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ANOTACE 

Tato diplomová práce se zabývá léčbou diabetes mellitus 2. typu pomocí nejčastěji využívaného 

léku na diabetes mellitus, kterým je metformin. Je zde sledován vliv metforminu na mastné 

kyseliny obsažené v plazmě pacientů s diabetem mellitus 2. typu.  

V teoretické části diplomové práce jsou stručně popsány jednotlivé typy diabetu a podrobně 

rozebraný mechanismus vzniku diabetes mellitus 2. typu. Taktéž jsou v práci uvedeny příznaky 

diabetes mellitus 2. a genetické predispozice včetně rizikových faktorů. Následně je uveden 

celosvětový výskyt tohoto onemocnění a také laboratorní diagnostika. Dále diplomová práce 

seznámí s prevencí a léčbou onemocnění. V dalších kapitolách je uveden pravděpodobný 

mechanismus působení metforminu a stručné popsání lipidů s důrazem na mastné kyseliny. 

V neposlední řadě je zde popsána metoda tenkovrstvé a plynové chromatografie. 

V experimentální části je uveden postup přípravy vzorků EDTA plazmy pro plynovou 

chromatografii a zároveň rozdělení této plazmy do pěti tříd lipidů pomocí preparativní 

tenkovrstvé chromatografie. Jsou zde porovnány koncentrace mastných kyselin u kontrolní 

skupiny diabetiků a diabetiků, kteří jsou léčeni metforminem. Zároveň je sledována 

koncentrace lipogenních enzymů. Výsledky jsou statisticky vyhodnoceny a prezentovány 

pomocí grafů. 
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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. 
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ÚVOD 

Diabetes mellitus (DM) je celosvětově rozšířené onemocnění, které je velkým problémem 

hlavně ve vyspělých zemích, kde je často zvykem vést sedavý způsob života a k tomu  

se nezdravě stravovat. Díky těmto faktorům, společně i se stárnutím populace, se v tomto století 

diabetes mellitus 2. typu (DM2) dostal do popředí jako hlavní příčina úmrtí. Počet pacientů  

s diabetem roste i v České republice, a proto je jak jeho prevence, tak ale i léčba velkým 

tématem.  

Mezi lék první volby patří metformin. Jde o široce využívané léčivo, ale jeho přesný 

mechanismus působení v těle není dosud znám. Rozvoj DM2 je úzce spjat s obezitou a obecně 

nezdravým způsobem života. U pacientů s obezitou je velký nárůst hyperglykémie  

a hyperlipidémie, což má za následek vznik inzulinové rezistence a chronický zánět. Nastává 

oxidační stres.  

Před nástupem hyperglykémie jsou právě lipidy, v čele s kyselinou palmitovou, příčinou 

apoptózy buněk, což je označováno jako lipotoxicita. Metformin má řadu příznivých účinků při 

léčbě DM2 a jedním z nich je i zlepšení lipidového profilu. Metformin pravděpodobně zvyšuje 

aktivitu adenosin 5´ monofosfáte proteinkinázy (AMPK), díky čemuž dochází ke zvýšené 

oxidaci mastných kyselin. To, jak velký vliv má metformin na lipidy, je možné zjistit 

zastoupením mastných kyselin v plazmě, které lze stanovit pomocí plynové chromatografie. 
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1 TEORETICKÁ ČÁST 

1.1 Diabetes mellitus 

DM je běžné chronické onemocnění známé jako cukrovka. Toto onemocnění je způsobeno 

neschopností těla regulovat hladinu glukózy v krvi, což vede k hyperglykémii [1]. 

Hladina glukózy v plazmě je fyziologicky 3,5 až 5,5 mmol/l. Jde o důležitý zdroj energie pro 

buňky. Intracelulární koncentrace glukózy je závislá na její koncentraci v plazmě a koncentrace 

je v těle regulována mnoha mechanismy [2]. 

U zdravých jedinců je cukr v krevním řečišti snížen tvorbou inzulinu v beta buňkách 

Langerhansových ostrůvků nacházejících se v pankreatu. Glukóza se pomocí inzulinu dostává 

do buněk, kde je uložena či spotřebována. Naopak při nízké hladině glukózy v krvi je alfa 

buňkami Langerhansových ostrůvků v pankreatu produkován glukagon, který štěpí zásobní 

glykogen v játrech, a tím zvyšuje koncentraci glukózy v krvi [1; 2]. 

Pacienti, kteří se během pandemie SARS-CoV-2 nakazili tímto onemocněním a zároveň byli 

léčeni s určitým typem DM, byli často hospitalizováni na jednotce intenzivní péče. Zároveň 

byla u těchto pacientů zaznamenána vyšší úmrtnost. Z tohoto důvodu vznikly studie, které 

poukazovaly na zvýšenou zranitelnost pacientů léčící se s DM vůči onemocnění SARS-CoV-2, 

oproti pacientů bez DM. Pro primární prevenci bylo tedy hojně doporučováno očkování proti 

SARS-CoV-2 pro pacienty léčící se s jakýmkoliv typem DM [3].   

Bylo zjištěno, že vysoká hladina glukózy v krvi snižuje imunitu a zvyšuje replikaci SARS-CoV-

2. Zároveň je u pacientů s DM vyšší oxidační stres a uvolňují se ve zvýšené míře prozánětlivé 

cytokiny než u zdravých lidí. Tím, že je u pacientů s DM zvýšená exprese furinu a receptoru 

angiotenzin konvertujícího enzymu 2 je možné, že tento fakt podporuje vstup SARS-CoV-2  

do hostitelské buňky [4]. 

1.1.1 Typy diabetes mellitus 

Rozlišujeme dva základní typy DM, a to diabetes mellitus 1. typu (DM1) a DM2. Kromě těchto 

dvou základních typů DM se vyskytují i vzácnější příčiny vzniku DM [5]. 

Do vzácnějších specifických typů diabetu patří například diabetes insipidus, který je způsobený 

buď nedostatečnou sekrecí antidiuretického hormonu (ADH) z hypofýzy či neschopností tubulů 

ledvin reagovat na ADH, a tím nastává porucha zpětné resorpce vody. Také je DM způsobený 
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genetickými defekty beta buněk, kdy je spojeno několik forem DM s monogenetickými defekty 

funkcí v beta buňce. V tomto případě bývá nástup hyperglykémie v raném věku a je zde porucha 

sekrece inzulinu s minimálními či žádnými poruchami funkce inzulinu. Dědičnost  

je zde autozomálně dominantní a je součástí tzv. MODY diabetes, což je zkratka z Maturity 

Onset Diabetes of Young [5; 6]. 

Dalším specifickým typem DM jsou genetické defekty v působení inzulinu. Jedná se  

o metabolické abnormality spojené s mutací inzulinového receptoru. Z tohoto důvodu může 

nastat hyperinzulinémie, mírná hyperglykémie nebo až těžký diabetes. Dále DM vzniká 

z důvodu nemoci exokrinního pankreatu. Jakýkoliv proces, který poškozuje pankreas může 

způsobit DM. Mezi takové procesy se řadí pankreatitida, trauma, infekce, pankreatektomie  

a karcinom pankreatu. Také endokrinopatie některých hormonů, jako je růstový hormon, 

kortizol či glukagon, způsobuje DM. Tyto hormony totiž antagonizují účinek inzulinu [6] . 

Dalším typem DM je takový, který je vyvolaný léky nebo chemikáliemi. Mnoho léků  

je schopno narušit sekreci inzulinu. Také infekce vyvolaná některými viry poškozuje beta buňky 

pankreatu a způsobuje DM. Takovými viry jsou např. cytomegaloviry, adenoviry či příušnice. 

I některé genetické syndromy jsou spojovány s tímto onemocněním. Řadíme sem 

chromozomální abnormality Downova syndromu, Klinefelterův syndrom a Turnerův syndrom 

[5; 6]. 

Dalším typem DM je takzvaný gestační diabetes, který se vyskytuje v těhotenství. Jde  

o glukózovou intoleranci nalezenou během těhotenství, která může být rizikem jak pro matku, 

tak pro potomka [7]. 

Před rozvojem vlastního DM nastává stav zvýšené glykémie na lačno, či po glykemické zátěži. 

Tento stav, při kterém je porušena glukózová homeostáza, se označuje jako prediabetes [8]. 

1.1.2. Diabetes mellitus 1. typu 

Tento typ DM je způsoben autoimunitní reakcí jedince proti vlastním beta buňkám pankreatu, 

které jsou zodpovědné za tvorbu inzulinu. Imunitní systém nakonec beta buňky úplně destruuje 

a tělo není schopno vytvářet inzulin pro vstup glukózy do buňky. Tento typ DM se tak vyznačuje 

absolutním nedostatkem inzulinu. Onemocnění je geneticky podmíněno a přetrvává 

celoživotně. Z celkového počtu diagnostikovaných diabetiků ve světě, tvoří osoby postižené 

DM1 kolem 10 % [9]. 
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Do tohoto typu DM také patří zvláštní forma DM tzv. Idiopatický diabetes, který nemá žádnou 

známou etiologii. Pacienti mívají nedostatek inzulinu a může se u nich rozvinout ketoacidóza, 

ale není u nich přítomna žádná autoimunitní reakce. Pacientů, kteří jsou v této kategorii  

je značně méně. Většina nemocných s tímto typem diabetu pochází z Afriky či z Asie. Jedná  

se o značně dědičný typ DM [7]. 

1.1.3 Diabetes mellitus 2. typu 

Tento typ DM je způsoben nedostatečnou sekrecí inzulinu v beta buňkách pankreatu a současně 

jeho sníženým účinkem v cílových tkáních. Nastává tak inzulinová rezistence. Při DM2  

je narušena homeostáza glukózy, která je zapříčiněna nerovnováhou mezi tvorbou inzulinu  

a přísunem glukózy do těla. Nedostatek inzulinu hraje významnou roli při rozvoji DM2 a jeho 

rezistence ve tkáních pouze napomáhá tomuto problému. Velkou roli při rozvoji DM2 hraje 

genetická vloha, kdy vlivem odpovídajících genů je pravděpodobnější, že nastane vybočení  

od normální sekrece a působení inzulinu v organismu. Tímto typem DM trpí 90 -95 % pacientů 

s DM [10]. 

Porucha beta buněk je spojována s jejich smrtí. Cesta k dysfunkci beta buněk je však o mnoho 

složitější. Při výskytu hyperglykémie a hyperlipidémie vzniká inzulinová rezistence  

a chronický zánět. Buňky jsou tak vystaveny toxickým tlakům společně se zánětlivým stresem, 

stresem endoplazmatického retikula (ER), metabolickým/oxidačním stresem a amyloidním 

stresem. Tyto procesy mohou vést až ke ztrátě integrity ostrůvků pankreatu [11]. 

Kyselina palmitová je hlavní volnou mastnou kyselinou, která společně s působením 

hyperglykémie navozuje u beta buněk pankreatu apoptózu. Pokud u postiženého člověka 

nedošlo ještě k hyperglykemickému stavu, hlavní stimul pro apoptózu buněk představuje 

dlouhodobě zvýšená koncentrace volných mastných kyselin v plazmě. Tento jev se označuje 

jako lipotoxicita [10]. 

Dnes jsou známy tři způsoby, kterými volné mastné kyseliny (MK) působí na beta buňky. 

Prvním způsobem je jejich vystupňovaná esterifikace, která způsobuje stres ER. Dále 

vyvolávají oxidační stres v beta buňce a také dochází ke zvýšené tvorbě ceramidu z palmitátu, 

a tím se snižuje genová exprese inzulinu a zvyšuje se pro-apoptické působení. Lipotoxický 

význam má pouze dlouhodobě zvýšená koncentrace volných MK, naopak krátkodobě zvýšená 

koncentrace působí na beta buňky stimulačně a ty zvyšují sekreci inzulinu [10]. 



18 

Podobným způsobem funguje zvýšená koncentrace glukózy, kdy při počáteční zvýšené 

koncentraci glukóza proniká k beta buňkám a ty zvyšují sekreci inzulinu, pokud ovšem  

je koncentrace zvýšena dlouhodobě beta buňky na ni přestávají být citlivé. V beta buňkách  

se díky metabolismu glukózy zapříčiňuje tvorba malonyl-koenzymu A, který oxiduje  

v mitochondriích a zabraňuje oxidaci volných MK. Ty jsou poté ve zvýšené koncentraci  

v cytoplazmě. Tímto způsobem dochází k ovlivnění metabolismu glukózy i volných MK  

a zároveň k ovlivnění funkce organel. Nastává zvýšená exprese DP5, kterou ovlivňují molekuly 

JNK a ATF3, taktéž jsou potlačeny anti-apoptické molekuly Bcl-2, Mcl-1 a Bcl-XL, což  

je způsobeno stresem ER. Pro proces apoptózy je tedy důležitý stres ER, jelikož na něm závisí 

potlačení ochranných proteinů a aktivace molekul DP5 a dalších faktorů, které způsobují 

selhání mitochondrií [10]. 

Součástí interakce mezi ER a mitochondriemi jsou iontové kanálky konkrétně kalciový kanál a 

KATP kanál. Při delší zvýšené koncentraci glukózy a volných MK u beta buněk dochází  

k chronicky zvýšené koncentraci kalcia v cytoplazmě, která vede ke stimulaci mitochondrií ke 

zvýšené tvorbě reaktivních forem kyslíku [10]. 

1.1.4 Epidemiologie 

DM2 je považován za velký problém dnešní doby. Počet postižených osob tímto onemocněním 

v mnoha částech světa roste. Důvodem je sedavý způsob života a špatné stravovací návyky. 

Jedním z faktorů je také stárnoucí populace, která statistiku výskytu diabetu zvyšuje. Roste však 

i výskyt DM2 u lidí pod 60 let, kdy až jedna třetina umírá na onemocnění s ním spojeným [12]. 

V roce 1990 se uvádělo, že DM2 je osmnáctá hlavní příčina úmrtí ve světě. V roce 2017 

zaujímal diabetes již devátou příčku v tomto žebříčku a v absolutních číslech se jednalo o více 

než 1 milion úmrtí. Odhadem žije na světě s DM2 462 miliónů osob, což představuje 6,28 % 

světové populace [12]. 

V roce 2017 činil počet případů na 100 000 obyvatel v Evropě 8 529 nemocných osob. V Asii 

šlo pouze o 5 961 a v Americe 7 060. Z těchto údajů je zřejmé, že nejvíce postiženým 

světadílem je Evropa. Jedná se především o západní státy, ve kterých je vyšší socioekonomický 

vývoj. Nejvíce případů na 100 tisíc obyvatel ve světě má Dánsko a Portugalsko. V celkových 

počtech jsou na předních příčkách díky velikosti populace Čína, Indie a USA. Míra prevalence 

ve světě je zobrazena na Obrázku 1 [12]. 
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Obrázek 1 – Světová prevalence DM2. Barvy označují míru prevalence na 100 000 obyvatel 

v roce 2017, převzato z [12]. 

Prevalence je mírně vyšší u mužů než u žen a zároveň je u nich diagnostikován DM v nižším 

věku. DM se také nachází na sedmé příčce jako hlavní příčina invalidity [12]. 

Dle statistických předpovědí je pravděpodobné, že počet osob s tímto onemocněním dále 

poroste. Do roku 2030 by se mohl počet případů na 100 tisíc obyvatel zvýšit na 7 079 a do roku 

2040 na 7 862 případů [12]. 

V České republice, dle údajů WHO z roku 2016, se diabetes řadí na sedmé místo jako hlavní 

příčina smrti a představuje 2 % z celkového počtu úmrtí, kde první místo zaujímají 

kardiovaskulární choroby s 50 % úmrtí. Ve věku 30 - 69 let zemřelo v tomto roce na DM  

420 mužů a 230 žen. Ve věku 70 let a více zemřelo 620 mužů a 1 070 žen. Dle WHO zemřelo  

na vysokou hladinu glukózy v krvi ve věku 30 - 69 let 1 500 mužů a 550 žen. Ve věku 70 a více 

let zemřelo 2 750 mužů a 3 770 žen [13].  

Zajímavé je, že kolem roku 1980 trpělo DM více žen nežli mužů. Kolem roku 1996 začal 

vzrůstat počet případů u mužů a tento trend je viditelný do dnes. DM je postižených 10,2 % 
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mužů a 9,1 % žen. Co se týče nadváhy u mužů se jedná o 72,8 % a obézních mužů je 28,1 %. 

Ženy trpí nadváhou ve 61,8 % a obézních je 30,1 % žen [13].  

1.1.5 Příznaky 

Hlavními příznaky hyperglykémie jsou například porucha koncentrace, únava, porucha zraku, 

svědění, infekce genitálu, parestezie, neuropatie, změna tělesné hmotnosti, žízeň, polyurie, 

přítomnost ketonů v moči, přítomnost různých infekcí a dehydratace [5; 14]. 

Závažnost příznaků je závislá na hodnotě glukózy v krvi. U DM1 se příznaky objevují zpravidla 

nejrychleji a bývají závažnější. Naopak u DM2 typu či gestačního diabetu nemusejí být žádné 

příznaky vůbec přítomny [5; 14]. 

1.1.6 Genetické predispozice a rizikové faktory  

DM1 patří mezi multifaktoriální onemocnění, kde se značně uplatňuje genetika. Existuje velké 

množství genů, které jsou spojovány právě s tímto onemocněním. Nejvíce byly studovány alely 

hlavního histokompatibilního systému (HLA) II. třídy. Jako vysoce rizikový genotyp pro toto 

onemocnění je považován genotyp HLA DR3/4-DQ8 a genotyp DR4/DR4. U dětí nesoucích 

tyto genotypy a zároveň majících v rodinné anamnéze diabetes je 20% riziko výskytu 

autoprotilátek během dětství. Pokud není přítomna i pozitivní rodinná anamnéza je riziko 5 % 

[15]. 

U DM2 se uplatňují, jak genetické faktory, tak značně i vliv prostředí. Existuje okolo 40 genů, 

které jsou spojovány s rozvojem DM2. Pokud má jeden z rodičů DM2 je 40% pravděpodobnost 

rozvoje onemocnění u jeho dítěte. Jestliže jsou rodiči postiženi oba pravděpodobnost se zvyšuje 

na 70 %. Jedním z prvních genů spojovaných DM2 byl Pro12Ala. Ukázalo se, že jedinci alespoň 

s jednou kopií Ala mají nižší BMI a vyšší citlivost na inzulin nežli osoby s homozygotními 

formami pro Pro. Je tedy pravděpodobné, že tento gen má ochrannou roli proti DM2 [15; 16]. 

Existuje také klinická jednotka nazývající se MODY, kam jsou zařazováni pacienti, u kterých 

se diabetes objeví před 25. rokem života a ve většině případů není při začáteční fázi nutná léčba 

inzulinem. Je u nich objeven mutovaný gen, který může být pro glukokinázu, inzulin, 

inzulinový receptor, či pro nukleární transkripční faktory řídící vývoj beta buněk [15]. 

Zvýšené riziko výskytu DM2 mají osoby ve věku nad 40 let, obézní pacienti, lidé trpící 

arteriální hypertenzí, hyperproteinémií, při výskytu poruchy glukózové tolerance, nebo pokud 

se diabetes vyskytuje v rodinné anamnéze [17].  
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Mezi další rizikové faktory patří gestační diabetes, porod plodu nad 4 kg, urychlená progrese 

aterosklerózy, recidivující infekční onemocnění, nebo přítomnost manifestovaných 

chronických komplikací diabetu. U těchto osob se provádí screening na výskyt DM jednou 

ročně. U osob, kterých se netýkají tyto rizikové faktory, se screening provádí jednou za dva 

roky [17]. 

1.1.7 Prevence 

Důležitým faktorem v rozvoji DM2 je životní styl. Diabetes je sice onemocnění, které  

se vyskytuje v rodině, ale nejde vždy přímo o genetický problém. Daleko častěji jsou 

problémem špatně nastavené stravovací návyky, vztah k pohybu a pravděpodobně i stejné 

střevní bakterie v rodině. Mezi faktory, které snižují výskyt DM2 spadá léčba hypertenze 

novějšími léky, více pohybu, redukce váhy, dietní vlivy, farmakoterapie použitá před vznikem 

diabetu (např. léky na obezitu) [18].  

Jako jednou z nejúčinnějších a zároveň nejlevnějších prevencí je změna životního stylu  

ať už jde o zdravější jídelníček tak o zvýšení fyzické aktivity. Pro pacienty je však tento krok 

velmi náročný a ve většině případů nejsou schopni u takové změny života vydržet [18]. 

Farmakologická opatření jsou taktéž velmi účinná, ale oproti výše zmíněnému drahá. Přesto 

mají vysokou úspěšnost, jelikož pro pacienta nepředstavují žádnou námahu [18]. 

Existuje také chirurgická léčba cukrovky, která je schopna snížit riziko cukrovky až 40x během 

2 let a během deseti let 3x [18]. 

Zvolení vhodné diety je také důležitým pilířem pro předcházení diabetu. Je vhodné zvýšit 

příjem polynenasycených tuků, obilné vlákniny a přijímat potraviny s nižším glykemickým 

indexem. Naopak by se člověk měl vyhýbat vyššímu příjmu saturovaných tuků a transmastných 

kyselin, které snižují citlivost na inzulin. Dle některých studií je vhodné zařadit do jídelníčku 

také ořechy, které obsahují více polynenasycených MK a snižují výskyt DM2  

až o třetinu. Pozitivní vliv na výskyt DM2 má dle studií i káva, která pozitivně působí i na srdce 

a cévy či výskyt nádorů. Alkohol je zdravé pít v malém množství, ale při vyšším příjmu obecně 

prospěšný není, ale naopak škodí [18]. 

Další negativní vliv na výskyt DM2 má znečištěné životní prostředí. Nebezpečné jsou 

organické látky, které narušují funkce endokrinního systému a dochází k narušení fyziologické 



22 

funkce hormonů. Tyto látky pochází například ze změkčovačů umělých hmot, ze zpomalovačů 

hoření, z barviv a hnojiv [18]. 

1.1.8 Laboratorní diagnostika 

Kritéria pro diagnostiku DM jsou: koncentrace glukózy v plazmě žilní krve kdykoliv během 

dne ≥ 11,1 mmol/l, koncentrace glukózy v plazmě žilní krve na lačno ≥ 7,0 mmol/l, koncentrace 

glukózy v plazmě při orálním glukózovém tolerančním testu ≥ 11,1 mmol/l. S těmito  

výsledky musejí být pro definitivní diagnózu DM přítomny u pacienta typické klinické příznaky 

nebo opakování stanovení z nového odběru v dalších dnech. Jakým způsobem je DM 

diagnostikován je uvedeno na Obrázku 2 [19]. 

 

Obrázek 2 – Algoritmus vyšetření pro diagnostiku Diabetes mellitus, převzato z [19]. 
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Pokud se při druhém odběru neopakuje hodnota glykémie odpovídající diagnóze DM nebo 

nejsou přítomny klinické příznaky či hodnota glykémie je pouze zvýšená (5,6 – 5,9 mmol/l) 

je pacient poslán na zátěžový test. Jedná se o Glukózový toleranční test (oGTT), jehož 

principem je podání roztoku obsahujícího 75 g glukózy per os a po dvou hodinách je měřena 

hodnota glukózy v plazmě žilní krve. Pokud je po zátěži hodnota glukózy menší než 7,8 mmol/l 

u pacienta se DM nepotvrdil. Jestliže je hodnota 7,8 až 11 mmol/l jedná se  

o porušenou glukózovou toleranci a při hodnotě vyšší než 11 mmol/l je pacient diagnostikován 

s DM [15]. 

Pokud je již stanovena diagnóza DM2 je doporučeno dle ČDS provést další laboratorní 

vyšetření pro nastavení vhodné léčby. Mezi tyto stanovení patří glykémie nalačno  

a postprandiálně, lipidy (celkový cholesterol, HDL a LDL cholesterol, triacylglyceroly), Na, K, 

Cl, Ca, fosfáty, močovina, kreatinin + eGF, kyselina močová v séru, ALT, AST, ALP, GGT, 

glykovaný hemoglobin (HbA1c), moč chemicky + močový sediment, popřípadě kultivační 

vyšetření, albuminurie a TSH [20]. 

1.1.9 Léčba 

Při léčbě hyperglykémie se jedná o léčbu projevů metabolického syndromu, to znamená,  

že u pacienta se zaměřujeme i na léčbu hypertenze, dyslipidémie, obezity atd. Cílem  

je dosáhnout hodnoty Hb1c pod 4,5 %, přičemž se kontroluje každé tři měsíce hodnota HbA1c. 

To platí u pacientů s nízkým rizikem přítomnosti vážných přidružených onemocnění, za které 

jsou obvykle považovány osoby s krátce diagnostikovaným diabetem, bez nálezu cévních změn 

a s počátečními hodnotami glykovaného hemoglobinu do 7,0 %. Pokud osoba trpí dalšími 

závažnými chorobami spojenými s diabetem a hypoglykémie u nich zvyšuje riziko komplikací, 

je cílovou hodnotou HbA1c pouze do 6,0 %. Poté co je dosažena cílová hodnota, je prováděna 

kontrola HbA1c 1x za 6 měsíců. Cíl léčby je vždy nastavován zvlášť pro každého pacienta  

a tak, aby byl cíl dosažen co nejdříve po stanovení diagnózy a s ohledem na pacienta [21]. 

Léčba se skládá z dietního režimu sestaveného přímo na míru a s podrobným vysvětlením. Dále 

je doporučen ideální životní styl tzn. zákaz kouření a doporučená fyzická aktivita. Také jsou 

určeny individuální cíle, které mohou být tvořeny hodnotami glykémie nalačno, HbA1c, 

hmotnost, krevní tlak, krevní tuky. Lékař se zaměřuje také na celkovou edukaci pacienta  

a nejlépe i jeho rodiny. Pacient také sám provádí takzvaný selfmonitoring, kdy v domácím 

prostředí zjišťuje hodnotu glykémie, krevní tlak a nejlépe i hmotnost. Dále se jedná  
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o farmakologickou léčbu, a to nejen diabetu, ale i dalších s ním spojených nemocí  

a v neposlední řadě i psychosociální péče [21].  

Léčbu tak můžeme rozdělit na farmakologickou, kdy jsou podávány léky a nefarmakologickou, 

která má při léčbě diabetu stěžejní význam a zahrnuje hlavně zdravý životní styl. Jídelníček pro 

diabetika je zvolen dle současné tělesné hmotnosti, věku a režimu diabetika. Lékař také 

rozhodne, jestli je vhodný redukční dietní režim, podle stupně nadváhy, či stačí pouze dieta 

diabetická, která má určitý limit sacharidů. Cílem je dosáhnout ideální hmotnosti [21]. 

Farmakologická léčba je zahájena ihned po stanovení diagnózy. Lékem první volby  

je metformin. Ostatní antidiabetikum se využívá pouze při nesnášenlivosti metforminu. Dále 

také pokud je zvážena indikace příslušné skupiny a závažnost poruchy glykoregulace nebo 

klinický stav pacienta nevyžaduje použít nejprve inzulin. Metformin je také možné kombinovat 

s jinými léky, pokud samotný nepomáhá k dosažení požadované kompenzace. HbA1c  

o hodnotě 5,3 % je nejčastěji hranicí pro revizi léčby a popřípadě zvýšení dávky antidiabetik, 

či změny jejich kombinace včetně inzulinu. Opět je tato léčba upravena tak, aby  

se co nejrychleji dosáhlo cílových hodnot. Velkou roli zde hraje postprandiální glykémie, která 

úzce souvisí s rozvojem aterosklerotických komplikací a má vliv na dlouhodobou kompenzaci 

diabetu. Inzulinem se v dnešní době může i zahájit celá léčba častěji je však využíván, pokud 

není účinná léčba dvojkombinací perorálních antidiabetik (PAD) nebo se přidává k monoterapii. 

Nejčastěji se kombinuje inzulin s metforminem, jestliže nejsou přítomny žádné kontraindikace 

[21].  

Kromě metforminu jsou využívány deriváty sulfonylmočoviny. Zjednodušený princip těchto 

léků je, že se vážou na sulfonylmočový receptor beta buněk pankreatu, a tím dochází k uzavření 

draslíkových kanálů s inhibicí efluxu draslíkových iontů z klidové beta buňky. Velké množství 

příchozího vápníku způsobí kontrakci mikrotubulů a exocytózu inzulinu z vezikul. Tímto 

způsobem nastává depolarizace buněčné membrány a otevření napěťově závislých 

vápníkových kanálů. Sulfonylmočoviny přímo neovlivňují citlivost na inzulin, ale zvýšení 

citlivosti na inzulin je sekundární při léčbě těmito léky pro zlepšení metabolické kontroly. 

V kombinaci s metforminem se využívá především gliklazid nebo glimepirid. Začíná  

se na nejnižší dávce a pokud se nedostaví potřebná kompenzace, dávka se zvyšuje  

až na trojnásobek denně. Při glykémii nad 15 mmol/l se dávka již nezvyšuje, jelikož je poté 

efekt těchto léků zanedbatelný [21; 22].  
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U DM2 s vyjádřenou inzulinovou rezistencí se při kombinované léčbě využívá Glitazon. Ten 

působí na principu vazby s peroxizomovými proliferátory-aktivovanými receptory pro snížení 

inzulinové rezistence u DM2. Kombinovat se může se sulfonylmočovinou nebo inkretiny, 

pokud nemůže být použit metformin díky nesnášenlivosti pacienta. Jinak se může také 

kombinovat s metforminem. Je možné ho užít i v monoterapii anebo i v trojkombinaci se všemi 

uvedenými farmaky. S inzulinem je jeho kombinace také možná, ale musí být bráno v potaz 

zvýšené riziko srdečního selhání [21; 23]. 

Dalším farmakem jsou Meglitinidy, které se využívají místo derivátů sulfonylmočoviny při 

kombinaci s metforminem. Pacienti mají zachovalou sekreci inzulinu a dochází ke krátké 

pradiální stimulaci sekrece inzulinu. Naproti tomu deriváty sulfonylmočoviny mají delší efekt 

[21]. 

Mezi léky s takzvaným inkretinovým působením se řadí injekčně podávaná analoga GLP-1  

a gliptiny, které se mohou používat v kombinaci s metforminem a glitazony, pokud není 

přítomna dostatečná kompenzace. Dalším takovým farmakem je Sitagliptin, který se může 

používat v monoterapii, pokud je u pacienta nesnášenlivost k metforminu, ale také  

v trojkombinaci s metforminem a deriváty sulfonylmočoviny. Také je možné toto farmakum 

požívat s jednou dávkou inzulinu. Existují i další farmaka na bázi tohoto působení. U pacienta 

musí být také zachována sekrece inzulinu a může být poté stimulována v přítomnosti glukózy. 

Jsou často podávány na začátku diagnózy a samy nezvyšují riziko hypoglykémie. Při obezitě 

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

Při léčbě se využívá i inhibitor alfa-glukosidáz, který zlepšuje kompenzaci při vysokém 

postprandiálním vzestupu glykémie. Může se i kombinovat, ale pouze v maximální dávce  

do 200 mg za den [21]. 

Mezi možné kombinované preparáty patří např. metformin se sulfonylurenou, metformin  

s glitazonem či metformin s gliptinem [21]. 

Při vysokém kardiovaskulárním riziku, které je způsobeno BMI nad 27 kg/m2 a dále arteriální 

hypertenzí či hyperlipoproteinémií se využívají k léčbě Antiobesitika [21].  

Pokud není dosahováno cílových hodnot při léčbě perorálním antidiabetikem nebo kombinací 

zahajuje se léčba inzulinem. Inzulin je kombinován s metforminem a léčí se nejnižší účinnou 

dávkou inzulinu. Ze začátku se předepisuje dlouhodobě působící analog kombinovaný  

s metforminem nebo středně dlouze působící preparát, který se užívá na noc. Jestliže není stále 
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kompenzace dostatečná, nastává jejich výměna za krátce působící inzuliny, které se užívají před 

hlavním jídlem, a to hlavně pokud je vysoká postprandiální glykémie. Pokud lidský inzulin není 

dostatečný pro požadovanou kompenzaci, využívají se vlastnosti inzulinových analogů [21].  

Všechna léčebná nastavení, jako je zahájení léčby inzulinem, určení jeho formy a zvolení druhu 

preparátu jsou prováděna diabetologem. Důležitým aspektem léčby pacientů s DM 2 je jejich 

důsledná edukace a vštěpování návyků pro nefarmakologickou léčbu [21].  

Pro zlepšení kompenzace DM je užívaná metoda chirurgického řešení obezity, která přibližně 

u 80 % pacientů s DM zajišťuje vymizení DM a přechodu pouze do poruchy glukózové 

homeostázy či dokonce k úplné normalizaci tolerance glukózy. Může tak dojít k možnosti 

vysazení inzulinu a snížení dávek PAD. Pro podstoupení chirurgického řešení obezity  

se uvažuje při BMI nad 35, a to hlavně pokud jsou přítomny další rizikové faktory [21]. 

1.2 Metformin 

Metformin patří mezi lék první volby při léčbě DM2. Pokud není kombinován s jinými 

účinnými složkami, nevede k rozvoji hypoglykémie a při jeho užívání není snížená glykémie  

u nediabetiků [17]. 

Principem účinku metforminu je jeho působení ve tkáních, a to zejména v játrech, kde zvyšuje 

jejich citlivost k inzulinu. Díky této schopnosti je nazýván jako inzulinový senzitizér. V játrech 

cestou glukoneogeneze při užívání metforminu dochází ke sníženému výdeji glukózy, a to jak 

na lačno, tak po jídle. Mezi další účinky patří urychlené zpracování glukózy ve svalech a z části 

v tukové tkáni. Taktéž dochází k zvýšení aktivity glukózových transportérů GLUT-4. Vzniká 

také stimulace aktivity tyrosinkinázových inzulinových receptorů, a naopak k normalizaci 

aktivity enzymatického systému v intracelulární inzulinové signální kaskádě. Nastává i mírné 

zlepšení beta buněk, které je zapříčiněno lepší citlivostí tkání k inzulinu a snížení glukotoxicity. 

Dalšími příznivými účinky metforminu je snížení BMI, příznivé ovlivnění fibrolytické cesty  

a lipidového profilu [17]. 

To, jakými mechanismy metformin působí není dodnes zcela jasné. Některé studie zjistily,  

že metformin působí prostřednictvím mechanismů závislých i nezávislých na AMPK. Tím, že 

dochází k inhibici mitochondriálního dýchání, ale také pravděpodobně k inhibici 

mitochondriální glycerolfosfátdehydrogenázy a mechanismem zahrnující lysozom. AMPK 

aktivita je metforminem zvyšována. Jde o serin-threonin kinázu, která má funkci udržování 

energetické homeostázy organismu. Je aktivována v kosterním svalstvu při zátěži a je součástí 
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kontrakcí stimulovaného transportu glukózy a oxidace (MK). V játrech pak AMPK stimuluje 

oxidaci MK a naopak inhibuje produkci glukózy, cholesterolu a triacylglyceridů. AMPK je také 

regulátorem řady důležitých proteinů, které jsou součástí metabolismu lipidů. Také fosforyluje 

a inaktivuje acetyl-CoA karboxylázu, která ovlivňuje rychlost syntézy MK. Díky této inaktivaci 

se snižuje malonyl-CoA, zvyšuje se aktivita karnitin palmitoyl transferázy 1 a zvyšuje  

se oxidace MK. Mechanismus působení metforminu v těle je zobrazen na Obrázku 3 [24; 25]. 

 

Obrázek 3 – Mechanismus účinku metforminu, dostupné z [26]  

V průměru je metformin schopný snížit hodnotu glukózy v plazmě o 2,5 – 3,5 mmol/l  

a u hodnot HbAIC o 2 – 2,5 %. Metformin je nevhodné podávat při inzulinové terapii, jelikož 

tato kombinace zajistí o mnoho nižší přírůstek hmotnosti, než by tomu bylo při podávání 

samotného inzulinu, proto se zpravidla léčba metforminem ponechává i u pacientů, kteří 

přechází na inzulinovou terapii (perorální antidiabetika v léčbě DM2). Další pozitivní vliv 

metforminu je snížení kardiovaskulárního rizika [17]. 

1.2.1 Nežádoucí účinky metforminu 

Při užívání metforminu se mohou objevit dyspeptické obtíže. Těmto obtížím se můžeme 

vyvarovat, nebo je omezit podáním nižší dávky a pomalím zvyšováním této dávky do cílové 

koncentrace. Rizikem může být laktátová acidóza. Pokud se vyvarujeme kontraindikací, 

k tomuto riziku by nemělo dojít. Kontraindikacemi je srdeční selhání, respirační insuficience, 

jaterní a renální nedostatečnost, alkoholizmus a metabolická acidóza. Při plánovaných 
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kontrastních rentgenových vyšetřeních by neměl být metformin podáván, kvůli riziku ledvinové 

nedostatečnosti [17]. 

1.2.2 Dávkování  

Doporučené dávkování metforminu jsou 3 g/den. Jedná se o maximální denní dávku, která  

je rozdělena do třech tablet během dne. Metformin se běžně podává ve dvou dávkách denně, 

což činní denní příjem 500 - 2 000 mg. U metforminu platí, že s rostoucí dávkou roste  

i účinnost. Někteří pacienti trpí gastrointestinálními problémy, které ovšem u 90 % z nich  

po čase zmizí. Důležité je najít takovou dávku, která pacientovi vyhovuje a nevyvolává žádné 

nežádoucí účinky [17]. 

1.3 Lipidy 

Lipidy jsou látky biologického původu a tvoří různorodou skupinu, jenž má společný znak 

přítomnost nepolárních molekul jako celku či převládaní nepolárních celků v jejich struktuře. 

Slovo lipidy pochází z řečtiny, kde lipos znamená tuk. Do této skupiny patří oleje, tuky, některé 

vitaminy a hormony či neproteinové složky membrán. Složením sacharidů a lipidů pomocí 

kovalentní vazby vznikají glykolipidy a s proteiny pak lipidy tvoří lipoproteiny. Další vlastností 

lipidů, která vychází z přítomnosti nepolárních skupin, je špatná rozpustnost ve vodě. Lipidy  

se naopak dobře rozpouštějí např. v chloroformu, benzenu, diethyletheru a dalších polárních 

rozpouštědlech. Jejich afinity k vodě je v těle využíváno v biologických membránách buněk, 

kde vytvářejí bariéru. Jejich úlohou je také zásoba energie, účast na pochodech pro regulační 

mechanismy v buňce, představují mechanickou ochranu některých orgánů a podkožní tuk  

má funkci tepelné izolace. Hrají také důležitou úlohu ve vstřebávání vitaminů A, D, E a K, které 

jsou rozpustné pouze v tucích a bez jejich přítomnosti by je tělo nemohlo využít [27; 28]. 

Lipidy můžeme rozdělit na jednoduché, složené a odvozené. Mezi jednoduché lipidy patří 

acylglyceroly a vosky. Složené lipidy představují fosfoacylglyceroly, sfingolipidy  

a glykoacylglyceroly. Odvozenými lipidy jsou prostaglandiny, steroidy, karotenoidy a lipofilní 

vitaminy [27].  

Spojením glycerolu a 3 MK vznikají estery zvané tuky a oleje, přičemž MK jsou uhlovodíkové 

řetězce o různé délce o různém nasycení, končící skupinami karboxylových kyselin. 

Triglyceridy mají funkci ukládání energie, izolaci buněk a vstřebávání vitaminů rozpustných  

v tucích [27].  
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Vosky jsou estery tvořené alkoholem o dlouhém řetězci a mastnými kyselinami. Vyskytují  

se především u rostlin, kde pokrývají povrch jejich listů. U lidí slouží jako ochrana kůže 

zvukovodů ve formě cerumenu známého jako ušní maz [27]. 

Steroidy jsou strukturně čtyři spojené kruhy. Nejznámějším typem steroidů je cholesterol, který 

je produkován v játrech a je prekurzorem steroidních hormonů jako je estrogen, testosteron  

a kortizol. Vyskytuje se v buněčných membránách a ovlivňuje jejich fluiditu [27]. 

Transport lipidů je zajišťován pomocí proteinů, jelikož patří mezi nepolární látky. Pro jejich 

transport se tak tvoří lipoproteinové částice. Jejich struktura je tvořena triacylglyceridy (TAG), 

cholesterolem, fosfolipidy a apolipoproteiny. Příklady lipoproteinů jsou chylomikrony, které 

jsou největšími lipoproteiny, ale obsahují nejméně proteinů. Dalšími lipoproteiny jsou 

lipoproteiny s velmi nízkou hodnotou (VLDL), lipoproteiny se střední hustotou (IDL), 

lipoproteiny s nízkou hustotou (LDL) a lipoproteiny s vysokou hustotou (HLD) [29]. 

U pacientů s DM2 je často přítomna dyslipidémie, a to až u 75 % případů. Pacienti s DM1 

většinou dyslipidémií netrpí. Jedná se především o smíšenou dyslipidémii, kdy jsou zvýšeny 

TAG, LDL a nízké hladiny HDL. Zvýšená hodnota TAG je díky jejich nadprodukci a snížené 

clearance. Kvantitativní, kvalitativní a kinetické abnoramlity u dyslipidémie vedou ke 

zvýšenému riziku kardiovaskulárních onemocnění a ve většině případů souvisejí  

s inzulinovou rezistencí. Kvalitativně jsou částice změněny zvýšením subfrakce VLDL a LDL, 

které jsou náchylné k oxidaci. TAG mají také větší zastoupení v LDL a HDL částicích a nastává 

glykace apolipoproteinů. Kinetickými abnormalitami je pak zvýšená produkce VLDL1, snížený 

katabolismus VLDL a zvýšený katabolismus HDL. Všechny tyto mechanismy představují 

zvýšené riziko aterosklerózy. I když je hodnota LDL při DM2 v normě je zde snížený obrat, 

který může být aterogenní. Tyto lipidové změny jsou často spojeny právě s inzulinovou 

rezistencí, viscerální obezitou či nealkoholovým ztučněním jater. Při inzulinové rezistenci  

je zvýšený tok MK do jater, a to vede k nadprodukci VLDL [30] 

1.3.1 Mastné kyseliny 

MK jsou vyšší alkan-monokarboxylové kyseliny. Vyskytují se buď jako součást lipidů, jsou 

tedy vázané, nebo jsou neesterifikované a označují se jako volné. U živočichů jsou v lipidech 

MK s 16 a více uhlíky. Obsahují dlouhé alifatické uhlíkové řetězce, které určují lipidům 

hydrofobní charakter. MK můžeme rozdělit na nasycené a nenasycené. Příkladem nejčastějších 

nasycených MK přítomných v přirozených lipidech jsou kyselina palmitová a stearová. 
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Nejčastější nenasycenou mastnou kyselinou, která obsahuje jednu nenasycenou vazbu  

je kyselina olejová. Díky nenasycené vazbě jsou nenasycené MK schopny tvořit prostorové 

izomery. U MK v přirozených lipidech je typická cis-forma izomerie [31]. 

V organismu se většina MK syntetizuje. Mezi ty, které lidský organismus syntetizovat 

nedokáže, patří kyselina linolová, linolenová a arachidonová. Tyto kyseliny jsou z tohoto 

důvodu označovány jako esenciální [31]. 

Nedostatek inzulinu a relativní nadbytek kontraregulačních hormonů u diabetiků způsobuje 

ketoacidózu. Nejprve dochází k excesivní lipolýze v tukové tkáni a díky tomu narůstá 

koncentrace MK v plazmě. Naopak klesá koncentrace malonyl-CoA v hepatocytech, a tím 

nastává dezinhibice transportu acyl-CoA do mitochondrie. Nastává β-oxidace. Aktivuje  

se HMG-CoA-syntáza a dýchací řetězec přijímá redukované kofaktory z oxidace MK. Krebsův 

cyklus se tímto zpomaluje. Ketolátek je velké množství díky jejich zvýšené produkci a utilizaci. 

Nastává ketonurie [32]. 

• Syntéza MK 

V mitochondriích vzniká acetyl-CoA, který je nezbytný pro syntézu mastných kyselin. Vzniká 

ze sacharidů, aminokyselin, ale i z MK na základě oxidativní dekarboxylace pyruvátu a oxidací 

MK. Jeho transport přes mitochondriální membránu je zajištěn jeho přeměnou na citrát  

v Krebsově cyklu. V cytoplazmě je opět přeměněn na acetyl-CoA a oxalacetát v reakci  

s HS-CoA a po dodání energie ve formě jednoho ATP. Tato reakce je katalyzována pomocí 

komplexu synthasy MK. Jde o více enzymů označovaných jako multienzymový komplex, který 

se vyskytuje v cytoplazmě [31]. 

Začátkem celého procesu je vazba acetyl-CoA na – SH skupinu multienzymového komplexu. 

Druhý acetyl-CoA se v reakci s CO2 přeměňuje na malonyl-CoA. Dále pak společnou 

kondenzací acetátu a malonátu, kteří se uvolnili z vazby na CoA, vzniká acetoacetát. U něho 

dochází k hydrogenaci na β-hydroxyacyl, a následně se dehydratuje na nenasycený acyl. Poté 

znovu nastává hydrogenace na nasycenou MK. Tato mastná kyselina obsahuje čtyři uhlíky, jde 

tedy o butyrát, který vstupuje opět do stejného cyklu reakcí a na začátku reaguje s další 

molekulou malonyl-CoA [31]. 

Tyto kroky se opakují a na konci každého cyklu je MK o dva uhlíky delší. V pentosovém cyklu 

vzniká NADPH+H+, který je zdrojem vodíku pro hydrogenační reakci při syntéze MK. Při 

sedmém opakování vzniká řetězec nasycené MK, a to až do počtu 16 uhlíků. Poté  
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se prodlužování řetězce přesouvá do endoplazmatického retikula a částečně do mitochondrií. 

Na membráně endoplazmatického retikula hlavně v jaterních buňkách postupně vznikají 

nenasycené MK s dvojnou vazbou na 7. a 9. uhlíku, a to za enzymatické katalýzy desaturasami. 

Tímto způsobem vzniká z kyseliny palmitové a olejové kyselina palmitolejová a olejová. 

Syntéza kyseliny arachidonové, která je součástí fosfolipidů buněčných membrán  

a je prekurzorem bioaktivních látek, probíhá v organismu z kyseliny linolové a linolenové. Jak 

už bylo zmíněno dříve, tyto MK jsou esenciální, a proto je důležitý jejich příjem potravou [31]. 

• Odbourávání MK 

Proces odbourávání MK se nazývá β-oxidace. MK na začátku tohoto procesu vstupují do matrix 

mitochondrie. To, jakým způsobem je schopná MK do matrix vstoupit, je závislé na její délce 

řetězce. MK se řetězcem do 10 uhlíků mohou do matrix vstupovat volně, MK s řetězcem o 12 

až 18 uhlících vstupují za pomoci karnitinového přenašeče a MK s řetězcem nad 18 uhlíků 

neprocházejí vůbec. MK jsou přenášeny karnitinem až po vyvázání z koenzymu A a navázání 

na karnitin. Tento děj katalyzuje enzym karnitinacyltransferáza I., který se nachází  

na cytosolové straně vnější mitochondriální membrány. Následuje výměna karnitinu  

za acylkarnitin pomocí karnitin-acylkarnitin translokázy, která je umístěna ve vnitřní 

mitochondriální memráně. Acylkarnitin se tímto způsobem dostává do matrix mitochondrie  

a v tomto místě dojde k přenosu MK z acylkarnitinu na koenzym A, a to za katalýzy 

karnitinacyltransferázy II. Karnitin, který se tímto způsobem uvolnil je za působení translokázy 

vyměněn za nový acylkarnitin, a tím se dostává pryč z matrix. Acyl-CoA je již v matrix 

mitochondrií a podléhá β-oxidaci [32].  

Samotná β-oxidace souvisí s dýchacím řetězcem a probíhá tak jedině za aerobních podmínek. 

Jednotlivé kroky lze rozdělit jako dehydrogenace, hydratace, dehydrogenace a thiolytické 

štěpení. První reakce zahrnuje oxidaci sukcinátu na fumarát za katalýzy sukcinátdehydrogenázy 

a přítomnosti kofaktoru FAD. Další reakce je adice vody na dvojnou vazbu ve fumarátu  

za vzniku malátu a katalytického působení fumarátdehydrogenázy. Třetí reakce je oxidace 

malátu na oxalacetát pomocí enzymu malátdehydrogenázy a za přítomnosti kofaktoru NAD+. 

Tyto tři reakce odpovídají reakcím v Krebsově cyklu začínaje sukcinátem. Posledním krokem 

je thiolytické štěpení, které je katalyzované β-ketothiolázou. Při tomto procesu dochází k ataku 

SH-skupiny koenzymu na β-keto uhlík řetězce MK. Na konci vzniká AcCoA a o dva uhlíky 

kratší acyl ̴ CoA [32]. 
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1.4 Tenkovrstvá chromatografie 

Chromatografie je biofyzikální technika, která slouží k separaci, identifikaci a k čištění složek 

směsi. Principem chromatografie je rozdílná distribuce látek mezi stacionární a mobilní fází 

[33]. 

Tenkovrstvá chromatografie neboli TLC probíhá tak, že na destičce s tenkou vrstvou, která  

je tvořena 0,1 - 0,25 mm adsorbentu, se označí místa na startovací linii a posléze je zde nanesen 

vzorek o objemu 1 - 5 µl. Nanášení vzorku může probíhat různými způsoby. Dnes již  

je opuštěno od ručního nanášení pomocí injekční mikrostříkačky, ale bývá využíváno 

posuvného modulu s aplikační hlavou. Následuje odpaření rozpouštědla a umístění destičky  

do vertikální nebo horizontální chromatografické komory. Vyvíjecí soustavu zde tvoří směs 

rozpouštědel, přičemž jejich páry předem nasytí komoru. I v tomto kroku se dnes využívá 

automatizace [34].  

Při klasické TLC se vzorky nanášejí na suchou vrstvu a působením kapilárních sil v pórech 

vrstvy dochází k vyvíjení chromatogramu, a to ať v sestupném či vzestupném uspořádání. 

Rychlost vyvíjení není při separaci rovnoměrná. Při vzrůstání délky vrstvy při styku s kapalinou 

a jejím odporem toku dochází k postupnému zpomalení. Závisí pak na tloušťce vrstvy, velikosti 

a pravidelnosti zrnění částic, viskozitě a hustotě vyvíjecí rozpouštědlové soustavy  

a na mezifázovém napětí mezi mobilní fází a vrstvou tuhé fáze [34].  

Při TLC dochází tzv. odmísení mobilní fáze. Jde o to, že před počátkem vyvíjení nebyla  

s vyvíjecí soustavou suchá tenká vrstva adsorbentu vyrovnána, a tak se přednostně v průběhu 

separace zadržují účinnější eluční složky s větší afinitou ke stacionární fázi z vícesložkové 

mobilní fáze. To vede k tomu, že se eluční síla vyvíjecí soustavy při vyvíjení postupně snižuje. 

Nevýhodou TLC je tedy horší reprodukovatelnost a však naopak výhodu představuje 

jednoduchost a vyšší počet vzorků, které lze separovat v jedné analýze [34].  

Rychlost pohybu složek vzorků je dána jejich afinitou ke stacionární fázi. Vyvíjecí soustava 

nesmí dosáhnout okraje desky. Před tímto momentem je vyvíjení ukončeno a tam kam dosáhla 

vyvíjecí soustava je označeno čelo. Vyvíjecí souprava je poté odpařena. Dnes je často výška 

vyvíjení předem určena a po jejím dosažení se vyvíjení ukončí. Vzorky jsou na destičce  

ve formě kruhových skvrn nebo dochází k tzv. chvostování, kdy jsou protaženy ve směru 

pohybu vyvíjecí soustavy. Poté jsou skvrny pomocí ultrafialového světla či vlivem barevné 
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reakce za pomoci postřiku odpovídajícím detekčním činidlem zviditelněny. Silně zadržované 

látky jsou blíže startu a málo zadržované látky se pohybují společně s čelem [34]. 

1.5 Derivatizace 

Derivatizace je nezbytnou součástí analýzy MK pomocí plynové chromatografie, a to hlavně 

pro MK, které mají počet uhlíků vyšší než deset. U MK je běžná derivatizace za vzniku 

methylesterů mastných kyselin (FAME), které je možné následně stanovovat, a to díky jejich 

vysoké těkavosti a nízké polaritě [35].  

Využívá se například metoda kyselé derivatizace, kterou lze uplatnit na celkové MK včetně 

volných mastných kyselin a esterifikovaných MK. Základní derivatizační metody je možné 

použít pouze na esterifikované MK. Často používaná kyselá derivatizační činidla jsou kyselina 

chlorovodíková, acetylchlorid, kyselina sírová a fluorid boritý. Přičemž nejpoužívanější  

je kyselina chlorovodíková, a to hlavně díky jejímu jednoduchému pracovnímu použití. Metoda 

s užitím acetylchloridu byla zavedena roku 1986. Postup je zde takový, že ke vzorku, který 

obsahuje methanol, se přidá acetylchlorid a vzorek je zahříván na 95–100 °C po dobu 60 minut. 

Po tomto čase se vzorky neutralizují a FAME jsou extrahovány organickým rozpouštědlem. 

Nebezpečí v této metodě představuje možnost vylití vzorku z lahvičky, jelikož tato reakce  

je exotermní. Hlavní výhody základních derivatizačních metod jsou krátký derivatizační čas, 

nepřítomnost problémů s izomerizací dvojné vazby, snadné ovládání a používání méně 

agresivních činidel. Jednou z metod je například použití methoxidu sodného. Existují i jiné 

derivatizační metody, které nerozdělujeme na kyselé a bazické. Sem se řadí například využití 

trimethylsulfoniumhydroxidu, který lze použít na rychlou derivatizaci, a tu tvoří pouze jeden 

krok [35; 36]. 

Jelikož je na výběr velké množství derivatizačních metod pro analýzu MK, je důležité zjistit 

výhody a nevýhody, které každá metoda představuje a zvážit, která z nich bude nejvhodnější 

pro danou analýzu [35]. 

1.6 Plynová chromatografie 

Oddělování chemických látek od sebe je po mnoho let nesmírně důležité pro různá odvětví vědy 

a techniky. Plynová chromatografie (GC) se obvykle používá k separaci a měření organických 

molekul a plynů. Aby tato technika fungovala, analyzované složky musí být těkavé, tepelně 

stabilní a mít molekulovou hmotnost nižší než 1250 Da. Od svého objevu na přelomu minulého 



34 

století byla plynová chromatografie přijata v mnoha průmyslových odvětvích a nyní se používá 

pro stále rostoucí seznam uplatnění [37; 38; 39]. 

Běžně se zařízení, na kterém je prováděna GC, skládá ze systému nosného plynu, injektoru, 

kolony pro plynovou chromatografii, detektoru a jednotky pro zpracování dat. GC zahrnuje 

použití separační kolony, která je vyrobena ze skla, taveného oxidu křemičitého nebo kovové 

trubky. Stejně jako u jiných forem chromatografie protéká mobilní fáze separační kolonou 

směrem k detektoru. Mobilní fáze používaná v GC je nosný neboli inertní plyn, jako je dusík, 

helium nebo vodík. Tento plyn je vybrán na základě své nízké nebo zanedbatelné adsorpční 

kapacitě. Když je směs látek vstřikována na vstup do kolony, každá složka je přenášena směrem 

k detektoru mobilním nosným plynem [40; 41]. 

Aby bylo možné provést analýzu pomocí GC, sloučeniny musí mít relativně vysoký tlak par. 

Mnoho sloučenin lze analyzovat v jejich přirozené formě, zatímco mnoho dalších je třeba 

chemicky derivatizovat, aby byly dostatečně těkavé, méně polární a/nebo tepelně stabilnější. 

Aby došlo k separaci, musí GC kolona obsahovat stacionární fázi. Stacionární fáze může být 

pevná nebo kapalná. V závislosti na tom, zda je stacionární fáze při své provozní teplotě pevná 

nebo kapalná, je GC klasifikována jako adsorpční chromatografie (GSC) nebo rozdělovací 

chromatografie (GLC) [40]. 

Retence v GSC je založena hlavně na rozdílech mezi adsorpčními afinitami složek vzorku  

k povrchu aktivní pevné látky. Ačkoli GSC předchází GLC, použití GLC je mnohem 

rozšířenější a je běžné vypustit „L“ a označovat tuto techniku jednoduše jako GC. V GLC  

je viskózní polymer nanesen jako tenký film buď přímo na vnitřní stěnu hadičky (wall-coated 

open tubular (WCOT) kolona), nebo na pevný nosný materiál, který je těsně zabalen  

do separační kolony (plněná kolona). K separaci dochází, protože složky vzorku se rozdělují 

mezi stacionární fázi a mobilní fázi (nosný plyn) podle rovnovážného výrazu zvaného 

distribuční konstanta [40]. 
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2 CÍL PRÁCE 

Cílem této diplomové práce bylo rozdělení EDTA plazmy pacientů pomocí preparativní 

chromatografie na tenké vrstvě do pěti tříd, a to na fosfolipidy, diacylglyceroly, MK, TAG a 

estery cholesterolu. Následně proběhlo porovnání koncentrace mastných kyselin u kontrolních 

vzorků diabetiků a diabetiků, kteří podstupují léčbu metforminem. Součástí procesu bylo 

sledování koncentrace lipogenních enzymů a vypracování jejich závislosti na koncentracích 

vhodných rutinních klinicko-biochemických analytů. Na závěr došlo k vyhodnocení výsledků 

statistiky pomocí grafů a obrázků. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3. 1 Použité přístroje a materiály 

3.1.1 Laboratorní přístroje 

− Centrifuga MPW-340 

(MECHANYKA PRECYZNA, Polsko) 

− Kolona HP-88  

(100 m x 0,250 mm x 0,20 μm, teplotní limit 50 °C-250 °C, pro dělení methylesterů 

mastných kyselin), (AGILENT TECHNOLOGIES, Santa Clara, Kalifornie USA) 

− Plynový chromatograf  

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

− Předvážky  

(Adventurer Pro AV212C, OHAUS CORP, USA) 

− Termoblok model 18971 a 18821 

(Pierce Reacti-Therm Heating/Stirring Module a odpařovací zařízení, 

(THERMOSCIENTIFIC, Asheville, Severní Karolína USA) 

− Vortex typ Reax top  

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

3.1.2 Laboratorní pomůcky 

− Automatické pipety 

(Eppendorf, Hamburg, Německo), (100, 250, 500, 1000 μl) 

− Chromatografické desky TLC Silica gel 60 Glass plates 20x20 cm  

(MERCK, 642 71 Darmstadt, Německo) 

− Chromatografické vialky s pryžovým septem, typ 5188-6599 

(AGILENT TECHNOLOGIES, 5301 Santa Clara, Kalifornie USA) 

− Chromatografická vana 

− Desaga spray gun  

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

Německo) 

− Inserty do chromatografických vialek, typ 8010-0132  

(AGILENT TECHNOLOGIES, Santa Clara, Kalifornie USA) 
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− Kádinky 

− Lampa UV 240  

(A. Krüss Optronic GmbH, Hamburg, Německo) 

− Magnetická míchadla 10x6 mm  

(P-LAB, Praha, Česká republika) 

− odměrné válce 

− Pasteurovy skleněné kapiláry 

− Skleněné pipety  

(1, 5, 10 ml) 

− stojánky na zkumavky 

− špachtle 

− zkumavky 

− Zkumavky Pyrex s teflonovým těsněním  

(BARLOWORLD SCIENTIFIC GROUP LIMITED Staffordshire, Velká Británie) 

3.2 Chemikálie 

3.2.1 Deproteinační roztok  

2-propanol:n-heptan:kyselina fosforečná 

• 2-propanol, p.a., ω = 99,95 %, Mr = 60,1 g/mol, ρ = 0,78 g/cm3  

šarže: PP/2017/02567 (Lach-ner s.r.o., Neratovice, Česká republika) 

• n-heptan, p.a., ω = 98,25 %, Mr = 100,21 g/mol, ρ = 0,68 g/cm3 

šarže: PP/2010/14672 (Lach-ner s.r.o., Neratovice, Česká republika) 

• kyselina orto-fosforečná, p.a., ω = 85 %, Mr = 98 g/mol, ρ = 1,7 g/cm3 

číslo šarže: 1801230113 (PENTA, Praha 6, Česká republika) 

3.2.2 Mobilní fáze tenkovrstvé chromatografie 

Hexan : diethylether:kyselina octová 

• n-hexan, p.a., ω = 99 %, Mr = 86,18 g/mol, ρ = 0,659 g/cm3, šarže: 2703070322 

(PENTA, Praha 6, Česká republika) 

• diethylether, p.a. nestabilizovaný, ω = 99,7 %, Mr = 74,12 g/mol, ρ = 0,714 g/cm3 

šarže: 2611091121 (PENTA, Praha 6, Česká republika) 
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• kyselina octová p.a., ω = 99 %, Mr = 60,05 g/mol, ρ = 1,050 g/cm3  

 šarže: 1907280714 (PENTA, Praha 6, Česká republika) 

3.2.3 Detekční činidlo 

• 2,7-dichlorfluorescein, Mr = 401,2 g/mol, ρ = 1,050 g/cm3  

šarže: D6665-5G (SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Německo) 

3.2.4 Standard pro plynovou chromatografii 

• kyselina cis-13,16,19 dokosatrienová  

(Larodan Fine Chemicals AB, Malmo, Švédsko) 

3.2.5 Další chemikálie 

• toluen, p.a., ω = 99,28 %, Mr = 92,14 g/mol, ρ = 0,87 g/cm3  

šarže: PP/2021/08282 (Lach-ner s.r.o., Neratovice, Česká republika) 

• methanol, p.a., ω = 99,98 %, Mr = 32,04 g/mol, ρ = 0,79 g/cm3  

 šarže: 2612171221 (PENTA, Praha 6, Česká republika) 

• chloroform, p.a., stabilizovaný, 1 % ethanol, ω = 99,8 %, Mr = 119,38 g/mol, ρ = 1,447 

g/cm3  

šarže: 2204030417 (PENTA, Praha 6, Česká republika) 

• acetylchlorid, ω = 98 %, Mr = 75,5 g/mol, ρ = 1,104 g/cm3 

šarže: STBK1935 (SIGMA-ALDRICH Steinheim, Německo) 

• uhličitan draselný, p.a., ω = 99,7 %, Mr = 138,21 g/mol, ρ = 1,447 g/cm3 

šarže: 2608030821V (PENTA, Praha 6, Česká republika) 

• pool plazma – standard pro TLC 

3.2.6 Tlakové lahve 

• Dusík: N2 4.0, UN 1066  

(Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Česká republika) 

• Helium: He 5.0, UN 1046 

(Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Česká republika) 

• Vodík: H2 5.0 ≥ 99, 999 

(Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Česká republika) 

• Vzduch: O2 20%, N2 80%, UN 1956 
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(Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Česká republika) 

3.3 Pracovní postup 

3.3.1 Analyzované vzorky 

Analyzované vzorky z této diplomové práce pocházejí od pacientů s onemocněním diabetes 

mellitus z nemocnice Tubingen v Německu. Vzorky byly zpracovány v souladu s předpisy 

etické komise. Všichni daní pacienti podepsali informovaný souhlas s odběrem žilní krve pro 

vědecké a studijní účely. Bylo analyzováno 30 vzorků žilní krve, které byly stočeny. Získaná 

plazma byla uchována při -20 °C a dále zpracována. 

3.3.2 Příprava standardů pro kalibraci 

Byl připraven deproteinační roztok smícháním 2-propanol, n-heptan a 2 mol/l kyseliny 

fosforečné v poměru 40:20:1. Pomocí zásobního standardního roztoku vybraných MK bylo 

připraveno 5 roztoků pro sestrojení kalibrační křivky. K 1 ml zásobního roztoku MK byly 

přidány 4 ml methanolu. Takto připravená směs byla řádně promíchána za pomoci vortexu  

a postupně bylo přidáno do připravených zkumavek 0, 50, 100, 200 a 400 µl. Následovalo 

odpaření do sucha v atmosféře dusíku. Dále byl odparek rozpuštěn v 500 µl poolové plazmy a 

k němu bylo přidáno 2,5 ml deproteinačního roztoku. Směs byla promíchána a inkubována 10 

minut při laboratorní teplotě. Následně byl přidán 1 ml vnitřního standardu o koncentraci 10 

µl/ml a 1,5 ml destilované vody. Po promíchání byla provedena centrifugace 10 minut při  

RCF 5000. Do připravených zkumavek byla přepipetována horní organická vrstva a odpařena 

do sucha v atmosféře dusíku. Takto připravené vzorky byly separovány za pomoci TLC (viz. 

kapitola 3.3.4). K sestrojení kalibrační křivky byla pouze použita frakce volných MK. 

3.3.3 Extrakce lipidů a denaturace proteinů 

Do kónických zkumavek bylo napipetováno 250 µl vzorku séra a do jedné zkumavky standard. 

Dále bylo přidáno 1,25 ml deproteinačního roztoku ve složení: 2-propanol, n-hexan a 2 M 

H3PO4 o poměru 40:20:1. Vzniklá směs byla promíchána na vortexu a deset minut kondiciována 

při laboratorní teplotě. K obsahu ve zkumavce bylo přidáno 0,5 ml směsi toluen:methanol 

v poměru 4:1 a 0,75 ml destilované H2O. Směs byla promíchána na vortexu a následně 

centrifugována po dobu deseti minut při RCF 5000. Horní organická vrstva byla automatickou 

pipetou odpipetována do čisté zkumavky a v digestoři odpařena do sucha pod proudem dusíku 

při laboratorní teplotě. 
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3.3.4 Tenkovrstvá chromatografie 

I. Příprava mobilní fáze 

Mobilní fáze byla vytvořena smícháním 160 ml hexanu, 40 ml diethyletheru a 6 ml 98% 

kyseliny octové. Tato směs byla přelita do chromatografické vany. Před vložením 

chromatografické desky byla vana na 30 - 40 minut uzavřena, aby došlo k jejímu nasycení 

parami mobilní fáze.  

II. Příprava chromatografické desky 

Na chromatograficku desku byly tužkou vyznačeny jednotlivé dráhy, start a čelo. Označení bylo 

provedeno narýsováním bočních okrajů, které činily 1 cm od hrany desky, čela ve vzdálenosti 

1 cm od horního okraje a startovací linie 2,5 cm od spodního okraje desky. Plocha desky byla 

rozdělena na šest drah s tím, že každá měla šířku 3 cm. Každá dráha byla v horní části desky 

označena příslušným číslem vzorku a poslední byla určena standardu. 

III. Vlastní chromatografie 

K odparkům pěti vzorků a standardu byla přidána směs 75 μl chloroform : methanol v poměru 

2:1. Směsi byly promíchány na vortexu a pomocí Pasteurových pipet byly postupně naneseny 

celé objemy (přibližně 6 vrstev) na startovací linii chromatografické desky tak, aby nedošlo  

k poškození jejího povrchu. Poté byly zkumavky vypláchnuty přidáním dalších 25 μl směsi 

chloroform : methanol v poměru 2:1 a obsah zkumavek byl opět vortexován a stejným 

způsobem postupně přenášen na chromatografickou desku. Poté se deska nechala zaschnout při 

laboratorní teplotě, dokud nedošlo k odpaření rozpouštědla. Následně byla deska vložena  

do chromatografické vany, kde byla ponechána, dokud vzlínající mobilní fáze nedošla  

do startovací linie k naneseným vzorkům. Následně byla deska vyjmuta a opět byla ponechána 

v digestoři, aby došlo k zakoncentrování. Po zaschnutí byla chromatografická deska opět 

vložena do zakryté nasycené chromatografické vany, kde probíhalo její vyvíjení. Deska byla 

opět vyjmuta a vysušena v digestoři po 50 minutách, kdy vzlínající mobilní fáze dosáhla 

označeného čela.  
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IV. Detekce jednotlivých frakcí 

Na dráhu obsahující standard bylo v digestoři rovnoměrně aplikováno detekční činidlo 2‘,7‘-

dichlorfluorescein. Ostatní části desky byly zakryté. Po zaschnutí detekčního činidla bylo 

pomocí UV lampy rozlišeno šest lipidových frakcí: fosfolipidy, diacylglyceroly, cholesterol, 

volné MK, TAG a estery cholesterolu. Tužkou byly jednotlivé frakce vyznačeny tak, že nad 

horním i dolním okrajem byl ponechám 0,5 cm prostor.  

V. Izolace jednotlivých tříd lipidů  

Podle dráhy standardu, na které byly vyznačeny jednotlivé frakce, byly tužkou označeny  

i frakce v ostatních drahách. Takto označená jednotlivá pole byla vyškrábána pomocí špachtle 

z chromatografické desky a převedena do předem připravených pyrexových zkumavek  

s teflonovým těsněním, a to s výjimkou frakce cholesterolu, který se k další analýze nepoužívá. 

3.3.5 Derivatizace: převedení na methylestery 

Do pyrexových zkumavek s jednotlivými frakcemi bylo přidáno 0,5 ml interního standardu 

(kyselina cis-13,16,19 dokosatrienová) pro plynovou chromatografii o koncentraci 10 μg/ml  

a 1 ml směsi toluen : methanol v poměru 4:1. Následně bylo vloženo magnetické 

mikromíchadélko a opatrně napipetováno 200 μl acetylchloridu, který slouží jako katalyzátor 

esterifikace. Pyrexové zkumavky pevně uzavřené uzávěrem s teflonovým těsněním byly 

vloženy na 1 hodinu do připraveného vyhřátého termobloku na teplotu 100 °C a se zapnutým 

mícháním na rychlost 8.  

Po uplynutí reakční doby byly zkumavky z termobloku vyndány a ochlazeny na pokojovou 

teplotu stáním v digestoři. Následně byla provedena neutralizace přidáním 5 ml 6% roztoku 

K2CO3. Po přidání uhličitanu byla směs dvě minuty intenzivně v ruce třepána a následně byla 

centrifugována deset minut při RCF 5000. Horní organická fáze byla přepipetována do čistých 

zkumavek a v digestoři odpařena dusíkem do sucha. 

Do odpařených zkumavek bylo následně přidalo 100 μl směsi methanol : toluen (1:4) a vzniklý 

roztok byl zvortexován. Dále se roztok převedl do označených chromatografických vialek  

s insertem a uzavřen uzávěrem s pryžovým septem. Vzorky byly uchovány v mrazáku  

do následující analýzy. 
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3.3.6 Plynová chromatografie 

Připravené vzorky v uzavřených vialkách byly vloženy do karuselu plynového chromatografu. 

Po naprogramování vzorků byl spuštěn plynový chromatograf Agilent Technologies 7890A  

s HP kolonou pro dělení methylesterů. V počítačovém programu spojeném s plynovým 

chromatografem byly nastaveny podmínky měření. Nastavený teplotní program byl následující: 

• Počáteční teplota: 130 °C po dobu 1 min  

• Teplotní 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  

Celkový čas analýzy jednoho vzorku byl 92 minut a měření probíhalo v módu split v poměru 

10:1. 

3.3.7 Vyhodnocení dat 

K identifikaci jednotlivých píků mastných kyselin byly použity retenční časy získané  

ze záznamu standardu s daným obsahem jednotlivých mastných kyselin. Získané 

chromatogramy byly integrovány v programu GC ChemStation B.04.03. Koncentrace MK byla 

vypočítána pomocí jednobodové externí kalibrace s použitím response faktorů (IRF) podle 

vztahu:  

𝐼𝑅𝐹 =  
𝐴𝐼𝑆 · 𝐶𝑀𝐾−𝑠𝑡

𝐶𝐼𝑆−𝑠𝑡 · 𝐴𝑀𝐾−𝑠𝑡
      𝐶𝑀𝐾−𝑣𝑧   =

𝐶𝐼𝑆−𝑣𝑧 · 𝐴𝑀𝐾−𝑣𝑧 · 𝐼𝑅𝐹

𝐴𝐼𝑆−𝑣𝑧
 

A – plocha, C – koncentrace, IS – interní standard, st – standard, vz – vzorek 

Takto získaná data byla dále statisticky zpracována pomocí softwaru Statistica 14 a programu 

MATLAB. 
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4 Výsledky a diskuze 

4.1 Soubor pacientů 

V této diplomové práci bylo analyzováno deset vzorků od pacientů, u kterých byl 

diagnostikován DM2 a zatím u nich nebyla zahájena léčba. Dále byl analyzován soubor deseti 

vzorků od pacientů s DM2, kteří jsou léčeni metforminem a deset kontrolních vzorků. U všech 

těchto pacientů bylo stanoveno osm MK s dlouhým řetězcem pomocí plynové chromatografie 

a následné grafické vyhodnocení osmi vybraných MK a celkové plazmy dle jednotlivých frakcí 

v programu Statistica 14 a MATLAB. Vybrané MK pro grafické zpracování byly myristová 

kyselina, pentadekanová kyselina, sapienová kyselina, cis palmitoolejová kyselina,  

trans vakcenová kyselina, oktadekadienová kyselina, trans oktadekadienová kyselina  

a eikosapentaenová kyselina. V Tabulce 1 jsou uvedeny hodnoty cholesterolu, TAG, HDL a 

LDL cholesterolu u pacientů léčených metforminem. 

Tabulka 1 – Hodnoty pacientů léčených metforminem 

Číslo vzorku  Pohlaví 

Cholesterol 

[mmol/l] 

Triacylglyceroly 

[mmol/l] 

HDL 

[mmol/l] 

LDL 

[mmol/l] 

Vzorek č. 1 M 7,5 3,1 3,2 3,7 

Vzorek č. 2 M 12,6 6,3 2,7 9,6 

Vzorek č. 3 M 12,8 10,5 2,1 7,8 

Vzorek č. 4 M 9,8 8,6 2,5 6,7 

Vzorek č. 5 M 13,3 7,8 3,1 10,1 

Vzorek č. 6 M 9,5 2,8 3,4 5,2 

Vzorek č. 7 M 12,4 3,8 3,2 9,7 

Vzorek č. 8 M 9,8 5,0 4,2 7,3 

Vzorek č. 9 M 13,1 8,2 2,6 10,2 

Vzorek č. 10 M 9,6 2,9 3 5,5 
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Tabulka 2 uvádí hodnoty cholesterolu, TAG, HDL a LDL cholesterolu u pacientů neléčených 

metforminem. 

Tabulka 2 – Hodnoty pacientů neléčených metforminem 

Číslo vzorku Pohlaví 

Cholesterol 

[mmol/l] 

Triacylglyceroly 

[mmol/l] 

HDL 

[mmol/l] 

LDL 

[mmol/l] 

Vzorek č. 1 M 14,1 9,8 2,9 9,9 

Vzorek č. 2 M 11,8 7,7 2,8 8,7 

Vzorek č. 3 M 12,5 11,3 3,3 8,5 

Vzorek č. 4 M 12,4 3,3 3,1 9,4 

Vzorek č. 5 M 13,1 11,1 2,8 7,9 

Vzorek č. 6 M 17,3 13,8 3,2 13,5 

Vzorek č. 7 M 14,3 4,1 4,2 10,3 

Vzorek č. 8 M 17,9 19,8 2,3 14,4 

Vzorek č. 9 M 13,6 52,3 2,8 4,4 

Vzorek č. 10 M 16 5,4 3,4 8,6 

 

V Tabulce 3 jsou uvedeny parametry kalibračních přímek pro osm vybraných MK.  
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Tabulka 3 – Parametry kalibračních přímek 

n kyselina vzorec R2 Rovnice regrese 

1 myristová C14:0 0,9868 y = 0,0435x – 0,0166 

2 pentadekanová C15:0 0,9916 y = 0,0418x – 0,0065 

3 Sapienová C16:1-N10 0,9954 y = 0,4833x + 0,1049 

4 cis palmitoolejová 9-C16:1-cis 0,9965 y = 0,0588x + 0,0035 

5 trans vakcenová C18:1-N7-trans 0,9973 y = 0,0733x + 0,0576 

6 cis oktadekdienová C18:2-9Z,11E 0,9841 y = 0,0428x + 0,0632 

7 trans oktadekadienová  C18:2-10Z,12Z 0,9745 y = 0,0581x + 0,0023 

8 eikosapentaenová C20:5-N3 0,9894 y = 0,0866x – 0,0026 

 

4.1.1 Frakce fosfolipidů 

Fosfolipidy tvoří základní složku lipoproteinů, jsou součástí povrchově aktivních látek  

a buněčných membrán. Nejčastěji jsou složeny ze dvou MK, které jsou vázány esterovou 

vazbou na glycerolový hlavní řetězec obsahující nepolární skupinu. Jelikož jsou amfifilní, 

většina z nich může spontánně tvořit dvojvrstvy ve vodném prostředí. Tyto dvojvrstvy jsou pak 

hlavními složkami buněčných membrán [42]. 

Fosfolipidy se rozdělují dle povahy jejich hlavní skupiny, délky a nasycení jejich acylových 

řetězců. Struktura daných fosfolipidů pak určuje viskozitu, zakřivení a elektrostatický náboj 

membránové dvojvrstvy. Dokáží také regulovat některé důležité fyziologické děje, mezi které 

patří například exocytóza, chemotaxe a cytokineze [42]. 

Fosfolipidy jsou syntetizovány v ER. Plní zde důležité funkce, kterými jsou například 

poskytování membrán potřebných pro syntézu a export proteinů, cholesterolová homeostáza  

a v neposlední řadě ukládání a sekrece TAG. Všechny tyto biologické procesy musejí správně 

spolupracovat, jelikož studie ukazují, že metabolismus fosfolipidů na ER souvisí s poruchami 

ukládání a sekrecí lipidů a také se stresovými reakcemi. To vše může vést k obezitě, která 

přispívá ke vzniku DM2 a také ateroskleróze či neurologickým poruchám. Fosfolipidová 



46 

syntéza není rovnoměrně rozložena pouze v ER, ale je lokalizována v membránových 

rozhraních nebo kontaktních zónách s jinými organelami [43]. 

Pro statistické vyhodnocení koncentrací vybraných MK byla aplikována metoda analýzy 

sousedních komponent (NCA), která nám ukázala statistickou významnost jednotlivých 

mastných kyselin. Na Obrázku 4 můžeme vidět jako nejvýznamnější MK eikosapentaenovou  

a kyselinu sapienovou. Tyto kyseliny jsou významné pro nalezení rozdílů mezi skupinou 

neléčených, léčených pacientů a kontrol. 

 

Obrázek 4 – Statistická významnost měřených mastných kyselin ve frakci fosfolipidů 

Z původního datového souboru byly vybrány 4 proměnné v diagramu uvedené nad modrou linií 

(tzv. toleranční mez). Tyto proměnné byly použity pro analýzu hlavních komponent (PCA). 

Z Paretova diagramu, viz Obrázek 5 je zřejmé, že první dvě hlavní komponenty objasní téměř 

80 % variability původních dat. Význam jednotlivých proměnných ve formě ‚heatmapy‘ pro 

tvorbu obou hlavních komponent je vidět na Obrázku 6. 
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Obrázek 5 – Paretův diagram ve frakci fosfolipidů 

 

Obrázek 6 – Význam mastných kyselin pro tvorbu hlavních komponent 
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Kyselina eikosapentaenová (C20:5-N3) 

Jedná se o omega-3 MK, která má strukturu karboxylové kyseliny s 20ti uhlíkovým řetězcem  

a pěti cis dvojnými vazbami, přičemž první dvojná vazba je umístěna na třetím uhlíku od omega 

konce. Tato kyselina plní mnoho důležitých funkcí v biologických membránách a slouží jako 

prekurzor řady lipidových regulátorů v buněčném metabolismu. Obecně jsou omega-3 MK 

označovány jako blahodárné a předpokládá se, že zlepšují zotavení z únavy, vytrvalostní výkon 

a antioxidační a protizánětlivé reakce. Ve studii [44] byl prokázán vliv na změnu složení 

červených krvinek, buněčné membrány myokardu a kosterních svalů.  Z tohoto důvodu jsou 

hojně užívány sportovci. Díky její důležitosti v lidském těle je snaha vývoj komerčních postupů 

pro její výrobu. Kyselina eikosapentadaenová je obsažena například v rybím oleji a mořských 

řasách. V některých studiích je poukázáno na prostizánětlivé účinky kyseliny eikosapentaenové 

a její blahodárný vliv na pacienty trpící astmatem [45; 46]. 

Kyselina sapienová (C16:1-N10) 

Je mononenasycená MK z rodiny n-10 tvořená z kyseliny palmitové pomocí delta-6 desaturázy. 

Jedná se o poziční izomer kyseliny cis -9- hexadecenové. Kyselina sapienová je součástí 

lidského mazu, vlasů a nehtů. Taktéž bylo zjištěno, že je obsažena v dalších lidských buňkách, 

jako jsou červené krvinky a buňky vrozeného imunitního systému. Této kyselině jsou 

připisovány protizánětlivé a metabolické vlastnosti. Vznikly studie na její možné použití jako 

biomarkeru u některých typů rakovin [47; 48]. 

Na Obrázku 7 můžeme vidět shluky našich studovaných skupin a interakci s proměnnými, kdy 

sapienová kyselina nám dává velmi významné výsledky při rozlišení léčených a neléčených 

pacientů s diabetes mellitus. Naopak kyseliny pentadekanová a eikosapentaenová jsou 

významnými parametry v kontrolní skupině.  
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Obrázek 7 – Separace vzorků do jednotlivých skupin a interakce mezi skupinami ve frakci 

fosfolipidů 

Pro snadnější posouzení, či srovnání hladin jednotlivých analytů v daných skupinách je uveden 

poslední diagram paralelních koordinát, viz Obrázek 8. Jedná se o grafickou prezentaci mediánů 

standardizovaných koncentrací, které takové relativní srovnání umožňují.  
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Obrázek 8 – Diagram paralelních koordinát ve frakci fosfolipidů 

Ve frakci fosfolipidů nalézáme primární statistickou významnost u dvou MK, které jsou ve 

velké míře závislé na přijmu z potravy. Z tohoto hlediska je značně obtížné hledat nějaké 

závislosti u léčených a neléčených pacientů metforminem. Zároveň v této frakci množství MK 

závisí na potřebě fosfolipidů k regeneraci orgánových buněk v organismu. Syntéza 

membránových lipidů nezávisí na inzulinové rezistenci ani na zvýšených koncentrací glukózy 

a glykovaného hemoglobinu u diabetiků. 

4.1.2 Frakce diacylglycerolů 

Diacylglyceroly (DAG) mají jednoduchou lipidovou strukturu složenou z molekuly glycerolu 

spojenou se dvěma MK esterovými vazbami. MK mohou být nasycené i nenasycené. Pokud  

se v DAG vyskytuje jeden nasycený řetězec a jeden nenasycený, jsou biologicky velmi důležité, 

jelikož tento typ DAG je hlavní pro buněčnou signalizaci. Jsou schopné ovlivňovat biofyzikální 

vlastnosti lipidových membrán. DAG mění vnitřní zakřivení membrány a usnadňují fúzi 

vezikul indukovanou fosfolipázou-C [49]. 

Diacylglyceroly jsou meziproduktem v lipidových biosyntetických drahách. Většina 

signalizačních DAG vzniká hydrolýzou fosfatidylinositol-4,5-biosfosfátu za působení enzymu 
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fosfolipáza C. Další způsob vzniku DAG je, když dojde k odstranění pomocí fosfatázy hlavní 

skupiny fosfátu z kyseliny fosfatidové. Signální DAG mají význam pro aktivaci či nábor  

do membrán řady proteinů, jako je například proteinkináza C [50]. 

DAG je možné získat z velké řady surovin, jako je například rybí olej. DAG obsahuje ve své 

struktuře jak hydrofilní, tak hydrofobní část. DAG jsou využívány ve farmaceutickém průmyslu 

jako účinná prevence proti hromadění tělesného tuku a poruch souvisejících s obezitou [51]. 

Proto jsou DAG uměle vyráběny za pomoci alkoholýzy, esterifikace nebo částečné hydrolýzy 

TAG. Průmyslová výroba zahrnuje alkalicky katalyzovanou glycerolýzu tuků a olejů [52]. 

Při použití metody analýzy sousedních komponent (NCA) nám v této frakci statistickou 

významnost ukázalo hned 6 mastných kyselin, které jsou významné pro nalezení rozdílů mezi 

skupinami neléčených, léčených pacientů a kontrol. To je vidět na Obrázku 9. 

 

Obrázek 9 – Statistická významnost měřených mastných kyselin ve frakci diacylglycerolů 

Proto bylo pro další zpracování použito těchto 6 proměnných, které můžeme vidět nad 

toleranční mezí. Tyto proměnné byly použity pro analýzu hlavních komponent (PCA). 

Z Paretova diagramu, viz Obrázek 10 je zřejmé, že první tři hlavní komponenty objasní téměř 
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90 % variability původních dat. Význam jednotlivých proměnných ve formě ‚heatmapy‘ pro 

tvorbu obou hlavních komponent je vidět na Obrázku 11. 

 

Obrázek 10 – Paretův diagram ve frakci diacylglycerolů 
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Obrázek 11 – Význam mastných kyselin pro tvorbu hlavních komponent 

Kyselina pentadekanová C15:0 

Jedná se o MK s lichým řetězcem obsahující 15 uhlíků. Jde o nasycenou MK kyselinu, která 

patří do takzvaných dietních kyselin. Společně s kyselinou heptadekanovou tvoří malou část 

nasycených MK v mléčném tuku a některých rybách a rostlinách a požívají se jako biomarkery 

mléčného tuku. V plnotučném mléce je však obsah této kyseliny pouze okolo 1 %, zatímco 

nasycených MK se sudým řetězcem se zde vyskytuje až 68 %. Obecně je příjem nasycených 

MK s lichým řetězcem spojován s nižší mortalitou a lepším fyziologickým stavem [53]. Příjem 

těchto kyselin je však v dnešní době značně nižší, než tomu bylo v dřívějších dobách. Kyselina 

pentadekanová může být syntetizována také endogenně, a to například z kyseliny propionové. 

Tento proces však není jednoduchý, a proto je zásadní její příjem potravou. U MK s lichým 

řetězcem byla v mnoha studiích prokázána inverzní souvislost mezi koncentracemi 

v plazmatických fosfolipidech nebo červených krvinkách s rizikem DM2 a kardiovaskulárních 

onemocnění. Taktéž je tato kyselina schopna zmírnit zánět. Význam kyseliny pentadekanové 

v lidském těle je pravděpodobně takový, že slouží jako substrát pro syntézu lichých MK s velmi 

dlouhým řetězcem pro glykosfingolipidy v mozku, poskytuje anaplerotické meziprodukty pro 

cyklus kyseliny citronové a odstraňuje přebytečné kyseliny propionové z oběhu [54]. 
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Kyselina sapienová byla již popsána v kapitole 4.1.1 ve frakci fosfolipidů. 

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

Jedná se o mononenasycenou MK mononenasycenou MK, která se syntetizuje z kyseliny 

palmitové působením stearoyl-CoA desaturázy-1 a desaturázy 2 MK. Tato MK je společně 

s dalšími mononenasycenými MK považována za biomarkery, jelikož její vyšší poměr nad 

nasycené MK může vést ke vzniku mnoha onemocnění, jako je DM2, kardiovaskulární 

onemocnění, či rakovina. Byla totiž popsána jako lipokin, který je schopný regulovat různé 

metabolické procesy, kterými jsou například zvýšení citlivosti na inzulin ve svalech, proliferace 

beta buněk, prevence stresu endoplazmatického retikula a lipogenní aktivita v bílých 

adipocytech. Jelikož je tato kyselina nejvíce zastoupená mezi mononenasycenými MK vzniká 

o ní nejvíce studií. Dále se uvádí, že uvolňování kyseliny palmitoolejové z tukové tkáně  

je spojováno s potlačením steatózy v játrech a se zlepšením signalizace inzulinu ve svalech. 

Další studie poukazovaly na protizánětlivé účinky v tukové tkáni, kde kyselina pomáhá zmírnit 

dopad obezity, což bylo prokázáno pokusy na myších. Na druhou stranu vznikly studie, kde  

je poukázáno na to, že vysoké hladiny kyseliny palmitoolejové v membránách erytrocytů 

mohou představovat rizikový faktor pro rozvoj poruch související s obezitou [55]. Mezi tyto 

poruchy patří metabolický syndrom a DM2. Jiné studie toto tvrzení opět vyvrátily [56; 48]. 

Kyselina myristová C14:0 

 Jedná se o nasycenou MK obsahující 14 uhlíků a společně s kyselinou palmitovou patří mezi 

kyseliny s dlouhým řetězce, které jsou schopné modifikovat proteiny, a tím měnit jejich funkci. 

Takový proces se v případě kyseliny myristové označuje jako myristoylace. Během tohoto 

procesu může být připojena k N-koncovým glycinovým zbytkům pomocí myristoyltransferázy 

pro dosažení další modifikace. N-myristolace je důležitá pro buněčnou signalizaci a umožňuje 

dynamické interakce proteinů s buněčnými membránami. Přirozeně se tato kyselina vyskytuje 

v muškátovém oříšku, v oleji z palmových jader, kokosovém oleji, máslovém tuku  

a živočišných tucích, kde se využívá k výrobě alkylesterů MK, které jsou požívány jako 

bionafta. Kyselina myristová značně zvyšuje cholesterol v lipoproteinech o nízké hustotě,  

a proto je označována jako jedna z nejvíce hypercholesterolemických nasycených MK [57; 58; 

59; 60] 
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Na Obrázku 12 můžeme vidět shluky našich studovaných skupin a interakci s proměnnými, kdy 

pentadekanová kyselina nám dává velmi významné výsledky při rozlišení léčených  

a neléčených pacientů s diabetes mellitus. Význam této kyseliny je také velmi úzce spjat  

se skupinou pacientů s diabetes mellitus, kdy by příjem této kyseliny měl být daleko vyšší, aby 

nevznikaly v těle zánětlivé procesy. Naopak kyseliny cis palmitoolejová a sapienová jsou 

významnými parametry ve skupině pacientů s diabetes mellitus léčených metforminem. 

 

Obrázek 12 – Separace vzorků do jednotlivých skupin a interakce mezi skupinami ve frakci 

diacylglycerolů 

Pro snadnější posouzení, či srovnání hladin jednotlivých analytů v daných skupinách je uveden 

poslední diagram paralelních koordinát, viz Obrázek 13. Jedná se o grafickou prezentaci 

mediánů standardizovaných koncentrací, které takové relativní srovnání umožňují.  
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Obrázek 13 – Diagram paralelních koordinát ve frakci diacylglycerolů 

Ve frakci diacylglycerolů můžeme vidět ve skupině pacientů DM s léčbou metforminem vysoké 

koncentrace kyselin cis palmitoolejové a trans vakcenové oproti jiným studovaným skupinám. 

Tento fakt dává pozitivní výsledky účinku vlivu metforminu, protože tyto kyseliny mají 

protizánětlivé účinky, zvýšený obsah pomáhá předcházet ischemické chorobě srdeční  

a pomáhají zmírnit dopad obezity. 

Následující 2D grafy viz Obrázek 14 ukazují porovnání statistické významnosti kyseliny trans 

vakcenové a oktadekadienové  
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Obrázek 14 – Porovnání statistické významnosti kyseliny trans vakcenové (A) a kyseliny 

trans oktadekadienové (B) u léčených (L) a neléčených (N) pacientů 

4.1.3 Frakce volných mastných kyselin 

MK jsou během biologických reakcí metabolizovány a syntetizovány jako energetické 

substráty, které využívá většina tkání lidského těla kromě mozku, ledvinové dřeně a erytrocytů. 

Volné MK jsou především MK s dlouhým a středně dlouhým řetězcem, které jsou získávány 

z TAG v potravě, a MK s krátkým řetězcem produkované střevní mikrobiální fermentací jinak 

nestravitelné vlákniny. MK nejsou pouze zdrojem energie, ale také mají funkci přirozených 

ligandů pro skupinu G proteinem vázaných receptorů. Ty jsou pak nazývány jako volné 

receptory MK. Tyto receptory prolínají metabolismus a imunitu například prostřednictvím 

regulace zánětu a vylučováním peptidových hormonů. Vysoké hodnoty plazmatických volných 

MK a jejich následné vychytávání do buněk má za následek velké množství přímých  

i nepřímých účinků, které ovlivňují homeostázu glukózy [61]. 

Negativní vliv v těle mají volné MK při jejich zvýšeném metabolismu, který je spojován 

s obezitou. V těchto případech dochází k dyslipidémii. U obézních osob dochází k zhoršení 

funkce adipocytů, které jsou primárním úložištěm MK. Při nadbytku viscerálního tuku  

je zvýšené uvolňování volných MK v reakci na inzulin. V tomto případě může vysoká 

koncentrace volných MK vyvolat inzulinovou rezistenci ve svalech a játrech. Do přímých 

účinků volných MK totiž patří působení na sekreci hormonů. Na inzulin májí středně stimulační 
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účinek a na glukagon a růstový faktor silně inhibiční účinek. Dále pak stimulační účinky  

na jaterní a renální glukoneogenezi a inhibiční účinek na vychytávání glukózy ve svalech [62]. 

Hladina plazmatických volných MK i glukózy je závislá na vstupu a výstupu volných MK 

z plazmy. Vstup volných MK do krevního oběhu je částečně závislý na rovnováze mezi aktivací 

hormonálně citlivé lipázy pomocí katecholaminů, růstovým faktorem, kortizolem a inhibicí 

lipázy inzulinem. Naopak výstup volných MK z plazmy je stimulován inzulinem [63]. 

Při použití metody NCA byly zjištěny statistické významnosti 5 námi studovaných MK viz 

Obrázek 15. Tyto MK vykazují důležitost při rozdělování dat do námi studovaných skupin 

vzorků. Nad toleranční mezí nalezneme kyseliny eikosapentaenovou, sapienovou, cis 

oktadekadienovou, trans okatadienovou a pentadekanovou. Při použití analýzy PCA tyto 

kyseliny vykazují už při prvních dvou komponentách objasnění dat v 75 %, což je vidět 

z Paretova diagramu na Obrázku 16. Význam jednotlivých proměnných ve formě ‚heatmapy‘ 

pro tvorbu obou hlavních komponent je vidět na Obrázku 17. 

 

Obrázek 15 – Statistická významnost měřených mastných kyselin ve frakci volných mastných 

kyselin 
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Obrázek 16 – Paretův diagram ve frakci volných mastných kyselin 

 

Obrázek 17 – Význam mastných kyselin pro tvorbu hlavních komponent 
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Kyselina cis oktadekdienová (C18:2-10Z, 12Z) 

Tato kyselina taktéž patří mezi konjugované kyseliny linolové a má tedy příznivý vliv na lidské 

zdraví, jako jsou antikarcinogenní, antiobezitní a antiaterogenní účinky. V lidské potravě se 

získává z mléčných výrobku a masa přežvýkavců. Existují i doplňky stravy obsahující 

konjugované kyseliny linolové, které často užívají obézní lidé a kulturisti [64]. 

Kyselina pentadekanová byla již popsána v kapitole 4.1.2 ve frakci diacylglycerolů.  

Na Obrázku 18 můžeme vidět ne úplně rozdělené shluky našich studovaných skupin a interakci 

s proměnnými, kdy se podařilo oddělit pouze frakci kontrol a další dvě námi studované skupiny 

mají některá data propojená. Může se tak dít díky vysoké hodnotě plazmatických volných MK 

a jejich následnému vychytávání do buněk, jež má za následek velké množství přímých i 

nepřímých účinků, které ovlivňují homeostázu glukózy. V tomto případě může vysoká 

koncentrace volných MK vyvolat inzulinovou rezistenci ve svalech a játrech, což je typické pro 

pacienty s diabetes mellitus.  

 

Obrázek 18 – Separace vzorků do jednotlivých skupin a interakce mezi skupinami ve frakci 

volných mastných kyselin 
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Pro snadnější posouzení, či srovnání hladin jednotlivých analytů v daných skupinách je uveden 

poslední diagram paralelních koordinát, viz Obrázek 19. Jedná se o grafickou prezentaci 

mediánů standardizovaných koncentrací, které takové relativní srovnání umožňují.  

 

Obrázek 19 – Diagram paralelních koordinát ve frakci volných mastných kyselin 

U léčených pacientů je značně vyšší koncentrace kyseliny sapienové než u neléčených pacientů. 

Kyselina sapienová má protizánětlivé účinky, a proto je její zvýšená hodnota pozitivním vlivem 

metforminu. Stejně tomu je i u kyseliny trans oktadekadienové. Tato kyselina je označována 

jako dietní kyselina a má pozitivní vliv na lidské zdraví, proto její zvýšená koncentrace u 

léčených pacientů je žádoucím vlivem metforminu. 

Na Obrázku 20 jsou uvedeny 2D grafy, které ukazují porovnání statistické významnosti 

kyseliny trans oktadekadienové  a pentadekanové. 
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Obrázek 20 – Porovnání statistické významnosti kyseliny trans oktadekadienové (A) a 

kyseliny pentadekanové (B) u léčených (L) a neléčených (N) pacientů 

4.1.4 Frakce triacylglycerolů 

TAG představují 90 – 95 % tuku v obvyklé stravě dospělých a jsou tak hlavní formou tuku 

v lidské stravě. Jedná se o jednoduché lipidy společně s voskovými estery. TAG jsou složeny 

z glycerolu a tří uhlíků, na kterých jsou esterifikovány tři MK. TAG lze poté rozdělit na základě 

různých kombinací MK vyskytujících se v TAG, které následně určují vlastnosti daných TAG, 

jako je například teplota tání [65; 66]. 

TAG jsou primární jednotkou pro ukládání energie v eukaryotických buňkách a tvoří až 90 % 

obsahu bílých adipocytů. Malé množství je ukládáno i mimo tukovou tkáň, a to například  

do kosterních svalů. TAG jsou zabaleny do lipidových kapiček a uloženy v cytosolu. Syntetizují 

se v enterocytech, kde se jedná o nedílnou součást absorpce lipidů z potravy. V hepatocytech 

se TAG syntetizují pro transport VLDL částic a v epiteliálních buňkách mléčné žlázy jsou 

syntetizovány pro produkci mléka. TAG jsou důležitou součástí pro tvorbu vodní bariéry kůže, 

působí jako mechanická ochrana kloubů a vnitřních orgánů a jsou součástí tepelné izolace těla. 

TAG jsou nejvíce zastoupenou složkou mazových lipidů [67; 68]. 
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Ve většině typů buněk TAG oddělují esenciální MK, prekurzory eikosanoidů a DAG prekurzor 

fosfolipidů. Tím, že jsou MK umístěny v TAG, jsou buňky chráněny před potenciálními 

detergentními vlastnostmi MK nebo jejich acyl-CoA derivátů, které by mohly poškodit 

buněčnou membránu [67]. 

TAG v plazmě kolísají během dne v závislosti na přijaté potravě. Jejich hladina se liší značně 

více, než hladina LDL a HDL cholesterolů, a to i po 12 hodinách nočního hladovění [69]. 

Po statistickém vyhodnocení této frakce, kdy byla nejprve aplikována metoda NCA, se jevily 

jako statisticky významné 4 parametry. Na Obrázku 21 můžeme vidět jako nejvýznamnější MK 

trans oktadienovou, pentadekanovou, eikosapentaenovou a sapienovou. Tyto kyseliny jsou 

významné pro nalezení rozdílů mezi skupinou neléčených, léčených pacientů  

a kontrol. 

 

Obrázek 21 – Statistická významnost měřených mastných kyselin ve frakci triacylglycerolů 

Z původního datového souboru byly vybrány 4 proměnné na Obrázku 21 uvedené nad modrou 

linií (tzv. toleranční mez). Tyto proměnné byly použity pro analýzu hlavních komponent (PCA). 

Z Paretova diagramu, viz Obrázek 22 je zřejmé, že první dvě hlavní komponenty objasní 80 % 
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variability původních dat. Význam jednotlivých proměnných ve formě ‚heatmapy‘ pro tvorbu 

obou hlavních komponent je vidět na Obrázku 23. 

 

Obrázek 22 – Paretův diagram ve frakci triacylglycerolů 
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Obrázek 23 – Význam mastných kyselin pro tvorbu hlavních komponent 

Kyselina oktadekadienová (C18:2-9Z, 11E) 

Tato kyselina je hojně označována svým triviálním názvem jako kyselina rumenová. Jedná  

se v přírodě o nejrozšířenější izomer kyseliny linolové s konjugovanými vazbami. Lze ji zařadit 

mezi takzvané dietní kyseliny, kvůli jejímu pozitivnímu vlivu na lidské zdraví. Kyselina 

oktadekanová vzniká za působení anaerobních bakterií Butyrivibrio fibrisolvens 

biohydrogenací dietních polynenasycených MK v bachoru. Z tohoto důvodu je v lidské potravě 

zdroj této kyseliny hlavně v mléčných výrobcích, a to především v sýrech a také v mase 

přežvýkavců. Uměle lze kyselina oktadekanová vyrobit zahříváním kyseliny linolové 

v přítomnosti alkalických roztoků. Kyselina rumenová se běžně nachází v lidské plazmě jako 

součást TAG, fosfolipidů a EC. Některé studie, které zjišťovaly účinky kyseliny na zvířatech, 

spojují příjem konjugované kyseliny linolové s inhibicí tumorogeneze [70] a aterogeneze [71], 

normalizací glukózové tolerance [72] a snížením tělesného tuku [73]. Taktéž byl studován její 

antiproliferativní účinek proti řadě různých buněčných linií [74]. V nedávné době proběhla 

analýza, kdy bylo zjištěno, že dávka 3,2 g konjugované kyseliny linolové za den mírně snižuje 

u lidí tukovou hmotnost. Jelikož není známá ideální koncentrace konjugované kyseliny linolové 

v lidské plazmě, není jasné, jestli je v dnešní populaci přijímána v dostatečném množství a zda 
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by neměl být navýšen příjem mléčných výrobků vzhledem k blahodárným účinkům této 

kyseliny [75; 76]. 

Kyselina eikosapentaenová byla již popsána v kapitole 4.1.1 ve frakci fosfolipidů. 

Na Obrázku 24 můžeme vidět podobnost skupin kontrol a pacientů s diabetes mellitus při 

podávání metforminu. Z výsledku je patrné, že podávání léku metforminu v této frakci má 

velký význam na celkovou léčbu. Tato frakce je nejčastěji zkoumanou lipoproteinovou frakcí, 

nalezené koncentrace MK přímo souvisí s metabolickou funkcí jater, což je známo i o 

aktivitních indexech lipidových enzymů. Je zde poskytnuto nejvíce diagnostických informací, 

které dávají využitelnost k charakterizaci námi studovaných skupin. 

 

Obrázek 24 – Separace vzorků do jednotlivých skupin a interakce mezi skupinami ve frakci 

triacylglycerolů 

Pro snadnější posouzení, či srovnání hladin jednotlivých analytů v daných skupinách je uveden 

poslední diagram paralelních koordinát, viz Obrázek 25. Jedná se o grafickou prezentaci 

mediánů standardizovaných koncentrací, které takové relativní srovnání umožňují.  
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Obrázek 25 – Diagram paralelních koordinát ve frakci triacylglycerolů 

V této frakci bylo zjištěno obecné snížení všech statisticky významných MK u pacientů, kteří 

jsou léčeni metforminem. TAG jsou nejzastoupenější formou tuku ve stravě a jsou jednou 

z hlavních složek LDL částic. Z tohoto důvodu je snížení koncentrace MK v jejich frakci 

pozitivním zjištěním. 

Následující 2D (Obrázek 26) grafy ukazují porovnání statistické významnosti kyseliny 

eikosapentaenové a pentadekanové 
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Obrázek 26 – Porovnání statistické významnosti kyseliny eikosapentaenové (A) a kyseliny 

pentadekanové (B) u léčených (L) a neléčených (N) pacientů 

4.1.5 Frakce esterů cholesterolu 

Cholesterol představuje strukturní složku buněčných membrán a slouží jako výchozí látka pro 

syntézu různých steroidních hormonů, vitaminu D a žlučových kyselin. Kromě zajišťování 

stability a tekutosti v buněčných membránách je důležitý v regulaci buněčných funkcí. 

Cholesterol je sloučenina mající ve své struktuře 27 uhlíků a uhlovodíkový konec. Dále 

obsahuje centrální sterolové jádro tvořené čtyřmi uhlovodíkovými kruhy a hydroxylovou 

skupinou, přičemž centrální sterolové jádro je znakem všech steroidních hormonů. Cholesterol 

je nepolární sloučeninou díky uhlovodíkovému konci a sterolovému jádru. Z tohoto důvodu  

je během svého transportu balen společně s apoproteiny a vytváří tak strukturu zvanou 

lipoprotein [77]. 

Lipoproteiny mají ve svém jádře umístěny estery cholesterolu a TAG, které jsou obklopeny 

volným cholesterolem. Dále se zde nacházejí fosfolipidy a apolipoproteiny, které usnadňují 

tvorbu a funkci lipoproteinů. Plazmatické lipoproteiny rozdělujeme do sedmi tříd, které se liší 

velikostí, složením lipidů a apolipoproteinů. Od největších částic s největším obsahem lipidů 

můžeme lipoproteiny seřadit jako: chylomikrony, VLDL, IDL, LDL, HDL a lipoprotein (a). 

Všechny lipoproteiny jsou proaterogenní kromě HDL, který je naopak antiaterogenní. 

Bílkoviny, které se vyskytují v lipoproteinech jsou označovány jako apolipoproteiny. Jejich 
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hlavními funkcemi je plnění strukturální role, působení jako ligandů pro lipoproteinové 

receptory, řízení tvorby lipoproteinů a působení jako aktivátory nebo inhibitory enzymů 

zapojených do metabolismu lipoproteinů [78]. 

Pro správné buněčné a systémové funkce je velmi důležitá homeostáza cholesterolu. Pokud 

dojde k narušení této homeostázy může dojít k různým typům onemocnění, jako jsou 

kardiovaskulární nemoci, neurodegenerativní onemocnění a rakovina. To, jaká hladina 

cholesterolu je přítomna v buňkách je výsledkem dynamické rovnováhy mezi biosyntézou, 

adsorpcí, exportem a esterifikací, při které se cholesterol přeměňuje na neutrální estery 

cholesterolu [79]. 

Cholesterol se obecně může vyskytovat v buňkách a lipoproteinech ve dvou formách. Jedná  

se o volný cholesterol a estery cholesterolu (EC). Prvně zmiňovaný je prekurzorovým 

substrátem pro steroidogenezi a nachází se mezi buněčnými membránami, a to hlavně 

v plazmatické membráně a v menším množství v intracelulárních plazmatických membránách. 

EC jsou tvořeny esterifikovaným cholesterolem pomocí 3b-hydroxylové skupiny  

na polynenasycené MK nebo na sulfát. Nacházejí se v cytoplazmatických lipidových 

kapénkách a v částicích lipoproteinů. EC slouží v zásadě jako úložiště přebytečného buněčného 

cholesterolu [80]. 

Pomocí metody NCA viz Obrázek 27 byla zjištěna statistická významnost pro 4 stanovované 

MK, které jsou významné pro rozdělení do skupin zahrnujících léčené, neléčené pacienty a 

kontroly. Konkrétně jde o kyselinu eikosapentaenovou, trans vakcenovou, trans 

oktadekadienovou a sapienovou.  
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Obrázek 27 – Statistická významnost měřených mastných kyselin ve frakci esterů cholesterolu 

Pro analýzu hlavních komponent (PCA) byly použity právě tyto kyseliny, které podle metody 

NCA vykazovaly statistickou významnost. Z Paretova diagramu viz Obrázek 28 můžeme 

vyčíst, že první dvě komponenty jsou schopny objasnit téměř 90 % variability původních dat. 

Význam jednotlivých proměnných ve formě ‚heatmapy‘ pro tvorbu obou hlavních komponent 

je zobrazen na Obrázku 29. 
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Obrázek 28 – Paretův diagram ve frakci esterů cholesterolu 

 

Obrázek 29 – Význam mastných kyselin pro tvorbu hlavních komponent 
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Kyselina trans-vakcenová (C18:1-N7-cis) 

Jedná se o mononenasycenou MK s osmnácti uhlíky n–7 je u lidí biosyntetizována elongázou 

5 MK v játrech. Jedná se také o prekurzor MK 9- cis 11 – trans oktadecenové, která je izomerem 

konjugované kyseliny linolenové. Některé studie zjistily, že kyselina vakcenová významně 

snížila růst lidských buněk rakoviny tlustého střeva [81]. Mononenasycené MK mají dle 

některých studií protizánětlivé účinky a zvýšený obsah této kyseliny v membráně červených 

krvinek pomáhá předcházet ischemické chorobě srdeční [82]. O tom, jakým způsobem souvisí 

metabolismus trans-vakcenové kyseliny s expresí hemoglobinu, není příliš prozkoumáno. Bylo 

zjištěno, že kyselina trans-vakcenová indukuje diferenciaci ne erytroidní řadu [83]. 

Na Obrázku 30 můžeme sledovat shluky našich studovaných skupin a interakci s proměnnými, 

kde je velký rozdíl v rozdělení léčených a neléčených pacientů s DM. Kyselina trans vakcenová 

a kyselina sapienová mají důležité zastoupení u neléčených pacientů s DM. U léčených pacientů 

jsou o něco méně významné kyselina trans oktadekadienové a ekosapentaenová. 

 

Obrázek 30 – Separace vzorků do jednotlivých skupin a interakce mezi skupinami ve frakci 

esterů cholesterolu 
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Pro snadnější posouzení, či srovnání hladin jednotlivých analytů v daných skupinách je uveden 

poslední diagram paralelních koordinát, viz Obrázek 31. Jedná se o grafickou prezentaci 

mediánů standardizovaných koncentrací, které takové relativní srovnání umožňují.  

 

 

Obrázek 31 – Diagram paralelních koordinát ve frakci esterů cholesterolu 

V této frakci je mírně zvýšená koncentrace kyseliny trans oktadekadienové a eikosapentaenové 

u léčených pacientů. Naopak kyseliny sapienová a trans vakcenová jsou značně zvýšeny  

u neléčených pacientů. Na tyto kyseliny má tedy metformin zásadnější vliv. 

Na následujícím Obrázku 32 jsou 2D grafy ukazují porovnání statistické významnosti kyseliny 

trans oktadekadienové a pentadekanové. 

 

 

 

 

 

 



74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 32 – Porovnání statistické významnosti kyseliny trans oktadekadienové (A)  

a kyseliny pentadekanové (B) u léčených (L) a neléčených (N) pacientů 
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5 Závěr 

Předmětem této diplomové práce bylo zjistit statistickou významnost mastných kyselin mezi 

třemi skupinami, a to kontrolami, DM, DM s léčbou metforminem. DM2 je v dnešním světě 

velmi rozšířené a stále v počtu nemocných narůstající onemocnění v rozvinutých zemích. Tento 

fakt je způsoben nezdravým stylem života, který narůstající blahobyt přináší. Jsou zde ale i jiné 

faktory. Roli do jisté míry může hrát i genetika a stále se zvyšující věk lidí, který moderní 

medicína přináší. Z celkového počtu pacientů s DM se 90 - 95 % potýká právě s DM2. Mezi 

země, kde je DM2 časté onemocnění patří i ČR, kde se tato nemoc řadí na sedmou příčku, co 

do počtu úmrtí. DM2 patří tedy do souboru civilizačních chorob, kterým musí dnes svět čelit  

a snaží se snížit jejich stále se narůstající počty případů, ať už jejich účinnou léčbou, tak 

v nejlepším případě edukací pro jejich předcházení. Proto je studium a zpracování jakýkoliv 

dat spojených s touto chorobou velmi důležité a přínosné.  

Metformin je pro DM2 lékem první volby a někdy je i indikován v kombinaci s jiným lékem 

proti DM2. Metformin je sice prokazatelně funkční pro pacienty, ale jeho přesný mechanizmus 

doposud není znám. Jisté je, že působí na MK v plazmě pacientů s DM2 a je schopný tuto 

hladinu snížit. V této DP bylo jednoznačně prokázáno, že metformin má na MK značný vliv.  

K největšímu snížení MK došlo ve frakci TAG, kde byly sníženy hodnoty všech stanovovaných 

statisticky významných MK u pacientů s diabetes mellitus léčených metforminem. V jiných 

frakcích jako byla frakce diacylglycerolů byly hodnoty některých statisticky významných MK 

naopak zvýšeny. Tyto MK však patří mezi kyseliny, které působí pozitivně na lidský organismus 

a jejich zvýšená koncentrace není nežádoucí. 
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