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Souhrn

Kyselina lipoova je pfirodné se vyskytujici disulfidicka sloucenina,
rozpustna jak ve vodé, tak i vtucich. Jeji molekula je tvofena osmi
uhlikatym fetézcem mastné kyseliny a dvéma atomy siry v dithiolanovém
kruhu, coz ji umoziuje tvofit dva optické izomery. Jedna se o slou€eninu
primarné syntetizovanou z mastnych kyselin a pfitomnou v nékolika
mitochondrialnich enzymech.

V fadé studii a experimentalnich vyzkumi je kyselina lipoova
studovana zejména pro jeji silné antioxidacni vlastnosti. Bylo prokazano,
Ze kyselina lipoovd ma uzky vztah k mnohym onemocnénim. Hraje
dulezitou roli pfredevSim v diabetu mellitu a ateroskleréze, kde ma vliv na

LDL &astice a samotnou aterogenezi.

klicova slova: kyselina lipoova, kyselina dihydrolipoova, antioxidaéni

vlastnosti, HPLC, diabetes mellitus, ateroskler6za



Summary

Lipoic acid is in nature occuring disulfide compound, soluble both in
water and in lipids. Its molecule consists of eight carbonaceous chain of
fatty acid and two atoms of sulfur in dithiolan ring, which allows it to form
two optical isomers. It is compound primarily synthesized from fatty acids
and present in several mitochondrial enzymes.

In a series of studies and experimental research lipoic acid is
studied mostly for its powerful antioxidant properties. It has been shown
that lipoic acid is closely related to many diseases. It plays an important
role, especially in diabetes mellitus and atherosclerosis, which affects the
LDL particle itself and atherogenesis.

keywords: lipoic acid, dihydrolipoic acid, antioxidant properties, HPLC,

diabetes mellitus, atherosclerosis
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Uvod

Kyselina lipoova je pfirodné se vyskytujici osmi uhlikata
slouCenina, ktera se nachazi jak v zZivo€iSnych, tak i rostlinnych bunkach.
Jedna se slouceninu obsahujici dva atomy siry a jedno chiralni centrum,
diky ¢emuz je schopna tvofit dva izomery, R a S izomer. Kyselina lipoova
je pfitomna jako kofaktor Fady mitochondrialnich enzymatickych komplexu.
Je syntetizovana jen v nepatrnych koncentracich, a proto musi byt
pfijimana pfedevsSim z potravy.

Ve své volné formé je kyselina lipoova silnym antioxidantem,
fungujicim jako , zhaSec€ “ reaktivnich forem kysliku. V sou€asné dobé je
studovana predevSim pro tyto své antioxidaCni vlastnosti, které si
ponechava ve své oxidované i redukované formé. V fadé klinickych studii
bylo zjisténo, ze ma vztah k nejriznéjSim onemocnénim, zejména
k diabetu mellitu a jeho komplikacim, pfedevsim k ateroskleréze.

Cilem této prace je shrnout dostupné a nejnovéjsi informace o
klinickém vyznamu kyseliny lipoové se zaméfenim na jeji antioxidacni
vlastnosti. V dalsi ¢asti je cilem zpracovat dostupné informace o zapojeni
kyseliny lipoové do mechanizmlO ovliviujici vznik aterosklerézy.
V neposledni fadé je vénovana pozornost novinkam v metodice stanoveni

kyseliny lipoové v lidskeé plazmé.



1. Kyselina lipoova

Kyselina lipoova (LA) je pfirodné se vyskytujici slou€enina, kterou
v roce 1951 poprvé izoloval z hovézich jater Lester Reed a kolektiv. Jiz
vroce 1937 byla znama jako tzv. , rUstovy faktor brambor ", kterého
vyuzivaly nékteré bakterie ke svému rastu a vyvoji [1]. Jedna se o
slouceninu, ktera se pfirozené nachazi jak v zivociSnych, tak i rostlinnych
bufkach [2].

Kyselina lipoova, nazyvana 6,8-thioktanova nebo 6,8-dithioktanova
kyselina, je osmi uhlikatd slouCenina, obsahujici dva atomy siry
v dithiolanovém kruhu. V jeji struktufe se nachazi jedno chiralni centrum,
coz ji umoznuje tvofit dva optické izomery, R a S izomer. Pfirozené se
vyskytujici formou je pouze R-izomer, ktery je syntetizovan endogenné, je
schopen se vazat na bilkoviny a pusobit tak jako kofaktor v fadé

biologickych systému [3].

Obr. 1 Chemicka struktura LA (A) a DHLA (B) (upraveno dle [9]).

Chemicka reaktivita LA je dana pfitomnosti dithiolanového kruhu.
Kyselina lipoova a jeji redukovana forma, kyselina dihydrolipoova (DHLA),
vytvareji spolecné silny redoxni par, jejichz standardni redoxni potencial
je - 0,32 V. Ve srovnani s ostatnimi monothioly podléhaji snadnéji
oxidacné - redukénim reakcim, nebot standardni redoxni potencial LA a
DHLA je negativngjSi. Diky této vlastnosti je schopna regenerovat ostatni
endogenni antioxidanty. Tento fakt déla z DHLA jeden z nejsilngjSich



prirozené se vyskytujicich antioxidantu [4]. Kyselina lipoova je povazovana
za ucinny pfirodni antioxidant, vyznamny svym protizanétlivym ucinkem,
a fadi se mezi neenzymové antioxidanty [5].

Bézné antioxidanty mohou byt rozpustné bud ve vodé, nebo
v tucich. Ve srovnani snimi ma LA jak hydrofilni, tak i hydrofobni
vlastnosti, coz je dano jeji nizkou molekulovou hmotnosti (M, = 206). Diky
své rozpustnosti jak ve vodé, tak i v tucich, mGze LA vyvolat antioxida¢ni
pusobeni jednak v cytosolu, plazmatickych membranach (vodné a lipidové
prostfedi bunky), tak i v séru a lipoproteinech (vodné a lipidové prostfedi
krve) [3].

Kyselina lipoova ma nezastupitelnou ulohu v energetickém
metabolismu. Je zakladnim kofaktorem mitochondrialniho
dehydrogenazového komplexu a-keto Kkyselin, jako je napf. pyruvat
dehydrogenaza, a-ketoglutarat dehydrogenaza a dehydrogenaza a-keto
kyselin s rozvétvenymi fetézci. Kyselina lipoova zabezpecuje pfenos acyl
skupiny v enzymovém komplexu, pfi¢emz béhem tohoto procesu se
redukuje na DHLA, ktera se nasledné reoxiduje lipoamidovou

dehydrogenazou za vzniku nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) [6].

1.1 Zdroje LA

Kyselina lipoova je syntetizovana de novo z mastnych kyselin a
cysteinu jen ve velmi malém mnozstvi, které je nezbytné pro spravnou
funkci v energetickém metabolismu [7]. U lidi je syntetizovana pfedevsim
v jatrech, v mensSi mife pak v ostatnich tkanich. Dale se LA ziskava
z rostlinnych i zivociSnych zdroju. V potravinach se nachazi pouze R
izomer kyseliny lipoové ve vazbé k lysinovému zbytku, tedy ve formé
lypoyllysinu.

V zivocCiSnych tkanich se nejvyssi koncentrace LA vyskytuje hlavné
v srdci, jatrech a ledvinach. V menSim mnozstvi se mlze nachazet
v mozku, plicich, slinivce bfiSni a sleziné. Zatimco u rostlinnych zdroju se
nejvysSi koncentrace LA vyskytuji hlavné ve Spenatu, brokolici, rajCatech a
hrasku, jak je patrné v tabulce €. 1 [8].

Kyselina lipoova se shadno vstfebava ze stravy a nasledné se

redukuje na svoji silngjsi antioxida¢ni formu, DHLA. Velmi Casto je LA
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soucasti dopliku stravy, kde se vyskytuje ve volné formé v koncentraénim
rozmezi 200 - 600 mg. NejCastéji komeréné dostupnym dopliikem je smés
enantiomeru LA. Nedavné studie potvrdily, Ze R-enantiomer je povazovan
za vhodnégjsi soucast doplnku, naproti tomu S-enantiomer muze ve smési
zabranit polymeraci R-LA.

Pro |éCebné ucely se obvykle podava spiSe R forma jako racemicka
smés R a Sizomeru. Ve vodném roztoku obsahuje 200 mg LA zhruba
38% R formy a 28% S formy. SouCasné studie také poukazuji na
skuteCnost, Ze pfi pfijmu potravy se sniZuje biologicka dostupnost LA,
proto se doporucuje, aby byla konzumovana 30 minut pfed nebo 2 hodiny
po jidle [7].

Tabulka 1. Primérné mnoZstvi lypoyllysinus* v potravinach

Potraviny Lypoyllysin
(mg/g v susiné)
Hovézi ledviny 2.6
Hovézi srdce 15
Hovézi jatra 0.9
Spenat 3.2
Brokolice 0.9
Rajce 0.6
Hrések 0.4
Razickova kapusta 0.4
Ryze 0.2
Zloutek 0.05

* Lypoyllysin x 0,62 = ALA

Tabulka €. 1 (upraveno dle [9])

1.2 Bezpecnostni a toxické limity

V soucCasné dobé se stalé Castéji pouziva LA jako nutricni doplnék,
a proto se objevuji i otazky, tykajici se jeji bezpecnosti a ucinnosti. Na
rozdil od zvifat, u kterych byly jiZz stanoveny bezpec€nostni limity pro akutni
peroralni pfijem LA, zavisejici na druhu zvifete, u lidi maximalni mozna
davka LA nebyla zatim stanovena.

Mozné nepfiznivé uCinky LA na zdravi Clovéka byly zkoumany
v fadé klinickych studii. NejvySsSi aplikovana suplementacni koncentrace

LA byla 2400 mg/den. Kyselina lipoova byla podavana dobrovolnikim



intraven6zné v davce 600 mg/den po dobu tfi tydn( a peroralné v davce
1800 mg po dobu Sesti mésicl, pfiCemz nebyly zaznamenany zadné
nezadouci ucinky v porovnani s placebem, které by vedly k posSkozeni

organismu [4].

2. Metabolické cesty kyseliny lipoové

Kyselina lipoova je de novo syntetizovana primarné v jatrech z osmi
uhlikaté kyseliny oktanové a aminokyseliny cysteinu [3]. Ackoliv doposud
nebyly zcela objasnény ani prozkoumany kompletni metabolické cesty LA,
bylo zjisténo, Ze v jejim metabolismu hraje dulezitou roli mitochondrialni
B-oxidace. Rada studii u zvifat a bakterii poukazala na to, Ze LA mGze byt
povazovana za produkt rozsahlé jiz zminéné B-oxidace.

Pro stanoveni metabolitt LA byla vyvinuta radiometricka
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) a LC/MS/MS analyza.
Pomoci téchto metod bylo u zvifat identifikovano celkem 12 metabolitd,
které se oznacuji M1 - M12, jak je vidét na obrazku €. 2. U lidi byly jako
hlavni metabolické produkty identifikovany kyselina bisnorlipoova, kyselina
tetranorlipoova a kyselina B-hydroxy-bisnorlipoova, coz nam ukazuje
obrazek C. 3.

Neposledni studie také potvrzuji skuteCnost, Ze vedle p-oxidace
postranniho fetézce a S-methylace dithiolanového kruhu, existuji
v metabolismu LA jesté dalSi dvé metabolické cesty. Prvni je oxidace
methyl sulfidd na methyl sulfoxidy, které se vytvafi u vSech testovanych
zivoCisnych druhd, vcéetné Clovéka, ale nejvyraznéji se jejich tvorba
projevuje u psu. Druhou metabolickou cestou je konjugace glycinu, ktera
vytvari konkurencni metabolickou cestu k p-oxidaci prevazné u mysi,

zatimco u lidi k této konjugaci nedochazi [9].
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Obr. 3 Kyselina lipoova, jeji redukovana forma a nejvyznamnéjsi metabolity

(upraveno dle [4]).



¥
:
|
:

8H EH

COOH COOH

& ‘\\"““—\..\.._,__M.\ CHyCHy 4

Obr. 4 Pfedpokladané metabolické cesty LA a jeji hlavni metabolity. 1 - LA, 2 - DHLA, 3 -
6,8-bis(methylthio)oktanova kyselina, 4 - 4,6-bis(methylthio)hexanova kyselina, 5 - 2,4-
bis(methylthio)butanova kyselina, 6 - bisnorlipoova kyselina, 7 - tetranorlipoova kyselina,
8 - 4,6-dimercapto-hexanova kyselina, 9 - 2,4-dimercapto-butanova kyselina (upraveno
dle [10]).

3. Endogenni a suplementacni koncentrace
LA v plazmeé

Stanoveni plazmatické hladiny LA je pomérné obtizné, jelikoz jeji
endogenni hladiny jsou velmi nizké a navic dosud nebyla nalezena zadna
védecka prace Ci studie, ktera by se danou problematikou konkrétné
zabyvala. Referenéni rozmezi pro LA a DHLA byly stanoveny Teichertem
a Preissem, a to v koncentraénim rozmezi 4 - 121 nmol/ pro LA a 158 -
696 nmol/l pro DHLA [11].

Kyselina lipoova je podavana jako jednorazova tableta (od 50 do
600 mg) a je zcela vstfebana po 30 az 60 minutach. Bylo prokazano, ze
ve formé vodného roztoku je vstifebani efektivnéjsi, nez kdyz je aplikovana
ve formé Zelatiny [7]. Vjedné z dalSich studii bylo zjisténo, Ze po
peroralnim podani 50 mg nebo 600 mg racemické smeési LA, jsou

koncentrace R-LA vplazmé dvakrat vy3Si neZz koncentrace S-LA.
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Respektive se plazmatické hladiny R-LA po podani 50 mg pohybuji okolo
135,45 ng/ml, kdezto u S-LA jsou hodnoty polovi¢ni (67,83 ng/ml). Po
podani 600 mg LA jsou plazmatické koncentrace R-LA 1812,32 ng/ml a
S-LA 978,20 ng/ml [12].

4. Funkce LA

4.1 Vyznam v bioenergetice

Kyselina lipoova hraje vyznamnou a nezastupitelnou roli
v energetickém metabolismu, jelikoz je =zakladnim kofaktorem fady
mitochondrialnich enzymatickych komplexd. Produkce energie je primarné
zavisla na téchto komplexech, které jsou schopny vyuzivat rizné substraty
k redukci NAD" a FAD na NADH a FADH,. Tyto molekuly jsou schopné
poskytovat elektrony do mitochondridlniho elektronového fetézce.
Kyselina lipoova je pfitomna ve vazané Ilypoyllysinové formé
v mitochondrialnich proteinech, které hraji ustfedni roli v oxidativnim
metabolismu. Kyselina lipoova je pfirozené se vyskytujici kofaktor v péti
mitochondrialnich proteinech, jako je pyruvat dehydrogenazovy komplex,
a-ketoglutarat dehydrogenazovy komplex a dehydrogenaza rozvétvenych
a-keto kyselin. Dale se mezi tyto proteiny fadi protein X pyruvat
dehydrogenazoveho komplexu a protein H systému glycinového Stépeni.
Zaclenéni LA do téchto bilkovin je vzdy do e€-amino skupin konkrétniho
lysinového zbytku amidovou vazbou pomoci enzymu lypoyltransferaz | a
Il.

Mitochondrialni proteiny hraji ddlezitou roli v celé fadé procesu a
reakci probihajici v eukaryotickych burikach, kde katalyzuji oxidativni
dekarboxylaci riznych 2 - oxokyselin v glykolyze, Krebsové cyklu nebo
metabolismu rozvétvenych aminokyselin.

Kyselina lipoova je  vyznamnym kofaktorem  pyruvat
dehydrogenazoveho komplexu a katalyzuje celkovou reakci:

Pyruvat + CoA + NAD" < acetyl-CoA + NADH + H*

Mechanizmus reakce je mnohem slozitéjSi neZz naznacCuje souhrnna
reakce [13].



4.2 Antioxidaéni funkce
4.2.1 Funkce reaktivnich forem kysliku a dusiku

Molekularni kyslik je nezbytny pro preziti vSech aerobnich
organismu. Casteéné redukované metabolity molekularniho kysliku, jako
je superoxidovy aniont a peroxid vodiku, vznikaji jako meziprodukty v
metabolismu mitochondrii a peroxysoml, a také d&innosti fady
enzymatickych komplexu jako je cytochrom P-450, lypoxygenaza a xantin
oxidaza. | presto, Ze peroxid vodiku je slab8i oxidaCni Cinidlo nez
superoxidovy aniont, tak oba slouZi jako meziprodukty pfi tvorbé
vznika pasobenim myeloperoxidazy nebo hydroxylového radikalu (*OH).
Tyto Castecné redukované metabolity molekularniho kysliku se oznacuji
jako reaktivni formy kysliku (ROS). Pokud je oxid dusnaty (NO°)
produkovan ve vysokych koncentracich, uplatiiuje se jako zdroj vysoce
toxickych oxidant( (peroxynitril nebo nitroxyl), které vznikaji reakci NO® se
superoxidovym aniontem nebo molekularnim kyslikem. Souhrnné se tyto
oxidanty nazyvaiji reaktivni formy oxidu dusiku (RNOS).

Hlavni vyuziti ROS a RNOS je v imunologické obranyschopnosti,
pfi niz jsou produkovany makrofagy a neutrofily. Vyuzivaji se pfedevsim
k odstranéni cizorodych €astic a fagocytovanych mikrobl. Jejich hladina
v organismu musi byt regulovana napf. antioxidanty, nebot’ vysoké hladiny
ROS a RNOS mohou poskozovat buné&né makromolekuly, jako jsou
lipidy, bilkoviny a DNA. Nadprodukce ROS a RNOS je zahrnuta
v patogenezi a progresi stavl, souvisejicich s oxidacnim stresem, jako je
ateroskler6za, diabetes mellitus nebo chronicka zanétliva onemocnéni
[14].

4.2.2 LA jako vyznamny antioxidant

Kyselina lipoova ve své oxidované i redukované formé muze
fungovat jako silny redoxni par. In vitro byly zkoumany antioxidacni ucinky
DHLA a LA na zakladé jejich interakci s peroxylovymi radikaly, které jsou
nezbytné pro zahajeni lipoperoxidace, s chromanoxylovymi radikaly

vitaminu E a s askorbylovymi radikaly vitaminu C. Na zakladé téchto
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studii, bylo prokazano, ze DHLA je ucCinnym ,zhaseCem“ peroxylovych
radikall ve vodné fazi a v liposomech nebo mikrosomalnich membranach
v lipidech. Kyselina dihydrolipoova ma schopnost recyklovat askorbylové
radikaly a redukuje dehydroaskorbat, ktery se vytvafi béhem oxidace
askorbatu chromanoxylovymi radikaly. Vysledkem této interakce je
askorbatem zprostfedkovana DHLA-dependentni redukce
chromanoxylovych radikal vitaminu E, tedy recyklace tohoto vitaminu.

V buniikach je redukce LA na jeji silngjSi antioxidacni formu
regulovana metabolickymi cestami bunky. Po 24 hodinové inkubaci linie
lidskych T-bunék s LA (0,5 mM) doSlo ke snizeni bunécnych NADH
a NADPH hladin, poméru NADH/NAD" a laktat/pyruvat a naopak zvyseni
pfijmu glukozy. Pokles poméru NADH/NAD" po inkubaci s LA poukazuje
na pfimy vliv LA u onemocnéni spojena s metabolickymi poruchami, napf.
diabetes mellitus, ischemicko-reperfuzni onemocnéni, kde jsou redukéni
(vysoky pomér NADH/NAD") a oxida¢ni (nadbytek ROS) nerovnovahy
povazovany za hlavni faktor pfispivajici k metabolickym porucham.

V zivych bunkach se redukce LA na DHLA uskuteChuje
prostfednictvim enzymatickych procesu. Bylo identifikovano nékolik
enzymatickych systému k redukci LA na DHLA. V mitochondriich, NADH-
dependentni dihydrolipoamidova dehydrogenaza vykazuje specifitu k
R-izomeru, kdezto NADPH-dependentni cytosolicka glutathion reduktaza
vykazuje specifitu k S-izomeru LA. Mechanismy redukce a-lipoatu jsou
vysoce tkanové specifické a ucinky exogenné dodavaného a-lipoatu jsou
urceny tkafiovou glutathionreduktazovou a dihydrolipoamid

dehydrogenazovou aktivitou [13].

4.2.3 Antioxidacni funkce LA

Kyselina lipoova a jeji redukovana forma tvofi redoxni par o
standardnim redoxnim potencialu — 0,325 V. Rada studii dokazuje, ze je
DHLA silngjSi antioxidant nez L-askorbova kyselina a dalSi biologicky
vyznamné thiolové slou€eniny. Vzhledem k nizkému redoxnimu potencialu
DHLA/LA, muze DHLA snadno redukovat Sirokou S$kalu oxidovanych
metabolitl a in vivo mize redukovat nizkomolekularni antioxidanty, jako je

napr. cystein, koenzym Q10, vitamin C a vitamin E. Kyselina lipoova je
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schopna odstranovat rizné ROS a zhaSet volné radikaly, predevsim
hydroxylovy radikal. Zatimco DHLA snadno reaguje s peroxylovymi a

hydroxylovymi radikaly nebo kyselinou chlornou [15].

4.2.4 Vliv LA na ostatni antioxidanty

V soucasnosti existuje mnoho dukazi o tom, Zze LA mlze mit
nepfimy vliv na udrzeni bunétného antioxidaéniho stavu, napf.
zvySovanim syntézy endogennich nizkomolekularnich antioxidantd nebo
antioxidacnich enzymu. Tyto studie poukazuji na to, ze LA mlze nepfimo
zvySovat hladinu endogenniho askorbatu tim, Ze vyvolava jeho pfijem
z krevni plazmy. Packer a kolektiv poukazali na to, Ze DHLA redukuje
cystin na cystein, pfiCemz LA mize zvySovat hladinu buné&ného cysteinu

zvySenim pfijmu cystinu z plazmy [4].

4.2.5 Chelatacni vlastnosti LA

Nase télo obsahuje pfechodné prvky (napf. zelezo, méd), které
podporuji tvorbu jednoho z nejvice reaktivnich ROS, hydroxylového
radikalu. V naSem téle se nachazi pouze mala mnozstvi volnych kovd. In
vivo jsou tyto kovy vazany prevazné s proteiny, aby se zabranilo jejich
oxidaci a naslednému oxidacnimu poSkozeni lipoproteind,
polynenasycenych mastnych kyselin, polypeptidi a nukleovych bazi. Po
vyvazani z vazby na bilkoviny jsou rychle oxidovany peroxidem vodiku. Je
potvrzeno, ze zelezo je hlavnim kovovym iontem, ktery je zodpovédny za
tvorbu *OH in vivo [15].

Kyselina lipoova i dihydrolipoova maji kovové chelatacni vlastnosti
jak in vivo, tak in vitro. Kyselina lipoova vytvafi chelatacni komplexy
prevazné s Cu?*, Zn* a Pb*, ale nemulZe vytvaret komplexy s Fe®"
Zatimco DHLA je schopna vytvaret komplexy s Cu?*, Zn?*, Pb*, Fe®" |
Hg?*. Bylo prokazano, e DHLA mizZe zabranit Cu(ll)-zprostfedkované
oxidaci LDL in vitro [7].
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5. Moznosti stanoveni LA

Vzhledem k rozsahlé a multidisciplinarni roli LA v lidském zdrauvi, je
potfeba k jejimu stanoveni rychlé a spolehlivé analytické metody, kterou
Ize aplikovat ve standardnim vyzkumu a klinickych laboratofich, a to i pro
soucCasné stanoveni jeji redukované formy. Jeji stanoveni je vyuzitelné
v biochemickych i farmakokinetickych studiich, souvisejicich zejména s jeji
homeostatickou a antioxidacni funkci v organismu [16].

V minulych letech bylo zvefejnéno nékolik studii zabyvajicich se
chromatografickou analyzou celkové, volné a vazané LA v riznych
biologickych vzorcich. Pfesto je v sou€asné dobé nedostatek informaci
pro stanoveni LA a DHLA [17].

V praxi se zpravidla provadi dva typy stanoveni, jednak se jedna o
stanoveni LA v komeréné dodavanych doplicich stravy, a v druhém

pfipadé se provadi stanoveni v lidské plazmé a moci [18].

5.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je nejCastéji vyuzivana metoda
k analyze pfevazné tékavych sloucenin, hlavné diky své jednoduchosti,
vysoké rozliSovaci schopnosti, vysoké citlivosti a nizkym pofizovacim
nakladim. Plynova chromatografie je jednou z nejvyuzivanéjSich technik
pro stanoveni LA a latek od ni odvozenych. Kyselina lipoova se v lidském
organismu nachazi ve velmi malych koncentracich, a proto je nutné ji
derivatizaci pfevest na tékavou slouceninu.

V nékterych studiich se uvadi, Ze je mozné oddélit a pfimo stanovit
LA a lipoamid (LAM) bez derivatizace za pouziti GC s plamenovou
ionizaCni detekci. Kataoka a kolektiv objevili senzitivni a citlivou metodu
pro stanoveni LA s vyuzitim GC s plamenovou fotometrickou detekci,
ktera se bézné pouziva ke stanoveni proteinové vazané formy LA po
kyselé nebo zasadité hydrolyze. Metoda plynové chromatografie s detekci
za pomoci hmotnostni spektrometrie (GC-MS) je jednim z nejlepSich
identifikaCnich systému, pfedevSim diky své senzitivité a citlivosti, ale
vyZaduje pfemeénu latek na tékavé slouCeniny jesté pred analyzou [19].
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5.2 HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) se fadi mezi
nejCastéji vyuzivané separacni metody, slouzici pfedevSim k déleni
netékavych a polarnich latek. Mezi jeji vyhody patfi zejména vysoka
ucinnost a dobra opakovatelnost. Tato metoda je vhodna pro stanoveni LA
zejména diky své vysoké citlivosti, specificnosti a nenaroCnosti na
pfipravu vzorku. Vysokoucinna kapalinova chromatografie je zaloZzena na
separaci latek na zakladé jejich distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi.
Béhem separace muze dochazet k celé fadé interakci, prfedevSim se
jedna o interakce latek s mobilni fazi nebo interakci mobilni faze se
stacionarni fazi [20].

Pro stanoveni LA, DHLA a od nich odvozenych sloucenin, se
nejCastéji vyuziva pravé HPLC s nejriznéjSimi typy detekcnich systéma.
Vyuziva se napf. hmotnostni, ultrafialovy, fluorescenéni a elektrochemicky
detektor.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s ultrafialovym
detektorem (HPLC-UV) se ke stanoveni LA vyuziva jen zfidka, coz je
zplUsobeno predevSim tim, Ze ve struktufe LA neni v dostate¢né mife
zastoupen silny chromofor a jeji detekcni limity jsou tak vysoké. Naopak
metoda HPLC s fluorescenc¢ni detekci se vyuziva jako vhodna metoda pro
stanoveni LA v biologickych vzorcich, ale jeji nevyhodou je zdlouhava
metoda HPLC s elektrochemickou detekci (HPLC-ECD). Stanoveni za
pomoci této metody je vysoce citlivé a nenarotné na pfipravu vzorku a

naklady spojené s vybavenim standardni laboratofe [21].

5.3 Stanoveni LA v lidské plazmé pomoci HPLC-ECD

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou
detekci pro stanoveni LA a DHLA je rychla, jednoducha, selektivni a
snadno opakovatelna metoda. Tato metoda byla uspésSné pouzita pfi
stanoveni LA v lidské plazmé a muaze byt aplikovana i pfi jejim vySetfeni
v biologickych vzorcich, stejné tak jako ve farmakokinetickych studiich.

Tato metoda muze slouzit k vyhodnoceni oxidacniho stresu b&éhem méreni
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plazmatické koncentrace LA u zdravych jedinci a pacientd trpicich

diabetem mellitem a kardiovaskularnimi onemocnénimi [16].

5.3.1 Priprava vzorku k analyze

Pfed vlastnim méfenim je nutné vzorek upravit, jelikoz muze
obsahovat interferujici latky, které mohou rusit vlastni stanoveni. K upravé
vzorku se pouziva extrakce latky a deproteinace. Pro pfipravu vzorku LA
se vyuZzivaji dva typy extrakci, extrakce kapalina-kapalina a extrakce na

pevné fazi [21].

5.3.2 Analyza pomoci HPLC-ECD

Pfi stanoveni LA vlidské plazmé pomoci HPLC-ECD se pred
samotnou analyzou pfipravuji vzorky plazmy a standardnich roztokd.
Metoda HPLC-ECD pro stanoveni LA a DHLA v lidské plazmé muze
vyuzivat jako vnitfniho standardu napf. naproxen sodny (IS). Mobilni faze
je tvofena ve vétsiné pfipadu acetonitrilem a 0,05 M fosfatovym pufrem
v rizném poméru, kdy je dosahovano nejlepSi citlivosti a nejlepSiho
rozliSeni jednotlivych piku kalibraéni kfivky. K extrakci LA z plazmy se
muze vyuzit napf. dichlormethan. Separace pomoci HPLC je zalozena na
interakci mobilni faze se stacionarni fazi. Pfi kvalitativni analyze LA
v lidské plazmé se porovnavaji retencni Casy LA ve vzorcich a
standardech, naméfenych za standardnich podminek. Pfi kvantitavni

analyze LA v lidské plazmé se vyuziva metoda kalibracni kfivky [16].

5.4 Elektrochemické stanoveni LA

Dalsi z moznych metod vyuzitelnych pro stanoveni LA je
elektrochemické stanoveni. Z moznych elektrochemickych metod se
vyuziva hlavné coulometrické a voltametrické stanoveni LA.

Pfi coulometrickém stanoveni se vyuZzivaji jako titracni Cinidla jod,
brom a chlor. Pfi titraci jejich standardnich roztokd se zjistuji
stechiometrické poméry, ve kterych reaguje LA s pfislusnymi titraCnimi
Cinidly, které jsou 1:5 pro Cly, 1:2 pro Brp a 1:2 pro ..

Pfi voltametrickém stanoveni LA se vyuzivaji predevSim platina,

grafit a sklenéna elektroda v 0,05 M roztoku H,SO,. Bé&hem tohoto
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stanoveni se sleduje, zda dochazi ke vzniku charakteristickych vin.
Na voltametrickém zaznamu u platiny a grafitu ke vzniku vin nedochazi,
kdezto u sklenéné elektrody mizeme na zaznamu pozorovat viditelny pik
pfi napéti 0,72 V. Z danych voltametrickych zaznamu vyplyva, Ze proud se
zvySuje linedrné se zvysuijici se koncentraci LA v rozmezi od 1.15 x 10
do 1.73 x 10™ M. Detekéni limit pro LA byl nasledné stanoven na 5.75 x
10° M [22].

5.5 Spektrofotometrické stanoveni LA

Pfi spektrofotometrickém stanoveni LA se vyuziva Britton-
Robinsonlv pufr v rozmezi pH hodnot 2 — 6, ve kterém se stanovuje
barevny komplex, ktery tvofi LA a palladium(ll)chlorid. Absorp&ni spektra
roztoku obsahujiciho ve vodé rozpustny barevny komplex se stanovuji
v rozmezi vinovych délek 300-500 nm. Pfi vinové délce 365 nm vykazuje
komplex vyrazné absorp¢ni maximum.

Na vytvofeni barevného komplexu ma zasadni vliv reakéni Cas,
pficemz k jeho vytvofeni dochazi nejdfive za 10 minut a jeho zabarveni
zustava stabilni po dobu 4 hodin. Nejkvalitngjsich vysledkl bylo dosazeno
pfi pH 2,2 a pfi daném pH se vyhodnocuije i kalibracni kfivka zobrazena na
obrazku €. 5 [23].

M'ﬁ’__h_m.___________ 1

AL B S L R i D M e B B B B
300.0 325.0 Is0.0 375.0 +00.0 415.0 *50.0 475.0
e

Obr. 5 Kalibra¢ni kfivka ukazujici absorpéni spektra LA (1), palladium(ll)chloridu (2) a

barevného komplexu (3) (upraveno dle [23])
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6. Kyselina lipoova a onemocneéni

Kyselina lipoova ma pfiznivé uc€inky v mnoha patologickych
stavech, spojenych se zvySenou hladinou ROS, v€etné diabetu mellitu a
ischemicko-perefuzniho onemocnéni. Kyselina lipoova se vyuziva v lécbé

akutniho selhani ledvin, stejné tak jako v 1é€bé onemocnéni jater [24].

6.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je komplexni metabolicka porucha, ktera se
projevuje zejména v metabolismu sacharidu, ale velmi vyrazné zasahuje i
do metabolismu lipidd. Je to onemocnéni, které se projevuje absolutnim
nebo relativnim nedostatkem inzulinu, jehoZ nasledkem je hyperglykémie,
tedy zvySeni hladiny glukoézy v krvi, ktera muze byt doprovazena
glykosurii. Diabetes mellitus neni jednotné onemocnéni a Ize ho rozdélit
do nékolika typu: typ 1 a typ 2 - dle zavislosti na inzulinu, gestacni
diabetes a rlizné specifické typy diabetu [25].

Pro DM je diagnosticka hladina glykémie nalaéno nad 7 mmol/l a
nahodna glykémie nad 11 mmol/l. DalSim dullezitym faktorem je hladina
glykémie ve 2. hodiné pfi oralnim gluk6zovém toleranénim testu (OGTT)
nad 11 mmol/l. Pokud hladina glukézy jednoznacné neurluje diagn6zu
diabetu mellitu (rozmezi hodnot 5,7 — 7 mmol/l), je nutné provést OGTT
s podanim 75 g glukézy ve vodném roztoku za standardnich podminek.
Rozhoduijici je hladina glykémie ve 2. hodiné po podani, kdy hladina
glykémie do 7,8 mmol/l pfedstavuje normalni glukézovou toleranci,
hodnota 7,8 — 11 mmol/l poruSenou glukdézovou toleranci a hodnota nad
11 mmol/l diabetes mellitus [26].

V souCasné dobé jsou za velmi vyznamna kritéria kompenzace
diabetu povazovana nejen hladina glykémie na laéno a glykovany
hemoglobin HbA:., ale i glykémie po jidle (postprandialni glykémie).
Postprandialni glykémie (PPG) je ovlivnéna obsahem sacharidu v jidle a
jejich kvalitou, glykemickym indexem potravy apod. Vysoka hladina PPG
je povazovana za nezavisly rizikovy faktor kardiovaskularnich onemocnéni
[25].
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6.1.1 Diabetes mellitus 1. typu

Pro diabetes mellitus 1. typu, ktery se oznacuje jako na inzulinu
zavisly diabetes mellitus (IDDM), je typicky absolutni nedostatek inzulinu,
ktery je zpusoben postupnym zanikem B-bunék Langerhansovych
ostrivku. Nejcastéji je pfi€inou zaniku téchto bunék autoimunitni reakce,
ti. tvorba protilatek proti vlastnim tkanim, ktera je ve vétsSiné pfipadu
vyvolana pFedchazejici virovou infekci spolu s urCitou vrozenou
nachylnosti. Zpo¢atku IDDM probiha bez pfiznakd, ale pouze do té doby,
dokud nedojde k vy€erpani funkénich rezerv slinivky bfisni, coz je pfiblizné
po ztraté 90 % B-bunék, kdy dochazi k manifestaci diabetu. Postupné poté
dochazi k definitivnimu zaniku tvorby inzulinu. Tento typ diabetu se
vyskytuje pfedevsim v détstvi a dospivani, proto je znam pod pojmem
» juvenilni “. Po 30. roce véku jeho vyskyt klesa. Pacienti s IDDM jsou
zcela zavisly na intraven6znim pfijmu inzulinu spolu sdietnimi a

rezimovymi opatfenimi [27].

6.1.2 Diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus 2. typu, ktery se oznacuje jako na inzulinu nezavisly
diabetes mellitus (NIDDM), je charakterizovan inzulinovou rezistenci
(necitlivosti k inzulinu) a zpo€atku i nadbytkem inzulinu jako kompenzacni
reakci slinivky na jeho snizeny ucinek. Tento typ diabetu se projevuje
zejména po 40. roce Zzivota. V dalSim prubéhu onemocnéni mnozstvi
vlastniho inzulinu postupné klesa. Diabetes mellitus 2. typu je povazovan
za civilizaéni onemocnéni a tvofi vice nez 80-90 % vS8ech nemocnych
s diabetem mellitem. U pacientd s NIDDM se v lé€bé vyuziva dietnich a
rezimovych opatfeni s cilem normalizace hmotnosti a inzulinové

rezistence[27].

6.1.3 Oxidacni stres ve vztahu k diabetu mellitu

Diabetes mellitus a jeho komplikace jsou silné spojeny se
zvySenym oxidaénim stresem. Oxidacni stres vznika pfitomnosti
nadbyte€nych ROS a muze byt zplsoben porusenim rovnovahy mezi
vznikem a odstrafiovanim ROS. Reaktivni formy kysliku mohou poskodit
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proteiny, lipidy, DNA a mohou ménit strukturu organismu a jeho funkci.
Oxidacni stres mlze zpuUsobit poSkozeni tkané nebo bunécnou smrt
prostfednictvim dvou mechanizmd, nekrézou a apoptézou. Oxidacéni stres
hraje vyznamnou ulohu v zanétu, zrychluje starnuti a pfispiva k rozvoji
degenerativnich onemocnéni, jako je ateroskleréza, diabetes, rakovina
apod. [28].

Mnohé studie prokazaly, ze diabetes mellitus je silné spojen se
zvySenou tvorbou volnych radikald a snizenim antioxidacniho potencialu,
coz vede k oxida¢nimu poSkozeni buné&fnych komponent. Pfimy prukaz
oxidacniho stresu se provadi méfenim markerd, jako jsou plazmatické a
tkanové hladiny nitrotyrosinu a superoxidovych radikald. Zdroje oxidacniho
stresu jsou rozmanité, v€etné neenzymatickych, enzymatickych a
mitochondrialnich drah.

Mezi neenzymatické zdroje se Fadi hyperglykémie, ktera pfimo
zvySuje hladinu ROS [24]. Hyperglykémie je primarnim mediatorem
aterosklerézy u IDDM, pfi€emz intenzivni IéCba inzulinem ma vyznamny
vliv na sérovou hladinu lipidd. Uginky hyperglykémie jsou ve vétsiné
pfipadd nevratné a vedou k postupné bunécné dysfunkci. Jednim
z dulezitych mechanisml zodpovédnych za vznik aterosklerdzy v diabetu
je neenzymaticka reakce mezi glukdézou a proteiny nebo lipoproteiny ve
sténé cév. Glukdza se velmi snadno kovalentné vaze na aminoskupiny
proteinu. Reakce se nazyva glykace a produktem je tzv. Schiffova baze,
ktera se nasledné preskupuje na stabilngjSi Amadoriho produkt, ktery se
nasledné pfeménuje na tzv. AGE(s) produkty, tedy tzv. ,kone¢né produkty
pokrocilé glykace® [28]. Glukdza a AGE(s) se mohou oxidovat kyslikem a
podléhat tak tzv. autooxidaci, pfi které dochazi ke vzniku superoxidu a
dalSich ROS. Glykace je doprovazena glykoxidaci a oxida¢nim stresem
[29].

Mezi dalSi neenzymatické zdroje patfi mitochondrialni dychaci
fetézec. P¥i oxidativni fosforylaci se prfenaseji elektrony z NADH a FADH,,
prostiednictvi &tyf komplexd ve vnitini mitochondrialni membrané na
kyslik a vznikajici ATP.

Buriky maji vyvinuty slozity antioxidacni systém, ktery zajiStuje
ochranu bunék a organa proti poSkozeni volnymi radikaly. Mezi
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nejuCinnéjSi enzymatické antioxidanty patfi glutathion peroxidaza,
katalaza a superoxid dismutaza. Mezi neenzymatické antioxidanty pak
patfi vitamin E a vitamin C. Kazdy z téchto antioxidantd mize reagovat
s reaktivnimi oxidanty, pfi¢emz dochazi ke vzniku méné reaktivnich latek
[24].

6.1.4 Inzulinova rezistence

Inzulinova rezistence je charakteristicka pro diabetes mellitus
2. typu (NIDDM). Pacienti s NIDDM vykazuji dva defekty. Prvnim defektem
je snizena odpovéd perifernich tkani k inzulinu, tj. inzulinova rezistence, a
druhym defektem je porucha B-bunék vyrovnavat inzulinovou rezistenci
zvySenim inzulinové sekrece [12]. Diabetes mellitus 2. typu je
multifaktorialni stav, pro ktery je typickd sniZzena schopnost inzulinu
stimulovat transport glukézy do kosterniho svalu. Tato inzulinova
rezistence kosterniho svalstva k transportu glukozy je ¢asto doprovazena
fadou metabolickych abnormalit, véetné hypertenze, hyperinzulinémie,
dyslipidémie, aterosklerézy a centralni obezity [30].

,Obezni Zucker krysa“ je typicky zvifeci model predstavujici tézkou
inzulinovou rezistenci kosterniho svalu. V izolované kosterni tkani z téchto
zvifat dochazi ke zhorSeni translokace proteinu GLUT-4 a snizeni
glukdézové transportni aktivity. LéCba svalovych preparatu téchto zvirat
kyselinou lipoovou zvySuje glukézovou transportni aktivitu a zlepSuje
ucinky inzulinu na kosterni svalstvo a prijem glukézy z myokardu, coz je

spojeno s lepsi glukézovou toleranci u téchto zvirat [12].

6.1.5 LA a jeji role v diabetu

Kyselina lipoova ma potencialni vyuziti ve vSech aspektech
patologie diabetu mellitu. Jednou z vyznamnych funkci LA je exprese
AMP-aktivované proteinkinazy (AMPK) v hypotalamu a perifernich
tkanich. Komplex AMPK funguje jako energeticky senzor a je aktivovan pfi
vyCerpani zasob energie v bunkach, pficemz stoupa pomér AMP/ADP.
AMP-aktivovana proteinkinaza ma vliv na transkripci specifickych gent
podilejicich se na energetickém metabolismu.
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In vivo a in vitro studie poukazaly na to, ze aktivace AMPK vede ke
snizeni hladiny glukézy produkované jatry. Foretz a kolektiv prokazali, ze
zvySena exprese jaternich AMPK vede k mirné hypoglykémii u normalnich
mySi a zabranuje hyperglykémii u mysi trpici diabetem mellitem. Tento
hypoglykemicky ucinek aktivace AMPK je doprovazen snizenou regulaci
glukoneogenetické genové exprese a snizenou produkci glukdzy
v hepatocytech. Aktivace AMPK v kosterni svalu, hlavni regulator
bunéného energetického metabolismu, zvySuje vychytavani glukézy a
oxidaci mastnych kyselin. AMP aktivovana proteinkindza stimuluje
kaskadu proteinovych fosforylaci, coz ma za nasledek translokaci
glukézovych prenaseCl (GLUT-4) do plazmatické membrany inzulin
nezavislym zplsobem a zvySuje expresi genu GLUT-4.

Inzulinova citlivost se zlepSuje v dusledku snizeni akumulace
triglyceridd  kosternimi svaly. Ktomu dochazi v dusledku fosforylace
AMPK. Akumulace triglyceridd v kosternim svalu pfispiva k inzulinové
rezistenci u obezity a diabetu mellitu 2. typu. Lee a kolektiv poukazali na
to, Ze u obéznich potkanu, ktefi jsou nachylni k diabetu, se snizuje hladina
svalové AMPK. Pfi podani LA témto krysam bylo zjisténo, Ze dochazi ke
zvyseni hladiny inzulinu, pfiCemz tato zvysena hladina inzulinu stimuluje
odstranovani glukézy z celého téla a také z kosternich svall. Kyselina
lipoova také zvySuje oxidaci mastnych kyselin a stimuluje AMPK
v kosternim svalu [24].

V nékolika studiich byl studovan uc€inek LA na inzulinovou
signalizaci a transport glukézy do bunécnych membran. Pfimy stimulacni
ucinek LA na aktivni transport glukézy byl prokazan u Lg myocytu. Tento
stimulacni ucinek LA se mnohem vyraznéji projevuje u R-enantiomeru.
Celkovy stimulaéni ucinek LA na aktivni transport glukdzy je zavisly na
aktivaci fosfatidylinositol-3-kinazy (Pl3-kinaza) a Akt/proteinkinazy B
(Akt/PKB), stejné jako zvySena translokace GLUT-4 na plazmatické
membrané [30].

DalSi aplikace LA pfi lécbé diabetu souvisi s jeji schopnosti
inhibovat glykacni reakce. Ackoliv bylo objasnéno nékolik mechanizmu pro
patofyziologii chronickych diabetickych komplikaci, je za zakladni a

Vigwvivs

zaroven nejdulezitéjSi mechanismus povazovana glykace bilkovin.
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Kyselina lipoova mlze chranit albumin pfed glykaci, coz naznacuje, ze
preventivni ucinek je nezavisly na jeho redoxnim stavu. V mnoha studiich
bylo prokazano, ze LA chrani také LDL Castice pred glykaci.

Rada dal$ich klinickych studii prokazala, Ze 1é8ba za pouziti LA
vykazuje prospésny ucinek na glukézovy metabolismus u pacientd s DM
2. typu. Jacob a kolektiv dokazali, Ze LA suplementace zvySuje inzulinem
zprostfedkované odstranéni glukézy u DM 2. typu. Konrad a kolektiv
provedli studii, pfi které bylo pouZito peroralniho podavani LA hubenym a
obéznim pacientl trpicim NIDDM. Lécba vyrazné zvySila inzulinovou
citlivost pfi intraven6znim OGTT u hubenych osob a vyznamné zvysila
glukézovou ucinnost a snizila redukci sérovych hladin laktatu a pyruvatu
béhem OGTT u obou typu osob trpicich DM 2. typu [30].

6.2 Komplikace diabetu

Diabetes mellitus je Casta metabolicka porucha, ktera mize vést
k zavaznému posSkozeni organtd a ke vzniku komplikaci, postihujici
pfedevsim cévni systém. Pacienti trpici diabetem maiji dvakrat az osmkrat
vySSi riziko rozvoje ischemické choroby srde¢ni ve srovnani se zdravymi
jedinci. Diabetes mellitus je ve vétsSiné pripadl doprovazen zvysenou
tvorbou ROS a volnych radikalt nebo snizenou antioxidacni obranou [29].

Komplikace diabetu se déli na makroangiopatie (ateroskleréza) a
mikroangiopatie (retinopatie, nefropatie, neuropatie) [28]. Cévni
kvalitu zivota. Diabeticka retinopatie a neuropatie jsou typické komplikace,
ale v neposledni dobé se prokazalo, Ze cévni komplikace mohou mit vliv i
na srdce a pfispét tak k rozvoji diabetické neuropatie blokujici prutok krve
[30].

6.3 Diabeticka polyneuropatie

Diabeticka polyneuropatie (DN) je jednou z nejCastéjSich
komplikaci diabetu, vyskytujici se ve 20 az 80 % pfipadu. NejCastéjSim
typem neuropatie je prevazné senzitivni-motoricka polyneuropatie a
autonomni polyneuropatie. K rozvoji DN dochazi jednak u pacientl trpici
IDDM a NIDDM, tak i u pacientll, u kterych je diagnostikovana porucha
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glukézové tolerance. Diabeticka polyneuropatie muze postihnout
kteroukoliv Cast perifernino nervového systému, a proto se prezentuje
rdznymi klinickymi projevy [31].

Patogeneze DN je multifaktorialni, pfiemz dulezitou roli hraje
vaskularni i metabolicky faktor. Diabeticka polyneuropatie se spojuje
s rizikovymi faktory, které jsou typické pro ostatni mikro i makrovaskularni
komplikace. K témto faktorGm patfi hypertenzni nemoc, dyslipidémie,
koufeni a obezita. Kromé nedostatecné kompenzace diabetu je Skodlivé i
kolisani glykémie béhem dne. Senzitivné-motoricka polyneuropatie je
charakteristicka palivymi a fezavymi bolestmi nohou, které se projevuiji

vétSinou v klidu [32].

6.3.1 Vyznam kyseliny lipoové

U experimentalnich zvifecich modell |é¢ba LA zlepSovala jednak
nervovy prutok krve, tak i nervovou vodivost. Kyselina lipoova byla poprvé
pouzita v Némecku jako terapeuticky prostfedek klécbé diabetické
polyneuropatie, i pfesto, Ze nebyl k dispozici dostatek informaci, tykajicich
se pricin vzniku tohoto onemocnéni. V nejriznéjSich klinickych studiich se
hodnotila uc€innost 1éCby LA v diabetem indukovanych neuropatickych
stavech. MUzeme zminit napf. ALADIN (Alpha Lipoic Acid in Diabetic
Neuropathy), ORPIL (Oral Pilot) a SYDNEY (Symptomatic Diabetic
Neuropathy).

Rada klinickych studii se zabyva zkoumanim uGg&inkd LA na
neuropatii. V jedné ze studii byla pacientim s DM 2. typu intraven6zné
aplikovana LA ve tfech ruznych davkach (100, 600 a 1200 mg/den).
Vysledky potvrdily, Ze pfi podavani vysSich davek LA (600 a 1200 mg/den)
dochazelo kvyznamnému potladeni bolesti a vyraznému zlepSeni
klinickych pfiznakd vyvolavajicich neuropatii. V dalSi ze studii byla LA
aplikovana v davkach 600 nebo 1200 mg/den po dobu 3 tydnd a nasledné
vdavce 1800 mg/den po dobu 6 mésicl. Navzdory ur€itym
nesrovnalostem se prokazalo, ze LA ma pozitivni ucinky, pfedevsSim ve
vysokych davkach, jak na periferni, tak i autonomni neuropatii, spojenou
s DM [3].
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7. Ateroskleroza

Ateroskler6za neboli kornaténi tepen se fadi mezi degenerativni
onemocnéni cev, vyvijejici se velmi pomalu. Toto onemocnéni je
charakteristické ukladanim tukovych castic a vapenatych slou€enin do
stény cév, v dusledku Cehoz se vytvareji usazeniny, tzv. aterosklerotické
platy. Tento proces vede prfedevSim ke ztraté pruznosti cév, omezeni
prutoku krve a v konecné fazi az k jejich uzavéru. Dle mista postizeni se
ateroskler6za nejCastéji projevuje jako angina pectoris, srdeCni infarkt,
cévni mozkova pfihoda nebo ischemicka choroba dolnich kondetin.

Za zakladni pficinu aterosklerotického procesu je povazovana
vysoka hladina LDL cholesterolu v krvi, jeho ukladani do cévni stény a
posSkozeni oxidaCnim stresem. Z novéjSich studii vyplyva, ze mozZnou
pri¢inou rozvoje aterosklerézy mize byt i vysoka hladina homocysteinu,
latky bilkovinné povahy obsaZené hlavné v mase, mastnych a mlécnych
vyrobcich. PFi rozvoji aterosklerézy a jejich komplikaci hraji vyznamnou
roli tzv. rizikové faktory, které lze rozdélit do dvou skupin, a to na

ovlivnitelné a neovlivnitelné (tab. 2) [33].

Rizikové faktory
Klasické Noveé
Celkovy cholesterol a LDL chol. ,malé denzni“ LDL Castice
Hypertenze Homocystein
Koufeni Lipoprotein (a)
Diabetes mellitus Oxidac¢ni stres
Obezita Fibrinogen
Fyzicka inaktivita Infekéni agens
Dédi¢né predispozice C-reaktivni protein

Tabulka €. 2 Rizikové faktory rozvoje aterosklerézy (upraveno dle [33])

7.1 Jednotliva stadia aterogeneze
Ateroskleréza se histologicky projevuje ve formé arterialnich Iézi,
které se oznacuji plaky. RozliSujeme Sest hlavnich typu Iézi, které popisu;ji
Casné a zralé faze tohoto onemocnéni. Pro lézi I. typu je charakteristicky

zvySeny pocCet makrofagu vintimé, coz zapfiCifuje jeji ztloustnuti.
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Makrofagy jsou vyplnéné tukovymi bunkami a vznikaji tzv. pénové bunky.
PFfi nahromadéni pénovych bunék se |. typ Iéze pfeménuje na Il. typ léze,
ktery je znamy jako tzv. , tukovy prouzek “. PokracCujicim hromadénim
pénovych bunék, které obsahuji akumulované lipidy, a jejich nekrézou
muUze dojit ke vzniku lll. typu léze, tzv. preateromu, ktery miaze obsahovat
malé mnozstvi extracelularnich lipidd. Zminéné tfi typy léze se Ffadi mezi
Casné faze.

Mezi rozvijejici se faze patfi nasledujici dva typy lézi, IV. a V. typ
Iéze. Tyto léze jsou charakteristické vyraznymi oblastmi extracelularnich
lipid{, tvofici lipidové jadro. Typ IV. Iéze se vyznacuje jako aterom a je pro
néj charakteristicka tenka prfepazka mezi lipidovym jadrem a arterialnim
lumen. Typ V. |léze vykazuje fibrézni ztlusténi této struktury, oznaCované
jako tzv. , CepiCka léze“. Zralou fazi predstavuje VI. typ léze, pro kterou je
charakteristické krvaceni do platu, kalcifikace nekrotickych hmot a
pfitomnost trombdz. Tokem krve dochazi k ruptufe nestabilniho plaku, ke
krvaceni do plaku a naslednému vzniku trombéz, uzavéru cévy a ischémii.
Tyto pfiznaky se nejCastéji projevuji u koronarnich tepen, v tepnach

mozku a dolnich koncetin [34].
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Obr €. 6 Jednotliva stadia aterogeneze (upraveno dle [34])
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7.2 Role LDL ¢astic v aterogenezi

V rozvoji endotelialni dysfunkce a dalSich procesu aterosklerotické
léze hraji vyznamnou ulohu aterogenni lipoproteiny. K nejvyznamnéjsim
patfi lipoproteiny o nizké hustoté (LDL Castice), které jsou modifikovany
oxidaci, glykosylaci nebo acetylaci. Oxidace LDL Castic probiha Castec¢né
v plazmé, ale zejména po jejich priniku do subendotelialniho prostoru.
Jejich oxidace neni za fyziologickych podminek vyrazna a oxidované LDL
Castice jsou v malé mife odstrafiovany makrofagy cévni stény. Pfi zvySené
produkci oxidovanych LDL ¢&astic kapacita makrofagl pro jejich
vychytavani nestaCi a nasledné se tyto Castice hromadi a zapfiCinuji
toxické poskozeni okolnich struktur.

Skodlivé plisobeni oxidovanych LDL &astic ma dvé hlavni slozky.
Oxidované LDL c¢astice jednak pfimo pusobi toxicky na struktury okolni
intimy, a jednak maji stimulacni u€inky na zanétlivou aktivitu platu. Pfimym
ucinkem na endotel zpUsobuji LDL ¢astice endotelialni dysfunkci, celkové
zvySeni propustnosti a exprese cytoadhezivnich a prokoagulacnich
molekul. Oxidované LDL Castice také vyvolavaji poruchu tkanovych
makrofagu tim, ze pfimo plsobi na monocyty. Vazba modifikovanych LDL
Castic na receptory makrofagl vyvola aktivaci a produkci fady cytokinu,
které udrzuji zanétlivou reakci v subendotelialnim prostoru a prohlubuji

endotelialni dysfunkci [35].

7.3 Role LA v aterogenezi

Kyselina lipoova svym ucCinkem blokuje oxidativni poSkozeni
lipoproteinl, proto mUze puUsobit proti aterogenezi vyvolané oxidativnim
stresem. V nedavnych studiich bylo dokazano, Zze LA pfimo inhibuje
nuklearni faktor NF-kB v lidskych T burkach. Po pfesunu do jadra
stimuluje NF-kB transkripci genl spojenych s imunitni a zanétlivou
odpovédi. PocateCnim krokem tvorby aterosklerotické léze je adheze
cirkulujicich monocytd k endotelu a jejich nasledna migrace do arterialni
intimy. Cévni a endotelové bunky produkuji adhezivni a chemotaktické
molekuly. PocateCnim krokem k tvorbé aterosklerotické Iéze je adheze

cirkulujicich monocytd k endotelu a jejich nasledna migrace do arterialni
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intimy. Pfevazné v Casnych fazich aterogeneze ma proto velky vyznam
zabrana tvorby téchto adhezivnich a chemotaktickych molekul inhibici
NF-kB prostfednictvim LA. Kyselina lipoova mlze snizit celkovou
pfilnavost monocytl a jejich ukladani do cévni stény, a tim tak inhibovat
prubéh aterogeneze.

V bunkach LA inhibuje chemotaktickou aktivitu endotelinu-1,
peptidu s chemotaktickymi vlastnostmi, jehoz hladiny jsou zvySeny u
pacientu trpici ateroskler6zou a hyperlipidemii, ¢imz sniZzuje monocytarni
migrace. Kromé toho muze LA nepfimo inaktivovat NF-kB regeneraci
vitaminu E. Boscoboinic a kolektiv prokazali, Ze a-tokoferol inhibuje
¢innost proteinkinazy C, ktera se podili na aktivaci NF-kB [14].

Soucasné studie maiji k dispozici nékolik poznatkl, tykajici se
vyznamné ulohy LA v [éCbé lidské aterosklerézy, kde se LA bézné podava
ve formé potravinovych doplfkd v nizkych davkach. Kyselina lipoova
snizuje svym ucCinkem zatéZz aterosklerotického platu béhem 12 - ti
tydenniho uzivani, pfiCemz viditelné zmény jsou zaznamenany jiz po 6
tydnech. V souvislosti se snizenim zatéZze aterosklerotického platu
dochazi kvyraznému zlepSeni cévni funkce. Kyselina lipoova také
redukuje NADPH oxidazu zavislou na kyslikovych radikalech a zabranuje
aktivaci NF-kB, zprostfedkovavajici zanétlivé reakce, &imz vytvari
molekularni zaklad pro své anti-sklerotické ucinky. Protizanétlivé ucinky
LA inhibuji kliCové adhezivni a chemokinové molekuly zapojené do
mechanismu T lymfocytl v ramci aterosklerotickych platu.

Zhang a kolektiv prokazali pomoci MRI skenovani, Zze béhem 6 - ti
tydenni dietni suplementace doslo k vyznamnému potlaceni rozvoje

aterosklerotické 1éze u pozorovanych kraliku [36].

7.4 LA ve vztahu k MMPs

Vznik a rozvoj aterosklerézy je ovlivnén interakci mnoha faktord,
zahrnujici poruchy metabolismu lipidd, zmény v expresi rlstovych faktord,
cytokinl a vazoregulaénich faktort. Vyznamnou ulohu ma extracelularni
matrix (ECM), pfedevSim pfi vzniku aterosklerotickych platd, v jejich
progresi a nasledném rozpadu. Matrixové metaloproteinazy (MMPs) jsou
proteolytické enzymy, zaijistujici fyziologickou remodelaci ECM. VytvafFi
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skupinu 23 strukturné pfibuznych enzymu patfici do zinek dependentnich
endopeptidaz. Matrixové metaloproteinazy se ucastni rfady fyziologickych
procesU, pfi kterych dochazi k poSkozeni pojivové tkané a zanétlivym Ci
degenerativnim  procesim. Hraji vyznamnou ulohu v procesu
aterogeneze. Uvnitf aterosklerotickych plati byla prokazana zvySena
aktivita nékterych typuy MMPs (MMP-1, MMP-3 a MMP-13) vzhledem
k hodnotam MMPs u normalni arterialni stény [37].

V fadé klinickych studii bylo prokazano, Ze kyselina lipoova muze
ovliviiovat migraci cévnich bunék hladkého svalstva (VSMCs) a expresi
MMP-9 vyvolanou vysokou hladinou glukézy a stimulaci TNF faktoru [38].
Vysledky dalSich védeckych studii ukazuji, ze LA po suplementaci znacné
potlatuje MMP-3 a MMP-9 expresi. Analyza pomoci microarray
technologie doklada, ze MMP-2 a MMP-9 exprese mlze byt upravena
pomoci hyperbarické kyslikové terapie (HBO) bud to samostatné, nebo
v kombinaci s LA, pfiéemz denni peroralni podani LA urychluje hojeni pfi
pouziti HBO terapie [39].

7.5 Vztah LA k LDL ¢asticim

Jiz v pfedchozich studiich bylo potvrzeno, Ze existuje spojitost mezi
zvySenou hladinou cholesterolu (hypercholesterolémii) a vyskytem
kardiovaskularnich chorob (CVD). ZvySena plazmaticka koncentrace
lipoproteinu o nizké hustoté (LDL) souvisela s nachylnosti k rozvoji
ateroskler6zy. Oxida¢ni modifikace LDL ¢&astic hraje vyznamnou roli
pfi aktivaci zanétlivych procesu, které vedou ke vzniku aterosklerotickych
plakl v intimé tepny.

Hypercholesterolémie a oxidaéni stres hraji dulezitou roli v rozvoiji
aterosklerozy. Zulkhairi a kolektiv zkoumaly ochranné uc€inky LA na
zvifatech trpicich hypercholesterolémii. Vyzkum byl provadén na bilych
kralicich populace Nového Zélandu (NZW), ktefi byly rozdéleny do ftfi
skupin. Prvni skupinu tvofila kontrolni skupina (N), ktera byla krmena
béZnou stravou. Druhou skupinu tvofila skupina kralikd s vyvolanou
hypercholesterolémii (HCD), ktefi byly krmeni 100g / kus/ den stravou
s vysokym obsahem cholesterolu a tfeti skupinu tvofila skupina kraliku

IéCenych LA (ALA), ktera se krmila 100 g / kus / den stravou s obsahem
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cholesterolu se souCasnym podanim 4,2 g / kg / den LA. Studie byla
provadéna po dobu deseti tydnl a zjiStoval se pfi ni lipidovy profil a index
mikrosomalni lipoperoxidace. Vysledky studie ukazaly, Ze ve skupiné ALA
doSlo k vyznamnému poklesu hladiny celkového cholesterolu, LDL ¢astic
a indexu lipoperoxidace ve srovnani s HCD skupinou. Navic také doslo k
inhibici tvorby aterosklerotického plaku ve skupiné ALA, coZ poukazuje na

to, Ze LA ma v menSi mife hypolipidemické ucinky [40].
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8. Zaver

Cilem této prace bylo zpracovat nejnovéjsi informace o klinickém
vyznamu Kyseliny lipoové, pokusit se zpracovat informace o podstaté
jejiho zapojeni do mechanismu ovliviiujicich vznik a rozvoj aterosklerézy.
Dale v této praci byla vénovana pozornost metodikam moznosti stanoveni
kyseliny lipoove, pfedevsim tedy jejimu stanoveni v lidské plazmé.

Kyselina lipoova je pfirodné se vyskytujici disulfidicka sloucenina,
rozpustna ve vodé i vtucich. Jedna se slouceninu syntetizovanou
primarné de novo z mastnych kyselin. Kyselina lipoova je vyznamnym
antioxidantem, majici vztah k nejriznéjSim onemocnénim, pfevazné
k diabetu mellitu a ateroskleréze, kde ma vliv na LDL ¢astice a vyznamnou
ulohu hraje také v aterogenezi.

V souc€asnosti existuje nékolik metod vhodnych ke stanoveni LA,
avSak nejCastéji vyuzivanou metodou je vysokoucdinnd kapalinova
chromatografie. V neposlednich studiich se velka pozornost vénuje

metodice stanoveni LA v lidské plazmé pomoci HPLC-ECD.
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