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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva 1écbou diabetes mellitus 2. typu pomoci nejcasteji vyuzivaného
I€ku na diabetes mellitus, kterym je metformin. Je zde sledovan vliv metforminu na mastné

kyseliny obsazené v plazmé¢ pacientli s diabetem mellitus 2. typu.

V teoretické casti diplomové prace jsou struéné popsany jednotlivé typy diabetu a podrobné
rozebrany mechanismus vzniku diabetes mellitus 2. typu. Taktéz jsou v praci uvedeny piiznaky
diabetes mellitus 2. a genetické predispozice vcetné rizikovych faktorti. Nasledné je uveden
celosvétovy vyskyt tohoto onemocnéni a také laboratorni diagnostika. Déle diplomovéa prace
seznami s prevenci a 1écbou onemocnéni. V dalSich kapitolach je uveden pravdépodobny
mechanismus ptisobeni metforminu a stru¢né popsani lipidii s dirazem na mastné kyseliny.

V neposledni fad¢ je zde popsana metoda tenkovrstvé a plynové chromatografie.

V experimentalni ¢asti je uveden postup ptipravy vzorki EDTA plazmy pro plynovou
chromatografii a zaroven rozdéleni této plazmy do péti t¥id lipidi pomoci preparativni
tenkovrstvé chromatografie. Jsou zde porovnany koncentrace mastnych kyselin u kontrolni
skupiny diabetikii a diabetikl, ktefi jsou léceni metforminem. Zarovein je sledovéna
koncentrace lipogennich enzymil. Vysledky jsou statisticky vyhodnoceny a prezentovany

pomoci graft.
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TITLE

Analysis of the effect of metformin on the representation of fatty acids in the plasma of type 2

diabetics
ANOTATION

This diploma thesis deals with the treatment of type 2 diabetes mellitus using the most
commonly used diabetes drug, metformin. Here, the effect of metformin on fatty acids

contained in the plasma of patients with type 2 diabetes mellitus is monitored.

The theoretical part of the thesis briefly describes the different types of diabetes and the detailed
mechanism of diabetes mellitus 2 formation. Also, diabetes mellitus 2 symptoms and genetic
predisposition, including risk factors, are listed at work. The global incidence of the disease
is then reported, as well as laboratory diagnostics. Furthermore, a thesis of familiarity with the
prevention and treatment of disease. In subsequent chapters, the likely mechanism of action
of metformin and a brief description of lipids with emphasis on fatty acids are presented. Last

but not least, the method of thin layer and gas chromatography is described here.

In the experimental section, a procedure is given to prepare EDTA plasma samples for gas
chromatography while dividing this plasma into five lipid classes using preparative thin layer
chromatography. Concentrations of fatty acids in the control group, diabetics and diabetics
treated with metformin are compared here. At the same time, the concentration of lipogenic

enzymes is monitored. The results are statistically evaluated and presented using graphs.
KEYWORDS

type 2 diabetes mellitus, metformin, fatty acids, lipids
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UvVOD

Diabetes mellitus (DM) je celosvétoveé rozsSifené onemocnéni, které je velkym problémem
hlavné ve vyspélych zemich, kde je Casto zvykem vést sedavy zpiisob zivota a k tomu
se nezdravée stravovat. Diky témto faktorim, spole¢né i se stdrnutim populace, se v tomto stoleti
diabetes mellitus 2. typu (DM2) dostal do poptedi jako hlavni pficina umrti. Pocet pacienti
s diabetem roste i v Ceské republice, a proto je jak jeho prevence, tak ale i 16¢ba velkym

tématem.

Mezi 1€k prvni volby patfi metformin. Jde o Siroce vyuzZivané lécivo, ale jeho piesny
mechanismus ptisobeni v t¢le neni dosud znam. Rozvoj DM2 je tizce spjat s obezitou a obecné
nezdravym zpusobem zivota. U pacienti s obezitou je velky narist hyperglykémie
a hyperlipidémie, coZ ma za nasledek vznik inzulinové rezistence a chronicky zanét. Nastava

oxidacni stres.

Pted néstupem hyperglykémie jsou pravé lipidy, v cele s kyselinou palmitovou, pfi¢inou
apoptdzy bunék, coz je oznacovano jako lipotoxicita. Metformin ma fadu ptiznivych G€inki pii
1é€bé DM2 a jednim z nich je 1 zlepSeni lipidového profilu. Metformin pravdépodobné zvysuje
aktivitu adenosin 5" monofosfate proteinkindzy (AMPK), diky ¢emuz dochazi ke zvySené
oxidaci mastnych kyselin. To, jak velky vliv ma metformin na lipidy, je mozné zjistit

zastoupenim mastnych kyselin v plazmé, které 1ze stanovit pomoci plynové chromatografie.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Diabetes mellitus

DM je bézné chronické onemocnéni znamé jako cukrovka. Toto onemocnéni je zplisobeno

neschopnosti téla regulovat hladinu glukézy v krvi, coz vede k hyperglykémii [1].

Hladina gluko6zy v plazmé je fyziologicky 3,5 az 5,5 mmol/l. Jde o dilezity zdroj energie pro
bunky. Intracelularni koncentrace glukdzy je zavisla na jeji koncentraci v plazmé a koncentrace

je v téle regulovdna mnoha mechanismy [2].

U zdravych jedinct je cukr v krevnim feciSti snizen tvorbou inzulinu v beta buikéach
Langerhansovych ostrivkil nachédzejicich se v pankreatu. Glukéza se pomoci inzulinu dostava
do bunck, kde je ulozZena ¢i spotiebovana. Naopak pii nizké hladiné glukézy v krvi je alfa
buitkami Langerhansovych ostrivki v pankreatu produkovan glukagon, ktery $tépi zasobni

glykogen v jatrech, a tim zvySuje koncentraci glukozy v krvi [1; 2].

Pacienti, ktefi se béhem pandemie SARS-CoV-2 nakazili timto onemocnénim a zaroveinl byli
léceni s urcitym typem DM, byli Casto hospitalizovani na jednotce intenzivni péce. Zaroven
byla u téchto pacientli zaznamenana vyS$$i imrtnost. Z tohoto diivodu vznikly studie, které
poukazovaly na zvySenou zranitelnost pacientl 1é€ici se s DM vii¢i onemocnéni SARS-CoV-2,
oproti pacientll bez DM. Pro primarni prevenci bylo tedy hojné doporu¢ovano ockovani proti

SARS-CoV-2 pro pacienty 1éc¢ici se s jakymkoliv typem DM [3].

Bylo zjisténo, Ze vysoka hladina glukézy v krvi snizuje imunitu a zvySuje replikaci SARS-Co V-
2. Zaroven je u pacientll s DM vyssi oxidac¢ni stres a uvoliiuji se ve zvySené mife prozanétlivé
cytokiny neZ u zdravych lidi. Tim, Ze je u pacientd s DM zvySend exprese furinu a receptoru
angiotenzin konvertujicitho enzymu 2 je mozné, ze tento fakt podporuje vstup SARS-CoV-2

do hostitelské bunky [4].
1.1.1 Typy diabetes mellitus

RozliSujeme dva zakladni typy DM, a to diabetes mellitus 1. typu (DM1) a DM2. Kromé¢ téchto
dvou zékladnich typa DM se vyskytuji i vzacnéjsi piic¢iny vzniku DM [5].

Do vzacnéjsich specifickych typt diabetu patii naptiklad diabetes insipidus, ktery je zptisobeny
bud’ nedostate¢nou sekreci antidiuretického hormonu (ADH) z hypofyzy ¢i neschopnosti tubulti

ledvin reagovat na ADH, a tim nastava porucha zpétné resorpce vody. Také je DM zplisobeny
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genetickymi defekty beta bun€k, kdy je spojeno né€kolik forem DM s monogenetickymi defekty
funkci v beta bunice. V tomto piipade byva nastup hyperglykémie v raném veku a je zde porucha
sekrece inzulinu s minimdlnimi ¢i Z&dnymi poruchami funkce inzulinu. Dédi¢nost
je zde autozomaln¢ dominantni a je soucasti tzv. MODY diabetes, coz je zkratka z Maturity

Onset Diabetes of Young [5; 6].

Dalsim specifickym typem DM jsou genetické defekty v pilisobeni inzulinu. Jedna se
o metabolické abnormality spojené s mutaci inzulinového receptoru. Z tohoto diivodu muize
nastat hyperinzulinémie, mirnd hyperglykémie nebo az tézky diabetes. Dale DM vznika
z ditvodu nemoci exokrinniho pankreatu. Jakykoliv proces, ktery poSkozuje pankreas miize
zpusobit DM. Mezi takové procesy se fadi pankreatitida, trauma, infekce, pankreatektomie
a karcinom pankreatu. Také endokrinopatie n¢kterych hormont, jako je ristovy hormon,

kortizol ¢i glukagon, zptsobuje DM. Tyto hormony totiz antagonizuji uc¢inek inzulinu [6] .

DalSim typem DM je takovy, ktery je vyvolany léky nebo chemikaliemi. Mnoho 1éka
je schopno narusit sekreci inzulinu. Také infekce vyvolana nékterymi viry poskozuje beta bunky
pankreatu a zptsobuje DM. Takovymi viry jsou napft. cytomegaloviry, adenoviry ¢i piiuSnice.
I n&které genetické syndromy jsou spojovany s timto onemocnénim. Radime sem
chromozomalni abnormality Downova syndromu, Klinefelteriiv syndrom a Turneriv syndrom

[5; 6].

Dal$im typem DM je takzvany gestacni diabetes, ktery se vyskytuje v téhotenstvi. Jde
o glukézovou intoleranci nalezenou béhem tehotenstvi, kterd mize byt rizikem jak pro matku,

tak pro potomka [7].

Pted rozvojem vlastniho DM nastava stav zvySené glykémie na lacno, ¢i po glykemické zatézi.

Tento stav, pii kterém je porusena glukdzova homeostdza, se oznacuje jako prediabetes [8].
1.1.2. Diabetes mellitus 1. typu

Tento typ DM je zplisoben autoimunitni reakci jedince proti vlastnim beta buitkdm pankreatu,
které jsou zodpoveédné za tvorbu inzulinu. Imunitni systém nakonec beta buiiky tplné destruuje
a télo neni schopno vytvaret inzulin pro vstup gluk6zy do bunky. Tento typ DM se tak vyznacuje
absolutnim nedostatkem inzulinu. Onemocnéni je geneticky podminéno a pietrvava
celozivotné. Z celkového poctu diagnostikovanych diabetikil ve svéte, tvoti osoby postizené

DM kolem 10 % [9].
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Do tohoto typu DM také patii zvlastni forma DM tzv. Idiopaticky diabetes, ktery nema zZadnou
znamou etiologii. Pacienti mivaji nedostatek inzulinu a mize se u nich rozvinout ketoaciddza,
ale neni u nich pfitomna zadna autoimunitni reakce. Pacientt, ktefi jsou v této kategorii
je znacné mén¢. VEtSina nemocnych s timto typem diabetu pochéazi z Afriky ¢i z Asie. Jedna

se 0 zna¢n¢ dédicny typ DM [7].
1.1.3 Diabetes mellitus 2. typu

Tento typ DM je zptsoben nedostatecnou sekreci inzulinu v beta bunkéch pankreatu a soucasné
jeho snizenym ucinkem v cilovych tkanich. Nastavd tak inzulinovd rezistence. Pii DM2
a prisunem glukdzy do téla. Nedostatek inzulinu hraje vyznamnou roli pii rozvoji DM2 a jeho
rezistence ve tkanich pouze napomdha tomuto problému. Velkou roli pfi rozvoji DM2 hraje
genetickd vloha, kdy vlivem odpovidajicich genli je pravdépodobnéjsi, Ze nastane vyboceni
od normalni sekrece a ptisobeni inzulinu v organismu. Timto typem DM trpi 90 -95 % pacienti

s DM [10].

Porucha beta bunék je spojovana s jejich smrti. Cesta k dysfunkci beta bunék je v§ak o mnoho
a chronicky zanét. Buiniky jsou tak vystaveny toxickym tlakiim spolecné se zanétlivym stresem,
stresem endoplazmatického retikula (ER), metabolickym/oxida¢nim stresem a amyloidnim

stresem. Tyto procesy mohou vést az ke ztraté integrity ostruvka pankreatu [11].

Kyselina palmitovd je hlavni volnou mastnou kyselinou, ktera spoleéné s plsobenim
hyperglykémie navozuje u beta bunék pankreatu apoptéozu. Pokud u postizeného cElovéka
nedoslo jesté k hyperglykemickému stavu, hlavni stimul pro apoptézu bunék piedstavuje
dlouhodobé zvysena koncentrace volnych mastnych kyselin v plazmé. Tento jev se oznacuje

jako lipotoxicita [10].

Dnes jsou znamy tii zpiisoby, kterymi volné mastné kyseliny (MK) plisobi na beta bunky.
Prvnim zplsobem je jejich vystupiiovand esterifikace, kterd zpisobuje stres ER. Dale
vyvolavaji oxidaéni stres v beta buiice a také dochazi ke zvysSené tvorbé ceramidu z palmitatu,
a tim se snizuje genova exprese inzulinu a zvySuje se pro-apoptické pliisobeni. Lipotoxicky
vyznam ma pouze dlouhodobé zvysSend koncentrace volnych MK, naopak kratkodobé zvysSena

koncentrace plisobi na beta buiiky stimula¢né a ty zvysuji sekreci inzulinu [10].
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Podobnym zpiisobem funguje zvySena koncentrace glukézy, kdy pii pocatecni zvysSené
koncentraci glukoza pronikd k beta bunkam a ty zvysuji sekreci inzulinu, pokud ovSem
je koncentrace zvySena dlouhodobé beta bunky na ni ptestavaji byt citlivé. V beta buiikach
v mitochondriich a zabraiuje oxidaci volnych MK. Ty jsou poté ve zvySené koncentraci
v cytoplazm¢. Timto zpiisobem dochéazi k ovlivnéni metabolismu glukézy i volnych MK
a zaroven k ovlivnéni funkce organel. Nastava zvySend exprese DP5, kterou ovliviiuji molekuly
JNK a ATF3, taktéz jsou potlaceny anti-apoptické molekuly Bcl-2, Mcl-1 a Bcl-XL, coz
je zpisobeno stresem ER. Pro proces apoptdzy je tedy dulezity stres ER, jelikoZ na ném zévisi
potlaceni ochrannych proteinii a aktivace molekul DP5 a dalSich faktorii, které zplsobuji

selhani mitochondrii [10].

Soucasti interakce mezi ER a mitochondriemi jsou iontové kandlky konkrétné kalciovy kanal a
Karp kandl. Pfi del$i zvySené koncentraci glukdézy a volnych MK u beta bun¢k dochazi
k chronicky zvySené koncentraci kalcia v cytoplazmé, kterd vede ke stimulaci mitochondrii ke

zvysen¢ tvorbé reaktivnich forem kysliku [10].
1.1.4 Epidemiologie

DM2 je povazovéan za velky problém dnesni doby. Pocet postiZzenych osob timto onemocnénim
v mnoha ¢astech svéta roste. Diivodem je sedavy zplsob zivota a Spatné stravovaci navyky.
Jednim z faktorti je také starnouci populace, ktera statistiku vyskytu diabetu zvysuje. Roste v§ak

1 vyskyt DM2 u lidi pod 60 let, kdy aZ jedna tietina umird na onemocnéni s nim spojenym [12].

V roce 1990 se uvadélo, ze DM2 je osmndactd hlavni pfi¢ina amrti ve svété. V roce 2017
zaujimal diabetes jiZ devatou pticku v tomto Zebticku a v absolutnich ¢islech se jednalo o vice
nez 1 milion umrti. Odhadem zije na svét€¢ s DM2 462 milionl osob, coz piedstavuje 6,28 %

sveétoveé populace [12].

V roce 2017 ¢inil pocet ptipadt na 100 000 obyvatel v Evropé 8 529 nemocnych osob. V Asii
Slo pouze o 5961 a v Americe 7 060. Z téchto Udaji je zfejmé, Ze nejvice postizenym
svétadilem je Evropa. Jedna se pfedev§im o zdpadni staty, ve kterych je vy$si socioekonomicky
vyvoj. Nejvice ptipadt na 100 tisic obyvatel ve svét€¢ ma Déansko a Portugalsko. V celkovych
podtech jsou na piednich p¥ickach diky velikosti populace Cina, Indie a USA. Mira prevalence

ve svete je zobrazena na Obrazku 1 [12].
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Obrazek 1 — Svétova prevalence DM2. Barvy oznacuji miru prevalence na 100 000 obyvatel

v roce 2017, ptevzato z [12].

Prevalence je mirn€¢ vyssi u muzi nez u Zen a zaroven je u nich diagnostikovan DM v nizS§im

véku. DM se také nachézi na sedmé pficce jako hlavni pfi€ina invalidity [12].

Dle statistickych piedpovédi je pravdépodobné, Ze pocet osob s timto onemocnénim dale
poroste. Do roku 2030 by se mohl pocet ptipadi na 100 tisic obyvatel zvySit na 7 079 a do roku
2040 na 7 862 piipadu [12].

V Ceské republice, dle udajt WHO z roku 2016, se diabetes fadi na sedmé misto jako hlavni
pfi¢ina smrti a pfedstavuje 2 % z celkového poctu umrti, kde prvni misto zaujimaji
kardiovaskularni choroby s 50 % umrti. Ve véku 30 - 69 let zemfelo v tomto roce na DM
420 muzh a 230 Zen. Ve veku 70 let a vice zemielo 620 muzii a 1 070 zen. Dle WHO zemfielo
na vysokou hladinu glukézy v krvi ve véku 30 - 69 let 1 500 muza a 550 Zen. Ve véku 70 a vice
let zemielo 2 750 muzt a 3 770 zen [13].

Zajimavé je, ze kolem roku 1980 trpélo DM vice Zen nezli muzi. Kolem roku 1996 zacal

vzrustat pocet piipadii u muzi a tento trend je viditelny do dnes. DM je postizenych 10,2 %
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muzt a 9,1 % Zen. Co se ty¢e nadvahy u muzi se jednd o 72,8 % a obéznich muzi je 28,1 %.

Zeny trpi nadvahou ve 61,8 % a obéznich je 30,1 % Zen [13].
1.1.5 Pi¥iznaky

Hlavnimi pfiznaky hyperglykémie jsou naptiklad porucha koncentrace, inava, porucha zraku,
svédéni, infekce genitalu, parestezie, neuropatie, zména télesné hmotnosti, zizen, polyurie,

pritomnost ketonit v moci, pfitomnost riznych infekci a dehydratace [5; 14].

Zavaznost ptiznaki je zavisla na hodnoté glukézy v krvi. U DM se ptiznaky objevuji zpravidla

ptiznaky viibec ptitomny [5; 14].
1.1.6 Genetické predispozice a rizikové faktory

DMI patii mezi multifaktorialni onemocnéni, kde se zna¢né uplatiuje genetika. Existuje velké
mnozstvi gentl, které jsou spojovany praveé s timto onemocnénim. Nejvice byly studovany alely
hlavniho histokompatibilniho systému (HLA) II. tfidy. Jako vysoce rizikovy genotyp pro toto
onemocnéni je povazovan genotyp HLA DR3/4-DQS a genotyp DR4/DR4. U déti nesoucich
tyto genotypy a zdroveil majicich v rodinné anamnéze diabetes je 20% riziko vyskytu
autoprotilatek béhem détstvi. Pokud neni pfitomna i pozitivni rodinnd anamnéza je riziko 5 %

[15].

U DM2 se uplatituji, jak genetické faktory, tak znacné i vliv prostiedi. Existuje okolo 40 gent,
které jsou spojovany s rozvojem DM2. Pokud ma jeden z rodic DM2 je 40% pravdépodobnost
rozvoje onemocnéni u jeho ditéte. Jestlize jsou rodici postizeni oba pravdépodobnost se zvySuje
na 70 %. Jednim z prvnich genti spojovanych DM2 byl Pro12Ala. Ukazalo se, Ze jedinci alespon
s jednou kopii Ala maji niz§i BMI a vysSi citlivost na inzulin neZli osoby s homozygotnimi

formami pro Pro. Je tedy pravdépodobné, Ze tento gen méa ochrannou roli proti DM2 [15; 16].

Existuje take klinickd jednotka nazyvajici se MODY, kam jsou zafazovani pacienti, u kterych
se diabetes objevi pred 25. rokem zivota a ve vétSing€ ptipadl neni pii zacatecni fazi nutna lécba
inzulinem. Je u nich objeven mutovany gen, ktery muze byt pro glukokindzu, inzulin,

inzulinovy receptor, ¢i pro nuklearni transkripéni faktory fidici vyvoj beta bunék [15].

Zvysené riziko vyskytu DM2 maji osoby ve v€ku nad 40 let, obézni pacienti, lidé trpici
arterialni hypertenzi, hyperproteinémii, pii vyskytu poruchy glukézové tolerance, nebo pokud

se diabetes vyskytuje v rodinné anamnéze [17].
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Mezi dalsi rizikové faktory patii gestacni diabetes, porod plodu nad 4 kg, urychlena progrese
aterosklerdzy, recidivujici infekéni onemocnéni, nebo pfitomnost manifestovanych
chronickych komplikaci diabetu. U téchto osob se provadi screening na vyskyt DM jednou
rocné. U osob, kterych se netykaji tyto rizikové faktory, se screening provadi jednou za dva

roky [17].
1.1.7 Prevence

Dilezitym faktorem v rozvoji DM2 je zivotni styl. Diabetes je sice onemocnéni, které
se vyskytuje v roding, ale nejde vzdy pfimo o geneticky problém. Daleko castéji jsou
problémem Spatné nastavené stravovaci navyky, vztah k pohybu a pravdépodobné i stejné
stfevni bakterie v roding. Mezi faktory, které snizuji vyskyt DM2 spada 1écba hypertenze
nov¢jSimi 1éky, vice pohybu, redukce vahy, dietni vlivy, farmakoterapie pouzita pred vznikem

diabetu (napf. léky na obezitu) [18].

Jako jednou z nejucinnéjSich a zaroven nejlevnéjSich prevenci je zména Zivotniho stylu

at’ uz jde o zdravéjsi jidelnicek tak o zvySeni fyzické aktivity. Pro pacienty je vSak tento krok

velmi naro¢ny a ve vét§iné piipadii nejsou schopni u takové zmény zivota vydrzet [18].

Farmakologicka opatieni jsou taktéz velmi Ui€inn4, ale oproti vySe zminénému draha. Presto

maji vysokou UspéSnost, jelikoZ pro pacienta nepiedstavuji Zadnou namahu [18].

Existuje také chirurgicka 1écba cukrovky, ktera je schopna snizit riziko cukrovky az 40x béhem

2 let a béhem deseti let 3x [18].

Zvoleni vhodné diety je také dulezitym pilifem pro pfedchédzeni diabetu. Je vhodné zvysit
piijem polynenasycenych tukd, obilné vlakniny a pfijimat potraviny s nizSim glykemickym
indexem. Naopak by se clovék mél vyhybat vy$Simu piijmu saturovanych tukli a transmastnych
kyselin, které snizuji citlivost na inzulin. Dle nékterych studii je vhodné zaradit do jidelnicku
také ofechy, které obsahuji vice polynenasycenych MK a snizuji vyskyt DM2
az o tfetinu. Pozitivni vliv na vyskyt DM2 ma dle studii i k&va, ktera pozitivné plisobi i na srdce
a cévy ¢1 vyskyt nadort. Alkohol je zdravé pit v malém mnoZstvi, ale pii vy$§im ptijmu obecné

prospésny neni, ale naopak Skodi [18].

Dalsi negativni vliv na vyskyt DM2 ma zneCiSténé Zivotni prostiedi. Nebezpecné jsou

organické latky, které naruSuji funkce endokrinniho systému a dochazi k naruSeni fyziologické
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funkce hormont. Tyto latky pochézi naptiklad ze zmékcovaci umélych hmot, ze zpomalovact

hoteni, z barviv a hnojiv [18].

1.1.8 Laboratorni diagnostika

Kritéria pro diagnostiku DM jsou: koncentrace glukozy v plazmé Zilni krve kdykoliv béhem

dne > 11,1 mmol/l, koncentrace glukdzy v plazmé Zilni krve na lacno > 7,0 mmol/l, koncentrace

glukozy v plazmé pfi oralnim gluk6zovém toleran¢nim testu > 11,1 mmol/l. S témito

vysledky museji byt pro definitivni diagné6zu DM ptitomny u pacienta typické klinické piiznaky

nebo opakovani stanoveni znového odbéru v dalSich dnech. Jakym zplisobem je DM

diagnostikovan je uvedeno na Obrazku 2 [19].

Klinicke pfiznaky

ano ne
nala¢no kdykoliv nalacno
glykémie
= 7,0 mmol/l 5,6 - 6,9 mmol/l < 5,6 mmolfl
= 7,0 mmol/ = 11,1 mmolfl
Druhy nezavisly odbér
y oGTT - zatéz 75 g glukozy
2 hodi atezi
> 7,0 mmolll < 7,0 mmoll IR RO
/ = 11,1 mmall 7,8 - 11,0 mmol/l < 7.8 mmol/l
Diagnéza DM |/ Porusena glukézova tolerance IGT Vylougeni DM

Obrazek 2 — Algoritmus vySetfeni pro diagnostiku Diabetes mellitus, pfevzato z [19].

22




Pokud se pii druhém odbéru neopakuje hodnota glykémie odpovidajici diagnoze DM nebo
nejsou pritomny klinické ptiznaky ¢i hodnota glykémie je pouze zvySena (5,6 — 5,9 mmol/l)
je pacient poslan na zatézovy test. Jednd se o Glukdézovy toleranéni test (oGTT), jehoz
principem je podani roztoku obsahujiciho 75 g glukozy per os a po dvou hodinach je méfena
hodnota glukozy v plazmé zilni krve. Pokud je po zatézi hodnota gluk6zy mensi nez 7,8 mmol/l
u pacienta se DM nepotvrdil. Jestlize je hodnota 7,8 az 11 mmol/l jednad se
o porusenou glukézovou toleranci a pfi hodnoté vyssi nez 11 mmol/l je pacient diagnostikovan

s DM [15].

Pokud je jiz stanovena diagnéza DM2 je doporuéeno dle CDS provést dalsi laboratorni
vySetfeni pro nastaveni vhodné 1écby. Mezi tyto stanoveni patii glykémie nalacno
a postprandialng, lipidy (celkovy cholesterol, HDL a LDL cholesterol, triacylglyceroly), Na, K,
Cl, Ca, fosfaty, mocovina, kreatinin + eGF, kyselina mocova v séru, ALT, AST, ALP, GGT,
glykovany hemoglobin (HbA1c), mo¢ chemicky + mocovy sediment, popiipadé¢ kultivacni

vySetfeni, albuminurie a TSH [20].
1.1.9 Lécba

Pfi 1é€bé hyperglykémie se jednd o 1écbu projevii metabolického syndromu, to znamena,
Ze u pacienta se zaméfujeme 1 na lécbu hypertenze, dyslipidémie, obezity atd. Cilem
je dosahnout hodnoty Hblc pod 4,5 %, pticemz se kontroluje kazdé¢ tii mésice hodnota HbAlc.
To plati u pacientti s nizkym rizikem pfitomnosti vaznych pridruzenych onemocnéni, za které
jsou obvykle povazovany osoby s kratce diagnostikovanym diabetem, bez nalezu cévnich zmén
a s pocatecnimi hodnotami glykovaného hemoglobinu do 7,0 %. Pokud osoba trpi dalSimi
zavaznymi chorobami spojenymi s diabetem a hypoglykémie u nich zvySuje riziko komplikact,
je cilovou hodnotou HbA1c pouze do 6,0 %. Poté co je dosaZena cilova hodnota, je provadéna
kontrola HbAlc 1x za 6 mésich. Cil 1é€by je vzdy nastavovan zvlast pro kazdého pacienta

a tak, aby byl cil dosaZen co nejdiive po stanoveni diagndzy a s ohledem na pacienta [21].

Lécba se sklada z dietniho rezimu sestaveného pfimo na miru a s podrobnym vysvétlenim. Déle
je doporucen ideélni Zivotni styl tzn. zdkaz koufeni a doporucena fyzicka aktivita. Také jsou
urceny individudlni cile, které mohou byt tvofeny hodnotami glykémie nalacno, HbAlc,
hmotnost, krevni tlak, krevni tuky. Lékat se zamétuje také na celkovou edukaci pacienta
a nejlépe 1 jeho rodiny. Pacient také sam provadi takzvany selfmonitoring, kdy v domacim

prostfedi zjistuje hodnotu glykémie, krevni tlak a nejlépe i hmotnost. Déle se jedna
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o farmakologickou léCbu, a to nejen diabetu, ale i dalSich s nim spojenych nemoci

a v neposledni fad¢ i psychosocialni péce [21].

Lécbu tak mizeme rozd¢lit na farmakologickou, kdy jsou podavany Iéky a nefarmakologickou,
kterd ma pii 1é¢be diabetu stéZejni vyznam a zahrnuje hlavné zdravy zivotni styl. Jidelni¢ek pro
diabetika je zvolen dle soucasné télesné hmotnosti, véku a rezimu diabetika. Lékar také
rozhodne, jestli je vhodny redukcni dietni rezim, podle stupné nadvahy, ¢i staci pouze dieta

diabeticka, kterd ma urcity limit sacharidt. Cilem je dosdhnout idealni hmotnosti [21].

Farmakologickd 1écba je zahdjena ihned po stanoveni diagnozy. Lékem prvni volby
je metformin. Ostatni antidiabetikum se vyuziva pouze pii nesndsenlivosti metforminu. Déle
také pokud je zvazena indikace ptislusné skupiny a zévaznost poruchy glykoregulace nebo
klinicky stav pacienta nevyzaduje pouzit nejprve inzulin. Metformin je také mozné kombinovat
s jinymi léky, pokud samotny nepomdha k dosazeni pozadované kompenzace. HbAlc
o hodnot¢ 5,3 % je nejcastéji hranici pro revizi 1é¢by a popiipadé zvyseni davky antidiabetik,
¢i zmény jejich kombinace vcetné inzulinu. Opét je tato lécba upravena tak, aby
se co nejrychleji dosahlo cilovych hodnot. Velkou roli zde hraje postprandidlni glykémie, ktera
uzce souvisi s rozvojem aterosklerotickych komplikaci a ma vliv na dlouhodobou kompenzaci
diabetu. Inzulinem se v dneSni dob¢é mulzZe 1 zah4jit cela 1écba Castéji je vSak vyuzivan, pokud
neni U¢inna 1é¢ba dvojkombinaci perordlnich antidiabetik (PAD) nebo se pfidava k monoterapii.
Nejcasteji se kombinuje inzulin s metforminem, jestliZze nejsou pfitomny Zadné kontraindikace

[21].

Kromé metforminu jsou vyuZivany derivaty sulfonylmocoviny. Zjednoduseny princip téchto
1€kt je, ze se vazou na sulfonylmocCovy receptor beta bunék pankreatu, a tim dochazi k uzavieni
draslikovych kanalt s inhibici efluxu draslikovych iontl z klidové beta bunky. Velké mnozstvi
ptichoziho véapniku zpiisobi kontrakci mikrotubulii a exocytézu inzulinu z vezikul. Timto
zpusobem nastavd depolarizace bunééné membrany a otevieni napétove zavislych
vapnikovych kandlii. SulfonylmocCoviny pfimo neovliviiuji citlivost na inzulin, ale zvySeni
citlivosti na inzulin je sekundéarni pii 1€cbé témito 1€ky pro zlepSeni metabolické kontroly.
V kombinaci s metforminem se vyuziva pfedev§sim gliklazid nebo glimepirid. Zacina
aZ na trojnasobek denné. Pfi glykémii nad 15 mmol/l se davka jiz nezvysuje, jelikoz je poté

efekt téchto 1€k zanedbatelny [21; 22].
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U DM2 s vyjadienou inzulinovou rezistenci se pii kombinované 1écb¢ vyuziva Glitazon. Ten
plsobi na principu vazby s peroxizomovymi proliferatory-aktivovanymi receptory pro snizeni
inzulinové rezistence u DM2. Kombinovat se mize se sulfonylmocCovinou nebo inkretiny,
pokud nemtize byt pouzit metformin diky nesnaSenlivosti pacienta. Jinak se miize také
kombinovat s metforminem. Je mozné ho uzit i v monoterapii anebo 1 v trojkombinaci se vSemi
uvedenymi farmaky. S inzulinem je jeho kombinace také mozn4, ale musi byt brano v potaz

zvysené riziko srde¢niho selhani [21; 23].

DalSim farmakem jsou Meglitinidy, které se vyuZzivaji misto derivati sulfonylmocCoviny pfi
kombinaci s metforminem. Pacienti maji zachovalou sekreci inzulinu a dochazi ke kratké
pradidlni stimulaci sekrece inzulinu. Naproti tomu derivaty sulfonylmocoviny maji delsi efekt

[21].

Mezi léky s takzvanym inkretinovym plsobenim se fadi injekén€ podavana analoga GLP-1
a gliptiny, které se mohou pouzivat v kombinaci s metforminem a glitazony, pokud neni
pfitomna dostatecnd kompenzace. Dalsim takovym farmakem je Sitagliptin, ktery se mize
pouzivat v monoterapii, pokud je u pacienta nesndSenlivost k metforminu, ale také
v trojkombinaci s metforminem a derivaty sulfonylmocoviny. Také je mozné toto farmakum
pozivat s jednou davkou inzulinu. Existuji i dal$i farmaka na bazi tohoto ptisobeni. U pacienta
musi byt také zachovéana sekrece inzulinu a miZe byt poté stimulovéana v pfitomnosti glukozy.
Jsou Casto podavany na zacatku diagnézy a samy nezvysuji riziko hypoglykémie. Pfi obezité

jsou vyuzivany GLP-1 pro redukci hmotnosti [21].

Pii 1é€bé se vyuziva i1 inhibitor alfa-glukosidaz, ktery zlepSuje kompenzaci pifi vysokém
postprandidlnim vzestupu glykémie. Miize se i kombinovat, ale pouze v maximalni davce

do 200 mg za den [21].

Mezi mozné kombinované preparaty patii napt. metformin se sulfonylurenou, metformin

s glitazonem ¢1 metformin s gliptinem [21].

Pi#i vysokém kardiovaskuldrnim riziku, které je zpisobeno BMI nad 27 kg/m? a dale arteridlni

hypertenzi ¢i hyperlipoproteinémii se vyuzivaji k 1é¢bé Antiobesitika [21].

Pokud neni dosahovéno cilovych hodnot pfi 1é¢bé perordlnim antidiabetikem nebo kombinaci
zahajuje se 1écba inzulinem. Inzulin je kombinovéan s metforminem a 1é¢i se nejnizsi ucinnou
davkou inzulinu. Ze zacitku se piedepisuje dlouhodobé plsobici analog kombinovany

s metforminem nebo sttedn¢ dlouze plsobici preparat, ktery se uziva na noc. Jestlize neni stale
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kompenzace dostatecna, nastava jejich vymeéna za kratce pusobici inzuliny, které se uzivaji pred
hlavnim jidlem, a to hlavné pokud je vysoka postprandidlni glykémie. Pokud lidsky inzulin neni

dostate¢ny pro pozadovanou kompenzaci, vyuzivaji se vlastnosti inzulinovych analog [21].

Vsechna 1écebna nastaveni, jako je zahdjeni 1é€by inzulinem, uréeni jeho formy a zvoleni druhu
preparatu jsou provadéna diabetologem. Dulezitym aspektem 1€Cby pacienti s DM 2 je jejich

daslednd edukace a vstépovani navyki pro nefarmakologickou 1écbu [21].

Pro zlepseni kompenzace DM je uzivana metoda chirurgického feSeni obezity, ktera ptiblizné
u 80 % pacientl s DM zajiStuje vymizeni DM a pfechodu pouze do poruchy glukézové
homeostazy ¢i dokonce k uplné normalizaci tolerance glukdzy. Muze tak dojit k moznosti
vysazeni inzulinu a snizeni davek PAD. Pro podstoupeni chirurgického feSeni obezity

se uvazuje pti BMI nad 35, a to hlavné pokud jsou pfitomny dalsi rizikové faktory [21].
1.2 Metformin

Metformin patii mezi 1€k prvni volby pii 1é€bé DM2. Pokud neni kombinovan s jinymi
ucinnymi slozkami, nevede k rozvoji hypoglykémie a pfi jeho uzivani neni snizena glykémie

u nediabetikt [17].

Principem ucinku metforminu je jeho ptisobeni ve tkanich, a to zejména v jatrech, kde zvySuje
jejich citlivost k inzulinu. Diky této schopnosti je nazyvan jako inzulinovy senzitizér. V jatrech
cestou glukoneogeneze pii uzivani metforminu dochézi ke snizenému vydeji glukdzy, a to jak
na lacno, tak po jidle. Mezi dal$i u€inky patii urychlené zpracovani glukozy ve svalech a z ¢asti
v tukové tkani. Taktéz dochazi k zvyseni aktivity glukézovych transportéri GLUT-4. Vznika
také stimulace aktivity tyrosinkindzovych inzulinovych receptorti, a naopak k normalizaci
aktivity enzymatického systému v intraceluldrni inzulinové signalni kaskad¢. Nastava i mirné
Dal$imi ptiznivymi u¢inky metforminu je snizeni BMI, pfiznivé ovlivnéni fibrolytické cesty

a lipidového profilu [17].

To, jakymi mechanismy metformin ptisobi neni dodnes zcela jasné. Nékteré studie zjistily,
ze metformin plisobi prostfednictvim mechanismu zavislych i nezavislych na AMPK. Tim, Ze
dochazi k inhibici mitochondridlniho dychani, ale také pravdépodobné k inhibici
mitochondrialni glycerolfosfatdehydrogenazy a mechanismem zahrnujici lysozom. AMPK
aktivita je metforminem zvySovéna. Jde o serin-threonin kindzu, kterd mé funkci udrzovani

energetické homeostazy organismu. Je aktivovana v kosternim svalstvu pti z4tézi a je soucasti
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kontrakci stimulovaného transportu glukozy a oxidace (MK). V jatrech pak AMPK stimuluje
oxidaci MK a naopak inhibuje produkci glukdzy, cholesterolu a triacylglyceridii. AMPK je také
regulatorem fady dilezitych proteind, které jsou soucasti metabolismu lipidt. Také fosforyluje
a inaktivuje acetyl-CoA karboxylazu, ktera ovliviuje rychlost syntézy MK. Diky této inaktivaci
se snizuje malonyl-CoA, zvySuje se aktivita karnitin palmitoyl transferazy 1 a zvySuje

se oxidace MK. Mechanismus ptsobeni metforminu v téle je zobrazen na Obrazku 3 [24; 25].
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Obrazek 3 — Mechanismus u¢inku metforminu, dostupné z [26]

V priméru je metformin schopny snizit hodnotu glukézy v plazmé o 2,5 — 3,5 mmol/l
a u hodnot HbAic 0 2 — 2,5 %. Metformin je nevhodné podavat pfi inzulinové terapii, jelikoz
tato kombinace zajisti o mnoho nizsi pfirdstek hmotnosti, nez by tomu bylo pii podavani
samotného inzulinu, proto se zpravidla 1écba metforminem ponechdva i u pacientd, ktefi
pfechdzi na inzulinovou terapii (peroralni antidiabetika v 1é¢bé DM2). Dalsi pozitivni vliv

metforminu je snizeni kardiovaskularniho rizika [17].
1.2.1 Nezadouci u¢inky metforminu

Pfi uzivani metforminu se mohou objevit dyspeptické obtize. Témto obtizim se miZeme
vyvarovat, nebo je omezit podanim nizs$i davky a pomalim zvySovanim této davky do cilové
koncentrace. Rizikem muze byt laktatova acidéza. Pokud se vyvarujeme kontraindikaci,
k tomuto riziku by nemélo dojit. Kontraindikacemi je srde¢ni selhani, respira¢ni insuficience,

jaterni a rendlni nedostatecnost, alkoholizmus a metabolickd acidéza. Pti planovanych
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kontrastnich rentgenovych vysetienich by nemél byt metformin podévan, kvili riziku ledvinové

nedostatecnosti [17].
1.2.2 Davkovani

Doporucené davkovani metforminu jsou 3 g/den. Jedna se o maximalni denni davku, kteréd
je rozdélena do tiech tablet béhem dne. Metformin se bézné podava ve dvou davkach denné,
coz ¢inni denni piijjem 500 - 2 000 mg. U metforminu plati, Ze s rostouci davkou roste
1 uc¢innost. N&ktefi pacienti trpi gastrointestindlnimi problémy, které ovSem u 90 % z nich
po case zmizi. Dllezité je najit takovou davku, kterd pacientovi vyhovuje a nevyvolava zadné

nezadouci ucinky [17].
1.3 Lipidy

Lipidy jsou latky biologického plivodu a tvofi riznorodou skupinu, jenz ma spolecny znak
ptitomnost nepolarnich molekul jako celku ¢i ptevladani nepolarnich celkt v jejich struktufte.
Slovo lipidy pochazi z fectiny, kde /ipos znamena tuk. Do této skupiny patii oleje, tuky, né€které
vitaminy a hormony ¢i neproteinové slozky membran. Slozenim sacharidi a lipidi pomoci
kovalentni vazby vznikaji glykolipidy a s proteiny pak lipidy tvofi lipoproteiny. Dalsi vlastnosti
lipidd, kterd vychazi z ptitomnosti nepolarnich skupin, je Spatna rozpustnost ve vod¢. Lipidy
se naopak dobfe rozpoustéji napt. v chloroformu, benzenu, diethyletheru a dalSich polarnich
rozpoustédlech. Jejich afinity k vodé je v téle vyuzivano v biologickych membranach bungk,
kde vytvareji bariéru. Jejich ulohou je také zésoba energie, ticast na pochodech pro regulacni
mechanismy v buiice, pfedstavuji mechanickou ochranu nékterych organti a podkozni tuk
ma funkeci tepelné izolace. Hraji také dlilezitou llohu ve vstfebavani vitaminli A, D, E a K, které

jsou rozpustné pouze v tucich a bez jejich ptitomnosti by je télo nemohlo vyuzit [27; 28].

Lipidy mizeme rozd€lit na jednoduché, slozené a odvozené. Mezi jednoduché lipidy patii
acylglyceroly a vosky. Slozené¢ lipidy predstavuji fosfoacylglyceroly, sfingolipidy
a glykoacylglyceroly. Odvozenymi lipidy jsou prostaglandiny, steroidy, karotenoidy a lipofilni
vitaminy [27].

Spojenim glycerolu a 3 MK vznikaji estery zvané tuky a oleje, pficemz MK jsou uhlovodikové
fetézce o rizné délce o rizném nasyceni, koncici skupinami karboxylovych kyselin.
Triglyceridy maji funkci ukladani energie, izolaci bunck a vstfebavani vitaminil rozpustnych

v tucich [27].
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Vosky jsou estery tvofené alkoholem o dlouhém fetézci a mastnymi kyselinami. Vyskytu;ji
se predevSim u rostlin, kde pokryvaji povrch jejich listd. U lidi slouzi jako ochrana klze

zvukovodu ve formé cerumenu znamého jako usni maz [27].

Steroidy jsou strukturné ¢tyti spojené kruhy. NejzndméjSim typem steroidi je cholesterol, ktery
je produkovan v jatrech a je prekurzorem steroidnich hormont jako je estrogen, testosteron

a kortizol. Vyskytuje se v bunéénych membréanach a ovliviiuje jejich fluiditu [27].

Transport lipidl je zajistovan pomoci proteint, jelikoz patii mezi nepolarni latky. Pro jejich
transport se tak tvoii lipoproteinové ¢astice. Jejich struktura je tvofena triacylglyceridy (TAG),
cholesterolem, fosfolipidy a apolipoproteiny. Piiklady lipoproteint jsou chylomikrony, které
jsou nejvétsimi lipoproteiny, ale obsahuji nejméné proteini. DalSimi lipoproteiny jsou
lipoproteiny s velmi nizkou hodnotou (VLDL), lipoproteiny se stfedni hustotou (IDL),
lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL) a lipoproteiny s vysokou hustotou (HLD) [29].

U pacientll s DM2 je Casto pfitomna dyslipidémie, a to az u 75 % ptipadd. Pacienti s DM1
vétSinou dyslipidémii netrpi. Jednd se pfedevsim o smisenou dyslipidémii, kdy jsou zvySeny
TAG, LDL a nizké hladiny HDL. ZvySena hodnota TAG je diky jejich nadprodukci a snizené
clearance. Kvantitativni, kvalitativni a kinetické abnoramlity u dyslipidémie vedou ke
zvySenému riziku kardiovaskularnich onemocnéni a ve vétSiné piipadi  souviseji
s inzulinovou rezistenci. Kvalitativné jsou ¢astice zménény zvySenim subfrakce VLDL a LDL,
které jsou nachylné k oxidaci. TAG maji také vétsi zastoupeni v LDL a HDL ¢€asticich a nastava
glykace apolipoproteinil. Kinetickymi abnormalitami je pak zvySena produkce VLDL1, sniZzeny
katabolismus VLDL a zvySeny katabolismus HDL. VSechny tyto mechanismy ptedstavuji
zvysené riziko aterosklerdzy. I kdyZ je hodnota LDL pfi DM2 v normé je zde snizeny obrat,
ktery muze byt aterogenni. Tyto lipidové zmény jsou casto spojeny pravé s inzulinovou
rezistenci, visceralni obezitou ¢i nealkoholovym ztu¢nénim jater. Pfi inzulinové rezistenci

je zvySeny tok MK do jater, a to vede k nadprodukci VLDL [30]
1.3.1 Mastné kyseliny

MK jsou vyssi alkan-monokarboxylové kyseliny. Vyskytuji se bud’ jako soucast lipidi, jsou
tedy vazané, nebo jsou neesterifikované a oznacuji se jako volné. U zivocicht jsou v lipidech
MK s 16 a vice uhliky. Obsahuji dlouhé alifatické uhlikové fetézce, které urcuji lipidim
hydrofobni charakter. MK muzeme rozd¢€lit na nasycené a nenasycené. Prikladem nejcastéjSich

nasycenych MK pfitomnych v pfirozenych lipidech jsou kyselina palmitovd a stearova.
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Nejcastéjsi nenasycenou mastnou kyselinou, ktera obsahuje jednu nenasycenou vazbu
je kyselina olejova. Diky nenasycené vazb¢ jsou nenasycené MK schopny tvofit prostorové

izomery. U MK v pfirozenych lipidech je typicka cis-forma izomerie [31].

V organismu se vétSina MK syntetizuje. Mezi ty, které lidsky organismus syntetizovat
nedokaze, patii kyselina linolova, linolenova a arachidonova. Tyto kyseliny jsou z tohoto

davodu oznacovany jako esencidlni [31].

Nedostatek inzulinu a relativni nadbytek kontraregulacnich hormont u diabetikii zptisobuje
ketoaciddézu. Nejprve dochdzi k excesivni lipolyze v tukové tkani a diky tomu nariistd
koncentrace MK v plazmé¢. Naopak klesd koncentrace malonyl-CoA v hepatocytech, a tim
nastdva dezinhibice transportu acyl-CoA do mitochondrie. Nastava B-oxidace. Aktivuje
se HMG-CoA-syntaza a dychaci fetézec pfijima redukované kofaktory z oxidace MK. Krebstiv
cyklus se timto zpomaluje. Ketolatek je velké mnozstvi diky jejich zvySené produkci a utilizaci.

Nastava ketonurie [32].
e Syntéza MK

V mitochondriich vznika acetyl-CoA, ktery je nezbytny pro syntézu mastnych kyselin. Vznika
ze sacharidii, aminokyselin, ale i z MK na zéklad¢ oxidativni dekarboxylace pyruvatu a oxidaci
MK. Jeho transport pfes mitochondridlni membranu je zajiStén jeho preménou na citrat
v Krebsové cyklu. V cytoplazmé je opct premeénén na acetyl-CoA a oxalacetat v reakci
s HS-CoA a po dodani energie ve formé& jednoho ATP. Tato reakce je katalyzovdna pomoci
komplexu synthasy MK. Jde o vice enzymi oznaovanych jako multienzymovy komplex, ktery

se vyskytuje v cytoplazmé [31].

Zacatkem celého procesu je vazba acetyl-CoA na — SH skupinu multienzymového komplexu.
Druhy acetyl-CoA se v reakci s CO; pfeménuje na malonyl-CoA. Déle pak spole¢nou
kondenzaci acetatu a malonatu, kteti se uvolnili z vazby na CoA, vznika acetoacetat. U n¢ho
dochazi k hydrogenaci na B-hydroxyacyl, a nasledné se dehydratuje na nenasyceny acyl. Poté
znovu nastava hydrogenace na nasycenou MK. Tato mastna kyselina obsahuje ¢tyfi uhliky, jde
tedy o butyrat, ktery vstupuje opét do stejného cyklu reakci a na zacatku reaguje s dalsi

molekulou malonyl-CoA [31].

Tyto kroky se opakuji a na konci kazdého cyklu je MK o dva uhliky delsi. V pentosovém cyklu
vznika NADPH+H", ktery je zdrojem vodiku pro hydrogenacni reakci pfi syntéze MK. Pfi

sedmém opakovani vznika fetézec nasycen¢ MK, a to az do poctu 16 uhliki. Poté

30



se prodluzovani fetézce presouva do endoplazmatického retikula a ¢astecné¢ do mitochondrii.
Na membrané endoplazmatického retikula hlavné v jaternich bunkach postupné vznikaji
nenasycené MK s dvojnou vazbou na 7. a 9. uhliku, a to za enzymatické katalyzy desaturasami.
Timto zpiisobem vznika z kyseliny palmitové a olejové kyselina palmitolejova a olejova.
Syntéza kyseliny arachidonové, ktera je soucasti fosfolipidi bunéénych membran
a je prekurzorem bioaktivnich latek, probiha v organismu z kyseliny linolové a linolenové. Jak

uz bylo zminéno diive, tyto MK jsou esencidlni, a proto je diilezity jejich pfijem potravou [31].
e Odbouravani MK

Proces odbouravani MK se nazyva B-oxidace. MK na za¢éatku tohoto procesu vstupuji do matrix
mitochondrie. To, jakym zptsobem je schopna MK do matrix vstoupit, je zavislé na jeji délce
fetézce. MK se fetézcem do 10 uhlikit mohou do matrix vstupovat voln¢, MK s fetézcem o 12
az 18 uhlicich vstupuji za pomoci karnitinového pfenaSece a MK s fetézcem nad 18 uhlikil
neprochazeji vitbec. MK jsou pfenaSeny karnitinem az po vyvazéani z koenzymu A a navazani
na karnitin. Tento d¢j katalyzuje enzym karnitinacyltransferaza 1., ktery se nachazi
na cytosolové stran¢ vné&jSi mitochondridlni membrany. Nasleduje vyména karnitinu
za acylkarnitin pomoci karnitin-acylkarnitin translokdzy, kterd je umisténa ve wvnitini
mitochondridlni memrané. Acylkarnitin se timto zpisobem dostdvd do matrix mitochondrie
a vtomto misté¢ dojde k ptrenosu MK zacylkarnitinu na koenzym A, a to za katalyzy
karnitinacyltransferazy II. Karnitin, ktery se timto zptisobem uvolnil je za plisobeni translokéazy
vyménén za novy acylkarnitin, a tim se dostava pry¢ z matrix. Acyl-CoA je jiz v matrix

mitochondrii a podléhé B-oxidaci [32].

Samotna B-oxidace souvisi s dychacim fetézcem a probiha tak jediné za aerobnich podminek.
Jednotlivé kroky lze rozdélit jako dehydrogenace, hydratace, dehydrogenace a thiolytické
Stépeni. Prvni reakce zahrnuje oxidaci sukcinatu na fumarat za katalyzy sukcinatdehydrogendzy
a ptitomnosti kofaktoru FAD. Dalsi reakce je adice vody na dvojnou vazbu ve fumaratu
za vzniku malatu a katalytického piisobeni fumaratdehydrogendzy. Tteti reakce je oxidace
malatu na oxalacetat pomoci enzymu malatdehydrogenazy a za ptitomnosti kofaktoru NAD™.
Tyto tfi reakce odpovidaji reakcim v Krebsové cyklu zacinaje sukcinatem. Poslednim krokem
je thiolyticke Stépeni, které je katalyzované B-ketothiolazou. Pii tomto procesu dochézi k ataku
SH-skupiny koenzymu na B-keto uhlik fetézce MK. Na konci vznikad AcCoA a o dva uhliky
krat$i acyl~CoA [32].
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1.4 Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie je biofyzikalni technika, ktera slouzi k separaci, identifikaci a k ¢isténi slozek
smeési. Principem chromatografie je rozdilna distribuce latek mezi stacionarni a mobilni fazi

[33].

Tenkovrstva chromatografie neboli TLC probiha tak, Ze na desti¢ce s tenkou vrstvou, ktera
je tvotena 0,1 - 0,25 mm adsorbentu, se oznaci mista na startovaci linii a posléze je zde nanesen
vzorek o objemu 1 - 5 pl. NandSeni vzorku muze probihat riznymi zplsoby. Dnes jiz
je opusténo od ruéniho nanaSeni pomoci injekéni mikrosttikacky, ale byva vyuzivano
posuvného modulu s aplikacni hlavou. Nasleduje odpafeni rozpousStédla a umisténi desticky
do vertikdlni nebo horizontalni chromatografické komory. Vyvijeci soustavu zde tvoii smés

rozpoustédel, pficemz jejich pary pfedem nasyti komoru. I v tomto kroku se dnes vyuziva

automatizace [34].

Pti klasické TLC se vzorky nanaseji na suchou vrstvu a pasobenim kapilarnich sil v pérech
vrstvy dochdzi k vyvijeni chromatogramu, a to at’ v sestupném ¢i vzestupném usporadani.
Rychlost vyvijeni neni pii separaci rovnomérna. Pti vzristani délky vrstvy pfi styku s kapalinou
a jejim odporem toku dochazi k postupnému zpomaleni. Zavisi pak na tloust'ce vrstvy, velikosti
a pravidelnosti zrnéni c¢astic, viskozit¢ a hustot¢ vyvijeci rozpoustédlové soustavy

a na mezifazovém napéti mezi mobilni fazi a vrstvou tuhé faze [34].

Pti TLC dochézi tzv. odmiseni mobilni faze. Jde o to, ze pfed poCatkem vyvijeni nebyla
s vyvijeci soustavou suchd tenka vrstva adsorbentu vyrovnana, a tak se pfednostné v priibéhu
separace zadrzuji u¢innéjsi eluéni slozky s vétsi afinitou ke staciondrni fazi z viceslozkové
mobilni faze. To vede k tomu, Ze se eluc¢ni sila vyvijeci soustavy pii vyvijeni postupné snizuje.
Nevyhodou TLC je tedy horSi reprodukovatelnost a vSak naopak vyhodu piedstavuje

jednoduchost a vyssi pocet vzorkd, které 1ze separovat v jedné analyze [34].

Rychlost pohybu slozek vzorkl je dana jejich afinitou ke stacionarni fazi. Vyvijeci soustava
nesmi dosdhnout okraje desky. Pfed timto momentem je vyvijeni ukonceno a tam kam doséhla
vyvijeci soustava je oznaceno celo. Vyvijeci souprava je poté odparena. Dnes je Casto vyska
vyvijeni pfedem urcena a po jejim dosaZeni se vyvijeni ukonéi. Vzorky jsou na desticce
ve form¢ kruhovych skvrn nebo dochézi k tzv. chvostovani, kdy jsou protazeny ve sméru

pohybu vyvijeci soustavy. Poté jsou skvrny pomoci ultrafialového svétla ¢i vlivem barevné
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reakce za pomoci postiiku odpovidajicim detekénim Cinidlem zviditelnény. Silné zadrzované

latky jsou blize startu a malo zadrzované latky se pohybuji spolecné s ¢elem [34].
1.5 Derivatizace

Derivatizace je nezbytnou soucasti analyzy MK pomoci plynové chromatografie, a to hlavné
pro MK, které maji pocet uhlikii vyssi nez deset. U MK je bézna derivatizace za vzniku
methylesterti mastnych kyselin (FAME), které je mozné nasledné stanovovat, a to diky jejich

vysoké tékavosti a nizké polarité [35].

Vyuziva se naptiklad metoda kyselé derivatizace, kterou Ize uplatnit na celkové MK vcetné
volnych mastnych kyselin a esterifikovanych MK. Zakladni derivatizacni metody je mozné
pouzit pouze na esterifikované MK. Casto pouzivana kysela derivatizaéni ¢inidla jsou kyselina
chlorovodikova, acetylchlorid, kyselina sirova a fluorid bority. Pfi¢emZz nejpouzivanéjsi
je kyselina chlorovodikova, a to hlavné diky jejimu jednoduchému pracovnimu pouziti. Metoda
s uzitim acetylchloridu byla zavedena roku 1986. Postup je zde takovy, ze ke vzorku, ktery
obsahuje methanol, se ptida acetylchlorid a vzorek je zahtivan na 95—-100 °C po dobu 60 minut.
Po tomto Case se vzorky neutralizuji a FAME jsou extrahovany organickym rozpoustédlem.
Nebezpeci v této metodé piedstavuje moznost vyliti vzorku z lahvicky, jelikoz tato reakce
je exotermni. Hlavni vyhody zékladnich derivatiza¢nich metod jsou kratky derivatiza¢ni Cas,
nepiitomnost problému s izomerizaci dvojné vazby, snadné ovladani a pouzivani méné
agresivnich ¢inidel. Jednou z metod je naptiklad pouZiti methoxidu sodného. Existuji i jiné
derivatizacni metody, které nerozdélujeme na kyselé a bazické. Sem se fadi napiiklad vyuziti
trimethylsulfoniumhydroxidu, ktery Ize pouzit na rychlou derivatizaci, a tu tvofi pouze jeden

krok [35; 36].

Jelikoz je na vybér velké mnozstvi derivatiza¢nich metod pro analyzu MK, je dilezité zjistit
vyhody a nevyhody, které kazda metoda pfedstavuje a zvazit, kterd z nich bude nejvhodné;jsi

pro danou analyzu [35].
1.6 Plynova chromatografie

Oddélovani chemickych latek od sebe je po mnoho let nesmirné dilezité pro rizné odvétvi védy
a techniky. Plynova chromatografie (GC) se obvykle pouziva k separaci a méteni organickych
molekul a plynt. Aby tato technika fungovala, analyzované slozky musi byt tékavé, tepelné

stabilni a mit molekulovou hmotnost nizsi nez 1250 Da. Od svého objevu na pifelomu minulého
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stoleti byla plynova chromatografie piijata v mnoha primyslovych odvétvich a nyni se pouziva

pro stale rostouci seznam uplatnéni [37; 38; 39].

Bézné se zafizeni, na kterém je provadéna GC, sklada ze systému nosného plynu, injektoru,
kolony pro plynovou chromatografii, detektoru a jednotky pro zpracovéani dat. GC zahrnuje
pouziti separacni kolony, ktera je vyrobena ze skla, taveného oxidu kiemicitého nebo kovové
trubky. Stejné jako u jinych forem chromatografie protéka mobilni faze separacni kolonou
smérem k detektoru. Mobilni fdze pouzivana v GC je nosny neboli inertni plyn, jako je dusik,
helium nebo vodik. Tento plyn je vybran na zékladé své nizké nebo zanedbatelné adsorpéni
kapacité. Kdyz je smés latek vsttikovana na vstup do kolony, kazda slozka je pfenaSena smérem

k detektoru mobilnim nosnym plynem [40; 41].

Aby bylo mozné provést analyzu pomoci GC, slouc¢eniny musi mit relativné vysoky tlak par.
Mnoho sloucenin lze analyzovat v jejich pfirozené formeé, zatimco mnoho dalSich je tfeba
chemicky derivatizovat, aby byly dostate¢né té¢kavé, méné polarni a/nebo tepelné stabilnéjsi.
Aby doslo k separaci, musi GC kolona obsahovat staciondrni fazi. Stacionarni faze muze byt
pevna nebo kapalna. V zavislosti na tom, zda je stacionarni faze pti své provozni teploté pevna
nebo kapalna, je GC klasifikovana jako adsorpéni chromatografie (GSC) nebo rozdé€lovaci

chromatografie (GLC) [40].

Retence v GSC je zalozena hlavné na rozdilech mezi adsorpénimi afinitami sloZek vzorku
k povrchu aktivni pevné latky. Ackoli GSC ptedchazi GLC, pouziti GLC je mnohem
roz§ifenéj$i a je bézné vypustit ,,L* a oznaCovat tuto techniku jednoduse jako GC. V GLC
je viskozni polymer nanesen jako tenky film bud’ pfimo na vnitini sténu hadicky (wall-coated
open tubular (WCOT) kolona), nebo na pevny nosny material, ktery je tésn¢ zabalen
do separacni kolony (plnéna kolona). K separaci dochazi, protoze slozky vzorku se rozdéluji
mezi staciondrni fazi a mobilni fazi (nosny plyn) podle rovnovdzného vyrazu zvaného

distribu¢ni konstanta [40].
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2 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo rozdéleni EDTA plazmy pacientii pomoci preparativni
chromatografie na tenké vrstvé do péti tfid, a to na fosfolipidy, diacylglyceroly, MK, TAG a
estery cholesterolu. Nasledn¢ probéhlo porovnani koncentrace mastnych kyselin u kontrolnich
vzorkll diabetiki a diabetiki, ktefi podstupuji 1écbu metforminem. Soucasti procesu bylo
sledovéani koncentrace lipogennich enzymi a vypracovani jejich zéavislosti na koncentracich
vhodnych rutinnich klinicko-biochemickych analytti. Na zavér doslo k vyhodnoceni vysledka

statistiky pomoci grafii a obrazkd.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3. 1 Pouzité pristroje a materialy

3.1.1 Laboratorni pristroje

Centrifuga MPW-340

(MECHANYKA PRECYZNA, Polsko)

Kolona HP-88

(100 m x 0,250 mm x 0,20 pum, teplotni limit 50 °C-250 °C, pro dé€leni methylestert
mastnych kyselin), (AGILENT TECHNOLOGIES, Santa Clara, Kalifornie USA)
Plynovy chromatograf

(Agilent Technologies 7890A GC Systém, Santa Clara, Kalifornie USA)

Predvazky

(Adventurer Pro AV212C, OHAUS CORP, USA)

Termoblok model 18971 a 18821

(Pierce  Reacti-Therm  Heating/Stirring  Module a  odpafovaci  zafizeni,
(THERMOSCIENTIFIC, Asheville, Severni Karolina USA)

Vortex typ Reax top

(HEIDOLPH INSTRUMENTS GMBH & CO. KG, Schwabach, Némecko)

3.1.2 Laboratorni pomiicky

Automatické pipety

(Eppendorf, Hamburg, Némecko), (100, 250, 500, 1000 ul)
Chromatografické desky TLC Silica gel 60 Glass plates 20x20 cm
(MERCK, 642 71 Darmstadt, Némecko)

Chromatografické vialky s pryzovym septem, typ 5188-6599
(AGILENT TECHNOLOGIES, 5301 Santa Clara, Kalifornie USA)
Chromatografické vana

Desaga spray gun

(Diinnschicht-chromatographie, Thin-layer) (Desaga Gmbh D-690 Heidelberg,
Némecko)

Inserty do chromatografickych vialek, typ 8010-0132

(AGILENT TECHNOLOGIES, Santa Clara, Kalifornie USA)
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— Kadinky
— Lampa UV 240
(A. Kriiss Optronic GmbH, Hamburg, Némecko)
— Magnetickd michadla 10x6 mm
(P-LAB, Praha, Ceska republika)
— odmérné valce
— Pasteurovy sklenéné kapilary
— Sklenéné pipety
(1,5, 10 ml)
— stojanky na zkumavky
— Spachtle
— zkumavky

— Zkumavky Pyrex s teflonovym tésnénim

(BARLOWORLD SCIENTIFIC GROUP LIMITED Staffordshire, Velka Britanie)

3.2 Chemikalie

3.2.1 Deproteina¢ni roztok
2-propanol:n-heptan:kyselina fosfore¢na

e 2-propanol, p.a., ® = 99,95 %, Mr = 60,1 g/mol, p = 0,78 g/cm?
Sarze: PP/2017/02567 (Lach-ner s.r.o0., Neratovice, Ceska republika)

e n-heptan, p.a., ® = 98,25 %, Mr = 100,21 g/mol, p = 0,68 g/cm’
Sarze: PP/2010/14672 (Lach-ner s.r.0., Neratovice, Ceska republika)

e kyselina orto-fosforeéna, p.a., ® = 85 %, Mr = 98 g/mol, p = 1,7 g/cm®
Gislo Sarze: 1801230113 (PENTA, Praha 6, Ceska republika)

3.2.2 Mobilni faze tenkovrstvé chromatografie
Hexan : diethylether:kyselina octova

e n-hexan, p.a., ® = 99 %, Mr = 86,18 g/mol, p = 0,659 g/cm?, sarze: 2703070322
(PENTA, Praha 6, Ceska republika)

e diethylether, p.a. nestabilizovany, ® = 99,7 %, Mr = 74,12 g/mol, p = 0,714 g/cm’
Sarze: 2611091121 (PENTA, Praha 6, Ceska republika)
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e kyselina octova p.a., ® = 99 %, Mr = 60,05 g/mol, p = 1,050 g/cm?
Sarze: 1907280714 (PENTA, Praha 6, Ceska republika)

3.2.3 Detekéni Cinidlo

e 2,7-dichlorfluorescein, Mr = 401,2 g/mol, p = 1,050 g/cm?
Sarze: D6665-5G (SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Némecko)

3.2.4 Standard pro plynovou chromatografii

e kyselina cis-13,16,19 dokosatrienova

(Larodan Fine Chemicals AB, Malmo, Svédsko)
3.2.5 Dalsi chemikalie

e toluen, p.a., ® = 99,28 %, Mr = 92,14 g/mol, p = 0,87 g/cm?
Sarze: PP/2021/08282 (Lach-ner s.r.0., Neratovice, Ceska republika)

e methanol, p.a., ® = 99,98 %, Mr = 32,04 g/mol, p = 0,79 g/cm?
Sarze: 2612171221 (PENTA, Praha 6, Ceska republika)

e chloroform, p.a., stabilizovany, 1 % ethanol, ® = 99,8 %, Mr = 119,38 g/mol, p = 1,447
g/cm?
Sarze: 2204030417 (PENTA, Praha 6, Ceska republika)

e acetylchlorid, ® = 98 %, Mr = 75,5 g/mol, p = 1,104 g/cm?
Sarze: STBK1935 (SIGMA-ALDRICH Steinheim, Némecko)

e uhlicitan draselny, p.a., ® = 99,7 %, Mr = 138,21 g/mol, p = 1,447 g/cm3
Sarze: 2608030821V (PENTA, Praha 6, Ceska republika)

e pool plazma — standard pro TLC

3.2.6 Tlakové lahve

e Dusik: N> 4.0, UN 1066

(Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Ceska republika)
e Helium: He 5.0, UN 1046

(Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Ceska republika)
e Vodik: H> 5.0 = 99, 999

(Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Ceska republika)
e Vzduch: Oz 20%, N2 80%, UN 1956
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(Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Ceska republika)
3.3 Pracovni postup

3.3.1 Analyzované vzorky

Analyzované vzorky z této diplomové prace pochazeji od pacientli s onemocnénim diabetes
mellitus z nemocnice Tubingen v Némecku. Vzorky byly zpracovany v souladu s ptedpisy
etické komise. VSichni dani pacienti podepsali informovany souhlas s odbérem Zilni krve pro
veédecké a studijni ucely. Bylo analyzovano 30 vzorki zilni krve, které byly stoeny. Ziskana

plazma byla uchovana pti -20 °C a dale zpracovana.
3.3.2 Priprava standardi pro kalibraci

Byl piipraven deproteinacni roztok smichanim 2-propanol, n-heptan a 2 mol/l kyseliny
fosforecné v poméru 40:20:1. Pomoci zasobniho standardniho roztoku vybranych MK bylo
pfipraveno 5 roztokid pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky. K 1 ml zdsobniho roztoku MK byly
pfidany 4 ml methanolu. Takto pfipravena smés byla fadné promichana za pomoci vortexu
a postupné bylo pfidano do pfipravenych zkumavek 0, 50, 100, 200 a 400 pl. Nasledovalo
odpareni do sucha v atmosféte dusiku. Dale byl odparek rozpustén v 500 pl poolové plazmy a
k nému bylo pfidano 2,5 ml deproteinacniho roztoku. Smés byla promichana a inkubovéana 10
minut pii laboratorni teploté. Nasledné byl pfidan 1 ml vnitfniho standardu o koncentraci 10
ul/ml a 1,5 ml destilované vody. Po promichani byla provedena centrifugace 10 minut pfi
RCF 5000. Do ptipravenych zkumavek byla piepipetovana horni organicka vrstva a odpatena
do sucha v atmosféfe dusiku. Takto pfipravené vzorky byly separovany za pomoci TLC (viz.

kapitola 3.3.4). K sestrojeni kalibra¢ni kiivky byla pouze pouzita frakce volnych MK.
3.3.3 Extrakce lipidii a denaturace proteint

Do koénickych zkumavek bylo napipetovano 250 pl vzorku séra a do jedné zkumavky standard.
Dale bylo pfidano 1,25 ml deproteina¢niho roztoku ve sloZeni: 2-propanol, n-hexan a 2 M
H3PO4 0 pomé&ru 40:20:1. Vznikla smés byla promichana na vortexu a deset minut kondiciovana
pti laboratorni teploté. K obsahu ve zkumavce bylo pfiddno 0,5 ml smési toluen:methanol
vpoméru 4:1 a 0,75 ml destilované¢ H>O. Smés byla promichana na vortexu a nasledné
centrifugovana po dobu deseti minut pii RCF 5000. Horni organicka vrstva byla automatickou
pipetou odpipetovana do Cisté zkumavky a v digestoti odpafena do sucha pod proudem dusiku

pii laboratorni teploté.
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3.3.4 Tenkovrstva chromatografie
I.  Piiprava mobilni faze

Mobilni faze byla vytvofena smichdnim 160 ml hexanu, 40 ml diethyletheru a 6 ml 98%
kyseliny octové. Tato smés byla prelita do chromatografické vany. Pied vlozenim
chromatografické desky byla vana na 30 - 40 minut uzaviena, aby doslo k jejimu nasyceni

parami mobilni faze.
II.  Ptiprava chromatografické desky

Na chromatograficku desku byly tuzkou vyznaceny jednotlivé drahy, start a ¢elo. Oznaceni bylo
provedeno narysovanim bocnich okraj, které ¢inily 1 cm od hrany desky, ¢ela ve vzdalenosti
1 cm od horniho okraje a startovaci linie 2,5 cm od spodniho okraje desky. Plocha desky byla
rozdélena na Sest drah s tim, ze kazda méla Sitku 3 cm. Kazdé4 drdha byla v horni ¢asti desky

oznacena prislusnym cislem vzorku a posledni byla urcena standardu.
III.  Vlastni chromatografie

K odparkim péti vzorki a standardu byla ptidana smés 75 pl chloroform : methanol v poméru
2:1. Smési byly promichany na vortexu a pomoci Pasteurovych pipet byly postupné naneseny
celé objemy (piiblizn€ 6 vrstev) na startovaci linii chromatografické desky tak, aby nedoslo
k poskozeni jejiho povrchu. Poté byly zkumavky vyplachnuty pfidanim dalSich 25 pl smési
chloroform : methanol v poméru 2:1 a obsah zkumavek byl opét vortexovan a stejnym
zpusobem postupné pfenasSen na chromatografickou desku. Poté se deska nechala zaschnout pii
laboratorni teploté, dokud nedoSlo k odpateni rozpoustédla. Nasledné byla deska vlozena
do chromatografické vany, kde byla ponechdna, dokud vzlinajici mobilni faze nedosla
do startovaci linie k nanesenym vzorkiim. Nasledn¢ byla deska vyjmuta a opét byla ponechdna
v digestoii, aby doSlo k zakoncentrovani. Po zaschnuti byla chromatografickd deska opét
vloZena do zakryté nasycené chromatografické vany, kde probihalo jeji vyvijeni. Deska byla
opet vyjmuta a vysuSena v digestofi po 50 minutich, kdy vzlinajici mobilni fdze dosdhla

oznaceného cela.
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IV.  Detekce jednotlivych frakei

Na drahu obsahujici standard bylo v digestofi rovnomérné aplikovéano detekcni ¢inidlo 2°,7¢-
dichlorfluorescein. Ostatni ¢asti desky byly zakryté. Po zaschnuti detek¢niho ¢inidla bylo
pomoci UV lampy rozliSeno Sest lipidovych frakci: fosfolipidy, diacylglyceroly, cholesterol,
volné MK, TAG a estery cholesterolu. Tuzkou byly jednotlivé frakce vyznaceny tak, Ze nad

hornim 1 dolnim okrajem byl ponecham 0,5 cm prostor.
V. Izolace jednotlivych tfid lipida

Podle drahy standardu, na které byly vyznaceny jednotlivé frakce, byly tuzkou oznaceny
1 frakce v ostatnich drahdch. Takto oznacena jednotlivé pole byla vyskrabana pomoci Spachtle
z chromatografické desky a pievedena do pfedem pfipravenych pyrexovych zkumavek

s teflonovym tésnénim, a to s vyjimkou frakce cholesterolu, ktery se k dalsi analyze nepouziva.
3.3.5 Derivatizace: prevedeni na methylestery

Do pyrexovych zkumavek s jednotlivymi frakcemi bylo ptfidano 0,5 ml interniho standardu
(kyselina cis-13,16,19 dokosatrienova) pro plynovou chromatografii o koncentraci 10 pg/ml
a 1 ml smési toluen : methanol v poméru 4:1. Nésledné¢ bylo vloZzeno magnetické
mikromichadélko a opatrné napipetovano 200 pl acetylchloridu, ktery slouZzi jako katalyzator
esterifikace. Pyrexové zkumavky pevné uzaviené¢ uzavérem s teflonovym tésnénim byly
vloZeny na 1 hodinu do pfipraven¢ho vyhiatého termobloku na teplotu 100 °C a se zapnutym

michanim na rychlost 8.

Po uplynuti reakéni doby byly zkumavky z termobloku vyndany a ochlazeny na pokojovou
teplotu stanim v digestofi. Nasledné byla provedena neutralizace pfidanim 5 ml 6% roztoku
K>CO:s. Po pfidani uhlicitanu byla smés dvé minuty intenzivné v ruce tfepana a nasledn¢ byla
centrifugovana deset minut pii RCF 5000. Horni organicka faze byla prepipetovana do Cistych

zkumavek a v digestofi odpatena dusikem do sucha.

Do odpatenych zkumavek bylo nasledné ptidalo 100 pl smési methanol : toluen (1:4) a vznikly
roztok byl zvortexovan. Déle se roztok prevedl do oznacenych chromatografickych vialek
s insertem a uzavien uzdvérem s pryzovym septem. Vzorky byly uchovany v mrazdku

do nasledujici analyzy.
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3.3.6 Plynova chromatografie

Ptipravené vzorky v uzavienych vialkach byly vlozeny do karuselu plynového chromatografu.
Po naprogramovani vzorka byl spustén plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A
s HP kolonou pro déleni methylesterti. V pocitaovém programu spojeném s plynovym

chromatografem byly nastaveny podminky méfeni. Nastaveny teplotni program byl nasledujici:

e Pocatecni teplota: 130 °C po dobu 1 min

e Teplotni gradient:
- 2 °C/min do teploty 176 °C po dobu 2 min
- 1 °C/min do teploty 186 °C po dobu 1 min
- 0,2 °C/min do teploty 190 °C po dobu 1 min
- 1 °C/min do teploty 220 °C po dobu 4 min

Celkovy cas analyzy jednoho vzorku byl 92 minut a méfeni probihalo v modu split v poméru

10:1.
3.3.7 Vyhodnoceni dat

K identifikaci jednotlivych pikd mastnych kyselin byly pouZity retencni Casy ziskané
ze zaznamu standardu s danym obsahem jednotlivych mastnych kyselin. Ziskané
chromatogramy byly integrovany v programu GC ChemStation B.04.03. Koncentrace MK byla
vypocitana pomoci jednobodové externi kalibrace s pouzitim response faktori (IRF) podle

vztahu:
Ars - Cyg—st _ Crs—vz * Auk-vz " IRF

IRF = Cvyw_ =
CIS—st : AMK—st MK=vz

AIS—vz
A —plocha, C — koncentrace, IS — interni standard, st — standard, vz — vzorek

Takto ziskana data byla dale statisticky zpracovana pomoci softwaru Statistica 14 a programu

MATLAB.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Soubor pacientii

V této diplomové praci bylo analyzovano deset vzorkli od pacientti, u kterych byl
diagnostikovan DM2 a zatim u nich nebyla zahajena 1écba. Dale byl analyzovan soubor deseti
vzorkill od pacientd s DM2, ktefi jsou 1é¢eni metforminem a deset kontrolnich vzorki. U vSech
téchto pacientil bylo stanoveno osm MK s dlouhym fetézcem pomoci plynové chromatografie
a nasledné grafické vyhodnoceni osmi vybranych MK a celkové plazmy dle jednotlivych frakci
v programu Statistica 14 a MATLAB. Vybrané MK pro grafické zpracovani byly myristova
kyselina, pentadekanova kyselina, sapienovd kyselina, cis palmitoolejova Kkyselina,
trans vakcenova kyselina, oktadekadienova kyselina, frans oktadekadienova kyselina
a eikosapentaenova kyselina. V Tabulce 1 jsou uvedeny hodnoty cholesterolu, TAG, HDL a

LDL cholesterolu u pacientd 1écenych metforminem.

Tabulka 1 — Hodnoty pacientli 1é¢enych metforminem

5 Cholesterol | Triacylglyceroly HDL LDL
Cislo vzorku | Pohlavi

[mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l]
Vzorek ¢. 1 M 7,5 3,1 32 3,7
Vzorek ¢. 2 M 12,6 6,3 2,7 9,6
Vzorek ¢. 3 M 12,8 10,5 2,1 7,8
Vzorek ¢. 4 M 9,8 8,6 2,5 6,7
Vzorek ¢. 5 M 13,3 7,8 3,1 10,1
Vzorek ¢. 6 M 9,5 2,8 3.4 5,2
Vzorek ¢. 7 M 12,4 3.8 3,2 9,7
Vzorek ¢. 8 M 9.8 5,0 4.2 7.3
Vzorek ¢. 9 M 13,1 8,2 2,6 10,2
Vzorek ¢.10 | M 9,6 2.9 3 5,5
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Tabulka 2 uvadi hodnoty cholesterolu, TAG, HDL a LDL cholesterolu u pacienti nelécenych

metforminem.

Tabulka 2 — Hodnoty pacientli nelécenych metforminem

5 Cholesterol | Triacylglyceroly HDL LDL
Cislo vzorku | Pohlavi

[mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l]
Vzorek €. 1 M 14,1 9.8 2,9 9.9
Vzorek ¢. 2 M 11,8 7.7 2,8 8.7
Vzorek ¢. 3 M 12,5 11,3 3,3 8,5
Vzorek ¢. 4 M 12,4 33 3,1 9.4
Vzorek ¢. 5 M 13,1 11,1 2,8 7,9
Vzorek ¢. 6 M 17,3 13,8 3,2 13,5
Vzorek ¢. 7 M 14,3 4,1 4,2 10,3
Vzorek ¢. 8 M 17,9 19,8 2,3 14,4
Vzorek ¢. 9 M 13,6 52,3 2.8 4.4
Vzorek ¢.10 | M 16 5,4 3.4 8,6

V Tabulce 3 jsou uvedeny parametry kalibra¢nich pfimek pro osm vybranych MK.
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Tabulka 3 — Parametry kalibracnich pfimek

n | kyselina vzorec R? Rovnice regrese

1 | myristova C14:0 0,9868 y =0,0435x — 0,0166
2 | pentadekanova C15:0 0,9916 y =0,0418x — 0,0065
3 | Sapienova C16:1-N10 0,9954 y =0,4833x + 0,1049
4 | cis palmitoolejova 9-Cl6:1-cis 0,9965 y =0,0588x + 0,0035
5 | trans vakcenova C18:1-N7-trans | 0,9973 y =0,0733x + 0,0576
6 | cis oktadekdienova C18:2-9Z,11E 0,9841 y =0,0428x + 0,0632
7 | trans oktadekadienova C18:2-10Z,127Z | 0,9745 y =0,0581x + 0,0023
8 | eikosapentaenova C20:5-N3 0,9894 y = 0,0866x — 0,0026

4.1.1 Frakce fosfolipida

Fosfolipidy tvoii zdkladni slozku lipoproteind, jsou soucésti povrchové aktivnich latek
a bunécnych membran. Nejcastéji jsou slozeny ze dvou MK, které jsou vazany esterovou
vazbou na glycerolovy hlavni fetézec obsahujici nepolarni skupinu. JelikoZ jsou amfifilni,
vétSina z nich mlze spontanné tvofit dvojvrstvy ve vodném prostiedi. Tyto dvojvrstvy jsou pak

hlavnimi slozkami bunécnych membran [42].

Fosfolipidy se rozdé€luji dle povahy jejich hlavni skupiny, délky a nasyceni jejich acylovych
fetézcl. Struktura danych fosfolipidii pak urcuje viskozitu, zaktiveni a elektrostaticky ndboj
membranové dvojvrstvy. Dokazi také regulovat nékteré dulezité fyziologické déje, mezi které

patii naptiklad exocyt6za, chemotaxe a cytokineze [42].

Fosfolipidy jsou syntetizovany v ER. Plni zde dilezit¢ funkce, kterymi jsou napftiklad
poskytovani membran potiebnych pro syntézu a export proteintl, cholesterolovd homeostaza
a v neposledni fad¢ ukladéani a sekrece TAG. VSechny tyto biologické procesy museji spravné
spolupracovat, jelikoz studie ukazuji, Ze metabolismus fosfolipidi na ER souvisi s poruchami
ukladani a sekreci lipidi a také se stresovymi reakcemi. To vSe mlze vést k obezite, kterd

ptispiva ke vzniku DM2 a také aterosklerdze ¢i neurologickym porucham. Fosfolipidova
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syntéza neni rovnomeérné rozlozena pouze v ER, ale je lokalizovana v membrénovych

rozhranich nebo kontaktnich zoénach s jinymi organelami [43].

Pro statistické vyhodnoceni koncentraci vybranych MK byla aplikovdna metoda analyzy
sousednich komponent (NCA), kterd nam ukézala statistickou vyznamnost jednotlivych
mastnych kyselin. Na Obrazku 4 mizeme vidét jako nejvyznamnéjsi MK eikosapentaenovou
a kyselinu sapienovou. Tyto kyseliny jsou vyznamné pro nalezeni rozdili mezi skupinou

nelécenych, 1écenych pacientl a kontrol.
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Obrazek 4 — Statistickd vyznamnost méfenych mastnych kyselin ve frakci fosfolipidi

Z puvodniho datového souboru byly vybrany 4 proménné v diagramu uvedené nad modrou linii
(tzv. toleran¢ni mez). Tyto promeénné byly pouzity pro analyzu hlavnich komponent (PCA).
Z Paretova diagramu, viz Obrazek 5 je zfejmé, ze prvni dvé hlavni komponenty objasni témét
80 % variability pivodnich dat. Vyznam jednotlivych proménnych ve form¢ ,heatmapy‘ pro

tvorbu obou hlavnich komponent je vidét na Obrazku 6.
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Obrazek 5 — Paretliv diagram ve frakci fosfolipida
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Obrazek 6 — Vyznam mastnych kyselin pro tvorbu hlavnich komponent

47



Kyselina eikosapentaenova (C20:5-N3)

Jedna se o omega-3 MK, ktera ma strukturu karboxylové kyseliny s 20ti uhlikovym fetézcem
a péti cis dvojnymi vazbami, pfi¢emz prvni dvojnd vazba je umisténa na tretim uhliku od omega
konce. Tato kyselina plni mnoho dilezitych funkci v biologickych membranach a slouzi jako
prekurzor fady lipidovych regulatorii v bunééném metabolismu. Obecné jsou omega-3 MK
oznacovany jako blahodarné a predpoklada se, Ze zlepSuji zotaveni z inavy, vytrvalostni vykon
cervenych krvinek, bunééné membrany myokardu a kosternich svali. Z tohoto divodu jsou
hojn¢ uzivéany sportovci. Diky jeji dilezitosti v lidském téle je snaha vyvoj komercnich postupt
pro jeji vyrobu. Kyselina eikosapentadaenova je obsazena naptiklad v rybim oleji a motskych
fasach. V nékterych studiich je poukdzano na prostizanétlivé ucinky kyseliny eikosapentaenové

a jeji blahodarny vliv na pacienty trpici astmatem [45; 46].

Kyselina sapienova (C16:1-N10)

Je mononenasycend MK z rodiny n-10 tvofena z kyseliny palmitové pomoci delta-6 desaturazy.
Jedna se o pozi¢ni izomer kyseliny cis -9- hexadecenové. Kyselina sapienova je soucasti
lidského mazu, vlasii a nehtl. TaktéZ bylo zjiSténo, Ze je obsazena v dalSich lidskych buiikach,
jako jsou cervené krvinky a bunky vrozeného imunitniho systému. Této kyselin€ jsou
piipisovany protizanétlivé a metabolické vlastnosti. Vznikly studie na jeji mozné pouziti jako

biomarkeru u nékterych typt rakovin [47; 48].

Na Obrazku 7 mizeme vidét shluky nasich studovanych skupin a interakci s proménnymi, kdy
sapienova kyselina ndm dava velmi vyznamné vysledky pfi rozliSeni lécenych a nelécenych
pacientl s diabetes mellitus. Naopak kyseliny pentadekanovad a eikosapentaenova jsou

vyznamnymi parametry v kontrolni skupiné.
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Obrazek 7 — Separace vzorkli do jednotlivych skupin a interakce mezi skupinami ve frakci

fosfolipid

Pro snadnéj$i posouzeni, ¢i srovnani hladin jednotlivych analytt v danych skupinach je uveden
posledni diagram paralelnich koordinat, viz Obrazek 8. Jedna se o grafickou prezentaci median

standardizovanych koncentraci, které takové relativni srovnani umoziuji.
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Obrazek 8 — Diagram paralelnich koordinat ve frakci fosfolipida

Ve frakci fosfolipidii nalézdme primarni statistickou vyznamnost u dvou MK, které jsou ve
velké mife zavislé na pfijmu z potravy. Z tohoto hlediska je zna¢né obtizné hledat néjaké
zavislosti u léCenych a nelécenych pacientll metforminem. Zaroven v této frakci mnozstvi MK
zavisi na potiebé fosfolipidi k regeneraci organovych bunék v organismu. Syntéza
membranovych lipidi nezavisi na inzulinové rezistenci ani na zvySenych koncentraci glukozy

a glykovaného hemoglobinu u diabetik.
4.1.2 Frakce diacylglycerolu

Diacylglyceroly (DAG) maji jednoduchou lipidovou strukturu slozenou z molekuly glycerolu
spojenou se dvéma MK esterovymi vazbami. MK mohou byt nasycené i1 nenasycené. Pokud
se v DAG vyskytuje jeden nasyceny fetézec a jeden nenasyceny, jsou biologicky velmi dulezite,
jelikoz tento typ DAG je hlavni pro bunécnou signalizaci. Jsou schopné ovliviiovat biofyzikalni
vlastnosti lipidovych membran. DAG méni vnitini zakiiveni membrany a usnadnuji fazi

vezikul indukovanou fosfolipazou-C [49].

Diacylglyceroly jsou meziproduktem v lipidovych biosyntetickych drahach. VétSina

signalizacnich DAG vznika hydrolyzou fosfatidylinositol-4,5-biosfosfatu za piisobeni enzymu
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fosfolipaza C. Dalsi zptsob vzniku DAG je, kdyZ dojde k odstranéni pomoci fosfatazy hlavni
skupiny fosfatu z kyseliny fosfatidové. Signalni DAG maji vyznam pro aktivaci ¢i nabor

do membran fady proteini, jako je napiiklad proteinkinaza C [50].

DAG je mozné ziskat z velké fady surovin, jako je napiiklad rybi olej. DAG obsahuje ve své
struktuie jak hydrofilni, tak hydrofobni c¢ast. DAG jsou vyuzivany ve farmaceutickém pramyslu
jako ucinna prevence proti hromadéni télesného tuku a poruch souvisejicich s obezitou [51].
Proto jsou DAG uméle vyrabény za pomoci alkoholyzy, esterifikace nebo castecné hydrolyzy

TAG. Primyslova vyroba zahrnuje alkalicky katalyzovanou glycerolyzu tuki a olejt [52].

Pii pouziti metody analyzy sousednich komponent (NCA) nam v této frakci statistickou
vyznamnost ukazalo hned 6 mastnych kyselin, které jsou vyznamné pro nalezeni rozdili mezi

skupinami nelécenych, lé€enych pacientli a kontrol. To je vidét na Obrazku 9.
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Obrazek 9 — Statistickd vyznamnost métenych mastnych kyselin ve frakci diacylglycerolt

Proto bylo pro dalsi zpracovani pouzito téchto 6 proménnych, které muzeme vidét nad
toleranéni mezi. Tyto proménné byly pouZzity pro analyzu hlavnich komponent (PCA).

Z Paretova diagramu, viz Obrazek 10 je ziejmé, Ze prvni tii hlavni komponenty objasni téméf
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90 % variability pivodnich dat. Vyznam jednotlivych proménnych ve formé ,heatmapy‘ pro

tvorbu obou hlavnich komponent je vidét na Obrazku 11.
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Obrazek 10 — Paretliv diagram ve frakci diacylglycerolii
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Obrazek 11 — Vyznam mastnych kyselin pro tvorbu hlavnich komponent

Kyselina pentadekanova C15:0

Jedna se o MK s lichym fetézcem obsahujici 15 uhlikti. Jde o nasycenou MK kyselinu, ktera
patii do takzvanych dietnich kyselin. Spole¢né s kyselinou heptadekanovou tvoii malou cast
nasycenych MK v mlé€ném tuku a n&kterych rybach a rostlinach a poZivaji se jako biomarkery
mlééného tuku. V plnotuéném mléce je vSak obsah této kyseliny pouze okolo 1 %, zatimco
nasycenych MK se sudym fetézcem se zde vyskytuje az 68 %. Obecné je pfijem nasycenych
MK s lichym fetézcem spojovan s nizs$i mortalitou a lepSim fyziologickym stavem [53]. Pfijem
pentadekanova mlZe byt syntetizovana také endogenné, a to napiiklad z kyseliny propionové.
Tento proces vSak neni jednoduchy, a proto je zasadni jeji pfijem potravou. U MK s lichym
fetézcem byla v mnoha studiich prokdzana inverzni souvislost mezi koncentracemi
v plazmatickych fosfolipidech nebo ¢ervenych krvinkach s rizikem DM2 a kardiovaskularnich
onemocnéni. Taktéz je tato kyselina schopna zmirnit zanét. Vyznam kyseliny pentadekanové
v lidském téle je pravdépodobné takovy, ze slouzi jako substrat pro syntézu lichych MK s velmi
dlouhym fetézcem pro glykosfingolipidy v mozku, poskytuje anaplerotické meziprodukty pro

cyklus kyseliny citronové a odstrainuje piebytecné kyseliny propionové z ob&éhu [54].
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Kyselina sapienova byla jiz popséana v kapitole 4.1.1 ve frakci fosfolipidu.

Kyselina cis palmitoolejova (9-C16:1-cis)

Jedna se o mononenasycenou MK mononenasycenou MK, kterd se syntetizuje z kyseliny
palmitové pusobenim stearoyl-CoA desaturdzy-1 a desaturazy 2 MK. Tato MK je spolecné
s dal$imi mononenasycenymi MK povazovana za biomarkery, jelikoz jeji vyssi pomér nad
nasycen¢ MK miize vést ke vzniku mnoha onemocnéni, jako je DM2, kardiovaskularni
onemocnéni, ¢i rakovina. Byla totiz popsana jako lipokin, ktery je schopny regulovat rtizné
metabolické procesy, kterymi jsou naptiklad zvySeni citlivosti na inzulin ve svalech, proliferace
beta bunék, prevence stresu endoplazmatického retikula a lipogenni aktivita v bilych
adipocytech. Jelikoz je tato kyselina nejvice zastoupena mezi mononenasycenymi MK vznika
o ni nejvice studii. Déle se uvadi, Ze uvoliiovani kyseliny palmitoolejové z tukové tkané
je spojovano s potlacenim steatdzy v jatrech a se zlepSenim signalizace inzulinu ve svalech.
Dalsi studie poukazovaly na protizanétlivé ucinky v tukové tkani, kde kyselina poméha zmirnit
dopad obezity, coz bylo prokdzano pokusy na mys$ich. Na druhou stranu vznikly studie, kde
je poukazano na to, Ze vysoké hladiny kyseliny palmitoolejové v membranach erytrocyti
mohou piedstavovat rizikovy faktor pro rozvoj poruch souvisejici s obezitou [55]. Mezi tyto

poruchy patii metabolicky syndrom a DM2. Jin€ studie toto tvrzeni opét vyvratily [56; 48].

Kyselina myristova C14:0

Jedna se o nasycenou MK obsahujici 14 uhliki a spolecné s kyselinou palmitovou patii mezi
kyseliny s dlouhym fetézce, které jsou schopné modifikovat proteiny, a tim ménit jejich funkeci.
Takovy proces se v pfipadé kyseliny myristové oznacuje jako myristoylace. Béhem tohoto
procesu miize byt pfipojena k N-koncovym glycinovym zbytkiim pomoci myristoyltransferazy
pro dosazeni dal$i modifikace. N-myristolace je dlilezitd pro bunétnou signalizaci a umoziuje
dynamické interakce proteinti s bunéénymi membranami. Pfirozené se tato kyselina vyskytuje
v muskatovém ofiSku, voleji zpalmovych jader, kokosovém oleji, maslovém tuku
a zivocisnych tucich, kde se vyuziva k vyrobé alkylestert MK, které¢ jsou pozivany jako
bionafta. Kyselina myristova zna¢né zvySuje cholesterol v lipoproteinech o nizké hustoté,
a proto je oznac¢ovana jako jedna z nejvice hypercholesterolemickych nasycenych MK [57; 58;

59; 60]
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Na Obrazku 12 miizeme vidét shluky nasich studovanych skupin a interakei s proménnymi, kdy
pentadekanova kyselina nam dava velmi vyznamné vysledky pii rozliSeni 1éc¢enych
a neléCenych pacientl s diabetes mellitus. Vyznam této kyseliny je také velmi uzce spjat
se skupinou pacientl s diabetes mellitus, kdy by ptijem této kyseliny m¢l byt daleko vyssi, aby
nevznikaly v téle zanétlivé procesy. Naopak kyseliny cis palmitoolejova a sapienova jsou

vyznamnymi parametry ve skupiné pacientil s diabetes mellitus 1€cenych metforminem.
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Obrazek 12 — Separace vzorki do jednotlivych skupin a interakce mezi skupinami ve frakci

diacylglycerolt

Pro snadnéjsi posouzeni, ¢i srovnani hladin jednotlivych analytii v danych skupinach je uveden
posledni diagram paralelnich koordinat, viz Obrazek 13. Jedna se o grafickou prezentaci

mediant standardizovanych koncentraci, které takové relativni srovnani umoziuji.
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Obrazek 13 — Diagram paralelnich koordinat ve frakci diacylglycerolti

Ve frakci diacylglycerolt mizeme vidét ve skupiné pacientli DM s 1é¢bou metforminem vysokeé
koncentrace kyselin cis palmitoolejové a trans vakcenové oproti jinym studovanym skupinam.
Tento fakt dava pozitivni vysledky ucinku vlivu metforminu, protoZe tyto kyseliny maji
protizanétlivé ulinky, zvySeny obsah pomédha piedchazet ischemické chorobé srdecni

a pomahaji zmirnit dopad obezity.

Nasledujici 2D grafy viz Obrazek 14 ukazuji porovnani statistické vyznamnosti kyseliny trans

vakcenové a oktadekadienové
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Obrazek 14 — Porovnani statistické vyznamnosti kyseliny ¢rans vakcenové (A) a kyseliny

trans oktadekadienové (B) u 1é¢enych (L) a nelécenych (N) pacientii
4.1.3 Frakce volnych mastnych kyselin

MK jsou béhem biologickych reakci metabolizovany a syntetizovany jako energetické
substraty, které vyuziva vétSina tkani lidského téla kromé mozku, ledvinové diené a erytrocytu.
Volné MK jsou piedevsim MK s dlouhym a sttedné dlouhym fetézcem, které jsou ziskavany
z TAG v potravé, a MK s kratkym fetézcem produkované stievni mikrobialni fermentaci jinak
nestravitelné vldkniny. MK nejsou pouze zdrojem energie, ale také maji funkci pfirozenych
ligandi pro skupinu G proteinem vazanych receptorii. Ty jsou pak nazyvany jako volné
receptory MK. Tyto receptory prolinaji metabolismus a imunitu napiiklad prostfednictvim
regulace zanétu a vylu¢ovanim peptidovych hormont. Vysoké hodnoty plazmatickych volnych
MK a jejich nasledné vychytavani do bun€k ma za nasledek velké mnozstvi pifimych

1 neptimych ucinkt, které ovlivituji homeostazu glukozy [61].

Negativni vliv v téle maji volné MK pii jejich zvySeném metabolismu, ktery je spojovan
s obezitou. V téchto ptipadech dochazi k dyslipidémii. U obéznich osob dochazi k zhorSeni
funkce adipocytd, které jsou primarnim tulozist¢tm MK. Pfi nadbytku viscerdlniho tuku
je zvySené uvoliovani volnych MK v reakci na inzulin. V tomto pfipadé¢ miiZze vysoka
koncentrace volnych MK vyvolat inzulinovou rezistenci ve svalech a jatrech. Do pifimych

ucinki volnych MK totiZ patii ptisobeni na sekreci hormonti. Na inzulin maji stfedn¢ stimula¢ni
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ucinek a na glukagon a rastovy faktor siln€ inhibi¢ni UCinek. Dale pak stimulacni ucinky

na jaterni a rendlni glukoneogenezi a inhibi¢ni uc¢inek na vychytadvani glukozy ve svalech [62].

Hladina plazmatickych volnych MK i glukézy je zavislad na vstupu a vystupu volnych MK
z plazmy. Vstup volnych MK do krevniho ob¢hu je ¢astecné zavisly na rovnovaze mezi aktivaci
hormonalné citlivé lipazy pomoci katecholamind, rtistovym faktorem, kortizolem a inhibici

lipazy inzulinem. Naopak vystup volnych MK z plazmy je stimulovan inzulinem [63].

Pti pouziti metody NCA byly zjistény statistické vyznamnosti 5 ndmi studovanych MK viz
Obrazek 15. Tyto MK vykazuji dalezitost pii rozdélovani dat do nami studovanych skupin
vzorkli. Nad tolerancni mezi nalezneme kyseliny eikosapentaenovou, sapienovou, cis
oktadekadienovou, trans okatadienovou a pentadekanovou. Pii pouziti analyzy PCA tyto
kyseliny vykazuji uz pfi prvnich dvou komponentach objasnéni dat v 75 %, coz je vidét
z Paretova diagramu na Obrazku 16. Vyznam jednotlivych prom&nnych ve formé ,heatmapy*

pro tvorbu obou hlavnich komponent je vidét na Obrazku 17.
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Obrazek 15 — Statistickd vyznamnost méfenych mastnych kyselin ve frakci volnych mastnych

kyselin
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Obrazek 16 — Paretiiv diagram ve frakci volnych mastnych kyselin
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Obrazek 17 — Vyznam mastnych kyselin pro tvorbu hlavnich komponent
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Kyselina cis oktadekdienova (C18:2-10Z. 127)

Tato kyselina taktéz patii mezi konjugované kyseliny linolové a ma tedy ptiznivy vliv na lidské
zdravi, jako jsou antikarcinogenni, antiobezitni a antiaterogenni ucinky. V lidské potravé se

ziskava z mlénych vyrobku a masa ptezvykavci. Existuji i dopliikky stravy obsahujici

konjugované kyseliny linolové, které Casto uzivaji obézni lidé a kulturisti [64].

Kyselina pentadekanova byla jiz popsana v kapitole 4.1.2 ve frakci diacylglycerolt.

Na Obrazku 18 miizeme vidét ne uplné rozdélené shluky nasich studovanych skupin a interakci
s proménnymi, kdy se podatilo oddélit pouze frakci kontrol a dal§i dvé ndmi studované skupiny
maji nékterd data propojend. MiiZe se tak dit diky vysoké hodnoté plazmatickych volnych MK
a jejich naslednému vychytavani do bunék, jez ma za nasledek velké mnozstvi ptimych i
nepiimych ucinkl, které ovliviiuji homeostazu glukdzy. V tomto piipadé mize vysoka

koncentrace volnych MK vyvolat inzulinovou rezistenci ve svalech a jatrech, coz je typické pro

pacienty s diabetes mellitus.
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Obrazek 18 — Separace vzorkil do jednotlivych skupin a interakce mezi skupinami ve frakci

volnych mastnych kyselin
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Pro snadnéjsi posouzeni, ¢i srovnani hladin jednotlivych analytii v danych skupinach je uveden
posledni diagram paralelnich koordinat, viz Obrazek 19. Jedna se o grafickou prezentaci

mediant standardizovanych koncentraci, které takové relativni srovnani umoziuji.

DM
DM s met
K

Standardizovana koncentrace

Obrazek 19 — Diagram paralelnich koordinat ve frakci volnych mastnych kyselin

U lécenych pacientl je znacné€ vyssi koncentrace kyseliny sapienové nez u nelécenych pacientd.
Kyselina sapienova ma protizanétlivé ucinky, a proto je jeji zvySend hodnota pozitivnim vlivem
metforminu. Stejné tomu je 1 u kyseliny trans oktadekadienové. Tato kyselina je oznaCovana
jako dietni kyselina a ma pozitivni vliv na lidské zdravi, proto jeji zvySend koncentrace u

lécenych pacientl je zddoucim vlivem metforminu.

Na Obrazku 20 jsou uvedeny 2D grafy, které ukazuji porovnani statistické vyznamnosti

kyseliny trans oktadekadienové a pentadekanové.
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Obrazek 20 — Porovnani statistické vyznamnosti kyseliny frans oktadekadienové (A) a

kyseliny pentadekanové (B) u 1écenych (L) a neléCenych (N) pacientl
4.1.4 Frakce triacylglyceroli

TAG ptedstavuji 90 — 95 % tuku v obvyklé stravé dospélych a jsou tak hlavni formou tuku
v lidské stravé. Jednd se o jednoduché lipidy spolecné s voskovymi estery. TAG jsou sloZeny
z glycerolu a tii uhlikd, na kterych jsou esterifikovany tfi MK. TAG lze poté rozdélit na zakladé
raznych kombinaci MK vyskytujicich se v TAG, které nasledné urcuji vlastnosti danych TAG,
jako je napftiklad teplota tani [65; 66].

TAG jsou primarni jednotkou pro ukladani energie v eukaryotickych buiikach a tvofi az 90 %
obsahu bilych adipocytii. Malé mnozstvi je ukladdno i mimo tukovou tkén, a to naptiklad
do kosternich svalli. TAG jsou zabaleny do lipidovych kapic¢ek a ulozeny v cytosolu. Syntetizuji
se v enterocytech, kde se jedna o nedilnou soucast absorpce lipida z potravy. V hepatocytech
se TAG syntetizuji pro transport VLDL ¢astic a v epitelidlnich bunikdch mlécné Zlazy jsou
syntetizovany pro produkci mléka. TAG jsou dulezitou soucasti pro tvorbu vodni bariéry kize,
pusobi jako mechanicka ochrana kloubt a vnitinich orgénti a jsou soucasti tepelné izolace téla.

TAG jsou nejvice zastoupenou slozkou mazovych lipida [67; 68].
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Ve vétsing typt bunék TAG odd€luji esencialni MK, prekurzory eikosanoidi a DAG prekurzor
fosfolipidii. Tim, Ze jsou MK umistény v TAG, jsou buiiky chranény pied potencidlnimi
detergentnimi vlastnostmi MK nebo jejich acyl-CoA derivatl, které by mohly poskodit

bunénou membranu [67].

TAG v plazmé kolisaji béhem dne v zavislosti na pftijaté potrave. Jejich hladina se liSi znacné

vice, nez hladina LDL a HDL cholesterolt, a to i po 12 hodinach no¢niho hladovéni [69].

Po statistickém vyhodnoceni této frakce, kdy byla nejprve aplikovana metoda NCA, se jevily
jako statisticky vyznamné 4 parametry. Na Obrazku 21 mliZeme vidét jako nejvyznamnéjsi MK
trans oktadienovou, pentadekanovou, eikosapentaenovou a sapienovou. Tyto kyseliny jsou

vyznamné pro nalezeni rozdild mezi skupinou nelécenych, léCenych pacientl

a kontrol.
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Obrazek 21 — Statisticka vyznamnost méfenych mastnych kyselin ve frakci triacylglycerolt

Z ptuvodniho datového souboru byly vybrany 4 proménné na Obrazku 21 uvedené nad modrou
linii (tzv. tolerancni mez). Tyto proménné byly pouzity pro analyzu hlavnich komponent (PCA).

Z Paretova diagramu, viz Obrazek 22 je zfejmé, Ze prvni dvé hlavni komponenty objasni 80 %
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variability piivodnich dat. Vyznam jednotlivych proménnych ve formé ,heatmapy* pro tvorbu

obou hlavnich komponent je vidét na Obrazku 23.
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Obrazek 22 — Paretliv diagram ve frakei triacylglycerola
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Obrazek 23 — Vyznam mastnych kyselin pro tvorbu hlavnich komponent

Kyselina oktadekadienova (C18:2-9Z. 11E)

Tato kyselina je hojn¢ oznacovana svym trividlnim nazvem jako kyselina rumenova. Jedna
se v prirod¢ o nejrozsifenéjsi izomer kyseliny linolové s konjugovanymi vazbami. Lze ji zatradit
mezi takzvané dietni kyseliny, kvili jejimu pozitivnimu vlivu na lidské zdravi. Kyselina
oktadekanova vznikd za pasobeni anaerobnich bakterii Butyrivibrio fibrisolvens
biohydrogenaci dietnich polynenasycenych MK v bachoru. Z tohoto diivodu je v lidské potrave
zdroj této kyseliny hlavn¢ v mléénych vyrobcich, a to predevSim v syrech a také v mase
pfezvykavci. Uméle lze kyselina oktadekanova vyrobit zahiivanim Kkyseliny linolové
v pfitomnosti alkalickych roztokl. Kyselina rumenova se bézné nachazi v lidské plazmé jako
soucast TAG, fosfolipidi a EC. N¢které studie, které zjistovaly ucinky kyseliny na zvitatech,
spojuji ptijem konjugované kyseliny linolové s inhibici tumorogeneze [70] a aterogeneze [71],
normalizaci glukézové tolerance [72] a sniZzenim t€lesného tuku [73]. TaktéZ byl studovan jeji
antiproliferativni U¢inek proti fad€ rliznych bunéénych linii [74]. V nedavné dob¢ probéhla
analyza, kdy bylo zjisténo, Ze davka 3,2 g konjugované kyseliny linolové za den mirn€ snizuje
u lidi tukovou hmotnost. Jelikoz neni znama idealni koncentrace konjugované kyseliny linolové

v lidské plazmé, neni jasné, jestli je v dneSni populaci pfijimana v dostatecném mnozstvi a zda
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by nemé¢l byt navySen piijem mlécnych vyrobkll vzhledem k blahodarnym ucinkiim této

kyseliny [75; 76].

Kyselina eikosapentaenova byla jiz popsana v kapitole 4.1.1 ve frakci fosfolipidi.

Na Obrazku 24 miizeme vidét podobnost skupin kontrol a pacientii s diabetes mellitus pii
podavani metforminu. Z vysledku je patrné, ze podavani 1éku metforminu v této frakci ma
velky vyznam na celkovou 1écbu. Tato frakce je nejCastéji zkoumanou lipoproteinovou frakci,
nalezené koncentrace MK piimo souvisi s metabolickou funkci jater, coz je znamo 1 o
aktivitnich indexech lipidovych enzymi. Je zde poskytnuto nejvice diagnostickych informaci,

které davaji vyuzitelnost k charakterizaci nami studovanych skupin.
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Obrazek 24 — Separace vzorkl do jednotlivych skupin a interakce mezi skupinami ve frakci

triacylglycerol

Pro snadnéjsi posouzeni, ¢i srovnani hladin jednotlivych analytii v danych skupinach je uveden
posledni diagram paralelnich koordinat, viz Obrazek 25. Jedna se o grafickou prezentaci

mediant standardizovanych koncentraci, které takové relativni srovnani umoziuji.
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Obrazek 25 — Diagram paralelnich koordinat ve frakei triacylglyceroli

V této frakci bylo zjisténo obecné sniZeni vSech statisticky vyznamnych MK u pacienti, ktefi
jsou léceni metforminem. TAG jsou nejzastoupenéjsi formou tuku ve straveé a jsou jednou
z hlavnich slozek LDL c¢astic. Z tohoto diivodu je snizeni koncentrace MK v jejich frakci

pozitivnim zjiSténim.

Nasledujici 2D (Obrazek 26) grafy ukazuji porovnani statistické vyznamnosti kyseliny

eikosapentaenové a pentadekanové
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Obrazek 26 — Porovnani statistické vyznamnosti kyseliny eikosapentaenové (A) a kyseliny

pentadekanové (B) u 1é¢enych (L) a nelécenych (N) pacienti
4.1.5 Frakce estert cholesterolu

Cholesterol predstavuje strukturni slozku bunéénych membran a slouzi jako vychozi latka pro
syntézu ruznych steroidnich hormond, vitaminu D a Zlucovych kyselin. Kromé zajistovani
stability a tekutosti v bunéénych membranach je dualezity v regulaci bunéénych funkci.
Cholesterol je slouCenina majici ve své struktufe 27 uhliki a uhlovodikovy konec. Dale
obsahuje centralni sterolové jadro tvofené ¢tyfmi uhlovodikovymi kruhy a hydroxylovou
skupinou, pfi¢emz centralni sterolové jadro je znakem vSech steroidnich hormoni. Cholesterol
je nepolarni slou¢eninou diky uhlovodikovému konci a sterolovému jadru. Z tohoto diivodu
je béhem svého transportu balen spolecné s apoproteiny a vytvafi tak strukturu zvanou

lipoprotein [77].

Lipoproteiny maji ve svém jadfe umistény estery cholesterolu a TAG, které jsou obklopeny
volnym cholesterolem. Déle se zde nachazeji fosfolipidy a apolipoproteiny, které¢ usnadiiuji
tvorbu a funkci lipoproteini. Plazmatické lipoproteiny rozdélujeme do sedmi tiid, které se 1isi
velikosti, slozenim lipidl a apolipoproteinti. Od nejvétSich Castic s nejvetsim obsahem lipida
muizeme lipoproteiny sefadit jako: chylomikrony, VLDL, IDL, LDL, HDL a lipoprotein (a).
Vsechny lipoproteiny jsou proaterogenni krom¢é¢ HDL, ktery je naopak antiaterogenni.

Bilkoviny, které se vyskytuji v lipoproteinech jsou oznacovany jako apolipoproteiny. Jejich

68




hlavnimi funkcemi je plnéni strukturalni role, plisobeni jako ligandi pro lipoproteinové
receptory, fizeni tvorby lipoproteinii a pisobeni jako aktivatory nebo inhibitory enzymu

zapojenych do metabolismu lipoproteint [78].

Pro spravné bunécné a systémové funkce je velmi dulezitd homeostaza cholesterolu. Pokud
dojde k naruSeni této homeostazy muize dojit k riznym typim onemocnéni, jako jsou
kardiovaskularni nemoci, neurodegenerativni onemocnéni a rakovina. To, jaka hladina
cholesterolu je ptitomna v buiikach je vysledkem dynamické rovnovahy mezi biosyntézou,
adsorpci, exportem a esterifikaci, pii které se cholesterol pfeménuje na neutrdlni estery

cholesterolu [79].

Cholesterol se obecné¢ muze vyskytovat v buitkkach a lipoproteinech ve dvou formach. Jedna
se o volny cholesterol a estery cholesterolu (EC). Prvn€ zminovany je prekurzorovym
substraitem pro steroidogenezi a nachédzi se mezi bunéénymi membranami, a to hlavné
v plazmatické membrané a v menSim mnozstvi v intracelularnich plazmatickych membranach.
EC jsou tvofeny esterifikovanym cholesterolem pomoci 3b-hydroxylové skupiny
na polynenasycené MK nebo na sulfat. Nachazeji se v cytoplazmatickych lipidovych
kapénkach a v ¢asticich lipoproteini. EC slouzi v zasad¢ jako tloZisté prebytecného bunééného

cholesterolu [80].

Pomoci metody NCA viz Obrazek 27 byla zjisténa statistickd vyznamnost pro 4 stanovované
MK, které jsou vyznamné pro rozdé€leni do skupin zahrnujicich 1é¢en¢, nelécené pacienty a
kontroly. Konkrétné jde o kyselinu eikosapentaenovou, frans vakcenovou, trans

oktadekadienovou a sapienovou.
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Obrazek 27 — Statistickd vyznamnost méfenych mastnych kyselin ve frakci esterti cholesterolu

Pro analyzu hlavnich komponent (PCA) byly pouZity pravé tyto kyseliny, které podle metody
NCA vykazovaly statistickou vyznamnost. Z Paretova diagramu viz Obrazek 28 mizeme
vycist, ze prvni dvé komponenty jsou schopny objasnit témét 90 % variability ptivodnich dat.
Vyznam jednotlivych proménnych ve formé ,heatmapy* pro tvorbu obou hlavnich komponent

je zobrazen na Obrazku 29.
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Obrazek 28 — Paretliv diagram ve frakci estert cholesterolu
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Obrazek 29 — Vyznam mastnych kyselin pro tvorbu hlavnich komponent
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Kyselina trans-vakcenova (C18:1-N7-cis)

Jedna se o mononenasycenou MK s osmnacti uhliky n—7 je u lidi biosyntetizovana elongazou
5 MK v jatrech. Jedna se také o prekurzor MK 9- cis 11 — trans oktadecenové, ktera je izomerem
konjugované kyseliny linolenové. Nékteré studie zjistily, ze kyselina vakcenova vyznamné
snizila rast lidskych bunék rakoviny tlustého stieva [81]. Mononenasycené MK maji dle
nekterych studii protizanétlivé GCinky a zvysSeny obsah této kyseliny v membrané ¢ervenych
krvinek pomaha ptredchazet ischemické chorobé srdecni [82]. O tom, jakym zptisobem souvisi
metabolismus trans-vakcenové kyseliny s expresi hemoglobinu, neni ptili§ prozkouméno. Bylo

zjisténo, ze kyselina trans-vakcenova indukuje diferenciaci ne erytroidni fadu [83].

Na Obrazku 30 mtuzeme sledovat shluky nasich studovanych skupin a interakci s proménnymi,
kde je velky rozdil v rozdéleni 1écenych a neléenych pacientti s DM. Kyselina trans vakcenova
a kyselina sapienova maji dilezité zastoupeni u neléenych pacienti s DM. U lé¢enych pacientl

jsou o néco mén¢ vyznamné kyselina trans oktadekadienové a ekosapentaenova.

V- . . . . .

trans vakcenova kyselina

rans oktadekadienova kyselina . 4 kvseli
ikosapentaenova kyselina /§p|enova ygelina

0.4 r 7

R
3 \4
Q 02 B ]
(V]
o
C
o O 7
: v v -
[ [
S0z W ¥ o -
X H B
[ [
-0.4 B .
-0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6

Komponenta 1: 58.26 %

Obrazek 30 — Separace vzorkl do jednotlivych skupin a interakce mezi skupinami ve frakci
esterti cholesterolu
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Pro snadnéjsi posouzeni, ¢i srovnani hladin jednotlivych analytii v danych skupinach je uveden
posledni diagram paralelnich koordinat, viz Obrazek 31. Jedna se o grafickou prezentaci

mediant standardizovanych koncentraci, které takové relativni srovnani umoziuji.
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Obrazek 31 — Diagram paralelnich koordinat ve frakci esterti cholesterolu

V této frakci je mirn€ zvySend koncentrace kyseliny frans oktadekadienové a eikosapentaenové
u léCenych pacientd. Naopak kyseliny sapienova a trans vakcenova jsou znacné zvySeny

u nelécenych pacientii. Na tyto kyseliny ma tedy metformin zasadnéjsi vliv.

Na nasledujicim Obrazku 32 jsou 2D grafy ukazuji porovnani statistické vyznamnosti kyseliny

trans oktadekadienové a pentadekanové.
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Obrazek 32 — Porovnani statistické vyznamnosti kyseliny trans oktadekadienové (A)
a kyseliny pentadekanové (B) u lé¢enych (L) a nelécenych (N) pacientil
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5 Zavér

Predmétem této diplomové prace bylo zjistit statistickou vyznamnost mastnych kyselin mezi
ttemi skupinami, a to kontrolami, DM, DM s 1é¢bou metforminem. DM2 je v dneSnim svété
velmi rozsifené a stale v poctu nemocnych naristajici onemocnéni v rozvinutych zemich. Tento
faktory. Roli do jist¢ miry miize hrat i genetika a stale se zvySujici vek lidi, ktery moderni
medicina pfindsi. Z celkového poctu pacienti s DM se 90 - 95 % potyka pravé s DM2. Mezi
zemé, kde je DM2 &asté onemocnéni patii i CR, kde se tato nemoc fadi na sedmou piicku, co
do poctu umrti. DM2 patii tedy do souboru civiliza¢nich chorob, kterym musi dnes svét Celit
a snazi se snizit jejich stile se nartstajici pocty ptipadd, at’ uz jejich uc¢innou lécbou, tak
v nejlepsim piipadé edukaci pro jejich piedchazeni. Proto je studium a zpracovani jakykoliv

dat spojenych s touto chorobou velmi diilezité a pfinosné.

Metformin je pro DM2 lékem prvni volby a n€kdy je i1 indikovén v kombinaci s jinym lékem
proti DM2. Metformin je sice prokazateln¢ funk¢ni pro pacienty, ale jeho pfesny mechanizmus
doposud neni znam. Jisté je, ze pusobi na MK v plazm¢ pacienti s DM2 a je schopny tuto

hladinu snizit. V této DP bylo jednoznacné prokazano, Ze metformin méa na MK znaény vliv.

K nejvétsimu snizeni MK doslo ve frakci TAG, kde byly sniZeny hodnoty vSech stanovovanych
statisticky vyznamnych MK u pacientl s diabetes mellitus 1é¢enych metforminem. V jinych
frakcich jako byla frakce diacylglycerolti byly hodnoty nékterych statisticky vyznamnych MK
naopak zvySeny. Tyto MK vS$ak patii mezi kyseliny, které ptisobi pozitivné na lidsky organismus

a jejich zvySena koncentrace neni nezaddouci.
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