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SOUHRN

Ptedlozena disertacni prace se zabyva vztahy mezi enzymy lipidového metabolismu,
mastnymi kyselinami a progresi onemocnéni diabetes mellitus 2. typu. Progrese diabetu
byla uréovdna urovni hladiny glykovaného hemoglobinu, jakozto markeru dlouhodobé
kompenzace glukozy v Krvi.

Pro zjisténi koncentraci mastnych kyselin v plazmé byla pouzita kombinace
ultracentrifugace a dvou chromatografickych metod. Prvni byla tenkovrstevna
chromatografie, pomoci které byly lipidy rozdéleny do jednotlivych tiid. Nasledné byl
podil jednotlivych mastnych kyselin v téchto tfidach po derivatizaci zjiStovan na plynovém
chromatografu Agilent Technologies 7890A GC System s plamenové ioniza¢nim
detektorem. Aktivita lipidickych enzymii byla stanovena vypoétem jako indexy.

Po statistickém vyhodnoceni vysledkl bylo pfistoupeno k vyhodnoceni vysledkl ve
vztahu ke kompenzaci diabetu. Se zménénym lipidovym metabolismem u tohoto
onemocnéni byly pozorovany i diference v profilu mastnych kyselin v jednotlivych
frakcich. PodrobnéjSimu popisu téchto zmén se vénuje nasledujici préace.

Vyznam této prace podtrhuje fakt, Ze jen v Ceské republice mame okolo jednoho
milionu diabetikl, z nichZz 90 % trpi pravé diabetem 2. typu. Pfinos ve zkoumani vlivu
jednotlivych mastnych kyselin a enzymi lipidového metabolismu dle mého nazoru lezi
hlavné v efektivngjSich dietetickych doporucenich a udrzeni kompenzace diabetu u

l1écenych pacientil.

Klicova slova: diabetes mellitus, lipidy, desaturazy, elongaza, plynova

chromatografie, tenkovrstva chromatografie



SUMMARY

This thesis deals with the relationship between enzymes of lipid metabolism, fatty
acids and progression of type 2 diabetes mellitus. Progression of diabetes was determined
by the level of glycosidic hemoglobin as a marker of long-term blood glucose level
compensation.

The combination of ultracentrifugation and two chromatographic methods was used
to determine plasma concentrations of fatty acids. The first thin layer chromatography,
whose task was to divide the total lipids in each class, which were derivatized to
processing gas chromatography using gas chromatograph from Agilent Technologies 7890
GC System with a flame ionisation detector. Lipid enzyme activity was determined by
calculation as indices.

After a statistical evaluation of the results, the results were evaluated in relation to
diabetes compensation. With altered lipid metabolism in this disease, the differences in the
fatty acid profile in the individual fractions were also observed. A more detailed
description of these changes is given below.

The importance of this work is underlined by the fact that only in the Czech Republic
we have about one million diabetics, 90% of whom suffer from type 2 diabetes. The
benefit in examining the effects of individual fatty acids and enzymes of lipid metabolism,
in my opinion, lies mainly in more effective dietary recommendations and maintenance of

diabetes compensation in treated patients.

Keywords: diabetesmellitus, lipids, desaturase, elongase, gaschromatography, thin

layerchromatography



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

5D 5 desaturaza

6D 6 desaturaza

9D 9 desaturaza

o Hladina vyznamnosti
ACC Acetyl-CoA karboxylaza
ACP Acyl carrier protein

AMK Aminokyselina

ANOVA Analyza rozptylu

ATP Adenosintrifosfat

BCFA Branched chain fatty acids
BMI Body mass index

CoA Koenzym A

CE Cholesterolestery

CN Carbon number

Ccv Varia¢ni koeficient

D5D Delta 5 desaturaza

D6D Delta 6 desaturaza

DG Diacylglyceroly

DHA Docosahexaenoic acid
DM Diabetes mellitus

DM2 Diabetes mellitus typu 2
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
ELOVL Elongation of very-long-chain fatty acids
EPA Eicosapentaenoic acid
FAD Flavin adenin dinukleotid
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FADS Fatty acid desaturases

FATP Fatty acid translocase

FID Flame lonization Detector

GC Gas chromatography

GCl Glykemicky index

GHb Glykovany hemoglobin

Hb Hemoglobin

HDL High-density lipoproteins

IDL Intermediate-density lipoproteins
IGTT Intravenézni gluk6zovy toleranéni test
IR Inzulinova rezistence

LCAT Lecitin-cholesterolacyltransferaza
LDL Low-density lipoproteins

LOD Limit of detection

LOQ Limit of quantification

LPL Lipoproteinova lipaza

MF Mobilni faze

MK Mastné kyseliny

Mr Molekulova hmotnost

MS Mass Spectrometry

MTP Microsomal triglyceride transfer protein
MUFA Monounsaturated fatty acids

NADH Nikotinamid adenin dinukleotid
NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NIDDM Non-inzulindependentni diabetes mellitus
OGTT Oralni glukézovy tolerancni test
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PL
PPAR

PUFA

Re
SCD
SD

SF
SFA
TG
TLC
VLDL

VMK

Fosfolipidy

Peroxisomal Proliferator-Activated Receptor
Polyunsaturated fatty acids
Mez reprodukovatelnosti

Mez opakovatelnosti
Retencni faktor
Stearoyl-CoA desaturaza
Smérodatna odchylka
Stacionarni faze

Saturated fatty acids
Triacylglyceroly

Thin layer chromatography
Very low-density lipoproteins

Volné mastné kyseliny
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1 UVOD

Diabetes mellitus je jednim z problémt vyspélého svéta, ktery se s rozvojem
civilizace a zdejsiho zptsobu Zivota stupiiuje. At chceme nebo ne, diabetes zasahuje do
mnoha sfér naSeho byti, at’ uz do oblasti medicinské, ekonomické nebo socialni. Diky
dnes$nimu hektickému zplisobu Zivota, zahrnujicimu pfemiru energeticky bohatého a tézko
stravitelného jidla, stres, nedostatek kvalitniho spanku a redukci mnohdy jakékoli
pohybové aktivity, stoupa v populaci rapidné pocet obéznich jedinca. Tito pak maji vyssi
riziko vzniku diabetu ¢i kardiovaskularnich onemocnéni.
nez tfi a pul tisici lety, fadime diabetes mezi civilizacni choroby. Termin diabetes pfitom
poprvé pouzil Aretaus Kapadocijsky v obdobi kolem poc¢atku naseho letopoétu.

Hlavnim problémem je neuspokojivé kompenzovany diabetes. Jako takovy je
v Ceské republice nejéasté&jsi pric¢inou selhani ledvin, slepoty a vedle aterosklerézy také
nejcastéjs$i pri¢inou amputaci dolnich koncetin. Diabetes je také silnym rizikovym
faktorem pro vznik aterosklerdzy, pokud tato nebyla jiz diive. V¢asné urceni diagnézy a
disciplinovanost pacientli miiZze pfispét k eliminaci, nebo alespoit vyznamnému zmirnéni
téchto veskrze nepiiznivych nasledki.

U diabetikti nedochdzi jen ke zvySovani hladin gluk6zy, potazmo glykovaného
hemoglobinu, ale kcelé fadé zmén koncentraci riznych latek od lipida, pres
aminokyseliny az po enzymy. Pravé koncentrace mastnych kyselin a s nimi spojena
aktivita enzymti, konkrétné desaturaz a elongaz, jsou predmétem zajmu této prace. Jejich
koncentrace hraje kli¢ovou roli pfi biosyntéze nenasycenych vySSich mastnych kyselin.

Provédzanost vztahli mezi mastnymi kyselinami, glykovanym hemoglobinem a
aktivitami enzymi bude predmétem zkoumani.

Jelikoz nepiedpokladam v dohledné dobé zlepSeni zivotniho stylu obyvatelstva, ba
pravé naopak, bude na prevenci, diagnostiku a lécbu civilizacnich chorob, diabetu

nevyjimaje, bran stale vétsi zietel.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Jatra

Jatra pfedstavuji metabolické centrum organismu a tim i organ, ktery je naprosto
nezbytny pro zivot. Protéka jimi za jednu minutu asi 1500 ml krve a maji jak obéh funkéni
(portalni), tak ob&h nutritivni (a. hepatica) (Trojan a spol., 2003).

Vencity vaz
Levy trojuhly vaz

Srpovity vaz
Zhuénik

Piedni pohled

Dolni duta zila otisk dolni duté zily,
misto oddéleni ovalného
a pravého laloku

Leva jaterni zila

Ovalny lalok —— Veéncity vaz
Vyvod Zlu¢ovodu
Vrétnicova Zila
Ctverhranny lalok

Vlastni jaterni tepna
Porta hepatis

Zhntnlk Zadni pohled

© 2011 Pearson Education, Inc.

Obr. 2.1: Anatomie jater
Zdroj: http://www.highlands.edu/academics/divisions/scipe/biology/faculty/
harnden/2122/images/liver.jpg, upraveno, cit. 5. 5. 2015
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Jatra jsou svou stavbou exokrinni Zlaza produkujici zlu¢. Zlu¢ je Zlutohndda
kapalina, kterd na vzduchu zelena. Na vystupu z jater je tvofena asi 97 % vody, zbytek
predstavuji zluCové soli a pigmenty, cholesterol a mastné kyseliny. Dale je zlu¢ predavana
vyvodnymi cestami do duodena, kde se spojuje s tuky z potravy a dava vznik ve vod¢
rozpustnym komplexiim, z nichz mohou byt lipidy snaze vstiebany (tzv. hydrotropni
Gginek Zluée) (Cihak a Grim, 2002; Smidkova a spol., 2003).

Jatra jsou umisténa tésné pod branici, z vétsi ¢asti pod pravou klenbou, presahuji az
pod medidlni ¢ast levé klenby brani¢ni. Jsou nejvétsi a nejtézsi zlazou lidského téla.
Primérné véaha ¢ini 1500 g, coZ u dospélého Cloveka predstavuje asi 1/40 hmotnosti téla.
Jaterni buiiky zaujimaji 60 % jaterniho objemu a nazyvame je hepatocyty (Cihak a Grim,
2002; Klener, 2011).

Z pratoku krve jatry vyplyva, ze na rozdil od lalicku vena centralis, ktery je
jednotkou morfologickou, ma ale vice ptivodd krve, lze za jakousi funkéni jednotku,
stanovenou podle piivodu krve, povazovat tzv. laliéek portalni (lobulus venae
interlobularis), coz je ¢ast jaterniho parenchymu zasobena jednou interlobularni zilou a
Zni ve tfech smérech vystupujicimi cirkumlobularnimi zilami; ma tvar nepravidelného
ovoidu, V jehoz stfedu probiha vena interlobularis. Ze stejného okrsku se také do

interlobularniho Zlu¢ovodu sbira produkovana zlu¢ (Cihak a Grim, 2002).
2.1.1 Funkce jater

e Produkce Zluéi: asi 600 ml denné. Obsahuje zlucova barviva a zlucové kyseliny.
ZIu¢ ma zasadni vyznam pro vstiebavani tuki a vitamini rozpustnych v tucich.

e Detoxikacni funkce: toxické latky jsou v jatrech konjugovany napt. s kyselinou
sirovou nebo kyselinou glukuronovou. Sem patii rovnéz schopnost jater inaktivovat
nékteré hormony (napf. inzulin).

e Termogeneze: diky vysoké metabolické aktivité. Krev vytékajici z jater ma
nejvyssi teplotu krve v lidském téle (39 °C).

e Zasobni funkce: slouzi jako rezervoar pro zelezo (ferritin) a glukézu (glykogen).
V piipadé cirkula¢ni hypovolémie mize byt z jater vypuzovana krev.

e Tvorba mocoviny: ornitinovy cyklus.

¢ Glukostaticka funkce: udrzuji glykémii na stalych hodnotach. V jatrech je

indukovana glukoneogeneze, je zde zasoba glykogenu.
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e Produkce proteinii: tvoii se zde vSechny plazmatické proteiny s vyjimkou
imunoglobulinti a von Willebrandova faktoru

e Produkce lipoproteinu typu VLDL a HDL: probihd zde desaturace a eclongace
mastnych kyselin a jatra se nezastupitelnym podilem ucastni metabolismu

cholesterolu (Ehrman a spol., 2014; Trojan a spol., 2003).
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2.2 Lipidy

Lipidy predstavuji Sirokou heterogenni skupinu sloucenin, jenz ma piimo ¢i neptimo
vztah k mastnym kyselinam. Jejich charakteristickou vlastnosti je relativni nerozpustnost
ve vodé; a naopak dobra rozpustnost vV nepolarnich rozpoustédlech. Nerozpustnost ve vode
je dana nedostatkem polarizujicich atomu, jako je kyslik, dusik, sira ¢i fosfor (Koolman a
Rohm, 2012; Murray a spol., 2002).

Lipidy jsou diilezitou slozkou potravy nejen pro svou vysokou energetickou hodnotu,
ale i pro obsah esencialnich mastnych kyselin, vitamind rozpustnych v tucich (A, D, E, K a
provitaminli A — karotentl), sterolii a antioxidantii rozpustnych v tucich (Dostalova, 2011).

V téle slouzi tuk jako vydatny zdroj energie, at’ piimy, nebo potencialni, ulozeny do
zasoby v tukové tkani. Ma téZ vyznam jako tepelny izolator v podkozni tkani a v okoli
nékterych organd. Nepoldrni lipidy vytvareji také elektrickou izolaci, kterda umoziuje
rychlé Sifeni depolarizacnich vin podél myelinizovanych nervovych vléken.

Lipidy jsou dilezité soucasti bunéénych a mitochondrialnich membran, a také

umoziuji transport lipida krvi (Murray a spol., 2002).
2.2.1Rozdéleni lipidia

1. Jednoduché lipidy
Za jednoduché lipidy povazujeme estery mastnych kyselin s riznymi alkoholy.
a) Tuky: Estery mastnych kyselin s glycerolem. Tekuté tuky nazyvame oleje.
b) Vosky: Estery mastnych kyselin s vy$§imi jednosytnymi alkoholy.
2. Slozené lipidy
Takto nazyvame estery obsahujici mimo mastné kyseliny a alkohol jest¢ dalsi
skupiny.

a) Fosfolipidy: Lipidy, které obsahuji vyjma mastnych kyselin a alkoholu i zbytek
kyseliny fosfore¢né. Casto obsahuji i dusikaté baze a dalsi substituenty. Dale se déli
na.

e Glycerolfosfolipidy: Alkoholem u téchto fosfolipidu je glycerol.
e Sfingofosfolipidy: Alkoholem v tomto pfipad¢ je sfingosin (sfingenin).

b) Glykolipidy (glykosfingolipidy): Lipidy obsahujici mastnou kyselinu, sfingenin a
sacharidovou slozku.

C) Ostatni sloZené lipidy: Sulfolipidy a aminolipidy. Mohou sem byt pftifazeny i
lipoproteiny.

3. Prekurzory a odvozené lipidy
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Do této skupiny patii mastné kyseliny, glycerol, steroidy, alkoholy (véetné sterolit),
mastné aldehydy a ketolatky, uhlovodiky, v tucich rozpustné vitaminy a hormony.
Acylglyceroly, cholesterol a jeho estery, které nenesou zddny naboj, se téZ nazyvaji

neutralni tuky (Murray a spol., 2002).
2.2.2 Lipoproteiny

Lipidy jsou v plazmé transportovany ve formé lipoproteint. Ty pfedstavuji kulovité
Castice, které se skladaji z esterifikovaného cholesterolu (60—70 % celkového cholesterolu)
a triacylglyceroli v nepolarnim jadru a z proteint, fosfatidylcholinu, sfingomyelinu a
volného cholesterolu, jez tvoii amfifilni obal. Jednotlivé tfidy lipoproteinii se lisi
pomérnym zastoupenim triacylglyceroll, cholesterolua jednotlivych apoproteind.
Apoproteiny plni nezastupitelnou Ulohu, kdy tvofi zékladni strukturu obalu
lipoproteinovych ¢astic, uplatiiuji se pii vazbé na piisluSné receptory a také pfi regulaci
aktivity enzymu lipoproteinového metabolismu (Holecek, 2003; Voet a Voetova, 1995;
Tvrzicka a spol., 2009a).

protein

triacylglyceroly L D09ea  OH
W7 2,
-y \\@O ) Py

_OH
estery
cholesterolu

cholesterol

fosfolipidy

Obr. 2.2: Krevni lipoprotein

Zdroj: http://eluc.cz/uploads/images/14720/content_lipoprotein.jpg, cit 21. 4. 2015
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2.2.2.1 Metabolismus lipoproteini

Chylomikrony se tvofi na sliznici tenkého stfeva, obsahuji exogenni triacylglyceroly
a cholesterol, ale i cholesterol endogenniho ptivodu, ktery se do stieva dostava se zluci.
Tyto lipoproteiny jsou nejvetsi a obsahuji také nejvice lipidd, proceZ maji i nejmensi
hustotu. Prestupuji do lymfy a cestou ductus thoracicus se dostavaji do krevniho ob&hu.
Hlavnim apoproteinem je apoB-48, obsahuji ovSem i apoproteiny skupiny A a v plazmé
ptijimaji apoE a C, které jsou nezbytné pro jejich katabolismus (Murray a spol., 2002;
Vokurka a spol., 2012).

Triacylglyceroly jsou pomoci lipoproteinové lipazy (LPL) Stépeny na jednotlivé
mastné kyseliny a monoacylglyceroly. Uvolnéné MK slouZi jako zdroj energie pro svaly a
dalsi tkané, napiiklad zasobni triacylglyceroly v tukové tkani, nebo jsou vychytany jatry a
vyuzity k resyntéze triacylglycerolli. Takto ochuzené zbytky chylomikroni nazyvéme
remnanta a z cirkulace jsou vychytavany jatry.

Exogenni cesta Endogenni cesta
Zlpéové kyssliny LDL

a cholesterol .: : LDL
(o] 0@ ApoB-100 receptory

Tuk za stravy

Plazmaticka lecitin-

cholasterolacyltransferiza

Lipoprotainova lipaza \ Lipoprotsinovi lipaza \
Volné mastné kyssliny Volné mastn2 kyssliny

Tukova a svalova tkan 4—/ Tukovad a svalova tkan 4-/

Obr. 2.3: Schéma lipoproteinového metabolismu
Zdroj: http://www.remedia.cz/Images/Articles/Main/vtextu20070522104014.jpg,
upraveno, cit. 4. 5. 2015
V jatrech se tvofi v nejvétsi mite lipoproteiny o velmi nizké hustot¢ (VLDL — very

low-density lipoproteins). Jejich charakteristickou komponentou je apoB-100. Dale
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obsahuji apoE, apoC-11, endogenni triacylglyceroly a estery cholesterolu. V plazmé
dochazi k ptresunu esterti cholesterolu a apoC z lipoproteinit o vysoké hustot¢ (HDL —
high-density lipoproteins) do VLDL. Dale ztraci triacylglyceroly pasobenim LPL a
predavaji fosfolipidy, vétSinu apoC a cast apoE casticim HDL. Tak z VLDL vznikaji
Castice VLDL remnants, zvané téz lipoproteiny o stiedni hustoté (IDL — intermediate-
density lipoproteins).

IDL obsahuji velké mnozstvi cholesterolu a na svém povrchu nesou apoB-100 a
apoE. 60 az 70 % IDL je vychytano jatry a metabolizovano. Zbytek je pomoci enzymu
jaterni lipazy pfeménén na lipoproteiny o nizké hustoté (LDL — low-density lipoproteins)
(Holecek, 2003; Racek a spol., 2006).

LDL jsou hlavnim typem lipoproteint, jenz pienasi cholesterol do tkéni. Jadro LDL
obsahuje témet vyluéné estery cholesterolu, povrch pak tvoii fosfolipidy, volny cholesterol
a apoB-100. LDL jsou ze tfi ¢tvrtin vychytany jatry. LDL se vdZou na membranové
receptory prostfednictvim apoB-100, dochazi k internalizaci cCéstice, ktera se spolu
s receptorem dostavd do lysozomu. Receptor je uvolnén a putuje znovu k bunécné
membrang, aby byl uzit k vazbé dalsi ¢astice LDL. V pfipadé vysokych hladin LDL ¢i
poruchy vychytavani LDL jatry dochéazi k ukladani cholesterolu a postupnému rozvoji
ateroskler6zy (Devlin, 2010; Racek a spol., 2006).

Poslednim typem jsou lipoproteiny o velmi vysoké hustot¢ (HDL — high-density
lipoproteins). Jsou ze vSech lipoproteini nejmensi. Vznikaji jako nascentni HDL v jatrech
a tenkém stfevé. Maji diskoidni tvar a jsou tvofeny dvojvrstvou fosfolipidi a
apolipoproteiny A-I, A-II a E. Pfijimaji z bunéénych membran i z jinych typt lipoproteint
volny cholesterol, ktery je v Castici esterifikovan a hromadi se v jadie HDL. D¢&j katalyzuje
enzym lecitin-cholesterolacyltransferaza (LCAT). Nejmensi sférické HDL se zna¢i HDL3,
obohacenim o dalsi cholesterol se méni na HDLy,. Z téchto ¢astic vyménou cholesterolu za
triacylglyceroly z VLDL vznikaji HDL;y,, které se po hydrolyze triacylglycerold jaterni
lipdzou méni zpét na HDL;. Prenos cholesterolu z HDL,; na VLDL zajistuje bilkovina
zvand cholesteryl-ester transfer protein. Touto cestou se piebytecny cholesterol
Z bunéénych membran pies HDL dostavd do VLDL a vraci se do jater vychytdvanim IDL
¢i LDL. Vyse popsany mechanismus je znam jako reverzni transport cholesterolu, tedy z

perifernich tkani do jater (Racek a spol., 2006).
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2.2.3 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) se vyskytuji hlavné jako estery v ptirodnich tucich a olejich,
ale mohou byt pfitomné i1 v neesterifikované podobé jako volné mastné kyseliny, jenz jsou
transportni formou pfitomnou v krevni plazmé. MK v pfirodnich tucich maji zpravidla
nevétveny fetézec obsahujici sudy podet uhlikovych atomi. Retézec mbze byt bud
nasyceny (neobsahujici zddné dvojné vazby) nebo nenasyceny (obsahujici jednu ¢i vice
dvojnych vazeb) (Murray a spol., 2002).

Nasycené mastné kyseliny jsou vysoce ohebné molekuly s velkym poctem
konformaci diky relativné volné rotaci kolem kazdé vazby C-C. Nicméné energeticky
nejvyhodnéjsi je plné linearizovand konformace, nebot” pfi ni dochazi k nejmenSimu poctu
stérickych interferenci mezi sousednimi methylenovymi skupinami.

Dvojné vazby mastnych kyselin maji témét vzdy cis-konfiguraci. Toto zptisobuje
rigidni ohyb o 30° v uhlovodikovém fetézci nenasycenych MK a bréni tak jejich u¢innému
vyuziti prostoru. Tim zpisobené snizeni van der Waalsovych interakci vede ke snizovani
bodu tani MK se stupném jejich nenasycenosti. Stejné tak tekutost lipidi se zvySuje se
stupném nenasycenosti MK v nich obsazenych. Tato vlastnost vyrazné ovliviiuje vlastnosti

membran (Voet a Voetova, 1995).

2.2.3.1 Nazvoslovi mastnych kyselin

Nazvy MK tvofime podle platné chemické nomenklatury, Castéji se vSak setkame
S trividlnimi ndzvy. V odborné literatufe pak dominuje vyjadieni pomoci schematického
vzorce.

CN:p(n—x)

CN predstavuje pocet uhlik (carbon number), p je pocet dvojnych vazeb a n-x je
poloha prvni dvojné vazby od metylového konce, zde je rozdil od klasického nazvoslovi,
kde se poloha dvojné vazby pocitd od karboxylové skupiny. Pro vétsi piehlednost si

uvedeme nazorny piiklad:

/WW%_OH
O
Dle nomenklatury se jedna se o cis-9-hexadecenovou karboxylovou kyselinu,

trivialni nazev je kyselina palmitoolejova a schematicky vzorec je 16:1(n-7).
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2.2.3.2 Nasycené mastné kyseliny

Strukturné nejjednodussi skupinou mastnych kyselin jsou nasycené mastné kyseliny
(SFA — saturated fatty acids). Tyto MK neobsahuji zddnou dvojnou vazbu ani substituenty.
Obvykle citaji sudy pocet atoma uhliku v rozmezi od 4 az po 38 atoml uspotradanych
V linearnim fetézci. Mizeme je rozdélit podle poctu obsazenych uhlikli na SFA s kratkym
fetézcem (4 — 6 uhlikl), se sttedné dlouhym fetézcem (8 — 12 uhliki), s dlouhym fetézcem
(14 — 18 uhlikt), s velmi dlouhym fetézcem (20 — 26 uhlikt) a s ultra dlouhym fetézcem
(28 — 38 uhliki). V praxi jsou nejvyznamnéjs$i a nejvice zastoupené SFA s dlouhym
retézcem (Velisek a Hajslova, 2009).

Kyselina myristova je béznou soucasti vSech zivocisnych i rostlinnych tuki a olejt.
Obsahuje 14 uhlikovych atomu. Jeji zvySena koncentrace se dava do souvislosti s rizikem
vzniku ischemické choroby srde¢ni. Jeji hypercholesterolemicky efekt zplsobuje
zvySovani hladiny LDL i HDL cholesterolu (Bradbury a spol., 2010).

Nejrozsitenéjsi SFA prakticky ve vSech organismech je kyselina palmitova. Velice
dobie se vstiebava z potravy. Sklada se z 16 atoma uhliku. Podobné jako u kyseliny
myristové, 1 kyselina palmitova zvySuje koncentraci cholesterolu; urychluje vznik LDL
lipoproteinovych ¢astic a zaroven snizuje aktivitu receptortt pro LDL (Fernandez a West,
2005). Palmitova kyselina je dulezitou soucasti biologickych membran, kde zajist'uje jejich
strukturalni stabilitu a katalytickou aktivitu. Na proteiny membran se vaZze palmitoylaci.
Tato je realizovdna posttranslacni reverzibilni thioesterifikaci cysteinu (Tvrzicka a spol.,
2009b). Kyselina palmitova je oznaCovana jako piedni piedstavitel cytotoxickych MK pro
B-buiiky pankreatu 1 pro hepatocyty. Jeji cytotoxicky efekt je spojeny s aktivaci kaspazy a
naslednou indukci apoptdzy. ZvysSend hladina této kyseliny se tedy pfimo podili na vzniku
inzulinové rezistence a diabetu. Cytotoxické plisobeni palmitatu se silngji projevuje pii
snizené funkci enzymu stearoyl-CoA desaturazy, ktera hraje kli¢ovou roli v desaturaci
kyseliny palmitové na palmitoolejovou (Cnop a spol., 2001; Ricchi a spol., 2009; Welters a
spol., 2006). Kyselina palmitova také inhibuje expresi a aktivitu inzulinovych receptort
(Dey a spol., 2005)

Dalsi vyznamnou SFA je kyselina stearova. Jeji uhlikova kostra ¢ita 16 uhlikovych
atomi. Oproti ostatnim SFA ma pozitivni vliv na koncentraci HDL cholesterolu. Dale
podporuje uvoliiovani inzulinu z B-bun€k pankreatu, ovSem pii dlouhodobém plisobeni
jeho uvoliiovani naopak inhibuje (Montecucco a spol., 2008; Tvrzicka a spol., 2009a;

Tvrzicka a spol., 2009b).
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2.2.3.3 Nenasycené mastné kyseliny

Nenasycené MK obsahuji jednu nebo vice dvojnych vazeb. Pfijimédme je potravou a
organismus je schopen je vytvaret za pomoci desaturanich enzymt. Vice o tvorbé
nenasycenych MK je obsazeno v kapitole 2.4 Desaturdzy a elongazy.

S pfitomnosti dvojné vazby ptichazi logicky v potaz i izomerie, konkrétn¢ cis a
trans. Pfirozené se vyskytujici nenasycené mastné kyseliny maji u savct konfiguraci cis.
Trans mastné kyseliny jsou pro organismus $kodlivé, jejich vliv je srovnatelny s SFA, dale
pusobi prozanétlive, zvysuji riziko vzniku metabolického syndromu a ischemické choroby
srde¢ni (Dostalova, 2011; Murray a spol., 2002).

Mezi nejdulezitéjsi mononenasycené mastné kyseliny (MUFA — monounsaturated
fatty acids), to znamena MK s jednou dvojnou vazbou, patii kyseliny olejova a
palmitoolejova. Vyznamné je protektivni ptisobeni téchto kyselin na B-buniky pankreatu
proti cytotoxickému efektu SFA. Kyselina olejova snizuje koncentraci LDL cholesterolu a
pusobi i proti vzniku trombti (Maedler a spol., 2003).

Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA — polyunsaturated fatty acids) obsahuji dvé
a vice dvojnych vazeb. Rozlisujeme dvé rodiny téchto kyselin, jejichz ptivod je odvozen od
dvou esencialnich mastnych kyselin, které si télo nedokéze samo syntetizovat. Rodina n-3
je odvozena od kyseliny a-linolenové a rodina n-6 od kyseliny linolové. Odvozeni dalSich
polynenasycenych mastnych kyselin je podrobnéji popsan v kapitole 2.4.3 Ostatni
desaturazy a znazornéno na obrazku 7. N-3 PUFA maji antiarytmicky, antitromboticky a
k inzulinu. Proto je dulezity i vzajemny pomér n-6/n-3 PUFA. Obecné jsou PUFA
prekurzorem pro vznik celé skaly eikosanoidl a prostaglandini a maji pozitivni dopad
v podob¢ snizovani celkového cholesterolu v krvi (Araya a spol., 2010; Dostalova, 2011;
Lattka a pol., 2010; Tvrzicka a spol., 2009a; Tvrzicka a spol., 2009b).

2.2.3.4 Rozvétvené mastné Kyseliny

Mezi rozvétvené mastné kyseliny (BCFA — branched chain fatty acids) fadime
nasycené mastné kyseliny, které maji na uhlikatém fetézci navdzanou metylovou skupinu.
Tato metylova skupina se vyskytuje nejcastéji na druhém ci tfetim uhliku na C konci

fetézce. Na obrazku 4 je uveden piechled BCFA stanovovanych v ramci této prace.
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Obr. 2.4: Piehled stanovovanych rozvétvenych mastnych kyselin
A) 12-metyltridekanova k., B) 13-metyltetradekanova k., C) 12-metyltetradekanova k., D)
14-metylhexadekanova k., E) 16-metylheptadekanova k.

Jedné se 0 méné€ prozkoumanou skupinu mastnych kyselin, proto vime malo o jejich
vlivu na organismus, metabolismu i fyziologickém efektu (Ran-Ressler a spol., 2008).
Jedna z mala studii ukazuje, ze zvySena koncentrace BCFA v gastrointestinalnim traktu
nenarozenych krysich mlad’at pozitivné¢ koreluje se snizenou incidenci nekrotizujici
enterokolitidy (nemoc postihujici pfedéasné narozené déti) (Ran-Ressler a spol., 2011a).

Se snahou zlepSovat stravovaci ndvyky stoupa i spotfeba mléka a mléénych vyrobkd.
Tyto obsahuji relativné vysoky podil BCFA, bylo popséano, ze mléko ve Spojenych statech
obsahuje az dvouprocentni podil BCFA z celkovych MK (Ran-Ressler a spol., 2011b).

MK s rovnym fetézcem jsou odbouravany pouze v mitochondridlnim matrixu. BCFA

a MK svelmi dlouhym fetézcem jsou primarné¢ oxidovany v peroxizomech a az poté
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transportovany jako acyl-CoA do mitochondrii (Mukherji a spol., 2003). Tento proces je
fizen PPAR (Peroxisomal Proliferator-Activated Receptor) receptory, které predstavuji
jaderné faktory regulujici produkci lipogennich enzymi, jenz jsou nezbytné pro provadéni
vySe zminéné peroxizomalni a mitochondridlni oxidace MK. Existuje vice druhi PPAR
receptori. PPARa jsou u clovéka exprimovany prevazné v jatrech, kosternim svalstvu,
ledvindch a cévnim endotelu, kde reguluji expresi mnoha gend kodujicich enzymy
podilejicich se na proliferaci peroxizomu a na oxidaci MK probihajici v peroxizomech a
V mitochondriich (Memon a spol., 2001).

PPARP a & se nachazi v rozli¢nych tkanich, mohou zfejmé také zasahovat do
lipidového metabolizmu, tyto PPAR snizuji mnozstvi sérovych triacylglycerolti cestou
stimulace vychytdvani VLDL lipoproteinti (Michalik a spol., 2003).

PPARYy je zatim nejlépe prostudovana skupina PPAR receptorti. Nejvice jsou
zastoupeny V tukové tkani, kde se vyskytuji ve dvou izoformach - PPARyl a PPARy2.
V mensi mife jsou zastoupeny i ve sleziné, v bunkach hematopoetického systému a

kosterniho svalstva (jedna se pievazné o PPARy1) (Kawaguchi a spol., 2003; Spiegelman,
2008).

2.2.3.5 Syntéza mastnych kyselin

Lidsky organismus si mastné kyseliny umi vytvofit sam. Syntéza MK probiha
Vv cytoplazmé z dvou ¢i tffuhlikatych prekurzord. Jedinymi nezbytnymi kyselinami, které
organismus potiebuje, ale nedokaze si je syntetizovat, jsou kyseliny linolova a linolenova
(tzv. esencialni mastné kyseliny), tyto jsou potom prekurzory pro n-3 a n-6 fadu
polynenasycenych mastnych kyselin. Zékladem syntézy MK je acetyl-CoA, ktery vznika
ze sacharidli, aminokyselin (AMK) i odbouravanim jinych MK (Stern a spol., 2005;
Tvrzicka a spol., 2009a).

Prvnim krokem je karboxylace acetyl-CoA na malonyl-CoA. Tuto reakci umoziuje
enzym acetyl-CoA-karboxylaza a potiebuje energii ve formé adenosintrifosfatu (ATP).
Malonyl-CoA se vaze na protein prenasejici acyl (ACP — acyl carrier protein). MK jsou
dale syntetizovany v opakujicim se sledu hydrogenacnich a dehydratacnich reakci
katalyzovanych syntdzou mastnych kyselin. Tu pfedstavuje komplex enzymu podilejicich
se na vystavbé fetézce nove vznikajici MK. Kofaktory nutné pro spravnou funkci syntazy
MK jsou: biotin, nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH), ATP, Mn?*" a kyselina
pantotenova. Pro pfendSeni meziprodukti mezi jednotlivymi kroky syntézy MK slouzi

ACP. Pfi biosyntéze MK se vystavba fetézce zastavuje na poctu Sestnacti uhlikovych
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atomd. V prvni fadé tedy vznika kyselina palmitova, kterou fadime do skupiny nasycenych

mastnych kyselin (Holecek, 2006; Murray a spol., 2002).
2.2.3.6 Metabolismus mastnych kyselin

Hlavni a také energeticky nejvyhodnéjsi, cestou odbouravani mastnych kyselin je -
oxidace (cyklus tii oxidaci). B-oxidace je cyklicky pochod, ktery postupné zkracuje fetézec
mastné kyseliny vzdy o dva atomy uhliku. Odbouravani se tedy déje po spirale, jak je
naznaceno na obr. 2.5. B-oxidaci se také tika podle jejiho objevitele Lynenova spirala

(Cegan a Korecka, 2008).

[
R- CH2-—CH2—C ~SCoA acyl CoA

O acyl-CoA-
acetyl-CoA dehydrogenasa
H3C C SCoA FADH,
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R—CH_CH—C SCoA
|| p o |O| trans—A“-enoyI-CoA
R—C——CH,—C—SCoA
B-ketoacyl-CoA H,O
enoyl-CoA-
NADH+H‘> hydratasa
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hydroxyacyl- NAD | B o [
CoA-dehydrogenasa R—C——CH,—C—-SCoA
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Obr. 2.5: B-oxidace mastnych kyselin

CoA (koenzym A), FAD (flavinadenindinukleotid), NAD (nikotinamidadenindinukleotid)
Zdroj: http://dI1.cuni.cz/pluginfile.php/241143/mod_page/content/31/beta-
oxidace%20final%?20oprava.jpg, cit 11. 5. 2015
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2.3 Inzulin

Inzulin je hlavnim hormonem podilejicim se na regulaci glykémie. Jednd se o

peptidovy hormon produkovany v B-buitkach pankreatu.

2.3.1 Metabolické ucinky inzulinu

Inzulin facilituje vstup glukézy do bunck a tim snizuje glykémii. ZvySuje pocet
glukozovych transportért (facilitovana diftize), coz je podstatou prvni (rychlé, nastavajici
v sekundach) faze uUcCinku inzulinu. Kromé glukézy se zvySuje 1 vstup aminokyselin a
drasliku do bunék. V druhé fazi (stfedni, nastdvajici v minutich) inzulin stimuluje
proteosyntézu a inhibuje rozpad proteini (anabolicky ucinek) a aktivaci enzymu
glykogensyntazy zesiluje tvorbu glykogenu v jatrech a tim utilizaci glukézy. V posledni
(pozdni fazi, nastavajici v hodinach) inzulin stimuluje tvorbu tuku — aktivuje lipogenetické

enzymy (Klouda, 2013; Trojan a spol., 2003).

2.3.2 Biosyntéza inzulinu

Prekurzorova molekula, preproinzulin, peptid 0 molekulové hmotnosti (M;) 11 500,
je tvofen syntézou smérovanou z DNA/RNA v hrubém endoplasmatickém retikulu
pankreatickych B-bunék. Mikrozomalni enzymy jej $té€pi na proinzulin (M, asi 9000) témé&r
thned po syntéze. Proinzulin je transportovan do Golgiho komplexu, kde je umistén
v sekrec¢nich granulech potazenych klathrinem. Dozravani sekrecnich granul je spojeno s
rozrusenim klathrinového obalu a s pfeménou proinzulinu na inzulin s 51 aminokysleinami
(AMK) a mensi spojujici peptid neboli C peptid s 31 AMK, proteolytickym $tépenim na
dvou mistech polypeptidového fetézce. Normalni zrald (nepotaZend) sekreCni granula
obsahuji inzulin a C peptid v ekvimolarnim mnozstvi a jen maly podil proinzulinu

(Greenspan a Baxter, 2003; Kittnar a spol., 2011).

2.3.3 Sekrece inzulinu

Lidsky pankreas secernuje u zdravého dospélého jedince asi 40 — 50 jednotek
inzulinu denné. Bazalni koncentrace inzulinu v krvi nala¢no je v priméru 10 pU/ml (0,4
ng/ml nebo 69 pmol/l). U zdravych kontrolnich osob zfidka vystupuje inzulin nad 100
pU/ml po standardnim jidle. Vzestup periferni koncentrace inzulinu zacina po 8 — 10
minutdch po pfijmu jidla a dosahuje vrcholu v periferni krvi za 30 az 45 minut. Je
nasledovan rychlym poklesem postprandidlni koncentrace glukdzy v plazmé, ktera se vraci

k bazalnim hodnotam za 90 — 120 minut (Greenspan a Baxter, 2003; Trojan a spol., 2003).
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Stimulovana sekrece inzulinu je ta, ktera nastava jako odpoveéd’ na exogenni podnéty.
In vivo je to odpoveéd B-buiky na poziti jidla. Glukéza je nejacinngjsi stimulator uvolnéni
inzulinu. Kdyz koncentrace glukozy v systému nahle vzroste, dojde k pocateCnimu
kratkodobému uvolnéni inzulinu (,,¢asna faze*), pokud je koncentrace gluk6zy udrzovana
na této hladin€, uvoliiovani inzulinu postupné klesa a pak zacne opét nartstat az ke stalé

hlading (,,pozdni faze*) (Greenspan a Baxter, 2003; Kittnar a spol., 2011).
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2.4 Desaturazy a elongazy

Endogenni MK vV lidském organismu by po biosyntéze piedstavovala prakticky jen
kyselina palmitova. Ta je cytotoxickd a té€lo navic K zivotu potfebuje rozli¢né variace
mastnych kyselin. Proto mame systém enzymit, které dokazi z MK vytvaret pomoci

desaturace a elongace dalsi produkty (Cnop a spol., 2001; Holecek, 2006).
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Obr. 2.6: Uloha desaturaz a elongaz v pfeméné mastnych kyselin

Zdroj: Tvrzicka a spol., 2009a
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Syntéza mastnych kyselin s jednou dvojnou vazbou probihd v jatrech a ptislusné
enzymy jsou ulozené v endoplazmatickém retikulu, ¢aste¢né 1 v peroxizomech. Nazyvaji
se desaturazy a jedna se o nehemové enzymy obsahujici Zelezo. Jejich vyznam spociva
pfedevSim v pfeméné cytotoxickych nasycenych MK na mononenasycené¢ MK, které
cytotoxicitu nevykazuji, navic snizuji hladinu celkového i LDL cholesterolu v Krvi
(Dostalova, 2011; Lagarde a spol., 2013; Ledvina a spol., 2004; Oh a spol., 2012).

Desaturazy jsou enzymy patiici do skupiny oxidoreduktdz, které katalyzuji odstépeni
dvou vodikil z nasycené vazby na mastné kyselin¢ za vzniku dvojné vazby v konfiguraci
cis. Metabolickou formou Ucastnici se desaturaci i elongaci jsou acyl-CoA piislusnych
MK. U zivocicht jsou dodate¢né dvojné vazby zavadény mezi karboxylovou skupinu a jiz
existujici dvojnou vazbu (Lagarde a spol., 2013; Murray a spol., 2002).

U vétsiny zvifat mohou byt dvojné vazby zavedeny v polohach A%, A®, A® a A°.
Ovsem neni mozné zavést dvojnou vazbu za pozici A®. Z tohoto ditvodu se kyseliny
linolova a a-linolenova stavaji jedinymi esencidlnimi mastnymi kyselinami. Sav¢i bunky
vykazuji A°, A® a A® desaturdzovou aktivitu (Guillou a spol., 2010; Lagarde a spol., 2013;
Murray a spol., 2002).

Monoenové mastné kyseliny mohou byt vytvofeny z nasycenych MK v mnoha
tkanich, vcetné jater. Prvni dvojna vazba zavedena do mastné kyseliny je téméi vzdy
v poloze A°. Desaturatni a elongacni systémy jsou eliminovany pii hladovéni, podavanim
glukagonu a adrenalinu a pfi nedostatku inzulinu pfi diabetes mellitus typu 1 (Murray a
spol., 2002).

Aktivity desatura¢nich 1 elongacnich enzymt jsou regulovany primarné¢ na
transkripéni Urovni. Pfitomnost a hladiny pfislusnych transkripcnich faktord, ligandl a
kofaktorti v dané tkani a Case pfispivaji K jejich regulaci. Ve stejnou dobu je celkova
homeostaza lipidi regulovana na vyss$i Urovni hormony, cirkadidnnimi rytmy a pifijmem

potravy (Guillou a spol., 2010).

2.4.1 Stearoyl-CoA desaturaza 1

Zavedeni prvni cis dvojné vazby mezi uhliky 9 a 10 zprostiedkuje enzym stearoyl-
CoA desaturaza 1 (SCD1). Reakce dale zahrnuje cytochrom bs, NADH (P)-cytochrom bs
reduktazu a molekularni kyslik. Preferovanymi substraty jsou palmitoyl- a stearoyl-CoA,

které se pfemé&nuji na palmitooleoyl- a oleoyl-CoA. Napiiklad konverzi stearoyl-CoA na
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oleoyl-CoA katalyzuje v endoplazmatickém retikulu se nachazejici A%-desaturdza.

Mikrozomalni Ag-desaturézovy systém je zndzornén nize:

A%—desaturazovy systém

Stearoyl — CoA + NAD(P)H + H* + 0, Oleoyl — CoA + NAD(P)* + 2H,0

Jde o typicky monooxygenazovy systém obsahujici cytochrom bs. Gen pro SCD1 je
umistén na 10. chromozomu, 17. chromozom obsahuje jest¢ inaktivni SCD1 pseudogen
(Murray a spol., 2002; Ntambi, 1999; Paton a Ntambi, 2009; VVoet a Voetova, 1995).

Endogenné desaturazoutvorené mononenasycené mastné kyseliny jsou hlavnim
substraitem pro syntézu jaternich triacylglyceroli a esterit cholesterolu. Moznym
fyziologickym vysvétlenim potfeby exprese SCD pro jejich syntézu je produkce snaze
pristupnych  MUFA v bezprostfedni  blizkosti acyl-CoA-cholesterolacyltransferazy,
diacylglycerol-acyltransferazy a mikrozomalni glycerolfosfat-acyltransferazy (Man a spol.,
2006).

Celkove lze Fici, ze A desaturdzy ovliviiuji slozeni mastnych kyselin, fosfolipida a
triacylglycerolti. Vliv na slozeni fosfolipidi je dulezity pfi udrzovani fluidity membran a
jeho zmény jsou soucasti u mnoha riiznych chorobnych stavii (Ntambi, 1999).

SCD1 obsahuje ¢tyfi transmembranové domény s obéma N- a C-konci orientovanymi
do cytosolu. Jednotna cytoplazmaticka smycka a C-konec obsahuji osm histidinovych
zbytkli, zndmych jako histidinové boxy, které véazou Zelezo v katalytickém centru
desaturazy. Dvé smyCky nachazejici se v lumenu endoplazmatického retikula jsou

relativné malé ve srovnani s cytosolovou smyckou (Paton a Ntambi, 2009).
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Obr. 2.7: Model membranové topologie mysi SCD1
Zdroj: http://ajpendo.physiology.org/content/297/1/E28/F2.large.jpg, upraveno, cit. 12. 5.
2015

SCD1 je nejvice exprimovana v tukové a jaterni tkani. Vykazuje 85 % podobnost
s mySimi izoformami SCD1 az SCD4 (Flowers a Ntambi, 2008).

Pokusy na mysich ukézaly, ze SCD-deficientni mysi jsou chranény pied obezitou,
zatimco obézni mysi maji vysoké hladiny SCD. SCD1 je u ¢lovéka tzce spjata s expresi
PPARy. PPARY up-regulace SCD1 vede ke zvysené lipogenezi (Yao-Borengasser a spol.,
2008).

Studie dokazaly, ze jaterni SCD1 je klicovym enzymem v rozdé€leni tuku v jatrech.
Nutricni a hormonélni regulace SCD1 je v souladu se syntézou lipidi za podminek
zvysené potieby lipogeneze. Primym ucinkem deficitu SCD1 v jatrech je snizeni mnozstvi

tukli zvySenim oxidace a blokovanim lipogeneze (Dobrzyn a Ntambi, 2005).
Dalsi studie prokazaly pozitivni korelaci mezi aktivitou SCD1 a indexem BMI (body

mass index), diastolickym tlakem, hodnotou celkového cholesterolu, LDL cholesterolu a
triacylglycerold (TG). Naopak negativni korelaci vykazuje SCD1 oproti HDL ¢asticim (P
<0,019) (Murakamia a spol., 2008).

Pokud je SCDI blokovana, buiky jiZz nemohou tvofit normdlni mnoZstvi
mononenasycenych mastnych kyselin, které jsou potfebné pro syntézu VLDL a TG. Pokud
se tak stane, mohou znacn¢ vzrust hladiny nasycenych mastnych kyselin. Védci v roce

1970 oznamili, ze mastné¢ kyseliny inhibuji acetyl-CoA karboxylazu 1 a 2 (ACCI a
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ACC2), které produkuji malonyl-CoA. Takové hromadéni nasycenych mastnych kyselin
muze tedy pisobit snizeni irovné malonyl-CoA a stimulovat vstup MK do mitochondrii a
obratit spalovani tukti (Paton a Ntambi, 2009).

Na zaklad¢ oralniho gluk6zového toleran¢niho testu (OGTT) a inzulinového clampu
bylo zjisténo, Ze cirkulujici palmitooleéat urcuje citlivost na inzulin. U osob, které zpocatku
mély vysoké hladiny palmitooledtu, bylo Castéji pozorovano zvyseni citlivosti na inzulin,
nehledé na index BMI, ve srovnani s pacienty s nizkymi hladinami. Z toho se da usuzovat,
ze palmitooledt by mohl byt zapojen do regulace citlivosti na inzulin u lidi. Hladina
palmitooleatu s nejveétsi pravdépodobnosti neni ovlivnéna skladbou piijimané stravy, nybrz
de novo lipogenezi v tukové tkani. A pravé SCDI je kliCovy enzym pro pfeménu palmitatu
na palmitooleat (Stefan a spol., 2010).

Jaterni enzym SCDI1, stanoveny z mastnych kyselin v sérovych VLDL-TG,
negativné koreluje s obsahem tuku v jatrech. Protoze vztah jaterni SCDI1 a obsahu tuku
v jatrech, a skuteCnost, Zze tuk v jatrech je tizce spjat s jaterni inzulinovou rezistenci
napovidd, Ze SCD1 mulZe ovliviiovat regulaci citlivosti na inzulin cestou regulace

akumulace tuku v jatrech (Stefan a spol., 2008).

2.4.2 Stearoyl-CoA desaturaza 5

U mysi nalézame 4 izoformy SCD1 az SCD4, oproti tomu u lidi se vyskytuji
izoformy jen dv€é, kromé vySe zminéné¢ SCDI je to i SCDS. SCDS5 je nejhojnéji
exprimovana v mozku a pankreatu. Zvysena exprese SCD5 mMRNA byla zjisténa u osob
trpicich Alzheimerovou chorobou. Podobné jako SCD1 i SCDS5 provadi desaturaci

nasycenych mastnych kyselin. Podporuje také proliferaci a potlacuje diferenciaci neuronti

(Flowers a Ntambi, 2008; Sinner a spol., 2012).

2.4.3 Ostatni desaturazy

Dalsimi desaturazami mastnych kyselin jsou A’desaturaza (D5D) a A® desaturéza
(D6D). Obé¢ jsou membranoveé vazané proteiny, jsou slozeny celkem ze 444 aminokyselin,
obsahuji tfi histidinové boxy, N- a C-konec a na N-konci se vaze cytochrom bs. Tyto
desaturazy jsou kodovany geny FADS (fatty acid desaturase) — FADS1 pro D5D a FADS?2
pro D6D. FADSI i 2 jsou lokalizovany na jedenactém chromozomu v oblasti 11q12-13.1
(Abdelmagid a spol., 2015; Bokor a spol., 2010; Lattka a spol., 2010).

Vyzkumy ukazaly, Ze jaterni indexy D5D ani D6D nesouvisi s mnozstvim tuku
V jatrech ani s citlivosti na inzulin. Studie s mladymi divkami v Japonsku ukazala, ze
aktivita D6D vykazuje pozitivni asociaci s BMI, systolickym tlakem krve a koncentraci
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triacylglycerolt (P < 0,045). U D5D byla nalezena nezavisld negativni asociace s BMI
indexem, systolickym tlakem krve, koncentraci triacylglycerolii a inzulinem (P < 0,007)
(Murakamia a spol., 2008; Stefan a spol., 2008).

Jelikoz piisun PUFA potravou neni dostate¢ny, ukazuje se vyznam D5D i D6D, které
se spolu s elongazou zapojuji do syntézy PUFA z esencialnich fady n-3 a n-6. Prekurzorem
pro fadu n-3 PUFA je kyselina a-linolenova a pro fadu n-6 PUFA je to kyselina linolova.
PUFA maji antiaterogenni a antitromboticky ucinek, jsou navic prekurzorem pro vznik
eikosanoidt a prostaglandint (Araya a spol., 2010; Lattka a pol., 2010; Tvrzicka a spol.,
2009a; Tvrzicka a spol., 2009b).

n-3 PUFA n-6 PUFA
18:3(n-3) 18:2(n-6)
l 6-desaturaza l
18:4(n-3) 18:3(n-6)
l Elongaza l
20:4(n-3) 20:3(n-6)
l 5-desaturdza l
20:5(n-3) 20:4(n-6)
l Elongaza l
22:5(n-3) 22:4(n-6)
l Elongaza i
24:5(n-3) 24:4(n-6)
l 6-desaturaza l,
24:6(n-3) 24:5(n-6)
»l« [-oxidace »J«
22:6(n-3) 22:5(n-6)

Obr. 2.8: Desaturace a elongace esencialnich mastnych kyselin
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Mastné kyseliny spolu soutézi o stejné desaturacni enzymy. Afinita D5D a D6D neni

ke vSem substratiim stejna a klesa v fadé n-3 > n-6 > n-9 (Cormier a spol., 2014).

2.4.4 Elongazy

Elongazy jsou membranové vazané enzymy lokalizované v endoplazmatickém
retikulu, jenz prodluzuji acyl mastné kyseliny vazany na CoA na acyl-CoA o 2 uhliky delsi
za pomoci malonyl-CoA jako donoru acetylu a NADPH jako reduktantu. V podstaté se
jedna o obracenou B-oxidaci (Murray a spol., 2002; Xue a spol., 2014).

Elongace je dosazeno Ctyfmi samostatnymi enzymatickymi reakcemi: kondenzaci
mezi acyl-CoA a malonyl-CoA za vzniku 3-ketoacyl-CoA, redukci tohoto produktu vznika
3-hydroxyacyl-CoA, ktery se dehydratuje ve prospéch trans-2-enoyl-CoA, ktery se
nakonec redukuje za vzniku prodlouzeného acyl-CoA (Guillou a spol., 2010).

Pocate¢ni a rychlost kontrolujici kondenzacni reakce je katalyzovana elongacnimi
enzymy znamymi jako ELOVLs (Elongation of very-long-chain fatty acids). Do této doby
bylo identifikovano 7 ELOVL proteinti. ELOVLI, 3, 6 a 7 preferuji jako substrat nasycené
a mononenasycené mastné kyseliny, ELOVL4 se Ucastni biosyntézy MK s velmi dlouhym
fetézcem od 26 uhlikl, zatimco ELOVL2, a 5 jsou selektivni pro PUFA (Cormier a spol.,
2014; Logan a spol., 2014; Xue a spol., 2014).

Na studii s mladymi Japonkami (ve veéku od 18 do 22 let) bylo prokazano, ze
elongazova aktivita negativné koreluje s indexem BMI, krevnim tlakem a koncentraci
triacylglyceroli. Naopak byla objevena pozitivni asociace s ¢asticemi HDL (P < .026)

(Murakamia a spol., 2008).

2.4.5 Vyjadrovani aktivity lipidickych enzymii indexy

Aktivitni index SCD1 je vyjadfovan jako pomeér 18:1(n-9)/18:0 — D9D aktivita. Bylo
také prokazano, ze pomér 16:1(n-9)/16:0 ve VLDL-TG frakci nala¢no pozitivné koreluje s
expresi jaterni SCD1 mRNA. Dale, 20:4(n-6)/20:3(n-6) a 18:3(n-6)/18:2(n-6) piedstavuji
indexy jaterni D5D a D6D aktivity. (Peter a spol., 2009; Stefan a spol., 2008).

Jako aktivitni index pro elongazu se pouziva 18:0/16:0 (Szabd a spol., 2004,
Yamagishi a spol., 2008).
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2.5 Diabetes mellitus typu 2

Diabetes mellitus (DM), casto oznaCovan jako cukrovka, v historii znam pod
pojmem uplavice cukrova, je klinicky syndrom poruseného metabolismu s nepfiméfenou
hyperglykémii v disledku bud’ absolutniho deficitu inzulinu, sniZzeni jeho biologické
ucinnosti, nebo kombinaci obou téchto principi. Podle toho diabetes dale délime
(Greenspan a Baxter, 2003; Perusicova a Andél, 2000; Rybka, 2007).

Manifestuje se v kterémkoli véku, nejéastéji po dosaZeni Ctyficeti let. Piiznaky pii
diagnéze DM druhého typu nejsou obvykle zvIast’ typické, zachyt je Casto ndhodny, a to je
diivodem pro to, ze jej casto diagnostikujeme jiz s klinickymi projevy specifickych
mikroangiopatickych komplikaci. Cast nemocnych ma jiz v dobé zachytu onemocnéni i
jiné klinické projevy metabolického syndromu (Rybka, 2007).

Do této skupiny spada 90 % diabetiki. OznaCujeme ho NIDDM (non-
inzulindependentni diabetes mellitus), i kdyZ nezéavislost na exogenni dodavce inzulinu
neni pravidlem. V krvi je inzulinu dostatek, nebo dokonce nadbytek, ovSem inzulinova
rezistence (IR) ve tkanich klade na jeho produkci pro udrzeni glykémie stale vétsi naroky a
B-bunky casem atrofuji. ZvySend hladina glukozy v krvi davd vzniku produktim
neenzymatické glykace, z nichZ nejznaméjsi je glykovany hemoglobin, ktery se pouziva
v diagnostice diabetu. (Racek a spol., 2006; Trojan a spol., 2003).

V obdobi n¢kolika az dvaceti let pred vznikem diabetes mellitus typu 2 (DM2) se
vyskytuje metabolicky syndrom, ktery je charakteristicky abdominalni obezitou,
inzulinovou rezistenci, dyslipidémii a hypertenzi. Metabolicky syndrom neni rizikovym
faktorem jen pro vznik DM2, ale také aterosklerdzy. Vznik metabolického syndromu neni
dosud plné& pochopen, podili se na ném tada faktorti souvisejicich s zivotnim stylem, ale i
geneticka predispozice (de Souza a spol., 2012; Pelikanova a spol., 2010; Perusicova a
spol., 2012; van Dijk a spol., 2009).

Potize u diabetiki plynou z nedostatku inzulinovych receptori na kompetentnich
buitkach. ZvySena tvorba inzulinu je snad disledkem piejidani (obezita je témét vzdy
nasledkem piejidani) a ve svych disledcich vede K potlaceni syntézy inzulinovych
receptorit (na plazmatickou membranu vazanych glykoproteinti). Tato hypotéza je
v souladu s poznatkem, ze dieta sama o sobé je Casto dostatecné ucinnym prostiedkem
regulace tohoto typu diabetu (Voet a Voetova, 1995).

Jeden z nejvice alarmujicich faktd je vyskyt DM2 u adolescent. Diive byl DM2

povazovan za onemocnéni stfedniho véku a starSich. Ackoli je stale pravda, Ze tato vékova
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skupina vykazuje vyssi relativni rizika (oproti mlad$im ro¢niktm) i incidenci, hromadi se
znepokojujici dikazy, ze nastup mezi 20. a 30. rokem zivota nebude zddnou raritou. Nyni

byva DM2 diagnostikovan dokonce i u déti (Feinglos a Bethelova, 2008).

2.5.1 Inzulinova rezistence

IR je nedostatecna biologicka odpovéd na dané mnozstvi inzulinu. Chyba
Vv odpovédi mulze byt na prereceptorové, receptorové nebo postreceptorové urovni.
Geneticky podminéné (primarni) poruchy vznikajici v détstvi na urovni cilovych bunék a
jsou sdruzeny s celou fadou dalSich poruch (Pelikanova, 2002).

Klinicky velmi vyznamné jsou sekundarni inzulinové rezistence receptorového typu,
ale pfedevsim postreceptorového typu. Projevuji se ve stfednim a vys$sim véku a k jejich
uplatnéni pfispivaji zevni faktory (obezita, ptejidani, tuna strava, nizka fyzicka aktivita a
kouteni).

Inzulinovou rezistenci Ize navodit i nadmérnymi davkami inzulinu. Opakované stavy
s hypoglykémii vedou k nariistu hmotnosti a k zanofeni inzulinovych receptort do bunck a
tim k progresi inzulinové rezistence (Rusavy a Kreuzbergova, 2003).

Za zakladni odchylku se povazuje IR v metabolismu glukozy, jenz vede ke
kompenzatornimu hyperinzulinizmu. Vlivem hyperinzulinémie se zvySuji nékteré ucinky
inzulinu v metabolismu lipidl, proteini, nukleovych kyselin a minerald, které se dale

projevi riznymi patologickymi odchylkami (Pelikanova a spol., 2010).
2.5.2 Diabetes mellitus a poruchy v metabolismu lipidia

V duisledku aktivace hormon-senzitivni lipazy a inhibice lipogeneze je v tukové tkani
aktivovana lipolyza, coz v disledku uvoliiuje do ob&hu vétsi mnozstvi MK. Jejich utilizace
inhibuje v fadé tkani utilizaci glukozy a pfispiva k rozvoji hyperglykémie a IR.Cast MK je
Vv cytoplazmé hepatocytil reesterifikovana za vzniku triacylglycerolil a secernovana do krve
ve form& VLDL. Jejich zpracovani v tkanich vSak v désledku snizené aktivity
lipoproteinové lipdzy véazne a vznikd hypertriacylglycerolémie. Protoze vysoka
koncentrace MK v mitochondriich inhibuje nékteré enzymy citratového cyklu, je cast
vytvareného acetyl-CoA vyuZita pro syntézu ketolatek a cholesterolu. VSechny ketolatky
se vylu¢uji moci, ¢ast acetonu (zejména u diabetického komatu) se eliminuje plicemi.
ZvySena produkce NADH pii B-oxidaci podporuje syntézu glycerol-3-fosfatu, jenz je
vyuzit pro syntézu triacylglyceroli (Holecek, 2006).
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Mezi vyznamné aspekty, které jsou pro patogenezi hyperlipoproteinémii u diabetikti
typické, patii schopnost inzulinu regulovat syntézu VLDL v jatrech. Inzulin zvySuje
degradaci apoB Vv cytosolu, a proto stavy, kdy je inzulinu malo, nebo kdy neni funk¢ni,
vedou k vyssim koncentracim tohoto apoproteinu. Inzulin déle snizuje syntézu proteinu
MTP (microsomal triglyceride transfer protein), jehoz tkolem je mikrozomalni transfer
TG. Dale vdisledku poruchy reverzniho  transportu  cholesterolu  pfi
hypertriacylglycerolémii vznikaji malé denzni LDL castice, které se povazuji za jedny

Z nejvice aterogennich vibec (Perusi¢ova a And¢l, 2000).
2.5.3 VySetieni pii diabetu

Jelikoz cukrovkou trpi velké mnozstvi lidi, diabetici jsou velmi nesourodou skupinou
pacientt S celou skalou komplikaci a pridruzenych onemocnéni. Proto u kazdého diabetika
stanovujeme individudlni cile 1é€by a lécebny postup s ohledem na vek, celkovy zdravotni
stav a fyzickou aktivitu nemocného. Musi se brat v tivahu i schopnost spoluprace pacienta

a typ jeho zaméstnani (Spitalnikova, 2010).
2.5.3.1 Oralni glukézovy tolerancni test

Je-1i hodnota glykémie v plazmé (séru) venozni krve v intervalu 6,1 az 6,9 mmol/I,
pro konfirmaci diagnézy diabetu se uziva oralni glukézovy tolerancni test. Pacient pred
testem ji 3 dny stravu bohatou na sacharidy. Test se provadi nala¢no. Pacient vypije béhem
5 az 10 minut 300 ml tekutiny s obsahem 75 g sacharid. Prvni odbér se provadi pied
podanim cukerného roztoku, dal$i po jedné a druhé hodin€. Podle zjiSténych hladin
glukozy a pribéhu kiivky se nasledné usuzuje na diagnézu. V pitipadé nalezu hladiny po
dvou hodinach nad 11,1 mmol/l, je diagndza diabetes mellitus jednoznaéné stanovena.
V piipad¢ hodnoty glukézy do 11,1 mmol/l se jedna o porusenou glukdzovou toleranci
(Gunderson a spol., 2012; Racek a spol., 2006).

V piipad€ poruSené absorpce glukdzy ze stfeva se provadi intravendzni glukézovy
toleranéni test (IGTT). U tohoto provedeni vSak chybi stimulace sekrece inzulinu

enterohormony (Racek a spol., 2006).
2.5.3.2 Euglykemicky hyperinzulinemicky clamp

Toto vySetfeni je zlatym standardem meéfeni inzulinové rezistence. Koncentrace
inzulinu je udrzovéna na urcité hlading (50 — 5000 mU/l) poddnim exogenniho inzulinu.

Mnozstvi exogenni glukdzy, které musi byt podano, aby se udrZela absolutni euglykémie,
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inzulinova rezistence pacienta (Pisprasert a spol., 2013; Racek a spol., 2006).

2.5.4 Kratkodoba kompenzace diabetu

Okamzitou hladinu glukézy vyjadiuje jednorazova glykémie, vysetieni je spis$
orientatni a diabetici si jej provadeji sami. Referencni hodnoty glykémie nalacno jsou
v celé krvi 3,3 — 5,6 mmol/l, v séru pak 3,6 — 6,1 mmol/l (Racek a spol., 2006).

Pfi urCovani inzulinové terapie se vyuziva maly a velky glykemicky profil. Maly
glykemicky profil je tvofen obvykle 3—5 méfenimi, pfed hlavnimi jidly a eventudlné pied
spanim a v noci. Velky glykemicky profil (6—8 méfeni) je kontrola glykémie provadéna
ptfed kazdym hlavnim jidlem a dv€ hodiny po ném, pfed spanim a ve 2 hodiny rdno
(Spitalnikova, 2010).

Dalsim vySetienim, které ukazuje kompenzaci hladiny glukézy u diabetika, je
glykemicky index (GCI). Provadi se celkem 9 odbéra a glykemicky index se vypocita dle
VZorce:

GCl =M + (Glupay — Gluyin)/2
hodnota glykémie. Hodnoty GCI do 10 ukazuji na velmi dobrou kompenzaci diabetika, nad
20 pak kompenzaci neuspokojivou. Doplikovym vySetfenim muze byt stanoveni

glykosurie, jenZ ma vyznam pro urceni dennich ztrat glukdzy moci (Racek a spol., 2006).

2.5.5 Dlouhodoba kompenzace diabetu

Glykovany protein vznikd neenzymatickou glykacina e-aminoskupinu lyzinu
plazmatickych bilkovin, pfevazné albuminu. Takto modifikované bilkoviny zistavaji
V krevni plazmé az do svého odbourani. Glykovany protein poskytuje predstavu o stavu

glykémie za poslednich 14 az 21 dni (Racek a spol., 2006).
Neenzymatickou glykaci hemoglobinu (Hb) vznika glykovany hemoglobin (GHDb),

konkrétné tedy nejstabilnéjsi frakce HbAlc, ukazuje vyvoj hladiny cukru v krvi 2 az 3
mesice zpét. Pokud se v krvi objevi glukéza v nadbytku, vaze se na hemoglobin pfitomny
v Cervenych krvinkach. Podle mnoZstvi takto zménéného hemoglobinu v krvi mizeme
usuzovat, v jakém rozmezi se mnozstvi glukozy v krvi pohybovalo v uplynulych dnech
zivota erytrocytii. Je-li cukrovka dobfe léCena, mély by se hodnoty glykovaného
hemoglobinu pohybovat v rozmezi 43 az 53 mmol/mol (Hanas a John, 2010; Spitalnikova,
2010).
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2.6 Stanoveni mastnych Kyselin

Ke stanoveni mastnych kyselin se pouzivaji chromatografické techniky. At uz
samostatn¢, ¢i v kombinaci vice pfistupt. Piikladem mize byt predrozdéleni
plazmatickych lipida tenkovrstevnou chromatografii (TLC — thin layer chromatography) a
nasledné analyza methylesterd pfisluSnych MK pomoci plynové chromatografie (GC — gas
chromatography).

Chromatografie je separacni metoda, tedy metoda, pii které se oddé€luji (separuji)
slozky obsazené ve vzorku. Svym urfenim je to pfedev§im metoda kvalitativni a
kvantitativni analyzy vzorku. Muze byt ovSem pouzita i k uceliim preparativnim.

V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Stacionarni
faze (SF) je nepohybliva, mobilni faze (MF) je pohybliva. Analytje umistén na zacatek
staciondrni fdze. Pohybem MF pfes staciondrni fazi je vzorek touto soustavou unaSen.
Slozky vzorku mohou byt SF zachycovany, a proto pti pohybu dochazi k jejich retenci.
Vice se zdrzi slozky, které SF poutd silngji. Tim se postupné slozky od sebe separuji a na

konec SF se dostavaji diive slozky s mensi retardaci (Klouda, 2003).
2.6.1 Chromatografie na tenké vrstvé

V této chromatografické technice je SF umisténa v ploSe. V piipad¢ uziti pro déleni
plazmatickych lipida jde o metodu preparativni a jako SF se pouziva silikagel naneseny na
sklenéné desce. Na povrch desky se vzorek ve vhodném tékavém rozpoustédle nanasi
pomoci kapilary na startovni linii. Po odpateni rozpoustédla se deska ponoii do MF.
Systém se umisti v prostoru nasyceném parami MF.MF vzlind tenkou vrstvou pomoci
kapilarnich sil, pohybuje se ptes start a unasi s sebou slozky vzorku tim rychleji, ¢im méné
se poutaji na SF a ¢im lépe jsou rozpustné v MF. Vzorek se rozdéli na zony obsahujici
jednotlivé slozky. Vyvijeni se ukonéi pfed dosazenim konce plochy a oznaci se celo
(Klouda, 2003).

Po zviditelnéni pomoci vhodnych detekcnich ¢inidel (kyselina fosfomolybdenova,
2,7-dichlorfluorescein) se v ptipadé lipidi pristupuje k seskrabani vrstvy a nasledné
extrakci (Peter a spol., 2009, Smolkova a Feltl, 1991).

Kvalitativnim parametrem je podil vzdalenosti stfedu skvrny od startu a cela od

startu. Nazyva se retencni (retardacni) faktor R:
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__ vzdalenost stiedu skvrnyodstartu

Rp = , -
vzdalenostcelaodstartu
f .
! )V
|

Obr. 2.9: Znazornéni reten¢niho faktoru
Popisky: a — vzdalenost ¢ela od startu, b — vzdalenost skvrny od startu

V daném systému a za danych podminek je reten¢ni faktor pro urcitou latku

konstantou (Klouda, 2003).
2.6.2 Plynova chromatografie

Vzorek se davkuje do proudu plynu, ktery jej dale undsi kolonou. Proto se MF
nazyva nosny plyn. Aby vzorek mohl byt transportovan, musi se ithned pfeménit na plyn.
V kolon¢ se slozky separuji na zdkladé rtzné schopnosti poutat se na SF. SloZky
opoustéjici kolonu indikuje detektor. Signal z detektoru se vyhodnocuje a z ¢asového
prabéhu intenzity signalu se ur¢i druh a kvantitativni zastoupeni slozek.

Pro nutnost pfemény analytd v plyny miizeme separovat takové latky, které maji
dostatecny tlak syté pary, jsou tepelné¢ stalé a maji relativni molekulovou hmotnost mensi
nez 1000. Obecné¢ muze byt plynovd chromatografie pouzita k separaci plynd, vétSiny
nedisociovanych kapalin a pevnych organickych molekul a mnoha organokovovych latek.
Neni pouzitelnd pro separaci makromolekul, organickych a anorganickych soli. Castym
postupem je chemicka zména (derivatizace) analytti nevyhovujicich vlastnosti na derivaty,
které mohou byt v analyze plynovou chromatografii pouzitelné.

Plynovy chromatograf se tedy skladd ze zdroje nosného plynu, Cisticitho zatizeni,

regula¢niho systému, ddvkovace (nastfik do kolony, pomoci dé€li¢e toku, bez délice toku,
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koncentrator na pocatku kolony), dale z vlastni kolony, detektoru a vyhodnocovaciho
zafizeni. Davkovac, kolona a detektor jsou umistény v termostatu. Teplota kolony se miize
programoveé menit, kdyz zpravidla po urcitém izotermickém useku se zvySuje na dalsi
hodnotu rychlosti 30 — 40 °C/min. B&zné pracujeme pii teplotach 50 — 300 °C (Klouda,
2003; Smolkova a Feltl, 1991)

2.6.2.1 Detektory v plynové chromatografii

Funkci detektoru je prevadéni analytickych vlastnosti analyzované latky na hodnoty,
které lze registrovat. Analytickou vlastnosti je jakdkoli vlastnost latky, kterd je v pfesn¢
definovaném vztahu ke kvalité¢ a mnozstvi latky. Plsobenim vlastnosti na ¢idlo schopné
registrovat tuto vlastnost vznika signal (Smolkova a Feltl, 1991).

Nejcastéji uplatnovanymi detektory v GC pro MK jsou plamenovy ionizac¢ni detektor
(FID — Flame lonization Detector) a hmotnostni spektrometr (MS — Mass Spectrometry)
FID je nejrozsifenéjsim detektorem v plynové chromatografii. Princip spoc¢iva v ionizaci
molekul eluovanych latek v difiznim kysliko-vodikovém plameni. Ptitomnost slozky zvysi
ionizaci a tim i elektricky proud mezi elektrodami. V ptipadé MS je nejbéznéjsi Spojeni
GC/MS s konvenéni elektronovou ionizaci. Nepostradatelné je spojeni GC/MS tam, kde se
provadéji identifikace nezndmych slozek smeési. Pro kazdou slozku lze ziskat jeji
hmotnostni spektrum a identifikovat ji porovnanim jejiho spektra s knihovnou spekter

sloucenin ulozenou v pocitaci (Klouda, 2003).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Popis vzorki a jejich rozdéleni do skupin

V této praci byly zpracovavany vzorky EDTA plazmy pacientli s diagndzou Diabetes
mellitus 2. typu. Tyto vzorky biologického materialu byly téZ pouzity pro verifikaci
analtickych parametri metod na Oddéleni klinické biochemie Krajské nemocnice
Pardubice, a.s. Dale byly pouzity vzorky zdravych darcti, jakozto kontrol.

Zilni krev byla odebrana do specilnich zkumavek pro diagnostiku diabetu s
antiglykolytickym ¢inidlem fluoridem sodnym a s kyselinou ethylendiaminotetraoctovou
(EDTA) za standardnich podminek, to je mezi 7 a 8 hodinou ranni po no¢nim la¢néni.
Krev byla nasledné centrifugovana (15000 g po dobu 20 min) a vzorky plazmy byly
uchovavany ve zmrazeném stavu pii teploté -80 °C v polypropylenovych zkumavkach.
Nasledn¢ byly zpracovavany metodou tenkovrstevné chromatografie s navazujici
chromatografii plynovou smoznym ptedrozdélenim lipoproteinii  preparativni
ultracentrifugaci.

Tyto vzorky byly za ucelem zpracovani v disertacni praci rozdéleny do tiech skupin
podle trovné glykovaného hemoglobinu (viz. Tabulka 3.1). Tento ukazatel se jevi jako
nejspolehlivéjsi, jelikoz neni ovlivnén Spatnymi podminkami (napiiklad nedodrzeni

la¢néni) pted odbérem; a osvétluje vyvoj glykémie v poslednich 4 az 6 tydnech.

Tab. 3.1: Rozdé€leni vzorkt dle Grovné glykovaného hemoglobinu

Skupina Glykovany Hb [mmol/mol]
Zdravi darci 20-42
Kompenzovani diabetici 43 -53
Nekompenzovani diabetici 54 a vice

3.1.1 Kritéria pro prijeti vzorki
Bylo nutno eliminovat rusivé vlivy na profil mastnych kyselin v plazm¢. Vybér
vzorkll pacientli 1 darcii se proto pro potieby disertani prace fidil mnozinou peclivé

zvolenych vstupnich kritérii.
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Pacienti byli starsi tficeti let, obojiho pohlavi s diagnostikovanym diabetem 2. typu
po dobu minimalné tii let (popfipadé do jednoho roku od diagnostikovani v piipadé
prvozachytu onemocnéni). Pacienti dale dodrzovali nizkokalorickou dietu a byly léceni
pouze peroralnimi antidiabetiky.

Ze studie byli vylouceni pacienti i darci s diagnostikovanym diabetem 1. typu,
selhdnim ledvin, jater, Stitné Zzlazy nebo s onkologickym onemocnénim. Daéle byly
vylouceny osoby pravidelné pozivajici alkohol a osoby Ié¢ené inzulinem.

Zadny z Gdastniktl netrpél zjevnym kardiovaskularnim onemocnénim, diabetickou
nefropatii ¢ retinopatii. Zadny ze zdravych darcti si nebyl védom metabolické poruchy,
jako je diabetes nebo hyperlipidémie. Nedrzeli zadnou specifickou dietu a dlouhodobé
neuzivali 1éky. Od vSech tcastnikli byl dale obdrzen pisemny informovany souhlas. Studie

byly schvéleny pfislusnymi etickymi komisemi.

3.2 Pristrojové vybaveni a pomiicky

e Centrifuga Beckman GPR Refrigerated Centrifuge
Vyrobce: Beckman Instruments, Inc., California, USA

e Vakuova ultracentrifuga Optima™ L-90 K Preparative ultracentrifuge
Vyrobce: Beckman Instruments, Inc., California, USA

e Termoblok PIERCE REACTI-THERM HEATING/STIRRING MODULE,
www.biotech.cz

e Odpatovaci zafizeni PIERCE model 18780, REACTIVE-VAP EVAPORATING
UNIT

e Pyrexové zkumavky
Vyrobce: Barloworld Scientific Group Limited, Stone, Staffs, Spojené kralovstvi,
Znacka 1636/26MP, 761152 Culture Tube 16x100 SVL SCRE s teflonovym
tésnénim

e Ttepacka Vortex typ: REAX top
Vyrobce: Heidolph instruments GmbH & Co. KG, Walpersdorfer Str. 12, 911 26
Schwabach, Némecko

e Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A GC System
Vyrobce: Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara, Kalifornie
95051, USA

e Kolona HP-88, 100 m x 0,250 mm x 0,20 um, teplotni limit od 50 °C do 250 °C,

pro déleni methylestertt mastnych kyselin
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Vyrobce: Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara, Kalifornie
95051, USA

e Chromatografické vialky s pryzovym septem, 5188-6599
Vyrobce: Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara, Kalifornie
95051, USA

e Inserty do chromatografickych vialek, 8010-0132
Vyrobce: Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara, Kalifornie
95051, USA

e Rozprasovaci sprej, Desaga spray gun
Diinnschicht-chromatographie, Thin-layer
Vyrobce: Desaga Gmbh D-690 Heidelberg 1, Némecko

e Automatické pipety — 100, 200, 500 a 1000 pl

e Chromatografickd vana

e Magneticka michadla

e Mikrozkumavky Eppendorf

e Odmérné valce — 50, 100 ml

e Sklenénd kapatka

e Sklenéné pipety - 5a 10 ml

o Spachtle

3.3 Chemikalie a dalsi pouzivany material

1. Detekéni ¢inidlo: 2,7-dichlorfluorescein v 2-propanolu
e Isopropylalkohol, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99,8%, Mr = 60,1, hustota 785 kg/m3
Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR
e 2,7-dichlorfluorescein, = 90%, baleni 5 g
Vyrobce: SIGMA-ALDRICH Chemie Gmbh, Reidstrasse 2, 895 55 Steinheim,
Némecko
2. Mobilni faze (hexan:diethylether:Kkyselina octova)
e n-hexan, p.a., baleni 1000ml, obsah 99%, Mr = 86,18, hustota 659 kg/m3
Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR
e Dicthylether, p.a., nestabilizovany, baleni 1000 ml, obsah 99,7%, Mr = 74,12,
hustota 714 kg/m*
Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR
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e Kyselina octova, ¢istd, baleni 1000 ml, obsah 99%, Mr = 60,05, hustota 1050 kg/m3
Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR

. Deproteinaéni roztok (2-propanol:n-heptan:Kkyselina fosfore¢na)

e Isopropylalkohol, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99,8%, Mr = 60,1, hustota 785 kg/m3
Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR

e n-heptan, pro UV spektroskopii, baleni 900ml, hustota 680kg/m*
Vyrobce: LACHEMA Brno, Karések 1, 621 33 Brno, CR

e Kyselina fosforecna, p.a., baleni 1000 ml, obsah 85%, Mr = 98, hustota 1710 kg/m3
Vyrobce: CHEMAPOL Praha, CR

. Interni standard

e Kyselina cis-13,16,19 dokosatrienova
Vyrobce: Larodan Fine Chemicals AB, Limhamnsgérdens allé 9, SE 216 16
Malmé, Svédsko

. Ostatni chemikalie

e Acetylchlorid, Reagent Plus > 99%, baleni 50 g
Vyrobce: SIGMA-ALDRICH Chemie Gmbh, Reidstrasse 2, 895 55 Steinheim,
Némecko

e Bromid draselny, p.a., baleni 500 g, Mr = 119,01
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR

e EDTA >98%, baleni 50 g, Mr =292,24
Vyrobce: SIGMA-ALDRICH Chemie Gmbh, Reidstrasse 2, 895 55 Steinheim,
Némecko

e Chlorid sodny, p.a., baleni 500 g, Mr = 58,44
Vyrobcee: Lach-Ner, s.r.0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR

e Chloroform, p.a., stabilizovany, baleni 1000 ml, obsah 99,8%, Mr = 119,38
Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR

e Methylalkohol, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99,8%, Mr = 32,04, hustota 791 kg/m3
Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR

e Toluen, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99%, Mr = 92,14, hustota 867 kg/m3
Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR

e Uhlicitan draselny, bezvody, p.a., baleni 1000 g, Mr = 138,21
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR

. Tlakové lahve
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e Dusik: N, 4.0, UN 1066

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

Vyrobce: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, CR
e Vodik: H, 5.0, UN 1049

Vyrobce: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, CR
e Vzduch synteticky: 80% N, 20% O

Vyrobcee: Linde Gas Hungary Co.Cltd., H-9653 Répcelak, Mad’arsko

7. Chromatografické desky

e TLC Silica gel 60, 25 Glass plates 20x20 c¢cm, baleni 25 kusut, ¢islo produktu

1057210001

Vyrobce: MERCK, 642 71 Darmstadt, Germany

3.4 Postup prace

3.4.1 Ultracentrifugace

Pro rozdéleni krevnich lipoproteini byla zvolena ultracentrifugace. Do
ultracentrifuga¢nich zkumavek bylo napipetovano 1,5 ml roztoku NaCl o hustoté 1,006
g/ml (11,2 g NaCl, 0,1 g EDTA a 1 ml IM NaOH doplnéno v odmérné baiice na objem 1 1)
a nasledné opatrné podvrstveno 1,5 ml plazmy. Zkumavky byly poté dovazeny na
jednotnou hmotnost (mozna zména na ¢tvrtém desetinném misté), pro korekci hmotnosti
byl ptfidavan jiz dfive pouzity roztok NaCl. Ultracentrifugace byla provadéna na
preparativni vakuové ultracentrifuze s rotorem MLA-80 (fixni thel 26°) pti 40 000
otackach za minutu po dobu 18 hodin za teploty 10 °C. Horni vrstva obsahujici VLDL
lipoproteiny byla odsata do €isté zkumavky.

Ke zbytku ve zkumavce obsahujicim LDL a HDL bylo pfidano 1,5 ml roztoku KBr
(27,6 g KBr a 0,1 g EDTA doplnéno v odmérné bance na objem 200 ml) o hustoté
1,117 g/ml a zkumavky opét dovéazeny. Ultracentrifugace byla provedena za stejnych
podminek, jako pfi odd€leni VLDL. Po jejim ukonceni byla odebrana horni vrstva LDL a

ve zkumavce zbyla HDL frakce.

3.4.2 Denaturace bilkovin a extrakce lipidi

Do pyrexové zkumavky s vickem bylo pipetovano 500 pl plazmy (popiipadé VLDL,
LDL nebo HDL frakce plazmy). Dale bylo pfidano 2,5 ml deproteina¢niho roztoku ve
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slozeni: 2-propanol, n-heptan a 2M H3PO,; v poméru 40:20:1. Vznikla smés byla

promichana na mixeru vortexového typu a po dobu deseti minut ponechana kondicionovat

pii pokojové teploté. K obsahu ve zkumavce byl piidan 1 ml smési toluen-methanol (4:1) a

1,5 ml destilované vody. Vznikla smés byla deset minut centrifugovana pii 3000 otackach

za minutu. Horni organicka vrstva byla piepipetovana do €isté zkumavky a v digestoii pod

dusikem odpatena pti pokojové teploté do sucha.

3.4.3 Metoda tenkovrstevné chromatografie

Priprava chromatografické desky

Na TLC desky byly mékkou tuzkou vyznaceny jednotlivé drahy, start a ¢elo. Linie
startu byla umisténa 2,5 cm od spodniho okraje desky, ¢elo ve vzdélenosti 1 cm od
jejiho horniho okraje. Plocha byla nésledn¢ roz¢lenéna do Sestice drah o Sifce 3 cm,
pticemz po obou okrajich desky byly vyznaceny okraje Sitky 1 cm.

Piiprava mobilni fize

Mobilni faze byla vytvotfena smiSenim 160 ml hexanu, 40 ml diethyletheru a 6 ml
kyseliny octové, 98%. Tato smés byla nalita do chromatografické vany, ktera byla
uzaviena a ponechdna nasytit parami po dobu 30 aZ 40 minut pfed vloZenim
chromatografické desky.

Vlastni chromatografie

Odparek byl rozpuStén v 75 pl smési chloroform-methanol (2:1) a pomoci
sklenénych kapatek postupné nanesen cely objem péti vzorku a standardu (byla
pouzita pool plazma) na startovni ¢aru chromatografické desky. Mezi jednotlivymi
nanaSecimi kroky byl dostatecny Casovy prostoj, ktery umoznil odpateni
rozpoustédla. Bylo dbano, aby nedoslo k mechanickému poruseni silikagelového
povrchu. Pro kvantitativni pfevedeni byly zkumavky jesté proplachnuty 25 pl smési
chloroform-methanol a naneseno stejnym zptisobem na desku. Takto pfipravena
deska byla vlozena do chromatografické vany a ponechana vyvijet cca jednu
hodinu, nez vzlinajici mobilni fize dosdhla oznaceného cela. Poté byla deska
vyjmuta z vany a nechéana v digestoii vysusit. Timto bylo dosazeno rozdéleni
piitomnych lipidi do nasledujicich vrstev: fosfolipidy (PL), diglyceridy (DG),
volné mastné kyseliny (VMK), triacylglyceroly (TG) a estery cholesterolu (CE).

Piiprava detekéniho ¢inidla, 2,7-dichlorfluoresceinu
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Detekéni ¢inidlo bylo pfipraveno rozpu$ténim 0,2 g 2,7-dichlorfluoresceinu ve
100 ml 2-propanolu.

o Detekce
Detekéni Cinidlo bylo za pomoci rozprasovace rovnomérné rozptyleno po povrchu
pole standardudesky. Vizualizace skvrn lipidi se provadéla po zaschnuti pod UV

svétlem (240 nm).

3.4.4 Metoda plynové chromatografie

3.4.4.1 lzolace jednotlivych slozZek lipida

Po denaturaci a chromatografickém rozdéleni popsanych v kapitolach 4.4.1 a 4.4.2
byly sérové lipidy rozdéleny na 5 slozek sefazenych podle klesajici polarity: fosfolipidy,
diacylglyceroly, volné mastné kyseliny, triacylglyceroly a estery cholesterolu. Podle
standardu byly oznaceny jednotlivé slozky mékkou tuzkou tak, ze nad hornim i pod dolnim
okrajem skvrny zbyvalo asi 0,5 cm. Takto ziskand jednotlivd pole byla vySkrabana
z chromatografické desky do pfedem oznacCenych pyrexovych zkumavek suzavérem

s teflonovym tésnénim.

3.4.4.2 Derivatizace: prevedeni na methylestery

Do pyrexovych zkumavek obsahujicich vySkrabané jednotlivé frakce lipidi byl
pfidan 1 ml roztoku interniho standardu pro plynovou chromatografii o koncentraci 10
ug/ml (rozpustén ve smési toluen-methanol 4:1) a 1 ml smési toluen-methanol (4:1). Do
zkumavek bylo vlozeno teflonové mikromichadlo a nasledné byly umistény do termobloku
s magnetickym michanim. Do takto pfipravenych zkumavek bylo pipetovano 200 pl
acetylchloridu, ktery slouzil jako katalyzator esterifikace. Zkumavky byly uzavieny
uzéavérem s teflonovym tésnénim, bylo zapnuto michéni a vyhtivani termobloku na teplotu
100 °C. Pii této teploté probihala esterifikacni reakce po dobu jedné hodiny.

Po uplynuti reakéni doby byly zkumavky ochlazeny na pokojovou teplotu stanim
v digestofi. Byla provedena neutralizace obsahu za pomoci 5 ml roztoku K,COs, 6%. Po
pfidavku roztoku uhli¢itanu byla smés dvé minuty intenzivné michana a posléze deset
minut centrifugovana pifi 3000 otdckdch za minutu. Horni organickd faze byla
odpipetovana do predem pfipravené a oznaCené zkumavky. Tato organicka faze byla

odpatfovéana v digestofi pod dusikem na objem cca 100 pl. Vznikly roztok, obsahujici
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zakoncentrované lipidické frakce, byl pieveden do chromatografickych vialek se

separa¢nim nastavcem, které byly peclivé uzavieny vickem s pryzovym septem.
3.4.4.3 Vlastni plynova chromatografie

Vzorky umisténé v dobie uzavienych vialkdch byly naskladany do karuselu. Po
naprogramovani dané sady vzorkd byl plynovy chromatograf Agilent Technologies
7890AGC System uveden do chodu.

Béhem mého plsobeni dochazelo k Gpravam teplotniho programu metody a
k identifikaci vice mastnych kyselin. Pro srovnani uvedu ptivodni metodu, se kterou se zde
zacinalo a nyn¢jsi pouzivanou metodu.

U ptvodni metody bylo mozné stanoveni 27 mastnych kyselin. Teplota nastiiku byla
230 °C a teplota FID detektoru 250 °C pti nasledujicim teplotnim programu:130 °C po
1 min — gradient 2 °C/min do 250 °C po 25 min. Vysledny chromatogram znazoriiuje
obrazek 3.1.

Nynéjs$i metoda dovoluje rozdé€leni 38 mastnych kyselin. Teplota nasttiku byla 250
°C a teplota FID detektoru 280 °C pfti nasledujicim teplotnim programu: 130 °C po 1 min
— gradient 2 °C/min do 176 °C po 2 min — gradient 1 °C/min do 186 °C po 1 min —
gradient 0,1 °C/min do 190 °C po 1 min — gradient 1 °C/min do 220 °C po 4 min.
Celkova doba analyzy tak c¢inila 92 minut. Chromatogram z této metody miiZeme vidét na

obrazku 3.2.
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Obr. 3.1: Chromatogram ptvodni pouzivané metody (frakce PL)

Popisky: 1. 12-metyltridekanova kyselina, 2. kyselina myristova, 3. kyselina 13-metylmyristova, 4. kyselina 12-metyltetradekanova, 5. kyselina pentadekanova, 6.
kyselina palmitova, 7. kyselina palmitoolejova trans, 8. kyselina palmitoolejova cis, 9. kyselina 14-metylhexadekanova, 10. kyselina isostearova, 11. kyselina stearoval2.
kyselina olejova, 13. kyselina vakcenova, 14. kyselina linolova, 15. kyselina arachova, 16. kyselina y-linolenova, 17. kyselina a-linolenova, 18. kyselina eikosatrienova,
19. kyselina behenova, 20. kyselina arachidonova, 21. kyselina eikosapentaenova, 22. kyselina cis-13,16,19 dokosatrienova (interni standard), 23. kyselina lignocerova,

24. kyselina dokosatetraenova, 25. kyselina dokosapentaenova, 26. kyselina cerotova, 27. kyselina dokosahexaenova, 28. kyselina nervonova
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Obr. 3.2: Chromatogram nynéjsi pouzivané metody (frakce PL)

Popisky: 1. kyselina 12-metyltridekanova, 2. kyselina myristova, 3. kyselina 13-metylmyristova, 4. kyselina 12-metyltertadekanova, 5. kyselina pentadekanova, 6.
kyselina palmitova, 7. kyselina palmitoolejova trans, 8. kyselina sapienova, 9. kyselina palmitoolejova cis, 10. kyselina 14-metylhexadekanova, 11. kyselina
heptadekanova. 12. kyselina 16-metylheptadekanova, 13. kyselina stearova, 14. kyselina vacénova trans, 15. kyselina olejova, 16. kyselina vakcenova cis, 17. kyselina
nonadekanova, 18. kyselina linolova, 19. kyselina y-linolenova, 20. kyselina arachova, 21. kyselina a-linolenova, 22. kyselina stearidonova, 23. kyselina eikosatrienova,
24. kyselina behenova, 25. kyselina arachidonova, 26. kyselina eikosatetraenova, 27. kyselina eikosapentaenova, 28. kyselina lignocerova, 29. kyselina cis-13,16,19
dokosatrienova (interni standard), 30. kyselina dokosatetraenova, 31. kyselina nervonova, 32. kyselina dokosapentaenova N6, 33. kyselina dokosapentaenova N3, 34.
kyselina dokoshexaenova, 35. kyselina cerotova, 36. kyselina tetrakosatetraenova, 37. kyselina tetrakosapentaenova N6, 38. kyselina tetrakosapentaenova N3, 39. kyselina

tetrakosahexaenova
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3.4.4.5 Vypocet aktivitnich indexi enzymu

Aktivitni index pro SCD1 byl vyjadiovan jako pomér 16:1(n-7)/16:0. Dale, poméry
20:4(n-6)/20:3(n-6) a 20:3(n-6)/18:2(n-6) byly brany jako indexy jaterni D5D a D6D
aktivity. Jako aktivitni index pro elongazu byl pouzit pomér 18:0/16:0.

3.4.4.6 Vyhodnoceni vysledkii

Ziskané chromatogramy byly nasledné integrovany v programu GC ChemStation

B04.03 a takto ziskana data statisticky zpracovana za pomoci softwaru MS Excel 2007,

SigmasStat 3.5 a Statistica 12.0.

Tab. 3.2: Ptehled nazvoslovi stanovovanych mastnych kyselin

Nazev dle nomenklatury

Schematicky vzorec

Trivialni nazev

12-metyltridekanova k. 12-Me C13:0 isomyristova k.
tetradekanova k. C14:0 myristova k.
13-metyltetradekanova k. 13-Me C14:0 13-metylmyristova k.
12-metyltetradekanova k. 12-Me C14:0 12-metylmyristova k.
pentadekanova k. C15:0 pentadecylova k.
hexadekanova k. C16:0 palmitova k.
trans-9-hexadecenova k. C16:1(n-7)trans palmitoolejova trans
cis-6-hexadecenova k. C16:1(n-10) sapienova k.
cis-9-hexadecenova k. C16:1(n-7) cis palmitoolejova k. cis
14-metylhexadekanova k. 14-Me C16:0 14-metylpalmitova k.
heptadekanova k. C17:0 margarova k.
16-metylheptadekanova k. 16-Me C17:0 isostearova k.
oktadekanova k. C18:0 stearova k.
trans-11-oktadecenova C18:1(n-7) trans vakcenova k. trans
cis-9-oktadecenova k. C18:1(n-9) olejova k.
cis-11-oktadecenova k. C18:1(n-7) cis vakcenova k. cis
nonadekanova k. C19:0 nonadecylova k.
all-cis-9,12-oktadekadienova k. C18:2(n-6) linolova k.
all-cis-6,9,12-oktadekatrienova k. C18:3(n-6) y-linolenova k.
eikosanova k. C20:0 arachova k.
all-cis-9,12,15-oktadekatrienova k. C18:3(n-3) a-linolenova k.
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Nazev dle nomenklatury Schematicky vzorec Trivialni nazev
all-cis-6,9,12,15-oktadekatetraenova k. C18:4(n-3) stearidonova k.
all-cis-8,11,14-eikosatrienova k. C20:3(n-6) eikosatrienova k.
dokosanova k. C22:0 behenova k.
all-cis-5,8,11,14-eikosatetraenova k. C20:4(n-6) arachidonova k.
all-cis-8,11,14,17-cikosatetraecnova k. C20:4(n-3) eikosatetraenova k.
all-cis-5,8,11,14,17-eikosapentaenova k. C20:5(n-3) eikosapentaenova k.
tetrakosanova k. C24:0 lignocerova k.
all-cis-7,10,13,16-dokosatetraenova k. C22:4(n-6) dokosatetraenova k.
cis-15-tetrakosenova k. C24:1(n-9) nervonova k.
all-cis-4,7,10,13,16-dokosapentaenova k. C22:5(n-6) dokosapentaenova k.
all-cis-7,10,13,16,19-dokosapentaenova k. C22:5(n-3) dokosapentaenova k.
all-cis-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenova k. C22:6(n-3) dokosahexaenova k.
hexakosanova k. C26:0 cerotova k.
all-cis-9,12,15,18-tetrakosatetraenova k. C24:4(n-6) tetrakosatetraenova k.
all-cis-6,9,12,15,18-tetrakosapentaenova k. C24:5(n-6) tetrakosapentaenova k.
all-cis-9,12,15,18,21-tetrakosapentaecnova k. | C24:5(n-3) tetrakosapentaenova k.
all-cis-6,9,12,15,18,21-tetrakosahexaenova k. | C24:6(n-3) tetrakosahexaenova k.

3.5 Analytické parametry metody

Opakovatelnost vyjadiuje preciznost za stejnych pracovnich podminek v kratkém
casovém obdobi. Podminky, kdy navzijem nezdvislé vysledky zkouSek se ziskaji
opakovanym pouzitim téZze zkuSebni metody na identickém materidlu v téze laboratofi,
tymz pracovnikem za pouZiti tychz pfistrojii a zafizeni v kratkém casovém rozmezi.
Ukazatelem opakovatelnosti je mez opakovatelnost, pro kterou se se specifikovanou
pravdépodobnosti pfedpoklada, ze pod ni lezi absolutni rozdil vysledkti dvou nezavislych
zkousek ziskanych za podminek opakovatelnosti. Mez opakovatelnosti I se vypocte jako
2,8mi néasobek smeérodatné odchylky vysledki za podminek opakovatelnosti. Mez
opakovatelnosti je spojovana vzdy s pravdépodobnosti 95 %, coz piedstavuje hladinu
vyznamnosti o = 0,05.

Opakovatelnost metody byla urCovana na dvou koncentracnich hladinach
odpovidajicich ptidavku 150 pl, respektive 450 pul roztoku mastnych kyselin ke zfedénému
roztoku pool plazmy. Na kazdé koncentra¢ni hladin€ bylo analyzovano 10 vzorkd.
koeficient a mez

Nésledné byla urcena smérodatnd odchylka méfeni, variacni

opakovatelnosti.
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Vysledky opakovatelnosti pro obé koncentra¢ni hladiny jsou obsazeny ve

dvou nasledujicich tabulkach 3.3 a 3.4.

Tab. 3.3: Charakteristika opakovatelnosti metody odpovidajici ptidavku 150 pl zasobniho

roztoku volnych mastnych kyselin

Trividlni nizev Prumeér Median SD cVv r
[umol/1] [umol/1] [pmol/1] [%6] [pmol/1]
isomyristova k. 4,70 4,72 0,48 10,17 1,34
myristova k. 8,56 8,77 0,95 11,04 2,65
13-metylmyristova k. 6,32 6,50 0,73 11,52 2,04
12-metylmyristova k. 7,52 7,54 0,47 6,25 1,32
pentadecylova k. 7,46 7,35 0,72 9,58 2,00
palmitova k. 156,67 155,98 9,29 5,93 26,02
sapienova k. 2,56 2,51 0,42 16,23 1,16
palmitoolejova k. cis 10,05 10,17 0,83 8,26 2,32
14-metylpalmitova k. 2,26 2,22 0,21 9,37 0,59
margarova k. 4,13 4,10 0,16 3,96 0,46
isostearova k. 2,08 2,08 0,15 7,30 0,42
stearova k. 49,78 49,13 4,73 9,50 13,25
vakcenova k. trans 2,52 2,48 0,50 19,72 1,39
olejova k. 94,29 94,50 4,49 4,76 12,58
vakcenova k. cis 8,94 8,96 0,65 7,27 1,82
nonadecylova k. 2,68 2,74 0,20 7,61 0,57
linolova k. 56,25 55,74 5,08 9,02 14,21
y-linolenova k. 2,35 2,23 0,36 15,37 1,01
arachova k. 2,65 2,57 0,23 8,87 0,66
a-linolenova k. 10,90 11,07 0,89 8,12 2,48
stearidonova k. 1,52 1,49 0,20 13,39 0,57
eikosatrienova k. 0,87 0,84 0,09 10,15 0,25
behenova k. 0,18 0,19 0,03 17,76 0,09
arachidonova k. 4,02 3,99 0,28 6,94 0,78
eikosatetraenova k. 0,05 0,05 0,01 26,80 0,04
eikosapentaenova k. 23,57 23,50 2,52 10,68 7,05
lignocerova k. 0,44 0,46 0,10 23,67 0,29
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Trividlni nizev Prumeér Median SD cVv r
[pmol/1] [umol/1] [pmol/1] [%6] [pmol/1]
dokosatetraenova k. 6,00 6,12 1,58 26,35 4,43
nervonova k. 150,80 153,64 7,78 5,16 21,79
dokosapentaenova k. 1,74 1,77 0,30 17,26 0,84
dokosapentaenova k. 1,02 1,02 0,09 8,40 0,24
dokosahexaenova k. 2,72 2,73 0,40 14,69 1,12
cerotova k. 0,70 0,68 0,19 27,06 0,53
tetrakosatetraenova k. 1,63 1,62 0,29 18,10 0,82
tetrakosapentaenova k. 1,48 1,47 0,21 13,90 0,58
tetrakosapentaenova k. 1,15 1,21 0,20 17,76 0,57
tetrakosahexaenova k. 1,54 1,45 0,37 24,00 1,04

Tab. 3.4: Charakteristika opakovatelnosti metody odpovidajici ptidavku 450 ul zasobniho

roztoku volnych mastnych kyselin

Trividlni nizev Prumeér Median SD CcVv r
[wmol/l] [wmol/] [wmol/] [%6] [wmol/]
isomyristova k. 11,19 10,92 1,26 11,24 3,52
myristova k. 14,99 15,61 1,74 11,63 4,88
13-metylmyristova k. 13,18 13,29 0,86 6,52 2,41
12-metylmyristova k. 19,64 20,24 2,31 11,75 6,46
pentadecylova k. 10,28 10,37 0,31 3,00 0,86
palmitova k. 382,44 379,64 14,88 3,89 41,66
sapienova k. 5,05 5,10 0,22 4,30 0,61
palmitoolejova k. cis 24,35 24,61 0,90 3,71 2,53
14-metylpalmitova k. 6,23 6,19 0,15 2,47 0,43
margarova k. 11,55 11,56 0,14 1,20 0,39
1sostearova k. 5,73 5,73 0,11 1,97 0,32
stearova k. 126,97 126,65 7,19 5,66 20,14
vakcenova k. trans 7,54 7,52 0,12 1,60 0,34
olejova k. 251,12 248,58 8,62 3,43 24,13
vakcenova k. cis 24,66 24,61 0,44 1,79 1,23
nonadecylova k. 8,88 8,89 0,14 1,57 0,39
linolova k. 129,23 129,43 1,57 1,21 4,38
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Trividlni nizev Prumeér Median SD cVv r
[pmol/1] [umol/1] [pmol/1] [%6] [pmol/1]
y-linolenova k. 6,11 6,10 0,12 2,04 0,35
arachova k. 6,94 6,82 0,26 3,72 0,72
a-linolenova k. 32,02 32,06 0,75 2,33 2,09
stearidonova k. 3,34 3,33 0,15 4,48 0,42
eikosatrienova k. 2,11 2,11 0,06 2,61 0,15
behenova k. 0,17 0,17 0,02 9,11 0,04
arachidonova k. 9,16 9,14 0,18 1,99 0,51
eikosatetraenova k. 0,20 0,19 0,02 10,29 0,06
eikosapentaenova k. 66,52 66,52 1,62 2,44 4,55
lignocerova k. 0,34 0,35 0,04 11,04 0,11
dokosatetraenova k. 6,55 6,54 0,15 2,25 0,41
nervonova k. 485,17 484,78 6,92 1,43 19,37
dokosapentaenova k. 4,70 4,71 0,28 5,95 0,78
dokosapentaenova k. 3,17 3,15 0,09 2,73 0,24
dokosahexaenova k. 5,54 5,51 0,23 4,15 0,64
cerotova k. 4,76 4,89 0,56 11,86 1,58
tetrakosatetraenova k. 5,52 5,50 0,24 4,32 0,67
tetrakosapentaenova k. 4,98 4,98 0,28 5,63 0,78
tetrakosapentaenova k. 3,52 3,54 0,19 5,41 0,53
tetrakosahexaenova k. 3,82 3,76 0,30 7,96 0,85

Reprodukovatelnost (v nasem pfipad¢ intralaboratorni) vyjadifuje preciznost za
podminek reprodukovatelnosti. Tésnost shody vysledki méfeni stejné veli¢iny, kde jsou
jednotliva méfeni provedendpo Casovém intervalu dostatecné dlouhém ve srovnani s
délkou trvani jednotlivého méteni, za riznych obvyklych podminek provozu uzivanych
pfistroji. Mez reprodukovatelnosti R je hodnota, pro kterou se s definovanou
pravdépodobnosti predpoklada, ze pod ni lezi absolutni rozdil vysledki dvou jednotlivych
zkouSek ziskanych za podminek reprodukovatelnosti. Mez reprodukovatelnosti R se
standardné vypocte jako 2,8mi nasobek smérodatné odchylky vysledkti za podminek
reprodukovatelnosti. |1 v tomto pifipadé¢ se budeme pohybovat na hladiné¢ vyznamnosti
o = 0,05.

Reprodukovatelnost metody byla opét stanovovdna na dvou koncentracnich

hladinach odpovidajicich ptidavku 150 pl, respektive 450 pl roztoku mastnych kyselin ke
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zfedénému roztoku pool plazmy. Na kazdé koncentra¢ni hladin€ byl analyzovan 1 vzorek
V deseti po sobé nasledujicich pracovnich dnech, celkem tedy 10 méfeni na kazdé
koncentracni hladin€. Nasledn¢ byla uréena smérodatnd odchylka méfeni, variacni
koeficient a mez reprodukovatelnosti.

Z dat byla vypocitana i mez detekce (limit of detection — LOD) a mez stanovitelnosti
mnozstvi stanovované latky ve vzorku, které miize byt detekovano, ale nemusi byt nutné
stanoveno jako pfesna hodnota. V naSem piipad¢ vyjadieno jako trojnasobek smérodatné
odchylky. Mez stanovitelnosti jednotlivé analytické metody je nejniz$i mnozstvi
stanovované latky ve vzorku, které muze byt kvantitativné stanoveno s pfijatelnou

pfesnosti. V nasem piipad€ stanoveno jako Sestindsobek smeérodatné odchylky, respektive

dvojnésobek meze detekce.

Tab. 3.5: Charakteristika reprodukovatelnosti metody odpovidajici piidavku 150 pl

zasobniho roztoku volnych mastnych kyselin

Trividlni ndzev Pramér Median SD Cv R
[pmol/l] [pmol/l] [pmol/l] [%6] [pmol/l]
isomyristova k. 4,81 4,76 0,15 3,06 0,41
myristova k. 9,04 9,02 0,21 2,31 0,58
13-metylmyristova k. 5,95 5,93 0,15 2,48 0,41
12-metylmyristova k. 7,67 7,67 0,22 2,86 0,61
pentadecylova k. 7,67 7,72 0,15 1,90 0,41
palmitova k. 155,91 155,62 2,02 1,29 5,64
sapienova k. 2,61 2,60 0,04 1,62 0,12
palmitoolejova k. Cis 10,44 10,41 0,13 1,23 0,36
14-metylpalmitova k. 2,17 2,19 0,09 4,24 0,26
margarova k. 4,22 4,24 0,10 2,26 0,27
isostearova k. 2,22 2,25 0,13 5,87 0,36
stearova k. 48,09 48,30 0,63 1,31 1,77
vakcenova k. trans 2,16 2,21 0,17 8,08 0,49
olejova k. 93,38 93,56 0,67 0,71 1,86
vakcenova k. cis 9,08 9,05 0,19 2,09 0,53
nonadecylova k. 2,54 2,55 0,10 3,85 0,27
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Priamér Median SD cv R
Trividlni nazev
[pmol/1] [umol/1] [pmol/1] [%6] [pmol/1]
linolova k. 55,24 55,39 0,71 1,29 2,00
y-linolenova k. 2,26 2,27 0,17 7,31 0,46
arachova k. 2,43 2,41 0,08 3,27 0,22
a-linolenova k. 10,75 10,79 0,18 1,63 0,49
stearidonova k. 1,53 1,47 0,21 13,65 0,58
eikosatrienova k. 0,95 0,96 0,06 6,18 0,17
behenova k. 0,17 0,17 0,01 8,38 0,04
arachidonova k. 3,89 3,90 0,08 1,96 0,21
eikosatetraenova k. 0,05 0,05 0,00 7,13 0,01
eikosapentaenova k. 22,25 22,30 1,25 5,63 3,51
lignocerova k. 0,50 0,50 0,07 13,27 0,19
dokosatetraenova k. 6,33 6,31 0,12 1,91 0,34
nervonova k. 149,99 149,94 2,02 1,35 5,67
dokosapentaenova k. 1,81 1,78 0,08 4,37 0,22
dokosapentaenova k. 1,01 1,02 0,03 3,24 0,09
dokosahexaenova k. 2,87 2,88 0,11 3,89 0,31
cerotova k. 0,88 0,87 0,06 7,03 0,17
tetrakosatetraenova k. 1,65 1,65 0,08 5,08 0,23
tetrakosapentaenova k. 1,62 1,61 0,09 5,51 0,25
tetrakosapentaenova k. 1,14 1,15 0,06 4,92 0,16
tetrakosahexaenova k. 1,48 1,50 0,10 6,87 0,28

Tab. 3.6: Charakteristika reprodukovatelnosti

zasobniho roztoku volnych mastnych kyselin

metody odpovidajici ptidavku 450 pl

Priumér Median SD CVv R
Trivialni nazev

[pmol/1] [pmol/l] [pmol/1] [%%] [pmol/1]
isomyristova k. 10,19 10,18 0,14 1,36 0,39
myristova k. 14,41 14,38 0,14 0,98 0,39
13-metylmyristova k. 11,60 11,56 0,08 0,66 0,21
12-metylmyristova k. 20,28 20,23 0,15 0,75 0,43
pentadecylova k. 10,10 10,09 0,12 1,22 0,34
palmitova k. 374,19 375,33 3,41 0,91 9,55
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Priamér Median SD cv R
Trividlni nazev
[pmol/1] [umol/1] [pmol/1] [%6] [pmol/1]
sapienova k. 4,94 4,95 0,05 0,95 0,13
palmitoolejova k. cis 24,24 24,28 0,13 0,55 0,37
14-metylpalmitova k. 6,00 6,00 0,11 1,89 0,32
margarova k. 11,46 11,46 0,09 0,80 0,26
isostearova k. 5,61 5,60 0,11 1,90 0,30
stearova k. 118,07 118,32 1,47 1,24 4,12
vakcenova k. trans 7,62 7,61 0,11 1,42 0,30
olejova k. 247,16 247,81 2,11 0,85 5,90
vakcenova k. cis 24,12 24,08 0,25 1,04 0,70
nonadecylova k. 8,91 8,89 0,09 1,02 0,25
linolova k. 128,33 128,13 1,62 1,26 4,53
y-linolenova k. 6,13 6,13 0,04 0,68 0,12
arachova k. 6,86 6,86 0,07 1,03 0,20
a-linolenova k. 33,07 33,05 0,28 0,84 0,78
stearidonova k. 3,59 3,64 0,19 5,16 0,52
eikosatrienova k. 2,07 2,06 0,03 1,65 0,10
behenova k. 0,16 0,16 0,01 5,80 0,03
arachidonova k. 9,55 9,54 0,07 0,75 0,20
eikosatetraenova k. 0,20 0,20 0,01 5,99 0,03
eikosapentaenova k. 68,95 68,91 0,85 1,23 2,37
lignocerova k. 0,37 0,38 0,01 3,12 0,03
dokosatetraenova k. 6,74 6,77 0,13 1,88 0,35
nervonova k. 475,70 476,28 3,45 0,72 9,65
dokosapentaenova k. 5,09 5,11 0,06 1,10 0,16
dokosapentaenova k. 3,18 3,18 0,02 0,75 0,07
dokosahexaenova k. 5,79 5,81 0,09 1,49 0,24
cerotova k. 3,99 4,00 0,21 5,38 0,60
tetrakosatetraenova k. 5,09 5,10 0,04 0,79 0,11
tetrakosapentaenova k. 4,55 4,56 0,05 1,03 0,13
tetrakosapentaenova k. 3,73 3,72 0,03 0,90 0,09
tetrakosahexaenova k. 3,48 3,47 0,07 1,96 0,19
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

V nasledujici kapitole jsou vysledky roz¢lenény a diskutovany chronologicky dle

jednotlivych provadénych studii.

4.1 Vztahy mezi glykovanym hemoglobinem a profilem mastnych kyselin

V ramci této piipadové studie bylo zpracovano celkem 26 diabetikd 2. typu a 26
zdravych darct.

Nejdiive byla data s pouzitim dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) ovétena,
zda se vramci skupin statisticky vyznamné meéni zastoupeni jednotlivych mastnych
kyselin, jejich jednotlivych skupin a aktivitnich indext enzymu lipidového metabolismu
s ohledem na faktory véku a pohlavi. Bylo hodnoceno procentické zastoupeni mastnych
kyselin, sum jednotlivych skupin. F test zprostiedkoval porovnani v rameci faktoru a mezi
faktory navzajem. Hladina vyznamnosti p urCovala jako statisticky vyznamné rozdily,
pokud p < 0,05. Sila (1-B) urCovala citlivost testu. Z tabulek 4.1 a 4.2 je patrné, ze ve frakci
PL neni slozeni mastnych kyselin ovlivnéno v€kem ani pohlavim u Zadného ze soubord.
Jinak je tomu u frakce TG u skupiny diabetiki, kde v€k ovliviiuje hladiny kyseliny olejové
a linolove, potazmo I MUFA a PUFA jako celku; ani zde vSak neni patrny vliv pohlavi na

skladbu MK.
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Tab. 4.1: Porovnani rozdili mezi skupinou zdravych darcu a diabetiky druhého typu pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu

hledany u faktoru véku a pohlavi ve frakci PL

Zdravi darci Diabetici
Faktor F p Sila Zavér F p Sila Zaver
(1-B) (1-B)
Pohlavi 0,000 0,998 0,060 - 0,103 0,753 0,050 -
Palmitova k.
160 Vék 0,813 0,535 0,060 - 0,757 0,595 0,050 -
' Pohlavi*Veék 2,743 0,065 0,410 - 0,340 0,880 0,050 -
Pohlavi 0,335 0,571 0,060 - 0,673 0,426 0,050 -
Stearova k.
180 Vék 1,142 0,372 0,072 - 1,064 0,421 0,060 -
. Pohlavi*Veék 0,830 0,526 0,060 - 0,404 0,838 0,050 -
Pohlavi 0,149 0,705 0,060 - 2337 0,149 0,180 -
Olejova k.
Vék 1,258 0,327 0,092 - 2,723 0,064 0,427 -
C18:1(n-9)
Pohlavi*Veék 1,633 0,215 0,163 - 0,911 0,502 0,050 -
) Pohlavi 0,058 0,813 0,060 - 0,394 0,540 0,050 -
Linolova k.
Vék 0,504 0,733 0,060 - 1,074 0,416 0,061 -
C18:2(n-6)
Pohlavi*Veék 1,841 0,170 0,207 - 0,498 0,773 0,050 -
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Zdravi darci

Diabetici

Faktor F p Sila Zavér F p Sila Zaver
(1-B) (1-B)

Pohlavi 0,041 0,842 0,060 - 0,019 0,892 0,060 -
9 desaturaza

Vek 0,401 0,805 0,060 - 2,594 0,073 0,39 -
16:1(n-7)/16:0

Pohlavi*Vék 0,304 0,871 0,050 - 0,902 0,506 0,060 -

Pohlavi 0,167 0,688 0,060 - 0,361 0,558 0,060 -
Elongaza

Veék 1,221 0,341 0,085 - 0,914 0,500 0,050 -
18:0/16:0

Pohlavi*Veék 1,829 0,173 0,205 - 0,293 0,909 0,060 -

Pohlavi 0,468 0,504 0,050 - 0,126 0,728 0,050 -
5 desaturaza

Vek 0,180 0,946 0,060 - 1,006 0,450 0,051 -
20:4(n-6)/20:3(n-6)

Pohlavi*Vék 0,249 0,906 0,050 - 1,224 0,349 0,087 -

Pohlavi 0,633 0,438 0,050 - 0,426 0,524 0,060 -
6 desaturaza

Vek 0,428 0,787 0,060 - 1,358 0,289 0,117 -
20:3(n-6)/18:2(n-6)

Pohlavi*Vék 1,444 0,265 0,126 - 0,337 0,882 0,060 -

Pohlavi 0,948 0,345 0,060 - 0,673 0,426 0,060 -
SFA Vék 0,760 0,760 0,050 - 1,179 0,368 0,079 -

Pohlavi*Vék 1,288 1,288 0,097 - 0,801 0,567 0,060 -




Zdravi darci

Diabetici

Faktor F p Sila Zavér F p Sila Zaver
(1-p) (1-p)
Pohlavi 0,016 0,901 0,050 - 2,088 0,170 0,154 -
MUFA Vek 1,130 0,376 0,070 - 1,845 0,169 0,216 -
Pohlavi*Ve¢k 1,544 0,237 0,145 - 1,457 0,265 0,132 -
Pohlavi 0,436 0,518 0,050 - 4,546 0,051 0,408 -
PUFA Veék 0,375 0,823 0,050 - 1,197 0,360 0,082 -
Pohlavi*Vek 2,293 0,104 0,308 - 0,805 0,564 0,050 -
Pohlavi 0,070 0,794 0,050 - 3,410 0,086 0,291 -
n-3 PUFA Vek 0,026 0,999 0,050 - 1511 0,249 0,143 -
Pohlavi*Ve¢k 1,273 0,321 0,094 - 3,158 0,041 0,527 -
Pohlavi 0,451 0,512 0,050 - 0,653 0432 0,050 -
n-6 PUFA Vek 0,264 0,897 0,050 - 1,156 0,378 0,075 -
Pohlavi*Ve¢k 2,151 0,121 0,276 - 0,805 0,564 0,050 -
Pohlavi 0,149 0,705 0,050 - 0,369 0,553 0,050 -
Veék 0,034 0,997 0,050 - 0,309 0,899 0,050 -
index n6/n3
Pohlavi*Vék 2,855 0,058 0,435 - 0,996 0455 0,050 -
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F test zprostfedkoval porovnani v ramci faktoru a mezi faktory navzajem. Hladinia vyznamnosti p urovala jako statisticky vyznamné rozdily, pokud p < 0,05. Sila (1-f)

urcovala schopnost testu rozeznat rozdil, pokud skuteéné existoval, sila u spolehlivého testu by méla spliovat (1- ) <0,8.

Tab. 4.2: Porovnani rozdili mezi skupinou zdravych darcu a diabetiky druhého typu pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu

hledany u faktoru v€ku a pohlavi ve frakci TG

Zdravi darci Diabetici
Faktor F p Sila Zaver  F p Sila Zaver
(1-B) (1-B)
Pohlavi 0,054 0,820 0,060 - 0,169 0,687 0,060 -
Palmitova k.
C16:0 Vék 0,352 0,839 0,050 - 2,099 0,126 0,276 -
' Pohlavi*Veék 0,507 0,732 0,060 - 2,875 0,054 0,463 -
Pohlavi 0,724 0,407 0,050 - 1,230 0,286 0,070 -
Stearova k.
C18:0 Vék 0,097 0,982 0,050 - 0,868 0,527 0,060 -
' Pohlavi*Veék 1,466 0,259 0,130 - 0,948 0,481 0,060 -
Pohlavi 1,246 0,281 0,071 - 7,736 0,015 0,679 -
Olejova k.
C18:1(1-9) Vék 1,310 0,308 0,101 - 6,164 0,003 0,923  Vyznamny
.1(n-
Pohlavi*Veék 1,358 0,292 0,110 - 4957 0,008 0,826  Vyznamny
Linolova k. Pohlavi 0,009 0,924 0,060 - 0,961 0,344 0,050 -
C18:2(n-6) Vék 0,033 0,998 0,050 - 0,587 0,004 0,905  Vyznamny
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Zdravi darci

Diabetici

Faktor F p Sila Zavér F p Sila Zaver
(1-B) (1-B)

Pohlavi*Vék 0,456 0,767 0,050 - 2,668 0,068 0,414 -

Pohlavi 0,389 0,541 0,050 - 0,035 0,853 0,050 -
9 desaturaza

Vék 1,097 0,391 0,064 - 0,621 0,686 0,050 -
16:1(n-7)/16:0

Pohlavi*Vék 2,674 0,07 0,394 - 0,564 0,726 0,050 -

Pohlavi 0,973 0,339 0,050 - 0,406 0,534 0,050 -
Elongéza

Vek 0,071 0,990 0,050 - 1,032 0,437 0,055 -
18:0/16:0

Pohlavi*Veék 0,981 0,445 0,050 - 1,628 0,217 0,168 -

Pohlavi 0,351 0,562 0,050 - 0,035 0,854 0,050 -
5 desaturdza

Vek 1,298 0,312 0,098 - 0,573 0,720 0,050 -
20:4(n-6)/20:3(n-6)

Pohlavi*Veék 0,312 0,866 0,050 - 0,633 0,678 0,050 -

Pohlavi 0,031 0,863 0,050 - 1,001 0,334 0,050 -
6 desaturdza

Vek 0,899 0,488 0,050 - 3,251 0,037 0,547 -
20:3(n-6)/18:2(n-6)

Pohlavi*Veék 0,262 0,898 0,050 - 1,861 0,165 0,220 -
SEA Pohlavi 0,013 0,910 0,050 - 0,403 0,536 0,050 -

Vek 0,204 0,932 0,050 - 2,308 0,100 0,327 -
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Zdravi darci

Diabetici

Faktor F p Sila Zavér F p Sila Zaver
(1-B) (1-B)

Pohlavi*Vék 0,710 0,597 0,050 - 2,649 0,069 0,409 -
Pohlavi 0,654 0,431 0,050 - 6,603 0,022 0,595 -

MUFA Vék 2,294 0,104 0,308 - 4918 0,008 0,822  Vyznamny
Pohlavi*Vék 2,105 0,128 0,265 - 3,912 0,020 0,677 -
Pohlavi 0,129 0,724 0,050 - 2962 0,107 0,244 -

PUFA Vék 0,040 0,997 0,050 - 7,997 <0,001 0,981 Vyznamny
Pohlavi*Veék 0,715 0,593 0,050 - 3,857 0,021 0,668 -
Pohlavi 1,117 0,306 0,059 - 2,140 0,166 0,160 -

n-3 PUFA Vék 0,472 0,755 0,050 - 4270 0,014 0,736 -
Pohlavi*Vék 0,722 0,590 0,060 - 2,737 0,063 0,430 -
Pohlavi 0,035 0,852 0,050 - 1,444 0,249 0,091 -

n-6 PUFA Vék 0,070 0,990 0,060 - 6,069 0,003 0,918  Vyznamny
Pohlavi*Veék 0,579 0,682 0,050 - 2,824 0,057 0,057 -
Pohlavi 6,736 0,020 0,614 - 0,041 0,842 0,060 -

index n6/n3
Vék 2,908 0,055 0,447 - 1,115 0,396 0,068 -
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Zdravi dérci Diabetici

Faktor F p Sila Zavér F p Sila Zaver
(1-p) (1-p)
Pohlavi*Veék 1,939 0,153 0,228 - 1,058 0,424 0,058 -

F test zprostfedkoval porovnani v rdmci faktoru a mezi faktory navzajem. Hladinia vyznamnosti p uréovala jako statisticky vyznamné rozdily, pokud p < 0,05. Sila (1-)

uréovala schopnost testu rozeznat rozdil, pokud skutecné existoval, sila u spolehlivého testu by méla spliovat (1- ) <0,8.
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Naésledujici tabulky 4.3 az 4.6 sleduji zmény v zastoupeni vyznamnych mastnych

kyselin, jejich skupin a enzymovych indext u sledovanych lipidickych frakci PL, VMK,

TG a CE. Porovnani bylo provedeno na zékladé Mann Whitneyho testu.

Tab. 4.3: Obsah vyznamnych mastnych kyselin, jejich skupin a enzymovych indext ve

frakci PL

Parametr Zdravi darci (n=26) Diabetici (n=26) p*

Palmitova k. 33.03 <+ 285 3184 =+ 282 0.083
Stearova k. 1336 + 1.26 1351 + 177 0.612
Olejova k. 1065 + 1.99 1089 + 216 0.378
Linolova k. 1820 + 341 1682 + 3.79 0.016
a-linolenova k 012 + 0.16 016 + 011 0.096
EPA 072 + 037 088 + 0.39 0.369
DHA 224 + 1.10 269 + 0.89 0.045
9D 16:1(n-7)/16:0 0.010 <+ 0.008 0.012 + 0.004 0.350
Elongaza 18:0/16:0 040 + 0.07 043 + 0.08 0.290
5D 20:4(n-6)/20:3(n-6) 441 + 324 515 + 2380 0.429
6D 20:3(n-6)/18:2(n-6) 012 + 0.08 012 + 0.09 0.880
SFA 4972 + 255 4963 + 238 0.625
MUFA 13.74 + 246 1461 + 238 0.128
PUFA 35.54 + 2.73 34.23 + 2.59 0.033
n-3 PUFA 391 + 119 477 + 146 0.089
n-6 PUFA 31.39 =+ 257 2951 + 3.28 0.006
index n6/n3 789 £+ 216 595 +  2.07 0.022

Data jsou prezentovana jako medidn procentického zastoupeni mastnych kyselin + IQR. V pfipadé

enzymovych indexu, tyto jsou vypoclteny z koncentraci mastnych kyselin v umol/l. EPA - eicosapentaenoic

acid, DHA - docosahexaenoic acid, 9D - 9 desaturaza, 6D - 6 desaturdza, 5D - 5 desaturdza, SFA - saturated

fatty acids, MUFA - monounsaturated fatty acids, PUFA - polyunsaturated fatty acids. * - Mann Whitneyav

test

Tab. 4.4: Obsah vyznamnych mastnych kyselin, jejich skupin a enzymovych indext ve

frakci VMK

Parametr Zdravi darci (n=26) Diabetici (n=26) p*
Palmitova k. 3083 + 4.80 29.28 + 3.93 0.069
Stearova k. 12.80 =+ 6.57 824 + 2.64 <0.001
Olejova k. 2951 = 10.75 35.08 + 7.15 <0.001
Linolova k. 9.89 <+ 2.83 1055 =+ 3.46 0.167
o-linolenova k 0.94 + 0.49 1.01 + 0.56 0.301
EPA 0.27 + 032 011 + 0.05 0.005
DHA 0.47 + 047 043 + 0.30 0.589
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Parametr Zdravi darci (n=26) Diabetici (n=26) p*

9D 16:1(n-7)/16:0 0.049 + 0.035 0.041 + 0.033 0.310
Elongaza 18:0/16:0 045 + 017 029 + 0.09 <0.001
5D 20:4(n-6)/20:3(n-6) 332+ 4.09 279 + 1.26 0.293
6D 20:3(n-6)/18:2(n-6) 0.036 + 0.049 0.024 + 0.020 0.058
SFA 46.88 +  10.37 4081 £+ 5.04 <0.001
MUFA 3298 + 1043 3953 + 6.82 <0.001
PUFA 13.78 +  4.26 1410 +  4.33 0.504
n-3 PUFA 231 + 088 196 <+ 0.83 0.098
n-6 PUFA 11.83 + 3.51 11.95 + 3.09 0.749
index n6/n3 516 + 2.90 574 + 176 0.197

Data jsou prezentovana jako medidn procentického zastoupeni mastnych kyselin + IQR. V pfipadé

enzymovych indexu, tyto jsou vypocteny z koncentraci mastnych kyselin v pmol/l. EPA - eicosapentaenoic

acid, DHA - docosahexaenoic acid, 9D - 9 desaturaza, 6D - 6 desaturdza, 5D - 5 desaturdza, SFA - saturated

fatty acids, MUFA - monounsaturated fatty acids, PUFA - polyunsaturated fatty acids. * - Mann Whitneytv

test

Tab.4.5: Obsah vyznamnych mastnych kyselin, jejich skupin a enzymovych indexi ve

frakci TG

Parametr Zdravi darci (n=26) Diabetici (n=26) p*

Palmitova k. 3175 +  4.38 2950 + 479 0.146
Stearova k. 357 + 1.30 342 <+ 071 0.365
Olejova k. 3891 + 449 3860 + 393 0.805
Linolova k. 1228 +  4.86 1292 +  4.86 0.964
a-linolenova k 08 + 0.39 081 = 0.47 0.964
EPA 020 <+ 0.18 020 + 012 0.905
DHA 039 <+ 0.30 044 £+ 024 0.426
9D 16:1(n-7)/16:0 0.0563 + 0.054 0036 + 0.020 0.094
Elongéza 18:0/16:0 011 + 0.03 0.12 + 0.04 0.654
5D 20:4(n-6)/20:3(n-6) 493 + 510 413 £+ 243 0.268
6D 20:3(n-6)/18:2(n-6) 0016 <+ 0.011 0.021 + 0.010 0.167
SFA 3815 + 6.16 36.83 + 413 0.126
MUFA 4234 + 495 4231 £+ 436 0.920
PUFA 16.09 <+ 6.35 1743 +  6.40 0.891
n-3 PUFA 202 <+ 077 184 + 077 0.993
n-6 PUFA 1363 + 544 1552 + 4.25 0.876
index n6/n3 796 <+ 3.9 691 <+ 286 0.654

Data jsou prezentovana jako median procentického zastoupeni mastnych kyselin = IQR. V ptipadé

enzymovych indexu, tyto jsou vypoclteny z koncentraci mastnych kyselin v umol/l. EPA - eicosapentaenoic

acid, DHA - docosahexaenoic acid, 9D - 9 desaturaza, 6D - 6 desaturdza, 5D - 5 desaturdza, SFA - saturated
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fatty acids, MUFA - monounsaturated fatty acids, PUFA - polyunsaturated fatty acids. * - Mann Whitneyuv

test

Tab. 4.6: Obsah vyznamnych mastnych kyselin, jejich skupin a enzymovych indexi ve
frakci CE

Parametr Zdravi darci (n=26) Diabetici (n=26) p*

Palmitova k. 1457 + 195 1468 + 160 0.922
Stearova k. 112 + 043 1.08 =+ 0.70 0.650
Olejova k. 20.07 + 357 20.77 + 357 0.244
Linolova k. 4692 + 8.30 4259 + 7.84 0.029
a-linolenova k 045 <+ 027 045 <+ 020 0.676
EPA 070 =+ 034 078 + 045 0.274
DHA 039 + 037 038 <+ 0.20 0.259
9D 16:1(n-7)/16:0 011 + 0.10 0.050 + 0.020 0.005
Elongéza 18:0/16:0 0.08 <+ 0.03 0.073 +  0.057 0.783
5D 20:4(n-6)/20:3(n-6) 1444 +  23.34 1266 + 577 0.378
6D 20:3(n-6)/18:2(n-6) 0.008 + 0.009 0.013 + 0.008 0.014
SFA 1732 + 2.08 1783 + 213 0.415
MUFA 2383 + 316 23.03 + 508 0.470
PUFA 56.21 + 6.31 5336 + 7.73 0.038
n-3 PUFA 167 <+ 052 177 + 074 0.470
n-6 PUFA 5440 + 7.8 5132 + 8.03 0.030
index n6/n3 3322 + 1578 2692 + 10.64 0.094

Data jsou prezentovana jako median procentického zastoupeni mastnych kyselin £ IQR. V pripadé
enzymovych indexi, tyto jsou vypoéteny z koncentraci mastnych kyselin v umol/l. EPA - eicosapentaenoic
acid, DHA - docosahexaenoic acid, 9D - 9 desaturaza, 6D - 6 desaturdza, 5D - 5 desaturdza, SFA - saturated
fatty acids, MUFA - monounsaturated fatty acids, PUFA - polyunsaturated fatty acids. * - Mann Whitneytv
test

Polynenasycené mastné kyseliny

Celkova suma PUFA byla signifikantné snizena v PL (p=0,033) i CE (p=0,038)
frakci u diabetikd v porovnani s kontrolni skupinou. To bylo zptisobeno down regulaci
un-6 PUFA. To potvrzuje vyznamné snizena suma n-6 PUFA u diabetiki v porovnani
s kontrolami v PL (p=0,006) a CE (p=0,030) frakci. Tento rozdil byl dan hlavné poklesem
hladiny kyseliny linolové, ktera byla signifikantn€ sniZzena v piipadé¢ PL (p=0,016) i CE
(p=0,029) frakce u diabetikti. Index n6/n3 vykazoval snizeni u PL (p=0,022) frakce
diabetickych pacienti. V ptipadé PUFA nebyly objeveny vyznamné korelace s hladinou
glykovaného hemoglobinu.

Nasycené mastné kyseliny
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Niz§i suma SFA byla nalezena u diabetikil ve frakci VMK (p<0,001) v porovnani
s kontrolami. Nejsignifikantn€j§i pokles byl pozorovan v pifipadé kyseliny stearové
(p<0,001) a lignocerové (p<0,001).

Jak ukazuje obrazek 4.2, glykovany hemoglobin ve skupiné¢ diabetikii pozitivné
koreloval s hladinou kyseliny palmitové v PL (r=0,40, p=0,040) a TG (r=0,68, p<0,001)
frakei.

Mononenasycené mastné Kyseliny

Suma MUFA byla vyznamné vyssi ve skupiné diabetickych pacientii v porovnani
s kontrolami ve frakci VMK (p<0,001), ¢emuz vdécila hlavné hladiné kyseliny olejové
(p<0,001) a vakcenové (p=0,010).

V piipadé MUFA vysledky ukazuji negativni korelaci kyseliny olejové (p<0,001)
s glykovanym hemoglobinem v TG frakci (viz. obrazek 4.3 B)).

Indexy desaturazové a elongazové aktivity

Aktivita 9 desaturazy, vyjadiena jako pomér 16:1(n-7)/16:0, byla vyrazn¢ snizena u
diabetikl (p=0,005) v porovnani se zdravymi darci ve frakci CE. 6 desaturdazova aktivita,
vyjadiena jako pomér 20:3(n-6)/18:2(n-6), vykazovala vyznamné zvySeni v ptipadé
diabetickych pacientli (p=0,014) v porovnani s kontrolami. Index elongazové aktivity,
vyjadifeny pomérem 18:0/16:0, byl ve VMK frakci signifikantné niz§i u diabetikti
(p<0,001) nez u kontrolni skupiny. V PL frakci desaturacni i elongacni indexy doznaly
zvySeni u diabetikl, ovSem tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.

Dale byly zkoumany vztahy mezi aktivitou lipidovych enzyml a glykovanym
hemoglobinem, jakozto markerem kompenzace diabetu. Byla odhalena negativni korelace
9 desaturazové aktivity v PL (r=—0,45, p=0,020) frakci a stejné tak i v TG (r=—0,54,
p=0,004) frakci (viz. obrazek 4.1).
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Diskuse dosaZenych vysledki

Tato Cast prace byla zamétfena na vyhodnoceni rozdili v profilu mastnych kyselin
mezi diabetiky 2. typu a zdravou kontrolni skupinou. Cilem bylo osvétlit vztahy mezi
hladinou glykovaného hemoglobinu, jako markeru kompenzace diabetu a profilem
mastnych kyselin a desaturacnimi a elonga¢nimi indexy u diabetiki typu 2.

Diabetes mellitus 2. typu je zndm svym spojenim s rozvratem profilu MK. Slozeni

MK je ovlivnéno aktivitou enzymu lipidového metabolismu, jiz vyjadiujeme desatura¢nimi
a elongacnimi indexy. Bylo nalezeno, ze 9D index byl vyrazné¢ snizen ve frakci CE
diabetickych pacientii. Podobné, elongaéni index byl snizen ve frakci VMK.
Tyto vysledky podporuji hypotézu, ze tvorba MK z jejich prekurzorti desaturaci je
naruSena za podminekinzulinové rezistence (Rodriguez a Christophe, 2005). Bylo popséno,
ze u zdravych jedinci neni aktivita jaterni SCDI1 ani de novo lipogeneze ovlivnéna
Ctyitydenni suplementaci glukozy (Silbernagel a spol., 2012), ale u diabetikd typu 2 zde
byla objevena asociace mezi indexem pro 9D a glukézovym metabolismem sledovanym
pomoci glykovaného Hb v PL a TG frakci.

Cytotoxicky efekt vétSiny SFA na bunky slinivky, jater a svalové bunky je
povazovan za hlavni pfi¢inu vzniku inzulinové rezistence s naslednym rozvojem diabetes
mellitus typu 2 a dalSich komplikaci, jakou jsou kardiovaskuldrni choroby, nefropatie a
zangt (Firstova a spol., 2008). Bylo popséano, Ze strava bohatd na SFA byla provazena
vyznamnym poklesem HDL cholesterolu (Kralova Lesna a spol., 2008). Tyto zavéry se
shoduji se zde ziskanymi vysledky, ktera ukazuji silnou pozitivni korelaci mezi kyselinou
palmitovou a glykovanym hemoglobinem ve frakci PL a TG u diabetik(; naopak u
kontrolni skupiny se tento trend nevyskytoval. Porovnanim skupin kontrol a diabetikli byla
obecné nalezena snizend suma SFA u diabetickych pacientl ve frakcich PL, VMK 1 TG.
Hlavné se jednalo o kyselinu myristovou a stearovou. Toto bylo pravdépodobné
zapfi¢inéno snizenym pifijmem SFA ve stravé a kvalitativnim sloZenim této stravy u
diabetikt.

Nizké hladiny MUFA mohou v organismu vyvolat nepfiznivé ucinky. Kyselina
palmitoolejova napiiklad zvysuje fluiditu membran a redukuje zanét spojeny s diabetem
(Wu a spol., 2012). Bylo prokazano, ze kyselina palmitoolejova miize pusobit
profylaktivné proti inzulinové rezistenci u mysi a predikovat citlivost k inzulinu u lidi
nezédvisle na véku, pohlavi a adipozité. Existuje stdle vice dlkazl, ze kyselina
palmitoolejova hraje dilezitou roli v patofyziologii inzulinové rezistence (Peter a spol.,

2011). Dale palmitoolejova kyselina stimuluje G¢inek inzulinu ve svalech a slouzi jako
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lipokin, ¢imz potlacuje hepatosteatézu (Cao a spol., 2008). Nékteré studie naznacuji, Ze na
bunécné urovni muize kyselina palmitoolejova zabraiiovat apoptéze a sniZzovat stres
endoplazmatického retikula u lidskych a mysSich bun¢k; dale ptisobi proti indukci téchto
procestu cytotoxickym palmitatem (Wu a spol., 2012). Podil MUFA byl podstatn¢ vyssi ve
frakci VMK u diabetickych pacientll vV porovnani s kontrolni skupinou, coz bylo v rozporu
s vyse diskutovanymi tvrzenimi. To bylo zfejmé zplsobeno antidiabetickou dietou a
faktem, ze frakce volnych mastnych kyselin v plazmé je nejsilnéji ovlivnéna tuky
Z ptijimané stravy. I ptes rozdily mezi kontrolami a diabetiky potvrdily vysledky negativni
vztah mezi MUFA a glykovanym hemoglobinem u pacientt s diabetes mellitu typu 2, jak
ukazuje na obrazku 4.3 B) konkrétné kyselina olejova ve frakci TG.

Diabetes mellitus 2. typu je zndm svym spojenim s metabolickym rozvratem n-3 a
n-6 PUFA, coz méa velky dopad na patogenezi zanétlivych onemocnéni. N-3 PUFA
pomahaji zabranovat vzniku glukézové intolerance a maji protizanétlivé ucinky; déavaji
také vznik protisrazlivym a vazodilata¢nim latkam (Doughman a spol., 2013; Nanri a spol.,
2011; Wu a spol., 2012). Navic, eikosanoidy odvozené od kyseliny arachidonové, zvlasté
prostaglandiny, tromboxany, leukotrieny, lipoxiny a hydroxy mastné kyseliny zplsobuji
posun fyziologického stavu k protrombotickému a proagregatornimu. Prostaglandiny (PG)
odvozené od n-3 PUFA vznikaji pomaleji nez ty odvozené od n-6 PUFA. Jejich tikolem je
mirnit efekt zvySenych PG odvozenych od n-6 PUFA. Potlaceni produkce eikosanoidi
z fady n-6 PUFA témi z fady n-3 je pravdépodobné zpiisobeno kompetici mezi n-3 a n-6
PUFA o enzymy zprostiedkujici elongaci a desaturaci linolové kyseliny na kyselinu
arachidonovou a a-linolenové kyseliny na eikosapentaenovou a dokosahexaenovou
kyselinu (Kremmyda a spol., 2011; Poudyal a spol., 2011). Byl ptedpoklad nalezeni vyssi
koncentrace n-3 PUFA a naopak niz§i koncentrace n-6 PUFA u kontrolni skupiny
V porovnani s diabetiky, ale statisticky vyznamné rozdily v obsahu n-3 PUFA nebyly
zaznamenany. Vyznamné snizeni hladiny n-6 PUFA bylo zaznamenano V ptipadé PL
(p=0,006) a CE (p=0,03) frakce skupiny diabetickych pacienti. Korelace mezi PUFA a
glykovanym hemoglobinem nebyla nalezena. Mastné kyseliny, které nemohou byt
organismem endogenné syntetizovany jsou nejlepSimi biomarkery pifijmu mastnych
kyselin (Aro, 2003; Nanri a spol., 2011; Riserus a spol., 2009). Je zde moznost, ze
vysledky tykajici se PUFA byly ovlivnény kombinaci zdravé dietou a nasazené 1€cby
peroralnimi antidiabetiky.

Data ziskand na nasem souboru ukazuji, ze profil mastnych kyselin u pacientd s

vV ree

diagnostikovanym diabetes mellitus typu 2 se zda ,,pozitivnéjsi“ nez profil kontrolni
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skupiny zdravych darcti. Vysvétleni bylo 1é¢bé a spravnych vyzivovych navycich u
diabetikli, coz vedlo k redukci rozvratu profilu MK; a to i navzdory vyznamné snizené
aktivité¢ 9 desaturdzy. Dieta snizila pfijem stravy bohaté na SFA a cholesterol ve prospéch
rostlinnych tukti bohatych na MUFA a stravy bohat¢ na PUFA. Navic, zdravi darci se
nefidili zddnym striktnim dietetickym doporucenim a profil MK u této skupiny tak odrazel
pfijem tukll z potravy a soucasné Spatné stravovaci ndvyky stiedni a zapadni Evropy.
Mirn€ vyznamna asociace byla pozorovana mezi glykovanym hemoglobinem a sérovym
lipidickym profilem (Gopal a spol., 2012; Khan, 2007; Khan a spol., 2007; Petitti a spol.,
2007; VinodMahato a spol., 2011), coz je v souladu s nasimi vysledky (viz. obrazek 4.7
A)), kde byla nalezena vyznamna pozitivni korelace mezi glykovanym hemoglobinem a
celkovymi TG u diabetikl. Tento vztah se neobjevuje u zdravych jedinch (viz. obrazek 4.7
B)).

V této praci bylo dokdzano, ze glykovany hemoglobin je u diabetiki dobrym
markerem slozeni lipidt v jednotlivych plazmatickych frakcich, hlavné pak ve frakci TG a
PL (viz. obrazky 4.1 — 4.3). V piipad¢ zdravé skupiny nebyla nalezena zadna vyznamna
korelace mezi glykovanym hemoglobinem a mastnymi kyselinami (viz. obrazky 4.4 — 4.6),
a tudiz tento marker u zdravé populace nevyjadiuje stav lipidového metabolismu.
Plazmaticka frakce TG Se zd4 byt nejvhodnéj$i pro interpretaci vztahu glykovaného

hemoglobinu a lipidového metabolismu.

4.2 Stanoveni rozvétvenych mastnych kyselin

V této casti prace byl zkouman vliv rozvétvenych mastnych kyselin (BCFA —
branched chain fatty acids), potazmo konzumace mléénych vyrobkli na kompenzaci
diabetes mellitus 2. typu. Celkem zde bylo zpracovano a statisticky zhodnoceno 23
diabetikll, rozdélenych na skupinu kompenzovanych a dekompenzovanych (viz. tabulka
4.7) a 10 zdravych darci. Pro piehlednost u tohoto typu d€leni uvaddim i tabulku
s charakteristikou skupiny.
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Tab. 4.7: Charakterizace skupiny pro stanoveni rozvétvenych mastnych kyselin, data jsou

prezentovana jako aritmeticky primér + smeérodatna odchylka

) Glykovany Hb Pohlavi
Skupina Vek
[mmol/mol] (muzi/zeny)
Zdravi darci 33,8+2,6 29,6+5.4 5/5
Kompenzovani diabetici 36,5+3.,4 46,0+3,3 5/6
Nekompenzovani diabetici 37,8+3,3 77,8+14,7 8/4

Plazmatické mastné kyseliny byly i v tomto ptipadé piedrozdéleny tenkovrstevnou

chromatografii na pfislusné frakce a nasledné analyzovdny pomoci chromatografie

plynové.

Suma BCFA byla v této praci tvofena celkem péti mastnymi kyselinami. Analyzou

(viz. tabulka 4.8) bylo zjisténo, Ze nejvice zastoupenou mastnou kyselinou mezi BCFA je

kyselina 14-metylhexadekanova (pramérné 57 % celkového obsahu BCFA napfi¢ vSemi

lipidickymi frakcemi). Z toho diivodu byla tato kyselina zvolena jako zéastupce celkové

hladiny BCFA.

Tab. 4.8: Presnost metody testovana ve frakci VMK, n=10

Primér Smérodatna odchylka Varia¢ni koeficient
BCFA

[umol/1] [umol/1] [%]
12-MeC13:0 0,78 0,08 10,67
13-MeC14:0 0,65 0,03 5,27
12-MeC14:0 0,67 0,04 6,58
14-MeC16:0 3,86 0,23 5,87
16-MeC17:0 1,28 0,05 3,95

Statisticky vyznamné zvySeni hladiny kyseliny 14-metylhexadekanové bylo u

diabetikti nalezeno ve frakci DG a VMK v porovnani s kontrolami (viz. obrazky4.8 a 4.9).
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Mediany sum BCFA byly u kontrolni skupiny 3,25 pmol/l v ptipadé DG, 4,53 pmol/l v
ptipad¢ VMK, 19,02 pmol/l u TG a 14,86 umol/l u CE frakce. Frakce TG a CE se tedy
ukézaly jako nejbohatsi na obsah BCFA.

Pacienti s diabetes mellitus 2. typu vykazovali v porovnani se zdravymi darci
zvyseny obsah BCFA u frakci DG, VMK a TG (viz. obrazky 48, 4.9 a 4.10). Zadné
signifikantni zmény nebyly pozorovany ve frakci PL. Vyznamny pokles BCFA byl vsak
zaznamenan ve frakci CE (viz. obrazek 4.11).
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B Zdravi darci ® Kompenzovani diabetici m Nekompenzovani diabetici

Obr. 4.8: Obsah rozvétvenych mastnych kyselin ve frakci DG

Data jsou prezentovana jako median + IQR; * P <0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001
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Obr. 4.9: Obsah rozvétvenych mastnych kyselin ve frakci VMK
Data jsou prezentovana jako median + IQR; * P <0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001
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Obr. 4.10: Obsah rozvétvenych mastnych kyselin ve frakci TG
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Data jsou prezentovana jako median + IQR; * P <0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001
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Obr. 4.11: Obsah rozvétvenych mastnych kyselin ve frakci CE

Data jsou prezentovana jako median + IQR; * P <0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001

Tyto poznatky poukazuji k faktu, Zze u diabetikd typu 2 dochazi ke sniZzené aktivaci
PPAR receptort. V dasledku toho se vorganismu akumuluji BCFA a SFA.
Predpokladame, Ze celkové zvySeni obsahu BCFA u diabetikli souvisejici S inzulinovou
zvySenému ukladani TG v jatrech a vzniku steatozy jater. Tento fakt je v souladu s naSimi
zjisténimi zvySeného obsahu BCFA v TG frakei, kterd vznika v jatrech.

BCFA nejsou u diabetikii oxidovany V jaternich peroxizomech, ale jsou nechténé
soucasti inkorporovany do triglyceridii a secernovany ve form¢ VLDL lipoproteinovych
¢astic, jenz jsou primarn¢ ureny jako energeticky zdroj pro svalové a dal§i orgdnové
bunky (Holecek, 2006). Osud BCFA v organismu dosud nebyl detailn¢ prozkouman, neni
tedy znamo, ktera tkan je odpoveédna za odstraiiovani BCFA z krevniho ob¢hu.

Dale byl nalezen snizeny obsah BCFA v CE frakci, coZz by mohlo indikovat jejich
oxidaci Vv peroxizomech svalovych bunék. CE frakce je soucasti LDL a HDL
lipoproteinovych ¢astic. U diabetikti 2. typu dochazi k nartustu LDL; a naopak k poklesu
HDL (Vijayaraghavan, 2010). Z dosazenych vysledkd je zfejmé, Ze obsah BCFA v CE
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frakci je obecné snizen. Oxidaci BCFA v extrahepatalnich organech lze odvozovat od
faktu, ze tyto MK se nevraceji ve form¢ estert cholesterolu zpét do jater a jejich obsah je u
dekompenzovanych diabetikii dokonce mensi nez v pfipadé skupiny zdravych darct (viz.
obrazek 4.11).

Regulace ¢innosti svalovych peroxizomu (obsahujicich pfevazné PPARa a y) cestou
PPAR receptori je méné pravdépodobna nez u peroxizomti jaternich. Jednoduse
VvV peroxizomech svalovych bunék probihd oxidace pfitomnych MK, toto je fizeno jen
nedostatkem energie. Je znamo, ze diabetici maji nadbytek energetickych zdroji, jen
buiiky tyto zdroje zpracovavaji nedostate¢né a odliSnymi metabolickymi drahami
V porovnani se zdravymi jedinci. Aktivace receptorit PPARa iniciuje rozklad MK a snizuje
tvorbu apoC-III; a tim sniZuje sekreci volnych MK, triacylglycerolt a v dusledku toho i
VLDL lipoproteinovych castic do krevniho fecisté¢ (Auwerx a spol., 1996; Hiebicek, 2004;
Schoonjans a spol, 1996; Staels a spol., 1995).

Dalsi aktivaci téchto receptorti se zvySuje vychytavani MK bunkami; to se déje
zvySenim aktivity translokazy mastnych kyselin (FATP — fatty acid translocase) a Acyl-
CoA syntetazy na transkripéni trovni (Hfebicek, 2004; Mascard a spol., 1998, Motojima a
spol., 1998). Hlavnim cilovym organem pro FATP a Acyl-CoA syntetazu jsou jatra, kde
dochazi ke spotiebé MK pii produkci a nasledné sekreci zde vznikajicich triacylglycerold,
a VLDL lipoproteinovych ¢astic (Hiebicek, 2004). Jinak je tomu ovSem v piipadé¢ PPARYy.
Nas predpoklad prevazné oxidace izomernich nasycenych mastnych kyselin ve svalovych
peroxizomech potvrzuje analyza bioptickych vzorkl lidské svalové a tukové tkan€, jenz

vypovida o rozdilné tkanové distribuci PPARYy (Loviscach a spol., 2000).

4.3 Stanoveni mastnych kyselin v HDL lipoproteinech

DalSim zaméfenim této prace bylo rozdélit plazmatické lipidy pomoci
ultracentrifugace a nasledné zanalyzovat profil mastnych kyselin a zjistit aktivitni indexy
lipidickych enzymii u HDL lipoproteini. Pro ultracentrifugaci bylo vybrano 21
anonymizovanych vzorkl diabetikd 2. typu a 10 zdravych déarch jako kontrolni skupina.

Skupinu blize charakteristikuje tabulka 4.9.
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Tab. 4.9: Charakterizace skupiny pro zkoumani HDL lipoproteini, data jsou prezentovana

jako aritmeticky pramér + smérodatna odchylka

_ Glykovany Hb LDL HDL Pohlavi
Skupina Vek o
[mmol/mol] [mmol/1] [mmol/l]  (muZi/Zeny)
Zdravi 34,9+3,3 37,144,7 7,443 3,8+1,7 5/5
Kompenzovani d. 39,2+4.0 63,0+9,5 4,1£1,1 2,1+0,6 716
Nekompenzovani d.  35,4+1,7 90,1+8,2 59+2,1 2,4+1,0 5/3

Plazma byla nejprve rozd€lena ultracentrifugaci, viz. Kapitola 3.4.1
Ultracentrifugace. Tim jsme nejprve odd¢lili VLDL lipoproteiny a v nasledném kroku i
LDL a HDLIlipoproteiny. Mastné kyseliny byly i vtomto piipadé¢ dale déleny
tenkovrstevnou chromatografii na pfislusné frakce a nasledné analyzoviny pomoci

chromatografie plynové.
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Obr. 4.12: Aktivitni index 9 desaturazy v jednotlivych frakcich u HDL lipoproteint

Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér; * P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001
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Obr. 4.13: Aktivitni index elongazy v jednotlivych frakcich u HDL lipoproteint
Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér; * P < 0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001
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Obr. 4.14: Aktivitni index 5 desaturazy v jednotlivych frakcich u HDL lipoproteint

Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér; * P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001
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Obr. 4.15: Aktivitni index 6 desaturazy v jednotlivych frakcich u HDL lipoproteint

Data jsou prezentovana jako aritmeticky pramér; * P < 0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001

Jak muzeme vidét na obrazcich 4.12 az 4.15, statisticky vyznamnych rozdild
v aktivité lipidickych enzyma v HDL lipoproteinech neni mnoho. Signifikantni sniZeni
bylo nalezeno v piipadé 9desaturazy u kompenzovanych diabetikll oproti kontrolni skupiné
ve frakci VMK (P = 0,047) a CE (P = 0,039). Na zietel je ovSem nutno dbat, ze tento
enzym se uplatituje vyhradné pii tvorbé TG a CE pro VLDL lipoproteiny (Ntambi, 1999).

Naopak nartist byl nalezen v ptipad¢ elongazy ve frakci VMK (P = 0,014). Elongéza
se jako enzym vyznamné podili na produkci kyseliny dokosahexaenové a arachidonové.
Frakce PL se podili na struktufe plazmatickych membran a pokles koncentraci téchto kyselin
muze zpusobovat zmény jejich fluidity a aktivity transportnich proteinti zakotvenych v
membranach nitrobunéénych organel (Ntambi, 1999). Frakce VMK piedstavuje v jatrech
substrat pro tvorbu TG (Holecek, 2006). Rust elongdzové aktivity u kompenzovanych
diabetiki pfesné¢ vykresluje U€innost 1lécby a dodrZzovani dietetickych opatfeni. U
dekompenzovanych diabetikli vidime propad elongazové aktivity az pod pramér zjistény u
zdravych jedinci s neomezenym stravovanim. Toto pravdépodobné vede k poskozeni

funkce membran nitrobunécnych organel a dal§imu zhorSeni progrese diabetu.
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Obr. 4.16: Bodovy graf zavislosti aktivitniho indexu elongazy na glykovaném

hemoglobinu u diabetikd typu 2 ve frakci A) PL a B) VMK HDL lipoproteint
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Obr. 4.17: Bodovy graf zavislosti obsahu A) k. arachové ve frakci PL a B) k. myristové ve
frakci TG na glykovaném hemoglobinu u diabetikl typu 2 v HDL lipoproteinech
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Tato prace odhalila statisticky vyznamnou negativni korelaci mezi aktivitnim
indexem pro elongazu a glykovanym hemoglobinem, jakozto markerem kompenzace
diabetu, ve frakcich PL a VMK (viz. obrazek 4.16). Tento klesajici trend naznacuje, ze
palmitova kyselina, kterda je pro elongazu hlavnim substratem, zistdva v HDL
lipoproteinech. Toto muze ovlivitovat funkci HDL lipoproteint v lipidovém metabolismu,
konkrétné ve snizeni efektivity reverzniho transportu cholesterolu. Nizka elongdzova
aktivita navic zpiisobuje poruSeni produkce kyseliny dokosahexaenové a arachidonové. To
ma nepiiznivy vliv na fluiditu membran a aktivitu transportnich proteinii zakotvenych
Vv membranach nitrobunéénych organel (Holecek, 2006; Murakamia a spol., 2008; Ntambi,
1999).

Obrazek 4.17 A) ukazuje negativni korelaci mezi kyselinou arachovou a glykovanym
hemoglobinem v PL frakci. Tato zavislost doposud nebyla v literatufe popsana a bez
dalsich klinickych studii nelze s jistotou vyvozovat zavéry ztohoto zjisténi. NaSim
odhadem je pfedevSim dopad na intracelularni membrany, jejichz rigiditu 1 fluiditu
ptitomnost vysSich nasycenych mastnych kyselin obvykle zhorsuje.

Na obrazku 4.17 B) mizeme vidét negativni korelaci mezi kyselinou myristovou a
glykovanym hemoglobinem. Kyselina myristovd ma vyrazny vliv na zvySeni HDL
cholesterolu, tento dosahuje zménami ve vlastnostech membrany endoplazmatického
retikula, kde je zakotven enzym 6 desaturdza (Jan a spol., 2004; Loison a spol., 2002;
Tholstrup a spol., 2003). Tyto zjisténi nase vysledky potvrzuji. Efektu zvyseni HDL
cholesterolu je vsak dosazeno za cenu zvyseni hladiny celkového cholesterolu, véetné LDL
cholesterolu, procez je kyselina myristova spojovdna i srizikem vzniku ischemickeé
choroby srdec¢ni (Bradbury a spol., 2010; German a Dillard, 2004). Pfinos klesajiciho
trendu kyseliny myristové u diabetiktl je tedy diskutabilni.
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5 ZAVER

V této praci byly analyzovany rozlicné vzorky at uz plazmy nebo plazmatickych
HDL lipoproteinii se zaméfenim na objevovani novych poznatki na poli lipidického
metabolismu ovlivnéného diabetem druhého typu. V pritbé¢hu badani byla ptiivodni metoda
rozsifena pro stanoveni devétaticeti vySsich mastnych kyselin a ukazalo se tak, ze i v dobé
vicenasobné hmotnostni spektrometrie miize byt dnes jiz jednodusSi instrumentace
Vv podobé plynového chromatografu s plamenoveé ioniza¢ni detekci ptinosem.

Na prvni skupiné pacientll jsme prokazali pfinos medikace a optimalni diety na profil
mastnych kyselin u diabetiki typu 2. V této studii jsme vySettovali vztah mezi glykovanym
hemoglobinem (jakoZto markerem kompenzace diabetu, uzivanym i v redlném sledovani
pacientii diabetology) a slozenim mastnych kyselin v jednotlivych plazmatickych frakcich.
Signifikantni asociace byly nalezeny zvlasté ve frakci PL a TG. Jako limitujici faktor zde
byl odhalen vék, obzvlasté pro TG frakci. Nové objevenym faktem byla negativni asociace
glykovaného hemoglobinu s indexem 9 desaturazy.

Na dalsi skupiné jsme se zaméfili na, v profilu mastnych kyselin, ne Gplné masivné
zastoupenou skupinu nastnych kyselin s rozvétvenym fetézcem. Tyto MK bakteridlniho
ptvodu dle naSich zavérl nejsou pro diabetiky Uplné vhodné. BCFA jsou vychytavany
jatry a dale secernovany jen v podobé triacylglycerolii jako souc¢ast VLDL urcenych ke
kryti energetické spotifeby organismu. Tento zavér je podporovan faktem, ze zvySena
koncentrace BCFA v ostatnich jaternich lipidickych frakcich (PL a CE) by méla vést
k jejich recyklaci a akumulaci v organismu diabetikt. Jelikoz se toto nedéje, musi byt
BCFA oxidovany extrahepatalnimi organy, hlavné ve svalové tkani, kde je toto regulovano
PPAR receptory ménég, nez je tomu u jaterni nebo tukové tkané. Tento poznatek nebyl
dosud publikovan a zaslozil by si dal§i pozornost védeckych skupin.

Se zménou Zivotniho stylu a zdravéjSim stravovanim se k pacientim dostava do
jidelni¢ku vice mléénych produkti obsahujicich BCFA bakteridlniho plivodu, coz vede
k akumulaci téchto kyselin v porovnani ke zdravé populaci. Zajimavosti je, ze mezi
kompenzovanymi a dekompenzovanymi diabetiky jiz nebyly nalezeny signifikantni rozdily
v hladinach BCFA. Zavérem se zda, Ze problematika BCFA a diety u diabetickych

pacientll nebude jen marginalni problém a méla by byt dale zkouméana.
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V posledni skupiné jsme se zaméfili na ponékud opomijené HDL lipoproteiny. Tyto
lipoproteiny transportuji cholesterol smérem z periferie. Jelikoz periferni buniky nemaji tak
citlivou enzymovou vybavu jako jatra, piedpokladame poruseni lipidového metabolismu
na této urovni az u akutni faze diabetu. Hlavni nebezpeci pro diabetiky vidime v klesajicim
trendu elongazové aktivity, s tim spojené snizené produkci kyseliny dokosahexaenové a
arachidonové a takto negativné ovlivnéné fluidit¢ membran a transportnich proteinti v nich
zakotvenych. Uplatnéni tohoto mechanismu piedpokladdme u dekompenzovanych
diabetikli. Podrobnéjsi zkoumani by si zaslouzil objeveny klesajici trend u kyseliny

myristove.
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8 PRILOHY

8.1 Data pro stanoveni analytickych parametrii metody

Budou doplnény tabulky s daty.

Tab. 8.1: Data pro stanoveni opakovatelnosti metody odpovidajici piidavku 150 pl

zéasobniho roztoku volnych mastnych kyselin, vzorky 1 - 5

1 2 3 4 5
Trivialni nazev
¢ [umol/l] ¢ [umol/l] ¢ [nmol/l] ¢ [umol/l] ¢ [umol/l]

isomyristova k. 4,71 4,50 4,97 5,02 4,51
myristova k. 9,04 8,32 8,94 9,81 9,39
13-metylmyristova k. 5,87 6,98 6,72 7,05 7,00
12-metylmyristova k. 7,65 7,19 7,51 8,18 7,79
pentadecylova k. 7,54 7,04 7,95 8,26 7,98
palmitova k. 158,36 154,44 162,41 147,61 178,37
sapienova k. 2,60 2,43 2,79 2,97 2,89
palmitoolejova k. cis 10,39 10,24 10,34 11,41 11,07
14-metylpalmitova k. 2,24 2,19 2,75 2,44 2,37
margarova k. 4,04 4,09 4,35 4,23 4,37
isostearova k. 2,12 2,01 2,07 2,31 2,08
stearova k. 47,94 45,14 48,82 56,17 59,58
vakcenova k. trans 2,24 1,79 2,67 3,14 3,49
olejova k. 93,79 94,25 96,24 98,83 101,20
vakcenova k. cis 8,94 8,23 9,15 10,39 9,59
nonadecylova k. 2,52 2,71 2,85 2,65 2,83
linolova k. 54,79 57,91 60,68 63,43 64,35
y-linolenova k. 2,29 2,76 2,67 2,81 2,86
arachova k. 2,52 2,63 2,82 3,08 3,01
a-linolenova k. 10,78 11,28 11,29 12,14 12,18
stearidonova k. 1,48 1,89 1,65 1,67 1,75
eikosatrienova k. 0,91 1,10 0,91 0,89 0,80
behenova k. 0,17 0,21 0,15 0,21 0,19
arachidonova k. 3,89 4,21 4,46 4,31 4,28
eikosatetraenova k. 0,05 0,05 0,08 0,05 0,08
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1 2 3 4 5
Trivialni nazev
¢ [umol/l] ¢ [umol/l] ¢ [nmol/l] ¢ [umol/l] ¢ [umol/l]
cikosapentaenova k. 22,09 27,42 27,41 24,65 24,99
lignocerova k. 0,50 0,40 0,33 0,60 0,49
dokosatetraecnova k. 6,34 3,22 4,26 4,54 5,45
nervonova k. 149,36 145,00 153,11 157,57 155,87
dokosapentaenova k. 1,78 1,74 1,72 1,93 1,25
dokosapentaenova k. 1,03 1,17 1,15 0,94 0,96
dokosahexaenova k. 2,90 3,60 3,00 2,64 2,92
cerotova k. 0,84 1,04 0,60 0,57 0,37
tetrakosatetraenova k. 1,59 1,91 2,22 1,20 1,81
tetrakosapentaenova k. 1,57 1,75 1,86 1,37 1,49
tetrakosapentaenova k. 1,16 1,31 1,40 1,38 0,95
tetrakosahexaenova k. 1,50 1,21 1,64 1,95 1,40

Tab. 8.2: Data pro stanoveni opakovatelnosti metody odpovidajici piidavku 150 pl

zasobniho roztoku volnych mastnych kyselin, vzorky 6 — 10

6 7 8 9 10
Trivialni nazev
¢ [umol/l] ¢ [pmol/l] ¢ [nmol/1] ¢ [nmol/l] ¢ [nmol/1]
isomyristova k. 4,73 5,52 5,00 451 3,59
myristova k. 7,91 8,61 8,18 9,18 6,26
13-metylmyristova k. 5,07 7,09 5,85 5,26 6,29
12-metylmyristova k. 7,56 7,94 7,52 7,48 6,34
pentadecylova k. 7,01 7,01 7,16 8,61 6,06
palmitova k. 157,52 163,43 150,39 146,49 147,71
sapienova k. 2,12 2,36 2,30 3,31 1,84
palmitoolejova k. cis 9,48 10,09 9,04 9,87 8,51
14-metylpalmitova k. 2,05 2,36 2,06 2,13 2,04
margarova k. 4,12 4,30 3,93 3,92 3,96
isostearova k. 2,25 2,15 1,99 1,72 2,07
stearova k. 48,55 50,32 49,43 42,09 49,75
vakcenova k. trans 2,20 242 2,77 1,94 2,55
olejova k. 94,74 97,86 91,55 85,15 89,25
vakeenova k. cis 8,99 9,05 8,43 8,06 8,62
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6 7 8 9 10
Trivialni nazev
¢ [umol/l] ¢ [umol/l] ¢ [nmol/l] ¢ [umol/l] ¢ [umol/l]
nonadecylova k. 2,77 2,87 2,81 2,16 2,60
linolova k. 53,91 56,68 51,27 49,08 50,41
y-linolenova k. 2,16 2,10 1,97 1,86 2,06
arachova k. 2,63 2,50 2,50 2,31 2,46
o-linolenova k. 10,97 11,17 9,94 9,67 9,54
stearidonova k. 1,40 1,33 1,25 1,49 1,27
eikosatrienova k. 0,85 0,82 0,80 0,82 0,78
behenova k. 0,15 0,23 0,13 0,18 0,20
arachidonova k. 3,88 4,10 3,66 3,67 3,71
eikosatetraecnova k. 0,04 0,06 0,04 0,05 0,04
cikosapentaenova k. 22,36 20,21 24,76 21,34 20,52
lignocerova k. 0,28 0,29 0,44 0,55 0,47
dokosatetracnova k. 5,89 6,63 7,45 8,42 7,83
nervonova k. 154,39 161,54 154,18 133,46 143,54
dokosapentaenova k. 1,94 1,76 2,00 1,14 2,15
dokosapentaenova k. 1,05 1,02 1,07 0,93 0,91
dokosahexaenova k. 2.35 2,83 2,36 2,44 2,16
cerotova k. 0,72 0,53 0,82 0,89 0,64
tetrakosatetracnova k. 1,64 1,51 1,64 1,19 1,55
tetrakosapentaenova k. 1,12 1,44 1,42 1,25 1,50
tetrakosapentaenova k. 1,26 1,32 0,85 0,98 0,88
tetrakosahexaenova k. 1,22 2,23 1,07 1,96 1,23

Tab. 8.3: Data pro stanoveni opakovatelnosti metody odpovidajici piidavku 450 ul

zasobniho roztoku volnych mastnych kyselin, vzorky 1 —5

1 2 3 4 5
Trivialni nazev
¢ [nmol/l] ¢ [pmol/l] ¢ [nmol/1] ¢ [nmol/l] ¢ [nmol/1]
isomyristova k. 10,17 12,97 12,83 9,98 12,94
myristova k. 14,36 16,24 16,14 14,42 16,29
13-metylmyristova k. 11,56 13,50 13,01 13,31 14,67
12-metylmyristova k. 20,11 22,04 21,94 19,56 21,58
pentadecylova k. 10,06 10,42 10,46 10,14 10,57
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1 2 3 4 5
Trivialnt nazev ¢ [pmol/l] ¢ [pmol/1] ¢ [umol/l] ¢ [pmol/l] ¢ [umol/l]

palmitova k. 375,35 382,98 389,70 375,50 399,42
sapienova k. 4,97 5,20 5,15 4,93 5,19
palmitoolejova k. cis 24,32 25,07 25,10 24,25 24,92
14-metylpalmitova k. 5,98 6,44 6,39 6,11 6,42
margarova k. 11,59 11,52 11,62 11,43 11,70
isostearova k. 5,62 5,83 5,84 5,65 5,88
stearova k. 118,89 128,03 135,17 128,80 142,93
vakcenova k. trans 7.67 7,63 7,50 7,51 7,51
olejova k. 248,09 249,85 246,39 242,51 250,18
vakeenova k. cis 24,08 25,04 24,72 24,23 24,53
nonadecylova k. 8,84 8,97 8,70 8,59 8,83
linolova k. 128,60 130,14 130,90 128,84 130,46
y-linolenova k. 6,13 5,99 6,24 6,25 5,98
arachova k. 6,86 7,05 6,85 6,75 7,31
a-linolenova k. 32,98 32,29 32,67 31,59 31,04
stearidonova k. 3,49 3,31 3,17 3,03 3,30
eikosatrienova k. 2,07 2,19 2,17 2,13 2,09
behenova k. 0,16 0,17 0,14 0,17 0,17
arachidonova k. 9,48 9,15 8,99 9,05 8,95
eikosatetraenova k. 0,19 0,20 0,19 0,17 0,18
eikosapentaenova k. 68,97 67,14 67,51 65,94 64,41
lignocerova k. 0,38 0,33 0,28 0,30 0,38
dokosatetraecnova k. 6,74 6,74 6,75 6,38 6,57
nervonova k. 477,59 491,68 479,63 476,16 486,33
dokosapentaenova k. 5,15 4,75 434 4,28 4,38
dokosapentaenova k. 3,20 3,12 3,10 3,10 3,16
dokosahexaenova k. 5,82 5,55 5,46 5,69 5,30
cerotova k. 3,98 4,92 3,96 5,03 5,80
tetrakosatetraenova k. 5,12 5,25 5,42 5,33 5,76
tetrakosapentaenova k. 4,56 4,89 4,99 5,26 5,21
tetrakosapentaenova k. 3,75 3,33 3,50 3,32 3,18
tetrakosahexaenova k. 3,56 3,69 3,40 4,16 3,75

112




Tab. 8.4: Data pro stanoveni opakovatelnosti metody odpovidajici pridavku 450 pl

zasobniho roztoku volnych mastnych kyselin, vzorky 6 — 10

6 7 8 9 10
Trivialni nazev
¢ [nmol/l] ¢ [pmol/l] ¢ [nmol/1] ¢ [nmol/l] ¢ [nmol/1]
isomyristova k. 11,03 10,80 10,32 11,47 9,36
myristova k. 17,09 15,08 11,02 13,11 16,15
13-metylmyristova k. 13,26 13,97 12,44 12,68 12,50
12-metylmyristova k. 20,77 20,38 14,87 15,98 19,14
pentadecylova k. 10,75 10,45 10,02 10,32 9,63
palmitova k. 389,32 376,30 354,44 410,30 371,07
sapienova k. 5,26 5,36 4,62 4,79 5,06
palmitoolejova k. cis 25,51 24,91 22,45 23,44 23,54
14-metylpalmitova k. 6,23 6,33 6,08 6,16 6,11
margarova k. 11,75 11,74 11,38 11,38 11,44
isostearova k. 5,87 5,76 5,69 5,54 5,64
stearova k. 125,26 122,05 120,57 128,47 119,53
vakcenova k. trans 7,75 7,59 7,52 7,29 7,45
olejova k. 255,64 247,83 246,51 275,16 249,07
vakcenova k. cis 25,03 24,22 24,48 25,61 24,69
nonadecylova k. 8,90 8,99 9,08 8,87 9,00
linolova k. 131,50 130,02 127,32 128,10 126,38
y-linolenova k. 6,34 6,07 5,97 6,14 6,00
arachova k. 6,76 6,79 6,75 7,51 6,72
a-linolenova k. 33,23 32,17 31,29 31,95 31,02
stearidonova k. 3,34 3,31 3,50 3,55 3,37
eikosatrienova k. 2,08 2,09 2,17 2,15 2,00
behenova k. 0,19 0,17 0,15 0,20 0,18
arachidonova k. 9,43 9,15 9,14 9,31 8,94
eikosatetraenova k. 0,18 0,17 0,24 0,21 0,22
eikosapentaenova k. 66,50 65,79 63,60 68,79 66,54
lignocerova k. 0,35 0,35 0,39 0,30 0,37
dokosatetraenova k. 6,38 6,44 6,58 6,50 6,37
nervonova k. 489,32 480,14 483,23 499,74 487,85
dokosapentaenova k. 5,03 4,68 474 4,95 4,69
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6 7 8 9 10
Trivialni nazev
¢ [umol/l] ¢ [umol/l] ¢ [nmol/l] ¢ [umol/l] ¢ [umol/l]
dokosapentaenova K. 3,20 3,14 3,08 3,39 3,22
dokosahexaenova k. 5,79 5,30 5,46 5,85 5,16
cerotova k. 5,33 4,27 4,87 5,04 4,44
tetrakosatetraenova k. 5,83 5,41 5,58 5,70 5,82
tetrakosapentaenova k. 5,41 4,83 4,50 5,18 4,97
tetrakosapentaenova k. 3,82 3,54 3,56 3,55 3,67
tetrakosahexaenova k. 418 3,78 4,13 3,37 4,15

Tab. 8.5: Data pro stanoveni reprodukovatelnosti metody odpovidajici ptidavku 150 ul

zasobniho roztoku volnych mastnych kyselin, vzorky 1 — 5

1 2 3 4 5
Trivialni nazev
¢ [umol/] ¢ [umol/l] ¢ [nmol/l] ¢ [umol/l] ¢ [umol/l]

isomyristova k. 4,71 4,72 4,68 4,77 4,79
myristova k. 9,04 8,81 8,84 8,94 8,99
13-metylmyristova k. 5,87 5,81 5,73 5,84 5,91
12-metylmyristové k. 7,65 7,77 7,58 7,51 7,80
pentadecylova k. 7,54 7,48 7,42 7,72 7,75
palmitova k. 158,36 154,30 158,64 156,26 153,92
sapienové k. 2,60 2,55 2,59 2,63 2,64
palmitoolejova k. cis 10,39 10,29 10,31 10,32 10,41
14-metylpalmitova k. 2,24 2,25 2,03 2,29 2,11
margarova K. 4,04 4,12 411 4,25 4,22
isostearova k. 2,12 2,06 1,95 2,26 2,25
stearova k. 47,94 47,21 46,85 48,12 48,61
vakcenova k. trans 2,24 1,94 1,87 2,27 2,23
olejova k. 93,79 92,87 92,33 93,13 93,70
vakcenova k. cis 8,94 8,97 8,83 9,43 9,11
nonadecylova k. 2,52 2,47 2,32 2,62 2,57
linolova k. 54,79 54,22 54,37 54,37 56,32
y-linolenova k. 2,29 2,04 1,98 2,22 2,11
arachova k. 2,52 2,31 2,40 2,50 2,40
a-linolenova k. 10,78 10,69 10,35 10,65 11,06
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1 2 3 4 5
Trivialni nazev
¢ [umol/l] ¢ [umol/l] ¢ [nmol/l] ¢ [umol/l] ¢ [umol/l]
stearidonova k. 1,48 1,34 1,21 1,73 1,92
eikosatrienova k. 0,91 0,87 0,88 0,92 0,99
behenova k. 0,17 0,16 0,15 0,18 0,20
arachidonova k. 3,89 3,78 3,78 3,88 4,04
eikosatetraenova k. 0,05 0,05 0,05 0,05 0,06
eikosapentaenova k. 22,09 21,32 21,62 23,05 19,43
lignocerova k. 0,50 0,41 0,42 0,62 0,55
dokosatetraecnova k. 6,34 6,29 6,22 6,22 6,46
nervonova k. 149,36 149,62 147,85 147,15 150,40
dokosapentaenova k. 1,78 1,71 1,74 1,79 1,91
dokosapentaenova k. 1,03 1,05 1,02 1,02 1,02
dokosahexaenova k. 2,90 2,75 2,71 2,88 2,88
cerotova k. 0,84 0,85 0,76 0,84 0,89
tetrakosatetraenova k. 1,59 1,65 1,46 1,64 1,58
tetrakosapentaenova K. 1,57 1,52 1,49 1,52 1,62
tetrakosapentaenova k. 1,16 1,11 1,04 1,17 1,10
tetrakosahexaenova k. 1,50 1,37 1,39 1,26 1,49

Tab. 8.6: Data pro stanoveni reprodukovatelnosti metody odpovidajici pfidavku 150 ul

zasobniho roztoku volnych mastnych kyselin, vzorky 6 — 10

6 7 8 9 10
Trivialni nazev
¢ [umol/l] ¢ [pmol/l] ¢ [nmol/1] ¢ [nmol/l] ¢ [nmol/1]
isomyristova k. 4,66 5,05 4,75 4,93 5,10
myristova k. 8,86 9,05 9,09 9,21 9,56
13-metylmyristova k. 5,96 6,15 5,94 6,06 6,23
12-metylmyristova k. 7,47 7,70 7,34 7,68 8,19
pentadecylova k. 7,80 7,57 7,86 7,72 7,82
palmitova k. 156,87 154,62 152,67 154,97 158,46
sapienova k. 2,57 2,61 2,56 2,66 2,69
palmitoolejova k. cis 10,41 10,41 10,62 10,59 10,66
14-metylpalmitova k. 2,04 2,08 2,15 2,25 2,23
margarova k. 4,20 4,30 4,32 4,36 4,25
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6 7 8 9 10
Trivialni nazev
¢ [umol/l] ¢ [umol/l] ¢ [nmol/l] ¢ [umol/l] ¢ [umol/l]
isostearova k. 2,30 2,42 2,23 2,28 2,32
stearova k. 48,59 47,72 48,49 48,49 48,91
vakcenova k. trans 2,32 2,10 2,01 2,19 2,47
olejova k. 93,46 92,31 93,65 94,23 94,26
vakcenova k. cis 9,02 8,86 9,08 9,27 9,32
nonadecylova k. 2,62 2,59 2,49 2,53 2,68
linolova k. 55,92 55,40 55,93 55,68 55,37
y-linolenova k. 2,36 2,25 2,44 2,42 2,48
arachova k. 2,33 2,42 2,38 2,58 2,45
a-linolenova k. 10,81 10,65 10,84 10,83 10,86
stearidonova k. 1,62 1,46 1,32 1,45 1,73
eikosatrienova k. 0,94 1,02 0,98 1,01 1,05
behenova k. 0,17 0,18 0,16 0,17 0,19
arachidonova k. 391 3,93 3,83 3,92 3,95
eikosatetraenova k. 0,05 0,05 0,06 0,06 0,06
eikosapentaenova k. 23,54 22,51 21,78 23,29 23,90
lignocerova k. 0,45 0,45 0,50 0,54 0,58
dokosatetraenova k. 6,28 6,15 6,49 6,36 6,53
nervonova k. 153,24 147,67 150,26 151,11 153,20
dokosapentaenova k. 1,97 1,81 1,75 1,74 1,86
dokosapentaenova k. 0,94 0,96 0,99 1,00 1,04
dokosahexaenova k. 3,02 3,07 2,93 2,76 2,81
cerotova k. 0,89 1,00 0,86 0,89 0,94
tetrakosatetraenova k. 1,78 1,71 1,72 1,66 1,69
tetrakosapentaenova k. 1,61 1,70 1,76 1,65 1,74
tetrakosapentaenova k. 1,14 1,18 1,23 1,09 1,21
tetrakosahexaenova k. 1,54 1,60 1,54 1,59 1,51

Tab. 8.7: Data pro stanoveni reprodukovatelnosti metody odpovidajici ptidavku 450 pl

zasobniho roztoku volnych mastnych kyselin, vzorky 1 —5

Trivialni nazev

1

2

3

4

5

¢ [umol/l]

¢ [pmol/l]

¢ [umol/1]

¢ [nmol/l]

¢ [umol/1]
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1 2 3 4 5
Trivialnt nazev ¢ [pmol/l] ¢ [pmol/1] ¢ [umol/l] ¢ [pmol/l] ¢ [umol/l]

isomyristova k. 10,17 10,20 10,05 10,38 10,25
myristova k. 14,36 14,30 14,48 14,34 14,41
13-metylmyristova k. 11,56 11,64 11,53 11,68 11,48
12-metylmyristova k. 20,11 20,09 20,25 20,52 20,21
pentadecylova k. 10,06 10,11 10,01 10,25 9,98
palmitova k. 375,35 376,15 370,83 377,60 367,88
sapienova k. 4,97 4,87 4,92 4,96 4,97
palmitoolejova k. cis 24,32 24,11 24,46 24,32 24,31
14-metylpalmitova k. 5,98 5,94 6,03 5,98 5,79
margarova k. 11,59 11,41 11,41 11,58 11,41
isostearova k. 5,62 5,57 5,50 5,82 5,51
stearova k. 118,89 118,86 117,72 120,96 115,23
vakcenova k. trans 7,67 7,67 7,60 7,75 7,61
olejova k. 248,09 249,62 244,97 250,24 244,35
vakcenova k. cis 24,08 23,94 24,07 24,77 23,89
nonadecylova k. 8,84 8,84 8,89 9,12 8,90
linolova k. 128,60 128,90 127,22 132,34 125,87
y-linolenova k. 6,13 6,13 6,17 6,19 6,10
arachové k. 6,86 6,85 6,77 6,93 6,74
a-linolenova k. 32,98 32,97 32,40 33,12 33,00
stearidonova k. 3,49 3,39 3,69 3,67 3,79
eikosatrienova k. 2,07 2,05 2,06 2,05 2,12
behenova k. 0,16 0,15 0,16 0,14 0,17
arachidonova k. 9,48 9,49 9,56 9,52 9,51
eikosatetraecnova k. 0,19 0,18 0,19 0,18 0,21
eikosapentaenova k. 68,97 68,25 67,49 70,53 69,14
lignocerova k. 0,38 0,37 0,38 0,37 0,39
dokosatetraenova k. 6,74 6,76 6,44 6,89 6,82
nervonova k. 477,59 479,39 472,60 482,07 472,79
dokosapentaenova k. 5,15 5,08 5,10 5,06 511
dokosapentaenova k. 3,20 3,17 3,17 3,23 3,16
dokosahexaenova k. 5,82 5,67 577 5,80 5,85
cerotova k. 3,98 3,83 4,01 3,93 4,28
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1 2 3 4 5
Trivialni nazev
¢ [umol/l] ¢ [umol/l] ¢ [nmol/l] ¢ [umol/l] ¢ [umol/l]
tetrakosatetraenova k. 5,12 5,09 5,06 5,12 5,10
tetrakosapentaenova k. 4,56 4,46 4,57 4,61 4,57
tetrakosapentaenova k. 3,75 3,71 3,72 3,70 3,72
tetrakosahexaenova k. 3,56 3,55 3,55 3,47 3,57

Tab. 8.8: Data pro stanoveni reprodukovatelnosti metody odpovidajici pfidavku 450 ul

zasobniho roztoku volnych mastnych kyselin, vzorky 6 — 10

6 7 8 9 10
Trivialni nazev
¢ [umol/l] ¢ [pmol/l] ¢ [nmol/1] ¢ [nmol/l] ¢ [nmol/1]
isomyristova k. 10,34 10,32 9,91 10,10 10,16
myristova k. 14,25 14,76 14,30 14,53 14,40
13-metylmyristova k. 11,55 11,57 11,73 11,55 11,69
12-metylmyristova k. 20,22 20,51 20,31 20,45 20,15
pentadecylova k. 9,92 10,30 10,01 10,24 10,17
palmitova k. 372,14 379,83 375,30 375,67 371,18
sapienova k. 4,84 4,93 5,00 4,93 4,97
palmitoolejova k. cis 24,16 24,27 24,29 24,15 23,96
14-metylpalmitova k. 5,90 6,19 6,01 6,17 6,03
margarova k. 11,50 11,50 11,54 11,31 11,34
isostearova k. 548 5,71 5,66 5,52 5,70
stearova k. 116,34 118,59 117,47 118,21 118,44
vakcenova k. trans 7,46 7,58 7,83 7,52 7,50
olejova k. 244,95 248,99 248,17 247,53 244,72
vakeenova k. cis 24,18 23,88 24,23 24,22 23,95
nonadecylova k. 8,90 8,79 8,86 9,02 8,94
linolova k. 128,77 128,91 127,67 127,58 127,42
y-linolenova k. 6,13 6,05 6,10 6,17 6,17
arachova k. 6,82 6,86 6,99 6,92 6,87
a-linolenova k. 33,38 33,07 33,36 33,41 33,03
stearidonova k. 3,44 3,24 3,76 3,61 3,84
eikosatrienova k. 2,08 2,01 2,06 2,14 2,06
behenova k. 0,16 0,15 0,16 0,17 0,17
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6 7 8 9 10
Trivialni nazev
¢ [umol/l] ¢ [umol/l] ¢ [nmol/l] ¢ [umol/l] ¢ [umol/l]
arachidonova k. 9,58 9,68 9,43 9,64 9,56
eikosatetraecnova k. 0,21 0,20 0,20 0,21 0,20
eikosapentaenova k. 68,84 69,18 68,65 70,14 68,30
lignocerova k. 0,37 0,35 0,37 0,38 0,38
dokosatetraenova k. 6,65 6,61 6,78 6,85 6,82
nervonova k. 475,31 470,92 477,27 477,25 471,81
dokosapentaenova k. 5,14 4,94 5,12 5,11 5,10
dokosapentaenova k. 3,18 3,17 3,18 3,22 3,15
dokosahexaenova k. 5,89 5,60 5,79 5,85 5,84
cerotova k. 4,26 3,62 4,19 4,07 3,70
tetrakosatetraenova k. 5,15 4,99 5,09 5,08 511
tetrakosapentaenova k. 4,50 4,52 4,59 4,53 4,62
tetrakosapentaenova k. 3,79 3,67 3,69 3,73 3,76
tetrakosahexaenova k. 3,45 3,36 3,42 3,47 3,42

8.2 Seznam vyobrazeni

e Obr. 2.1: Anatomie jater
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e Obr. 2.4: Pfehled stanovovanych rozvétvenych mastnych kyselin

e Obr. 2.5: B-oxidace mastnych kyselin

e Obr. 2.6: Uloha desaturaz a elongaz v pfeméné mastnych kyselin

e Obr. 2.7: Model membranové topologie mysi SCD1

e Obr. 2.8: Desaturace a elongace esencialnich mastnych kyselin

e Obr. 2.9: Znazornéni reten¢niho faktoru

e Obr. 3.1: Chromatogram pivodni pouzivané metody (frakce PL)

e Obr. 3.2: Chromatogram nynéjsi pouZivané metody (frakce PL)

e Obr. 4.1: Bodovy graf zavislosti aktivitniho indexu 9 desaturazy na glykovaném

hemoglobinu u diabetiki typu 2 ve frakci A) PL a B) TG

e Obr. 4.2: Bodovy graf zavislosti obsahu kyseliny palmitové na glykovaném

hemoglobinu u diabetiki typu 2 ve frakci A) PL a B) TG
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Obr. 4.3: Bodovy graf zavislosti obsahu kyseliny olejové na glykovaném
hemoglobinu u diabetikt typu 2 ve frakci A) PL a B) TG

Obr. 4.4: Bodovy graf zavislosti aktivitniho indexu 9 desaturazy na glykovaném
hemoglobinu u zdravych darcti ve frakci A) PL a B) TG

Obr. 4.5: Bodovy graf zavislosti obsahu kyseliny palmitové na glykovaném
hemoglobinu u zdravych darct ve frakci A) PL a B) TG

Obr. 4.6: Bodovy graf zavislosti obsahu kyseliny olejové na glykovaném
hemoglobinu u zdravych darcti ve frakci A) PL a B) TG

Obr. 4.7: Bodovy graf zavislosti obsahu celkovych plazmatickych TG na
glykovaném hemoglobinu u A) diabetiki typu 2 a B) zdravych darci

Obr. 4.8: Obsah rozvétvenych mastnych kyselin ve frakci DG

Obr. 4.9: Obsah rozvétvenych mastnych kyselin ve frakci VMK

Obr. 4.10: Obsah rozvétvenych mastnych kyselin ve frakci TG

Obr. 4.11: Obsah rozvétvenych mastnych kyselin ve frakci CE

Obr. 4.12: Aktivitni index 9 desaturazy v jednotlivych frakcich u HDL lipoproteint
Obr. 4.13: Aktivitni index elongazy v jednotlivych frakcich u HDL lipoproteint
Obr. 4.14: Aktivitni index 5 desaturazy v jednotlivych frakcich u HDL lipoproteint
Obr. 4.15: Aktivitni index 6 desaturazy v jednotlivych frakcich u HDL lipoproteint
Obr. 4.16: Bodovy graf zavislosti aktivitniho indexu elongazy na glykovaném
hemoglobinu u diabetikt typu 2 ve frakci A) PL a B) VMK HDL lipoproteinti

Obr. 4.17: Bodovy graf zavislosti obsahu A) k. arachové ve frakci PL a B) k.
myristové ve frakci TG na glykovaném hemoglobinu u diabetikli typu 2 v HDL
lipoproteinech
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