostem nejen ze odstraniuje fadu
druhi volnych radikalu, jako jsou superoxidové, hydroxylové, peroxylové
radikdly, kyselina chlornd a singletovy kyslik, ale dokaze recyklovat ostatni
fyziologické antioxidanty, jako jsou askorbat, glutathion a vitamin E. Navic LA
chelatuje kovové ionty, coz ma za nasledek redukci produkce volnych radikalt.
Bézné antioxidanty jsou bud ve vodé mnebo vtucich rozpustné.
Ve srovnani s nimi vykazuje LA jak hydrofilni tak hydrofobni vlastnosti. Maze
tedy vyvolat své antioxidaéni pisobeni v cytosolu stejné¢ dobie jako
v plazmatickych membranach (vodné a lipidové prostiedi bunky) a také v séru
a lipoproteinech (vodné a lipidové prostiedi krve) [3].
S S -2HT, 2e” SH SH

=
—_—

COOH ™= COOH

Obr. 2 Schéma elektrochemické aktivity kyseliny lipoové

Ve skutecnosti nemusi byt prospésné ucinky zptusobeny LA, ale prave
jeji redukovanou formou, DHLA, protoZe sav¢i buiikky dokaZzi rychle enzymaticky
redukovat exogenni LA na DHLA in vitro. Biologicka aktivita exogenni LA

pravdépodobné vyzaduje obé formy, redukovanou i oxidovanou [4].

Vzhledem kjeji roli v biologickych procesech byla LA zpocatku
zahrnuta v komplexu vitamini B. Nicméné v soucasnosti neni povazovana

za vitamin, nebot’ se jedna o latku télu vlastni. Je vSak syntetizovana v tak malych



davkach, které se dale s vékem nebo pii nékterych onemocnénich snizuji, ze musi

byt pfijiméana potravou [3].

2. Funkce kyseliny lipoové

2.1 Kyselina lipoova v bioenergetice

Energetickd produkce mitochondrii je primarn€ zavisla na nékolika
enzymatickych dehydrogendzovych komplexech, majicich schopnost vyuzivat
rizné substraty, které jsou dopraveny do mitochondrie pro NAD" a FAD redukci
na NADH a FADH,. Tyto molekuly jsou schopny darovat -elektrony
do elektronového transportniho ftetézového systému, zakotveného podél
mitochondridlni  vnitfni membrany. Kyselina lipoova je pravé téchto
dehydrogendzovych komplexii soucasti. Je pfitomna ve vazané lipoyllysinové
formé jako pfirodné se vyskytujici kofaktor v péti mitochondridlnich proteinech,
které hraji hlavni roli v oxidativnim metabolismu, kde katalyzuji oxidativni
dekarboxylaci riznych 2-oxokyselinovych substratii v glykolyze, citratovém
cyklu a v metabolismu rozvétvenych aminokyselin. Sem patii acyltransferazova
slozka pyruvatového komplexu, a-ketoglutaratového komplexu
a dehydrogenazového komplexu a-ketokyselin s rozvétvenymi fetézci, protein X
pyruvatového dehydrogendzového komplexu a H-protein systému glycinového
Stépeni. Zaclenéni do téchto proteinti je vzdy v g-amino skupiné specifického
lyzinového zbytku proteinu amidovou vazbou pomoci enzymu lipoyltransferas

Tall[1].

2.1.1 Kyselina lipoova jako kofaktor pyruvatdehydrogenazového

komplexu
Béhem aerobni glykolyzy je glukdza nebo ostatni hexdzy pfeménéna
na pyruvat, konecny produkt této cytosolické cesty. Pyruvat je také tvoten
degradaci aminokyselin, jako je alanin nebo serin a mé n¢kolik osudl v zdvislosti

na tkani a jejim metabolickém stavu (obr. 3) [5].
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Obr.3 Metabolické osudy pyruvatu (upraveno dle [5])

\

Acetyl CoA

Kyselina lipoova je kofaktorem pyruvat dehydrogenazového komplexu

(PDC), ktery katalyzuje pfeménu pyruvatu na acetyl-koenzymA (CoA):

Pyruvat + CoASH + NAD" < acetyl-CoA + CO, + NADH + H"

wevr

reakce. Jak je patrné ztabulky 1, savCi pyruvat dehydrogenazovy komplex

se sklada ze ti typua katalytickych podjednotek.

Tabulka 1 Sav¢i pyruvat dehydrogenazovy komplex (upraveno dle [5])

Pocet Prostheticka
Enzym Katalyzovana reakce
podjednotek skupina
Pyruvat Oxidativni dekarboxylace
20 nebo 30 TPP
dehydrogenasa pyruvatu
Dihydrolipoyl . . Pienos acetylové skupiny na
60 Lipoamid
transacetylasa CoA
Regenerace redukovaného
Dihydrolipoyl
6 FAD lipoamidu a pfenos elektronli
dehydrogenasa

do NAD"



Pyruvat dehydrogenasa (E1) je prvni katalytickou komponentou PDC.
Katalyzuje naésledujici dvé parcidlni reakce: na thiamin pyrofosfatu (TPP)
zavislou dekarboxylaci kyseliny pyrohroznové na 2-hydroxyethyliden-TPP
(HETTP) a acetylaci zbytkGi kyseliny lipoové, kovalentné vazanych
k druh¢é katalytické slozce dihydrolipoamidové acetyltransferasy. Dihydrolipoyl

= FADH; |
it
P4 b
i 5 |'I Dihydrolipoyl- | ™= .ya00 4 20
[s/a 5 CHy—CH —TPP, - L'D\5 e '-..dEh'_‘-'degEﬂaf‘ﬂl’;'
¥ ., / ! /
*, __.f ey \\ #
\ Mo e
| Pyruvat- Y Dihydrobpoyl- %
5. = Lo Ch
i\ dehydrogenasa || transacetvlasa =l [
TR = PN ¥ e Oy = =~ S50
CHy /& & e 5
e 20 e ¥
= Ry D B BN
i Hy—GC-—5—1Li f
GOy L g (

TTP = Thiamin pyrofosrat
Lip = Lipoamid

Obr. 4 Pyruvatdehydrogenasovy komplex (upraveno dle [5])

acetyltransferasa, oznacovana jako E2 enzym savCiho PDC, obsahuje
lipoyllysinovy zbytek a jeji hlavni funkci je pfenos acetylové skupiny na CoA.
Tteti cast PDC je dihydrolipoamidové dehydrogenasa, oznafena jako E3. Patfi
k rodiné homodimernich FAD-dependentnich disulfidovych oxidoreduktaz
a jeji hlavni funkci je reoxidovat DHLA v prosthetické skupiné enzymu
dihydrolipoyl acetyltransferasy zpét na lipoat vyuzitim NAD® za produkce
NADH. Tento enzym je u lidi kddovan pouze jednim genem. Nedostatek E3
zpisobuje redukci v aktivitdich vSech tii dehydrogenazovych komplexech
alfa-ketokyselin, zapojenych stejné dobie v systému Stépeni glycinu [1].

Pyruvat dehydrogendzovy komplex je regulovan dvéma zplsoby
a to zpétnovazebnou inhibici produkt reakce, acetyl CoA a NADH, a pomoci
fosforylace a defosforylace. Komplex je aktivni, je-li defosforylovan a inaktivni,
je-li fosforylovan. Inaktivace je uskuteénéna Mg?-ATP  dependentni

proteinkinasou, ktera je pevné spojena s komplexem. Aktivace je uskutecnéna
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fosfoproteinovou fosfatasou, ktera je také spojena s komplexem a je zavisla

na Mg*"a Ca*" [1, 5].

2.2 Antioxidacni vlastnosti

2.2.1 Reaktivni formy Kysliku a dusiku a jejich funkce

Molekularni kyslik je nezbytny pro pteziti vSech aerobnich organismd.
Césteéné redukované metabolity molekuldrniho kysliku, jako je superoxidovy
aniont a hydrogen peroxid, normaln¢ vznikaji jako meziprodukty b&hem
metabolismu v mitochondriich a peroxysomech a také aktivitou rGznych
enzymatickych systémi, jako je naptiklad cytochrom P-450. Ackoliv se jedna
o slaba oxidacni ¢inidla, slouzi jako meziprodukty v produkci reaktivnéjSich
castené redukované metabolity molekularniho kysliku jsou oznaCovany jako
reaktivni formy kysliku (ROS). Oxid dusnaty (NO’), je-li produkovéan
ve vysokych koncentracich, také ptredstavuje zdroj vysoce toxickych oxidanti,
souhrnné nazyvanych reaktivni formy oxidu dusiku (RNOS), zahrnujici
peroxynitrit a nitroxyl, které jsou tvofeny reakci NO® se superoxidovym anionem
nebo molekularnim kyslikem [6].

Hlavni uplatnéni ROS a RNOS je ptedev§im v imunitnich obrannych
reakcich. Jsou totiz produkovany makrofagy a neutrofily jako toxicka ¢inidla pro
eliminaci fagocytovanych mikrobt a cizich molekul. Pravdépodobné také mohou
fungovat jako signalni molekuly. Nicméné jejich vysoké hladiny zapficinuji
poskozeni bunéénych makromolekul, lipidl, proteini a DNA. Proto
je nadprodukce ROS a RNOS zahrnuta v patogenezi a progresi riznych stavi,
souvisejicich s oxida¢nim stresem, jako je proces starnuti, diabetes mellitus,
ateroskleroza, rakovina, chronické zanétlivé onemocnéni nebo
neurodegenerativni choroby [6]. Jejich zvySené hladiny musi byt tedy u¢inné

redukovany pomoci antioxidanta.

2.2.2 Kyselina lipoova jako silny antioxidant

Kyselina lipoova ve své volné formé¢ a jeji redukovanad forma DHLA

funguji jako silny redoxni par. Antioxidacni t¢inek DHLA a LA byl zkoukmén
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in vitro na zéklad¢ jejich interakci s peroxylovymi radikaly, které jsou nezbytné
pro zahajeni lipidové peroxidace, s chromanoxylovymi radikdly vitaminu E
a s askorbylovymi radikaly vitaminu C. Na zaklad¢ téchto pozorovani bylo
zjisténo, ¢ DHLA (ne LA) je ucinnym piimym odklizeCem peroxylovych
radikald, vytvofenych ve vodné fazi ve vod¢ rozpustnym azoinicidtorem
2,2"-azobis(2-amidinopropan)-dihydrochloridem a v liposomech nebo
v mikrosomalnich membrandch v lipidech rozpustnym azoinicidtorem 2,2'-
azobis(2,4-dimethylvaleronitrilem). Dale, Zze ani DHLA ani LA nereaguji pfimo
s chromanoxylovymi radikdly vitaminu E, tvofenymi v liposomech nebo
v membranach bud’ UV zifenim, peroxylovymi radikadly 2,2’-azobis(2,4-
dimethylvaleronitrilu) nebo peroxylovymi radikdly linolenové kyseliny,
tvofenymi lipoxygenazou katalyzovanou oxidaci, a nakonec, ze DHLA (ne vSak
LA) recykluje askorbylové radikaly a redukuje dehydroaskorbat, tvofeny
v pribéhu oxidace askorbatu chromanoxylovymi radikaly. Tato interakce
méa za nasledek askorbatem zprostredkovanou DHLA-dependentni redukci
chromanoxylovych radikali vitaminu E, tedy recyklaci tohoto vitaminu [1, 7].
Regenerace antioxidantl je velice diilezita, nebot’ kdyz antioxidant odstrani volny
radikal, sam se zoxiduje a neni schopen odstraiiovat dal§$i ROS nebo RNOS,
dokud neni redukovan. Z tohoto divodu mize DHLA zvySovat antioxidacni
ucinnost ostatnich antioxidantli jak ve vodné fazi, tak stejné dobie v hydrofobni
membrané. Spolu s vitaminem E, C a glutathionem vytvafi antioxidacni sit’, ktera
Jim umoziuje recyklaci a regeneraci. Schopnost LA plisobit jako antioxidant a jeji
schopnost chranit byla dokdzana také in vivo pouzitim zvifeciho modelu
s navozenym nedostatkem vitaminu E. Suplementovand LA byla ve tkanich
redukovéana na DHLA, ktera chrénila zvifata proti ptiznakiim této deficience [1].
Jednou z dulezitych vlastnosti LA jako antioxidantu v Zivych buiikéch je,
ze jeji aktivace a redukce na siln€jSi antioxidacni formu je regulovana
metabolickymi cestami bunky. Inkubace linie lidskych T-bun€k kyselinou
lipoovou (0.5 mM) po dobu 24 hodin mélo za nasledek snizeni bunécnych
NADH, NADPH hladin, NADH/NAD+, laktat/pyruvat a zvySeni piijmu glukozy.
Pokles v poméru NADH/NAD+ nasledkem oSetfeni LA mtize mit ptimé dusledky
v ischemicko-reperfuznim  onemocnéni, diabetes mellitus a ostatnich

patologickych stavech, kde jsou redukéni (vysoky pomér NADH/NAD+)
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a oxidacni (nadbytek ROS) nerovnovahy povazovany za hlavni faktor piispivajici
k metabolickym porucham. Za podminek redukéniho stresu snizuje LA vysoké
hladiny NADH v buiice jeho vyuzitim jako kofaktoru pro vlastni redukéni proces,
zatimco v oxidacnim stresu, o-lipoat a jeho redukovana forma (DHLA) mohou
chranit pfimym odstraiiovanim volnych radikdlii a recyklaci ostatnich
antioxidantl z jejich oxidovanych forem [1].

V zivych bunkach se redukce LA na DHLA uskuteciiuje enzymatickymi
procesy. Byly identifikovany enzymatické systémy kredukci LA na DHLA.
Mitochondrialni dihydrolipoamidova dehydrogenasa je schopna redukce LA
na DHLA na tkor NADH. Tento enzym vykazuje specifitu k pifirodnimu
R-enantiomeru LA. NADPH-dependentni cytosolickd glutathion reduktasa také
katalyzuje redukci LA, vykazuje ovSem specifitu pro S-enanthiomer. Mechanismy
redukce a-lipoatu jsou tedy vysoce tkanove specifické a ucinky zevné dodavaného
a-lipoatu jsou urceny tkanovou glutathion reduktdzovou a dihydrolipoamid
dehydrogenédzovou aktivitou [1, 6]. Bylo zjisténo, Ze také thireodoxin reduktasa
z teleciho brzliku a jater, lidské placenty a krysich jater efektivné redukuje LA
1 lipoamid [8].

2.3 Kovovy chelator

Nase télo obsahuje pfechodné kovy - zelezo a méd’ - které podnécuji
tvofeni jednoho znejvice reaktivnich ROS, hydroxylového radikalu (‘OH).
In vivo vazani kovu na proteinem je nezbytné k tomu, aby chranilo kovem
indukované oxida¢ni poskozeni cirkulujicich lipoproteinii, polynenasycenych
mastnych kyselin, polypeptidi a nukleobasi. Mald mnozstvi volného kovu jsou
fyziologicky pfitomna v téle. Jakmile jsou vSak vyvazany z vazby na bilkoviny,
jsou rychle oxidovany peroxidem vodiku reakci, kterd generuje "'OH. Vé&ii se,
ze zelezo je hlavnim kovovym iontem, zodpovédnym za tvorbu ‘OH in vivo.
Zvyseni redoxné aktivniho Zeleza ve tkanich tedy predstavuje vyznamny rizikovy
faktor pro zvySeni oxida¢niho stresu a hraje hlavni roli ve stavech, jako jsou
koronarni srde¢ni choroba, neurodegenerativni choroby a starnuti. Bylo dokéazéano,
ze jak LA tak DHLA inhibuji médi a Zelezem zprostfedkované oxidativni
poskozeni in vitro a inhibuji nadbytecné hromadéni Zeleza a médi ve zvitecich

modelech [2, 3].



2.4 Regulator gluk6zové homeostazy

Udrzovani celotélové glukézové homeostazy vyzaduje souhru mezi
odstranénim  krevni glukézy na periferii, zejména v kosternich svalech,
a dodavanim glukézy do krve, bud’ endogenné =zjater nebo zvné&jsku
z potravinovych zdrojii (obr. 5). Porucha v normdalni regulaci obou vySe
zminénych procest by vedla k chronickym zvySenim krevni glukézy a k vyvoji
diabetes mellitus. Kosterni svalstvo, které tvoifi kolem 40% télesné hmotnosti
cloveka je hlavni tkani, zodpovédnou za periferni odstranéni glukézy v odpovédi
na glukézovou ¢i inzulinovou stimulaci nebo béhem cviceni. Glukézova
transportni aktivita kosterniho svalu je regulovana inzulinem pies aktivaci série

intracelularnich proteinti po¢inaje inzulinovym receptorem [9].
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Obr. 5 (A) Regulace hladiny krevni glukézy u zdravych jedinci; (B) u inzulin-rezistentnich
diabetickych jedincti; (C) u inzulin-rezistentnich diabetickych jedincti 1é¢enych kyselinou
lipoovou (upraveno dle [9])
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LA se uplatiiuje predevSim pii vytvoieni inzulinové rezistence, nebot
podporuje U€inky inzulinu a redukuje vysoké hladiny krevni glukézy zvySenim
transportni aktivity kosterniho svalu a také tim, Ze snizuje jeji produkci v jatrech.
Redukuje totiz glukoneogenezi v jatrech z prekurzori, jako jsou pyruvat, laktat,
alanin ¢i glycerol [9]. Stru¢né feceno, LA zvySuje zachyt glukézy bunkami
kosterni svaloviny a snizuje jeji produkei v jatrech. Podrobnéji o této schopnosti

LA je pojednano v kapitole 5.1.

2.5 Dalsi ucinky kyseliny lipoové
* Regulétor procesu starnuti

Diky svym silnym schopnostem odstraiovat ROS, RNOS a schopnosti
chelatovat kovové ionty je LA uzce spojena s procesem starnuti bunck a organt.
Starnuti mize byt definovano jako vzriistajici akumulace strukturnich a funk¢nich
Skodlivych zmén, které obycejné zacinaji v dospélosti a vyvrcholi smrti.
Je znaCené postupnym poklesem v schopnosti téla vyporadat se s poSkozujicimi
ucinky piirodnich zaté¢zovych faktorii a piidruzeném vzestupu v nachylnosti
k onemocnéni a riziku smrti [2].

Existuji presvédcivé dikazy, ze ROS jsou vyznamnym zdrojem starnuti
a patologickych stavli s nim spojenym. Podstata volné radikélové teorie starnuti
byla poprvé popsana Harmanem jizZ v roce 1956. Harman tvrdil, Ze plynuld tvorba
ROS a zna¢né pomnozeni volnych radikald uvnité buiiky je jednim z hlavnich
faktorti zapojenych v procesu starnuti. Volné radikaly maji nepéarovy elektron,
ktery reaguje s hlavnimi organickymi molekulami (lipidy, peptidy, nukleové
kyseliny) a kovy (Zelezo, méd’). Pti této reakci ROS upravuji strukturu a funkci
organickych bunécnych slozek, ze kterych vytvari organické radikéaly a zvySuje
reaktivitu kovovych iontd. Za hlavni intracelularni zdroj ROS byly oznaleny
mitochondrie. Okolo 1% kysliku spotiebovaného mitochondriemi je pfeménéno
zejména na O2” v mitochondridlni matrix. VétSina 02" radikdlu je rychle
pfeménéna na peroxid vodiku a kyslik, bud’® spontdnné nebo enzymaticky
mitochondridlni Mn-superoxid dismutasou. Piestoze je H,O, slaby oxidant, jeho
polo¢as rozpadu je relativné dlouhy. Tudiz miiZe pronikat zmitochondrie,
difundovat po celé¢ bunce, vcetné jadra. Pii reakci s redukovanymi kovovymi

ionty je H,O, pfeménén na vysoce reaktivni a Skodlivy “OH, ktery mtlize poskodit
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Sirokou skupinu biomolekul. Navic, O2” mize redukovat volné kovové ionty
na reaktivnéjsi stav, produkovat peroxynitrit (ONOO-) reakci s oxidem dusnatym
(NO) a také uvoliovat kovové ionty z vazby na proteiny, jako je ferritin. S v€kem
podil kysliku, ¢aste€né redukovaného na ROS v mitochondriich stoupa na 2-4%,
coz prispiva k zvySenému poskozeni biomolekul. Starnuti méa tedy za nasledek
proces stale rostoucich hladin ROS unikajicich z mitochondrii, ktery vede
k zvySeni bunéného poskozeni, nasledovany stale se snizujici ucinnosti
elektronového transportu, coz mize zpusobit dals$i redukci O, na ROS. Moderni
pojeti této teorie mluvi pfedevsim o posunu v rovnovaze mezi antioxidanty a pro-
oxidanty s rostoucim vékem, vedouci ke zvySeni oxidativniho stresu.
V pokrocilejsim v€ku jsou nizké hladiny cirkulujicich antioxidanti spojeny
s velkym poctem onemocnéni a vyS§imi rizikovymi faktory nemoci, jako jsou
rakovina, kardiovaskuldrni onemocnéni, katarakta a mozkovd dysfunkce,
u kterych se ¢im dal vice pfedpoklada, Ze maji oxidativni piivod [2].

Predstava, ze LA mulze chranit proti oxidacnimu poskozeni, jdoucimu
ruku vruce sveékem, je zalozena na jeji vlastnostech regenerovat ve vodé
a v tucich rozpustné endogenni antioxidanty (vitamin C, E a thiolové slouceniny),
odstraiovat ROS a piedchédzet lipidové peroxidaci. Navic je LA chelator
kovovych ionti, ktery mize byt ucinny proti s vékem spojenym zvysSenim obsahu
zeleza a médi v biologickych systémech. Tyto vlastnosti délaji z LA potencialné
uziteCnou slouceninu nejen pro boj proti t¢inklim starnuti, ale také proti nékterym
s vékem pridruzenym porucham, jako je samovolna apoptdza, kardiovaskularni
onemocnéni ¢i tvorba katarakty [2].

» Efekt na nuklearni transkripéni faktor NF-xB

Redoxné citlivy transkripcni faktor NF-xB je pleiotropicky regulator
mnoha genl, zapojeny v imunitnich a zéanétlivych odpovédich, zahrnujicich
produkci napt. adhezivnich molekul, jako je intracelularni adhezivni molekula 1
(ICAM-1). Pridavek LA v klinicky vyznamnych davkéach (50-100 uM) inhibuje
tento faktor, ¢imz negativné reguluje expresi adhesivnich molekul a adhezi
leukocyti k endotelialnim bunkam. OsSetfeni LA v kombinaci s a-tokoferolem
inhibuje UV zéafenim indukovanou aktivaci NF-kB 1épe nez pouzitim obou
antioxidantl zvlast. Oxidac¢né upravené lidské lipoproteiny o nizké hustoté (low

density lipoprotein - LDL) mohou také slouZit jako signal pro aktivaci zanétlivych
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odpovédi v endotelidlnich a ostatnich bunkach aktivaci jaderného transkripéniho
faktoru NF-«xB [1].
* LA aprogramovana buné¢na smrt

Somatické buiky vlastni potencial pro sebedestrukci aktivaci vnitfnich
cest, které se obvykle zapinaji, nejsou-li buniky déle potfebné nebo se stanou
vazné poSkozené. Tato biologicka kaskada, ktera byla oznacena jako apoptoza,
je casto spojena s morfologickymi a biochemickymi zménami, jako je nahlé
snizeni bunécného objemu nasledkem ztraty vody a elektrolytti, kondenzace jadra
a cytoplasmy umirajici buniky a tvorba apoptotického téliska. Dochazi k aktivaci
nukledz, které zpusobuji degradaci chromozomalni DNA. Apoptéza muze byt
zahdjena rOznymi druhy endogennich a exogennich signdlu, zahrnujicich
oxidanty, virovou infekci, bunécné interakce a hormony. V soucasné dobé jsou
mitochondrie povaZovany za jednu z hlavnich fidicich jednotek, kterd urcuje,
zda buiika prodé€la apoptozu. U savcl je bunécnd smrt regulovana proteiny Bcl-2
rodiny, antiapoptotickymi Bcl-2 a Bcl-xL, lokalizovanymi na vnéjsi
mitochondridlni membrang, a proapoptotickymi Bax a Bad, které se po aktivaci
oxidativnim stresem ptemistuji z cytosolu do mitochondrii. To ma za nasledek
uvolnéni cytochromu ¢ do cytosolu a prudky pokles potencialu vnitini
mitochondridlni membrany (Ay). Kolaps Ay zahrnuje otevieni mitochondridlniho
péru, coz znacéné¢ ovliviiuje permeabilitu mitochondrii. Tento takzvany
mitochondridlni permeabilitni pfechod se zd4d byt charakteristickym znakem
bun¢k, vstupujicich do ireverzibilni apoptozy [1, 2].

Diky schopnosti ovliviiovat programovanou bunéfnou smrt ma LA
vyznam u AIDS, nebot’ smrt T-bunck je vidéna jako proces apoptotické smrti.
U pacientd s AIDS, chronicky zanét a zvySené hladiny cytokind jsou spojeny
s redukovanymi hladinami glutathionu (GSH). GSH a N-acetylcystein inhibuji
proces reverzni transkriptazy HIV-1. Lécba antioxidanty, obzvlasté thiolovymi,
tomu mtiZze zabranit nebo prinejmensim zpomalit, podobné jako apoptotickou smrt
T-bunék. LA je tedy ucinny inhibitor replikace lidského HIV-1 viru v bunikach
imunitniho  systému.  Antiapoptoticky ufinek LA lze demonstrovat
na apoptotickém modelu krysich tymocyti. Pfedem oSetfené tymocyty nizkou,
klinicky vyznamnou koncentraci LA po dobu dvou hodin, po které byla apoptoza

indukovdna zpracovanim bun¢k s etoposidem (25 puM). Lipodt o koncentraci
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50-100 uM byl schopen ochrany proti typickym jadernym zménam, které
se vyskytuji v etoposidem oSetfenych buiikdch. Antiapoptoticky efekt LA lze
znaén¢ rozsifit chemickou modifikaci LA [1].

Opacny uéinek LA lze vyuzit v nadorové terapii. Vyzkum schopnosti
zabijeni nadorovych bunck prostiednictvim receptoru Fas kyselinou lipoovou
ukazal, Zze lécba bun¢k 100 uM lipodtem po 72 hodin zna¢né umocnila Fas
receptorem zprostiedkovanou apoptoézu leukemickych Jurkat bunék, ale nikoliv
perifernich krevnich lymfocytl zdravych lidi. Tento vyzkum dokazal, ze b&zné
pouzivané nutri¢ni antioxidanty umociiuji apoptotickou smrt leukemickych bunék.
Data z riznych modelii apoptézy ukazuji, Ze LA je unikatni slouceninou, kterd
v n¢kterych pifipadech mize umocnit apoptotickou bunéénou smrt, nicméné

dokéZe také ochranit buiiky proti apoptotickym poSkozenim [1].

3. Metabolismus kyseliny lipoové

Kyselina lipoova je syntetizovana v jatrech z 8-uhlikové mastné kyseliny
(kyseliny oktanové) a cysteinu, pfedstavujiciho zdroj siry. Jeji biotransformace
se také odehrava v jatrech. O metabolickych cestdich LA nemame stale uplné
informace, nebot’ az doposud jim byla vénovana mensi pozornost. Nedavno byla
nové vytvoiena HPLC metoda s elektrochemickou detekci pro stanoveni
metabolith LA. Diky ni bylo u ¢lovéka identifikovdno 5 metaboliti a byla
navrzena predpokladand metabolickd cesta LA (obr. 6). Jak potvrdily studie,
provadéné prevazné na zvifatech a vyuzivajicich ["“C] LA, hlavnimi
metabolickymi cestami v biotransformaci LA je B-oxidace postranniho uhlikatého
fetézce a S-methylace dithiolanového kruhu, kterému musi pfedchéazet jeho
redukce na dvé thiolové skupiny. Pro vylucovani moc¢i je nutnd konjugacéni
reakce, nicméné jak se zdd, vyluCovani moci nehraje vyznamnou roli v eliminaci
metabolith LA, nebot’ pouze 12% podané davky bylo objeveno v moci jako
vychozi latka ¢i jeji metabolity. Za pifedpokladu, ze je témé&f kompletné
absorbovana z lidského gastrointestinalniho traktu, jak bylo dokézano u zvifat,
musi byt zvazovany jiné eliminacni cesty. Dal§i vyzkumy metabolismu LA

u clovéka by se mely zaméfit na vylucovani zluci [10, 11].

14



NW COOH konjugat
. LA
§—S8 /ﬂj‘ugace
redukce oxidace
S-metvlace
I/\l/\/\/ COOH
COOH HS SH COOH
N\/ DHLA i/\[/\/\/

s—sS S S

(LA ] :
BNLA by dn, W‘ace
BMOA

f-oxidace

f-oxidace

S-metylace

|/\[/COOH |/\I/\/CDDH
s—S8

»
TNLA CH, CH, Wiﬂce
S-metvlace p-oxidace BMHA
/
N COOH
S| 5| konjugace
CH, CH,
BMEBA

konjugat

Obr. 6 Predpokladané metabolické cesty LA (upraveno dle [11])

BNLA - bisnorlipoova kyselina; TNLA - tetranorlipoova kyselina; BMOA - 6,8-
bis(methylthio)oktanova kyselina; BMHA - 4,6-bis-(methylthio)hexanova kyselina; BMBA — 2,4-
bis(methylthio)butanova kyselina

4. Zdroje kyseliny lipoové a jeji doplinovani

Kyselina lipoova je u lidi biosyntetizovana piedevs§im v jatrech, ale také
v jinych metabolicky aktivnich tkanich, ale musi byt také pfijimana v potravé jak
ze zivociSnych, tak 1 rostlinnych zdroji. Je snadno absorbovana z potravy
a pfevedena na DHLA redukovanym NAHD nebo NADPH ve vétSiné tkani.
R-LA se pfirodné vyskytuje v potravinach, kde je kovalentné vazana k e-amino
skuping lysinového zbytku, je tedy ptritomna ve formé lipoamidu. NejbohatSimi
rostlinnymi zdroji R-LA je Spenat, brokolice a rajcata, ktera obsahuji 3,15 + 1,11,
0,94 + 0,25 a 0,56 = 0,23 pg lipoyllysinu/g suSiny. Nejvyssi koncentrace
lipoyllysinu v Zivoc¢isnych tkanich byla nalezena v jatrech, ledvindch a srdci,
obsahujicich 2,64 + 1,23, 1,51 £ 0,75 a 0,86 = 0,33 pg lipoyllysinu/g suSiny

[6]. Na rozdil od potravin je LA v doplncich stravy ve volné formé, neni tedy
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vazana na proteiny. Navic mnozstvi LA dostupné z potravinovych doplinkl
(200-600 mg) jsou asi vice jak tisickrat vy$$i neZ mnozstvi, které muze byt
ziskano z potravy. Udava se, ze pfijem potravy redukuje biologickou dostupnost
LA, proto je vSeobecné doporucovano uzivat LA nalacno (1 hodinu pied

nebo 2 hodiny po jidle). I kdyz je R-LA ptirodné se vyskytujicim izomerem, ktery

je syntetizovan zivo€ichy a rostlinami, jako potravinovy doplnék stravy
se pouziva racemickd smés LA. Dlvodem je fakt, Ze v soucasné dob¢ stale neni

jasné, zda je u lidi efektivnéjsi suplementace R-LA, nez racemické LA [3].

5. Koncentrace Kyseliny lipoové v plasmé

Referenéni intervaly pro LA a DHLA v lidské plasmé stanovili Teichert
a Preiss [12] na hodnoty 4 - 121 nmol/l pro LA a 158 - 696 nmo/l pro DHLA. Jiné
zminky o jejich hodnotach nebyly objeveny, méfeni jejich endogennich hladin
je velice obtizné, protoze jsou tak nizké, a nebyly nalezeny prace, které
by se touto problematikou zabyvaly. I ty nejnovéjsi, zabyvajici se LA, se odkazuji
pravé na jimi udané hodnoty. Clovék je schopen syntetizovat LA, aby pokryl jeji
potiebu jako kofaktor pro enzymatické komplexy. Nicméné jeji syntéza se sniZuje
s vékem a pii onemocnénich jako napt. diabetes mellitus a jeho komplikace.

V takovych ptipadech musi byt LA doddvana zvenci [3].

6. Kyselina lipoova a onemocnéni

Nékolik experimentalnich a klinickych studii prokazalo potencial LA
jako terapeutického antioxidantu v takovych stavech, jako diabetes, ischemicko-
reperfizni  onemocnéni, otrava t¢Zkymi  kovy, radiaéni poSkozeni,

neurodegenerativni onemocnéni a HIV infekce.

6.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je heterogenni porucha vyvoland nedostatkem

inzulinu nebo rezistenci a zménénym vzorcem vylucovani inzulinu
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s nejriznéjSimi abnormalitami v metabolismu cukrt, bilkovin a tukii. Znamena
chronickou hyperglykémii, kterd miize byt provazena ptiznaky zvySené Zizné
a moceni, ztraty vahy, rozmazané¢ho vidéni nebo stuporu vrcholiciho v kdmatu.
Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) zaklada diagné6zu DM spontanni
zvysena hladina krevni glukézy o hodnoté 7,8 mmol/l a vyssi, hladina glukozy
provazend spontannimi hodnotami krevni glukézy 7,8 mmol/l nebo vysSimi.
Hladiny glukézy v rozmezi mezi témi, jaké se vyskytuji u normadlnich
a diabetickych jedinci (7,8 - 11,1 mmol/l 2 hodiny po podani 75 g glukozy
= oralni glukézovy toleran¢ni test), naznacuji poruSenou glukézovou toleranci.
Tento stav byva oznaCovan jako ,hrani¢ni diabetes”, avSak tento termin
je nevhodny, protoze u mnoha lidi s touto poruchou se diabetes viibec nevyvine.
Rozlisujeme dvé hlavni formy DM, a to typ I a typ II. Dale mazeme rozlisit DM,
ktery  vznikd  druhotné jako  komplikace pfi  jinych  chorobach,
nebo DM objevujici se v obdobi téhotenstvi [13, 14].

6.1.1 Diabetes mellitus 1. typu

Reprezentuje priblizné 5-10% vSech piipadt diabetu. Jedna se nejcastéji
o autoimunitni poruchu, ve které jsou zni¢eny inzulin produkujici bunky slinivky
btisni, B-butiky Langerhansovych ostrivki. Cini postizené jedince zcela zavislé
na intraven6znim piijmu inzulinu pro regulaci hladiny glukézy v krvi, proto
se také oznacuje jako na inzulinu zavisly DM (IDDM) [9]. U nemocnych dochazi
k ptevaze Thl podskupiny T-bunék zodpovédnych za imunitni odpovéd’ nad Th2
podskupinou. Cytokiny produkované Thl buiikkami (interleukin-2, interferon 7,
tumor nekrotizujici faktor a) aktivuji makrofagy a cytotoxické T-builky CDS8+.
Destrukce B-bun¢k probiha dvéma zplisoby, piimou interakci s antigen
specifickymi cytotoxickymi T-buiikami a reaktivnimi druhy kysliku tvofenymi
makrofagy (O,", H,O,) a NO". Uvedené cytokiny mohou inhibovat uvoliovani
inzulinu i1 bez zni¢eni bunék [15]. Primarnim zdkrokem u DM 1. typu je Casty
monitoring krevni gluk6ézy a pfiméfend inzulinovd ndhrada pro normalizaci
regulace glukozy. V idedlnim ptipad€ to mize byt splnéno intenzivni inzulinovou
terapii s Castym stanovenim koncentrace krevni glukdzy a vhodnou inzulinovou

1é¢bou [9].
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6.1.2 Diabetes mellitus II. typu

DM II. typu, ktery reprezentuje pites 90% vSech pfipada,
je multifaktoridlnim stavem, ktery je charakterizovan redukovanou schopnosti
inzulinu stimulovat glukézovy transport do kosternich svali. Tato inzulinova
rezistence kosterniho svalového glukoézového transportu, na kterou [-buiiky
Langerhansovych ostriivkil reaguji zvySenou sekreci inzulinu, predstavuje hlavni
poruchu v udrzbé normalnich hladin glukézy a je casto doprovazena rlznymi
druhy metabolickych odchylek, napf. hyperinsulinemii a dyslipidemii [9].
U pacientll s hyperinzulinemii byl prokazdn vztah mezi nadprodukci tohoto
hormonu a tvorbou ROS. Krieger-Brauerova a Kather jiz v roce 1990 dokézali
v lidskych tukovych bunkach zvysSeni tvorby H,O, u¢inkem inzulinu. Nadbytek
inzulinu tedy podporuje oxidacni stres pti DM. Oproti tomu ROS snizuji aktivitu
inzulinu, coz pfispiva k tvorb¢ inzulinové rezistence. DM II. typu, také oznaovan
jako na inzulinu nezéavisly diabetes mellitus (NIDDM), je tedy nejbézné&jsi
ze vSech metabolickych poruch a je doprovazen fadou dlouhodobych komplikaci.
Ty zahrnuji vysoky pomér kardiovaskuldrnich poruch a amputaci kviili intenzivni
aterosklerdze, stejné jako typické komplikace diabetu, kterymi jsou retinopatie,

nefropatie a neuropatie [15].

6.1.3 Oxidaéni stres a diabetes

Hlavnim pfiznakem diabetu a zaroven pfi¢inou vzniku jeho komplikaci,
postihujicich predev§im cévni systém (aterosklerdza, retinopatie, nefropatie,
neuropatie), je hyperglykémie. Glukéza se velmi snadno kovalentné vaze
na aminoskupiny proteini. Reakce je nazvana glykace a produktem je tzv.
Schiffova baze. Pfi hyperglykémii dosahuje tato reakce patologické urovné.
Schiffova baze se postupem casu prestavuje na Amadoriho produkt a ten
se pretvaii na tzv. konecné produkty pokrocCilé glykace (AGE(s)- advanced
glycation end products) neboli Millardovy slouceniny (obr. 7). Cely proces se d&je

neenzymatickou cestou [15].
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Obr.7  Glykacni reakce (upraveno dle [15])

Glukoza a AGE(s) se mohou oxidovat kyslikem, podléhat
tzv. autooxidaci, kterd zapfticinuje vznik superoxidu a dalSich ROS (H,O,, HO").
Glykace je tedy doprovdzena glykoxidaci a oxidacnim stresem [15].
DM a jeho komplikace jsou tedy siln¢ spojeny se zvySenym oxidac¢nim stresem.
Ten mize byt odvozen bud od zvysené tvorby ROS nebo snizenim schopnosti
jejich inaktivace. Tak ¢i tak dochéazi k nerovnovdze mezi produkci volnych
radikdll a antioxidacni ochranou. Z dalSich biologickych cest, majicich
za néasledek zvySenou produkci ROS miiZzeme jmenovat polyolovou cestu,
coz je alternativni cesta metabolismu glukézy, nebo aktivace proteinkinasy C.

Mnoho klinickych studii prokazuje zvySeni hladin markert oxidativniho stresu,

jak doklada tabulka 2 [16].

Tabulka 2 Markery oxida¢niho stresu, které jsou zvySeny u pacientd s DM (upraveno dle [16])

Doklad tvorby ROS v diabetu
zvySena vznik isoprostani
zvySena tvorba lipidhydroperoxida
zvyseny oxidovany a glykoxidovany LDL
vznik MDA

zmé&ny v antioxida¢nich enzymech

zmény v redoxnim systému (NADPH, glutathion, antioxidacni
vitaminy)

zvySené oxidativni poruchy DNA
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Zvysené hladiny téchto markerti byly pozorovany v plazmé u obou typu
diabetickych pacientl. Velice specifickym markerem oxidac¢niho stresu je tvorba
isoprostand, jako naptiklad 8-epi-isoprostaglandin F,,, které jsou syntetizovany
neenzymaticky z kyseliny arachidonové. Dal§im vyznamnym markerem,
piredev§im ve vztahu ke kardiovaskularnim komplikacim diabetu, je oxidovany
LDL. Glykaci jejich proteinovych ¢castic se zvySuje jejich nachylnost
k oxidativnim modifikacim. Glykovany LDL je tedy mnohem snadnéji oxidovan.
U diabetickych pacienti jsou zvySeny jak oxidovany, tak 1 glykoxidovany LDL
[16]. Toto nové pojeti oxidativniho stresu, jako dulezitého spoustéce v pocatku
a vyvoji diabetu, mlze nabizet unikatni terapeutickou mozZnost k 1écbé
onemocnéni a jejich komplikaci pouzitim latek s vysokou antioxidacni kapacitou,

jakou je prave kyselina lipoova.

6.1.4 Inzulinova rezistence

Normadlni gluk6zova homeostdza zavisi na n¢kolika faktorech; schopnost
tkani zachytit glukézu v odpovédi na insulin (insulinova citlivost); schopnost
bunek zachycovat glukozu za absence insulinu (na inzulinu nezavisla glukézova
absorpce, nékdy oznaCovand jako glukozova citlivost); a schopnost
pankreatickych B-bunck kontrolovat tento proces rychlou a trvalou insulinovou
sekreci (tj. prvni a druhou fazi inzulinové sekrece). Pacienti s NIDDM vykazuji
dva defekty a to sniZeni v odpovédi perifernich tkani k inzulinu (tj. insulinova
resistence) a porucha B-bunék vyrovnat inzulinovou rezistenci vhodnym zvysenim
inzulinové sekrece [1]. Inzulinovd rezistence se vytvaii v disledku defektu
aktivacnich krokii intracelularnich proteinti, které jsou nutné k translokaci
glukozového prenasece GLUT-4 do membrany a tedy jejimu zéchytu tkanémi
(obr. 8). Aktivacni kroky =zahrnuji autofosforylaci inzulinového receptoru
a aktivaci tyrozinkinasy, fosforylaci tyrosinu inzulin receptorového substratu-1
(IRS-1), aktivaci fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3-kindza) a kone¢né aktivaci
Akt/proteinkinasy B (Akt/PKB). Tyto kroky vedou k translokaci gluk6zového
transportniho  proteinu, izoformy GLUT-4, do plazmatické membrany,
kde se transport odehrava procesem usnadnéné diftize. Transloka¢ni mechanismus
pro zvySeni poctu pienasecii GLUT-4 se zd4 byt pro zajimavost také funkci

odpovédi na kontrakci a hypoxii svalu, tedy na inzulinu nezavislém mechanismu

[9].
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6.1.5 Kyselina lipoova a jeji role v diabetu

Jak jiz bylo uvedeno, vazba inzulinu na inzulinovy receptor spousti

autofosforylaci nékolika tyrosinovych zbytki na inzulinovém receptoru. Takto

vyvoland aktivace receptoru stimuluje kaskadu proteinovych fosforylaci, majicich

za nasledek translokaci glukézovych transportéri (GLUT4) do bunééné

membrany a zvysuje bunéény glukoézovy piijem.

Inzulinowy

(A) receptor

- IRS-1 GLUT-4

Translokace Ghﬂcgzm-v el
a fize

P]:’,..kinaga Transport

GLL"T—:i

Inzulinowv
(B) receptor

e IRS-1 GLLUT-4

* Translokace GthCDZD-‘iﬁ.
a firze
PIS—kinasa Transport
; GLLT—4
Akt/PEB

Inulinovy
(©) '
S sl Kvselma hpuuv
i GLUT-4
"EB % Translokace
+ : a fiize

Obr. 8 (A) Regulace glukozového transportu v kosterni svaloving inzulinem u zdravych jedinci;
(B) u inzulin-resistentnich diabetickych jedinct; (C) u inzulin-resistentnich diabetickych jedinci

lé¢enych kyselinou lipoovou (upraveno dle [9])

Pfimy stimula¢ni efekt LA na transportni aktivitu byl ukdzin v L

myocytech a v 3T3-L; adipocytech. Bylo zjisténo, ze LA interaguje s aktivacni

kaskadou a pozitivné tedy plisobi na translokaci GLUT4 do bunéénych membran

v kultivovanych tukovych a svalovych bunkach [9]. Zajistuje tedy inzulinem
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signalizujici cesty, ¢imz zvysSuje glukozovy piijem do svalovych a tukovych
bunék. Jelikoz kosterni svalovd tkan je v téle hlavnim odvadéem glukozy
po jidle, Ccinitelé, ktefi zvySuji glukozovy zéachyt kosternimi svaly,
jsou potencidlng uzitecni v dlouhodobé¢ 1écbé DM II. typu.

K ovéfeni téchto vlastnosti byly pouzity i riizné zvifeci modely diabetu.
Zakladnim zvifecim modelem DM I. typu je ten, ve kterém jsou inzulin sekretujici
buiikky pankreatu zni¢eny a dochdzi ke staviim insulinopenie a hyperglykémie.
Toho je nejcastéji dosazeno u béznych krys €inidly, jako je streptozotocin nebo
alloxan. Tento zvifeci model je charakterizovan oxida¢nim stresem, o cemz sveédci
zna¢né redukované tkanové hladiny redukovaného GSH. Kratkodobé intravendzni
¢i dlouhodobé intraperitonedlni oSetfeni LA vyznamné snizuje jinak zvySenou
hladinu glukézy v krvi u téchto zvifat tim, Ze pozitivné ovliviiuje transportni
aktivitu glukézy. Dale také zpiisobuje normalizaci v kyslikovém piijmu
myokardu, hladinadch ATP a srde¢niho vykonu [9].

,Obézni Zucker krysa“ je zvifeci model té¢zké inzulinové rezistence
kosterniho svalu, ktery je také charakterizovan vyraznou hyperinsulinemii,
glukozovou intoleranci, dyslipidémii, hypertenzi a centralni obezitou. Izolovana
kosterni svalova tkan z téchto zvifat vykazovala podstatné zhorSenou translokaci
proteinu GLUT-4 a gluk6zové transportni aktivity v disledku zavaznych defekta
v aktivaci proteinové kaskady. Pfimé oSetfeni svalovych preparati téchto krys
kyselinou lipoovou vyznamné zvysi glukdzovou transportni aktivitu [9].

Nékolik klinickych studii ukézalo prosp&$ny ucinek LA na celotélovy
glukézovy metabolismus u pacientt s DM II. typu. Jacob a kol. poprvé
v klinickém prostfedi testovali a prokazali, ze LA suplementace zvySuje
inzulinem zprostfedkované odstranéni glukézy v NIDDM po jejim parenteralnim
podani. Konrad a kol. vedl studii, kterd zahrnovala oralni podavani LA hubenych
a obéznich pacientii s DM II. typu. Lécba vyrazné zvysila inzulinovou citlivost
u hubenych osob a glukdézovou tucinnost a redukci sérovych hladin laktatu
a pyruvatu u obou typi pacientd. Tyto studie poskytuji slibné svédectvi
pro pokracujici vyzkum uzite€nosti LA pro 1é€bu inzulinové rezistence, spojené
s DM 1I. typu. Efekty LA, vyplyvajici z dosavadnich studii, jsou shrnuty v tabulce

3. Ve srovnani s intravendznim podanim LA je zlepSeni inzulinové citlivosti
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po oralnim podavéani minimalni (<20%), navzdory pouziti vysSich davek a delsi

dobé¢ 1écby [3, 9].

Tabulka 3 Prospésny metabolicky ti¢inek LA ve zvifecim a lidském diabetu (Upraveno dle [9])

Okolnost

Efekt 1écby pomoci LA

Inzulinopenickd krysa

Snizovani zvySenych krevnich hladin

Zvyseny kosterni svalovy GLUT-4 protein

Zvyseny kosterni svalovy glukézovy transport

Zvyseny srdecni svalovy glukdzovy transport

Zvysena glukozova tolerance

Redukovany vytézek tvorby glukédzy jatry

,,Obézni Zucker krysa“

Zvyseny kosterni svalovy gluk6zovy transport

Zvyseny srdecni svalovy glukdzovy transport

Zvysend glukozova tolerance

Snizovani zvySenych plazmatickych inzulinovych

hladin

Snizovani zvySenych plazmatickych lipidovych

hladin

Lidsky DM 1I. typu

Zvyseni odstranéni glukdzy kosterni svalovinou

Snizeni plazmatickych hladin laktatu a pyruvatu

Dosavadni vysledky téchto studii jsou v souladu s ptfedstavou, ze LA

interaguje s riznymi vadnymi stupni v aktivaci inzulinem stimulované kaskady

proteinii, ktera nakonec vede k zvySené translokaci proteinu GLUT-4 a tedy

ke zvySené transportni aktivité. Existuje 1 mozna role LA v pfimém zvySovani

glukézového transportu, pravdépodobné diky schopnosti redukovat cirkulujici

volné mastné kyseliny a tim snizit inhibi¢ni efekt téchto kyselin na gluko6zovy

transportni protein. Nicméné jsou stale potiebné dals$i obsahlé klinické studie

pro ziskani pfimého dikazu G¢innosti LA u pacientli s DM I. a II. typu [9].

6.2 Komplikace diabetu

Diabetes je metabolickou poruchou, ktera mize vést k cetnym vaznym

komplikacim. Hyperglykémie, jez je spojena se zvySenou tvorbou ROS, kterou

Jiz nemohou antioxida¢ni obranné mechanismy vyrovnat, je hlavnim pfiznakem

diabetu a zarovenn hlavni pficinou vzniku diabetickych komplikaci, postihujici
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piedevs§im cévni systém. DiabetiCti pacienti maji 2 — 4krat zvysSené riziko vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni ve srovnani se zdravymi jedinci [17]. Obecné
je muzeme oznacit jako makroangiopatie (ateroskler6za) a mikroangiopatie
(retinopatie, nefropatie, neuropatie). Glykace méni vlastnosti modifikovanych
proteinii, né¢které se odbouravaji rychleji nez neglykované formy, jiné se takto
stavaji rezistentni k proteasam a patologicky pietrvavaji ve tkani. Napiiklad
glykaci apoproteinu B-100 v LDL se odstrani pozitivni naboj potiebny k jeho
rozpoznani specifickymi receptory a LDL c¢astice jsou odbouravéany alternativni
cestou, pomoci scavengerovych receptorii makrofagii [15]. K pozdnim
komplikacim DM také vyznamné piispiva redoxné citlivy jaderny faktor NF-«B.
Jeho aktivace je zavisla na AGE(s) produktech. Na povrchu lymfocytli, monocytu,
makrofagli, endotelovych bun¢k, bunék hladké svaloviny, fibroblastl
a mezangialnich bunék se nachdzeji receptory pro tyto produkty
- RAGE. Pfes tyto receptory je tedy ovliviiovan jaderny faktor NF-«kB a tim tedy
i exprese genu cilovych bunék, fidicich diferenciaci, proliferaci nebo syntézu

adheznich molekul, pfispivajicich k aterogenezi [2, 15].

6.2.1 Ateroskleroza

Ateroskler6za je cévni onemocnéni nejcastéji spojené s nemocnosti
a umrtnosti v zapadnich spole¢nostech. Jednd se o systémové onemocnéni,
postihujici stiedni a velké cévy tepenného ftecCisté. Predstupném v rozvoji
ateroskler6zy je endotelovd dysfunkce. Existuje celd fada pfi¢in pro vznik
dysfunkce cévniho endotelu, tedy i pro rozvoj aterosklerdézy. Mezi né patii
zvySena hladina celkového cholesterolu a LDL castic, snizeni HDL Ccastic,
oxidacni stres, hypertenze, hyperhomocysteinémie, koufeni a také pfitomnost
infekéniho agens jako jsou herpetické viry, cytomegalovirus, Hemophilus
influenzae, Chlamydia pneumoniae nebo Helicobacter pylori [18]. Rizikové
faktory shrnuje tabulka 4.

Pfirozenou reakci na poskozeni endotelu je migrace bunck imunitniho
systtmu do mista poruchy, kterd je nasledovana pomérné slozitym dé&jem,
vrcholicim rizné velkym uzdvérem cévy. Dochazi k nedostatecnému zasobeni
dané¢ho organu kyslikem a glukézou, coz vede k jeho postupnému odumirani.
Je-li danym orgénem srdce, dochdzi k infarktu myokardu. Jedna-li se o mozek,

pak dojde k mozkové mrtvici.
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Tabulka 4 Rizikové faktory vzniku aterosklerdzy [19]
Rizikové faktory

Tradicni Nové
Celkovy cholesterol a LDL chol. ,,malé denzni* LDL Castice
Kouteni Homocystein
Hypertenze Lipoprotein (a)
Diabetes mellitus Oxidacni stres
Fyzicka inaktivita Hemostatické markery
Obezita Infekeni agens
Dédi¢né predispozice C-reaktivni protein

6.2.1.1 Rozvoj aterosklerozy

Na patogenezi aterosklerdzy se podili komplex po sobé jdoucich udalosti,
zahrnujicich rozvoj chronického zanétlivého procesu stény arterii jako odpoveéd
na hemodynamické posSkozovani cévni stény v nejvice namahanych mistech, jejiz
pricina nebyla odstranéna a proces nebyl neutralizovan. To zplGsobuje nejprve
dysfunkci cévniho endotelu s tvorbou cytokinli, adheznich molekul, rastovych
faktort. Dysfunkce endotelu vede ke kompenzaéni odpovédi, ktera méni normalni
homeostatické vlastnosti cévniho endotelu. Tato porucha se projevuje posunem
rovnovahy vazoaktivnich mechanismii ve prospéch vasokonstrikce a vychylenim
rovnovahy ve prospéch vzniku trombtl. Déle se zvySuje adhezivita endotelovych
bunék vzhledem k leukocytiim nebo krevnim destickam, roste permeabilita cévni
stény pro lipoproteinové castice, endotelie ziskavaji prokoagulacni vlastnosti
namisto antikoagulacnich, zvySuje se produkce cytokinti, chemokini a rastovych
faktorl a snizuje se tvorba NO". Diky tomu dochazi k oslabeni antiproliferativniho
ucinku a ztloustnuti intimy-médie [18].
dva patologické dé&je: zachyceni a prinik leukocyti do cévni stény a prinik
s naslednou mirnou oxida¢ni modifikaci LDL, ktera je signdlem pro dalsi aktivaci
endotelovych bunck. Aktivované endotelie syntetizuji adhezni molekuly,
selektiny typu P, E, L a integriny ICAM-1, VCAM-1. Svou roli hraji
také cytokiny, jako je MCP-1 (monocyte chemotacting protein-1) a Interleukin-8,
které vykazuji chemotaktickou aktivitu pro ptitdhnuti dalSich leukocyti do mist

aktivovaného endotelu [15].
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Obr. 9 Oxidacni stres a rozvoj ¢asnych stadii aterosklerotického plaku [15]
AB - protilatky, CSF - faktor stimulujici kolonie, VSMC -buiky cévni hladké svaloviny,
MCP-1 -monocyte chemotacting protein-1
6.2.1.2 Vyznam LDL ¢astic pro aterogenezi

Vyznamnym faktorem pro aterogenezi je prunik lipoproteinti, hlavné
LDL, do stény cév a jejich modifikace. Na téchto pochodech se podileji veskeré
bunécné komponenty (endotelie, buniky hladké svaloviny, monocyty, makrofagy)
a neenzymatické reakce. Mira pruniku LDL je funkci jejich plazmatickych
koncentraci a nevyzaduje vazbu na transportni systém i specifické receptory.
Po prichodu sténou vznikaji z nativnich a modifikovanych LDL ptsobenim ROS
a RNOS (lipoperoxidace, glykoxidace) oxidované LDL (ox-LDL) [15].
Predpoklada se, ze vitamin E, ktery je transportovan LDL ¢asticemi, hraje
dilezitou roli v ochran¢ proti jejich oxidaci [7]. Pisobenim ox-LDL dochézi
v makrofazich k produkci riznych cytokinti a ristovych faktorii, ale predevsim
scavenger receptori (SR-B1 a CD36). Jejich prostiednictvim dochédzi v intimé
k vychytavani ox-LDL makrofagy, které se postupné preménuji na pénové buiiky.
Ty jiz nejsou schopny vycestovat do krevniho fecisté. Toxické ox-LDL indukuji
v pénovych bunkéach apoptoticky proces a uvolnéné lipidy jsou substratem
pro dalsi fagocytozu nebo zlstavaji jako extracelularni lipidy v bazalni Casti

ateromu [15, 18, 20].
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6.2.1.3 Jednotliva stadia aterogeneze

Ateroskler6za se histologicky manifestuje ve form¢ arterialnich 1ézi,
oznacovanych jako plaky. RozliSujeme Sest hlavnich typtu 1€ézi, které zobrazuji
Casné, rozvijejici a zralé faze tohoto onemocnéni (obr. 10). Léze I. typu
se vyznacuje ztloustnutim intimy. To je kompenzovano dilataci a lumen cévy
zistdva tedy nezménéno. Nahromadénim pénovych bunék, obsahujicich
intracelularné akumulované lipidy, se pfeménuje v II. typ léze, znamy také jako
tukovy prouzek. Pokracujici hromadéni pénovych bunck a jejich nekrdza muze
dat pticinu vzniku 1éze III. typu, tzv. preateromu, ktery jiz obsahuje malé zasoby
extracelularnich lipidd. Tyto tfi typy 1ézi patii mezi Casné faze. Mezi rozvijejici
se faze patii nasledujici dva typy 1ézi, charakterizované vyraznymi

oblastmi nekrotickych hmot a extracelularnich lipida, tvoticich lipidové jadro.

E oronari arterie Léze typ I
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obr. 10 Jednotliva stadia ateroskler6zy (Upraveno dle [19])
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Léze typu IV. (aterom) je charakterizovana tenkou piepazkou mezi lipidovym
jddrem a arterialnim lumen, zatimco V. typ (fibroaterém) vykazuje fibrézni
ztloustnuti této ptfepazky, tvofici tzv. cepicku léze. V tomto stadiu jiz céva
nedokdze kompenzovat zazeni lumen dilataci, dochazi tedy ke sniZeni pritoku
krve. Zralou fazi ptedstavuje 1éze VI. typu (komplikovana 1éze), ktera vykazuje
strukturu, jez je charakterizovana exulceracemi, krvicenim do platu,
aterosklerdzy zahrnovala postupné zuzovani lumen arterie az do té doby,
kdy dojde k takovému omezeni toku krve, Ze dojde k ischemii organu. Bylo vSak
prokéazano, ze dochazi k ndhlé zméné v morfologii 1éze. Fyzikdlnimi silami toku
krve dochazi k ruptufe nestabilniho plaku, ke krvaceni do plaku a vzniku
trombozy, uzdvéru cévy a ischémii daného organu. Tyto projevy se nejcastéji
vyskytuji v koronarnich tepnach, tepnach mozku nebo tepnach dolnich koncetin

[18, 19].

6.2.1.4 Role LA v aterogenezi

Heinecke a kol. prokazali, ze oxidativni modifikace lipidovych ¢asti
v LDL v kultivovanych buiikach vyzaduje redoxné aktivni kovové ionty, jako
je zelezo a méd’. Kovové chelatory a v lipidech rozpustné antioxidanty mohou
tedy blokovat oxidativni poskozeni lipoproteintl. Kyselina lipoova vykazuje praveé
takové vlastnosti, proto milize pusobit proti oxidativnim stresem vyvolané
aterogenezi. Dale muze pusobit proti vzniku endotelové dysfunkce piimou
inhibici nukledrniho faktoru NF-xB. Po pfemisténi do jadra NF-kB stimuluje
transkripci gend spojenych s imunitni a zanétlivou odpovédi. Endotelové bunky,
buiiky imunitniho systému a epitelialni buiiky pro svou funkci regulovat odpovédi
na patogenni podminky produkci riznych latek, jako jsou napiiklad adhezivni
molekuly, potiebuji pravé tento faktor. Zabranénim produkce adhezivnich
a chemotaktickych molekul inhibici aktivacni cesty NF-xB  pomoci LA
ma vyznam Vv pocateCnich fazich aterogeneze, nebot pocatecnim krokem
ve formovani aterosklerotické 1éze je adheze cirkulujicich monocyti k endotelu
a jejich migrace do arteridlni intimy. LA miZe inaktivovat NF-kB i1 nepiimo
regeneraci vitaminu E. a-Tokoferol totiz inhibuje proteinkinasu C, zndmou tim,
ze prispiva k aktivaci NF-kB. Tak LA mize celkové snizit adhezi monocytl

a jejich odvod do cévni stény a inhibuje pritb¢h aterogeneze [2].
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6.2.2 Diabeticka polyneuropatie

Toto onemocnéni patii mezi nejcastéjsi komplikace provazejici diabetes.
U kazdého diabetika se v prub¢hu vyvoje diabetu vyvine urc¢ita forma neuropatie.
Jedna se o velice zdvazné onemocnéni, spojené¢ se zna¢nym rizikem mortality.
Klinickymi projevy jsou pievazné bolestivd periferni neuropatie spolu
sautonomni  neuropatii, kterou provazi predevS§im kardiovaskularni,
gastrointestinalni a urogenitalni poruchy. Z hlediska ohroZeni Zivota diabetika
je nejvice nebezpetna kardidlni neuropatie. Tabulka 5 shrnuje symptomy

periferni a kardialni neuropatie [21].

Tabulka 5 Symptomy jednotlivych neuropatii [21]

neuropatie symptomy
vypadky citlivosti, snizeni vnimani bolesti, parestezie, spontanni

periferni  |bolesti, sniZzeni vibracni citlivosti, hyperpatie, svalova slabost,

paresy
klidovd tachykardie, pokles variability srde¢ni frekvence,

autonomni |"néma"ischémie myokardu/bezbolestny infarkt, ortostaticka

dysregulace, prodlouzeni QT intervalu

Patogeneze této komplikace nebyla dosud kompletné objasnéna, jisté
vSak je, ze zakladnim piedpokladem pro jeji vznik je zvySend koncentrace
glukozy, souvisejici s oxidaénim stresem. Dochazi k inhibici Na'/K™-ATPazy
snizenim intracelularniho myoinositolu, ke zvySeni aktivity polyolové cesty
s hromadénim sorbitolu a fruktézy v nervovych vladknech, k deficitu NADPH,
ktery je kofaktorem NO-syntasy a GSH-syntasy, coz vede k poklesu schopnosti
odstraniovat volné radikaly a tvofit NO". Pro vznik volnych radikalu je dilezita
také glykace proteint s tvorbou AGE(s). Vysledkem jsou metabolické a cévni
zmény, projevujici se poruchou ve vedeni vzruchu nervem [21].

Neuropatickd ~ postizeni spole¢né s hyperglykémii, makro-
a mikroangiopatiemi jsou pfi¢inami vzniku diabetické nohy, zdvazného postizeni

dolnich koncetin diabetikti, vrcholiciho Casto v jejich amputaci.
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6.2.2.1 Vyznam Kkyseliny lipoové

V experimentalnim zvifecim modelu diabetu zlepSovala lé¢ba LA
nervovy krevni pritok a nervovou vodivost. Tyto pozitivni vysledky inspirovaly
k mnohym klinickym experimentiim, zkoumajicich U¢innost LA na zlepSeni
diabetickych polyneuropatii. LA byla poprvé terapeuticky pouzita v Némecku
k 1é€bé diabetické polyneuropatie, navzdory nedostatku informaci v té dobg,
tykajicich se pfi¢in vzniku tohoto onemocnéni. Véfilo se, ze LA zvySuje
glukézovou utilizaci v perifernich nervech. Bylo vypracovano nékolik kontrolnich
klinickych studii, hodnoticich ucinnost 1écby LA v diabetem indukovanych
neuropatickych stavech. MiZzeme jmenovat naptfiklad ALADIN (Alpha Lipoic
Acid in Diabetic Neuropathy) nebo SYDNEY (Symptomatic Diabetic
Neuropathy). Navzdory nékterym nesrovnalostem prokazaly, ze LA, hlavné
v relativné vysokych davkach, vyznamné zlepsSuje jak periferni tak i autonomni

neuropatie, spojené¢ s DM [3].

6.2.3 Katarakta

Katarakta neboli Sedy zakal je onemocnéni, charakterizované zvySujici
se neprithlednosti a rozptylem svétla ocnich ¢ocek, které prekazi vidéni. Jedna
se opét o poruchu asociovanou s oxida¢nim stresem. Podle WHO je senilni
katarakta hlavni pfi¢inou slepoty na svété. Existuje mnoho faktort, které ji mohou
zpusobit, fyzikdlni (radiace), chemické (jedy, oxidanty) a fyziologické
(metabolické poruchy vyplyvajici z diabetes mellitus nebo starnuti) [2].

Pfes 95% suSiny o¢ni CoCky se sklada ze specializovanych proteina
zvanych krystaliny. Neprithlednost cocky je zpisobena seskupovanim
a precipitaci téchto proteind, zatimco rozptyl svétla vn&Sim povrchem cocky
zahrnuje tvorbu intraceluldrnich vakuol, naplnénych tekutinou jiného indexu
lomu. Existuje celd fada experimentdlnich dikaz, Zze volné radikaly
jsou zapojeny ve vyvoji kataraktogeneze, at’ uz jde o vyznamné zvySeni mnozstvi
H,O, voénim moku, az ctyfndsobné zvySeni MDA (rozkladného produktu
lipidovych peroxidll) nebo snizeni antioxidacnich ucinkd v ¢ockach postizenych
kataraktou. Volné radikdly, zdd se, nepoSkozuji pouze krystaliny,
které se seskupuji, precipituji a tvoii neprihlednost coc€ky, ale také enzymovou
aktivitu proteas, které eliminuji poskozené proteiny. Krystaliny, které prodélaji

slabé oxidacni poskozeni, jsou rychle degradovany systémem proteas Cocek.
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Avsak jejich rozsahla oxidace a zesiténi vazné snizi citlivost krystalini k t€émto

proteasam [1].

6.2.3.1 Vyznam Kkyseliny lipoové

Protoze je DHLA silnym antioxidantem schopnym regenerovat ostatni
latky s antioxidacnimi U¢inky normalné obsazenymi v oku, byla LA studovana
jako potencidlni faktor prevence katarakty. Tyto uzitecné efekty k ochrané a 1écbé
katarakty byly prokdzany v nékolika studiich. Napiiklad formovani
neprihlednosti u normalnich krysich cocek, inkubovanych s 55.6 mM gluké6zou,
coz predstavuje model pro ex vivo diabetickou kataraktogenezi, bylo potlaceno
pfidavkem 1 mM R-LA. Katarakta miZze byt také indukovana u novorozenych
krys inhibici syntézy glutationu pomoci buthionin sulfoximinu (BSO). OSetfenim
BSO indukované katarakty pomoci LA vedlo k vyraznému snizeni dopadu
katarakty a k obnoveni obsahu askorbatu a a-tokoferolu stejné jako k obnoveni
aktivity antioxida¢niho enzymového systému. Ve vSech téchto studiich
bylo prokazano, ze nejvyssi ucinnost vykazovala R-forma. S-forma dokonce
potenciovala poSkozeni Cocky a nedokdzala ani udrzet hladinu glutathionu v
c¢occe. To pravdépodobné souvisi s tim, ze R-LA se pfednostné¢ redukuje na
DHLA mitochondriélni lipoamidovou dehydrogenasou v buiikach ¢ocek. R-forma
je také zaclenéna do savciho pyruvat dehydrogenazového komplexu nebo
dehydrogenazového komplexu a-ketokyselin. Tak by mohla lécba R-LA
podporovat mitochondrialni syntézu ATP, ktera je nutna pro syntézu GSH. Proto
prevence katarakty kyselinou lipoovou nemusi byt zaloZeno jen na jeji

antioxida¢ni schopnosti, ale také na roli jako koenzymu v produkci ATP [1, 2].

7. Moznosti stanoveni kyseliny lipoové

Schopnost méfit oxidovanou a redukovanou formu LA vyznamné
napomuze k pochopenti jejich biologickych aktivit, proto je vyzadovana spolehliva
metoda kvantitativni analyzy LA a DHLA, kterd mlze byt snadno aplikovana
ve vSech standardnich laboratofich. Tato analyza je velice dulezitd ve studiich,
zahrnujicich biochemické, nutricni a farmakokineticko-dynamické vyzkumy,

tykajicich se role LA v homeostaze redoxniho stavu stejné jako pochopeni jejich

31



uziteCnych vlastnosti v onemocnénich, u kterych suplementace timto
antioxidantem pfedstavuje moznost jejich 1éCby.

Na druhé stran¢ je LA jiz uzivana jako 1éCivo pro lécbu rtznych
onemocnéni, jako je D, otrava houbami ¢i téZkymi kovy, alkoholické poskozeni
jater, glaukom, nemoc z ozafeni nebo neurodegenerativni onemocnéni. Pfirodné
se vyskytujici R-enantiomer vykazuje rozdilné biologické ucinky na rozdil od
S-formy, proto je metoda pro enantiomerni separaci a stereochemickou analyzu
také potteba ke studiu farmakokinetiky a enantioselektivniho metabolismu LA.

Stanoveni LA mize byt provedeno mikrobiologickou analyzou,
kolorimetrickou analyzou, plynovou ¢i kapalinovou chromatografii, kapilarni
elektroforézou, enzymovou imunoanalyzou ¢i ,,enzym cycling analyzou.
Vzhledem k zadani této diplomové prace a také ktomu, Ze nejbéznéji
pouzivanymi a nejoblibenéjSimi metodami stanoveni jsou ty chromatografickeé,

bude se zde dale zabyvano pouze jimi [22].

7.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je Siroce pouzivana pro analyzy t€kavych
slouc¢enin diky svym podstatnym vyhodam, jednoduchosti, vysoké rozliSovaci
schopnosti, vysoké citlivosti a nizké cené. Stanoveni LA a ptibuznych sloucenin
v nizkych koncentracich tedy vyzaduje upravu vzorku vhodnym derivatizacnim
¢inidlem pro pfevedeni na tékavé derivaty. Metody plynové chromatografie
s plamenovou ioniza¢ni detekci a plamenovou fotometrickou detekci jsou bézné
pouzivany pro stanoveni proteinové vazané formy LA po kyselé nebo zasadité
hydrolyze vzorku, dokaze vSak detekovat pouze LA, nikoliv DHLA. Plynova
chromatografie s hmotnostni detekci pfedstavuje velice vykonnou techniku,

jeji nejvetsi nevyhodou jsou vSak vysoké potfizovaci naklady [22].
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7.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
HPLC je jednou z nejpopularnéjSich analytickych technik, ktera miize
byt pouzita v kombinaci s riznymi detekénimi systémy, jako je ultrafialovy (UV),
fluorescen¢ni (FD), elektrochemicky (ED) nebo hmotnostni (MS) detektor. HPLC
separace se nejCastéji provadi v systému obracenych fazi, kdy se pouziva
nepolarni stacionarni faze a polarni mobilni faze. Tato metoda je uzivana hlavné

pro stanoveni volnych forem LA, DHLA a jinych odvozenych sloucenin [22].

e HPLC/UV
LA a nékteré jeji piibuzné slouCeniny mohou byt separovany v systému
obracenych fazi pouzitim UV detekce pii 330 nm (absorpini maximum
dithiolanového kruhu) a gradientového elucniho systému. Nicméné tato metoda
neni Casto vyuzivana, jelikoz detek¢ni limity separovanych sloucenin jsou velmi

vysoké, diky nedostatku silného chromoforu v molekule LA [22].

« HPLC/FD

Pro detekci separovanych latek je nutné do jejich molekuly vnést
fluorofor reakci s vhodnym derivatizacnim ¢inidlem. MiiZzeme jmenovat napiiklad
silny  fluorofor 2-(4-aminofenyl)-6-methylbenzothiazol. Ptfed derivatizaci
je vhodné ochrénit thiolové skupiny DHLA, aby nedoslo k jejich oxidaci a mohlo
dojit ke stanoveni obou latek. Derivatizatni cinidlo reaguje s volnymi
karboxylovymi skupinami LA a DHLA s ochranénymi SH- skupinami za vzniku
jejich amidovych derivatd, které jsou separovany v systému obracenych fazi
pouzitim isokratické eluce a detekovany fluorimetricky (Aex = 343 nm, Apm = 423
nm). Tato metoda je sice velice citliva, reprodukovatelnd, lehce aplikovatelna
pro simultanni stanoveni LA a DHLA v biologickych vzorcich a kalibraéni kiivky
vykazuji linearitu v Sirokém koncentratnim rozmezi, nicméné vykazuje nizsi
selektivitu, nebot fluorescen¢ni ¢inidlo reaguje s karboxylovou skupinou, ktera
je obsazena v mnoha dalSich slouc¢eninach [23]. Z dalSich derivatizacnich Cinidel
lze jmenovat o-ftalaldehyd v pfitomnosti D-fenylalaninu pro analyzu
R- a S-enantiomert [22] nebo monobromobiman (mBBr) [24]. Satoh a kol. [25]
navrhli dal$i moZnost simultanniho stanoveni LA a DHLA pomoci HPLC/FD.

Nejdiive je oznacena DHLA ve vzorku pomoci ABD-F (4-(aminosulfonyl)-7-
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fluoro-2,1,3-benzoxadiazol) pii pokojové teplot¢ po dobu 10 minut. Poté je LA
pfeménéna na DHLA pomoci redukéniho c¢inidla TCEP (tris(2-karboxyethyl)
fosfin hydrochlorid). Takto vznikld a prozatim neoznatend DHLA je znaCena
pomoci SBD-F (4-fluoro-2,1,3-benzoxadiazol-7-sulfat amonny) pti 50°C po dobu
1 hodiny. Vysledné fluorofory, ABD-DHLA a SBD-DHLA, jsou separovany

v systému obracenych fazi a detekovany pii 510 nm (excitace pti 380 nm).

HPLC/ED

Tento typ metody je vhodny pro simultdnni stanoveni redukované
a oxidované formy vedle sebe, nebot’ LA a DHLA mohou byt rychle vzajemné
pfevedeny aplikaci elektrického potencialu. Proto jsou tyto slouceniny vhodné
pro méfeni elektrochemickym detektorem. Stanoveni LA pomoci HPLC/ED
je vysoce citlivé a nevyzaduje vysoké ndroky na pfipravu vzorku ve srovnani
s ostatnimi metodami, kalibra¢ni kiivky vSak vykazuji linearitu pouze v uzkém
koncentracnim rozmezi. V kombinaci HPLC/ED se pouziva izokraticka eluce.
Tato metoda mlze byt pouzita pro méfeni volnych forem LA a DHLA, vazané
formy téchto sloucenin bez jejich uvolnéni z vazby nemohou byt detekovany [22].

Vybér néstrojli, materialu elektrody a sloZeni mobilni faze jsou faktory,
které ovliviuji citlivost a selektivitu analyzy. Handelman a kol. a Han a kol. [4]
aplikovali  dvouelektrodovy Hg-Au systém s amperometrickou detekei
ke stanoveni LA a DHLA v nanomolarnich koncentracich v lidskych buikéch.
Elektrody byly sice vysoce citlivé a ptfedevSim vysoce selektivni pro thiolové
slouceniny, ale elektrody po 30 - 50 nastficich ztraceli citlivost a jejich povrch
musel byt renovovan. Teichert a Preiss [26, 27] méfili a-lipoovou kyselinu
v lidské plasm€ pomoci amperometrické detekce pii vysokém oxidacnim
potencialu +1,1 V, coz také zptsobilo ztratu citlivosti pouzité sklenéné porézni
uhlikové elektrody. Pozdé&ji stejni autofi odstranili tuto stinnou stranku pomoci
pulzni amperometrické detekce. Sklenénd uhlikova elektroda ovSem neni
tak selektivni, obzvlast pii vysokém potencialu, ktery je nutny pro stanoveni LA.
Podle autort vSak koextrahované endogenni komponenty plazmy nijak vyrazné
neinterferuji. Sen a kol. [8] se pokusili vyvinout metodu pro sledovani osudu

exogenni LA v lidskych a zvifecich buiikach a tkanich. K tomu pouzili detekci
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na principu coulometrie, kterd vykazuje nékolikanasobné vyssi detek¢éni ucinnost
(zhruba 100%) ve srovnani s amperometrickou detekci (5-15%).

Veskeré¢ metody elektrochemické detekce vSak dosud nejvice trpi
nenalezenim vhodného vnitiniho standardu, ktery by vyfeSil problém sniZeni

citlivosti elektrodového systému.

* HPLC/MS

Po vyfeseni propojeni HPLC s hmotnostnim detektorem se prave tento
typ detekce stal dalsi alternativou pro stanoveni LA pro klinické
a farmakokinetické studie. Obdobn¢ jako HPLC/ED nevyzaduje nikterak sloZitou
upravu vzorku, nejsou nutné zadné derivatizacni reakce. Chen a kol. [28] vyvinuli
pro stanoveni LA v lidské plasmé relativné jednoduchou, rychlou, selektivni
a vysoce citlivou metodu pouzitim HPLC ve spojeni s hmotnostnim detektorem
(kvadrup6l v negativnim SIM modu - selected ion monitoring) po ionizaci
elektrosprejem. Ackoliv neni chemicky podobny LA, jako vnitini standard pouZzili
naproxen (nesteroidni antirevmatikum) pro svou stabilitu a pro symetrii piku,
podobnou LA. Dosahli linearity v Sirokém koncentratnim rozmezi
(5-10 000 ng/ml). Durrani a kol. [29] tuto metodu upravili pouzitim hmotnostniho
detektoru na principu iontové pasti (v MRM modu - multiple reaction monitoring)
a pouzitim bisfenolu A jako vnitiniho standardu, ¢imz dosahli zvyseni selektivity

a citlivosti stanoveni.

Bylo vyvinuto mnoho dostateéné specifickych a velice citlivych metod
pro stanoveni LA a DHLA, ale je nutno dodat, ze jejich hladiny byly méfeny

az po jejim exogennim podani.

7.3 Stanoveni LA metodou HPLC s elektrochemickou detekci

7.3.1 Priprava vzorku k analyze
Protoze biologické vzorky obsahuji velké mnozstvi latek, které mohou
interferenci rusit stanoveni, je nutné vzorek vhodnym zptisobem upravit. K tomu

se pouziva extrakce a deproteinace vzorku.
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Pti extrakci se snazime pfevést nami stanovovanou latku ze vzorku
plazmy do vhodného organického rozpoustédla. Pro ptipravu vzorku LA
lze pouzit extrakci kapalina-kapalina nebo extrakci na tuhé fazi (SPE). Jako
extrakéni Cinidlo pro LA lze pouZzit naptiklad diethyl ether. Po této reakci
odpafime extrakt do sucha pod proudem dusiku, ¢imz dojde ke zkoncentrovani
vzorku, a do doby analyzy ho uchovdme za vhodnych podminek. Pfed analyzou

odparek rozpustime v roztoku, ktery sloZzenim pfipomina pouzitou mobilni fazi.

7.3.1.1 Stabilita vzorki LA
Stabilitou vzorkdt LA se zabyval Chen a kol [28]. Ptipravené vzorky

nechali zmrazit na 30 dnt pii -20°C. Poté vSechny vzorky rozmrazili, analyzovali
a srovnali s Cerstvé pripravenymi. Dale se zabyvali stabilitou vzorki
pfi opakovaném rozmraZeni a zmrazeni. Ttikrat provedli rozmraZeni a zmraZeni
a poté vzorky zanalyzovali a opét porovnali. Zjistili, Ze stabilita vzorku LA
po jeho rekonstrukci je pfiblizné 24 hodin. Nakonec zkouSeli stabilitu vzorka
po jejich pfipravé a umisténi do auto-sampleru méficiho piistroje na 24 hodin
pfi 25°C. VSechny jimi provedené pokusy prokdzaly velice dobrou stabilitu

vzorku LA.

7.3.2 HPLC separace

Provadi se v systému obracenych fazi, kde pouzivame nepolarni
stacionarni fazi, vdzanou na silikagelu jako nosici, a polarni mobilni fazi, ktera
je tvofena z veétsi ¢asti vodou s pridavkem organickych rozpoustédel (acetonitril,
metanol). Separace probihda na principu hydrofobnich interakci mezi
stanovovanou latkou a nosi¢em a retence latky je tim silngjsi, ¢im je latka vice
nepoléarni. Selektivitu lze ovlivnit volbou organické slozky mobilni faze, elu¢ni
sila mobilni faze roste s klesajici polaritou organického rozpoustédla. Separace

na obracenych fazich predstavuje pirevaznou vétsinu vsech HPLC aplikaci.

7.3.3 Elektrochemicka detekce
Elektrochemicka detekce je zaloZena na meéfeni proudu, vyvolaného
pii pruchodu redukované ¢i oxidované latky mérnou celou, ve které jsou umistény
elektrody, na néz se vklddd pracovni napé€ti, nutné pro pribéh dané

elektrochemické reakce. Selektivita a vysoka citlivost pfedstavuji vyhody téchto
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detektori, naopak nevyhodou je jejich obtizné spojeni s gradientovou eluci

a predev§im vysoké naroky na Cistotu chemikalii, vody a z nich pfipravenych
vzorklli a mobilnich fazi. Pouzitd vodu je nutné mit o piedepsané vodivosti
(18,2 S.cm-1) a prostou bakteriemi produkovanych organickych latek, protoze
veSkeré necistoty mohou postupné deaktivovat povrch elektrod a snizovat
tak citlivost stanoveni. Ddle je nutné odstranit zmobilni faze kyslik
odvzdus$nénim ultrazvukem. Mobilni faze musi byt vodiva, proto odpada moznost
pouziti tohoto typu detektoru pro separaci s normalnimi fazemi. Dale neni vhodné

pouzivat vysokého obsahu organickych rozpoustédel, které jeji vodivost snizuji.

7.3.4 Elektrochemicky detektor Coulochem III

Pro simultanni stanoveni oxidované a redukované formy LA je moZno
pouzit tento typ detektoru, pracujiciho na coulometrickém principu. Analyt
je stanovovan zvelikosti ndboje, vznikajiciho na elektrodach s vlozenym
konstantnim potencidlem pii 100% priabehu reakce. Pro stanoveni LA je detektor

Coulochem III vybaven analytickou a ochrannou celou.

wysokotlakeé elektroda
télo cely —w
= o ”

pOMMOCna a
referencnd elektroda

Obr. 11 Ochranné cela (model 5020) (upraveno dle [30])

Ochranna cela (model 5020, obr. 11) se skldda z porovité grafitové
elektrody, na kterou se vkladd takové napécti, které odstraituje nezadouci
elektroaktivni latky z mobilni faze. Lze ji také vyuzit k oxidaci ¢i redukci

stanovovanych latek.
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Obr. 12 Analyticka cela (model 5010) (upraveno dle [30])

Analyticka cela (model 5010) se skldda ze dvou pracovnich grafitovych elektrod,
na které¢ se vkladaji vzijemné odlisSna napéti, Ize tedy stanovovat rtizné latky.
Vysledny proud je zaznamenavan jako funkce ¢asu ve formé pika. Pfi stanoveni
LA je na obé elektrody vlozeno kladné napéti. Jejich hodnota se voli podle
hydrodynamického voltamogramu separovanych latek. Voli se takové napéti,
které zajisStuje dostateCnou odezvu detektoru, pficemz nedochdzi ke snizeni

zivotnosti analytické cely. Referenc¢ni elektrody jsou hydrogen paladiové.
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B. Experimentalni ¢ast

8. Material a metodika

8.1 Odbér a uchovani vzorku

Nebyl nalezen zadny zaznam, ktery by uvadél rozdily mezi stanovenim
LA v plazmé nebo séru. Vyhoda stanoveni v plazmé je v jeji rychlejsi ptipraveé
ke zpracovani a tedy ke snizeni pravdépodobnosti zoxidovani redukované formy
pfi simultdnnim stanoveni spole¢né s jeji oxidovanou formou.

Vzorky krve byly odebirany od tfi zdravych dobrovolnikli do sterilnich
vakuovych zkumavek VACUETTE® (Greiner bio-one, Némecko). Plna krev
se dala na 10 minut zchladit na 4°C a nechala se srazit. Nasledovala centrifugace
pii 3500 otackach za minutu po dobu 15 minut. Sérum bylo odpipetovano
pii 3500 otdckach za minutu po dobu 15 minut. Sérum bylo odpipetovano
a zpracovano, nebo zmrazeno na -80°C. Vzorky plazmy byly odebirany do
zkumavek VACUETTE® (Greiner bio-one, Né&émecko) s kyselinou
ethylendiamintetraoctovou (EDTA).

8.2 Seznam chemikalii
kyselina lipoova (CsH140,S,, M, = 206,3) (Sigma, Némecko)
acetonitril pro HPLC (CH;CN, M, = 41,05) (Merck, Némecko)
metanol pro HPLC (CH;0H, M, = 32,04) (Merck, Némecko)
deionizovana voda (y < 18,2 uS.cm™)
dihydrogenfosforecnan sodny (NaH,PO,, M, = 119,98) (Sigma, Némecko)
kyselina trihydrogenfosfore¢na (H;PO4, 85 %, Mr 98,00) p.a. (Sigma, Némecko)
kyselina chlorovodikova (HCl, 36,6 %, Mr 36,46) p.a. (Sigma, Némecko)
hydroxid sodny (NaOH, = 98%, Mr 40) p.a. (Sigma, Némecko)
kyselina ethylendiamintetraoctova (C;oHsN,OsNa, . 2H20, 99%, M, = 372,2)
(Sigma, Némecko)
1,4-dithioerythritol (C4sH;00,S,, M, = 154,25) (Sigma, Némecko)
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8.3 Pristroje a pomiicky

elektrochemicky detektor Coulochem III 5200 (ESA, USA), pracovni elektroda —
porézni uhlikova, referen¢ni elektroda — a-hydrogen paladiova

analyticka cela, model 5010 (ESA, USA)

ochranna cela, model 5020 (ESA, USA)

davkovaci ventil Rheodyne 97251 (Rheodyne, L. P., Rohnett Park, CA, USA)
vysokotlaké analytické erpadlo LC-10AD VP (Shimandzu, Japonsko)
chromatograficka kolona LiChroCart® 254-4, Purospher ® Star (RP-C18), Sum
(Merck, Némecko)

mikrostiikadka Hamilton 710, 100 pl (Hamilton-Bonaduz, Svycarsko)
vyhodnocovaci software CLARITY (Data Apex s. 1. 0., CR)

tabulkovy procesor Microsoft Excel (Windows, USA)

analytické vahy LB — 1052/2 (Laberte, Mad’arsko)

predvazky p3/200 (CHIRANA, CR)

pH metr Gryf 208, elektroda THETA, typ: HC 113

ultrazvukova vana K2 (Kraintek, Slovensko)

ultrazvukova vana K12 (Kraintek, Slovensko)

trepacka Heindolph Reax top (Heindolph, Némecko)

chlazend odstredivka Jouan 231 (Jouan SA, Francie)

termoblok Isotemp 145 D (Fischer Scientific, Kanada)

hlubokomrazici box MDF-U3086S (Sanyo electric, Japonsko)

filtra¢ni aparatura (Supelco, USA)

nylonové filtry (Nylon 66) 0,2 um x 47 mm (Supelco, USA)

nylonové filtry (N-4-2) 0,25 um x 4 mm (Supelco, USA)

stacionarni faze CP Separon SGX C18; 60 um (Tessek, CR)

mikrozkumavky s nylonovym filtrem Spin-X® Centrifuge Tube Filter, 0,22 pum
Nylon (Corming, USA)

automatické pipety (Biohit, Finsko)

Spicky riznych objemul pro automatické pipety

mikrozkumavky Eppendorf

odbérové zkumavky VACUETTE® (Greiner bio-one, Némecko)

odmérné laboratorni sklo kategorie A a B
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8.4 Priprava pouzitych roztoki

Deionizovand voda pro HPLC analyzu
Deionizovana voda pro HPLC analyzu se pfipravuje precisténim
deionizované vody pies kolonku se stacionarni fazi CP Separon SGX CI18

o velikosti ¢astic 60 pm.

0,05 M roztok NaOH pro piipravu zdasobniho roztoku kyseliny lipoové
Roztok ptipravime rozpusSténim 0,2 g NaOH ve 100 ml pfiefiltrované

deionizované vody pro HPLC analyzu.

50 mmol/l zasobni roztok kyseliny lipoové
Roztok se pftipravi rozpustéenim 1 g LA ve 100 ml 0,05 M NaOH.
Ptipraveny zasobni roztok se rozpipetuje po 1 ml do mikrozkumavek Eppendorf

a uschova pfti -80°C.

50 umol/l roztok kyseliny lipoové
Roztok pfipravime tak, Ze zasobni roztok o koncentraci 50 mmol/l 1000x

natfedime prefiltrovanou vodou pro HPLC analyzu.

100 mmol/l roztok EDTA pro piipravu vzorki a standardit
Roztok pfipravime rozpusténim 0,3722 g EDTA v 10 ml pfiefiltrované

deionizované vod¢ pro HPLC analyzu. Poté upravime pH roztoku 6 mol/l NaOH

(pH = 8).

6 mol/l NaOH na upravu pH roztoku EDTA
Roztok ptipravime rozpusSténim 1,2 g NaOH v 5 ml deionizované vody

pro HPLC analyzu.

5 mmol/l roztok 1,4-dithioerythritolu
Roztok pfipravime rozpusténim 0,0771 g 1,4-dithioerythritolu (DTE)

ve 100 ml deionizované vody pro HPLC analyzu.

41



Proplachovaci roztok a roztok na rozpusténi odparku
Roztok piipravime smichanim acetonitrilu (ACN) a deionizované vody
pro HPLC analyzu v poméru 1:1. Tento roztok pak pfefiltrujeme na nylonovém

filtru a 45 minut odvzdus$nime v ultrazvukové lazni.

Roztok na proplachovani davkovaci smycky
Roztok na rozpusténi odparku ptipravime stejnym zplisobem jako roztok

proplachovaci, neni v§ak nezbytné ho odvzdusinovat na ultrazvukové lazni.

8.5 HPLC/ED stanoveni kyseliny lipoové

8.5.1 Priprava vzorki a standardi pro kalibraci

Priiprava vzorkii plazmy (séra)

K500 upl plazmy (séra) v2 ml mikrozkumavkach Eppendorf
nepipetujeme 7,5 pul 100 mM EDTA, 50 ul DTE a nechdme 10 minut inkubovat
pfi laboratorni teploté. Poté pridame 100 pl ACN k deproteinaci. Nasleduje
piidavek 1 ml diethyl etheru a 10 pul kyseliny fosfore¢né, tfepani a centrifugace 5
minut pii 2500 G a 25°C. Po centrifugaci odpipetujeme 800 pl etherové vrstvy a
odpatfujeme pod proudem dusiku. Odparky jsou bud’ hned zpracovany, nebo se

uchovavaji do doby analyzy pti -80°C.

Priiprava standardnich vzorku pro kalibraci

Standardni vzorky pro kalibraci se pfipravuji stejnym zplsobem. Zasobni
roztok LA nafedime na vhodné koncentrace a 20 pl kazdého natredéného
standardniho roztoku ptidame k 480 ul plazmy. Nasleduje naprosto stejny postup,
jak je popsano vysSe. U kontrolniho vzorku namisto 20 pl nafedéného standardu

pfidame ke 480 pl plazmy 20 pl deionizované vody pro HPLC analyzu.

8.5.2 Priprava mobilni faze

Mobilni faze je slozena ze 70 % 20 mM dihydrogenfosfore¢nanu
sodného, 25 9% acetonitrilu a 5 % metanolu. Navdzku 4,7992 g
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dihydrogenfosfore¢nanu sodného rozpustime ve 1400 ml deionizované vody pro
HPLC analyzu a pfiddme 500 ml acetonitrilu a 100 ml metanolu. Upravime pH
mobilni faze pomoci kyseliny trihydrogenfosforecné na hodnotu 2,7, prefiltrujeme
Ji pfes nylonovy filtr o velikosti port 0,2 um a pfed zacatkem analyzy ¢i podle

potieby ji 45 minut odvzduSnime v ultrazvukové 1azni.

8.5.3 Chromatograficka analyza

Odparek vzorku ¢i standardu tésné pied analyzou rozpustime ve 30 pl
roztoku na rozpousténi odparku. Pomoci mikrostiikacky Hamilton 710 (Hamilton-
Bonaduz, Svycarsko) tento roztok vstfikneme do smycky davkovaciho ventylu
Rheodyne 9725i (Rheodyne, L. P., Rohnett Park, CA, USA) o objemu 10 pl.
HPLC/ED systém byl slozen z vysokotlakého analytického cerpadla LC-10AD
VP (Shimadzu, USA), kolony LiChroCart 254-4, Purospher RP-18¢ (Merck,
Némecko) a elektrochemického detektoru Coulochem IIT (ESA, USA). Nastaveni
detektoru, pouzité¢ho k fizeni analytické cely (model 5010A (ESA, USA))
a ochranné cely (model 5020 (ESA, USA)) ukazuje tabulka 6.

Tabulka 6 Nastaveni elektrochemického detektoru Coulochem IIT

Ochranna cela Analyticka cela

Kanal 1 Kanal 2
mérici mod DC méd
napéti (mV) 750 450 750
citlivost - 10 uA 200 nA
vystupni napéti (V) - 1 1
filtr (s) - 5 5

Vyhodnocovaci  software (DataApex, CR) slouzil

ke zpracovavani signdlu detektoru. Ptred vlastni analyzou byl systém 30 minut
promyvan roztokem na proplachovani. Poté byla do systému zapojena mobilni
faze, kterou jsme proplachovali az do ustaleni signalu detektoru. Teprve poté
mohla byt zahajena analyza vzorkil. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min a kolona

byla temperovand na 37°C.
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8.5.4 Kvalitativni analyza

Porovnanim retencnich c¢asii kyseliny lipoové ve standardech a vzorcich,
namétenych pii stejnych podminek, jsme dokazovali jeji pfitomnost v plazmé.
K ovéfeni retencnich Cast jsme k plazmeé piidavali pred extrakci zndmé mnoZstvi

stanovovan¢ latky.
8.5.5 Kvantitativni analyza

8.5.5.1 Kalibrace

Pro kvantifikaci LA ve vzorcich byla pouzita metoda kalibra¢ni kiivky.
Pro eliminaci chyby, zpiisobené nestabilitou detektoru, je vhodné pouzit vnitini
standardy. Je vSak tfeba pfipomenout fakt, Ze pro LA je velmi obtizné vnitini
standard nalézt. Existuji studie, ve kterych byly pouzivany pro stanoveni LA
vnitini standardy, napf. naproxen, bisfenol A, kyselina dekanova, nicméné
pro nasi metodu stanoveni jsou tyto latky nevyhovujici. Rovnice kalibra¢ni kiivky
byla ziskdna prolozenim zavislosti plochy piku na koncentraci metodou

nejmensich ¢tverct.

8.5.5.2 Presnost

Presnost stanoveni LA v sérii jsme ur€ili analyzou 5-ti nezavisle
pfipravenych stejnych vzorkl. Ty jsme spole¢né se standardy analyzovali béhem

jednoho dne. Jako miru piesnosti jsme pouzili varia¢ni koeficient:
CV (%) =(STD/ AVG) x 100

kde STD je standardni odchylka méteni a AVG je aritmeticky primeér.

8.5.5.3 Spravnost

Pro urceni spravnosti stanoveni LA byl pouzit recovery experiment.
Vytéznost metody (recovery) byla zjisténa pomoci ptfidavkli zndmého mnozstvi
LA ke vzorkim plazmy nebo séra s pfedem stanovenym mnoZstvim endogenni
LA. Hodnoty recovery byly vypocteny jako stonasobek poméru mezi nalezenym

a ptfidanym mnozstvim LA:
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Recovery (%) = (x; - x9/A4) x 100

kde x; je koncentrace LA ve vzorku s ptidavkem, x, je endogenni koncentrace LA

a A je koncentrace ptidané LA.

8.5.5.3 Detekéni limit

Detekéni limit neboli limita detekce (LOD - limit of detection) byl urcen podle

vZorce:
LOD=3h/m

kde h je vySka Sumu zékladni linie a m je smérnice zavislosti vySky piku

na koncentraci [31].
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C. VYSLEDKY

9. Volba vhodnych podminek separace

9.1 Hydrodynamicky voltamogram LA

Sestrojili  jsme hydrodynamicky voltamogram LA, tedy zavislost
generované¢ho proudu na vkladaném napéti, pro nastaveni idealnich detekcnich
podminek elektrochemického systému. Jak ukazuje obrazek 13, nejvyssi odezvu

stanovované latky poskytlo vlozené napéti o velikosti 750 mV.

138590,14 13970,93
mA/s 13110,703
14000 11558,01
1072406
12000
10000
6608,16
BO0O
&000
4000
2000
0 mV
950

Obr. 13 Hydrodynamicky voltamogram LA

9.2 Volba mobilni faze

Tabulka 7 Mobilni faze pro stanoveni LA

sloZeni mobilni faze [%] pribliZzna hodnota
NaH,POs/ACN/Methanol | reten¢niho ¢asu [min]
60/40/0 10
65/35/0 16
70/30/0 23
75/25/0 54
70/20/10 59
67,5/25/7,5 30
70/25/5 39
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10. Kvalitativni analyza

Reten¢ni Casy analyzovanych latek uvadi tabulka 8 ve tvaru pramérny

reten¢ni Cas + smérodatna odchylka (SD).

Tabulka 8 Retencni Casy analyzovanych latek

Analyt Retenc¢ni ¢as (tg) [min]
Captopril 4,73 £0.01
LA 39,23 +£0.06
DHLA 43,22 £0.10

11. Kvantitativni analyza

11.1 Kalibrace

Pro konstrukci kalibracnich pfimek jsme pfipravili fadu standarda
v rozmezi 25 - 200 nmol/l pro stanoveni endogennich koncentraci a 200 - 4000
nmol/l pro jeji stanoveni po suplementaci. Jejich linearita je zachovana v celém

rozmezi.

8000

7000 y=34,59% - 1384
R*=10,997

plocha piku

6000
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1000
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Obr. 14 Kalibracni kiivka LA pro jeji stanoveni v lidské plazmé v endogennich koncentracich
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Obr. 15 Kalibracni kiivka LA pro jeji stanoveni v lidské plazmé po suplementaci
Chromatografické zaznamy standardii pro kalibraci LA v endogennich

koncentracich je uveden v ptiloze 1 a pro kalibraci LA po suplementaci v ptiloze

2.

11.2 Presnost

Pfesnost v sérii byla ovéfena opakovanym stanovenim jednoho
vybraného vzorku séra (tabulka 9). Piesnost mezi sériemi nebyla pro nizky pocet

meéfeni prozatim stanovena.

Tabulka 9 Piesnost stanoveni LA v sérii

Primérna koncentrace Presnost CV (%)
v sérii [nmol/l] v sérii,n =5
243,38 | 8,35
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11.3 Spravnost

Spravnost stanoveni LA byla ovéfena metodou standardnich ptidavka

(tabulka 10).

Tabulka 10 Ovéfeni spravnosti stanoveni LA metodou standardnich ptidavka

Pridavek LA | DStanovend Nalezeny Vytézmost
koncentrace pridavek

(nmol/l) (nmol/l) (nmol/l) (%)
0,0 20,3 - -
25 24,7 4,4 17,6
50 46,3 26 52
100 106,1 85,8 85,8
200 197,9 177,6 88,8

11.4 Detekéni limit

Hodnota detekéniho limitu pro stanoveni LA je uvedena v tabulce 11.

Tabulka 11 Detekéni limit pro LA

LA

Detekéni limit
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D. DISKUSE

Cilem nasi prace bylo pokusit se vypracovat metodu, kterou bychom byli
schopni stanovit nejen exogenni, ale i endogenni hladiny LA. Radou klinickych
studii bylo totiz prokdzdno, ze tento silny antioxidant ma pozitivni ucinky
pii 1é¢bé mnohych onemocnéni, jejichz vyvoj €i progrese souvisi se zvysenym
oxida¢nim stresem, tedy s poruSenou rovnovahou mezi oxidanty a antioxidanty
[3, 4, 26]. NaSim zaméfenim bylo jeji plsobeni na DM
a jeho komplikace, ptedev§im aterosklerézu. Pro pochopeni u€inkli LA,
farmakokinetiky a farmakodynamiky suplementace je nutnd spolehliva a citliva
metoda. Ale nejen pro suplementaci, je vhodné také znat a stanovovat jeji
endogenni koncentrace.

Ke stanoveni LA v riznych vzorcich bylo vypracovano nékolik metod.
Zpocatku dominovaly techniky plynové chromatografie, které¢ ovsem vyzadovaly
naro¢nou uUpravu vzorku a pfevedeni stanovované latky na tékavé derivaty.
Tyto metody byly postupem casu nahrazeny technikami HPLC s rliznymi typy
detekce. Nejlepsi vysledky poskytuji metody HPLC s fluorimetrickou
a hmotnostni detekci. Fluorimetrickd detekce ovSem vyzaduje narocnou upravu
vzorku, nebot’ v molekule LA chybi silny fluorofor a bez derivatiza¢ni reakce neni
detekovana. Nevyhodou hmotnostni detekce jsou jeji vysoké pofizovaci néklady.
Pro stanoveni LA vlidské plazmé byla ndmi vybrana metoda HPLC
s elektrochemickou detekci na principu coulometrie, nebot’ nevyzaduje zadné
derivatiza¢ni reakce k Gpravé vzorku, poskytuje vysokou citlivost stanoveni
a umoziuje simultinni stanoveni oxidované i redukované formy vedle sebe.
Navic vykazuje mnohem vys$si detekéni Uc¢innost (zhruba 100%) ve srovnani
s amperometrickou detekci (5 - 15%). Rada metod s elektrochemickou detekci
Jiz byla popsdna pro stanoveni LA vriznych biologickych vzorcich
(t€lni tekutiny, buiiky, tkan€), nicméné naprosta vétSina byla zalozena pravé
studie vychéazet, at uz se jednd o ptipravu vzorku, slozeni mobilni faze
nebo nastaveni separacnich a detekénich podminek [4, 8, 22 - 29].

Sen a kol. [8] popsali metodu coulometrického stanoveni LA a DHLA,

ovSem Vv jiném biologickém materidlu (buiiky a bunécné kultury), ne v plazmé.
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I pfesto jsme jeho studii vyuzili, nebot’” pouzival star§i typ nami vybrané¢ho
detektoru. Z jeho prace jsme vychazeli, co se tyCe slozeni mobilni faze, 1 kdyz
v pozménéném pomeéru pouzitych komponent, a také elektrochemickych
detek¢nich  podminek, kter¢ jsme si upravili konstrukci vlastniho
hydrodynamického voltamogramu, kdy se stejny standard latky méfi pii riznych
hodnotach elektrického potencidlu a zaznamenava se zavislost generovaného
proudu na vklddaném napéti. Voli se takovy potencidl, pii kterém je dosazena
nejvysSi odezva stanovované latky, ale ne tak vysoky, aby nedochéazelo
k poskozovani a snizeni Zivotnosti méfici elektrody. Detekéni podminky shrnuje
tabulka 6 a obr. 13 zobrazuje hydrodynamicky voltamogram LA.

Mobilni faze byla pfipravena z 20 mM roztoku NaH,PO, jako pufru,
acetonitrilu a metanolu pro HPLC. Byly vyzkouSeny vhodné poméry jednotlivych
fazi (zpocatku bez metanolu), aby bylo dosaZzeno co nejucinnéjsi separace,
kterda by netrpéla prekryvanim piku stanovované komponenty (tabulka 7).
Nejucinngjsiho rozdéleni podle naseho nazoru bylo dosazeno pouzitim poméru
puft/ACN/metanol 70/25/5 (obj. %), 1 ptesto, ze k retenci dochazelo az ve 40.
minuté.

Nebyly nalezeny Zzadné studie, které by dokézaly vysvétlit, jak dochéazi
k vazbé mezi LA a bilkovinou, zda se uplatiiuje i jiné interakce i vazby,
nez vazba na lysinovy zbytek, jestli se tedy dokaze LA vazat i na jiné bilkoviny,
nez na vySe popsané¢ bilkoviny dehydrogenazovych komplexi. Hydrolyza
z amidovych vazeb je mozna kyselou ¢i zasaditou hydrolyzou, nicméné poskytuje
velmi malé vytézky (30%). Hydrolyza pouzitim enzymi (subtilisin, alkalasa)
nedokaze LA wuvolnit zvazby na lysinovy zbytek. Piedpokladd se vSak,
ze antioxidacni ucinky vykazuje jen volnd LA a DHLA, proto jsme se nesnazili
tyto vazby néjak prerusovat a pokusili se stanovovat jen volné frakce. Nejprve
jsme chtéli stanovovat ob&é formy soucasné, nicméné i po analyze standardu
redukované formy bylo nadmiru patrné, Ze pii Upravé vzorku dochazi k jeji
oxidaci (pfiloha 3). Proto jsme se rozhodli stanovovat celkovou LA v jeji
redukované forme. Jako redukéni ¢inidlo bylo vybrano DTE, nebot’ se s vyhodou
pouziva pro slouceniny, obsahujici ve své molekule siru (glutathion, methionin,

cystein). DTE nejen Ze dokaze pteruSit vazbu na bilkoviny pfes thiolovou
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skupinu, dokéaze také pterusit disulfidovou vazbu S-S, ktera se nachéazi v molekule
LA. Tim ji zredukuje a umozZni jeji stanoveni v jeji redukované formée [32].

Uprava vzorku vychéazela z metody, popsané Wittem a Riistowem [24].
Vzorky séra ke kalibraci jsme zaosttovali ptidavky vhodné natedéného standardu
LA, ptipraveného jejim rozpusténim v 0,05M roztoku NaOH. Poté jsme ptidali
EDTA jako antikoagula¢ni a chelata¢ni ¢inidlo pro pfitomné ionty a DTE,
o kterém jsme se mylné¢ domnivali, Ze by mohl rozvoliovat LA z vazby
na bilkoviny. Jak se ukézalo, toto redukéni cCinidlo dokazalo redukovat LA
na DHLA, piedev§im u vzorkl s nizkou koncentraci LA. U vzorkt, které byly
zaostfeny vysokou koncentraci LA tato redukce nebyla patrnd, doslo
pravdépodobné k prekroceni redukéni kapacity DTE a ve vzorku byla stanovena
pouze oxidovand forma. Po pfidani DTE jsme vzorek inkubovali 10 minut
pii laboratorni teploté. Nasledoval dal§i krok a tou byla deproteinace. K ni
jsme pouzili ACN. Zaznamy po deproteinaci byly pro stanoveni LA ve vzorku
kvalitngj$i a pouziteln&jsi. Poté nasledovala extrakce kapalina - kapalina pfidanim
1 ml diethyl etheru a okyselenim 10 pl H;PO,, tfepani a stoCeni na odstfedivce
3 minuty pii 25°C a 2500 g. Po extrakci bylo z kazdého vzorku odsato 800 ml
organické faze a ta byla odpafena pod dusikem. Pro analyzu jsme odparek
rozpustili v 50 ul rozpoustéciho roztoku.

Pro kvantitativni stanoveni analyt je vhodné pouzivat vnitini standardy,
zvlasté u metod, kde muze dojit ke snizeni citlivosti detek¢niho systému s ¢asem.
Vnitinim standardem by méla byt latka, kterd je chemicky podobné stanovované
latce, neni endogenné piitomna ve vzorku, a kterd vykazuje obdobné
elektrochemické vlastnosti. Pro LA je velmi obtizné takovyto standard nalézt.
Byly popsany metody, které je pouzivaly, napiiklad HPLC-MS, pouzivajici
bisfenyl ¢i naproxen [28, 29], jsou to ovSem latky, které jsou strukturné
a chemicky naprosto odlisné od LA, nicméné vykazuji podobné elektrochemické
vlastnosti. Pro metody elektrochemické detekce nebyl dosud popsan zadny
vhodny vnitini standard. U ostatnich polarn€jSich endogennich thiosloucenin
(cystein, homocystein, methionin) se s vyhodou pouzivd osvédCeny vnitini
standard penicilamin. Ten je ovSem velmi polarni a proto nemulze byt pouzit
v naSich podminkach, nebot’ se na kolon¢ témét nezachycuje a je detekovan

v oblasti s vysokou koncentraci interferujicich pikt [32].
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Chemicky podobnou latkou kLA je antihypertenzivum captopril
(ptiloha 4), ktery je pfitomen jako u¢inna latka ve dvou preparatech, capoten
a tensiomin. Lékati z Kardiologického oddéleni Krajské nemocnice v Pardubicich
potvrdili, ze se tyto preparaty v soucasné dob¢ jiz téméef nepouzivaji nebo jen
ve zvlastnich pfipadech. Proto existuje mald pravdépodobnost, ze by vzorky
pacientd, trpicich kardiovaskuldrnim onemocnénim obsahovaly tuto komponentu,
a proto by mohla byt pouzita jako vnitini standard pro LA. Navic pfi tvorbé
hydrodynamického  voltamogramu vykazovala podobné elektrochemické
vlastnosti. Jedna se o polarngjsi latku nez LA, coz bylo nami vyzadovéno, aby
jeho pouziti neprodluzovalo jiz tak dlouhou analyzu, nicméné chromatograficky
nevyhovoval nasi metod¢, nebot’ se na zdznamu objevoval moc brzy, v oblasti,
ktera je pfi analyze vzorku zatizena mnoZstvim interferujicich pikt (ptiloha 5).

PredevSim na zacatku kazdého zaznamu vzorku se vyskytuje velké
mnozstvi interferujicich pikil (pfiloha 5), které rusi analyzu a nedovoluji pouzit
takovou mobilni fazi, kterd by dokazala eluovat LA podstatné diive. Navic
nedovoluji vyuzit captopril jako wvnitini standard. Z tohoto dvodu jsme
se pokusili provést SPE extrakci, ktera vychazela z metody, popsané Teichertem
a Preissem [10]. Jimi pouZzivané fenylové extrakéni kolonky jsme nahradili
klasickymi kolonkami, naplnénymi Cis, a jako elu¢ni ¢inidlo jsme pouzili diethyl
ether. Vysledné zaznamy vSak byly zcela nevyhovujici (pfiloha 6), proto jsme
se vratili k extrakci kapalina-kapalina.

Néami popsanda metoda je podle naSeho nazoru pouzitelnd k analyze
endogennich koncentraci celkové volné LA ve formé DHLA. Pfidavek 5 uM DTE
dokézal zredukovat oxidovanou formu aZ do koncentrace 200 nmol/l. Pokud
bychom chtéli stanovovat vyssi koncentrace LA, tak podle nasich zavéri by bylo
treba pouzit vétsi koncentraci redukéniho Cinidla, jak doklad4 pokus se vzorkem
o koncentraci LA 3000 nmol/l, kdy ptidavek 50 uM DTE (tedy desetindsobek
nami bézné¢ pouzivané koncentrace) dokazal zredukovat zhruba polovinu
oxidované formy. Pii studiich, zabyvajicich se suplementovanou LA se navic
pracuje s vys§imi koncentracemi LA, nez 3000 nmol/l. ReSenim problému
s pouzitim redukéniho cinidla by mohlo byt pouziti kondiciondlni cely pted
kolonou s nastavenym zépornym potencidlem, ktery by veskerou pfitomnou LA

zredukoval na DHLA, a celkova LA by byla detekovana ve form¢ DHLA.
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Nicméné pro suplementacni studie by nase metoda mohla byt také pouzita, jak
doklada obr. 15, kdy byla LA stanovovéna jako celkovad oxidovand forma. To
potvrzuje i pokus, kdy jsme kalibracni standardy ptipravovali do vody, nikoliv do
séra, a dokézali jsme linearitu az do koncentrace kolem 12 umol/l, samoziejmé
sniz8i nastavenou citlivosti detektoru (pfiloha 7). Stanovovat exogenné
dodévanou LA o vysokych koncentracich tedy neni nijak slozité. Kalibrace do
vody pfi naSich podminkich stanoveni (endogenni koncentrace - citlivost
detektoru 200 nA) nemohla byt pouzita, nebot’ se nedatilo ustalit signal detektoru.

Analyza vzorkli ndmi vypracovanou metodou je sice zdlouhava
(traa) = 39,23 minut), vyhodou metody je ovSem nenaro¢nost v piipraveé vzork.
Navic metoda vykazuje srovnatelné analytické parametry (linearita, pfesnost,

spravnost) s jiz popsanymi metodami elektrochemické detekce.

54



E. ZAVER

Cilem této prace bylo pokusit se vypracovat metodu HPLC/ED, ktera
by byla pouzitelnd pro stanoveni endogennich hladin LA v lidské plasmé
nebo v séru.

Popsana metoda je dle naseho nazoru pouzitelnd jak pro suplementacni
studie, tak pro stanoveni celkové volné LA ve formé DHLA ve fyziologickém
rozmezi, tedy pro stanoveni endogennich koncentraci. Pokud bychom chtéli
stanovovat vyssi koncentrace LA, podle naSich zavéri by bylo tieba pouZzit vetsi
koncentraci redukéniho ¢inidla, tedy DTE. ReSenim problému s pouZitim
redukéniho €inidla by mohlo byt pouziti kondicionalni cely a stanovovat total
DHLA.

Pokud bychom chtéli stanovovat LA a DHLA vedle sebe, tato metoda
by byla pouzitelnd v ptipadé, Ze by se nepfidavalo redukéni cinidlo.
Pro suplementac¢ni studie by bylo tfeba zaostfovat vzorek nejen oxidovanou
formou, ale 1 redukovanou a pro kvantitativni analyzu sestrojit smésnou kalibraci.
Z dtvodu rychlé oxidace DHLA by vSak bylo stanoveni zatizeno chybou, proto

podle naseho ndzoru je vhodnéjsi stanovovat total ve form¢ DHLA.
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Piiloha 1  Zaznamy standardd pro kalibraci LA v endogennich koncentracich.(1) LA, ktera se ani
po exogennich pfidavcich neméni, redukéni Cinidlo tedy ptidavky zredukuje na DHLA. (2) DHLA, ktera
se s piidavky zvétSuje
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Priloha 2 Zaznamy kalibra¢nich standardti LA pro jeji stanoveni v oxidované formé po suplementaci
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Piiloha 3  Zaznamy standardnich roztokd oxidované i redukované formy. Vzorky byly méfeny
za stejnych podminek pti mobilni fazi NaH,PO,/ACN 60/40 (obj. %). Je patrné, Ze stanovovat vedle sebe
ob¢ formy je slozité, nebot’ standardni roztok DHLA c¢asteéné zoxidoval na LA. Navic pted eluci DHLA
dochazelo k tézko vysvétlitelnému padu zékladni linie
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Piiloha 4 Strukturni vzorec captoprilu
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Graf kalibracni kiivky vodnych standardt po suplementaci LA
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