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ANOTACE

Kyselina lipoova je pfirozené se vyskytujici osmiuhlikata slouc¢enina. Ve své molekule
ma dva atomy siry a jedno chiralni centrum. Vyskytuje se ve dvou izomerech jako S-lipoova
a R-lipoova kyselina. Jeji redukovanou formou je kyselina dihydrolipoova. Kyselina lipoova

ma silné antioxida¢ni u€inky a terapeuticky se podava naptiklad pti diabetu.

Ve vysokych koncentracich dokaze kyselina lipoova vyvolat apoptézu nadorovych
bungk, a proto se o ni uvazuje jako o protinddorovém lécivu. Kromé apoptdzy nadorovych
bun¢k ale vyvolava apoptozu i U nenddorovych bunék a tim mize vyvolat poskozeni ledvin
a jinych organti. Cilem této prace bylo prozkoumat pusobeni kyseliny lipoové na krevni
buiiky. Divodem bylo zejména literdrné¢ podlozené podezieni, Ze zplsobuje poSkozeni

erytrocytu.

Zjistili jsme, Ze kyselina lipoova v koncentracich vyuzivanych k 1é€bé diabetu
neposkozuje erytrocyty. Ve vysokych koncentracich, které by se podavaly proti nddorovym

bunikam, zplisobuje ubytek erytrocytl, coz by mohlo vést k anémii.

KLICOVA SLOVA

kyselina lipoova, erytrocyty, cytotoxicita, eryptoza, vysokoucinna kapalinova chromatografie



TITLE

The influence of lipoic acid on blood cells

ANNOTATION

Lipoic acid is a naturally occurring eight carbon compound. It has two sulphur atoms
and one chiral center in its molecule. It exists as two isomers, S-lipoic and R-lipoic acid.
Its reduced form is called dihydrolipoic acid. Lipoic acid has strong antioxidant effects and
it is therapeutically used for example in diabetes.

At high concentrations, lipoic acid is able to induce tumor cell apoptosis and it is
therefore considered to be an anticancer drug. Except tumor cell apoptosis, it also induces
apoptosis in non-tumor cells and this may cause damage to the kidneys and other organs.
The aim of this thesis was to examine the effect of lipoic acid on blood cells. The reason
for this examination was the suspicion from the literature that lipoic acid causes damage
of erythrocytes.

We have found that lipoic acid at the concentrations used in the treatment of diabetes
does not damage the erythrocytes. At high concentrations that would be used against tumor

cells, it causes a decrease in erythrocytes, which could lead to anemia.

KEYWORDS

lipoic acid, erythrocytes, cytotoxicity, eryptosis, high-performance liquid chromatography
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UvVOD

Kyselina lipoova je pfirozené¢ se vyskytujici osmiuhlikatd slouCenina, kterd ve své
molekule obsahuje dva atomy siry a jedno chirdlni centrum. Muze se vyskytovat v oxidované
form¢ jako kyselina lipoova nebo v redukované formé, a to jako kyselina dihydrolipoova.

Mizeme ji ziskat z potravy nebo ve formé potravinovych doplika.

Kyselina lipoova je vyznamnym antioxida¢nim cCinidlem a svymi ucinky chrani
organismus pied oxidaénim stresem a dokaze obnovovat ihladiny jinych antioxidantd.
Ma vyrazny vliv na metabolismus glukézy, a proto se podava diabetickym pacientim
Kk prevenci diabetické neuropatie. Kromé diabetu se uziva jako podparné 1é¢ivo u mnoha
dalSich onemocnéni. Protoze méa schopnost vyvolavat bunéénou apoptdzu, zkouma se 1 jeji

vliv na rakovinné bunécné linie, aby mohla byt ptipadné vyuzivana jako protinddorové Ié¢ivo.

Kyselina lipoova vyznamné ptlisobi na bunky, které ji rychle vychytavaji a redukuji
na kyselinu dihydrolipoovou za tcasti riznych enzymt. Vyrazné ptisobeni kyseliny lipoové
bylo zaznamendno u krevnich buné€k, protoze po suplementaci pfechazi kyselina lipoova
rychle do krevni plazmy. U erytrocytt jsou dle nékterych studii ur¢ité koncentrace kyseliny

lipoové schopné vyvolat i jejich programovanou buné¢nou smrt — eryptozu.

Hlavnim cilem této prace je proverit ucinky kyseliny lipoové na krevni buiiky,
piredevSim erytrocyty, a zjistit, jaké koncentrace kyseliny lipoové jsou pro né jiz toxické.
V navaznosti na vysledky ptedchozi diplomové prace potom zhodnotit, zda jsou zjiSténé
protinadorové koncentrace z hlediska vlivu na krevni buiiky bezpec¢né. DalSim cilem bylo
pokusit se zméfit hladiny volné kyseliny lipoové v plazmé a erytrocytech po suplementaci

davkou béznou pfti 1écbeé diabetu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 KYSELINA LIPOOVA

1.1.1 Zakladni informace

Kyselina lipoova, nebo také thiooktova, je heterocyklicka, osmiuhlikata sloucenina,
ktera ve svém cyklu obsahuje dva atomy siry a jedno chiralni centrum na uhliku C3, diky
némuz muze tvofit dva optické izomery, R-lipoovou a S-lipoovou kyselinu. R-lipoova
kyselina tvofi hlavni podil biologicky aktivni formy kyseliny lipoové. Pro terapeutické tcely

se vétsinou vyuziva racemicka smés S- a R-izomeru [1, 2].

Kyselina lipoova se mize vyskytovat bud’ v oxidované formé jako kyselina a-lipoova
(nebo pouze lipoova, LA), nebo v redukované formé jako kyselina dihydrolipoova (DHLA),
ktera obsahuje dvé thiolové skupiny -SH (obrazek 1). Piedevsim dihydrolipoova, ale ¢aste¢né
i lipoova kyselina, je vyznamny antioxidant, ktery reaguje s reaktivnimi formami kysliku.
Kromé¢ svych antioxidacnich vlastnosti pusobi kyselina lipoova také antimutagenné

a antikarcinogenné [1, 2].

S—S

WA a-Lipoova kyselina (LA)
COOH

Oxidovana

SH SH

k)*\/\/\ Dihydrolipoova kyselina (DHLA)
COOH

Redukovana

S—S T
” N Lipoyllysin

\/\/\rCOOH

NH;

Obrazek 1: Kyselina lipoova, dihydrolipoova a lipoyllysin [upraveno podle 2]
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Kyselina lipoovéa je ptfitomna ve vSech druzich eukaryotickych i prokaryotickych
bunék. R-lipoovou kyselinu miizeme ziskat zrostlinnych a zivoc¢iSnych tkani, kde
se vyskytuje prirozené, avSak ne ptili§ hojné. R-forma LA vznika endogenné pii oxidativni
dekarboxylaci a-ketokyselin. Detekovana mize byt ve vazbé na proteiny, naptiklad ve forme

lipoyllysinu (obrazek 1), volna byva detekovatelna pouze po terapeutické aplikaci [1, 3, 4].

Clovék dokaze ve velmi malém mnozZstvi syntetizovat LA de novo z mastnych kyselin
a cysteinu, ktery obsahuje siru. Je to vSak velmi malé mnozstvi, takze hlavnim zdrojem LA
musi byt potrava. Nejvyznamnéj$i rostlinné zdroje LA jsou Spenat, brokolice a rajcata,
ze zivo¢iSnych tkani jsou nejbohat§imi zdroji ledviny, jatra a srdce. Pokud je LA pfijimana
V potrave, hromadi se V nékterych tkénich a pomoci mitochondridlni
dihydrolipoamiddehydrogenazy je jeji znacna ¢ast prevedena na DHLA. Mechanismy redukce

LA jsou vysoce tkanove specifické [1, 2, 3, 4].

Kyselina lipoova byla poprvé objevena po roce 1940 jako rastovy faktor nékterych
mikroorganismi a bylo také prokazano, Ze ji mikroorganismy potiebuji k oxidaci pyruvatu.
Ale az v roce 1951 byla Lesterem Reedem a jeho kolegy prvné vyizolovana z hovézich jater

a nasledné chemicky identifikovana jako 1,2-dithiolan-3-pentanova kyselina [5, 6].

V pevném skupenstvi je to relativné stabilni latka zluté barvy, ale ma pomérné nizky
bod tani, 47,5 °C. Pokud je rozpusSténa v neutralnim roztoku, tak pti zahtati nad bod tani nebo
pii vystaveni svételnému zateni polymeruje. Kyselina lipoova ma jak hydrofilni, tak

hydrofobni vlastnosti a je rozpustna ve vodé i v tucich [1, 2].

Vyskytuje se u rostlin azvifat v bunénych membranach i v cytosolu.
V mitochondriich byla nalezena vazana na podjednotku E2 a piisobi zde jako koenzym
pro mitochondrialni  bioenergetick¢é  enzymy, jako  jsou  pyruvatdehydrogenaza
a o-ketoglutaratdehydrogenaza. Je schopna prostupovat ptes hematoencefalickou bariéru a jeji
bunéény transport je pravdépodobné umoznén vice riiznymi systémy. Redukce LA na DHLA
je v bunikach provadéna pomoci nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) fidicich

enzymu, thioredoxinreduktaz, lipoamiddehydrogenaz a glutathionreduktaz [1, 2, 3, 5].

U lidi se LA podili na tvorbé energie tim, Ze je soucasti n€kolika dehydrogenaz
2-oxokyselin. Amidovou vazbou je R-izomer LA vazan na lysinové zbytky multienzymového
komplexu dehydrogenaz 2-oxokyselin a plisobi jako kofaktor. LA vaZe a pfendsi acylové

skupiny v radmci enzymového komplexu, pficemz se LA redukuje na DHLA, ktera je nasledné
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reoxidovana pomoci lipoamiddehydrogendz. Pfitomto procesu se tvoii jest¢ redukovany
nikotinamidadenindinukleotid (NADH). LA a DHLA mohou pusobit jako redoxni par
pienasejici elektrony ze substratu dehydrogenazy na NAD" [6, 7].

1.1.2 Metabolismus kyseliny lipoové

Je prokazano, ze metabolismus LA a DHLA je pomérné rychly. Po poziti probéhne
transport z gastrointestinalniho traktu do krevni plazmy, ktery je nasledovan zhruba stejné
rychlym clearance, €ili o¢isténim plazmy od LA, coZ je zptsobeno rychlym vychytavanim LA
tkanémi, glomeruldrni filtraci a vyluCovanim ledvinami. Organy, které LA vychytavaji
a ve kterych se docasné hromadi, jsou naptiklad jatra, mozek, srdce a kosterni svaly. Primarné
je LA metabolizovana v jatrech procesem mitochondrialni 3-oxidace. Bylo nalezeno celkem
12 jejich metaboliti. Cirkulujici metabolity jsou podrobeny redukci 1,2-dithiolanového kruhu
a nasledné probiha S-methylace. Jako hlavni metabolity kyseliny lipoové byly stanoveny
kyselina bisnorlipoova, kyselina tetranorlipoova, kyselina B-hydroxy-bisnorlipoova a bis-
methylované merkaptoderivaty téchto sloucenin (obrazek 2). VSechny tyto metabolity jsou

nasledné vylucovany pievazné moéi [1, 2, 7, 8].
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S - ﬂm:> 6.8-bismethylthio-oktanova kyselina
2 2 COOH
COOH
COOH
(\(\/\/ I /Y\/
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CH; CH;
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Obrazek 2: Nejcastéjsi metabolity kyseliny lipoové [upraveno podle 7]
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1.1.3 Antioxida¢ni vlastnosti kyseliny lipoové

Vsechny aerobni organismy ke svému pieziti potfebuji molekularni kyslik. Ten je
béhem normélniho metabolismu v mitochondriich, peroxisomech a rtiznych enzymovych
systémech casteén¢ redukovan na superoxidovy aniont a peroxid vodiku. Peroxid vodiku
je sice slabsi oxida¢ni ¢inidlo nez superoxidovy aniont, ale mohou se z n¢ho pak tvofit
reaktivnéjsi a toxické metabolity kysliku, jako jsou naptiklad kyselina chlornd a hydroxylovy
radikdl. Tyto latky nazyvame reaktivni formy kysliku (ROS). Reaktivni formy dusiku (RNS)
jsou toxické oxidaéni latky, které vznikaji z oxidu dusnatého pii jeho zvysené tvorbé. Nékteré
znich se tvofi reakci radikdlu oxidu dusnatého se superoxidovym aniontem nebo

molekularnim kyslikem. Jsou to naptiklad peroxynitrit, nitroxyl a oxid dusicity [8].

Vysoké hladiny ROS a RNS mohou poskozovat bunécné makromolekuly, jako jsou
lipidy, proteiny a DNA. Mohou se zapojovat do patogeneze a progrese chronickych
zanétlivych onemocnéni, aterosklerdzy, rakoviny, diabetu a procesu starnuti. Proti u¢inkiim
volnych radikali piisobi antioxidani obranny systém, do kterého patii enzymatické lapace —
superoxiddismutdsa, kataldza, glutathionperoxiddza, a neenzymatické nizkomolekularni
latky — glutathion a thioredoxin. Oxidacni stres je tedy jakasi nerovnovaha mezi produkci

oxida¢nich ¢inidel a antioxida¢ni kapacitou buriky [8].

Kyselina lipoova a dihydrolipoova pusobi jako silny redoxni par s redoxnim
potencialem -320 mV. Tento potencial mé nizsi hodnotu nez redoxni potencial paru glutathion
a oxidovany glutathion, ktery ma hodnotu -240 mV. Z toho vyplyva, ze DHLA je silnéj$im
redukénim ¢inidlem nez glutathion a vice chrani pred oxidativnim poskozenim. Antioxidacni
G¢inky maji obé formy kyseliny lipoové, oxidovana i redukovana. Ué&inngjsi neZ ostatni
antioxidanty je LA také proto, ze na rozdil od nich je rozpustna jak ve vodg, tak v tucich, coz
je jeji jedine¢na vlastnost. Béhem zhaseni volnych radikali neni DHLA znicena, jak se tomu
stava naptiklad u kyseliny askorbové, ale mlze byt recyklovdna z LA. Diky vSem témto

vlastnostem ji miizeme nazyvat ,,univerzalnim antioxidantem* [2, 6].

Kyselina lipoova se vyuziva jako G¢inny terapeuticky antioxidant. Po poziti je snadno
vsttebana do bun¢k a tkani a mize zde pusobit ve vodném prostiedi i v prostiedi lipidovych
membran, na rozdil od vitaminu C, ktery projevuje své antioxida¢ni vlastnosti pouze
ve vodném prostiedi, a vitaminu E, ktery naopak pouze v tucich. Dale ma LA nizkou toxicitu
a je také schopna interakce s jinymi antioxidanty. Napfiklad endogenni antioxidanty jako

je glutathion a vitaminy C a E je schopna regenerovat. Vitamin E mize byt regenerovan
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pfimou cestou nebo nepiimo pies vitamin C nebo koenzym QI10, ktery je také zpétné
redukovan za ucasti LA. U glutathionu navic LA zvySuje jeho intracelularni hodnoty tim,
ze indukuje vychytavani cysteinu (obrazek 3). Glutathion ke své syntéze totiz potiebuje siru,
kterou obsahuje pravé cystein. V extracelularnim prostoru DHLA redukuje cystin na cystein,

ktery poté prostoupi do buné€k a ucastni se syntézy glutathionu [1, 8, 9].
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Obrazek 3: Hlavni cesty pfemény redoxniho paru LA/DHLA [upraveno podle 2]

LA mtze ve své oxidované i redukované form¢ ptimo vychytavat a zhaset reaktivni
formy kysliku i dusiku. LA pisobi proti hydroxylovym radikalim, kyselin¢ chlorné nebo
singletovému kysliku, DHLA ma silnéjsi antioxida¢ni vlastnosti a plisobi proti peroxidovym
a peroxylovym radikaliim, ¢imz brani peroxidaci proteint. Je zajimavé, ze pfimo na peroxid
vodiku neptisobi ani jedna forma LA. Suplementace kyselinou lipoovou snizuje oxida¢ni stres

a obnovuje snizené hladiny ostatnich antioxidantu [1, 2, 8].

In vitro byly vSak nalezeny i prooxida¢ni vlastnosti kyseliny lipoové. NejspiSe obé
formy, LA i DHLA, reaguji s volnym nebo hemovym Zelezem. DHLA pii pomérné nizké
koncentraci je schopna urychlit produkci na zelezu zavislych hydroxylovych radikalt
a peroxidaci lipida v lipozomech. Dé&je se to pravddpodobné proto, Ze redukuje Fe** ionty
na Fe**. Tento prooxidaéni proces miize byt inhibovan LA. Kromé redukénich wginki
na ionty Zeleza je DHLA schopna generovat i volné radikaly obsahujici siru, které mohou

nasledné poskozovat ur¢ité proteiny. Je vSak mozné, Ze tyto jednoelektronové redukce
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ptechodnych kovil nastavaji neptimo pii reakcich, kdy se DHLA podili na recyklaci jinych
antioxidantu, naptiklad kyseliny askorbové [8, 10].

1.1.4 Chelataéni vlastnosti kyseliny lipoové

Mezi dal§i vyznamné ucinky kyseliny lipoové patii jeji chelata¢ni vlastnosti.
V roztocich tvofi stabilni komplexy s pfechodnymi kovy. Vaze dvojmocné ionty toxickych
tézkych kovl invivo iin vitro. Naptiklad pii otravé kadmiem nebo rtuti jim LA brani
ve tvorbé volnych radikald. R-izomer a racemicka smés LA jsou ve tvorbé chelatovych

komplexti u¢innéjsi nez S-izomer [2, 9, 10].

Opét existuje rozdil mezi oxidovanou a redukovanou formou kyseliny lipoové,
LA tvoii stabilni komplexy piednostng s ionty Mn?*, Cu®*, Zn**, Pb*" a Fe?*, ale Fe** vazat
nemiize. DHLA naopak vaze Fe?* i Fe** | komplex s Fe** je vyrazné stabiln&jsi. Jako dalsi
chelatuje jesté Cu®*, Zn®*, Pb*" a Hg?*. DHLA pomaha pisobit proti rozvoji Alzheimerovy
choroby, kdyz v mozku chelatuje ionty médi a Zeleza a tim snizuje poSkozeni zpusobované
volnymi radikaly. DHLA obecné tvotfi komplexy s pfechodnymi kovy v prostiedich, kde

se tyto kovy akumuluji, a zmiriuje tak radikalové reakce jimi katalyzované [7, 8, 9, 10].

1.1.5 U¢inek kyseliny lipoové na metabolismus glukézy

Pfi Spatn¢ léCeném diabetu dochazi k hyperglykémii, kterd nasledné zpilisobuje
oxidacni stres, pii némz dochazi k nadmérnému uvoliovani volnych kyslikovych radikala
vV mitochondriich. Volné kyslikové radikaly potom aktivuji rizné intracelularni cesty vedouci

k neuronalnimu a endotelialnimu poskozeni [1].

Bylo také prokazano, Ze nadmérny oxida¢ni stres v endotelialnich buiikach zvysuje
urovné prozanétlivych cytokind, jako je interleukin-1f atumor nekrotizujici faktor a,

a zprostiedkovava tak degradaci inzulinovych receptort [1].

Kyselina lipoova ma schopnost snizovat zvysené hladiny glukézy u zvifecich modelti
i u lidi s onemocnénim diabetes mellitus druhého typu, kdy puisobi proti inzulinové rezistenci
a zlepSuje metabolismus gluk6zy na periferiich. LA totiz zlepSuje vychytavani glukozy

svalovymi tkdnémi, obéma druhy — citlivymi na inzulin i diabetickymi inzulin-rezistentnimi
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svalovymi tkanémi. Zvyseni ptijmu glukézy je doprovazeno rychlou translokaci glukézovych
transportérd GLUT4, nachazejicich se v kosternim svalstvu, 2z vnitini membrany
do plazmatické membrany. Transportéry GLUT4 pak ve zvySené mife vychytavaji glukézu

a snizuji tim jeji koncentraci v krvi (obrazek 4) [1, 2, 6, 8].

Terapeuticky poddavana LA ma podobné ucinky jako inzulin, tudiz ma za nasledek
zvyseni fosforylace tyrosinu na inzulinovém receptoru. Ovlivnéni inzulinovych signalnich

drah tak mize probihat bud’ pfimo, nebo neptimo pies indukei intracelularnich ROS [2].
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Obrazek 4: Schéma vychytavani glukozy transportérem GLUT4 po jeho aktivaci inzulinem [upraveno podle 11]

V kultufe bunék citlivych na inzulin, které byly kultivovany s 2,5 mmol/l LA,
stimulovala LA snizeni hladin gluk6zy aktivaci inzulinové signilni drahy a naslednym
vychytdvanim glukézy. Existuje nckolik dikazi, ze inzulinova signdlni draha je senzitivni
na intracelularni redoxni stav a Ze oxidace dilezitych thiolovych skupin nachazejicich
se V B-podjednotce inzulinového receptoru mulze =zapfiCinit zvySeni jeho wvnitini
tyrosinkindzové aktivity a tim aktivovat inzulinovou signalni drdhu. Kyselina lipoova
je schopna vyvolat zménu intracelularniho redoxniho stavu bunky a pravdépodobné by mohla
plsobit 1 na oxidaci dilezitych thiolovych skupin, coZ je podle nckterych studii jeden

z moznych zptsobu, jak LA reguluje vychytavani glukozy [8].
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Kyselina lipoova ma také vliv na acetylkoenzym A (acetyl-CoA) a koenzym A,
protoze je schopna je redukovat. Redukci dojde ke snizeni piisunu acetylu-CoA
do citratového cyklu a naslednému snizeni tvorby kyseliny citronové. Kyselina citronova
pusobi jako inhibitor fosfofruktokinazy, ktera se podili na glykolyze. Ve vysledku pak snizeni
acetylu-CoA pusobi stimulacné na proces glykolyzy. Navic nizké koncentrace acetylu-CoA

vedou i K inhibici glukoneogeneze, protoze acetyl-CoA neaktivuje enzym pyruvatkarboxylazu

[6].

Diky tomu, Ze kyselina lipoova zvySuje vyuziti glukozy a zlepSuje glykemickou
kontrolu, ma také kli¢ovou ulohu v detoxika¢nich mechanismech, které se odehravaji
Vv jatrech. Kyselinu lipoovou mizeme kvtli jejim u¢inkiim, které¢ napodobuji t€inky inzulinu,

nazyvat jako inzulin-mimetické ¢inidlo [1, 2].
Ruzné moznosti ptisobeni redoxniho paru LA a DHLA v organismu jsou shrnuty

na obrazku 5.

regenerace jinych antioxidanti
(vitamin C, E. glutathion)

tvorba chelatovych th?j::;lll’ volnych
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Dihydrolipoova
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aktivace transportéra
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Obrazek 5: Shrnuti funkci kyseliny lipoové [upraveno podle 6]
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1.2 KYSELINA LIPOOVA A ERYTROCYTY

1.2.1 Role erytrocyta v redukci kyseliny lipoové

Po oralnim podani se kyselina lipoova dostava do krevniho feciste, kde mize ptsobit
na erytrocyty, lymfocyty, trombocyty a dalsi slozky krve. Erytrocyty pfijimaji a redukuji
exogenni LA na DHLA pomoci gluk6zového metabolismu. Vznikla DHLA je uvolnéna zpét
do extracelularniho prostoru. Redukce je zavisla na pritomnosti glukézy, kdyz vsak byla LA

testovana pouze s glukozou bez piitomnosti erytrocytil, redukce nenastala [2, 12].

Kromé metabolismu glukézy je redukce jesté zavisla na pritomnosti NADPH, nikoliv
vSak NADH — jeho mnozstvi neni redukci nijak ovlivnéno. NADPH se ziskdva z pentézového
cyklu. Tato zavislost byla prokazana testovanim erytrocytd ¢lovéka s geneticky podminénym
deficitem gluké6za-6-fosfatdehydrogenazy. Deficit glukdza-6-fosfatdehydrogenazy nasledné
zpusobuje nedostate¢nou tvorbu NADPH. Erytrocyty stouto poruchou nebyly schopné
redukovat kyselinu lipoovou. Protoze erytrocyty nemohou tvofit NADPH z 2-deoxy-D-
glukdzy, nemtize byt glukdza 2-deoxy-D-glukdzou nahrazena [12, 13].

Dalsimi latkami, které inhibuji redukci LA na DHLA, jsou dehydroepiandrosteron,
specificky inhibitor glukéza-6-fosfatdehydrogenazy, a mitomycin C, membranové propustny
inhibitor flavoproteinreduktaz. Naopak katalyzovana muze byt redukce exogenni LA
glutathionreduktazou a flavoproteindehydrogenazou. Zajimavym zjisténim je, ze pokud
je vsystému bez bunék LA inkubovana s glutathionreduktazou, vyizolovanou z lidskych
erytrocytu, K redukci LA na DHLA dochazi. Lipoamiddehydrogenaza redukuje LA mnohem
ucinnéji nez glutathionreduktaza, ackoliv se V erytrocytech nachazi pouze V nizkych
koncentracich, protoZe erytrocyty jiz neobsahuji mitochondrie. Lipoamiddehydrogenaza

je velmi specificka pro R-izomer LA [12, 13].

Jiné studie tvrdi, ze pokud jsou v Krvi pfitomny oba izomery LA Vv asi stejné nizké
koncentraci, je S-izoforma redukovana asi 0 40 — 50 % efektivnéji nez R-forma. Tento rozdil
bude pravdépodobné zplsoben tim, Ze na redukci se podili rizné enzymy.
Kromé glutathionreduktazy a lipoamiddehydrogenazy to miize byt jesté thioredoxinreduktaza.
Pokud je tedy rychleji redukovan S-izomer LA, je to z divodu plisobeni glutathionreduktazy
[2, 13].

DHLA je schopna se zpét reoxidovat na LA. Pfi inkubaci erytrocyti a LA dosahne
mnozstvi DHLA ustéleného stavu asi po 2 hodinidch a dile uz se jeji mnozstvi nezvySuje
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z dGvodu spontanni zpétné oxidace na LA. Volny hemoglobin vSak dokaze DHLA velmi
rychle reoxidovat také, takze je obtizné pii¢inu reoxidace blize urCit. Je prokazano,
ze exogenni DHLA jako vyznamné redukéni €inidlo brani oxidacnimu poskozeni membran
ataké lipoproteinii o nizké hustoté. Dale spolupracuje s vitaminem E piiochrané srdce
pred ischemickym poskozenim, brani peroxidaci lipida a spotiebé vitaminu E. Ob¢ formy, LA
i DHLA, chrani erytrocyty proti hemolyze indukované peroxylovymi radikaly. Piijem
exogenni LA a jeji redukce na DHLA za ptsobeni erytrocytti mize ptispét k ochrané lidského

krevniho fe€isté pred oxidacnim poskozenim [2, 12, 13].

1.2.2 Lidské erytrocyty jako testovaci model terapeutického efektu kyseliny

lipoové

Kyselina lipoova je jiz dlouhou dobu vyuZivdna pii 1é€bé riiznych onemocnéni.
Nejprve byla podavana pacientim s cirhdzou jater, diabetickou polyneuropatii, pii otravach
jedovatymi houbami a pfi intoxikacich tézkymi kovy. Dnes se vyuziva jako pomocné 1é¢ivo
u velkého mnozstvi onemocnéni, jako jsou diabetes, kardiovaskularni, neurodegenerativni

a autoimunitni onemocnéni. Déle je také podavana pii rakoviné a AIDS [1, 4].

Kyselina lipoova se terapeuticky podava pii diabetu jako prevence diabetické
neuropatie. Pfi diabetické neuropatii jsou postizena nervova vlakna, coZz miuZe vést
k porucham citlivosti, parestézii a bolestivosti, nejéastéji dolnich koncetin. Z téchto piiznakl

se pak muze vyvinout syndrom diabetické nohy, ktery ¢asto kon¢iva az amputaci [14, 15].

Jako jeden z faktoru, ktery piispiva k rozvoji diabetické neuropatie, byla stanovena
nedostateéna aktivita sodno-draselné pumpy (Na'/K' ATPazy), kterd je nezbytna
pro normalni fungovani svalové a nervové tkané (obrazek 6). Jako modelovy systém
k testovani vlivu LA na aktivitu Na'/K* ATPazy za zvysenych hladin glukozy byly zvoleny
lidské erytrocyty. Pfidané vysoké koncentrace glukézy maji za Gcel simulovat stav, ktery
vznika v krvi pfi diabetu. V téchto testech bylo zjisténo, ze kyselina lipoova ma schopnost
snizovat peroxidaci a glykosylaci lipidi a zvySovat aktivitu Na*/K* ATP4zy a Ca** ATPazy
u cervenych krvinek, které jsou vystaveny vysSim koncentracim glukézy. Glukoéza ma tedy
schopnost snizovat aktivitu Na*/K* ATPazy a Ca®* ATPazy v membranach erytrocytd a LA
je schopna toto snizeni vyrazné blokovat [14, 15, 16].
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Vysoké koncentrace glukézy v krvi mohou kromé inhibice ATPaz vést
I k oxida¢nimu stresu kvili produkci kyslikovych radikald z autooxidace glukozy a glykace
proteini. Kromé toho, ze LA stimuluje spotfebu glukdézy Cervenymi krvinkami, tak jesté
snizuje hladiny glykovaného hemoglobinu v erytrocytech. Pfi neenzymatické glykaci
hemoglobinu hraji uréitou roli peroxidované lipidy, jejichz hladiny LA snizuje a tim ¢aste¢né
inhibuje glykaci hemoglobinu. Tyto G¢inky LA vsak byly zaznamenany pouze u erytrocytu,
na které pusobily vysoké koncentrace gluk6zy. U normalnich erytrocytd nebylo tolik zmén
detekovano, ale stimulace spotieby glukdzy samoziejmé nastala. Z tohoto zjisténi vyplyva,
ze by LA mohla byt potencialné schopna zpomalit ¢i inhibovat rozvoj diabetické neuropatie

[14, 16].
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Obrazek 6: Schéma Na+/K+ ATPazy [upraveno podle 17]

Pii pusobeni nékterych xenobiotickych chemikalii dochazi k rychlé oxidaci
hemoglobinu a vznika toxicky methemoglobin, ktery neni schopny transportovat kyslik.
To nastdva kvili zméné oxida¢niho stavu molekuly zeleza. Té€lo takto rychle vytvofeny
methemoglobin neni schopné samo odbourat, a proto byl testovan i vliv kyseliny lipoové,
dihydrolipoové a jinych antioxidantii na methemoglobin. U LA nebyly nalezeny viibec zadné
pozitivni u¢inky, u DHLA ale alesponi ¢aste¢né ano. DHLA je schopna zpomalit tvorbu
methemoglobinu, ale jakmile je jiz methemoglobin vytvofeny, tak pfijeho odbouravani

uc¢inna neni [18].
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1.2.3 Vliv kyseliny lipoové na eryptozu

Jako eryptozu oznacujeme samovolnou, programovanou smrt erytrocytii. Cely proces
je podobny apoptoze, programované bunééné smrti jadernych bunék. Erytrocyty se smrst'uji,
jejich membrana méni tvar, tvoii rizné zahyby a fosfolipidy se z ni postupné vysouvaji
na bunéény povrch. Proces eryptéozy je regulovan fadou kinaz, napiiklad cyklickou
guanosinmonofosfat dependentni proteinkindzou typu I, adenosinmonofosfat aktivovanou

kinazou a Janusovou kinazou 3 [19, 20].

Vlastni eryptdéza byva spusténa zvySenou cytosolickou aktivitou iontl Ca®, které
do bunky mohou vstoupit pfes Ca* propustné kationtové kanaly aktivované
prostaglandinem E,. lonty Ca®" aktivuji cysteinovou endopeptidazu calpain, coZ je enzym,
ktery degraduje proteiny v cytoskeletu a zplsobi tak naslednou ztritu normalniho tvaru
bun&éné membrany. Dal§im piisobenim Ca®* jsou z krvinek vyluGovény ionty K+ a CI™. Ztrata
intracelularniho KCl1 je nasledovana uvolnénim vody, ktera je potiebna k udrzeni tvaru buriky,

a erytrocyty se tudiz smrsti [19, 20].

Citlivost bunénych membran na puasobeni Ca®* je zesilena jesté ceramidem, ktery
stimuluje eryptozu podobné. Ceramid miize byt vyluCovan ze sfingomyelinu bunécné
membrany enzymem sfingomyelinazou, kterou mohou produkovat bud’ piimo erytrocyty,
nebo je uvolnéna v plazmé a pisobi zvenci. Rozpadlé erytrocyty jsou rychle odstrafiovany
z cirkulujici  krve tim, Zejsou pohlcovany a degradovdny pomoci makrofagu.
Ca’" indukovana eryptoza ke svému priibdhu nepotiebuje aktivaci kaspaz, které jsou potiebné
piiapoptoze. Eryptdoza mize byt vyvolana osmotickym Sokem, oxidacnim stresem a jim
zpusobenym poskozenim membrany, hypertermii, ohromnym mnoZstvim malych molekul,

anebo ubytkem energie, ktery je alespon ¢aste¢né ovlivnén aktivaci proteinkinazy C [19, 20].

Siln€ inhibovat eryptéozu miize oxid dusnaty, ktery zpiisobuje ¢aste€nou rezistenci
erytrocytil na eryptotické podnéty vyvolané ionty Ca**. Dale eryptozu inhibuji katecholaminy
atada dalsich latek. Erytropoetin ji ¢aste¢né inhibuje tim, 2ze brani prostupu
Ca’* pies kationtové kanaly. Ale pokud jsou erytrocyty vystaveny vysokym koncentracim
erytropoetinu, jsou potom naopak na eryptotické podnéty obzvlasté citlivé. Pokud probiha
zrychlena eryptoza, ktera se vyskytuje u mnoha onemocnéni, byva kompenzovana zvySenou
erytropoézou. Pokud neni tato kompenzace dostate¢nd, miZe se vyvinout zdvazna anémie.
Jiny problém miZe nastat, kdyZ eryptotické erytrocyty adheruji k cévnim sténam, aktivuji

srazeni krve a poskodi tak mikrocirkulaci [19].
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Kyselina lipoovd ma antioxida¢ni i oxidacni aktivitu, diky niz je schopnd vyvolavat
apoptézu u mnoha druhii bunék. Apoptoézu indukuje tim, Ze vyvolava vznik oxida¢niho stresu
a naslednou aktivaci kaspaz. Kvili svym proapoptickym G¢inkim byla LA navrzena jako
mozna latka k 1é¢bé rakoviny, aby vyvolavala apoptozu jadernych nadorovych bungk.
Vyvstala vSak zasadni otdzka, totiz pokud LA dokaze aktivovat apoptozu, tak jestli

nestimuluje také vznik eryptdzy u erytrocytd [21].

Studie Bhavsara a kolektivu ukazala, ze kyselina lipoova je skutecné schopna eryptozu
aktivovat. Je vSak zajimavé, ze pfi oxida¢nim stresu je naopak schopna proti eryptdze ptisobit
[21].

LA ma schopnost v cytosolu stimulovat zvySeni koncentrace iontt Ca®, které jsou
hlavnim spoustéem eryptdzy. Erytrocyty se nasledné zacnou V dusledku iontovych zmén
smr§tovat a odhalovat fosfatidylserin na povrchu bun€k. Fosfatidylserin oznacuje burky,
které maji byt pohlceny makrofagy. Statisticky vyznamné koncentrace LA, kdy byla
po 48 hodinové inkubaci zaznamenana vyrazna zména ve velikosti bunék — erytrocyty
se zmensily, byly jiz 20 umol/l a vyssi. Cervené krvinky ale reaguji smr$ténim i na vy&erpani
hladin gluk6zy v kultivaénim médiu, coZ pii 48 hodinové inkubaci béZné¢ nastava. Bylo vSak
prokazano, ze LA ma schopnost tento efekt zesilit a K vyznamnému zesileni dochazi pravé

piitomnosti LA jiz o koncentraci 20 umol/l a vice [21].

LA je také schopna zvySovat tvorbu ceramidu a snizovat koncentraci
adenosintrifosfatu (ATP) v erytrocytech. Po 48 hodinové inkubaci LA o koncentraci
50 umol/l vyznamné zvysila tvorbu ceramidu. Statisticky vyznamny pokles bunééného ATP
nastal piiinkubaci s LA 0 koncentraci 75 pmol/l po dobu 48 hodin. V dusledku spotieby

bunééné energie krvinek ztratou ATP se eryptoza muze také aktivovat [21].

V zavislosti na téchto vysledcich by se dle autord studie mélo zvazit, pti kterych
onemocnénich miize byt kyselina lipoova terapeuticky podavana. U¢inky LA na eryptozu jsou
slabé a u zdravych jedinci se mohou projevit pouze pti jejich pomérné vysokych davkach.
Avsak nékterymi onemocnénimi nebo podavanim nékterych druhli xenobiotik by mohl byt
tento GCinek zesilen. Ur¢ité by se tedy jeji podavani mélo zvazit u pacientd, ktefi trpi vaznymi
hematologickymi onemocnénimi, kterd rovnéz zpisobuji pokles erytrocytii. Dale také
U podavani proeryptotickych xenobiotik. U téchto stavii by ndsledné¢ mohla vzniknout tézka

anémie [21].
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1.2.4 Hladiny kyseliny lipoové v erytrocytech

Kyselina lipoova je ¢asto podavana K terapeutickym uceliim, z tohoto diivodu by mélo
byt objasnéno, jak moc a za jakou dobu je LA po peroralnim, pfipadné i intraven6znim,
podani distribuovana v krevni plazmé a také v erytrocytech, mimo jiné také jaké mnozstvi

exogenni LA prochézi skrz erytrocytarni membranu.

Amenta a kol. ve své studii sledovali distribuci kyseliny lipoové po peroralnim podani
600 mg LA vraznych tabletovych formach. Primérné maximalni koncentrace kyseliny
lipoové v plazmé se v této studii pohybovaly v rozmezi 1266,2 — 2290,5 ng/g. Koncentrace
stanovené v erytrocytech byly oproti tomu vyrazné nizsi, pohybovaly se V rozmezi 45,1 —
66,5 ng/g. Casy, kdy koncentrace LA dostdhla maxima, byly v erytrocytech pf¥imo umérné
Casiim v plazmé, cozZ je pomérné piekvapivé zjisténi. Jejich primérné hodnoty se pohybovaly
od 34 do 180 minut, ale stim, ze hodnota 34 minut byla u ptipravku se zvySenou mirou
vstiebavani a 180 minut naopak u lé¢iva s prodlouZzenym uvoliiovanim. U klasickych forem
LA to bylo asi 1 az 1,5 hodiny. Tato studie ukazuje, zZe kinetika LA je mnohem vyrazng&jsi

Vv krevni plazmé nez v bunkach [22].
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1.3 STANOVENI KYSELINY LIPOOVE

1.3.1 Metody stanoveni

Po podani kyseliny lipoové se daji stanovit jeji suplementované hladiny v krevni
plazmé i ve tkanich. Existuje pouze malo jednoduchych a spolehlivych metod, kterymi
by se dala LA a DHLA pfesn¢ kvantifikovat. LA mtze byt stanovena mikrobiologickou
technikou, kdy se vlastni stanoveni provadi po hydrolyze amidové vazby lipoyllysinu.
V diivéjsi dob€ tento hydrolyticky krok obsahovaly vSechny metody stanoveni LA.
Mikrobiologické stanoveni je namahavé a Casov€ ndarocné kvuli kultivaci bakteridlnich
kment, ale je zato i velice citlivé. Kolorimetrické metody analyzy se, stejné jako
mikrobiologické, provadéji po hydrolyze lipoyllysinu. Nejsou tak naro¢né, ale nejsou ani tak

citlivé a specifické, tudiz se pfi nich neda rozlisit LA a DHLA [4, 10].

Spektrofotometricky je mozné kyselinu lipoovou stanovit diky vlastnosti DHLA, ktera
ma schopnost redukovat Ellmanovo ¢inidlo, ¢ili kyselinu 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoovou.
Tato latka se po redukci zméni na jasné zluty aniont, ktery se da dobte kvantifikovat. Dalsi
metodou, kterd mulze byt vyuzita, je specifickd enzymova imunoanalyza. Tato
imunoanalyticka metoda sice nevyzaduje hydrolyzu vzorkd, ale opét neni ptili§ citliva. Navic

je ¢asov¢ narocna kvili piipravé anti-LA protilatek [10, 13].

Slibnou moznosti by mohla byt kapilarni elektroforéza s ultrafialovou detekci, ktera
vykazuje vysokou uc¢innost separace kyseliny lipoové. Musi byt ale jesté otestovana

na biologickych vzorcich [10, 23].

Stejné jako kolorimetrické metody, ani plynova chromatografie (GC) a plynova
chromatografie s hmotnostni Spektrometrii (GC/MS) nedokazi rozlisit LA a DHLA, ¢imz
je ztizena identifikace rozdild biologické aktivity oxidované aredukované formy LA,
Ale i pfes tuto nevyhodu jsou obé tyto metody velice selektivni a citlivé. Plynova
chromatografie s plamenovym fotometrickym detektorem je pro stanoveni LA mnohem
citlivéjsi nez s plamenovym ionizaénim detektorem. Metodami, které jsou na GC zalozeny,
se v biologickych vzorcich nejlépe stanovi LA ve vazbé na proteiny. Pied vlastni analyzou
probiha derivatizace vzorkd. Tyto metody jsou pravdépodobné nejvhodnéjsi pro stanoveni
celkového mnozstvi LA ve vzorku. GC/MS je vysoce u¢inna k identifikaci i ke kvantifikaci

LA, jeji nevyhodou vsak je, Ze vyzaduje naro¢né a nakladné vybaveni laboratote [10, 23].
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LA 1 DHLA mohou byt ob¢ stanoveny elektrochemicky, protoze dobie reaguji
na elektricky potencial. Pfi tomto stanoveni nemlze analyza celkové LA ve vzorku
probéhnout, pokud je LA vazana na proteiny, proto musi byt pfedtim opét hydrolyzovana,
a to kyselou, bazickou nebo enzymatickou hydrolyzou, nejlépe za nepfistupu kysliku,
aby nedoslo k poskozeni molekul LA a oxidaci DHLA [10, 23].

Dnes nejbéznéji uzivanou metodou k analyze volné kyseliny lipoové je vysokou¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC) s elektrochemickou detekci (ED), pti které zreaguje
az 100 % analytu v biologickych vzorcich. Tato metoda je selektivni i citliva a daji
se piini stanovit obé volné formy LA bez pfedchozi nutnosti derivatizace. Pomoci HPLC
s ultrafialovou nebo fluorescenéni detekci (FD) se vSak ani LA ani DHLA stanovit nedaji,
protoze v sobé neobsahuji dostate¢né silny chromofor. FD se d4 vyuzit pouze po predchozi
derivatizaci LA fluorescen¢nim ¢inidlem, potom je tato metoda dostateéné citliva. Citlivost
a selektivita vSech analyz je samoziejmé ovlivnéna naptiklad také slozenim mobilni faze,

typem pouzitého analyzatoru a materialem elektrody [10, 23].

1.3.2 Suplementace kyselinou lipoovou

Dostupné potravinové dopliiky obsahuji obvykle davky 50 — 600 mg LA. Terapeuticky
se kyselina lipoova peroralné uziva nejcastéji v davkach od 200 do 600 mg, coz je asi 1000x
vyss§i hodnota, nez je mozné ziskat z potravy. Kyselina lipoova pfijimana v potravé je vazana
na bilkoviny, na rozdil od toho je LA pfijimana v potravinovych dopliicich volna. Biologicka
dostupnost racemické smési LA je nejCastéji stanovovana po podani jedné davky LA. Doba
absorpce LA do krevni plazmy byva obvykle 0,5 — 1 hodina. Kvili kratkému biologickému
polocasu nedochdzi ani po opakovaném peroralnim podani LA k jejimu hromadéni v krevni

plazmé [7, 24, 25].

Bylo také zkoumano, jestli je n€jaky rozdil mezi dostupnosti S-lipoové a R-lipoové
kyseliny. Pokud byla racemickd smés LA poddvéana intravendzné€, nebyly V plazmé nalezeny
rozdily mezi koncentraci S- a R-izomeru LA. Po perordlnim podéani vSak rozdily nalezeny
byly, hodnoty R-LA byly vyrazné vyssi. Dalsi zajimavé informace jsou, Ze z vodného roztoku
je LA absorbovana efektivnéji nez z 1ékové formy a ze soucasny piijem potravy snizuje jeji
biologickou dostupnost. Proto je doporuovano, aby byla uZzivana alespoii 30 minut

az 1 hodinu pted jidlem, nebo 2 hodiny po jidle. LA podavana intravendzné ma samoziejmé

29



vys$si biologickou dostupnost nez LA podavand v tabletové formé, coz je pravdépodobné
zpusobeno vysokym jaternim first-pass efektem, kdy je zna¢na ¢ast LA pied vstupem do krve
odbourana v jatrech [7, 24, 25].

1.3.3 Hladiny kyseliny lipoové v krevni plazmé

Hladiny  kyseliny lipoové Vvkrevni plazmé se u  suplementovanych
I nesuplementovanych lidi ve studiich riznych autord zna¢né lisi. Singh a Jialal uvadéji,
ze pii 1écbé diabetu se nejbéznéji uziva 300 — 600 mg LA denné. Pokud pacienti pouze chtéji
podpofit svou antioxidaéni aktivitu, staci davky 20 — 50 mg denné. U zdravych jedinct se dle
nékterych autortt endogenni koncentrace kyseliny lipoové pohybuji v rozmezi 1 — 25 ng/ml,
coz v prepoctu odpovida asi koncentracim 4,85 — 121,18 nmol/l, a kyseliny dihydrolipoové
mezi 33 — 145 ng/ml, coz odpovida asi 159,96 — 702,86 nmol/l [24].

Rochette a kol. ve svém c¢lanku shrnuji, Ze nejCastéji podavané terapeutické davky
racemické LA jsou od 200 do 1800 mg denné a jeji biologicky polocas je kolem 30 minut.

Endogenni koncentrace LA v plazmé pak uvadéji mezi 15 — 20 pmol/1 [2].

Teichert a kol. ve své studii testovali 9 zdravych dobrovolniki, kterym byla peroralné
podavana jedna davka 600 mg racemické smési kyseliny lipoové po dobu 4 dni. Prvni den
vystoupala koncentrace v plazmé na svou maximalni hodnotu primérné za 30 minut.
Jeji hodnota pak byla 36,19 + 10,35 pmol/l. Ctvrty den podavani LA dosahla koncentrace
maxima jiz za 20 minut a jeji pramérné maximalni hodnoty byly 31,45+ 8,20 umol/l.

Metodou stanoveni byla HPLC/ED [26].

Moini a kol. shrnuji vysledky jinych studii, které uvadéji po jednorazovém peroralnim
podéni 200 mg LA hodnotu 3,1 +1,5 pmol/l a po podani 600 mg LA 13,7 + 8,2 pmol/l.
U intravendzniho podani 200 mg LA byla stanovena jeji nasledna koncentrace v plazmé
40,3 £ 11,3 umol/l. Primérny biologicky poloc¢as vzdy odpovidal opét zhruba 30 minutam.
U diabetickych pacientt byly dokonce nalezeny hladiny 100 — 200 umol/l po intravenéznim
podani 600 mg LA [8].

Carlson a kol. ve své studii métili plazmatické koncentrace R-lipoové kyseliny, ktera
byla perordlné podana 12 dobrovolnikim ve formé jeji sodné soli. Méfeni koncentraci LA

opét probihalo metodou HPLC/ED. Po podani 600 mg R-LA byly naméfeny nejvyssi
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plazmatické koncentrace v pruméru za 14 minut. Primérné koncentrace V plazmé byly
16 + 6,32 pg/ml, coz odpovidd asi koncentracim 77,56 + 30,63 umol/l. Na zaklad¢ svych
vyzkumti dospél kolektiv autorti k zavéru, ze neni vhodné k terapeutickym Gcelim pouzivat
pouze R-izomer LA, ale je opravdu vhodnéjsi podavat jeji racemickou smés. Samostatné
podavand R-LA je méné biologicky dostupnd nez R-LA obsazenia v racemické smési.
Ve formé¢ sodné soli je ale naopak mnohem biologicky dostupnéj$i nez v racemické smési.
Autofi proto také usuzuji, ze S-LA mulze vykonavat funkci kompetitivniho inhibitoru
pti absorpci R-LA [27].

Na zéakladé n¢kolika studii soucasnych autort pak bylo v této praci jesté shrnuti
terapeutickych ucinki kyseliny lipoové. Terapeutické tcinky 600 mg racemické smési LA
jsou aktivovany maximalni plazmatickou koncentraci odpovidajici 4 — 5 pg/ml (to je asi 20 —
25 umol/l), vyznamnéjSich terapeutickych vysledkii se da dosahnout pii koncentraci
ptirodniho R-LA izomeru v plazmé 0 hodnotach 10 — 20 ug/ml (v pfepoctu je to asi 50 —
100 umol/l). Horni hranice plazmatické koncentrace LA, kdy se jeji davka da jesté povazovat
za terapeutickou, pak byla autory stanovena asi na 50 ug/ml (¢emuz odpovida hodnota
250 umol/1) [27].

Chen a kol. vyuzili spojeni technik HPLC/MS s ionizaci elektrosprejem. Stanovovali
hladiny LA v krevni plazm¢ 10 zdravych darci po peroralni suplementaci jednou davkou
600 mg LA. Koncentrace dosahly svého maxima v praméru za 65 minut a jejich hodnota byla
primérné 3,31 + 0,87 ug/ml. Tato hodnota v pfepoctu odpovida koncentraci 16 + 4,2 umol/l
[28].

Sir§i prehled hladin kyseliny lipoové v krevni plazmé s metodami stanoveni

je znazornén v tabulce 1.
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Tabulka 1: Ptehled metod stanoveni a hladin kyseliny lipoové v lidské plazmé

LOD/LOQ

Metoda Detekce (nmol/l) Hladiny Suplementace Ref.

HPLC FD 2,4/- - - 29

HPLC ED -/22,0 < 4,9 nmol/l - 30

HPLC ED 4,9/- 4,9 -121,0 nmol/l - 31

HPLC ED 2,4/14,5 143,0 - 197,0 nmol/l - 32

HPLC ED 1,0/4,8 - - 33

- - - 4,0 —100,0 nmol/l - 34

HPLC MS/MS -/119 nedetekovano - 35
48,0 + 28,9 umol/l

Spektrofotometrie - - ggllbik;fi)czmol 1 - 36
(M, F nekufaci)

HPLC FD 30,0/100,0 M: 2,23 + 0,9 umol/l 120 mg, p.o. 37

HPLC MS 9,7/24,2 12,6 — 21,8 umol/l 600 mg, p.o. 28

HPLC MS -/921,5 M, F: 33,3+ 6,3 umol/l  Rac, 600 mg, p.o. 38,39
';Algszizzzs% umoll T 200mg, p.o.

HPLC FD 9,69/72,71 ';’:':111%;14:2?93“m01 | Ri300mgpo. 40
317273:1271‘; umoll v 600mg, p.o.
!:L;,l(’)s:l]é],-éspmol/l 5i 200mg, p.c.

HPLC FD 9,69/72,71 2/:':6?(’)5:112535me1 | S:300mg, po. 40
Ny umott >+ 600ma. po.
M, F: 3,1+ 1,5 umol/l Rac, 200 mg, p.o.

HPLC D49 ML F 4035 113 umoll Rec, 200mg. 1y, ®
M, F: 100 — 200 umol/l  Rac, 600 mg i.v.

LOD — mez detekce; LOQ — mez stanovitelnosti; Rac — racemickéa smés; p.0. — peroralné; i.v. — intraven6zné; M — muzi;

F — Zzeny
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1.4 NEZADOUCI UCINKY KYSELINY LIPOOVE

Zadné nezadouci uéinky zptisobené kyselinou lipoovou nebyly pfi klinickych studiich
zaznamenany ani pifi perordlnim podavani davek do 2400 mg/den. Perordlni podavani
1800 mg LA (rozdé€leno na 3 davky po 600mg) denné po dobu pil roku také zadné nezadouci
ucinky nezaznamenalo, stejné¢ jako intravendzni podavani 600 mg LA po dobu tii tydna
(ve srovnani s placebem). Z toho se da usuzovat, Ze podavani stiednich davek LA by mélo byt

bezpecné. Pti 1é¢be diabetu se jako bezpecné povazuje uzivani 600 mg LA denné [7].

Urcitd bezpecnostni opatfeni pro podavani LA vSak kvuli studiim na potkanech
vyddna byla. Star§im potkanim byla podavana intraperitonedlné¢ racemicka smés LA
odpovidajici asi 100 mg/kg denné po dobu 2 tydnd. Tyto vysoké chronické davky LA
vyvolavaly u potkanti peroxidaci plazmatickych lipida a oxida¢ni poSkozeni proteint v krevni
plazmeé i ve tkanich (napt. v srdci a mozku). U ¢loveéka by tyto hodnoty odpovidaly davkam
5— 10 g/den. Dale byl vliv vysokych davek LA testovan Vigilem a kol. u Sesti opic rodu
makak rhesus. Po intraven6znim podani 90 — 100 mg/kg kyseliny lipoové byla zaznamenana
smrt tfi ze Sesti makakd. Po smrti u nich byly nalezeny rozsahlé nekrozy velkych svald, srdce,
ledvin a hlavné jater. Vysoké koncentrace LA tedy mohou vyvolavat stejné G¢inky, kterym

nizké davky LA pomahaji zabranit [7, 41].

Pfi in vitro studii na imortalizovanych lidskych bunikach proximalniho tubulu ledvin
HK-2 bylo prokazano, Ze jiz koncentrace 250 umol/l LA po 48 hodinové inkubaci snizuje
proliferaci HK-2 bunék. Koncentrace 500 pmol/l dokonce HK-2 bunky usmrti
uz po 24 hodinach. Z téchto vysledk vyplyva, Ze na ledviny by mohly mit negativni vliv

jiz pomérné nizké koncentrace LA [42].
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1.5 VLIV KYSELINY LIPOOVE NA DALSI TYPY BUNEK

1.5.1 Lymfocyty

U T-lymfocytt je jejich proliferace a bunéna smrt regulovana intracelularnimi thioly
(napf. cystein, glutathion). Pti oxida¢nim stresu se vSak tyto thioly méni na disulfidy. Bylo
prokazéano, ze lidé nakazeni virem HIV maji snizené plazmatické a leukocytarni hladiny
glutathionu i cysteinu. Konkrétné urcité druhy T-lymfocyti maji deficit glutathionu. Pokud
jsou tyto hladiny obnoveny, mohou podpofit u¢inek zanétlivych cytokini a inhibovat rozvoj
HIV u akutnich i chronickych infekci. Deficit glutathionu u HIV pozitivnich lidi
pravdépodobné nastava v disledku oxidac¢niho stresu, pii kterém se glutathion spotfebovava
a navic nemlZe byt syntetizovan z cysteinu, protoze toho je také nedostatek. Jiz diive bylo
prokazano, ze hladiny 100 pmol/l kyseliny lipoové dokazi zvysit hladiny glutathionu
u kultivovanych T-bun€k. Testovani vzdy probihalo u Jurkat T-bunék a u lymfocyta

z periferni krve [43].

Sen a kol. prokazali, ze dokonce i koncentrace 10 umol/l kyseliny lipoové nebo jejich
derivatu dokaze zvysit bunééné hladiny glutathionu. Inkubace s T-buiikami probihala po dobu
18 hodin. S rostoucimi koncentracemi LA se postupné zvySovala i hladina glutathionu
az do koncentrace 100 pumol/l, pfiCemz bylo prokazano, Ze dal$i zvySovani koncentraci
LA nemélo jiz na hladiny glutathionu vliv. LA také dokaze zvysit obsah dalSich bunécnych
thiolti jiz za 18 hodin. Mnohem vyrazn€jsi u¢inek byl prokazan pii 16 tydenni kultivaci
T-bunék. Pokud byly bunky kultivovany s vysokymi koncentracemi LA (2 a 5 mmol/l),
dochazelo k jejich smrstovani a byly u nich nalezeny i sniZzené hladiny glutathionu a dalSich
thiolt a dochazelo také k fragmentaci DNA. U takto poSkozenych bunck pak nasledovala

apoptoza [43].

Z téchto informaci vyplyva, ze kyselina lipoova by diky svému antioxida¢nimu
pusobeni mohla mit pozitivni vliv naptiklad pii infekci virem HIV, a to jiz vV pomérné nizkych

koncentracich [43].

1.5.2 Endotelialni bunky

U mnoha onemocnéni, ktera jsou spojena s oxidacnim stresem, je Casto néjakym

zpusobem poskozen i cévni endotel. Proto se Jones a kol. rozhodli testovat ptsobeni kyseliny
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lipoové, jako silného antioxidantu, na lidské endotelidlni bunky. Konkrétné byla pouzita
bunéénd linie EA.hy926, kterda byla vyizolovdna =z pupecnikové zily a vykazuje
charakteristiky endotelovych bun¢k. Tyto bunky dokazi LA rychle vstiebavat a redukovat
jina DHLA, kterou poté ve vétSinovém mnozstvi uvolni do kultivaéniho média. V médiu

je pak udrzovana stala koncentrace DHLA i po dobu 18 az 24 hodin [44].

Redukce LA fizena thioredoxinreduktazou aktivuje pentézovy cyklus a spotiebu
NADPH. Endotelialni bunky dokazi vyuzit i NADH, ale tato redukce LA probihajici
Vv mitochondriich je pak méné ucinna. Touto vlastnosti se endotelialni bunky lisi
od erytrocytli, které postradaji mitochondrie a vyuzivaji pouze NADPH, a neutrofilnich
bun€k, které zase vyuzivaji kredukci LA pouze NADH. Koncentrace LA vyssi
nez 0,5 a 1 mmol/l vyvolavaji i u téchto bunék oxidac¢ni stres, pii kterém dochazi k vy¢erpani
hladin glutathionu. Chovani endotelidlnich bunék v prostfedi LA je podobné jako
U erytrocytli, nadorovych bunécnych Ilinii a fibroblasti. Kyselina lipoovd V nizkych
koncentracich ma schopnost zvySovat intracelularni hladiny glutathionu, celkovou

antioxida¢ni ochranu a zlepSovat funkénost endotelialnich bunék [44].

1.5.3 Nadorové burky

Utinky kyseliny lipoové a jejich derivati byly testovany na riznych rakovinnych
bunéénych liniich, naptiklad plic, vaje¢nikli, d€lozniho cipku, prostaty, jater a dalSich.
Uvazuje se 0 jejim protirakovinném ptisobeni, protoze LA je schopna indukovat apoptdzu
U mnoha typtt bunék. Indukce apoptozy u nadorovych linii byla nalezena u bunécnych linii
jater, hltanu a leukemickych linii a to v koncentracich LA kolem 5 mmol/l po dlouhodobé
expozici. Zastava rustu bunénych linii byla zaznamenana u nadort hlavy a krku
pii koncentracich LA do 10 mmol/l. Protinadorové pusobeni LA je tudiz zavislé a davce

a dob¢ expozice [45].

U lidskych bunék rakoviny tlustého stieva HT-29 byly zaznamenan efekt LA i DHLA
na indukci apoptozy jiz pti koncentracich 250 umol/l a u plicnich epitelidlnich bunék H-460
byl snizen jejich rust dokonce pii 24 hodinové kultivaci se 100 pumol/l LA. Kyselina lipoova
ma vliv ina metastazovani. U bunék rakoviny prsu bylo objeveno, Ze v koncentracich
250 pmol/l a vyssich dokéze LA blokovat invazivitu a tvorbu metastaz. Yoo a kol. ve své

studii testovali vliv LA na bunécnou linii HCT116 a ovérili tak, ze u bunék rakoviny tlustého
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stteva pusobi LA uz pfinizSich koncentracich, z ¢ehoz plyne jeji potencialni terapeuticky
vyznam. U této bunééné linie po 48 hodinové inkubaci indukovala LA o koncentraci
50 umol/l zastavu bunécného cyklu a ptikoncentracich 100 pmol/l a vysSich dokonce
i apoptozu. Nizsi davky LA také zvysily citlivost bunék HCT116 na jiné mechanismy
vyvolavajici apoptozu [45, 46, 47].

U vétSiny bunéénych linii vSak ucinky LA nastavaji az pii vySSich koncentracich
v mmol/l. Kyselina lipoova ma silngjsi cytotoxické ucinky nez Kkyselina dihydrolipoova.
| u nékterych jejich derivatii byly prokazany protinddorové Ucinky ve vySsich koncentracich.
Neékteré substituenty dokonce vyrazné zvysuji uc¢innost LA. Pfesné mechanismy ucinku LA
ajejich derivati na apoptézu nejsou znamé, ale wurcité dochazi k ptisobeni LA
na mitochondrie, coz je velice vyhodny mechanismus. Mezi dals$i vyhody vyuziti LA patii,

7e nema mutagenni vlastnosti [45, 46].

Podle poslednich studii se ptedpoklada, ze piredevsim derivaty kyseliny lipoové nebo
I samotna kyselina lipoova kombinovana s jinymi 1éCivy vykazuji slibny charakter pii 16¢bé
rakoviny, pfedev§im by mohla byt vyuzivana u terapie rakoviny stfev, kde jsou u¢inné i nizsi

davky LA [46, 47].

Kyselina lipoova je i v nizSich koncentracich schopna zvysit cytotoxicitu nékterych
soucasnych cytostatik, coz by mohlo vést k efektivnéjsi 1é¢bé, zmirnéni nezadoucich ucinka
ataké ke snizeni rezistence na léCbu. Pouziti samostatné LA pravdépodobné neni uplné
idealni variantou, protoze k protinadorovému pusobeni je vét§inou potieba vysSich
koncentraci LA. Vyss§i davky LA by zase naopak mohly vést k nezadoucim ucinkiim
a vyvolani apoptdzy nejen u nadorovych, ale i U zdravych bunék, nebo zpisobit poskozeni
bunék ledvin. Také by mohlo dojit k nekrotickému poskozeni dalSich organi, jak bylo
prokazano napiiklad ve studii Vigila a kol. na makacich [41, 42, 46].
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2 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo pokusit se urcit cytotoxicitu kyseliny lipoové pomoci
testu vylucovani trypanové modrfi, konkrétné zjistit, jaké koncentrace kyseliny lipoové jiz
pusobi negativné ¢i letalné na erytrocyty a mononuklearni buiky vyizolované z periferni krve.
Dalsim cilem bylo pokusit se pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
s elektrochemickou detekci stanovit koncentrace kyseliny lipoové v krevni plazmé

a v erytrocytech po peroralni suplementaci kyselinou lipoovou.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 SEZNAM PRISTROJU A POMUCEK

Analyticka cela model 5010 (ESA, USA)

Analytické vahy LB-1050/2 (Laberte, Mad’arsko)

Automatické pipety (Biohit, Finsko)

Centrifuga Eppendorf 5417R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Eppendorf 5804R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Hermle Z300K (Hermle Labortechnik GmbH, Némecko)

Centrifuga Sorvall TC6 (DuPont, USA)

Davkovaci ventil Rheodyne 97251 (Rheodyne, USA)

Digestot Merci (Merci s.r.o., Ceska republika)

Elektrochemicky detektor Coulochem 111 (ESA, USA)

Filtra¢ni aparatura (Supelco, USA)

Hlubokomrazici box MDF-U3086S (SANYO Electric Co., Ltd, Japonsko)
Chromatografickd kolona LiChroCart 254 x 4 mm, Purospher Star (RP-18e), 5 um (Merck,
Némecko)

Kadinky, odmérné valce, zkumavky, lahve, ty¢inky, lodicky, 1zicky

Koncentrétor vzorki se zahfivanim Termovap (ECOM spol. s r.0., Ceska republika)
Kultivacni desticky Cell Culture Plate 3512 (CoStar Group, USA)

Lednice Liebherr (Liebherr, Némecko)

Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft, USA)

Mikroskop Eclipse 80i (Nikon, Japonsko)

Mikroskop Eclipse E200 (Nikon, Japonsko)

Mikrostiikacka Hamilton 710, 100 pl (Hamilton Bonaduz A.G., Svycarsko)
Mikrozkumavky Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Multidavkova¢ Multipette Plus + Plastové nastavce Combitips Plus (Eppendorf, Némecko)
Nylonové filtry, porozita 0,45 um (Supelco, USA)

Odbérové zkumavky Vacuette 9 ml (Greiner Bio-One, Rakousko)

Ochranna cela model 5020 (ESA, USA)

Pasteurovy pipety

pH metr HI 8314 (Hanna Instruments, Italie)

pH papirky Tritest L, pH 1-11 (Macherey-Nagel, Némecko)
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Plastové $picky pro automatické pipety (Neptune Scientific, USA)
Plastové zkumavky (Schoeller Instruments, Ceska republika)
Ptedkolona LiChroCart 4 x 4 mm, Purospher Star (RP-18¢), 5 um (Merck, Némecko)
Predvazky Kern 440-35A (KERN & SOHN GmbH, Némecko)
Ptistroj na vyrobu ultracisté vody Smart2Pure (TKA, Némecko)

SPE kolonky Discovery DSC-PH (Supelco, USA)

Software QuickCalcs (GraphPad Software, USA)

Termoblok Isotemp 145D (Fisher Scientific™, USA)

Termostat Memmert (Memmert GmbH + Co. KG, Némecko)
Ttepacka Reax Top (Heidolph, Némecko)

Ultrazvukova vana K12 (Kraintek s.r.o., Slovensko)

Vakuové aparatura na SPE analyzu Visiprep' ™ (Supelco, USA)
Vyhodnocovaci software Clarity (Data Apex, Ceska republika)
Vysokotlaké analytické ¢erpadlo LC-10AD VP (Shimadzu, Japonsko)
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3.2 SEZNAM CHEMIKALIL

2-propanol pro HPLC (CH3CH(OH)CHs, Mr = 60,10) (Merck, Némecko)
Acetonitril pro HPLC (CH3CN, Mr = 41,05) (Merck, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH,PO,, Mr = 119,98) (Sigma-Aldrich, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (C,HsOS, 99,8%, Mr = 78,13) (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Némecko)

Dusik 4,6 (N2, Mr = 28,01) (Linde Gas, Ceska republika)

Histopaque®-1077 (p = 1,077 g - mI™") (Sigma-Aldrich, USA)

Hydroxid sodny (NaOH, Mr = 40) (Sigma-Aldrich, USA)

Chlorid sodny (NaCl, Mr = 58,44) (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina lipoova (CgH140,S,, Mr = 206,3) (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina chlorovodikova (HCI, 37 %, Mr = 36,46) (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina fosfore¢na (H3PO4, 85%. Mr = 98) (Sigma-Aldrich, USA)

Methanol pro HPLC (CH3OH, Mr = 32,04) (Merck, Némecko)

Fosfatovy pufr (PBS) 10X (pH = 7,4) (Thermo Fisher Scientific, USA)

Penicilin (Life Technologies, USA)

Ringertav roztok — tablety (Sigma-Aldrich, USA)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) médium 1640 (Life Technologies, USA)
Streptomycin (Life Technologies, USA)

Trypanova modi (0,4%) (Life Technologies, USA)

Ultragista voda (y = 0,055 uS - cm™)
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3.3 STANOVENI VIABILITY BUNEK POMOCIi TRYPANOVE MODRI

3.3.1 Princip metody

Viabilita, nebo také zivotaschopnost bunck, znazoriuje pocet zivych bunék
Vv testovaném vzorku. Ke stanoveni viability bunék se velice casto pouziva metoda vylucovani
trypanové modri. Tato metoda je zaloZena na tom, ze zivé buniky maji neposkozené bunééné
membrany a tudiz do nich barvivo nemuize prostoupit. A pokud by se do nich barvivo
castecné dostalo, dokazi ho aktivnim transportem opét z buniky vyloucit. Mrtvé buiiky maji
naopak membrany nefunkcni a poskozené, tudiz do sebe absorbuji barvivo z okoli. Tyto
bunky se potom daji od Zivych dobie odlisit, protoze maji vyrazné¢ modrou barvu. Viabilita
bunék po smichani s trypanovou modii by méla byt vyhodnocena nejdéle do 15 minut, aby
nenastala smrt bunék v disledku toxického plisobeni trypanové modii. Touto metodou neni

mozné odlisit, zda nastala buné¢na smrt v disledku apoptozy nebo nekrozy [48].

3.3.2 Pracovni postup

Ke stanoveni viability buné¢k bylo ze vzorku odebrano 10 pl bunécné suspenze
a na parafilmu smichano s 10 pl trypanové modii, barvivo se nechalo ptsobit 1 — 2 minuty.
10 ul suspenze bylo nadavkovano do Biirkerovy komurky a pod mikroskopem (fazovy
kontrast, zvétSeni 400x) byl ve 25 polich Biirkerovy komuirky hodnocen pocet zivych/mrtvych

bunék. Viabilita bun¢k byla stanovena podle rovnice:

pocet Zivych bunék - 100

abilita [%)] =
viabilita [%] celkovy pocet bunék
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3.4 PRIPRAVA KULTUR KREVNICH BUNEK

3.41 ERYTROCYTY
3.4.1.1 Pouzité roztoky
ZASOBNI ROZTOK 10 mmol/l KYSELINY LIPOOVE V DMSO

10,32 mg kyseliny lipoové bylo rozpusttno v5 ml DMSO a rozpipetovano

do mikrozkumavek Eppendorf a uchovavano v mrazaku pti-80 °C.

ZASOBNI ROZTOK 100 mmol/l KYSELINY LIPOOVE V DMSO

10,32 mg kyseliny lipoové bylo rozpusténo v 500 ul DMSO a uchovéavano pti -80 °C.

ZASOBNI ROZTOK 150 mmol/l| KYSELINY LIPOOVE V DMSO

30,94 mg kyseliny lipoové bylo rozpusténo v 1 ml DMSO a uchovavano pii -80 °C.

ZASOBNI ROZTOK 200 mmol/l KYSELINY LIPOOVE V DMSO

41,26 mg kyseliny lipoové bylo rozpusténo v 1 ml DMSO a uchovavano pti -80 °C.

ZASOBNI ROZTOK 250 mmol/l KYSELINY LIPOOVE V DMSO

51,57 mg kyseliny lipoové bylo rozpusténo v 1 ml DMSO a uchovéavano pii -80 °C.

ROZTOK PUFRU PBS

PBS pufr byl nafedén 10x. K 10 ml pufru bylo pfiddno 90 ml ultracisté vody.
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RINGERUV ROZTOK

1 tableta k pripravé Ringerova roztoku byla rozpusténa v 500 ml ultracisté vody.

3.4.1.2 Pracovni postup
ZPRACOVANI ERYTROCYTU

Dobrovolnému darci bylo odebrano 9 ml Zilni krve do zkumavky Vacuette, ktera
obsahovala jako protisrazlivé ¢inidlo kyselinu ethylendiamintetraoctovou (EDTA). Krev byla
ve zkumavce promichana a sto¢ena 7 minut pii 21 °C a 750 otackach za minutu. Supernatant
byl odsan do odpadu a krvinky byly promyty 4 ml PBS a opét sto¢eny. Promyti prob&hlo 3x

a po poslednim promyti byl odsan supernatant a byl stanoven pocet erytrocytu v Krvi.

Erytrocyty byly nasledné nafedény Ringerovym roztokem a davkovany do 12-ti
jamkovych kultivacnich desti¢ek. Pocet erytrocyti v jednotlivych jamkach odpovidal
50 000 000 bunék/ml. Do kazdé jamky bylo nadavkovano celkem 2,5 ml suspenze erytrocyti
a pridano 2,5 ul natedéného zasobniho roztoku kyseliny lipoové tak, aby v kazdé jamce byla

maximalni koncentrace DMSO 0,1%. Do kontroly bylo ptidano 2,5 ul DMSO.

Byly ptipraveny 2 kultiva¢ni desticky se stejnymi koncentracemi piidavka LA — jedna
byla pouzita na pokus po 24 hodinach, druh4 po 48 hodinach, aby se pfedeslo zbytecnému
zasahovani do vzorki. VSechny vzorky byly ptipraveny v triplikatu. Kultivac¢ni desticky byly

vlozeny do termostatu a uchovavany pii 37 °C.

Po 24 nebo 48 hodinach byla z termostatu vyjmuta jedna kultiva¢ni desticka a byla
stanovena viabilita erytrocyti. Vysledky byly zpracovany v programu Microsoft Office Excel
2010. Byly vyhotoveny sloupcové grafy primérnych hodnot viability a poctd bunck
S chybovymi useCkami, které znazornuji smérodatnou odchylku. Neparovy t-test

s 5% hladinou vyznamnosti byl vytvofen pomoci softwaru GraphPad QuickCalcs.
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TESTOVANI VLIVU DMSO

Byl proveden pokus sriznymi koncentracemi DMSO, abychom zjistili, jaka
koncentrace DMSO by mohla byt pro erytrocyty jiz toxicka. Testované koncentrace byly
0,1%, 0,2% a 0,3% DMSO.

Dobrovolnému darci bylo odebrano 9 ml zilni krve do zkumavky Vacuette s obsahem
EDTA. Krev byla po promichani stoena 7 minut pifi 21 °C a 750 otackach za minutu.
Supernatant byl odsan do odpadu a krvinky byly promyty 4 ml PBS a opét sto¢eny. Promyti
probéhlo 3x. Po poslednim promyti byl odsdn supernatant a byl stanoven pocet erytrocyti

v krvi.

Erytrocyty byly nafedény Ringerovym roztokem a davkovany do 12-ti jamkové
kultivaéni desticky tak, aby pocet erytrocytt v jednotlivych jamkach odpovidal
50 000 000 bunek/ml. Do kazdé jamky bylo nadavkovano celkem 2,5 ml suspenze erytrocytti
a pridan DMSO, aby koncentrace v jamkach odpovidaly 0,1%, 0,2% a 0,3% DMSO.
Do kontroly bylo pifidano 7,5 pl Ringerova roztoku. VSechny vzorky byly pfipraveny

Vv triplikatu. Kultivac¢ni desticka byla vloZena do termostatu inkubovana 24 hodin pti 37 °C.

Po 24 hodinach byla kultiva¢ni desticka vyjmuta a byla stanovena viabilita erytrocyti.
Vysledky byly zpracovany v programu Microsoft Office Excel 2010. Byly vyhotoveny
sloupcové grafy praumérnych hodnot viability schybovymi useckami, které zndzornuji
smérodatnou odchylku. Neparovy t-test s 5% hladinou vyznamnosti byl vytvofen pomoci

softwaru GraphPad QuickCalcs.
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3.4.2 MONONUKLEARNI BUNKY
3.4.2.1 Poutzité roztoky
HISTOPAQUE®-1077

Pouzity bez dalsi upravy.

ROZTOK PUFRU PBS

PBS pufr byl natedén 10x, k 10 ml pufru bylo ptidano 90 ml ultracisté vody.

ZASOBNI ROZTOK KYSELINY LIPOOVE V DMSO

Byly pouzity stejné zasobni roztoky LA jako u erytrocyt.

3.4.2.2 Pracovni postup

Dobrovolnému darci bylo odebrano 9 ml zilni krve do zkumavky Vacuette s obsahem
EDTA. Do plastovych zkumavek o objemu 15 ml byly napipetovany vzdy 3 ml Histopaque
a opatrné pievrstveny 3 ml krve. Zkumavky byly centrifugovany za pokojové teploty
pii 500 otackach po dobu 30 minut. Po centrifugaci byla Pasteurovou pipetou opatrné
odebrana vrstva lymfocytli @ monocytt, kterd se nachazela na rozhrani Histopaque a plazmy
(viditelné na obrazku 7). Buiky byly pfeneseny do nové zkumavky, promyty 10 ml PBS
pufru a stoceny pii 250 otackach 10 minut. Supernatant byl odebran do odpadu a néasledovala
dal$i dvé promyti 5 ml PBS za stejnych podminek. Po odebrani supernatantu byly buiky
resuspendovany v 1 ml PBS a spojeny do jedné zkumavky. Pfi praci jsme se fidili postupem

prilozenym k produktu Histopaque®-1077 [49].

Mononukledrni bunky byly davkovany do 12-ti jamkové kultivacni desticky s RPMI
médiem tak, aby pocet bunék v jamkach byl 362 500 bun¢k/jamku. V kazdé jamce bylo
2,5ml bunétné suspenze, ke které bylo nasledné piidano 2,5 pl nafedéného zasobniho
roztoku kyseliny lipoové. VSechny koncentrace byly ptipraveny v triplikatu. Do kontroly bylo
davkovano 2,5ul DMSO adovsech jamek bylo pfidano jest¢ 50 pg penicilinu
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a 50 pg streptomycinu, aby se zabranilo bakterialni infekci. Po promichani vSech jamek byla

kultiva¢ni desticka vloZena na 24 hodin do termostatu s 5% CO; pti teploté 37 °C.

Po 24 hodinach byla kultivacni desticka vyjmuta a Dbyla stanovena viabilita
mononuklearnich bunék. Vysledky byly opét zpracovany v programu Microsoft Office Excel
2010. Byly vyhotoveny sloupcové grafy primérnych hodnot viability a pocti bunék
S chybovymi useCkami, které znazoruji smérodatnou odchylku. Neparovy t-test
s 5% hladinou vyznamnosti byl vytvoien pomoci softwaru GraphPad QuickCalcs.

l/‘/‘/\/‘/\)))
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Obrizek 7: Separace mononukledrnich bunék pomoci Histopaque. Sipka oznaluje vrstvu mononuklearnich

bunék.
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3.5 STANOVENI KYSELINY LIPOOVE POMOCI HPLC/ED

3.5.1 Pouzité roztoky
ZASOBNI ROZTOK 25 mmol/l KYSELINY LIPOOVE

Bylo navazeno 0,5158 g kyseliny lipoové a rozpusténo ve 100 ml ultracisté vody. Zasobni

roztok byl rozpipetovan do mikrozkumavek Eppendorf a uchovavan pti -80 °C.

MOBILNi FAZE (20 mmol/l NaH,PO, : ACETONITRIL v poméru 65 : 35)

Mobilni faze byla pfipravena rozpusténim 2,3996 g NaHyPO. v 650 ml ultracisté vody.
Po rozpusténi bylo pfidano 350 ml acetonitrilu a po promichdni bylo upraveno pH na hodnotu
2,82 pomoci 85% H3PO,4. Nasledovala filtrace mobilni faze pies nylonovy filtr o velikosti

pora 0,45 um a odvzdusnéni na ultrazvukoveé 1azni po dobu 30 minut.

PROPLACHOVACI ROZTOK 2-PROPANOL : METHANOL (1 : 4)

Proplachovaci roztok byl pfipraven smichanim 100 ml 2-propanolu a 400 ml methanolu.
Nasledovala filtrace pfes nylonovy filtr o velikosti pora 0,45 pum a odvzdusnéni

na ultrazvukové lazni po dobu 30 minut.

PROPLACHOVACIi ROZTOK ACETONITRIL : ULTRACISTA VODA (1:1)

Proplachovaci roztok byl ptipraven smichanim 500 ml acetonitrilu a 500 ml ultracisté vody.

Poté byl piefiltrovan ptes nylonovy filtr o velikosti pora 0,45 pm a odvzdusnén na ultrazvuku.

ROZTOK NA ROZPOUSTENI ODPARKU

Roztok na rozpousténi odparku byl pfipraven ve stejném poméru acetonitril : voda jako

mobilni f4ze. Bylo smichdno 3,5 ml acetronitrilu a 6,5 ml ultracisté vody.
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ROZTOK NA PROPLACHOVANI DAVKOVACIHO VENTILU

Roztok na proplachovani davkovaciho ventilu byl pfipraven smichdnim 3,5 ml acetonitrilu

a 6,5 ml ultracisté vody.

FYZIOLOGICKY ROZTOK NaCl (0,9 %)

Fyziologicky roztok byl pfipraven rozpusténim 0,9 g NaCl ve 100 ml ultracisté vody.

ROZTOK 2,0 mol/l HCI

Do odmérné banky bylo napipetovano 16,42 ml 37% HCI a doplnéno do 100 ml
redestilovanou vodoul.

ROZTOK 0,05 mol/l NaOH

Bylo navéazeno 0,2 g NaOH a rozpusténo ve 100 ml ultracisté vody.

3.5.2 Pracovni postup
ZPRACOVANI KALIBRACNICH STANDARDU PLAZMY

Dobrovolnému darci bylo odebrano do zkumavky Vacuette s obsahem EDTA 9 ml
zilni krve, ktera byla okamzité stoCena na centrifuze pii 2000 otackach za minutu a 10 °C
po dobu 15 minut. Vrstva plazmy byla odebrana a rozpipetovana do mikrozkumavek
Eppendorf po 450 pl na pfipravu kalibra¢nich standardi. Ke vzorkiim plazmy bylo ptidano
vzdy 50 pl rizné natedéného zasobniho 25 mmol/l roztoku kyseliny lipoové. Do nulové
koncentrace bylo k plazmé piidano 50 pl ultracisté vody. Multidavkovacem bylo do vSech
mikrozkumavek nadavkovano 250 pl vychlazeného acetonitrilu a nasledovalo promichani
na tfepacce po dobu 2 minut. Poté byly vzorky uloZeny na 20 minut do lednice, aby probéhla
deproteinace. Nasledovalo stoc¢eni na centrifuze pti 15000 otackach za minutu a 4 °C po dobu
10 minut. 450 pl supernatantu bylo odebrano do novych mikrozkumavek, okyseleno 20 pl

kyseliny chlorovodikové o koncentraci 2 mol/l a poté nasledovala extrakce pevnou fazi (SPE).
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Na SPE fenolovych kolonkach byl nastaven prutok 3 ml/min a kolonky byly nejprve
solvatovany 3 ml methanolu, nasyceny 3 ml ultracisté vody a az pak bylo davkovéano 450 pl
deproteinované a okyselené plazmy. Kolonky se nasledné promyly 5 ml ultradisté vody
a5 minut se nechaly suSit. Vzorky byly eluovany 1 ml methanolu do mikrozkumavek

Eppendorf a zakoncentrovany odpatrenim dusikem 4,6 pti 40 °C.

Pted chromatografickou analyzou byly odparky uchovavany v mrazdku pii -80 °C
a k vlastni analyze byly rozpustény ve 100 pl roztoku acetonitril : voda v poméru 35 : 65.

Do kapalinového chromatografu bylo davkovano vzdy 10 ul vzorku.

ZPRACOVANI VZORKU PLAZMY

Do zkumavky Vacuette s obsahem EDTA bylo odebrano 9 ml zilni krve darci
po suplementaci 500 mg racemické smési kyseliny lipoové v tabletové forme. Odbér probéhl
1 hodinu po konzumaci tablet. Vzorky plazmy byly zpracovany stejnym zptisobem jako
kalibracni standardy, s jedinym rozdilem, Ze misto 50 pl roztoku kyseliny lipoové bylo

ke 450 ul plazmy pfidano 50 pl ultradisté vody.

ZPRACOVANI ERYTROCYTARNICH LYZATU

Dobrovolnému nesuplementovanému darci a darci po suplementaci 500 mg racemické
smési kyseliny lipoové V tabletové formé (1 hodina po konzumaci) bylo odebrano 9 ml Zilni
krve do zkumavek Vacuette s obsahem EDTA. Do plastovych zkumavek bylo odebrano vzdy
500 ul plné krve, ke které byly pfiddny 2 ml 0,9% fyziologického roztoku NaCL
Po promichani byly zkumavky sto¢eny pii 1500 otackach za minutu pii laboratorni teploté
po dobu 3 minut. Supernatant byl odsan do odpadu a erytrocyty byly promyty dal$imi 2 ml
fyziologického roztoku a stoCeny. Promyti probéhlo celkem 4x a po poslednim odsati
supernatantu bylo k erytrocytim ptidano 500 pl vychlazené ultracisté vody. Vzorky byly
podobu 10 minut ponechany v lednici, aby mohla probéhnout hemolyza. Hemolyzaty byly
poté rozpipetovany do mikrozkumavek Eppendorf auchovavany do dal$iho zpracovani

v mrazaku pii -80 °C.

Dalsi zpracovani erytrocytarnich lyzati pied chromatografickou analyzou probihalo

stejnym zpusobem jako u vzorkl plazmy.
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CHROMATOGRAFICKA ANALYZA

Syst¢ém HPLC/ED byl tvofen vysokotlakym analytickym cerpadlem LC-10 AD,
davkovacim ventilem Rheodyne 97251, pfedkolonou LiChroCart 4 x 4 mm, Purospher Star
(RP-18e), chromatografickou kolonou LiChroCart 254 x 4 mm, Purospher Star (RP-18e)
a elektrochemickym detektorem Coulochem III. Nastaveni analytické a ochranné cely

elektrochemického detektoru Coulochem Il je zobrazeno v tabulce 2.

Tabulka 2: Nastaveni elektrochemického detektoru Coulochem 11

. Analyticka cela
Ochranna cela
Kanal 1 Kanal 2

MeéFici mod DC méd
Napéti [mV] + 750 + 450 + 590
Citlivost 10 pA 2 uA
Vystupni napéti [mV] 1 1
Filtr [s] 5 5

Pfed vlastni analyzou byl systém HPLC/ED promyvan nejprve proplachovacim
roztokem 2-propanol : methanol v poméru 1 : 4 po dobu 30 minut a nasledné dalSich 30 minut

proplachovacim roztokem acetonitril : ultracista voda v poméru 1 : 1.

Po promyti byla do Syst¢ému zapojena mobilni faze a jeji prutok byl nastaven
na 1 ml/min a teplota byla nastavena na 37 °C. Po ustaleni detektoru byla zahajena analyza
vzorku. Ten byl do systému davkovan pomoci mikrostiikacky Hamilton 710. Vzorku bylo
davkovano do davkovaciho ventilu Rheodyne 97251 vzdy 10 pl. Ke zpracovani

elektrochemického signalu byl vyuZit vyhodnocovaci software Clarity.

Obsah LA v jednotlivych vzorcich byl stanoven metodou kalibra¢ni kiivky. Kalibra¢ni
standardy byly proméfeny pomoci HPLC/ED a poté byla v programu Microsoft Office Excel

2010 vytvotena kalibracni zavislost plochy chromatografického piku na koncentraci LA.
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4 VYSLEDKY

4.1 VLIV DMSO NA ERYTROCYTY

Zasobni roztoky kyseliny lipoové pro testovani viability erytrocytii byly pfipraveny
rozpusténim Kyseliny lipoové v DMSO. Pted samotnym testovanim vlivu kyseliny lipoové
na erytrocyty bylo potieba otestovat, zda nema cytotoxicky vliv na erytrocyty i rozpoustédlo.
Do kultivaénich desti¢ek byl k suspenzi erytrocytii nadavkovan DMSO v koncentracich 0,1%,
0,2% a 0,3%. Jako kontrola byl pouzit pfidavek Ringerova roztoku. Inkubace probihala
24 hodin pti 37 °C.

Graf 1: Vliv rozpoustédla DMSO na viabilitu erytrocytd. Graf znazoriiuje aritmeticky primér meteni
se smérodatnymi odchylkami, symbol * oznaduje vysledky nahranici statistické vyznamnosti, symbol **

oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05), neparovy t-test.
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Pomoci tohoto experimentu bylo zjiSt€no, Ze po 24 hodinové inkubaci nastal

statisticky vyznamny pokles viability erytrocytt, ke kterym byl ptidan 0,3% DMSO. U 0,1%
a 0,2% DMSO byl pokles viability na hranici statistické vyznamnosti (viz graf 1).
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4.2 VLIV KYSELINY LIPOOVE NA ERYTROCYTY

4.2.1 Vliv nizkych koncentraci kyseliny lipoové na viabilitu erytrocyti

Nejprve byl testovan vliv nizkych koncentraci kyseliny lipoové na viabilitu erytrocytii
po 24 a 48 hodinové inkubaci. Pouzité koncentrace LA byly 1 pmol/l, 5 umol/l a 10 umol/l.
Jako kontrola byl pouzit 0,1% DMSO. Hodnoty viability erytrocyti po 24 a 48 hodinové

inkubaci jsou znazornény v grafech 2 a 3.

Graf 2: Vliv nizkych koncentraci kyseliny lipoové na viabilitu erytrocytd po 24 hodinové inkubaci. Graf
znazoriiuje aritmeticky prumér mefeni se smérodatnymi odchylkami, symbol * oznacuje vysledky na hranici

statistické vyznamnosti, symbol ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05), neparovy
t-test.
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Po 24 hodinové inkubaci nezpisobila kyselina lipoova v zadné z testovanych

koncentraci statisticky vyznamny rozdil ve viabilité erytrocytd v porovnani s kontrolou

(viz graf 2).
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Graf 3: Vliv nizkych koncentraci kyseliny lipoové na viabilitu erytrocytd po 48 hodinové inkubaci. Graf
znazoriiuje aritmeticky prumér mefeni se smérodatnymi odchylkami, symbol * oznacuje vysledky na hranici

statistické vyznamnosti, symbol ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05), neparovy
t-test.
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Ani po 48 hodinové inkubaci nezpiisobila kyselina lipoovd Vv zadné z testovanych

koncentraci statisticky vyznamny rozdil ve viabilité erytrocyti v porovnani s kontrolou

(viz graf 3).

4.2.2 Vliv nizkych koncentraci kyseliny lipoové na pocet erytrocytu

Spole¢né s viabilitou byly statisticky vyhodnoceny i zmény v poctech bun¢k po 24
a 48 hodinové inkubaci s 1 pumol/l, 5 pmol/l a 10 pmol/l kyselinou lipoovou. Pocty

jednotlivych bunék byly vyhodnoceny jako procento kontroly a jsou zobrazeny v grafech
4abs.
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Graf 4: Vliv nizkych koncentraci kyseliny lipoové na pocty erytrocyti po 24 hodinové inkubaci. Graf
znazoriiuje aritmeticky prumér mefeni se smérodatnymi odchylkami, symbol * oznacuje vysledky na hranici
statistické vyznamnosti, symbol ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05), neparovy

t-test.
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Nizké koncentrace kyseliny lipoové nemély statisticky vyznamny vliv ani na zmény

poctu erytrocyti po 24 hodinové inkubaci oproti kontrole (viz graf 4).
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Graf 5: Vliv nizkych koncentraci kyseliny lipoové na pocty erytrocytd po 48 hodinové inkubaci. Graf
znazoriiuje aritmeticky prumér mefeni se smérodatnymi odchylkami, symbol * oznacuje vysledky na hranici
statistické vyznamnosti, symbol ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05), neparovy
t-test.
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Ani jedna z testovanych nizkych koncentraci kyseliny lipoové neméla statisticky

vyznamny vliv na zmény poéti bunék oproti kontrole po 48 hodinové inkubaci (viz graf 5).
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Obrazek 8: Erytrocyty pozorované pod mikroskopem. Métitko je 10 pum. Sipky oznauji mrtvé buiiky.

A: Kontrola — 0,1% DMSO; B: Kyselina lipoova 1 pmol/l; C: Kyselina lipoova 5 umol/l; D: Kyselina lipoova
10 pmol/l.

4.2.3 Vliv vysokych koncentraci kyseliny lipoové na viabilitu erytrocyti

Po otestovani vlivu nizkych koncentraci kyseliny lipoové na erytrocyty byl testovan
vliv vysokych koncentraci LA. Jako vysoké koncentrace byly zvoleny koncentrace 50 pmol/l,
100 pumol/1 a 250 pmol/l. Inkubace erytrocytd s kyselinou lipoovou probihala vzdy po dobu
24 a 48 hodin. Jako kontrola byl pouzit 0,1% DMSO. Vliv vysokych koncentraci kyseliny

lipoové na viabilitu erytrocytu je zobrazen v grafech 6 a 7.
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Graf 6: Vliv vysokych koncentraci kyseliny lipoové na viabilitu erytrocytd po 24 hodinové inkubaci. Graf
znazoriiuje aritmeticky prumér mefeni se smérodatnymi odchylkami, symbol * oznacuje vysledky na hranici

statistické vyznamnosti, symbol ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05), neparovy
t-test.
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Kyselina lipoova v ani jedné ztestovanych vysokych koncentraci nezpusobila

statisticky vyznamny rozdil ve viabilité erytrocytii oproti kontrole po 24 hodinové inkubaci

(viz graf 6).
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Graf 7: Vliv vysokych koncentraci kyseliny lipoové na viabilitu erytrocytl po 48 hodinové inkubaci. Graf
znazoriiuje aritmeticky prumér mefeni se smérodatnymi odchylkami, symbol * oznacuje vysledky na hranici
statistické vyznamnosti, symbol ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05), neparovy
t-test.
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Vysoké koncentrace kyseliny lipoové po 48 hodinové inkubaci také nezpilisobily

statisticky vyznamné zmény ve viabilité erytrocytli oproti kontrole (viz graf 7).

4.2.4 Vliv vysokych koncentraci kyseliny lipoové na pocet erytrocyti

Stejné jako u nizkych koncentraci byly i u vysokych koncentraci kyseliny lipoové
spole¢né s viabilitou statisticky vyhodnoceny i zmény v poctech bunék po ovlivnéni
kyselinou lipoovou o koncentracich 50 pmol/l, 100 umol/l a 250 pmol/l. Pocty bunék byly
opét hodnoceny po 24 a 48 hodinové inkubaci. Pocty jednotlivych bunck byly vyhodnoceny
jako procento kontroly a jsou zobrazeny v grafech 8 a 9.
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Graf 8: Vliv vysokych koncentraci kyseliny lipoové na poCty erytrocyti po 24 hodinové inkubaci. Graf
znazoriiuje aritmeticky prumér mefeni se smérodatnymi odchylkami, symbol * oznacuje vysledky na hranici
statistické vyznamnosti, symbol ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05), neparovy

t-test.
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U vysokych koncentraci kyseliny lipoové jiz byl zaznamendn statisticky vyznamny
vliv na zménu poc¢tu erytrocytti po 24 hodinové inkubaci u jednotlivych koncentraci kyseliny
lipoové. Koncentrace 50 umol/l zpusobila ubytek bunék, ktery byl na hranici statistické
vyznamnosti (hodnoceno na 5% hladiné vyznamnosti). Koncentrace 100a 250 pmol/l

zpusobily statisticky vyznamny pokles po¢tu bunék oproti kontrole (viz graf 8).
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Graf 9: Vliv vysokych koncentraci kyseliny lipoové na pocty erytrocytd po 48 hodinové inkubaci. Graf
znazoriiuje aritmeticky prumér mefeni se smérodatnymi odchylkami, symbol * oznacuje vysledky na hranici
statistické vyznamnosti, symbol ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05), neparovy

t-test.
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Po 48 hodinové inkubaci byl zaznamenan statisticky vyznamny ubytek erytrocyti jiz
pii koncentraci 50 umol/l kyseliny lipoové. Koncentrace 50 a 100 umol/l zpusobily statisticky
vyznamny rozdil v poCtu erytrocyti oproti kontrole. Koncentrace 250 umol/l se nachazela
na hranici statistické vyznamnosti, pravdépodobné z divodu vétsi smérodatné odchylky

(viz graf 9).

60



4.3 VLIV KYSELINY LIPOOVE NA MONONUKLEARNI BUNKY

Dale byl testovan vliv kyseliny lipoové na mononukledrni bunky izolované z periferni
krve. Vyizolované mononuklearni bunky byly resuspendovany v RPMI médiu a byla k nim
pridana kyselina lipoova o koncentracich 1, 10 a 100 umol/l, aby se otestoval vliv nizkych
i vy$8ich koncentraci zaroven. Jako kontrola byl pouzit 0,1% DMSO. Vysledky viability
a poctt mononuklearnich bunék po 24 hodinové inkubaci jsou zobrazeny v grafech 10 a 11.

Pocty jednotlivych bun¢k byly hodnoceny jako procento kontroly.

Graf 10: Vliv kyseliny lipoové na viabilitu mononuklearnich bunék po 24 hodinové inkubaci. Graf znazoriuje
aritmeticky primér mefeni se smérodatnymi odchylkami, symbol * oznacuje vysledky na hranici statistické

vyznamnosti, symbol ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05), neparovy t-test.
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Kyselina lipoova v zadné z testovanych koncentraci neméla statisticky vyznamny vliv
na viabilitu mononuklearnich bunék z periferni krve. Vysledky byly hodnoceny
oproti kontrole po 24 hodinové inkubaci (viz graf 10).
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Graf 11: Vliv kyseliny lipoové na pocty mononuklearnich bunék po 24 hodinové inkubaci. Graf znazoriiuje
aritmeticky primér mefeni se smérodatnymi odchylkami, symbol * oznacuje vysledky na hranici statistické

vyznamnosti, symbol ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05), neparovy t-test.
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Hodnocené koncentrace kyseliny lipoové nezpiisobily statisticky vyznamné rozdily
vV poc¢tech mononuklearnich bunék z periferni krve. Inkubace probihala 24 hodin a vysledky
byly hodnocené oproti kontrole. Velké smérodatné odchylky jsou zpiisobené nizkym

celkovym poctem mononuklearnich bunék.
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Obrazek 9: Mononuklearni buiiky pozorované pod mikroskopem. Méfitko je 10 um. Sipka oznaluje mrtvou
bunku.
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4.4 STANOVENI KYSELINY LIPOOVE V KREVNI PLAZME

4.4.1 Kalibrace

Pro stanoveni hladin LA v krevni plazmé po suplementaci byla pomoci ptidavkia LA
do plazmy nesuplementovaného dobrovolného darce zhotovena kalibracni kiivka.
Koncentraéni rozmezi kalibracnich standardd bylo 0 — 20 umol/l LA. Jednotlivé standardy
byly proméfeny metodou HPLC/ED pfi nastaveni citlivosti detektoru 2 pA. Chromatografické

zaznamy kalibracnich standardi jsou zobrazeny na obrazku 10.
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Obrazek 10: Chromatograficky zaznam kalibracnich standardd LA (citlivost 2 pnA). Modry chromatogram:
0 pumol/I LA. Cerveny chromatogram: 5 umol/I LA. Zeleny chromatogram: 10 umol/l LA.
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Kalibra¢ni kfivka byla vynesena jako zavislost plochy chromatografického piku
na koncentracich jednotlivych kalibra¢nich standardi LA. Kalibracni kiivka je linedrni

V celém svém rozsahu a je zobrazena v grafu 12.

Graf 12: Kalibraé¢ni kiivka kyseliny lipoové v koncentra¢nim rozmezi 0 — 20 umol/l.
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4.4.2 Koncentrace Kyseliny lipoové po suplementaci

Vzorky plazmy byly odebrané 1 hodinu po suplementaci 500 mg racemické smési LA
ttem dobrovolnym darciim (2 Zeny, 1 muz). Koncentrace LA V jednotlivych vzorcich byla
vypocitana zrovnice regrese kalibra¢ni kiivky. Jednotlivé chromatografické zdznamy
suplementovanych vzorki jsou zobrazeny na obrazku 11. Ve vzorku 1 (zelena) byla
stanovena koncentrace LA 1,4239 umol/l, ve vzorku 2 (€ervend) 1,9232 pmol/l a ve vzorku 3
(modra) 4,734 umol/l. Vzorky byly proméifeny metodou HPLC/ED pfi nastaveni citlivosti
detektoru 2 pA.
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Obrazek 11: Chromatograficky zaznam vzorkd 1 hodinu po suplementaci 500 mg LA (citlivost 2 pA). Zeleny

chromatogram: Vzorek 1 o koncentraci 1,4239 umol/l. Cerveny chromatogram: Vzorek 2 o koncentraci
1,9232 umol/l. Modry chromatogram: Vzorek 3 o koncentraci 4,734 umol/l.
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5 DISKUSE

Kyselina lipoova je latka srozsahlym terapeutickym potencidlem. Diky mnohym
svym vlastnostem je dnes vyuzivana pii 1é€bé nékterych onemocnéni, nejcastéji je to

pii terapii diabetu. Jeji mozny potencial vSak spociva také v 16Cbé rakoviny.

Touto praci chceme navazat na diplomovou praci z roku 2015 (Stanoveni kyseliny
lipoové v erytrocytech a jeji vliv na proliferaci in vitro), ve které byl testovan vliv kyseliny
lipoové na zastavu proliferace a vyvolani apoptéozy u bunécnych linii adenokarcinomu prsu
MCF-7 a SK-BR-3 a adenokarcinomu plic A549. Dale také na imortalizované bunky
proximalniho tubulu ledvin HK-2, které byly zvoleny jako model lidskych ledvin. U bun¢k
MFC-7 bylo zaznamenano snizeni proliferace bun¢k po 48 hodinové kultivaci se 100, 250
a 500 pmol/l LA. Proliferace bunék SK-BR-3 byla snizena az po 40 hodinové kultivaci
s 500 umol/l LA. U bun¢k A549 nebyl zaznamenan vliv LA na sniZeni proliferace v zadné
z testovanych koncentraci ani po 72 hodinové kultivaci. Pfi testovani vlivu LA
na imortalizované bunky HK-2 zpisobila LA o koncentraci 250 umol/l po 48 hodinovém
pusobeni snizeni proliferaci HK-2 bun¢k. Pii kultivaci s koncentraci LA 500 umol/l doslo
po 24 hodinach k usmrceni téchto bunék [42].

Vzhledem ke zjisténi, Ze LA pusobi cytotoxicky na buriky ledvin, jsme chtéli v této
praci otestovat také vliv LA na erytrocyty a mononuklearni bunky izolované z periferni krve.
Chtéli jsme predevsim ovéfit, zda je LA schopna pusobit cytotoxicky, jak se piSe ve studii
Bhavsara a kol., ktera nam byla jedinou dostupnou literaturou zabyvajici se touto

problematikou [21].

Pted vlastnim testovanim vlivu LA na viabilitu erytrocytii jsme museli otestovat vliv
rozpoustédla, kterym byl DMSO. K erytrocytim byl ptidan 0,1%, 0,2% a 0,3% DMSO
a prob¢hla inkubace v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin. 0,3% DMSO zpisobil
statisticky vyznamny pokles viability erytrocytli oproti kontrole po 24 hodinach. 0,1% a 0,2%
DMSO zpusobily pokles viability na hranici statistické vyznamnosti. Z tohoto divodu jsme
k dalsim pokusiim zvolili koncentraci DMSO 0,1%, aby se co nejvice zamezilo vyraznéj$imu

vlivu rozpoustédla na viabilitu erytrocyti.

Nami testované nizké koncentrace LA, které odpovidaly 1, 5 a 10 umol/l, nezptsobily
ani po 48 hodinové inkubaci statisticky vyznamné zmény ve viabilit€ ani poctu erytrocytli

oproti kontrole. Tyto koncentrace priblizn¢ odpovidaji literarn¢ podlozenym niz§im
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az stfednim hodnotam LA, které byly stanoveny v krevni plazmé po peroralni suplementaci
200 — 600 mg racemické smési LA. Tyto davky se bézné uzivaji pfiterapii diabetu.
Plazmatické hodnoty LA se v publikacich rGznych autorti velmi 1i8i, coz je dobie viditelné

v tabulce 1.

Jako vysoké koncentrace LA jsme zvolili koncentrace 50, 100 a 250 umol/l. Vyssi
koncentrace zasobnich roztokd nebylo mozné piipravit kvili Spatné rozpustnosti LA, ktera
se sice v DMSO rozpustila, ale poté vypadla z Ringerova roztoku v podob¢ srazeniny. Proto
nejvyssi koncentrace LA, kterou jsme mohli davkovat do kultivaénich desticek, byla
250 umol/l. Rozpustnost kyseliny lipoové by se dala zvysit jejim rozpusténim v ethanolu,

ale bohuzel ethanol ma na erytrocyty toxicky vliv a snizoval by jejich viabilitu.

Z4dna z testovanych vysokych koncentraci LA nezplsobila statisticky vyznamné
zmény ve viabilité erytrocytii. Na pocty bunck uz ale vyznamné ptisobila. UZ po 24 hodinové
inkubaci nastaly u koncentrace 50 umol/l LA zmény v po¢tu bunék na hranici statistické
vyznamnosti. U koncentraci 100 a 250 umol/l LA byl pokles poctt bun€k oproti kontrole
statisticky vyznamny (hodnoceno na 5% hladiné vyznamnosti). Po 48 hodinové inkubaci byl
statisticky vyznamny pokles poctii bun¢k u koncentraci 50 a 100 umol/l LA. U koncentrace
250 umol/l LA byl pokles na hranici statistické vyznamnosti, coZz pravdépodobné nastalo
z divodu velké smérodatné odchylky. Z naSich vysledkt vyplyva, ze by podavani takto
vysokych davek LA mohlo po ubytku erytrocyti vyvolat vznik anémie.

V dostupné literature jsme nalezli pouze studii autort Bhavsara a kol., ktefi testovali
vliv LA na eryptozu. My jsme V naSem experimentu sledovali viabilitu a zmény v poctu
bunék. Bhavsar a kol. se zaméfili na sledovani jinych parametri. Sledovali naptiklad
zvySovani hladin cytosolického Ca?* a ceramidu, pokles ATP, mnoZstvi fosfatidylserinu
na bunééném povrchu a zménu velikosti bun¢k. VEtSinu téchto parametrii stanovovali
na zékladé¢ priatokové cytometrie. Statisticky vyznamné zmény vtéto studii byly
po 48 hodinové inkubaci takovéto: zmenSeni erytrocyt nastalo jiz pfi inkubaci s LA
0 koncentraci 20 pumol/l, hladiny ceramidu vzrostly po pisobeni 50 pmol/l LA a pokles
bunécného ATP nastal pii inkubaci se 75 umol/l LA [21].

Vysledky naSeho experimentu koresponduji se studii Bhavsara a kol. Podle naSich
vysledkd sice nema LA do koncentrace 250 upmol/l vliv na viabilitu erytrocytd
ani po 48 hodinové inkubaci. Tento vysledek nemizeme porovnat s zadnou studii, protoze

se ndm nepodatilo Zddnou takovou v literatufe nalézt. Zjistili jsme vSak, Ze na pocet bun€k
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maji vliv koncentrace 50 umol/l LA a vys$si uz po 24 hodinach. Koncentrace 10 pmol/l a nizs§i

zadné zmény nezpisobily.

Z téchto vysledkl vyplyva, ze vyssi koncentrace kyseliny lipoové, které by mohly mit
potencidlni protirakovinné ptisobeni, by mohly mit neblahy vliv na erytrocyty jesté v nizSich

koncentracich nez na ledviny, pro které byla stanovena cytotoxicka davka 250 pmol/Il.

Také jsme chtéli otestovat, zda ma LA vliv i na mononuklearni bunky (lymfocyty
a monocyty) izolované z periferni krve. Mononuklearni burnky byly inkubovany s LA
0 koncentracich 1, 10 a 100 pmol/l. Zadna z t&chto koncentraci neméla po 24 hodinové
inkubaci statisticky vyznamny vliv na viabilitu ani na pocet bun€k oproti kontrole.
Mononuklearni buiiky se hodnotily hiife nez erytrocyty, protoze jich bylo pomoci Histopaque
vyizolovano pouze malé mnozstvi. Z tohoto diivodu jsou ve vysledcich i velké smérodatné
odchylky. Vysledky jsou uvedeny pouze po 24 hodinové inkubaci, protoze kvali velmi
nizkému poctu bun¢k byly vysledky po 48 hodinach nehodnotitelné. Sen a kol. ve své studii
uvadéji, ze LA vrozmezi koncentraci 10 — 100 pmol/l ma na T-lymfocyty pozitivni vliv.
Svym plisobenim LA pomaha T-buitkam zvySovat hladiny glutathionu a tim 1 antioxida¢ni
ochranu. Cytotoxické pusobeni LA natyto bunky nastalo podle jejich studie
az pii koncentracich od 2 mmol/l. Vysledky naseho experimentu, kdy jsme neprokazali zadny
neblahy vliv LA do koncentrace 100 umol/l na mononuklearni bunky, tak mohou vysledky
studie Sena a kol. spise potvrdit [43].

Dalsim cilem naScho experimentu bylo pokusit se stanovit koncentraci LA
po suplementaci v krevni plazmé a v erytrocytech metodou HPLC/ED. Stanoveni hladin LA
Vv erytrocytech by mohlo mit vyznam pro lepsi pochopeni jejiho cytotoxického piisobeni, které
je podle naSich vysledki LA schopna vyvolat. Stanoveni hladin LA v krevni plazmé
po perordlni suplementaci ndm zase mulze pomoci zorientovat se v mnozstvi rozlicnych
informaci o suplementovanych hladinach LA, které se nachdzeji v odborné literatuie, a ziskat
blizsi piedstavu o vztahu mezi podanym mnozstvim LA a plazmatickou koncentraci. Pro nas
experiment jsme zvolili davku 500 mg LA. Tato davka se blizi davece 600 mg LA, kterd
se bézné uziva pti 1é¢beé diabetu. Podle dostupné literatury, ve které doba dosazeni maximalni
plazmatické koncentrace pohybuje nejcastéji od 0,5 do 1,5 hodiny, jsme zvolili dobu odbéru

po 1 hodiné od suplementace.

Vliv na hladiny LA po suplementaci ma mnoho faktorii. Jednim z nich je, jaka forma

LA je pozivana, jestli je to R-LA, S-LA nebo racemicka smés. V naSem pokusu to bylo
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500 mg racemické smési LA. Dale ma vliv také soucasné pfijimani potravy. LA by se méla
uzivat 0,5 — 1 hodinu pted jidlem nebo 2 hodiny po jidle. Tyto podminky jsme v nasem
experimentu také dodrzeli [24, 25].

Metoda HPLC/ED pro stanoveni LA v lidskych erytrocytech byla zavedena
v ptedchozi diplomové praci. Citlivost detektoru byla piitomto stanoveni nastavena
na 100 nA. Mez detekce této metody ma hodnotu 15,7 nmol/l [42]. Pokusili jsme se stanovit
koncentraci LA v erytrocytarnich lyzatech 1 hodinu po suplementaci LA. Tato hodnota se ale
nachazela pod mezi detekce a nebyli jsme schopni ji zaznamenat ani jednou. Zkouseli jsme
v mobilni fazi ménit i pomér pufr : acetonitril, abychom zpomalili analyzu a pokusili
se oddelit veétsi mnozstvi pikl, ale anitak jsme zadnou hladinu LA v erytrocytech
nedetekovali. Amenta a kol. ve své studii uvadi, Ze po suplementaci 600 mg racemické smési
LA v erytrocytech stanovili metodou HPLC/MS s ionizaci elektrosprejem koncentrace LA
45,1 — 66,5 ng/g v casovémrozmezi 34 — 180 minut od poziti LA. Tyto hodnoty jsou
piiblizné¢ 30x niz8i, nez hodnoty, které tato studie uvadi pro krevni plazmu (1266,2 —
2290,5 ng/g LA) [22].

Koncentrace kyseliny lipoové v krevni plazmé 1 hodinu po suplementaci 500 mg LA
jsme vyhodnotili po proméfeni vzorkii na HPLC/ED metodou kalibra¢ni kiivky. Citlivost
detektoru jsme pii tomto stanoveni nastavili na 2 pA. Jako kalibracni body jsme zvolili
koncentrace 0, 5, 10 a 20 umol/l LA. Vys8i hodnoty kalibra¢nich bodt jsme nakonec nemohli
vyuzit, protoze ED je sice velmi citlivy, ale pouze v malém koncentra¢nim rozsahu, tudiz
linearitu vykazoval pouze do 20 umol/l. Hladiny volné LA jsme stanovili v plazmé tii
dobrovolnych darcu (2 zeny a 1 muz). Ve vzorku 1 (muz) byla stanovena koncentrace LA
1,4239 pumol/l, ve vzorku 2 (zena) koncentrace 1,9232 pumol/l a ve vzorku 3 (Zena)
koncentrace 4,734 pumol/l. V porovnani s literaturou tyto hodnoty dosahuji spiSe nizSich
a sttednich hodnot, které byly publikovany. Nejvyssi hodnoty po peroralni suplementaci
600 mg racemické smési LA uvadi Teichert a kol. Metodou HPLC/ED naméfili koncentrace
36,19 + 10,35 pmol/l po 30 minutach od suplementace [26]. Ostatni zdroje ale vétSinou

udavaji maximalni naméfené hodnoty po suplementaci kolem 20 pmol/1 (viz tabulka 1).

Z téchto nasich naméfenych koncentraci LA v plazmé usuzujeme, Ze by terapeutické
davky LA, které se podavaji diabetikim, nemély ohroZovat ledviny, mononuklearni bunky
ani erytrocyty. Aby bylo mozné se viibec pfiblizit koncentracim LA v plazmé, které maji

protinddorovy ucinek, musely by se ji podavat vysoké davky. Pravdépodobné by LA musela
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byt poddvéna intravendzné, aby se zvysila jeji biologicka dostupnost. Takto vysoké
koncentrace by vsak uz pusobily toxicky na ledviny a vyvolaly by i eryptéozu Cervenych
krvinek. Proto simyslime, ze terapeuticky potencial kyseliny lipoové v terapii rakoviny
spociva spise v jeji kombinaci s jinymi cytostatiky, kdy by stacilo pouzit nizsi koncentrace.
Piipadné jesté pii 1é€bé rakoviny tlustého stfeva, kde bylo zaznamenano, Ze na zéstavu
bunécéného cyklu ptlisobi jiz koncentrace 50 pmol/l, ackoliv podle nasSich vysledkt uz i pti této

koncentraci nastava vyznamny pokles poctu erytrocyta [47].
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo pokusit se urit cytotoxicitu kyseliny lipoové
u erytrocytt a mononuklearnich bunék. U erytrocytli jsme v nasem experimentu stanovili jako
cytotoxickou koncentraci 50 pmol/l kyseliny lipoové. Pii plisobeni této koncentrace se uz

vyznamné¢ snizil pocet erytrocytii ve vzorcich.

Koncentrace kyseliny lipoové V krevni plazmé po suplementaci 500 mg LA u tfi
dobrovolnych darcti jsme stanovili metodou HPLC/ED. Vysledky nam vySly srovnatelné
s hodnotami, které jsou dostupné v literatufe. Na zakladé hladin LA v krevni plazmé
po suplementaci a stanovené cytotoxické koncentraci LA usuzujeme, ze davky LA, které
se terapeuticky podavaji diabetikiim, by nemély negativné ptsobit na viabilitu ani pocet
erytrocytli @ mononukledrnich bun€k a nemély by poSkozovat ani ledviny. Vyssi koncentrace
LA, které vykazuji protinddorovy potencidl, zpisobuji ubytek erytrocyti a mohou vést
k poskozeni ledvinnych bunék, ptipadné v koncentracich mmol/l i mononuklearnich a dalSich

buneék.

Z téchto naSich vysledk vyplyva, ze kyselina lipoova se v 1é¢bé rakoviny neda
vyuzivat jako samostatné¢ léc¢ivo. Jeji vlastnosti by se vSak mély dat dobife uplatnit

v kombinaci s jinymi IéCivymi pFipravky.
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