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Abstract

This work deals with the study of lipid metabolism in type 2 diabetics focusing on changes
in odd numbered fatty acid concentrations. Diabetes mellitus is a syndrome of metabolic disorders
in which insulin concentrations and secretion is impaired. It shows off as impaired metabolism
of glucose, lipids and proteins. The main goal of this work was to measure concentrations of odd
numbered fatty acids (ONFA) in healthy individuals and in patients with type 2 diabetes mellitus
and to compare those concentrations between both groups with the use of statistical methods. Plasma
samples were deproteinized and lipids were extracted into organic solvents. Thin layer
chromatography was used to separate 5 lipid fractions. All lipid fractions were derivatized into fatty
acid methyl esters and analyzed by a gas chromatograph. ONFA are minor group of fatty acids
and their concentrations are lower in type 2 diabetes mellitus. The most significant changes
in concentrations were observed at tridecanoic and pentadecanoic acid.

Souhrn

Tato prace se zabyva lipidovym metabolismem u diabetikll typu 2 se zaméfenim na zmény
koncentraci lichych mastnych kyselin. Diabetes mellitus je syndromem metabolickych poruch,
u kterych dochazi k poruse inzulinové sekrece a zméné koncentrace inzulinu v Krvi. Tato porucha
se projevuje porusenym metabolismem glukozy, lipidi a bilkovin. Hlavnim cilem prace bylo zméfit
koncentrace lichych mastnych kyselin (LMK) u zdravych jedinct a u pacientd s diagndézou diabetes
mellitus typu 2 a porovnat tyto koncentrace mezi obéma skupinami s pouziti statistickych metod.
Vzorky plasmy byly deproteinovany a lipidy byly extrahovany do organického rozpoustédla.
Tenkovrstva chromatografie byla pouzita k rozdéleni péti lipidovych frakci. VSechny lipidové frakce
byly derivatizovany na methyl estery a analyzovany pomoci plynového chromatografu. LMK jsou
minoritni skupinou mastnych kyselin a jejich koncentrace u diabetikil typu 2 jsou snizené. Nejpatrnéjsi
zmény v koncentracich byly pozorovany u tridekanové a pentadekanové kyseliny.

1. Uvod

Diabetes mellitus (DM) je skupina metabolickych onemocnéni charakterizovanych
hyperglykémii, ktera vznikla z naruSeni inzulinové sekrece, inzulinové akce, nebo jejich
kombinaci. Chronicka hyperglykémie u diabetiki je spojena s dlouhodobym poskozenim,
dysfunkci a selhanim mnoha orgénti, zejména oci, ledvin, nervii, srdce a cév [1]. DM typu 2
je zptusoben kombinaci inzulinové rezistence a porusenou sekreci inzulinu. Jedné se o formu
diabetu, ktera zahrnuje 90-95% nemocnych s diagnézou DM. Vétsina pacientd s touto formou

DM jsou obézni a obezita sama o sob& zpusobuje do jist¢ miry inzulinovou rezistenci.
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Zvysené procento télesného tuku ulozeného predevsim v abdominalni oblasti, dyslipidémie,
dyslipoproteinémie a hypertenze se u tohoto typu DM bézné vyskytuji. V krvi je zvySena
hladina triacylglycerold, snizena hladina lipoproteinii o vysoké hustoté - HDL (high density
lipoproteins), a malé denzni lipoproteinové Castice o nizké hustoté - LDL (low density
lipoproteins). Pacienti s DM typu 2 maji zvySené riziko vzniku aterosklerézy a dalsich
kardiovaskularnich onemocnéni [1, 2]. Inzulinovéd rezistence S porusenym metabolismem
glukozy se vyskytuje jak u jaternich bunék, tak i v perifernich tkanich, predevsim
ve svalech [3]. Patofyziologie inzulinové rezistence zahrnuje komplex signalnich drah,
aktivovanych inzulinovym receptorem, které reguluji intermedidrni metabolismus a jeho
organizaci v bunce [4]. ZvySené volné mastné kyseliny se velkou mérou podileji na vzniku
a progresi inzulinové rezistence u obéznich pacientt s DM typu 2 [5]. To vede k otazce, které
mastné kyseliny zplsobuji inzulinovou rezistenci a jsou v pozitivni korelaci s timto typem
DM.

LMK jsou minoritni skupinou mastnych kyselin vyskytujicich se v lidském téle.
Nejhojngji se vyskytujici LMK jsou kyselina pentadekanova (C15:0) a heptadekanova
kyselina (C17:0). V lidském téle nedochazi k fyziologické syntéze LMK kromé velmi
nizkého mnozstvi a-oxidaci [6]. LMK a mastné kyseliny s vétvenym fetézcem maji zvyseny
vyskyt v mléce, mase, tukové tkani prezvykavct a v produktech vyrobenych z téchto zdroju.
Konzumace téchto produkti je pro ¢lov€ka hlavnim zdrojem LMK. Vyskyt LMK v téle
prezvykavci je pfedevs§im zpusoben bachorovymi bakteriemi, které LMK produkuji ve svém
metabolismu a jejich membrany obsahuji vysoké procento LMK. B-oxidace LMK v lidském
téle konc¢i na propionyl-CoA, ktery po transformaci na succinyl-CoA vstupuje do citratového
cyklu, kde je odbouran. Existuji poruchy enzymi pfeménujicich propionyl-CoA a tento stav
se nazyva propionova acidémie, kde dochédzi k akumulaci propionatu v krvi a Kk acidoze.
Propionyl-CoA, hromadici se v metabolismu, ,,soutézi“ s acetyl-CoA v syntéze mastnych

kyselin, a tudiZ jsou LMK syntetizovany a jejich vyskyt v lidském téle se zvysuje [6-10].

2. Experimentalna cast’
2.1 Reagencie a pouzité chemikalie

Isopropanol p.a., n-hexan p.a., kyselina octova 99% byly pofizeny z PENTA (Praha,
Ceskéa republika). n-heptan p.a., diethyl ether p.a., methanol p.a., toluen p.a. a bezvody
uhli¢itan draselny byly potizeny z Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Ceska republika). Kyselina
fosforecna p.a. byla pofizena z CHEMAPOL (Praha, Ceska republika).
2", 7"-dichlorofluorescein pro TLC detekci byl potizen z Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
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Némecko). Acetylchlorid >99% byl pofizen ze Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Interni
standard (cis-13,16,19 docosatrienova kyselina) byl pofizen z Larodan Fine Chemicals AB
(Malmo, Svédsko).

2.2 Vzorky
Bylo zpracovano a zmétfeno 21 anonymnich vzorkli plasmy obdrzenych od pacientd

s diagn6zou DM typu 2 a 17 vzorki plasmy zdravych jedincii pouzitych jako kontrola.

2.3 Priprava vzorku

Vsechny vzorky plasmy ve sklenénych zkumavkach byly deproteinovany roztokem
isopropanolu, n-heptanu a 2M H3PO, (40:20:1), fadné zamichany a nechany kondicionovat po
dobu 10 minut pti pokojové teploté. Potom byly vSechny lipidy extrahovany do organického
rozpoustédla pridanim roztoku toluen:methanol (4:1) a vody. Nasledovala centrifugace

a organicka vrstva byla pfevedena do Cisté sklenéné zkumavky a odpatena pod dusikem.

2.4 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Odparek byl rozpustén v chloroformu a pteveden na TLC desku. Deska byla vlozena
do chromatografické vany nasycené parami mobilni faze (160 ml n-hexanu, 40 ml diethyl
etheru a 6 ml kyseliny octové) a ponechana vzlinat po dobu okolo jedné hodiny, dokud
mobilni fdze nedosahla cela. Vizualizace frakci lipidd byla provedena aplikaci
2", 7"-dichlorofluoresceinu na drahu TLC standardu (pool plasma) a pét frakci bylo oznaceno,
extrahovano z desky a presunuto do pyrexové zkumavky s vickem obsahujicim teflonové
tésnéni. K péti frakcim (fosfolipidy, diacylglyceroly, volné mastné kyseliny, triacylglyceroly
a estery cholesterolu) v pyrexovych zkumavkach byl pfidan interni standard
(cis-13,16,19 docosatrienova kyselina) o koncentraci 10 pg/ml, ktery byl rozpustén v toluenu

s methanolem (4:1).

2.5 Derivatizace

VSechny frakce byly derivatizovany na estery mastnych kyselin pfidanim
acetylchloridu a smés byla ponechana reagovat po dobu 1 hodiny v termobloku vyhiatém
na 100 °C. Po derivatizaci byly pyrexové zkumavky ponechdny vychladnout pti laboratorni
teplot¢ v digestofi. 6% roztok uhli¢itanu draselného byl pouzit k neutralizaci obsahu

zkumavek. Nasledovala centrifugace a po ni organickd vrstva byla pfevedena do Cisté



sklenéné zkumavky a odpatena pod dusikem. Odparek byl rozpustén v toluenu a premistén

do chromatografické vialky s insertem a vialky byly nasledné¢ zavickovany.

2.6 Plynova chromatografie

Vzorky v chromatografickych vialkdch byly zméfeny plynovym chromatografem
Agilent Technologies 7890A s autosamplerem a plamenové-ionizaénim detektorem. Pfi
analyze byla pouzita kolona HP-88 (100 m x 0.25 mm x 0.2 um), kterd je specialn¢ navrzena
pro separaci esterd mastnych kyselin. Chromatogramy byly integrovany v programu
GC ChemStation B.04.03 a ziskana data byla zpracovana v Microsoft Excel 2010 a Statistica
12 s pouzitim t-testu a hladina vyznamnosti p mensi nez 0,05 byla povaZovana za statisticky

vyznamnou.

3. Vysledky a diskuze

V této praci bylo zméteno 41 mastnych kyselin, ze kterych bylo 8 LMK. M¢étené LMK
byly undekanova kyselina (C11:0), tridekanova kyselina (C13:0), pentadekanova kyselina
(C15:0) a jeji izoformy 12-methylmyristova kyselina (12M-C14:0; anteiso C15:0)
a 13-methylmyristova kyselina (13M-C14:0, iso C15:0), heptadekanova kyselina (C17:0)
ajeji izoforma  14-methylhexadekanova kyselina (14M-C16:0, anteiso C17:0)
a nonadekanova kyselina (C19:0). Bylo zméteno 38 vzorku, ze kterych 17 pattilo zdravym
darciim pouzitych jako kontrola a 21 patfilo pacientim s diagn6zou DM typu 2. Kazdy vzorek
byl rozdélen na frakce: fosfolipidy (PL), diacylglyceroly (DAG), volné mastné kyseliny
(FFA), triacylglyceroly (TAG) a estery cholesterolu (CE). Jak bylo ocekdvano, LMK
S nejvyssimi hodnotami byly C15:0 a C17:0. Divod téchto hodnot miize byt podobnost
Vv délce fetézce, ktera je blizko kyselin€ palmitové (C16:0) a kyselin€ stearové (C18:0), které
jsou nejhojnéji zastoupenymi nasycenymi mastnymi kyselinami, a de novo syntéza mastnych
kyselin kon¢i na kyselin€ palmitové. LMK jsou minoritni skupinou mastnych kyselin a jejich
popsano nizsi riziko vzniku DM typu 2 s vy$§imi hodnotami LMK [6, 11, 12]. Toto zjiSténi
bylo pozorovano iV nasi praci (Obr. 1), kde diabetici maji nizS§i koncentrace LMK v
dominantnich frakcich FFA, TAG a CE a tudiZz zvySené riziko vzniku DM typu 2. Nejvétsi
zmény byly pozorovany u koncentraci C15:0 (Obr. 2). C15:0 je lehce zvySend ve frakcich
DAG a FFA u diabetikl. Tyto frakce nejvice souvisi s lipidy a mastnymi kyselinami pfijatymi
V potravé a jsou zpracovany v jatrech. Frakce TAG, PL a CE vznikaji primarn€ v jatrech a

v té&chto frakcich C15:0 ma niz$i koncentrace u diabetikd ve srovnani s kontrolou. Ve frakci



TAG je nejvétsi rozdil. Na zakladé tohoto zjiSténi jsme navrhli hypotézu, ze C15:0 je
metabolizovéna v jatrech. Pro podporu nasi hypotézy byly zmétfeny aktivity jaternich enzymu
Ag-desaturézy (Obr. 3) a elongazy (Obr. 4). A°-desaturéza vytvaii dvojnou vazbu mezi
devatym a desatym uhlikem mastné kyseliny od karboxylového konce a elongaza prodluzuje
feté¢zec mastné kyseliny o dva uhliky. Aktivity téchto enzymu jsou spocitdny jako pomér
produkt/substrat, a proto tyto aktivity jsou bez jednotky. Aktivita A°-desaturazy je vyznamng
zvySena ve vSech lipidovych frakcich kromé frakce PL. Na druhé stran¢ aktivita elongazy je
snizena ve vSech lipidovych frakci kromé frakce PL. Toto zjiSténi potvrzuje pravdépodobné
odbouravani C15:0 A%-desaturazou nikoliv viak elongdzou. Dalsi LMK s vyznamnymi
zménami ve vSech lipidovych frakcich je C13:0 (Obr. 5). Tato mastna kyselina je pozitivné
korelovdna s DM typu 2 a ma zvySené koncentrace ve vSech lipidovych frakcich navzdory
tomu, ze vétSina LMK je negativné spojena s DM typu 2. C13:0 a C15:0 by mohly byt
pouzity jako markery DM typu 2. Zbyvajici LMK maji niz§i nebo zadny vztah k DM typu 2.
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4. Zavér

V soucasnosti pocet nemocnych s DM typu 2 roste. Abychom se vyhnuli komplikacim
diagn6zu DM. Diky porusenému lipidovému metabolismu u DM typu 2 se tato prace zabyva
monitorovanim koncentraci mastnych kyselin u diabetikti (21 vzorkll) a porovnava tyto
koncentrace s kontrolni skupinou (17 vzork). V této praci byly sledovany koncentrace LMK.
Byly nalezeny zmény v koncentracich mezi obéma skupinami. LMK maji nizs§i koncentrace
u DM typu 2 kromé tridekanové kyseliny. Tato kyselina ma znacné vysSi koncentrace ve
vSech lipidovych frakcich u diabetikli, a tudiz mize byt pouzita jako marker pro diagndézu
DM typu 2. Koncentrace kyseliny pentadekanové se méni mezi FFA, DAG a TAG, CE. Tento

jev je pravdépodobné zplisoben desaturaci kyseliny pentadekanové v jatrech.
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