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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva stanovenim a analyzou plazmatickych lipoproteinii
a lipidovych frakci. V teoretické Casti je vénovana pozornost popisu chromatografickych
technik, které lze pouZzit pro separaci lipoproteinti z lidské plazmy. Dale byly studovany
pfic¢iny vzniku dyslipoproteinémie a jeji vliv na kardiovaskularni a metabolické onemocnéni
u diabetiklt typu 2. Experimentalni Cast prace se vénuje alternativnimu zplsobu zjisténi
hodnoty glykovaného hemoglobinu z lipidového profilu diabetikti. K dispozici bylo 20 vzorki
plazmy od pacientli s diagnostikovanym diabetes mellitus 2. typu a 20 kontrolnich vzorka
plazmy zdravych darcti. Chromatografii na tenké vrstvé byly vzorky rozdéleny na lipidové
frakce fosfolipidd, cholesterolu, volnych mastnych kyselin, triacylglycerolt, estert
cholesterolu a porovnany. Cilem prace bylo zjisténi vyznamnych rozdild v lipidovém profilu
zdravych a nemocnych osob.

Po vyhodnoceni namétenych dat byla zjisténa statistickd vyznamnost pouze u frakce
cholesterolu, kterd se u diabetikii zvySuje s rostoucim glykovanym hemoglobinem.
Glykovany hemoglobin proto neni idedlnim markerem pro posouzeni zmén v lipidovém
metabolismu diabetiki 2. typu, protoze charakterizuje ptfedevSsim dlouhodobou miru

kompenzace diabetu.

KLICOVA SLOVA
plazmatické lipoproteiny, dyslipoproteinémie, glykovany hemoglobin, diabetes mellitus,

tenkovrstva chromatografie



ABSTRACT

This thesis deals with isolation and analysis of plasma lipoproteins and lipid fractions.
The theoretical part is devoted to description of chromatographic techniques that can be used
for human plasma separation. Further, cause of origin of dyslipoproteinemia and also its
effect on cardiovascular and metabolic disturbances in diabetic type 2 patients have been
studied. The practical part is dedicated to an alternative way of glycated hemoglobin detection
from lipid profile in diabetic patients. 20 samples of diabetic plasma and 20 samples from
control samples from healthy donors were available. These samples were split into fraction of
phospholipids, cholesterol, free fatty acids, triacylglycerols and cholesterol esters by thin
layer chromatography. The aim of the work was to find significant differences in lipid
spectrum between the healthy and diabetic population.

After data evaluation, the statistical significance was found only in cholesterol fraction.
The level of cholesterol grows with the higher level of glycated hemoglobin. Glycated
hemoglobin isn’t an ideal marker for lipid metabolism changes evaluation in diabetes type 2

patients because it mainly characterizes a long-term degree of diabetic compensation.

KEYWORDS
plasma lipoproteins, dyslipoproteinemia, glycated hemoglobin, diabetes mellitus, thin layer

chromatography
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0 UVOD

Diabetes mellitus je metabolické onemocnéni, U kterého se rozliSuje nékolik typt. Jedna
se o diabetes 1. a 2. typu, gestacni diabetes a dalsi specifické druhy, které se mohou
vyskytnout v disledku endokrinnich onemocnéni, genetickych mutaci nebo napi. uzivanim
nékterych Iékd. VEtsina nemocnych trpi diabetem 2. typu, ktery vyznamné souvisi s zivotnim
stylem jedince, a je mu proto také vénovana velkd pozornost. Rizikové faktory ovliviiujici
vznik diabetu 2. typu jsou hlavné exogenniho charakteru, to znamena, ze je lze ovlivnit, a tim
padem piedejit samotné manifestaci.

Zakladnim klinickym projevem této nemoci je hyperglykémie, avSak uz nékolik let pied
diagnostikou je mozné zachytit jisté zmény, které naznacuji pravdépodobny budouci rozvoj
diabetu. Mezi tyto zmény se fadi i modifikace v lipidovém metabolismu, na které ma vliv
mimo jiné pfitomnost metabolického syndromu, obezity ¢i inzulinové rezistence.

Prevalence diabetu 2. typu se v populaci rok od roku zvysuje, proto je tieba se kromé
edukativnich preventivnich opatfeni zabyvat studiem casnych markert diabetu, diky kterym
by bylo mozné odhalit nastupujici diabetes a zabranit jeho plné manifestaci a naslednému
rozvoji typickych diabetickych komplikaci, coz jsou piedev§im kardiovaskularni
a metabolické potize. Vzhledem K jiz prokazané uzké souvislosti mezi diabetem a KVO se
Vv poslednich letech Ize v literatute setkat s terminem kardiabetes, ktery umocnuje dilezitost

komplexniho feSeni zdravotniho stavu pacienta, jak z hlediska kardiologie tak i diabetologie.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Lipoproteiny

1.1.1 Charakteristika

Lipoproteiny jsou nekovalentni komplexy proteinii (apolipoproteint) a lipidd, které se
seskupuji do specifickych kulovitych ¢astic. Vyskytuji se hlavné v krevni plazmé
a Vv cytoplazmé. Jednotlivé t¥idy lipoproteini se odliSuji na zakladé jejich slozeni, hustoty
a velikosti, coz jsou vlastnosti, které maji vliv na jejich schopnost ukladat se do stén cév.

Samotna struktura lipoproteinu souvisi s mirou rozpustnosti ve vodé. V jadie
lipoproteinu jsou nepolarni triacylglyceroly (TAG) a esterifikovany cholesterol (CE). Obal
lipoproteinové ¢astice je sloZzen z amfipatickych fosfolipidi (PL), cholesterolu (CHOL), mezi
néz jsou vnofeny bilkovinné Castice — apoproteiny. Hlavni funkci lipoproteint je transport
a distribuce lipida krvi. Lipidy jsou hydrofobniho charakteru, a proto musi byt hydrofilnim
prostiedi krve dopravovany ve formé lipoproteinovych ¢astic, pripadné skrz specificky nosic¢

(takto jsou pfenaseny pouze mastné Kyseliny ve vazbé na albumin).

1.1.2 Kilasifikace

Je rozliSovano pét tfid lipoproteinti. Hlavnim kritériem pro jejich klasifikaci je hustota,

pfi¢emz plati, Ze s rostoucim obsahem proteint se hustota lipoproteinovych castic zvySuje.

Chylomikrony

Nejvétsi lipoproteinové partikule jsou chylomikrony. Jsou az z 90 % tvoteny TAG, coz
zpusobuje jejich nizkou hustotu. Na povrchu molekuly jsou bilkovinné ¢&astice
apolipoproteiny typu ApoB-48, nezbytné pro vlastni syntézu chylomikronii. Tvorba probiha
v bunikach tenkého stieva pii vsttebavani tuki ze stravy. Nejvétsi koncentrace chylomikronti
je cca 3 hodiny po jidle, po laénéni by se v krvi nemély vyskytovat. Chylomikrony se
dostavaji exocytdozou do lymfatické soustavy, kde dojde k navazani apolipoproteinu. Takto
jsou chylomikrony stabilizovany, aby nedochézelo k pfilnuti ke sténam cév. Déle se lymfou

dostavaji ptes hrudni mizovod do krve a roznasi prevazné TAG ke tkanim.

VLDL (very low density lipoproteins)
VLDL jsou lipoproteiny o velmi nizké hustoté. Jsou produkovany jatry. Hlavni slozkou
jsou triacylglyceroly, vyznamny podil tvofi ale i fosfolipidy a cholesterol. Jejich hlavni funkci

je transport TAG k extrahepatalnim tkanim. Tato tfida lipoproteini ma velmi kratky
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biologicky polocas a to pfiblizn€ 30 minut. Uvolnéné VLDL partikule se postupné zbavuji
TAG, coz je umoznéno lipoproteinovou lipazou. Procentualni zastoupeni cholesterolu a jeho
esterti stoupne, dojde ke zvyseni hustoty a Castice se zmensi. Kone¢nym produktem tohoto
procesu je LDL vznikly pies meziformu IDL (lipoprotein o stfedni hustoté). Koncentrace

VLDL se béhem dne riizni v zavislosti na pfijmu a slozeni potravy.

LDL (low density lipoproteins)

Snizenim obsahu triacylglycerolti ve VLDL vznikaji lipoproteinové ¢astice o nizké
hustoté. Hlavni komponentou je esterifikovany cholesterol. Jejich funkce spociva v ptenosu
cholesterolu a esterti cholesterolu do bun¢k. LDL a IDL jsou pievzaty perifernimi tkdnovymi
bunikami pfes receptory zprostiedkovanou endocytozu, a tak zbyvajici TAG a cholesterol
mohou byt dopraveny do extrahepatalnich tkani. ZvySeni hladiny LDL cholesterolu je

rizikové pro rozvoj ateroskler6zy.

HDL (high density lipoproteins)

Lipoproteiny s vysokou hustotou jsou nejmensi lipoproteinové ¢astice. Celkovy obsah
lipidi se pohybuje okolo 50 %. HDL se vyskytuji v nékolika podtypech lisici se zastoupenim
jednotlivych lipida. HDL jsou produkovany hepatocyty v nevyzralé formé podoby disku
oznacované jako nascentni HDL. V této podobé& obsahuji fosfolipidy a apoproteiny. Zralé
HDL partikule obsahuji navic cholesterol. Tato tfida lipoproteinli je jako jedind schopna
reverzniho transportu cholesterolu, tedy dopravy piebyte¢ného volného cholesterolu
z extrahepatalnich tkani zpét do jater a také vyména CE a TAG s VLDL partikulemi. Jejich
koncentrace je v prubéhu dne pomérné konstantni, stejné tak je tomu i u vy$e zminénych LDL
vlastnosti, tudiZz zvySend hladina HDL cholesterolu je velmi pfinosnd pro sniZeni rizika
vzniku aterosklerozy.

(Kodigek, 2004), (Holéapek, 2015), (Elliott, 2009)

1.1.3 Apolipoproteiny

Apolipoproteiny (Apo) jsou bilkovinné slozky lipoproteinovych ¢astic. Kazda tfida
lipoproteinu je charakteristicka svym souborem apolipoproteinti. Hlavni skupiny
apolipoproteind jsou ApoA, ApoB, ApoC a ApOE. Spolecné s fosfolipidy a cholesterolem
utvaii hydrofilni obal lipoproteinii a umoziuji tak jejich rozpustnost a stabilitu. Jednotlivé
druhy maji rizné funkce, kterymi mohou ovliviiovat osud lipoproteinovych cCastic a tim

zasahovat do lipidového metabolismu a procesu aterogeneze.
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Mezi tyto funkce se fadi:

e Transport a distribuce lipidovych frakci mezi tkanémi
o Ucast pii syntéze nékterych lipoproteinovych ttid
e Kofaktory enzymi v lipidovém metabolismu

e Vazba na lipoproteinové receptory (ligandy)

Pro klinickou praxi je vyznamné stanoveni ApoB i ApoA-I, respektive jejich pomér.
Vsechny tiidy lipoproteinti, které obsahuji ApoB jsou potencialn¢ aterogenni. Zalezi na jejich
velikosti, vétsi Castice — chylomikrony a VLDL jsou méné aterogenni v porovnani s LDL,
jelikoz obtizné pronikaji do subendotelového prostoru. Je pravdépodobné, ze nerovnovaha
mezi apolipoproteiny na jednotlivych lipoproteinovych casticich souvisi s budoucim

rozvojem patologickych stavi, a to zejména KVO a diabetes mellitus (Von Zychlinski, 2014).

Apolipoprotein Al (ApoA-I)
Apolipoprotein A-1 je hlavni proteinova komponenta lipoproteinti s vysokou denzitou
(HDL), jehoz syntéza probiha ve stfevé a vjatrech. Ucastni se reverzniho transportu

cholesterolu a ma tedy protiaterogenni ucinky.

Apolipoprotein B (ApoB)

Apolipoprotein B je hlavni proteinova komponenta lipoproteini s nizkou denzitou
(VLDL, LDL). Vyskytuje se ve dvou formach jako ApoB-100 a ApoB-48. Jednad se
0 nejpiesnéjs$i apolipoproteinovy marker rizika vzniku kardiovaskularniho onemocnéni.
Udava pocet aterogennich ¢astic, nebot’ vSechny hlavni aterogenni Castice obsahuji jednu

molekulu ApoB-100 pii rizném mnozstvi cholesterolu (Kvapil, 2013), (Vaverkova, 2012).

Bylo prokazano rostouci riziko vzniku DM 2 pii zvySené hladin¢ ApoB a poméru
ApoB/ApoA-l. Naopak obracena tendence byla nalezena u hladiny ApoA-l. Méfeni
koncentrace apolipoproteinii poskytuje dopliujici informace pii predikci rozvoje DM 2
(Chou, 2019).
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1.2 Analyza a stanoveni plazmatickych proteini a lipidovych frakei

1.2.1 Chromatografické metody

Chromatografie patii mezi zakladni analytickou separa¢ni metodu. Separacni techniky
jsou typické vysokou selektivitou a jsou vhodné predevSsim pro komplexni vzorky. Cely
analyticky proces je mozné rozdelit do dvou kroku — kroku separacniho, béhem néjz dojde
k fyzické separaci analyzovaného vzorku a nasledné druhy krok — detekce Cistych slozek
vzorku. Chromatografické techniky jsou dle charakteru separacniho déje zalozeny na
rozdélovani latek mezi dvé faze. Dil¢i slozky vzorku se d€li na zaklad€ ustavovani sorpcnich,
rozpoustécich, pfipadné iontové vyménnych rovnovah mezi dvéma nemisitelnymi fazemi.
Principem separacniho procesu slozek vzorku pii chromatografii je opakované ustanovovani
rovnovah vzorku mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni (zakotvenou) fazi (Opekar, 2010).

Chromatografické metody Ize rozdélit do nékolika skupin. Vzhledem k jejich

rozmanitosti se deli dle nékolika aspektt.

Dle skupenstvi mobilni faze
e Kapalinova
e plynova
Dle usporadani stacionarni faze
e Kolonové — stacionarni faze je v trubici

e Plos$na — papirova, tenkovrstva

Dle povahy pievladajiciho separa¢niho déje
e Rozdélovaci — déleni na zdklad¢ rGzné rozpustnosti slozek vzorku ve stacionarni
a mobilni fazi
e Adsorp¢ni — déleni na zaklad€ riizné schopnosti vazat se na povrch SF
e Jontové-vyménnd — pro separaci je rozhodujici velikost elektrostatickych pfitazlivych
sil mezi funkénimi skupinami SF a ionty analyzovaného vzorku
e Gelova —slozky vzorku jsou separovany dle velikosti na SF s pory

e Afinitni — SF vaze ty slozky vzoru, ke kterym je selektivni

(Klouda, 2003)
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1.2.2 Stanoveni a analyza molekularnich druhi lipoproteinovych trid

Jednotlivé lipoproteinové tiidy obsahuji profil molekul odliSujici se zastoupenim
mastnych kyselin a alkoholickych slozek. Nejslozitéjsi z nich jsou triacylglyceroly (jedna
molekula glycerolu je esterifikovdna se tfemi rliznymi mastnymi kyselinami). Urceni
molekularnich druhii v intaktni formé vyjadfuje vSechny kombinace slozek dle délky
a vétveni fetézce 1 pocet dvojnych vazeb. Toto stanoveni probihd vétSinou po piredchozi
separaci tenkovrstvou chromatografii lipidové tiidy jako celku. Ke stanoveni molekuldrnich

druhii 1ze pouzit RP-HPLC a GLC.

1.2.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (HPLC) je jedna z nejpouzivanéjsich separa¢nich metod.
Déleni probiha na zakladé odlisné distribuce mezi mobilni kapalnou fazi a stacionarni tuhou
fazi, coz je zplisobeno riiznou afinitou analytl vi¢i obéma fazim. Samotné déleni probiha
v separacni koloné. V HPLC se uplatiiuje nékolik separacnich mechanismi, nejéastéji
adsorpce, iontova vyména a afinitni interakce. Mnozstvi davkovaného vzorku je v fadech ul
a do mobilni kapalné faze se aplikuje pod tlakem, ktery je zpravidla v rozmezi 30 az 60 MPa.

HPLC je univerzélni z hlediska moznosti pouZiti pro Siroké spektrum vzorkt. Vzhledem
K tomu, Ze se pracuje pii laboratorni teploté a vzorek neni tieba prevadét do plynného
skupenstvi, 1ze tuto techniku vyuZit i pro separaci tepelné nestalych a netékavych vzorkd.

Detektory umoziuji kvantitativni analyzu, kdy odezva detektoru (plocha a vyska piku)
je pfimo umérna koncentraci stanovovanych latek. Citlivost méfeni je podminéna typem
detektoru.

Nejbéznéji pouzivané detektory v HPLC jsou spektrofotometricky UV-vis, hmotnostni,
fluorimetricky a refraktometricky. Detektory by mély splinovat n€kolik podminek, predev§im
byt selektivni pro analyty a zaroven co nejmén¢ citlivé na mobilni fazi (Klouda, 2003).

Co se tyce konkrétniho vyuziti HPLC pro kvantifikaci a kvalifikaci lipidovych frakei,
lipoproteiny jsou separovany podle jejich velikosti a jednotlivé slozky (hlavné TAG a CHOL)
detekovany enzymaticky. Pro separaci hlavnich tfid lipoproteinii v plazmé a séru jsou
pouzivany ruzné kolony obsahujici neporézni gely na bazi polymert.

Velmi pouzivanym zpiisobem separace je HPLC s iontové vyménnou kolonou. HPLC
siontové vymeénou kolonou eluuje lipoproteiny na zakladé iontové sily na povrchu

lipoproteinovych partikuli a jejich hydrofobnich vlastnosti a urcuje hladinu cholesterolu

rrrrr
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lipoproteinii a lipoproteiny véEtsi velikosti jsou eluovany nejdiive (respektive v poradi:
chylomikrony, VLDL, IDL, LDL a HDL). HPLC muze byt kontaminovana plazmatickymi
proteiny, které jsou eluovany soubézné s HDL, pfedev§sim albumin. Iontové vyménnd HPLC

je pouzivana k popisu rtuznych typu dyslipidémii (Hafiane, 2015).

1.2.4 Plynova chromatografie

Separa¢ni technika plynové chromatografie je zalozena na dé¢leni slozek vzorku, ktery
lze prevést do plynné faze, aniz by doslo k destrukci slozek. Podminkou ptevedeni analytt
V plyny je tepelnd stalost, dostacujici tlak syté pary a molekulovd hmotnost nepiesahujici
1000 kg/mol. Mobilni fazi je tzv. nosny plyn, coz je zpravidla dusik, helium, vodik nebo
argon. Kolony mohou byt plnéné tuhou stacionarni fazi (GSC — gas-solid chromatography),
pfipadné pevnym inertnim nosi¢em, na kterém je vrstva kapalné stacionarni faze (GLC — gas-
liquid chromatography).

Opakujici se analyticky cyklus zac¢ina aplikaci vzorku stfikackou do nasttikové komory
— injektoru, kde dojde ke zplynéni roztoku analyzovaného vzorku a je unasen ve formé par
nosnym plynem smérem ke kolon¢. T¢kavéjsi vzorky se kolonou pohybuji rychleji nezZ méné
t€kavé vzorky, souCasné analyzované vzorky, které interaguji se SF prochdzeji kolonou
pomaleji. V koloné jsou analyzované slozky separovany na zakladé rizné schopnosti vazat se
se SF. Na konec stacionarni faze se nejprve dostavaji ty slozky vzorku, které byly méné
zadrzované.

Nejpouzivangj§im detektorem v GC je plamenové ionizacni detektor (FID),

fotoioniza¢ni detektor (PID), hmotnostni detektor (MSD), termovodivostni detektor (TCD).

Plynova rozdélovaci chromatografie

Detekéni systémy GLC poskytuji vysokou citlivost ¢asto v koncentracich o fadech
nanogrami az pikogramu. VétSina molekul je nedostatecné tékava, a neni prot0 umoznéno
ptimé GLC metody. Je vyzadovana deprivatizace proto, aby vzorky byly vice t€kavé. GLC

vvvvvv

HPLC-MS (Wilson, 2003).

1.2.5 Gelova chromatografie

Gelova chromatografie (GPC, v anglictiné také pod nazvem size-exclusion
chromatoraphy — SEC) neni chromatografickou technikou v pravém slova smyslu, jelikoz
nedochazi k ustavovani rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi, ale partikule se déli na
zaklad¢é velikosti a tvaru. To je vklinické praxi dulezit¢é pro stanoveni jednotlivych
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lipoproteinovych ¢&astic, jejichz rozméry souvisi s mirou aterogeneze. Staciondrni fazi jsou
kulovité castice gelového charakteru, které maji pory s definovanymi rozméry. Molekuly
analyzovaného vzorku s primérem mensim nez maji pory, proniknou difuzi do vnitinich casti
gelové Castice a tim jsou na koloné zadrzeny. Vétsi molekuly, které neprojdou dovniti porta
jsou unaSeny proudem mobilni faze a vytékaji z kolony jako prvni. Jako Stacionarni faze
slouzi silikagel nebo methakrylatové pryskyfice, mobilni fazi je vétSinou fosfatovy pufr.

Princip techniky je zobrazen na Obr. 1.

Time sequence
A B o] D
Large Small
Sample Size solutes solutes
injected separation eluted eluted

|

Solvent flow ! !
Sample 3
mixture @ y (@)

[-—

| ——

000 (e]e]e) [e]e]e)
@) e]e) (e]e)
Q00 000 00 000
(e]e) *OOs 00 (e]e)
O00| K8 |000| |000
O O . . O O ® O O
000 > o0 000
00 '(5)0- (e]e)
OOOOO X OOQ OOOOO
OOOOO OOOOO 3® OOOOO
1000 000 000 000
S e e
OOOOO OOOOO le]e]e) O@@-
L] » 3
000 [o]e]e) OOQ QQQ
Concentration a Q @ @
detector A A
Chromatogram (concentration
elution curve)
Injection
| ] 1 1
A B C D

Retention time

Obrazek 1 Princip gelové chromatografie (Size Exclusion Chromatography, 2011)

1.3 Diabetes mellitus 2. typu

1.3.1 Charakteristika a etiopatogeneze

Diabetes mellitus 2. typu (DM 2) je metabolické progresivni onemocnéni postihujici
V rizné mife vSechny rasy a narody. Nemocni s DM 2 tvoii zhruba 85 az 90 % vsech
diabetiki. Onemocnéni se vyznacuje relativnim nedostatkem inzulinu, coz v organismu vede
k poruseni gluk6zové homeostazy. Na rozdil od diabetu 1. typu nejde o neschopnost B-bunék
pankreatu produkovat inzulin. Pacienti s DM 2 nejsou zpravidla dozivotné zavisli na
exogennim podavani inzulinu. Zakladni poruchou je nerovnovaha mezi sekreci a G¢inkem

inzulinu v glukézovém metabolismu. Funkce pankreatickych B-bunék muze byt negativné
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ovlivnéna hyperglykémii, chronicky zvySenou koncentraci volnych mastnych kyselin,
ptipadné€ ukladdnim tuku do slinivky bfisni.

Na vznik diabetu 2. typu ma vliv fada zejména exogennich faktori souvisejicich se
zivotnim stylem. Predev§im se jedna o nadmérny piijem vysokokalorické a pramyslové
zpracované potravy, s tim souvisejici obezita (nebezpecna je hlavné obezita abdominalniho
typu). Nepfiznivy vliv ma také nedostatecnd fyzickd aktivita, koufeni cigaret a psychicky
stres. Mechanismus vzniku DM 2 je znazornén na Obr. 2.

K manifestaci dochazi obvykle kolem 40. roku véku, ale neni vyjimkou diagnostika DM
2 jiz o mnoho let dfive. Onemocnéni byva zpocatku bez typickych ptiznakt, proto je zachyt
¢asto ndhodny. DM 2 probiha zpocatku latentné, jiz dlouhou dobu pred klinickou manifestaci.
Diabetes je mnohdy diagnostikovan az pfi objeveni chronickych komplikacich ¢i pfiznakt
metabolického syndromu. V dobé zachytu jsou jiz ¢asto pozorovany specifické angiopatické
komplikace, nefropatie nebo pifiznaky makrovaskularniho postizeni. Diabetes mellitus byva
zpravidla diagnostikovan pii opakovaném naméteni glykémie, tedy zvySené hlading glukdzy
v krvi. Klinické ptiznaky diabetu zahrnuji Casté a nadmérné moceni, zvySeny pocit Zizné.

Dale se miiZe objevit hubnuti, i navzdory zvysené chuti k jidlu, ptfipadné chronicka tnava.

sekrece inzulinu
stimulovana glukdzou

A
produkce
glukézy poskozeni B-bunék
jatry ,GLUCOSE TOXICITY*
geneticke postreceptorovy
a zevni vlivy HYPERGLYKEMIE defekt
1
|
odsgn , BAZALNI
glukézy ! HYPERINZULINIZMUS
do bunék ! !
: ¢ :
' |
R down regulace receptor(
el receptorovy defekt
,” 1 :
’ 1 I
Y < ! !
1 I
inzulinova rezistence . S !

Obrazek 2 Mechanismus vzniku diabetes mellitus 2. typu; bludny kruh zhorSujici sekreci a uginek inzulinu
(podle V. Bartose) (Rybka, 2007)
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1.3.2 Glykovany hemoglobin

Glykovany hemoglobin je povazovan za pomérné piesny marker kompenzace diabetu
ajeho stanoveni jiz dnes patii mezi rutinni vySetfeni. Glykaci hemoglobinu rozumime
neenzymatickou reakci glukézy a NH: skupiny proteinli za vzniku nestabilniho aldiminu,
ktery se pfesmykem stabilizuje na ketoamin. Celkovy glykovany hemoglobin je smési ti
frakci HbAla, HbA1b, HbAlc. Nejvice zastoupena je frakce HbAlc specifickd pouze pro
glukozu. Vyznam glykovaného hemoglobinu spociva v moznosti zhodnotit pribéh diabetu
V dlouhodobém hledisku. Hodnota HbA1 odrazi primérnou hodnotu glykémie v obdobi cca
Ctyf az Sesti tydnd pfed stanovenim, coz je spjato s dobou pfeziti erytrocytu. Referen¢ni
metodou pro stanoveni HbAlc je HPLC/MS a jako jednotky jsou pouzivany mmol/mol
celkového hemoglobinu. Referen¢ni hodnota pro zdravé dospélé je do 39 mmol/mol.

Stanoveni koncentrace glykovaného hemoglobinu se dnes jiz provadi pfimo v ordinaci
osetfujictho lékafe. K tomu se vyuziva plné automatizovany analyzator, pfiCemz staci
pacientovi odebrat jen malou kapku kapilarni krve. VySetieni pomoci takovych pfistroju
poskytuje spolehlivé a okamzité¢ vysledky bez nutnosti transportu vzorku do biochemické

laboratote (Pelikanova, 2011), (Perusicova, 2015).

1.3.3 Terapie DM 2

Lécba diabetes mellitus 2. typu ma komplexni charakter. Hlavnim cilem lécby je
zlepSeni kompenzace onemocnéni, zabranéni kolisani glykémie, dosaZeni fyziologického
sloZeni lipidového spektra, normalizace télesné hmotnosti a hodnot krevniho tlaku.

V prvé fadé je namisté edukace pacienta a striktni uprava zivotospravy. Pro diabetiky
s BMI > 25 kg/m? je nutna redukce télesné hmotnosti. V tomto piipadé je tieba zredukovat

denni pfijem energie a zafadit do kazdodenniho rezimu pravidelny pohyb.

Nizkosacharidova dieta (LCD)

Kli¢ovy vliv na fizeni DM 2 ma strava. WHO uznava, ze neexistuje jedna konkrétni
dieta, kterou by bylo vhodné doporucit pro jednotnou terapii diabetu. Dietni pokyny vétSiny
diabetologti i odbornych publikaci se ale obvykle shoduji na doporu¢eném dennim piijmu 45
— 65 % energie ze sacharidi (coz je az 250 g sacharidi/den), 20 — 35 % z tukti a 15 — 20 %
energie maji tvofit bilkoviny. Tento tradi¢ni vysokosacharidovy, zaroven nizkoproteinovy
a nizkotukovy stravovaci model zacal byt v minulych letech zpochybnovan. Objevuji se
studie, které se zabyvaji otazkou nizkosacharidového stravovani a jeho t¢inki na kompenzaci

diabetu. Bylo prokazano piimé ovlivnéni postprandialnich hladin glukézy a inzulinu
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a soucasn¢ dochdzi u pacientii na LCD k rychlému poklesu télesné hmotnosti. Principem
tohoto stravovani je restrikce pfijmu sacharidii na cca 100 g/den (nékteré prameny doporucuji
jeste razantn€j$i omezeni).

Nizkosacharidova dieta je v soucasnosti velmi kontroverzni téma, jelikoZz prozatim
neexistuje dostatek védeckych dikazi, které by potvrdily dlouhodoby kladny vliv na
kompenzaci diabetu. Dal$im problémem je neochota pacient dodrzovat pomérné striktni
stravovaci navyky, a tak z davodu vlastniho komfortu mnohdy voli farmakoterapeutickou

1é¢bu bez vétsich zasaht do jidelnicku (Sainsbury, 2018), (Meng, 2017).

Farmakoterapie DM 2

Doporuceni pro farmakologickou Iécbu diabetu zahrnuji monoterapii a/nebo
kombina¢ni 1é¢bu dostupnymi preparaty tak, aby byla dosazena nebo udrzena hladina
glykémie co nejblize fyziologickému rozmezi, a to bez zvySeného rizika vzniku
hypoglykémie. Tyto 1éky mohou piimo nebo neptimo ovliviiovat lipidovy profil pacienta.

V soucasnosti je Skala dostupnych antidiabetik velmi rozmanita a algoritmus uZzivani
a jejich ptipadna kombinace je individualné feSena s kazdym pacientem. Charakteristika
riznych druhti antidiabetik je nad ramec této prace, piesto za zminku stoji thiazolidindiony,
inkretinova terapie, gliptiny, coz je velmi stru¢ny vycet v soucasnosti ¢asto ordinovanych 1é¢ku
pro diabetiky. Bézné¢ se kombinuje antidiabetikum s inzulinem. NiZe je popsan 1ék prvni

volby metformin a inzulin.

Metformin

Lékem prvni volby s antihyperglykemickym efektem je metformin. Nasazuje se
zpravidla bezprostiedné po zachytu diabetu soucasné s rezimovymi opatienimi a celkovou
edukaci pacienta. Metformin stimuluje glykolyzu, ma jasny inhibi¢ni efekt na glukoneogenezi
a stejné tak 1 na produkci glukozy jatry. UZivani vede k snizeni TAG, celkového cholesterolu
a LDL cholesterolu, zéarovein dochdzi k mirnému vzestupu hladin HDL cholesterolu.

Ve vétsing ptipadi je pacienty dobie tolerovan.

Inzulin

Mnoho pacientli s DM 2 je €asto 1éceno inzulinem jiz v raném stadiu nemoci, nehledé
na to, ze je dostupnych mnoho jinych antidiabetik, u kterych nehrozi tak velké riziko
hypoglykémie oproti inzulinu. S rostouci dobou trvani diabetu a postupnou zhorSujici se
funkci B-bunék pankreatu, vétSina pacienti pozdéji potfebuje inzulin k efektivni 1écbe

hyperglykémie. Pfimé ucinky inzulinu na lipidovy profil zahrnuji snizeni TAG, objevujici se
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pfevazné az u vyraznéj$iho zlepSeni glykémie. Dale je u pacientli pozorovano zvySeni HDL

cholesterolu, zatimco LDL cholesterol neni ovlivnén (Rosenblit, 2016).

1.4 Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom (MS) je soubor faktort, které predstavuji riziko pro rozvoj vzniku
diabetes mellitus 2. typu nebo kardiovaskularniho onemocnéni. Pro sviij vyznam je stiedem
pozornosti fady medicinskych oborli, nejen diabetologie, ale pfedevSim preventivni
kardiologie, endokrinologie, obezitologie, aj. (Rybka, 2007).

Diagnostika metabolického syndromu je déna pfitomnosti alespon tii z nasledujicich

péti symptomu:

e Abdominalni obezita — obvod pasu (muzi: > 95 cm, Zeny: > 80 cm)

e ZvySena hladina triacylglycerolti (> 1,7 mmol/l)

e Snizena hladina HDL-cholesterolu (muzi: < 1,0 mmol/l, zeny: < 1,3 mmol/l)
e Glykémie nala¢no (> 5,6 mmol/l, v zilni plazmg)

e Hypertenze (= 130/85 torr)

1.5 Inzulinova rezistence

Inzulinovou rezistenci (IR) rozumime poruchu Gc¢inku inzulinu v cilové tkani, v uzsim
slova smyslu se jedna o defekt u¢inku inzulinu v metabolismu glukézy. Inzulinové rezistence
je také definovana jako snizené mnozstvi inzulinu v normalnich inzulin-citlivych tkanich,
jako jsou jatra, svaly a tukova tkan. Poskozeni vedouci k IR mize byt lokalizovano na
kterémkoli stupni dé&jii zajist'ujici fyziologicky ti¢inek inzulinu. Morfologickym podkladem je
zména funkce a struktury receptoru pro inzulin, pfipadné porucha v postreceptorovych dgjich.
Dle etiopatogeneze je inzulinova rezistence rozdélovana na primarni (geneticky podminénou)
a sekundarni, ktera se normalizuje po odstranéni pii¢iny vedouci k jejimu rozvoji (Pelikanova,
2011).

Inzulinova rezistence je faktor, ktery vyznamné ptispiva k brzkému rozvoji a progresi
DM 2. Hlavni rysy inzulinové rezistence jsou snizena syntéza glykogenu, zvySené
vychytavani glukozy v kosterni svaloving, defekty v syntéze glykogenu a zvySend mira
glukoneogeneze v jatrech. Nejvyznamnéjsi tkani z hlediska ptisobeni inzulinu je kosterni sval.
Citlivost Kk inzulinu se zvySuje s rostoucim relativnim obsahem aktivni svalové hmoty a se

snizujicim se obsahem tukové tkané, predev§im abdomindlniho typu. Okolnosti pfispivajici ke
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vzniku IR a jeji progresi jsou obezita, Spatnd kompenzace diabetu, psychicky stres, koutfeni
a nedostatek pohybu.

Inzulinova rezistence v tukové tkani ma také vyznamny vliv na hyperglykémii, protoze
tukova tkan je hlavni zasobni misto substratii a energie, napf. mastnych kyselin a glycerolu.
Proto zvySena lipolyza miize zvysit jaterni glukoneogenezi. Navic patologicky zvySeny pfitok
mastnych kyselin do jater vyvolava zvySeni intracelularnich lipidd. Nahromadéni lipidovych

metaboliti prispiva k lipidy vyvolané (jaterni) inzulinové rezistenci (Erion, 2016).

1.6 Ateroskleroza

Ateroskleroza je zanétlivé onemocnéni cévni stény zpisobené ukladanim cholesterolu
v intimé cév zasobujicich srde¢ni sval a mozek. Problematika aterogeneze je v soucasnosti
velmi diskutovanym tématem mnoha védeckych tymi po celém svéte, a proto mize byt k této
tématice pristupovano z vicero odlisnych pohledu.

Zvysené koncentrace aterogennich lipidovych partikuli nesoucich cholesterol krevnim
ob&hem piedstavuji zakladni rizikovy faktor pro vznik KVO. Tento fakt je jesté vice umocnén
u diabetickych pacienti, ktefi Casto trpi dyslipoproteinémii. Dalsi rizikové faktory ptispivajici
K progresi aterosklerozy jsou hyperglykémie, hypertenze, obezita a koufeni cigaret. Riziko
kardiovaskularniho onemocnéni se zvySuje s dobou trvani predevsim Spatné¢ kompenzovaného

DM 2. Schématické znazornéni patogeneze aterosklerdzy u diabetiki je patrné z Obr. 3.
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Obrazek 3 Patogeneze ateroskler6zy u diabetu (Reusch, 2011)
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1.6.1 Mechanismus vzniku aterosklerézy u diabetiki

Deficit inzulinu ma za nasledek zvySené uvolnovani VLDL partikuli z jater. Dochazi
rovnéz ke zvySeni ptisunu mastnych Kyselin a k poklesu aktivity lipoproteinové lipazy, ktera
ma kli¢ovou funkci v metabolismu lipoproteinti s vysokym obsahem TAG. SniZzeni aktivity
lipoproteinové lipazy zpusobi poruchy v metabolismu VLDL, a to vede ke snizeni mnozstvi
HDL, které jsou produkovany béhem metabolismu VLDL. Dojde téz ke vzrlstu
plazmatickych TAG. Triacylglycerolémie méni LDL castice na malé denzni LDL. Ty jsou
snadno oxidovany a Vv takové podobé jsou piijmuty makrofagy. Takto se méni v pénové
buiiky. Lipoproteinové remnanty piedstavujici zbytek degradovanych lipoproteind s vysokym
obsahem TAG - chylomikrony, VLDL, neztstavaji v krvi zdravych lidi, protoze jsou ihned
metabolizovany lipoproteinovou lipdzou. Snizena aktivita lipoproteinové lipadzy zpiisobuje
zvySeni lipoproteinovyvh remnant, které jsou nasledné prevzaty makrofagy. Tak opét vznikaji
pe€nové bunky.

V ptipadé, kdy je v krvi vysokd hladina glukézy, LDL jsou glykosylovany a setrvavaji
dlouhou dobu v krvi, protoze maji nizkou afinitu k LDL receptorim. Glykosylované LDL
poté podléhaji oxidaci a vznikaji malé denzni LDL. Ty jsou pfijmuty makrofagy, které je poté
pfeméni na pénové bunky (Takeda, 2010).

LDL umisténé v intim¢ jsou oxidaci modifikovany. Takto pozménéné lipidy poté
vyvolavaji expresi adhezivnich molekul, cytokinti, chemokini a dalSich medidtori zénétu
v makrofazich i v buiikdch endotelu. Oxidaci podléhaji nejen LDL, ale také VLDL a IDL.
Vsechny tfidy lipoproteinti, které jsou oxidovany jsou potencidln¢ aterogenni. Vychdzi se
z ptedpokladu, Ze tyto lipoproteinové partikule jsou schopny samy indukovat zanétlivou
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ucinkem (Perusicova, 2009).

1.7 Diabeticka dyslipoproteinémie

Dyslipoproteinémie je metabolické onemocnéni charakterizované koncentraénimi
zménami plasmatickych lipidd, které uzce souvisi s diabetem. Hlavnimi znaky jsou zvySené
hladiny TAG a LDL a snizené hladina HDL. Tyto zmény v lipidovém metabolismu lze
zachytit jiz mnoho let pfed diagnostikou hyperglykémie a Ize je oznacit souhrnnym nazvem
»lipidova triada®“. KvySe popsanym zméndm v lipidovém metabolismu pfispivd mnoho
faktord. Mezi stézejni faktory patfi inzulinova rezistence a inzulinové deficience, dale

adipokiny, hyperglykémie a obezita. I pies fakt, ze zustava n¢kolik aspektd patofyziologie
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anasledkt diabetické dyslipidémie dosud neobjasnénych, hlavni mechanismus vzniku
hypertriacylglycerolémie je jiz objasnén.

Inzulinovéa rezistence (pfipadné inzulinova deficience) aktivuje hormon senzitivni
lipazu, kterd zvysi uvolnéni neesterifikovanych mastnych kyselin (NEFA) z metabolicky
aktivni centralni tukové tkané. ZvySena hladina cirkulujicich mastnych kyselin zptsobi
zvySenou produkci triacylglycerola jatry. Zvysena syntéza TAG jatry je také asociovana Se
zvySenou sekreci apolipoproteinu B (ApoB). Navic fyziologicky inhibi¢ni u¢inek inzulinu na
jaterni produkci ApoB a TAG (ve form¢ VLDL) je ztracen. Sekretované VLDL jsou vétsi
a maji zvySené zastoupeni TAG. Tendence ke vzniku triacylglycerolémie je dale umocnéna
snizenym katabolismem VLDL partikuli. Lipoproteinova lipaza lokalizovand v cévnim
endotelu determinuje rychlost odstranéni TAG zkrevniho ob&hu. Snizeni aktivity
lipoproteinové lipazy rovnéz prispiva k postprandialnimu zvyseni lipida v krvi. Z toho plyne,
ze hladina TAG je vyznamnym indikatorem kardiovaskularniho rizika. ZvySeni hladiny TAG
je predzvésti budouciho rozvoje diabetes mellitus 2, zejména jsou-li pfitomny dal§i znaky
metabolického syndromu.

Lipoproteiny s vysokym obsahem triacylglyceroli jsou aterogenni a zvySuji riziko

kardiovaskularniho onemocnéni pii prekrocenti triacylglycerolémie nad 2 g/l.

1.7.1 Terapie dyslipoproteinémie

Pochopeni normalniho lipidového a lipoproteinového metabolismu je naprosto zasadni
pro vyvoj lé¢ebnych doporuceni, které se zaméetuji na dyslipoproteinémii u pacientli s DM 2.
V prvni fad¢ je vzdy kladen diiraz na zménu Zivotniho stylu, coz miize mit pfiznivy vliv nejen
na dyslipoproteinémii, ale také na ostatni rizikové faktory (hyperglykemii, hypertenzi).
Zmény Zzivotniho stylu maji vzdy dlouhodoby kladny efekt na zdravi pacienta, na rozdil od
farmakoterapie, kde je tfeba pozitivni efekt 1éCiva zvazovat souhrnné i S ptipadnymi
nezadoucimi G¢inky.
Nefarmakologicka 1é¢ba

Nefarmakologické intervence by mély zahrnovat Upravu stravovacich navykd —
omezeni denniho pfijmu tukti na 25 — 35 % celkového piijmu energie, pricemz diraz je
kladen na ptevahu pfijmu nenasycenych mastnych kyselin. Z hlediska dietnich opatfeni je
dale vhodné zvysit piijem vlakniny (25 — 30 g/den), minimalizovat konzumaci alkoholu a
dbat na pfijem vitamini (A, E, K) z pfirozené formy obsazené v zelenin€ a ovoci. Opét se

nabizi moZnost nizkosacharidové diety stru¢né popsané v kapitole 1.3.3.
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Farmakologicka 1é¢ba

Hypolipidemika jsou nasazovana v piipadé, Ze je pacient ve vysokém riziku vzniku
kardiovaskularni ptihody. Zakladem farmakoterapie je dosazeni cilové hodnoty LDL (ev.
ApoB). Pokud se docililo pozadované¢ hodnoty LDL cholesterolu a u pacienta ptetrvava
hypertriglyceridémie nebo snizeny HDL cholesterol, zvazuje kombina¢ni terapie (nejéastéji
pfidani fenofibratu ke statinu). Monoterapie nestatinovym preparatem se indikuje pouze

statin-intolerantnim pacientim (Soska, 2015).

Statiny

Statinova terapie je kli¢ova pro redukci kardiovaskularniho rizika u osob s DM 2 a je
povazovana za lécbu prvni volby dyslipoproteinémie. Statiny snizuji LDL cholesterol inhibici
biosyntézy cholesterolu, vysledkem ¢ehoz je zvySend clearance LDL partikuli. U inzulin
rezistentnich osob s dyslipoproteinémii mohou statiny taktéz snizovat VLDL sekreci a mohou
sniZzovat tvorbu a sekreci lipoproteinti obsahujicich ApoB. Vybér vhodného statinu se provadi
dle toho, o kolik procent je nutné snizit hladinu LDL cholesterolu k dosazeni stanovené cilové

hodnoty.

Ezetimib

Bylo potvrzeno, ze ezetimiby maji obdobny efekt jako statiny, tedy snizuji LDL
cholesterol a tim dochazi ke snizeni kardiovaskularniho rizika.
Fibraty

Lécba fibraty se doporuCuje v piipad€é nedosaZzeni cilovych hodnot TAG a HDL
cholesterolu. Dochazi ke zvySeni syntézy ApoA-I. Nejcastéji je doporucovan pacientim
s vysokymi hladinami TAG a nizkym HDL cholesterolem.
Niacin

V minulosti byl niacin uzivan pro svij kladny vliv na vyrazné zvyseni HDL

wewvr

vznik nebo zhorS$eni diabetes mellitus.

(Schofield, 2016), (Warraich, 2017), (Khavandi, 2017)

1.7.2 Obezita a dyslipidémie

Obezitu lze povazovat za pandemii moderni doby, je ve velké mife asociovdna
s dyslipoproteinémii, ktera je fizena inzulinovou rezistenci a prozanétlivymi adipokiny.
Hlavni funkci bilé tukové tkan€ je uskladnéni TAG po jidle a uvolnéni mastnych kyselin

v dobé hladovéni. Pfibyvani na vaze zplsobené nadmérnym piijmem potravy soucasné
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s nedostate¢nou fyzickou aktivitou vede k nadvaze az obezité. Za téchto okolnosti dochazi
K hyperplazii a hypertrofii tukové tkané, jejiz zakladni stavebni jednotkou jsou adipocyty.
Obezita je doprovazena infiltraci makrofagh do tukové tkané a nasledné fenotypovym
pfepnutim makrofagi z protizanétlivych na prozanétlivé. Tyto zmény ve sloZeni tukové tkané
souvisi s pozménénou sekreci adipokinil a rozvojem jejich dysfunkce.

Nejcast¢jsi metabolickou poruchou u obéznich pacientl je inzulinové rezistence, ktera
je také hlavni pfi¢inou vzniku dyslipoproteinémie. Dyslipoproteinémie je dulezitym ¢lankem

mezi obezitou, rozvojem diabetes mellitus 2. typu a kardiovaskularnimi onemocnénimi.

Metabolicky zdrava (MHO) a nezdrava obezita (MUO)

Terminem metabolicky zdrava obezita (MHD) lze oznacit skupinu obéznich pacientl
bez ziejmych Skodlivych nasledki jejich vysoké télesné hmotnosti. Bylo navrzeno nékolik
definic MHO, které mohou byt souhrnné¢ oznaceny jako absence nasledujicich metabolickych
poruch: abdomindlni obezita, hypertenze, dyslipidemie, hyperglykémie nebo inzulinova
rezistence. Definovat metabolické zdravi lze na zdklad€ pfitomnosti jednoho nebo zZadného
znaku metabolického syndromu. Nejvice posuzovanymi parametry pii rozliSeni mezi MHO
a pacienty s metabolicky nezdravou obezitou (MUOQ) jsou sérové lipidy. Dle dostupnych dat
maji pacienti s MUO mensi velikost LDL ¢astic, zvySeny pomér sdLDL partikuli, coz je
proaterogenni zména.

Obecné MHO pacienti maji méné ektopické abdomindlni tukové tkdné a niz§i miru
dysfunk¢nosti adipocytd. Oproti tomu jedinci s MUO maji vyssi stupenn zanétu v tukové tkani

(Vekic, 2019).

1.8 Adipokiny

Adipokiny jsou bioaktivni proteiny produkované bilou tukovou tkani, kterou z tohoto
hlediska mizeme povazovat za endokrinni organ. Maji mnoho odliSnych metabolickych
funkci. Piimo tidi chut k jidlu a vydej energie, ¢aste¢né pak ovliviwyji inzulinovou senzitivitu,
funkci endotelu, hladiny lipidt a angiogenezi. Adipokiny reguluji dulezité biologické procesy
jejichz cilem jsou mozek, jatra, kosterni svalovina, imunitni systém a pankreas. To vysvétluje
uzky vztah mezi obezitou a kardiovaskularnimi onemocnénimi. U obéznich pacienta je
produkce a uvolnéni adipokinli zna¢né narusena, coz vede K metabolickym porucham, které
jsou klicové pro rozvoj inzulinové rezistence, diabetes mellitus 2. typu a souvisi se zvySenym
kardiovaskularnim rizikem. Specialni dtraz je kladen pfedevSim na jejich zanétlivé hledisko.

Zmény v profilu adipokint jsou zodpovédné za stav celé tukové tkané. Hypertrofie mize vést
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ke vzniku hypoxickych oblasti, coz mize podnécovat zanétlivou odpovéd’. Tento jev muze
vyznamné zménit adipokinovy profil. Adipokiny uvolnéné bud’ z adipocyti nebo tukovou
tkdni infiltrovanymi makrofagy jako odpovéd na expanzi tukové hmoty jsou
charakteristickym rysem obezity. Navic vyvoldvaji mirny chronicky zéanét, inzulinovou
rezistenci a maji aterogenni 0¢inky (Leal, 2013).

Adipokiny nejsou pivodem pouze z adipocytt, ale také z ostatnich bun¢k nachéazejicich
se v tukové tkani, které neobsahuji jen adipocyty, ale také velké mnozstvi imunitnich bunék
(makrofagy, lymfocyty, granulocyty), endotelialni buiiky a fibroblasty. Leptin a adiponektin
jsou hlavné odvozeny od adipocytl, zatimco prozanétlivé cytokiny (IL-6, TNF-a) jsou
primarné produkovany makrofagy a buikami imunitniho systému.

NaruSend produkce adipokini a chronicky mirny zanét tukové tkané tvoii zaklad
inzulinové rezistence, coz je hlavni pfi¢inou vzniku metabolické dyslipidemie u obéznich

(Féve, 2016).

1.8.1 Prozanétlivé adipokiny

Leptin
Uloha leptinu se uplatituje pfi regulaci pifjmu potravy a energetického vydeje. Leptin
ma podobny efekt na lipidovy metabolismus jako inzulin. Rovnéz stimuluje makrofagovou

sekreci TNF-a, IL-6, 1L-12.

Resistin
Byl pojmenovan podle své schopnosti vyvolat inzulinovou rezistenci. Resistin je
schopny piimo poskodit endotel indukci adheze molekul do cévnich stén. Taktéz podnécuje

syntézu a sekreci endotelinu (Leal, 2013).
TNF-a

Zvétsené tukové bunky zpusobuji infiltraci makrofagh a dalSich zanétlivych bunék.
TNF-a je povazovan za Ustfedni faktor v aktivaci a infiltraci zanétlivych bunék.
IL-6

IL-6 je prozanétlivy adipokin produkovany monocyty, fibroblasty a frakcemi utrobni
tukové tkan€. Chronicky zvySené hladiny IL-6 jsou nalézany u obéznich lidi. Je asociovan
hypertriacylglycerolémii, protoze stimuluje sekreci VLDL jatry.
IL-1

IL-1 potlacuje aktivitu lipoproteinové lipazy, dale zvysuje hladinu TAG v Krvi.
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1.8.2 Protizanétlivé adipokiny

Adiponektin (AdipoQ)

Hladina adiponektinu je negativné spojena s ptitomnosti ektopického visceralniho tuku.
Nizké hladiny adiponektinu jsou také asociovany s prevalenci diabetu 2. typu. Nékolik
klinickych studii zdokumentovalo asociaci mezi snizenymi hladinami cirkulujiciho
adiponektinu a kardiovaskularnimi nemocemi. Snizenou hodnotu adiponektinu maji pacienti
s manifestovanou ischemickou chorobou srde¢ni v porovnani s kontrolni skupinou lidi
stejného véku a BMI. Adiponektin stimuluje migraci a diferenciaci endotelovych bunék do
kapilar a predchazi apoptoze endotelovych buné€k. V makrofazich potlacuje transformaci
tedy adiponektin protektivni u¢inky na kardiovaskularni systém (Shibata, 2017), (Sargolzaei,
2018).

Omentin 1
Omentin I mize v podkoznim tuku zesilovat ¢innost inzulinu. Je spojovan s down-
regulaci TNF-a vyvolany expresi adhezivnich molekul v endotelidlnich bunkach. Proto je

dysfunkce endotelu a aterosklerdzy (Leal, 2013).

IL-10
IL-10 je schopny inhibovat syntézu prozanétlivych adipokinti.

1.8.3 Nové adipokiny

Mezi nové objevené adipokiny lze zaradit apelin, fibroblastovy ristovy faktor 21
a neuroregulin 4 ucastnici se taktéz metabolickych procest. Zminéné adipokiny jsou stale
pfedmétem zkoumani mnoha studii, protoZze maji potencialné pfiznivy terapeuticky efekt.
Spole¢nymi metabolickymi efekty je kladny vliv na redukei vahy, ukladani télesného tuku
a zvySeni senzitivity pro inzulin. Lécba obezity ma dlouhodobé omezenou efektivitu, a proto
zUstava zasadnim cilem vyvoj novych antiobezitnich terapeutickych strategii. Adipokiny
nabizi perspektivni vyhlidky pro prevenci s obezitou spojenych nemoci. Adipokiny prokazaly
potencidlni vliv na regulaci chuti kjidlu, pocitu sytosti, energetického vydeje nebo
chronického zanétu, proto predstavuji primarni cile pro 1éc¢bu obezity a jejich komorbidit

(Féve, 2016).
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1.9 Kardiovaskularni komplikace diabetu 2. typu

Kardiovaskularni choroby zapfi€ini zhruba polovinu tmrti diabetikii. ZvySeny vyskyt
kardiovaskularnich komplikaci u pacientt s DM 2 oproti zdravé populaci je prokazan
fadou epidemiologickych studii. Mortalita z kardiovaskularnich divodd je u pacientd
s diabetem nékolikandsobné vyssi nez u nediabetické populace.

Jiz na pocatku tohoto stoleti se zacal pouzivat termin diabezita, ktery predstavuje tzky
vztah mezi obezitou a diabetem. Obézni lidé maji az 90krat vyssi riziko, Ze u nich dojde
k manifestaci DM 2. Podobnou analogii muzeme shledat u terminu kardiabetes, ktery
poukazuje na spojitost KVO a diabetu. V literatufe se taktéz miZeme setkat s rliznymi
definicemi diabetu typu 2, které charakterizuji DM 2 jako kardiovaskularni onemocnéni
S ptitomnosti hyperglykémie, ptipadné jako onemocnéni cév s neptiznivou kardiovaskularni
prognozou. Nepochybné se tedy nejednd o onemocnéni vyznacujici se pouze chronicky
zvySenou glykémii.

Manifestaci DM 2 piedchazi aterogenni zmény, coz naznacuje tomu, Ze je vhodné na
ateroskler6zu a diabetes nahlizet jako na dva stavy se spoleénym pivodcem. Timto
spoleénym pivodcem je inzulinova rezistence, na kterou ma pravdépodobné stézejni vliv
hyperglykemie a oxidac¢ni stres. Oxida¢ni stres ma navic podil na rozvoji dysfunkce endotelu

Mezi nejcastéjs$i kardiovaskularni onemocnéni patii ischemickd choroba srdecni
a akutni infarkt myokardu. Oproti zdravym lidem bez DM 2 se u diabetickych pacienti
vyskytuji jista specifika. Zminéné kardiovaskularni komplikace jsou u nich 2 az 4krat Castéjsi,
i rekonvalescence), Casto doprovazen nespecifickymi symptomy a vys§i mortalitou
(Perusicova, 2009), (Takeda, 2010).

Dle mista postizeni cévniho fecisté je rozeznavana mikroangiopatie a makroangiopatie.
Diabetickd mikroangiopatie se tyka postiZzeni kapiladr, venul a arteriol, které mohou vyustit
v fadu komplikaci (retinopatie, nefropatie, neuropatie). Pokud jsou postizeny velké cévy,
jedné se o makroangiopatii, kterd se nedd odliSit od aterosklerozy. Aterosklerdza u diabetikil

wevr

s dobou piitomnosti diabetu (Broulikova, 2011).
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1.9.1 Molekulirni mechanismy srdecnich patologii u diabetikt

Metabolicky srdecni profil diabetika je ovlivnén poruchou v mnozstvi cirkulujici
glukozy, inzulinu a mastnych kyselin a zménami v signalizaci kardiomyocytii. Srdecni
¢innost je ovlivnéna systémovymi odchylkami zahrnujici hyperglykémii, dyslipidémii
a hyperinsulinémii (v ptipad¢ DM 2), vysledkem ¢ehoz je pozménéna molekularni signalizace
kardiomyocytu a poruchy metabolismu. Navic zatiZzeni organismu z diivodu obezity mize
vyvolat zna¢ny efekt na strukturni srde¢ni zmény s nasledujici poruchou funkce (Mandavia,

2013).

1.9.2 Strucny prehled kardiovaskularnich komplikaci u diabetiki

A) Kardiovaskularni komplikace DM

Na etiopatogenezi kardiovaskularnich komplikaci u pacientii s diabetem ma zasadni vliv
endotelialni dysfunkce a hemostatické anomadlie. Za fyziologického stavu je udrzena
homeostdza endotelu podporou vazodilatace, snizenim zanétlivych procesi a predchazenim
trombotickych stavii. Na rozvoji kardiovaskularnich onemocnénich u diabetikti se podili

rovnéz nekompenzovana hypertenze a dyslipoproteinémie.

e Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS)
ICHS je poskozeni srde¢ni funkce vznikajici na zaklad¢ nedostacujiciho krevniho
zasobeni srde¢niho svalu. Podkladem pro vznik tohoto stavu je ateroskleroza. Miize se

vyskytovat ve formé akutni nebo chronické.

e Angina pectoris

Angina pectoris je patologicky stav vyznacujici se bolesti na hrudniku. Bolest je
zpiisobena docasnou ischemii srdecniho svalu, vyskytujici se pfi onemocnéni véncitych tepen.
Projevuje se zpravidla pifi fyzické namaze, kdy dochazi k nerovnovaze mezi spotiebou
kysliku a jeho nabidkou. Angindzni bolest signalizuje modifikace v koronarnim fecisti a je

tieba provést angiografické vySetieni tepen.

B) Akutni koronarni syndromy

Nezvyklosti je, Ze u diabetikl se akutni koronarni syndrom nemusi projevovat typickou
sviravou bolesti na hrudi, nebolestivé infarkty myokardu jsou 2,5krat Ccast€j$Si nez
u nediabetické populace. Pro diagnostiku akutnich koronarnich syndromi se pouZivaji

biochemické markery (napf. troponin, kreatinkinaza).
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e Akutni infarkt myokardu
AIM je castecna ischemicka nekroza srde¢niho svalu vznikla zazenim nebo dokonce
uzavérem veéncitych tepen zasobujicich urCitou oblast. Vznikd jako duasledek ruptury

aterosklerotického platu a nasledného vzniku trombdzy.

C) Srde¢ni selhani

e AKkutni srdecni selhani (ASS)

Srdec¢ni selhani je nejcastéji zpuisobeno ICHS. Dochazi k naruseni hlavni funkce srdce —
regulace vydeje krve dle narokl organismu. Dle rychlosti propuknuti ptiznaki délime srdecni
selhani na akutni a chronické, dle lokalizace poruchy na systolickou, diastolickou nebo

smisSenou.

D) Diabeticka kardiomyopatie (KMP)
Diabetickéd kardiomyopatie se vyznacuje poruchou struktury a funkce myokardu, které
jsou zptsobeny metabolickymi odchylkami u diabetickych pacientl. Casnym projevem

diabetické KMP je diastolicka dysfunkce, ktera mtze vyustit az v srde¢ni selhani.

E) Vaskularni onemocnéni mozku

e Cévni mozkova prihoda (CMP)

CMP neboli iktus vznika pii uzavéru ¢i snizeni piivodu krve do mozku. Obliterace tepny
zpuisobi nedostatecné prokrveni mozku, které se projevi typickymi neurologickymi potizemi
(poruchy feci, vidéni, citlivosti konéetin, spadly tstni koutek). U diabetikt je pribéh CMP
endotelu, zhor§ena deformabilita cervenych krvinek z diivodu zvySené glykace hemoglobinu.
Co se tyCe lipidovych anomalii, nepfiznivé pusobi hypertriacylglycerolémie,
hypercholesterolémie a zména v poméru lipoproteinovych tfid.

(Rybka, 2007), (Varma, 2018)

1.9.3 Prevence KVO u diabetiki 2. typu

Na metabolicka i1 kardiovaskularni rizika specificka pro pacienty s DM je tieba nahlizet
ve smyslu celkové zvySujici se nachylnosti k aterogenezi. Endotelialni povrch a funkce
faktory a hyperkoagula¢ni Cinnosti. V takovém prostfedi pak snadnéji plsobi dalsi rizikovi
Cinitelé. Tyto faktory na sebe navzajem pusobi, potencuji, a je tak velmi obtizné zjistit, co je

pfi¢ina a co nésledek.
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u diabetikli tento pozitivni trend neni pozorovéan. Vysledky studii vSak dokazuji, ze lze
u diabetiklli snizit riziko vzniku kardiovaskuldrniho onemocnéni na turoven nediabetické
populace. Toho lze docilit jediné razantnim zasahem do vSech rizikovych faktort, protoze
pouze komplexnim pfistupem lze ovlivnit prognézu pacienti s DM 2. Jednd se hlavné
0 zabranéni pred¢asného rozvoje aterosklerdzy, jejiz pticiny specifické pro diabetes 2. typu

jsou typicky hyperglykémie a inzulinova rezistence (Rybka, 2007).

35



2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografic je separa¢ni metoda s ploSnym uspofadanim, u niz
prevlada adsorpcni mechanismus déleni analyzované smeési. Separace latek se déje na zaklade
rizné pohyblivosti v systému dvou fazi. To je charakterizovano retenénim faktorem, coz je
pomér vzdalenosti od startu ke stfedu skvrny a vzdalenosti, kterou urazila mobilni faze od
startu k ¢elu desky.

Stacionarni (zakotvend) faze je tenka vrstva nejcastéji ze skla nebo hliniku potazena
sorbentem (silikagel, ptipadné¢ Al>Os). Mobilni (pohyblivou) fazi tvofi zpravidla smés
organickych rozpoustédel. Na chromatografickou desku se nanasi malé mnozstvi vzorku (ul)
sklenénou kapildrou do dolni startovni oblasti. Tato tenkd stacionarni vrstva se ponofi do
mobilni faze tak, aby oblast aplikace analyzovanych vzorkl zlstala nad mobilni fazi. Pohyb
mobilni faze je zplsoben kapilarnimi silami. Vyvijeni probiha do té doby, dokud celo
vzlinajici smési rozpoustédel nedoputuje cca 1 cm k hornimu okraji desky. Vizualizace
U bezbarvych analytli je mozné pomoci detekénich ¢inidel, které se vazi na funkéni skupiny
separovanych latek a dochazi k barevné zménég. O jakou latku se jedna je mozné zjistit diky
tomu, ze se na kazdou desku nanési vzorek standardu, coz je smés o zndmém slozeni. Pokud
je shoda ve vzdalenosti skvrn standardu a vzorkll od startovni pozice, jednd se o totoznou
latku. Kvantitativni analyza se provadi denzitometricky nebo extrakci z chromatogramu
(extrakce do vhodného rozpoustédla a nésledné urcéeni koncentrace v roztoku).

Reprodukovatelnost metody je nutné zajistit pii kazdém meéfeni stejnym postupem
ptipravy a aplikace vzorku, nasycenim vyvijeci komory parami rozpoustédla a udrzenim
konstantni teploty.

Mezi hlavni benefity TLC patii jednoduchost, diky niZ mize analyzu provadét i méné
zkuSeny pracovnik, ekonomicka nendro¢nost, vyuzZiti metody pro pomérné Siroké mnoZstvi
analytl a také pro separaci vice druhli vzorki soucasné. Na druhou stranu ucinnost separace je

pomérné nizka v porovnani s jinymi délicimi technikami.
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2.2 Cil prace a predpoklad

V experimentalni Casti této bakaldiské prace jsem se zameéfila na zavislost slozeni
plazmatického lipidového spektra na koncentraci glykovaného hemoglobinu. Cilem prace
bylo najit alternativni zplisob semikvantitativniho stanoveni glykovaného hemoglobinu na
zéklad¢ lipidového spektra pomoci tenkovrstvé chromatografie a denzitometrické detekce.
Déle jsem se zabyvala otazkou, zda by bylo mozné vyuzit plazmatické lipoproteiny jako
potencialni ¢asné markery diabetu.

Bylo piedpokladano, ze pti porovnani vzorki diabetiki a zdravych darcti budou zjistény
rozdily v jednotlivych lipidovych frakcich. Dale jsme se domnivala, Ze naleznu urcité
zavislosti intenzit jednotlivych frakci na glykovaném hemoglobinu.

Na Obr. 4 je schématické znazornéni této piedstavy v podobé grafu u pacienti
s diabetem. U hodnot triacylglyceroli a volnych mastnych kyselin byl pfedpoklad jejich
zvysujici se tendence, jelikoz pfimo souvisi s rozvojem a progresi inzulinové rezistence a tedy
I Srozvojem DM 2. Ostatni frakce nejsou pfili§ prozkoumané, bylo cilem prace zjistit zda
existuje n&jaky trend, a proto je obrazek pouze ilustrativni. Sipkami je znazornéné, jak by

bylo mozné interpretovat vysledky.

1,35
TAG
1,25 CE
______________ .
]
]
1,15 :
| FFA
= 105 :
E 1
\N 1
-o—a> 1
[
= 095 E CHOL
1
1
1
08 —m— :
| : PL
1 1
075 v _vVY
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

HbA1c [mmol/mol]

Obrizek 4 Predpokladané zmény v lipidovém spektru
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2.3 Preanalyticka faze

Samotné analyze diabetickych a kontrolnich vzorkii pfedchazela série pokusnych
méfeni za pouziti vzorku pool plasmy. Bylo nutné optimalizovat dva hlavni aspekty — objem
davkované plazmy a zplisob aplikace vzorku tak, aby bylo docileno co nejpiesnéjSich
anejspravnéjsSich vysledk. Byla pfipravena kalibracni deska se stoupajicim mnozstvim
nanasen¢ho vzorku (100, 200, 300, 400, 500 a 600 ul). Pfi vyhodnoceni bylo zjisténo, ze se
intenzita skvrny u vétSiny frakci pfi objemu 600 pl dostdva mimo linedrni oblast pouzité
metody. Jako nejvhodnéj$i nanaSeny objem plazmy se ukédzalo mnozstvi 200 pl, méné
koncentrovany vzorek poskytoval nedostatecné vyrazné skvrny po denzitometrické analyze.

Dale jsem se zabyvala zplisobem aplikace vzorku. Vzorek byl nanaSen ve formé tecek
do jednoho bodu a na druhou desku jako prouzky. Jako jednotny optimalni zpisob aplikace
vzorku byly zvoleny prouzky (viz Obr. 7), jelikoz na rozdil od aplikace do jednoho bodu bylo
dosazeno lepsi linearity metody zejména ve frakcich fosfolipidl a volnych mastnych kyselin.
Ukazka rozdilné linearity pii dvojim typu aplikace vzorku je zobrazena na Obr. 5 a Obr. 6.

Namisto klasického rozvrzeni desky tuzkou byla vyrobena maska z polypropylenové
folie, ktera slouzila jako Sablona pro nanaseni vzorkt. Tato Sablona byla pouzita proto, ze pfi

denzitometrické analyze by cary na desce zkreslovaly vysledek.
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Obrazek 5 Zobrazeni kalibra¢ni zavislosti frakce fosfolipidii pti aplikaci ve formé tecek
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Obrazek 6 Zobrazeni kalibracni zavislosti frakce fosfolipidii pti aplikaci ve formé prouzkt

2.4 Seznam pouzitych chemikalii

Vsechny pouzité chemikalie v¢etné jejich parametrii jsou uvedeny v Tab. 1 a Tab. 2.

Tabulka 1 Pouzité chemikalie

chemikalie

ozn.

deproteinacni roztok

MF

dalsi chemikalie

detekéni ¢inidlo

standard pro TLC

isopropylalkohol, p.a.

n-heptan, Cisty

kyselina trinydrogenfosforecna, p.a.
n-hexan, p.a.

diethylether, p.a.

kyselina octova, p.a.

methanol, p.a.

toluen, p.a.

chloroform, p.a.

kyselina fosfomolybdenova v ethanolu

pool plasma

© 00 N oo o B~ W N e

N
= O
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Tabulka 2 Parametry pouzitych chemikalii

ozn. V (ml) obsah (%) p(kg/m?) M (g/mol)  &islo §arze  vyrobce

1 1000 99,8 780 60,1 PP/2015/12107 A
2 1000 100 680 100,21  PP/2010/14672 A
3 1000 85 1700 98 1801230113 B
4 1000 99 660 86,18 PP/2014/05928 A
5 1000 99,7 714 74,12 2203060317 B
6 1000 99 1050 60,05 1907280714 B
7 1000 99,8 791 32,04 2209270917 B
8 1000 99 867 138,21  PP/2017/09776 A
9 1000 99,8 1483 119,38 1611101111 B
10 500 20 940 1825,25 24859152 C
11 - - - - - -

Legenda ke znaceni vyrobct v Tab. 2:

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

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

C ... Sigma-Aldrich, RiedstraBe 2, 89555 Steinheim am Albuch, Némecko

2.5 Pristrojové vybaveni

1. Ttrepacka Vortex REAX top
Vyrobce: Heidolph instrumenst GmbH & Co. KG, Walpersdorfer Strasse 12, 911 26
Schwabach, Némecko
2. Centrifuga typ MPW-340
Vyrobce: Mechanyka Precyzna, Polsko
Distributor: Servis Unimed, Vestec 41, 252 42 Vestec u Prahy, CR
3. Termoblok a odpatfovaci zafizeni: Pierce Reacti
Vyrobce: THERMOSCIENCETIFIC, 28 Scheneck Parkway, Asheville, Severni
Karolina 28803, USA
4. Denzitometr ChemiDoc XRS+
Vyrobce: Bio-Rad, Kalifornie, USA

Vlastni denzitometricka analyza TLC desek byla provedena pomoci ChemiDoc XRS+,
coz je pftistroj ktery slouzi k pofizeni obrazového zdznamu hustoty zbarveni v plosném
uspotadani. Tento piistroj je uren piedev§im pro méfeni intenzity zafeni prochazejici
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pruhlednou vrstvou. V takové formé lze detekovat prevazné proteiny, K jejichz analyze byl
pfistroj primarné¢ navrzen. Jelikoz jsou ale kseparaci lipidd pomoci tenkovrstvé
chromatografie pouzivany nepruhledné desky, bylo nutné v ovladacim softwaru nastavit horni
prisvit a byl tak detekovan odraz zéafeni od analyzované desky a byla zaznamenana jeho
intenzita. Vysledny obraz byl zpracovan pomoci softwaru Image Lab (Bio-Rad, CA, USA).
Zpracovany signal jednotlivych separacnich drah je nasledné v softwaru pfeveden do
chromatografického zobrazeni s piky, jejichz plocha je pfimo imérnd mnoZzstvi stanovované

latky.

e . BB
F = 5 8

Obrazek 7 Kalibra¢ni deska; nanaseni vzorku ve forme prouzka
2.6 Postup prace

K analyze bylo pouzito 20 vzorkd plazmy pacientli s diagnostikovanym diabetes
mellitus 2. typu a 20 kontrolnich vzorkd plazmy zdravych darcti. Vzorky o objemu 200 pl
byly deproteinovany 2,5 ml roztoku, ktery vznikl smisenim 2-propanolu, n-heptanu a 2M
kyseliny fosforecné v poméru 40:20:1. Vznikla smés se nechala 10 minut kondicionovat pii
laboratorni teploté. Byl pfidan 1 ml smési methanol : toluen (1:4) a 1,5 ml destilované vody.
Smés byla promichéna ve vortexu a centrifugovana 5 minut pfi 3000 otackach za minutu.
Poté byla horni organickd vrstva odpipetovana (1,5 ml) a odpafena pod dusikem pii 50°C.
Odparek byl rozpustén v 100 pl smési chloroform : methanol (2:1) a byl nanesen na
pfipravenou chromatografickou desku. Pfi analyze bylo na kazdou desku nanaSeno 5 vzorki

a jeden standard ke korekci rozdilti intenzit mezi deskami. Celkem bylo pribézné ptipraveno
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8 chromatografickych desek, prvni polovina slouzila ke stanoveni vzorkll zdravych darcti, na
druhou polovinu desek byly nandSeny vzorky diabetikli. Rozmisténi jednotlivych vzorkd na
desky je znazornéné v Tab. 3. Jako standard byl pouzit vzorek pool plasmy. Mobilni fazi byla
smés 160 ml n-hexanu, 40 ml diethyletheru a 6 ml kyseliny octové.

Pomoci tenkovrstvé chromatografie byl vzorek plasmy rozdé€len na nésledujici frakce:
fosfolipidy (PL), cholesterol (CHOL), volné mastné kyseliny (FFA), triacylglyceroly (TAG)
a estery cholesterolu (CE). Desky byly postiikany detek¢nim Cinidlem, kterym byla kyselina
fosfomolybdenova v ethanolu. Nasledn¢ byly desky umistény do suSarny na 15 minut pfi
teploté 60°C. Thned po vyndani byly desky vyfoceny pomoci denzitometru ChemiDoc XRS+,
coz dokumentuje Obr. 7.

Ziskana data byla vyhodnocena v programu Image Lab, Microsoft Office Excel
a Statistica 13.1.

Tabulka 3 Rozmisténi jednotlivych vzork na chromatografické desky

cislo
vzorku linie 1 linie 2 linie 3 linie4  linie5 linie 6
1.deska 37 38 41 46 52 ST
2.deska 2U 3U 8u 14U 33 ST
3.deska 45 47 48 49 59 ST
4.deska 7 9 12 17 69 ST
5.deska 1 2 3 4 5 ST
6.deska 6 7 8 9 10 ST
7.deska 11 12 13 14 15 ST
8.deska 16 17 18 19 20 ST

2.7 Vysledky a vyhodnoceni

Obr. 8 demonstruje princip vyhodnocovani jednotlivych chromatografickych desek po
denzitometrické analyze v programu ImagelLab. Nejprve bylo nutné jednotlivé vzorky —
sloupce jasn¢ ohranicit tak, aby nedochézelo k ptekryvani skvrn mezi vzorky. Nésledné byly
definovany lipidové frakce. Takto byly ziskany data pro vyhodnoceni a dal$i zpracovani
vSech chromatografickych desek. Program taktéZ umoziuje zobrazit vyfocenou
chromatografickou desku ve 3D formatu (viz Obr. 11) nebo jako chromatograficky zaznam
(viz Obr. 12).
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Tabulka 4 Souhrnna vysledkova tabulka diabetika

Pacient HbAlc PL CHOL FFA TAG CE
[mmol/mol]
1 48 0,859 0,526 0,908 1,465 0,997
2 48 0,984 0,655 1,038 1,315 1,223
3 50 0,914 0,732 1,105 1,081 1,254
4 53 0,918 0,549 0,907 0,967 0,835
5 64 0,999 0,648 1,044 2,055 1,212
6 70 0,772 0,749 1,221 1,890 1,004
7 73 0,723 0,640 0,982 1,905 1,349
8 87 0,758 0,685 0,936 1,478 0,999
9 94 0,816 0,665 1,058 1,584 0,997
10 36 0,452 0,467 0,477 0,775 0,455
11 40 0,727 0,520 0,841 0,880 0,838
12 44 0,763 0,543 1,153 1,818 0,995
13 47 0,727 0,543 0,896 1,264 1,069
14 50 0,644 0,448 0,859 0,888 1,008
15 55 0,809 0,529 0,916 1,230 1,017
16 59 0,904 0,695 0,801 1,133 1,540
17 63 0,946 0,638 0,763 1,104 0,939
18 61 0,671 0,537 0,756 0,814 0,833
19 63 0,907 0,533 0,803 1,231 1,013
20 72 0,911 0,677 0,699 0,740 0,984

V Tab. 4 jsou uvedeny vysledné intenzity jednotlivych frakci diabetikii a hodnoty
glykovaného hemoglobinu. Vzorek ¢islo 10 byl z vyhodnocovani vyfazen, nebot’ jiz pfii
ptipravé vzorki k aplikaci na desku byl vizualné naprosto odliSny od ostatnich (svitivé zluta
barva). Po zpracovani dat byly hodnoty intenzit jednotlivych frakci vyrazné sniZzené. Chyby

mohly nastat jiz pii samotném odbéru nebo nasledné manipulaci se vzorkem.
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Obrizek 8 Ilustrativni vyhodnoceni 7. desky v programu ImageLab
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Obrazek 9 Porovnani intenzit skvrn vzorkd vztazenych na intenzitu standardu mezi diabetiky a kontrolni
skupinou v jednotlivych frakcich

Na Obr. 9 muzeme sledovat rozdily v intenzitach skvrn diabetikl a kontrolni skupiny
u jednotlivych frakcich (vztaZzené na intenzitu standardu). Bylo zjisténo, Zze u diabetikl se
snizuje hladina cholesterolu, coz mize byt zptisobené napt. uzivanim statinti. Navzdory tomu
se cholesterol na glykovaném hemoglobinu zvySuje. Znamena to, ze diabetici s horsi

kompenzaci diabetu maji i vyssi hladiny cholesterolu.
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Obrazek 10 Statisticka vyznamnost jednotlivych lipidovych frakei

45



Rizné intenzity lipidovych frakeci (Tab. 4) byly zkoumany pomoci t-testu v programu
Statistica 13.1. Pro jednotlivé lipidové frakce byly sledovany rozdily jejich intenzit ztmavnuti
u kontrolni skupiny a u skupiny diabetikl. Sledovali jsme hodnotu statistické vyznamnosti p
(Obr. 10), ktera byla pocitana na hladin¢ vyznamnosti o < 0,050. Po provedeni statistické
analyzy ziskanych dat byl nalezen statisticky vyznamny rozdilu frakce cholesterolu

a fosfolipidu (Tab. 5), kde obé frakce byly u diabetikd snizené, coz miizeme pozorovat i na
Obr. 9.

Tabulka 5 Vysledkova tabulka t-testu

Ip Ik p
PL 0,828869 0,926986 0,003208
CHOL 0,605893 0,859905 0,000000
FFA 0,930828 0,972394 0,506474
TAG 1,307397 1,249484 0,664134
CE 1,058260 1,027781 0,543285

Legenda k Tab. 5:
Io ... pomér intenzit vzorku diabetika a standardu
Ik ... pomér intenzit vzorku kontrolni skupiny a standardu

p ... hladina vyznamnosti

Obrazek 11 7.deska (vzorky pacientti s DM2) v 3D zobrazeni
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Obrazek 12 Chromatografické zobrazeni jedné linie (jeden pacient) na 7.desce se vzorky diabetika

2.8 Zavér

Bylo analyzovéno celkem 40 vzorki, polovina vzorkii pochazela od zdravych darct,
druhd polovina byly vzorky diabetikii. Pomoci tenkovrstvé chromatografie byly ziskany
jednotlivé lipoproteinové frakce a tyto slozky byly nasledné detekovany denzitometricky po
aplikaci kyseliny fosfomolybdenové jako detekéniho ¢inidla.

Pii sestrojeni zavislosti podilu intenzit ztmavnuti skvrn jednotlivych frakci vzorkl
a standardu na glykovaném hemoglobinu nebyly nalezeny Zadné vyznamné zavislosti, kromé
frakce cholesterolu, ktera se u diabetikdl statisticky vyznamné zvySuje s rostoucim
glykovanym hemoglobinem. Ukazalo se, Ze glykovany hemoglobin neni idealnim markerem
pro posouzeni lipidového metabolismu, protoZze nam udéva predev§im miru kompenzace
diabetu. K hodnoceni lipidového metabolismu jsou vhodnéjsi data udavajici BMI pacienta
ajesté¢ lépe obsah tuku vtéle. Bylo zjisténo, Ze stanoveni lipidového spektra pomoci
tenkovrstvé chromatografie neni vhodné pro semikvantitativni stanoveni glykovaného

hemoglobinu.
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3 DISKUZE

Bylo zjisténo, ze chromatografické déleni plazmatickych lipidti na tenké vrstvé patii
mezi standardni analytické techniky vSeobecné vyuzivané pro svoji jednoduchost,
nenaroc¢nost a dobrou reprodukovatelnost. Tato technika je vyuzivana u nemoci, které maji
puvod, nebo souvislost s poruchami metabolismu lipidi, napi. u dyslipoproteinémie, diabetu
a kardiovaskularnich poruch a umoznuje jejich presnéjsi diagnostiku ze separovanych
lipidovych frakei.

Frakce fosfolipidi a triacylglyceroli vznikaji v hepatocytech a jsou jatry vylu¢ovany do
cirkulace, volné mastné kyseliny pochéazeji pirevazné z tukové tkané, estery cholesterolu jsou
difuzni skupinou lipidd, ktera ptevazné charakterizuje zpétny transport cholesterolu z periferie
do jater, které ho pak vylucuji formou zlu¢ovych kyselin. Je-li tento transport porusen,
dochazi ke zménam v zastoupeni HDL a LDL cholesterolu, které¢ pak zplsobuji
kardiovaskularni onemocnéni.

Jednotlivé lipidové frakce mohou byt izolovany pomoci separac¢ni chromatografie na
tenké vrstve, a dale analyzovany pomoci kapalinové, plynové, nebo gelové chromatografie
sruznou finalni detekci napf. FID, hmotnostni spektrometr, atd. Tyto pfesné analytické
techniky umoznuji kvantifikaci vSech tfid lipidi napt. mastnych kyselin, triacylglyceroli
a fosfolipidl. Piestoze tyto analytické postupy byly vyvinuty jiz v minulém stoleti, jsou stale
zdokonalovany a vybavovany moderni pfistrojovou technikou, ktera umoZnuje stanoveni
jednotlivych lipidovych derivati v mikro az nanogramovych koncentracich.

Soucast teoretické prace bylo studium literarnich prament zabyvajicich se
problematikou diabetické dislipoproteinémie, jejich pfti¢in, spojitosti s DM 2 a vznikem
moznych komplikaci. Byla zminéna terapie diabetu a dislipoproteinémie pomoci
nizkosacharidové diety, kterd je v soucasnosti velmi diskutovanym tématem. Dalsi zdroje,
které by mohly toto téma vice doplnit jsou napi. (Meng, 2017) nebo (Feinman, 2015).

V souvislosti s ateroskler6zou je tfeba upozornit na ¢astou mylnou domnénku laické
vetejnosti o tom, ze hlavni marker rizika KVO je hodnota celkového cholesterolu. Je ziejmé,
ze z hlediska aterogeneze je diagnosticky mnohem smérodatnéj$i pomér v zastoupeni LDL
a HDL cholesterolu. Dale je pro posouzeni kardiovaskularniho rizika klicova hladina TAG
a v neposledni fad¢ stanoveni apolipoproteinu B.

Byla verifikovana obecné znama skuteCnost, ze obezita ma zna¢né negativni vliv na

metabolické zdravi, a to v souvislosti s pozménénou sekreci a funkci adipokini, zvySenou
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nachylnosti kIR ¢i dislipoproteinémii. VSechny tyto faktory podnécuji kardiovaskularni
riziko, které je u pacientl s diabetem nckolikandsobné zvysené. Pouze striktni terapie vSech
rizikovych faktori muze vést k minimalizaci tohoto rizika a snizit mortalitu diabetiki na
kardiovaskularni nemoci na troven odpovidajici nediabetické populaci.

V praktické c¢asti prace byl studovan lipidovy profil diabetikli a zdravé kontrolni
skupiny. Byla nalezena statisticky vyznamna hladina u frakce cholesterolu a potvrzena
hypotéza rostouci koncentrace cholesterolové frakce s glykovanym hemoglobinem. Bylo
prokazano, ze glykovany hemoglobin pifimo souvisi s hladinou glykémie, naopak
bezprostiedné nesouvisi s lipidovym metabolismem. Pii nasem ptedpokladu jsme nevzali
V potaz, ze metabolismus diabetikti 2. typu je velmi rychly, oproti tomu glykovany
hemoglobin je dlouhodoby ukazatel pribéhu diabetu, a nelze ho proto povazovat za vhodny

marker pro ¢asny zachyt diabetu.
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