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SOUHRN

Tato diplomova prace se zabyv&hi experimentalnimi technikami pouzitymi pro
analyzu sérovych lipitl

Jako prvni byla vyuzita technika tenkovrstvé chrtogeafie k rozdleni lipida ve
vzorku do gti frakci: fosfolipidy, diacylglyceroly, triacylglgeroly, volné mastné kyseliny
a estery cholesterolu. Tyto frakce byly dale anakgmy pomoci druhé techniky — plynové
chromatografie. Touto technikou bylo Zj&ano procentualni zastoupeni jednotlivych
mastnych kyselin wthto frakcich.

Bylo zjistovano, zda se liSi procentualni zastoupeni jecsyotii kyselin u paciefit
s diabetickou polyneuropatii, diabetem a u zdrawsib.

Po vyhodnoceni vysledkmiaZemetici, Ze jsme zjistili vyrazgsi zmeny u kyseliny
palmitové ve vrst¥ fosfolipida a triacylglyceral a tato kyselina by poz{d mohla slouzit

jako diagnosticky marker pro ¢eni diabetické polyneuropatie.

Kli¢ova slova: lipidy, tenkovrstva chromatografie, plynova chraotafie,

diabetes mellitus, diabeticka polyneuropatie



SUMMARY

This thesis deals with two experimental techniqused for analysis of serum lipids.

The first technique was used to divide the thiretaghromatography of lipids in
the sample into five fractions: phospholipids, glgbycerols, triacylglycerols, free fatty
acids and cholesterol esters. These fractions fuetteer analyzed by the second technique
- gas chromatography. This technique has beenlisstadh percentage of individual fatty
acids in these fractions.

It was examined whether the percentage share ofidugl fatty acids is defferent
in group of patients with diabetics polyneuropatiiigbetes and healthy individuals.

After evaluating the results we can say that wanébmore pronounced changes in
palmitic acid in a layer of phospholipids and tyiggrides, and the acid could later serve as
a diagnostic marker for determination of diabebtypeuropathy.

Keywords: lipids, thin layer chromatography, gas chromatphya diabetes
mellitus, diabetic polyneuropathy
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1 Uvod

Diabeticka polyneuropatie je wejstjSi mikrovaskularni komplikaci provazejici
diabetes mellitus. Po &itém sjednoceni diagnostickych kritérii, akceptdvaubklinické a
klinické formy, uvadji literarni zdroje asi 32 % prevalenci diabetigalyneuropatie jak u
diabetiki 1., tak i 2. typu. Asi v 7 % jeffitomna jiz v dob stanoveni diagnozy diabetu.

Dva hlavni patogenetické vlivy jsou vy&hovany zvySenou diabetickou glykémii.
Nadbytek gluk6zy zfsobuje hromaghi vzniklého sorbitolu v nervovych vldknech a
naslednou inhibici tvorby myoinositolu a fosfointoéii potebnych k regeneraci
fosfomyelinové nervové membrany.

Publikovanych praci zabyvajicich se laboratorni gualstikou diabetické
polyneuropatie neni mnoho. Publikace se zabyva@ivgrré tim, jak této nemoci
piedchazet. Diagnostika se opira o 3 zakladni sloZzkgnamnézu, objektivni néalez
neurologického vyse&tni celéhoda a elektrodiagnostiku.

V praci se pozornosténuje experimentu a jeho vyhodnoceni. Experiment byl
provadn na Katetke biologickych a biochemickych éd& metodou tenkovrstvé
chromatografie a metoda plynové chromatografie pylavedena na Odteni Kklinické
biochemie Fakultni nemocnice Eberhard-Karl-Uniwétsi Tibingenu v rdmci Grantu
evropské unie s nazvem CARE-MAN.

Vzorky krevni plazmy pro analyzu poskytlo neurotdg oddleni Krajské

nemocnice Pardubice.

10



2 Cil prace

Cilem prace je analyticky verifikovat metodiku chratografického stanoveni
mastnych kyselin ve vSeclhiidach plazmatickych lipitl se zamfenim na fosfolipidy a
triacylglyceroly a porovnat jejich koncentrace uadich osob a u pacigns diabetickou
polyneuropatii a s diabetem. V zavislosti na fyagitkych nélezech neurologickych
vySeteni ugkit, zda zmny v koncentracich fosfolipid a triacylglycerol koreluji
s anamnézou paciént Ziskané hodnoty vyhodnotit a navrhnout jejich gdiastické

VyuZziti.
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3 Teoretickaéast

3.1 Jatra

V jatrech dochazi ke zpracovani Zzivin feftanych travicim traktem na formu
zuZitkovatelnou ostatnimi organyld. Jsou nejgtSim organem wte a vazi asi 1,5 kg.
VétSina krve do nich iichazi cestou vena portae a zbytek pak pedsictvim arteria
hepatica. S vyjimkou chylomikrdin které jsou penaSeny lymfou, je veSkery tsbany
material ve gew transportovan do jater portalni zilou. K wdwani metabolit z jater
dochazi pomoci zti, ktera je exokrinnim sekretem jater a je vyznamratraveni lipid

(Junqueira a spol. 1997).
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Obr. 3.1 Anatomie jater (pohled zegedu)
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Obr. 3.2 Anatomie jater (pohled zezadu)

3.1.1 Struktura jater

« Stroma — jatra jsou kryta tenkym vazivovym pouzdrem, &tgg zesileno v mist
hilu. Sem pichazi vena portae, arteria hepatica a jatr&m wpoustji pravy i levy
ductus hepaticus a lymfatické cévy.

« Jaterni lala¢ek — hlavni stavebni jednotkou jater je hepatocyt.jSbu uspeadany
v plotnach a tvii struktury, které se nazyvaji jaternitiédy. Prostor mezi tepnami je

vyplnén kapilarami — jaternimi sinusoidami.

» Hepatocyty — obsahuji velké mnozstvi glykogenu. Jeho mnoastatrech se gni
v dennim rytmu a odpovida n@mimu stavu jedince. Jaterni glykogen je zasobarnou
glukézy a je mobilizovan ihned, pokud klesne jejadina v krvi. Takto udrzuji

hepatocyty rovnovazny stav krevniho cukiunqueira a spol. 1997).
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3.1.2 Z&kladni funkce jater

« Produkce ZIwi — deni produkuje asi 600 ml. Ztuobsahuje mimo jiné i Ztova
barviva a Zldové kyseliny. Ma zésadni vyznam pro festavan tuk a vitamini

rozpustnych v tucich.

» Detoxikace — dochazi zde ke konjugaci s kyselinou sirovouonélselinou

glukuronovou. Schopnost inaktivacékterych hormoi (nag. inzulin).
» Organ produkujici teplo — to zmisobuje vysoka metabolicka aktivita.

* Glukostaticka funkce — timto zasahuji do metabolismu sachari¥f jatrech je

v pripact potreby indukovana glukoneogeneze, je zde zasoba giykog

* Produkce lipoproteini typu VLDL a HDL - probih& zde desaturace a elongace
mastnych kyselin a jatra se podili zasadnimisapem na metabolismu cholesterolu
(Trojan a kolektiv, 2003).

3.2 Lipidy

Jako lipidy oznaujeme skupinu buftnych slozek, které si jsou podobné svou
rozpustnosti. Rozpousti se v nepolérnich rozgdieith (chloroform, ether, benzen). Ve
vodé jsou \WtSinou nerozpustné. Lipidyédme na mastné kyseliny, jednoduché lipidy,
lipoproteiny a slozené lipidy.

Podili se hlavéh na stav® burg¢nych membran, které jsou temy pgevazr
fosfolipidy a cholesterolem. Triacylglyceroly jsadealnim energetickym substratem,
neabsorbujicim vodu z okolniho prigsti. Tukova tka je ve srovnani s jinymi tk&mi
lehk& a sotasré energeticky velice bohata. Ve vodném predik (v krevni plaz®) jsou

lipidy transportovany ve formlipoproteinovychtastic (Soska 2001).
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3.2.1 Klasifikace lipidi

1) Jednoduché lipidy

Jsou to estery mastnych kyselinignmymi alkoholy.

* Tuky — estery mastnych kyselin s glycerolem

* Vosky — estery mastnych kyselin s vy5§Simi jednogyiiralkoholy

2) Slozené lipidy
Jsou to estery obsahujici krémastnych kyselin a alkoholu je&talSi skupiny.

» Fosfolipidy — lipidy, které obsahuji krottrmastné kyseliny a alkoholu jéstbytek
kyseliny fosforéné. Velmi ¢asto mohou obsahovat i dusikaté baze a dalSi
substituenty. Blime je na glycerolfosfolipidy, zde je alkoholem glycerol a
sfingofosfolipidy, kde je alkohol sfingosin.

* Glykolipidy (glykosfingolipidy) — lipidy, které obsahuji mastnou kyselinu,
sacharidovou slozku a sfingosin.

e Ostatni slozené lipidy — sulfolipidy a aminolipidy. MZeme sem zadit i

lipoproteiny.

3) Prekurzory a odvozené lipidy

Do této skupiny pat mastné kyseliny, glycerol, steroidy, alkohobietré glycerolu
a sterol, mastné aldehydy a ketolatky, uhlovodiky, v tuctoérozpustné vitaminy a
hormony.

Acylglyceroly, cholesterol a jeho estery, které esmwu Zadny naboj, se nazyvaji

neutralni tuky (Murray a spol. 2002).

3.2.2 HRehled dilezitych lipida

3.2.2.1 Mastné kyseliny

Predstavuji zakladni stavebni kameny zZivé hmoty. Molhgt nasycené nebo
nenasycené karboxylové kyseliny s uhlikovyettzcem od 2 do 36 ataim U VysSich

Zivogichu a rostlin dominuji mastné kyseliny (FA) se 16 a ulikovymi atomy, tj.
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kyseliny palmitova, stearova, olejova a linolovéi Aolovina FA je nenasycenych s 1-6
dvojnymi vazbami, vice nenasycené FA (PUFA) jsoarakterizovany pentadienovym
uspdadanim dvojnych vazeb (Tvrzicka a spol. 2009).

Pritomnost nenasycené vazby poduaje existenci prostorovych izontersmeiuji-

li uhlikové fetzce na protilehlych stranach této vazby jedningrem, jedna se ais-
izomerii, smetuji-li na op&né strany, jedné seteans-izomerii. Pro nenasycené mastné
kyseliny @irozenych lipidi je typicka cis-forma.

Lidsky organismus si mastné kyseliny umi vyivgam. Syntéza probiha v jatrech.
Jedinymi nezbytnymi kyselinami, které pethujeme, ale neumime si je syntetizovat jsou
kyseliny linolovd, linolenova a arachidonova (eséimé FA). Zakladem syntézy FA je
acetyl-CoA, ktery vznikd ze sachafid aminokyselin i odbouravanim jinych FA.

Odbouravani FA sede katabolickym procesembeta-oxidaci(Stern a spol. 2005).

3.2.2.2 Fosfolipidy

Jsou to sloteniny kyseliny fosforéné s glycerolem a s dalSimi latkami (hap
serinem, cholinem). Jsou lokalizovany na rozhrgmddvé a vodni faze, protoZze skupina
kyseliny fosforéné je hydrofilni, op&ny konec molekuly je hydrofobni. Diky tomu maji
nezastupitelnou roli v bitnych membranach a na povrchu lipoproteiiNegast;i
vyskytujici se fosfolipidy (PL) jsou fosfatidylchiol (lecitin) a sfingomyelin. Lecitin je
obsaZzen hlavh v bure¢nych membranach a sfingomyelin v nervové tkani. Q¥mau
zastoupeny vV lipoproteinech, kde umog transport triglycerid a esterifikovaného
cholesterolu ve vodném praostdli.

Syntéza PL probih& ve vSech tkanich, krevni fgsifd}i se syntetizuji fedevSim
v jatrech (Soska, 2001).

3.2.2.3 Triacylglyceroly (Triglyceridy)

vznikajici vazbou 3 mastnych kyselin na glyceroa plvnim uhliku je $Sinou vazana

kyselina palmitova, na druhém kyselina linolova a tfetim kyselina olejova. Syntéza
triacylglyceroli probiha pedevSim v jatrech (v mensi imitaké v enterocytech). Hlavnim
zdrojem dvouuhlikatych &bt pro syntézu mastnych kyselin je hlavwglukdza. ZvySena

koncentrace triacylglycerdlv krvi je zpisoben nadirnym gijmem energie v potrav Ke
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Stpeni triacylglyceral v tukové tkani dochazicinkem hormon-senzitivni lipazy. Tento
enzym je inhibovan inzulinem a je aktivni pouze mizké koncentraci inzulinu (Soska,
2001; Voet, Voetova, 1995).

3.2.2.4 Cholesterol

Cholesterol je vyznamnou slozkou zignych plazmatickych membran a v mensSi
mife se vyskytuje také v membgarvnitroburé¢nych organel. Jehodpod je bul
endogenni (syntéza) nebo exogenni (potrava). Syntémlesterolu je schopna kazda
ZivocisSna butka. Syntéza probiha rgdevSim v hepatocytech, v nervové tkani a
v enterocytech. Cholesterol jéldzitou latkou ukujici vlastnosti membran a je ve velkém
mnozstvi pitomen v lipoproteinech. Je to prekurzor steroidriiormori.

V organizmu existuje ve dvou formach: volny a afil@mvany (ma navazanou
mastnou kyselinu na jeho OH sku@in

* Volny cholesterol
Je jednou ze zakladnich s@sti vSech ziv&iSnych bugk. Jeho zakladni
biologické funkce:
» Je vychozi latkou pro syntézu steroidnich horénon
» Je vychozi latkou pro syntézu Zavych kyselin.
» Je nezbytny pro syntézu vSech lipoprolieue stewé a jatrech, je zakladni
souasti povrchové struktury vSech lipoproigiBez cholesterolu by nebyla
mozna resorpce triacylglycetol v tucich rozpustnych vitaniiree steva,

jejich transport a utilizace. Proto musi byt seogém do Zldge.

» Esterifikovany cholesterol
Aby mohl byt cholesterol transportovan v lipopraegh a ulozen v likach, musi
byt nejprve esterifikovan— je transportni a zasobni formou cholesterolu. Je
transportovan uvnit lipoproteinovych ¢astic a jeho zasoba jetgulevSim

v hepatocyteckSoska, 2001; Voet, Voetova, 1995).
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3.2.2.5 Lipoproteiny

Lipidy jsou v plazng transportovany ve vaza bilkoviny a takto vznikléastice
se nazyvaji lipoproteiny. V jejich j& se nachézeji nepolarni triacylglyceroly a
esterifikovany cholesterol. Na povrchu jsou vicdapu lipidy — volny cholesterol,
fosfolipidy a apoproteiny.

Apoprotein
PO \ <+— Cholesterol

b

CHy

=
OH, l
b

Obr. 3.3 Obecny obrazek lipoproteinu

* Metabolizmus lipoproteini

Exogenni triacylglyceroly a cholesterol jsou tramspvany v chylomikronech.
Tyto lipoproteiny jsou neptSi, maji nejvyssi podil lipida nejnizSi hustotu. Vznikaji ve
sliznici tenkého d¢eva odkud se dostavaji do krevniho ¢luln NejdilezitejSim
apoproteinem pro syntézu chylomikforje apoB-48. V krevnim ahu se setkavaji
s lipoproteinovou lipadzou, kteraépi triacylglyceroly v chylomikronech (Racek a spol.
2006).

Aktivatorem lipoproteinové lipazy je apoprotein Chiery je gitomen na povrchu
VLDL, inhibitorem je apoprotein Clll. Za fyziologkych okolnosti je vrchol koncentrace
chylomiker asi za 3-6 hodin po jidle, jejich bioicky polctas je asi %2 hodiny a po 9
hodinach jsou upkhodbourany (Soska, 2001).
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Uvolnéné mastné kyseliny mohou slouzit jako zdroj enepg@svaly a jiné tkan
ukladaji se v tukové tkani ve fonzasobnich triacylglycerdlnebo jsou vychytavany jatry
a metabolizovany a nebo vyuzity k resyntéze triglggeroli. Po hydrolyze #tSiny
triacylglyceroli zbudou z chylomikroin malé ¢astice obsahujici hlagncholesterol tzv.
remnants. Ty jsou z obhu odstrasny jatry (Racek a spol., 2006).

Lipoproteiny o velmi nizké hustog€ (VLDL) jsou hlave tvoreny v jatrech.
Zakladnim apoproteinem je apoB-100. V hladkém eladwpatickém retikulu ibira
endogenni triacylglyceroly a malé mnozstvi asteholesterolu. Prosdnictvim Golgiho
aparatu jsou vezikuly &sticemi secernovany do krve. V plaztato forma VLDL gibira
z lipoproteini o velké hustat (HDL) estery cholesterolu, apoC a vznikaji zraleDL,
které pomoci lipoproteinoveé lipazy ztraceji triaglyceroly. Fosfolipidy, apoC &st apoE
jsou geneseny do HDL a z lipoprotéirVLDL vznikaji lipoproteiny o stifedni hustog
(IDL).

Lipoproteiny o stedni hustat obsahuji ve srovnani s VLDL ési podil
triacylglycerofi. Ten vzrostl diky hydrolyze triacylglycefol absolut prenosem estér
cholesterolu z HDL (Racek a spol., 2006).

Na svém povrchu nesou apoE a apoB-100. Za fyzickggh okolnosti maji velmi
kratky biologicky pol@as a jejich koncentrace normélnegesahuje 1/10 koncentrace
LDL. Jsou metabolizovany dvojim @gobem: Bd’ jsou vychytavany receptorem pro
apoprotein E, ktery je totozny s receptorem prdarhjkronové remnanty a degradovany
jsou hlave v jatrech, nebo jeéast IDL vystavenadinku jaterni lipazy a ta z nich odpuje
dalSi¢éast triacylglyceral a vznikaji z nich v jatrech LDL (SoSka, 2001).

Lipoproteiny o nizké husto#® (LDL) maji jako hlavni funkci fenos cholesterolu
do perifernich tkani. Jejich jadro totiz obsahwgentt vylucné cholesterol a povrch je
tvoren fosfolipidy, volnym cholesterolem a apoproteingsh00 (Racek a spol., 2006).

Periferni tka® nejsou na dodavce cholesterolu zavislé, protoze unoi
syntetizovat. Fyziologick& koncentrace LDIlovéka (do 3 mmol/l) je mnohenetdi, nez
je skuténa poteba cholesterolu v likach. Do budk vstupuji ¢astice LDL ges LDL
receptory a jejich ligandem je apoprotein B-100.LLEeceptory biika syntetizuje P
nedostatku cholesterolu, receptor migruje na powatky a navaze LDLEastici z krve.
Potom je cely komplex internalizovan, cholesterbluiky uvolnén a LDL receptor mize
znovu migrovat na povrch bhky. LDL maji dlouhy biologicky poldas acéast z nich

podléha chemické modifikaci - glykaci nebo oxidégoska, 2001).
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Poslednim typem jsolipoproteiny o vysoké husto€ (HDL). Ty jsou ze vSech
lipoproteini nejmensi a vznikaji jako nascentni HDL v jatrech @nkém sew. Maji
diskoidni tvar a jsou tweny dvojvrstvou fosfolipid a apoproteiny A-1, A-ll a E. Jejich
funkci je gjimani volného cholesterolu z beimych membran i z jinych typ
lipoproteini. Volny cholesterol je ¢astici esterifikovan a estery cholesterolu se famim
vjadee HDL. Tento dj katalyzuje enzym lecitin-cholesterolacyltransfra(LCAT).
Nejmensi sférickécastice HDL se ozraji jako HDLg, jejich obohacenim o dalsi
cholesterol se gmi na HDL, Z tchto ¢astic vynénou cholesterolu za triacylglyceroly
z VLDL vznikaji HDL,,, které se po hydrolyze jaterni lipdzownh znovu na HDEL.
Prenos cholesterolu z HRLna VLDL zaji¥uje bilkovina cholesteryl-ester transfer protein
(CEPT). Takto se fgbyt&ny cholesterol z buitnych membran i@s HDL dostava do
VLDL a vraci se to jater vychytavanim IDL nebo LIPRacek a spol., 2006).

Extrahepatic
tissues

fatty
acids

Obr. 3.4 Lipoproteinovy metabolizmus
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3.3 Diabetes mellitus

3.3.1 Etiologie

Za diabetes mellitus neni zodgowa mutace jediného genu s dominantnim nebo
recesivnim ddicnym prenosem, ale jde o multifaktorovy igob ddicného penosu.
Vystupuje @i tom vice zmnén genetickych informaci, které vedou k manifesteanoci az
v kombinaci a ve spojeni s exogennimi vlivy (Kansospol., 1982).

3.3.2 Typy onemoc#ni

Diabetes mellitus neni jednotné onemsdn Podle etiologie ho lze ro&d na:
diabetes mellitus 1. typu, diabetes mellitus 2.utypgestani diabetes mellitus a ostatni

specifické typy diabetu.

3.3.2.1 Diabetes mellitus 1. typu

Obvykle se oznaije jako IDDM (diabetes mellitus z&visly na inzul)n Postihuje
vétSinou mladé lidi. Jedna se o skirtg defekt tvorby inzulinu, vyvolany postupnou
destrukci beta-bwhk Langerhansovych osirki. Za icinu se povazuje autoimunitni
proces, vyprovokovany virovym onemaeciim ¢i chemickou modifikaciéchto burk u
jedinal s diabetickou predispozici. Na destrukci betackupankreatu se nepochybn
podileji i volné radikdly, resp. reaktivni formy dtiku. Nemocni maji sklon k rozvoiji
ketoaciddzy (Racek a spol., 2006).

Béhem poslednich dvou dekad se zjistilo, Zze hlavmnéu diabetu zavislého na
inzulinu je imunitni etiologie, Ze nemoc vznikaakg¢mkoli ¥ku a Ze pacienti nejsou zcela
zavisli na inzulinu ¥asnych stadiich nemoci. Podle Americké diabetolagiasociace

doSlo k rozdleni diabetu 1. typu na dva typy:

« Typ 1A — je imunit¢ zprostedkovana forma a je charakterizovari@gmnosti
protilatek proti ostivkim a zadtem pankreatu s destrukci dstkovych beta-
burgk. Vzdy progreduje k&Zkému inzulinovému deficitu. Je spojen s mnoha
jinymi imunologicky podmianymi chorobami (Addisonova choroba, celiakie,

autoimunitni tyreoitida, pernicidzni anemie).
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Stadia vyvoje:

» Geneticka dispozice
Spoustci zoéna
Aktivni autoimunita
Ztrata inzulinové sekrece
Zjevny diabetes
IDDM

vV V V VYV V

* Typ 1B — je uken pro formy diabetu €zkym inzulinovym deficitem bez znamek
autoimunity (Rybka, 2007).

3.3.2.2 Diabetes mellitus 2. typu

Obvykle se oznauje jako NIDDM (diabetes mellitus nezavisly nautinu), i kdyz
nezavislost na dodavce inzulinu neni pravidlem. DM je negastjSi metabolickou
poruchou vyznéujici se rezistenci na inzulin nebo relativnim retdtkem inzulinu, ktery
vede v organismu k nedostatému pouziti glukézy. Rezistence jeugpbena bdi
shizenim pé&tu receptoit nebo postrecepi blokadou. Do této skupiny gataz 90%
diabetika. Na rozdil od diabetu 1. typu se nejedna o zaditognosti beta-buk slinivky
bfiSni syntetizovat inzulin. Zakladni diagnostickoarychou je nerovnovdha mezi sekreci

a inkem inzulinu v metabolizmu glukézy. Jde o komluinabou poruch:

a) Poru3ené sekrece inzulinu.

b) Pasobeni inzulinu v cilovych tkanichtfipemz kvantitativni podil obou poruch
muze byt rozdilny. Neni tak jasné, ktera odchylkapjenarni, ale nezbytnym
piedpokladem je ifitomnost obou poruch. Na vzniku choroby se podileji
genetické vlivy a exogenni faktory.

Mezi nejdilezitéjSi exogenni faktory p#t

* nadnérny prijem kalorii

nevhodné slozeni stravy

nedostaténa fyzicka aktivita

obezita

koureni a jiné civiliz&ni navyky
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Postizeni byvaji spiSe starSi lidéasto obézni (f redukci €lesné hmotnosti
dochazi k vyraznému zlepSeni metabolizmu glukoegpr sniZzeni inzulinové rezistence)
(Rybka, 2007; Racek a spol., 2006).

U diabetika je dvakrat azitkrat vyssi riziko infarktu myokardu nez u nediakét
Toto zvySené riziko se tyka i paciéntse syndromem inzulinové rezistence.
Hyperlipidemie u diabetik je velmi zasadnim, ale ovlivnitelnym rizikovym takem.
Diabetes mellitus 2. typu je charakterizovamito odchylkami v plazmatickém lipidovém
spektru:

» zvySena hladina triacylglycerohalano i po jidle

» snizena koncentrace HDL-cholesterolu

» vyskyt malych, denznich LDL-lipoproteinpti zpravidla normalni nebo
jenom lehce zvySené koncentraci LDL-cholesterolua(il, Syrovatka,
2004).

3.3.2.3 Gesténi diabetes mellitus

Jde o jakykoli stupe gluk6zové intolerance s prvnimi projevghem ghotenstvi,
neiastji béhem 20. tydnu, a Upravou po porodu. Vyskyt v poguja asi 2-3 %.
Pravidlem byva inzulinova rezistence, ktera #ghu thotenstvi stoupa a maxima
dosahuje mezi 24. a 30. tydnedhdtenstvi, kdy se n&stji gesta&ni diabetes mellitus
(GDM) manifestuje.

Antiinzularni efekt maji placentarni hormony, hlavrkortizol a humanni
placentarni laktogen (Rybka, 2007).

Béhem thotenstvi dochazi k celkovému ovlém sacharidového metabolizmu.
V organizmu stoupd &kolikandasobt hladina fiznych steroid, prolaktinu a dalSich
hormori. V téhotenstvi se #ni (klesd) aktivita glukdzového transportéru GLUklesa
stimulani &inek glukézy na sekreci inzulinu. Poruchy sekretaiiinu gredchazeji podle
Ryana (1995) poklesu glukézové tolerance. Bntb znénach se krom hormonalnich
faktora podili i pokles saturaceckterymi ionty (Mg, K, Cl) i vitaminy (pyridoxinem).
Také ale pedpoklada, Ze GDM vznikéa pouzé powastné poruSe furtki kapacity beta-
burgk Langerhansovych osirki. Je nesporné, Ze i lehka forma gé&stio diabetu
negiznivé ovliviiuje vyvoj plodu, a to nejen intrauterinni, ale inik diabetu v dalSim
pribéhu Zivota. B dlouhodobém pozorovani postizenych Zen se ukazigeu casti

pietrvava porucha glukdézové tolerancé&¢emz u menstasti vznika diabetes mellitus 1.
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typu, u \&tSi ¢asti diabetes mellitus 2. typu aasti dochazi k plné normalizaci glukbzové
tolerance (Zamrazil a spol., 1997).

3.3.3 Poruchy metabolizmu lipich u diabetes mellitus

Diabetes 2. typu a inzulinova rezistence souvgejizajemnym propojenim vztahu
plazmatickych lipid a lipoproteinovych abnormalit. Tyto abnormalityhmauji pokles
HDL-cholesterolu, fevahu LDL¢astic a zvySeni hladiny triacylglyce@olRostouci jaterni
sekrece VLDLcastic bohatych na triacylglyceroly a snizujici stbauravani VLDL se
povaZuje za hlavni zavaZnost v patofyziologii dyislemii (Krauss, 2004).

Mezi vyznamné vlivy, které jsou pro patogenezi hiipeproteinémii u diabetik
typicke, fadime schopnost inzulinu regulovat syntézu VLDlatvgch. Inzulin zvySuje
odbouravani apoB v cytosolu, a proto stavy, kdinpilinu méalo, nebo kdy je nefuérk,
vedou k narustu koncentrace tohoto apoproteinwlimzaké sniZzuje syntézu proteinu
MTP (microsomal triglyceride transfer protein), g¢hdkolem je mikrozomalni transfer
triacylglyceroli (Perustova, Andl, 1999).

3.3.3.1 Patofyziologie hyperlipidemie u diabetu

» Hypertriacylglycerolemie

U pacient s NIDDM Dochazi v tukové tkani wvidledku nedostateé
senzitivie k inzulinu ke snizeni aktivity lipoproteinové lipa (LPL) a naopak
k odblokovani aktivity hormon-senzitivni lipazy. Tma za nasledek sniZzenou
hydrolyzu triacylglyceral obsazenych v cirkulujicich VLDL (a chylomikronech)
také zvySeny tok volnych mastnych kyselin z tuktkée do jater. K nadprodukci
VLDL v jatrech dochaziiejme¢ v disledku hyperinzulinemie. Inzulin mé&iléZzitou
roli v regulaci syntézy triacylglycenbla VLDL, a to gedevsSim diky aktivaci
nuklearnich transkrimich faktofi SREBP-1 (Sterol Regulatory Element Binding
Protein). SREBP-1c jeiffomny v jatrech i v tukové tkani a je zodgdwny za
syntézu mastnych kyselin, triacylglycara VLDL.
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Muzeme ji tedy vysétlit jako zvySenou syntézu VLDL na jedné sitaa
zhorSenim odsunu triacylglycetat VLDL a chylomikrori do perifernich tkani na
straré druhé (VrablikCeska, 2003).

Nizky HDL-cholesterol

Hlavni funkci HDL je reverzni transport cholesteral perifernich tkani do
jater. U pacierit s diabetem nesthcastice HDL3 vyzrat v objendsi HDL2a,
jelikoz je ihned po vyplaveni do periferie vystamertasgjSi interakci
s objem§jSimi VLDL (bohatymi na triacylglyceroly), které r&uluji v plazne ve
zvySené koncentraci (jak jiz bylo uvedenidved). HDL3 resp. malé HDL2a Zae
piilis brzy smEnovat relativé malé mnozstvi cholesterolovych egtera
triacylglyceroly. To nésledn zabrani uklddani dalSich cholesterolovych éster
v jadru takové HDLgastice. V jatrech hydrolyzuje hepatalni lipazadylglyceroly
na HDL uZ pi jejich malém mnozstviCast HDL je jatry pimo vychytavana a
zbylé ¢éastice se vraceji 2p do cirkulace jako HDL3. Nizky HDL-cholesterol u
diabetika je tedy zfisoben sniZenou transportni kapacitou HDL pro tglggeroly,
ale zarove vyssi frakni clearance HDL v jatrech, ktera rénvede ke snizené
koncentraci HDLeastic (Kraml, Syrovéatka, 2004).

Poruchy u diabetes mellitus 1. typu

U IDDM vede nedostatek inzulinu k poklesu aktiViifyoproteinové lipazy
a k zvySeni aktivity endogenni lipazy v tukové tkdnisledkem je zvySeniifsunu
volnych mastnych kyselin do jater ast koncentrace VLDL v jatrech. ZvySeny
jsou také glykace a peroxidace lipoprote{Rerusiova, Andl, 1999).

Lipidovy profil pacienta s IDDM je &Sinou ovliiiovan glykémii. Jestlize
je glykémie v normalnich hodnotéach, lipidové spekirje WtSinou stejné jako u
osob bez diabetu. Studie ukazaly, Ze u osob gedétenym diabetem 1. typu byly
hladiny lipidd a lipoproteiri velmi podobné hodnotam osob bez diabetu. Mirné
rozkolisani glykémie je spojeno s pouhym vzestupéraovych triacylglycerdl ale
neprojevuji se rozdily v hladinach LDL a HDL. Spatkontrola diabetu se

zavaznym inzulinovym deficitem a diabetickou keidézou je ¢asto spojena
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s vyraznou hypertriacylglycerolemii, v snizené aktivié lipoproteinové lipazy.
Pt zahdjeni inzulinové terapie se hladina triacydglpli vraci k fyziologickym
hodnotam (Szabo, 2001).

3.4 Polyneuropatie

Nejcastji se v populaci vyskytuje diabeticka polyneuropatiezi dalSi n€épsgjsi
piiciny polyneuropatii pét: alkohol, borreliéza, neoplazmata, chemoterapenalni
insuficience, hepatalni |éze, arteriosklerdza albmlobé podavanihkterych farmak.

Polyneuropatie postihuji fedevSim axon i myelin soéasre a jednotlivé typy
polyneuropatii se liSi stupm postiZzeni axonu a myelinu (rfagetylicka neuropatie ma
v patatku onemocEni dominantni postizeni axonu a relativmalé postizeni myelinu,
negastjSi diabeticka polyneuropatie ma postizeteyazre axonalni na rozdil od vzacné
difterické, ktera postihuje prakticky jen myelin). polyneuropatii postihujicich myelin,
jsou zji¥ovany protilatky proti glykoproteinu a u polyneuatip postihujicich axon se

objevuji protilatky proti sulfatidm (BartouSek, 2002).

Dendrite Axon
terminal

Myelin sheath

& 2000 John Wilay & Sons, inc

Obr. 3.5 Struktura neuronu
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3.4.1 Zakladni klinické projevy vSech typ polyneuropatii

Pro vSechny typy polyneuropatii je spoilg pomaly zéatek potizi, které trvaji tak
dlouho, dokud neni odstrama @icina polyneuropatie. Potize zazinajiSmou na dolnich
koncetinach a maji ponozkovity typ porucléjti a postizeni akralnich svala teprve
s odstupentasu se zmou objevovat na hornich k&gtinach rukavicovou poruchaiiti a
slabosti akralnich swval

1. Irita €ni senzitivni projevy — objevuji sewzné poruchy citlivosti od mraveéent,
brréni nebo paleni az po bolesti.

2. Zanikové senzitivni priznaky — dostavuje se sniZzena citlivost na zevni smyslové
podrety (hypestezie) az po znecithivi, ztratu vnimani dotyku, bolesti a tepelnych
zmen, snizeni hluboké citlivosti (pallhypestezie) agmizeni hluboké citlivosti
(pallanestezie).

3. lIrita ¢ni motorické piiznaky — projevuji se stazenim svuaZ bolestivymi kecemi,
piedevsim na dolnich koéatinach.

4. Zanikové motorické priznaky — Slachookosticova hypo az areflexigggevsim na

okrajich dolnich kogetin, cast&né ochrnuti svalcastji na dolnich kogetinach.

3.4.2 HRehled nejdilezitéjSich forem polyneuropatii

1. Polyneuropatie u endokrinnich chorob

» Diabeticka polyneuropatie— vyskytuje se néastji (podrobré popsana
v kapitole 3.4.3).

* Hypotyreoticka polyneuropatie- vyskytuje se velmi malo, postihuje axon i

myelin.
2. Metabolické endotoxické polyneuropatie

* Uremicka polyneuropatie- jeji vyskyt se zvySuje meé s nafistajicim
poétem dialyzovanych pacieintu kterych se vyskytuje velndasto. Jedna
se o velmi &ké postizeni axonu i myelinu s vyraznymi atrofiemi

okrajovych sval.
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» Hepatalni polyneuropatie- klinicky vyskyt ma gsedni frekvenci. Jedna se
0 postizeni axonu i myelinu. U pokitych jaternich 1ézi p jaternim

selhavani mize dosahovat agzkého stup#

» Porfyrickd polyneuropatie — je velmi vzacna. Mzeme ji prokazat

biochemicky stanovenim porfobilinogenu v énbéhem zachvatu.

* Amyloidova polyneuropatie- vyskytuje se také velmi vz&enPostihuje

axon i myelin.

. Polyneuropatie p¢i malnutrici — vCR vzéacna a vyskytuje se prakticky jen u
toxikomaru, kde je vzdy v kombinaci s exotoxickou polyneuttip&/elmi vzacré
doprovézi &zkeé formy anorexii. Jde ¢4ké postizeni axani myelinu s vyraznymi

atrofiemi okrajovych sval

. Polyneuropatie pgfi malabsorpénich chorobach— vzacna, vyskytuje se u stago
rozsahlych resekcich Zaludku & pernicioznim typu gastritidy. Imunologickymi
mechanizmy zde dochazi k blokadiazby vitaminu B, na vnitni faktor

znemo#ujici jeho resorpci.

. Polyneuropatie aterioskleroticka a invol&ni — vyskyt je ¢asty u nemocnych
seniof, ale fed ugenim diagn6zy se musi vyléitijina pricina neuropatie, ktera je
¢asta ve vyssiméku (diabetes mellitus, malignita, Borrelie, alkolaojiné). Jedna

se o0 lehké neuropatie s postiZzenim axonu i myelinu.
. Polyneuropatie pFi kolagendzach- vyskyt je maly a postihuje axon i myelin.

. Polyneuropatie paraneoplastické- vyskytuji se¢asto. Doprovazi té#i vSechny

malignity a je potencovana cytostatickotdeéu.
. Polyneuropatie exotoxické

* Polyneuropatie pi chronickém etylizmu — v naSich podminkach se
vyskytuje velmicasto. Postihuje pouze axony a projevuje se toiatrof
distalnich sval na dolnich ko&etinach. K diagnostice iieme pouZzit
vySeteni karbohydrat deficientniho transferinu (CDT)erkt je specifické
pro chronickou konzumaci alkoholu a po narazovézkamaci se nezvysuje.

Na patogenezi se vyrazpodili deficit vitaminu B.
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* Polyneuropatie pi dlouhodobém podavani farmak— jsou téndt
pravidelnou komplikaci by cytostatik a ¢astou komplikaci oy

kombinacemi sulfonamida trimethoprimu u infekci miovych cest.

* Polyneuropatie pi otravé olovem, arzénem a organickymi rozpoédiy -

jsou velmi vzacné

9. Polyneuropatie séogenetické (postvakcidai) — objevuje se vzaén Postihuje

axon i myelin.

10.Polyneuropatie pfi borrelibze — vyskytuje se velmiasto a postihuje axon i
myelin. PostiZeni rive byt az sedre téZkého stupé (Bartousek, 2002).

3.4.3 Diabeticka polyneuropatie

Diabeticka polyneuropatie je ®estjSi mikrovaskularni chronickou komplikaci
doprovazejici diabetes mellitus. Dlouhou dobu hyhigky vyznam tohoto onemoé¢ni
podcaéiovan, ale v sotasnosti se vi, Zze diabetickd polyneuropatie zvy3ujpacient
morbiditu i mortalitu.

U diabetika dochazi krozvinuti nezfliveho postizeni perifernich narva
sowasre neni objevena jinaifgina tohoto postiZzeni. Postizenfi gliabetu za&ina od
akralnich¢asti gedevsim dolnich kawtin. Periferni nerv se skladatzre silnych vlaken,
kterd plni tizné funkce. Motoricka vldkna jsou nejsi§i a maji pohybovou funkci.
Senzitivni vldkna se liSi: slabsi vlakna reagujidwtyk, jes¢ tenti jsou pro bolestivé a
termické cigni a poté silna vlakna, ktera slouzi pro hlubokatlivost (polohocit,
pohybocit a vnimani vibraci). Prétato vlidkna byvaji postizena v {@&enich stadiich
diabetické polyneuropatie. Vegetativni vlakna inginfednotlivé vnitni organy, ale také
cévy zasobuijici jednotlivé periferni nervy (OISoysR006).

3.4.3.1 Etiopatogeneze diabetické polyneuropatie

| pfes to, Ze etiopatogeneze neni zcdles@ znama, se za nejzava&ii faktor
povazuje dlouhodoba hyperglykemie, ale podili senintaké dalSi metabolické poruchy
s vlivy genetickymi i exogennimi a angiopatie -hismie.

Mechanizmy uplatujici se v etiopatogenezi diabetické polyneuropatiizeme
rozctlit do nekolika okruhi, které se vzajenmnovliviuji a jejich podil na vzniku choroby
je razny:
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* ZvySena aktivita polyolové cestytipzvySené aktivik enzymu aldoreduktazy
s hromadnim sorbitolu a fruktézy v nervech a naslednym ewy vychytavani

myoinositolu.

« Zmeény v aktivit membranové NaK*-ATPazy a poruchy intracelularnindemosu

signalu zjisobené hyperglykemii vedou k poruse funkce nervu.

* SniZeni tvorby tlezitého neuromodutaiho a vazodilatmiho produktu NO —
oxidu dusnatého a metabolizmu prostaglaidit/platiuje se i neenzymova
glykace protein s tvorbou konénych produki glykace na uvdiovani volnych
kyslikovych radikal v endoneurélnich kapilarach.

* Oxidani stres vede ke zvySenym hladinam superoxidovyebnavych radikal a
peroxidaci lipidi, snizeni kapacity antioxidaiho systému k aktivaci proteinkindzy
C a vazokonstrignich radikat.

* Ovlivnéni vazoaktivnich faktdr vedoucich k vyskularni dysfunkci, k poskozeni
mikrovaskularity nervu a ischemii nervuii Réto poruSe se uplaije i porucha
metabolizmu esencidlnich mastnych kyselin s nagladrsnizenim tvorby

vazodilaténich prostaglandiin

» Porucha t#istovych — neurotrofickych faktdr nervového tdstového faktoru a
rustovych faktoit podobnych inzulinu, n&plGF-I,Il (Rybka, 2007).

3.4.3.2 Klasifikace diabetické polyneuropatie

Diabetick& polyneuropatie proSla mnoha klasifikacdPnvni klasifikaci v historii
zavedl uz vroce 1893 Leyden, ktery rozliSoval 3Imfg: Prvni byla symetricka
neuralgicko-paresteticka forma, druha paretickéet atakticka s parestézemi v nohach.
DalSi klasifikace z roku 1893 podle Prycdidliabetickou polyneuropatii na 8formy —
motorickou a senzitivni. &em dalSich let dochazi kjeStmnoha klasifikacim. Pro
Klinickou praxi je nap vhodna pro svou jednoduchost gldednost klasifikace dle
Asburyho a Browna z roku 1982. Velmi prakticka Kiace diabetické polyneuropatie
pochazi z roku 1987 od Dycka, Karnese a O’Brierato Tklasifikace je zaloZzena na
symetrEnosti a asymettnosti nervového postizeni. Tato klasifikac#li cheuropatie do

¢tyi skupin a jako 5. skupina jéigana autonomni neuropatie (Bartousek, 2001).
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Symetrické distélni polyneuropatie

Tento typ je mezi diabetiky zastoupen daajgji. Klinicky se projevuje
piedevsim senzitivnimi projevy na dolnich KetinAch a na p@tku choroby
postihuje motoricky neuron mé&nFi delSim trvani polyneuropatie dochazi i
k postizeni hornich kaetin, které neni tak vyrazné. Objevuje sedevSim u
diabetu 1. typu, ale @Ze byt i prvnim piznakem diabetu 2. typu. Dochazi
k degeneraci tenkych nervovych viaken. V neurolkgic nalezu byvaji zachovany
Slachosvalové reflexy na dolnich Ketinach. Mize dochézet k poruseni citlivosti
pro teplo a bolest a svaly na dolnich &etinach mivaji snizeny svalovy tonus.

Asymetrické proximalni polyneuropatie
Poprvé se o ni zmiuje vroce 1890 Burns. Projevuje se asymetrickou
slabosti a trofiemi dolnich kd&atin s patelarni areflexii é8inou bez poruch

citlivosti u nemocnych s kratSim trvanim diabetu.

Asymetrické mono a polyneuropatie

Tato forma se fri¥e objevit na kterémkoli perifernim nervu.
Mononeuropatie mozkovych nénpostihuji nejastji okohybny nerv a licni nerv.
Pisobenim diabetické polyneuropatie jsou nervy v emgdh Uzinachiehi nez u
zdravych lidi a dochazi k rozvoji Uzinovych syndfoniNegasgjSi je postizeni
stredového nervu v karpalnim tunelu a klinicky se @vaje syndromem karpélniho

tunelu.

Kombinace asymetrické polyneuropatie se symetrickodistalni polyneuropatii
Tato skupina je velmi iznorodd a jednd se odzné kombinace

polyneuropatii a mononeuropatii uvedenych v bodil. la 111.

Polyneuropatie autonomniho nervového systému
Autonomni polyneuropatie postihuje 20-40 % diabet&k jeji BZné projevy
muzeme rozdlit do nekolika skupin:

» PostiZeni srdce — tato autonomni polyneuropatieejgdludgjsi, protoZze ve

velmi kratké dob miaze zpisobit necitlivost pro angindzni ischemickou
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bolest a to zfisobi, Ze nemocny nepduaje zachvaty anginy pectoris a
nepozna ani pragany infarkt myokardu.

» PostiZzeni zaZivaciho traktu — dochézi ke zpomglaséZe potravy jicnem a
klinicky se toto onemocmi projevuje jako porucha polykani. Zavah je
postizeni Zaludku, které zpomaluje vypréadani Zaludéniho obsahu a ve
svem disledku nmize zmisobit i rozkolisani diabetu, protoZze po aplikaci
inzulinu miZe zpomalené vypra#dvani zmgisobit hypoglykemii po jidle.
Az 60 % dlouhodob nekompenzovanych diabeiikma Upornou zacpu
v dasledku autonomni polyneuropatie postihujici tlsditévo.

» PostiZeni urogenitalniho systém u mui se mohou objevit obtiZetip
vyprazdiovani m@oveho néchyfe a impotence.

» Ostatni potize — u diabetikje dalSi obtizi postiZzeni inervace zornic, které
zpiasobuje zpomalenou fotoreakci @in@si komplikaci v noci b fizeni
auta. DalSi negjemnou komplikaci je vymizeni poceni na dolnich
korcetindch, kde v @kledku vysuSeni ®e miZze dojit az k rozvoji
diabetické nohy (BartousSek 2001, 2002).

3.4.3.3 VySadteni pacienti s diabetickou polyneuropatii

K Iékari se mnoho lidi dostavuje se subjektivnimi senaitivi potiZzemi na akrech
dolnich kortetin. NetuSi ale, Ze setxe jednat o komplikaci jeStnediagnostikovaného
diabetu, a proto, pokud se objevi pacient s kliyigiZ rozvinutou polyneuropatii, je

dulezité nejprve vylotit diabetes mellitus (Bartousek, 2001).

» VySefeni diabetes mellitus

Diabetes mellitus Ize diagnostikovat na zaklagsledku glukézového toleraniho
testu (0GTT): nejprve se odebere Zilni krev imdaaceka se na vysledek glykémie. Je-li
vySSi nez 6,9 mmol/l oGTT se neprovadi. Pokud jezmezi hodnot 5,6 — 6,9 mmol/I,
tento funkni test provedeme. Pacientovi se poda 75 g gluk@&30 ml roztoku a pacient
to musi Bhem 5-10 minut vypit. Hodnoticim kritériem je konttace glukozy v plazin
Zilni krve 2 hodiny po podéani glukozy. Diabetegzeme vylodit, pokud je koncentrace
glukézy nizsi nez 7,8 mmol/l. Pokud je koncentracezmezi 7,8 — 11,1 mmol/l, jedné se
o poruSenou glukézovou toleranci a diabetes meslliliagnostikujeme, pokud je

koncentrace glukozy vyssi nez 11,1 mmol/l (inte@)et
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» VySefeni diabetickych polyneuropatii
Ke zjiS&ni polyneuropatie se pouziva dotazniku. Toto wghétje velmi praktické.
Pouziva se Michigansky dotaznik (Feldman 1994) Kikatie dle RuSavého 1998 (tabulka
3.1). Hodnoceni tohoto dotazniku se provadi talsezsétou vSechny body a vyl se 12.

Vysledek nizsi nez 1,5 diagnostikuje diabetickolypeuropatii.

1. Mate pocit zhorSeni citlivosti na rukou nebo owh 1 bod—-ano 2body-ne
2. Mél jste rekdy palivé bolesti nohou? 1 bod —ano 2 body — ne
3. Mate pocitdZzkych nohou? 1 bod —-ano 2 body-ne
4. Jsou VaSe nohyegcitlivélé na dotyk? 1 bod —ano 2 body-ne
5. Mél jste rekdy pichani nebo bodani v nohou? 1 bod — ano?2 body — ne
6. Vnimate bolest¥i dotyk grikryvky na pokozku? 1 bod—-ano 2 body-—ne
7. Jste schopen it misto bolesti? 1 bod—ano 2 body-ne
8. Jste schoperigkoupani rozlisit teplou a studenou vodu? 1 bod—ano 2 body —ne
9. Rekl Vam jiz Iéka, Ze mate diabetickou polyneuropatii? 1 bod — ano2 body — ne
10. Jsou VaSeifznaky horsi v noci? 1 bod —ano 2 body - ne
11. Méte na nohou tak suchoiwk Ze vznikaji praskliny? 1 bod —ano 2 body - ne
12. Prodlal jste amputaci? 1 bod —ano 2 body - ne

Tabulka 3.1 Michigansky dotaznik, Modifikace dle RiSavého 1998

» Elektromyografické vySéeni
Elektrofyziologické vySdeni je nejcengjSim vySetenim, které objektivizuje
diabetickou polyneuropatii a je ji schopno zceldn@zn&né potvrdit a navic uiit i stupei
postizeni. Hodnoceni EMG nalezu je v tabulce 3&i@iSek,2001).
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1. subklinick& neuropatie pouze prodlouZeni lat. F viny

2. lehka
myelin zpomaleni kmenového vedeni o 10 %
axonalni lehka simplifikace kontralater&ln
kivky bez denervaci
3. stredni
myelin zpomaleni kmenového vedeni o0 20 %
axonalni lehka simplifikace kontralater&ln
ojedirtle denervace
4. zkéa
myelin zpomaleni kmenového vedeni o 30 %
snizeni sumace svalového potencialu
axonalni simplifikace kontralateralnfikky

vySSi amplituda AP
gasté denervace

5. velmi ®Zka

myelin zpomaleni kmenového vedeni vic nez o 30 %
snizeni sumaiho svalového potencialu pod 2,5 mV
axonalni vyraznd simplifikacekontralateralmivky

gasté denervace

Tabulka 3.2 EMG klasifikace neuropatii

3.4.3.4 Lé&ba diabetické polyneuropatie

NejduleZitejSi je vybornd a nebo alespaispokojivd metabolicka kompenzace,
ktera je dnes vyjad@na hodnotami tmé glykemie, glykovaného hemoglobinu a
postprandialni glykemie.fRomnost polyneuropatie znamena riziko pro vznikbetické

nohy. Do symptomatické déy pati analgetika, antidepresiva a antikonvulziva.

» Kauzalni terapie — vhodna pro vSechny typy diabetické polyneur@pati
Je to Iéba, kterd zasahuje na Urovni patogenetickych ménmén vzniku
polyneuropatie. K testovanym kauzalnitiispupim pati pouziti inhibitofi aldézo-
reduktazy, gangliosid gama-linoleové kyseliny, myoinositolu, nervového

rastoveho faktal, inhibitoru proteinkinazy C a acetyl-L-karnitinu.
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* Symptomaticka terapie — vhodna pro bolestivé formy &z8i stupg diabetické
polyneuropatie.
Do této skupiny pdat analgetika (Acylpyrin, Paralen, Ataralgin, stehmi
antirevmatika — Ibuprofen), antidepresiva (tricgkl antidepresiva — imipramin) a

antikonvulziva (karbamazepin, klonazepam, gabapgeptegabalin).

» DalSi terapie— vhodna pro lati a stedre t¢Zké stupti diabetické polyneuropatie.

Sem fadime pouZivani vitamin skupiny B a kyseliny alfa-lipoové a také

fyzioterapeutickou lébu - rehabilitace. Zakladem rehabilitace je pohyb
prochazky, jizda na kole, plavani, gymnastika nohmasaze, vivé koupele
(OlSovsky, 2006).

3.5 Chromatografie

3.5.1 Principy chromatografie

Chromatografie je analytick4 i preparativiilidi metoda, fi které se dosahuje
roz&kleni latek na zakladjejich rozdilné migrace v systému dvou fazi. Jethwe je
zakotvena neboli stacionarni a druha je pohyblighofi mobilni. K rozditm v migraci
dochazi na zakladrozdilné adsorpce, ro&ddvani, vyneny ionti, efektu molekulového
sita, apod.

Stacionarni fazi &sinou tvdi tuhy sorbent nebo kapalina zachycena nac¢nosi
Touto stacionarni fazi protéka mobilni faze, ktepeedstavuje kapalina nebo plyn. Z toho
vyplyva, Ze se setkavame s dvojicemi fazi: tuhléalflyn, tuha latka-kapalina, kapalina-
kapalina a kapalina-plyn. Podle skupenstvi mobiifite @lime chromatografie na
plynovou a kapalinovou.

Podle experimentalniho us@alani dlime chromatografie jeStna chromatografii
sloupcovou (semiadime chromatografii plynovou a kapalinovou sloymt) a
chromatografii v ploSném usfidani (sentadime chromatografii na pdpia na tenké
VISt\E).

Pfi sloupcové chromatografii latky putuji sloupcempadol® z6n a i
preparativnim provedeni se ziskavaji izolovanéciakobilni faze s roztenymi latkami,
zatimco pi analytickém provedeni je vysledkem zaznangmyrkoncentrace &sem nebo
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objemem proteklé mobilni faze. Pro jednotlivé gkniny je charakteristickd poloha piku
dana eldnim ¢asem nebo objemem. VySka piku udava koncentraci.

Pfi chromatografii v ploSném uspadani putuji latky na analytickém
chromatogramu v podeébskvrn, které se detekuji vhodnou fyzikalni, chekaic nebo
biologickou metodou. Na preparativhim chromatogrgputuji v podob razné Sirokych
pruhi, které niizeme mechanicky odtt a rozclenou latku eluovat pro cély
kvantitativni analyzy nebo pro preparatividely. Fi kruhové chromatografii putuji latky
ve tvaru mezikruzi nebo vy&e mezikruzi. Vyhodou ploSného ugadani je, Ze krogn
analyzovaného vzorku lze s@asre chromatografovat libovolny get autentickych
slowenin pro potvrzeni identity jednotlivych slozek Bazavané smsi nebo porovnavani
intenzity jejich skvrn. Kazda sléanina ma svou charakteristickou polohu skvrny na
chromatogramu i chovanitipdetekci. Velikost¢i intenzita skvrny je fimo unmgrna
mnoZstvi detekované latky. DalSi vyhodou ploSnéspaiddani je moznost dvojrozmé
chromatografie (GaspdriChurd@ek, 1981).

3.5.2 Zakladni typy chromatografie

3.5.2.1 Rozdlovaci chromatografie

Tato chromatografie je zaloZzena na rdadani latky mezi d¥ kapalné, vzajemn
nemisitelné faze.Pdéleni jsou molekuly dené latky po ufitou dobu ve styku s @&ma
fazemi. Dojde k ustaveni rovnovahy a po odsinarobou rozpougtel dojde k rozéeni
dané latky mezi &ipii dané teplat amerné pongru vyslednych sil, kterymi je dana latka
poutana ke kazdé z fazi. Pémiichto sil je vyjaden rozélovacim koeficienten, ktery je

dan pondrem koncentraci stanovované latky v jedné i dradaé f

a=CL

CS
Délici schopnost rozflovaci chromatografie je tedy dana rozdily v ridadacich
koeficientech jednotlivych komponent, které chcesdesebe oddit, v dané soustavfazi

(Labler, Schwartz, 1965).

3.5.2.2 Adsorgni chromatografie

Tento typ chromatografie je charakterizovan tbadanim latky mezi kapalnou
(pohyblivou) a pevnou (nepohyblivou) fazi. Pevnaefge adsorbent. K adsorbentuiza

byt latka poutana pouze na povrchu, a to na misteerd nazyvame aktivni centra. Pokud
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je latka sile polarni, obsadi i velmi slaba aktivni centfdm je latka méw polarni, tim
mensi poet aktivnich center obsazuje. Obsazeni centerljé ravislé na koncentraci
adsorbované latky v rozposdte. S rostouci koncentraci stoupa ic¢gio obsazenych
aktivnich center.

NejvyznamijSim  rozdilem adsotmi chromatografie od roZtbvaci
chromatografie je skuteost, Ze se zvySujicim se gem skupin v molekule nerostou
ameérné sily, kterymi je latka poutana k adsorbentu.

Pri chromatografii na tenké vrstva @i pouziti rozpou&tdlovych soustav o vice
slozkdch niZe dojit k jednomu z typ adsorgni chromatografie — chromatografii
vytésnovaci.

Chromatografie vyisnovaci se upldiuje tehdy, jsou-li dené latky poutany
k adsorbentu sl&p nez polarni slozka rozpoustia, ktera je z adsorbentu ¥gitiuje a tl&i
pied sebou. Chromatografovana latka je v tomipgut piimo pred vedlejSimcelem a
skvrna ma obvykle charakteristicky plochy tvarliderozdélované snisi vice latek, které
jsou cleny na zaklad vytésnovaciho principu, gadi se podle stoupajici adsorptivity a

vytvoii Uzkeé pasky, které na selsr€ navazuji (Labler, Schwartz, 1965).

3.5.2.3 Chromatografie na mani¢ich iontd

Pri tomto typu chromatografie dochazi opakovdnvymeéné chromatografovane
latky iontového charakteru mezi substrat s iontodtymou schopnosti a mezi éhi systém
obsahujici ionty.Rtom je podminkou, aby chromatografovana latka tpdatana silji

nez ionty gidané do elaniho systému (Labler, Schwartz, 1965).

3.5.3 Chromatografie na tenké vrst¥

K chromatografickému procesu zde dochati gpratoku mobilni faze tenkou
vrstvou jednozrnného sorbentu nebo testakotvené faze, ktery je rozpiest a bd’
volné nasypan, nebo fixovan na vhodné podloZce. Podilothive byt sklesna deska,
hlinikova folie nebo plastova folie.

Vzorek se nanese na start jako u papirové chromediega po odpani
rozpoustdla se deska uloZzi do chromatografické vany s moliélzi na di a vyviji se
vzestup® nebo horizontakh Jakmile celo mobilni faze doséhne pebné vzdalenosti,

chromatogram vyjmeme a provedeme detekci.
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Déleni latek probiha na zakladiznych mechanisin podle toho, jaky material
zvolime pro tenkou vrstvu. Valbmaterialu pro tenkou vrstvu a zvolenémélicdmu
mechanismu musi odpovidat i volba mobilni faze.

Adsorbenty jsou tuhé latky schopné reverzibivazat na svém povrchu jiné
chemické latky v kapalné nebo plynné fazi, a tesgenim sil fyzik&lnich (van der
Waalsovy sily) nebo chemickych (tvorba vodikovyaistkii, chemisorpce).

Nosiem kapalné faze wie byt jakykoli material, ktery svou velikostastic
umoziuje pravidelny a fmeiene rychly pritok mobilni faze a je schopen pojmout
zakotvenou fazi — vodu nebo makkavé organické rozpoudtio. Negastji se pouziva
silikagel nebo praskova celuléza. Druhym dasgjSim anorganickym adsorbentem na
tenké vrstvy je oxid hlinityCasto se pouziva pro preparativni chromatografivems
loZenych vrstvach.

Béhem let doSlo k miniaturizaci Biaeni pro tenkovrstvou chromatografii aaka
se pouzivat vysoka@inna chromatografie na tenké visHPTLC). Vyhodou je podstatné
zmenseni mnozstvi nanasSenych latek. Zlepseéigich vlastnosti se dosahuje pouzitim
dolkie vyttidéného mikroporovitého silikagelu a vytsemim velmi tenké a rovnotme
vrstvy (Gaspati, Churd@ek, 1981).

Vzorky se na hlinikovou folii s litym silikagelemeho oxidem hlinitym nanaSeji
pipetou a vyvijeji se v chromatografické ¥amasycené mobilni fazi. dZeme pouzit i
dvouroznérné tenkovrstve techniky, kdy se chromatogram pmldouti cela rozpousidla
na konec desky vysuSi, deska s&btn90° a provede se chromatografie v kolméngram
s jinou soustavou rozpostl. Detekce rize byt destruktivni - reakce s,$0,, KMnQO,,

K,Cr,0,, nebo nedestruktivni - UV &tlo, prechodna absorpce par jodu (Stern a spol.

2005).

3.5.4 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je fyzikadlrchemicka metody, ip které dochazi k&eni
smesi latek na zaklatirozdileni mezi mobilni a stacionarni fazi. Mobilni fgei plyn a
stacionarni fazi ize byt pevna latka (adsa@rd plynova chromatografie) nebo kapalina
(rozdklovaci plynova chromatografie).

Pevné vzorky sefpdem rozpusti wkavych kapalinach. Vzorky se n#ktiji do
vyhtivaného davkowge pes plyno¥snou elastickou membranu. Poté dojde ke zpliyn

38



vzorku a jeho pary jsou nosnym plynem, kterymdggwmou argon nebo dusik, unaseny do
vyhiivané kolony.

Pouzivaji se napbvé nebo kapilarni kolony. #P praichodu kolonou dojde
k rozcEleni jednotlivych latek na principu adsonp nebo rozélovaci chromatografie. Po
rozcleni prochazeji separované sieniny detektorem.

Detektor pracuje na plameno-ioniném principu, kde se roztené slozky zavaiii
do plamene vodik-vzduch a sleduje se jejich iorezddiZzeme také pouZzit detektor
elektronového zachytu, kde dochazi k zachycenitrelek z y-z&ice elektronegativnimi
atomy stanovované latky a tim ke snizeritaného ionizéniho proudu. Pro stanoveni
jednotlivych sloZzek separovanych plynovou chrometbplze pouzit také hmotnostni

spektrometr (Stern a spol. 2005).
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4 Experimentalni¢ast

4.1 Popis vzorki

Analyzované vzorky EDTA plazmy jsou anonymni. Zmnzedo se 30 vzork
krevni plazmy paciefitz neurologického odteni Krajské nemocnice Pardubice a to 10
vzorkl pacienti s diabetickou neuropatii, 10 vzérkpacienti s diabetem a 10 vzaork
pacienti bez vySe uvedenych diabetickych nélezZlyto vzorky byly odeslany na
chromatografickou analyzu do Qgeni klinické biochemie Fakultni nemocnice Eberhard
Karl-Universitat v Tubingenu v ramci Grantu evro@sknie s nazvem CARE-MAN.
Vzorky byly rozdleny tenkovrstevnou chromatografii a naskedmalyzovany plynovou

chromatografii.

Stanoveni analytickych koncentraci a procentualrobeahu 20 fyziologickych
mastnych kyselin ve 4 lipidovych frakcich EDTA piag u 15 vybranych pacieint
s ohledem na srovnatelnost pohlawtkw a glykémie bylo provedeno pomoci plynovée

chromatografie.

4.2 Histrojové vybaveni a pouzivany material

4.2.1 HRistrojové vybaveni
» Centrifuge type MPW-340
Vyrobce: Mechanyka Precyzna, Polsko.

Distributor: Servis Unimed, Vestec 41, 2534%tec u PrahyCR.

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

» Trepaka Vortex typ: REAX top.
Vyrobce: Heidolph instruments GmbH & Co. K@alpersdorfer Str. 12, 91126
Schwabach, Bmecko.

* Odpaovaci termostat TERMOVAP TV 10.
Vyrobce: ECOM s.r.o, Americka 3, 120 35 Prah@R.
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SuSarna HS 62 A.
Vyrobce: Chirana, CHIRANA GROUP, a.s. Velk#B2/23, 70200 Ostrava —
Moravska Ostrava;R.

Pipety — 10Ql, pipety pro organiku 250l, 500ul, skleréné pipety 1ml, 5ml, 10ml.
Plynovy chromatograf firmy Hewlett — Packard 589 Autosamplerem

Kapilarni kolona firmy Restek RTx — 2330 (10 % cgpropylphenyl, 90 %

biscyanopropylpolysiloxane, délka kolony 60 m, kmitprimér 0,25 mm, tlougka
filmu 0,2 um, Restek, Bellefonte, PA, USA)

Pyrexové zkumavky.
Vyrobce: Firma Barloworld Scientific Ltd., Stonea8s, ST15 0SA, Anglie,
Zndka 1636/26MP, 761152 Culture Tube 16x100 SVL SCREefonovym

te&smnim.

4.2.2 Pouzivany material

Extrak éni smés: chloroform - methanol.

Chloroform p. a., baleni 1000 ml, destiarozmezi 59,5 - 62 °C, hustota 1,470

kg/l.

Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o, Tovarni 157, 27 NeratoviceCR.

Methanol p.a., baleni 2000 ml, obsah 99 %, hu§tat@0 kg/l.

Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o, Tovarni 157, 27 ™NeratoviceCR.

Dusik.

Dusik 4,6 (99,9 %).

Vyrobce a dodavatel: Linde Technoplyn, U texgignu 1324, 198 00 PrahadR.
Standard.

Standard Reprochol - lidské nebaikké sérum se zvySenou hodnotou

cholesterolu.

Cislo Sarze: 201181195, baleni 8 x 5 ml.
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Vyrobce: IMUNA, &.p., Saridské Michalany.

Chromatograficka soustava: hexan - diethylether - kselina octova

Hexan p.a., baleni 900 ml, obsah 99 %, hustoteDk68.
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.0, Tovarni 157, 277 11 Nevate, CR.

Diethylether, baleni 1000 ml, bod varu 34 - 35KGstota 0,710 kg/l.
Vyrobce: MERCK KGaA, 64271 Darmstadt¢idecko.

Distributor: MERCK s.r.0., Zébradska 72, 251 ORicany - JaZloviceCR.

Kyselina octova p.a., baleni 900 ml, obsah 99 %tdta 1,050 kg/I.
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Nmrie,CR.

Chromatografické desky.

TLC plate 20 x 20 cm, No. 1.05721, Silica gel 60.
Vyrobce: MERCK KGaA, 64271 Darmstadt¢idecko.

Distributor: MERCK, s.r.0, Zgébradska 72, 251 ORi¢any - JaZloviceCR.

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

Kyselina fosfomolybdenova.
Vyrobce: SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Riedstrasse82555 Steinheim,
Némecko.

Distributor; SIGMA-ALDRICH s.r.o., PalZni 46, 186 21 Praha 8R.

Ethanol pro UV spektroskopii, baleni 1000 ml, htest®,810 kg/l.
Vyrobce: LACHEMA Brno, Karasek 1, 62133 BrroR.
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Stanoveni jednotlivych frakci lipidia s kyselinou sirovou a standardem.

» Kyselina sirova p.a., hustota 1,830 g/I.
Vyrobce: PENTA, ing. Petr Svec, Vyroba a progsfych, farmaceutickych a
specialnich chemikalii, Vyrobni devize Chrudii, L0140751CR.

* Smesny standard Dade: (kyselina stearova 10 %, kyselaimitova 10 %, kyselina

olejova 80 %) celkova koncentrace 8 g/l.
Souprava LACHEMA - BIO-TEST "Celkové lipidy" (TL8D) Kat.¢. 1135801,

Vyrobce Lachema Diagnostica, Karasek 1, 621 33 BRER.

Fosfovanilinovécinidlo: kyselina o-fosforetna - vanilinum.

» Kyselina o-fosforéna 85 % p.a., baleni 1000 ml, obsah 84 - 86 %oka4t, 710
kall.
Vyrobce: LACHEMA Brno, Karasek 1, 62133 BRNOR.

e Vanilinum, baleni 10 g.
Vyrobce: Zdravotnické zasobovani, skRitany u Prahy, atest: SUKL 3241/84.

4.3 Metodika tenkovrstevné chromatografie

4.3.1 Extrakce lipidi ze vzorku

Do centrifugé&nich zkumavek byly napipetovany 4ml &n chloroform-metanol
(1:1) a pgidano 0,2ml séra. S¥a byla protepana, uzaena a centrifugovana na stolni
centrifuze pi 3000 rpm po dobu 5 minut. Horni vrstva (3,5ml)ebgpatrié odsana pomoci
pipety do jiné zkumavky. Bylo zapnuto odsavani gedidi a @i 60°C bylo Ehem 20
minut provedeno odpani pod dusikem do sucha. Timtaigpbem jsme ziskaly odfsmée

extrakty.
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4.3.2 Chromatografie a identifikace kyselinou fosfomolyb@&novou

Piiprava mobilni faze:

Byla vytvorena smis 160 ml hexanu, 40 ml diethyletheru a 6 ml kyselin
octové (cca 98%). Tato s byla v odmirném valciradre promichana a opatn
nalita do chromatografické vany. Vana byla ueaa a ponechana 40-50 minut
nasytit.

Priprava chromatografické desky :

Na chromatografické desce (TLC desky Silikagel B8z fluorescetniho
indikatoru) byl vyznaen obyejnou tuzkou rameek: dolni okraj 2,5 cm, horni okraj
a strany 1 cm. Plocha uvhitameku byla rozdlena na 5 poli po 3,6 cm a nabo
byly jednotlivé drahy ozrnmny. Ri ozna&ovani bylo dbano na to, aby se hlavn

startovnicara nepoSkrabala.

Postup chromatografie:

Odpdaeny extrakt byl rozpudh ve 100ul smési chloroform-metanol (2:1).
Tento cely objem byl nanesen postépnnékolika davkach pasteurovou pipetou na
chromatografickou desku a po kazdém naneseni skaloecozpouddio zcela
odpdit. Poté byla chromatografickd deska vioZzena doycer®® chromatografické
vany, rychle uzatena a asi 60 minut nechana vyvijet do doby,dséd mobilni faze
dosahlo 1 cm od horniho okraje desky. Poté bylkalegjmuta z vany a nechana

v digestdi vysusit.
Priprava kyseliny fosfomolybdenové 0,05 mol/l — detéhki ¢inidlo:

Z 20% zasobniho roztoku firmy Aldrich bylo odireno 10 ml a pdano 10
ml etanolu p.a.. Deteki ¢inidlo bylo promichano a nalito do rozpraSéeaa
rovnomerné jim bylo postikano pole se standardem na chromatografické desce
vzdalenosti 20 — 30 cm. Deska byla poté vloZzena Ad 0 minut do suSarny vidté

na cca 60 °C.
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4.3.3 lzolace jednotlivych slozek lipid

Lipidy byly chromatograficky rozi&leny na 5 sloZzek $azenych podle vistajiciho
retertniho faktoru (RF): fosfolipidy (PL), diacylglycerol(DG), volné mastné kyseliny
(VMK), triacylglyceroly (TG) a estery cholesteraliCH). Podle standardu byly ozemeée
jednotlivé slozky ob§ejnou tuzkou tak, aby horni okraj mista obsahwmiaovanou
slozku byl 0,5 cm nad skvrnou standardu a dolniajokovrez 0,5 cm pod skvrnou
standardu. Ozriané slozky byly vySkrabany z chromatografické deskpomoci Spachtle
pieneseny do fiedem oznéenych zkumavek s uzé&em. Frakce DG nebyla izolovana,
protoze se v ni koncentroval i neesterifikovany vkie cholesterol a vysledky

chromatografické analyzy nebyly reprodukovatelné.

4.3.4 Stanoveni celkovych lipidl

Celkové lipidy se vyextrahuji ze silikagelového ikes4 ml sndsi chloroform-
metanol (1:1), uzaené zkumavky se 2 minuty intenzé/promichavaji a centrifuguji se 5
minut @i 3000 rpm. Supernatant se odpipetuje do novyclmaiek a i pokojové teplat
se Ehem 20 minut odgado sucha pod dusikem. Do v8ech zkumavek s odmpeskepida
po 1,5 ml koncentrované kyseliny sirové. Jako stethdse pouzije 0,02 ml roztoku
kyseliny stearové (20%) a olejové (80%) o koncemti@ g/l. Zkumavky (blank i
standardy) se promichaji a 15 minutifahii v olejové lazni i 110 °C. Po ochlazeni se ze
zkumavek odpipetuje 0,1 ml hydrolyzatu.

» Pr¥iprava fosfovanilinovéhocinidla:

V 47 ml destilované vody se rozpusti 0,304 g vanila za stalého michani se
piidava 157 ml kyseliny o-fosfoéaé (85%).

K 0,1 ml hydrolyzatu sefma 1,5ml fosfovanilinovéhg@inidla. Snés se necha 5 minut
reagovat fi laboratorni teplat a do 10 minut se z& absorbance vzotka standarduip
vinové délce 530 nm.
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» Vzorec pro vypcet koncentrace celkovych lipiadi:

celkovdipidy (g/l) = S(Mj .F,
AST
Kde Ayz je absorbance vzoiikproti blanku, Ay je absorbance standardu proti blanku a

F je Zed’ovaci faktor pro krevni sérum.

F = 0,4167 (bylo odpipetovano 0,2 ml séra, rozmssive 4 ml a odpipetovano pouze
3,5 ml a dale rozpu&to ve 4 ml a z toho odebrano pouze 2 ml).

4.4 Derivatizace — pevedeni na methylestery

Do pyrexové zkumavky s vioZzenym teflonovym mikrohddlem se Zeleznym
jadrem a silikagelovou vrstvou obsahujigispusnou lipidovou frakci sefjgld 1 ml roztoku
inertniho standardu o koncentracid@'ml (cis-13, 16, 19-docosatrienova kyselina) al1 m
smesi toluen-metanol (4:1). Zkumavka se vloZi do tdstoku s magnetickym michadlem
a za studena se pomaludida 200 ul acetylchloridu jako katalyzétoru esterifikace.
Zkumavka se uzde Sroubovacim teflonovym uz&em a zakiva se za staléeho michani 1
hodinu na 100 °C. Po uplynuti réak doby se zkumavka ochladi stanim v digi&sto
neutralizuje se 5 ml 6 % K03, dale se reaii smes 2 minuty intenzivéi micha a poté se
10 minut centrifuguje i 3000 rpm. Horni faze se odpipetuje a adgeod dusikem i
laboratorni teplataz na objem 8{l. Tento roztok sefevede do 1 ml chromatografickych

vialek s 0,1 ml sepataim nastavcem a analyzuje se plynovou chromatagrafi

4.5 Plynova chromatografie

Analyza byla provedena pomoci plynového chromafagrfrmy Hewlett —
Packard 5890A s autosamplerem. K analyze byla powkapilarni kolona firmy Restek
RTx — 2330 (10 % cyanopropylphenyl, 90 % biscyanpplpolysiloxane, délka kolony 60
m, vnittni praimér 0,25 mm, tlougka filmu 0,2um, Restek, Bellefonte, PA, USA). Teplota
nastiku byla 230 °C a teplota detektoru byla 250 °Cpld&ni program analyzy: gateni
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teplota 130 °C (2 minuty), poté teplotni gradieftGminutu a finalni teplota 258 °C (6
minut). Analyza jednoho vzorkwetns promyti trvala 80 minut.

K pritazeni jednotlivych pik mastnych kyselin byly pouzity eloi ¢asy ziskané
pomoci ngteni standardniho roztoku fyziologickych mastnyclsdtyn v poolové EDTA

plazne. VSechny analyzy byly provédy s pouzitim vniiniho standardu.
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5 Vysledky

U 15 obdrzenych vzotkjsem nejprve stanovila koncentraci glukdzy a petgodle
této koncentrace roztila na 3 skupiny paciefit— do prvni skupiny jsem gadila pacienty
s diabetickou neuropatii, do druhé skupiny pacientyabetes mellitus a deéeti skupiny
zdravé osoby.

Poté jsem kazdy vzorek pomoci tenkovrstvé chrommafiy rozseparovala na
jednotlivé tidy lipida — fosfolipidy, diacylglyceroly, triacylglycerolyyolné mastné
kyseliny a estery cholesterolu. Diacylglycerolyysoro dalSi analyzy nevyznamné, proto
jsem s nimi dale nepracovala.

U fosfolipida, triacylglyceroti, volnych mastnych kyselin a esiecholesterolu
jsem dale pomoci plynové chromatografie stanovitzc@ntudlni zastoupeni jednotlivych
mastnych kyselin.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny ziskané bitydnjednotlivych niteni.

5.1 Koncentrace glukdzy, triacylglycerai a

cholesterolu v jednotlivych vzorcich

Tabulka 5.1 Koncentrace glukdzy, triacylglycerolua cholesterolu u pacieni s diabetickou neuropatii

Cislo

vzorku 1 2 3 4 5

Pacient 5 2 1 3 4
Glukéza (mmol/l) 6,5 8,0 8,1 11,4 12,5
Triacylglyceroly (mmol/l) 1,7 2,6 1,3 1,6 3,4
Cholesterol (mmol/l) 3,4 4.4 3,0 3,0 6,4

Tabulka 5.2 Koncentrace glukézy, triacylglycerolua cholesterolu u pacieni s diabetes mellitus

Cislo
vzorku 6 7 8 9 10
Pacient 12 15 7 6 10
Glukéza (mmol/l) 5,7 6,2 9,8 14,1 17,9
Triacylglyceroly (mmol/l) 1,9 1,4 1,7 1,9 1,7
Cholesterol (mmol/l) 4,6 3,1 5,5 5,6 4,5
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Tabulka 5.3 Koncentrace glukozy, triacylglycerolua cholesterolu u zdravych osob

Cislo

vzorku 11 12 13 14 15

Pacient 14 8 13 11 9
Glukéza (mmol/l) 6,2 7,0 7,8 8,2 9,1
Triacylglyceroly (mmol/l) 5,8 1,7 0,7 3,1 0,8
Cholesterol (mmol/l) 4,8 6,9 54 3,9 3,3

5.2 Procentualni zastoupeni jednotlivych mastnych

kyselin

Tabulka 5.4 Procentudlni zastoupeni mastnych kybe ve vrstvé fosfolipidia u pacienti s diabetickou

neuropatii
Cislo vzorku 1 2 3 4 5
pacient 5 2 1 3 4
% % % % %
Myristova C14:0 0,22 0,25 0,19 0,18 0,21
N-Pentadekanova C15:0 0,24 0,18 0,20 0,21 0,23
Palmitova C16:0 30,65 | 32,21| 33,76/ 36,04 37,58
Palmitolejova C16:1 N7 0,74 0,53 0,46 1,00 0,65
Stearova C18:0 15,24 17,67 16,18 15,33 16,4p
Olejova C18:1 N9 16,44 | 11,63 13,99 14,12 12,78
Oktadecenova C18:1 N7 0,48 0,31 0,41 0,60 0,32
Linolova C18:2 N6 18,49 | 17,58| 15,19 13,74 14,8p
Arachova C20:0 0,26 0,14 0,21 0,11 0,14
g-Linolenova C18:3 N6 0,14 0,14 0,11 0,12 0,12
Linolenova C18:3 N3 0,83 0,60 0,58 0,61 0,67
Octadekatetraenova C184N3 | 0,10 0,20 0,14 0,21 0,14
Behenova C22:0 1,04 1,39 1,41 1,11 1,80
Eicosatrienova C20:3 N6 1,86 1,98 1,42 1,54 2,14
Arachidonova C20:4 N6 6,45 6,36 8,53 8,33 6,14
Eikosapentaenova C20:5 N3 1,34 3,52 2,05 1,56 1,47
Lignocerova C24:0 1,81 1,93 1,41 1,38 0,35
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,32 0,16 0,25 0,27 0,32
Dokosapentaenova C22:5 N3 1,02 0,96 0,99 0,80 1,25
Dokosahexaenova C22:6 N3 2,33 2,25 2,52 2,68 2,46
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Tabulka 5.5

Procentudlni zastoupeni mastnych kybe ve vrstvé fosfolipidi u pacienti s diabetes

mellitus
Cislo vzorku 6 7 8 9 10
pacient 12 15 7 6 10
% % % % %
Myristova C14:0 0,37 0,19 0,15 0,15 0,19
N-Pentadekanova C15:0 0,16 0,24 0,14 0,18 0,20
Palmitova C16:0 32,52 | 33,32| 33,09 32,82 32,1
Palmitolejova C16:1 N7 0,95 0,38 0,34 0,43 0,45
Stearova C18:0 16,12 | 15,23| 17,32 15,64 17,0p
Olejova C18:1 N9 12,52 | 1255| 11,40[ 11,34 15,0B
Oktadecenova C18:1 N7 0,34 0,35 0,25 0,34 0,35
Linolova C18:2 N6 16,01 | 19,05| 21,40[ 21,86 19,6p
Arachova C20:0 0,16 0,17 0,09 0,08 0,15
g-Linolenova C18:3 N6 0,12 0,12 0,13 0,15 0,15
Linolenova C18:3 N3 1,14 0,71 0,51 0,91 0,66
Octadekatetraenova C184N3 | 0,21 0,21 0,21 0,25 0,27
Behenova C22:0 1,10 1,04 1,06 1,11 1,30
Eicosatrienova C20:3 N6 2,10 1,83 2,34 2,21 2,58
Arachidonova C20:4 N6 6,23 6,78 5,18 5,53 3,47
Eikosapentaenova C20:5 N3 4,13 1,22 1,17 1,02 0,72
Lignocerova C24.0 2,52 2,03 2,14 2,16 2,08
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,29 0,27 0,23 0,25 0,16
Dokosapentaenova C22:5 N3 1,00 1,04 0,72 0,87 0,54
Dokosahexaenova C22:6 N3 2,02 3,26 2,14 2,61 2,85
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Tabulka 5.6 Procentudlni zastoupeni mastnych kybe ve vrstvé fosfolipidi u zdravych osob

Cislo vzorku 11 12 13 14 15

pacient 14 8 13 11 9

% % % % %
Myristova C14.0 0,25 0,17 0,18 0,26 0,17
N-Pentadekanova C15:0 0,19 0,15 0,20 0,19 0,24
Palmitova C16:0 30,54 | 30,55| 34,14 30,34 30,6
Palmitolejova C16:1 N7 1,16 0,52 0,59 0,86 0,36
Stearova C18:0 18,61 | 18,62| 15,83 19,02 17,6

Olejova C18:1 N9 17,58 | 10,04| 12,28 13,83 11,5p

Oktadecenova C18:1 N7 0,24 0,26 0,31 0,41 0,36
Linolova C18:2 N6 1424 | 21,87| 15,34 17.12 20,6
Arachova C20:0 0,71 0,20 0,12 0,27 0,09
g-Linolenova C18:3 N6 0,12 0,18 0,21 1,14 0,17
Linolenova C18:3 N3 0,82 0,62 0,49 1,20 0,74
Octadekatetraenova C184N3 | 0,21 0,25 0,35 0,23 0,28
Behenova C22:0 1,18 1,35 1,23 1,32 1,02
Eicosatrienova C20:3 N6 1,50 3,21 3,05 1,81 2,49
Arachidonova C20:4 N6 5,81 5,16 7,37 5,94 6,85
Eikosapentaenova C20:5 N3 2,44 0,89 2,56 1,38 0,98
Lignocerova C24.0 1,49 3,00 2,63 1,78 2,45
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,31 0,24 0,34 0,29 0,37
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,87 0,76 1,18 0,71 0,63
Dokosahexaenova C22:6 N3 1,71 1,96 1,61 2,90 2,32
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Tabulka 5.7

s diabetickou polyneuropatii

Procentualni zastoupeni mastnych kyBe ve vrstvé triacylglycerold u pacienti

Cislo vzorku 1 2 3 4 5

pacient 5 2 1 3 4

% % % % %
Myristova C14:0 1,45 1,54 1,17 1,23 1,86
N-Pentadekanova C15:0 0,46 0,22 0,29 0,40 0,36
Palmitova C16:0 27,33 | 27,97| 25,89 29,38 31,8
Palmitolejova C16:1 N7 2,95 2,65 2,29 2,12 2,31
Stearova C18:0 4,11 5,95 4,16 5,43 6,67

Olejova C18:1 N9 4434 | 41,77 4571 43,81 40,9%

Oktadecenova C18:1 N7 0,44 0,48 0,44 0,54 0,55
Linolova C18:2 N6 12,58 | 12,34| 12,87 11,95 11,5
Arachova C20:0 0,14 0,37 0,70 0,10 0,27
g-Linolenova C18:3 N6 0,15 0,03 0,02 1,03 0,17
Linolenova C18:3 N3 4,33 3,73 3,87 2,15 1,67
Octadekatetraenova C18:4N3 | 0,05 0,21 0,13 0,05 0,24
Behenova C22:0 0,03 0,18 0,25 0,08 0,07
Eicosatrienova C20:3 N6 0,03 0,05 0,06 0,05 0,06
Arachidonova C20:4 N6 0,91 0,63 0,73 0,60 0,41
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,19 0,74 0,44 0,22 0,06
Lignocerova C24:0 0,05 0,11 0,12 0,08 0,08
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,04 0,09 0,12 0,09 0,09
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,15 0,41 0,31 0,27 0,19
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,27 0,55 0,43 0,41 0,59
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Tabulka 5.8 Procentualni zastoupeni mastnych kyBe ve vrstvé triacylglyceroli u pacienti s diabetes

mellitus

Cislo vzorku 6 7 8 9 10

pacient 12 15 7 6 10

% % % % %
Myristova C14:0 0,61 0,83 0,66 1,19 1,15
N-Pentadekanova C15:0 0,24 0,31 0,20 0,24 0,19
Palmitova C16:0 26,86 | 26,75| 27,45 25,44 29,2
Palmitolejova C16:1 N7 1,92 1,92 1,54 2,39 4,82
Stearova C18:0 3,49 3,79 4,20 3,80 4,86
Olejova C18:1 N9 45,12 | 40,45| 46,51 40,93 33,6
Oktadecenova C18:1 N7 0,43 0,43 0,43 0,46 0,44
Linolova C18:2 N6 15,06 | 18,08 14,27 16,64 16,3
Arachova C20:0 0,36 0,73 0,18 0,33 0,54
g-Linolenova C18:3 N6 0,03 0,03 0,02 0,02 0,03
Linolenova C18:3 N3 3,91 4,16 2,56 6,56 3,99
Octadekatetraenova C184N3 | 0,21 0,13 0,11 0,12 0,15
Behenova C22:0 0,23 0,23 0,18 0,18 0,39
Eicosatrienova C20:3 N6 0,18 0,09 0,13 0,08 0,10
Arachidonova C20:4 N6 0,45 0,81 0,56 0,59 1,22
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,23 0,30 0,17 0,22 1,66
Lignocerova C24:0 0,11 0,14 0,11 0,04 0,18
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,07 0,11 0,06 0,07 0,19
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,19 0,30 0,17 0,27 0,38
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,31 0,39 0,47 0,38 0,39
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Tabulka 5.9 Procentualni zastoupeni mastnych kyBe ve vrstvé triacylglycerola u zdravych osob

Cislo vzorku 11 12 13 14 15

pacient 14 8 13 11 9

% % % % %
Myristova C14:0 3,40 1,81 1,23 2,30 1,93
N-Pentadekanova C15:0 0,45 0,29 0,29 0,38 0,38

Palmitova C16:0 34,41 | 27,98| 27,41 32,31 26,96

Palmitolejova C16:1 N7 4,09 3,16 3,44 3,51 2,39
Stearova C18:0 5,88 4,47 4,06 5,91 4,62
Olejova C18:1 N9 39,37 | 38,07| 45,89 41,9( 40,5
Oktadecenova C18:1 N7 0,34 0,42 0,45 0,42 0,44
Linolova C18:2 N6 6,15 17,06 | 10,79 7,62 14,7
Arachova C20:0 0,91 0,69 0,47 0,42 0,19
g-Linolenova C18:3 N6 0,05 0,03 0,03 0,09 0,04
Linolenova C18:3 N3 2,89 3,96 2,67 3,48 5,76
Octadekatetraenova C184N3 | 0,22 0,13 0,15 0,15 0,15
Behenova C22:0 0,11 0,21 0,33 0,14 0,24
Eicosatrienova C20:3 N6 0,09 0,06 0,17 0,13 0,06
Arachidonova C20:4 N6 0,58 0,65 0,88 0,43 0,55
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,47 0,25 0,64 0,20 0,26
Lignocerova C24.0 0,14 0,09 0,17 0,08 0,09
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,08 0,08 0,10 0,06 0,08
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,14 0,19 0,31 0,12 0,22
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,22 0,41 0,52 0,35 0,33
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Tabulka 5.10 Procentudlni zastoupeni mastnych kgén ve vrstvé volnych mastnych kyselin u

pacienti s diabetickou neuropatii

Cislo vzorku 1 2 3 4 5
pacient 5 2 1 3 4
% % % % %
Myristova C14:0 2,10 1,89 2,07 1,96 1,43
N-Pentadekanova C15:0 0,97 0,50 0,60 0,57 0,44
Palmitova C16:0 26,92 | 27,36| 27,03 30,9( 27,91L
Palmitolejova C16:1 N7 2,11 2,11 1,95 1,76 2,35
Stearova C18:0 13,97 | 13,30| 14,08 24,44 13,57
Olejova C18:1 N9 26,66 | 34,18 31,10 19,2¢ 36,5/
Oktadecenova C18:1 N7 0,32 0,43 0,36 0,28 0,47
Linolova C18:2 N6 15,04 9,89 10,55 9,73 9,68
Arachova C20:0 0,87 0,20 0,28 0,29 0,22
g-Linolenova C18:3 N6 0,09 0,05 0,11 0,12 0,01
Linolenovéa C18:3 N3 4,03 3,99 3,27 3,07 3,50
Octadekatetraenova C184N3 | 0,28 0,08 0,25 0,31 0,10
Behenova C22:0 1,97 1,01 1,60 1,44 0,86
Eicosatrienova C20:3 N6 0,61 0,32 0,93 0,83 0,37
Arachidonova C20:4 N6 1,10 0,72 1,34 1,36 0,64
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,73 1,77 0,99 1,09 0,44
Lignocerova C24.0 1,17 0,56 1,20 1,03 0,50
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,37 0,22 0,67 0,41 0,25
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,22 0,26 0,34 0,19 0,22
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,47 1,14 1,28 0,91 0,46
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Tabulka 5.11 Procentudlni zastoupeni mastnych kgén ve vrstvé volnych mastnych kyselin u
pacienti s diabetes mellitus

Cislo vzorku 6 7 8 9 10

pacient 12 15 7 6 10

% % % % %
Myristova C14:0 1,43 2,00 1,02 0,17 1,08
N-Pentadekanova C15:0 0,20 0,61 0,22 0,22 0,37
Palmitova C16:0 26,77 | 26,42| 25,77 26,83 21,7
Palmitolejova C16:1 N7 5,23 2,26 1,50 2,00 1,62
Stearova C18:0 9,67 12,79 | 11,26 14,24 10,6
Olejova C18:1 N9 37,01 | 34,33| 40,48 32,48 42,6
Oktadecenova C18:1 N7 0,55 0,38 0,38 0,39 0,41
Linolova C18:2 N6 10,36 | 11,16 12,30f 12,41 12,8
Arachova C20:0 0,30 0,54 0,18 0,17 0,33
g-Linolenova C18:3 N6 0,04 0,11 0,05 0,10 0,08
Linolenova C18:3 N3 3,84 3,15 3,47 5,15 3,74
Octadekatetraenova C184N3 | 0,86 0,40 0,15 0,13 0,52
Behenova C22:0 0,52 1,56 0,74 1,55 1,00
Eicosatrienova C20:3 N6 0,22 0,51 0,36 0,65 0,53
Arachidonova C20:4 N6 0,60 0,70 0,44 0,80 0,59
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,54 0,53 0,24 0,43 0,44
Lignocerova C24.0 0,33 0,93 0,60 0,99 0,68
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,16 0,28 0,24 0,48 0,29
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,23 0,51 0,14 0,19 0,15
Dokosahexaenova C22:6 N3 1,13 0,85 0,45 0,62 0,29
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Tabulka 5.12 Procentudlni zastoupeni mastnych kgén ve vrstvé volnych mastnych kyselin u

zdravych osob

Cislo vzorku 11 12 13 14 15
pacient 14 8 13 11 9
% % % % %
Myristova C14:0 3,38 2,39 2,20 1,88 1,94
N-Pentadekanova C15:0 0,46 0,25 0,41 0,21 0,43
Palmitova C16:0 31,99 | 26,75| 26,52| 28,9% 27,3B
Palmitolejova C16:1 N7 3,39 1,62 1,48 1,73 1,47
Stearova C18:0 10,66 | 13,67 13,96 18,22 16,7]L
Olejova C18:1 N9 34,98 | 27,36| 36,63 30,63 28,98
Oktadecenova C18:1 N7 0,33 0,33 0,27 0,35 0,36
Linolova C18:2 N6 7,32 15,27 8,80 7,75 10,74
Arachova C20:0 0,53 0,62 0,47 0,40 0,42
g-Linolenova C18:3 N6 0,07 0,07 0,09 0,13 0,11
Linolenova C18:3 N3 3,78 3,65 3,71 3,42 4,61
Octadekatetraenova C18:4N3 | 0,20 0,11 0,38 0,59 0,34
Behenova C22:0 0,69 2,65 1,20 1,50 1,60
Eicosatrienova C20:3 N6 0,24 0,65 0,58 0,71 0,88
Arachidonova C20:4 N6 0,46 1,47 0,70 0,87 0,98
Eikosapentaenova C20:5 N3 0,42 0,98 0,64 0,42 0,76
Lignocerova C24.0 0,41 0,98 0,95 1,04 1,24
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,10 0,34 0,33 0,45 0,57
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,19 0,14 0,20 0,15 0,12
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,39 0,71 0,50 0,62 0,47
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Tabulka 5.13 Procentudlni zastoupeni mastnych kgén ve vrstvé esteni cholesterolu u paciené
s diabetickou polyneuropatii

Cislo vzorku 1 2 3 4 5

pacient 5 2 1 3 4

% % % % %
Myristova C14:0 0,52 0,54 0,46 0,44 0,49
N-Pentadekanova C15:0 0,22 0,19 0,21 0,19 0,18
Palmitova C16:0 16,97 | 14,81 15,89 17,14 15,1
Palmitolejova C16:1 N7 3,40 2,59 2,19 4,75 3,74
Stearova C18:0 1,77 1,80 1,42 1,95 1,33

Olejova C18:1 N9 26,62 | 26,15| 27,10, 31,28 24,84

Oktadecenova C18:1 N7 0,37 0,31 0,37 0,54 0,26
Linolova C18:2 N6 39,58 | 40,59| 39,10 31,11 43,2
Arachova C20:0 1,43 1,18 1,64 1,26 1,47
g-Linolenova C18:3 N6 0,02 0,01 0,01 0,02 0,02
Linolenova C18:3 N3 2,16 1,95 1,58 1,69 2,44
Octadekatetraenova C184N3 | 0,20 0,03 0,05 0,02 0,12
Behenova C22:0 0,35 0,42 0,45 0,41 0,44
Eicosatrienova C20:3 N6 0,07 0,05 0,03 0,09 0,04
Arachidonova C20:4 N6 4,24 4,56 6,06 5,82 3,89
Eikosapentaenova C20:5 N3 1,24 3,34 2,16 1,67 1,51
Lignocerova C24.0 0,10 0,08 0,15 0,08 0,06
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,05 0,06 0,03 0,06 0,04
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,21 0,37 0,32 0,18 0,24
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,48 1,01 0,79 1,23 0,57
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Tabulka 5.14 Procentudlni zastoupeni mastnych kgén ve vrstvé esteni cholesterolu u paciené

s diabetes mellitus

Cislo vzorku 6 7 8 9 10

pacient 12 15 7 6 10

% % % % %
Myristova C14:0 0,59 0,39 0,39 0,49 0,32
N-Pentadekanova C15:0 0,16 0,24 0,18 0,18 0,16
Palmitova C16:0 13,49 | 14,41| 13,65 13,74 12,7
Palmitolejova C16:1 N7 5,92 1,89 2,38 2,89 1,79
Stearova C18:0 0,88 1,24 1,38 1,22 1,00
Olejova C18:1 N9 2490 | 23,62| 23,12 23,7¢ 26,0
Oktadecenova C18:1 N7 0,28 0,31 0,23 0,28 0,26
Linolova C18:2 N6 42,22 | 47,69| 50,191 47,81 48,8
Arachova C20:0 1,81 1,29 0,99 0,95 1,25
g-Linolenova C18:3 N6 0,01 0,02 0,02 0,02 0,03
Linolenova C18:3 N3 1,72 1,76 1,79 2,22 2,03
Octadekatetraenova C184N3 | 0,10 0,05 0,14 0,06 0,04
Behenova C22:0 0,38 0,39 0,36 0,45 0,51
Eicosatrienova C20:3 N6 0,06 0,04 0,04 0,05 0,04
Arachidonova C20:4 N6 4,15 4,70 3,29 3,89 3,15
Eikosapentaenova C20:5 N3 2,29 1,15 1,02 1,10 0,97
Lignocerova C24.0 0,06 0,03 0,06 0,09 0,07
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,05 0,02 0,03 0,04 0,03
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,19 0,14 0,18 0,14 0,12
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,75 0,62 0,56 0,53 0,58
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Tabulka 5.15 Procentudlni zastoupeni mastnych kgén ve vrstvé esteti cholesterolu u zdravych osob

Cislo vzorku 11 12 13 14 15

pacient 14 8 13 11 9

% % % % %
Myristova C14:0 0,58 0,29 0,50 0,57 0,36
N-Pentadekanova C15:0 0,23 0,11 0,19 0,23 0,21]
Palmitova C16:0 13,89 | 11,89 14,40 14,67 12,9
Palmitolejova C16:1 N7 5,24 2,31 4,33 4,43 1,85
Stearova C18:0 1,09 1,16 0,98 1,42 1,37
Olejova C18:1 N9 28,09 | 18,65| 27,22 24,43 19,6
Oktadecenova C18:1 N7 0,23 0,20 0,28 0,35 0,31
Linolova C18:2 N6 37,56 | 56,52| 39,24 41,364 53,2
Arachova C20:0 4,36 1,42 1,60 1,55 0,73
g-Linolenova C18:3 N6 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02
Linolenova C18:3 N3 1,81 1,80 1,29 2,50 1,91
Octadekatetraenova C184N3 | 0,05 0,02 0,05 0,10 0,06
Behenova C22:0 0,29 0,43 0,47 0,50 0,46
Eicosatrienova C20:3 N6 0,03 0,05 0,04 0,07 0,06
Arachidonova C20:4 N6 4,04 3,47 4,88 4,77 4,58
Eikosapentaenova C20:5 N3 1,76 0,92 3,35 1,76 1,31
Lignocerova C24:0 0,04 0,02 0,04 0,06 0,04
Dokosatetraenova C22:4 N6 0,03 0,03 0,03 0,05 0,05
Dokosapentaenova C22:5 N3 0,14 0,11 0,17 0,16 0,12
Dokosahexaenova C22:6 N3 0,51 0,58 0,93 1,01 0,78

5.3 Grafy pro jednotlivé tridy lipid @

Z nantfenych hodnot jsem vygdala pamérné hodnoty pro jednotlivé mastné
kyseliny v kazdé skupin Poté jsem sestrojila grafy pro skupinu fosfolipid
triacylglycerofi, volnych mastnych kyselin a esiecholesterolu. Pro lepSi rozliSeni jsem
jese sestrojila pehledréjSi grafy, do kterych jsem umistila mastné kyselsngodobnym

procentickym zastoupenim.
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Graf 5.1 Pnimérné procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve vigé fosfolipidi u diabetické
neuropatie, diabetikii a zdravych osob
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Graf 5.2 Primérné procentudlni zastoupeni mastnych kyselin s vySKkoncentraci ve vrstw fosfolipida

u diabetické neuropatie, diabetiki a zdravych osob
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Graf 5.3 Primérné procentudlni zastoupeni mastnych kyselin s niz&oncentraci ve vrst# fosfolipidi
u diabetické neuropatie, diabetiki a zdravych osob
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Graf 5.4 Priamérné procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vigé volnych mastnych kyselin u
diabetické neuropatie, diabetiki a zdravych osob
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Graf 5.5 Pramérné procentudlni zastoupeni mastnych kyselin s vySEoncentraci ve vrst& volnych
mastnych kyselin u diabetické neuropatie, diabetik a zdravych osob
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Graf 5.6 Pnimérné procentudlni zastoupeni mastnych kyselin s niz&oncentraci ve vrst¥ volnych
mastnych kyselin u diabetické neuropatie, diabetik a zdravych osob

63




TRIACYLGLYCEROLY

50,0%

45,0% B diabeticka
40,0% neuropatie
35,0% O diabetici
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%
5,0%
0,0%

MW zdravi

Graf 5.7 Pramérné procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve vigé triacylglyceroli u diabetické
neuropatie, diabetikii a zdravych osob
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Graf 5.8 Pnimérné procentudlni zastoupeni mastnych kyselin s vySEoncentraci ve vrstw
triacylglycerold u diabetické neuropatie, diabetiki a zdravych osob
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Graf 5.9 Pnimérné procentické zastoupeni mastnych kyselin s nizkbncentraci ve vrsté
triacylglycerold u diabetické neuropatie, diabetiki a zdravych osob
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Graf 5.10 Primérné procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vigé esteni cholesterolu u
diabetické neuropatie, diabetiki a zdravych osob
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Graf 5.11 Pnimérné procentudlni zastoupeni mastnych kyselin s vySkoncentraci ve vrst¥ esteri
cholesterolu u diabetické neuropatie, diabetiit a zdravych osob
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Graf 5.12 Primérné procentudlni zastoupeni mastnych kyselin s niz&oncentraci ve vrst& estefi
cholesterolu u diabetické neuropatie, diabetiit a zdravych osob
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6 Diskuze

Diabeticka polyneuropatie se do gdemi lékdt dostava jiz Bhem 19. stoleti.
Aautonomni polyneuropatie byla odhalena az ve @0et$. V roce 1864 Marchal de Calvi
jako prvni popsal neurologicky diabetes, ktery dnagyvame diabeticka polyneuropatie
(Hotta a spol.,1995).

Ve witSing literarnich zdraj se auté shoduji, Ze diabeticka polyneuropatie je
neiastjsi mikrovaskularni chronickou komplikaci provazeji diabetes mellitus
(BartouSek, 2001; OlSovsky, 2006). Ténkazdy diabetik s trvanim nemoci nad 10 let ma
znamky diabetické polyneuropatie. Ta postihuje kagc druhy perifernich nety
pievazrie ale nervy senzitivni (Ambler a spol, 2001). Towstizeni vznika hromadim
sorbitolu a fruktdézy v nasledku hyperglykémie a itiose na ni také mikroangiopatické
zmeny cév, které zasobuji nervovou tik@nternet 3).

NejrozstensjSi formou diabetické polyneuropatie je postiZzergnztivniho
nervstva. Nejastji se projevuje jako brmi, mravegeni, poruchou citlivosti a snizenou
citlivosti na zevni smyslové poély. Postizeni motorickych nekvvede k motorickym
porucham, svalové atrofii a snizeni vybavnostieréi]

Velmi z&ludné z hlediska rozpoznani je postiZzertbm@mni nervové soustavy.
Projevy jsou determinovany poruchou sympaticikgarasympatickeé inervace jednotlivych
organi: Kardiovaskularni (nahla smrt, sniZeni variabilittepové frekvence,...),
gastrointestinalni (@ymy, poruchy evakuace Zaludku), sexualni dysfunkoeeni horni
poloviny €la a dalSimi nespecifickymi potizemi.

To, zda pacient m&i nema diabetickou polyneuropatii zjistime podratny
vySetenim (Rybka, 2007; BartouSek, 2001; OlSovsky, 200@hdrova, 2008). VyS&tni
se skladad z anamnézy, zakladniho neurologickéhetieys (reflexy, citlivost a dotek,
vibratni viemy — ladika, citlivost na teplo a chlad — zkumavky s tepBwhladnou
vodou), test na autonomni neuropatii (tzv. Ewingovy testy —¢mentepové frekvence v
zavislosti na dychani, na Valsalvomanévru a na zén¢ polohy, no¥ji téz spektralni
analyza), EMG (internet 4).

V mnoha studiich se zabyvaiji tim, zda je moznéeatiakou polyneuropatii stanovit
pomoci laboratorni diagnostiky aciir presny marker pro jeji stanovenni. Jelikoz je
etiologie diabetické polyneuropatie velmi komplilkona, je také slozité najit latku, ktera

by pro toto stanoveni byla vhodna.
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Dva hlavni patogenetické vlivy vzniku diabetick@ypeuropatie jsou vysilovany
zvySenou glykémii a naslednymi poruchami lipidovéietabolismu v jatrech. Nadbytkem
glukdzy dochazi k nahromei z ni vzniklého sorbitolu v nervovych viaknechaslednou
inhibici tvorby myoinositolu a fosfoinositolu, keer jsou patbné Kk regeneraci
fosfomyelinové nervové membrany. Nadbytek glukozgternich biikach vede k inhibici
delta-6-desaturadzy, kterd katalyzujgemeénu kyseliny linolové na kyselinu gama-
linolenovou. Ta je nezbytna k tvarliady vasoaktivnich prostaglandira dochazi ke
snizeni syntézy prostacyklinu, ktery raage cévy a brani vzniku trombdzy (Hotta, 1995).

Béhem uplynulych deseti let byly vytieny experimentalni modely, které se
zabyvaly vlivem omega-6-esenciélnich kyselin nalegjii nervové dysfunkcetpdiabetes
mellitus. Hlavni vliv souvisi s abnormalni syntézptostaglandifi, které pispivaji ke
zhorSeni nervové perfuze (Cameron, Cotter, 1996).

Z celkového mnozZstvi vazanych mastnych kyselinw kg 45 % obsaZeno v
triacylglycerolech, 35 % ve fosfolipidech, 15% ve¥ech cholesterolu, volné mastné
kyseliny se podileji ménnez 5 % (Murray, 2002). NejvysSi podil mastnyclsekin
piedstavuji triacylglyceroly, které jsou hlavni zasbbformou mastnych kyselin
syntetizovanych v jatrech. Fosfolipidy jsou hlalipidovou sodasti bugénych membran.
Jelikoz i diabetické polyneuropatii dochazi k degradacivaeych viaken, mohla by se
diabeticka polyneuropatie projevit zvySenou konaitfosfolipich v krvi.

Z nasich vysledk je Zzejmé, Ze ve frakci fosfolipida triacylglyceralh dochazi u
pacienti s diabetickou polyneuropatii ke zvySovani konacesdr kyseliny palmitove
v zavislosti na rostouci koncentraci glukézy. U ipath s diabetes mellitus a zdravych
osob se tento nést koncentrace kyseliny palmitové neprojevuje. Dédehazi v obou
frakcich k poklesu koncentrace kyseliny linolov&awvislosti na koncentraci glukozy.
Z literatury je znam toxicky vliv kyseliny palmitévna beta hiky pankreatu, ktery je
povaZzovan za velmi vyznamny faktor vzniku a rozwtigbetu (Laychock, 1983).

Pramérné hodnoty delta-6-desaturdzy nevykazuji velkéditpzmezi pacienty s
diabetickou neuropatii, s diabetes mellitus a zZghravosobami (11,25; 11,38; 13,55) a
tomu odpovida i gimérné zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin -ikysgama-
linolenové, eikosatrienové, arachidonové a linoldvévSech skupin je mignodlisné, ale
v souladu s literarnimi udaji (Peter 2008, PetéyX0
Z vysledika analyzy sloZeni triacylglycerolové frakce vrstvy M. je patrné rozdilné
shizeni aktivity 9-desaturazy u paciemstdiabetickou polyneuropatii a s diabetes mellitus

(7,23; 9,39) ve srovnani se zdravou skupinou 0%8t56). Tento jaterni enzym odstuge
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kyselinu palmitovou z krevniho &bu, zajifuje jeji transformaci na kyselinu
palmitoolejovou a jeho aktivitu zjistime z péra uvedenych kyselin, protozégvazné
mnoZzstvi krevnich triacylglycemlpochazi z jaterni syntézy. Je proto mozné povdzova
hodnotu 9-desaturazy za marker poskozeni jateraindymi lipidového metabolismu u
vySe uvedenych onemao#m. Podobné nalezy byly v minulém roce publikovany
nekompenzovanych diabetika byl prokazan i fmy vliv na inzulinovou rezistenci
perifernich svalovych bk (Stefan, 2008).

VySe uvedeny nélez, dokazujici Ze aktivita Sallerazy je vice sniZzena u diabetické
neuropatie neZz u diabetu bez neurologickych koraplikmize ginést i dalSi zlepSeni
diagnostiky diabetické polyneuropatie a lepSi kalotrpostupu 1&y. Opakovanym
vySetenim paciernit bude mozné sledovat zny lipidového metabolizmu, kter&tgina
autoii povazuje zailezity faktor @i vzniku a progresi diabetické polyneuropatie.

Tyto now ziskané informace roz8ji naSe dosavadni znalosti o laboratorni

diagnostice diabetické polyneuropatie.
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7 Zawr

V této praci bylo analyzovano 15 vzarlEEDTA plazmy — 5 vzork od pacient
s diabetickou polyneuropatii, 5 vzdriod pacient s diabetem a 5 vzoikod zdravych
osob. Pomoci tenkovrstvé chromatografie jsme zidkakce jednotlivych itid lipida a
v nich pomoci plynové chromatografie stanovili pagteni mastnych kyselin.

NejvysSi podil mastnych kyselinfgustavuji triacylglyceroly, které jsou hlavni
z&sobni formou mastnych kyselin syntetizovanychjatvech. Fosfolipidy jsou hlavni
lipidovou souwasti bugénych membran. JelikoZftipdiabetické polyneuropatii dochazi
k degradaci nervovych vlaken, mohla by se diabatipklyneuropatie projevit zvySenou
koncentraci fosfolipid v krvi.

Z nasich vysledk je Zejmé, Ze ve frakci fosfolipida triacylglyceralh dochazi u
pacienti s diabetickou polyneuropatii ke zvySovani konaesdr kyseliny palmitove
v zavislosti na rostouci koncentraci glukézy. U ipath s diabetes mellitus a zdravych
osob se tento nést koncentrace kyseliny palmitové neprojevuje. \dwbrakcich takeé
dochazi k poklesu koncentrace kyseliny linolovéviglosti na koncentraci glukozy.

Z vysledki analyzy sloZeni triacylglycerolové frakce vrstvyLM je patrné
rozdilné sniZeni aktivity 9-desaturdzy u padientliabetickou polyneuropatii a s diabetes
mellitus ve srovnani se zdravou skupinou osob. Dokyu mizeme povazovat hodnotu 9-
desaturazy za marker poSkozeni jaternich efzyipidového metabolizmu u vySe
uvedenych onemoéni.

VySe uvedeny nélez, dokazujici Ze aktivita 9-dedaty je vice snizena u
diabetické polyneuropatie nez u diabetu bez negichgch komplikaci a toto zjishi
muze @inést i dalSi zlepSeni diagnostiky diabetické pelymopatie a lepSi kontrolu

postupu léby.
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9 Frilohy

9.1 Hodnoty pof¥ebné pro sestrojeni grafh 5.1 — 5.12

fosfolipidy VMK
DN D Z DN D Z
Myristova 0,209% 0,210% [ 0,204% | 1,89% 1,14% 2,36%
N-Pentadekanova 0,196% 0,183% | 0,194% | 0,62% 0,32% 0,35%
Palmitovéa 32,695% |32,787% | 31,250% | 28,02% | 25,51% | 28,31%
Palmitolejova 0,627% 0,509% | 0,699% | 2,06% 2,52% 1,94%
Stearova 16,798% | 16,284% | 17,942% | 15,88% | 11,73% | 14,64%
Olejova 13,139% |12,577% | 13,056% | 29,56% | 37,38% | 31,71%
Oktadecenova 0,356% 0,326% | 0,317% | 0,37% 0,42% 0,33%
Linolova 17,802% |19,584% | 17,838% | 10,98% | 11,82% | 9,98%
Arachova 0,194% 0,130% | 0,278% | 0,37% 0,30% 0,49%
g-Linolenova 0,141% 0,136% | 0,162% | 0,08% 0,07% 0,09%
Linolenova 0,740% 0,786% | 0,774% | 3,57% 3,87% 3,84%
Octadekatetraenova 0,216% 0,230% | 0,263% | 0,20% 0,41% 0,32%
Behenova 1,231% 1,123% | 1,221% | 1,38% 1,07% 1,53%
Eicosatrienova 2,138% 2,212% | 2,413% | 0,61% 0,45% 0,61%
Arachidonova 6,276% 5,438% | 6,228% | 1,03% 0,63% 0,89%
Eikosapentaenové 1,765% 1,653% | 1,652% | 1,00% 0,44% 0,64%
Lignocerova 1,944% 2,186% | 2,271% | 0,89% 0,71% 0,92%
Dokosatetraenova 0,272% 0,238% | 0,310% | 0,39% 0,29% 0,36%
Dokosapentaenova 0,888% 0,832% | 0,828% | 0,25% 0,24% 0,16%
Dokosahexaenova 2,374% 2,576% | 2,100% | 0,85% 0,67% 0,54%

Tabulka 9.1a Pmimérné procentudlni zastoupeni mastnych kyselin
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triacylglyceroly

estery

cholesterolu

DN D Z DN D Z
Myristova 1,45% 0,89% 2,13% 0,49% 0,44% | 0,46%
N-Pentadekanova 0,35% 0,24% 0,36% 0,20% 0,18% 0,19%
Palmitovéa 28,49% | 27,16% | 29,82% 15,99% | 13,62% [ 13,56%
Palmitolejova 2,46% 2,52% 3,32% 3,33% 2,97% | 3,63%
Stearova 5,26% 4,03% 4,99% 1,65% 1,14% | 1,20%
Olejova 43,31% | 41,34% | 41,15% 27,20% | 24,30% | 23,60%
Oktadecenova 0,49% 0,44% 0,42% 0,37% 0,27% 0,28%
Linolova 12,25% | 16,08% | 11,28% 38,72% | 47,35% | 45,58%
Arachova 0,32% 0,43% 0,53% 1,40% 1,26% | 1,93%
g-Linolenova 0,28% 0,02% 0,05% 0,01% 0,02% [ 0,02%
Linolenova 3,15% 4,24% 3,75% 1,96% 1,90% | 1,86%
Octadekatetraenova 0,14% 0,15% 0,16% 0,08% 0,08% [ 0,06%
Behenova 0,12% 0,24% 0,21% 0,42% 0,42% | 0,43%
Eicosatrienova 0,05% 0,12% 0,10% 0,06% 0,05% [ 0,05%
Arachidonova 0,66% 0,73% 0,62% 4,91% 3,84% | 4,35%
Eikosapentaenova 0,33% 0,52% 0,36% 1,98% 1,31% 1,82%
Lignocerova 0,09% 0,11% 0,11% 0,09% 0,06% [ 0,04%
Dokosatetraenova 0,08% 0,10% 0,08% 0,05% 0,03% [ 0,04%
Dokosapentaenova 0,27% 0,26% 0,19% 0,26% 0,16% | 0,14%
Dokosahexaenova 0,45% 0,39% 0,37% 0,82% 0,61% 0,76%

Tabulka 9.1b Pnimérné procentualni zastoupeni mastnych kyselin
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9.2 Zasobni kalibrani roztok mastnych kyselin

ZASOBNi KALIBRACNI ROZTOK MASTNYCH KYSELIN

Virs [ml]
n Nazev kyseliny | Vzorec | Mnaviika | Vroze. | Rozpoustédlo ¢ c c| pg.ml“] pipetovany
[mg] [ml] 1:3 [mg.mI" | [pg.ml" | v zésobnim | objem FFS
l l roztoku | do 100 ml
odm.
banky
1 Myristova Cl14:0 1000 100 | MeOH/Toluen 10 10000 20 0,2
2 | N-Pentadekanova | C15:0 480,46 96 MeOH/Toluen 5 5000 10 0,2
3 Palmitova Cl16:0 250 25 MeOH/Toluen 10 10000 300 3
4 Cle6:1 100 25 MeOH/Toluen 4 4000 60 1,5
Palmitolejova N7
5 Stearovi C18:0 1000 100 | MeOH/Toluen 10 10000 150 1.5
6 C18:1 1000 100 | MeOH/Toluen 10 10000 300 3
Olejova N9
7 Ci18:1 100 25 | MeOH/Toluen 4 4000 50 1,25
Oktadecenova N7
8 C18:2 500 100 | MeOH/Toluen 5 5000 200 4
Linolova N6
9 Arachova C20:0 100 100 | MeOH/Toluen 1 1000 10 |
10 C18:3 100 100 | MeOH/Toluen 1 1000 10 ]
g-Linolenova N6
11 C18:3 500 100 | MeOH/Toluen 5 5000 50 ]
Linoleova N3
13 Behenova C22:0 100 100 | MeOH/Toluen 1 1000 10 1
14 C20:3 25 50 | MeOH/Toluen 0,5 500 10 2
Eicosatrienova N6
15 C20:4 50 100 | MeOH/Toluen 0,5 500 20 4
Arachidonova N6
16 C20:5 10 25 MeOH/Toluen 0,4 400 10 25
Eikosapentaenova N3
17 Lignocerova C24:0 25 25 | MeOH/Toluen 1 1000 10 ]
18 C22:4 25 100 | MeOH/Toluen | 0,25 250 10 4
Dokosatetraenovi N6
19 C22:5 1 25 MeOH/Toluen | 0,04 40 8 20
Dokosapentaenovd | N3
20 Hexacosanova C26:0 22,22 88,88 | MeOH/Toluen | 0,25 250 10 4
21 C22:6 25 50 | MeOH/Toluen 0,5 500 10 2
Dokosahexaenova N3
SUMA:
58,15 ml
doplnit smési
MeOH/Toluen
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9.3 Chromatogram plazmatickych mastnych kyselin
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Tabulka 5.13 Procentualni zastoupeni mastnychelikysve vrst¢ estefi
cholesterolu u pacieints diabetickou polyneuropatii

Tabulka 5.14  Procentudlni zastoupeni mastnych likysee vrstw estefi
cholesterolu u pacieints diabetes mellitus
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» Graf 5.11 Rimérné procentudlni zastoupeni mastnych kyselin si\kgitcentraci
ve vrst¥ esteti cholesterolu u diabetické polyneuropatie, dialietk zdravych
osob
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osob

9.4.4 Seznam zkratek

EDTA ethylene diamin tetraacetic acid

VLDL Lipoproteiny o velmi nizké hustst

HDL Lipoproteiny o vysoké hustét

FA Mastné kyseliny

PUFA Vicenenasycené mastné kyseliny

PL Fosfolipidy

IDL Lipoproteiny o stedni hustat

LCAT Lecitin-cholesterolacyltransferaza
CEPT Cholesteryl-ester transfer protein
IDDM Diabetes mellitus zavisly na inzulinu
NIDDM Diabetes mellitus nezavisly na inzulinu
GDM Gesté&ni diabetes mellitus

GLUT4 Glukdézovy transfer protein

Mg Hoiik

K Deaslik

Cl Chlor

MTP Microsomal trigyiceride transfer protein
LPL Lipoproteinova lipaza

SREBP-1 Sterol Regulatory Element Binding Protein
CDT Karbohydrat deficitni transferin

NO Oxid dusny

oGTT Ordlni glukézovy toleraimi test

EMG Elektromyograf

HPTLC Vysoko@inna tenkovrstva chromatografie
H.SOy Kyselina sirova

KMnO, Manganistan draselny

K2Cr0Oy Dichroman draselny

uv Ultrafialové z&zeni

TLC Tenkovrstva chromatografie

RF Retenini faktor

DG Diacylglyceroly
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TG
VMK
ECH

K2COs
DN

Triacylglyceroly
Volné mastné kyseliny
Estery cholesterolu
Absorbance
Zred'ovaci faktor

Uhli¢itan draselny
Diabeticka neuropatie
Diabetici

Zdravé osoby
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