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Souhrn

Inzulinova rezistence je stav, kdy uz nase télo neni schopné optimalné hospodafit se
zakladnimi zivinami. Inzulin ztraci svoji ucinnost, dochdzi k hyperglykémii a je naruSen i lipidovy
metabolismus. U ziskané inzulinové rezistence je vSe zpusobeno obezitou, jejiz prevalence
celosveétove roste. Inzulinova rezistence predchazi onemocnéni diabetes mellitus typu 2 a dalSim
komplikacim spojenym jak s diabetem, tak s obezitou. Cilem této prace bylo sledovat koncentrace
mononenasycenych mastnych kyselin a najit zavislosti k inzulinové rezistenci a onemocnéni diabetes
mellitus typu 2. Zanalyzovano bylo 21 vzorki plazmy diabetikd a 17 vzorkli plazmy zdravych darct.
Po extrakci lipidi z plazmy byly lipidy rozdéleny pomoci tenkovrstvé chromatografie do jednotlivych
tfid, derivatizovany a metylestery mastnych kyselin byly zméfeny pomoci plynového chromatografu
S plamenoveé-ionizacnim detektorem. Nejvétsi zmény byly pozorovany u kyseliny stearové, olejove,
trans-vakcenové a nervonové.

Abstract

Insulin resistance is a condition where our body is unable to optimally manage the essential
nutrients. Insulin loses its efficiency, it leads to hyperglycemia and lipid metabolism is impaired. In
acquired insulin resistance is all caused by obesity. The prevalence of obesity is increasing worldwide
nowadays. The insulin resistance precedes diabetes mellitus type 2 and other complications associated
with both diabetes and obesity. The aim of this work was to measure concentrations of
monounsaturated fatty acids and to find out dependencies with insulin resistance and diabetes mellitus
type 2. There were analyzed 21 samples of type 2 diabetics plasma and 17 samples of healthy donors
plasma. After lipid extraction from plasma, the lipids were separated by thin layer chromatography
into individual classes, derivatized and methyl esters of fatty acids were analyzed by gas
chromatograph with flame-ionization detector. The largest changes were observed for stearic, oleic,
trans-vaccenic and nervonic acid.

1. Uved

Vztah obezity, inzulinové rezistence (IR) a chronickych mikrozanéti je znamy jiz
po mnoho let a tyto faktory se vzajemné ovliviiuji. Bylo objasnéno mnoho mechanismt
na bunééné a molekularni urovni, které prostfednictvim zanétu sniZzuji inzulinovou senzitivitu
u obéznich pacientll. Pfesto patogeneze inzulinové rezistence zpisobend obezitou je stale
v mnoha ohledech nejasna [1]. Inzulin je peptidicky hormon, ktery hraje zakladni roli

v energetickém metabolismu. M4 anabolické u¢inky a i¢astni se metabolismu sacharidt, tuka
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1 proteinti. Koordinuje skladovani a vyuziti Zivin v tukové tkani, jatrech a kosternim svalstvu.
Jako jediny hormon snizuje hladinu glukézy v krvi tim, ze usnadnuje jeji prostup do bun¢k
a jeji ukladani ve formé glykogenu [2, 3, 4]. Vznik inzulinové rezistence ptredchazi vzniku
diabetes mellitus typu 2 (DMT2) a vyviji se postupné. Inzulinova rezistence je stav,
pii kterém je fyziologickd koncentrace inzulinu v krevnim ob¢hu nedostatecna k vyvolani
adekvatni biologické odpovédi. Ze zacatku je tato skutecnost kompenzovand vyssi sekreci
inzulinu. Po néjaké dobé¢ stav dospéje 1 ke snizené sekreci inzulinu v B-bunkach pankreatu
a zacne se rozvijet diabetes mellitus typu 2 [1, 3].

Snizena citlivost tkani k inzulinu se zacne projevovat hyperglykémii. Jednak v jatrech
neni potlacena novotvorba glukézy - glukoneogeneze a zaroven prostup glukozy do bun¢k je
snizeny, takze buiiky jsou schopny vychytdvat menSi mnozstvi glukézy z krve. S progresi
inzulinové rezistence dochazi kromé& vzniku DMT2 i k abnormalitim v krevnim sraZeni
a fibrinolyze, hypertenzi, dyslipidémii, ateroskleroze nebo jaterni steatéze. Souhrnné
se vétSina téchto poruch oznacuje jako metabolicky syndrom [5]. Pfi¢iny vzniku IR mohou
byt vrozené nebo ziskané, pti¢emz ziskané pievazuji [6]. Nejcastéjsi pticinou IR je obezita
s nedostatkem fyzické aktivity, stresem, nevhodnym sloZenim potravy a ptejiddinim. Rovnéz
ektopické ukladani lipidi a kumulace visceralni tukové tkané piimo souvisi S rozvojem IR
[2,6,7,8].

Volné mastné kyseliny (VMK) uvolnéné z nadbytec¢né tukové tkané jsou zvySeny
v mnoha inzulin-rezistentnich stavech, a pokud jejich zvySena koncentrace pretrvava nékolik
hodin, dochazi ke vzniku IR [9]. Po vzniku inzulinové rezistence neni inzulin schopen
inhibovat hormon senzitivni lipadzu v tukové tkani, ktera lipolyzou triacylglycerolii uvoliuje
nadbytek volnych mastnych kyselin do krevniho ob¢hu. Tato zvySend koncentrace VMK vede
praveé k ektopickému ukladani tukli do mist jako jsou svaly, jatra, pankreas, cévni sténa a dalsi
tkang. Upravou Zivotniho stylu véetné snizeni t&lesné hmotnosti 1ze docilit zlepSeni citlivosti
na inzulin a snizeni rizik plynouci z IR a DMT2 [1, 10].

Byly nalezeny souvislosti mezi skupinami mastnych kyselin a inzulinovou rezistenci.
U nasycenych mastnych kyselin a mastnych kyselin s trans dvojnou vazbou byla nalezena
pozitivni souvislost s rozvojem inzulinové rezistence. Naproti tomu byly zaznamenany
potencidlné ochranné ucinky mononenasycenych a polynenasycenych mastnych kyselin
[10, 11, 12, 13, 14].

Cilem této prace bylo nalézt souvislost mezi zastupci mononenasycenych mastnych

kyselin a inzulinovou rezistenci respektive DMT2.



2. Experimentalni ¢ast
2.1. Pouzité chemikalie a roztoky

Isopropanol p.a., n-hexan p.a., kyselina octova 99% byly potizeny z PENTA (Praha,
Ceska republika). n-heptan p.a., diethyl ether p.a., methanol p.a., toluen p.a. a bezvody
uhli¢itan draselny byly poiizeny z Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Ceska republika). Kyselina
fosforeénd p.a. byla pofizena z CHEMAPOL (Praha, Ceskd republika).
2'7" dichlorofluorescein pro TLC detekci byl potfizen z Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Némecko). Acetylchlorid >99% byl pofizen ze Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Interni
standard (cis-13,16,19 dokosatrienova kyselina) byl pofizen z Larodan Fine Chemicals AB
(Malmg, Svédsko).

Extrak¢ni ¢inidlo: toluen:metanol (4:1); deproteinacni ¢inidlo:
isopropanol:n-heptan:2M H3PO4 (40:20:1); mobilni faze pro TLC: 160 ml hexan,
40 ml diethyl ether, 6 ml kyselina octova; detekéni ¢inidlo pro TLC: 2',7" dichlorofluorescein
rozpustény v isopropanolu.

2.2. Pristrojové vybaveni

Chromatograf Agilent Technologies 7890A s autosamplerem, plamenové-ioniza¢nim
detektorem a instalovanou kolonou HP-88 (100 m x 0.25 mm x 0.2 um).
2.3. Vzorky

V této praci bylo zpracovano a zméfeno 21 vzorku plazmy pacientd s diagnozou
diabetes mellitus typu 2 a 17 vzorkt plazmy zdravych darct pouzitych jako kontrolni skupina.
2.4. Priprava vzorku

Ze vSech vzorkll plazmy umisténych ve sklenénych zkumavkach byly odstranény
proteiny pouzitim deproteina¢niho ¢inidla. Po promichani na vortexu byly nechdny vzorky
kondicionovat 10 minut pfi pokojové teploté. Nasledovala extrakce lipidi do extrakéniho
¢inidla. Pomoci centrifugy byly vzorky rozdéleny na vrchni organickou fazi a dolni vodnou
fazi s vysrdZzenymi proteiny. Horni organickd vrstva byla odebrana do nové zkumavky
a odpatena pod dusikem do sucha.

2.5. Tenkovrstvd chromatografie (TLC)

Odparek byl rozpustén v chloroformu a pieveden na startovaci linii predem rozvrzené
TLC desky. TLC deska byla vloZzena do chromatografické vany predem nasycené parami
mobilni faze. Mobilni faze postupné vzlinala po dobu zhruba jedné hodiny, nez doséhla
vyzna¢eného ¢ela. Na pole standardu (pool plazma) bylo aplikovano detek¢ni ¢inidlo pro TLC
a rozdélenych 5 frakei (fosfolipidy, diacylglyceroly, volné mastné kyseliny, triacylglyceroly,

estery cholesterolu) bylo oznaeno a ptesunuto z desky do pyrexovych zkumavek s uzdvérem



s teflonovym tésnénim. K témto lipidovym frakcim byl pfidan interni standard o koncentraci
10 pg/ml.
2.6. Derivatizace

Mastné kyseliny ve vSech frakcich byly derivatizovany na metylestery pouzitim
derivatiza¢niho ¢inidla acetylchloridu. Derivatizace probihala pti 100 °C za stalého michani
v termobloku po dobu jedné hodiny. Po derivatizaci byly zkumavky ponechany vychladnout
v digestofi na pokojovou teplotu. Obsah zkumavek byl zneutralizovdn 6% roztokem
uhli¢itanu draselné¢ho. Po centrifugaci byla horni vrstva pfepipetovana do Cisté zkumavky,
odpatena pod dusikem do sucha a znovu rozpusténa v toluenu. Vzorek byl pfeveden do vialky
s insertem a zavickovan.
2.7. Plynova chromatografie a vyhodnoceni

Vzorky v chromatografickych vialkach byly umistény do autosampleru plynového
chromatografu a zanalyzovany. Ziskané chromatogramy byly integrovany v programu GC
ChemStation B.04.03 a ziskana data byla zpracovana v Microsoft Office Excel 2010 a
Statistica 12 s pouzitim Studentova t-testu a hladina vyznamnosti p mensi nez 0,05 byla

povaZovana za statisticky vyznamnou.

3. Vysledky a diskuze

V ramci této prace bylo odecteno a vyhodnoceno 41 mastnych kyselin, ze kterych
6 patfi do skupiny MUFA. Bylo zkouméno procentudlni zastoupeni vybranych mastnych
kyselin z frakci volnych mastnych kyselin (VMK), triacylglyceroli (TAG) a estert
cholesterolu (ECH). Méfené MUFA byly kyselina sapienova (C16:1n10 cis), kyselina
palmitoolejova (C16:1n9 cis), kyselina trans-vakcenova (C18:1n7 trans), kyselina olejova
(C18:1n9 cis), kyselina vakcenova (C18:1n7 cis) a kyselina nervonova (C24:1n9 cis). Celkem
bylo zméfeno 38 vzorkd plazmy, z ¢ehoz 17 vzorkd patiilo do skupiny kontrol a 21 vzorkl
do skupiny diabetikll. Pro kazdou mastnou kyselinu byly sledovany rozdily jejiho obsahu
mezi zdravymi dérci a diabetiky (Tabulka 1).



Tabulka 1 Zastoupeni statisticky vyznamnych mastnych kyselin a vysledek Studentova t-testu

Mastna Kontrola Diabetici

kyselina Frakee M (%) M (%) P
TAG 5,84 4,89 0,012
C18:0 VMK 15,49 10,65 0,000
ECH 1,63 1,27 0,005
TAG 0,38 0,27 0,138
C18:1n7 trans VMK 0,63 0,74 0,075
ECH 0,03 0,06 0,002
TAG 31,46 32,25 0,122
C18:1n9 VMK 21,79 25,82 0,041
ECH 18,84 19,20 0,405
TAG 1,66 2,19 0,018
C18:1n7 cis VMK 1,21 1,39 0,776
ECH 1,02 1,27 0,008
TAG 0,12 0,08 0,201
C24:1n9 VMK 0,44 0,17 0,044
ECH 0,14 0,18 0,958

TAG - triacylglyceroly, VMK - volné mastné kyseliny, ECH - estery cholesterolu, M - median, p - koeficient
vyznamnosti

Byl pozorovan pokles kyseliny stearové (C18:0) u diabetikli ve vSech sledovanych
frakcich (Obrazek 1-3). Toto snizeni muze byt zpusobeno pieménou zplsobenou enzymem
A9-desaturazou, jehoz aktivita je zvySena ve vSech sledovanych frakcich (Obrazek 4). Tento
enzym vytvafi dvojnou vazbu na devatém uhliku od karboxylového konce kyseliny stearové
za vzniku kyseliny olejové. Aktivita enzymu se pocita jako podil koncentrace produktu
a substratu, kde u A9-desaturdzy je substratem kyselina stearovd a produktem kyselina
olejova. Jelikoz se jedna o podil koncentraci, tak vtomto piipadé je aktivita enzymu
bez jednotky. Byla potvrzena zvySena koncentrace kyseliny olejové, vyznamna zména byla
pozorovana ve frakci volnych mastnych kyselin (Obrazek 1). Rovnéz bylo pozorovano
zvySovani koncentrace Kyseliny olejové v zavislosti na glykovaném hemoglobinu u diabetikd
(Obrazek 5). Glykovany hemoglobin (HbAlc) se bézn¢ stanovuje u diabetikli a na zaklad¢

jeho koncentrace (v % nebo mmol/mol) se sleduje kompenzace diabetu. Nad 5,9% se hodnoti



zhorSena kompenzace a se zvysujicim se zastoupenim glykovaného hemoglobinu roste
i riziku komplikaci diabetu. Vyssi aktivita A9-desaturazy u diabetikti mize byt chapana jako
snaha organizmu chrénit se pied vysSimi koncentracemi nasycenych mastnych kyselin, které
zhorsuji senzitivitu inzulinu.

Rovnéz byly zaznamenany vyssi koncentrace kyseliny vakcenové, zejména ve frakcei
triacylglyceroli (Obrézek 2). Byla zjisténa i vyS$$i koncentrace kyseliny trans-vakcenové
ve frakci esterit cholesterolu u diabetikti a potvrzuje tim pozitivni korelaci trans mastné
kyseliny a DMT2 (Obrazek 3).

Novym zjisténim je vyrazné snizena kyselina nervonova ve frakci VMK u diabetikti
(Obrazek 1). Tato kyselina je elongacnim produktem kyseliny olejové. Z tohoto diivodu byla
vypocitana aktivita elongazy. Elongédza je enzym, ktery prodluzuje fetézec mastné kyseliny
0 dva uhliky. Stejné¢ jako u A9-desaturdzy je jeho aktivita pocitana jako podil produktu
a substratu, v tomto ptipad¢ je substraitem kyselina palmitova (C16:0) a produktem kyselina
stearova (C18:0). Doslo ke zjisténi, Ze aktivita tohoto enzymu je znacné sniZzena u diabetikil,
coz by mohl byt divod ke snizeni kyseliny nervonové v plazmé diabetikli. Kyselina
nervonova se nachazi predevsim v mozku a perifernich nervech, kde se podili na tvorbé
myelinu. Negativn¢ koreluje s koronarnimi rizikovymi faktory a miize mit preventivni uc¢inky
na metabolické komplikace zptisobené obezitou [15]. Kyselina nervonova by mohla byt

diagnostickym markerem DMT2.
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Obrazek 1 Porovnani koncentrace mastnych kyselin ve frakci VMK u kontrolni skupiny a u diabetikti typu 2
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Obrazek 3 Porovnani koncentrace mastnych kyselin ve frakci ECH u kontrolni skupiny a u diabetiki typu 2
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4. Zavér

S rostoucim poc¢tem obéznich lidi a nemocnych s diabetem typu 2 je soucasnym cilem
studovat patogenezi a poruSeny metabolismus pii onemocnéni. Studiem metabolismu
diabetikl je mozné odpovédét na dilezité otazky tykajici se prevence a diagnostiky DMT2.
Lipidovy metabolismus je nedilnou soucasti studia u diabetikii typu 2. Nejenze obezita
ve vétsing piipadi ma majoritni podil na vzniku tohoto onemocnéni, ale celkovy lipidovy
metabolismus se pfi vzniku tohoto onemocnéni zhorSuje. Pravé proto jsou mastné kyseliny,
at' uz pochazejici z jinych lipidovych tfid, nebo spadajici do kategorie volnych mastnych
kyselin, centrem naseho zajmu. V nasi praci jsme se zabyvali MUFA a hlavnimi zastupci této
skupiny.

Byla zjisténa zvySena desaturace kyseliny stearové enzymem A9-desaturazou
u diabetiki za vzniku kyseliny olejové. ZvySeni kyseliny trans-vakcenové koreluje
s inzulinovou rezistenci. SniZzené mnozstvi kyseliny nervonové muize byt zpusobené nizsi
aktivitou enzymu elongazy a tato kyselina mize byt potencionalni marker DMT2 a inzulinové

rezistence.
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