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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 centdn its molecule.lt exists as two isomers,-Ioic and Rlipoic acid.
Itsreduced form is called dihydrolipoic acid. Lipoic a¢ids strong antioxaht effects and
it is therapeuticallyisedfor example in diabetes

At high concentrations, lipoic acid is able to induce tumor cell apoptosis and it is
therefore considered to be an anticancer deExgepttumor cell apoptosi it also induces
apoptosis n nontumor cells andhis maycause damage to the kidneys and other organs.
Theaim of thisthesis was texaminethe effect of lipoic acidbn blood cells The reason
for this examination washe suspicion from the literature that lipoic acid causesnage
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 tumc

cells, itcauses a decrease in erythrocytes, whicliddead to anemia.

KEYWORDS

lipoic acid, erythrocytes, cytotoxicity, eryptosisgh-performance liquid chromatography
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bVOD

Kyselina |lipoovg je pSirozenhD se vysky
mol ekul e obsahaj ¢edwvwa ahomMT & r e rotxyi sdaoyvt aom
formhD jako knesoelt edakodévao®vEgor mn, a to | ak
MT@me | i pordavgnetmivé wr mD potravinovich dopl RKT

Kyselinael vpooaBnljm aintiidixdmdahnzsmTl Mmi
organi smus pSed aoxddlk§ @e moladieswantj i nl.ch
M& Traznl vIiiv na metabolismus gluk-zy,
kprevenci di abetick® neuropaadeTr nK@ ohodl idvi-
dal g2ch onemocsndma&p n oPsrtd twaydddon o8V, aakpooupsrti§8- Z e j 2
vliiv na rakoviaby®mbpiBpwhw@dhdiakopeaot i n§dar oV«

KyselinallzinpmmsdEb?2 na bruyRktyl, e ku yecehByut kS§ivje
nakyselinu dihydrolipoovow a %| asti r TznlTch enzymT. VIr
bylo zaznkBmewgBhoh ubunDKk, protoge po supl e
rychle dok r e v n 2 Upelrayzt mjgmwcdyl teT rnTRckht asrt | katiceBtrace kyseliny
| i pesac\nh® pn® jejich pragiamst a n o u b u nNd rnyput -szmr .t

Hl avn2m c2lem t®to pr8ce je provnhDSit
pSedevg2m erytrocyty, a zji®tjigogu jprka® rkidr
Vn8vaznost. na visledky pSedchoz? di pl omo
protin8§dorov®| «édinslkat vhceuzna Kkrevn? buRK
pokusit se zmNRSit hl a glazmy av od my®t rkoycsyetl e cnhy
d8§vkou bRgnou pSi | ® bnN diabetu.
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ITEORETI CKC LCST

1.1 KYSELINA LI POOVC

1.1.1Z28 k!l adn?2 i nf or mace

Kyselinal i p oroeviBg tthalo® k& o W 8 1 e yosnouyhkl | 2isktakt 881, e n i
kter8 ve sve®maatwhkyséar gpbaabhwejdenodwhiumg P kdr keye
nDmug mTge tvoSit dipoavou @ pStipoavdu Gkysdlinu.dRine py .o v §
kyseinat vtn$avndipod oyl cfarmykayksteil im2yProt epape ®t i c k
sev Dt gv ynw@? v § s aldwm Rizomkrdl, 2.

Kyselina | ipoov§8 sex mdgfeoar jn@X oy tk glsiad oi dovag
(nebopou z e |ILA)pnebowré&l k o va n & afkoor nklly s el i n &DHIdA), h y d r
kter§8 obsahuje SHMohrh§RPSld®Y Fkampd,Iniyploeo vIES s
il i pokpseliBgjevi znamnl antioxidamkti khemi fenog
KromhR svich antioxidaln2ch v astnndsnu agé

aantikar ¢lizhogenni

S—S

WA a-Lipoova kyselina (LA)
COOH

Oxidovana

SH SH

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

Redukovana

S—S

H
” N Lipoyllysin

\/\/\rCOOH

NH;

Obr 8z:&ksel i nailhiypo aaligoylysiowp&veno podl€]
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Kyselina |ipoov§ je pS2tomna ve vgech
bunliRl.i poovou kyselinuosmTigiennmel c a2 sak § ) P yzo | k
sevyskytuje 5i r 0 z e n Np S2alvigp-fommjgnwWz neRk8ogennN pSi
dek ar b ohketplyseln.iR tUe k anT§reav b 1 v mapotBiny n a pdR &d mm
lipoyllysinu( obr 8§z ewo IlnNg bTvsg deteraggotviact kcRllhZ@lpiokia e

LlovRDk dok8&8ge ve vel mi LAdaho@emarntonyisd hv 2k y
acysteinu, kt erT ovelmiantad j[Re mn2orgs.t vie takygega
mus2 bTtNepjovtirzanvaamn D gdgofe LArjossdd i gp@®hg§tce hr ak
zegi vol ignlch he&t§h2mij sodir onjsidcePeduidny e L&At mp
vpot ravi, hrvoam&d?2r i ksBen 2 a h pomomi?t ochondr
dihydrdipoamidd e hydr ogen8zy je jej2 znal n8 efluBcet p
LAj sou vysoce t[kg8RaAVND specifick®

Ky sel i nabylliap omgeg@nap®roce 194G ako r TstovI f ak
mi kr oor glylot a @ o k § z § miroorganiemygoti S e baiy§ i2d &ke i pyr
Ale a g roce 1951 byld esterem Reedemjae ho kol egy pzhewDz¥ghzp
an8s | éa@mb cky i djekoi2dithioclan@p & nbaanov g, 6kyselina

Vpevn®m skupenstv?2 je to relativnhD st a
bod t&n2, d47,e5 rfoChpuRjorkBuh a2 m v ah 6 §bod , tnrdk 1p
pSiystaven?2 svIpolgnernj@ Ky s ezl§iSnean2 | i poov§ m§ |

hydrofobn2z vlastnosvitiucl,@lhe rozpustng8 ve Vv

Vyskytuje se u rostin av2 Sa&unN|wT ch me mb cysol.c h
Vmitochondri2ch bylpadphatteateka EBZ8zan§ Tsab
promi t ochondri 8t nek® bi egmgkmge j sou pyruvst
alUket ogdehydrsagen8pa osd e poanmsepceS$ad i ckou ba
bunh| nT tprraanvsdpioprotd ojben N umeyatd®my2 cRedJkaé
jevbuRk §ch provs8§diDna pomoc? ni kot i rSemizdedk
e n z ythidredoxim e d u kpoagied, e h y d z agp@thigre du kt 8z ].[ 1, 2,

U | id?z2 se LA podz] 2 na t vor bdle heynderrogg ee
2-oxokyselin Amidovou vazboujeR zomer LA v8z8n na |ysinov
kompl exu deloyxokygsehs8n 2 pTsobz?a jm&en sypf ad
skupi nyewzymaoanx®ho kompl exu, pSilemg scknhlA
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reoxidovs8na pemydr obee@tami PSocesu esdekovar
nikotinamidadenindinukleotid NADH). LA a DHLA mohou pTsobi
pSen Selgkdrpryzce2 substr 8§t u NABHeyd.r ogens8zy na

1.1.2 Metabolismus kyseliny |ipoov®

Je pr ok §etdolismus Lé @ DHA je pomr nND rychl T . Po |
transport Zy a st r oi rott @ satkit ru§ ldnoinppk r ev @ &b p ¢ BhatvadB nst e |
rychcdllTemar amlciegt Dmy mo ¢ | @&k, corgy g e ylzghTy IndAvesme
t kK8nBmbo menrzul f8ial t wyalcuhl | oevd8vni2n a mi . DN ggalyyt Skvte
avek t er TdooH alsseoMma d2sou namp®E2&k adsij &de Ry i kg tnd
jeLA met abo)] Bzroeghapvoc es eoxnidanelBylomlazeno delkeng | n
12 jej2chCimek albwjld ¢?T.met abol i tdyi tjhsicou apnocodvr®d
an8sl ednD-mpthylade.3 B Bo Shl avn? met abolity kyse
kyselina bisnor |nodpoou 8y s ekl ynsiready-bidma i p eabis §
met hyl ovan® merkaptof@ebr §8e¥gedrmy ot pal® uin
ng§sl ¢gdmuMowsny p[EaY,8§gnND mol 2

Oxidace/redukce p-oxidace p-oxidace a S-methylace
chx COOH /\/\/\/COOH
Dihydrolipoova /\(\/ s 13
SH SH Eysttna S S

CH; CH;
Bisnorlipoova kyselina . . . )
S - um:> 6.8-bismethylthio-oktanova kyselina
2¢ 2 COOH
/Y COOH
COOH
{1 NN

S S
s Lipoova kyselina Tetranorlipoova | |

kyselina CH;  CHy
4.6-bismethylthio-hexanova kyselina

NCOOH

L 1
CH; CH;
2 4-bismethylthio-butanova kyselina

?

Obr §2élkj | astNjgsemengboli ipopvRy [ upraveno podle 7
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1.1.3 Antioxidaln?2 vl]Iastnosti i kyseliny

Vgechny aerobn? organi smye kkiel §swn@muk ypsS e
bNDhem nor m8lI n2 hnoi t methaamalriigmbh, v per oxi s o me
syst®mech | 8stelnhD redukowvg@xi dhavosdplku.oxPd
jesi ce sl abg? oxidal n? | ini dl ose méddh o s p@&kr ot
reaktivnhDjg?2 a toxick® metabolity kysl 2ku,
radi k8l . Tyto |8tky nazlv8&me reaktivn2 fo
jsou toxick® oxi dadxided ulsiitak y®h ok tpeSri ® jwezhmi kavj
znich se tvoS?2 reakc?2 radik8lu oxidu du
molekul §rn2m hpplS2kéamd rfigooxtiadr o8.yl a oxi

Vysok® hladiny ROS ab®RNBS| md hmak pogkloelo
lipidy, proteiny a DNA. Mohou se zapojovat do patogenezerao gr e s e chr
z&8§nNtlivich onemocnNn2, ateroskler Y% ynkTm
volnlTch radi k8l T pTsob#doarkt ieoe®hzpnipamt iSElb® al
superoxiddi smut 8seg,er atdd 8a a, a g |nuwddadzahuinoegtr
| § ti lglytathiona hi or edoxi n. Oxidal n2 striesprad uk
oxidal n? caftiodl d mli e bk ap[@&iyt o

Kyselina l i poovs§ a dishiyl dadoonl2i p préevdSox p T s
poterc i § 4320mV.Tentopote c i §i ¢gnBAd notr e dmed 2 pBotue yd iug la
a oxi gdwarmlt hi on, k240mVIiZ tomgv ytpd d rbi8tAueg e | nNj g °
reduk] n2 meldi rgildat @amh éh i © mo X§ind a tpiSverd2 mA npt oi gokxoi zdea
Val i nky maj 2 obnND formy kyseliny | ipootv®t n:-
antioxidanty jeLAt ag®ot o, ¢ge nar o opEudsve ®vdg dtiuccht cghe gv
je jej2 jedBmMRrémSEziv8§@asnnoswal nT ch ,jakskiok@ | T
st 8§vs n&pSeHliamd/ wmwskor bov®, dAeD2mkygev gleimt t

viastnostemjmT gemeahaAlwi ver zrBtla(®dh ant i oxi da

Kyselinael ivyjoagkd 841 t er ape uPop o gjésnadmt i o
vst Seb&8natkénduaPRFadviadm®@m pvmprsd Steded?2 | |
me mbrran, r odvd 2tla B2 nuk prgjevule s v® antioxidal n?2 \
vevodn®m pavista$nécu, E, kteudDd@heopm zlhidiz e v
ajet ak ® s ntérakgergai nil mi a nN a pX?i kdthend eyren 2 anti ox
jeglutathion av i t am2 ny C areg&nergvaV istcahn®pnn 8E mTge bl
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pS2mou cestou nebo nepS2mo pSes tvaiktRGammn
redukov8n zagl¥Wltadthii LAeAv.y gy irertjreahcoel ul 8r n?
gendukuje vych(yd BrvEB&tathadylsst ve® nuy nt ®ze t ot i ¢
kterou obsahuj@ r 8ScystéinVext racel ul 8rn2m prostoru DHL
kterl pot@GuumlBks aswup?2 de sying9%zy glutat hior

.\‘\;l‘\:‘.\mm:mnm\mxnn:n'.n-‘ll-.l'::u,,,/
X 7y

38 :
W\ "
R SRLA €% exogenni SR-LA
= oktanova + cystein A % A
= kyselina . [ . -
- = NADPH,. ! -~ NADPH %
= NADH NAD* ‘ L{/ | .
= —_— 7/  ropHLA 2 R =
: 1w <> A :
- de novo a7 N | S =
= [ > B a— -
5 AT AN NADP | Nape~ = |
v _‘:' v
- ~ S/R-DHLA ~_ - cystin
(=
S/R-DHLA *—%\\ : \}\\ Va
///‘ Mitochond: \\\ X
7 Mitochondrie N AN\
7 & SRIA &7 D 2cysteiny
1 synté
7 syntéza . P 48 '
’ J - === cystein - 1
glutathiomn  ~ 5 \\\\-
3

1. dihydrolipoamiddehydrogendza

'
z
!
t ey
7y .
"HHz.|1|||x)l.'.l:\nnn:'.\z'.nlnn'.ann:1"»”‘" 2 : 3 : - .
‘ ' o 2. glutathionreduktaza nebo thioredoxinreduktiza

Obr §2ekavn?2 cesty pSemDHLA[uprasehmpodieRh o p&ru LA/ D

LAmTgesw®&® oxidovan® i redukovan® for mD
formy kysl2kmTsob®usprkaut.i LhAydr oxylovIim rad
singletov®mu m8y ssli2lknu),j gBHlamMti oxi dpéndédxivd as
aperoxylovim radi k8l Tm, | 2mg brgd2mpema xp e
vod-z2ekpuTsnob?2 ani .$uplemerdacefkgselinogplioloAA ou sni guj e c
aobnovujes n2 ge nwy ddtaat m2 cH,28nt i oxi dant T

Invitrobyl y vgak nal ezeny i prooxidalnz v
formy, LAi DHLA,r eagu Rnism nebo hemovp®Bi gebeDemNn
koncentraci jeschopna urychlit produkciag el e z u z8vislhch athiyk§
aperoxidadi pbzpmddhyvy DRje se to pr &vodtyd)pod
naFé'. Tent o prooxidal n2 proc&s omega k Bht ok
nai onty (¢ellAeszcah ojpen 8 iveonlemr® vraadi k81l 'y obsahuj
n8sl ednhD polgaedpdeagak mogn®, ge tyto | ed
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pSechodnich kovT maask dvsDHLA nd p S Peéyldani fniSc h
antioxidanT, n a p S kykelinpaskorbo®[8, 10.

1.1.4 Chelataln?2 vlIastnosti kyseliny |1

Mezi dhtga¥in®ky kyseliny ¢thebatv®| nrat ¥
Vroztoc2ch tvoS2p Ssetcahboid nni¥rickiekmpvipep e mt®p t 0 X i
t DG kT c lnvivo div Jitro. NapS2k$iadot ravn kadmiAebnr §ne2b
vet vor bn vol nRbiczhomeadiak §1 Fcemi ck§& smhNDs LA
kompl exT Yl-izomer[BP,dGd. neg S

Op Nt existuje rozd?z2| moe Zormouokyselidyd v po @ v ®
LAt ve $2a tkiolmpd e xy pichey Mmoo Gut', izif’, RF a Fé', ale Fé'v § z a't
nemT@OHANnaopak *Vifdekompex Fe jeviraznhn daabi Idmb
chel at uj?ezrf, e a A" MHLA p o m§ h § p T soovbjiiAlzheimarooyt i
chorobymozkudg gl at uje iontymmBdi gaj §gepeghoan
volnTmi DHIJA k@bgcnD t vip$e olfikeodmp kperxoys t S e d 2 ¢ |
set yt o kovy zareu rRwlj «&§ l2qavk®r 1 aehikkcley f7oBvapELA.&

1.15Pb|l i nek Kkyselmetyaldadlpiosom®s n@al uk: - zy

PSgpatnhD di®akeat®m Hypergl2y kkdmi i , kter §
oxidaln?2 stres,napdSNDrm®my dooHRov k2 voln
vmitochondri2ch. Voln® kysl2kov® radik§8Ily

kneur on 8lnnd?omue lai 81 n[Blmu pogkozen?

Bybt ap®ok&§zBadmhNyrel oxiehalonZ2| s§trBr%yguje
vur owrod§ n Nt | i v cjako je yntertewkinInBat u mo r nekrotj zuj
azpr ost Stakbégmdagiindi ovir ek e fll or T

Kyselina |ipoov8 m8 schopnost snigovat
iul i d2n egno c didbetes mellitusl r u h ®h o p yphi? ingalidaggtreRidenci
azlepmetf abol i smupewngil ukr izychna LA totig zl e

svalovIimi tk§&gnDenit | iowlDma rda uihtyz ukrienz iistdina
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svalovimivig&&mmp Sfedonpr gV I kezy rychlou tra
transffor®G®UTnachS§zejkatcehir n3m zvsnviatl Snt2v u ,me m
dopl azmatick®@amembr § ®pak ved MjleT¥® m2 Se vychyt
asni guj 2 t2m Krve(j?b rkSdiheke, B84 )r aci v

Terapeutickh modBodanlBn®@ Yi,inkydjig@gkm§ i n
zvigen? f o s f o ringulinaocve® nt yrr.eocs@ pntuop vy mdl n 2 inzul i
drantakmT ge prob2hat buN pS2mo, neboROFA.pS2 mo

Glukoza OO O

O O O 1. Vazba inzulinu na
3. Zakotveni transportéru receptor
O O do membrdny a vstup

O glukézy do buriky
\
\
2. Aktivace dalszch

\ drah

g Q P ._"7"

Glykogen ﬂ Q Q Q // \
4. Syntéza Q I

glvkogenu Q .
6 Syntéza
5. Glykolyza mastnych Mastné kyseliny
T kyselin
Pyruv at

Obr §848kh®ma vychyt 8v8n2 gl pkjehaaktivacinzalinesngupraven® podlen]1GL U

VkultuSe bunnDKk citlivich naz25immoll LA, n,
stimulovala LA sn2gen?: hl adin gluk-2zy ak
vychyt 8v8n2m gl uk-zy. iBwxziusltiunjoev 8n IBkioglni8l nc&T
nai ntracel ul 8§rn2 redoxn? stav a g¢ge oxidac
sevb-podjednot ce inzulinov®ho receptoru m
tyrosinkin8zov® aktivity 8 ne2mr &htui v oKvyaste
jescopng8 vyvol at utr®Pmada hbobnreado@enakdDpbdobnbu
pTsobit i na oxidaci d T epdpidtl Tec hn Ntk ieor IT acvhl
zmognil ch ,jaklAequliev ychyt §vgn2 gluk-zy [ 8
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Kyselina lp o o v 8 m8v na ackt@koemzym A (acetffoA) a koenzym A
prot ogehojpereglukovateRe d u k c 2 doj de ke tyurCdAJen?
docitr 8tov@&hS8os | eyll®muasn2 gen? tvorby kysel
pTsob2 jako inhibitor fosfofruktolpaksB8zgenHt
acetyluCoAp Tsob2 stimulalnh na proces gl-@ddol T z
vedouiki nhi bici gl ukoneegpeAn emzea,k t g rvaitj e goenaofn u

[6].

D2ky tomu, ge kyselina |lipoov8 zvyguj
kontrott ak® mBlI 2| ode tiox¥lkoahlun?2 @ h e odrd®Bnh 1S 8ne e
vi 8t.Kgskel inu | ipoovou mT,qgekiee rk& Tn ap g deg Zum 2
nazlvat nmikmetiinzkiBl2il i ni dl o

RTzn® mognost. pTsoben? rorgahismu nsbh shrnupy 8 r L

naobr 8zku 5.

regenerace jinych antioxidanti
(vitamin C, E. glutathion)

tvorba chelatovych thzllléke?l’ volnych
komplexi s kovovymi : z : radikalu
i Lipoova kyselina

Dihydrolipoova

kyselina

zvyseni vychytavani ucast na oprave

glukozy oxidovanych proteini
aktivace transportéra
GLUTH4
Obr 888krnut?2 funkcaupravenpaleélny | i poov® |
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1.2 KYSELINA LI POOVC A ERYTROCYTY

1.21Rol e eryrnedrckdiT] wyseliny | ipoov®

Po or8ln2zm pod8n2 se kyselinamligepo@d$§o
naer ytrocyty, | ymfocyt ykvetBr pmbocyt y @$Sidjazln
exogkAmPHLApomoc?2 gl uilabolsomw ®mo kin@ DHLAzp IRt u
doextr acel ul §r nRehdou kpcreo sjt@32ug v ima b § kdiyd g bak A z y
test pouRmd uk:- zou bez pS2tomnowla2 1% rytrocyt

Kr omi2t abol i s jatedulchj uekg €zfyi IS t roAADEH, hikioliv
vgadADHiTj eho mnogstv?2 nen?2 redukc? marntakz owd@
cyklu.Tat o z8vislost byl a pr ok$8zg&mee tti eesktyo wsnd?
deficitemg | uk6-fzoas f 8t dehydr ogen-&izygfedityed i @ysesnlSgzidyun |
ZpTsobdgst ane | nou t vytoacyyustoubAdoredHauneblgly schop ®
redukovat kyselinu lipoovouPr ot oge erytrocyty n2adeogyo u  t
gluk-zy, nemT-deexylbd ltulg:l aiku PBdFr azena

D a mgl2 8amik kte®i n h i redukcitA naDHLA, jsoudehydoepiandrosteron,
specifickl . r@afths b§t @ e h yydnilokygenG,§neynbr gnov N pr
inhibitor flavoproteim e d u kN\ta%zp.a k kat al y z oevd8unkac e mTegxeo g le I
glutathionfbedukpBobobai ndeBEpd? mgeh iz ozyokugt Nn
jevsyst ®nmbuu nlD&Amk ubov hat &t hi orvyizeldvanku 2z ds kT ¢
er yt rloredykcidA naDHL A d oldpbagnbitPe hydr ogen8za reduk
wWinnhDjitanbgonglewuktvezay,t r @a¢ ktoepblwee ve@ e k § z h
koncentrac%clytr pcpttyy ge¢ i g n e bippamidha ) ¥ d r migtem
jeve |l mi s peBRizdmercX[82 18l.r o

Jin® studokedjsouwkriip ,S2 §e mpy olBaasistz @mamy n?
koncentraci, j&S-izoformar e d u k asvo&4fi 0 %e f e k tnievgfolRaiT e nt o r 0 z
bude pravdDpodobnnh zpTsoben t 2 m, ge n ¢
Kr o gildathiom e dukt § z yd eah yldirpoogaermi8dzy t o mTge blt
Pokud je tedy rizomenlAeje o zdrTevdpdkeod/tB8egn Srt eadt unki todnz
[2, 13.

DHLAjeschopap$t se eo x i dPoSviati nnkau blakli A ed oys § ror
mnogstvausbBLAtn®hw asi RO 8§ [2e hHued] i2 & @ntnBDZg\Vsyt Qv R |
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zdTvodu spont 8nn? zp Nt n® o xvigdaakc ed onka8vglmiA . D H\
ryche r eoxi dovat t ak®, takge bj éwyradbe2 gpnr@KE 3
gexogenn? DHLA jako viznamn® redukl|ln2 | in
at ak® | i popr&®eihnuTsspaupriktuje sDiStl &em?2 nE o @ISri adoed s
pSedchemi ckelnm np, o gokroS8zn 2 psepr cotxS edbal®E i v i O bapni 28rfur an
iDHL A, cehytrogyty2 proth e mo | T z e indukovan® RP®¥joxm
exogkMan?j ej 2nabHH A& ceTsobe mTae$iys@dhcry&nD | i c
krevn?2 hmSeeildalt2 m [p d2giRl.ozen2 m

122Li dsk® erytrocyty Jako testovac? m (
|l i poov®
Kyselina |lipoov8 je jig dlouhou dobu

Nejprve byla podigvRjaeaapabeentfouspotl yvaesec
jedovat T mip Siotudszhimidaydd mDnkevge vyug2vsg jak
uvelkkBho mnogstv2 onedabetepklanr2d i ojvaaksdk ujl o m 2 , n
aaut oi mwreintoré2g§ N ag®d8pSnar akoVi N a AI DS

Kyselina tepapeft is@by @ gakogper§ew ence di a
neuropatie. PSdi abet i ck® neuropati.i j sou posti g
kporuch8m citlivosti,nejdarsddltj®zidiola?2kkdl &wtni
se pak mTge vyvinout syndrom@gmmab@Edidc k ® nc

J&ko jeden zfaktorT, kterlT rpSivepidv&ilkbetick® neu
nedostatel n§ -dakseeVnt®a ki oMdTgPod,{ N&t er § j e
pronor m8§ | n?2 fungovgn? s(vald ro&z2Re & & o6 enod eV ® v It
kt e st oiwu8 A RAa aktivitu N&/K"ATP8zy za zvIigenlch hl adi
| i dsk® ePrSyitdvgorc@ykt® .k oncentrace gluk-zy maj:
vznikBviv pSVt dd¢ atbe tytl s tzejcihg stBh o n a § echgprost v §
snigovat glkylbasylaaiiy gloivmit d TKk&TiPv8iztyti AaN BGaz y
ulervenlTch krvinek, 1t ko®cnalouwlk@iyskt azvae nny§
schopnost sni'fiKoATaR § zayk' ttal P@Eazme nhba §n§chalAr yt r
jeschopng toto sn2[f4el52.viraznhD blokovat
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Vysok® koncent kreicreohogul ukr oD vinhibice
ikoxi dakbhtmepr addkci k' y s | 2akuotvolocxhi draa dgiyk&gél | uTk -
prot & oMM ho, Je IshpogtSiemw! ugjleuk-zy | ervenl
sni gwjdeé nynl gl ykovan ® lmrtrocyieerm® §il eeri yumglykacic k ®
hemoglobinu hraj?2 wurlitou roli peroxidoval
inhibuje glykaci hemoglobinuT yt o Y| vo®oly | tAzaznamen§ny ogy!
na kt er ®&ysg®kencemtraé ¢yl uk - zgr m8Jl n2 c h bdortolik zz mIzry t T
det ek@egmiomul ace s psoansoezbSe jgridu krhaasytoa lzaj i gt N
gbdyLAmohl a tamdBtl n@do schopn§ zpomakvoj |l di abhét i
[14, 16].

EXTRACELULARNI PROSTOR ° Na™
Q Sodik @) ' g sk
o 9o v °o. /0 o o Ok
0/0[0/0/0/0 000 .H.H.] "' B
Bunééna membrana II}M),' ) f
elelolole ESO g
O & g ". y J N\ ‘ _ij
}. 4 &) ,ﬂ w @
ATP @ s i P;
INTRACELULARNI PROSTOR - K_

Obr 8688k h &maa-/ K+ ATP8zy [Jupraveno podle 17

PSpTsobrehkt exdedbiotickTch chmeht® k 8 ki o a
hemoglobinu a z niockx8 ctk T met hemogl obi n, kterT. ner
Ton a s tk8wTSl i zmPDnND oxidaln2ho stavu mol ekul
met hemoglobin nen? smoohbyn® tdasmodovEedlycswed atiny
di hydrolipoov® a njethembgiobinUah ebyly raiezeaynT ble cn ag § d
pozitivniDHEA alemk v slpSosR ahom® DHLA je schopng§
met hemogl obi nu, nathemogiokink mi v e Sldpr&khpj ddigo ur § v § n

Yal i nn@8l.nen?2

24



1.2.3 VIiv kyseliny | ipoov® na erypt - z1l

Jako erypt-zu oz mpaloujreanmeo vaanmayv cslmrou,er y
jepodobnl apopt-ze, prpegdamalV.eEhRbytyaed Rl jg®Bu s
jeich membr §nat violB?2 rtTvzar® z §hyh¥y m@o sftosdml a j
nabunn| nT . Ppoces repth- zy e g @l orv §n Sadou cyklicke§ z ,
guanosi nmbenpd msdtBetin@ k ipnr8z ou t ypu dktivovaaaie n o
ki nS8@zaounusovdl®2§i n8zou 3

VI astn2 bévgptspaugt Dna zvigenou 'yt kg e@lri
dob u Rk Yy mo h o u vstfoppbopusp 8®s kr@&liyo ntackv@ v
prostaglandineri,. lonty C&" a k t icvyusjt2e i n o v o uu capaid o pceopgt ijde§ z e
kterl degr adwjteosredeeéiunya vzpTsob? tak n8s
bunh| n® nmeambyrz8m yp.T % jsdueknrzvm nGak vyl thGlvEAYTr Bt
i ntr acel ujdngssnl2ehdoo vkEila u v ojdproltnSeabdnwgg ekg 2 kv er
a erytrocyy set u & amg [§9 20].

Citlivost bunhRpnéochénrem@esSn |l raa jegth
stimuluje erypt - zu podobnn. s fCiemgamyde | mhdae
membr 8ny enzomear isnf8iznogu , kterou mohou ,prod
nebojeuvol nPh&zamlTsob?2 Rozemldli ® erytrocytRpvEeasao:
zcirkulujvéem, t pgseo u pohd codveSgnryadov 8§ny p.0 MO C
Cd& i ndukovang§ erpgmIbRfu kree po/t®neLb ul tee ra® t ji sy @
p RipoptEryeot - za mTge bilakTviyvipdem, ocaioda|m
zpTsobenl m pmbigknoyz e ni? ynpoemretoenrnrhin® ., mno gst vam m
anebo %Wbytkem emeRgli®st &kltred To\lein® EHEER Kt i v

Si Il mii bovat erypt -zuktmFde zpxXisdbdjpsendtsls
er ytr oecryytplt ontai ck ® podn?t yD 8§V yev oelrayrg@echiclanmingi yn hQ
aSada dal g2 ciopoetin§jil 8lks.t elBxrllyt i nhi buj e t 2 m,
C&'pSkeationtov® kans§ly. Al e pokud jsou er)
erytropoetinu, jsou potom naopak ear y pt ot i ck® podnPokudbawvdk
zrychl emr&t erwsiysje umnohao n e mo chniRki® mpenzovg&na z
erytropoRumdunkompaemzaoce dosvwnvyiehm@t mya]g
Jinl probl®m mTge nastat, kd®Pgnemyp tattn § ok
sr 8§genapo &k omdikrocitkaldci[19].
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Kyselina | ipoov8 m8 ant ido2xkiy asadhopn & xv
apoptmmreaha dr utplo pbtu-nzZdk .i ndukw§ evzrrimk axi dal
ang8§sl ednou aktisaebtim gaklprBapt iKnkTTm byl a LA
mogn&t Kadl rakdviny, aby vyvol §vaad ear m§doanpd v Tzauh |
Vyvstala vgak z 8psoakdund® oA S§dak§get oaktgi vova
nestimuluje take@eryf2ilpkyefypt - -zy

StudeBhavsara a kolektivu uk8zala, ¢ge kys
aktivovat. Je vgak zaj2mav®, ¢ge pSi oxidal
[21].

LA m8 s c hwogtosolsstt i mul ovat zvi gen? kkojsoecre@n t
hl avn2m spouhEMNDyEemoeytyyptse vdhBsslledknud izoad thnwo
smr g Samwaital ov at fosfatidyFesfani cdyl speorvirnc ha
kter® maj2 blt Sa haltd ety ¢ kigricentthteiipykily ®@ya
po48h o di rnbuba®i zaznameng§na VvIirazns§ Z mPrytracytyv e
sez me n Mylylj y2@e moa / .y glgv en® akrea gpkjy2 esawnrydtedmpBm
hl adinvgbukizgl n2m4Bd®diow,i nod® gmrdtkSuvbs8.c iBy | «
prokg§z & reo sAhmBnost t eakvd zefaenmt®moe g%Isiztl e n 2
pS2t omn o skontenttadi2@j mayl /ol[2la v 2 ce

LA j e t ak ®zvygoovledapn 8 v or b us n ic @ ckermentcai a
adenosi ntATH) fveyrdcgachuPo( 48 h midibaci A ® koncentraci
50e mo V1 k£ na mn Dtvobw dergriidugt at i st i ¢ koyk |velsz nbaurmi | np&
nast ankubagi SSA ok oncentraci 7 548 BodioVd Ts | psop bdi Ske b
bunDdnetg@ krvinekk t r 8§t cee r APAT zea t ak @@llakt i vovat

Vz8vislosti nabyts®ctlhd oawtleE ds &zwiBigd t , |
onemocnhRNn2ch mTge blt kyselina |ipooy& ter
slab® a u zdrmamdperho jjeevd itn cpTp osoedv pHo MEe@k Ec h .
Avgak nDlkteenolmmébaoFod8&vEn2zm nNDkter T cmmo ir ullh 1
tent o Yl iUrel WysEledj2e je2n pnold Sov Sanv2B g ¢t e n tvT8,g nk tne ¢
hemat ol ogi ccknfPmik m&m & wio N ¢ zpTsobuj 2DSgploek | &8k
upod8&8vs&n2 proeryptbftc bk bcrss saleafoomideo tvizkni k no
an ®ml)e
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1.24Hladinyk ysel i ny | i poov® v erytrocytech

Kyselina |ipoovkgd ejrapleadti @ k fodncoFNo® idd[ m,0 d 2
bTt objasnbDno, jak moc a za jakou dobu |
podg8n?2 di skirre gbhugdozvnglh aerytvdcyaekh® mi mo j akR® mab@:
exogkAnprock8zxa rolkcryz 8rn2 membr 8§nu.

Amentaakol. vs v ® sledovdlidi st ri buci kyseliny I ipt
600 mg LAvr TznTch tabl ePo7Vmmanx® mgonugritrdrek kyseliny
lipoov® pvl a z mM ®st@lii pohybovalwr o z me z 27 229,6 6g/g2Koncentrace
stanove & erytrocytechbyly oproti tomuv T r arzingdg 2 , p our yobzomeazlpy 4s5
66,5 ng/g.L. a s y , konkedtsacd. A d o st § h,Ibyy v ergracyteslap S2 mo  Y%mn |
| as Tpm avz mD, cog j e po mikjidngd npl3 enkBv ahpoidvn® t zyj isg
0d34 do 180 minut, ale & 2 M fodnota 34minut byla up S2 pr avku se zvl
vst Seb&§vEn2 a 1I18®| ipviandt o m@G®@mplark wvol Rov§gnz2n
LAtobyloas i 1 ag Tdam sbudiechukad@gf nkgeet i ka LA je mno
vk r epInd z mb unRekgg2tvh
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1.3 STANOVENC KYSELI NY LI POOVE

1.3.1 Metody stanoven?

Po podgn? k yse | dtanpvit jEfispu@d ve@®@ent ovwkm@v h P
plazwdDkgnBExihstuje pednedum&hloch at osdpol lethé i
bysedala LA aDHLA pSesnhD kvbammlde kbt s trobiolagickeun a
technikou, kdy s& | a stt m2n o wevrB2d 2 prp o hydr ol Tligogllysimumi d o
vdS2vnjg:?2 dobnN tento valwdr ovigyetcihcnkyl nkert ookd y
Mi kr obi csltoagiiocvke®®8 hpe ® a | asovlD n8rol n® Kk
kmenT,je zatb evel i c e KdorimeliicvkB® met ody analTlzy
mi krobiologick®, provg§dNRjsopotlakdm@lrioz @ ®|
citliv® a specifick®, tudi4gldse pSi nich ne

Spektrofotometricky je mogn® kyselinu I
m8 schopnost r eduk ov &yseling b | -@itliabie-2+nitrobénzooviowd | o ,
Tato | 8tka se po redukci zmNDn2 na | ®ahB2yg
met odou, kter 8 mT gsepe il i ckBuge n ayanols i
i munoanmeybdak§i ceydeolyganatopBor kEn2.Na82 ki ¢
jel asoswrdkmE!l i p SEArmvdioalgs ti e k

Sl ibnou mudmlosd i tb§rkn?2 edletkrt afoif @l o®vAkaue rd
vykazuj e vysokoukywdadlninmy t Misgeé&§ave iod ead teo vj§
nabi ol ogi ckT16B3.vzor c2ch

StejnhD jako kolanpimgnov 8 K®h(@Enhatdgd vabdiv
chromatografie § mo t n gpsetkrt 2r o meMSy n € d o( k&@G¥ ILA @DHLA, b2 m
jezt 2 giedneant i f i khcel orgkzcdk?®iTt y oeddboaa®B. af o1
AleipSeat o nevli bbBu mgxly velcesel ekt ¢ vinPRIvgRn.o v §
chromatografie | amenovim fotometrickim detektor e
citlivpjl@menedgl mm i oni zMetodarhjm kdteetre® tjos ceun. n a
sevbi ologicklich vzorc2ch nejl ®pe stanov? L
p r o bderiva8izacev z o rTtd metody jsa pr avdDpvbddbisgiaenprver
cel kov®ho ~revaogkis GGMS jelvydoceVs|l i nidedtifikiaci i ke kvantifikaci
LA, jej? wi@eaK hjodouge vygaduje n8&r o[lo2® a n §k
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LA i DHLA tmodbld ®dfanoveny elektrochem
nael ektrickT pna toe n<ti & nnoTvgedh S ia nnaeloT z a cel kove
probDhnwlyeL A pé&8kan8 na proteiny, prot o, mus
atokyselou, bazickou nebo Bry mat i ckou hydraol hep 82 skupuepjul
abyne do @ log k b z &ul BA amadhceDHLA[10, 23.

Dnesn e j b uggrefvjain o u anmeat |wlazidey®ske | i njev V $ p b 0 V@i
kapalinov§ qHPL® seektimchemickoudee t kD), 2 p Si kter®
a §00% analytu Wi ol ogi c k1 cTéto metodar je 3etkty, n 2 [ dca jt2l i
sep $iztanovit obN voln® formy LA Pwmemcp$Sddd
sultrafialovou neb@Dskuwvmgakc emlin?L Ad eatneik cBH
protegeNvneobsahuj?2 dosFDateld§Mpouseplgd’p Seldc b
derivatizaci LAf | uor e s|cienildnlemt om j e tato m€ilwsta d
aselektivitav g ean® Tjes a mo z Devjl mnmalprSaz kalka®d sl ogen2 m m
typem pouyyz § tRonaou eaenia8l | e[dD, 25| ekt r ody

1.3.2 Suplementace kyselinou lipoovou

Dostupn® potravinov® do pil6BkmgLAoTREmEUticky 2 C
se kyselina |lipoovsg dpek®clB|l ot 2 Q0jesidioép D a
vygg?2 hodnota, zpefr pey moln®e kP spioattri apvold vjSe
na b2l koviny, na rozopdltradinohkdchBdbpbREE
dostupnost r acenmeijcka® tsdmNpoisd h&smjveojv8dhma® d8v
absorpce LAdo ken 2  pl az my b TividodoakvvyTkllie kOr,8t k ®mu b

pol ol asu nedoch8z2 ani p 0 0j peaj khonvoanma®kid ng?\e mvo
pl a f7n2l, 23.
Bylo tak® zkoum8no, jestli-ljpoodPplaloRR

kyseliny. Pokud byla racemick§8vpimdamllL An gloce
rozd?2lkyo nmeanitarRa zd® m&r u L A. Po peror8ln2zm p
byly, hodnoty RLAby |l 'y vir ®ahf2vygi?2 may® giendzo@doka c e
je LA absorbovs§h@kwmpktdgen®Ooiul aeml zpS2jem
biologickou dostupnost. Protoej doporul ov8no, adeypdRI| &80 u
aghodinup Sed ,nedloem@ hodliAyppd§\Va@rdd e§nd maraj r

29



vygg? biologicKAu poadBtvaimiBe s o,v @ceofjgo r mé) pr av
ZzpTsobeno avtyefrsakdlmefektem kdy j e zm%dd§vdGwepermn
odbour 8§8n47,24,25.8t r ech

1.3.3 Hladiny kysehaoawmbDI| i poov® v

Hl adiny kyselvknryevnl2i poggdva@ mNDsupl ement o
inesupl ement ovanlir iz nTicPz naaulit no@idph d iJidlauhv § d Nj 2
ge Si®|dabdtusem e j bNgn Njiie00umyl? A §d & dkidlpaciefpouzec ht Nj 2
podpoSit svou anti oxiidsall nMg ddketnidvilpte d sddeal °
nNDkterT emdageonfr koemckysel i nw olzineEa2d ngiinl, p o h
cogpSvepol t uasikdbmae2nd,8ale2l®nmoll, akyel i ny di hydr
mezi 33i 145n g/ ml , ¢ 0ag§i159,96ip702/86ningl/I [24].

Rochette a kol. ve sv®m | I 8nku shrnuj?
racemi ck® LA 1j8000u nogad dfie@idnglckd | ol as 30 minuk ol e
Endogenn2 koptamnmBap?ae knhe@@®dlUbdmp !l / | [ 2

Teichert a kol .i9vedraw® cht woibir opveod NG Kk H i

pod8vs8§na jednaradé&mkak@Odmidmy | i poov® po d
vystoupala koncentrace pvl a znml3vouma x i mBodnottapr TmDr nND z.a 3
Je jhédnotapakbyla3 6 , 1190 ,RB5 emol /| . LLt A/ r d & &osutenimacep o d
maxi ma 20mignuta a | ej 2 pr TmRNr n® niB20 anBd.In 2

Metodw st anoven? [26lyl a HPLC/ ED

Moini a kol. shrnuj2uvi§dbDeptikpojjedobr §i1
pod&n2 200 mg Ni,3e nodd rnpaau$oiFmglLA 13,788 , 2 & mo |
Ui ntraven. . z200 mgpLA pytackstamoveng e j ¢ end8n 8 koplkanmb ¢
40,3N11,3e mo IP/r IT.mNr nT bi o lvoygiyc kol dgppo@Hribdl 88nsi n u t § m.
Udi abeticklch pacientT byi %0 @ okpomticred vneanl - ezzn
podg8n2z 6[@0 mg LA

Carlson a kolSi lvie pslva® nsatt uidciki®o kkib® cleyng & la
byla peror8lndD pod8§na 12 dobrovoln2kIAn ve
opiNnt prob2 hHPLGED. meRom dpad&§nt A 66§ yng n®&mNSen

30



plazmatick® kpmTzeddt t 4 c eni nut . Pr YmiRa zby@) k or
16N6,32e gl , cod odpov2dB7.,a%48 ol Nab 3zr§kdidamd/Nl
vizkdmFphDl kol gltvilv uautjer theerkazp ewh d k@ mk Yal e
pouze Rizomer LA, aleje opravduv h o d mIbjd@Bfveajt&d ce mi ckou s mBDs.
pod8vRaANA8 j e m®nN biol oRLAkKk yobd argemgmidc krRe §s
Vef or mN sode®@acswmwdk mreohem biologackmi db®t 6
Aut oSit pu®@upujdLA @Iy kong§vat f uha linbibitoruk o mj
p Sbsorpci RLA [27].

Na z8kladhR nhRkol i ka paktbyodvit2®t ® ojus repdsddi h a h ?
terapeuticklch Yl ierkalpekiy s el0i®n yhlgli impagcoelkd® . c kT
] sou akmakim®DI\ypB2may mat i ¢ k oaud pkoown2cieas)t?r cadd 24(201o0 | e
25emol ¥TrnamnNjg2ch terapewti ckdsshhnwiugd! ems
pS2r odlmizbmeruRp | a DMB d n ol0®XCh e g/ ml fewoag 506 po | t
100e mo |l / h}. hpdmrizanamt i ¢c k ® ,kdys € edn8 idé§aceep DLIBAa g o v a
zaterapeutickou pak byla autory stanovenaasina5 0 ¢ gl/enmmw@(pov2d8 ho
250¢ mo I[27]] )

Chen a kol . techpkHPLCMS sispmij Zzan@?2 e Btankvowalio s p 1
hladiny LA vk r evn2 pl azmhD Dpdp ezrdorcaPléimeithci d 8no T d § v
600mgL A . Koncentrace d o S[midadydcuminuRebjion hodaokaibytaa v
pr TmRr ND, 87 3&8g/ ml . pTSetpo | h wdonmEhpoive 1 N 4, 2
[28].

Girg? pSehl ed hl adkirne wit 3a < enfiéi tn@g/d a mi p osotva

jez n § z o tabulgenl. v
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Tabukal: PSehneddbd st andkwemd imyhlagpiomv® v |idsk® plazm

Metoda Detekce I(_r?mDo/llil()) Q Hladiny Suplementace Ref.
HPLC FD 2,4/- - - 29
HPLC ED -1220 < 49 nmol/l - 30
HPLC ED 4.9/- 497 1210 nmol/l - 31
HPLC ED 241145 143,01 1970 nmolll - 32
HPLC ED 1,0/48 - - 33
- - - 4,07 1000 nmol/l - 34
HPLC MS/MS -/119 nedetekov§gn- 35
480N289 Omol /
Spektrofotonetrie - - g\g,’oﬁilzll,(ou S©§mcoi| )/ - 36
MF nekuS§8c
HPLC FD 30,0/1000 M: 223809 Omo | 120 mg, p.o. 37
HPLC MS 9,7/242 1267 218 Omo | / 600 mg, p.o. 28
HPLC MS -1921,5 M, F: 333N6,3 O mo Rac,600 mg, p.o. 38,39
HPLC FD 9,69/72,71 II\:/I].11144|I 226%3 5mo | Ri300mg, po. 40
¥172;|| 12712 Admo | T 600mg, p.o.
¥7408|I 112,15733 dmo | S:200mg, p.o.
HPLC FD 9,69/72,71 'I\:"::ééﬁ."' 114%5 5mo| Si300mg po. 40
y§18|l 1%% dmo | S:600mg, p.o.
M, F:3,1N15 Omo Rac,200 mg, p.o.
HPLC ED /4.9 , F:138N7,2 Omo Rac, 600 mg, p.o. 8

M
M, F:40,3N113 Om Rac,200 mg, i.v.
M, F:1001 2 0 0 Onm Rac,600 mgi.v.

LOD i mez detekcd;OQi mez stanovitelnostRaci r a c e mi ¢ @i pemDgigilinnX r a yMinmuzgni N
Figeny
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1.4 NEGCDOUCE BLI NKY KYSELINY LI POOV

G8dm® 8§doucZpVis om&ky® kyselinou | ipoovou
zaznamen§8ny ani pSi peror§l/mZem. pde§w§rEad n
1800mgLA (rozdRDleno na 3 d8vky po 6®0Omg)Y8der
Y%l inkynamemalpazt ejnhD jako intravenobm?2 t$éd§g
(ves r o v rpBaeBem)t oho se d §jomdsS8uvz8onvcatst Sedn2ch d &
bezp@®|S9n@|.bN di abetuosvsaguakoulexgalf’/hn®0pP mg

Ur |l iezPelbnost ngropopd8uv Senh2klvAsitwgldlt m na p.
vyd8na Stbygd @?m potkanTm peylid opeS8BrNBna acahn
odpov2dajmglPkemsdermm® po dobu 2 tTSWMKDA Ty
vyvol 8pvoatlkgarowif aci pl az matoixd kdfad m 21 ipmigdKor zesev m?22
plaznf) vét k § i 2nalps@ici a mozku) U | | dytoddaotybd/povd @ak §m
571 10 g/denD&1 e byl vIiiv vysoklch d.§vie lpiereiu it es
makak rhesusPoi nt raven- zn2mMmOpaony8 kg XQbsyella nzya z n ano
smrtt 39 e smt k aRoBmrtiunichbyy nal e z e mekr rwezlsk§Thd ® s v al
ledvina hl av.WRspkh®eentrace LA tedy mohou vyyv
wzk® d8vky LA [pdn8haj 2 zabrgnit

PSrnvitrost udi i na imortalizovanich | idskT:q
HK-2 byl o prok8z8no, ge jpg 4®nbedineau® PRB
proliferaci HK-2 bunDk. Konc e it dokowce HKRO 0 b uRg us

ug@o2dhodi ng§dkk.htd wypslied&, T ge na |l edviny by
jigpo mNDr nN n2zk® [4Roncentrace LA
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1.5VLI V KYSELI NY LDARIOGEY BUNN K

1.5.1 Lymfocyty

UTl ymfocytprokifejacéd a bunD|l n8 smrt r
(napS. cyst.ei®hSi dall nt2ant hsitornelsu se vgak tyt
prok8z8no, ge |1 id® nakagen2 virem HIV ma
glutathionuicy st ei nu. Konkr-l®t mfo cuyw t| Ti t @a jd?r uche f iTc i
jsou tyto hladiny obnovenyno hou podpo&Sn Mt [YileikncetkT cg i nhi b
HI V u akutnzch [ Deficit glutathiots Tuc hHIiVnf p&z Pt i v
pravdldproN naFsl8edkw oxj dplSn2koe est®mese gl ut
anav2c nemTge bdystseyintuet ipzradt@ngnee dtogh cd Sjed e
prok8zeshhadi gy 100 emol /| ¢gRyseviligny lhilypacdd w
ukul t i vovbaumnilkkh  TTeEdpow®Hrrzhal o -buun Dulr ykaafto c y t
zperi fe@3h?z krve

Sen a kol .dokpnce k &zoanlcie,ntgdag e lliOn e mioil pdov
der idvoskt8[g & git bunhD| n® Ihkibace Thy Rgbhmi aphobAba
18hodin. Sr o st ouc 2 mi koncentragemial d&dAi sé&l poisn
agokoncentrace DGOl emd| byl dalpjr2okBzEhoy § nPe
LAnemRl o jig na hl adi nyk®| lddiktts gl sl ld v .
t hi ol T18hpding Mmohem vIiraznhj g? Yal i nek byl
TbunPlokud byly buRkys okkullmii edmiold ef2ya Ssnnzol/l),
doch8z7elfjockh samyygSdhmBhezeny i sn2geadRa lhd 2acdl
t hi odloJc haétzaekfRagmentaci DNAU t akt o pbgkhkOBkeph&h n§s
apopf43.z a

Zt Dchto infor mac?2 vyp!l Tdv2gk,y g¢sev ®kny s eal nitni:
pTsomemPa m2tvlpezinmip®akicliad i p RimvpHol fVAr nad tno? z

koncenfd3.ac2ch

15 2 Endoteli 8l nz buRky

U mnohaonemocnin?2 | kt erx§ dpsoatmspbjyesams

zpTsobemip®ghkdzendot el . Protot ceatlomEso lae
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| i poov®, jako Ssilha®Hd daRkt®i exiddartlu 81 n?2 b
buniDl| n8EALihnyioe 6, kter § bvupeal n2kioava®l oy 8§ h#
charakteristiky Tegmnado tbalRdirycthe stEupffeksvat a
jinaDHLA, kterou poBve v Dt gi now®&m | mA o dsot vkku | Y m&adail un 2
jepak udr govs8na DHILRAI § kondeomtij4ddBe ag 24 hod

Redukce LAS2 zen § trteidaurkeadBaivruj e pent - zovIl
NADPH. Endot el i 8§81 n2 v yow¢RROH, Edectakosrgdukce LApr ob2 haj
vmi t o c h o jedak im®nH) Yal 1 nn §. Touto vliastngst 2
oderytrocyt T, kt erdiie av @ & §j Ppoudep RADPHmM g wtcrhabfni | 1
bunhDk, z&ser &y uagidke aLA 2pouZze NADH.Koncentrace L
ned@5almmoll vyvoutlBovhatj@ hHunhDk okctiedra®m 2d gd®E 338 n
hladin glutathionu. Ch o v § n 2 endot elpir®I$nSelW panhkodob
uerytr o@&ytoF,ovich b u nf 1 |brr TocbK yasdetil Ti.inZa vrdZi Tpoto v
koncentm8scHognbst z vy goivnattr acel ul 8r n?2 hl adi ny
antioxi dalzn?2e pdomrgda mw sa end[@d4.el i 81 n2ch bun

15 3 N&dorov® buRKky

bDlinky kyseliny |ipoov® a jej2ch deri\
bunh| nlch l ini2ch, napS2kl ad plic, vaj el
Uvaguopjeejgremt i rakovinn®m pTsoben?2, protoge
umnoha typT bunDk. Il ndukce apopthuny| mT oBd
jater, hitanud euk emi ckT ckhonrnden t2A kalerdtedmopo dl ouhod
expozici Z8§t av a rTstu bunnN| nlch I i ni 2 bkykl a Z

pSkoncentr adB@mmbll. RrAotdion§dor ov® p TzsSwiesnl2® LaA
adobhD elpozice

U IidskTch burhk srtaSked/ab yHyTy t retekt ibA® DHLA § n
nii ndukci jagomtSizykonceln/tlraz2ehpRB5EOnN ZHA60 e p i
byl sn2gen jejich rTst dokanoldleA KySsi e [2i4n ah ol di
m8& vinamet ast azbown8hkk . r akovi by e \pea rsdonc ledndt 0 a © 2
250e mo |l Vy g2 chLAbd lo&dpe at i nvazi viYooua ka.ve veyvy ®
studi. testovali v i vaolvA 8k d igbeu nun | bnuonul kI irnaik
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st SpVaah? peHi gg2ch kohebdoyrjgpd2pctencz §1 n2 t «
viznam®t dJ bunpPlon® 8l ihoi dei n mdukdvala hA okbnaeatiaci

50e mo | / | z8§stavu pHioRced®tddcekiod /b a vyg
iapoptNizgu.2 d8&vky LA tak® zvlagilijyi n® trmewh
vyvol 8vajzide, 46, 4lpopt

U vhRtginy bugBkindlAynaki 8i92ajpSi vygg2ch
vmmol/l. Kysel ina | ipoov§8 m8 si lkysdlifnagd hygdgt ol iopx
lun Nkt ¢greljederhi v8t T byl y pr bhki8nzk8n yv ep rvoyt gi gn2§cdho
NDkt er ® s dokosidevi Tt ruagzvriyt¥y/al ji 27 n oB$ e sLhAR me c halAi s m)
ajej2ch der i v8me€j snoau azpno8pm®,z u al @ T swrbleintzn
nami t ochondr ive| i cle gnvejchhoadnniMemiu s dal §2LApTa%,Sdy
geem8 mut agepmnidf. vl ast nost i

Podl e posledn2ch stQueddiev gs2em pdSeerd pvoskt|y§ dksy,
isamokysel ina | i pogvi&Tkno mhbi®l dwdin avcyiskaar zaukjt 2e r
rakovinyp Sedevg2m by mohla bTt vykudge? vj8snoau u¥ltien
d § v k 46,142

Kyselingeivmip@®@ad¥&h koncentrac2ch schopn:
soulasnich cytowtRsef kkt t@gDBPF2 mohd oNDn2 ne
at ak® ke sn2gém®] Poegitstesamosmstbatn® LA pr.
i d e 8varimaAtoy propo@e¢i nk§dpT ®» v ®eanPt § ipwd Seba vy
koncent.rVaycd?g 2 L Ad 8bvyk y z alLshe naop arke gngodhol uyc 2 m® s¥|
avyvolpom -zyn@epeaviucghy aal & mebdzupnTispbd gk oz en
bunhDk Tel®i my morekoot i & &j®mu dpaol ggk2ocghg akIbylo |
pr ok §z §n ovesudii Vi§ild &kblandma k a §42, 42h46.
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2 CéLE PRCCE

C2|l enmditp@topmo8vc® byl o pokusit se urlit c\
testu vyypahov®&n2modiSi, konkr®tnhD zjistit,
pTsob2 neganavebDytiotgtglalDmonam@Glezrrédrenhn?2tk
Dal gé ml em pdkysit e p 0 mo c 2 vysoko¥ i nn® kapal
sel ektrochemickou det ekc? st anokvrietv n &k o npcl e
aver ytr ocyt ec h lepentacpkgseliaau Bpboncu. sup
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BEXPERI ME NTLOASNTE

3.1 SEZNAM PF¢STROJS A POMSCEK

Anal ytick8 cela model 5010 (ESA, USA)
Anal yt i c k1@50/2 (Babarte LBa N)ar s k o

Aut omatick® pipety (Biohit, Finsko)
CentrifugagEppendorf 5417R (Eppendor f, NDmecko)
CentrifugagEppendorf 5804R (Eppendor f, NDmecko)
CentrifugaHermle Z300K Hermle Labortechnik GmbHN D me ¢ k 0 )

CentrifugaSorvall TC6 (DuPont, USA)

D8vkovac?2 ventil Rheodyne 9725i (Rheodyne,
DigestoS Merci (Merci s.r.o., Lesk8 republ
El ekt r o detekton Caulochem Il (ESA, USA)

Filtraln?2 aparatura (Supelco, USA)

HI ubok omr az-t3086S ANXO HeDtfic Co., LtdJaponsko)
Chromatografick8 kolona Li Chr olCBaer)t, 255 4e nx (
NDmecko)

Kg8dinky, odmBawnky v S8llxleye ,zktuyl inky, lTodil| ky
Koncentr8tor vzorkT se zahSdv§E§nimsKE&r meypat
Kultivaln2z destil ky Cel l Culture Plate 351
Lednice Liebherr (Liebherr, NNDmecko)

Microsoft Office Excel 2010 (Microdg USA)

Mikroskop Eclipse 80i (Nikon, Japonsko)

Mikroskop Eclipse E200 (Nikon, Japonsko)

Mi krost S2kal ka Hamilton 710, 100 el (Hami/l
Mi krozkumavky Eppendorf (Eppendorf, N D me c k
Mul t i d8WwKdvaglette Pl usCombitipsiPeRs Epp@®ndésf avhB
Nyl onov® fil termpuypelgppdS)zi ta 0, 45

Od b D r kmmnaa®ky Yacuette 9 ml (Greiner Bidne, Rakousko)

Ochrann8 cela model 5020 (ESA, USA)

Pasteurovy pipety

pH metr HI 8314 (Hanna Instrumentst 81 i e)

p H p aTritest k pH 11 (MachereyNage] NNDmecko)
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Pl astov® gpil ky MNeppunesSaignafiendd3A) ck ® pi pety
Plastov® zkumavky (Schoell er l nstrument s,
PSedkolona LiChroCart -48r)4 BmgmP@gMespher
PSe &wKerg44035A ( KERN & SOHN )GmbH, NRDmecko
PS2stroj na virobu ultralist® vody Smart 2F
SPE kolonkyDiscoveryDSCPH (Supelcg USA)

Software QuickCalcs (GraphPad Software, USA)

Termoblok Isotemp 145D (Fisher Scientiffg USA)

TermostaMemmert(Memmert GmbH + Co. KGN D me & k o

TSepal ka Reax Top (Heidolph, NDmecko)
Ultrazvukovs8 vana K12 (Kraintek s.r.o., S|
Vakuovsg m@aBbREuamal(SupelcoUSA i pr ep
Vyhodnocovac?2 software Clarity (Data Apex,
Vysokoth k ® anal yt LCelBA® VR (Shinmadzdlaponskp
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3.2 SEZNAM CHEMI KCL1 &

2-propanol pro HPLC (CECH(OH)CH, Mr = 60, 10) ( Merck, NDm
Acetonitril pro HPLC (CHCN, Mr=41,05( Mer ck, NRDmecko)

Di hydr ogenf os(NathP@) Mra 219,98 8igmiaAldrich, USA)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (C;HeOS, 99,8%, Mr =78,13) (Carl Roth GmbH + Co. KG
NDmecko)

Dus2k ,4,Mr (N 28, 01) (Linde Gas, Lesk§8 repu

Histopaqué-1077( 3 = 1ml'®) @igmag\drich, USA)
Hydroxid sodnT ( Nalridh, UMy = 40) ( Si gma
Chlorid sodnl ( Na@lrch W8 = 58, 44) (Si gma

Kysel ina gHiO.8,dV0 v296,3) (SigmaAldrich, USA)

Kyselina chlorovod?2kov§8 -Alddd|USA) 37 %, Mr = 3
Kysel i na (H:ROs 85%.rMr + 98)8SigmaAldrich, USA)

Methanol pro HPLC (CtcDH, Mr = 32, 04) ( Mer ck, NNDmecko
Fosf $ufrgPBF)10X (pH = 7,4) (Thermo Fisher Scientific, USA)

Penicilin(Life Technologies, USA)

RingeT v r o @allety KSigmaAldrich, USA)

RoswellPark Memorial InstitutéRPMI) m® d i 1648 (Life Technologies, USA)

Streptomy (Life Technologies, USA)

Tr yp amod(B%) (Life Technologies, USA)

Ultralist§ voetld (o = 0,055 ¢S
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33 STANOVENE VI ABILITY BBNRPRANRUBOMMODT

3.3.1Princip metody

Viabilita, nebo tak® QgRwjogt apoh@epno@itv
vt est owaom®kmu. Ke stanoven? viability bunik
trypanov® modSi. Tato metoda je zaeh®jéoalh

membr 8ny a tud2g do ni c A pokud bysewo nich bamiyg e
| §stelnhN dostalo, dok8&8¢g2ulRkyalkiitww®d mbda Ry
naopak meebu8kphong2k ga etnu® 2 ga bdsoo hdreMp €o k o Tyko .

buRky se gigtwimchajdébSe odl i gnotrdh barvuViabititay e m
bunhk mpoht§my¥pasnovou modS2 by mRla bil,tabyvyh
nenastala smrt bunhRk vt rdyfsd eadW® ummdk3rie k ® d o
mogn® odligit, zda nastalmbobeki]l4d8p g smrt v

3.3.2 Pracovn? postup

Ke stanovemd#dnbwilaobidetyzorku odebr 8no
anapar afil nusl®mzt¢hgmyipanwicos® med$§alio2 mndts obi

10¢ | suspenze bylo nad8vkov8no do B¢rkero
kontrast, zwlet ®@én2pod®xx1) Brywlk ep owlggtvk ¢ mT mk y
bunhDk. Viabilita bunhDk byla stanovena pod]I

)0 & @ ,,Qh £0Q Q0 6fEQDp Tt T
v 00 T Qa [QF 80 6 6 1
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3.4 PIr¢éRBAVAR KREVNECH BUNNK

3.4.1 ERYTROCYTY

3.411Po u goztok® r

ZCSOBNXZTROK 10 mmol /| KYSEDMSOY LI POOVE V

1032 mg kyseliny |l i popBR@& mbyYDMBO ar ozpu@i pet
domikrozkumavek Eppendof a u ¢ hnor vaSzveSk80d @vS |

ZCSOBNE&E ROZTOK 100 mmol /| DBMSSELI NY LI POOVH{

1032mg kyseliny | ipob60® byl OMSO®z pu8gA@DE §V §n

ZCSOBNE RODMIG/IKIYSSELI NY LI OIS £ V

3094mg kyseliny |ipwav@&l bPMSEOr azpah60BOENO
ZCSOBNéE RO@UTOWmMA@l /1 KYSELIDWSOLI POOVE V
4126mg kyseliny | ipwav@el bPMEOr azpah60BO ENoO

ZCSOBNE RODmM@OW | 25 KYSELI NYDMSOPOOVE V

5157mg kyseliny |lipowav@eal bPM8Or azpa3®h60BOENoO

ROZTOK PUFRU PBS

PBS pufr byllbha®edpnfldOxbykKo pSid&§no 90 ml
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RI NGERSV ROZTOK

ltabletakp S2 praviDr Rzehgkoobgl%0d omlp uwglttirnaal ivst ®

3.412Pr acowestup p
ZPRACOVCNE ERYTROCYTS

Dobrovodé&r®nmu byl o oldrebbrBnoee 9danl z lgu mav k
obsahovalag ak o pr ot i sysdimlethyle®iarintetraoctdvau (EDTAKrev byla
vez kumavce pr csrh2od he§hrea ACFE00 U § | Z BinttuBSdpernatant
byl ods 8§8n kdioky loylg prergty 4 rmlPBSao p NDd | enty . Promyt 2
apoposl edn2m promyt?2 byl ods8n  rowplaulnat ant

Erytrocyty bgBSgdmmys| Bdn§er o § V kno doSddayt o k e
jamkovTich kduelsttiivbadel&n 2 c®r yj edaoyptj Rimki®altp ov 2 d a
50000000 bunBDk/ ml . Do k a g dcelkema5mi suspéngel roy t nraodc8y
a pSkdsnel naSedNDn®ho z&sobn?2hokargadz®t o kauncke
ma x i m§ tenttacelDBSO 0,1%. Do kontroly bylSg d § n dDM8Q. 5 ¢ |

Byly pSikulatviewaylt 23 ky se stejnl mAijedoanc er
byla popmdkuss ma 24 hod8h ;mdBicrh§ c i@ duehggly opsor b y t
zasahovgo? Q@ohrkgybyl y pSitprigvikkukygtiwwal n2 des
vl o g etarpostdio a u c hpoSvi A @387n y

Po 24 nebo 4 &telmostaimyj8maunt ab yjlead na kulbylai va
stanovena vi avwlisllietdak ye rbyytl nyogaypurNicosoir Gffice/ Exael

2010. Byl y vyhot oveny sloupcov® grafy pr
schybovT mi Yus e | kamiRuj 2k t e mo@ircdzdndStk uo u -thst p § r
s5%hl adinou viznamnost i byl vytvoSen pomoc:
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TESTOVCNéE DMSOV U

Byl proveden pokus s Tz nT mi koncentr acemi jDaVKSEO
koncentrace DMSCb 'y  mo h pra erytrdeyttyj itgo x i ¢ k § . Test doylyan ®
0,1%, 0,2% a 0% DMSQ.

Dobrovdl8r®&mu byl o odebr 8no 9 ml apsahem2 k
EDTA. Krev bylapo pr om2 oH &m2a 7 mi w50bt $ISk § c2hl  zAaC
Supernatanty | ods8n do odpadu a kropRkysbgl gnyp!
probDhl pog8Ilxedn?om promyt 2 byl ods8n supern

v Krvi.

Erytrocyty byly naSedRny Ri n@2riovjlamkro
kul tidaebhntdkk gby pol et erytr ocyghj ]amkv8 c h e dondopt ¢
50000000b un DKD/omlk.agd® jamky byl o nadfaz&koelynior
ap Si MDBIPO, aby koncentrace jva mk § ¢ h odpovzdaly 0, 1%,
Dokontroly b 150 e¢p SiRliSmpeV @e@ah nryo zt nknuk y by
vt ri plKiuk 8t eat nP kderbay |l ao vtl @rgmo s thaotdui ni npkSuib o3v’

Po24hodi byktl t ideasltn?y] kabwlya mat anavena. vi a
Visl edky cloyl§yprpgramu Microsoft Office Excel 2010. Byly vyhotoveny
sloupcov® grafy pr Tymsgrthrylbotv] miod vaste| kwa mib,i |
smDrodat nou od d-test 55k% . h | Naedpi 8wroouv TvT znamnost i
softwaru GraphPad QuickGzl
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3.42MONONUK L BRER ®RY
3.421 P o uogtoky ® r
HISTOPAQUEF-1077

Pougitl bez dal g2 Ypravy.

ROZTOK PUFRU PBS

PBS pufr byllmarsleddunfriwxhylko pSid&§no 90 ml

ZCSOBNE R®&ATSEK | NY LI OISO/ £ V

Byly pougBspbatejo®t oky LA jako u erytroc)

342 2 Pr acstapv n?2 p

Dobrovdl8r&mu byl o odebr 8no 9 cuoeltesihsahem2 Kk
EDTA.Do plastovich zkumaveleoooBpymwgty ol r
aopatrnhD pSevre tZkumavky byl cemtifuglny za pokoj ov
p $000t §| k &ob 30pminut.P o centrifugaci byl a Pas:
odebr 8na vramomaodwykmFecyt e nachs8§zel azmya r
(viditel n®& .naBwhkyszlkwyly pSeneseny do nove
pufru a stol enymipBit .25%u mersrd &t§arht 1MWyl odet
dal g2 dvhD promyte nbcml pPBB2 rrak . Po odebr
resuspenldRBSasypovj eny do jREN®prz&wuimay&me se
p $i | o gpeoduktmHistopaqle1077[49].

Mononukl e8§rn2 DbuRKIpt byj gmid&w®e &igdREMIyda| 1
m®d i tekmabyp o | et bunnNlbyl 3625j0  mkijguokbD\kk a § d ® j a mc e
25m bunDhDsusp@nze ke ktn€rs® p8pbBE&no 2,5 ¢l naSe
rozt oku kysVegleicnhyn yl ikpoonocve@.t r & ¢ @ p HDp ko@rolptslo p r a
d8vkowssnloDMSO adov gec h j amek be ¢ e @ S0pdednn oc i
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ab0¢e cptreptomycinuabys e zabr 8ni |l o bagkominhe&i®ercsh bylaafmekk
kul t idealtn?3 kea24 Hodirdo¢ermastatis5% CGp Siepl ot D 37 AC.

Po 24 hodiknu8ch ddeadythial k a byl jstanoverma viabilita
mononukl| e8rviAzsdrt dkwn Ibky.| y prqgiaru Micppsofh Offices Bxeely v
2010. Byl vy vyhotoveny sloupcoy®@ ogoaty |r
schybovT mi s el kami s mhktoedra® n ozun § eoqudgcrbegsiPk u t

s5%hl adinou viznamnost | byl vytvoSen pomoc:

l/‘/‘/\/‘/\)))

L LS

Obr §Z:eskepar ace mononukl| eHstopagueh GhbpkBAk opomdwi e vr st
bunDk.
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35 STANOVENE KYSEKIOVMEY PLOMOCE HPLC/ ED

35 1 Pooziphkyt ® r
ZCSOBNéE ROZTOK 25 mmol / | KYSELI NY LI POOVE

Bylo nav8§geno 0,5158 g kyseliny |lipoov® a
roztok byl rozpipekoEpPpedadomi Bbdo ZAKCH ma § v § n

MOBI LNEZE (20 miPOs;t ACETONERIL vpomNDru 65 : 35)

Mobiln2 f8&8ze byla pSipraP@nwas50 ombpudgt Pm2arm
PorozpugthRDn2 bylo pSid8&§no 350 ml acetonitr
2,82 pomoRENBSINe dHovala filtrace mobil n?2 f
p-rTe d50dvzdugniDn?2 na ultrazvukov® | §zni

PROPLACHOVACC RHRRDHADRL :RMETHANOL (1:4)

Propl achovac? roztok byl-prgp&holpa 400 bmethanoh? c h §
N§8§sl edoval a filtrace pfesp - nyl oh,o&d ml tal

naul trazvukov® | 8zni po dobu 30 minut.

PROPLACHOVACE ROZTOK ACETONITRI L ULTRALI

Proplachovac?2 roztok byl p Qi pa av®0h mim2clht§r
Pot® byl pSefiltrovg&§n pSes nylonovl filtr

ROZTOK NA ROZPOUGTNnNéEé ODPARKU

Roztok na rozpougt Dn?2 odpar ku byl pSipra

mobiln2l d 8gm2cBgno 3,5 ml acetronitrilu a
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ROZTOK NA PROPLACHOVCNE DCVKOVACEHO VENTI L

Roztok na proplachovg8§n? d8g8vkovac?2ho vent.

a65ml ultralist® vody.

FYZI OLOGI CKh ROZTOK NaCl (0,9 %)

Fyziologickl roztok byl pSipuhvealiez@Puygbdt

ROZTOK 2,0 mol/l HCI

Do odmRrn® baRky bylo napipetov8&§no 16, 4;

redestilovanou vodou.

ROZTOK 0,05 mol/l NaOH

Byl o nav8§geno pu,ga DphoNav@H 1&00r ad ul tralist®

35 2 Pracovn? postup
ZPRACOVCNE KALI BRALNECH STANDARDS PLAZMY

Dobrovodl8r&mu byl o odebr §no obdabemZRTAMan k y
giln2 Kkrve, kt er&8 Dbyl a okaong§I|tkds csht od & n@iCm
pod o bu 15 mi nut . Vrstva p | azango nbkyotkamavekd e b
Eppendorf pet 5 0 nap IS2 pk alviubr al n2ch standardT. Ke
vgdy 50 ¢l rTznND naSedNn®ho z&§sobn2ho 25
koncentrace bylo k| azmnD p&Si dBhor &80i st ® vody. Mul t i
mi krozkumavek nad8vkov8&§noi280aeln8sVeldbaat
nat Sepal cempoutdobBo®R2® byly vzorky ulolgRmlya
deproteinace. Ngehedovalze 9PtSo| 4aBD0Ma ot § k
10minut. 450e b uper nat ant u Ioyv Toc ho dreibk rEonzok ud®as/ le k ,
kyselinyc hl or ovod? kov @olllmpkbo@®ceB8eskadakadealPREy nou
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NaSPEf enol bellemk §ch byl nmlmisa kolenkynbylpnejgiteo k
solvatovg§ny 3 ml met hanol u, nasyceny 3 ml
depr ot eiorkoyvseen & n.® Kpollaoznnkyy s eylyrbgn$ | eudnrild api s |
abmi nut se nechabwyl ysugli inb wmehamptu r derykrozkumavek
Eppendorf a zakoncent4p@®nyYCodpaSen2m dus?

PSed chromatografiakby aohoVgo&n®yVvhdo
akvl asnat T ze byl eglO0roozeplu grtddmtyo kvu peaoomedtr aun i 3t5r i
Dokapali nov®ho c¢hr omavtgodgyr @f u.vaplrkud8vkov§8n

ZPRACOVCNE VZORKSE PLAZMY

Do zkumavky Vacuette sbsahem EDTA byl o odebr 8no
posuplementacbOOmgr ace mi c k s e mDe yt d b lpeotoovyw®® vf or mnD.
1 hodinu pk onzumaci tabl et . Vzorky ©plazmy byl
kalibraln?2jesdianidrardgzd?2sl em, ugekymedti ay 50 i
ke450e | zpnlya pSid&§no 50 el wultralist® vody.

ZPRACOVCNE ERYTROCYTCRNECH LYZCTS

Dobrovol n®mu nedBplcd mantd8vwan ® pur asclemi ek
smiksyisel i nyt d b Ilpetoo(®ftodifagpdk mRA z u maci ) byl o ode

krve do zkumaveNacuette bsahem EDTA.Dp | a s tzokvdmehve k byl o od

500¢ | pl n® Kkrve, k e kt er® zbhypll pgipSk@®@Bayr d
Popr om2 b Bw2 zkuma v kl$00ostt Sol| kegnylu tppSai p Si | abor a
podobu 3 minut. Superat ant byl ods8n do odpadu a er

fyziologick®ho roztoku a st olpepnoys.l e Bnd my tc
supernatantu bylo & r yt rocyt Tm pSi d&8mbt r5]|0i setl® wvyocdhyl.
podobu 10 minut pone h 8§ nlye dmi ci , aby mohl a pr obb@hnou
potr®@zpipetov8ny dopenddrfken oz&dwuda§gR hdp zpraac
vmr az § kBOA ®.S |

Dal g2 zpracov8§n?2 erytrocyt8rn2ch |vyz§8t

stejzpifmobem jako u vzorkT plazmy.
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CHROMATOGRAFI CKC ANALKhZA

Syst ®m HBLICY&®gsokotl akim anal y-10iADk T m
d§vkovac2m vert7i2l15é m PHSeadkyrnenou Li ChroCar
(RP-18e), chromatografickou kolonou LiChro€&54 x 4 mm, Purospher Star (RBe)
ael ektrochemickim detektorem Coulochem ||
el ektrochemi ck ®lemll ¢ edbrazerto v tabwlCo ul oc h

Tabulka2:Nast aven?2 el ddtektoruoGolloehemn Id k ®h o

Anal yti ck£§
Ochranng

Kan§|I Kan§|
MNS2c¢c2 m-d DC m-d
NaphDt2z [ mV] + 750 + 450 + 590
Citlivost 10 ¢/ 2 Ac
Vistupn2 nap 1 1
Filtr [s] 5 5

PSed vlastn? anal T zou byl syst ®m HPLC

roztokem 2propanol : methanolp o mDr u 1 : 4 po dobu 30 mint
proplachovac2m roztokenpoanhDertuonli t:r idl. : ul tr

Po promytd®st®mua zapoj ena mepbil pa Tf &k e
nalml / min a teplota byla nastavena na 37 A
vzorku. Ten byllos y st ®mu d&8vkovs&n pomoc?2 mikrost$?2
d 8§v k ow@&v k o vaecrrthiol uv Rheodynl® 9725i Kevgdyr
elektrochemick®ho sign8lu byl vyugit vyhoc

ObsahLAVj ednotlivich vzorc2ch byl Ksatla nborvae
standardy byly promRSeny prpgoamoMicosofl PfficE ExEdD a
2010 vytvoSena kalibraln2 z8vislostA.pl ochy
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AVhSLEDKY

4.1VLIV DMSO NA ERYTROCYTY

Z8sobn2 roztoky kyseliny | ipoov® pro t
rozpudys@my ml i pDMBQ ® PsSeendot nT m2 mest bv@nkysel
naer ytrocyty bylo potSeba otaersttooytymbzpodgt R
Dokultidalsnidehksphboghzik erytrocykdnoedgvikao? 8

0,2% a 0, 3%. Jako ko rRingemvaaroztbkylhku tpaoaia) i pr @S
2dhodi n ACSi 37

Graf . VIiv rozpougtRdl a DMSOGrahzan §wioatRiulfisteu i erkd/$ epocTy
sesmNr odatnT mi symbal t h ylzknatedky mah v & 8i c i statistick® vI

oznagtugtei sticky viznamnl rozd2 Hestoproti kontrole (p

Viabilita5a{ h L322 Hn K2RA

90 +

80 - = *%

H
——

70 -

HH

60 -

50 -

40 -

Viabilita [%6]

30 -

20 -

10 -

0 0,1 0,2 0,3
% DMSO

Pomoc?2 tohoto experimentu byl o zjigtn

statistichkgklivdgz naimabi | it ybyelr yptFiodc§nt TO,, k% Dk
a0,2% DMSO byl pokles viabiftnahr ani ci statistick® vIiznam
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42VLIVKYSELI NY LI POOVE NA ERYTROCYTY

4.2.1 VIiv n2zkTch koncentrtacédcktyFel i n)

Nejprve byl testovg&n vIiiv n2zklch konc:¢
po24 a 48 hodi nPo®]g i tn®@uLAtbayadye nt r ammedl0d mo I5/ le.
Jakok ont rol a byl p dHodipatyt viablity € Roy tDrMoS@ya4gh omld n o v (
inkubaci | sagmafech2aa&3z or nDny v

Graf 2 VIiv n2zkTch kolniceondwi@alkiial k yt syed e rayt rhoccdyit nMfGraf® i n
zn§zoamRiureet i anelSeam e ImMr odat n T mimbolo d cohzyn akledkyimahrarsti s
statistick® vIznamnsotsattii,sts ycnkbyolv T*z*n acnd alrwjzed2 | opr
t-test.

ViabilitalLJ2 Hn K2RAY!} Ol

[0}
o
J

-

T
1

H

Viabilita [%6]
N w N a1 (o) ~l
o o o o o o

=
o
1

o

0 1 5 10
Koncentrace LA¥mol/l]

Po 2 4 hodi nome®@pTankhiblaz i k ys&d nt®easz b v a o &

koncentracv¢l zathaht ir otzidK yerytrecyt T ip avly io lv irktgiiclou s
(viz graf2).
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Graf 3: VI i v n2zkTch k dnicpeorotvriGmditial k y spe U8hmpyd i o oy ®T tafn k u b ;

zn§zorRuje armefmeni cke pmPmBdatnimi odchyl kanigii , s
statistick® vIiznamnosti, symbol ** oznaluje stati
t-test.

ViabilitalLJ2 ny K2RAY! Ol

80

70

1
HH

HH

60 -

50

40

Viabilita [%6)]

20

10

0 T T T 1
0 1 5 10
Koncentrace LA¥mol/l]

Ani po 48 hodinov® inkubavg&dddhteepiTecwdnl
koncentrag?2 vistmamsih i ¢lozedr2ylt r opeoyrhvolvakgimdidut I
(viz graf3).

422V1Iiv n2zklch koncentrac?2 kyseliny |Ii

S p ol eviahilou Byly statistiky vy hodnocemoyl tbeuchibk2hy v
a4d8hodinov® inkubaci s10&dmod hd | /Hy sed Padnioy /

jednot | i wylykcvhodnacemyjiko procento kontrody jsou zobrazeny grafech
4ab5.
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Graf 4 VI iv n2zkTch k olnicpeonot or &l cthya keymmodrhaoagy tnTov ® rfafn k u b

zn§zorRuje armeteni cke pmDmbBdatnimi odchyl kanigi , s
statistick® vIiznamnosti, symbol ** oznaluje stati
t-test.

t 26 S0 L&RdayhS] K2 RAY ! (
110
100 - { T
90 - l
80 -
70 -

o

—

w12

kdnyr &y

o]

60 -
50 -
40 -

26S40

30 -

t

0 1 5 10

Koncentrace LASmol/l]

N2zk® koncentrace kysel izinnyanmnilp owlvi®w naemi

poletrfytrocyt T po 24 hodleibpgrabd).i nkubaci opro
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Graf 5: VI i v n2zklch kolnicenotwr@& cha kyslei8 it agirnyav ® c iah § u kpe
zn§zorRuje armefmeni cke pmPmBdatnimi odchyl kanigii , s
statistik ® vIiznamnosti, symbol ** oznaluje statisticky
t-test.

2 A 7 ~ ~ \
> t 2680 LS| K2 RA Y (
™ 120 -

110 - '[

100

90 - l T

w12

dzy 1
(]
o
l_

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

t 26840

0 1 5 10

Koncentrace LASmol/l]

Ani jedna zt est ovanlich n2kk8&ehi rky ntagatsicky®? n

viznamnl vI i v n aopratikdhimojep @ 04 & Th ddiinMdkv ® i nkub
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Obr §8ekr ytrocyty pozorovan® pod B lpkys koozpneam®Rjkryn S 2

A: Kontrolai 0,1% DMSO;B: Ky s el i na nmlolil; €oKoyvs8e | 1i nea | i DoKysd8i nb5a ¢elnoplo
10e mol /| .
4.2.3 VIiv vysoklch koncentrac?2 Kkyseli.i
Po otestovgn2 viivelnAyklicpboko®caent ragy
viiv vysokT kAhd &klom ceyd ala® 2k olany koncentace & mb y | v
100e mo 1230 aegmol /| . Inkybatéeneuytl i popw dopus p r «
24 a48 hodin. Jakdkk ont r ol a byl pougit 0, 1% DMSO. Vv
|l i poov® na viabil i grafeckGrayyt rocyt T je zobraze
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Graf 6: Vv vy soklomltcent r alck pkoyw@| nayvi aB4haddiun oevr®y tiafnokcuyht

zn§zorRuje armeteni cke pmDmbBdatnimi odchyl kanigi , s
g atistick® viznamnosti, symbol ** oznaluje stati s
t-test.

ViabilitalLJ2 Hn K2 RAY! Ol

80

70

,_I
H
HH
—

50

40

Viabilita [%6)]

30 -

20

10

0 50 100 250
Koncentrace LASmol/l]

Kyselina | ipootv&®stvovamilchedny®oklch ko
statisticky viznamnl rozd2l ve viabilith
(viz graf 6).
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Graf VI iv vysoklTch klippoe ®t mac?2vilays &8 litoudi enrowt® aiafnykt uTb -

zn§zorRuje armefmeni cke pmPmBdatnimi odchyl kanigii , s
statistick® viznamnosti, symbol ** oznalQe, snapt
t-test.

ViabilitalLJ2 ny K2RAY! Ol

~
o
)

—

D
o
1

a
o
1

N
o
1

30

Viabilita [%6)]

20 -

10

0 50 100 250
Koncentrace LAomol/l]

VysokkoeBncentrace Kkyd4g@&Il ihnoydi Inio pt®ohkvi@zkpplbsaochii
statisticky viizamimni® 22 mdmyt vecyt T oproti Kk

4.2.4 VIiiv vysoklch koncentrac?2 kyseli.

StejnhD jako u n2zklch koncentrac? byl 'y
spol eVin®dbid itou statistichkhypl tvegychlodboao®ky pi
kyselinou | ipoovemodb/ kondi®@P0rcamdd h| mOPo| t
opAbdnoceny po 24 a 48 hodinov® inkubaci
jako procento kontroly a jsou zobrazengrafech 8 a 9.
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Graf & VI i v vysoklch konpoeonp®@heray tkrycs@htidy oo ba@i. Gain k u

zn§zorRuje armefmeni cke pmPmBdatnimi odchyl kanigii , s
statistick® vIiznamnosti, symbol ** oznaluje stati
t-test.
pd ~ - o .
\:3 Vid L]
> t 2680 LEdahS] K2 RAY (
* 110 -
*
100 - I ok
K%
S 90 - { I
)"(;' 80 - I
2 70 -
©
o 60 -
S 50_
X0
o 40 -
N
~ 30 -
20 +
10 +
0 T T T 1
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Graf 9: VI i v vysoklTch kompemwntv®acm2a kpyosl4sltyiormeyrnyd vr® cigft K u bp:
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t-test
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4.3 VLIV KYSELINY LI POOVE NA MONONUK

D8bgl teskpsg8himyilvVipoov® na mopenukke
krve.Vyi zol ovan® mononukl!| e8r n2RPMU Rkm®db ynimya rbe
pSid&na kyselina |ipoovs§ o koneesrntorvad 2 cvh i
ivygH2 koncent.rakdkoz8kowvteRol a byl sbedgyt v
apolmolnonuklIlba&rdk? cpho 24 h malizob@ze® grafeck 10dL. |
Polty jednotlivich bunhRk byly hodnoceny | e

Graf 10: Vliv kyselinyl i poowi® bnial i t u mononulkloa§ imoba®hG b nHDREpor
aritmeti anelSepe Trmer smNrodatnTmi odchyl kamhj cisymsbal
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Graf 11: Vliv kyseliny |l i poop® mmyma onukl e8rn2ch bunDk rpaof 2z4n 8hzood i
aritmeti aeilSepe Tmer smNDrodatnimi odchyl kamnj cisymbal
viznamnosti, symbol ** oznaluje st@b) stneagtyr ovEntar
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Obr §8eMononukl e8rn2 buRky pozorovan® pod mikroskop
buRKku.
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4. 4 STANOVENC KYSELKREVNILRAQONIE V

4.4.1Kalibrace

Pro stanovekRtewhhadphatmDvppomopi eméata
dop!| az my nesupl ement ovan®ho dobrovol n®ho
Koncentraln?2 rozmez? ka20ebpd/|/ h?2dcA. stienddart
byly prmetSdPL@ED Si nastaven? eAtl|l Choemat dg
z8znamy kalsitlmamalamdcd josbaw zkabrlddzeny na
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