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Diabetes mellitus je metabolické onemocnéni projevuijici se hyperglykémii spojenou
s abnormalnim metabolismem sacharidd, bilkovin a lipidd. NecCasté&jsi formou onemocnéni
je diabetes mellitus 2. typu (dfive zndmy jako non-inzulin dependentni), ktery je
charakterizovan inzulinovou rezistenci, klesajici produkci inzulinu vedouci az k eventualnimu
selhani B-bunék pankreatu. Diabetes mellitus 2. typu je vysledkem interakce genetickych
faktord s faktory Zivotniho prostredi. Lidé Zijici s timto onemocnénim jsou vice nachylnéjsi
k riznym komplikacim. Pocet osob s diabetes mellitus 2. typu celosvétové rapidné stoupa.t

Vétsina jedincl trpicich diabetes mellitus 2. typu je obéznich s centralni visceralni
tukovou tkani. Prebytek télesného tuku je primarnim rizikovym faktorem pro vznik diabetu
2. typu. Dlouhodobé ucinky urcitych typl mastnych kyselin na inzulinovou rezistenci a riziko
vzniku diabetes mellitus 2. typu nejsou vSak stale Uplné jasné. V nedavnych studiich vSak
byly zaznamenany potencialné ochranné Ucinky mononenasycenych a polynenasycenych
mastnych kyselin. Naproti tomu prijem nasycenych a trans-nenasycenych mastnych kyselin
je spojovan se zvySenim rizika onemocnéni.?3

Cilem prace tedy bylo zjistit, jak se zméni sloZzeni mastnych kyselin v jednotlivych
frakci pri onemocnéni diabetes mellitus 2. typu a jaky vliv ma tato zména na progresi
onemocnéni. A jestli Ize tyto zmény vyuzit jako potencionalni biomarkery pro odliSeni osob
s diabetes mellitus 2. typu od zdravych jedinc(.

EXPERIMENTALNI CAST

K analyze bylo pouzito 21 vzork{ plazmy pacientd s onemocnénim diabetes mellitus
typu 2 a 17 vzork( plazmy od zdravych jedincl. Jednotlivé vzorky séra (500 pl) byly
deproteinovany pridanim 2,5 ml roztoku o slozeni: 2-propanol, n-heptan a 2M H;PO4
(v poméru 40:20:1). Vznikla smés byla promichana a 10 minut kondicionovana pfi pokojové
teploté. Nasledné byl pridan 1 ml roztoku smési toluen-methanol (4:1) a 1,5 ml destilované



vody. Po nasledné centrifugaci (10 minut pfi 3000 otackach) byla prepipetovana horni
organicka vrstva do zkumavky a odparena pod dusikem do sucha.

Odparky 5 vzorkd a standardu pro tenkovrstvou chromatografii byly rozpustény
v 75 pl smési chloroform:metanol (v poméru 2:1), promichany a kvantitativné pomoci
Pasteurovych pipet prevedeny na startovaci linii TLC desky. Nasledné bylo do zkumavek
pridano dalSich 25 pl smési chloroform:metanol. Vznikla smés byla promichana a rovnéz
kvantitativné prevedena na TLC desku. Po odpareni rozpoustédla byla deska se vzorky
vloZzena do chromatografické vany obsahujici 160 ml hexanu, 40 ml diethyletheru a 6 ml
99% kyseliny octové. TLC deska zde byla ponechana ke vzlinani po dobu pfiblizné jedné
hodiny. Jakmile mobilni faze dosahla vyznaceného cela, deska byla z vany vynata a
vysusena v digestofri.

Pouze na sloupek se standardem bylo aplikovano detekéni Cinidlo
2°,7 -dichlorfluorescein. Po zaschnuti Cinidla byly UV lampou detekovany a tuzkou
oznaceny jednotlivé frakce (fosfolipidy, diacylglyceroly, volné mastné kyseliny,
triacylglyceroly a estery cholesterolu). Pomoci Spachtle byla z TLC desky vySkrabana frakce
triacylglyceroll, volnych mastnych kyselin a ester(i cholesterolu. Tyto frakce byly prevedeny
do distych pyrexovych zkumavek.

Do zkumavek s jednotlivymi frakcemi byl pfidan 1 ml interniho standardu
o koncentraci 10 pg/ml. Nasledné byla viozena mikromichadla a bylo pridano 200 pl
acetylchloridu, ktery slouzi jako katalyzator esterifikace. Poté byly zkumavky uzavreny
vickem a umistény do termobloku vyhratého na 100°C se zapnutym magnetickych
michanim. PFi této teploté probihala esterifikacni reakce po dobu 1 hodiny.

Po ochlazeni na pokojovou teplotu byla provedena neutralizace pfidanim 5 ml
6% roztoku K,COs. Po pridavku byla smés intenzivné 2 minuty trepana a nasledné
centrifugovana po dobu 10 minut pri 3000 otackach. Horni organicka faze byla
odpipetovana do zkumavky, nasledné odparena pod dusikem dosucha. Poté bylo pridano
100 pl smési toluen-methanol (4:1) a vznikly roztok byl preveden do chromatografickych
vialek a uzavren vickem.

Vlastni analyza pripravenych vzork( byla provedena plynovym chromatografem
Agilent Technologies 7890A s kolonou HP 88 pro déleni methylester(. Teplotni program byl
optimalizovan s celkovym Casem analyzy 92 minut pro frakce volnych mastnych kyselin a
triacyglyceroll a 120 minut pro analyzu esterd cholesterolu. Celé méfeni probihalo v médu
split v poméru 10:1. Z chromatografického zaznamu byly zjistovany plochy pikl pro dané

mastné kyseliny.



VYSLEDKY A DISKUZE

Mérené vzorky byly podle hodnot glykovaného hemoglobinu rozdéleny do dvou

skupin na zdravé darce a diabetiky (viz Tabulka 1).

Tabulka 1 Rozdéleni vzorkd podle koncentrace glykovaného hemoglobinu

Skupina Glykovany hemoglobin (%)
Zdravi darci 4,5-5,8
Diabetici 6,1 a vice

Pomoci t-testu v programu Statistica 12 bylo zkoumano procentudlni zastoupeni
vybranych ¢trnacti mastnych kyselin ve frakci triacylglyceroll, volnych mastnych kyselin a
esterd cholesterolu. Pro kazdou mastnou kyselinu byly sledovany rozdily jejiho obsahu mezi
zdravymi darci a diabetiky. Statickd vyznamnost je vyjadrena hodnotou p, ktera byla
pocitdna na hladiné vyznamnosti a < 0,050. Porovnani obsahu statisticky vyznamnych
mastnych kyselin je pro jednotlivé frakce graficky vyjadfeno na obrazku 1, 2 a 3.
Po provedeni statistické analyzy ziskanych dat jsme zjistili statisticky vyznamny pokles
kyseliny stearové (C18:0) u diabetikll ve vSech sledovanych frakcich (viz Tabulka 2).
Snizena koncentrace je zplsobena zvySenou aktivitou enzymu A°-stearoylkoenzymA-
desaturasy (viz obrazek 5), coz je v souladu s dfivéjSimi nalezy.* Byla potvrzena zvySena
hladina kyseliny olejové (C18:1-N9) a kyseliny vakcenové (C18:1-N7-cis). Z obrazku 4 je
patrné, ze vyssi hodnota kyseliny olejové je spojena se stoupajici hodnotou glykovaného
hemoglobinu. Tato zavislost ukazuje, Zze diabetici maji vysSi aktivitu enzymu
A°-stearoylkoenzymA-desaturasy. Tento enzym chrani organismus pred vysokymi hladinami
nasycenych mastnych kyselin, které zplsobujici inzulinovou rezistenci, a tim zhorsuji priibéh
diabetes mellitus. Dale mlzeme zminit kyselinu trans-vakcenovou (C18:1-N7-trans), jejiz
zvySeni u diabetikl je statistické vyznamné ve frakci esterll cholesterolu. Zvyseni trans-
mastnych kyselin pozitivné koreluje s progresem diabetes mellitus. Zajimavé znaky byly
nalezeny u kyseliny nervonové. Tyto znaky nebyly doposud v literature popsany. Tato
kyselina by mohla byt dalSim nezavislym markerem prlbéhu onemocnéni diabetes

mellitus.>®
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Obrazek 1: Grafické porovnani koncentrace statisticky vyznamnych mastnych kyselin
ve frakci volnych mastnych kyselin
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Obrazek 2: Grafické porovnani koncentrace statisticky vyznamnych mastnych kyselin

ve frakci triacylglyceroli
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Obrazek 3: Grafické porovnani koncentrace statisticky vyznamnych mastnych kyselin
ve frakci estertj cholesterolu



Tabulka 2: Prehled zastoupeni statisticky vyznamnych mastnych kyselin s vysledky t-testu

Kyselina Frakce Zdravi Diabetici P Zaveér
M(%) STD |M(%) STD
C18:0 TAG 584 0,012 | 489 0,009 | 0,012 |Vyznamny
FFA | 1549 0,036 | 10,65 0,016 | 0,000 |Vyznamny
CE 1,63 0,004 | 1,27 0,003 | 0,005 |Vyznamny
ci8:1- TAG | 038 0,002 | 0,27 0,001 0,138 -
N7-trans  pFpp 063 0,002 | 0,74 0,002 0,075 -
CE 0,03 0,000 | 0,06 0,000 | 0,002 |Vyznamny
c18:1- TAG | 31,46 0,027 | 32,25 0,027 0,122 -
NS FFA | 21,79 0,049 | 2582 0,045 | 0,041 |Vyznamny
CE 18,84 0,030 | 19,20 0,017 0,405 -
C18:1- TAG 1,66 0,006 | 2,19 0,005 | 0,018 |Vyznamny
N7-cis FFA 1,21 0,006 | 1,39 0,006 0,776 -
CE 1,02 0,003 | 1,27 0,003 | 0,008 |Vyznamny
C24:1- TAG | 0,12 0,001 | 0,08 0,001 0,201 -
NS FFA 044 0,002 | 0,17 0,003 | 0,044 |Vyznamny
CE 0,144 0,000 | 0,18 0,001 0,958 -
TAG - triacylglyceroly, FFA — volné mastné kyseliny, CE — estery cholesterolu, M — median,

STD - smérodatna odchylka, p — koeficient vyznamnosti
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Obrazek 4: Bodovy graf kyseliny olejové v zavislosti na glykovaném hemoglobinu ve frakci
volnych mastnych kyselin u diabetikid
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Obrazek 5: Grafické porovnani aktivity enzymu I’ -desaturazy ve vybranych frakcich
ZAVER

Analyze bylo podrobeno celkem 38 vzorkd, které byly podle hodnot glykovaného
hemoglobinu rozdéleny do dvou skupin na zdravé darce (17) a diabetiky (21). Pomoci
tenkovrstvé chromatografie byla plazma rozdélena do péti lipidovych frakci. Frakce
triacylglyceroli, volnych mastnych kyselin a esterli cholesterolu byly derivatizovany a
ve formé& methylesterl analyzovany plynovou chromatografii. Ziskana data o mnozstvi
mastnych kyselin v jednotlivych frakcich byla nasledné zpracovana v programech Microsoft
Office Excel 2013 a Statistica 12.

Nalezli jsme u diabetikl zvySenou aktivitu enzymu A°-stearoylkoenzymA-desaturasy,
ktera transformuje nasycené mastné kyseliny na nenasycené. Tento mechanismus chrani
organismus pred vysokymi hladinami nasycenych mastnych kyselin, které zplsobuji
inzulinovou rezistenci a zhorsuji pribéhu diabetes mellitus. Nalezené vyznamné zmény
v koncentracich kyseliny nervonové by mohly byt vyuZzity jako marker priibéhu onemocnéni

diabetes mellitus.
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