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Diabetes mellitus mdze byt charakterizovan jako skupina chronickych heterogennich
onemocnéni, pro kterou je spolenym znakem hyperglykemie. Diabetes vznika diky
nedostate¢nému Gcinku inzulinu nebo poruchou jeho sekrece a je nasledné provazen defektem
metabolismu cukrd, tukd a bilkovin. U nemocnych se soucasné projevuji abnormality jako je
dislipidemie, hypertenze, centralni obezita a vyssi pohotovost k tvorbé& trombd. *

Diabetes mellitus se v dnesni dobé velmi rychle rozviji. Timto onemocnénim trpi
celosvétové 347 miliond lidi a WHO predvida, Ze v roce 2030 to bude sedma hlavni pficina
umrti u Cloveéka.? Pravé proto je nutné hledat mozné markery poukazujici na rozvijejici
se diabetes mellitus, hledat latky, které by mohly potlacit rozvoj tohoto onemocnéni, nebo
dokonce zlepSovat jeho kompenzaci. V tomto sméru se v posledni dobé zkoumaji esencialni
mastné kyseliny (EFA). Tyto kyseliny jakoZto Ziviny tvofi velkou fadu bioaktivnich mediatord,
které plisobi na velkou skupinu selektivnich receptorll. Diky tomu, Ze se témér na kazdé bunce
a tkani vyskytuji tyto receptory, mohou ovliviiovat velkou oblast lidské fyziologie.?> Nékolika
vyzkumy, in vivo i in vitro, byl potvrzen pozitivni Gcinek vicenenasycenych mastnych kyselin
n-3 na metabolismus lipidd a glukosy, nebot jejich vlivem se snizuje koncentrace
triacylglyceroli, zvySuje hladina HDL cholesterolu v plazmé, zvySuje inzulinova senzitivita
a redukuje krevni tlak.* Nicméné pfi pfijmu potravy je dllezitéjsi sledovat pomér n-3 a n-6
vicenenasycenych mastnych kyselin, protoze mezi metabolické Ucinky kyselin z fady n-6 patfi
zvySena syntéza cholesterolu a zvySena aktivita LDL receptord.*>

Cilem prace tedy bylo zjistit, zda pri onemocnéni diabetes mellitus 2. typu dochazi
ke zménam sloZeni esencialnich mastnych kyselin, pfipadné jak ovliviiuji jeho pribéh a jestli
je mozné tyto zmény vyuZit k diagnostice bez nutného déleni vzorkl na jednotlivé lipidové

frakce.



EXPERIMENTALNI CAST

K analyze bylo pouzito 21 vzorkd plazmy pacientd s onemocnénim diabetes mellitus typu
2 a 17 vzorkl plazmy od nediabetik{l. Jednotlivé vzorky séra (250 ul) byly deproteinovany
pfidanim 1,25 ml roztoku o slozeni 2-propanol, n-heptan a 2M HsPO4 (v poméru 40:20:1).
Vznikla smés byla promichana a 10 minut byla kondicionovana pfi pokojové teploté. Nasledné
byl pfidan 1 ml roztoku interniho standardu o koncentraci 10 pg/ml a 1,5 ml destilované vody.
Po nasledné centrifugaci (10 minut pfi 3000 otackach) byla prepipetovana horni organicka
vrstva do Cisté pyrexové zkumavky. Do takto pripravenych zkumavek bylo vlozeno
mikromichadlo a napipetovano 200 pl acetylchloridu, ktery zde slouzi jako katalyzator
esterifikace. Poté byly zkumavky uzavreny vickem, umistény do termobloku a bylo zapnuto
michani spolu s vyhrivanim na 100 °C. Pri této teploté probihala esterifikacni reakce po dobu
1 hodiny.

Po ochlazeni na pokojovou teplotu se provedla neutralizace pfidanim 5 ml 6% roztoku
K2CO3 a smés se po pridavku 2 minuty intenzivné tfepala a nasledné centrifugovala 10 minut
pfi 3000 otackach. Horni organicka faze byla odpipetovana do zkumavky, nasledné odparena
v digestori pod dusikem dosucha. Poté bylo pfidano 100 pl smési toluen-methanol (4:1)
a vznikly roztok byl preveden do chromatografickych vialek s insertem a uzavren vickem.

Vlastni analyza pfipravenych vzork{ byla provedena plynovym chromatografem Agilent
Technologies 7890A s kolonou HP 88 pro déleni methyl esterd. Teplotni program byl
optimalizovan s celkovym cCasem analyzy 120 minut a celé méreni probihalo v mddu split
v poméru 10:1. Z chromatografického zaznamu byly zjistovany plochy pikli pro dané esencialni

mastné kyseliny.

VYSLEDKY A DISKUZE

Nejdrive byly vzorky rozdéleny do tfi skupin, a to na kontrolni skupinu, kompenzované
a Spatné kompenzované diabetiky 2. typu. Toto rozdéleni do skupin je provedeno podle hodnot
glykovaného hemoglobinu (viz Tabulka 1).

Tabulka 1: Rozdéleni vzorkd podle koncentrace glykovaného hemoglobinu

Skupina Glykovany hemoglobin [%]
Kontrolni skupina 45-5,8
Kompenzovani diabetici 2. typu 59-74

Spatné kompenzovani diabetici 2. typu 7,5-10,6




R{zné procentualni zastoupeni esencialnich mastnych kyselin bylo zkoumano pomoci
t-testu v programu SigmaStat 3.5. Pro kazdou kyselinu byly sledovany rozdily jejich obsahu
u kontrolni skupiny se skupinou diabetikli a mezi diabetiky navzajem. Statisticka vyznamnost
je vyjadrena hodnotou p, ktera byla pocitana na hladiné vyznamnosti a < 0,050. Po provedeni
statistické analyzy ziskanych dat, jsme zjistili statistickou vyznamnost u kyseliny
dokosahexaenové (C22:6 n-3). Tato kyselina je dvakrat vétsi u diabetikd (pfi prozkoumani
mediand) oproti kontrolni skupiné. Déje se tak z dlivodu ordinované diety a zfejmé jsme
natrefili na pacienty, ktefi se opravdu stravuji spravné, nebot’ kyselina dokosahexaenova je
hlavni sloZkou rybiho oleje. Dale mlizeme zminit kyselinu stearidonovou (C18:4 n-3), ktera ma
statisticky vyznamny rozdil pouze mezi kontrolni skupinou a Spatné kompenzovanymi diabetiky
2. typu viz Tabulka 2. Pro zjisténi dalsich statisticky vyznamnych rozdil& v obsahu esencidlnich
mastnych kyselin mezi jednotlivymi skupinami by bylo vhodné stanovovat kyseliny zvlast’ pro
kazdou lipidovou tfidu. Z predchozich studii vyplyvaiji lepSi zavéry, pro praktické vyuziti, pokud

jsou vzorky nejprve rozdéleny tenkovrstvou chromatografii na lipidové frakce.®

Tabulka 2: Souhrnna vysledkova tabulka statistické analyzy pomoci t-testu

Testované Testované
Kyselina p Zaveér Kyselina p Zavér
skupiny skupiny
K*D 0,647 - K*D 0,223 -
C18:2 N6 K*S 0,239 - C22:4 N6 K*S 0,196 -
D*S 0,146 - D*S 0,972 -
K*D 0,982 - K*D 0,341 -
C18:3 N6 K*S 0,914 - C22:5 N6 K*S 0,484 -
D*S 0,438 - D*S 0,859 -
K*D 0,707 - K*D 0,256 -
C18:3 N3 K*S 0,666 - C22:5 N3 K*S 0,304 -
D*S 0,972 - D*S 0,798 -
K*D 0,223 - K*D 0,003  Vyznamny
C18:4 N3 K*S 0,018 Vyznamny | C22:6 N3 K*S 0,031  Vyznamny
D*$ 0,251 - D*$ 0,257 -
K*D 0,319 - K*D 0,088 -
C20:3 N6 K*S 0,281 - C24:4 N6 K*S 0,215 -
D*S 0,166 - D*$ 0,972 -
K*D 0,912 - K*D 0,177 -
C20:4 N6 K*S 0,788 - C24:5 N6 K*S 0,666 -
D*S 0,594 - D*S 0,271 -




Testované . . Testované .
Kyselina p Zaver Kyselina p Zaver
skupiny skupiny

K*D 0,997 - K*D 0,088 -
C20:4 N3 K*S 0,077 - C24:5 N3 K*S 0,957 -

D*$ 0,101 - D*$ 0,214 -

K*D 0,947 -
C20:5 N3 K*S 0,810 -

D*S 0,348 -

(K — kontrolni skupina, D — kompenzovani diabetici 2. typu, S — $patné kompenzovani diabetici

2. typu)

Z obrazku 1, ktery zobrazuje grafy sledujici zavislost obsahu jednotlivych esencialnich
mastnych kyselin na stupni onemocnéni je patrna pomérné velka proménlivost jejich obsahu,
pokud k tomu navic zohlednime smérodatné odchylky danych prlimérnych hodnot EFA (viz
Tabulka 3) je tato proménlivost jesté vice umocnéna. Takto velké rozdily mohou byt zplisobeny
zejména diky rozdilnému zastoupeni jednotlivych esenciadlnich mastnych kyselin v potravé
zkoumanych jedinct. Obsah EFA v potravinach se lisi v zavislosti na druhu potraviny. Nejvyssi
obsah esencialnich mastnych kyselin z fady n-3 je v tuénych rybach jako je losos nebo tunak,
dale jsou obsazeny v sdji nebo Inénych seminkach. Naopak esencialni mastné kyseliny z fady
n-6 jsou zejména obsazeny v slunecnicovych a sezamovych seminkach, nizsi koncentrace jsou

pak v dyfovych seminkach, vlasskych oresich a kukufici.”
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Obrazek 1: Grafy prdmeéernych hodnot esencidlnich mastnych kyseliny v zavislosti na stupni

onemocnéni’

Tabulka 3: Prehled smérodatnych odchylek k danym prdmérnym hodnotam esencidlnich

mastnych kyselin

Kyselina Priimér [%] Smérodatna odchylka [%]
K D S K D S
C18:2 N6 19,45 18,57 21,93 4,82 4,82 4,71
C18:3 N6 22,73 18,20 14,11 22,09 12,50 9,04
C18:4 N3 1,17 1,33 1,63 0,81 0,63 0,42
C20:4 N6 1,07 1,10 0,96 0,61 0,82 0,31
C20:4 N3 4,17 4,16 6,48 2,55 2,34 3,49
C18:3 N3 0,63 0,45 0,38 0,58 0,52 0,26
C20:3 N6 0,20 0,22 0,15 0,14 0,13 0,10
C20:5 N3 1,19 1,02 1,27 0,72 0,33 0,75
C22:4 N6 0,26 0,41 0,61 0,21 0,37 0,83
C22:5 N6 0,25 0,24 0,18 0,27 0,21 0,08
C22:5 N3 0,34 0,46 0,42 0,16 0,36 0,21
C22:6 N3 0,57 0,99 0,79 0,54 0,42 0,28
C24:4 N6 0,28 0,29 0,37 0,55 0,28 0,55
C24:5 N6 0,33 0,49 0,33 0,41 0,47 0,40
C24:5 N3 0,12 0,18 0,11 0,14 0,23 0,11

(K — kontrolni skupina, D — kompenzovani diabetici 2. typu, S — $patné kompenzovani diabetici
2. typu)



ZAVER

Analyze bylo podrobeno celkem 38 vzork{, jez byly na zakladé hodnot koncentrace
glykovaného hemoglobinu rozdéleny do tfi skupin na kompenzované diabetiky (12 vzorkd),
Spatné kompenzované diabetiky (9 vzork() a kontrolni skupinu (17 vzorkd), coz jsou jedinci
bez diagnostikovaného diabetu. Vzorky byly derivatizovany a ve formé methyl esterl byly
analyzovany plynovou chromatografii. Tim byla ziskdana data o obsahu esencialnich mastnych
kyselin, ktera byla nasledné zpracovana v programech Microsoft Office Excel 2013 a SigmaStat
3.5.

U studovanych diabetikd byla zjisténa velka proménlivost namérenych dat u nékterych
mastnych kyselin jednotlivych skupin, ktera je umocnovana velkymi smérodatnymi odchylkami
od danych primérnych hodnot esencidlnich mastnych kyselin, coz je zplsobeno stravovacimi
navyky pacient. Statistickou analyzou ziskanych dat a vzajemnym srovnanim kontrolni
skupiny se skupinou diabetik{ vysla statisticky vyznamna pouze kyselina dokosahexaenova,

ktera je obsazena hlavné v rybach.
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