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ABSTRAKT

Predlozena diplomova prace vysetiuje vztahy mezi glykovanym hemoglobinem a
enzymy, lipoproteiny, lipidy a mastnymi kyselinami, s cilem pfispét k rozsifeni poznatkl o
diagnostice diabetes mellitus.

Pro ptesnéjsi vyhodnoceni jednotlivych vzorki byli pro tuto praci anonymni pacienti
rozdéleni do tii skupin podle glykovaného hemoglobinu na zdravé jedince, stfedné nemocné
diabetiky a t€Zce nemocné diabetiky. Jako hlavni analyticka metoda byla zvolena plynova
chromatografie s pouzitim plynového chromatografu firmy Hewlett — Packard 5890.

Po zhodnoceni naméfenych vysledki 1ze konstatovat, Ze na fadu nasich sledovanych
parametrti u diabetiki ma zna¢ny vliv medikament6zni 1é¢ba (napt. hypolipidemika
vyuzivand pro lé€bu cévnich komplikaci diabetu). Tento vliv se projevuje tim, ze nékteré
nasycené a nenasycené mastné kyseliny maji u jednotlivych skupin pacient opacny prubéh,
nez jsme ocekavali, aktivita A9-desaturazy je normalizovana a hladiny triglycerida, LDL- a

HDL-cholesterolu se pohybuji v refere¢nich mezich.

Kli¢ova slova: diabetes mellitus, mastné kyseliny, glykovany hemoglobin, plynova

chromatografie, 1écba



ABSTRACT

The hereby presented paper investigates a connection between glycosidic hemoglobin
and enzymes, lipoproteins, lipids and fatty acids. The aim is to enrich and expand the
knowledge of the diabetes mellitus diagnostics.

To evaluate the samples more accurately, anonymous patients were split into three
separate groups, according to the measured glycosidic hemoglobin on healthy specimen,
middle-diabetics and heavily diseased diabetics. A gas chromatography with the Hewlett —
Packard 5890 gas chromatograph was used as a main analytical method.

After evaluating the measurements, a declaration can be made, that medicamental
treatment (such as hypolipidemics, used for vascular complication of the diabetes) has
an extensive influence on significant number of the observed diabetic’s parameters. This
influence demonstrates itself with a fact, that some of the saturated and non-saturated fatty
acids have contrary progression, from what was expected. The A9-desaturase activity is
normalized and the levels of triglycerides, LDL and HDL cholesterol are stabilized in

referential limits.

Key words: diabetes mellitus, fatty acids, glycosidic hemoglobin, gas chromatography,

treatment
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1 Uvod

Diabetes mellitus je velky medicinsky, socialni a ekonomicky problém v zemich s
takzvanym zapadnim Zivotnim stylem. Tento zZivotni styl je charakteristicky nizkou
pohybovou aktivitou s postupnym vznikem obezity a nakonec vznikem diabetes mellitus
2. typu s naslednymi diabetickymi komplikacemi, které vedou ke zkraceni zivota i zhorSeni
jeho kvality. Prevalence tohoto metabolického onemocnéni se pohybuje piiblizn€ v rozmezi
6 - 7,5 %. Az tietina nemocnych vsak zlstava nediagnostikovana a v dob¢ zachytu ma
nejméné 20 % diabetikd jiz pokro¢ilé mikro- a makrovaskularni komplikace. Diabetik je
ohrozen piedCasnym rozvojem aterosklerdzy se vSemi jejimi organovymi projevy. Diabetes je
dnes nejcast&jsi pri¢inou chronické renalni insufiscience. Vcasna diagnostika diabetu miize
zabranit vzniku téchto komplikaci, nebo je oddalit.

U diabetikt dochazi ke zvySovani hladiny glukozy a glykovaného hemoglobinu v krvi.
Glykovany hemoglobin se vyjadiuje jako procentudlni zastoupeni celkového hemoglobinu a
dava predstavu o primérné glykémii za poslednich 6-8 tydnd.

V zavislosti na zménéch hladin glukézy a glykovaného hemoglobinu se méni t&éz
mnozstvi nenasycenych a nasycenych mastnych kyselin, dochazi k naruSeni lipidového
metabolizmu, jako je snizovani HDL-cholesterolu a naopak zvySovani LDL ¢astic o malé
hustoté a triglyceridovych vrstev, a nastavaji i dalsi zmény v krvi, které se nejlépe odhaluji
biochemickym vySetfenim. Zvlastnim piipadem je sledovani aktivit desaturaz (A9-desaturaza,
A6-desaturaza a AS-desaturaza) a elongaz. Kombinace téchto enzym hraje diileZitou roli pfi
biosyntéze nenasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem.

Publikovanych praci zabyvajicich se problematikou desaturdz a elongéaz ve vztahu k
diabetikiim neni pfili§ mnoho. Vétsina doposud vydanych publikaci byla zaméfena spiSe na
testovani aktivit desaturaz (hlavné A9-desaturazy) u krys.

Ptedlozena prace vysetiuje vztahy mezi glykovanym hemoglobinem a enzymy,
lipoproteiny, lipidy a mastnymi kyselinami, s cilem pfispét k rozsiteni poznatkid o diagnostice
diabetu.

Pracovali jsme s anonymnimi vzorky EDTA plazmy diabetikd z Oddéleni klinické
biochemie Krajské nemocnice Pardubice a.s., které byly nasledné odeslany na
chromatografickou analyzu na Oddéleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Eberhard-
Karl-Universitit v Tiibingenu v ramci Grantu evropské unie s nazvem CARE-MAN. Pacienti

byli poté rozdeleny do tii skupin podle hladin glukézy a glykovaného hemoglobinu na zdraveé



jedince, stfedné nemocné diabetiky a t€¢zce nemocné diabetiky. Po provedeném méfeni
ziskana data byla zpracovéna graficky i statisticky.

Cast studie byla provadéna na Katedie biologickych a biochemickych véd metodou
tenkovrstevné chromatografie, ktera je moznou metodikou vyuzivanou v problematice
analyzy lipidd. Pro druhou ¢ést studie hrala dilezitou roli plynova chromatografie, pomoci
které jsme ziskali informace o nasycenych a nenasycenych mastnych kyselinach a s tim

analogicky 1 informace o aktivitach desaturaz a elongazy.
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2 Cile prace
Cilem préce je rozsifit poznatky o parametrech, které slouzi pro diagnostiku
metabolického onemocnéni - diabetes mellitus. Pro tuto studii byly zvoleny nasledujici cile:
A. Stanovit nasycené a nenasycené mastné kyseliny ve VLDL a LDL frakei lipidl za
pomoci plynové chromatografie.
B. Vypocitat aktivity A9-desaturdzy, A6-desaturazy, AS5-desaturazy a elongazy ve
VLDL a LDL frakci lipidi.
C. Vsechny parametry vyse uvedené zhodnotit z hlediska pouzitelnosti pro

diagnostiku diabetu a statisticky zpracovat.
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3 Teoreticka Cast

3.1 Anatomie a funkce jater
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Obr. 3.1 Anatomie jater
Zdroj: Atlas anatomie [Svojtka & Vasut, Praha, 1996] [ISBN 80-7180-092-9]

Jatra predstavuji organ, ktery je naprosto nezbytny pro zivot. Protéka jimi za 1 minutu
asi 1500 ml krve a maji jak ob&h funkéni (portalni), tak ob&h nutritivni(a. hepatica). Zakladni
urcuje i charakter metabolickych pochodt, které se v ném odehravaji. Funkce jater je
mnohocetna. Mezi nezbytné funkce patii produkce Zlu¢i, detoxikaéni funkce, tvorba
mocoviny, glukostatickd funkce, produkce tepla, syntéza plazmatickych bilkovin a faktora
vyznamnych pro hemokoagulaci, produkce angiotenzinogenu. V jaterni tkani jsou téz
produkovany lipoproteiny typu VLDL a HDL, probiha zde desaturace a elongace mastnych
kyselin a jatra se podili zasadnim zptsobem na metabolizmu cholesterolu (Trojan a spol.,

2003).
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3.2 Lipidy

Lipidy jsou heterogenni skupinou slouc¢enin, které maji pfimo ¢i nepiimo vztah
k mastnym kyselinam. Jejich spole¢nou vlastnosti je relativni nerozpustnost ve vodé
(zptisobena ptitomnosti velkych uhlovodikovych zbytki v jejich molekulach) a dobra
rozpustnost v nepoléarnich rozpoustédlech jako ether, chloroform a benzen. Mezi lipidy patti
tuky, oleje, vosky a piibuzné slouceniny.

Lipidy jsou diilezitou slozkou potravy nejen pro svou vysokou energetickou hodnotu,
ale i pro obsach esencialnich mastnych kyselin a v tucich rozpustnych vitamint, které jsou
obsazeny v lipidové slozce pfirozené potravy. V téle slouzi jako vydatny zdroj energie, jako
tepelny izolator a umoziuji rychlé $ifeni depolariza¢nich vin podél myelinizovanych
nervovych vldken (Murray a spol., 2002).

Jatra jsou ustiednim orgdnem metabolizmu lipidi (cholesterolu, fosfolipidi,
triglyceridtl) a lipoproteint. Lipoproteiny jez jsou uvnitf hydrofobni a zevné hydrofilni,

umoznuji jejich transport v plazmé.

3.2.1 Fyziologicky vyznamné lipidy
3.2.1.1 Cholesterol

Cholesterol se nachdzi v bunéénych membranach a je prekurzorem zlucovych kyselin
a steroidnich hormontl. Je syntetizovan v jatrech, tenkém stievé a dalsich tkanich. Cast se
ziska stievnim vstfebavanim a do jater se dostava jako soucast chylomikronovych zbytkd.

Cholesterol se v jatrech syntetizuje hlavné z acetyl-koenzymu A (CoA)

v mikrozomech a v cytozolu. Cholesterol v potravé a hladovéni tuto syntézu tlumi, zatimco
biliarni pistél ¢i podvaz zlucovodu, a také stfevni lymfaticka pistél ji zvySuji.

Cholesterol v membranach a ve zIudi je pfitomen skoro vyluéné jako volny
cholesterol. Zlu¢ piedstavuje jedinou vyznamnou cestu pro exkreci cholesterolu. V plazmé a
nékterych tukovych tkanich jako jatra, nadledvinky, ktize, nalezneme téz estery cholesterolu
(cholesterol esterifikovany mastnymi kyselinami s dlouhym fetézcem). Estery cholesterolu
jsou jeste vice nepolarni nez volny cholesterol a jsou proto jeste méné rozpustné ve vode.

Zvysena hladina cholesterolu v krvi (hypercholesterolémie) zvysuje riziko vzniku
arteriosklerdzy a ischemické choroby srdeéni. Uprava hladiny ¢astic LDL v krvi pro potlageni

rozvoje aterosklerdzy vyzaduje pomérné radikalni upravu skladby pfijimané potravy.
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3.2.1.2 Fosfolipidy

Fosfolipidy ptedstavuji heterogenni skupinu sloucenin. Musi obsahovat jednu nebo
vice skupin kyseliny fosfore¢né a dalsi polarni skupinu, kterou mtize byt heterogenni baze
jako cholin nebo ethanolamin. To je pak doplnéno nejmén¢ jednim radikalem mastné kyseliny

vvvvvv

cholesterol a jeho estery. Jsou dulezitou soucasti bunéénych membran a Gcastni se fady

chemickych reakci. Nejhojnéjsim fosfolipidem v plazmé a vétSin€ bunéénych membran je

fosfatidy cholin (lecitin).

3.2.1.3 Triglyceridy

Triglyceridy jsou jednodussi slouc¢eniny nez fosfolipidy. Jejich kostru tvofi glycerol,
jehoz hydroxylové skupiny jsou esterifikovany mastnymi kyselinami. Pfirozené triglyceridy
obsahuji fadu rozli¢nych mastnych kyselin. Slouzi jako zasoba energie i jako prostiednik

jejiho transportu ze stieva a jater do periférnich tkani (Sherlock, Dooley, 2002).

3.2.1.4 Mastné kyseliny

Mastn¢ kyseliny (FA) jsou strukturni soucasti lipidi, které spolu s bilkovinami a
sacharidy pfedstavuji zdkladni stavebni kameny zivé hmoty (Nelson a Cox, 2005). Jsou to
bud’ nasycené, nebo nenasycené karboxylové kyseliny s uhlikovym fetézcem od 2 do 36
atomu. U vysSich Zivocicht a rostlin dominuji FA se 16 a 18 uhlikovymi atomy, tj. kyselina
palmitova, stearova, olejova a linolova. Kyseliny s fetézcem krat$i nez 14 a delSim nez 22
uhlikovych atomt predstavuji minoritni ¢ast. Vétsina FA ma sudy pocet atomti uhliku,
vzhledem k syntéze z dvouuhlikatych jednotek. Pfiblizné polovina FA je nenasycenych,

s 1 - 6 dvojnymi vazbami. Vicenenasycené FA (PUFA) jsou charakterizovany pentadienovym
uspofadanim dvojnych vazeb (Gunstone, 1994).

Mastné¢ kyseliny jsou syntetizovany v cytoplazmé z dvouuhlikatych nebo tfiuhlikatych
prekurzori za ucasti prenasece acylovych skupin, NADPH a acetyl-CoA-karboxylazy. V
mikrozomalnim systému se U€astni elongace malonyl-CoA, v mitochondridlnim systému
acetyl-CoA. Odbouravani FA B-oxidaci v mitochondriich je doprovazeno uvoliiovanim
energie. V lidské plazmé a tkanich bylo identifikovano asi 60 FA, z biologického hlediska
jsou relevantni pouze nékteré z nich. Slozeni FA je charakteristické jak pro jednotlivé

Zivocisné druhy, tak i pro jednotlivé tkané (Nelson a Cox, 2005).
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3.2.2 Metabolizmus lipoproteini
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Obr. 3.2 Krevni lipoprotein
Zdroj: http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/figures/lipoproteiny krevni.01.jpg

Lipoproteiny jsou kli¢ové pro obéh a metabolizmus lipidi. Jsou to ¢astice, které 1ze
ultracentrifugaci rozdélit na zéklad¢€ rozdilné hustoty. Tak se téz odvozuje jejich nazvoslovi.
Jejich povrch je tvofen apolipoproteiny riznych typu (tab. 3.1), volnym cholesterolem,
triglyceridy a vitaminy rozpustnymi Vv tucich (Sherlock, Dooley, 2002). Jadro ¢astice tvoii

neusporadané nepolarni triacylglyceroly a estery cholesterolu (Stern a spol., 2005).

Tab. 3.1 Charakteristika lipoproteini

Lipoproteiny Apolipoproteiny Zdroj Transportuje

chylomikrony B48, Al, C-II, E stfevo tuk z potravy

VLDL B100, C-II, E jatra triglyceridy a cholesterol z
jater

LDL B100 zVLDL cholesterol

HDL A-1, A-11 periférni tkan cholestrylester

Tuk z potravy se vstiebava v tenkém stfeve a je ukladan do chylomikront. Ty se
dostavaji do krevniho obé&hu, kde jsou z nich triglyceridy odstranovany ptisobenim
lipoproteinové lipazy. Ve tkéani jsou pak tyto triglyceridy spotiebovany nebo uskladnény.
Chylomikronové zbytky jsou vychytavany v jatrech pomoci proteinu charakterem blizkého
LDL receptoru. Cholesterol pak vstupuje do metabolickych fetézcti nebo do plazmatickych
membran, nebo je vyloucen do Zluci.

V ramci endogenni metabolické drahy opoustéji cholesterol a triglyceridy jatra uvniti

VLDL. V cirkulaci jsou triglyceridy opét odstraniovany pisobenim lipoproteinové lipazy.
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Castice VLDL se tim zmen3uji, vznikaji nejprve lipoproteiny s piechodnou (intermediate)
hustotou (IDL), a pak LDL — hlavni nosic¢e cholesterolu. Dominantni tlohu v odstranovani
LDL hraji LDL receptory na hepatocytech.

HDL jsou castice zprostiedkujici odsun cholesterolu z periférnich tkani. HDL
cholesterol je bud’ zachycen v jatrech nebo se za¢leni do IDL, ¢imz vznikne zraly LDL. Tento
mechanizmus odstranovani periferniho cholesterolu je velmi dulezity, jak dokazuje ochranny
ucinek vysoké hladiny HDL-cholesterolu proti ischemické koronarni nemoci (Sherlock,
Dooley, 2002). Nejmensi ¢astice HDL se znaci HDL3, obohacenim o dalsi cholesterol se méni
na HDLy,. Z téchto ¢astic vymenou cholesterolu za triglyceridy z VLDL vznikaji HDLyy,
které se po hydrolyze triglyceridu jaterni lipaAzou méni znovu na HDL3 (Racek a spol.,2006).

Obr. 3.3 Metabolizmus lipoproteini

Zdroj: www.lfhk.cuni.cz/rezacovam/lipoprot/lipoprot.htm
Zkratky: CH — chylomikron, n — nascentni, Ch — cholesterol, ChE — ester cholesterolu,
LPL — lipoproteinova lipaza, LCAT — lecitin-cholesterolacyltransferaza,
CETP — cholesterylestertransferujici protein
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3.3 Langerhansovy ostrivky pankreatu

Langerhansovy ostrivky pankreatu jsou endokrinni zlazou, ktera je roztrouSena uvnitf
pankreatu (Trojan a spol., 2003). V dospélém pankreatu jich je kolem jednoho milionu.
Skladaji se z kompaktni masy asi 3000 endokrinnich bun¢k v jednom ostriavku, které jsou od
exokrinni tkdn€ pankreatu oddéleny tenkym kolagennim pouzdrem. Ostrivky jsou pfimo
zasobovany arteridlni krvi jednou nebo vice arteriolami, které tsti do husté sit¢ kapilar
prostupujicich cely ostriitvek. Ostravky dostavaji 5 az 10krat vice krve na objemovou jednotku
nez exokrinni tkan pankreatu. Podél krevnich cév vstupuji do ostrivki sympaticka i
parasympaticka nervova vlakna (Bartos a spol., 2000).

Langerhansovy ostriivky jsou tvotfeny ¢tyfmi typy bunck. Bunky A (alfa) produkuji
glukagon, buniky B (beta) inzulin, buiiky D (delta) somatostatin a bunky F produkuji
pankreaticky polypeptid (PP), jehoz funkce neni zndma.

3.3.1 Glukagon

Glukagon vznika v A-bunikach z prekurzoru, ktery je Skrat vétsi nez vlastni glukagon a
dava kromé glukagonu vznik dal$im peptidiim, z nichz nékteré siln¢ stimuluji sekreci
inzulinu. Glukagon je peptid o molekulové hmotnosti 3485 a obsahuje 29 aminokyselin
(Trojan a spol., 2003). Glukagon je hlavni katabolicky, kontraregulacni hormon, ktery ptisobi
proti metabolickym u¢inkiim inzulinu. Primarné plsobi na jatra, kde zvySuje produkci
glukozy, takze stimuluje glykogenolyzu a glukoneogenezi. Soucasné v jatrech brzdi syntézu
mastnych kyselin a tvorbu triacylglyceroll. ZvysSuje oxidaci mastnych kyselin s naslednou
tvorbou ketolatek. Z diagnostického hlediska je dalezité védét, Zze glukagon stimuluje ptimo

sekreci inzulinu a tedy i C-peptidu (Bartos a spol., 2000).

3.3.2 Somatostatin

Somatostatin vznika v D burtikach z pre-pro-somatostatinu (116 aminokyselin), ze
kterého vznika pro-somatostatin (28 aminokyselin, pfitomny hlavné ve stfeve) a pak vlastni
somatostatin, cyklicky peptid o 14 aminokyselinach (Trojan a spol., 2003).

Somatostatin tlumi sekreci ristového hormonu. Jeho uc€inky jsou pfevdzné inhibi¢ni, a
to jak tlumenim sekrece inzulinu a glukagonu, tak tlumenim sekrece Zalude¢ni a pankreatické

stavy.
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3.3.3 Inzulin

Obr. 3.4 Struktura inzulinu

Zdroj: http://www.mte.cz/inzulin.htm
¢ervené: uhlik; zelené: kyslik; mod¥e: dusik; riZové: sira; modrorizZova stuha: bilkovinna

kostra

Objevitelem inzulinu se stal 1ékat Frederick Grant Banting. Sviij vyzkum s pokusy na
psech zacal v roce 1921. Za pomoci svych asistentil, studenta mediciny Ch. Besta a
biochemika J.B. Collipa, se mu podatilo extrahovat z hovéziho pankreasu u¢inny inzulin,
ktery vSak zpocatku nazyvali "isletin".

Inzulin je specificky glykoprotein, ktery ma stézejni ulohu v udrzovani glukézové
homeostazy. Gen pro inzulin je lokalizovan na kratkém raménku 11. chromozomu a jeho
expresi (tj. transkripci, translaci a posttransla¢nimi modifikacemi) vznika inzulin.
Intermediarnim produktem v biosyntéze inzulinu je nejdiive pre-proinzulin, ktery je u¢inkem
proteaz v endoplazmatickém retikulu pfeménovan na proinzulin. Proinzulin se sklada
z inzulinového fetézce A, spojovaciho peptidu a inzulinového fetézce B. Pti konverzi na
inzulin, ktera probihd v sekrec¢nich granulich beta bunégk, je proinzulin rozSt€pen proteazami
na C-peptid a inzulin v ekvimolarnim poméru.

Celkova denni produkce inzulinu je u zdravého ¢loveéka asi 3040 j. Z toho asi
polovina pfipada na bazalni sekreci a druha polovina na stimulovanou sekreci inzulinu.

Bazalni sekrece inzulinu se u zdravého ¢lovéka pohybuje mezi 0,25-1,5 j. za hodinu.
Inzulin se uvoliiuje trvale ve dne 1 v noci, nezédvisle na ptfijmu potravy, v malych davkach v
5-15 minutovych intervalech. Vyznam bazalni sekrece tkvi v blokadé nadmérné jaterni

produkce glukozy a zajisténi normalni glykémie v podminkéch na lacno.
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Stimulovana sekrece (prandialni) ptedstavuje inzulin vyplavovany pii pfijmu potravy
a hraje stézejni roli v regulaci postprandidlni glykémie (Bartos a spol., 2000).

Inzulin snizuje glykémii tim, Ze usnadnuje (facilituje) vstup glukozy do bunék.
Zvysuje pocet glykdzovych transportéri, coz je podstatou prvni (rychlé, nastavajici
Vv sekundéch) faze Gi¢inku inzulinu. Kromé gluko6zy se zvySuje i vstup aminokyselin a drasliku
do buné¢k. V druhé fazi (sttedni — nastavajici v minutach) inzulin stimuluje proteosyntézu a
inhibuje rozpad proteint a zesiluje tvorbu glykogenu v jatrech (aktivuje enzym
glykogensyntazu). Tak se zvySuje ukladani glukozy do zasob v podobé¢ jaterniho glykogenu.
V posledni (pozdni fazi, nastdvajici v hodinach) inzulin stimuluje tvorbu tuku (aktivuje
lipogenetické enzymy).

Mechanizmus pisobeni inzulinu spoé¢iva ve vazb¢ na specifické receptory
v membranach bunék cilovych tkéani (jatra, svaly, tukova tkan). Inzulinové receptory jsou
glykoproteiny slozené ze dvou ¢asti: extracelularni ¢ast vaze inzulin a intracelularni ¢ast se po
vazbé¢ na extracelularni ¢ast fosforyluje. Receptory se pti nadbytku inzulinu spotfebovavaji.

Tomuto spotfebovani receptorii se fika inhibicni regulace (down regulation) (Trojan a spol.,

2003).

3.4 Diabetes mellitus
3.4.1 Diabetes mellitus 1. typu

Obvykle se oznacuje IDDM, diabetes mellitus zavisly na inzulinu. Postihuje vétSinou
postupnou destrukci B-bunc¢k Langerhansovych ostrivkil. Za pti¢inu se povazuje autoimunitni
proces, vyprovokovany snad virovym onemocnénim ¢i chemickou modifikaci téchto bunék u
jedincu s diabetickou predispozici. Na destrukci B-bunék pankreatu se nepochybné podileji i
volné radikaly, resp. reaktivni formy kysliku. Vliv dédi¢nosti neni tak vyjadien jako u diabetu
2. typu, existuje vSak vazba na urcité HLA genotypy (Racek a spol., 2006).

Glukéza kolujici v krvi neni schopna bez inzulinu pronikat v dostate¢ném mnozstvi do
bunék a nemuze byt vyuzita k ziskani energie. Hladina krevniho cukru stoupd nad normalni
hodnoty.Vyssi hladina glykémie (tj. nad 5,6 mmol/l na la¢no, nad 6,7 mmol/l za 1 hodinu po
jidle) se nazyva hyperglykémie. Piestoupi-li glykémie urcitou hodnotu — tzv. ledvinny prah
pro glukézu — nejsou jiz ledviny schopny cukr v krvi udrzet a zacnou jej vylucovat do moce.
Dochazi ke glykosurii. Od glykosurie, nadmérného moceni a nalezu cukru v moci, byl

odvozen 1 nazev onemocnéni uplavice cukrova, diabetes mellitus.
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Hodnota ledvinného prahu je individudlni pro kazdého ¢lovéka, méni se v priabéhu dne
i béhem zivota, primérné se pohybuje kolem 10 mmol/I.

Pfi nedostatku inzulinu nejsou stravené cukry vyuzity. Organizmus neni schopen
vyuzit jako energeticky zdroj ani glukdzu vyrobenou v jatrech (glukoneogeneze). Organizmus
musi energii ziskdvat z nahradnich zdrojt, z tukl a bilkovin. Rozpadem tukt (lipolyza)
vznikaji mastné kyseliny, které¢ se v jatrech pfeménuji na ketolatky, aceton, kyselinu
betahydroxymaéselnou a acetooctovou. Cast ketolatek je vyuzivana jako energeticky zdroj
Vv organizmu a jejich nadbytek je vylu¢ovan moci — ketonurie.

Na zac¢atku onemocnéni se postupné snizuje produkce inzulinu a stoupa hladina
krevniho cukru. Cukr bez inzulinu neni vyuzit jako zdroj energie a nemocny se proto citi
unaveny. Stoupne-li glykémie nad hodnotu ledvinného prahu, je glukéza vylucovana do
moce. K vylouceni ur¢it¢tho mnozstvi osmoticky aktivniho cukru je vSak tfeba zvySeného
mnozstvi tekutin. To je pfi¢inou nadmérného moceni — polyurie, ¢asto i v noci — nykturie.
Ztrata tekutin vede k pocitu Zizné a nuti k nadmérnému piti — polydypsii. Usili o udrzeni
vyrovnané acidobazické rovnovahy vyvoldva prohloubené dychéni s typickym kyselym

jable¢nym zapachem vydechovaného vzduchu (Bélobradkova, Brazdova, 2006).

3.4.2 Diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus 2. typu (dfive oznaCovany jako diabetes mellitus nezavisly na
inzulinu — NIDDM nebo také jako diabetes dospélého veku) je heterogennim syndromem.
Diabetes mellitus typu 2 vznika nej€astéji po 40. roce Zivota a vedle dédicnosti podporuje
jeho vznik obezita, nedostatek pohybové aktivity a stresové situace. Diabeteci 2. typu
predstavuji nejméné 85% z celkového poctu diabetikll, byvaji to nejcastéji lidé stfedniho a
vys$siho véku a az 90% vsech diabetiki 2. typu trpi nadvahou nebo obezitou spole¢né s fadou
laboratornich odchylek v metabolizmu, proto také zakladem 1é¢by je dietni a pohybovy rezim
s redukci hmotnosti (Votey, Peters, 2008).

Diabetes mellitus typu 2 je chronické onemocnéni s familiarnim vyskytem. Podstatou
metabolického syndromu je nepomér mezi tvorbou a sekreci inzulinu a odpovédi perifernich
tkani na inzulin. Jedné se o tak zvanou inzulinovou rezistenci. Neni jasné, ktery moment je
primarni (American Diabetes Association). Diabetici 2. typu mohou mit hladinu inzulinu
Vv krvi vysokou, normalni i sniZzenou.

Nemocni s diabetem mellitus typu 2 nejsou zivotné zavisli na podavani exogenniho
inzulinu. Na poc¢éatku onemocnéni pii pievaze inzulinové rezistence jsou 1é€eni dietou,

pohybem a v piipadé nutnosti peroralnimi antidiabetiky. Pokud pfevladne inzulinova
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insuficience (dojde k vycerpani rezerv sekrece inzulinu), vyzada si také 1é¢bu inzulinem.
Proces insuficience sekrece inzulinu ale nevede k Gplné ztraté B-bunck.

Mezi klinické priznaky zahrnujeme zizen, polydipsii, polyurii, no¢ni moceni, hubnuti,
unavu, zvraceni, zhorSeni zrakové ostrosti, opakujici se infekce urogenitalni a kozni, porucha
védomi az komatozni stav. Nebyva sklon k acidoze.

Vyjimecné postaveni ma diabetes s oznacenim MODY (maturity onset diabetes of the
young), tedy diabetes mellitus 2. typu zachyceny v ¢asném véku. Tento typ diabetu ma
vSechny znaky diabetu mellitus typu 2, odliSuje se vSak svoji autozomalné dominantni

dédi¢nosti.

3.4.3 Inzulinova rezistence

Inzulinova rezistence zvysuje naroky tkdni na dodavku inzulinu. Vysokou hladinou
inzulinu (hyperinzulinemii) se organizmus snazi bariéru IR ptekonat. V moment¢, kdy jiz
B-buniky naroklim na vysokou sekreci inzulinu nestaci, vznikéa stav relativniho nedostatku
inzulinu (ani hyperinzulinémie nezajisti normoglykémii). Tehdy se projevi porucha
metabolizmu glukozy v podobé poruchy glukozové tolerance nebo diabetes mellitus 2. typu
(Bélobradkova, Brazdova, 2006).

Rezistence u NIDDM ma charakter kombinované receptorové a postreceptorové
poruchy, na jejimZ vzniku se mize podilet defekt na kterékoliv Grovni v kaskadé déja,
pocinaje vazbou inzulinu na inzulinovy receptor a konce aktivaci efektorovych systémi, jako
jsou transportéry glukozy a intracelularni enzymy.

Pfi¢iny inzulinové rezistence mohou byt primérni (geneticky determinované) nebo

sekundarni.

3.4.3.1 Primarni inzulinova rezistence

ProtoZze NIDDM je onemocnéni s ¢astym familiarnim vyskytem, pravdépodobné
s polygenni dédicnosti, predpoklada se pritomnost genovych mutaci odpovédnych za vznik
inzulinové rezistence. U malé ¢asti NIDDM hraje roli polymorfizmus genu pro IRS-1 (insulin
receptor substance 1), glykogensyntetazu a glukokindzu ¢i mutace mitochondridlni DNA
kodujici gen pro tRNA. Kvantitativné zcela nevyznamnou slozku predstavuji mutace genu pro

inzulinovy receptor.
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3.4.3.2 Sekundarni inzulinova rezistence

Sekundarni inzulinova rezistence naproti tomu zcela pravidelné provazi a dale
komplikuje metabolickou situaci u NIDDM. Vznika nejcastéji vlivem hormonalnich a
metabolickych pfi¢in. Uplatiuje se napiiklad hyperinzulinémie, ktera vede k down regulaci
receptort, hyperglykémie (toxicky efekt glukézy), zvyseni volnych mastnych kyselin a
kontraregulacnich hormond, poruchy acidobazické rovnovéahy, hyperosmolarita, protilatky
proti inzulinovym receptoriim a inzulinu a dalsi vlivy. Mezi dalsi potencialni mechanizmy
vedouci k inzulinové rezistenci u diabetikti patii i snizend denzita kapilar v kosternim svalu a
typ svalovych vlaken (Barto$ a spol., 2000).

Pfi¢ina IR u DM 2. typu neni zatim jednozna¢né¢ objasnéna. S nejveétsi
pravdépodobnosti se uplatni jak primarni IR, tak i sekundarni IR. Pfedpoklada se 1 podil
jinych genetickych odchylek, u DM 2. typu hlavné v distribuci intraabdominalniho tuku
(Bélobradkova, Brazdova, 2006).

Klinicky diilezitymi faktory, které se podileji na vzniku inzulinové rezistence a jejim
prohlubovani je dekompenzace cukrovky, piejidani a obezita, psychicky stres, nedostate¢na

fyzicka aktivita a n¢které 1éky a kouteni (Bartos a spol., 2000).

3.4.4 Diabetes mellitus a poruchy metabolizmu lipida

Inzulinova rezistence a diabetes 2. typu souviseji S propojenim vzajemného vztahu
plazmatickych lipidi a lipoproteinovych abnormalit, které zahrnuji snizeni HDL-cholesterolu,
prevahu LDL ¢astic o malé hustoté a zvySeni triglyceridovych vrstev. Kazdy z téchto
dyslipidemickych rysii souvisi se vzristajicim rizikem vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni. Stoupajici jaterni sekrece VLDL €astic bohatych na triglyceridy a sniZujici se
odstrannovani VLDL zda se byt hlavni zavaznosti v patofyziologii dyslipidemii (Krauss,
2004).

Mezi vyznamné aspekty, které jsou pro patogenezi hyperlipoproteinémii u diabetikti
typickeé, patii schopnost inzulinu regulovat syntézu VLDL v jatrech. Inzulin zvySuje
degradaci apoB v cytozolu, a proto stavy, kdy je inzulinu malo, nebo kdy neni funkéni, vedou
k vyssim koncentracim tohoto apoproteinu. Inzulin dale snizuje syntézu proteinu MTP
(microsomal triglyceride transfer protein), jehoz tikolem je mikrozomalni transfer
triacylglycerold.

Dale v disledku poruchy reverzniho transportu cholesterolu za fyziologickych
podminek a pfi hypertriacylglycerolémii vznikaji malé denzni LDL ¢astice, které se

V soucasnosti povazuji za jedny z vlibec nejvice aterogennich.
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Pro diabetiky 2. typu je nejcharakteristictéjsi zvySovani koncentrace triacylglycerolti a
pokles koncentrace HDL-cholesterolu.

Pacient s diabetem 2. typu ma, jak jiz bylo fe¢eno, inzulinovou rezistenci, v jejimz
dasledku pak dochazi k hyperinzulinémii a po urcitém Case u ¢asti nemocnych 1
K hyperglykémii, zejména ve vztahu k piijmu energetickych substratti (¢asta je situace, kdy
tito nemocni maji normalni glykémii nala¢no, avSak nedokazi se vyrovnat s pfijmem
energetickych substratii obsahujicich sacharidy; proto se nékdy diabetes 2. typu nazyva téz
postprandidlni nemoc). Inzulinova rezistence u diabetu 2. typu vede k poklesu lipoproteinové
lipazy v perifernich tkanich, disledkem pak je i pokles hydrolyzy triacylglycerold jak ve
VLDL, tak v chylomikronech, a také snizena clearence VLDL a chylomiker; proto tak ¢asto
nachazime vedle zvySenych koncentraci triacylglyceroli rovnéz zvysené ¢astice VLDL.
Soucasné s tim stoupa endogenni lipaza v tukové tkani, coz vede ke zvySené nabidce
mastnych kyselin pro hepatocyty; diky tomu se pak zvySuje i syntéza VLDL, respektive
triacylglycerold, které jsou hlavni lipidovou souc¢asti VLDL.

U diabetikl jsou rovnéz dulezité strukturdlni zmény LDL-cholesterolu. Zejména u
diabetikt 2. typu jsou zvlasté nebezpecné vyssi hladiny malych denznich LDL ¢éstic. Ty jsou
totiz pravdépodobné nachylné;si k oxidaci, a malé denzni LDL ¢astice jsou mnohem vice
aterogenni nez velké LDL ¢&astice. Stoupa také pomér cholesterol/lecitin, lyzinové zbytky
apoB jsou vice glykovany a jsou také nachylnéjsi k peroxidaci, stejné jako jiz zminéné malé
denzni LDL ¢éastice.

U diabetu 1. typu vede nedostatek inzulinu k poklesu lipoproteinové lipazy a ke
vzestupu lipazy endogenni v tukové tkani. Disledkem je zvySeni ptisunu volnych mastnych
kyselin do jater a vzestup syntézy VLDL v jatrech. ZvySeny jsou rovnéZ glykace a peroxidace

lipoproteint (Perusicova, Andél, 1999).

3.5 Desaturazy a elongazy

Biosyntéza nenasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem probiha kombinaci
aktivit desatura¢nich enzymu a elongacnich enzymu.

Desaturazy jsou enzymy pattici do tfidy oxidoreduktaz, které katalyzuji odStépeni
dvou vodiku z nasycené mastné kyseliny (resp. z acyl-CoA) za vzniku dvojné vazby v
cis-konfiguraci. S vyjimkou bakterii jsou nové dvojné vazby zavedené do molekuly

monoenoveé mastné kyseliny od sebe oddéleny methylenovou skupinou. U zivoc€icht jsou
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dodate¢né dvojné vazby vzdy zavadény mezi existujici dvojnou vazbu a karboxylovou
skupinu.

Zivogichové maji pouze A* A% NS A° desaturazy, které neumoziuji zavedeni dvojné
vazby za polohu 9. V dusledku toho nemohou byt linoleat (w6) a a-linolenat (w3)
syntetizovany a musi byt dodavany potravou. Nazyvaji se esencidlni mastné kyseliny.

Co se tyka neesencidlnich mastnych kyselin, mohou byt vytvofeny z nasycenych
mastnych kyselin v fad¢ tkani, vCetn¢ jater. Prvni dvojna vazba zavedena do mastné kyseliny
je téméf vzdy v poloze A9. Konverzi palmitoyl-koenzym A na palmitoleyl-koenzym A nebo
stearoyl-koenzym A na oleoyl-koenzym A katalyzuje A*-desaturaza v endoplazmatickém
retikulu. Jde o typicky monooxygenazovy systém obsahujici cytochrom bs (Murray a spol.,
2002).

Obecné se jedna o aerobni proces vyZadujici molekularni kyslik, NAD(P)-
cytochrom bs reduktazu a elektronovy akceptor cytochrom bs. Elektrony proudi z NAD(P)H
pomoci cytochrom bs reduktazy k cytochromu bs, k SCD az kone¢né k Oy, ktery se redukuje
na H,O (Paton a Ntambi, 2008).

stearoyl-CoA + NAD(P)H + H* + O, — oleoyl-CoA + NAD(P)" + 2 H,O

Elongazy jsou enzymy, které v endoplazmatickém retikulu prodluzuji nasycené i
nenasycené mastné kyseliny a to tak, Ze se na acyl-CoA aduje malonyl-CoA (prodlouzeni od
karboxylového konce) a poté nasleduje redukce pomoci NADPH. V mitochondrialnim
systému se na acyl-CoA aduje acetyl-CoA, jedna se v podstaté o obracenou -oxidaci.
Pouzivaji se pro syntézu strukturnich lipidi v mitochondriich.

Desaturac¢ni a elongacni systémy jsou eliminovany pii hladovéni, podavanim
glukagonu a adrenalinu a pii nedostatku inzulinu pfi diabetes mellitus typu 1 (Murray a spol.,
2002).

3.5.1 Stearoyl-CoA desaturaza 1 (SCD-1)

SCD-1 je jaterni enzym nezbytny pro biosyntézu nenasycenych mastnych kyselin
z nasycenych mastnych kyselin, které jsou nepostradatelné pro syntézu esterii cholesterolu a
cholesterolu v organizmu (Chu a spol., 2006).

SCD-1 je tedy klicovym enzymem, ktery je zodpovédny za preménu kyseliny
palmitové (16:0) a kyseliny stearové (18:0) na palmitolejovou (16:1) a olejovou kyselinu

(18:1),a naopak. Pomé&r palmitolejovéa/palmitova kyselina (16:1 / 16:0) je nazyvan
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desaturacnim indexem. Jedna se o dulezity ukazatel pfi stanovani aktivity SCD-1 (Kao-
Borengassera spol., 2008).

Podle nékterych studii bylo zjisténo, ze jaterni SCD-1 index aktivity negativné
koreluje se ztukovénim jater (steatdozou) a positivné s inzulinovou rezistenci u obéznich lidi
(Stefan a spol., 2008).

Desaturaza A9 celkové ovliviiuje sloZzeni mastnych kyselin fosfolipidi a triglycerida.
Uginky na skladbu fosfolipidii jsou diileZité pii udrzovani pruznosti bunééné membrany,
poskozeni ma za nésledek rizné druhy nemoci jako je kardiovaskuldrni onemocnéni, obezita,
diabetes mellitus typu 2, hypertenze, neurologicka onemocnéni, porucha imunity a rakovina
(Ntambi, 1999).

SCD-1 byla také objevena jako slozka nové metabolické reakce na hormon leptin.
Proto se SCD-1 ukézala byt dilezitym metabolickym kontrolnim bodem a inhibitorem, jeho
exprese mize byt vyhodna pro 1é¢bu obezity, diabetu a dalsich metabolickych chorob (Paton
a Ntambi, 2008). SCD-1 muze také chranit bunky pted lipotoxicitou, ktera muze byt

zpusobena nasycenymi mastnymi kyselinami ve vysokém mnozstvi (Risérus a spol., 2004).

3.5.2 Vliv potravnich tuki na SCD

Studie provadéné na krysach prokazaly, ze ¢innost SCD byla snizena v krysich jatrech
béhem hladovéni a diabetu a naopak byla rapidné€ indukovéana do vySSich urovni na zakladé
zpétného napdjeni stravou s vysokym obsahem uhlohydrati, nebo po podani inzulinu. Stravy
bohaté na nasycené mastné kyseliny nebo cholesterol t¢Z indukovaly desaturacni ¢innost. Na
druhou stranu polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) jako kyselina linoleova (18:2n-6)
sniZily ¢innost SCD. PUFA, hlavn¢ fada n-3, vykazuji tedy prospéS$ny ucinek na snizovani

plazmovych lipida a lipoproteint (Ntambi, 1999).

3.5.3 SCD a obezita
Vyskyt obezity dramaticky vzriista v poslednich letech. Stava se jednim z nejvice
naléhavych celosvétovych problém, které ovliviiuji zdravi lidi. Na svéte Zije vice nez
1 miliarda lidi S nadvahou, z toho je jich 300 milionti obéznich. Hlavni pfi¢inou obezity je
nadmérna spotfeba a nevhodné stravovaci navyky, doprovazené nedostatenym pohybem.
Neni to ovSem jen problém ,,esteticky*, obezita je spojena s vyskytem celé Skaly chorob.
Pro definici obezity je obvykle vyuzivan Body Mass Index. Podle indexu je hodnota
vy$§i nez 25 bodli vyhodnocena jako nadvaha. Za obézniho ¢lovéka je povaZovan ten, jehoz

hodnota indexu BMI piekracuje 30 bodl. OvSem pii spojeni s rizikovymi faktory, jako je
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napiiklad cukrovka 2. typu, je obezita stanovena jiz pti hodnot€ 28 bodu. Je ovSem tieba vzit
na védomi, ze i kdyz index BMI souvisi s obsahem tuku v téle, neméfi se pfimo. Proto jeho
vypovidaci schopnost miize byt nékdy zkreslena, zvlasté u lidi, ktefi maji hodn¢ svaloviny.
(Cohen a spol. 2003).

Obezita spolu s dalsimi faktory jako hyperlipidémie, inzulinova rezistence a jaterni steatoza je
meznikem pro metabolicky syndrom, komplex metabolickych zmén. Strava bohata jak na
jednoduché cukry a jak na nasycené tuky je povazovana za faktor vysvétlujici rozvoj
inzulinové rezistence u laboratornich zvirat i lidské populace(Roger Gutiérrez-Juarez a spol.,
2006). Zvysena pristupnost mastnych kyselin zptsobuje odumirani bunék, dysfunkci B-bunék
a diabetes (Bush a spol.,2005).

Aktivita SCD-1 je vyzadovana pro indukci jaterni inzulinové rezistence pfi stravé
obohacené o nasycené mastné kyseliny. A¢koliv Roger Gutiérre-Juérez ve svych studii
prokazal, ze deficit SCD-1 u mysi zlepSuje glukozovou toleranci a citlivost na inzulin, tyto
charakteristické metabolické vlastnosti mohou byt vedlejsi vedle souvisejicich zmén
Vv energetické rovnovaze a v lipidovém metabolizmu. Ve skute¢nosti chronicky deficit SCD-1
sdm o sobé vede ke zméndm v télesné vaze a v uvolilovani energie. To v§e ma vazny vliv na
inzulinovou citlivost(Roger Gutiérrez-Juarez a spol., 2006).

SCD-1 hraje tedy dulezitou roly v jaterni inzulinové rezistenci a nejspis i v potencialni

1é¢bé obezity a metabolického syndromu (Dobrzym a spol., 2005).

3.5.4 SCD a rakovina

Regulace ¢innosti SCD miize také ovlivnit vznik a rast rakoviny. Existuji hromadici se
dikazy, které podporuji domnénku, ze zména v saturaci mastné kyseliny C18 je zdvazna
V postupu tvorby rakoviny. Vyssi hodnota olejovych kyselin v malignich bunikach zodpovida
za zvySenou pruznost membrany. VSeobecné vede zvySena pruznost membrany ke zvySené
latkové vyméné bunky a také k vyssi rychlosti déleni, tedy k rystim ptiznacnych pro
rakovinotvorné bunky (Li a spol.,1994). Stearové kyseliny brzdi vyskyt samovolnych prsnich
nadorl u mysi a riist karcinogenem-indukovanych prsnich nddori u krys. Stearové kyselina
také zabranuje vyvoji prsni rakoviny in vitro. A tak jeden eventualni mechanismus anti-
rakovinné ¢innosti jistych tfid mastnych kyselin, jako jsou sterculic kyselina (8-(2-
octylcyclopropenyl)oktanova kyselina) a thiomastné kyseliny, ma modifikovat pomér

nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin skrze redukovani ¢innosti SCD (Ntambi,
1999).
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3.5.5 SCD a deficience esencialnich mastnych Kkyselin

Esencidlni mastné kyseliny (dale EFA) jsou potfebné pro normalni funkci prsnich
esencialnich mastnych kyselin. V klizi se to projevuje jako bolestivé Supinaté 1éze
doprovazené chronickou epidermalni hyperproliferaci, abnormalni diferenciaci a abnormalni
funkci kozni bariéry. Tyto symptomy jsou dale doprovazeny relativnim nadbytkem
mononenasycenych mastnych kyselin, hlavné oleatt a palmitoleatti, nasvédcujici zvySenou
aktivitu SCD. Vaznost symptomt je snizena pii 1é¢b¢ kyselinou linolovou, ktera redukuje

hladiny C18:1 a C16:1 pravdépodobné snizenim ¢innosti SCD (Marcelo a spol., 1992).

3.5.6 Pomocné metody vyuZzivané pri sledovani aktivity SCD
3.5.6.1 Télesna skladba a rozloZeni télesného tuku v organismu

Télesny tuk je métitelny pomoci bioelektrickych impedanénich metod (RJL, Detroit,
MI, USA). Celkovy, stejné jako télesny a podkozni bfisni tuk, je také métitelny pomoci
T1-vahové rychle rotujici echo techniky s 1,5 T zobrazenim celého téla (Magnetom Sonata,

Siemens Medical Solution, Erlangen, Germany) (Machann a spol., 2005).

3.5.6.2 'HMRS pro kvantitativni analyzu u pacientt se steatézou jater

Steatdza jater je méfitelnd protonovou magnetickou rezonan¢ni spektroskopii
(*HMRS). NMR-spektroskopii Ize s vyhodou pouzit k analyze latek v jednodussich smésich,
protoZe se jedna o rychlou a nedestruktivni analytickou metodu. Kvantitativni analyza je
zalozena na pfimé imernosti mezi plochami pikd, resp. integralnimi intenzitami signalt

v NMR-spektru a koncentraci latky, ktera signal poskytuje (Stefan a spol., 2005).

3.5.6.3 Ordlni gluko6zovy tolerancni test

Vsichni testovani jednotlivei podstupuji 75¢g ordlni gluk6zovy tolerancni test (0GTT).
Béhem provadéného testu odebirame pacientovi vzorek vendzni plazmy po 0, 30, 60, 90 a
120 minutach pro stanoveni plazmové glukdzy a inzulinu. Glukézova tolerance je ur¢ovana
od roku 1997 v souladu s diagnostickymi kritérii Svétové zdravotni organizace (Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 1997). Citlivost na
inzulin se vypocitava z hodnot glukozy a inzulinu naméfenych béhem oGTT , jak Matsuda a

DeFronzo navrhnuli (Matsuda, DeFronzo, 1999).
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3.5.6.4 Euglykemicky hyperinzulinemicky clamp

Euglykemicky hyperinzulinemicky clamp je nejuznavanéjsi metoda zjiSténi inzulinové
rezistence. Koncentrace inzulinu je klempovana na urcité hladin¢ (50 - 5000 mU/1) podanim
exogenniho inzulinu. MnozZstvi exogenni glukozy, které musi byt podano, aby se udrzela
odpovidajici jejimu niz§imu perifernimu vyuziti, tim vyssi je inzulinova rezistence pacienta

(Racek a spol., 2006).

3.5.6.5 Analytické postupy
Plazmova a sérova glukoza, inzulin, volné mastné kyseliny a lipidy

K uréeni sérové glukozy se pouziva tzv. bedside test ( provadény u lizka pacienta) za
pouziti bedside glukdzového analyzatoru (glukdzo-oxidazova metoda; YSI, Yellow Springs
Instruments, Yellow Springs, CO, USA). Pro méfeni inzulinu a celkovych volnych mastnych
kyselin (FFA) a lipoproteind, je krev umisténa na led po odebrani, okamzit¢ transportovana
do laboratote a nasledné analyzovana. Plazmovy inzulin je mozné urcit pomoci
mikro¢asticové enzymové immunoassay Bayer Centauer (Bayer HealthCare, Leverkusen,
Germany) a celkové sérové FFA koncentrace pomoci enzymatické metody (WAKO
Chemicals, Neuss, Germany). Sérové koncentrace celkového, HDL- a LDL-cholesterolu
mohou byt méfeny standardni kalorimetrickou metodou s vyuzitim Bayer analyzatoru (Bayer

HealthCare, Leverkusen, Germany).

Mastné kyseliny v VLDL-TG frakci

Vzorek odebirany na la¢no je stocen, ihned zamrazen a uskladnén pfi teploté -80°C
pro naslednou analyzu vzorku obsahujici mastné kyseliny. Prvné je VLDL frakce
odseparovana od HDL- a LDL- cholesterolové frakce ultracentrifugaci. K tomu je tieba ptidat
1,5 ml sodno-chloridového roztoku (1,006 g/mol) k 1,5 ml lidské plazmy. Pak nasleduje
ultracentrifugace pii otackach 40 000 rpm, teplote¢ 10°C po dobu 18 hodin s vyuzitim
Optima™ Preparative ultracetrifuge (Beckman Coulter Inc., Palo Alto, CA, USA). Potom
hlavni vrstva (VLDL frakce) je oddé€lena a pouzita pro dal$i analyzy. VLDL frakce je
rozdélena pomoci tenkovrstevné chromatografie do 5 subfrakci — TG, diglyceridy, FFA,
estery cholesterolu a fosfolipidy. Pak je VLDL-TG frakce vyskrabana z TLC desky a
pfenesena do vialek se zatkou pro pfimou transesterifikaci. Methylestery nasycenych kyselin

jsou méfeny pomoci plynové chromatografie s plamenovou ionizac¢ni detekei.
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Vypocet indexu desaturdazove aktivity

Pomér C18:1, n-9 / C18:0 stejné jako pomér 20:4 n-6 / 20:3 n-6 a 18:3 n-6 / 18:2 n-6
se vypocitava jako index jaterni SCD-1 (A 9), A5 a A6 desaturazové aktivity (Stefan a spol.,
2001).

3.6 Chromatografie

3.6.1 Princip chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda, tedy metoda, pii které se oddéluji — separuji
slozky obsazené ve vzorku. Svym urCenim je to pfedevsim metoda kvalitativni a kvantitativni
analyzy vzorku. Latky se d€li na zakladé jejich rozdilné migrace v systému dvou fazi,
zakotvené (stacionarni) a pohyblivé (mobilni).

K rozdilim v migraci dochazi na zaklad¢ rozdilné adsorpce, rozdélovaci, vymény
iontll nebo efektu molekularniho sita. Podle téchto délicich pochodi délime chromatografii na
rozd€lovaci, adsorp¢ni, iontové-vyménou, gelovou a afinitni. Sily uplatiujici se pti tomto
procesu maji povahu fyzikalni (elektrostatické interakce mezi ionty a dipdly, van der
Waalsovy sily, n-interakce) i chemickou.

Stacionarni fazi obvykle tvofi tuhy sorbent (prasek nebo poérovity material) nebo
kapalina zachycené na nosici. Touto stacionarni fazi protéka faze mobilni, pfedstavovana
kapalinou nebo plynem, takze se setkdvame s dvojicemi fazi: tuha latka — plyn, tuha latka —
kapalina, kapalina — plyn a kapalina — kapalina. Podle skupenstvi mobilni faze rozeznavame

chromatografii plynovou a kapalinovou (Gaspari¢ a Churacek, 1981).

3.6.2 Zakladni typy chromatografie
3.6.2.1 Chromatografie adsorp¢ni

Adsorpc¢ni kapalinova chromatografie LSC vyuZziva mezimolekulovych pfitazlivych sil
mezi staciondrni fazi a analytem.

Jako adsorbenty v LSC se pouzivaji zrnité materialy na bazi silikagelu, ktery jevi
kyselé vlastnosti, a méné Casto na bazi oxidu hlinitého, ktery mé zasadité vlastnosti a nékdy
uplatnuje nevhodné katalytické u€inky. Pro dobrou adsorpci je nutny velky povrch téchto
adsorbenttl. Kulovité ¢astice adsorbentu v sob& obsahuji pory. Castici adsorbentu miize byt
kulicka zhotovena z toho materialu, kterou prostupuji pory v celém objemu, nebo mize jit o
adsorbent s povrchovou porovitosti, ktery obsahuje kulovité inertni jadro, na jehoz povrchu je

adsorbent.
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Vyuzivany jsou také jiné materidly (aktivni uhli, celulosa, uhli¢itan vapenaty).
Adsorp¢ni aktivita adsorbentu je déna jeho polaritou a poctem adsorpcnich mist. Pfitomnost
vody Vv systému snizuje jeho aktivitu, nebot’ se vaze na adsorpéni mista.

Rozpoustédlo i rozpusténé latky soutézi o mista na povrchu stacionarni faze. Proto je
vhodné volba rozpoustédla dulezita pro eluci analytu. Adsorpéni chromatografie je uzite¢na
pro separaci nizko a stfedné polarnich vzorki relativni molekulové hmotnosti do 1000.

Nevyhodou této techniky jsou zkreslené piky (s rozmytou frontou nebo chvostujici) (Klouda,
2003).

3.6.2.2 Chromatografie rozdélovaci

V rozdé€lovaci kapalinové chromatografii LLC se analyty rozdéluji mezi dvé
nemisitelné kapalné faze. Mobilni fize unasi analyty, staciondrni fazi je kapalina zakotvena
na pevném nosici. Retenéni Cas analytl zavisi na tom, jak jsou rozpustné v kazdé z obou fazi
rozdilné polarity.

Rozhodujici podminkou v LLC je vzajemna nemisitelnost mobilni a staciondrni faze.
To v praxi Casto nelze zcela splnit, a tak hrozi vymyvani stacionarni faze z kolony. Proto se
nyni nejcastéji pouzivaji jako stacionarni faze kapaliny, které jsou chemicky vazany na nosic.
Nosicem je silikagel nebo sklo. Péry prostupuji celym objem kulicky nosi¢e nebo mohou byt
povrchové. Staciondrni faze se kotvi riznymi reakcemi, napiiklad silanizaci silanolovych
skupin trialkylchlorsilany, dialkyldichlorsilany nebo alkyltrichlorsilany.

Rozdé&lovaci chromatografie je obecné nejvhodnéjsi pro latky mensich az sttednich
relativnich molekulovych hmotnosti. Pfitomnost vody neni pfekaZkou jako u adsorpéni

kapalinové chromatografie (Klouda, 2003).

3.6.2.3 Iontové-vyménna chromatografie

Stacionarni fazi v iontové-vyménné chromatografii (lon Exchange Chromatography —
IEC) je ménic¢ iontl. Tim je makromolekularni matrice (polystyren, celulosa, dextran aj.)
s vhodnymi funkénimi skupinami kyselé nebo zasadité povahy. Kazda funkéni skupina je
pevné vazanym iontem, na ktery je iontovou vazbou pfipojen protiion s opaénym nabojem.
Ten je vyménovan iontem obsaZzenym v mobilni f4zi. Pfi tom se uplatiiuji elektrostatické sily
mezi ionty opa¢ného naboje (Coulombovy sily).

Iontové-vyménna chromatografie je hojn¢ vyuzivana jak k separaci slabych

organickych kyselin a zésad, tak i anorganickych iont. Stala se oblibenou metodou pro
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separaci 1éciv, nukleovych kyselin, aminokyselin, ionti piechodnych kovovych prvkai,

lanthanoidu a aktinoida (Klouda, 2003).

3.6.2.4 Gelova permeaéni chromatografie

V gelové permeacéni chromatografii (Gel Permeation Chromatography — GPC neboli
Size Exclusion Chromatography — SEC) jsou molekuly separovany podle své velikosti.
Dochazi k rozdéleni slozek mezi pohyblivou ¢ast mobilni faze, ktera se nachazi mezi
jednotlivymi zrny gelu, a nepohyblivou ¢ast mobilni faze, nachazejici se uvnitt pora gelu. Pii
priicchodu kolonou jsou molekuly slozek zdrzovany v diisledku svého pronikani do
rozpoustédlem naplnénych poria. Malé molekuly pronikaji hloubé&ji, a maji tudiz vyssi
hodnoty reten¢nich objemii nez vétsi molekuly.

GPC je vhodna pro analyty relativni molekulové hmotnosti vétsi nez 500, 1 kdyZ jsou
separovany molekuly jiz od M;= 100. Metoda je Casto vyuzivana pro biopolymery, napf.

proteiny (Klouda, 2003).

3.6.3 Chromatografie na tenké vrstvé

Pti chromatografii na tenké vrstvé dochazi k déleni slozek pti prichodu mobilni faze
tenkou vrstvou jemnozrnného sorbentu nebo nosic¢e zakotvené faze. Tento sorbent je
rozprostfen nebo fixovan na vhodné podlozce, kterou miiZze byt sklenéna ¢i hlinikova deska.
Tenké vrstvy se pfipravuji v laboratofi nebo se pouziva hotovych komer¢nich desek
s nanesenou tenkou vrstvou. Nej¢asteji pouzivanymi materidly pro tenké vrstvy jsou silikagel
a oxid hlinity. Rada preparétii obsahuje také anorganické pojidlo (sadru) (Gasparic a
Churacek, 1981).

Vzorek se nanasi pomoci kapilary nebo mikropipety na start, ktery je blizko jednomu
konci plochy. U vysoce t¢innych tenkych vrstev se nanaSeni provadi automatickymi
davkovaci. Timto koncem se po vyschnuti rozpoustédla ponoti papir nebo podlozka s tenkou
vrstvou do mobilni faze. Systém se umisti v prostoru nasyceném parami mobilni faze.

Mobilni faze vzlina papirem nebo tenkou vrstvou pomoci kapilarnich sil, pohybuje se
pfes start a unasi s sebou slozky vzorku tim rychleji, ¢im méné se poutaji na stacionarni fazi a
¢im jsou lépe rozpustné v mobilni fazi. Proto se vzorek rozdéli na zony obsahujici jednotlivé
slozky.

Pokud slozky nejsou tvoieny barevnymi latkami, provede se jejich zviditelnéni —

detekce. Pouzit miiZeme postiik aerosolem ¢inidla, které se sloZkami reaguje na barevné
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slouceniny nebo pozorovanim pod ultrafialovou lampou, kdy fluoreskujici latky se nam jevi
jako svétlé skvrny na tmavém pozadi.

Pro kazdou latku na chromatogramu je charakteristicka jeji poloha, ktera se vyjadiuje
hodnotou Rg (reten¢ni nebo-li retardacni faktor). Je to pomér vzdalenosti sttedu skvrny od

startu a vzdalenosti Cela rozpoustédla od startu (Klouda, 2003).

Obr. 3.5 TLC chromatogram
Zdroj: http://www.chem.fsu.edu/chemlab/chm1050Imanual/chromatography/index.htmi

ZKkratky: a — vzdalenost ¢ela rozpoustédla od startu, b — vzdalenost sttedu skvrny od startu

3.6.4 Plynova chromatografie

Nejdulezitéjsi ¢asti chromatografického postupu jsou déje probihajici na kolong.

Z tohoto hlediska definujeme plynovou chromatografii jako fyzikalné-chemickou metodu
separace latek ze smési, zaloZenou na distribuci mezi dvé heterogenni faze. Jedna z té€chto fazi
je vzdy nepohybliva (stacionarni), realizovana sorpcné aktivni latkou, druhé pohybliva
(mobilni) je realizovana plynem. Interakce mezi molekulou plynu resp. pary a stacionarni
fazi je dana ur¢itym druhem mezimolekularnich sil (adsorpci, rozpousténim) a difuzi.

Podle druhu heterogenni soustavy délime plynovou chromatografii na chromatografii
systému plyn — tuha taze (GSC), kde stacionarni fazi je povrchové aktivni latka (napt. aktivni
uhli, silikagel, molekulova sita, porézni skla) a na chromatografii plyn — kapalina (GLC), kde
stacionarni fazi je kapalinovy film zakotveny na inertnim nosici. Z hlediska konstrukce a

pracovniho postupu pfi analyze neni zdsadni rozdil mezi obéma typy chromatografii.
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Podstatny rozdil tkvi ve zplisobu separace, nebot’ v ptipadé¢ GSC je distribuce mezi obé
heterogenni faze zalozena na adsorpci, zatimco GLC na rozpousténi (Purnell, 1966).

Pti vlastnim chromatografickém procesu dochéazi k nasledujicimu: Ze zdroje plynu,
ktery byva vétsSinou tlakova naddoba, prochazi plyn systémem cisticiho a regula¢niho zafizeni,
které zbavuje plyn nezadoucich piimési a zajist'uje jeho konstantni pritok kolonou.
Dévkovacim zatizenim je vzorek vpraven do proudu nosného plynu a spolu s nim vstupuje do
kolony. Za vhodné zvolenych podminek dochazi v kolon¢ k rozdéleni smési na jednotlivé
slozky. Tyto slozky jsou proudem nosného plynu pievadény z kolony do detektoru, ktery
byva spojen piimo se zapisovacem. Soucasti pfistroju je i vyhodnocovaci zatizeni, kterym
jsou ruzné typy integratord, resp. pocitaci. Davkovac, kolona a detektor vyzaduji
termostatovani.

Jako analytickd metoda umoznuje plynova chromatografie identifikaci a stanoveni
nejen plynd, ale i vSech téch latek, které 1ze definovanym zptsobem pievést v pary, at’ jiz jde
o kapaliny nebo latky tuhé. Jako preparativni metoda je pouzivana k izolaci €istych latek

v gramovych mnozstvich (Smolkova a spol., 1983).
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Popis vybéru jedincii do souboru

Vybér byl vytvoren ze vzorkti EDTA plazmy diabetikti z Oddéleni klinické biochemie
Krajské nemocnice Pardubice a.s., které byly odeslany na chromatografickou analyzu do
Oddéleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Eberhard-Karl-Universitét v Tiibingenu v
ramci Grantu evropské unie s nazvem CARE-MAN. Vzorky byly zpracovavany v obdobi od
listopadu 2008 do ledna 2009. Do vybéru bylo zafazeno 50 anonymnich subjekti bez ohledu
na vk ¢i pohlavi. Pfedpokladem zarazeni byl informovany souhlas jedince.

Vybranym jedinciim byla odebrana plazma Zilni krve do specialnich zkumavek pro
diagnostiku diabetu s antiglykolytickym ¢inidlem fluoridem sodnym a s EDTA (kyselina
ethyldiamintetraoctova). Dale se téZ pracovalo se sérem pro stanoveni koncentrace celkovych
lipida.

Vzorky byly zmrazeny na teplotu — 18 °C a pii této teploté uchovavany az do
zpracovani. Po pfevozu na Katedru biologickych a biochemickych véd fakulty chemicko-
technologické Univerzity Pardubice (KBBV) byly zpracovany metodou tenkovrtevné a
plynové chromatografie.

Pro presnéjsi vyhodnoceni jednotlivych vzorkt byli pacienti rozdéleni do tfi skupin
podle hodnot glukoézy a glykovaného hemoglobinu na zdravé jedince, stiedné nemocné
diabetiky a téZce nemocné diabetiky. Gluk6za ndm ukazuje okamzity stav pacienta.
Nevyhodou je, Ze hladina glukézy mtze byt z velké ¢asti ovlivnéna nespravnym stravovanim
b&hem pribehu onemocnéni, nedodrzenim laénéni pred vlastnim vySetienim a podobné.
Naproti tomu glykovany hemoglobin je mnohem dlouhodobéj$im a piesnéjsim ukazatelem o

pribéhu onemocnéni.

Tab. 4.1 Rozdéleni pacienti do ti'i skupin

gluk6za (mmol/l) glyk. hemoglobin (%0)

zdravi 3,1-6,0 28-45
stifredné nemocni diabetici 6,1-10,0 46-7,0
téZce nemocni diabetici 10,1 a vice 7,1 a vice

-34-



4.2 Metoda tenkovrstevné chromatografie
4.2.1 Pristrojové vybaveni
e Centrifuge type MPW-340

Vyrobce: Mechanyka Precyzna, Polsko.
Distributor: Servis Unimed, Vestec 41, 25242 Vestec u Prahy, CR.

e Spektrofotometr, Spekol 11, CArl Zeiss, Jena, DDR.

e Tiepacka Vortex typ: REAX top.
Vyrobce: Heidolph instruments GmbH & Co. KG, Walpersdorfer Str. 12, 91126

Schwabach, Némecko.

® (dpatovaci termostat TERMOVAP TV 10.
Vyrobce: ECOM s.r.o, Americka 3, 120 35 Praha 2, CR.

e SusSarna HS 62 A.
Vyrobce: Chirana, CHIRANA GROUP, a.s. Velka 2984/23, 70200 Ostrava —
Moravska Ostrava, CR.

e Pipety — 100ul, pipety pro organiku 250 pl, 500 pl, sklenéné pipety 1ml, Sml, 10ml.

4.2.2 Pouzivany material
Extrakéni smés: chloroform - methanol.
e Chloroform p. a., baleni 1000 ml, destila¢ni rozmezi 59,5 - 62 °C, hustota 1,470 kg/I.
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o, Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR.
e Methanol p.a., baleni 1000 ml, obsah 99 %, hustota 0,790 kg/I.
Vyrobcee: Lach-Ner, s.r.o, Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR.

Dusik.
Dusik 4,6 (99,9 %).
Vyrobee a dodavatel: Linde Technoplyn, U technoplynu 1324, 198 00 Praha 1, CR.

Standard.

e Standard Reprochol - lidské nebo konské sérum se zvySenou hodnotou cholesterolu.
Cislo sarze: 201181195, baleni 8 x 5 ml.
Vyrobce: IMUNA, §.p., Sari$ské Michalany.
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Chromatograficka soustava: hexan - diethylether - kyselina octova
Hexan p.a., baleni 900 ml, obsah 99 %, hustota 0,660 kg/I.

Vyrobcee: Lach-Ner, s.r.o, Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR.
Diethylether, baleni 1000 ml, bod varu 34 - 35 °C, hustota 0,710 kg/I.
Vyrobce: MERCK KGaA, 64271 Darmstadt, Némecko.

Distributor: MERCK s.r.0., Zdébradské 72, 251 01 Ricany - Jazlovice, CR.
Kyselina octova p.a., baleni 900 ml, obsah 99 %, hustota 1,050 kg/1.
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR.

Chromatografické desky.

TLC plate 20 x 20 cm, No. 1.05721, Silica gel 60.

Vyrobce: MERCK KGaA, 64271 Darmstadt, Némecko.

Distributor: MERCK, s.r.0, Zdébradska 72, 251 01 Rigany - Jazlovice, CR.

Detekéni ¢inidlo: kyselina fosfomolybdenova (20 % roztok) v ethanolu.
Kyselina fosfomolybdenova.

Vyrobce: SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Riedstrasse 2, 89555 Steinheim,
Némecko.

Distributor: SIGMA-ALDRICH s.r.0., Pobiezni 46, 186 21 Praha 8, CR.
Ethanol pro UV spektroskopii, baleni 1000 ml, hustota 0,810 kg/I.

Vyrobce: LACHEMA Brno, Karések 1, 62133 Brno, CR.

Stanoveni jednotlivych frakei lipida s kyselinou sirovou a standardem.
Kyselina sirova p.a., hustota 1,830 g/1.

Vyrobce: PENTA, ing. Petr Svec, Vyroba a prodej ¢istych, farmaceutickych a
specialnich chemikalii, Vyrobni devize Chrudim, IC. 10140751, CR.

Smésny standard Dade: (kyselina stearova 10 %, kyselina palmitova 10 %, kyselina
olejova 80 %) celkova koncentrace 8 g/l.

Souprava LACHEMA - BIO-TEST "Celkové lipidy" (TL 180) Kat. ¢. 1135801,
Vyrobce Lachema Diagnostica, Karasek 1, 621 33 BRNO, CR.

Fosfovanilinové ¢inidlo: kyselina o-fosfore¢na - vanilinum.

Kyselina o-fosfore¢na 85 % p.a., baleni 1000 ml, obsah 84 - 86 %, hustota 1,710 kg/I.
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Vyrobce: LACHEMA Brno, Karasek 1, 62133 BRNO, CR.
e Vanilinum, baleni 10 g.

Vyrobce: Zdravotnické zasobovani, sklad Ricany u Prahy, atest: SUKL 3241/84.

4.2.3 Pracovni postup
4.2.3.1 Extrakce lipidi

Do centrifugacni zkumavky byly valeckem odméieny 4 ml smési
chloroform-methanol (1:1) a pfidano 0,2 ml séra (standardu). Smés byla protiepana, uzaviena
a centrifugovana na stolni centrifuze pti 3000 rpm po dobu 5 minut.Horni vrstva (3,5 ml) byla
opatrn€ odsana pomoci pipety do jiné¢ zkumavky. Bylo zapnuto odsévani v digestofi a pfi

60 °C bylo béhem 15 min. provedeno odpaieni pod dusikem do sucha.

4.2.3.2 Chromatografie a identifikace kyselinou fosfomolybdenovou
e Piiprava mobilni faze:
160 ml hexan, 40 ml diethylether, 6 ml kyselina octova (cca 98 %). Tato smés byla v
odmérném valci fadné promichéana a opatrné nalita do chromatografické vany. Vana byla

uzaviena a ponechana 30 - 40 minut nasytit.

e Priprava chromatografické desky:
Na TLC desky byl oby¢ejnou tuzkou oznacen ramecek: dolni okraj 2,5 cm, horni okraj a
strany 1 cm. Vnitini plocha byla rozdélena na 5 poli po 3,6 cm a nahote byly jednotlivé drahy

oznaceny. Pfi oznaCovani bylo dbano, aby se zejména startovni ¢ara neposkrabala.

e Postup chromatografie:

Odpateny extrakt byl rozpus§tén v 100 pl smési chloroform-methanol (2:1). Tento cely
objem byl nanesen postupné ve tfech davkach pasteurovou pipetou na chromatografickou
desku a po kazdém naneseni se nechalo rozpoustédlo odpafit. Potom byla chromatograficka
deska vlozena do nasycené vany, rychle uzaviena a asi 60 min. nechana vyvijet do doby, nez
¢elo mobilni faze doséhlo 1 cm od horniho okraje desky. Poté byla deska vyjmuta z vany a

nechana v digestofi vysusit.
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e Priprava detekc¢niho Cinidla - kyselina fosfomolybdenova 0,05 mol/l:
Z 20 % zéasobniho roztoku firmy Aldrich bylo odméteno 10 ml a pfidano 10 ml
ethanolu. Detek¢ni ¢inidlo bylo nalito do rozprasovace a rovnomérné jim bylo postiikéano pole
se standardem na chromatografické desce. Deska byla vlozena na 5 - 10 minut do susarny

vyhtaté na cca 60 °C.

4.2.3.3 Izolace jednotlivych sloZek lipidi

Lipidy byly chromatograficky rozdéleny na 5 slozek sefazenych podle vzristajiciho RF:
fosfolipidy, diacylglyceroly, volné mastné kyseliny, triacylglyceroly a estery cholesterolu.
Podle standardu byly oznaceny jednotlivé slozky obycejnou tuzkou tak, aby horni okraj mista
obsahujici ozna¢ovanou slozku byl 0,5 cm nad skvrnou standardu a dolni okraj rovnéz 0,5 cm
pod skvrnou standardu. Oznacené slozky byly vyskrabany z chromatografické desky a

pomoci Spachtle pfeneseny do pfedem oznacenych zkumavek s uzaveérem.

4.2.3.4 Extrakce lipidi z jednotlivych vrstev a stanoveni jejich koncentrace

Ke kazdé slozce lipida byly pfidany do zkumavky 4 ml smé&si chloroform-methanol
(1:1). Uzaviené zkumavky byly 2 min. intenzivné tfepany, ponechany 2 min. stat a
centrifugovany 5 min. pti 3000 rpm. Z kazdé zkumavky byly odpipetovany 2 ml supernatantu
a do ¢istych zkumavek a pii pokojové teploté byly asi 20 minut odpafovany do sucha pod

dusikem v uzaviené digestofi.

4.2.3.5 Stanoveni koncentrace jednotlivych sloZek sérovych lipidii se standardem

Do vSech zkumavek s odparkem bylo ptidédno po 1,5 ml kyseliny sirové. Standard byl
piipraven smichdnim 0,02 ml ¢inidla 1 (standard s koncentraci lipida 8 g/1) s 1,5 ml
koncentrované H,S04. Jako blank bylo pouzito 1,5 ml koncentrované H,S0j.

Vsechny zkumavky (blank i standard) byly promichdny a 15 minut zahfivany na
vrouci vodni 1azni. Po ochlazeni zkumavek v proudu studené vody bylo z kazdé odpipetovano
do novych zkumavek 0,1 ml hydrolyzatu a pfidano 1,5 ml ¢inidla 2 (fosfovaniliové ¢inidlo).
Ve bylo ponechano reagovat 50 minut pfi laboratorni teploté. Pak byla do 10 minut zméfena

absorbance vzorki a standardu proti blanku, pfi vinové délce 530 nm.

e Piiprava fosfovanilinového ¢inidla:
Bylo navéazeno 1,52 g vanilinu a rozpusténo ve 225 ml destilované vody. Za stalého

michéni bylo pfidano 775 ml 85 % kyseliny o-fosforecné.
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Vypocdet:

Vycisleni koncentrace celkovych lipida bylo provedeno podle vzorce:

CL=8%*(AVZ/AST),

kde CL jsou celkové lipidy v g/l, AVZ je absorbance vzorki proti blanku a AST absorbance

standardu proti blanku.

4.3 Metoda plynové chromatografie

4.3.1 Pristrojové vybaveni

Plynovy chromatograf firmy Hewlett - Packard 5890 s autosamplerem

Kapilarni kolona firmy Restek RTx - 2330 (10% cyanopropylphenyl, 90%
biscyanopropyl polysiloxane, 60 m, 0,25 mm vnitini primér, 0,2 um tloustka filmu,
Restek, Bellefonte, PA, USA)

Zkumavky s vlozenym mikromichadlem a silikagelovou vrstvou, vialky
Ttepacka Vortex typ: REAX top.

Vyrobce: Heidolph instruments GmbH & Co. KG, Walpersdorfer Str. 12, 91126
Schwabach, Némecko.

Odpatovaci termostat TERMOVAP TV 10.

Vyrobce: ECOM s.r.o, Americka 3, 120 35 Praha 2, CR.

SusSarna HS 62 A.

Vyrobce: Chirana, CHIRANA GROUP, a.s. Velka 2984/23, 70200 Ostrava —
Moravska Ostrava, CR.

Pipety — 100ul, pipety pro organiku 250 ul, 500 pl, sklenéné pipety 1ml, Sml, 10ml.

4.3.2 Pouzivany material

deproteinacni roztok (2-propanol, heptan, 2M kyselina fosforecna (40:20:1))
K,COg3p.a., obsah 99.0%
Vyrobce: SIGMA-ALDRICH, Némecko

Extrakéni smés: chloroform - methanol.

Chloroform p. a., baleni 1000 ml, destilacni rozmezi 59,5 - 62 °C, hustota 1,470 kg/I.
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o, Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR.

Methanol p.a., baleni 1000 ml, obsah 99 %, hustota 0,790 kg/I.

Vyrobcee: Lach-Ner, s.r.o, Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR.
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Chromatograficka soustava: hexan - diethylether - kyselina octova
Hexan p.a., baleni 900 ml, obsah 99 %, hustota 0,660 kg/I.

Vyrobcee: Lach-Ner, s.r.o, Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR.
Diethylether, baleni 1000 ml, bod varu 34 - 35 °C, hustota 0,710 kg/I.
Vyrobce: MERCK KGaA, 64271 Darmstadt, Némecko.

Distributor: MERCK s.r.0., Zdébradské 72, 251 01 Ricany - Jazlovice, CR.
Kyselina octova p.a., baleni 900 ml, obsah 99 %, hustota 1,050 kg/1.
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR.

Chromatografické desky.

TLC plate 20 x 20 cm, No. 1.05721, Silica gel 60.

Vyrobce: MERCK KGaA, 64271 Darmstadt, Némecko.

Distributor: MERCK, s.r.0, Zd&bradska 72, 251 01 Ri¢any - Jazlovice, CR.

Detekéni ¢inidlo: kyselina fosfomolybdenova (20 % roztok) v ethanolu.
Kyselina fosfomolybdenova.

Vyrobce: SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Riedstrasse 2, 89555 Steinheim,
Némecko.

Distributor: SIGMA-ALDRICH s.r.0., Pobiezni 46, 186 21 Praha 8, CR.
Ethanol pro UV spektroskopii, baleni 1000 ml, hustota 0,810 kg/I.

Vyrobce: LACHEMA Brno, Karések 1, 62133 Brno, CR.

Extrakéni smés: toluen - methanol.

Methanol p.a., baleni 1000 ml, obsah 99 %, hustota 0,790 kg/I.
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o, Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR.
Toluen p.a., 99.8%, hustota 0,865 kg/I.

Vyrobce: : SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Némecko

Dusik.

Dusik 4,6 (99,9 %).
Vyrobce a dodavatel: Linde Technoplyn, U technoplynu 1324, 198 00 Praha 1, CR.
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4.3.3 Pracovni postup

4.3.3.1 Chromatografie na tenké vrstvé

Do centrifuga¢ni zkumavky bylo k 2,5 ml deproteina¢niho roztoku (2-propanol,
heptan, 2M kyselina fosfore¢na (40:20:1)) piidano 0,5 ml EDTA plasmy. Smés byla michéna
pomoci mixeru vortex po dobu 10 minut. K obsahu ve zkumavce byl pfidan 1 ml smési
toluen-methanol (4:1) a 1,5 ml destilované H,O. Smés byla centrifugovana 5 minut pii 4000
rpm. Horni organickéd vrstva byla odpipetovéana a odpafena pod N; atmosférou do sucha pti
40 °C. Odparek byl rozpustén v 80 ul smési CHCl3 — CH30H (2:1) a vnesen pasteurovou
pipetou na start preparativni chromatografické desky o velikosti 20 x 20 cm (Kieselgel 60,
Merck KGaA, Darmstadt). Jako mobilni faze byla pouzita smés 160 ml n-hexan, 40 ml
diethyletheru a 6 ml kyseliny sirové. Pomoci tenkovrstvé chromatografie byla deproteinovana
plasma rozdélena do nasledujicich frakci: fosfolipidy (PL), diglyceridy (DG), volné mastné
kyseliny (VMK), triglyceridy (TG) a estery cholesterolu (ECH). Poloha jednotlivych frakci
byla identifikovana postfikanim soucasné déleného standardu plazmy kyselinou
fosfomolybdenovou. Odpovidajici frakce byly vyskrabany i se silikagelovou vrstvou a

pfeneseny do pyrexovych zkumavek.

4.3.3.2 Derivatizace - prevedeni na methylestery

Do pyrexové zkumavky s vlozenym mikromichadlem a silikagelovou vrstvou byl
pfidan 1 ml roztoku inertnitho standardu o koncentraci 10 upg/ml (cis-13, 16, 19-
docosatrienova kyseliny) a 1 ml smési toluen — methanol (4:1). Zkumavka byla vloZena
do termobloku a bylo do ni ptidano 200 pl acetylchloridu jako katalyzatoru esterifikace.
Zkumavka byla uzaviena Sroubovacim teflonovym uzévérem a zahiivana 1 hod pti 100°C za
stalého michani magnetickym michadlem. Po uplynuti reakéni doby byl obsah zkumavky
ochlazen (stanim v digestofi) a neutralizovan 5 ml 6 % K,COs, vznikla smés byla 2 min.
michana a pak 10 min centrifugovéna pii 4000 rpm.. Horni faze byla odpipetovéana a odparena
pod N, atmosférou pii pokojové teploté na 80 pl. Tento roztok byl pfeveden do vialek a

analyzovan pomoci plynové chromatografie.

4.3.3.3 Plynova chromatografie

Analyza byla provedena pomoci plynového chromatografu firmy Hewlett — Packard
5890 s autosamplerem. K analyze byla pouzita kapilarni kolona firmy Restek RTx — 2330
(10% cyanopropylphenyl, 90% biscyanopropyl polysiloxane, 60 m, 0,25 mm vnitini primér,
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0,2 um tloustka filmu, Restek, Bellefonte, PA, USA ). Teplota nastiiku byla 230 °C, teplota
detektoru 250 °C. Teplotni program analyzy: pocatecni teplota 130 °C (2 min ), déle teplotni
gradient 2 °C/min, finalni teplota 258 °C (6 min). Doba analyza jednoho vzorku vcetné
promyti 80 min.

K pfifazeni jednotlivych pikli mastnych kyselin byly pouzity standardy mastnych kyselin
Vv lidském albuminu a poolové EDTA plasmé, vSechny analyzy byly provadény s pouzitim

vnitfniho standardu.
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Obr. 4.1 Ukazka chromatogramu plazmatickych mastnych kyselin
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5 Vysledkova Cast

5.1 Celkové lipidy vs. jednotlivé frakce lipidu

Metoda tenkovrstevné chromatografie byla zvolena jako pomocna metoda, kterou
jsme se snazili odhalit vztah mezi celkovymi lipidy a jednotlivymi frakcemi lipida
(fosfolipidy, diglyceridy, volné mastné kyseliny, triglyceridy a estery cholesterolu), po
ptedchozim rozdéleni séra ultracentrifugaci na VLDL, LDL, HDL, a HDLj3, ve vztahu k
rozvoji onemocnéni diabetes mellitus 2. typu. Bylo vSak zjisténo, ze ziskané vysledné
koncentrace lipidu jsou nepouzitelné (obr. 5.1) diky velkym ztratam, které vznikaly béhem
stanovent.

Samotna technika tenkovrstvené chromatografie byla proto oznacena jako velmi
nevhodna pro toto stanoveni a dale se uz jen vyuzivala pro pocate¢ni ptipravu vzorkl

(rozdéleni lipidi na PL, DG, VMK, TG, ECH) pro plynovou chromatografii.

triglyceridy ve VLDL frakci
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Obr. 5.1 Zavislost TG na celkovych lipidech ve VLDL frakci
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5.2 Vliv potravy na aktivitu A9-desaturazy ve VLDL frakci u zdravych jedinci

Aktivita A9-desaturazy u zdravych jedinct se méni v zavislosti na podavané stravé. U
podavané nizkokalorické stravy je patrny vyrazny vzestup této aktivity , ktera byla métena po
dobu tii dnt. Naproti tomu vysokokaloricka strava u zdravych jedinct zpisobuje pokles

hodnot A9-desaturazy.

20
o Hochcalorisch OTag 1 Niedercalorisch
C18:0 W Tag 2
mTag 3
15 MG P L0 e o 2
10 —— —
5 4
0
1021 1264 455 1021 1264 455
TUF Nr.

Obr. 5.2 Vliv vysokokalorické a nizkokalorické stravy na aktivitu A9-desaturazy ve

VLDL frakci u zdravych jedinci
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5.3 Vyhodnoceni HDL-cholesterolu, LDL-cholesterolu, triglyceridi ve VLDL frakci

Hladina HDL-cholesterolu v krvi klesa od zdravych jedinct (1,57 mmol/l),

s hodnotami glykovaného hemoglobinu v referencnim rozmezi, k tézce nemocnym
diabetikim (1,41 mmol/l).

V pripadé LDL-cholesterolu pozorujeme mirné zvyseni hodnot u diabetikti narozdil od
zdravych jedincti. Hodnota LDL-cholesterolu u zdravych jedinct ¢ini 2,51 mmol/l, u stfedné
nemocnych diabetikti 3,09 mmol/l a u tézce nemocnych diabetiki dosahuje 2,67 mmol/I.

Hladina triglyceridti ma také opa¢ny spad nez naméteny HDL-cholesterol v krvi.
Roste z hodnoty 1,59 mmol/l az na hodnotu 1,10 mmol/l, ktera se vyskytuje u zdravych
jedinct.

Tyto zavislosti na glykovaném hemoglobinu svédci o tom, Ze jsme pacienty na
pocatku provadénych méteni dobfe rozdélili do skupin na zdravé, sttedn€ nemocné a tézce

nemocné diabetiky.
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Obr. 5.3 Graf zavislosti HDL-cholesterolu ve VLDL frakci na glykovaném hemoglobinu

u jednotlivych skupin pacienti
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Obr. 5.4 Graf zavislosti LDL-cholesterolu ve VLDL frakci na glykovaném hemoglobinu

u jednotlivych skupin pacienti
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Obr. 5.5 Graf zavislosti triglyceridi ve VLDL frakci na glykovaném hemoglobinu u

jednotlivych skupin pacientii
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5.4 Vyhodnoceni nenasycenych mastnych kyselin ve VLDL frakci a porovnani s LDL
frakci

Kyselina linolova (18:2 N6) podléha desaturaci A6-desaturazou a stava se
prekurzorem pro kyselinu y-linolenovou (18:3 N6). Z jejich zavislosti na glykovaném
hemoglobinu (obr. 5.4 a obr. 5.5) mizeme pozorovat, zda dochazi k poruseni desaturace ¢i
nedochazi.

Kyselina linolova dosahuje nejvyssich hodnot u skupiny stfedné nemocnych diabetikii

cvwr

v

Kyselina olejova (18:1 N9) ma vzestupny charakter ve VLDL frakci. U zdravych
jedinct je jeji zastoupeni v krvi 27,62 %, u sttedné nemocnych pacientt 31,22 % a u téZce
nemocnych diabetikli 31,62 %. V LDL frakci je téz patrny narust hladiny kyseliny olejové.U
zdravych jedinct se jedna o hodnotu 17,50 %, u sttedn¢ nemocnych diabetikd 19,46 % a u

téZce nemocnych diabetikil dosahuje 20,98 %.
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Obr. 5.6 Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni kyseliny linolové ve VLDL

frakci v zavislosti na glykovaném hemoglobinu u jednotlivych skupin pacienti
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Obr. 5.7 Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni kyseliny y-linolenové ve VLDL

frakci v zavislosti na glykovaném hemoglobinu u jednotlivych skupin pacienti
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Obr. 5.8 Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni Kkyseliny olejové ve VLDL a

LDL frakei v zavislosti na glykovaném hemoglobinu u jednotlivych skupin pacienti
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5.5 Vyhodnoceni nasycenych mastnych kyselin ve VLDL frakci a porovnani s LDL
frakci

Ze zavislosti na glykovaném hemoglobinu u kyselin, jako je kyselina stearova (18:0) a
kyselina behenova (22:0), mizeme pozorovat poklesy procentualniho obsahu v EDTA plazmé
u diabetiki oproti zdravym jedinctim.

Kyselina stearova klesa ze 6,32 %, pies 5,41 % na 5,73 % (ve sméru zdravi jedinci -
tézce nemocni diabetici).

Hodnoty kyseliny arachové (20:0) u zdravych jedinci ¢ini 0,31 %, u stiedné
nemocnych diabetikli dochazi k mirnému zvySeni na 0,36 % a u tézce nemocnych diabetik
nastava opét nepatrny pokles na 0,34 %.

Obr. 5.8 znazorfuje porovnani kyseliny behenové ve VLDL a LDL frakei. V obou
ptipadech je rozdil mezi zdravymi jedinci, sttedné nemocnymi diabetici a t€Zce nemocnymi
diabetici minimalni (VLDL: 0,22 %, 0,21 %, 0,21 %; LDL.: 0,86 %, 0,78 %, 0,80 %), pouze

pozorujeme to, ze LDL frakce nese celkové vyssi zastoupeni této kyseliny.
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Obr. 5.9 Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni kyseliny stearové ve VLDL

frakci v zavislosti na glykovaném hemoglobinu u jednotlivych skupin pacienta
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Obr. 5.10 Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni kyseliny arachové ve VLDL

frakci v zavislosti na glykovaném hemoglobinu u jednotlivych skupin pacienti
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Obr. 5.11 Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni kyseliny behenové ve VLDL a

LDL frakci v zavislosti na glykovaném hemoglobinu u jednotlivych skupin pacienti
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5.6 Vyhodnoceni desaturaz a elongazy ve VLDL frakci a porovnani s LDL frakei

Z jednotlivych nize zobrazenych zavislosti na glykovaném hemoglobinu u
jednotlivych skupin pacienttl je patrné, zZe aktivity desaturaz a elongazy maji podobny
charakter stoupani a klesani. Lisi se od sebe hodnotou svych aktivit, at’ uz pfimo mezi sebou,
nebo mezi jednotlivymi frakcemi VLDL a LDL.

Aktivita A9-desaturdzy (18:1/18:0) se ve VLDL frakci zvySuje smérem k tézce
nemocnym diabetikim, kde dosahuje hodnoty 6,19. Ve LDL frakci ma A9-desaturaza stejny
smér stoupani ale v niz§ich hodnotach.. U zdravych jedinct je aktivita 2,1, u stiedné
nemocnych diabetikti 2,45 a u t€Zce nemocnych diabetikii dosahuje hodnoty az 2,78.

V piipadé A6-desaturazy (20:3N6/18:2N6) je aktivita vyrazné vyssi ve LDL frakci.
Velmi mirné€ klesa od zdravych jedincti (9,35) k t€Zce nemocnym diabetikim (8,67). Ve
VLDL frakei pozorujeme zhruba o polovinu mensi aktivity - u zdravych jedinct je to 3,60, u
sttedn€ nemocnych pacientl 4,13 a u tézce nemocnych pacientt 3,84.

A5-desaturaza (20:4N6/20:3N6) ma klesajici charakter v obou frakei. Ve VLDL frakci
je jeji aktivita u zdravych jedinct 9,03 a klesa na hodnoty 4,83 a 6,32 u diabetik stiedné a
téZce nemocnych. Ve LDL frakci jsou potom tyto aktivity 5,25; 2,85 a 2,99.

Posledni zavislost na glykovaném hemoglobinu popisuje elongazu (18:0/16:0) opét v
obou sledovanych frakci. Stejn¢ jako AS5-desaturaza a A6-desaturaza ma i elongaza sestupnou
podobu. Ve VLDL frakci je aktivita u zdravych jedincu 18,88, u stiedné nemocnych diabetiki
16,21 a u tézce nemocnych diabetikt ¢ini 17,15. Ve LDL frakci aktivita elongazy dosahuje
vyssich hodnot (32,18; 30,31 a 27,95).
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Obr. 5.12 Grafické znazornéni aktivity A9-desaturazy ve VLDL a LDL frakci u

jednotlivych skupin pacienti v zavislosti na glykovaném hemoglobinu
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Obr. 5.13 Grafické znazornéni aktivity A6-desaturazy ve VLDL a LDL frakci u

jednotlivych skupin pacientt v zavislosti na glykovaném hemoglobinu
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Obr. 5. 14 Grafické znazornéni aktivity A5-desaturazy ve VLDL a LDL frakci u

jednotlivych skupin pacienti v zavislosti na glykovaném hemoglobinu
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Obr. 5.15 Grafické znazornéni aktivity elongazy ve VLDL a LDL frakci u jednotlivych

skupin pacientii v zavislosti na glykovaném hemoglobinu
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6 Diskuze

Cilem této prace bylo na zaklad¢ vyhodnoceni vysledki ziskanych metodikou plynové
chromatografie posoudit, zda jednotlivé enzymy, lipoproteiny a nasycené a nenasycené
mastné kyseliny jsou typicky sniZeny, ¢i typicky zvySeny pro diagnostické posouzeni
metabolického onemocnéni diabetes mellitus.

Zakladnim nastrojem diagnostiky diabetu je stanoveni plazmatické Zilni glukézy. Je to
Aldehydova skupina glukozy je velmi reaktivni. Dochazi k neenzymatické reakci mezi
aldehydovou skupinou gluko6zy a volnymi aminoskupinami bilkovin — hlavné argininu a
lysinu. Vznika nejprve aldimin (Schiffova baze), dale Amadoriho produkt (ketoamin) a dalsi
chemickou modifikaci (oxidace, protein cross-links) nastava preména na tzv. AGE-latky
(advanced glycation end-products, kone¢né produkty pokrocilé glykace). To je ve
strucnosti jedna ze Ctyt hlavnich patobiochemickych drah, jak glukéza poskozuje bunky.
(Brownlee, 2005, Kankova, 2005).

Spravny odbér ma byt proveden po minimalné osmihodinovém la¢néni s vylou¢enim
fyzické ndmahy a koufeni. Pacient nema byt dehydratovany. Proto se rdno mize napit vody
nebo neslazeného ¢aje. Pied odbérem ma byt nejméné 5 minut v poloze vsedé. Odebira se
plazma zilni krve. To znamena, ze pro diagnostiku diabetes mellitus nelze pouzit krev
kapilarni, kde je vzdy riziko pfimési urcitého mnozstvi tkdiového moku. Ve speciadlni
zkumavce, ktera je uréena pro diagnostiku diabetu je antiglykolytické ¢inidlo — fluorid
sodnyho 0 koncentraci alesponl 2,5 mg na mililitr krve. Pokud by se d¢lal test bez
antiglykolytického ¢inidla, doslo by k poklesu glukozy az o 5 % za hodinu. DileZitou sloZkou
ve zkumavce byva také ptitomnost EDTA (American diabetes association, 2006, Bartos a
spol., 2005, Franekova, 2005).

Vybrani jedinci pro nasi praci byli rozdéleni do tfi skupin na zdravé, stfedné a té€zce
nemocné diabetiky a to nejen podle vzristajicich hodnot glukézy ale téz i podle glykovaného
hemoglobinu, ktery byl nakonec zvolen jako nejvérohodné;si.

Glykovany hemoglobin nebo-li glykohemoglobin vznika tim, ze hemoglobin v
erytrocytech podléha neenzymatické glykaci. Jeho hodnoty se potom vyjadiuji v procentech
celkového hemoglobinu. Dévaji pfedstavu o primérné glykémii za poslednich 6 - 8 tydnt
(Racek a spol., 2006, Votey a Peters, 2008).

V prvnim kroku jsme sledovali chovani HDL-, LDL-cholesterolu a triglyceridil v krvi

v zé&vislosti na jiz zminéném glykovaném hemoglobinu. Charakter chovani téchto
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lipoproteinti byl rozepsan uz v mnoha studiich. U pacienti trpicich diabetem mellitus 2. typu
byly pozorovany kvantitativni 1 kvalitativni abnormality. Jedna se o snizeni HDL-
cholesterolu, pfevahu LDL c¢astic o malé hustot¢ a zvyseni triglyceridovych vrstev. Kazdy

zZ téchto dyslipidemickych rysii souvisi se vzristajicim rizikem vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni. Napiiklad ¢astice LDL mohou pronikat endotelem do intimy tepen. V cévni
stén¢ se vazou prostiednictvim svého ApoB-100 na mezibunéénou hmotu, hlavné
glykosaminoglykany, a za¢inaji podléhat modifikaci, tj. zméné struktury, ktera vede rovnéz
ke zméné jejich vlastnosti. Dochazi tak postupné ke vzniku tzv. pénové bunky, lipidovym
prouzkim, vazivového platu az ke tvorbé komplikovanych 1ézi. (Krauss, 2004, Hulley 1980,
Georg a spol., 2000, Davi a spol., 2005).

Pokud tyto jiz zndma fakta srovname s nasimi grafickymi zavislostmi TG, LDL- a
HDL- cholesterolu na glykovaném hemoglobinu, zjistime, Ze hodnoty sice mirn¢ klesaji a
vzrustaji, coz dokazuje spravné rozdéleni pacientt do tii skupin, ale ziistavaji relativné v
referen¢nim rozmezi. Tyto fyziologické hodnoty mohou souviset s tim, Ze nasi diabetici, ktefi
byly zatazeny do vybéru, jsou 1éCeny i jinym zpiisobem, nez je podavani inzulinu.

S timto poznatkem koreluji 1 naSe naméfené hladiny nasycenych a nenasycenych
mastnych kyselin. Nasycené mastné kyseliny, jako je kyselina behenova a stearova, maji
klesajici charakter smérem k téZzce nemocnym diabetikiim a nenasycené mastné kyseliny, jako
je kyselina olejova, kyselina y-linolenova i kyselina linolova, naopak vzrustaji.

Podle literatury bychom ale méli u diabetikli pozorovat opaény stav - narist
nasycenych mastnych kyselin a pokles nenasycenych mastnych kyselin. Naptiklad podle
studie provedené v Bulharsku, kde bylo vySetfeno 38 pacienti trpicich diabetem mellitus 2.
typu a 20 zdravych jedinct jako kontrola, bylo zjiSténo, ze u dekompenzovaného diabetu
dochazi ke zvySeni hodnot kyseliny palmitové a stearové paralelné s poklesem kyseliny
olejové a arachidonové (Dobrev a spol., 1988).

Z téchto vysledku se da tedy usoudit na to, Ze na fyziologické hodnoty TG, LDL- a
HDL-cholestorelu a na opacné chovani nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin maji
opravdu vliv nékteré 1€ky, které se podavaji k 1¢cbé diabetes. Ptikladem téchto 1€kt mohou
byt hypolipidemika vyuzivana pro lécbu cévnich komplikaci diabetu.

Cela fada studii s hypolipidemiky u diabetikii ukézala pokles kardiovaskularni
mortality nebo morbidity. Vysledky velké klinické studie CARDS (Collaborative Atorvastatin
Diabetes Study), ktera sledovala efekt atorvastatinu v primarni prevenci kardiovaskularnich
onemocnéni specialné u diabetiki, vedly k vyznamnému rozsifeni 1écby statiny u diabetikd a

ke sniZeni cilovych hodnot lipidového spektra. Snizeni vyskytu kardiovaskularnich piihod

-B5 -



dokonce o0 37 % pfi 1écbé atorvastatinem je v této studii spojeno se snizenim primérnych
hodnot LDL-cholesterolu z 3,0 na 2,0 mmol/l. V primarni prevenci jsou dnes cilové hodnoty
LDL-cholesterolu u diabetikii pod 2,5 mmol/l a v sekundarni prevenci po prodélané
kardiovaskularni ptihod¢ pod 1,8 mmol/l. Dokonce se diskutuje o podavani statinu vSem
diabetikim 2. typu (Colhoun a spol., 2004).

Pokud se zamétime u nenasycenych mastnych kyselin konkrétné na vztah mezi
kyselinou linolovou a kyselinu y-linolenovou, zjistime, ze dochazi k poruseni desaturace. Pro
plnou vyuzitelnost v organizmu, musi byt linolova kyselina konvertovana na y-linolenovou
reakci katalyzovanou A6-desaturdzou (Tvrzicka a spol., 2009, Murray a spol., 2002).

V posledni fadé jsme sledovali vliv glykovaného hemoglobinu na aktivity jednotlivych
enzymu u jednotlivych skupin pacientl (obr. 6.1).

A9-desaturaza je nezbytny enzym, ktery zajist'uje zaclenéni prvni dvojité vazby do
kyseliny stearové a kyseliny palmitové (Ntambi, 1999). Podle literatury bylo provedena fada
studii, které sledovaly ¢innost A9-desaturazy (SCD) u krys. Snizeni jeji ¢innosti probéhlo v
krysich jatrech béhem hladovéni a diabetu. Nasledné jeji aktivita opét rapidné stoupla na
zakladé¢ zpétného napdjeni stravou bohatou na uhlohydraty nebo po podani inzulinu (Grag a
spol., 1986, Landau a spol., 1997, Attie a spol., 2002). U nelécenych potencialnich diabetika
muzeme tedy sledovat vyrazny pokles jeji aktivity. Z nasi zavislosti A9-desaturazy na
glykovaném hemoglobinu pro jednotlivé skupiny pacienti je vSak viditelny nartst jeji
aktivity, coZ jednoznacné pfipisujeme 1éCbe.

Ze sledovanych enzymii ve VLDL a LDL frakci ma nejvétSi vyznam pro diagnostiku
diabetu jiz zminéna A9-desaturaza. Ostatni typy (A6-desaturaza, A5-desaturaza, elongaza) v
téchto frakcich maji velmi maly vyznam a nebyly nalezeny Zadné studie, které by se zabyvaly
jejich charakteristickou aktivitou u pacientl s diabetem mellitus.

Pokud se konkrétn€ zaméfime na tyto méné vyznamné enzymy, zjistime, ze 1é¢ba na
Ab5-desaturazu nejspis zadny vliv nema, protoze jeji aktivita siln¢€ klesa. A5-desaturaza je pro
organizmus vyznamna, protoze produkuje z kyseliny linolové kyselinu arachidonovou, ktera
je hlavnim prekurzorem eikosanoidl (prostaglandinii, tromboxand, leukotrient), u¢innych
signalnich molekul uvnit i vné€ bunky (Tvrzicka a spol., 2009). V piipadé A6-desaturdzy a
elongazy nepozorujeme, Ze by jejich aktivita byla ovlivnéna diabetem. Neda se ale zcela
vyloucit to, Ze se tu opét vyskytuje pravdépodobny vliv 1é¢by, ktery byl zjistén i u ostatnich

sledovanych enzymu.
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Obr. 6.1 Grafické znazornéni aktivit sledovanych enzymii u jednotlivych skupin

pacientii na glykovaném hemoglobinu
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7 Zavér

V predlozené diplomové praci jsme se zabyvali sledovanim nékterych parametrt,
které mohou pfispivat k diagnostice metabolického onemocnéni diabetes mellitus. Tyto
parametry byly: HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, triglyceridy, nasycené a nenasycené
mastné kyseliny a enzymy A9-desaturaza, A6-desaturaza, A5-desaturaza a elongaza.

Vybér byl vytvoten ze vzorkit EDTA plazmy diabetikd z Odd¢€leni klinické biochemie
Krajské nemocnice Pardubice a.s., které byly odeslany na chromatografickou analyzu do
Oddg¢leni klinické biochemie Fakultni nemocnice Eberhard-Karl-Universitit v Tiibingenu v
ramci Grantu evropské unie s ndzvem CARE-MAN. Vzorky byly zpracovavany v obdobi od
listopadu 2008 do ledna 2009.

Anonymni pacienti zatazeni do vybéru byli rozdéleni do tii skupin podle hladiny
glykovaného hemoglobinu v krvi na zdravé, sttedné a téZce nemocné diabetiky.

Podle namétenych vysledkii mizeme celkové konstatovat, Ze mezi anonymnimi
pacienty se nachazeji kompenzovani diabetici. Rada naméfenych koncentraci a charakter
aktivit enzymu se nachazi v referen¢nich mezich.

U nasycenych a nenasycenych kyselin pozorujeme opacné klesajici a vzriistajici
hodnoty hladin, nez jsme piivodné u diabetikd ocekavali. Napi. nasycené mastné kyseliny,
jako je kyselina behenova a stearova, maji klesajici charakter smérem k téZce nemocnym
diabetikiim a nenasycené mastné kyseliny, jako je kyselina olejova, kyselina y-linolenova i
kyselina linolova, naopak vzristaji.

Koncentrace LDL-cholesterolu, HDL-cholesterolu a triglyceridu jsou také
fyziologické, stejné tak aktivita nejdilezitéjsiho enzymu A9-desaturazy pro VLDL a LDL
frakci ma vzrlstajici charakter typicky pro zdravé jedince, nikoliv pro pacienty trpici
diabetem.
doposud nevyskytuji zadné studie, které by vysvétlovaly jejich chovani u diabetikd. Navic
jejich vyznam ve VLDL a LDL frakci je minimalni. Pravdépodobné na A6-desaturdzu a
elongazu diabetes nema vliv, nebo se zde také odrazi ucinky moZnych podavanych
medikamento6znich 1€kti. Aktivita A5-desaturazy neni ale ovlivnéna 1é€bou, protoze ze
zavislosti na glykovaném hemoglobinu je jasné patrné,Ze siln€ klesa od zdravych jedinct

smérem k t€Zce nemocnym.
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Mezi ptipadnou podavanou lécbu mohou patfit tzv. hypolipidemika, konkrétnéji
atorvastatin, ktery se u diabetikd podava pro sniZzovani rizika rozvoje arterovaskularnich
onemocnéni a tedy i ke snizeni cilovych hodnot lipidového spektra.

Touto studii jsme dokazali kladny vliv 1é¢iv na onemocnéni diabetem mellitus. Nase
zjisténé vysledky totiz ukazuji na to, Ze v€asné zahajeni 1écby u diabetikd ma velky vyznam.
U tfeti skupiny tézce nemocnych diabetikd dokonce pozorujeme, Ze se stava plné
kompenzovanou po 1é¢b¢ inzulinem a ptipadnymi hypolipidemiky. Jejich krevni hodnoty,
aktivity enzymi a hladiny kyselin jsou srovnatelné se zdravou skupinou.

Dale jsme prokazali velké uplatnéni plynové chromatografie na monitorovani 1écby

diabetikt, sledovani upravy aktivit enzymu a koncentraci jednotlivych mastnych kyselin.
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9 Pilohy

9.1 Statistické zpracovani vysledkovych dat

Tab. 9.1 Statistické zpracovani vysledkovych dat pro VLDL frakci

Zdravi Stiedné nemocni diabetici TéZce nemocni diabetici
AVG | SD Vk |Median | AVG| SD Vk |Median| AVG SD VK | Median
C14:0 581 | 1,30 | 224 6,11 3,08 | 1,55 | 50,3 3,71 5,33 292 | 54,7 4,23
C15:0 0,40 | 0,23 | 57,5 0,28 0,36 | 0,11 | 30,6 0,30 0,49 0,12 | 245 0,49
C16:0 3291 | 496 | 15,1 | 29,81 |33,34| 1,06 3,2 33,51 | 32,33 | 2,25 7,0 32,44
C16:1IN7| 4,74 | 0,58 | 12,3 4,97 3,79 | 1,17 | 30,9 3,32 3,86 1,10 | 28,5 3,48
C18:0 6,32 | 2,15 | 34,0 5,29 541 | 1,24 | 22,9 5,43 5,73 1,66 | 29,0 4,55
C18:1N9| 27,62 | 3,14 | 11,4 | 27,67 |31,22| 0,88 2,8 30,91 | 31,62 | 2,59 8,2 31,05
C18:1N7| 2,87 | 0,33 | 11,6 2,99 2,86 | 0,33 | 11,6 2,94 2,57 0,51 | 19,7 2,57
C18:2N6| 11,38 | 4,71 | 414 | 11,84 |13,26| 1,41 | 106 | 1292 | 11,17 | 195 | 175 | 10,76
C20:0 0,31 | 0,14 | 45,2 0,24 0,36 | 0,13 | 36,1 0,37 0,34 0,17 | 50,0 0,28
C18:3N6| 0,10 | 0,03 | 25,0 0,10 0,15 | 0,11 | 73,3 0,09 0,20 0,18 | 90,0 0,10
C18:3N3| 2,57 | 0,95 | 37,0 2,65 182 | 0,89 | 489 1,83 1,84 0,68 | 37,0 1,94
C22:0 0,22 | 0,07 | 31,8 0,24 0,21 | 0,06 | 28,6 0,20 0,21 0,1 47,6 0,17
C20:3N6| 0,38 | 0,08 | 21,1 0,42 0,55 | 0,27 | 49,1 0,47 0,45 0,16 | 35,6 0,35
C20:4N6| 3,35 | 1,25 | 37,3 3,06 2,26 | 0,39 | 17,3 2,22 2,73 1,22 | 44,7 2,13
C20:5N3| 0,31 | 0,07 | 22,9 0,32 0,44 | 0,25 | 57,9 0,35 0,38 0,34 | 88,9 0,27
C24:0 0,02 |7,1E-3| 35,4 0,02 0,03 | 0,02 | 78,2 0,02 0,01 |9,3E-3| 92,6 0,01
C22:4N6| 0,12 | 0,03 | 21,2 0,12 0,23 | 0,18 | 78,1 0,11 0,16 0,15 | 93,8 0,11
C22:5N3| 0,13 | 0,05 | 35,3 0,14 0,19 | 0,10 | 51,6 0,13 0,11 0,04 | 38,1 0,11
C26:0 0,25 | 0,07 | 26,7 0,22 0,16 | 0,07 | 42,6 0,17 0,18 0,17 | 93,6 0,11
C22:6N3| 0,19 |7,1E-3| 3,7 0,19 028 | 0,20 | 71,1 0,13 0,18 0,17 | 93,8 0,11
18:1/18:01 4,75 | 1,71 | 36,0 5,67 583 | 0,69 | 11,8 5,98 6,19 1,68 | 27,1 5,90
18:0/16:0]1 18,88 | 1,96 | 10,4 | 18,23 |16,21| 1,50 9,3 16,33 | 17,15 | 6,27 | 36,6 | 13,79
20:4N6/ | 9,03 | 3,28 | 36,3 | 10,51 | 483 | 2,10 | 435 4,18 6,32 2,10 | 33,2 5,15
20:3N6
20:3N6/ | 3,59 | 0,90 | 25,1 3,53 413 | 182 | 44,1 4,13 3,84 1,56 | 40,6 3,25
18:2N6
HDL-ch.| 1,57 | 0,47 | 29,9 1,40 1,46 | 0,23 | 15,8 1,50 1,41 0,45 | 31,9 1,50
LDL-ch.| 2,51 | 0,22 8,8 2,43 3,09 | 0,52 | 16,8 3,29 2,67 2,22 | 83,1 2,74
TG 1,10 | 0,30 | 27,3 1,10 1,36 | 0,47 | 34,6 1,2 1,59 123 | 77,4 0,8
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9.2 Tabulky namérenych dat

Tab. 9.2 Koncentrace lipidi ve VLDL frakci

jednotky
Cislo pacienta 10 |23 |20 |16 |15 |22 |19
PL g/l 0,33/0,81]0,18|145|351|0,69 0,38
DG g/l 0,24 1052 ]0,07|143|158]1,26 | 0,52
VMK g/l 0,180,16 | 0,15]0,91 | 1,66 | 0,42 | 0,62
TG g/l 0,67 1,07 ]1,43|239|215|1,17 | 3,36
ECH g/l 0,85{0,94 0,44 11,69 | 2,30 |3,34|1,65
Glukoza mmol/l | 3,10 4,70 | 7,50 | 8,50 | 9,90 | 10,2 | 12,8
Glyk. hemoglobin | % 7,80 | 4,10 1 6,90 | 7,00 | 7,80 | 7,20 | 8,90
ALT ukat/1 0,31/0,29 0,68 |0,32|0,59 0,35 | 0,35
AST ukat/l 0,41]0,31]0,52 0,410,552 0,36 | 0,41
GMT ukat/1 0,33 /0,29 10,40 | 0,37 | 0,33 | 0,29 | 0,82
ALP ukat/l 1,79 11,30 0,82 |1,51|1,20| 1,85 3,60
Cholesterol mmol/l | 5,41 | 4,16 | 5,74 | 6,18 | 5,09 | 5,10 | 4,45
HDL cholesterol | mmol/I 1,60|1,20|1,40|1,60|1,20| 1,50 | 0,80
LDL cholesterol | mmol/l | 3,20 | 2,34 | 3,60 | 3,29 | 3,67 | 3,01 | 2,09
Triacylglyceroly | mmol/l 0,80|1,40|180|1,10|0,40 | 1,00 | 3,10
Index atero arb.j. 2,40 | 2,50 | 3,10 | 2,90 | 3,20 | 2,40 | 4,60
Tab. 9.3 Koncentrace lipida v LDL frakci

jednotky
Cislo pacienta 10 |23 |20 |16 |15 |22 |19
PL g/l 0,48 10,23 |0 1,40 | 1,92 | 0,57 | 0,07
DG g/l 0,39 10,86 | 0,66 | 1,04 | 2,57 | 0,75 | 0,55
VMK g/l 0,420,310 0,55[2,72]0,36 |0
TG g/l 0,85/0,99]0,95|1,12 |2,60|0,72 | 0,93
ECH g/l 2,4511,79 1230|319 |555|0,96 | 1,24
Glukoza mmol/l | 3,10 |4,70 | 7,50 | 8,50 | 9,90 | 10,2 | 12,8
Glyk. hemoglobin | % 7,80 | 4,10 16,90 | 7,00 | 7,80 | 7,20 | 8,90
ALT pkat/1 0,31/0,29 10,68 |0,32|0,59|0,35 | 0,35
AST ukat/1 0,41]0,31]0,52|0,41|0,52 0,36 | 0,41
GMT ukat/1 0,330,291 0,40 | 0,37 | 0,33 | 0,29 | 0,82
ALT ukat/1 1,79 11,30 0,82 |1,51|1,20| 1,85 3,60
Cholesterol mmol/l | 5,41 | 4,16 | 5,74 | 6,18 | 5,09 | 5,10 | 4,45
HDL cholesterol | mmol/I 1,60 (1,20 1,40 |1,60|1,20| 1,50 0,80
LDL cholesterol | mmol/l |3,20|2,34 | 3,60 | 3,29 | 3,67 | 3,01 | 2,09
Triacylglyceroly | mmol/l 0,801,40|1,80|1,10 (0,40 1,00 | 3,10
Index atero arb.j. 2,40 | 2,50 | 3,10 | 2,90 | 3,20 | 2,40 | 4,60
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Tab. 9.4 Koncentrace lipida v HDL, frakci

jednotky
Cislo pacienta 10 |23 |20 |16 |15 |22 |19
PL g/l 0,55/0,18 | 0 0,39 1,58 |0,45 | 0,27
DG g/l 0,48 0,44 10,15]0,57 | 1,66 | 0,42 | 0
VMK g/l 0,33 /0,60 | O 0,62 |1,55|0,30 | 0,34
TG g/l 0,48 10,83 |0,07|055|1,81|0,84 | 0,52
ECH g/l 1,18 | 1,58 | 0,62 | 1,12 | 2,19 | 0,75 | 0,76
Glukoéza mmol/l | 3,10 4,70 | 7,50 | 8,50 | 9,90 | 10,2 | 12,8
Glyk. hemoglobin | % 7,80 | 4,10 16,90 | 7,00 | 7,80 | 7,20 | 8,90
ALT ukat/l 0,31]0,29 0,68 0,32 |0,59 | 0,35 | 0,35
AST ukat/1 0,41]0,31]0,52|0,41|052 0,36 | 0,41
GMT ukat/1 0,33]0,29 0,40 | 0,37 | 0,33 | 0,29 | 0,82
ALT ukat/l 1,79 11,30 0,82 |1,51|1,20| 1,85 3,60
Cholesterol mmol/l | 5,41 | 4,16 | 5,74 | 6,18 | 5,09 | 5,10 | 4,45
HDL cholesterol | mmol/I 1,60|1,20|1,40|1,60|1,20| 1,50 | 0,80
LDL cholesterol | mmol/l |3,20 | 2,34 | 3,60 | 3,29 | 3,67 | 3,01 | 2,09
Triacylglyceroly | mmol/l | 0,80 | 1,40 |1,80|1,10|0,40 | 1,00 | 3,10
Index atero arb.j. 2,40 | 2,50 | 3,10 | 2,90 | 3,20 | 2,40 | 4,60
Tab. 9.5 Koncentrace lipidi v HDL; frakci

jednotky
Cislo pacienta 10 |23 [20 |16 |15 |22 |19
PL g/l 0,39 10,76 | 0 0,49 | 2,00 | 1,05|0,72
DG g/l 0,58 1,09 |0 0,55]1,66 | 0,69 | 0,34
VMK g/l 0,42 10,70 0,26 | 0,68 | 1,51 | 1,08 | 0,27
TG g/l 0,58 0,55|0,80|0,62|1,32|0,69 | 0,65
ECH g/l 158 (1,35|1,32|252|1,66|159]1,48
Glukoza mmol/l | 3,10 |4,70 | 7,50 | 8,50 | 9,90 | 10,2 | 12,8
Glyk. hemoglobin | % 7,80 | 4,10 16,90 | 7,00 | 7,80 | 7,20 | 8,90
ALT ukat/l 0,31]0,29 0,68 0,320,559 | 0,35 | 0,35
AST ukat/1 0,41]0,31]0,52|0,41|0,52 0,36 | 0,41
GMT ukat/l 0,33]0,29 /0,40 | 0,37 | 0,33 | 0,29 | 0,82
ALT ukat/1 1,79 11,30 0,82 |1,51|1,20| 1,85 3,60
Cholesterol mmol/l | 5,41 | 4,16 | 5,74 | 6,18 | 5,09 | 5,10 | 4,45
HDL cholesterol | mmol/l | 1,60 |1,20|1,40|1,60| 1,20 | 1,50 | 0,80
LDL cholesterol | mmol/l |3,20|2,34 | 3,60 | 3,29 | 3,67 | 3,01 | 2,09
Triacylglyceroly | mmol/l |0,80|1,40|1,80|1,10 | 0,40 | 1,00 | 3,10
Index atero arb.j. 2,40 | 2,50 | 3,10 | 2,90 | 3,20 | 2,40 | 4,60
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Tab. 9.6 Tabulka naméfenych dat pro VLDL frakci sefazené podle glykovaného hemoglobinu (1. ¢ast)

Cislo vzorku 6 15 14 17 18 11 8 12
Pacient D14 D24 D23 D17 D25 D20 D16 D21
Datum: 29.5.2008 1.6.2008 1.6.2008 11.6.2008 11.6.2008 1.6.2008 29.5.2008 1.6.2008
Vzorek VLDL VLDL VLDL VLDL VLDL VLDL VLDL VLDL
% % % % % % % %
Myristova C14:0 6,11% 4,39% 6,94% 1,19% 1,79% 3,71% 3,75% 4,96%
N-Pentadekanova C15:0 0,26% 0,28% 0,67% 0,29% 0,25% 0,44% 0,52% 0,30%
Palmitova C16:0 39,91% 29,01% 29,81% 34,53% 31,79% 34,02% 33,51% 32,87%
Palmitolejova C16:1 N7 5,19% 4,06% 4,97% 4,04% 2,81% 3,32% 5,72% 3,06%
Stearova C18:0 8,80% 5,29% 4,88% 6,22% 5,43% 5,56% 4,73% 5,09%
Olejova C18:1 N9 24,45% 30,74% 27,67% 30,26% 32,49% 30,73% 31,73% 30,91%
Oktadecenova C18:1 N7 2,49% 3,12% 2,99% 2,95% 3,28% 2,37% 2,94% 2,77%
Linolova C18:2 N6 6,45% 15,84% 11,84% 12,92% 15,18% 12,99% 11,34% 13,87%
Arachova C20:0 0,23% 0,47% 0,24% 0,37% 0,28% 0,19% 0,48% 0,48%
g-Linolenova C18:3 N6 0,10% 0,08% 0,13% 0,28% 0,26% 0,07% 0,07% 0,09%
Linolenova C18:3 N3 1,58% 2,65% 3,48% 1,21% 0,77% 3,06% 1,83% 2,23%
Behenova C22:0 0,14% 0,28% 0,24% 0,30% 0,23% 0,16% 0,20% 0,16%
Eicosatrienova C20:3 N6 0,29% 0,43% 0,42% 0,75% 0,92% 0,29% 0,47% 0,33%
Arachidonova C20:4 N6 3,06% 2,28% 4,72% 2,90% 2,22% 2,28% 1,96% 1,94%
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,23% 0,37% 0,32% 0,33% 0,89% 0,35% 0,26% 0,37%
Lignocerova C24:0 0,02% 0,02% 0,01% 0,07% 0,03% 0,02% 0,01% 0,02%
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,09% 0,14% 0,12% 0,45% 0,41% 0,10% 0,10% 0,11%
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,08% 0,14% 0,17% 0,26% 0,32% 0,13% 0,10% 0,12%
Hexacosanova C26:0 0,33% 0,22% 0,21% 0,18% 0,10% 0,08% 0,17% 0,25%
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,19% 0,18% 0,19% 0,49% 0,55% 0,13% 0,13% 0,09%
Cislo vzorku 6 15 14 17 18 11 8 12
Pacient D14 D24 D23 D17 D25 D20 D16 D21
mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l
Myristova C14:0 0,08191 0,07824 0,12978 0,00544 0,00998 0,12757 0,12071 0,06817
N-Pentadekanova C15:0 0,00343 0,00507 0,01252 0,00133 0,00137 0,01516 0,01660 0,00419
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Palmitova C16:0 0,53474 0,51669 0,55765 0,15803 0,17683 1,17019 1,07989 0,45220
Palmitolejova C16:1 N7 0,06958 0,07239 0,09299 0,01850 0,01565 0,11407 0,18440 0,04209
Stearova C18:0 0,11788 0,09420 0,09132 0,02849 0,03023 0,19112 0,15239 0,06996
Olejova C18:1 N9 0,32758 0,54758 0,51770 0,13848 0,18073 1,05692 1,02223 0,42519
Oktadecenova C18:1 N7 0,03330 0,05551 0,05588 0,01350 0,01825 0,08138 0,09478 0,03815
Linolova C18:2 N6 0,08643 0,28215 0,22151 0,05911 0,08445 0,44680 0,36539 0,19084
Arachova C20:0 0,00314 0,00843 0,00442 0,00168 0,00154 0,00642 0,01540 0,00656
g-Linolenova C18:3 N6 0,00139 0,00150 0,00246 0,00130 0,00144 0,00252 0,00225 0,00122
Linolenova C18:3 N3 0,02113 0,04715 0,06509 0,00555 0,00428 0,10539 0,05890 0,03071
Behenova C22:0 0,00182 0,00491 0,00445 0,00138 0,00128 0,00534 0,00637 0,00219
Eicosatrienova C20:3 N6 0,00391 0,00769 0,00782 0,00345 0,00512 0,01009 0,01509 0,00451
Arachidonova C20:4 N6 0,04105 0,04056 0,08836 0,01328 0,01236 0,07858 0,06308 0,02663
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,00308 0,00653 0,00593 0,00150 0,00494 0,01221 0,00853 0,00510
Lignocerova C24:0 0,00025 0,00030 0,00019 0,00031 0,00016 0,00060 0,00041 0,00021
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,00125 0,00247 0,00218 0,00207 0,00226 0,00361 0,00318 0,00148
Dokosapentaenova C22:5N3 0,00104 0,00247 0,00317 0,00120 0,00178 0,00462 0,00319 0,00171
Hexacosanova C26:0 0,00449 0,00400 0,00387 0,00082 0,00053 0,00259 0,00532 0,00340
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,00251 0,00329 0,00349 0,00224 0,00305 0,00453 0,00404 0,00127
celkem: mmol/| 1,340 1,781 1,871 0,458 0,556 3,440 3,222 1,376
Olejova/Stearova 18:1/18:0 2,779 5,813 5,669 4,861 5,979 5,530 6,708 6,077
Palmitoolej./ Palmitova 16:1N7/16:0 0,130 0,140 0,167 0,117 0,089 0,097 0,171 0,093
Stearova/Palmitova 18:0/16:0 0,220 0,182 0,164 0,180 0,171 0,163 0,141 0,155
Arachidonova/ Eikosatrienova 20:4N6/20:3N6 10,511 5,272 11,295 3,851 2,415 7,791 4,181 5,909
Eikosatrienova/Linolova 20:3N6/18:2N6 0,045 0,027 0,035 0,058 0,061 0,023 0,041 0,024

9-desaturasa 18:1/18:0 2,78 5,81 5,67 4,86 5,98 5,53 6,71 6,08

9-desaturasa x 100 16:1N7/16:0 13,01 14,01 16,68 11,71 8,85 9,75 17,08 9,31

elongasa x 100 18:0/16:0 22,04 18,23 16,38 18,03 17,09 16,33 14,11 15,47

5-desaturasa 20:4N6/20:3N6 10,51 5,27 11,30 3,85 2,41 7,79 4,18 591

6-desaturasa x 100 20:3N6/18:2N6 4,52 2,73 3,53 5,83 6,06 2,26 4,13 2,36
9-desaturasa (vypocet z ploch) 18:1/18:0 4,17 8,73 8,51 6,96 8,56 8,30 10,07 9,12
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Cislo vzorku 6 15 14 17 18 11 8 12
Pacient D14 D24 D23 D17 D25 D20 D16 D21
Glukéza [mmol/l] 4.5 6,6 4.7 8,9 5,5 7,5 8,5 8,6
Glyk.hemog.Alc [%] 31 3,4 41 48 54 6,9 7 7
ALT [ukat/l] 0,48 0,29 0,33 0,75 0,68 0,32 0,23
AST [ukat/l] 0,38 0,31 0,42 0,67 0,52 0,41 0,35
GMT [ukat/l] 0,3 0,29 0,42 0,42 0,4 0,37 0,3
ALP [ukat/l] 1,02 1,3 1,48 1,12 0,82 1,51 1,62
Cholesterol [mmol/l] 5,3 4,21 4,16 5,62 4,59 5,74 6,18 5,07
HDL-Cholesterol [mmol/l] 2,1 1,4 1,2 1,1 1,5 1,4 1,6 1,7
LDL-Cholesterol [mmol/l] 2,76 2,43 2,34 3,65 2,17 3,6 3,29 2,73
Triacylglyc. [mmol/l] 0,8 1,1 1,4 1,9 1,2 1,8 1,1 0,8
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Tab. 9.7 Tabulka namérenych dat pro VLDL frakci sefazené podle glykovaného hemoglobinu (2. ¢ast)

Cislo vzorku 13 4 2 1 16 10 20 7

Pacient D22 D12 D10 D9 D27 D19 D28 D15

Datum: 1.6.2008 29.5.2008 29.5.2008 29.5.2008 1.6.2008 1.6.2008 11.6.2008 29.5.2008

Vzorek VLDL VLDL VLDL VLDL VLDL VLDL VLDL VLDL

% % % % % % % %
Myristova C14:0 7,19% 11,39% 5,85% 2,07% 4,00% 3,03% 4,23% 4,89%
N-Pentadekanova C15:0 0,49% 0,72% 0,42% 0,35% 0,49% 0,41% 0,52% 0,57%
Palmitova C16:0 31,98% 31,75% 33,29% 32,44% 32,95% 35,70% 28,17% 34,23%
Palmitolejova C16:1 N7 4,78% 3,68% 3,20% 3,48% 6,03% 2,42% 3,39% 3,90%
Stearova C18:0 5,16% 5,72% 4,28% 4,44% 4,55% 7,21% 8,72% 3,96%
Olejova C18:1 N9 30,46% 28,39% 29,87% 35,89% 31,05% 34,24% 31,43% 33,17%
Oktadecenova C18:1 N7 3,16% 2,57% 2,88% 2,19% 2,32% 1,63% 3,01% 2,83%
Linolova C18:2 N6 10,92% 8,92% 14,20% 12,81% 9,17% 10,11% 12,03% 10,76%
Arachova C20:0 0,28% 0,53% 0,34% 0,32% 0,59% 0,10% 0,24% 0,19%
g-Linolenova C18:3 N6 0,10% 0,16% 0,12% 0,09% 0,09% 0,11% 0,73% 0,07%
Linolenova C18:3 N3 1,47% 1,28% 2,39% 2,64% 1,94% 2,38% 0,81% 3,24%
Behenova C22:0 0,20% 0,19% 0,16% 0,25% 0,15% 0,12% 0,42% 0,17%
Eicosatrienova C20:3 N6 0,35% 0,35% 0,41% 0,44% 0,57% 0,30% 0,76% 0,18%
Arachidonova C20:4 N6 2,23% 3,27% 1,83% 2,13% 5,14% 1,55% 2,95% 1,39%
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,48% 0,27% 0,17% 0,16% 0,40% 0,34% 1,15% 0,08%
Lignocerova C24:0 0,02% 0,03% 0,01% 0,01% 0,01% 0,01% 0,00% 0,01%
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,12% 0,11% 0,10% 0,10% 0,11% 0,09% 0,56% 0,08%
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,12% 0,11% 0,10% 0,09% 0,11% 0,07% 0,21% 0,10%
Hexacosanova C26:0 0,34% 0,47% 0,25% 0,00% 0,17% 0,06% 0,00% 0,11%
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,15% 0,10% 0,14% 0,09% 0,17% 0,11% 0,65% 0,06%
Cislo vzorku 13 4 2 1 16 10 20 7
Pacient D22 D12 D10 D9 D27 D19 D28 D15
mmol/| mmol/| mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l

Myristova C14:0 0,06681 0,07540 0,07331 0,17559 0,11875 0,25668 0,00901 0,12661
N-Pentadekanova C15:0 0,00452 0,00478 0,00532 0,02995 0,01467 0,03507 0,00111 0,01475
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Palmitova C16:0 0,29727 0,21014 0,41754 2,74796 0,97890 3,02300 0,05997 0,88615
Palmitolejova C16:1 N7 0,04446 0,02433 0,04010 0,29477 0,17926 0,20520 0,00722 0,10097
Stearova C18:0 0,04800 0,03784 0,05371 0,37582 0,13504 0,61059 0,01857 0,10239
Olejova C18:1 N9 0,28316 0,18786 0,37462 3,04029 0,92246 2,89982 0,06691 0,85877
Oktadecenova C18:1 N7 0,02941 0,01703 0,03617 0,18573 0,06896 0,13825 0,00640 0,07334
Linolova C18:2 N6 0,10148 0,05902 0,17805 1,08529 0,27242 0,85630 0,02560 0,27857
Arachova C20:0 0,00264 0,00349 0,00421 0,02686 0,01757 0,00854 0,00052 0,00493
g-Linolenova C18:3 N6 0,00090 0,00107 0,00145 0,00757 0,00255 0,00916 0,00156 0,00185
Linolenova C18:3 N3 0,01365 0,00844 0,02992 0,22377 0,05751 0,20156 0,00173 0,08398
Behenova C22:0 0,00190 0,00129 0,00196 0,02128 0,00458 0,01034 0,00090 0,00441
Eicosatrienova C20:3 N6 0,00329 0,00230 0,00515 0,03746 0,01699 0,02547 0,00162 0,00477
Arachidonova C20:4 N6 0,02076 0,02164 0,02299 0,18055 0,15278 0,13120 0,00628 0,03600
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,00444 0,00179 0,00216 0,01375 0,01178 0,02896 0,00244 0,00202
Lignocerova C24:0 0,00021 0,00018 0,00017 0,00053 0,00025 0,00068 0,00000 0,00032
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,00110 0,00076 0,00123 0,00888 0,00330 0,00739 0,00120 0,00200
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,00111 0,00072 0,00126 0,00737 0,00326 0,00552 0,00045 0,00247
Hexacosanova C26:0 0,00320 0,00309 0,00310 0,00000 0,00506 0,00482 0,00000 0,00291
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,00135 0,00066 0,00181 0,00797 0,00494 0,00960 0,00138 0,00142
celkem: mmol/l 0,930 0,662 1,254 8,471 2,971 8,468 0,213 2,589
Olejova/Stearova 18:1/18:0 5,899 4,965 6,975 8,090 6,831 4,749 3,603 8,387
Palmitoolej./ Palmitova 16:1N7/16:0 0,150 0,116 0,096 0,107 0,183 0,068 0,120 0,114
Stearova/Palmitova 18:0/16:0 0,161 0,180 0,129 0,137 0,138 0,202 0,310 0,116
Arachidonova/ Eikosatrienova 20:4N6/20:3N6 6,301 9,421 4,462 4,819 8,991 5,152 3,881 7,553
Eikosatrienova/Linolova 20:3N6/18:2N6 0,032 0,039 0,029 0,035 0,062 0,030 0,063 0,017

9-desaturasa 18:1/18:0 5,90 4,97 6,97 8,09 6,83 4,75 3,60 8,39

9-desaturasa x 100 16:1N7/16:0 14,96 11,58 9,60 10,73 18,31 6,79 12,03 11,39

elongasa x 100 18:0/16:0 16,15 18,01 12,86 13,68 13,79 20,20 30,97 11,55

5-desaturasa 20:4N6/20:3N6 6,30 9,42 4,46 4,82 8,99 5,15 3,88 7,55

6-desaturasa x 100 20:3N6/18:2N6 3,25 3,89 2,89 3,45 6,24 2,97 6,32 1,71
9-desaturasa (vypocet z ploch) 18:1/18:0 8,86 7,45 10,47 12,14 10,26 7,13 5,16 12,59
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Cislo vzorku 13 4 2 1 16 10 20 7

Pacient D22 D12 D10 D9 D27 D19 D28 D15
Glukéza [mmol/l] 10,2 6 3,1 7,9 12,8 15,8 9,9
Glyk.hemog.Alc [%] 7.2 7.3 7.8 8,5 8,6 8,9 9,4 7.8
ALT [ukat/l] 0,35 0,38 0,31 0,27 0,33 0,35 0,55 0,59
AST [ukat/l] 0,36 0,42 0,41 0,39 0,33 0,41 0,52 0,52
GMT [ukat/l] 0,29 0,29 0,33 0,28 0,38 0,82 0,45 0,33
ALP [ukat/l] 1,85 1,29 1,79 1,3 2,05 3,6 1,39 1,2
Cholesterol [mmol/l] 51 4,84 5,41 5,02 5,37 4,45 4,15 5,09
HDL-Cholesterol [mmol/l] 1,5 1,7 1,6 0,8 1,6 0,8 2,1 1,2
LDL-Cholesterol [mmol/l] 3,01 2,35 3,2 2,89 2,74 2,09 1,4 3,67
Triacylglyc. [mmol/l] 1 0,7 0,8 3,4 2,6 3,1 0,7 0,4
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Tab. 9.8 Tabulka namérenych dat pro LDL frakci sefazené podle glykovaného hemoglobinu (1. ¢ast)

Cislo vzorku 6 15 14 17 18 11 8 12
Pacient D14 D24 D23 D17 D25 D20 D16 D21
Datum: 30.5.2008 2.6.2008 2.6.2008 12.6.2008 12.6.2008 2.6.2008 30.5.2008 2.6.2008
Vzorek LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL
% % % % % % % %
Myristova C14:0 1,78% 2,56% 3,21% 1,62% 0,83% 2,43% 1,75% 1,75%
N-Pentadekanova C15:0 0,14% 0,19% 0,44% 0,23% 0,12% 0,34% 0,13% 0,19%
Palmitova C16:0 30,80% 23,94% 24,38% 24,85% 25,78% 26,77% 27,86% 26,02%
Palmitolejova C16:1 N7 4,37% 2,06% 3,09% 2,88% 1,86% 2,29% 3,27% 1,88%
Stearova C18:0 9,07% 8,93% 7,26% 7,27% 8,21% 8,31% 7,77% 8,21%
Olejova C18:1 N9 18,14% 16,83% 17,54% 18,82% 20,66% 18,77% 20,26% 18,77%
Oktadecenova C18:1 N7 0,84% 1,43% 1,29% 1,63% 2,22% 1,15% 1,23% 1,19%
Linolova C18:2 N6 19,54% 28,66% 23,32% 27,70% 26,56% 26,97% 24,40% 30,38%
Arachova C20:0 0,77% 0,77% 0,41% 0,60% 0,34% 0,43% 0,67% 0,61%
g-Linolenova C18:3 N6 0,25% 0,18% 0,15% 0,19% 0,19% 0,17% 0,29% 0,19%
Linolenova C18:3 N3 0,79% 0,75% 1,16% 0,73% 0,54% 0,93% 0,52% 0,79%
Behenova C22:0 0,76% 0,89% 0,93% 1,18% 0,69% 0,68% 0,78% 0,59%
Eicosatrienova C20:3 N6 1,84% 3,11% 1,82% 3,86% 2,11% 2,07% 2,61% 2,04%
Arachidonova C20:4 N6 9,94% 8,53% 13,82% 6,05% 6,52% 7,71% 7,05% 6,46%
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,40% 0,21% 0,33% 0,24% 0,63% 0,24% 0,54% 0,26%
Lignocerova C24:0 0,12% 0,16% 0,11% 0,44% 0,52% 0,13% 0,19% 0,13%
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,09% 0,13% 0,12% 0,36% 0,29% 0,09% 0,12% 0,10%
Dokosapentaenova C22:5N3 0,06% 0,10% 0,16% 0,32% 0,35% 0,11% 0,10% 0,10%
Hexacosanova C26:0 0,08% 0,18% 0,10% 0,04% 0,10% 0,11% 0,13% 0,10%
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,23% 0,38% 0,36% 0,99% 1,48% 0,30% 0,33% 0,25%
Cislo vzorku 6 15 14 17 18 11 8 12
Pacient D14 D24 D23 D17 D25 D20 D16 D21
mmol/l mmol/I mmol/I mmol/l mmol/| mmol/l mmol/l mmol/l
Myristova C14:0 0,17704 0,14527 0,20652 0,03972 0,01729 0,20436 0,17968 0,14644
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N-Pentadekanova C15:0 0,01360 0,01073 0,02819 0,00563 0,00259 0,02831 0,01287 0,01593
Palmitova C16:0 3,06504 1,35850 1,56943 0,60747 0,53881 2,25360 2,85425 2,18040
Palmitolejova C16:1 N7 0,43453 0,11710 0,19870 0,07041 0,03897 0,19257 0,33493 0,15716
Stearova C18:0 0,90252 0,50683 0,46748 0,17770 0,17150 0,69917 0,79561 0,68820
Olejova C18:1 N9 1,80507 0,95526 1,12939 0,46006 0,43164 1,58024 2,07570 1,57309
Oktadecenova C18:1 N7 0,08397 0,08141 0,08290 0,03988 0,04649 0,09663 0,12625 0,10002
Linolova C18:2 N6 1,94426 1,62652 1,50138 0,67722 0,55493 2,26977 2,50026 2,54616
Arachova C20:0 0,07711 0,04352 0,02634 0,01460 0,00710 0,03620 0,06857 0,05083
g-Linolenova C18:3 N6 0,02459 0,01038 0,00977 0,00457 0,00392 0,01449 0,02957 0,01615
Linolenova C18:3 N3 0,07827 0,04250 0,07455 0,01777 0,01139 0,07865 0,05319 0,06613
Behenova C22:0 0,07605 0,05067 0,06007 0,02883 0,01441 0,05734 0,07972 0,04911
Eicosatrienova C20:3 N6 0,18290 0,17646 0,11690 0,09424 0,04409 0,17440 0,26775 0,17076
Arachidonova C20:4 N6 0,98936 0,48391 0,88963 0,14790 0,13618 0,64855 0,72192 0,54172
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,03967 0,01181 0,02137 0,00586 0,01308 0,01996 0,05526 0,02182
Lignocerova C24:0 0,01194 0,00908 0,00740 0,01078 0,01087 0,01107 0,01974 0,01079
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,00870 0,00736 0,00797 0,00872 0,00599 0,00777 0,01274 0,00801
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,00607 0,00585 0,01021 0,00784 0,00736 0,00958 0,01054 0,00870
Hexacosanova C26:0 0,00826 0,01013 0,00643 0,00090 0,00211 0,00892 0,01290 0,00831
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,02256 0,02141 0,02305 0,02431 0,03095 0,02549 0,03364 0,02130
celkem: mmol/| 9,952 5,675 6,438 2,444 2,090 8,417 10,245 8,381
Olejovéa/Stearova 18:1/18:0 2,000 1,885 2,416 2,589 2,517 2,260 2,609 2,286
Palmitoolej./ Palmitova 16:1N7/16:0 0,142 0,086 0,127 0,116 0,072 0,085 0,117 0,072
Stearova/Palmitové 18:0/16:0 0,294 0,373 0,298 0,293 0,318 0,310 0,279 0,316
Arachidonové/ Eikosatrienova 20:4N6/20:3N6 5,409 2,742 7,610 1,569 3,089 3,719 2,696 3,172
Eikosatrienové/Linolova 20:3N6/18:2N6 0,094 0,108 0,078 0,139 0,079 0,077 0,107 0,067

9-desaturasa 18:1/18:0 2,00 1,88 2,42 2,59 2,52 2,26 2,61 2,29

9-desaturasa x 100 16:1N7/16:0 14,18 8,62 12,66 11,59 7,23 8,55 11,73 7,21

elongasa x 100 18:0/16:0 29,45 37,31 29,79 29,25 31,83 31,02 27,87 31,56

5-desaturasa 20:4N6/20:3N6 5,41 2,74 7,61 1,57 3,09 3,72 2,70 3,17

6-desaturasa x 100 20:3N6/18:2N6 9,41 10,85 7,79 13,92 7,94 7,68 10,71 6,71
9-desaturasa (vypocet z ploch) 18:1/18:0 3,00 2,83 3,63 3,71 3,60 3,39 3,92 3,43
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Cislo vzorku 6 15 14 17 18 11 8 12
Pacient D14 D24 D23 D17 D25 D20 D16 D21
Glukéza [mmol/l] 45 6,6 4,7 8,9 55 7,5 8,5 8,6
Glyk.hemog.Alc [%] 3,1 3,4 4,1 4,8 54 6,9 7 7
ALT [ukat/I] 0,48 0,29 0,33 0,75 0,68 0,32 0,23
AST [ukat/I] 0,38 0,31 0,42 0,67 0,52 0,41 0,35
GMT [ukat/l] 0,3 0,29 0,42 0,42 0,4 0,37 0,3
ALP [ukat/I] 1,02 1,3 1,48 1,12 0,82 1,51 1,62
Cholesterol [mmol/l] 5,3 4,21 4,16 5,62 4,59 5,74 6,18 5,07
HDL-Cholesterol [mmol/l] 2,1 14 1,2 11 1,5 1,4 1,6 1,7
LDL-Cholesterol [mmol/I] 2,76 2,43 2,34 3,65 2,17 3,6 3,29 2,73
Triacylglyc. [mmol/l] 0,8 1,1 1,4 1,9 1,2 1,8 1,1 0,8
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Tab. 9.9 Tabulka namérenych dat pro LDL frakci sefrazené podle glykovaného hemoglobinu (2. ¢ast)

Cislo vzorku 13 4 7 2 1 16 10 20

Pacient D22 D12 D15 D10 D9 D27 D19 D28

Datum: 2.6.2008 30.5.2008 30.5.2008 30.5.2008 30.5.2008 2.6.2008 2.6.2008 12.6.2008

Vzorek LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL

% % % % % % % %
Myristova C14:0 1,98% 2,07% 1,89% 1,54% 1,57% 2,95% 2,57% 1,71%
N-Pentadekanova C15:0 0,24% 0,36% 0,31% 0,24% 0,14% 0,36% 0,24% 0,22%
Palmitova C16:0 25,40% 26,07% 27,23% 27,47% 29,25% 27,05% 31,46% 23,93%
Palmitolejova C16:1 N7 2,90% 2,13% 2,06% 1,89% 2,43% 4,13% 2,04% 1,82%
Stearova C18:0 8,32% 7,65% 6,93% 6,87% 7,36% 6,91% 8,66% 7,85%
Olejova C18:1 N9 19,21% 18,76% 18,89% 19,24% 25,61% 21,58% 25,81% 18,73%
Oktadecenova C18:1 N7 1,42% 1,41% 1,18% 1,40% 1,50% 1,39% 1,51% 1,53%
Linolova C18:2 N6 26,96% 23,17% 30,00% 30,01% 20,62% 19,90% 19,27% 30,02%
Arachova C20:0 0,73% 0,60% 0,41% 0,37% 0,54% 0,78% 0,17% 0,35%
g-Linolenova C18:3 N6 0,18% 0,18% 0,19% 0,24% 0,15% 0,17% 0,14% 0,06%
Linolenova C18:3 N3 0,73% 0,70% 0,72% 0,70% 0,82% 0,84% 1,08% 0,81%
Behenova C22:0 0,88% 0,81% 0,98% 0,57% 1,00% 0,68% 0,46% 0,98%
Eicosatrienova C20:3 N6 2,27% 2,56% 1,79% 2,48% 2,00% 1,66% 1,19% 3,44%
Arachidonova C20:4 N6 7,64% 12,30% 6,16% 5,84% 6,14% 10,44% 4,31% 5,74%
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,28% 0,42% 0,49% 0,36% 0,30% 0,41% 0,38% 0,65%
Lignocerova C24:0 0,14% 0,16% 0,17% 0,17% 0,08% 0,12% 0,06% 0,53%
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,11% 0,12% 0,09% 0,10% 0,10% 0,11% 0,10% 0,27%
Dokosapentaenova C22:5N3 0,10% 0,12% 0,12% 0,09% 0,09% 0,11% 0,10% 0,16%
Hexacosanova C26:0 0,17% 0,15% 0,12% 0,14% 0,05% 0,08% 0,07% 0,11%
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,34% 0,27% 0,27% 0,30% 0,23% 0,32% 0,36% 1,07%

Cislo vzorku 13 4 7 2 1 16 10 20

Pacient D22 D12 D15 D10 D9 D27 D19 D28

mmol/l mmol/I mmol/I mmol/l mmol/| mmol/l mmol/l mmol/l

Myristova C14.0 0,14572 0,13399 0,17486 0,12234 0,19297 0,14965 0,18576 0,02038
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N-Pentadekanova C15:0 0,01762 0,02321 0,02912 0,01868 0,01773 0,01831 0,01749 0,00263
Palmitova C16:0 1,87027 1,68479 2,52336 2,18177 3,58910 1,37077 2,27713 0,28536
Palmitolejova C16:1 N7 0,21373 0,13765 0,19120 0,15000 0,29825 0,20937 0,14798 0,02166
Stearova C18:0 0,61238 0,49438 0,64187 0,54586 0,90302 0,35021 0,62710 0,09365
Olejova C18:1 N9 1,41483 1,21224 1,75032 1,52810 3,14174 1,09347 1,86777 0,22337
Oktadecenova C18:1 N7 0,10471 0,09084 0,10959 0,11115 0,18441 0,07035 0,10940 0,01818
Linolova C18:2 N6 1,98581 1,49760 2,78045 2,38339 2,53055 1,00840 1,39447 0,35788
Arachova C20:0 0,05382 0,03847 0,03787 0,02954 0,06655 0,03969 0,01223 0,00414
g-Linolenova C18:3 N6 0,01345 0,01168 0,01783 0,01901 0,01876 0,00865 0,01038 0,00075
Linolenova C18:3 N3 0,05383 0,04551 0,06698 0,05540 0,10073 0,04237 0,07841 0,00968
Behenova C22:0 0,06448 0,05236 0,09038 0,04546 0,12246 0,03435 0,03352 0,01171
Eicosatrienova C20:3 N6 0,16700 0,16524 0,16626 0,19662 0,24498 0,08407 0,08598 0,04101
Arachidonova C20:4 N6 0,56268 0,79513 0,57129 0,46413 0,75380 0,52896 0,31211 0,06848
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,02093 0,02734 0,04530 0,02834 0,03686 0,02062 0,02781 0,00780
Lignocerova C24:0 0,01054 0,01047 0,01558 0,01345 0,00931 0,00614 0,00460 0,00631
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,00824 0,00756 0,00870 0,00809 0,01238 0,00577 0,00732 0,00328
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,00739 0,00762 0,01123 0,00741 0,01136 0,00552 0,00692 0,00189
Hexacosanova C26:0 0,01220 0,00939 0,01073 0,01075 0,00631 0,00417 0,00510 0,00130
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,02483 0,01750 0,02513 0,02370 0,02855 0,01609 0,02613 0,01281
celkem: mmol/| 7,364 6,463 9,268 7,943 12,270 5,067 7,238 1,192
Olejova/Stearova 18:1/18:0 2,310 2,452 2,727 2,799 3,479 3,122 2,978 2,385
Palmitoolej./ Palmitova 16:1N7/16:0 0,114 0,082 0,076 0,069 0,083 0,153 0,065 0,076
Stearova/Palmitova 18:0/16:0 0,327 0,293 0,254 0,250 0,252 0,255 0,275 0,328
Arachidonové/ Eikosatrienové 20:4N6/20:3N6 3,369 4,812 3,436 2,361 3,077 6,292 3,630 1,670
Eikosatrienova/Linolova 20:3N6/18:2N6 0,084 0,110 0,060 0,082 0,097 0,083 0,062 0,115

9-desaturasa 18:1/18:0 2,31 2,45 2,73 2,80 3,48 3,12 2,98 2,39

9-desaturasa x 100 16:1N7/16:0 11,43 8,17 7,58 6,88 8,31 15,27 6,50 7,59

elongasa x 100 18:0/16:0 32,74 29,34 25,44 25,02 25,16 25,55 27,54 32,82

5-desaturasa 20:4N6/20:3N6 3,37 4,81 3,44 2,36 3,08 6,29 3,63 1,67

6-desaturasa x 100 20:3N6/18:2N6 8,41 11,03 5,98 8,25 9,68 8,34 6,17 11,46
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9-desaturasa (vypocet z ploch) 18:1/18:0 3,47 3,68 4,09 4,20 5,22 4,69 4,47 3,41
Cislo vzorku 13 4 7 2 1 16 10 20
Pacient D22 D12 D15 D10 D9 D27 D19 D28
Glukéza [mmol/l] 10,2 6 9,9 3,1 7,9 12,8 15,8
Glyk.hemog.Alc [%] 7,2 7,3 7,8 7,8 8,5 8,6 8,9 9,4
ALT [ukat/I] 0,35 0,38 0,59 0,31 0,27 0,33 0,35 0,55
AST [ukat/l] 0,36 0,42 0,52 0,41 0,39 0,33 0,41 0,52
GMT [ukat/l] 0,29 0,29 0,33 0,33 0,28 0,38 0,82 0,45
ALP [ukat/I] 1,85 1,29 1,2 1,79 1,3 2,05 3,6 1,39
Cholesterol [mmol/I] 51 4,84 5,09 541 5,02 5,37 4,45 4,15
HDL-Cholesterol [mmol/l] 1,5 1,7 1,2 1,6 0,8 1,6 0,8 2,1
LDL-Cholesterol [mmol/l] 3,01 2,35 3,67 3,2 2,89 2,74 2,09 1.4
Triacylglyc. [mmol/l] 1 0,7 0,4 0,8 3,4 2,6 3,1 0,7
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Obr. 5.14 Grafické zndzornéni aktivity AS-desaturazy ve VLDL a LDL frakei
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Cholesterylestertransferujici protein

Cholesterol

Chylomikron

Ester cholesterolu

Celkove lipidy
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Diabetes mellitus
Deoxyribonukleova kyselina
Kyselina ethyldiamintetraoctova
Esencialni mastné kyseliny
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FFA Volné mastné kyseliny

HDL Lipoproteiny o vysoké hustot¢

HLA Lidské prezentac¢ni/tkanové/transplanta¢ni antigeny
HMRS Protonova magneticka rezonancni spektroskopie
IDDM Diabetes mellitus zavisly na inzulinu

IDL Lipoproteiny s pfechodnou hustotou

IEC Iontové-vymeénna chromatografie

IR Inzulinova rezistence

IRS-1 Inzulinovy receptorovy substrat 1

KBBV Katedra biologickych a biochemickych véd
LCAT Lecitin-cholesterolacyltransferaza

LDL Lipoproteiny o nizké hustoté

LLC Rozd¢€lovaci kapalinovéa chromatografie

LPL Lipoproteinova lipaza

LSC Adsorp¢ni kapalinova chromatografie

Mr Relativni molekulova hmotnost

MTP Mikrozomalni triglyceridovy transportni protein
NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NIDDM Diabetes mellitus nezavisly na inzulinu

oGTT Glukozovy tolerancni test

PL Fosfolipidy

PP Pankreaticky polypeptid

PUFA Vicenenasycené mastné kyseliny

Rf Reten¢ni faktor

SCD Stearoyl-koenzym A desaturaza

SEC Gelova permeacéni chromatografie

TG Triglyceridy

TLC Tenkovrstevnad chromatografie

tRNA Transferova ribonukleova kyselina

VLDL Lipoproteiny o velmi nizké hustoté

VMK Volné mastné kyseliny
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