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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na studium metabolismu lipidt u pacienti s diabetes
mellitus 2. typu. Teoreticka ¢ast se nejprve vénuje popisu inzulinové rezistence. Druha ¢ast se
zabyva onemocnénim diabetes mellitus. Tieti ¢ast je zaméfena na lipidy, jejich klasifikaci,
charakterizaci a transport v krevnim ob¢hu. V zavéru teoretické Casti je struéné popsan princip
pouzité metody analyzy mastnych kyselin. Cilem diplomové prace je stanovit mnozstvi
mastnych kyselin v plazmé diabetiki 2. typu a zdravych darci a zjisténi vlivu 1écby

metforminem na lipidové spektrum.
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TITLE

Study of the influence of plasma fatty acids on the progression of type 2 diabetes

ANNOTATION

This thesis is focused on the study of lipid metabolism in patients with diabetes mellitus
type 2. The teoretical part at first deals with the description of insulin resistance. The second
part deals with diabetes mellitus. The third part focuses on lipids, their classification,
characterization and transport in the circulation of the blood. At the end of the theoretical part
is briefly decribed the principle of the used method of analysis of fatty acids. The target of this
thesis is to determine the amount of fatty acids in the plasma of type 2 diabetics and healthy

donors and to determine the effect of treatment with metformin on the lipid spectrum.
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UVOD

Diabetes mellitus je jednim z nejcastéjSich chronickych onemocnéni. Nejvice pacientl
trpi diabetem 2. typu, pro ktery je charakteristické nedostatecné mnozstvi a ucinek inzulinu
v organismu. Jedna se o onemocnéni pfevazné stiedniho a vyssiho véku, ale v soucasné dobé
pocet diabetikii celosvétoveé roste 1 u déti a mladistvych. Nartst tohoto onemocnéni je
predevs§im zplsoben zménou zivotniho stylu, kdy se zvySuje konzumace sladkych a tu¢nych
potravin a snizuje pohybova aktivita.

Diabetu 2. typu piedchazi inzulinova rezistence (IR), kdy normalni sekrece inzulinu
vyvola snizenou metabolickou odpovéd’. Vznik IR je spojen s obezitou a zanétlivou reakci,
kterou obezita vyvolava. Poruseni metabolickych procesii pii IR Sse neomezuje pouze
na metabolismus glukézy, ale je komplexni. Abnormality v lipidovém metabolismu se
vyskytuji fadu let pfed tim, nez se diabetes klinicky manifestuje. Hyperglykémie, dyslipidémie
a hypertenze, které jsou pii diabetu ptitomné, zvySuji riziko kardiovaskularnich chorob.

Diabetes je nejen problémem zdravotnim, ale i ekonomickych. V soucasné dob¢ je
1ékem prvni volby u pacientt s diabetem 2. typu metformin. Mechanismus jeho ptisobeni a jeho
ucinky nejsou dodnes pifesné objasnény. Tato diplomova prace se zabyva slozenim mastnych

kyselin v plazmé diabetikii a pisobenim metforminu na lipidovy profil.
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1 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je stanovit mnozstvi vybranych mastnych kyselin
V jednotlivych lipidovych frakcich v EDTA plazmé pacienti s diabetes mellitus 2. typu
(DM2T) a zdravych darcti pomoci tenkovrstvé a plynové chromatografie. Ziskana data se
nasledné¢ statisticky zpracuji a vyhodnoti ve vztahu ke koncentraci glykovaného hemoglobinu
a dal$im dostupnym biochemickym parametrim. Cilem prace je rovnéz charakterizovat
vysledky 1écby diabetu 2. typu metforminem a popsat jeji vliv na metabolismus mastnych
kyselin. Zjisténé zavislosti je nutné posoudit také z hlediska pouzitelnosti pro diagnostické

ucely.
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2 INZULINOVA REZISTENCE

Inzulin je peptidovy hormon, ktery je vyluCovan B-buiikami pankreatu. Ma zasadni roli
pfi udrzovani energetické homeostazy, protoze koordinuje skladovani a vyuziti zivin v tukové
tkani, jatrech a kosternim svalu. Jedna se o anabolicky hormon, ktery jako jediny vyvolava
snizeni hladiny glukézy v krvi. Uginky inzulinu jsou ale rozmanité. Reguluje metabolismus
sacharidi, lipidi a proteinti, ma vazodilatacni G¢inky, podporuje rast a déleni bun¢k, stimuluje
transport iontdl pfes membranu a zabranuje apoptoze [1, 2, 3].

IR je stav, pfi kterém je fyziologickd koncentrace inzulinu v krevnim ob¢hu
nedostate€nd k vyvolani adekvatni biologické odpovédi organismu. Snizenim citlivosti
K inzulinu vznikd hyperglykémie, protoze v jatrech neni potlacena glukoneogeneze
a vychytavani glukozy z ob&hu je snizené. Pankreatické B-burniky reaguji na hyperglykémii
zvysenou sekreci inzulinu. Vyssi hladiny inzulinu kompenzuji jeho snizeny tc¢inek. Pokud
uz B-bunky nejsou schopny vyluc¢ovat dostate¢né mnozstvi inzulinu, zvySuje se hladina gluk6zy
Vv krvi a vznika onemocnéni DM2T [2].

IR mé znaény klinicky vyznam, protoze je spojena s fadou zavaznych zdravotnich
problémt jako jsou: abnormality v krevnim srazeni a fibrinolyze, DM2T, hypertenze,
aterogenni dyslipidémie nebo jaterni steatéza. N&které z téchto poruch se souhrnné oznacuji

jako metabolicky syndrom [4].

2.1 Vznik inzulinové rezistence

SniZena citlivost k inzulinu mize byt vyvolana fadou pficin, které mohou byt vrozené
nebo ziskané. Vrozené defekty nejsou tak Casté. Podle mista poskozeni inzulinové signalizace
se vrozené formy IR déli na pre-receptorové, receptorové a post-receptorové. Konkrétni pticiny
defektti v danych oblastech jsou uvedeny v Tabulce 1 na strané 17 [5].
ziskané IR je obezita souvisejici se zménou Zivotniho stylu (nedostatek fyzické aktivity, stres,
koufeni, nevhodné slozeni stravy a ptejidani). I kdyZz existuje mnoho potencidlnich
molekularnich pfic¢in IR, vSechny jsou pfimo nebo nepfimo vyvolany zvySenou zanétlivou

reakei [1, 5].
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Tabulka 1 Vrozené pfi¢iny inzulinové rezistence. Pievzato a upraveno z [1].

protilatky proti inzulinu

Pre-receptorové  netypicky inzulin

zrychlené odbourani inzulinu

snizené mnozstvi inzulinovych receptort

sniZzena vazba inzulinu na receptor
Receptorové

protilatky blokujici receptor

mutace genl pro inzulinovy receptor

mutace glukézovych transportéri

Post-receptorové :
ruzné defekty v pfenosu signalu

2.1.1 Obezita

Vyskyt obezity v poslednich letech rapidné vzrustd. Ve vétsin€ vyspélych zemich je
obéznich vice nez 20 % obyvatel. Alarmujici je stoupajici pocet obéznich déti a dospivajicich.
Zakladem epidemie obezity je zména zivotniho stylu zahrnujici nedostatek pohybu
a nadmérnou konzumaci potravin bohatych na tuky a cukry [6].

Obezita je definovana jako nadbyte¢né mnozstvi tukové tkan¢ v téle. Tukova tkan je
mistem pro ulozeni pfebytecné energie ve formé triacylglycerolt (TG). I kdyz mohou adipocyty
zvEtsit svlij pfirozeny objem az trikrat, dlouhodoby nadmémy piijem potravy vede ke zvySeni
jejich poctu. Pfi obezité¢ dochéazi ke zvySeni velikosti 1 poctu tukovych bunék. Pokud tukova
tkan uz nemize pojmout piebytecné mnozstvi lipidli, dochazi k jejich ukladani do jinych tkani
jako jsou svaly, jatra nebo pankreas. Ektopické ukladani lipidii pfimo souvisi se vznikem
arozvojem IR, protoZze spousti zanétlivé reakce v danych tkdnich. Zména v lipidovém
metabolismu je hlavnim mechanismem vzniku IR [6].

Diilezité je rozlozeni tukové tkané. Piebytek visceralniho tuku ma negativni uCinek
na metabolismus glukézy a bilkovin. Obézni pacienti s pievahou visceralni tukové tkané jsou
vice rezistentni k inzulinu nez pacienti s ulozenim tuku v periferii. Visceralni obezita je spojena
s niz§im vychytavanim a oxidaci glukozy, zatimco oxidace lipidi je vyznamné vyssi [7].

Nejcastéjsi pricinou IR je obezita. Neni zcela jasné, jak presné obezita IR vyvolava.
Ptredpoklada se, ze IR vznikd plsobenim fady mechanismi (mitochondridlni dysfunkce,
pusobenim stresu na endoplazmatické retikulum, oxidac¢ni stres, zmény v lipidovém

metabolismu, hypoxie a dal$i). VétSina mechanismu je spojena s ektopickym ulozenim lipida
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a zanétem indukovanym obezitou. Pfi¢inou ektopického ukladani tuku je zvySena koncentrace
volnym mastnych kyselin (FFA) v plazmé. Akumulace lipidd (TG) a jejich metaboliti
(diacylglyceroly (DG), ceramidy, acylkoenzymy A s dlouhym fetézcem (LC-CoA)) uvniti
bunky narusuje pienos inzulinového signalu nékolika zptusoby (aktivace serin/threoninovych
kinaz, piisobenim stresu na endoplazmatické retikulum). Vysoké hladiny FFA mohou vyvolat
IR aktivaci zanétlivych drah v bunce. Zvysena sekrece prozanétlivych cytokini (TNFa (tumor
necrosis factor a), IL-1 (interleukin 1), IL-6 (interleukin 6)) a narust MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1) ma za nasledek pfisun makrofagi do mista zanétu [1, 4, 8].

V dnes$ni dobé predstavuje obezita spolecné s IR bézné zdravotni problémy. Obé
onemocnéni jsou ale zaroven rizikovymi faktory vzniku nejen DM2T, ale také dyslipidémie,
kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny (prsu, prostaty a tlust¢ho stfeva), hypertenze,

syndromu polycystickych vaje¢niki a spankové apnoe [9].

2.1.2 Adipokiny

Tukova tkédn neni jen mistem pro uloZeni energie, ale taky dilezitym endokrinnim
organem. Produkci latek souhrnné ozna¢ovanych jako adipokiny (adipocytokiny) tukova tkan
ovlivituje kardiovaskularni funkce, citlivost k inzulinu, zanétlivé reakce a funkci tukové tkané
samotné. Piehled adipokint, které maji vliv na citlivost k inzulinu, je uveden v Tabulce 2.
Uvolnéni prozanétlivych cytokinli, nadmérného mnozstvi FFA a ur€itych adipokint z tukové
tkan¢ podporuje syntézu toxickych lipidovych metabolit, narusuje metabolismus glukdzy

a syntézu svalového ATP (adenosintrifosfat) a méni signalizaci inzulinu [8, 10, 11].

Tabulka 2 Adipokiny ovlivityjici citlivost k inzulinu. Pfevzato a upraveno z [2,3].

Leptin TNF-a
Rezistin Interleukin 6
Adiponektin Visfatin
PAI-1 Adipsin
MCP-1 RBP-4

MCP-1 — monocyte chemoattractant protein 1, PAI-1 — plazminogen activator inhibitor 1, RBP-4 — retinol binding

protein 4, TNF-o — tumor necrosis factor o
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Leptin se syntetizuje zejména v tukové tkani. V jatrech, zaludku nebo svalu se tvofi
také, ale pouze v malém mnozstvi. Leptin plisobi na centrum sytosti v hypotalamu a ovliviiuje
tak pfijem potravy a vydej energie. Hladiny leptinu se zvysuji po jidle a u obéznich pacientt.
Vyssi koncentrace u obéznich pacientl jsou zpusobeny rezistenci k leptinu. Mechanismus
rezistence neni zcela jasny, ale zfejmé dochazi k defektim v signalizaci leptinu nebo jeho
transportu ptes hematoencefalickou bariéru. Neptiznivé piisobi leptin na f-bunky pankreatu.
Snizuje jejich schopnost uvoliiovat inzulin v reakci na hladiny glukézy v krvi. Naopak vzniku
IR bréni ve svalové tkani, kde vyvolava zvysSeni oxidace ulozenych TG, a v jatrech, kde snizuje
syntézu TG. Leptin také podporuje proliferaci a diferenciaci hematopoetickych bunék, u bunék
imunitniho systému méni produkci cytokint, stimuluje rist endotelovych bunék a urychluje
hojeni ran [11, 12].

Adiponektin je protizdnétlivy adipokin, ktery produkuji zralé adipocyty.
Ovlivituje metabolismu glukoézy, lipidd a spravnou funkci cév. Ma vyznamné inzulin-
buiiky a tlumi sekreci TNF-o a C-reaktivniho proteinu (CRP). V endotelu cév snizuje expresi
adhezivnich molekul, potlacuje produkei reaktivnich forem kysliku (ROS) a naopak zvySuje
tvorbu oxidu dusnatého (NO). V jatrech adiponektin zlepSuje citlivost k inzulinu zvySenim
oxidace mastnych kyselin (FA), snizenim pfijmu FFA a potlatenim glukoneogeneze.
Adiponektin v krevnim ob&hu cirkuluje ve vysokych koncentracich. Jeho expresi v tukové tkani
inhibuje TNF-o a IL-6. Snizena koncentrace adiponektinu negativné koreluje s koncentraci TG,
aterogennim indexem a sekreci apolipoproteinti B a E. Nizké hladiny adiponektinu jsou spojeny
s obezitou, IR, dyslipidémii, ischemickou chorobu srde¢ni nebo jaterni cirhézou [11, 13, 14].

TNF-a ptedstavuje dilezité propojeni mezi obezitou, zanétem a IR. U obéznich lidi se
jeho exprese zvysuje. TNF-a ovliviiuje genovou expresi v metabolicky diilezitych tkénich.
V tukové tkani potlacuje geny podilejici se na vychytavani a ukladani FFA a glukozy. Méni
také expresi fady latek vyluCovanych adipocyty. V jatrech potlacuje expresi genii pro oxidaci
FA a zvySuje expresi genl podilejicich se na de novo syntéze cholesterolu a FA. Nadprodukce
TNF-a vyvolava apoptozu B-bunck pankreatu. TNF-a pfimo porusSuje inzulinovou signalizaci
aktivaci serinovych kinaz, které fosforyluji substraty inzulinového receptoru a tim je inaktivuji.
Zaroven aktivaci lipolyzy a inhibici lipoproteinové lipazy (LPL) TNF-o zvySuje v ob&éhu
hladiny FFA [11, 15, 16].

IL-6 je prozanétlivy cytokin, ktery produkuji rizné typy bunék, vcetné bunck
imunitniho systému, fibroblasti, myocytii nebo bunék endotelu. Na rozdil od TNF-a se IL-6

vyskytuje v plazm¢é ve vysokych koncentracich, pfi¢emz asi jedna tfetina pochazi z tukové
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tkané. Expresi IL-6 ovliviiuje TNF-a. Uvadi se, ze u obéznich pacientll zvysuje jeho produkci
az 60x. Narast IL-6 v ob&hu vyvolava IR v perifernich tkénich tim, Ze snizuje expresi
komponent zapojenych v inzulinové signalizaci. Vysoké hladiny IL-6 snizuji sekreci
adiponektinu a zvysuji uvoliiovani FFA z tukové tkané. Produkce IL-6 muze byt snizena
konzumaci omega-3 nenasycenych mastnych kyselin jako je kyselina eikosapentaenova nebo

kyselina dokosahexaenova [7, 11, 12, 17].

2.1.3 Zanét

Obezita je spojena s mirnym stupném chronického zanétu. Zanétliva reakce zacina
v adipocytech, protoze tyto bunky jsou ovlivnény vznikem a vyvojem obezity jako prvni.
Pfi obezité¢ dochazi k vyraznym zménam v architektufe tukové tkané. ZvySuje se syntéza
bilkovin a lipidii. Vysoké pozadavky na endoplazmatické retikulum vedou k pietizeni jeho
funkéni kapacity. Pretizeni endoplazmatického retikula ma za nésledek aktivaci
serin/threoninovych kinaz, které vedou ke vzniku a rozvoji IR [18].

Serin/threoninové kindzy mohou byt aktivovany zanétlivymi nebo stresovymi podnéty.
Uplatiluji se vétSinou stejné kindzy jako u pfenosu signdlu v imunitnich reakci.
Mezi nejvyznamnéjsi kinazy patii: INK (c-Jun N-terminal kinase), IKK (inhibitor NF-«xB)
a PKC (proteinkinaza C). Pretizeni endoplazmatického retikula vyvolané cytokiny nebo FA
aktivuje JNK, kterd fosforylaci substratti inzulinového receptoru porusuje inzulinovou
signalizaci. Pfi obezité se aktivita JNK zvySuje v jatrech, svalovych bunikach a tukové tkani.
IKK a PKCO potlacuji uc¢inek inzulinu v zavislosti na mnoZstvi intracelularnich metabolit
lipida (DG, LC-CoA), které tyto kinazy aktivuji [16, 18].

U obéznich jedinct tukova tkan produkuje vyssi mnozstvi prozanétlivych adipokinti
jako je TNFa, MCP-1 nebo IL-1. Pfevaha téchto adipokint vede k infiltraci tukové tkané
makrofagy M1, které produkci prozanétlivych cytokint (IL-1, IL-6 TNFa) vedou ke vzniku

-----

makrofagy M2. Schéma pusobeni infiltrovanych makrofagti M1 zobrazuje Obrazek 1 na strané
21 [8].

Zanét hraje hlavni roli pfi rozvoji IR a vzniku DM2T. Abnormélné vysoké hladiny
riznych cytokinti, chemokinti nebo proteint akutni faze mohou byt indikatory progrese téchto
onemocnéni. Nej€astéj$im pouzivanym markerem pro hodnoceni systémového zanétu je CRP.
Tento protein akutni faze se tvofi v jatrech, leukocytech 1 tukové tkani v reakci na fadu podnétt,

zejména na zvySeni IL-6 a dalSich prozéanétlivych cytokinti. CRP neni spojen pouze s IR
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a DM2T. Vyuziva se kprognéze vyvoje hypertenze, metabolického syndromu nebo

kardiovaskularnich onemocnéni [15, 16, 19].

A Lean state B Obese state

o _

MCP-1
hyperphagia
lack of exercise =

\ R -
Adiponectin{

N—p IL-10T

normal adipocytes hypertrophied adipocytes insulin-sensitive tissues

Obrazek 1 Vznik IR pisobenim infiltrovanych makrofagti M1. Ptevzato z [4].

IL-6 — interleukin 6, IL-10 — interleukin 10, MCP-1 — monocyte chemoattractant protein 1, TNFa — tumor necrosis

factor o

2.2 Projevy inzulinové rezistence

U¢inky inzulinu na jednotlivé tkan€ a organy jsou rozdilné. Snizené pusobeni inzulinu
ma fadu projevu, které se 1isi v zavislost na fyziologické funkci piislusné tkdn¢ a organu.

Na ptisobeni inzulinu jsou nejvice zavisla jatra a svalova tkan [5].

2.2.1 Tukova tkan

Inzulin ma v tukové tkani fadu funkci. Stimuluje vychytavani glukézy, podporuje
prijem lipidt a syntézu TG. Inhibici hormon senzitivni lipazy inzulin potlacuje hydrolyzu TG
a uvolnovani FFA a glycerolu do ob¢hu. IR se v tukové tkani projevuje nedostateCnym
potlacenim lipolyzy, které ma za nasledek zvySeni FFA Vv krevnim ob¢hu. Nadmérna
koncentrace FFA vede k ektopickému ukladani tuku do mist jako jsou jatra, pankreas, cévni
sténa a dalsi tkan€. UloZeni tuku ve tkanich je pfi¢inou vzniku IR, protoze zpisobuje naruSeni
inzulinové signalizace. Prostiednictvim Toll-like receptortt FFA indikuji v tukovych bunkach

zanétlivé signaly, které piispivaji K potlaceni ptisobeni inzulinu [2, 10, 20].
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2.2.2 Svalova tkan

Hlavnim mistem inzulin-stimulovaného pfijmu glukdzy je kosterni svalovina. Ziskana
glukoza se ve svalu prevadi na glykogen nebo vstupuje do glykolyzy. K syntéze glykogenu se
vyuziva ptiblizné 75 % pfijaté glukozy. NaruSend syntéza glykogenu je jednim z nejcastéjSich
metabolickych defektli pozorovanych pfi IR. Inzulin za fyziologickych podminek ve svalu
podporuje syntézu glykogenu aktivaci glykogensyntazy. SoucCasné vyvolava zvyseni
vychytavani glukdzy z obéhu a potlacuje katabolismus proteint [21, 22].

Kosterni svaly vyuzivaji jako zdroj energie glukozu 1 FFA. Béhem hladovéni
predstavuji FFA hlavni zdroj energie. Kdyz se po jidle hladina glukézy a inzulinu zvysuje,
ve svalu stoupa vyuziti glukozy. Oxidace lipida se snizuje, protoze inzulin potlacuje lipolyzu a
hladiny cirkulujicich FFA klesaji. Zvysena koncentrace FFA v ob&hu zplisobena nedostate¢nou
inhibici lipolyzy v tukové tkani snizuje schopnost svalu vychytavat a oxidovat glukézu.
Nadmérny piijem FFA vede k hromadéni lipida uvnitt svalovych bunék a vzniku IR [23].

Pro vznik IR v kosterni svalu je klicovy obsah lipidovych metabolitt (LC-CoA, DG,
ceramidy). Citlivost Kk inzulinu mtze byt neporusena, i kdyz je koncentrace TG uvnitt
svalovych bunck zvySena. Tento stav je typicky pro sportovce. Pravidelné cviceni je spojeno
S narGstem poctu mitochondrii a jejich kapacitou pro oxidaci FA, ¢imz se zabrani akumulaci
DG a ceramidii. Kosterni svalovina je vyjimecna tim, Ze zvySenim fyzické aktivity se mtize IR
prekonat. Lipidové metabolity aktivuji ve svalovych buiikéch proteinové kinazy (PKC, IKKf,
JNK), které fosforylaci inzulinového receptoru a jeho substrat brani prenosu signalu. Zaroven
mohou proteinové kinazy ovlivnit tvorbu prozanétlivych cytokinll. Cytokiny, které maji vliv
na vyvoj IR ve svalech, pochazeji predevsim z tukové tkan¢ a jater, protoze na rozdil od tukové
tkané je pti IR v kosternim svalu infiltrace makrofagi velmi mala [1, 23, 24].

Nadbyte¢ny piijem FFA vyvolava ve svalové buiice de novo syntézu ceramidu.
Vhodnym substratem pro jejich syntézu je kyselina palmitova. Syntézu ceramidl indukuji
glukokortikoidy, TNFa, nebo nasycené mastné kyseliny (SFA). Hladiny ceramidd se zvysuji
pii obezité a jsou spojeny s nizsi oxidacni kapacitou mitochondrii. Ceramidy se také uplatiiu;ji
v zanétlivych reakcich, apoptdze nebo pii oxida¢nim stresu [20, 25].

Akumulace DG v burice je zptisobena nadmérnym piijmem FFA a zvySenou aktivitou
fosfolipazy C v disledku hyperglykémie. Vliv DG na pisobeni inzulinu miiZze byt ovlivnén
jejich slozenim a lokalizaci. Vzhledem k tomu, Ze neZadouci ucinky PKC jsou spojeny
S bunéénou membranou, je pravdépodobné, ze pouze DG umisténé v blizkosti membrany

mohou aktivovat PKC [26].
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Rostouci koncentrace FA ve svalovych buiikkdch vyvolava zvySeni exprese gent
pro B-oxidaci, které ale neni koordinovano s naslednym citratovym cyklem a transportem
elektronti. Vysledkem je pietizeni mitochondrii, ve kterych se hromadi vedlejsi produkty
nedokonalé [B-oxidace (acylkarnitin, ROS). Pietizeni mitochondrii muze vést k aktivaci
serinovych kindz, které brani translokaci gluk6zovych pfenasect. ROS piimo poskozuji
mitochondrie. Mohou také fungovat jako signdlni molekuly, které se podileji na aktivaci
proteinovych kinaz fosforylujici substraty inzulinového receptoru. IR je spojena také se
snizenou rychlosti syntézy ATP. Defekt v syntéze je zplisoben snizenim poctu mitochondrii
s normalni funkci. Jedinci s IR maji mitochondrie s fadou morfologickych abnormalit, které 1ze

snizenim hmotnosti a zvy$enou fyzickou aktivitou odstranit [23, 27, 28].

2.2.3 Jatra

Jatra jsou schopna vychytavat gluk6zu z obéhu zavisle 1 nezavisle na inzulinu. Pisobeni
inzulinu je ale nutné pro regulaci zde probihajicich metabolickych procest. Inzulin v jatrech
potlacuje tvorbu glukdzy a stimuluje syntézu glykogenu, lipidd a proteinti. Glukoneogeneze
Vv jatrech predstavuje pfiblizné 90% endogenni produkce glukézy a je rozhodujici
pro systémovou homeostazu glukézy. Tvorba glukozy v jatrech slouzi k udrZeni euglykémie
a jako palivo pro bunky (pfedev$im pro erytrocyty a neurony). V jatrech inzulin potlac¢enim
glukoneogeneze a zvySenim rychlosti syntézy glykogenu sniZzuje hodnotu glykémie. Inzulin
stimuluje syntézu glykogenu aktivaci glukokinadzy a glykogensyntdzy. Glukoneogeneze je
regulovana dostupnym mnozstvim substrati (glycerol), alostericky metabolity (acetylCoA)
a hormonélné (inzulin, glukagon, katecholaminy). Jaterni IR je stav, pfi kterém inzulin
nepotlacuje tvorbu glukozy a dale stimuluje lipogenezi. Vysledkem nedostate¢ného plisobeni
inzulinu je hyperglykémie, hyperlipidimie a jaterni steatdéza. Schopnost inzulinu tlumit
produkci glukoézy v jatrech je spojena s potlacenim lipolyzy v tukové tkani. Inhibici lipolyzy
inzulin omezuje dodavku glycerolu a FFA do jater [22, 29, 30].

Nadmérny piijem FA do jater podporuje tvorbu glukézy. FA slouzi jako zdroj energie
pro glukoneogenezi a zvySené mnozstvi acetylCoA vzniklého z FA aktivuje
pyruvatkarboxyldzu (viz Obrazek 2). Zarovei roste tvorba TG v disledku zvySeného piijmu,
esterifikace a de novo syntézy FA. Prekurzorem pro tvorbu FA je malonylCoA, ktery
v nadbytku inhibici karnitinpalmitoyltransferazy 1 snizuje p-oxidaci FA v mitochondriich.
B-oxidace je zaroveinl inhibovéana uc¢inkem inzulinu, ktery je pfi jaterni IR zachovan. LC-CoA
vzniklé z malonylCoA nepodléhaji tedy B-oxidaci, ale slouzi k syntéze TG. Snizeni oxidace FA

ma za nasledek hromadéni TG ale i dalSich lipidovych metabolitl, jako jsou ceramidy, DG
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a LC-CoA. Akumulace DG v jatrech aktivuje PKC, ktera fosforylaci inzulinového receptoru
vyvolava IR (viz Obrazek 2). Mechanismus spojujici ceramidy s IR v jatrech neni zcela jasny,
ale zvysSené hladiny ceramidi se vyskytuji spolecné s jaterni IR. Lipidy indukovana IR je
spojena se zanétem a jaterni steatozou. V reakci na zanétlivé cytokiny (TNFa, IL-6)
produkované tukovou tkani, se v jatrech zvySuje syntéza CRP, fibrinogenu nebo PAI-1

(inhibitor plazminogenového aktivatoru 1) [7, 22, 30, 31].

DAG
PKCe
Intrahepatic lipid
o) S—1Dac ar
T Intrahepatic lipid
Hepatic T Gluconeogenesis
insulin 4
resistance 1PC activity
4
1 T Acetyl-CoA
THGP .
< {

Muscle insulin |
resistance |
1/
/

T Intramyocellular lipid /

/ S ]

/‘/ '/

— TNEFA \ |
ﬂ ( T Glycerol ~Y |

\ —
/ \ i =
| A ———

Lipolysis /

\ /\_»_;‘ 7
\ i

\ e
-

— White adipose tissue

Obrazek 2 Schéma vzniku inzulinové rezistence vyvolané akumulaci lipidd. Pfevzato a upraveno z [5].
DAG - diacylglycerol, HGP — jaterni produkce glukézy, INSR — inzulinovy receptor, NEFA — neesterifikované
mastné kyseliny, PC — pyruvatkarboxylaza, PKCeg — proteinkinaza Ce, TAG — triacylglycerol

2.2.4 Endotel a cévy

Hyperinzulinémie, hyperglykémie a dyspilidémie doprovazejici IR naruSuji normalni
funkci cév a spolecné se podili na vzniku ateroskler6zy. Inzulin stimulaci tvorby NO piisobi
na cévy vazodilatacn€é. NO inhibuje agregaci krevnich desti¢ek, adhezi bunék a proliferaci
hladké svaloviny. Syntéza NO v endotelu probiha prostfednictvim eNOS (endotelovda NO
syntaza). Hyperglykémie snizuje tvorbu NO zvySenim produkce ROS, které degraduji eNOS.
Aktivita eNOS je snizena také plisobenim FFA a TNFa. Hyperglykémie spolu se zvySenym
oxida¢nim stresem jsou pficinou neenzymatické glykace proteinti i lipidi. Glykované proteiny
mohou vytvaret struktury oznacované jako AGE (Advanced Glycation End-products), které se

akumuluji v cévach a pfispivaji k rozvoji cévnich komplikaci. Vysoké hladiny AGE mohou
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Vv buiikdch endotelu vyvolat produkci zanétlivych cytokini a zvysit expresi adheznich molekul.
Glykace lipoproteinii s nizkou hustotou piimo souvisi se vznikem ateroskler6zy.
Hyperinzulinémie je spojena se zvySenou hladinou pro-koagulac¢nich faktort, jako je naptiklad
PAI-1 nebo fibrinogen [22, 32].

Zatimco jsou metabolické UCinky inzulinu v endotelu pfi IR poruseny, mitogenni
nikoliv. Proliferace hladké svaloviny v cévach spolu s nadmérnou produkei prozanétlivych
cytokini urychluje proces aterosklerdzy. Schéma vlivu jednotlivych slozek IR na vznik

aterosklerdzy zobrazuje Obrazek 3 [32].
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Obrazek 3 Vliv IR na vznik aterosklerdzy. Pfevzato a upraveno z [6].

CRP — C-reaktivni protein, FFA — volné mastné kyseliny, HDL — lipoprotein s vysokou hustotou, PAI-1 - inhibitor
plazminogenového inhibitoru 1, TG — triacylglycerol, TNFa — tumor necrosis factor o, VLDL — lipoprotein s velmi

nizkou hustotou

2.25 PB-buiiky

Hyperglykémie a dlouhodobé zvySené¢ hladiny FFA plsobi na B-builky toxicky.
Chronické hyperglykémie poskozuje gluk6ézou indukovanou sekreci inzulinu a sniZzuje expresi
inzulinového genu. Utinek FFA na funkci B-bundk zavisi na jejich chemické povaze,
koncentraci a dobé expozice. SFA poskozuji funkci B-buné€k, zvysuji fragmentaci DNA, sniZuji
glukozou stimulovanou sekreci inzulinu, proliferaci a zivotaschopnost B-bun¢k. Vétsina Gcinku

SFA je zprostfedkovana plisobenim ceramidll a generovanim ROS. Naopak nenasycené¢ FA
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piisobi protektivng. Uginky FA ovliviiuje hodnota glykémie. Pokud je koncentrace glukozy
v ob¢hu ve fyziologickém rozmezi, jsou zvySené hladiny FA v B-bunice snadno oxidovéany

a nevyvolavaji poskozeni [33, 34].

2.3 Diagnostika

Vv

clamp. Jedna se o metodu, ktera se pro svoji narocnost, vysokou cenu a mozna rizika pouziva
predevSim pro vyzkumné tucely. Provedeni testu spociva v konstantni aplikaci inzulinu,
za uCelem vzniku hyperinzulinémie. Zarovenn se podle aktualni hodnoty glykémie upravuje
rychlost infuze glukdzy, tak aby se dosahlo ustalené hodnoty glykémie. Poté se zmeii mnozstvi
spotiebované glukozy. Cim vyssi je spotieba glukozy k udrzeni stalé hodnoty glykémie, tim
vyssi je citlivost K inzulinu [5, 35].

Dal8i moZznosti, jak stanovit IR, je pouzit indexy citlivosti k inzulinu (HOMA-IR,
QUICK index, McAuley index a dalsi). K vypoctu indext je nutné znat koncentraci inzulinu,
glukozy, C-peptidu nebo TG v plazmé. Indexy se béZzné pouzivaji v epidemiologickych studiich
k piedpovédi vyvoje diabetu v populaci. V klinické praxi je jejich pouziti omezeno
nepfitomnosti referenénich hodnot pro normalni a sniZzenou citlivost k inzulinu. V praxi se
k diagnostice IR bézné pouziva stanoveni koncentrace inzulinu nalacno. Jedna se
0 jednoduchou metodu, ktera ale neni vhodn4 pro pacienty s exogenni aplikaci inzulinu.
U téchto pacientil se doporucuje stanovit mnozstvi C-peptidu. VySetteni C-peptidu slouzi jako
ukazatel sekrec¢ni funkce B-bun€k pankreatu. Soucasti diagnostiky IR jsou i dalsi vySetieni jako
je stanoveni glykémie (nala¢no, nahodné nebo v ramci oralniho gluk6zového toleran¢niho testu

(OGTT)), lipidového profilu, mnozstvi glykovaného hemoglobinu nebo hladiny CRP [5, 36].

2.4 Lécba

Citlivost k inzulinu lze ovlivnit redukci télesné hmotnosti, pravidelnou fyzickou
aktivitou a sloZenim stravy. I mirné ztrata hmotnosti (5-10%) zlepSuje citlivost k inzulinu, ma
pozitivni u¢inky na lipidovy metabolismu a sniZuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni.
Zvysena fyzicka aktivita ovliviiuje pozitivné také dyslipidemii a snizuje krevni tlak. Zmény
ve sloZeni stravy zahrnuji sniZeni pfijmu potravin bohatych na SFA, cholesterol a jednoduché
cukry. Naopak se doporucuje zvysit piisun nenasycenych FA, které vyrazne snizuji zanétlivé
parametry. Dilezité je také omezit konzumaci alkoholu a piestat koutit [37, 38].

I kdyz mé zména Zivotniho stylu velky vyznam, je u fady pacientl s IR nutné pouzit

farmakologickou lécbu. Latky, které ovliviiuji IR, tim ze zlepSuji €inek inzulinu v perifernich
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tkanich, se oznacuji jako inzulinové senzitizéry. Zastupcem této skupiny 1éka je metformin
a thiazolidindiony (TZD) [5].

TZD, téz oznacované jako glitazony, jsou peroralni antidiabetika, ktera zlepsuji citlivost
K inzulinu prostiednictvim PPAR-y (receptory aktivované peoxisomovym proliferatorem
gama). PPAR jsou jaderné transkrip¢ni faktory, které reguluji expresi fady genii podilejicich se
na metabolismus sacharidd, lipidi nebo zanétlivé reakci. TZD primarné piisobi v tukové tkané,
kde podporuji diferenciaci adipocytii a zvySuji tvorbu adiponektinu. Zaroven snizuji hladinu
FFA, zvysuji rezistenci LDL (lipoproteiny s nizkou hustotou) k oxidaci, vyvolavaji redistribuci
tukll z visceralni oblasti do subkutdnni, zpomaluji aterogenezi a maji protizanétlivé ucinky.
Ptestoze nejsou TZD urceny k 1é¢bé dyslipidemie, snizuji koncentraci TG a malych LDL ¢&astic
S vy$si hustotou. Zasadnim nezadoucim ucinkem TZD je nartst télesné hmotnosti a zadrzovani
tekutin [32, 38, 39].

Metformin priméarné pusobi v jatrech, kde vyvolava potlaceni glukoneogeneze. Piesny
molekularni mechanismus U¢inku je stile nejasny. Védci se domnivaji, Ze pusobi
na transkripéni faktory, které reguluji expresi glukogennich genii. Jind hypotéza piredpoklada,
ze metformin inhibici mitochondridlniho komplexu I vyvoldva inaktivaci klicového
glukogenniho enzymu fruktdzy-1,6bisfosfatazy. Ve svalové a tukové tkdni metformin stimulaci
glukozovych ptenaSe€ii podporuje transport glukozy do bunék. Lécba metforminem sniZzuje
riziko vzniku nadorovych a kardiovaskuldrnich onemocnéni. Metformin ma pozitivni G€inky
na metabolismus lipidQ a sacharidid, sniZuje télesnou hmotnost a zlepSuje funkci krevnich
desti¢ek. Minimalni denni davka metforminu je 500 mg, maximalni 3000 mg [30, 38].

Pokud farmakologicka lécba neni dostatecné Uc€inna, je mozné vyuzit chirurgické
zakroky na travicim traktu. Jedna se o invazivni vykony, které slouzi k dlouhodobému snizeni
télesné hmotnosti. Po zdkroku u pacienti dochazi také ke zlepSeni IR, a to uz béhem nékolika
dnt az tydnl. V bariatrické chirurgii se provadi dva typy vykoni: restrikéni a malasorp¢ni.
V Ceské republice je vice nez 90 % vykont restrikénich, které jsou zaloZené na omezeném
pfijmu potravy. Bariatricka chirurgickd 1écba by v budoucnu mohla byt moZnosti, jak trvale

nebo alespon dlouhodobé¢ eliminovat IR [5].
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3 DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus je metabolické onemocnéni projevujici se hyperglykémii v dasledku
poruchy sekrece a/nebo ucinku inzulinu. Nedostate¢né ptisobeni inzulinu na cilové tkané vede
k abnormalitim v metabolismu sacharidu, lipida a proteinti. Vysoké hodnoty glykémie se
projevuji nejprve nespecifickymi piiznaky (slabost, inava, Zizen, ¢astéj$i moceni), které mohou
Dlouhotrvajici diabetes je spojen s fadou komplikaci, zejména S postizenim cév (neuropatie,
retinopatie, nefropatie). Hlavni pfi¢inou mortality u diabetikii jsou makrovaskularni
onemocnéni [40].

Pfi¢iny vzniku diabetes mellitus jsou rizné. Uplatiuji se genetické vlivy
I enviromentalni. Rozdé€leni diabetes mellitus do jednotlivych kategorii dle etiologie je uvedeno

v Tabulce 3.

Tabulka 3 Rozd¢€leni diabetes mellitus dle etiologie [7].

Diabetes mellitus 1. typu  zptsobeny  destrukci  B-bun€k, obvykle vedouci

k absolutnimu nedostatku inzulinu

Diabetes mellitus 2. typu  vznika v dusledku postupné ztraty sekrece inzulinu

na pozadi inzulinové rezistence

Gestacni diabetes mellitus diabetes diagnostikovany v druhém nebo tfetim trimestru

t€hotenstvi

ostatni specifické typy diabetu souvisejici s jinymi poruchami, syndromy a stavy

Zékladnim kritériem pro diagnostiku diabetes mellitus je stanoveni koncentrace glukozy
Vv Krvi (nalacno, prilezitostné béhem dne nebo 2 hodiny po OGTT). O diabetes mellitus se jedna
Vv ptipadé, Zze hladina glukézy v krvi piesahne nalaéno 7 mmol/l nebo je 2 hodiny po OGTT
a kdykoliv béhem dne vyssi nez 11mmol/l. K potvrzeni diagndzy se miiZze stanovit i hladina
glykovaného hemoglobinu HbAlc. Déale mohou byt provedeny testy na sekreci inzulinu, IR
a analyza autoprotilatek a HLA antigeni. Kromé téchto vysetfeni jsou dulezité i informace

0 rodinné anamnéze, télesné hmotnosti, lipidovém profilu a hodnoté krevniho tlaku [40].
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3.1 Diabetes mellitus 2. typu

DM2T diive oznacovany jako non-inzulin dependentni je nejcastéjsi formou diabetes
mellitus, ktera se obvykle projevuje ve stiednim véku. V poslednich letech v disledku obezity
vSak stoupa vyskyt diabetu u déti a dospivajicich. Jedna se o heterogenni onemocnéni, jehoz
zakladem je IR. Samotnd IR vsSak ke vzniku DM2T nevede. K rozvoji DM2T dochazi
az pti nedostatecné sekreci inzulinu, kterd je zptisobena snizenou funkci a poctem B-bunék
pankreatu. Béhem IR dochazi k poSkozeni B-bunék dlouhotrvajicim piisobenim vysokych
hladin FFA a glukézy [3, 41].

V soucasnosti se pocet diabetikl 2. typu rapidné zvySuje. Nartist onemocnéni je spojen
predevsim se zménou zivotniho stylu (nedostatek fyzické aktivity, nadmérnd konzumace
potravin s vysokym obsahem tuku, koufeni, vys$§i spotfeba alkoholu). Vznik DM2T je
vysledkem spole¢ného piisobeni genetickych a enviromentalnich faktori. Obezita a nadvaha
JSOu necastéjsi pri¢inou, protoze piimo souvisi se vznikem a rozvojem IR a progresi DM2T.
Mezi dalsi rizikové faktory patii hypertenze, dyslipidémie, rostouci vék, rodinna anamnéza
a fada dalsich faktort. ZvySené riziko vzniku DM2T maji Zeny s diagnostikovanym gestaénim
diabetes mellitus [42].

DM2T je charakterizovan hyperglykémii a zvySenou hladinou FFA. Vyskyt DM2T je
spojen sftadou abnormalit jako je centralni obezita, dyslipidémie, hyperinzulinémie,
hypertenze, zvySeni zanétlivych markerd, vaskularni abnormality, sniZzeni koncentrace
adiponektinu v ob&hu a zhorseni fibrinolyzy. Souhrnné se tato skupina abnormalit oznacuje
jako syndrom inzulinové rezistence (metabolicky syndrom) [2].

ProtoZe vétSina diabetikll 2. typu mé nadvahu nebo obezitu, primarnim cilem 1écby je
sniZit jejich télesnou hmotnost. Zasahy do Zivotniho stylu mohou u rizikovych jedinct zabranit
nebo alespont zpomalit vznik DM2T. V dnes$ni dobé se u nové diagnostikovanych pacienti
s DM2T soucasné s upravou zivotniho stylu zahajuje 1é¢ba farmakologicka. Lékem prvni volby
je metformin. Jedna se o peroralni antidiabetikum, které patii to skupiny 1€kt zvySujici citlivost
K inzulinu v perifernich tkanich. Druhou skupinu antidiabetik tvoii 1éky zvysujici sekreci
inzulinu. Piehled jednotlivych antidiabetik a jejich vlastnosti je popsan v Tabulce 4 na strané
30. Dale se 1é¢bé k DM2T mohou pouzit inkretiny nebo jejich analoga. Zkoumaji se také latky,
které by ptisobenim na inzulinové receptory zvysily jeho uc¢inek a sekreci. Tato skupina 1€k se
oznacuje jako inzulinova mimetika. Na nova antidiabetika je kladena fada pozadavki. Léky by
mély redukovat télesnou hmotnost, pozitivné ovlivnit hladiny lipid, snizit krevni tlak

a mnozstvi glykovaného hemoglobinu a zaroven byt pro pacienta bezpecné [42, 43, 44].
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Tabulka 4 Piehled antidiabetik a jejich vlastnosti [8, 9, 10].

Metformin

inhibuje glukoneogenezi

podporuje transport glukozy do svalovych a tukovych bunék

nepiimo zlepsuje funkci B-bunék pankreatu

Thiazolidindiony
(glitazony)

podporuji diferenciaci adipocytl

zvySuji produkei adiponektinu

snizuji lipolyzu

ovliviuji zanétlivé procesy v cévni sténé

Derivaty sulfonylurey

zvySenim obsahu vapniku B-bunkach stimuluji sekreci inzulinu

potlacuji uvoliovani glukozy z jater

pfi glykémie >15mmol/l ztraci ucinek

Derivaty meglitinidi

(glinidy)

stimuluji sekreci inzulinu

rychly nastup Uc¢inku ale piisobi kratce

Inhibitory DPP-4
(gliptiny)

prodluzuji Géinek endogennich inkretinti (GLP-1)

zvySuji tvorbu inzulinu pouze pfi hyperglykémii

sniZuji jaterni glukoneogenezi

Inhibitory
a-glukosidazy

zpomaluji Stépeni a resorpci sacharidi ve stieve

pusobi pouze lokalné

Casto se pouzivaji pouze jako doplikova lécba

Analoga GLP-1

ucinky odpovidaji GLP-1: snizuji glykemii, glykovany
hemoglobin, FFA, hmotnost, chut k jidlu a sekreci glukagonu

maji pfiznivy u¢inek na B-buiky

podavaji se injekcné

Inhibitory SGLT-2
(glifloziny)

blokuji v ledvinach zpétné vychytavani glukdzy

vyvolavaji sniZeni krevniho tlaku, mnozstvi glykovaného

hemoglobinu a té€lesné hmotnosti

DPP-4 — dipeptidyl-peptidaza 4, GLP-1 — glukagonu podobny peptid 1, FFA — volné mastné kyseliny
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4 LIPIDY

Lipidy jsou velkd a heterogenni skupina biologickych latek, které jsou obecné
hydrofobni povahy. Snadno se rozpoustéji v organickych rozpoustédlech, jako je methanol,
aceton, benzen nebo chloroform. Lipidy lze rozdélit dle fady kritérii. Nejcasteji pouzivané
déleni je na jednoduché a slozené. Jednoduché lipidy jsou tvofeny pouze vyS$i mastnou
kyselinou a alkoholem, slozené lipidy pak obsahuji navic jesté dalsi slozku (sacharidovou,
fostatovou nebo proteinovou). Pro lidsky organismus piedstavuji lipidy dulezity zdroj energie.
Jejich ulozeni v tukové tkani slouzi zaroven jako mechanicka a tepelna izolace. Lipidy jsou také
soucasti buné¢nych struktur, pfedev§im membran. Nékteré typy lipidi a latek z nich
odvozenych slouzi v téle jako hormony, mediatory nebo druzi poslové. Lipidy jsou dilezitou
sloZzkou potravy nejen pro svou vysokou energetickou hodnotu, ale slouzi také jako zdroj
esencialnich FA a vitamini rozpustnych v tucich. Naruseni nebo nerovnovaha metabolismu

lipidi muze vést k fadé onemocnéni jako je aterosklerdza, jaterni steatdoza nebo diabetes

mellitus [45].

4.1 Fyziologicky vyznamné lipidy
4.1.1 Fosfolipidy

Jednda se o skupinu slozenych lipidd. Hlavni tfidu fosfolipidd (PL) tvofi
glycerolfosfolipidy. Jejich zakladem je kyselina fosfatidova (1,2-diacylglycerol-3-fosfat).
Hydroxylové skupiny glycerolu jsou esterifikovany FA s dlouhym fetézem (16-20 atomu
uhliku). Retézec pfipojeny na prvni uhlik glycerolu je obvykle nasyceny, na druhém uhliku
nenasyceny. PL jsou hlavni sloZkou bunéénych membran. Rozdily v délce a sytosti navazanych
FA ovliviluji tekutost membrany, propustnost iontli a vazbu k inzulinovému receptoru.
V membranach je hydrofobni ¢ast molekuly (fetézce FA) spojena s jinymi nepolarnimi ¢astmi
membrany (glykolipidy, proteiny, cholesterol). Zatimco hydrofilni ¢ast (fosfatova hlava)
sméfuje ven a umoznuje tak komunikaci mezi extra- a intracelularnim prostorem. Struktura PL
je znazornéna na Obrazku 4 na strané¢ 32. Kromé& toho, Ze PL slouzi jako hlavni slozka
bunécnych membran, podileji se 1 na ptenosu signalu v bunice. Plisobenim fosfolipaz spojenych
s membranou vznikaji z PL druzi poslové (DG, lyzofosfolipidy, FFA), které¢ mohou v burce

regulovat fadu funkci [6, 32, 46].
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Kyselina fosfatidova je nejjednodussim fosfolipidem a slouZzi jako prekurzor. Fosfatova
skupina na tfetim uhliku glycerolu je esterifikovan alkoholem. Podle typu navazaného
substituentu na  fosfat rozliSujeme: fosfatidylserin,  fosfatidylcholin  (lecithin),

fosfatidylethanolamin (cephalin) a fosfatidylinisitiol [6].

—— Fosfat

—— Glycerol

Hydrofilni hlava

Nasycena mastna
kyselina

Nenasycena mastna
kyselina

Hydrofébni ocas

Obrazek 4 Struktura fosfolipidu. P¥evzato a upraveno z [11].

SloZeni FA obsaZenych v membranovych PL ovliviiuje i t€inek inzulinu. Vyssi vyskyt
SFA, jako je kyselina stearova nebo kyselina palmitova, ma pozitivni korelaci s IR. Naopak

pfitomnost nenasycenych FA puisobi protektivné [47].

4.1.2 Triacylglyceroly

TG jsou estery glycerolu a vySsich FA. Esterifikaci FA ztraceji naboj a vznikly tuk je
neutralni. Hydroxylové skupiny glycerolu nemusi byt esterifikovany vSechny. Pfipojenim
pouze jedné FA vznikaji monoacylglyceroly, dvou DG. U TG nejsou vétsinou esterifikované
FA stejné. Na prvni uhlik glycerolu se vaze kyselina nasycend, na druhy nenasycena. FA
na tretim uhliku maze byt libovolnd. Mezi nej€astéji zastoupené FA patii kyselina palmitova,
kyselina stearova, kyselina olejova nebo kyselina linolova. Délka FA a pocet dvojnych vazeb
v fetézci ovliviuje teplotu tani. Cim kratsi je FA a &im vyssi poet dvojnych vazeb ma, tim je
teplota tani niz8i. Pokud jsou TG pfi pokojové teploté kapalné oznacuji se jako oleje. V piipade,

ze jsou tuhé, nazyvaji se tuky. TG jsou nepolarni a hydrofobni latky. Hydrolyzou TG lipazami
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vznika glycerol a FFA, které slouzi jako zdroj energie nebo se skladuji ve form¢ TG
[6, 45, 48].

Tvorba TG probihda v tukové tkani a jatrech. V tukové tkani jsou TG uloZeny
Vv cytoplazmé ve formé kapek. Takto ulozené piedstavuji hlavni zasobarnu energie. Tukové
kapky v hnédych adipocytech slouzi také jako zdroj tepla. V jatrech je za fyziologickych
podminek uloZeno jen malé mnozstvi TG. VétSina produkovanych TG tvoifi spolecné
s apolipoproteiny a dalSimi lipidy lipoproteinové Castice, které jsou vyluCovany z jater ptfimo

do krve [6].

4.1.3 Mastné kyseliny

FA jsou karboxylové kyseliny, které se v téle vyskytuji ve formé esterifikované (TG,
PL, estery cholesterolu) i neesterifikované (volné). V krevnim obé&hu jsou estery FA soucasti
lipoproteint, FFA jsou transportovany ve spojeni s alouminem. FFA piedstavuji pouze malou
¢ast zcelkového mnozstvi FA. Ke zvySeni hladin FFA dochazi piihladovéni nebo
patologickych stavech. Hlavnim zdrojem FFA je tukova tkan. FA jsou zde ulozeny ve formé
TG. Lipolyzou dochazi k jejich uvolnéni do krevniho b&hu. Dysregulace lipolyzy mize vést
K metabolickym abnormalitam jako je naptiklad DM, kardiovaskularni onemocnéni nebo
jaterni steatdza. Snizena lipolyticka aktivita ptispiva k akumulaci TG v tukové tkani. Naopak
nadmérna lipolyza vede k uvolnéni nadbyte¢ného mnozstvi FA do obéhu. Pokud jsou vysoké
hladiny FFA v plazmé dlouhodobé, dochazi k ektopickému ukladani TG do tkani [6, 43, 49,
50].

Lipolyza je regulovana hormonalné. Inzulin inhibuje hormon senzitivni lipadzu
pfitomnou v tukové tkani. Naopak mezi aktivatory lipolyzy patii glukagon, adrenalin,
noradrenalin, rtstovy hormon, glukokortikoidy nebo hormony §titné zlazy. Lipolyza je také
ovlivilovana hormony tukové tkan¢ [48].

FA l1ze rozdélit do skupin podle délky fetézce, polohy a poctu dvojnych vazeb nebo
puvodu. Podle poctu dvojnych vazeb v fetézci se FA d€li na nasycené (neobsahuji dvojnou
vazbu), mononenasycené (maji jednu dvojnou vazbu) a polynenasycené (maji vice nez jednu
dvojnou vazby). VétSina v téle pfitomnych nenasycenych FA ma dvojnou vazbu v Cis-
konfiguraci. Nenasycené FA lze rozd¢lit také podle polohy dvojné vazby od koncového uhliku.
Pro ¢islovani od konce uhlovodikového fetézce se pouziva predpona omega. V lidském téle
jsou nejvice zastoupeny nasycené a mononenasycené FA se sudym poctem uhlikl v fetézci.

Nejdelsi FA obsahujici vice nez 22 atomt uhliku jsou pfitomné v mozku [6, 46, 48].
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Mnozstvi SFA ve stravé se v souCasnosti neustale zvySuje. Hlavnimi zdroji SFA jsou
zivocisné produkty, jako je maslo, sadlo nebo kravské mléko. SFA jsou piitomné také
v rostlinnych produktech jako je Cokolada, kakaové maslo ¢i kokosovy a palmovy olej.
Nadmérna spotfeba SFA je pozitivné spojena s vysokou hladinou cholesterolu, zvySenym
rizikem kardiovaskuldrnich onemocnéni, s IR a fadou dalSich onemocnéni. Mezi nejcastéji
zastoupen¢ SFA patii kyselina myristovd (C14:0), kyselina palmitova (C16:0) a kyselina
stearova (C18:0). Syntéza téchto kyselin je stimulovana zvySenym piijmem sacharid
a alkoholu. SFA, pfedevSim kyselina palmitova a stearova, pusobi toxicky na B-bunky
pankreatu, kde aktivuji expresi zanétlivych cytokind a adheznich molekul. Snizenim pfijmu
SFA ¢i jejich nahrazenim se citlivost K inzulinu vyrazné zlepsSuje [6, 51, 52].

Zdrojem nenasycenych FA jsou rostlinné oleje a ryby. Mezi bézné piitomné
mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) ve stravé patii kyselina olejova (C18:1,n-9)
a kyselina palmitoolejova (C16:1,n-7). MUFA snizuji hladinu cholesterolu, krevni tlak, zlepsuji
funkci B-bun¢k a maji pozitivni vliv na IR. Nahrazeni SFA ve stravé za MUFA zlepSuje
citlivost na inzulin [6, 53].

Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) také zlepSuji citlivost k inzulinu, a to
vyraznéji néz MUFA. Vysoky obsah PUFA (pfedevsim omega-3) ve strave inhibuje v jatrech
expresi lipogennich gent, stimuluje oxidaci FA a zlepSuje tak IR. Mezi zastupce omega-3
mastnych kyselin patfi kyselina eikosapentaenova (C20:5,w-3), kyselina dokosahexaenova
(C22:6,w-3) nebo kyselina a-linolenova (C18:3,w-3). Omega-3 mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem maji protizdnétlivé U€inky a chrani organismus pred vznikem kardiovaskularnich
chorob fadou mechanismu: snizuji agregaci trombocytd, inhibuji interakce leukocyt-endotel
asnizuji syntézu prozanétlivych cytokinti. Prestoze jsou vyssi hladiny celkovych PUFA
spojeny niz§im rizikem diabetu, neni zcela objasnén vztah omega-6 mastnych a diabetu.
Zastupem omega-6 mastnych kyselin je kyselina linolova (C18:2, w-6), kterd ma antiaterogenni
vlastnosti. Mezi potraviny bohaté na kyselinu linolovou patii ofechy, olivy, avokado a s6jové
boby. Kyselina linolova a kyselina a-linolenova jsou esencialni MK, které organismus
potiebuje pro svoji spravnou funkci [6, 46, 54].

Ve vétsin€ nenasycenych FA je dvojna vazba v poloze cis. Zdrojem trans-nenasycenych
FA jsou hydrogenované rostlinné oleje, suSenky, a predev§im smazené potraviny. Nejcastéji
jsou ve stravé pfitomné trans izomery kyseliny elaidové a vakcenové. Trans-nenasycené FA se

svymi vlastnostmi podobaji SFA. Zvysuji hladiny cholesterolu, podileji se na vzniku a rozvoji
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IR a zvysSuji riziko kardiovaskularnich onemocnéni. ZhorSeny ucinek inzulinu je spojen

s peroxidaci lipidi a indukovanym zanétem [6, 46, 51].

4.1.4 Cholesterol

Cholesterol je vyznamny zivocCisny steroidni alkohol. Jednd se o hydrofobni latku
sloZzenou ze steroidniho jadra, ke kterému je navazan osmiclenny uhlovodikovy fetézec.
Cholesterol je nenasyceny alkohol s polohou dvojné vazby mezi C5-C6 a hydroxylovou
skupinou na C3. V plazmé se cholesterol vyskytuje vétSinou ve formé esteru s FA. Strukturu
cholesterolu a jeho esteru zobrazuje Obrazek 5. Protoze je cholesterol hydrofobni latka, je
Vv plazmé¢ transportovan jako soucast lipoproteinovych ¢astic. Cholesterol se v téle vyskytuje
ve vSech tkanich a ma fadu funkci. Je vyznamnou slozkou bunéénych membran, slouzi jako

prekurzor pro tvorbu zlu¢ovych kyselin, steroidnich hormont a vitaminu D [6, 46].

Hydrocarbon "tail"
-~ - ~,
a9 22 24 o7

nucleus l o : :

Steroid

Cholesteryl ester

Cholesterol

Obrazek 5 Struktura cholesterolu a cholesteryl esteru. Pfevzato a upraveno z [12].

V téle piitomny cholesterol pochazi jak zendogennich (syntéza de novo), tak
I Z exogennich (absorpce cholesterolu ze stravy a zlucovych cest) zdroji. Syntéza cholesterolu
muze probihat ve vSech tkanich téla. V jatrech, kife nadledvin a reprodukénich tkanich je
tvorba cholesterolu nejvyssi. Hlavnim kontrolnim bodem syntézy cholesterolu je enzym
hydroxymehtylglutaryl-koenzymA reduktasa. Inzulin a thyroxin vyvolavaji zvySeni exprese
tohoto enzymu, glukagon a glukokortikoidy pisobi opa¢né. Jatra hraji dileZitou roli v regulaci
hladiny cholesterolu. Nerovnovaha mtize vést ke zvySeni hladin cirkulujiciho cholesterolu
a naslednému ukladani v tkanich, zejména v endotelu cév. Hromadéni cholesterolu v jatrech je
spojeno s IR. Vysoké hladiny inzulinu dysreguluji jaterni jaderné receptory podilejici se
na biotransformaci cholesterolu. Vysledkem je zvysend apoptéza hepatocytii, akumulace

makrofagu a fibroza jater [6, 55, 56].
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U jedinct s obezitou, IR nebo DM2T dochazi ke zvyseni syntézy cholesterolu, zatimco
jeho absorpce se snizuje. ZvySena tvorba cholesterolu vyplyva z rostouci syntézy lipoproteinii
s velmi nizkou hustotou (VLDL), ktera je zpusobena nadmérnym uvolfiovanim FA z inzulin
rezistentnich tukovych bun¢k. Zména v syntéze nebo absorpci cholesterolu mize mit vliv
na ucinnost inzulinu. Inhibitory syntézy cholesterolu statiny snizuji hladiny TG a cholesterolu
V plazmé a zaroven i zesiluji uc¢inek inzulinu. Redukce télesné hmotnosti u obéznich pacientti
DM2T nejenze zlepsi citlivost k inzulinu, ale vede také ke zvySeni absorpce cholesterolu
[57, 58].

4.2 Transport lipida

Lipidy jsou v plazm¢ transportovany v komplexu s proteiny. Lipoproteinové castice
maji rozmanité slozeni, velikost, hustotu a misto pivodu. Skladaji se obecné z hydrofobniho
lipidového jadra (TG, estery cholesterolu) a fosfolipidového obalu obsahujici cholesterol

a apolipoproteiny. Struktura lipoproteinu s vysokou hustotou (HDL) je zobrazena na Obrazku 6

[6].

Apo E

Apo A-l \

Fosfolipid

Ester cholesterolu

cholesterol

("volny")
Triacylglyceroly

Apo A-l Apo C

Obrazek 6 Struktura lipoproteinové ¢astice s vysokou hustotou. Pievzato a upraveno z [13].
Apo C- apolipoprotein C, ApoA-I — apolipoprotein A-1, ApoA-I1 — apolipoprotein A-11,
ApoE — apolipoprotein E
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Proteiny pritomné v lipoproteinovych ¢asticich se oznacuji jako apolipoproteiny (Apo)
a maji fadu funkci. Jsou nutné pro sestaveni, strukturu a sekreci lipoproteinu. Slouzi také jako
aktivatory dualezitych enzyma v metabolismu lipoproteinu a jako rozpoznavaci mista

pro povrchové buné¢né receptory. Hlavni Apo a jejich rozdéleni je popsano v Tabulce 5 [59].

Tabulka 5 Rozdé&leni apolipoproteind. Pievzato a upraveno z [14].

Apolipoprotein Misto syntézy Funkce
strukturalni
ApoA | jatra, sttevo
aktivator LCAT
ApoA Il jatra strukturalni
ApoB 48 stfevo strukturalni
) strukturalni
ApoB 100 jatra :
ligand pro LDL receptor
ApoC Il jatra aktivator LPL
ApoC Il jatra inhibitor LPL
ApoE jatra ligand pro LDL receptor

LCAT - lecithin-cholesterol acyltransferaza, LPL — lipoproteinova lipaza, LDL — low density lipoprotein
Lipoproteiny se klasifikuji nejcastéji podle hustoty a to do 5 skupin na: chylomikrony,
VLDL, IDL (lipoproteiny se stiedni hustotou), LDL a HDL. Slozeni a velikost jednotlivych t¥id

lipoproteint jsou zobrazeny v Tabulce 6 [59].

Tabulka 6 Rozdéleni lipoproteint. Pievzato a upraveno z [15, 16].

MnozZstvi
) ) Hustota Charakteristické Hlavni
Lipoprotein ) ) proteinii o
(g.cm™) apolipoproteiny lipid
(%)

Chylomikrony <0,95 A-1, B-48, C-I1, C-IlI, E 1-2 TG
VLDL 0,950 — 1,006 B-100, C-I11I, C-II, E 7-10 TG
IDL 1,006 — 1,019 B-100, C-IlI, E 10-12 TG

LDL 1,019 -1,063 B-100 20-22 EC
HDL 1,063 - 1,210 A-1, A-ll, C-lIIL E 44-55 PL

TG — triacylglyceroly, EC — estery cholesterolu, PL — fosfolipidy
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4.2.1 Chylomikrony

Po jidle dochazi v enterocytech k tvorbé chylomikront, které maji nejmensi hustotu
anejvetsi velikost ze vSech lipoproteint. Jejich funkci je transportovat lipidy ze stravy
do perifernich tkani. Vzniklé ¢astice se vylucuji do lymfatického systému a nasledné vstupuji
do krevniho ob¢hu. V krvi chylomikrony pfijimaji od HDL nezbytné apolipoproteiny (ApoE,
ApoC-IlI, ApoC-I1l). V kapilarach predevsim tukové a svalové tkané reaguji chylomikrony
s ptitomnou LPL, ktera hydrolyzuje TG na FFA a glycerol. Pro aktivitu LPL je dulezita
rovnovaha mezi ApoC-Il a ApoC-III, protoze ApoC-III enzym inhibuje. Uvolnéné FA mohou
byt pouzity jako zdroj energie, v tukovych bunkéch ulozeny ve formé TG nebo jsou ve vazbé
s albuminem transportovany do jater. Glycerol se dale vyuziva v jatrech k syntéze fady latek.
Chylomikrony se ¢innosti LPL postupné zmensuji. HDL piedavaji ApoC-I1 a ApoC-I1l1. Zbytky
chylomikront jsou odstranény z obéhu hepatocyty. Piijem zbytki chylomikroni zahrnuje
vazbu na LDL receptor, LRP receptor (LDL-related receptor protein), jaterni lipazu (HL)
a proteoglykany na povrchu bun¢k. Metabolismus chylomikronti je zndzornén na Obrazku 7

[6, 32, 59, 60].

Dietary TG

Nascent
chylomicron

Lymphatics
i > TG Chylomicron

A W
. Extrahepatic

tissues
LDL

(apo B-100, E)

Small
intestine

» Fatty acids

Chylomicron Glycerol
remnant

Obrazek 7 Metabolismus chylomikronu. Pievzato z [17].

HDL - lipoprotein svysokou hustotou; A, ApoA - apolipoprotein A; C, ApoC - apolipoprotein C;
E, ApoE — apolipoprotein E; B-48 — apolipoprotein B-48; TG — triacylglycerol; C — cholesterol a estery

cholesterolu; P — fosfolipidy; HL — jaterni lipaza; LRP — protein asociovany s LDL receptorem
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Pii IR a DM2T vznikaji v metabolismu chylomikroni zmény. ZvySena hladina
cirkulujicich lipidii po jidle je charakteristickym znakem dysplipidémie doprovazejici IR. Vyssi
produkce ApoB-48 ale nebyla u lidi prokazana. Diabetici 2. typu maji pomalejsi odbouravani
chylomikrond, protoze nadmérny pifisun FA do jater vyvolany IR v periferii zpusobuje
zvySenou sekreci VLDL. Chylomikrony soutézi s VLDL o lipolyzu zprostfedkovanou LPL.
Cinnost LPL je regulovéna inzulinem na mnoha urovnich. Inzulin pifimo ovliviiuje tvorbu
apolipoproteinti v jatrech. Rezistence na inzulin je spojena s nadprodukci ApoC-III, ktery
inhibuje LPL a vychytavani lipoproteinti prostiednictvim LRP receptoru. Také tvorba ApoB je
v jatrech pfi IR zvySena. Pro odbouravani zbytkti chylomikrond je dilezita HL a LDL receptory.
Zvysend hladina HL je pfitomnd u inzulin rezistentnich stavl a pfispiva k nizkym hladinam
HDL. Genova exprese LDL receptorii je regulovdna inzulinem. Rezistence k inzulinu je

spojena se snizenim poctu téchto receptord [60, 61].

4.2.2 Metabolismus VLDL

Tvorba VLDL ¢astic probiha v hepatocytech. Funkci VLDL je ptenaset TG z jater
do perifernich tkani. V krevnim obéhu VLDL ziskavaji od HDL dulezité apolipoproteiny
(ApoE a ApoC). Zaroven dochazi mezi VLDL a HDL k pfenosu lipidovych slozek
prostifednictvim CETP (cholesterylester transfer protein). VLDL vymeénuji TG za estery
cholesterolu. Pisobenim LPL jsou TG ve VLDL hydrolyzovany. Lipolyzou dochazi k tvorbé
mensich ¢astic s vyssi hustotou oznacovanych jako IDL. Prostfednictvim ApoE mohou byt IDL
pfijimany jatry nebo dale podléhaji lipolyze za vzniku LDL. Hlavni funkci LDL je pfinaSet
cholesterol perifernim tkdnim, a to prostfednictvim ApoB-100, ktery rozpoznavaji LDL
receptory na povrchu bunék. Kompletni metabolismus VLDL je zobrazen na Obrazku 8
na stran¢ 40 [6, 32, 60].

Sekrece VLDL zavisi na dostupnosti TG v jatrech. Zdrojem TG a slozek pro jejich
tvorbu jsou zbytky chylomikronli, FA vazané s albuminem a FA v jatrech syntetizované
de novo. IR v tukové tkani zpasobuje vysSSi pfisun FA do jater, které pusobi stimulacné
na tvorbu TG. Zaroven je také snizena efektivita lipolyzy TG, protoZe pfi IR se zvySuje sekrece
ApoC-III a mirn€ snizuje aktivita LPL. Jatra tak odstraiuji zbytky chylomikront s vy$Sim
obsahem TG. Piijem nadbyte¢ného mnozstvi TG a FA jatra kompenzuji vyssi sekreci VLDL.
Rovnovaha mezi pfijmem a vydejem lipidd je vSak brzy poruSena a lipidy se zacinaji v jatrech
ukladat. Akumulace tuku v jatrech vede ke vzniku jaterni steatézy. Jedna se o metabolické

onemocnéni, které se Casto vyskytuje spoleéné s obezitou nebo DM2T [6, 60, 61].
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Obrazek 8 Metabolismus VLDL. Pfevzato a upraveno z [17].

HDL — lipoprotein s vysokou hustotou; VLDL — lipoprotein s velmi nizkou hustotou, IDL — lipoprotein se stiedni
hustotou, LDL — lipoprotein s nizkou hustotou, A, ApoA — apolipoprotein A; C, ApoC — apolipoprotein C;
E, ApoE - apolipoprotein E; B-100 — apolipoprotein B-100; TG — triacylglycerol; C — cholesterol a estery
cholesterolu; P — fosfolipidy

Zvysena hladina VLDL v ob&hu podporuje vyménu esterd cholesterolu a TG s HDL.
Vysledkem je sniZzend hladina HDL a vysSi koncentrace LDL obohacenych o estery
cholesterolu. Tyto obohacené ¢astice jsou dobrym substratem pro HL nebo LPL. Hydrolyzou
a naslednou strukturalni remodelaci vznikaji malé LDL s vyssi hustotou, které maji aterogenni
vlastnosti. HDL s vy$§im obsahem TG jsou hydrolyzovany lipazou, nasledn¢ se oddéluje ApoA
a zbytek HDL ¢astice se degraduje v tubularnich bunkach ledvin [32, 62].

Nartst LDL a jejich modifikace jsou spojeny se zvySenym rizikem kardiovaskulérnich
onemocnéni. Malé LDL ¢éstice s vyssi hustotou, které se vyskytuji u diabetikl 2. typu, jsou
nachylnéj$i k oxidaci nez bézné LDL. Vlivem zvysSené glykémie po jidle mtze dojit také
ke glykosilaci ApoB v LDL. Vysledkem je sniZzena afinita modifikovanych LDL k jaterni
receptorim a zvySena oxidace téchto ¢astic. Modifikované LDL jsou vychytavany makrofagy

prostiednictvim SR-A (scavenger receptor type A). Mnozstvi SR-A na povrchu neni ovlivnéno

intracelularni koncentraci cholesterolu. Hromadéni estert cholesterolu uvnitt makrofagh
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zpusobuje jejich transformaci v pénové bunky, které uvoliuji vyznamné cytokiny (TNFa, IL-

1) a maji klicovou roli ve vzniku aterosklerotického platu [6, 32, 63].

4.2.3 Metabolismus HDL

Tvorba HDL probiha v jatrech a stfeve. Kompletni ¢astice ale vznikaji az v krevnim
ob¢hu pfidanim ApoA a dalSich lipidi. Hlavni funkci HDL je transportovat piebytecny
cholesterol z perifernich tkani do jater. HDL vychytavaji cholesterol z bunéénych membran
atim snizuji jeho mnozstvi v buiice. Ziskany cholesterol je ihned plazmatickym enzymem
lecithin:cholesterolacyltransferaza (LCAT) esterifikovan. LCAT pienasi acylovy zbytek
Z druhého uhliku fosfolipidu na 3-OH skupinu cholesterolu. Vznikly ester je umistén do stiedu
HDL a transportovan do jater. B€hem cesty HDL do jater dochazi k pfenosu ¢asti estert
cholesterolu na VLDL [6, 32].

HDL maji pozitivni vliv na B-butiky pankreatu, kde indukuji silné antiapoptické signaly.
Snizeni HDL je spojené s rezistenci na inzulin a je zptisobeno pfedev§im zvySenou vyménou
TG aestert cholesterolu mezi HDL a VLDL. Nizké hladiny HDL jsou spojeny s vy$§im rizikem

vzniku fady onemocnéni véetné DM2T [64].
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5 ANALYZA MASTNYCH KYSELIN

Nejbéznéjsi metodou pouzivanou k analyze slozeni MK v biologickych vzorcich je
plynové chromatografie (GC). Ptiprava vzorku pro analyzu MK pomoci GC se obvykle sklada
ze dvou samostatnych krokl. Prvnim krokem je extrakce lipidi pomoci organického
rozpousStédla. Druhym je derivatizace MK na jejich t¢kavejsi sloucCeniny, vétSinou
na methylestery. Pro stanoveni MK v jednotlivych lipidovych frakcich se vyuziva tenkovrstva
chromatografie, ktera predchazi derivatizaci [65].

5.1 Extrakce lipidu

Pro analyzu MK je nutné nejprve odd¢lit lipidy od nezadoucich a ruSivych latek
ve vzorku, jako jsou proteiny, sacharidy, voda a dalsi polarni latky. V praxi se obvykle pouziva
k extrakci lipida systém dvou navzajem nemisitelnych kapalin. Z vodného prostiedi se lipidy
extrahuji do organického rozpoustédla (chloroform, benzen, toluen a dalsi). Pfi¢emz k rozdéIni
dochazi na zakladé rozdilné rozpustnosti lipidu v téchto kapalinach [66, 67].

Utinnost extrakce organickym rozpoustédlem zavisi na polarité p¥itomnych lipidi
ve srovnani s polaritou rozpoustédla. Polarni lipidy, jako jsou PL nebo glykolipidy, jsou
rozpustngj$i v polarnich rozpoustédlech (alkoholy) nez v nepolarnich (hexan). U nepolarni
lipidd, jako jsou TG, je tomu naopak. K extrakci lipidl s Sirokym rozsahem polarity se ¢asto
odebrani organické faze, ktera je po dvoufdzové separaci v dolni ¢asti zkumavky, nebo jeho
karcinogenni vlastnosti. V sou€asnosti se vyvijeji a zlepSuji metody bez pouziti chloroformu,

které se navic daji snadno automatizovat [66, 68].

5.2 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) patfi mezi velmi rozSifené analytické metody, a to
zejména diky své jednoduchosti, nizké cené analyzy, nendro¢nosti na pfistrojové vybaveni
a snadnému vyhodnoceni. Jedna se o separa¢ni metodu, kterd je zaloZena na distribuci analytu
mezi dvé faze: stacionarni a mobilni. Stacionarni faze se sklada ze sklenéné, hlinikové nebo
plastové desky, na kterou je nanesena vrstva sorbentu. Nejrozsifenéj$im sorbentem je silikagel.
Dale se pouziva oxid hlinity, celul6za nebo polyamid. TlouStka sorbentu se mize lisit podle
ucelu analyzy. V TLC se jako mobilni faze uplatiiuji smeési rozpoustédel. Vyber vhodné mobilni

faze zavisi na typu analytu. Pro rozdéleni lipidi do jednotlivych tiid se obvykle pouziva smés
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hexan-diethylether-kyselina mravené¢i v poméru 80:20:2. Vysledek separace pomoci této

ro~ s

mobilni faze zobrazuje tieti ¢ast Obrazku 9 [69, 70].
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Obrazek 9 Tenkovrstva chromatografie. Pfevzato z [15].

Jednou z vyhod TLC je jednoduchy postup. Analyzovany vzorek se aplikuje na TLC
desku ve vhodném rozpoustédle jako mala skvrna nebo Uzky prouzek (viz Obrazek 9, prvni
¢ast). Vhodné rozpoustédlo je t€¢kavé a ma malou viskozitu. Vzorky mohou byt na desku
naneseny manudlné¢ nebo pomoci automatického davkovace. V obou piipadech vSak nesmi
dojit k poSkozeni povrchu sorbentu. Po odpafeni rozpoustédla se deska umisti
do chromatografické vany, ktera je nasycena parami mobilni faze. VétSina separaci vyuziva
vzestupné vyvijeni (viz Obrazek 9, druhd ¢ast). Mobilni fize se pomoci kapildrnich sil pohybuje
smérem vzhuru a riznou rychlosti s sebou unasi jednotlivé slozky vzorku. Rychlost pohybu
sloZek je dana jejich rozdélenim mezi stacionarni a mobilni fazi. Mezi dalsi techniky separace
patii vyvijeni sestupné, radialni nebo dvourozmérné. Jakmile mobilni faze dosahne ¢ela desky,
je analyza ukoncena [43, 69, 71].

K vizualizaci jednotlivych slozek, pokud nejsou barevné, se pouziva vhodné €inidlo
(dichroman draselny, pary jodu, fluorescein a dals$i), které se na TLC desku aplikuje nejcasté;ji
postiikem. K identifikaci jednotlivych slozek vzorku slouZi reten¢ni faktor Rr. Jeho hodnota je
definovana jako podil vzdalenosti stfedu skvrny od startu a vzdalenosti ¢ela od startu.
Pro kvantitativni stanoveni jednotlivych slozek se pouzivaji nejcastéji skenovaci denzitometry.
Dals§i moznosti je nepfiméa kvantifikace, kdy se usek skvrny z desky vySkrabe, extrahuje
vhodnym rozpoustédlem a koncentrace latky se stanovi vhodnou instrumentacni metodou.

Tento postup je vsak ¢asové naro¢néjsi [69, 70, 71].
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5.3 Derivatizace

Pfimé stanoveni FA pomoci GC je obtizné zejména diky vysoké polarité a nizké
tékavosti FA. Derivatizaci se zvysi t¢kavosti, dojde k lepSimu odd¢leni a zkraceni doby analyzy.
Existuje nékolik derivatiza¢nich postupti, vétSina je vSak zalozena na konverzi FA
na methylestery. Protoze lipidy se pfevazné vyskytuji jako smés estert, ptiprava methylesteri
mastnych kyselin (FAME) spociva v transesterifikaci. Hydrolyza a esterifikace probihaji
v jednom kroku. Tvorba FAME esterifikaci probiha v piitomnosti alkalického nebo kyselého
katalyzatoru. Reakce katalyzované alkalickymi Cinidly probihaji rychleji a za laboratornich
teplotnich podminek. Bézn¢ pouzivané alkalické katalyzatory jsou methoxid sodny, hydroxid
sodny a hydroxid draselny. Alkalické katalyzatory vSak nemohou esterifikovat FFA. Reakce
zahrnujici kyselé katalyzatory vyzaduji pro urychleni procesu vyssi teplotu, ale mohou
esterifikovat i FFA. Mezi pouzivané kyselé katalyzatory patii kyselina chlorovodikova,
kyselina sirova a fluorid bority. Rychlost reakce zavisi nejen na povaze katalyzatoru, ale také
na reak¢nich podminkach a rozpustnosti lipidového vzorku v methanolu [72, 73, 74].

Ptiprava FAME je vSak spojena s fadou problému. Jednim z nich je netplné konverze
lipidGi na methylestery nebo ztrata vysoce t€kavych FAME s kratkym fetézcem. U vzorki
obsahujicich MK s kratkym fetézcem se proto doporucuje ptiprava stabilngjSich buthylestert.
Castym problémem je také tvorba artefaktil, které mohou byt nespravné identifikovany jako
FAME nebo ptekryvat vrcholy FAME v GC analyze. Pfi nespravné optimalizované esterifikaci

dochazi ke kontaminaci, ktera obvykle vede k poskozeni kolony plynového chromatografu [74].

5.4 Plynova chromatografie

Prevedeni FA na jejich t€kavéjsi derivaty umoziiuje analyzovat vzorky pomoci GC.
Jedna se o separacni metodu, pfi které dochdzi k rozdéleni vzorku v plynném skupenstvi mezi
fazi stacionarni a mobilni. Mobilni faze, ozna¢ovana v GC jako nosny plyn, slouZzi k transportu
vzorku na kolonu. Mezi nejcastéji pouzivané plyny patii dusik, vodik, helium nebo argon.
Vybér nosného plynu zalezi na pozadovanych vlastnostech (cena, bezpecnost prace, Cistota,
inertnost) nebo typu pouZzitého detektoru. V kolon€ umisténd staciondrni faze mize byt pevna
latka (povrchove aktivni adsorbent) nebo kapalina ukotvena na nosici. Kolony pouzivané v GC
jsou napliiové nebo kapilarni. Pro vyssi G€innost separace se €astéji pouzivaji kolony kapilarni.
Schéma plynového chromatografu znazoriiuje Obrazek 10 na strané 45 [67, 71, 75].

Vzorek se aplikuje v plynném nebo kapalném skupenstvi do proudu mobilni faze. Pokud

je kapalny, je velmi rychle odpaten. Nosny plyn transportuje vzorek do kolony, kde dochazi
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k separaci vzorku na jednotlivé slozky. Nékteré slozky se poutaji ke stacionarni fazi v koloné
déle, jiné se témét nezadrzuji. Jak jednotlivé slozky postupné opoustéji kolonu, zachycuje
detektor. Nejcastéji se k detekci pouziva detektor tepelné-vodivostni, detektor plamenoveé
ionizacni, hmotnostni detektor nebo detektor elektronového zachytu. Tepelné-vodivostni
detektor se fadi k nejdéle pouzivanym. Jeho hlavni vyhodou je univerzalni pouziti. M4 vsak ale
nizsi citlivost. Detektor elektronového zachytu je selektivni, vyznacuje se vysokou citlivostni
na halogenové slouceniny. K analyze FA se v praxi obvykle pouziva detektor plamenove
ionizac¢ni, ktery je velmi citlivy a ma dobrou linearitu v Sirokém rozsahu koncentraci analytu.
Jeho nevyhodou pro stanoveni FAME je nedostatecna selektivita u komplikovanych vzorkd,
které vede k chybné identifikaci. V souCasnosti je proto plamenové-ionizac¢ni detektor
nahrazovan hmotnostni detekci. Hlavni vyhodou hmotnostni detekce je citlivost a selektivita
[67, 70,71, 74, 76].

vzorek
nosny plyn detektor

regulator
prutoku

chromatogram

t _._ termostat

chromatograficka kolona

Obrazek 10 Schéma plynového chromatografu. Pfevzato a upraveno z [18].

GC umoznuje kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. Aplikace GC v praxi je rozmanita.
GC se uplatiiuje v klinické biochemii, analyze Zivotniho prostiedi, potravin, kosmetickych

piipravki nebo produkti ropy [67].
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pristrojové vybaveni a pomiicky

Trepacka Vortex typ REAX top
Vyrobce: Heidolph instruments GmbH & Co. KG, Walpersdorfer Strasse 12, 911 26
Schwabach, Némecko
Centrifuga typ MPW-340
Vyrobce: Mechanyka Precyzna, Polsko
Distributor: Servis Unimed, Vestec 41, 252 Vestes u Prahy, CR
Odparovaci zarizeni Pierce model 18780, Reactive-Vap Evaporating Unit
Vyrobee: Thermoscientific, 28 Schenck Parkway, Asheville Severni Karolina 28803,
USA
Chromatografické desky
Parametry: TLC Silica gel 60, 25 Glass plates 20 x 20 cm, baleni 25 kusd, ¢islo
produktu 1.05721.0001
Vyrobee: Merck spol. s.r.o., Na Hifebenech II 1718/10, 140 00 Praha 4
RozpraSovaci sprej, Desaga spray gun, Diinnschicht-chromatographie, Thin-layer
Vyrobee: Desaga, Gmbh D-690 Heidelberg 1, Némecko
Termoblok Pierce Reacti-Therm Heating/Stirring Module 18821
Vyrobcee: Thermoscientific, 28 Schenck Parkway, Asheville Severni Karolina 28803,
USA
Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A GC Systém
Vyrobce: Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara, Kalifornie
95051, USA
Kolona HP-88
Parametry: 100 m x 0,250 mm X 0,20 um, teplotni limit od 50°C do 250°C pro d¢leni
methylesterti mastnych kyselin
Vyrobce: Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara, Kalifornie
95051, USA
UV 240 lampa
Vyrobce: A. Kriiss Optronic GmbH, Darmstadt, Némecko
Chromatograficka vana
Pipety: automatické 100, 250, 500 a 1000 pl, a sklenéné 1, 5 al0 ml; pipetovaci
balonek, Spicky
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Pyrexové zkumavky

Parametry: typ 1636/26MP, 761152 Culture Tube 16x100 SVL SCRE s teflonovym
tésnénim

Vyrobce: Barloworld Scientific Group Limited, Stone, Staffs, Spojené kralovstvi
Chromatografické vialky s pryZovym septem pro GC a inserty

Vyrobce: Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara, Kalifornie
95051, USA

Odmérné valce: 50 a 250 ml

Pasteurovy pipety

Spachtle

Magneticka michadla

Sklenéné zkumavky

Odmérné bariky: 100, 250 a 500 ml

Mikrozkumavky Eppendorf

6.2 Chemikalie

Deproteinac¢ni roztok (2-propanol:n-heptan:Kkyselina fosfore¢na)

Isopropylalkohol, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99,8%, Mr = 60,1 g/mol,
hustota 780 kg/m?, ¢&islo Sarze: PP/2015/12107
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR

n-heptan, ¢isty, baleni 1000 ml, Mr = 100,21 g/mol, hustota 680 kg/mS,
¢islo Sarze: PP/2010/14672

Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR
Kyselina fosforecnd, p.a., baleni 1000 ml, obsah 85%, Mr = 98 g/mol,
hustota 1700 kg/m?, ¢&islo Sarze: 1801230113

Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR

Mobilni faze pro TLC (hexan:diethylether:kyselina octova)

L]

n-hexan, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99%, Mr = 86,18 g/mol, hustota 660 kg/m3,
Cislo Sarze: PP/2014/05928

Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR

Diethylether, p.a., nestabilizovany, baleni 1000 ml, obsah 99,7%, Mr = 74,12 g/mol,
hustota 714 kg/m?®, ¢&islo sarze: 2203060317

Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR
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» Kyselina octova, Cisté, baleni 1000 ml, obsah 99%, Mr = 60,05 g/mol,
hustota 1050 kg/m?, ¢&islo Sarze: 1907280714
Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR

Detekéni ¢inidlo
« 2¢,7°-dichlorfluorescein, 90%, pro TLC, Mr = 401,2 g/mol, ¢islo Sarze: 319108554
Vyrobce: Carl Roth GmbH + Co.KG, 76185 Karlsruhe, Némecko

Standard pro stanoveni mastnych kyselin
» 37 methylesterti mastnvych kyselin riznych koncentraci v dichlormethanu,
¢islo Sarze: CRM47885

Vyrobcee: Sulpeco, Solutions within, North Harrison Road 595, Bellefonte, USA

Interni standard
» Kyselina heneikosanova (C21:0)
Vyrobce: SIGMA-ALDRICH Chemie Gmbh, Reidstrasse 2, 895 55 Steinheim,

Neémecko

Ostatni chemikalie

» Acetylchlorid, Reagent Plus > 99%, baleni 500 ml, ¢islo Sarze: STBD5754V
Vyrobce: SIGMA-ALDRICH Chemie Gmbh, Reidstrasse 2, 895 55 Steinheim,
Némecko

+ Methylalkohol, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99,8%, Mr = 32,04 g/mol,
hustota 791 kg/m?, ¢&islo sarze: 2209270917
Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR

+ Toluen, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99%, Mr = 138,21 g/mol, hustota 867 kg/mS,
¢islo Sarze: PP/2017/09776
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR

» Uhlicitan draselny, bezvody, baleni 500g, Mr = 138, 21 g/mol,
Cislo Sarze: PP/2013/12622
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR

+ Chloroform, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99,8%, Mr = 119,38 g/mol,
hustota 1483 kg/m?, &islo sarze: 1611101111
Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR
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» Dichlormethan, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99,5%, Mr = 84,93 g/mol,
hustota 1330 kg/m?, ¢&islo Sarze: 2207100717
Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR
« Standard pro TLC: pool plazma

Tlakové lahve

* Dusik: N2 4.0, UN 1066

Vyrobee: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, CR
« Helium: He 5.0, UN 1046

Vyrobce: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, CR
*  Vodik: H25.0 = 99, 999

Vyrobcee: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, CR
*  Vzduch: Oz 20%, N2 80%, UN 1956

Vyrobcee: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, CR

6.3 Postup prace
6.3.1 Analyzované vzorky

V ramci této diplomové prace bylo analyzovano celkem 18 anonymnich vzorkt plazmy
pacientt s DM2T a 17 vzorkl plazmy zdravych darct. Vzorky diabetikti i zdravych darct byly
ziskany z Univerzity Tiibingen. Biochemické parametry ziskanych vzorkdl jsou uvedeny
pro diabetiky v Tabulce 7 a pro zdravé darce v Tabulce 8.

Zilni krev byla odebirana do specidlnich zkumavek pro diagnostiku diabetu
s antiglykolitickym ¢inidlem fluoridem sodnym a s kyselinou ethylendiamintetraoctovou
(EDTA). Centrifugaci ziskana plazma byla uchovana pti teploté -20°C a transportovana
na Katedru biologickych a biochemickych véd Fakulty chemicko-technologické Univerzity

Pardubice, kde byla déle zpracovéana postupem pro analyzu MK pomoci GC.

6.3.2 Denaturace bilkovin a extrakce lipidi

Do sklenénych zkumavek bylo pipetovano 500 pl vzorku nebo standardu pro TLC (pool
plazma). Nasledné bylo pfidano 2,5 ml deproteina¢niho roztoku o slozeni: 2-propanol, n-heptan
a 2M H3PO4 v poméru 40:20:1. Vznikld smés bylo promichana na vortexu a deset minut
kondicionovana pfi pokojové teploté. Poté byl pfidan 1 ml smési toluen:methanol v poméru 4:1

a 1,5 ml destilované vody. Dale nasledovala desetiminutova centrifugace pii 3000 otackach
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zaminutu. Horni organickd vrstva (supernatant) byla pfepipetovana do cCisté sklenéné

zkumavky a odpatena pod dusikem pfti pokojové teploté do sucha.

6.3.3 Tenkovrstva chromatografie

Piiprava mobilni faze

Mobilni faze byla vytvorena smisenim 160 ml hexanu, 40 ml diethyletheru a 6 ml 99%
kyseliny octové v chromatografické van¢. Pred vlozenim chromatografické desky byla vana

na 40 minut uzaviena, aby doslo k jejimu nasyceni parami mobilni faze.

Pfiprava chromatografické desky

Na chromatograficku desku byly tuzkou vyznaceny: bo¢ni okraje 1 cm od hrany desky,
¢elo ve vzdalenosti 1 cm od horniho okraje a startovaci linie 2,5 cm od spodni hrany. Prostor
mezi bo¢nimi okraji byl rozdélen na Sest drah, kazda o Sifce 3 cm. Pficemz pét drah bylo urc¢eno

pro vzorky, Sesta pro TLC standard.

Vlastni tenkovrstva chromatografie

Odparky péti vzorki a standardu byly rozpustény v 75 ul smési chloroform:methanol
Vv pom¢éru 2:1, promichany na vortexu a pomoci Pasteurovych pipet naneseny na startovaci linii
chromatografické desky, tak aby nedoslo k poskozeni jejiho povrchu. Poté bylo do zkumavky
ptidano dalSich 25 pl smési chloroform:methanol v poméru 2:1 a obsah zkumavek byl stejnym
zpiisobem kvantitativné preveden na chromatografickou desku. Po odpateni rozpoustédla byla
deska vlozena do chromatografické vany, kde byla ponechana piiblizné hodinu, do doby
nez mobilni faze dosahla vyznaceného Cela deska. Poté byla deska vyjmuta z vany a vysusena

Vv digestofi.

Detekce jednotlivych tfid lipidd

Pro detekcei jednotlivych tid lipidd slouzi drdha s pool plazmou. Na tuto drahu bylo
rovnomérné aplikovano detekéni ¢inidlo 2°,7¢-dichlorfluorescein. Ostatni cast desky byly
zakryté. Po zaschnuti detek¢niho €inidla bylo pomoci UV-lampy rozlisSeno Sest lipidovych
frakci: fosfolipidy, diacylglyceroly, cholesterol, volné mastné kyseliny, triacylglyceroly
a estery cholesterolu. Tuzkou byly jednotlivé frakce vyznaceny a to tak, Ze nad hornim i dolnim

okrajem byl ponecham 0,5 cm prostor.

Izolace jednotlivvch tfid lipida

Podle vyznacenych frakci ve standardu byly tuZkou oznaceny i frakce v ostatnich

drahach. Takto vyznacena pole byla pomoci Spachtle z chromatografické desky vyskrabana
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a prevedena do predem pfipravenych pyrexovych zkumavek s teflonovym tésnénim.

S vyjimkou frakce cholesterolu, ktery se k dalsi analyze nepouziva.

6.3.4 Derivatizace mastnych kyselin

Do pyrexovych zkumavek s jednotlivymi frakcemi byl pfidan 1 ml interniho standardu
pro plynovou chromatografii o koncentrace 10 pg/ml (kyselina heneikosanova) 1 ml smési
toluen:methanol v poméru 4:1. Nasledné bylo vloZzeno magnetické michadlo a pfidano 200 pl
acetylchloridu, ktery ma funkci katalyzatoru esterifikace. Pyrexové zkumavky uzaviené vickem
s teflonovym tésnénim bylo vloZeny na 1 hodinu do termobloku vyhtatého na teplotu 100°C
a se zapnutym michanim na rychlost 8.

Po uplynuti rekéni doby, byly zkumavky z termobloku vyndany a stanim v digestofi
ochlazeny na pokojovou teplotu. Poté byla pfidanim 5 ml 6% roztoku K>COz provedena
neutralizace. Po pfidani uhli¢itanu byla smés 2 minuty intenzivné v ruce tfepana a nasledné
byla centrifugovana 10 minut pii 3000 otackach za minutu. Horni organicka vrstva byla
prepipetovana do Cistych zkumavek a za laboratorni teploty odpatena dusikem do sucha.

K odparkiim methylesterii bylo nasledné pfiddno 100 pl dichlormethanu a vznikly
roztok byl pfeveden do oznacenych chromatografickych vialek a uzavien vickem s pryZovym

septem.

6.3.5 Plynova chromatografie

Ptipravené vzorky v uzavienych vialkach byly vloZzeny do karuselu plynového
chromatografu. Nésledné byl zapnut plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A
S HP kolonou pro déleni methylesterti a pustény plyny. V pocitaCovém programu spojeném
s plynovych chromatografem byly nastaveny podminky méteni. Nastaveny teplotni program
byl nasleduyjici:

+ teplota nastiiku 230°C

* pocatecni teplota na koloné 130°C po dobu 1 minutu s naslednym teplotnim gradientem:
* zvySeni o 2°C za minutu od teploty 130°C az do 176°C po dobu 2 minut
» zvySeni o 1°C za minutu od teploty 176°C az do teploty 186°C po dobu 1 minuty
» zvySeni 0 0,2°C za minutu od teploty 186°C az do 190°C po dobu 1 minuty
* zvySeni o 1°C za minutu od teploty 190°C az do 220°C po dobu 4 minut

+ teplota detekce na plamenoveé ioniza¢nim detektoru 250°C

Celkovy Cas analyzy jednoho vzorku byl 92 minut. Vzorky byly méteny v médu split v poméru

10:1 s davkovanym objemem 1 pl.

51



6.3.6 Vyhodnoceni vysledkii

K identifikaci jednotlivych mastnych kyselin byly pouzity retencni Casy ziskané
ze zaznamu standardu S danym obsahem jednotlivych mastnych kyselin. Ziskané chromatogramy
byly integrovany v programu GC ChemStation B.04.03. Koncentrace MK byla vypo¢itana

pomoci jednobodové externi kalibrace s pouzitim response faktor (IRF) podle vztahu:

Are X Crywe— Cio_py X Ary—p, X IRF
IRF = IS MK-—st CMK—vz — 1S—-vz MK-vz
Crs—st X Amk—st Als—vz

A —plocha, C — koncentrace, IS — interni standard (C21:0), st — standard, vz — vzorek

Takto ziskana data byla dale statisticky zpracovana pomoci softwaru Microsoft Excel 2016

a Statistica 12.
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7 VYSLEDKY

7.1 Soubor pacienti

K analyze bylo pouzito celkem 18 vzorkl plazmy od pacientd s DM2T a 17 vzorkl

plazmy od zdravych darct (kontrolni skupina). Ze ziskanych vzorkl diabetikti jsou pouze dva

pacienti dosud neléceni. Ostatni pacienti uzivaji peroralni antidiabetikum metformin v riznych

dennich davkach, s vyjimkou jednoho pacienta, ktery uziva derivat sulfonylurey glyclada

4

v denni davce 30 mg. Pro piesnéjsi interpretaci vysledkt byli pacienti rozdéleni na diabetiky

lécené a nelécené. Diabetici uzivajici metformin byli jest¢ podle hodnoty glykovaného

hemoglobinu rozdéleni do dvou skupin a to na kompenzované (HbAlc < 5,9 %)

a nekompenzované (HbAlc > 5,9 %). Klinicko-biochemické hodnoty téchto pacient jsou

uvedeny v Tabulce 7 a v Grafu 1.

Tabulka 7 Biochemické parametry vzorka diabetikt

tsto | pohlavi| glykémie | HbAwc| “U°Y | LDL | HDL | TAG |metformin
vzorku| (M/F) | (mmol/l) | (%) (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mg/den)
(mmol/l)

1 M 6,81 3,9 5,36 3,38 1,39 1 0
2 M 7,23 6,1 5,99 3,42 0,98 2,72 1000
3 M 9,3 6,7 5,21 3,24 0,99 2,81 3000
4 M 6,91 4,3 6,1 3,59 1,03 1,92 1700
5 F 7,06 4 5,03 3,68 0,99 1,38 2000
6 F 5,8 4,7 3,14 1,53 1,3 1,32 1700
7 F 6,39 4,3 3,72 2,16 1,02 1,47 750
8 F 5,72 4,5 49 3,08 1,21 2,01 500
9 M 7,21 59 6,23 4,01 1,11 2,61 2000
10 M 7,28 51 5,18 3,43 0,87 2,94 1000
11 F 7,91 5,6 4,27 2,16 0,89 3,42 750
12 F 8 58 5,23 1,98 1,04 3,13 2000
13 F 9,88 4,7 4,99 2,68 1,67 1,61 1700
14 F 6,2 5 4,86 3,21 0,93 2,72 500
15 M 4,83 8 4,3 3,3 0,87 4,9 2000
16 M 7,07 5,1 5,18 3,24 1,13 2 glycada
17 M 7,12 53 5,68 3,81 0,95 1,63 1700
18 M 8,1 6,1 6,13 3,93 0,72 6,71 0
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Graf 1 Koncentrace biochemickych parametrti u jednotlivych skupin

K 1écbé diabetu 2. typu se primarné pouzivd metformin. Dosavadni vysledky lécby
metforminem jsou velmi vyznamné a pro studium jeho ucinkll je nutné zjistit jeho vliv
na dyslipidémii, ktera je velmi cCastym negativnim projevem onemocnénim DM2T.
Dyslipidémie se projevuje zvySenim hladiny TAG, celkového a LDL cholesterolu a snizenim
hladiny HDL cholesterolu. Z biochemickych vysledkt studovanych pacientt (viz Tabulka 7) je
ziejmé, Ze vlivem metforminu jsou tyto charakteristiky upraveny do pfijatelnych
fyziologickych rozmezi s vyjimkou pacienti ¢. 4, 9 a 17, ktefi maji zvySené hodnoty celkového
a LDL cholesterolu a pacientu ¢. 10, 11 a 15, ktefi maji hodnoty TAG a HDL cholesterolu mimo

fyziologické rozmezi. Proto jsme se v dalsi interpretaci vysledkii zaméfili na tyto pacienty.
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1.2

Vyhodnoceni dat

Ziskané hodnoty koncentraci MK (Tabulky 13-17) byly statisticky zpracovany

v programech MS Excel a Statistika 12. V programu Microsoft Excel 2016 byly vytvofeny

sloupcové grafy zobrazujici primérnou koncentraci MK v plazmé u vybranych skupin pacientt

a zdravych darct a aktivitni indexy enzymu v plazmé. Bodové grafy byly vytvofeny

v programu Statistika 12. V tomto programu byl také proveden Spearmaniv korelaéni test

pro zjisténi vyznamnych korelaci obsahu MK s glykovanym hemoglobinem.

Pted provedenim analyzy vlastnich vzorkd byla nejprve ovéfena ptesnost metody

stanoveni MK analyzou pouzitim deseti vzorkli pool plazmy, které byly zpracovany stejnym

zpusobem jako analyzované vzorky diabetikil a zdravych darct. Ze ziskanych dat byl vypocitan

primér, smérodatna odchylka (SD) a variaéni koeficient (CV). Vysledky stanoveni pfesnosti

metody jsou uvedeny v piiloze (Tabulka 9).

7.3
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Zastoupeni mastnych kyselin
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Graf 2 Zastoupeni vybranych mastnych kyselin v plazmé u jednotlivych skupin pacientt
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Graf 3 Zastoupeni vybranych mastnych kyselin v plazmé u jednotlivych skupin pacientl

7.4 Glykovany hemoglobin

Glykovany hemoglobin je hlavnim biologickych markerem uspéSnosti 1écby diabetu
typu 2. Zavislost obsahu MK na glykovaném hemoglobinu neni u sledovanych diabetikt pfili§
vyznamnd, protoze lécba metforminem vyrovnava hodnoty glykovaného hemoglobinu
do fyziologického rozmezi. Presto byly nalezeny statisticky vyznamné zavislosti obsahu MK
na koncentraci glykovaného hemoglobinu ve frakci TG a FFA. Pro porovnani jsou ke kazdému
grafu ptifazeny grafy s hodnotami zdravych darcu pro sledovanou MK.

Déle byly graficky zpracovany aktivitni indexy enzymi A°-desaturazy, AS-desaturazy
a elongazy v plazmé (Graf 14). Aktivitni indexy enzymu jsou ur¢eny vztahem produkt/ substrat.
Pro vypotet A%desaturazy byl pouzit pomér C18:1/C18:0, pro A°-desaturazu
C20:4-N6/C20:3-N6 a pro elongazu C18:0/C16:0. Vysledné aktivitni indexy enzymu
v jednotlivych frakcich pro pacienty s DM2T a zdravé darce jsou v ptiloze (Tabulka 10 a 11).
spoleéné s porovnanim aktivit enzymt pomoci T-testu (Tabulka 12). Cervené jsou zvyraznény

hodnoty s hladinou vyznamnosti p < 0,05.
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8 DISKUZE

Charakteristickym znakem diabetu 2. typu je inzulinova resistence, ktera je spojena
s metabolickymi a kardiovaskularnimi poruchami jako jsou: dyslipidémie, hypertenze,
viscerdlni obezita, hyperinzulinémie a endotelidlni dysfunkce. Dlouhodob¢ zvySenéd hladina
glykémie muze vést k poSkozeni fady tkani a organti, zejména zraku, ledvin, nervii a krevnich
cév [77, 78].

Dyslipidémie doprovazejici inzulinovou rezistenci je charakterizovana zvySenou
koncentraci TG ve frakci VLDL, zvySenym vyskytem malych LDL s vyssi hustotou a snizenim
koncentrace HDL. Pro vznik dyslipidémie jsou zasadni volné mastné kyseliny, které jsou
nadmérné uvoliiovany do krve ztukové tkané v dasledku nedostate¢né inhibice enzymu
hormon senzitivni lipazy. ZvySena koncentrace volnych mastnych kyselin stimuluje
V hetapocytech vyssi produkci VLDL. Nadmérné mnozstvi téchto lipoproteinti je spojeno
s poruchami vazodilataéni schopnosti endotelu, svyssi produkci zanétlivych cytokind,
s aktivaci monocyt a Se zvySenou nachylnosti aterosklerotického platu k ruptute [5].

Vzhledem k vysokému kardiovaskularnimu riziku diabetikii 2. typu se 1écba téchto
pacientll zaméfuje nejen na zvySenou hladinu glykémie, ale také na 1é¢bu arterialni hypertenze,
dyslipidémie a eliminaci chronickych diabetickych komplikaci (neuropatie, retinopatie,
nefropatie). Lécba diabetikll je primarné provadéna pomoci metforminu, statint, farmak
blokujici enzym angiotenzin-konvertazu a dalSich peroralnich antidiabetik. Metformin je
inzulinovy senzitizator se skupiny biguanidi, ktery zvySuje citlivost k inzulinu pfedevSim
Vv jatrech a svalové tkani. Jeho hlavnim t¢inkem je inhibice glukoneogeneze v jatrech. Dale
také zvySuje transport glukozy a ukladani glykogenu ve svalu, sniZzuje oxidaci FFA, ve stfevé
snizuje vstfebavani glukozy, tlumi proliferaci nadorovych bunék, snizuje hladiny PAI-1
a omezuje tvorbu volnych kyslikovych radikalt. Jednou z jeho velkych vyhod je nizka cena
ataké to, ze u pacientli nevyvolava nartist hmotnosti, naopak télesnou hmotnost pomaha
redukovat [78].

Utinky metforminu jsou komplexni. Béhem 1é¢by dochazi ke sniZeni glykémie,
koncentrace glykovaného hemoglobinu, koncentrace LDL a celkového cholesterolu (viz
Graf 1). Zvyseni TG, které je prakticky vzdycky doprovazené poklesem HDL a zvySenim LDL
bylo nalezeno i u analyzovanych vzorkt pacientt s DM2T. Diabetici maji v porovnani se
zdravymi darci vyssi hladinu celkového cholesterolu. Nejvyraznéjsi rozdily mezi diabetiky
1éCenymi a neléCenymi jsou v obsahu TG (viz Graf 1). Naopak obsah HDL a LDL je u vSech

skupin diabetikti téméF srovnatelny.
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ProtoZe ptsobeni metforminu na dyslipidémii neni v soucasnosti pfesné popsano, je cilem
této diplomové prace studium jeho vlivu na dyslipidémii, a to analyzou koncentraci mastnych
kyselin v jednotlivych lipidovych frakcich plazmy.

Zjistili  jsme, Ze metformin upravuje hladiny mastnych kyselin Vv plazmé
u kompenzovanych pacientti do fyziologického rozmezi srovnatelného s kontrolni skupinou
(viz Grafy 2 a 3). U nekompenzovanych diabetikl byly nalezeny vétsi rozdily, a to u kyseliny
palmitové, kyseliny eikosatrienové, kyseliny arachidonové a kyseliny eikosapentaenové.
U nelécenych diabetikii byly nejvétsi rozdily v obsahu kyseliny myristové, kyseliny palmitové,
kyseliny olejové a u vétSiny esencialnich mastnych kyselin.

Velmi dilezitym faktorem ovliviiujicim koncentraci mastnych kyselin v jednotlivych
frakcich plazmy jsou aktivity lipogennich enzymil desaturdz a elongaz, které jejich slozeni
reguluji. Bylo zji$téno, Zze u vSech nami studovanych diabetikii dochazi ke zménam v jejich
aktivitach, vyjadfenych v aktivitnich indexech (viz Graf 14). Tyto rozdily se vysledné projevuji
vrustu koncentraci nékterych mastnych kyselin v urcitych plazmatickych frakcich.
Nejvyraznéjsi zmény aktivitnich indexti byly nalezeny uenzymu A°-desaturdzy, predevsim
ve frakci PL (viz Tabulka 10-12). Tento enzym se podili na syntéze esencidlnich mastnych
kyselin jako je napf. kyselina arachidonova (C20:4-N6) nebo kyselina eikosapentaenova
(C20:5-N3). Aktivitni index AS-desaturdzy u nelécenych diabetiki dosahuje v porovnani
s kontrolni skupinou a ostatnimi skupinami diabetikii aZz dvojnasobné hodnoty. U obou skupin
l1é¢enych diabetikll je jeho aktivitni index srovnatelny. Aktivitni index elongazy je pro vSechny
sledované skupiny téméf totozny. Statisticky vyznamné rozdily v aktivité enzymu A°-
desaturazy mezi diabetiky a kontrolnimi vzorky byly nalezeny ve frakci PL, DG a EC (viz
Tabulka 10). U jednotlivych skupin diabetikd je aktivitni index tohoto enzymu shodny. Enzym
A%-desaturdza katalyzuje vznik cis-dvojné vazby u mastnych kyselin s 12 az 19 atomy uhlikd,
¢imz méni toxické SFA na MUFA. Hlavnim substratem A%-desaturazy je kyselina palmitova a
kyselina stearova. Tento enzym ma rozhodujici roli ve vyvoji fady onemocnéni jako je napf.
diabetes mellitus, jaterni steatoza a ateroskleroza [79].

Ptestoze metformin plo$né¢ snizuje hladiny MK v plazmé, byly nalezeny zvySené
koncentrace nékterych mastnych kyselin. U pacienti s DM2T byly zaznamenany statisticky
vyznamné pozitivni korelace glykovaného hemoglobinu a kyselinou palmitovou, kyselinou
nervonovou, kyselinou arachovou, kyselinou arachidonovou a kyselinou eikosapentaenovou.
Zvysené koncentrace téchto kyselin u diabetiki by mohly byt vyuzity v diagnostice

onemocnéni diabetes mellitus typu 2.
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Zvyseni kyseliny palmitové (C16:0) u diabetikti (viz Graf 4) koreluje se snizenou aktivitou
A%-desaturazy, ktera katalyzuje desaturaci kyseliny palmitové na kyselinu palmitoolejovou.
U zdravych darct se koncentrace kyseliny palmitové se zvySujicim se glykovanym
hemoglobinem neméni (viz Graf 5). Kyselina palmitova a zvySena koncentrace glukdzy
v obéhu snizuji proliferaci B-bun&k, poskozuji jejich funkci a indukuji apoptézu. Uginek
kyseliny palmitové je zprostiedkovan tvorbou ceramidl a aktivaci apoptické mitochondrialni
drahy. Naopak kyselina palmitoolejova tyto toxické ucinky potlacuje [80].

Koncentrace kyseliny nervonové (C24:1-N9) u diabetikl se zvysSujicim se glykovanym
hemoglobinen stoupa (viz Graf 6), zatimco u zdravych darci se neméni (viz Graf 7). Kyselina
nervonova je produktem elongace kyseliny erukové (C22:1-N9), ktera vznika naslednymi
elongacemi z kyseliny olejové. Vzhledem k mirné zvysené aktivité¢ elongazy u diabetikl, se
proto koncentrace kyseliny nervonové zvysuje.

Zvyseni koncentrace kyseliny arachové (C20:0) srostouci hodnotou glykovaného
hemoglobinu (viz Graf 8) opét prisuzujeme zvySené aktivité elongazy. Koncentrace kyseliny
arachové se v zavislosti na obsahu glykovaného hemoglobinu u zdravych darci neméni (viz
Graf 9).

Kyselina arachidonova patii spole¢né s kyselinou linolovou k nejvice zastoupenym
polynenasycenym mastnym kyselindm v lidském organismu. Nadmérny vyskyt téchto
prozanétlivych -6 mastnych kyselin se u diabetikli projevuje vyskytem inzulinové rezistence
a vyvojem neinfekéniho zanétu charakterizovanym vznikem tzv. diabetické nohy. Kyselina
arachidonové je pfijimana z potravy anebo vznikd naslednym piisobenim A®-desaturazy-
elongazy-A°-desaturazy z kyseliny linolové [8]. U nasi skupiny diabetik® byl nalezen rist jeji
koncentrace v zavislosti na glykovaném hemoglobinu ve frakci TG, ktera je syntetizovana
v jatrech (viz Graf 10 a 11). Tento nalez je v souladu se zvySenou aktivitou A°-desaturazy
a elongézy (viz Graf 14). Obdobné¢ vysvétlujeme vzriist koncentrace kyseliny eikosapentaenové
(viz Graf 12), ktera je syntetizovana z Kyseliny a-linolenové pisobenim stejnych enzymi.
U zdravych darct se koncentrace kyseliny eikosapentaenové v zavislosti na glykovaném
hemoglobinu nepatrné snizuje (viz Graf 13).

Na zavér jsme se zaméfili na pacienty, u kterych se nepodatilo normalizovat dyslipidémii.
U diabetikl se zvySenou koncentraci celkového cholesterolu a LDL (vzorky 4, 9, 17) byly
ve srovnani s ostatnimi diabetiky ve frakci TG nalezeny sniZzené koncentrace kyseliny
palmitové, kyseliny olejové, kyseliny linolové a vSech dalSich esencidlnich mastnych kyselin

(viz Graf 15 a 16) s vyjimkou koncentrace kyseliny a-linolenové, ktera byla oproti kontrolni
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skupiné dvojnasobna. Nepodstatné rozdily byly nalezeny i ve frakci EC. Vysvétleni téchto
disproporci je obtizné. Jedna se ziejmé o ruznou reakci pacientd na 1é¢bu a odstranéni téchto
poruch bude zifejmé¢ mozné aplikaci dalSiho 1éciva, které snizi hladinu cholesterolu (statiny,
fibraty).

Dalsi skupina pacientt (vzorky 10, 11, 15) vykazujici hodnoty TG a HDL mimo
fyziologické rozmezi méla lipidogram téméf opacny nez prvni skupina. Jejich koncentrace
mastnych kyseliny byly ve frakci TG srovnatelné s nelé¢enou skupinou (viz Graf 15 a 16),
aproto se domnivame, Ze jejich 1écba bude vyzadovat zvyseni davky metforminu. Zmény
ve frakci EC nebyly podstatné. Zastoupeni mastnych kyselin u nelécenych diabetikd by mohlo

byt vyuzito ke sledovani ti¢innosti dané davky metforminu.
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9 ZAVER

V této diplomové praci byly stanoveny koncentrace vybranych mastnych kyselin ve vSech
lipidovych frakcich EDTA plazmy pacienti s diabetes mellitus 2. typu a zdravych darct.
Analyzovano bylo celkem 35 vzorki, 17 od vzorkt zdravych darct a 18 vzorkd od diabetik.
Vsechny vzorky byly zpracovany stejnym postupem. Pomoci tenkovrstvé chromatografie byly
vzorky nejprve rozdéleny do 5 lipidovych frakci. Poté byly pfitomné mastné kyseliny
derivatizaci pfevedeny na odpovidajici methylestery a pomoci plynové chromatografie byla
stanovena jejich koncentrace. Ziskana data byla statisticky analyzovéna a graficky zpracovana
pomoci programt Microsoft Office Excel 2016 a Statistica 12.

Cilem této diplomové prace bylo popsat vliv metforminu na dyslipidémii doprovazejici
diabetes mellitus 2. typu. Dyslipidémie se U téchto pacientti projevuje zvysenou koncentraci
celkového cholesterolu, LDL, TG a snizenou koncentraci HDL. Uéinky metforminu nejsou
zam&feny pouze na metabolismus glukézy, ale jsou komplexni. U pacientd lécenych
metforminem byl zaznamenan pokles koncentrace TG, LDL a celkového cholesterolu. Piestoze
metformin upravuje tyto biochemické parametry dyslipidémie, byly nalezeny vymykajici se
vzorky. Rozdily u pacientd se zvySenym celkovym a LDL cholesterolem se projevuji ve frakci
TG zménou v zastoupeni mastnych kyselin, pfedevsim narustem kyseliny a-linolenové, a jsou
ziejmé zplsobeny individualni reakci diabetiki na 1écbu metforminem. U pacienti, ktefi maji
mimo fyziologické rozmezi hodnoty TG a HDL, je zastoupeni mastnych kyselin opa¢né. Tento
nalez by mohl byt vyuZit pro sledovani Gi€innosti 1écby urcitou davkou metforminu.

Zjistili  jsme, Ze metformin upravuje hladiny mastnych kyselin v plazmé
u kompenzovanych diabetikll do fyziologického rozmezi srovnatelného s kontrolni skupinou.
U nekompenzovanych diabetiki byly nalezeny vétsi rozdily u kyseliny palmitové, kyseliny
eikosatrienové, kyseliny arachidonové a kyseliny eikosapentaenové.

Dile byly objeveny rozdily v aktivitach lipogennich enzymi AS-desaturazy, A°-desaturazy
a elongazy. U diabetiki je aktivita AS-desaturazy a elongazy zvysena, naopak aktivita
A%-desaturdzy je niz$i. Statisticky vyznamné zavislosti obsahu mastnych kyselin
na glykovaném hemoglobinu odpovidaji zjiSténym zménam aktivit t€chto enzymti.

Pro dal$i vyzkum pisobeni metforminu bude nutné rozsitit studovanou skupinu diabetikt

a zdravych darct s obsdhlejsimi biochemickymi parametry.
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12 PRILOHY

Tabulka 8 Biochemické parametry vzorkl zdravych darct

dslo |HbAw| | b o °i',ﬂ‘§,v Y| HDL | LDL | TAG | CRP Si‘l‘ll;‘z’lzl‘;‘

vzorku| (%o) (mmol/l) (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mg/dl) (mmol/l)
7 4,5 F 6,97 0,49 2,07 1,17 2,03 7,20
9 4,8 F 5,20 1,00 3,75 1,22 - 4,95
12 5,0 F 7,94 1,66 4,50 3,59 0,10 4,60
17 4,8 F 4,78 1,42 2,51 0,84 0,58 7,15
47 5,6 M 6,05 1,03 4,45 2,22 - 5,65
49 5,4 F 5,12 2,46 2,28 0,75 1,14 4,30
61 57 F 6,52 1,89 4,06 0,95 0,21 4,95
45 53 F 4,32 1,32 2,66 0,73 0,02 -
48 53 F 4,53 1,66 2,72 1,81 3,47 -
59 53 F 4,37 2,30 1,86 0,81 0,05 -
60 5,8 F 8,04 1,84 5,51 1,14 0,18 -
70 58 F 5,35 1,42 3,44 1,96 0,07 6,90
71 9,5 F 5,74 1,42 4,19 1,77 - 5,10
73 4,9 F 4,32 1,58 2,61 0,47 0,01 4,70
92 58 F 6,78 0,93 3,57 3,78 1,80 6,00
94 5,0 F 7,73 2,22 5,20 1,93 0,29 -
101 54 F 4,19 1,11 2,56 1,49 - 5,35
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Tabulka 9 Parametry pfesnosti metody

Aritmeticky
Mastna kyselina Sumarni vzorec prumér STD CV (%)
(ng/ml)
Hexanova C6:0 0,066 0,015 23,222
Oktanova C8:0 0,052 0,019 36,876
Dekanova C10:0 0,029 0,015 52,578
Undekanova C11:0 0,055 0,014 25,061
Laurova C12:0 0,138 0,071 51,224
Tridekanova C13:0 0,029 0,008 27,148
Myristova C14:0 1,018 0,106 10,456
Myristoolejova Ci4:1 0,038 0,014 38,264
Pentadekanova C15:0 0,554 0,041 7,455
cis-10-Pentadecenova Ci15:1 0,048 0,011 23,991
Palmitova C16:0 84,657 2,002 2,365
Palmitolejova cis 9-C16:1 1,634 0,089 5,461
Heptadekanova C17:0 1,562 0,083 5,336
cis-10-Heptadecenova Ci7:1 0,018 0,012 68,643
Stearova C18:0 43,198 0,690 1,597
trans Elaidova C18:1-N9-trans 1,304 0,279 21,370
Olejova C18:1-N9-cis 30,394 0,881 2,899
Linolelaidova C18:2-N6-trans 0,147 0,032 21,831
Linoleova C18:2-N6 cis 50,650 1,977 3,904
gamma-Linolenova C18:3-N6 0,106 0,022 21,003
Arachova C20:0 1,277 0,165 12,894
alpha-Linolenova C18:3-N3 0,481 0,037 7,636
cis-11-Eikosaenova C20:1-N9 0,555 0,039 7,056
IS Heneikosanova C21:0 9,000 0,000 0,000
cis-11,14-Eikosadienova C20:2-N6 0,965 0,081 8,376
cis-8,11,14-Eikosatrienova | C20:3-N6 7,471 0,360 4,823
Behenova C22:0 3,399 0,546 16,061
Erukova C22:1-N9 0,020 0,010 50,776
Arachidonova C20:4-N6 23,253 1,021 4,390
cis-11,14,17-Eikosatrienova | C20:3-N3 0,096 0,049 51,634
Trikosanova C23:0 1,263 0,183 14,489
cis-13,16-Dokosadienova C22:2-N6 0,014 0,010 75,747
Eikosapentaenova C20:5-N3 2,209 0,139 6,307
Lignocerova C24:0 2,794 0,474 16,982
Nervonova C24:1-N9 7,346 1,163 15,833
Dokosahexaenova C22:6-N3 5,945 0,402 6,764

80




Tabulka 10 Aktivita enzymut (medidn) u zdravych darcii v jednotlivych frakcich

Enzym Produkt/substrit Zdravi dérel
y roqukbsubstrat s T b | FFA | TG EC
A%-desaturaza C18:1/C18:0 0,780 | 1,214 2,515 9,196 13,724
AS-desaturaza 20:4N6/20:3N6 3,919 | 16,120 | 15,362 | 21,600 | 30,790
elongaza C18:0/C16:0 0,465 | 0,677 0,438 0,179 0,121
Tabulka 11 Aktivita enzym (median) u diabetiktl v jednotlivych frakcich
Enzym Produkt/substrat Diabetici
y roQuRLSubstrat ™o T bc | FFA | TG EC
A%-desaturaza C18:1/C18:0 0,577 0,755 2,280 7,522 8,872
AS-desaturaza 20:4N6/20:3N6 8,975 | 10,610 | 31,185 | 22,432 | 58,159
elongaza C18:0/C16:0 0,474 0,757 0,492 0,152 0,169
Tabulka 12 Porovnani aktivit enzyml mezi diabetiky a zdravymi darci pomoci T-testu
hladina vyznamnosti p
Enzym
PL DG FFA TG EC
A°-desaturaza 0,0046 0,0041 0,1015 0,0838 0,0022
A°-desaturaza 0,0020 0,7420 0,0576 0,5009 0,1674
elongéza 0,8525 0,0244 0,0495 0,1375 0,7074
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Tabulka 13 Zastoupeni MK ve frakci PL u diabetik a zdravych darct

Diabetici Zdravi darci

Mastna kyselina — — — — — —
prumér | primér | medidn | primér | pramér | median

(%) (umol/l) | (umol/l) (%) (umol/l) | (umol/l)

Myristova 0,41% 4,981 4,826 | 0,36% 3,699 3,983
Pentadekanova 0,20% 2,462 2,376 | 0,20% 2,028 2,204
Palmitova 31,07% | 377,869 | 383,322 | 29,50% | 301,499 | 314,822
Palmitolejova cis 0,78% 9,553 9,031 | 0,38% 4,126 2,446
Heptadekanova 0,50% 6,059 5542 | 0,45% 4,527 4,430
Stearova 14,63% | 178,850 | 177,445 | 13,89% | 139,649 | 144,981
trans Elaidova 0,25% 2,968 2,961 | 0,34% 3,358 3,117
Olejova 9,15% | 112,720 | 107,928 | 10,87% | 112,169 | 123,269
Linoleova 18,28% | 223,214 | 219,271 | 18,18% | 186,503 | 200,469
gamma-Linolenova 0,01% 0,087 0,066 | 0,13% 1,252 1,422
Arachova 0,46% 5,531 5790 | 0,33% 3,404 3,080
alpha-Linolenova 0,18% 2,176 2,056 | 0,17% 1,771 1,516
cis-11-Eikosaenova 0,15% 1,789 1,620 | 0,19% 1,951 1,779
cis-11,14-Fikosadienova 0,34% 4,140 4121 | 0,34% 3,483 3,435
cis-8,11,14-Eikosatrienova 1,06% | 12,757 | 12,219 | 2,00% | 19,551 | 16,858
Behenova 2,34% | 28,762 | 26,330 | 2,12% | 21,709 | 22,201
Arachidonova 9,63% | 119,670 | 114,886 | 8,82% | 87,567 | 75,400
Eikosapentaenova 0,88% | 11,037 9,539 | 0,52% 5,245 4,898
Nervonova 2,34% | 27,981 | 28,630| 2,81% | 28,014 | 28,816
Dokosahexaenova 2,64% | 33,323 | 31,263 | 3,28% | 32,042 | 24,693
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Tabulka 14 Zastoupeni MK ve frakci DG u diabetiki a zdravych darct

Diabetici Zdravi darci

Mastna kyselina — — — — — —
prumér | primér | medidn | primér | pramér | median

(%) (umol/l) | (umol/l) (%) (umol/l) | (umol/l)

Myristova 1,22% 1,541 1,382 | 1,00% 1,289 1,049
Pentadekanova 0,39% 0,485 0,456 | 0,41% 0,530 0,452
Palmitova 22,12% | 27,605 | 26,699 | 19,81% | 25,070 | 22,567
Palmitolejova cis 2,22% 2,906 2,782 | 1,56% 1,940 1,629
Heptadekanova 0,47% 0,583 0,547 | 0,36% 0,460 0,408
Stearova 16,65% | 20,305| 20,096 | 13,16% | 16,416 | 15,087
trans Elaidova 0,26% 0,313 0,344 | 1,78% 2,179 2,229
Olejova 12,09% | 15,818 | 13,475| 16,73% | 21,552 | 19,480
Linoleova 6,53% 8,353 8,040 | 6,71% 8,606 8,699
gamma-Linolenova 0,03% 0,036 0,034 | 0,25% 0,303 0,266
Arachova 0,45% 0,557 0,579 | 0,34% 0,424 0,371
alpha-Linolenova 0,35% 0,432 0,440 | 0,44% 0,549 0,486
cis-11-Eikosaenova 0,13% 0,143 0,147 | 1,20% 1,419 1,379
cis-11,14-Eikosadienova 0,36% 0,427 0,440 | 0,42% 0,517 0,475
cis-8,11,14-Eikosatrienova 0,19% 0,226 0,183 | 0,33% 0,390 0,355
Behenova 0,59% 0,708 0,659 | 0,51% 0,659 0,477
Arachidonova 2,34% 2,815 2,843 | 5,12% 5,981 6,057
Eikosapentaenova 0,22% 0,265 0,224 | 0,17% 0,201 0,194
Nervonova 0,71% 0,879 0,718 | 0,58% 0,754 0,681
Dokosahexaenova 0,45% 0,555 0,447 | 0,54% 0,646 0,585
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Tabulka 15 Zastoupeni MK ve frakci FFA u diabetiki a zdravych darct

Diabetici Zdravi darci

Mastna kyselina — — — — — —
prumér | primér | medidn | primér | pramér | median

(%) (umol/l) | (umol/l) (%) (umol/l) | (umol/l)

Myristova 1,81% 4,428 4,129 | 2,09% 6,693 6,445
Pentadekanova 0,35% 0,816 0,732 | 0,32% 0,997 0,842
Palmitova 25,55% | 62,354 | 60,009 | 25,90% | 81,201 | 83,206
Palmitolejova cis 3,30% 8,204 7,908 | 3,44% | 11,076 8,806
Heptadekanova 0,55% 1,367 1,257 | 0,40% 1,245 1,213
Stearova 12,74% | 30,309 | 30,062 | 11,19% | 33,359 | 33,267
trans Elaidova 0,33% 0,774 0,767 | 0,80% 2,296 2,080
Olejova 25,90% | 65,844 | 59,742 | 26,80% | 86,735 | 78,006
Linoleova 9,22% | 23,316 | 21,404| 0,13% | 35,888 | 30,199
gamma-Linolenova 0,02% 0,049 0,044 | 0,13% 0,463 0,331
Arachova 0,25% 0,592 0,595 | 0,21% 0,618 0,648
alpha-Linolenova 0,81% 2,026 2,046 | 0,74% 2,449 1,731
cis-11-Eikosaenova 0,23% 0,587 0,487 | 0,40% 1,160 0,986
cis-11,14-Eikosadienova 0,31% 0,758 0,727 | 0,25% 0,760 0,690
cis-8,11,14-Eikosatrienova 0,04% 0,092 0,090 | 0,10% 0,316 0,261
Behenova 0,17% 0,408 0,422 | 0,15% 0,434 0,409
Arachidonova 0,95% 2,312 2,131 | 1,60% 4,541 4,647
Eikosapentaenova 0,23% 0,562 0,476 | 0,11% 0,622 0,653
Nervonova 0,19% 0,498 0,480 | 0,11% 0,343 0,330
Dokosahexaenova 0,48% 1,227 1,080 | 0,62% 1,820 1,404
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Tabulka 16 Zastoupeni MK ve frakci TG u diabetikii a zdravych darct

Diabetici Zdravi darci

Mastna kyselina —— —— — —— —— —
prumér | prumér | medidn | pramér | primér | median

(%) (umol/) | (umol/l) | (%) | (umol/1) | (umol/1)

Myristova 2,45% 47,118 | 35,718 | 2,24% | 20,914 | 16,263
Pentadekanova 0,33% | 1353,132 4,586 | 0,38% 3,449 2,757
Palmitova 30,24% | 478,320 | 421,691 | 25,76% | 240,479 | 202,041
Palmitolejova cis 4,44% 71,153 | 58,536 | 4,20% | 38,102 | 31,854
Heptadekanova 0,48% | 366,070 7,003 | 0,40% 3,748 3,051
Stearova 4,77% | 2161,515 | 68,349 | 4,78% | 40,402 | 31,071
trans Elaidova 0,24% 4,870 3,256 | 0,31% 2,873 2,151
Olejova 35,78% | 1300,735 | 539,289 | 37,16% | 360,320 | 283,443
Linoleova 13,07% | 215,771 | 176,973 | 14,44% | 128,787 | 92,346
gamma-Linolenova 0,01% | 115,211 0,105 0,13% 1,182 0,764
Arachova 0,35% 27,178 4,758 | 0,18% 1,663 1,381
alpha-Linolenova 0,90% | 130,536 | 10,880 | 0,70% 7,130 3,497
cis-11-Eikosaenova 0,38% 11,059 5,485| 0,38% 3,434 2,727
cis-11,14-Eikosadienova 0,16% 9,652 2,389 | 0,18% 1,550 1,273
cis-8,11,14-Eikosatrienova 0,05% 12,889 0,740 | 0,10% 0,894 0,664
Behenova 0,16% 31,361 2,415 0,12% 0,988 0,848
Arachidonova 1,24% 19,406 | 16,126 | 2,14% | 15,726 | 12,400
Eikosapentaenova 0,20% 6,597 2,493 | 0,15% 1,275 1,258
Nervonova 0,13% 2,930 1,617 | 0,08% 0,780 0,583
Dokosahexaenova 0,38% 6,880 4934 | 0,36% 2,874 1,992
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Tabulka 17 Zastoupeni MK ve frakci EC u diabetikl a zdravych darct

Diabetici Zdravi darci

Mastna kyselina — — — — — —
prumér | primér | medidn | primér | pramér | median

(%) (umol/l) | (umol/l) (%) (umol/l) | (umol/l)

Myristova 0,85% 8,180 7,951 | 0,98% 9,232 8,984
Pentadekanova 0,15% 1,381 1,387 | 0,13% 1,140 1,165
Palmitova 13,72% | 129,187 | 131,300 | 13,51% | 125,892 | 123,718
Palmitolejova cis 3,90% | 37,310 | 38,343 | 3,90% | 38,759 | 42,388
Heptadekanova 0,11% 1,055 1,087 | 0,07% 0,666 0,423
Stearova 247% | 22,366 | 21,705| 2,41% | 17,966 | 17,417
trans Elaidova 0,05% 0,480 0,463 | 0,04% 0,365 0,263
Olejova 20,03% | 191,147 | 181,107 | 21,37% | 209,903 | 213,264
Linoleova 42,72% | 403,345 | 410,009 | 42,89% | 418,253 | 420,094
gamma-Linolenova 0,05% 0,440 0,393 | 0,15% 1,240 0,836
Arachova 0,61% 5,832 5772 | 0,41% 4,263 3,337
alpha-Linolenova 0,20% 1,876 1,670 | 0,51% 4,575 3,902
cis-11-Eikosaenova 0,21% 1,981 1,828 | 0,17% 1,720 0,943
cis-11,14-Eikosadienova 0,07% 0,643 0,597 | 0,08% 0,679 0,662
cis-8,11,14-Eikosatrienova 0,12% 1,129 1,085| 0,19% 1,648 1,572
Behenova 0,36% 3,453 3,327 | 0,29% 2,811 2,692
Arachidonova 6,36% | 60,859 | 60,417 | 5,45% | 53,530 | 50,322
Eikosapentaenova 0,38% 3,674 2,773 | 0,43% 4,034 3,929
Nervonova 0,05% 0,458 0,496 | 0,04% 0,354 0,288
Dokosahexaenova 1,04% 9,882 | 10,030 1,72% | 14,908 | 13,646
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