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ANOTACE  

Kyselina lipoov§ je pŚirozenŊ se vyskytuj²c² osmiuhl²kat§ slouļenina. Ve sv® molekule 

m§ dva atomy s²ry a jedno chir§ln² centrum. Vyskytuje se ve dvou izomerech jako S-lipoov§  

a R-lipoov§ kyselina. Jej² redukovanou formou je kyselina dihydrolipoov§. Kyselina lipoov§ 

m§ siln® antioxidaļn² ¼ļinky a terapeuticky se pod§v§ napŚ²klad pŚi diabetu. 

Ve vysokĨch koncentrac²ch dok§ģe kyselina lipoov§ vyvolat apopt·zu n§dorovĨch 

bunŊk, a proto se o n² uvaģuje jako o protin§dorov®m l®ļivu. KromŊ apopt·zy n§dorovĨch 

bunŊk ale vyvol§v§ apopt·zu i u nen§dorovĨch bunŊk a t²m mŢģe vyvolat poġkozen² ledvin 

a jinĨch org§nŢ. C²lem t®to pr§ce bylo prozkoumat pŢsoben² kyseliny lipoov® na krevn² 

buŔky. DŢvodem bylo zejm®na liter§rnŊ podloģen® podezŚen², ģe zpŢsobuje poġkozen² 

erytrocytŢ. 

Zjistili jsme, ģe kyselina lipoov§ v koncentrac²ch vyuģ²vanĨch k l®ļbŊ diabetu 

nepoġkozuje erytrocyty. Ve vysokĨch koncentrac²ch, kter® by se pod§valy proti n§dorovĨm 

buŔk§m, zpŢsobuje ¼bytek erytrocytŢ, coģ by mohlo v®st k an®mii. 
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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 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. 
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ĐVOD 

Kyselina lipoov§ je pŚirozenŊ se vyskytuj²c² osmiuhl²kat§ slouļenina, kter§ ve sv® 

molekule obsahuje dva atomy s²ry a jedno chir§ln² centrum. MŢģe se vyskytovat v oxidovan® 

formŊ jako kyselina lipoov§ nebo v redukovan® formŊ, a to jako kyselina dihydrolipoov§. 

MŢģeme ji z²skat z potravy nebo ve formŊ potravinovĨch doplŔkŢ.  

Kyselina lipoov§ je vĨznamnĨm antioxidaļn²m ļinidlem a svĨmi ¼ļinky chr§n² 

organismus pŚed oxidaļn²m stresem a dok§ģe obnovovat i hladiny jinĨch antioxidantŢ. 

M§ vĨraznĨ vliv na metabolismus gluk·zy, a proto se pod§v§ diabetickĨm pacientŢm 

k prevenci diabetick® neuropatie. KromŊ diabetu se uģ²v§ jako podpŢrn® l®ļivo u mnoha 

dalġ²ch onemocnŊn². Protoģe m§ schopnost vyvol§vat bunŊļnou apopt·zu, zkoum§ se i jej² 

vliv na rakovinn® bunŊļn® linie, aby mohla bĨt pŚ²padnŊ vyuģ²v§na jako protin§dorov® l®ļivo. 

Kyselina lipoov§ vĨznamnŊ pŢsob² na buŔky, kter® ji rychle vychyt§vaj² a redukuj² 

na kyselinu dihydrolipoovou za ¼ļasti rŢznĨch enzymŢ. VĨrazn® pŢsoben² kyseliny lipoov® 

bylo zaznamen§no u krevn²ch bunŊk, protoģe po suplementaci pŚech§z² kyselina lipoov§ 

rychle do krevn² plazmy. U erytrocytŢ jsou dle nŊkterĨch studi² urļit® koncentrace kyseliny 

lipoov® schopn® vyvolat i jejich programovanou bunŊļnou smrt ï erypt·zu. 

Hlavn²m c²lem t®to pr§ce je provŊŚit ¼ļinky kyseliny lipoov® na krevn² buŔky, 

pŚedevġ²m erytrocyty, a zjistit, jak® koncentrace kyseliny lipoov® jsou pro nŊ jiģ toxick®. 

V n§vaznosti na vĨsledky pŚedchoz² diplomov® pr§ce potom zhodnotit, zda jsou zjiġtŊn® 

protin§dorov® koncentrace z hlediska vlivu na krevn² buŔky bezpeļn®. Dalġ²m c²lem bylo 

pokusit se zmŊŚit hladiny voln® kyseliny lipoov® v plazmŊ a erytrocytech po suplementaci 

d§vkou bŊģnou pŚi l®ļbŊ diabetu. 
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1 TEORETICKĆ ĻĆST 

1.1 KYSELINA LIPOOVĆ 

1.1.1 Z§kladn² informace 

Kyselina lipoov§, nebo tak® thiooktov§, je heterocyklick§, osmiuhl²kat§ slouļenina, 

kter§ ve sv®m cyklu obsahuje dva atomy s²ry a jedno chir§ln² centrum na uhl²ku C3, d²ky 

nŊmuģ mŢģe tvoŚit dva optick® izomery, R-lipoovou a S-lipoovou kyselinu. R-lipoov§ 

kyselina tvoŚ² hlavn² pod²l biologicky aktivn² formy kyseliny lipoov®. Pro terapeutick® ¼ļely 

se vŊtġinou vyuģ²v§ racemick§ smŊs S- a R-izomeru [1, 2].  

Kyselina lipoov§ se mŢģe vyskytovat buŅ v oxidovan® formŊ jako kyselina Ŭ-lipoov§ 

(nebo pouze lipoov§, LA), nebo v redukovan® formŊ jako kyselina dihydrolipoov§ (DHLA) , 

kter§ obsahuje dvŊ thiolov® skupiny -SH (obr§zek 1). PŚedevġ²m dihydrolipoov§, ale ļ§steļnŊ 

i lipoov§ kyselina, je vĨznamnĨ antioxidant, kterĨ reaguje s reaktivn²mi formami kysl²ku. 

KromŊ svĨch antioxidaļn²ch vlastnost² pŢsob² kyselina lipoov§ tak® antimutagennŊ 

a antikarcinogennŊ [1, 2]. 

 

Obr§zek 1: Kyselina lipoov§, dihydrolipoov§ a lipoyllysin [upraveno podle 2] 
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Kyselina lipoov§ je pŚ²tomna ve vġech druz²ch eukaryotickĨch i prokaryotickĨch 

bunŊk. R-lipoovou kyselinu mŢģeme z²skat z rostlinnĨch a ģivoļiġnĨch tk§n², kde 

se vyskytuje pŚirozenŊ, avġak ne pŚ²liġ hojnŊ. R-forma LA vznik§ endogennŊ pŚi oxidativn² 

dekarboxylaci Ŭ-ketokyselin. Detekov§na mŢģe bĨt ve vazbŊ na proteiny, napŚ²klad ve formŊ 

lipoyllysinu (obr§zek 1), voln§ bĨv§ detekovateln§ pouze po terapeutick® aplikaci [1, 3, 4]. 

 ĻlovŊk dok§ģe ve velmi mal®m mnoģstv² syntetizovat LA de novo z mastnĨch kyselin 

a cysteinu, kterĨ obsahuje s²ru. Je to vġak velmi mal® mnoģstv², takģe hlavn²m zdrojem LA 

mus² bĨt potrava. NejvĨznamnŊjġ² rostlinn® zdroje LA jsou ġpen§t, brokolice a rajļata, 

ze ģivoļiġnĨch tk§n² jsou nejbohatġ²mi zdroji ledviny, j§tra a srdce. Pokud je LA pŚij²m§na 

v potravŊ, hromad² se v nŊkterĨch tk§n²ch a pomoc² mitochondri§ln² 

dihydrolipoamiddehydrogen§zy je jej² znaļn§ ļ§st pŚevedena na DHLA. Mechanismy redukce 

LA jsou vysoce tk§ŔovŊ specifick® [1, 2, 3, 4]. 

Kyselina lipoov§ byla poprv® objevena po roce 1940 jako rŢstovĨ faktor nŊkterĨch 

mikroorganismŢ a bylo tak® prok§z§no, ģe ji mikroorganismy potŚebuj² k oxidaci pyruv§tu. 

Ale aģ v roce 1951 byla Lesterem Reedem a jeho kolegy prvnŊ vyizolov§na z hovŊz²ch jater 

a n§slednŊ chemicky identifikov§na jako 1,2-dithiolan-3-pentanov§ kyselina [5, 6]. 

V pevn®m skupenstv² je to relativnŊ stabiln² l§tka ģlut® barvy, ale m§ pomŊrnŊ n²zkĨ 

bod t§n², 47,5 ÁC. Pokud je rozpuġtŊna v neutr§ln²m roztoku, tak pŚi zahŚ§t² nad bod t§n² nebo 

pŚi vystaven² svŊteln®mu z§Śen² polymeruje. Kyselina lipoov§ m§ jak hydrofiln², tak 

hydrofobn² vlastnosti a je rozpustn§ ve vodŊ i v tuc²ch [1, 2]. 

Vyskytuje se u rostlin a zv²Śat v bunŊļnĨch membr§n§ch i v cytosolu. 

V mitochondri²ch byla nalezena v§zan§ na podjednotku E2 a pŢsob² zde jako koenzym 

pro mitochondri§ln² bioenergetick® enzymy, jako jsou pyruv§tdehydrogen§za  

a Ŭ-ketoglutar§tdehydrogen§za. Je schopn§ prostupovat pŚes hematoencefalickou bari®ru a jej² 

bunŊļnĨ transport je pravdŊpodobnŊ umoģnŊn v²ce rŢznĨmi syst®my. Redukce LA na DHLA 

je v buŔk§ch prov§dŊna pomoc² nikotinamidadenindinukleotidfosf§t (NADPH) Ś²d²c²ch 

enzymŢ, thioredoxinredukt§z, lipoamiddehydrogen§z a glutathionredukt§z [1, 2, 3, 5]. 

U lid² se LA pod²l² na tvorbŊ energie t²m, ģe je souļ§st² nŊkolika dehydrogen§z  

2-oxokyselin. Amidovou vazbou je R-izomer LA v§z§n na lysinov® zbytky multienzymov®ho 

komplexu dehydrogen§z 2-oxokyselin a pŢsob² jako kofaktor. LA v§ģe a pŚen§ġ² acylov® 

skupiny v r§mci enzymov®ho komplexu, pŚiļemģ se LA redukuje na DHLA, kter§ je n§slednŊ 
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reoxidov§na pomoc² lipoamiddehydrogen§z. PŚi tomto procesu se tvoŚ² jeġtŊ redukovanĨ 

nikotinamidadenindinukleotid (NADH). LA a DHLA mohou pŢsobit jako redoxn² p§r 

pŚen§ġej²c² elektrony ze substr§tu dehydrogen§zy na NAD
+
 [6, 7]. 

 

1.1.2 Metabolismus kyseliny lipoov® 

Je prok§z§no, ģe metabolismus LA a DHLA je pomŊrnŊ rychlĨ. Po poģit² probŊhne 

transport z gastrointestin§ln²ho traktu do krevn² plazmy, kterĨ je n§sledov§n zhruba stejnŊ 

rychlĨm clearance, ļili oļiġtŊn²m plazmy od LA, coģ je zpŢsobeno rychlĨm vychyt§v§n²m LA 

tk§nŊmi, glomerul§rn² filtrac² a vyluļov§n²m ledvinami. Org§ny, kter® LA vychyt§vaj² 

a ve kterĨch se doļasnŊ hromad², jsou napŚ²klad j§tra, mozek, srdce a kostern² svaly. Prim§rnŊ 

je LA metabolizov§na v j§trech procesem mitochondri§ln² ɓ-oxidace. Bylo nalezeno celkem 

12 jej²ch metabolitŢ.  Cirkuluj²c² metabolity jsou podrobeny redukci 1,2-dithiolanov®ho kruhu 

a n§slednŊ prob²h§ S-methylace. Jako hlavn² metabolity kyseliny lipoov® byly stanoveny 

kyselina bisnorlipoov§, kyselina tetranorlipoov§, kyselina ɓ-hydroxy-bisnorlipoov§ a bis-

methylovan® merkaptoderiv§ty tŊchto slouļenin (obr§zek 2). Vġechny tyto metabolity jsou 

n§slednŊ vyluļov§ny pŚev§ģnŊ moļ² [1, 2, 7, 8]. 

 

Obr§zek 2: NejļastŊjġ² metabolity kyseliny lipoov® [upraveno podle 7] 
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1.1.3 Antioxidaļn² vlastnosti kyseliny lipoov® 

Vġechny aerobn² organismy ke sv®mu pŚeģit² potŚebuj² molekul§rn² kysl²k. Ten je 

bŊhem norm§ln²ho metabolismu v mitochondri²ch, peroxisomech a rŢznĨch enzymovĨch 

syst®mech ļ§steļnŊ redukov§n na superoxidovĨ aniont a peroxid vod²ku. Peroxid vod²ku 

je sice slabġ² oxidaļn² ļinidlo neģ superoxidovĨ aniont, ale mohou se z nŊho pak tvoŚit 

reaktivnŊjġ² a toxick® metabolity kysl²ku, jako jsou napŚ²klad kyselina chlorn§ a hydroxylovĨ 

radik§l. Tyto l§tky nazĨv§me reaktivn² formy kysl²ku (ROS). Reaktivn² formy dus²ku (RNS) 

jsou toxick® oxidaļn² l§tky, kter® vznikaj² z oxidu dusnat®ho pŚi jeho zvĨġen® tvorbŊ. NŊkter® 

z nich se tvoŚ² reakc² radik§lu oxidu dusnat®ho se superoxidovĨm aniontem nebo 

molekul§rn²m kysl²kem. Jsou to napŚ²klad peroxynitrit, nitroxyl a oxid dusiļitĨ [8]. 

Vysok® hladiny ROS a RNS mohou poġkozovat bunŊļn® makromolekuly, jako jsou 

lipidy, proteiny a DNA. Mohou se zapojovat do patogeneze a progrese chronickĨch 

z§nŊtlivĨch onemocnŊn², ateroskler·zy, rakoviny, diabetu a procesu st§rnut². Proti ¼ļinkŢm 

volnĨch radik§lŢ pŢsob² antioxidaļn² obrannĨ syst®m, do kter®ho patŚ² enzymatick® lapaļe ï 

superoxiddismut§sa, katal§za, glutathionperoxid§za, a neenzymatick® n²zkomolekul§rn² 

l§tky ï glutathion a thioredoxin. Oxidaļn² stres je tedy jak§si nerovnov§ha mezi produkc² 

oxidaļn²ch ļinidel a antioxidaļn² kapacitou buŔky [8]. 

Kyselina lipoov§ a dihydrolipoov§ pŢsob² jako silnĨ redoxn² p§r s redoxn²m 

potenci§lem -320 mV. Tento potenci§l m§ niģġ² hodnotu neģ redoxn² potenci§l p§ru glutathion 

a oxidovanĨ glutathion, kterĨ m§ hodnotu -240 mV. Z toho vyplĨv§, ģe DHLA je silnŊjġ²m 

redukļn²m ļinidlem neģ glutathion a v²ce chr§n² pŚed oxidativn²m poġkozen²m. Antioxidaļn² 

¼ļinky maj² obŊ formy kyseliny lipoov®, oxidovan§ i redukovan§. ĐļinnŊjġ² neģ ostatn² 

antioxidanty je LA tak® proto, ģe na rozd²l od nich je rozpustn§ jak ve vodŊ, tak v tuc²ch, coģ 

je jej² jedineļn§ vlastnost. BŊhem zh§ġen² volnĨch radik§lŢ nen² DHLA zniļena, jak se tomu 

st§v§ napŚ²klad u kyseliny askorbov®, ale mŢģe bĨt recyklov§na z LA. D²ky vġem tŊmto 

vlastnostem ji mŢģeme nazĨvat Ăuniverz§ln²m antioxidantemñ [2, 6]. 

Kyselina lipoov§ se vyuģ²v§ jako ¼ļinnĨ terapeutickĨ antioxidant. Po poģit² je snadno 

vstŚeb§na do bunŊk a tk§n² a mŢģe zde pŢsobit ve vodn®m prostŚed² i v prostŚed² lipidovĨch 

membr§n, na rozd²l od vitam²nu C, kterĨ projevuje sv® antioxidaļn² vlastnosti pouze 

ve vodn®m prostŚed², a vitam²nu E, kterĨ naopak pouze v tuc²ch. D§le m§ LA n²zkou toxicitu 

a je tak® schopna interakce s jinĨmi antioxidanty. NapŚ²klad endogenn² antioxidanty jako 

je glutathion a vitam²ny C a E je schopn§ regenerovat. Vitam²n E mŢģe bĨt regenerov§n 
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pŚ²mou cestou nebo nepŚ²mo pŚes vitam²n C nebo koenzym Q10, kterĨ je tak® zpŊtnŊ 

redukov§n za ¼ļasti LA. U glutathionu nav²c LA zvyġuje jeho intracelul§rn² hodnoty t²m, 

ģe indukuje vychyt§v§n² cysteinu (obr§zek 3). Glutathion ke sv® synt®ze totiģ potŚebuje s²ru, 

kterou obsahuje pr§vŊ cystein. V extracelul§rn²m prostoru DHLA redukuje cystin na cystein, 

kterĨ pot® prostoup² do bunŊk a ¼ļastn² se synt®zy glutathionu [1, 8, 9]. 

 

Obr§zek 3: Hlavn² cesty pŚemŊny redoxn²ho p§ru LA/DHLA [upraveno podle 2] 

 

LA mŢģe ve sv® oxidovan® i redukovan® formŊ pŚ²mo vychyt§vat a zh§ġet reaktivn² 

formy kysl²ku i dus²ku. LA pŢsob² proti hydroxylovĨm radik§lŢm, kyselinŊ chlorn® nebo 

singletov®mu kysl²ku, DHLA m§ silnŊjġ² antioxidaļn² vlastnosti a pŢsob² proti peroxidovĨm 

a peroxylovĨm radik§lŢm, ļ²mģ br§n² peroxidaci proteinŢ. Je zaj²mav®, ģe pŚ²mo na peroxid 

vod²ku nepŢsob² ani jedna forma LA. Suplementace kyselinou lipoovou sniģuje oxidaļn² stres 

a obnovuje sn²ģen® hladiny ostatn²ch antioxidantŢ [1, 2, 8]. 

In vitro byly vġak nalezeny i prooxidaļn² vlastnosti kyseliny lipoov®. Nejsp²ġe obŊ 

formy, LA i DHLA, reaguj² s volnĨm nebo hemovĨm ģelezem. DHLA pŚi pomŊrnŊ n²zk® 

koncentraci je schopna urychlit produkci na ģelezu z§vislĨch hydroxylovĨch radik§lŢ 

a peroxidaci lipidŢ v lipozomech. DŊje se to pravdŊpodobnŊ proto, ģe redukuje Fe
3+

 ionty 

na Fe
2+

. Tento prooxidaļn² proces mŢģe bĨt inhibov§n LA. KromŊ redukļn²ch ¼ļinkŢ 

na ionty ģeleza je DHLA schopn§ generovat i voln® radik§ly obsahuj²c² s²ru, kter® mohou 

n§slednŊ poġkozovat urļit® proteiny. Je vġak moģn®, ģe tyto jednoelektronov® redukce 
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pŚechodnĨch kovŢ nast§vaj² nepŚ²mo pŚi reakc²ch, kdy se DHLA pod²l² na recyklaci jinĨch 

antioxidantŢ, napŚ²klad kyseliny askorbov® [8, 10]. 

 

1.1.4 Chelataļn² vlastnosti kyseliny lipoov® 

Mezi dalġ² vĨznamn® ¼ļinky kyseliny lipoov® patŚ² jej² chelataļn² vlastnosti. 

V roztoc²ch tvoŚ² stabiln² komplexy s pŚechodnĨmi kovy. V§ģe dvojmocn® ionty toxickĨch 

tŊģkĨch kovŢ in vivo i in vitro. NapŚ²klad pŚi otravŊ kadmiem nebo rtut² jim LA br§n² 

ve tvorbŊ volnĨch radik§lŢ. R-izomer a racemick§ smŊs LA jsou ve tvorbŊ chel§tovĨch 

komplexŢ ¼ļinnŊjġ² neģ S-izomer [2, 9, 10]. 

OpŊt existuje rozd²l mezi oxidovanou a redukovanou formou kyseliny lipoov®, 

LA tvoŚ² stabiln² komplexy pŚednostnŊ s ionty Mn
2+

, Cu
2+

, Zn
2+

, Pb
2+

 a Fe
2+

, ale Fe
3+

 v§zat 

nemŢģe. DHLA naopak v§ģe Fe
2+

 i Fe
3+

 , komplex s Fe
3+

 je vĨraznŊ stabilnŊjġ². Jako dalġ² 

chelatuje jeġtŊ Cu
2+

, Zn
2+

, Pb
2+

 a Hg
2+

. DHLA pom§h§ pŢsobit proti rozvoji Alzheimerovy 

choroby, kdyģ v mozku chelatuje ionty mŊdi a ģeleza a t²m sniģuje poġkozen² zpŢsobovan® 

volnĨmi radik§ly. DHLA obecnŊ tvoŚ² komplexy s pŚechodnĨmi kovy v prostŚed²ch, kde 

se tyto kovy akumuluj², a zm²rŔuje tak radik§lov® reakce jimi katalyzovan® [7, 8, 9, 10]. 

 

1.1.5 Đļinek kyseliny lipoov® na metabolismus gluk·zy 

PŚi ġpatnŊ l®ļen®m diabetu doch§z² k hyperglyk®mii, kter§ n§slednŊ zpŢsobuje 

oxidaļn² stres, pŚi nŊmģ doch§z² k nadmŊrn®mu uvolŔov§n² volnĨch kysl²kovĨch radik§lŢ 

v mitochondri²ch. Voln® kysl²kov® radik§ly potom aktivuj² rŢzn® intracelul§rn² cesty vedouc² 

k neuron§ln²mu a endoteli§ln²mu poġkozen² [1]. 

Bylo tak® prok§z§no, ģe nadmŊrnĨ oxidaļn² stres v endoteli§ln²ch buŔk§ch zvyġuje 

¼rovnŊ proz§nŊtlivĨch cytokinŢ, jako je interleukin-1ɓ a tumor nekrotizuj²c² faktor Ŭ, 

a zprostŚedkov§v§ tak degradaci inzulinovĨch receptorŢ [1].  

Kyselina lipoov§ m§ schopnost sniģovat zvĨġen® hladiny gluk·zy u zv²Śec²ch modelŢ 

i u lid² s onemocnŊn²m diabetes mellitus druh®ho typu, kdy pŢsob² proti inzulinov® rezistenci 

a zlepġuje metabolismus gluk·zy na periferi²ch. LA totiģ zlepġuje vychyt§v§n² gluk·zy 

svalovĨmi tk§nŊmi, obŊma druhy ï citlivĨmi na inzulin i diabetickĨmi inzulin-rezistentn²mi 
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svalovĨmi tk§nŊmi. ZvĨġen² pŚ²jmu gluk·zy je doprov§zeno rychlou translokac² gluk·zovĨch 

transport®rŢ GLUT4, nach§zej²c²ch se v kostern²m svalstvu, z vnitŚn² membr§ny 

do plazmatick® membr§ny. Transport®ry GLUT4 pak ve zvĨġen® m²Śe vychyt§vaj² gluk·zu 

a sniģuj² t²m jej² koncentraci v krvi (obr§zek 4) [1, 2, 6, 8]. 

Terapeuticky pod§van§ LA m§ podobn® ¼ļinky jako inzulin, tud²ģ m§ za n§sledek 

zvĨġen² fosforylace tyrosinu na inzulinov®m receptoru. OvlivnŊn² inzulinovĨch sign§ln²ch 

drah tak mŢģe prob²hat buŅ pŚ²mo, nebo nepŚ²mo pŚes indukci intracelul§rn²ch ROS [2]. 

 

Obr§zek 4: Sch®ma vychyt§v§n² gluk·zy transport®rem GLUT4 po jeho aktivaci inzulinem [upraveno podle 11] 

 

V kultuŚe bunŊk citlivĨch na inzulin, kter® byly kultivov§ny s 2,5 mmol/l LA, 

stimulovala LA sn²ģen² hladin gluk·zy aktivac² inzulinov® sign§ln² dr§hy a n§slednĨm 

vychyt§v§n²m gluk·zy. Existuje nŊkolik dŢkazŢ, ģe inzulinov§ sign§ln² dr§ha je senzitivn² 

na intracelul§rn² redoxn² stav a ģe oxidace dŢleģitĨch thiolovĨch skupin nach§zej²c²ch  

se v ɓ-podjednotce inzulinov®ho receptoru mŢģe zapŚ²ļinit zvĨġen² jeho vnitŚn² 

tyrosinkin§zov® aktivity a t²m aktivovat inzulinovou sign§ln² dr§hu. Kyselina lipoov§ 

je schopn§ vyvolat zmŊnu intracelul§rn²ho redoxn²ho stavu buŔky a pravdŊpodobnŊ by mohla 

pŢsobit i na oxidaci dŢleģitĨch thiolovĨch skupin, coģ je podle nŊkterĨch studi² jeden 

z moģnĨch zpŢsobŢ, jak LA reguluje vychyt§v§n² gluk·zy [8]. 
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Kyselina lipoov§ m§ tak® vliv na acetylkoenzym A (acetyl-CoA) a koenzym A, 

protoģe je schopn§ je redukovat. Redukc² dojde ke sn²ģen² pŚ²sunu acetylu-CoA 

do citr§tov®ho cyklu a n§sledn®mu sn²ģen² tvorby kyseliny citr·nov®. Kyselina citr·nov§ 

pŢsob² jako inhibitor fosfofruktokin§zy, kter§ se pod²l² na glykolĨze. Ve vĨsledku pak sn²ģen² 

acetylu-CoA pŢsob² stimulaļnŊ na proces glykolĨzy. Nav²c n²zk® koncentrace acetylu-CoA 

vedou i k inhibici glukoneogeneze, protoģe acetyl-CoA neaktivuje enzym pyruv§tkarboxyl§zu 

[6]. 

D²ky tomu, ģe kyselina lipoov§ zvyġuje vyuģit² gluk·zy a zlepġuje glykemickou 

kontrolu, m§ tak® kl²ļovou ¼lohu v detoxikaļn²ch mechanismech, kter® se odehr§vaj² 

v j§trech. Kyselinu lipoovou mŢģeme kvŢli jej²m ¼ļinkŢm, kter® napodobuj² ¼ļinky inzulinu, 

nazĨvat jako inzulin-mimetick® ļinidlo [1, 2]. 

RŢzn® moģnosti pŢsoben² redoxn²ho p§ru LA a DHLA v organismu jsou shrnuty 

na obr§zku 5.  

 

Obr§zek 5: Shrnut² funkc² kyseliny lipoov® [upraveno podle 6] 
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1.2 KYSELINA LIPOOVĆ A ERYTROCYTY 

1.2.1 Role erytrocytŢ v redukci kyseliny lipoov® 

Po or§ln²m pod§n² se kyselina lipoov§ dost§v§ do krevn²ho ŚeļiġtŊ, kde mŢģe pŢsobit 

na erytrocyty, lymfocyty, trombocyty a dalġ² sloģky krve. Erytrocyty pŚij²maj² a redukuj² 

exogenn² LA na DHLA pomoc² gluk·zov®ho metabolismu. Vznikl§ DHLA je uvolnŊna zpŊt 

do extracelul§rn²ho prostoru. Redukce je z§visl§ na pŚ²tomnosti gluk·zy, kdyģ vġak byla LA 

testov§na pouze s gluk·zou bez pŚ²tomnosti erytrocytŢ, redukce nenastala [2, 12].  

KromŊ metabolismu gluk·zy je redukce jeġtŊ z§visl§ na pŚ²tomnosti NADPH, nikoliv 

vġak NADH ï jeho mnoģstv² nen² redukc² nijak ovlivnŊno. NADPH se z²sk§v§ z pent·zov®ho 

cyklu. Tato z§vislost byla prok§z§na testov§n²m erytrocytŢ ļlovŊka s geneticky podm²nŊnĨm 

deficitem gluk·za-6-fosf§tdehydrogen§zy. Deficit gluk·za-6-fosf§tdehydrogen§zy n§slednŊ 

zpŢsobuje nedostateļnou tvorbu NADPH. Erytrocyty s touto poruchou nebyly schopn® 

redukovat kyselinu lipoovou. Protoģe erytrocyty nemohou tvoŚit NADPH z 2-deoxy-D-

gluk·zy, nemŢģe bĨt gluk·za 2-deoxy-D-gluk·zou nahrazena [12, 13]. 

Dalġ²mi l§tkami, kter® inhibuj² redukci LA na DHLA, jsou dehydroepiandrosteron, 

specifickĨ inhibitor gluk·za-6-fosf§tdehydrogen§zy, a mitomycin C, membr§novŊ propustnĨ 

inhibitor flavoproteinredukt§z. Naopak katalyzov§na mŢģe bĨt redukce exogenn² LA 

glutathionredukt§zou a flavoproteindehydrogen§zou. Zaj²mavĨm zjiġtŊn²m je, ģe pokud 

je v syst®mu bez bunŊk LA inkubov§na s glutathionredukt§zou, vyizolovanou z lidskĨch 

erytrocytŢ, k redukci LA na DHLA doch§z². Lipoamiddehydrogen§za redukuje LA mnohem 

¼ļinnŊji neģ glutathionredukt§za, aļkoliv se v erytrocytech nach§z² pouze v n²zkĨch 

koncentrac²ch, protoģe erytrocyty jiģ neobsahuj² mitochondrie. Lipoamiddehydrogen§za 

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

Jin® studie tvrd², ģe pokud jsou v krvi pŚ²tomny oba izomery LA v asi stejnŊ n²zk® 

koncentraci, je S-izoforma redukov§na asi o 40 ï 50 % efektivnŊji neģ R-forma. Tento rozd²l 

bude pravdŊpodobnŊ zpŢsoben t²m, ģe na redukci se pod²l² rŢzn® enzymy. 

KromŊ glutathionredukt§zy a lipoamiddehydrogen§zy to mŢģe bĨt jeġtŊ thioredoxinredukt§za. 

Pokud je tedy rychleji redukov§n S-izomer LA, je to z dŢvodu pŢsoben² glutathionredukt§zy 

[2, 13]. 

DHLA je schopn§ se zpŊt reoxidovat na LA. PŚi inkubaci erytrocytŢ a LA dos§hne 

mnoģstv² DHLA ust§len®ho stavu asi po 2 hodin§ch a d§le uģ se jej² mnoģstv² nezvyġuje 
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z dŢvodu spont§nn² zpŊtn® oxidace na LA. VolnĨ hemoglobin vġak dok§ģe DHLA velmi 

rychle reoxidovat tak®, takģe je obt²ģn® pŚ²ļinu reoxidace bl²ģe urļit. Je prok§z§no, 

ģe exogenn² DHLA jako vĨznamn® redukļn² ļinidlo br§n² oxidaļn²mu poġkozen² membr§n 

a tak® lipoproteinŢ o n²zk® hustotŊ. D§le spolupracuje s vitam²nem E pŚi ochranŊ srdce 

pŚed ischemickĨm poġkozen²m, br§n² peroxidaci lipidŢ a spotŚebŊ vitam²nu E. ObŊ formy, LA 

i DHLA, chr§n² erytrocyty proti hemolĨze indukovan® peroxylovĨmi radik§ly. PŚ²jem 

exogenn² LA a jej² redukce na DHLA za pŢsoben² erytrocytŢ mŢģe pŚispŊt k ochranŊ lidsk®ho 

krevn²ho ŚeļiġtŊ pŚed oxidaļn²m poġkozen²m [2, 12, 13]. 

 

1.2.2 Lidsk® erytrocyty jako testovac² model terapeutick®ho efektu kyseliny 

lipoov® 

Kyselina lipoov§ je jiģ dlouhou dobu vyuģ²v§na pŚi l®ļbŊ rŢznĨch onemocnŊn². 

Nejprve byla pod§v§na pacientŢm s cirh·zou jater, diabetickou polyneuropati², pŚi otrav§ch 

jedovatĨmi houbami a pŚi intoxikac²ch tŊģkĨmi kovy. Dnes se vyuģ²v§ jako pomocn® l®ļivo 

u velk®ho mnoģstv² onemocnŊn², jako jsou diabetes, kardiovaskul§rn², neurodegenerativn² 

a autoimunitn² onemocnŊn². D§le je tak® pod§v§na pŚi rakovinŊ a AIDS [1, 4]. 

Kyselina lipoov§ se terapeuticky pod§v§ pŚi diabetu jako prevence diabetick® 

neuropatie. PŚi diabetick® neuropatii jsou postiģena nervov§ vl§kna, coģ mŢģe v®st 

k poruch§m citlivosti, parest®zii a bolestivosti, nejļastŊji doln²ch konļetin. Z tŊchto pŚ²znakŢ 

se pak mŢģe vyvinout syndrom diabetick® nohy, kterĨ ļasto konļ²v§ aģ amputac² [14, 15]. 

Jako jeden z faktorŢ, kterĨ pŚisp²v§ k rozvoji diabetick® neuropatie, byla stanovena 

nedostateļn§ aktivita sodno-draseln® pumpy (Na
+
/K

+
 ATP§zy), kter§ je nezbytn§ 

pro norm§ln² fungov§n² svalov® a nervov® tk§nŊ (obr§zek 6). Jako modelovĨ syst®m 

k testov§n² vlivu LA na aktivitu Na
+
/K

+
 ATP§zy za zvĨġenĨch hladin gluk·zy byly zvoleny 

lidsk® erytrocyty. PŚidan® vysok® koncentrace gluk·zy maj² za ¼ļel simulovat stav, kterĨ 

vznik§ v krvi pŚi diabetu. V tŊchto testech bylo zjiġtŊno, ģe kyselina lipoov§ m§ schopnost 

sniģovat peroxidaci a glykosylaci lipidŢ a zvyġovat aktivitu Na
+
/K

+
 ATP§zy a Ca

2+
 ATP§zy 

u ļervenĨch krvinek, kter® jsou vystaveny vyġġ²m koncentrac²m gluk·zy. Gluk·za m§ tedy 

schopnost sniģovat aktivitu Na
+
/K

+
 ATP§zy a Ca

2+
 ATP§zy v membr§n§ch erytrocytŢ a LA 

je schopn§ toto sn²ģen² vĨraznŊ blokovat [14, 15, 16]. 
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 Vysok® koncentrace gluk·zy v krvi mohou kromŊ inhibice ATP§z v®st 

i k oxidaļn²mu stresu kvŢli produkci kysl²kovĨch radik§lŢ z autooxidace gluk·zy a glykace 

proteinŢ. KromŊ toho, ģe LA stimuluje spotŚebu gluk·zy ļervenĨmi krvinkami, tak jeġtŊ 

sniģuje hladiny glykovan®ho hemoglobinu v erytrocytech. PŚi neenzymatick® glykaci 

hemoglobinu hraj² urļitou roli peroxidovan® lipidy, jejichģ hladiny LA sniģuje a t²m ļ§steļnŊ 

inhibuje glykaci hemoglobinu. Tyto ¼ļinky LA vġak byly zaznamen§ny pouze u erytrocytŢ, 

na kter® pŢsobily vysok® koncentrace gluk·zy. U norm§ln²ch erytrocytŢ nebylo tolik zmŊn 

detekov§no, ale stimulace spotŚeby gluk·zy samozŚejmŊ nastala. Z tohoto zjiġtŊn² vyplĨv§, 

ģe by LA mohla bĨt potenci§lnŊ schopn§ zpomalit ļi inhibovat rozvoj diabetick® neuropatie 

[14, 16]. 

 

Obr§zek 6: Sch®ma Na+/K+ ATP§zy [upraveno podle 17] 

 

PŚi pŢsoben² nŊkterĨch xenobiotickĨch chemik§li² doch§z² k rychl® oxidaci 

hemoglobinu a vznik§ toxickĨ methemoglobin, kterĨ nen² schopnĨ transportovat kysl²k. 

To nast§v§ kvŢli zmŊnŊ oxidaļn²ho stavu molekuly ģeleza. TŊlo takto rychle vytvoŚenĨ 

methemoglobin nen² schopn® samo odbourat, a proto byl testov§n i vliv kyseliny lipoov®, 

dihydrolipoov® a jinĨch antioxidantŢ na methemoglobin. U LA nebyly nalezeny vŢbec ģ§dn® 

pozitivn² ¼ļinky, u DHLA ale alespoŔ ļ§steļn® ano. DHLA je schopn§ zpomalit tvorbu 

methemoglobinu, ale jakmile je jiģ methemoglobin vytvoŚenĨ, tak pŚi jeho odbour§v§n² 

¼ļinn§ nen² [18]. 
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1.2.3 Vliv kyseliny lipoov® na erypt·zu 

Jako erypt·zu oznaļujeme samovolnou, programovanou smrt erytrocytŢ. CelĨ proces 

je podobnĨ apopt·ze, programovan® bunŊļn® smrti jadernĨch bunŊk. Erytrocyty se smrġŠuj², 

jejich membr§na mŊn² tvar, tvoŚ² rŢzn® z§hyby a fosfolipidy se z n² postupnŊ vysouvaj² 

na bunŊļnĨ povrch. Proces erypt·zy je regulov§n Śadou kin§z, napŚ²klad cyklickou 

guanosinmonofosf§t dependentn² proteinkin§zou typu I, adenosinmonofosf§t aktivovanou 

kin§zou a Janusovou kin§zou 3 [19, 20]. 

Vlastn² erypt·za bĨv§ spuġtŊna zvĨġenou cytosolickou aktivitou iontŢ Ca
2+
, kter® 

do buŔky mohou vstoupit pŚes Ca
2+

 propustn® kationtov® kan§ly aktivovan® 

prostaglandinem E2. Ionty Ca
2+

 aktivuj² cysteinovou endopeptid§zu calpain, coģ je enzym, 

kterĨ degraduje proteiny v cytoskeletu a zpŢsob² tak n§slednou ztr§tu norm§ln²ho tvaru 

bunŊļn® membr§ny. Dalġ²m pŢsoben²m Ca
2+

 jsou z krvinek vyluļov§ny ionty K
+
 a Cl

ï
. Ztr§ta 

intracelul§rn²ho KCl je n§sledov§na uvolnŊn²m vody, kter§ je potŚebn§ k udrģen² tvaru buŔky, 

a erytrocyty se tud²ģ smrġt² [19, 20]. 

Citlivost bunŊļnĨch membr§n na pŢsoben² Ca
2+

 je zes²lena jeġtŊ ceramidem, kterĨ 

stimuluje erypt·zu podobnŊ. Ceramid mŢģe bĨt vyluļov§n ze sfingomyelinu bunŊļn® 

membr§ny enzymem sfingomyelin§zou, kterou mohou produkovat buŅ pŚ²mo erytrocyty, 

nebo je uvolnŊn§ v plazmŊ a pŢsob² zvenļ². Rozpadl® erytrocyty jsou rychle odstraŔov§ny 

z cirkuluj²c² krve t²m, ģe jsou pohlcov§ny a degradov§ny pomoc² makrof§gŢ. 

Ca
2+

 indukovan§ erypt·za ke sv®mu prŢbŊhu nepotŚebuje aktivaci kasp§z, kter® jsou potŚebn® 

pŚi apopt·ze. Erypt·za mŢģe bĨt vyvol§na osmotickĨm ġokem, oxidaļn²m stresem a j²m 

zpŢsobenĨm poġkozen²m membr§ny, hypertermi², ohromnĨm mnoģstv²m malĨch molekul, 

anebo ¼bytkem energie, kterĨ je alespoŔ ļ§steļnŊ ovlivnŊn aktivac² proteinkin§zy C [19, 20]. 

SilnŊ inhibovat erypt·zu mŢģe oxid dusnatĨ, kterĨ zpŢsobuje ļ§steļnou rezistenci 

erytrocytŢ na eryptotick® podnŊty vyvolan® ionty Ca
2+
. D§le erypt·zu inhibuj² katecholaminy 

a Śada dalġ²ch l§tek. Erytropoetin ji ļ§steļnŊ inhibuje t²m, ģe br§n² prostupu 

Ca
2+

 pŚes kationtov® kan§ly. Ale pokud jsou erytrocyty vystaveny vysokĨm koncentrac²m 

erytropoetinu, jsou potom naopak na eryptotick® podnŊty obzvl§ġtŊ citliv®. Pokud prob²h§ 

zrychlen§ erypt·za, kter§ se vyskytuje u mnoha onemocnŊn², bĨv§ kompenzov§na zvĨġenou 

erytropo®zou. Pokud nen² tato kompenzace dostateļn§, mŢģe se vyvinout z§vaģn§ an®mie. 

JinĨ probl®m mŢģe nastat, kdyģ eryptotick® erytrocyty adheruj² k c®vn²m stŊn§m, aktivuj² 

sr§ģen² krve a poġkod² tak mikrocirkulaci [19]. 
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Kyselina lipoov§ m§ antioxidaļn² i oxidaļn² aktivitu, d²ky n²ģ je schopn§ vyvol§vat 

apopt·zu u mnoha druhŢ bunŊk. Apopt·zu indukuje t²m, ģe vyvol§v§ vznik oxidaļn²ho stresu 

a n§slednou aktivaci kasp§z. KvŢli svĨm proapoptickĨm ¼ļinkŢm byla LA navrģena jako 

moģn§ l§tka k l®ļbŊ rakoviny, aby vyvol§vala apopt·zu jadernĨch n§dorovĨch bunŊk. 

Vyvstala vġak z§sadn² ot§zka, totiģ pokud LA dok§ģe aktivovat apopt·zu, tak jestli 

nestimuluje tak® vznik erypt·zy u erytrocytŢ [21]. 

Studie Bhavsara a kolektivu uk§zala, ģe kyselina lipoov§ je skuteļnŊ schopn§ erypt·zu 

aktivovat. Je vġak zaj²mav®, ģe pŚi oxidaļn²m stresu je naopak schopn§ proti erypt·ze pŢsobit 

[21]. 

LA m§ schopnost v cytosolu stimulovat zvĨġen² koncentrace iontŢ Ca
2+
, kter® jsou 

hlavn²m spouġtŊļem erypt·zy. Erytrocyty se n§slednŊ zaļnou v dŢsledku iontovĨch zmŊn 

smrġŠovat a odhalovat fosfatidylserin na povrchu bunŊk. Fosfatidylserin oznaļuje buŔky, 

kter® maj² bĨt pohlceny makrof§gy. Statisticky vĨznamn® koncentrace LA, kdy byla 

po 48 hodinov® inkubaci zaznamen§na vĨrazn§ zmŊna ve velikosti bunŊk ï erytrocyty 

se zmenġily, byly jiģ 20 ɛmol/l a vyġġ². Ļerven® krvinky ale reaguj² smrġtŊn²m i na vyļerp§n² 

hladin gluk·zy v kultivaļn²m m®diu, coģ pŚi 48 hodinov® inkubaci bŊģnŊ nast§v§. Bylo vġak 

prok§z§no, ģe LA m§ schopnost tento efekt zes²lit a k vĨznamn®mu zes²len² doch§z² pr§vŊ 

pŚ²tomnost² LA jiģ o koncentraci 20 ɛmol/l a v²ce [21]. 

LA je tak® schopn§ zvyġovat tvorbu ceramidu a sniģovat koncentraci 

adenosintrifosf§tu (ATP) v erytrocytech. Po 48 hodinov® inkubaci LA o koncentraci 

50 ɛmol/l vĨznamnŊ zvĨġila tvorbu ceramidu. Statisticky vĨznamnĨ pokles bunŊļn®ho ATP 

nastal pŚi inkubaci s LA o koncentraci 75 ɛmol/l po dobu 48 hodin. V dŢsledku spotŚeby 

bunŊļn® energie krvinek ztr§tou ATP se erypt·za mŢģe tak® aktivovat [21]. 

V z§vislosti na tŊchto vĨsledc²ch by se dle autorŢ studie mŊlo zv§ģit, pŚi kterĨch 

onemocnŊn²ch mŢģe bĨt kyselina lipoov§ terapeuticky pod§v§na. Đļinky LA na erypt·zu jsou 

slab® a u zdravĨch jedincŢ se mohou projevit pouze pŚi jej²ch pomŊrnŊ vysokĨch d§vk§ch. 

Avġak nŊkterĨmi onemocnŊn²mi nebo pod§v§n²m nŊkterĨch druhŢ xenobiotik by mohl bĨt 

tento ¼ļinek zes²len. UrļitŊ by se tedy jej² pod§v§n² mŊlo zv§ģit u pacientŢ, kteŚ² trp² v§ģnĨmi 

hematologickĨmi onemocnŊn²mi, kter§ rovnŊģ zpŢsobuj² pokles erytrocytŢ. D§le tak® 

u pod§v§n² proeryptotickĨch xenobiotik. U tŊchto stavŢ by n§slednŊ mohla vzniknout tŊģk§ 

an®mie [21]. 
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1.2.4 Hladiny kyseliny lipoov® v erytrocytech 

Kyselina lipoov§ je ļasto pod§v§na k terapeutickĨm ¼ļelŢm, z tohoto dŢvodu by mŊlo 

bĨt objasnŊno, jak moc a za jakou dobu je LA po peror§ln²m, pŚ²padnŊ i intraven·zn²m, 

pod§n² distribuov§na v krevn² plazmŊ a tak® v erytrocytech, mimo jin® tak® jak® mnoģstv² 

exogenn² LA proch§z² skrz erytrocyt§rn² membr§nu. 

Amenta a kol. ve sv® studii sledovali distribuci kyseliny lipoov® po peror§ln²m pod§n² 

600 mg LA v rŢznĨch tabletovĨch form§ch. PrŢmŊrn® maxim§ln² koncentrace kyseliny 

lipoov® v plazmŊ se v t®to studii pohybovaly v rozmez² 1266,2 ï 2290,5 ng/g. Koncentrace 

stanoven® v erytrocytech byly oproti tomu vĨraznŊ niģġ², pohybovaly se v rozmez² 45,1 ï 

66,5 ng/g. Ļasy, kdy koncentrace LA dost§hla maxima, byly v erytrocytech pŚ²mo ¼mŊrn® 

ļasŢm v plazmŊ, coģ je pomŊrnŊ pŚekvapiv® zjiġtŊn². Jejich prŢmŊrn® hodnoty se pohybovaly 

od 34 do 180 minut, ale s t²m, ģe hodnota 34 minut byla u pŚ²pravku se zvĨġenou m²rou 

vstŚeb§v§n² a 180 minut naopak u l®ļiva s prodlouģenĨm uvolŔov§n²m. U klasickĨch forem 

LA to bylo asi 1 aģ 1,5 hodiny. Tato studie ukazuje, ģe kinetika LA je mnohem vĨraznŊjġ² 

v krevn² plazmŊ neģ v buŔk§ch [22]. 
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1.3 STANOVENĉ KYSELINY LIPOOV£ 

1.3.1 Metody stanoven² 

Po pod§n² kyseliny lipoov® se daj² stanovit jej² suplementovan® hladiny v krevn² 

plazmŊ i ve tk§n²ch. Existuje pouze m§lo jednoduchĨch a spolehlivĨch metod, kterĨmi 

by se dala LA a DHLA pŚesnŊ kvantifikovat. LA mŢģe bĨt stanovena mikrobiologickou 

technikou, kdy se vlastn² stanoven² prov§d² po hydrolĨze amidov® vazby lipoyllysinu. 

V dŚ²vŊjġ² dobŊ tento hydrolytickĨ krok obsahovaly vġechny metody stanoven² LA. 

Mikrobiologick® stanoven² je nam§hav® a ļasovŊ n§roļn® kvŢli kultivaci bakteri§ln²ch 

kmenŢ, ale je zato i velice citliv®. Kolorimetrick® metody analĨzy se, stejnŊ jako 

mikrobiologick®, prov§dŊj² po hydrolĨze lipoyllysinu. Nejsou tak n§roļn®, ale nejsou ani tak 

citliv® a specifick®, tud²ģ se pŚi nich ned§ rozliġit LA a DHLA [4, 10]. 

Spektrofotometricky je moģn® kyselinu lipoovou stanovit d²ky vlastnosti DHLA, kter§ 

m§ schopnost redukovat Ellmanovo ļinidlo, ļili kyselinu 5,5Ë-dithiobis-2-nitrobenzoovou. 

Tato l§tka se po redukci zmŊn² na jasnŊ ģlutĨ aniont, kterĨ se d§ dobŚe kvantifikovat. Dalġ² 

metodou, kter§ mŢģe bĨt vyuģita, je specifick§ enzymov§ imunoanalĨza. Tato 

imunoanalytick§ metoda sice nevyģaduje hydrolĨzu vzorkŢ, ale opŊt nen² pŚ²liġ citliv§. Nav²c 

je ļasovŊ n§roļn§ kvŢli pŚ²pravŊ anti-LA protil§tek [10, 13]. 

Slibnou moģnost² by mohla bĨt kapil§rn² elektrofor®za s ultrafialovou detekc², kter§ 

vykazuje vysokou ¼ļinnost separace kyseliny lipoov®. Mus² bĨt ale jeġtŊ otestov§na 

na biologickĨch vzorc²ch [10, 23]. 

StejnŊ jako kolorimetrick® metody, ani plynov§ chromatografie (GC) a plynov§ 

chromatografie s hmotnostn² spektrometri² (GC/MS) nedok§ģ² rozliġit LA a DHLA, ļ²mģ 

je zt²ģena identifikace rozd²lŢ biologick® aktivity oxidovan® a redukovan® formy LA. 

Ale i pŚes tuto nevĨhodu jsou obŊ tyto metody velice selektivn² a citliv®. Plynov§ 

chromatografie s plamenovĨm fotometrickĨm detektorem je pro stanoven² LA mnohem 

citlivŊjġ² neģ s plamenovĨm ionizaļn²m detektorem. Metodami, kter® jsou na GC zaloģeny, 

se v biologickĨch vzorc²ch nejl®pe stanov² LA ve vazbŊ na proteiny. PŚed vlastn² analĨzou 

prob²h§ derivatizace vzorkŢ. Tyto metody jsou pravdŊpodobnŊ nejvhodnŊjġ² pro stanoven² 

celkov®ho mnoģstv² LA ve vzorku. GC/MS je vysoce ¼ļinn§ k identifikaci i ke kvantifikaci 

LA, jej² nevĨhodou vġak je, ģe vyģaduje n§roļn® a n§kladn® vybaven² laboratoŚe [10, 23]. 
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LA i DHLA mohou bĨt obŊ stanoveny elektrochemicky, protoģe dobŚe reaguj² 

na elektrickĨ potenci§l. PŚi tomto stanoven² nemŢģe analĨza celkov® LA ve vzorku 

probŊhnout, pokud je LA v§zan§ na proteiny, proto mus² bĨt pŚedt²m opŊt hydrolyzov§na, 

a to kyselou, bazickou nebo enzymatickou hydrolĨzou, nejl®pe za nepŚ²stupu kysl²ku, 

aby nedoġlo k poġkozen² molekul LA a oxidaci DHLA [10, 23]. 

Dnes nejbŊģnŊji uģ²vanou metodou k analĨze voln® kyseliny lipoov® je vysoko¼ļinn§ 

kapalinov§ chromatografie (HPLC) s elektrochemickou detekc² (ED), pŚi kter® zreaguje 

aģ 100 % analytu v biologickĨch vzorc²ch. Tato metoda je selektivn² i citliv§ a daj² 

se pŚi n² stanovit obŊ voln® formy LA bez pŚedchoz² nutnosti derivatizace. Pomoc² HPLC 

s ultrafialovou nebo fluorescenļn² detekc² (FD) se vġak ani LA ani DHLA stanovit nedaj², 

protoģe v sobŊ neobsahuj² dostateļnŊ silnĨ chromofor. FD se d§ vyuģ²t pouze po pŚedchoz² 

derivatizaci LA fluorescenļn²m ļinidlem, potom je tato metoda dostateļnŊ citliv§. Citlivost 

a selektivita vġech analĨz je samozŚejmŊ ovlivnŊna napŚ²klad tak® sloģen²m mobiln² f§ze, 

typem pouģit®ho analyz§toru a materi§lem elektrody [10, 23]. 

 

1.3.2 Suplementace kyselinou lipoovou 

Dostupn® potravinov® doplŔky obsahuj² obvykle d§vky 50 ï 600 mg LA. Terapeuticky 

se kyselina lipoov§ peror§lnŊ uģ²v§ nejļastŊji v d§vk§ch od 200 do 600 mg, coģ je asi 1000x 

vyġġ² hodnota, neģ je moģn® z²skat z potravy. Kyselina lipoov§ pŚij²man§ v potravŊ je v§zan§ 

na b²lkoviny, na rozd²l od toho je LA pŚij²man§ v potravinovĨch doplŔc²ch voln§. Biologick§ 

dostupnost racemick® smŊsi LA je nejļastŊji stanovov§na po pod§n² jedn® d§vky LA. Doba 

absorpce LA do krevn² plazmy bĨv§ obvykle 0,5 ï 1 hodina. KvŢli kr§tk®mu biologick®mu 

poloļasu nedoch§z² ani po opakovan®m peror§ln²m pod§n² LA k jej²mu hromadŊn² v krevn² 

plazmŊ [7, 24, 25]. 

Bylo tak® zkoum§no, jestli je nŊjakĨ rozd²l mezi dostupnost² S-lipoov® a R-lipoov® 

kyseliny. Pokud byla racemick§ smŊs LA pod§v§na intraven·znŊ, nebyly v plazmŊ nalezeny 

rozd²ly mezi koncentrac² S- a R-izomeru LA. Po peror§ln²m pod§n² vġak rozd²ly nalezeny 

byly, hodnoty R-LA byly vĨraznŊ vyġġ². Dalġ² zaj²mav® informace jsou, ģe z vodn®ho roztoku 

je LA absorbov§na efektivnŊji neģ z l®kov® formy a ģe souļasnĨ pŚ²jem potravy sniģuje jej² 

biologickou dostupnost. Proto je doporuļov§no, aby byla uģ²v§na alespoŔ 30 minut 

aģ 1 hodinu pŚed j²dlem, nebo 2 hodiny po j²dle. LA pod§van§ intraven·znŊ m§ samozŚejmŊ 
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vyġġ² biologickou dostupnost neģ LA pod§van§ v tabletov® formŊ, coģ je pravdŊpodobnŊ 

zpŢsobeno vysokĨm jatern²m first-pass efektem, kdy je znaļn§ ļ§st LA pŚed vstupem do krve 

odbour§na v j§trech [7, 24, 25]. 

 

1.3.3 Hladiny kyseliny lipoov® v krevn² plazmŊ 

Hladiny kyseliny lipoov® v krevn² plazmŊ se u suplementovanĨch 

i nesuplementovanĨch lid² ve studi²ch rŢznĨch autorŢ znaļnŊ liġ². Singh a Jialal uv§dŊj², 

ģe pŚi l®ļbŊ diabetu se nejbŊģnŊji uģ²v§ 300 ï 600 mg LA dennŊ. Pokud pacienti pouze chtŊj² 

podpoŚit svou antioxidaļn² aktivitu, staļ² d§vky 20 ï 50 mg dennŊ. U zdravĨch jedincŢ se dle 

nŊkterĨch autorŢ endogenn² koncentrace kyseliny lipoov® pohybuj² v rozmez² 1 ï 25 ng/ml, 

coģ v pŚepoļtu odpov²d§ asi koncentrac²m 4,85 ï 121,18 nmol/l, a kyseliny dihydrolipoov® 

mezi 33 ï 145 ng/ml, coģ odpov²d§ asi 159,96 ï 702,86 nmol/l [24]. 

Rochette a kol. ve sv®m ļl§nku shrnuj², ģe nejļastŊji pod§van® terapeutick® d§vky 

racemick® LA jsou od 200 do 1800 mg dennŊ a jej² biologickĨ poloļas je kolem 30 minut. 

Endogenn² koncentrace LA v plazmŊ pak uv§dŊj² mezi 15 ï 20 ɛmol/l [2]. 

Teichert a kol. ve  sv® studii testovali 9 zdravĨch dobrovoln²kŢ, kterĨm byla peror§lnŊ 

pod§v§na jedna d§vka 600 mg racemick® smŊsi kyseliny lipoov® po dobu 4 dnŢ. Prvn² den 

vystoupala koncentrace v plazmŊ na svou maxim§ln² hodnotu prŢmŊrnŊ za 30 minut. 

Jej² hodnota pak byla 36,19 Ñ 10,35 ɛmol/l. ĻtvrtĨ den pod§v§n² LA dos§hla koncentrace 

maxima jiģ za 20 minut a jej² prŢmŊrn® maxim§ln² hodnoty byly 31,45 Ñ 8,20 ɛmol/l. 

Metodou stanoven² byla HPLC/ED [26]. 

Moini a kol. shrnuj² vĨsledky jinĨch studi², kter® uv§dŊj² po jednor§zov®m peror§ln²m 

pod§n² 200 mg LA hodnotu 3,1 Ñ 1,5 ɛmol/l a po pod§n² 600 mg LA 13,7 Ñ 8,2 ɛmol/l. 

U intraven·zn²ho pod§n² 200 mg LA byla stanovena jej² n§sledn§ koncentrace v plazmŊ 

40,3 Ñ 11,3 ɛmol/l. PrŢmŊrnĨ biologickĨ poloļas vģdy odpov²dal opŊt zhruba 30 minut§m. 

U diabetickĨch pacientŢ byly dokonce nalezeny hladiny 100 ï 200 ɛmol/l po intraven·zn²m 

pod§n² 600 mg LA [8]. 

Carlson a kol. ve sv® studii mŊŚili plazmatick® koncentrace R-lipoov® kyseliny, kter§ 

byla peror§lnŊ pod§na 12 dobrovoln²kŢm ve formŊ jej² sodn® soli. MŊŚen² koncentrac² LA 

opŊt prob²halo metodou HPLC/ED. Po pod§n² 600 mg R-LA byly namŊŚeny nejvyġġ² 
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plazmatick® koncentrace v prŢmŊru za 14 minut. PrŢmŊrn® koncentrace v plazmŊ byly 

16 Ñ 6,32 ɛg/ml, coģ odpov²d§ asi koncentrac²m 77,56 Ñ 30,63 ɛmol/l. Na z§kladŊ svĨch 

vĨzkumŢ dospŊl kolektiv autorŢ k z§vŊru, ģe nen² vhodn® k terapeutickĨm ¼ļelŢm pouģ²vat 

pouze R-izomer LA, ale je opravdu vhodnŊjġ² pod§vat jej² racemickou smŊs. SamostatnŊ 

pod§van§ R-LA je m®nŊ biologicky dostupn§ neģ R-LA obsaģen§ v racemick® smŊsi. 

Ve formŊ sodn® soli je ale naopak mnohem biologicky dostupnŊjġ² neģ v racemick® smŊsi. 

AutoŚi proto tak® usuzuj², ģe S-LA mŢģe vykon§vat funkci kompetitivn²ho inhibitoru 

pŚi absorpci R-LA [27]. 

Na z§kladŊ nŊkolika studi² souļasnĨch autorŢ pak bylo v t®to pr§ci jeġtŊ shrnut² 

terapeutickĨch ¼ļinkŢ kyseliny lipoov®. Terapeutick® ¼ļinky 600 mg racemick® smŊsi LA 

jsou aktivov§ny maxim§ln² plazmatickou koncentrac² odpov²daj²c² 4 ï 5 ɛg/ml (to je asi 20 ï 

25 ɛmol/l), vĨznamnŊjġ²ch terapeutickĨch vĨsledkŢ se d§ dos§hnout pŚi koncentraci 

pŚ²rodn²ho R-LA izomeru v plazmŊ o hodnot§ch 10 ï 20 ɛg/ml (v pŚepoļtu je to asi 50 ï 

100 ɛmol/l). Horn² hranice plazmatick® koncentrace LA, kdy se jej² d§vka d§ jeġtŊ povaģovat 

za terapeutickou, pak byla autory stanovena asi na 50 ɛg/ml (ļemuģ odpov²d§ hodnota 

250 ɛmol/l) [27]. 

Chen a kol. vyuģili spojen² technik HPLC/MS s ionizac² elektrosprejem. Stanovovali 

hladiny LA v krevn² plazmŊ 10 zdravĨch d§rcŢ po peror§ln² suplementaci jednou d§vkou 

600 mg LA. Koncentrace dos§hly sv®ho maxima v prŢmŊru za 65 minut a jejich hodnota byla 

prŢmŊrnŊ 3,31 Ñ 0,87 ɛg/ml. Tato hodnota v pŚepoļtu odpov²d§ koncentraci 16 Ñ 4,2 ɛmol/l 

[28]. 

Ġirġ² pŚehled hladin kyseliny lipoov® v krevn² plazmŊ s metodami stanoven² 

je zn§zornŊn v tabulce 1. 
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Tabulka 1: PŚehled metod stanoven² a hladin kyseliny lipoov® v lidsk® plazmŊ 

Metoda Detekce 
LOD/LOQ 

(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 ï 121,0 nmol/l - 31 

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

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

- - - 4,0 ï 100,0 nmol/l - 34 

HPLC MS/MS -/119  nedetekov§no - 35 

Spektrofotometrie - - 

48,0 Ñ 28,9 Õmol/l  

(M, F kuŚ§ci) 
69,0 Ñ 21,0 Õmol/l 

(M, F nekuŚ§ci) 

- 36 

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

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

HPLC MS -/921,5 M, F: 33,3 Ñ 6,3 Õmol/l Rac, 600 mg, p.o. 38,39 

HPLC FD 9,69/72,71 

M: 9,5 ï 22,9 

F: 13,2 ï 25,0 Õmol/l 
M: 11,4 ï 26,3 

F: 11,4 ï 26,9 Õmol/l 

M: 7,7 ï 17,4  

F: 12,3 ï 21,2 Õmol/l  

R; 200 mg, p.o. 
 

R; 300 mg, p.o. 

 

R; 600 mg, p.o. 

40 

HPLC FD 9,69/72,71 

M: 4,8 ï 11,3 

F: 7,0 ï 12,5 Õmol/l 

M: 5,5 ï 13,5 

F: 6,0 ï 14,3 Õmol/l 

M: 3,8 ï 8,6  

F: 6,1 ï 10,8 Õmol/l 

S; 200 mg, p.o. 

 

S; 300 mg, p.o. 

 

S; 600 mg, p.o. 

40 

HPLC ED -/4,9 

M, F: 3,1 Ñ 1,5 Õmol/l 

M, F: 13,8 Ñ 7,2 Õmol/l 

M, F: 40,3 Ñ 11,3 Õmol/l 
M, F: 100 ï 200 Õmol/l 

Rac, 200 mg, p.o. 

Rac, 600 mg, p.o. 

Rac, 200 mg, i.v.  
Rac, 600 mg i.v. 

8 

LOD ï mez detekce; LOQ ï mez stanovitelnosti; Rac ï racemick§ smŊs; p.o. ï peror§lnŊ; i.v. ï intraven·znŊ; M ï muģi;  

F ï ģeny 
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1.4 NEĢĆDOUCĉ ĐĻINKY KYSELINY LIPOOV£ 

Ģ§dn® neģ§douc² ¼ļinky zpŢsoben® kyselinou lipoovou nebyly pŚi klinickĨch studi²ch 

zaznamen§ny ani pŚi peror§ln²m pod§v§n² d§vek do 2400 mg/den. Peror§ln² pod§v§n² 

1800 mg LA (rozdŊleno na 3 d§vky po 600mg) dennŊ po dobu pŢl roku tak® ģ§dn® neģ§douc² 

¼ļinky nezaznamenalo, stejnŊ jako intraven·zn² pod§v§n² 600 mg LA po dobu tŚ² tĨdnŢ 

(ve srovn§n² s placebem). Z toho se d§ usuzovat, ģe pod§v§n² stŚedn²ch d§vek LA by mŊlo bĨt 

bezpeļn®. PŚi l®ļbŊ diabetu se jako bezpeļn® povaģuje uģ²v§n² 600 mg LA dennŊ [7]. 

Urļit§ bezpeļnostn² opatŚen² pro pod§v§n² LA vġak kvŢli studi²m na potkanech 

vyd§na byla. Starġ²m potkanŢm byla pod§v§na intraperitone§lnŊ racemick§ smŊs LA 

odpov²daj²c² asi 100 mg/kg dennŊ po dobu 2 tĨdnŢ. Tyto vysok® chronick® d§vky LA 

vyvol§valy u potkanŢ peroxidaci plazmatickĨch lipidŢ a oxidaļn² poġkozen² proteinŢ v krevn² 

plazmŊ i ve tk§n²ch (napŚ. v srdci a mozku). U ļlovŊka by tyto hodnoty odpov²daly d§vk§m 

5 ï 10 g/den. D§le byl vliv vysokĨch d§vek LA testov§n Vigilem a kol. u ġesti opic rodu 

makak rhesus. Po intraven·zn²m pod§n² 90 ï 100 mg/kg kyseliny lipoov® byla zaznamen§na 

smrt tŚ² ze ġesti makakŢ. Po smrti u nich byly nalezeny rozs§hl® nekr·zy velkĨch svalŢ, srdce, 

ledvin a hlavnŊ jater. Vysok® koncentrace LA tedy mohou vyvol§vat stejn® ¼ļinky, kterĨm 

n²zk® d§vky LA pom§haj² zabr§nit [7, 41]. 

PŚi in vitro studii na imortalizovanĨch lidskĨch buŔk§ch proxim§ln²ho tubulu ledvin  

HK-2 bylo prok§z§no, ģe jiģ koncentrace 250 ɛmol/l LA po 48 hodinov® inkubaci sniģuje 

proliferaci HK-2 bunŊk. Koncentrace 500 ɛmol/l dokonce HK-2 buŔky usmrt² 

uģ po 24 hodin§ch. Z tŊchto vĨsledkŢ vyplĨv§, ģe na ledviny by mohly m²t negativn² vliv 

jiģ pomŊrnŊ n²zk® koncentrace LA [42]. 
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1.5 VLIV KYSELINY LIPOOV£ NA DALĠĉ TYPY BUNŉK 

1.5.1 Lymfocyty 

U T-lymfocytŢ je jejich proliferace a bunŊļn§ smrt regulov§na intracelul§rn²mi thioly 

(napŚ. cystein, glutathion). PŚi oxidaļn²m stresu se vġak tyto thioly mŊn² na disulfidy. Bylo 

prok§z§no, ģe lid® nakaģen² virem HIV maj² sn²ģen® plazmatick® a leukocyt§rn² hladiny 

glutathionu i cysteinu. Konkr®tnŊ urļit® druhy T-lymfocytŢ maj² deficit glutathionu. Pokud 

jsou tyto hladiny obnoveny, mohou podpoŚit ¼ļinek z§nŊtlivĨch cytokinŢ a inhibovat rozvoj 

HIV u akutn²ch i chronickĨch infekc². Deficit glutathionu u HIV pozitivn²ch lid² 

pravdŊpodobnŊ nast§v§ v dŢsledku oxidaļn²ho stresu, pŚi kter®m se glutathion spotŚebov§v§ 

a nav²c nemŢģe bĨt syntetizov§n z cysteinu, protoģe toho je tak® nedostatek. Jiģ dŚ²ve bylo 

prok§z§no, ģe hladiny 100 ɛmol/l kyseliny lipoov® dok§ģ² zvĨġit hladiny glutathionu 

u kultivovanĨch T-bunŊk. Testov§n² vģdy prob²halo u Jurkat T-bunŊk a u lymfocytŢ 

z perifern² krve [43]. 

Sen a kol. prok§zali, ģe dokonce i koncentrace 10 ɛmol/l kyseliny lipoov® nebo jej²ch 

deriv§tŢ dok§ģe zvĨġit bunŊļn® hladiny glutathionu. Inkubace s T-buŔkami prob²hala po dobu 

18 hodin. S rostouc²mi koncentracemi LA se postupnŊ zvyġovala i hladina glutathionu 

aģ do koncentrace 100 ɛmol/l, pŚiļemģ bylo prok§z§no, ģe dalġ² zvyġov§n² koncentrac² 

LA nemŊlo jiģ na hladiny glutathionu vliv. LA tak® dok§ģe zvĨġit obsah dalġ²ch bunŊļnĨch 

thiolŢ jiģ za 18 hodin. Mnohem vĨraznŊjġ² ¼ļinek byl prok§z§n pŚi 16 tĨdenn² kultivaci  

T-bunŊk. Pokud byly buŔky kultivov§ny s vysokĨmi koncentracemi LA (2 a 5 mmol/l), 

doch§zelo k jejich smrġŠov§n² a byly u nich nalezeny i sn²ģen® hladiny glutathionu a dalġ²ch 

thiolŢ a doch§zelo tak® k fragmentaci DNA. U takto poġkozenĨch bunŊk pak n§sledovala 

apopt·za [43]. 

Z tŊchto informac² vyplĨv§, ģe kyselina lipoov§ by d²ky sv®mu antioxidaļn²mu 

pŢsoben² mohla m²t pozitivn² vliv napŚ²klad pŚi infekci virem HIV, a to jiģ v pomŊrnŊ n²zkĨch 

koncentrac²ch [43]. 

 

1.5.2 Endoteli§ln² buŔky 

U mnoha onemocnŊn², kter§ jsou spojena s oxidaļn²m stresem, je ļasto nŊjakĨm 

zpŢsobem poġkozen i c®vn² endotel. Proto se Jones a kol. rozhodli testovat pŢsoben² kyseliny 
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lipoov®, jako siln®ho antioxidantu, na lidsk® endoteli§ln² buŔky. Konkr®tnŊ byla pouģita 

bunŊļn§ linie EA.hy926, kter§ byla vyizolov§na z pupeļn²kov® ģ²ly a vykazuje 

charakteristiky endotelovĨch bunŊk. Tyto buŔky dok§ģ² LA rychle vstŚeb§vat a redukovat 

ji na DHLA, kterou pot® ve vŊtġinov®m mnoģstv² uvoln² do kultivaļn²ho m®dia. V m®diu 

je pak udrģov§na st§l§ koncentrace DHLA i po dobu 18 aģ 24 hodin [44]. 

Redukce LA Ś²zen§ thioredoxinredukt§zou aktivuje pent·zovĨ cyklus a spotŚebu 

NADPH. Endoteli§ln² buŔky dok§ģ² vyuģ²t i NADH, ale tato redukce LA prob²haj²c² 

v mitochondri²ch je pak m®nŊ ¼ļinn§. Touto vlastnost² se endoteli§ln² buŔky liġ² 

od erytrocytŢ, kter® postr§daj² mitochondrie a vyuģ²vaj² pouze NADPH, a neutrofiln²ch 

bunŊk, kter® zase vyuģ²vaj² k redukci LA pouze NADH. Koncentrace LA vyġġ² 

neģ 0,5 a 1 mmol/l vyvol§vaj² i u tŊchto bunŊk oxidaļn² stres, pŚi kter®m doch§z² k vyļerp§n² 

hladin glutathionu. Chov§n² endoteli§ln²ch bunŊk v prostŚed² LA je podobn® jako 

u erytrocytŢ, n§dorovĨch bunŊļnĨch lini² a fibroblastŢ. Kyselina lipoov§ v n²zkĨch 

koncentrac²ch m§ schopnost zvyġovat intracelul§rn² hladiny glutathionu, celkovou 

antioxidaļn² ochranu a zlepġovat funkļnost endoteli§ln²ch bunŊk [44]. 

 

1.5.3 N§dorov® buŔky 

Đļinky kyseliny lipoov® a jej²ch deriv§tŢ byly testov§ny na rŢznĨch rakovinnĨch 

bunŊļnĨch lini²ch, napŚ²klad plic, vajeļn²kŢ, dŊloģn²ho ļ²pku, prostaty, jater a dalġ²ch. 

Uvaģuje se o jej²m protirakovinn®m pŢsoben², protoģe LA je schopn§ indukovat apopt·zu 

u mnoha typŢ bunŊk. Indukce apopt·zy u n§dorovĨch lini² byla nalezena u bunŊļnĨch lini² 

jater, hltanu a leukemickĨch lini² a to v koncentrac²ch LA kolem 5 mmol/l po dlouhodob® 

expozici. Z§stava rŢstu bunŊļnĨch lini² byla zaznamen§na u n§dorŢ hlavy a krku 

pŚi koncentrac²ch LA do 10 mmol/l. Protin§dorov® pŢsoben² LA je tud²ģ z§visl® a d§vce 

a dobŊ expozice [45]. 

U lidskĨch bunŊk rakoviny tlust®ho stŚeva HT-29 byly zaznamen§n efekt LA i DHLA 

na indukci apopt·zy jiģ pŚi koncentrac²ch 250 ɛmol/l a u plicn²ch epiteli§ln²ch bunŊk H-460 

byl sn²ģen jejich rŢst dokonce pŚi 24 hodinov® kultivaci se 100 ɛmol/l LA. Kyselina lipoov§ 

m§ vliv i na metastazov§n². U bunŊk rakoviny prsu bylo objeveno, ģe v koncentrac²ch 

250 ɛmol/l a vyġġ²ch dok§ģe LA blokovat invazivitu a tvorbu metast§z. Yoo a kol. ve sv® 

studii testovali vliv LA na bunŊļnou linii HCT116 a ovŊŚili tak, ģe u bunŊk rakoviny tlust®ho 
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stŚeva pŢsob² LA uģ pŚi niģġ²ch koncentrac²ch, z ļehoģ plyne jej² potenci§ln² terapeutickĨ 

vĨznam. U t®to bunŊļn® linie po 48 hodinov® inkubaci indukovala LA o koncentraci 

50 ɛmol/l z§stavu bunŊļn®ho cyklu a pŚi koncentrac²ch 100 ɛmol/l a vyġġ²ch dokonce 

i apopt·zu. Niģġ² d§vky LA tak® zvĨġily citlivost bunŊk HCT116 na jin® mechanismy 

vyvol§vaj²c² apopt·zu [45, 46, 47].  

U vŊtġiny bunŊļnĨch lini² vġak ¼ļinky LA nast§vaj² aģ pŚi vyġġ²ch koncentrac²ch 

v mmol/l. Kyselina lipoov§ m§ silnŊjġ² cytotoxick® ¼ļinky neģ kyselina dihydrolipoov§. 

I u nŊkterĨch jej²ch deriv§tŢ byly prok§z§ny protin§dorov® ¼ļinky ve vyġġ²ch koncentrac²ch. 

NŊkter® substituenty dokonce vĨraznŊ zvyġuj² ¼ļinnost LA. PŚesn® mechanismy ¼ļinku LA 

a jej²ch deriv§tŢ na apopt·zu nejsou zn§m®, ale urļitŊ doch§z² k pŢsoben² LA 

na mitochondrie, coģ je velice vĨhodnĨ mechanismus. Mezi dalġ² vĨhody vyuģit² LA patŚ², 

ģe nem§ mutagenn² vlastnosti [45, 46]. 

Podle posledn²ch studi² se pŚedpokl§d§, ģe pŚedevġ²m deriv§ty kyseliny lipoov® nebo 

i samotn§ kyselina lipoov§ kombinov§na s jinĨmi l®ļivy vykazuj² slibnĨ charakter pŚi l®ļbŊ 

rakoviny, pŚedevġ²m by mohla bĨt vyuģ²v§na u terapie rakoviny stŚev, kde jsou ¼ļinn® i niģġ² 

d§vky LA [46, 47]. 

Kyselina lipoov§ je i v niģġ²ch koncentrac²ch schopn§ zvĨġit cytotoxicitu nŊkterĨch 

souļasnĨch cytostatik, coģ by mohlo v®st k efektivnŊjġ² l®ļbŊ, zm²rnŊn² neģ§douc²ch ¼ļinkŢ 

a tak® ke sn²ģen² rezistence na l®ļbu. Pouģit² samostatn® LA pravdŊpodobnŊ nen² ¼plnŊ 

ide§ln² variantou, protoģe k protin§dorov®mu pŢsoben² je vŊtġinou potŚeba vyġġ²ch 

koncentrac² LA. Vyġġ² d§vky LA by zase naopak mohly v®st k neģ§douc²m ¼ļinkŢm 

a vyvol§n² apopt·zy nejen u n§dorovĨch, ale i u zdravĨch bunŊk, nebo zpŢsobit poġkozen² 

bunŊk ledvin. Tak® by mohlo doj²t k nekrotick®mu poġkozen² dalġ²ch org§nŢ, jak bylo 

prok§z§no napŚ²klad ve studii Vigila a kol. na makac²ch [41, 42, 46]. 
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2 CĉLE PRĆCE 

C²lem t®to diplomov® pr§ce bylo pokusit se urļit cytotoxicitu kyseliny lipoov® pomoc² 

testu vyluļov§n² trypanov® modŚi, konkr®tnŊ zjistit, jak® koncentrace kyseliny lipoov® jiģ 

pŢsob² negativnŊ ļi let§lnŊ na erytrocyty a mononukle§rn² buŔky vyizolovan® z perifern² krve. 

Dalġ²m c²lem bylo pokusit se pomoc² vysoko¼ļinn® kapalinov® chromatografie 

s elektrochemickou detekc² stanovit koncentrace kyseliny lipoov® v krevn² plazmŊ 

a v erytrocytech po peror§ln²  suplementaci kyselinou lipoovou.  
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3 EXPERIMENTĆLNĉ ĻĆST 

3.1 SEZNAM PřĉSTROJš A POMšCEK 

Analytick§ cela model 5010 (ESA, USA) 

Analytick® v§hy LB-1050/2 (Laberte, MaŅarsko) 

Automatick® pipety (Biohit, Finsko)  

Centrifuga Eppendorf 5417R (Eppendorf, NŊmecko) 

Centrifuga Eppendorf 5804R (Eppendorf, NŊmecko) 

Centrifuga Hermle Z300K (Hermle Labortechnik GmbH, NŊmecko) 

Centrifuga Sorvall TC6 (DuPont, USA) 

D§vkovac² ventil Rheodyne 9725i (Rheodyne, USA) 

DigestoŚ Merci (Merci s.r.o., Ļesk§ republika) 

ElektrochemickĨ detektor Coulochem III (ESA, USA) 

Filtraļn² aparatura (Supelco, USA) 

Hlubokomraz²c² box MDF-U3086S (SANYO Electric Co., Ltd, Japonsko) 

Chromatografick§ kolona LiChroCart 254 x 4 mm, Purospher Star (RP-18e), 5 ɛm (Merck, 

NŊmecko) 

K§dinky, odmŊrn® v§lce, zkumavky, lahve, tyļinky, lodiļky, lģiļky 

Koncentr§tor vzorkŢ se zahŚ²v§n²m Termovap (ECOM spol. s r.o., Ļesk§ republika) 

Kultivaļn² destiļky Cell Culture Plate 3512 (CoStar Group, USA) 

Lednice Liebherr (Liebherr, NŊmecko) 

Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft, USA)  

Mikroskop Eclipse 80i (Nikon, Japonsko) 

Mikroskop Eclipse E200 (Nikon, Japonsko) 

MikrostŚ²kaļka Hamilton 710, 100 ɛl (Hamilton Bonaduz A.G., ĠvĨcarsko) 

Mikrozkumavky Eppendorf (Eppendorf, NŊmecko) 

Multid§vkovaļ Multipette Plus + Plastov® n§stavce Combitips Plus (Eppendorf, NŊmecko) 

Nylonov® filtry, porozita 0,45 ɛm (Supelco, USA) 

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

Ochrann§ cela model 5020 (ESA, USA) 

Pasteurovy pipety 

pH metr HI 8314 (Hanna Instruments, It§lie) 

pH pap²rky Tritest L, pH 1-11 (Macherey-Nagel, NŊmecko) 
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Plastov® ġpiļky pro automatick® pipety (Neptune Scientific, USA)  

Plastov® zkumavky (Schoeller Instruments, Ļesk§ republika) 

PŚedkolona LiChroCart 4 x 4 mm, Purospher Star (RP-18e), 5 ɛm (Merck, NŊmecko) 

PŚedv§ģky Kern 440-35A (KERN & SOHN GmbH, NŊmecko) 

PŚ²stroj na vĨrobu ultraļist® vody Smart2Pure (TKA, NŊmecko) 

SPE kolonky Discovery DSC-PH (Supelco, USA)  

Software QuickCalcs (GraphPad Software, USA) 

Termoblok Isotemp 145D (Fisher Scientific
TM

, USA) 

Termostat Memmert (Memmert GmbH + Co. KG, NŊmecko) 

TŚepaļka Reax Top (Heidolph, NŊmecko) 

Ultrazvukov§ vana K12 (Kraintek s.r.o., Slovensko) 

Vakuov§ aparatura na SPE analĨzu Visiprep
TM

 (Supelco, USA) 

Vyhodnocovac² software Clarity (Data Apex, Ļesk§ republika) 

Vysokotlak® analytick® ļerpadlo LC-10AD VP (Shimadzu, Japonsko) 
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3.2 SEZNAM CHEMIKĆLIĉ 

2-propanol pro HPLC (CH3CH(OH)CH3, Mr = 60,10) (Merck, NŊmecko) 

Acetonitril pro HPLC (CH3CN, Mr = 41,05) (Merck, NŊmecko) 

Dihydrogenfosforeļnan sodnĨ (NaH2PO4, Mr = 119,98) (Sigma-Aldrich, USA) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) (C2H6OS, 99,8%, Mr = 78,13) (Carl Roth GmbH + Co. KG, 

NŊmecko) 

Dus²k 4,6 (N2, Mr = 28,01) (Linde Gas, Ļesk§ republika) 

Histopaque
È
-1077 (ɟ = 1,077 g ϊ ml

ï1
) (Sigma-Aldrich, USA)  

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

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

Kyselina lipoov§ (C8H14O2S2, Mr = 206,3) (Sigma-Aldrich, USA) 

Kyselina chlorovod²kov§ (HCl, 37 %, Mr = 36,46) (Sigma-Aldrich, USA) 

Kyselina fosforeļn§ (H3PO4, 85%. Mr = 98) (Sigma-Aldrich, USA) 

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

Fosf§tovĨ pufr (PBS) 10X (pH = 7,4) (Thermo Fisher Scientific, USA) 

Penicilin (Life Technologies, USA) 

RingerŢv roztok ï tablety (Sigma-Aldrich, USA) 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) m®dium 1640 (Life Technologies, USA) 

Streptomycin (Life Technologies, USA) 

Trypanov§ modŚ (0,4%) (Life Technologies, USA) 

Ultraļist§ voda (ɔ = 0,055 ɛS ϊ cm
ï1

) 
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3.3 STANOVENĉ VIABILITY BUNŉK POMOCĉ TRYPANOV£ MODřI 

3.3.1 Princip metody 

Viabilita, nebo tak® ģivotaschopnost bunŊk, zn§zorŔuje poļet ģivĨch bunŊk 

v testovan®m vzorku. Ke stanoven² viability bunŊk se velice ļasto pouģ²v§ metoda vyluļov§n² 

trypanov® modŚi. Tato metoda je zaloģena na tom, ģe ģiv® buŔky maj² nepoġkozen® bunŊļn® 

membr§ny a tud²ģ do nich barvivo nemŢģe prostoupit. A pokud by se do nich barvivo 

ļ§steļnŊ dostalo, dok§ģ² ho aktivn²m transportem opŊt z buŔky vylouļit. Mrtv® buŔky maj² 

naopak membr§ny nefunkļn² a poġkozen®, tud²ģ do sebe absorbuj² barvivo z okol². Tyto 

buŔky se potom daj² od ģivĨch dobŚe odliġit, protoģe maj² vĨraznŊ modrou barvu. Viabilita 

bunŊk po sm²ch§n² s trypanovou modŚ² by mŊla bĨt vyhodnocena nejd®le do 15 minut, aby 

nenastala smrt bunŊk v dŢsledku toxick®ho pŢsoben² trypanov® modŚi. Touto metodou nen² 

moģn® odliġit, zda nastala bunŊļn§ smrt v dŢsledku apopt·zy nebo nekr·zy [48].  

 

3.3.2 Pracovn² postup 

Ke stanoven² viability bunŊk bylo ze vzorku odebr§no 10 ɛl bunŊļn® suspenze 

a na parafilmu sm²ch§no s 10 ɛl trypanov® modŚi, barvivo se nechalo pŢsobit 1 ï 2 minuty. 

10 ɛl suspenze bylo nad§vkov§no do B¿rkerovy komŢrky a pod mikroskopem (f§zovĨ 

kontrast, zvŊtġen² 400x) byl ve 25 pol²ch B¿rkerovy komŢrky hodnocen poļet ģivĨch/mrtvĨch 

bunŊk. Viabilita bunŊk byla stanovena podle rovnice:  

ὺὭὥὦὭὰὭὸὥ Ϸ  
ὴέéὩὸ ĿὭὺĻὧὬ ὦόὲñὯ Ͻ ρππ

ὧὩὰὯέὺĻ ὴέéὩὸ ὦόὲñὯ
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3.4 PřĉPRAVA KULTUR KREVNĉCH BUNŉK 

3.4.1 ERYTROCYTY 

3.4.1.1 Pouģit® roztoky 

ZĆSOBNĉ ROZTOK 10 mmol/l KYSELINY LIPOOV£ V DMSO 

10,32 mg kyseliny lipoov® bylo rozpuġtŊno v 5 ml DMSO a rozpipetov§no 

do mikrozkumavek Eppendorf a uchov§v§no v mraz§ku pŚi -80 ÁC. 

 

ZĆSOBNĉ ROZTOK 100 mmol/l KYSELINY LIPOOV£ V DMSO 

10,32 mg kyseliny lipoov® bylo rozpuġtŊno v 500 ɛl DMSO a uchov§v§no pŚi -80 ÁC. 

 

ZĆSOBNĉ ROZTOK 150 mmol/l KYSELINY LIPOOV£ V DMSO 

30,94 mg kyseliny lipoov® bylo rozpuġtŊno v 1 ml DMSO a uchov§v§no pŚi -80 ÁC. 

 

ZĆSOBNĉ ROZTOK 200 mmol/l KYSELINY LIPOOV£ V DMSO 

41,26 mg kyseliny lipoov® bylo rozpuġtŊno v 1 ml DMSO a uchov§v§no pŚi -80 ÁC. 

 

ZĆSOBNĉ ROZTOK 250 mmol/l KYSELINY LIPOOV£ V DMSO 

51,57 mg kyseliny lipoov® bylo rozpuġtŊno v 1 ml DMSO a uchov§v§no pŚi -80 ÁC. 

 

ROZTOK PUFRU PBS 

PBS pufr byl naŚedŊn 10x. K 10 ml pufru bylo pŚid§no 90 ml ultraļist® vody. 
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RINGERšV ROZTOK 

1 tableta k pŚ²pravŊ Ringerova roztoku byla rozpuġtŊna v 500 ml ultraļist® vody. 

 

3.4.1.2 Pracovn² postup 

ZPRACOVĆNĉ ERYTROCYTš 

Dobrovoln®mu d§rci bylo odebr§no 9 ml ģiln² krve do zkumavky Vacuette, kter§ 

obsahovala jako protisr§ģliv® ļinidlo kyselinu ethylendiamintetraoctovou (EDTA). Krev byla 

ve zkumavce prom²ch§na a stoļena 7 minut pŚi 21 ÁC a 750 ot§ļk§ch za minutu. Supernatant 

byl ods§n do odpadu a krvinky byly promyty 4 ml PBS a opŊt stoļeny. Promyt² probŊhlo 3x 

a po posledn²m promyt² byl ods§n supernatant a byl stanoven poļet erytrocytŢ v krvi.  

Erytrocyty byly n§slednŊ naŚedŊny RingerovĨm roztokem a d§vkov§ny do 12-ti 

jamkovĨch kultivaļn²ch destiļek. Poļet erytrocytŢ v jednotlivĨch jamk§ch odpov²dal 

50 000 000 bunŊk/ml. Do kaģd® jamky bylo nad§vkov§no celkem 2,5 ml suspenze erytrocytŢ 

a pŚid§no 2,5 ɛl naŚedŊn®ho z§sobn²ho roztoku kyseliny lipoov® tak, aby v kaģd® jamce byla 

maxim§ln² koncentrace DMSO 0,1%. Do kontroly bylo pŚid§no 2,5 ɛl DMSO.  

Byly pŚipraveny 2 kultivaļn² destiļky se stejnĨmi koncentracemi pŚ²davkŢ LA ï jedna 

byla pouģita na pokus po 24 hodin§ch, druh§ po 48 hodin§ch, aby se pŚedeġlo zbyteļn®mu 

zasahov§n² do vzorkŢ. Vġechny vzorky byly pŚipraveny v triplik§tu. Kultivaļn² destiļky byly 

vloģeny do termostatu a uchov§v§ny pŚi 37 ÁC.  

Po 24 nebo 48 hodin§ch byla z termostatu vyjmuta jedna kultivaļn² destiļka a byla 

stanovena viabilita erytrocytŢ. VĨsledky byly zpracov§ny v programu Microsoft Office Excel 

2010. Byly vyhotoveny sloupcov® grafy prŢmŊrnĨch hodnot viability a poļtŢ bunŊk 

s chybovĨmi ¼seļkami, kter® zn§zorŔuj² smŊrodatnou odchylku. Nep§rovĨ t-test 

s 5% hladinou vĨznamnosti byl vytvoŚen pomoc² softwaru GraphPad QuickCalcs. 
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TESTOVĆNĉ VLIVU DMSO 

Byl proveden pokus s rŢznĨmi koncentracemi DMSO, abychom zjistili, jak§ 

koncentrace DMSO by mohla bĨt pro erytrocyty jiģ toxick§. Testovan® koncentrace byly 

0,1%, 0,2% a 0,3% DMSO.  

Dobrovoln®mu d§rci bylo odebr§no 9 ml ģiln² krve do zkumavky Vacuette s obsahem 

EDTA. Krev byla po prom²ch§n² stoļena 7 minut pŚi 21 ÁC a 750 ot§ļk§ch za minutu. 

Supernatant byl ods§n do odpadu a krvinky byly promyty 4 ml PBS a opŊt stoļeny. Promyt² 

probŊhlo 3x. Po posledn²m promyt² byl ods§n supernatant a byl stanoven poļet erytrocytŢ 

v krvi.  

Erytrocyty byly naŚedŊny RingerovĨm roztokem a d§vkov§ny do 12-ti jamkov® 

kultivaļn² destiļky tak, aby poļet erytrocytŢ v jednotlivĨch jamk§ch odpov²dal 

50 000 000 bunŊk/ml. Do kaģd® jamky bylo nad§vkov§no celkem 2,5 ml suspenze erytrocytŢ 

a pŚid§n DMSO, aby koncentrace v jamk§ch odpov²daly 0,1%, 0,2% a 0,3% DMSO. 

Do kontroly bylo pŚid§no 7,5 ɛl Ringerova roztoku. Vġechny vzorky byly pŚipraveny 

v triplik§tu. Kultivaļn² destiļka byla vloģena do termostatu inkubov§na 24 hodin pŚi 37 ÁC.  

Po 24 hodin§ch byla kultivaļn² destiļka vyjmuta a byla stanovena viabilita erytrocytŢ. 

VĨsledky byly zpracov§ny v programu Microsoft Office Excel 2010. Byly vyhotoveny 

sloupcov® grafy prŢmŊrnĨch hodnot viability s chybovĨmi ¼seļkami, kter® zn§zorŔuj² 

smŊrodatnou odchylku. Nep§rovĨ t-test s 5% hladinou vĨznamnosti byl vytvoŚen pomoc² 

softwaru GraphPad QuickCalcs. 
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3.4.2 MONONUKLEĆRNĉ BUœKY 

3.4.2.1 Pouģit® roztoky 

HISTOPAQUE
È
-1077 

PouģitĨ bez dalġ² ¼pravy. 

 

ROZTOK PUFRU PBS 

PBS pufr byl naŚedŊn 10x, k 10 ml pufru bylo pŚid§no 90 ml ultraļist® vody. 

 

ZĆSOBNĉ ROZTOK KYSELINY LIPOOV£ V DMSO 

Byly pouģity stejn® z§sobn² roztoky LA jako u erytrocytŢ. 

 

3.4.2.2 Pracovn² postup 

Dobrovoln®mu d§rci bylo odebr§no 9 ml ģiln² krve do zkumavky Vacuette s obsahem 

EDTA. Do plastovĨch zkumavek o objemu 15 ml byly napipetov§ny vģdy 3 ml Histopaque 

a opatrnŊ pŚevrstveny 3 ml krve. Zkumavky byly centrifugov§ny za pokojov® teploty 

pŚi 500 ot§ļk§ch po dobu 30 minut. Po centrifugaci byla Pasteurovou pipetou opatrnŊ 

odebr§na vrstva lymfocytŢ a monocytŢ, kter§ se nach§zela na rozhran² Histopaque a plazmy 

(viditeln® na obr§zku 7). BuŔky byly pŚeneseny do nov® zkumavky, promyty 10 ml PBS 

pufru a stoļeny pŚi 250 ot§ļk§ch 10 minut. Supernatant byl odebr§n do odpadu a n§sledovala 

dalġ² dvŊ promyt² 5 ml PBS za stejnĨch podm²nek. Po odebr§n² supernatantu byly buŔky 

resuspendov§ny v 1 ml PBS a spojeny do jedn® zkumavky. PŚi pr§ci jsme se Ś²dili postupem 

pŚiloģenĨm k produktu Histopaque
È
-1077 [49]. 

Mononukle§rn² buŔky byly d§vkov§ny do 12-ti jamkov® kultivaļn² destiļky s RPMI 

m®diem tak, aby poļet bunŊk v jamk§ch byl 362 500 bunŊk/jamku. V kaģd® jamce bylo 

2,5 ml bunŊļn® suspenze, ke kter® bylo n§slednŊ pŚid§no 2,5 ɛl naŚedŊn®ho z§sobn²ho 

roztoku kyseliny lipoov®. Vġechny koncentrace byly pŚipraveny v triplik§tu. Do kontroly bylo 

d§vkov§no 2,5 ɛl DMSO a do vġech jamek bylo pŚid§no jeġtŊ 50 ɛg penicilinu 
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a 50 ɛg streptomycinu, aby se zabr§nilo bakteri§ln² infekci. Po prom²ch§n² vġech jamek byla 

kultivaļn² destiļka vloģena na 24 hodin do termostatu s 5% CO2 pŚi teplotŊ 37 ÁC.   

Po 24 hodin§ch byla kultivaļn² destiļka vyjmuta a byla stanovena viabilita 

mononukle§rn²ch bunŊk. VĨsledky byly opŊt zpracov§ny v programu Microsoft Office Excel 

2010. Byly vyhotoveny sloupcov® grafy prŢmŊrnĨch hodnot viability a poļtŢ bunŊk 

s chybovĨmi ¼seļkami, kter® zn§zorŔuj² smŊrodatnou odchylku. Nep§rovĨ t-test 

s 5% hladinou vĨznamnosti byl vytvoŚen pomoc² softwaru GraphPad QuickCalcs. 

 

Obr§zek 7: Separace mononukle§rn²ch bunŊk pomoc² Histopaque. Ġipka oznaļuje vrstvu mononukle§rn²ch 

bunŊk. 
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3.5 STANOVENĉ KYSELINY LIPOOV£ POMOCĉ HPLC/ED 

3.5.1 Pouģit® roztoky 

ZĆSOBNĉ ROZTOK 25 mmol/l KYSELINY LIPOOV£  

Bylo nav§ģeno 0,5158 g kyseliny lipoov® a rozpuġtŊno ve 100 ml ultraļist® vody. Z§sobn² 

roztok byl rozpipetov§n do mikrozkumavek Eppendorf a uchov§v§n pŚi -80 ÁC. 

 

MOBILNĉ FĆZE (20 mmol/l NaH2PO4 : ACETONITRIL  v pomŊru 65 : 35) 

Mobiln² f§ze byla pŚipravena rozpuġtŊn²m 2,3996 g NaH2PO4 v 650 ml ultraļist® vody. 

Po rozpuġtŊn² bylo pŚid§no 350 ml acetonitrilu a po prom²ch§n² bylo upraveno pH na hodnotu 

2,82 pomoc² 85% H3PO4. N§sledovala filtrace mobiln² f§ze pŚes nylonovĨ filtr o velikosti 

p·rŢ 0,45 ɛm a odvzduġnŊn² na ultrazvukov® l§zni po dobu 30 minut. 

 

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

Proplachovac² roztok byl pŚipraven sm²ch§n²m 100 ml 2-propanolu a 400 ml methanolu. 

N§sledovala filtrace pŚes nylonovĨ filtr o velikosti p·rŢ 0,45 ɛm a odvzduġnŊn² 

na ultrazvukov® l§zni po dobu 30 minut. 

 

PROPLACHOVACĉ ROZTOK ACETONITRIL : ULTRAĻISTĆ VODA (1 : 1) 

Proplachovac² roztok byl pŚipraven sm²ch§n²m 500 ml acetonitrilu a 500 ml ultraļist® vody. 

Pot® byl pŚefiltrov§n pŚes nylonovĨ filtr o velikosti p·rŢ 0,45 ɛm a odvzduġnŊn na ultrazvuku. 

 

ROZTOK NA ROZPOUĠTŉNĉ ODPARKU 

Roztok na rozpouġtŊn² odparku byl pŚipraven ve stejn®m pomŊru acetonitril : voda jako 

mobiln² f§ze. Bylo sm²ch§no 3,5 ml acetronitrilu a 6,5 ml ultraļist® vody.  
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ROZTOK NA PROPLACHOVĆNĉ DĆVKOVACĉHO VENTILU 

Roztok na proplachov§n² d§vkovac²ho ventilu byl pŚipraven sm²ch§n²m 3,5 ml acetonitrilu 

a 6,5 ml ultraļist® vody. 

 

FYZIOLOGICKħ ROZTOK NaCl (0,9 %) 

FyziologickĨ roztok byl pŚipraven rozpuġtŊn²m 0,9 g NaCl ve 100 ml ultraļist® vody. 

 

ROZTOK 2,0 mol/l HCl  

Do odmŊrn® baŔky bylo napipetov§no 16,42 ml 37% HCl a doplnŊno do 100 ml 

redestilovanou vodou.  

 

ROZTOK 0,05 mol/l NaOH 

Bylo nav§ģeno 0,2 g NaOH a rozpuġtŊno ve 100 ml ultraļist® vody. 

 

3.5.2 Pracovn² postup 

ZPRACOVĆNĉ KALIBRAĻNĉCH STANDARDš PLAZMY 

Dobrovoln®mu d§rci bylo odebr§no do zkumavky Vacuette s obsahem EDTA 9 ml 

ģiln² krve, kter§ byla okamģitŊ stoļena na centrifuze pŚi 2000 ot§ļk§ch za minutu a 10 ÁC 

po dobu 15 minut. Vrstva plazmy byla odebr§na a rozpipetov§na do mikrozkumavek 

Eppendorf po 450 ɛl na pŚ²pravu kalibraļn²ch standardŢ. Ke vzorkŢm plazmy bylo pŚid§no 

vģdy 50 ɛl rŢznŊ naŚedŊn®ho z§sobn²ho 25 mmol/l roztoku kyseliny lipoov®. Do nulov® 

koncentrace bylo k plazmŊ pŚid§no 50 ɛl ultraļist® vody. Multid§vkovaļem bylo do vġech 

mikrozkumavek nad§vkov§no 250 ɛl vychlazen®ho acetonitrilu a n§sledovalo prom²ch§n² 

na tŚepaļce po dobu 2 minut. Pot® byly vzorky uloģeny na 20 minut do lednice, aby probŊhla 

deproteinace. N§sledovalo stoļen² na centrifuze pŚi 15000 ot§ļk§ch za minutu a 4 ÁC po dobu 

10 minut. 450 ɛl supernatantu bylo odebr§no do novĨch mikrozkumavek, okyseleno 20 ɛl 

kyseliny chlorovod²kov® o koncentraci 2 mol/l a pot® n§sledovala extrakce pevnou f§z² (SPE). 



49 

 

Na SPE fenolovĨch kolonk§ch byl nastaven prŢtok 3 ml/min a kolonky byly nejprve 

solvatov§ny 3 ml methanolu, nasyceny 3 ml ultraļist® vody a aģ pak bylo d§vkov§no 450 ɛl 

deproteinovan® a okyselen® plazmy. Kolonky se n§slednŊ promyly 5 ml ultraļist® vody 

a 5 minut se nechaly suġit. Vzorky byly eluov§ny 1 ml methanolu do mikrozkumavek 

Eppendorf a zakoncentrov§ny odpaŚen²m dus²kem 4,6 pŚi 40 ÁC. 

PŚed chromatografickou analĨzou byly odparky uchov§v§ny v mraz§ku pŚi -80 ÁC 

a k vlastn² analĨze byly rozpuġtŊny ve 100 ɛl roztoku acetonitril : voda v pomŊru 35 : 65. 

Do kapalinov®ho chromatografu bylo d§vkov§no vģdy 10 ɛl vzorku. 

 

ZPRACOVĆNĉ VZORKš PLAZMY 

Do zkumavky Vacuette s obsahem EDTA bylo odebr§no 9 ml ģiln² krve d§rci 

po suplementaci 500 mg racemick® smŊsi kyseliny lipoov® v tabletov® formŊ. OdbŊr probŊhl 

1 hodinu po konzumaci tablet. Vzorky plazmy byly zpracov§ny stejnĨm zpŢsobem jako 

kalibraļn² standardy, s jedinĨm rozd²lem, ģe m²sto 50 ɛl roztoku kyseliny lipoov® bylo 

ke 450 ɛl plazmy pŚid§no 50 ɛl ultraļist® vody. 

 

ZPRACOVĆNĉ ERYTROCYTĆRNĉCH LYZĆTš 

Dobrovoln®mu nesuplementovan®mu d§rci a d§rci po suplementaci 500 mg racemick® 

smŊsi kyseliny lipoov® v tabletov® formŊ (1 hodina po konzumaci) bylo odebr§no 9 ml ģiln² 

krve do zkumavek Vacuette s obsahem EDTA. Do plastovĨch zkumavek bylo odebr§no vģdy 

500 ɛl pln® krve, ke kter® byly pŚid§ny 2 ml 0,9% fyziologick®ho roztoku NaCl. 

Po prom²ch§n² byly zkumavky stoļeny pŚi 1500 ot§ļk§ch za minutu pŚi laboratorn² teplotŊ 

po dobu 3 minut. Supernatant byl ods§n do odpadu a erytrocyty byly promyty dalġ²mi 2 ml 

fyziologick®ho roztoku a stoļeny. Promyt² probŊhlo celkem 4x a po posledn²m ods§t² 

supernatantu bylo k erytrocytŢm pŚid§no 500 ɛl vychlazen® ultraļist® vody. Vzorky byly 

podobu 10 minut ponech§ny v lednici, aby mohla probŊhnout hemolĨza. Hemolyz§ty byly 

pot® rozpipetov§ny do mikrozkumavek Eppendorf a uchov§v§ny do dalġ²ho zpracov§n² 

v mraz§ku pŚi -80 ÁC. 

Dalġ² zpracov§n² erytrocyt§rn²ch lyz§tŢ pŚed chromatografickou analĨzou prob²halo 

stejnĨm zpŢsobem jako u vzorkŢ plazmy. 
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CHROMATOGRAFICKĆ ANALħZA 

Syst®m HPLC/ED byl tvoŚen vysokotlakĨm analytickĨm ļerpadlem LC-10 AD, 

d§vkovac²m ventilem Rheodyne 9725i, pŚedkolonou LiChroCart 4 x 4 mm, Purospher Star 

(RP-18e), chromatografickou kolonou LiChroCart 254 x 4 mm, Purospher Star (RP-18e) 

a elektrochemickĨm detektorem Coulochem III. Nastaven² analytick® a ochrann® cely 

elektrochemick®ho detektoru Coulochem III je zobrazeno v tabulce 2. 

 

Tabulka 2: Nastaven² elektrochemick®ho detektoru Coulochem III  

 Ochrann§ cela 
Analytick§ cela 

Kan§l 1 Kan§l 2 

MŊŚ²c² m·d DC m·d 

NapŊt² [mV] + 750 + 450 + 590 

Citlivost   10 ɛA 2 ɛA 

VĨstupn² napŊt² [mV]  1 1 

Filtr [s]   5 5 

 

PŚed vlastn² analĨzou byl syst®m HPLC/ED promĨv§n nejprve proplachovac²m 

roztokem 2-propanol : methanol v pomŊru 1 : 4 po dobu 30 minut a n§slednŊ dalġ²ch 30 minut 

proplachovac²m roztokem acetonitril : ultraļist§ voda v pomŊru 1 : 1.  

Po promyt² byla do syst®mu zapojena mobiln² f§ze a jej² prŢtok byl nastaven 

na 1 ml/min a teplota byla nastavena na 37 ÁC. Po ust§len² detektoru byla zah§jena analĨza 

vzorku. Ten byl do syst®mu d§vkov§n pomoc² mikrostŚ²kaļky Hamilton 710. Vzorku bylo 

d§vkov§no do d§vkovac²ho ventilu Rheodyne 9725i vģdy 10 ɛl. Ke zpracov§n² 

elektrochemick®ho sign§lu byl vyuģit vyhodnocovac² software Clarity. 

Obsah LA v jednotlivĨch vzorc²ch byl stanoven metodou kalibraļn² kŚivky. Kalibraļn² 

standardy byly promŊŚeny pomoc² HPLC/ED a pot® byla v programu Microsoft Office Excel 

2010 vytvoŚena kalibraļn² z§vislost plochy chromatografick®ho p²ku na koncentraci LA. 
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4 VħSLEDKY 

4.1 VLIV  DMSO NA ERYTROCYTY  

Z§sobn² roztoky kyseliny lipoov® pro testov§n² viability erytrocytŢ byly pŚipraveny 

rozpuġtŊn²m kyseliny lipoov® v DMSO. PŚed samotnĨm testov§n²m vlivu kyseliny lipoov® 

na erytrocyty bylo potŚeba otestovat, zda nem§ cytotoxickĨ vliv na erytrocyty i rozpouġtŊdlo. 

Do kultivaļn²ch destiļek byl k suspenzi erytrocytŢ nad§vkov§n DMSO v koncentrac²ch 0,1%, 

0,2% a 0,3%. Jako kontrola byl pouģit pŚ²davek Ringerova roztoku. Inkubace prob²hala 

24 hodin pŚi 37 ÁC.  

 

Graf 1: Vliv rozpouġtŊdla DMSO na viabilitu erytrocytŢ. Graf zn§zorŔuje aritmetickĨ prŢmŊr meŚen² 

se smŊrodatnĨmi odchylkami, symbol * oznaļuje vĨsledky na hranici statistick® vĨznamnosti, symbol ** 

oznaļuje statisticky vĨznamnĨ rozd²l oproti kontrole (p Ò 0,05), nep§rovĨ t-test. 

 

Pomoc² tohoto experimentu bylo zjiġtŊno, ģe po 24 hodinov® inkubaci nastal 

statisticky vĨznamnĨ pokles viability erytrocytŢ, ke kterĨm byl pŚid§n 0,3% DMSO. U 0,1% 

a 0,2% DMSO byl pokles viability na hranici statistick® vĨznamnosti (viz graf 1). 
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4.2 VLIV  KYSELINY LIPOOV£ NA ERYTROCYTY 

4.2.1 Vliv n²zkĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na viabilitu erytrocytŢ 

Nejprve byl testov§n vliv n²zkĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na viabilitu erytrocytŢ 

po 24 a 48 hodinov® inkubaci. Pouģit® koncentrace LA byly 1 ɛmol/l, 5 ɛmol/l a 10 ɛmol/l. 

Jako kontrola byl pouģit 0,1% DMSO. Hodnoty viability erytrocytŢ po 24 a 48 hodinov® 

inkubaci jsou zn§zornŊny v grafech 2 a 3. 

 

Graf 2: Vliv n²zkĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na viabilitu erytrocytŢ po 24 hodinov® inkubaci. Graf 

zn§zorŔuje aritmetickĨ prŢmŊr meŚen² se smŊrodatnĨmi odchylkami, symbol * oznaļuje vĨsledky na hranici 

statistick® vĨznamnosti, symbol ** oznaļuje statisticky vĨznamnĨ rozd²l oproti kontrole (p Ò 0,05), nep§rovĨ  

t-test. 

 

Po 24 hodinov® inkubaci nezpŢsobila kyselina lipoov§ v ģ§dn® z testovanĨch 

koncentrac² statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve viabilitŊ erytrocytŢ v porovn§n² s kontrolou 

(viz graf 2). 
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Graf 3: Vliv n²zkĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na viabilitu erytrocytŢ po 48 hodinov® inkubaci. Graf 

zn§zorŔuje aritmetickĨ prŢmŊr meŚen² se smŊrodatnĨmi odchylkami, symbol * oznaļuje vĨsledky na hranici 

statistick® vĨznamnosti, symbol ** oznaļuje statisticky vĨznamnĨ rozd²l oproti kontrole (p Ò 0,05), nep§rovĨ  

t-test. 

 

Ani po 48 hodinov® inkubaci nezpŢsobila kyselina lipoov§ v ģ§dn® z testovanĨch 

koncentrac² statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve viabilitŊ erytrocytŢ v porovn§n² s kontrolou 

(viz graf 3). 

 

4.2.2 Vliv n²zkĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na poļet erytrocytŢ 

SpoleļnŊ s viabilitou byly statisticky vyhodnoceny i zmŊny v poļtech bunŊk po 24 

a 48 hodinov® inkubaci s 1 ɛmol/l, 5 ɛmol/l a 10 ɛmol/l kyselinou lipoovou. Poļty 

jednotlivĨch bunŊk byly vyhodnoceny jako procento kontroly a jsou zobrazeny v grafech 

4 a 5.  
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Graf 4: Vliv n²zkĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na poļty erytrocytŢ po 24 hodinov® inkubaci. Graf 

zn§zorŔuje aritmetickĨ prŢmŊr meŚen² se smŊrodatnĨmi odchylkami, symbol * oznaļuje vĨsledky na hranici 

statistick® vĨznamnosti, symbol ** oznaļuje statisticky vĨznamnĨ rozd²l oproti kontrole (p Ò 0,05), nep§rovĨ  

t-test. 

 

N²zk® koncentrace kyseliny lipoov® nemŊly statisticky vĨznamnĨ vliv ani na zmŊny 

poļtŢ erytrocytŢ po 24 hodinov® inkubaci oproti kontrole (viz graf 4). 
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Graf 5: Vliv n²zkĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na poļty erytrocytŢ po 48 hodinov® inkubaci. Graf 

zn§zorŔuje aritmetickĨ prŢmŊr meŚen² se smŊrodatnĨmi odchylkami, symbol * oznaļuje vĨsledky na hranici 

statistick® vĨznamnosti, symbol ** oznaļuje statisticky vĨznamnĨ rozd²l oproti kontrole (p Ò 0,05), nep§rovĨ  

t-test. 

 

Ani jedna z testovanĨch n²zkĨch koncentrac² kyseliny lipoov® nemŊla statisticky 

vĨznamnĨ vliv na zmŊny poļtŢ bunŊk oproti kontrole po 48 hodinov® inkubaci (viz graf 5). 
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Obr§zek 8: Erytrocyty pozorovan® pod mikroskopem. MŊŚ²tko je 10 ɛm. Ġipky oznaļuj² mrtv® buŔky. 

A:  Kontrola ï 0,1% DMSO; B: Kyselina lipoov§ 1 ɛmol/l; C: Kyselina lipoov§ 5 ɛmol/l; D: Kyselina lipoov§ 

10 ɛmol/l. 

 

4.2.3 Vliv vysokĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na viabilitu erytrocytŢ 

Po otestov§n² vlivu n²zkĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na erytrocyty byl testov§n 

vliv vysokĨch koncentrac² LA. Jako vysok® koncentrace byly zvoleny koncentrace 50 ɛmol/l, 

100 ɛmol/l a 250 ɛmol/l. Inkubace erytrocytŢ s kyselinou lipoovou prob²hala vģdy po dobu 

24 a 48 hodin. Jako kontrola byl pouģit 0,1% DMSO. Vliv vysokĨch koncentrac² kyseliny 

lipoov® na viabilitu erytrocytŢ je zobrazen v grafech 6 a 7. 
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Graf 6: Vliv vysokĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na viabilitu erytrocytŢ po 24 hodinov® inkubaci. Graf 

zn§zorŔuje aritmetickĨ prŢmŊr meŚen² se smŊrodatnĨmi odchylkami, symbol * oznaļuje vĨsledky na hranici 

statistick® vĨznamnosti, symbol ** oznaļuje statisticky vĨznamnĨ rozd²l oproti kontrole (p Ò 0,05), nep§rovĨ  

t-test. 

 

Kyselina lipoov§ v ani jedn® z testovanĨch vysokĨch koncentrac² nezpŢsobila 

statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve viabilitŊ erytrocytŢ oproti kontrole po 24 hodinov® inkubaci 

(viz graf 6).  
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Graf 7: Vliv vysokĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na viabilitu erytrocytŢ po 48 hodinov® inkubaci. Graf 

zn§zorŔuje aritmetickĨ prŢmŊr meŚen² se smŊrodatnĨmi odchylkami, symbol * oznaļuje vĨsledky na hranici 

statistick® vĨznamnosti, symbol ** oznaļuje statisticky vĨznamnĨ rozd²l oproti kontrole (p Ò 0,05), nep§rovĨ  

t-test. 

 

Vysok® koncentrace kyseliny lipoov® po 48 hodinov® inkubaci tak® nezpŢsobily 

statisticky vĨznamn® zmŊny ve viabilitŊ erytrocytŢ oproti kontrole (viz graf 7). 

 

4.2.4 Vliv vysokĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na poļet erytrocytŢ 

StejnŊ jako u n²zkĨch koncentrac² byly i u vysokĨch koncentrac² kyseliny lipoov® 

spoleļnŊ s viabilitou statisticky vyhodnoceny i zmŊny v poļtech bunŊk po ovlivnŊn² 

kyselinou lipoovou o koncentrac²ch 50 ɛmol/l, 100 ɛmol/l a 250 ɛmol/l. Poļty bunŊk byly 

opŊt hodnoceny po 24 a 48 hodinov® inkubaci. Poļty jednotlivĨch bunŊk byly vyhodnoceny 

jako procento kontroly a jsou zobrazeny v grafech 8 a 9. 
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Graf 8: Vliv vysokĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na poļty erytrocytŢ po 24 hodinov® inkubaci. Graf 

zn§zorŔuje aritmetickĨ prŢmŊr meŚen² se smŊrodatnĨmi odchylkami, symbol * oznaļuje vĨsledky na hranici 

statistick® vĨznamnosti, symbol ** oznaļuje statisticky vĨznamnĨ rozd²l oproti kontrole (p Ò 0,05), nep§rovĨ  

t-test. 

 

U vysokĨch koncentrac² kyseliny lipoov® jiģ byl zaznamen§n statisticky vĨznamnĨ 

vliv na zmŊnu poļtu erytrocytŢ po 24 hodinov® inkubaci u jednotlivĨch koncentrac² kyseliny 

lipoov®. Koncentrace 50 ɛmol/l zpŢsobila ¼bytek bunŊk, kterĨ byl na hranici statistick® 

vĨznamnosti (hodnoceno na 5% hladinŊ vĨznamnosti). Koncentrace 100 a 250 ɛmol/l 

zpŢsobily statisticky vĨznamnĨ pokles poļtu bunŊk oproti kontrole (viz graf 8). 
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Graf 9: Vliv vysokĨch koncentrac² kyseliny lipoov® na poļty erytrocytŢ po 48 hodinov® inkubaci. Graf 

zn§zorŔuje aritmetickĨ prŢmŊr meŚen² se smŊrodatnĨmi odchylkami, symbol * oznaļuje vĨsledky na hranici 

statistick® vĨznamnosti, symbol ** oznaļuje statisticky vĨznamnĨ rozd²l oproti kontrole (p Ò 0,05), nep§rovĨ  

t-test. 

 

Po 48 hodinov® inkubaci byl zaznamen§n statisticky vĨznamnĨ ¼bytek erytrocytŢ jiģ 

pŚi koncentraci 50 ɛmol/l kyseliny lipoov®. Koncentrace 50 a 100 ɛmol/l zpŢsobily statisticky 

vĨznamnĨ rozd²l v poļtu erytrocytŢ oproti kontrole. Koncentrace 250 ɛmol/l se nach§zela 

na hranici statistick® vĨznamnosti, pravdŊpodobnŊ z dŢvodu vŊtġ² smŊrodatn® odchylky 

(viz graf 9). 
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4.3 VLIV KYSELINY LIPOOV£ NA MONONUKLEĆRNĉ BUœKY 

D§le byl testov§n vliv kyseliny lipoov® na mononukle§rn² buŔky izolovan® z perifern² 

krve. Vyizolovan® mononukle§rn² buŔky byly resuspendov§ny v RPMI m®diu a byla k nim 

pŚid§na kyselina lipoov§ o koncentrac²ch 1, 10 a 100 ɛmol/l, aby se otestoval vliv n²zkĨch 

i vyġġ²ch koncentrac² z§roveŔ. Jako kontrola byl pouģit 0,1% DMSO. VĨsledky viability 

a poļtŢ mononukle§rn²ch bunŊk po 24 hodinov® inkubaci jsou zobrazeny v grafech 10 a 11. 

Poļty jednotlivĨch bunŊk byly hodnoceny jako procento kontroly. 

 

Graf 10: Vliv kyseliny lipoov® na viabilitu mononukle§rn²ch bunŊk po 24 hodinov® inkubaci. Graf zn§zorŔuje 

aritmetickĨ prŢmŊr meŚen² se smŊrodatnĨmi odchylkami, symbol * oznaļuje vĨsledky na hranici statistick® 

vĨznamnosti, symbol ** oznaļuje statisticky vĨznamnĨ rozd²l oproti kontrole (p Ò 0,05), nep§rovĨ t-test. 

 

Kyselina lipoov§ v ģ§dn® z testovanĨch koncentrac² nemŊla statisticky vĨznamnĨ vliv 

na viabilitu mononukle§rn²ch bunŊk z perifern² krve. VĨsledky byly hodnoceny 

oproti kontrole po 24 hodinov® inkubaci (viz graf 10). 
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Graf 11: Vliv kyseliny lipoov® na poļty mononukle§rn²ch bunŊk po 24 hodinov® inkubaci. Graf zn§zorŔuje 

aritmetickĨ prŢmŊr meŚen² se smŊrodatnĨmi odchylkami, symbol * oznaļuje vĨsledky na hranici statistick® 

vĨznamnosti, symbol ** oznaļuje statisticky vĨznamnĨ rozd²l oproti kontrole (p Ò 0,05), nep§rovĨ t-test. 

 

Hodnocen® koncentrace kyseliny lipoov® nezpŢsobily statisticky vĨznamn® rozd²ly 

v poļtech mononukle§rn²ch bunŊk z perifern² krve. Inkubace prob²hala 24 hodin a vĨsledky 

byly hodnocen® oproti kontrole. Velk® smŊrodatn® odchylky jsou zpŢsoben® n²zkĨm 

celkovĨm poļtem mononukle§rn²ch bunŊk. 
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Obr§zek 9: Mononukle§rn² buŔky pozorovan® pod mikroskopem. MŊŚ²tko je 10 ɛm. Ġipka oznaļuje mrtvou 

buŔku. 
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4.4 STANOVENĉ KYSELINY LIPOOV£ V KREVNĉ PLAZMŉ 

4.4.1 Kalibrace 

Pro stanoven² hladin LA v krevn² plazmŊ po suplementaci byla pomoc² pŚ²davkŢ LA 

do plazmy nesuplementovan®ho dobrovoln®ho d§rce zhotovena kalibraļn² kŚivka. 

Koncentraļn² rozmez² kalibraļn²ch standardŢ bylo 0 ï 20 ɛmol/l LA. Jednotliv® standardy 

byly promŊŚeny metodou HPLC/ED pŚi nastaven² citlivosti detektoru 2 ɛA. Chromatografick® 

z§znamy kalibraļn²ch standardŢ jsou zobrazeny na obr§zku 10. 

 

Obr§zek 10: ChromatografickĨ z§znam kalibraļn²ch standardŢ LA (citlivost 2 ɛA). ModrĨ chromatogram: 

0 ɛmol/l LA. ĻervenĨ chromatogram: 5 ɛmol/l LA. ZelenĨ chromatogram: 10 ɛmol/l LA. 

 

 

  




















