Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Stanoveni a diagnosticky vyznam esencialnich mastnych kyselin u diabetiku

typu 2

Bc. Michal Kopcil

Diplomova prace

2018



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicks

Akadesmicky rok: 2017/2018

ZADANI DIPLOMOVE PRACE
(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMBLECKEHO VYKONU)

Jméno a ptfjmeni: Be, Michal Kop¢il

Osobni ¢slo: C16478

Studijnfl program: N3912 Speciélnf chemicko-biologické obory
Studijnd obor: Analyza biologickych materiily

Nazev tématu: Stanoven! a diagnosticky v¥znam esenciélnich mastnych
kyselin u diabetikd typu 2

Zaddvajici katedra: Katedra biologickych a biochemickych ved

Zisady pro vypracovani:

Teoreticka Fist;

1) Vypracujte lterdmi reserdi se zamdfenim na lipidovy metabolizmas diabetikd typu 2.

2) Popiste metodiku stanoveni vymamngch lipidd a masenjch kyselin pro diagnostiku diabetu
typu 2 se zaméfenim na tenkovrstevoou & plynovou chromatografii.

Experimentdlni cdst:

1) U diabetikll se stfednim a téikym postizenim & u kontrolnl skupiny provedte roadélen
EDTA plazmy do péti t#d (fosfolipidy, diacylgiveeraly, mastné kyssliny. trincyiglyeeraly & es-
tery cholestorolu) pomoed preparativnl chromatografie na tenké vrstve.

2) Stanovte obssh esencidlnich mastnych kyselin ve viech tiidéch lipidi pomoci plynové chro-
matografie,



Roesah grafickych praci: dle potfeby
Rozsah pracovni zprévy:

Forma zpracovani diplomové prace: tisténa
Sernam odbomé literatury:

Podle pokynii vedouciho diplomové price.

Vedouei diplomové préce: prof. Ing. Alexander Cegan, CSc.
Katedra biologickfch a biochemickych vid
Konzultant diplomoveé préce: Ing. Martina Spryncové

Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadéni diplomové prace: 18, prosince 2017
Termin odeveddn( diplomové préce;  11. kvétna 2018

‘Z/
S

' LS voE- :‘//"“" —
pec. Ing. Petr Kabmda, CSe. pock. Ing, Alexandse Cogas, C5C.
ditkan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28, Gnora 2018



Prohlasuji:

Tuto praci jsem vypracoval samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem

V praci vyuzil, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byl jsem seznamen stim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici
ze zakona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skute¢nosti, ze Univerzita Pardubice
ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1
autorského zakona, a s tim, ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat
pfiméfeny piispévek na uhradu ndkladl, které na vytvofeni dila vynalozila a to podle

okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Souhlasim s prezen¢nim zptistupnénim své prace v Univerzitni knihovné.

V Pardubicich dne 5. 5. 2018

Bc. Michal Kopc¢il



Na tomto misté bych chtél podékovat vedoucimu mé diplomové prace panu prof. Ing.
Alexanderovi Ceganovi, CSc. a konzultantovi Mgr. Radimu Jane&kovi za jejich odborné rady,

vstticnost, korekturu a ¢as, ktery mi vénovali pii feSeni této prace.



ABSTRAKT

V ramci této diplomové prace byl zkoumén obsah esencidlnich mastnych kyselin
Vv plazmé¢ diabetikti a kontrolni skupiny. Byla vytvofena jejich zavislost na onemocnéni
diabetes mellitus 2. typu, které je dano hladinou glykovaného hemoglobinu (HbAlc). Cilem
této prace bylo charakterizovat markery z fad polynenasycenych mastnych kyselin, které¢ by
mohly pfispét k v€asné diagnostice diabetu.

Vzorky plazmy zdravych darci a diabetiki 2. typu byly analyzovany dvéma
chromatografickymi metodami. Nejdiive byla provedena tenkovrstva chromatografie, na jejiz
zaklade byly plazmatické lipidy rozdéleny do péti lipidovych tfid. Nasledné byla provedena
derivatizace na methylestery mastnych kyselin a plynovou chromatografii byla stanovena
koncentrace jednotlivych mastnych kyselin. Timto zptisobem bylo zpracovano 32 vzorki
plazmy, které byly rozdéleny do dvou skupin podle hodnot glykovaného hemoglobinu
(HbA1c) na diabetiky 2. typu a kontrolni skupinu (zdravé darce).

U sledovanych diabetikti byla zjisténa sniZzena aktivita A5-desaturazy, coz charakterizuje
organy postizené diabetem v pocatku jejich postizeni. Naproti tomu byla u diabetikli zjiSténa
zvySena aktivita A6-desaturdazy, kterd souvisi s progresi metabolického syndromu.
Statistickou analyzou byly odhaleny ¢tyii polynenasycené mastné kyseliny, které by se daly

pouzit pro v€asnou diagnostiku onemocnéni diabetes mellitus 2. typu.

Klicova slova: esencidlni mastné kyseliny, diabetes mellitus, lipidovy metabolismus,

tenkovrstva chromatografie, plynova chromatografie



ABSTRACT

In this diploma thesis the content of essential fatty acids in the plasma of diabetics
and control group was examined. There were evaluated their dependence on type 2 diabetes
mellitus, which is determined by the level of glycated hemoglobin (HbALc). The aim of this
work was to characterize markers from polyunsaturated fatty acids that could contribute
to the early diagnosis of diabetes.

Plasma samples of healthy donors and type 2 diabetics were analysed by two
chromatographic methods. At first, thin layer chromatography was performed and the plasma
lipids were divided into five lipid classes. The derivatization of fatty acid into corresponding
methyl esters was carried out and the concentration of individual fatty acids was determined
by gas chromatography. Thirty two plasma samples were processed in this way. According
to the values of glycated hemoglobin (HbAlc), samples were divided into two groups:
diabetics of 2type and control group (healthy donors).

Reduced activity of A5-desaturase was observed within diabetics group. This
is characteristic for organs which are affected by diabetes at the beginning of their disability.
On the other hand, increased A6-desaturase activity has been found in diabetics, which
is related to the progression of metabolic syndrome. Statistical analysis revealed four
polyunsaturated fatty acids that could be used for the early diagnosis of type 2 diabetes

mellitus.

Key words: essential fatty acids, diabetes mellitus, lipid metabolism, thin layer

chromatography, gas chromatography
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Uvod

Diabetes mellitus je zdvazné onemocnéni, jehoz vyskyt se kazdym rokem zvySuje
astava se tak novodobym problémem vyspélého svéta. Jeho rozvoj je spojen
S nezdravym Zzivotnim stylem, jenz je typicky pro zemé& zapadniho svéta, ve kterych
maji lidé $patné stravovaci navyky spojené s konzumaci vysokokalorickych jidel. Spolu
s nizkou fyzickou aktivitou, stresem a hektickym Zivotnim stylem dochazi k naristu
obéznich lidi, ¢imz se zvysuje riziko vzniku tohoto onemocnéni. Nemocni jsou navic
ohrozeni i dal$imi onemocnénimi doprovazejici diabetes, jako je aterosklerdza,
retinopatie, neuropatie a syndrom diabetické nohy. Diabetes mellitus je rovnéz provazen
zvySenou hladinou glykemie a glykovaného hemoglobinu a dochazi ke zménam
v metabolismu cukri, tuki a bilkovin. Piedev§im rozvrat metabolismu tukd S sebou
nese velka rizika, nebot’ dochazi ke zménam metabolismu mastnych kyselin, které pak
mohou pusobit prozanétlivé a cytotoxicky.

Z téchto uvedenych divodi je nezbytné hledat markery pro v¢asnou diagnostiku
diabetes mellitus 2. typu nebo piipadné latky, jez by byly schopny potlacit jeho rozvoj.
S ohledem na tuto skutecnost se v souc¢asné dobé zkoumaji esencialni mastné kyseliny,
a to predevs§im kviili jejich zndmym ucinktim na lidské télo, respektive kviili moznym
zménam vV jejich metabolismu. Diky témto zménam by mohl byt eliminovan pozdni

zachyt onemocnéni diabetes mellitus.
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1 Teoreticka cast
1.1 Lipidy

Lipidy vytvaii riiznorodou skupinu dulezitych latek, pro niz je spoleénym znakem
urcitd rozpustnost v nepolarnich rozpoustédlech, jako je napt. chloroform, benzen nebo
ether. Kvuli jejich heterogenni struktufe zastupuji v organismu vyznamné funkce.
V buiikach jsou obsazeny v biologickych membranach, jsou prekurzory pro syntézu
hormont a hlavné slouzi jako zdroj energie, bud’ jako piimy, nebo uschovany v tukové
tkani do zasoby. Dale se podili na tepelné izolaci v podkozni tkéni a elektrické izolaci,
myelinisovanymi vldkny nervové tkéné. Muzeme je také oznalit jako vyznamnou
sloZku potravy, nebot” obsahuji esencidlni mastné kyseliny a vitaminy rozpustné
Vv tucich, které jsou obsazeny v lipidové slozce stravy (Murray R., 2002; Ahmed N.,
2011).

Pro tfidéni a klasifikaci lipidii se nejvice pouzivaji kritéria, kterda jsou zaloZena
na jejich rozpustnosti v nepolarnich rozpoustédlech, stejném metabolickém zakladu, zda
obsahuji esterifikované mastné kyseliny nebo jestli maji spole¢né, piipadné podobné
vyuziti organismem. Na zakladé chemické struktury je délime do ¢tyt skupin a to na:

e Mastné kyseliny,

o lipidy, které obsahuji glycerol v molekule,

e lipidy neobsahujici glycerol,

e lipidy vazané s jinymi latkami (Matous B., 2010).

1.1.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy (PL) patii mezi polarni (hydrofilni) lipidy, které spolecné
s cholesterolem ptedstavuji hlavni lipidy lipoproteinového obalu a biologickych
membran. Jsou slozeny z molekuly glycerolu, na ktery se vétSinou v prvni a druhé
poloze vézi esterovou vazbou mastné kyseliny. Tteti poloha je obsazena zbytkem
kyseliny fosforecné, na niz je ptfipojena jedna ze Ctyf rGznych skupin bazi (cholin,
ethanolamin, serin a inositol). Jejich syntéza probiha v endoplazmatickém retikulu jater,
kde se sdruzuji s dal$imi lipidy a bilkovinami, ¢imz vznikaji lipoproteiny, jez jsou
uvolnovany do krevniho obéhu, kdy nejvétsi podil PL je obsazen v HDL (High Density

Lipoprotein) ¢asticich. HDL ¢astice jsou z pocatku vyluCovany z jater a ze stieva jako
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pre-HDL, jez se v obéhu po ziskani PL a cholesterolu z chylomikront méni na diskoidni
HDL (Hodson L., 2008).

Slozeni a obsah jednotlivych PL v lipoproteinovém obalu je pro hlavni tfidu
lipoproteini  obdobny s vyjimkou chylomikroni. V plazmé se v nejvysSich
koncentracich vyskytuje fosfatidylcholin (PL s lecitinem), méné pak sfingomyelin.
Minoritnimi fosfolipidy v plazmé jsou fosfatidylserin a fosfatidylinositol. Plazmovy
fosfatidylcholin obsahuje ze vSech mastnych kyselin nejvice kyselinu palmitovou
(30 %), ta je nasledovana kyselinou linolovou (25 %), stearovou (14 %) a v menSim
mnozstvi olejovou a arachidonovou kyselinou. Tento obsah mastnych kyselin PL

Vv plazmé odpovida ptiblizn¢ fosfolipidim bunécné membrany (Tvrzickd E., 2011).

1.1.2 Triacylglyceroly

Triacylglyceroly (TAG) se skladaji z glycerolu, na ktery se esterovou vazbou vazou
tf1 zbytky mastnych kyselin. Ty mohou byt vSechny tfi stejné, coz se u ptirodnich tukt
vyskytuje pouze ziidka, nebo jsou dané MK rozdilné, kdy se na druhy uhlik glycerolu
vétsinou vaZe nenasycend mastna kyselina (Rezdcova M., 2008). Obsazeni
nenasycenych mastnych kyselin v TAG ma za nésledek snizeni bodu tani tzn., Ze tyto
TAG budou pii pokojové teploté kapalné. Nejcastéji vazané MK v TAG jsou kyselina
olejova, palmitova a linolova (Tvrzicka E., 2011).

TAG maji neutralni charakter a nemaji ndboj. Déle jsou dileZitym zdrojem energie,
resp. mastné kyseliny, které obsahuji, a diky tomu se TAG ukladaji do adipocyti
v tukové tkani, kde slouzi jako vyznaény rezervoar energic a jSou zde neustale

syntetizovany a odbouravany (Matous B., 2010).

1.1.3 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou jednoduché uhlikaté fetézce, které na svém konci mayji
karboxylovou skupinu (-COOH). Na zakladé délky fetézce se déli na MK s kratkym
fetézcem (obsahuji 4-6 uhlikovych atomt), MK se stfedn¢ dlouhym fetézcem (obsahuji
8-12 uhlikovych atomil) a MK s dlouhym fetézcem, které maji vice nez 12 uhlikovych
atomu v molekule, kdy v nasi potraveé jsou obsazeny prevazné MK s dlouhym fetézcem.
Avsak MK, jez maji velky pocet atomt uhliku, nejsou zcela béZzné. Jedna se o mastné
kyseliny s 36 uhliky, jez se hlavné vyskytuji ve znaéném mnozstvi pouze v mozku
(Valenzuela R., 2013; Bishop M., 2010).
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Spojeni mezi atomy uhliku mastnych kyselin je uskutecnéno kovalentnimi
vazbami. Ty mohou byt jednoduché, oznacované také jako nasycené vazby nebo dvojné
tzv. nenasycené vazby. Mnozstvi dvojnych vazeb v jedné molekule mizZe byt od jedné
do Sesti. Na zakladé poctu téchto vazeb se MK rozdé€luji na nasycené mastné kyseliny
(SAFA — Saturated Fatty Acid), které nemaji zadnou dvojnou vazbu v molekule, dale
pak na mononenasycené MK (MUFA — Monounsaturated Fatty Acid), jez maji jednu
dvojnou vazbu a polynenasycené MK (PUFA — Polyunsaturated Fatty Acid) s vice
dvojnymi vazbami v molekule (Valenzuela R., 2013).

U nenasycenych mastnych kyselin jsou dvojné vazby vétSinou v konfiguraci
cis (2), ¢ili oba atomy vodiku se nachazeji na stejné strané¢ dvojné vazby, tim padem
je umoznéno ohybani struktury molekuly. Ohnuti zvétSuje prostor, ktery je nezbytny
pro sbaleni MK do lipidové vrstvy, a diky tomu jsou tyto mastné kyseliny vice fluidni.
Pokud se nenasycené¢ mastné kyseliny vyskytuji v konfiguraci trans (E) tzn., Ze oba
vodikové atomy jsou na opacné strané¢ dvojné vazby, neni mozné nasledné ohybani
jejich struktury a fyzikalni vlastnosti se ve vétsi mife podobaji nasycenym mastnym
kyselindm. V ptirod¢ se trans MK zpravidla nevyskytuji, ale jsou obsaZeny v nasi
straveé, jelikoz vznikaji pti chemické hydrogenaci, kterd se pouziva pro pievedeni
polynenasycenych rostlinnych oleji na ztuzené margariny (Bishop M., 2010).

MK se vorganismu vyskytuji pfevazné¢ ve formé esterti s alkoholy a mensi
mnozstvi zdstava napt. v Krvi v neesterifikované formé, ty jsou pak oznacovany jako
volné mastné kyseliny (VMK). Diky jejich amfipatické povaze je umozZnén jejich
pienos, nebot” dochazi k vazbé na bilkoviny a to zejména na albumin (Koolman J.,
2012).

1.1.3.1 Syntéza mastnych kyselin

Syntéza mastnych kyselin se uskuteciiuje v cytosolu bunék, jelikoz se zde nachéaze;ji
potiebné enzymy: acetyl-CoA-karboxylaza a synthdza mastnych kyselin. Vychozim
substratem pro syntézu MK je acetyl-CoA, ktery je dale ve dvou krocich
na multienzymovém komplexu pfeménén za ucasti acetyl-CoA-karboxylazy a ATP
na malonyl-CoA. Inicia¢nim krokem celé syntézy je kondenzace malonyl-CoA
s acetyl-CoA. Jako dalsi probihaji redukce a dehydratace vznikajiciho fetézce, jenz je
prodluzovan pfipojovanim malonyl-CoA. Cely proces je ukoncen, jakmile fetézec

obsahuje 16 uhlik, coz tedy odpovida kyseliné palmitové. DalSimi upravami
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v endoplazmatickém retikulu za pritomnosti elongaz a desaturaz je tato kyselina
pfeménéna na vyssi nasycené a nenasycené mastné kyseliny (Murray R., 2002).

Elongazy se v bunce vyskytuji na povrchu endoplazmatického retikula a zaroven
V mitochondriich, avSak princip elongace je na kazdém misté rizny.
V endoplazmatickém retikulu probiha prodluzovani fetézce MK adici malonyl-CoA
k jiz stavajicimu fetézci, Cili elongace probihda podobné jako jejich syntéza. Naopak
v mitochondriich jsou MK prodluzovany pomoci adice acetylové jednotky, ktera je
nasledovana dal$imi redukcemi. V podstaté se jedna o obracené reakce oxidace MK
s rozdilem toho, ze na saturaci dvojnych vazeb se vyuzivdi NADPH misto FADH>
(Garrett R., 2010).

Cely proces desaturace (viz Obrazek 1) probihd za katalyzy specifickych
acyl-CoA-desaturaz. Tyto desaturazy se déli na A4-, A5-, A6- a A9-desaturazy, coz je
dle polohy dvojné vazby na 4., 5., 6., a 9. uhliku od karboxylového konce, jejiz tvorbu
katalyzuji. Clovék neméa enzymy A12- a Al5-desaturdzu, proto kyseliny, které tyto
enzymy tvofi, jsou pro ¢lovéka esencidlni. Jedna se o kyseliny, jez maji prvni dvojnou
vazbu umisténou na tfetim (skupina n-3) nebo na Sestém (skupina n-6) uhliku
od methylového konce fetézce mastné kyseliny. Jde tedy o kyselinu a-linolenovou
a kyselinu linolovou (Tvrzicka E., 2011).

Mononenasycené mastné kyseliny jsou tvofeny za katalyzy A9-desaturazy, kdy je
do pozice A9 od methylového konce MK zavedena dvojna vazba. Pro tvorbu fady n-6
nenasycenych mastnych kyselin je prekurzorem kyselina linolova (LA, 18:2, n-6),
ktera je pusobenim A6- a A5-desaturaz ménéna na kyseliny y-linolenovou (GLA, 18:3,
n-6), dihomo-y-linolenovou (DGLA, 20:3, n-6) a arachidonovou (AA, 20:4, n-6).
Kyselina arachidonova dale slouzi pro syntézu eikosanoidt, jako jsou prostaglandiny,
leukotrieny a prostacykliny, které maji prozanétlivé ucinky.

Pro tvorbu nenasycenych MK fady n-3 je vychozi latkou kyselina a-linolenova
(ALA, 18:3, n-3), z ni pak dalsimi reakcemi vznikaji kyseliny eikosapentaenova (EPA,
20:5, n-3), dokosapentaenova (DPA, 22:5, n-3) a dokosahexaenova (DHA, 22:6, n-3).
Stejn¢ jako v pfipadé AA jsou EPA a DHA vyznamnymi prekurzory pro syntézu

~~~~~

~~~~~

(Lee J., 2016, Tvrzicka E., 2011).
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Obrazek 1 Znazornéni syntézy nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin (ArA — k. arachidonova),

(Holecek M., 2006)

1.1.3.2 Odbouravani mastnych kyselin

Pienos MK do bunky ptes cytoplazmatickou membranu probiha na zakladé prosté
a facilitované difuze. Transport MK prostou difuzi se uskutecniuje diky rozdilu jejich
koncentraci v extracelularnim a intracelularnim prostoru. Pfi facilitované difuzi jsou
MK piendSeny pfes membranu pomoci proteinovych pienasecl, €ili je zde urcita
moznost regulace pienosu. Hlavni systémy pro facilitovanou difuzi jsou FATP-6 (Fatty
acid Transport Protein) a FAT/CD36 (Fatty Acid Translocase CD36). Tyto pfenasece
se nachézeji ve svalech a jejich maximalni kapacita pro pfenos se zvySuje G€inkem
inzulinu a pfi praci svalu (Holecek M., 2006).

Odbouravani mastnych kyselin probihd procesem oxidace, jehoz hlavnim
pochodem je B-oxidace. Jedna se o oxidaci B-uhliku MK a nasledujici odstépovani
dvouuhlikovych  jednotek. Nejdiive dojde kaktivaci MK, jeZ probiha
v endoplazmatickém retikulu nebo na vnéjsi mitochondrialni membrané. Aktivaci MK
je mySlena syntéza acyl-CoA z mastné kyseliny za ucasti acyl-CoA-synthetazy, ktera je
doprovazena souc¢asnou hydrolyzou ATP (Matous B., 2010). Vlastni -oxidace probiha
V matrix mitochondrii, z toho dtivodu po vzniku acyl-CoA nasleduje série transportnich
reakci. Tento transport je zprostfedkovan trojici enzymi, které jsou umistény na dvojité

mitochondridlni  membrané¢, kdy na  vné&j§i membrané se  nachazi
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karnitinacyltransferaza |  a na vnitfni membran¢ je pfitomna karnitin-acylkarnitin-

translokaza spole¢né s karnitinacyltransferazou II, viz Obrazek 2 (Campbell M., 2009).
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Obrazek 2 Transport thioesteru acyl-CoA do mitochondrie (obrazek upraven podle Garrett R., 2010)

Vlastni f-oxidace je sloZena ze Ctyi enzymaticky katalyzovanych reakci. Degradace
MK zacinad dehydrogenaci na B uhliku acyl-CoA, ktera je nasledovana hydrataci
za katalyzy enoyl-CoA hydratazy a druhou dehydrogenaci, pii niZ vznika
B-ketoacyl-CoA a NADH+H". Kone¢nou fazi je uvolnéni acetyl-CoA a o dva uhliky
kratS§iho acyl-CoA. Cely proces se opakuje az do uplného rozstépeni MK
na acetyl-CoA. U MK, které maji lichy pocet uhlikd, vznika jako kone¢ny produkt
propionyl-CoA. Odbouravani nenasycenych MK se navic ucastni enzymy, jez katalyzuji

izomeraci dvojné vazby. ZvySena aktivita B-oxidace, kterd se miZe vyskytnout
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u diabetes mellitus nebo pti hladovéni je spojena se zvySenou tvorbou ketonovych latek

az ptipadnou ketoacidozou (Campbell M., 2009).

1.1.3.3 Nenasycené mastné kyseliny

Vseobecné plati, ze se terminem esencidlni mastné kyseliny (EFA) oznacuji
vSechny nenasycené mastné kyseliny, které maji v molekule vice nez jednu dvojnou
vazbu. Jedna se o LA, GLA, DGLA, AA, ALA, EPA, DHA a termin PUFA se pouziva
pro: GLA, DGLA, AA, EPA, DHA. Oba tyto terminy se ¢asto zaménuji. Je to hlavné
proto, ze PUFA jsou povazovany za funk¢ni esencialni MK, ¢ili mohou do jisté miry
Vv téle nahradit chybé&jici EFA (Das U., 2008).

EFA jako ziviny vytvafi rozsdhlou fadu bioaktivni mediétord, jez maji ucinek
na velkou skupinu selektivnich receptorii. Jsou tak schopny ovliviiovat velkou fadu
oblasti v lidské fyziologii, protoze téméf na kazdé bunce a tkani lidského téla se nachazi
alespoil jeden z téchto selektivnich receptorii. Pti deficitu mastnych kyselin z fady n-3
spole¢né s nadmérnym plusobenim mediatordt PUFA n-6 mohou vznikat problémy, jako
jsou arytmie, ateroskléroza, tromboza, infarkt, rakovinné bujeni, astma, imunitni
zanétliva porucha, deprese a dusevni porucha (Lands B., 2012).

Pojmem esencialni jsou oznaCovany latky, které nd$ organismus neni schopny
syntetizovat, ¢ili je musime pfijimat potravou. Mezi vyznamné zdroje EFA fady n-3
patii listy a semena n&kterych rostlin, jde napf. o Iné€né seminko a sdéju. Dale
se ve vysokych koncentracich vyskytuji v tuénych rybach, jakou je losos, makrela,
Cerstvi tunak, sled’ a pstruh. Hlavnim zdrojem EFA n-6 je slune¢nicovy olej, v niz§ich
koncentracich se pak nachazeji voleji zvlasskych ofecht, pSeni¢nych klicka

a sezamovych seminek (Tvrzicka E., 2011).

1.1.4 Cholesterol

U zivocichl se vykytuje volné nebo ve formé& esteri ve vSech tkdnich. Spolec¢né
s fosfolipidy vytvaii integralni ¢ast biologickych membran vSech ZivociSnych bunégk.
Jeho zékladem je steranové jadro, které ma v poloze 3 hydroxyskupinu a v poloze 17
alifaticky tetézec, kdy konformace téchto skupin ptisobi na chovani CH v bunéénych

membranach (Matous B., 2010).
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Cholesterol se do téla dostava s potravou nebo je v téle syntetizovan. Jeho syntéza
2008). Syntéza vychazi z acetyl-CoA a zahrnuje vice nez 20 reakci, jez se déli do Ctyf
stupnid, a to na: tvorbu mevalonatu, vznik isopentyldifosfatu, vznik skvalenu a pfeménu
skvalenu na cholesterol (Koolman J., 2012).

Ve vétsing piipadt bunky vyuzivaji CH pro modulaci svych membran a nadbytek
vylouci ven z buiiky tfemi zptsoby:

e HDL c¢asticim,

e exkreci do Zluce nebo lumen stieva za pomoci transportérd,

e hydroxylaci na oxysteroly, ktera zvysuje rozpustnost CH (Lubanda H., 2009).

Clovék nema enzymy, které by byly schopné §tépit alifaticky fetézec CH, z toho
divodu je CH metabolizovan na dalsi dulezité latky. V jatrech se téméf tii ¢tvrtiny CH
meéni na Zlucové kyseliny, v kizi znéj pies 7-dehydrocholesterol vznika vitamin D
a Vv kare nadledvin a gonadach se nadbyte¢ny CH pfeménuje na steroidni hormony
(Ledvina M., 2004).

CH mize existovat voln¢ nebo jako ester cholesterolu (ECH), kdy je esterifikovan
jednou mastnou kyselinou. V krvi jsou pfiblizn¢ dvé tietiny cholesterolu
v esterifikované form¢. ECH piedstavuji v organismu transportni a skladovaci formu
cholesterolu a tvofi podstatnou ¢ast jadra LDL (Low Density Lipoprotein) a HDL
¢astic. Navic jsou hlavni slozkou lipidové inkluze makrofagh a pénovych bunék
lokalizovanych v aterosklerotickych 1ézich. Syntéza ECH probiha u lidi intravaskularné
za katalyzy lecitin:cholesterol acyltransferazy (LCAT). Estery cholesterolu, které
se nachazeji v lipoproteinovych ¢asticich, obsahuji prevazné kyselinu linolovou (zhruba
50 %), dale olejovou, palmitovou a arachidonovou kyselinu (7vrzicka E., 2011; Hodson
L., 2008).

1.2 Pankreas

Pankreas neboli slinivka bfi$ni je Zl4za, kterd se sklada z exokrinni a endokrinni
tkdn€. Endokrinni Cast pankreatu je tvofena specializovanymi buiikami oznacovanymi
jako Langerhansovy ostrivky a zaujima 2-3 % hmoty zlazy. Mezi hlavni bunky téchto
ostrivkil patii B-buiiky, jez se vyznacuji produkci inzulinu, dale a-buiiky, které

produkuji glukagon, a také se zde nachéazi d-bunky, které produkuji somatostatin
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a PP-bunky tvofici pankreaticky polypeptid. Exokrinni ¢ast se podili na tvorbé travicich

enzymu, které pfi traveni potravy $tépi bilkoviny, tuky a cukry.

1.2.1 Inzulin

Lidsky inzulin je proteohormon, ktery ma anabolické u¢inky. Jeho hlavni funkce
je ovSem zajisténi vstupu glukosy z krevniho fecisté do nitra bunék. Sklada se ze dvou
polypetidovych fetézcii (A, B), kdy fetézec A je slozen z 21 aminokyselin a fetézec

B obsahuje 30 aminokyselin. Jejich spojeni zajistuji dva disulfidické mustky.

1.2.1.1 Biosyntéza a sekrece inzulinu

Biosyntéza inzulinu zacina v ribozomech B-bunék, kde se jako prvni tvofi
preproinzulin, jenz je dale v endoplazmatickém retikulu St€pen ucinkem proteaz
na proinzulin. Proinzulin se skldda ze dvou polypeptidovych fetézci A a B navzijem
spojenych pfes C-peptid. Nasledné dochazi v ekvimolarnim poméru ke S$tépeni
proinzulinu v Golgiho aparatu na C-peptid a inzulin. Vznikly inzulin je po reakci s ionty
zinku uloZen do sekre¢nich granul spole¢né s C-peptidem (Pelikanova T. 2011).

Vstup glukosy ptes glukosovy transportér GLUT 2 a jeji zména za ucasti
glukokinazy na pyruvat je hlavnim podnétem pro iniciaci sekrece inzulinu (viz Obrazek
3). Touto pieménou je zvySen pomér ATP/ADP, tim jsou uzavieny draselné kandly, coz
zpusobi depolarizaci membrany a nasledné otevieni vapenatych kanalt, ¢imz dojde
k aktivaci exocytozy a uvolnéni inzulinu z bunky. Podnét pro sekreci inzulinu je mozné
dale vyvolat ucinkem napiiklad volnych mastnych Kkyselin nebo methyl-sukcinatu
(Ahmed N., 2011).

Produkce inzulinu se denné pohybuje kolo 20-40 IU. Ztoho je polovina
uvoliiovana nezdvisle na pfijmu potravy, €ili odpovidd tzv. bazédlni sekreci a druha
polovina je uvoliiovana po piedchozi stimulaci pfi pfijmu potravy, coZ je tzv. prandidlni
sekrece. Od piijmu potravy do 30 minut je v plazmé nejvyssi koncentrace inzulinu, pak

dochazi k pozvolnému navratu k bazdlnim hodnotam koncentrace (Pelikanova T.,
2011).
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Obrazek 3 Sekrece inzulinu (obrazek upraven podle Fauci A., 2008)

1.2.2 U&inKy inzulinu

V periferni tkdni jsou ucinky inzuliny na bunky zajiStény jeho vazbou
na inzulinovy receptor. Jakmile je inzulinovy receptor aktivovan dojde ke spusténi
kaskady fosforylacné-defosforylacnich reakci, které maji za spole¢ny cil aktivaci GLUT
transportérti, syntézu a aktivaci enzymu, jez se ucCastni metabolickych drah a zménu
nuklearnich transkrip¢nich faktort.

V jatrech u¢inky inzulinu aktivuji glykolyzu a syntézu glykogenu a soucasné
inhibuji glykogenolyzu a glukoneogenezi, ¢imZz ma hlavni roli pfi inhibici produkce
glukosy. Déle se podili na stimulaci syntézy mastnych kyselin. Ty jsou dale vyuzivany
pro tvorbu triacylglycerold a lipogenezi.

V tukové tkani snizuje aktivitu hormon senzitivni lipazy (HSL), a zabranuje tak
hydrolyze TAG a néaslednému uvoliovani MK. Naproti tomu zvySuje lipogenezi, nebot’
aktivuje lipoproteinovou lipazu (LPL) a podporuje vychytavani glukosy a glykolyzu.

Co se tyCe metabolismu proteint, tak ucinek inzulinu stimuluje proteosyntézu

a snizuje proteolyzu (Matous B., 2010; Pelikanova T., 2011).

25



1.3 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je mozné charakterizovat jako skupinu chronickych,
etiopatogeneticky heterogennich onemocnéni, pro niz je spole¢ny znak hyperglykemie.
a dale je doprovazen deficitem metabolismu tuka, cukrt a bilkovin.

Porucha ma nejvétsi projevy v metabolismu glukosy, coz ma za nasledek
dlouhodoby vyvoj cévnich komplikaci jako je urychlend ateroskler6za, neuropatie nebo
retinopatie. DM mize byt klasifikovan na zaklad¢ poruch glukosové homeostazy na:

e Diabetes mellitus 1. typu,

e Diabetes mellitus 2. typu,

e Gestacni diabetes mellitus,

e Ostatni typy (Pelikanova T., 2011).

DM se v soufasné dobé oznacuje jako jedno znejrychleji rozvijejicich
se onemocnéni, jez postihuje po celém svété okolo 347 miliond lidi. Svétova
zdravotnickd organizace dokonce piedpovida, ze by se DM mohl stat do roku 2030

sedmou hlavni pti¢inou smrti Clovéka (Drabkova P., 2015).

1.3.1 Diabetes mellitus 1. typu

destrukci B-bungk slinivky bfisni autoimunitni reakci. Rozvoj probiha u osob, které maji
genetické predispozice, jeZ jsou podminény geny z HLA (Human Leukocyte Antigens),
po setkani s faktory z vnéjsiho prostfedi, coz muze byt napi. virova infekce. Jde tedy
0 autoimunitné podminény diabetes. Nicméné se miize vyskytovat i tzv. idiopaticky DM
1. typu, ktery nema zatim objasnénou etiologii a neprojevuje zndmky autoimunity
(Pelikanova T., 2011, Seino Y., 2010).

Pti onemocnéni dochazi ke klinickym projeviim az po destrukci 80 % p-bunék
pankreatu, do t¢ doby probihd onemocnéni skryté nekolik tydnt, vyjimecné az nékolik
let. Zakladnim projevem je zvySend hladina glykemie. Pfi piekroceni hodnoty hladiny
glykemie nad 10 mmol/l, coz je hodnota oznacovana jako ledvinny prah pro glukosu,
dochazi k projevim polyurie a glykosurie. Z tohoto byl odvozen také nazev diabetes
mellitus neboli uplavice cukrova. Pfi snizeném obsahu inzulinu v plazmé& bunky ztraci

schopnost utilizovat glukosu, proto ziskavaji energii z tukd a bilkovin. Nasledkem
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je zvySeni lipolyzy, ¢imz se zvysi i obsah ketolatek a projevuje se ketoacidoza

a ketonurie (Bélobradkova J., 2006).

1.3.2 Diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus 2. typu oznacuje skupinu onemocnéni, které maji riznou
etiopatogenezi a klinické projevy. Vyznacuje se vyraznym poklesem sekrece inzulinu
nebo inzulinovou rezistenci na zaklad¢ genetické predispozice spojené se Spatnym
zivotnim stylem, jako je stres, nedostatek pohybu, pfejidani a Spatné slozeni potravy
vedouci k obezité. B-buniky si do jisté miry zachovavaji svou funkci, to znamena,
Ze nemocni nejsou zavisli na uzivani exogenniho inzulinu a jejich 1écba je na pocatku
onemocnéni mozna pouze dietou, pohybem, ptipadné uzivanim peroralnich antidiabetik.
DM 2. typu predstavuje 85 % zcelkového poctu diabetikli a nejvice vznika
po ptekroceni 40. roku zivota (Bélobrdadkova J., 2006, Seino Y., 2010).

DM 2. typu je projevem metabolického syndromu. Nemocni maji soucasné dalsi
abnormality, jako hypertenzi, dyslipidemii, centrdlni obezitu, endotelialni dysfunkci
avyssi sklon ke tvorbé trombu, které maji za nasledek zvySeni kardiovaskularniho

rizika (Pelikdanova T., 2011).

1.3.3 Inzulinova rezistence

Inzulinova rezistence (IR) je zpusobena nedostacujici odpovédi cilovych tkani
na ucinky inzulinu, coz je hlavné kvili post receptorové poruse inzulinové signalizacni
kaskady. Nasledné je vykompenzovana hyperinzulinémii, to vede k inhibici produkce
jaterni glukosy, ale naproti tomu je stimulovéana utilizace glukosy v tukové tkani
a bunkach svalt. Jako prvni se inzulinova rezistence projevuje v tukové tkani, dale pak
postihuje kosterni ~ svalstvo, jatra, centralni nervovy systém, cévni endotel
a imunokompetentni buiiky. Morfologicky se wuvniti bun€k projevuje zvySenou
akumulaci lipidi a snizenym obsahem mitochondrii (Zdk A., 2011; Delarue J., 2004).

Inzulinové rezistence na molekulédrni irovni mé za nasledek poruchy v inzulinové
signalizaci. Muze se jednat o snizenou aktivitu fosfatidylinozitol-3-kinazy (PI-3-K)
inzulinovych receptori nebo sniZenou post receptorovou fosforylaci. Pfi poskozeni
aktivity PI-3-K dochazi ke snizenému vstfebavani glukosy do bunky, jelikoz PI-3-K
se podili na translokaci GLUT 4 na povrch bunék. Nasledky jsou stejné jak pro diabetes
mellitus, tak pro obezitu a metabolicky syndrom, kdy rozvoj IR u lidi s obezitou je
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zptisoben nadmérnou konzumaci potravy, genetickou predispozici pro DM a také
V neposledni fadé pusobenim vlivii vnéjsiho prostiedi (Delarue J., 2004).

V tukové tkani se IR projevuje ztratou schopnosti inzulinu inhibovat lipolyzu, ktera
je za fyziologického stavu a u zdravych jedincu regulovana. Na regulaci lipolyzy
se podili fada enzymu, mezi které patii HSL, jez katalyzuje Stépeni triacylglycerolt
na mastné kyseliny a glyceroly (DAG), dale adipocytarni triglyceridova lipaza (ATGL)
a monoglyceridova lipaza. Aktivita HSL je inhibovana inzulinem, coz vede k potlaceni
lipolyzy a naslednému uvoliiovani volnych mastnych kyselin (VMK). Naproti tomu pii
zvySenych koncentracich VMK dochazi k aktivaci sympatoadrenalniho systému,
oxida¢nimu stresu, endotelové dysfunkci a ukladani tukii mimo adipocyty do tkéni.
V nich vyvold nadmérny obsah lipidi funkéni a morfologické poSkozeni (viz Obrazek
4). Cely tento mechanismus byva oznadovan jako lipotoxicita (Zdk A., 2011;
Pelikanova T., 2011).

Jatra

Zvysené reaktivni lipidy a
metabolicky stres

Piebytecny tok
VMK
Strava, Zvysené reaktivni lipidy a
zivotni styl metabolicky stres
e Piebytecny tok
B Ld ) VMK

Vi

b ¢

= Tukova tkan ‘ » Inzulinova rezistence,

selhani B-bunék
Omezena kapacita ukladani
tuku, zanét, neregulované Pankreas
metabolické cesty

Piebytecny tok
VMK

= . Zvysené reaktivni lipidy a
metabolicky stres
Kosterni sval

Obrazek 4 Schématické znazornéni lipotoxicity v souvislosti s metabolickym syndromem (obrazek
upraven podle Oresi¢ M., 2010)

1.3.4 Lipidovy metabolismus pri DM

Diabetes mellitus typu 2 a inzulinova rezistence jsou vétSinou spojeny se zmeénami
plazmatickych lipoproteini. K témto zménam patfi predev§im abnormalita
v metabolismu VLDL (Very Low Density Lipoprotein), HDL a v nemalé mite i LDL
frakce. VétSi riziko vzniku ateroskler6zy je zplsobeno snizenim obsahu HDL

cholesterolu, dale pak zvySenou sekreci jaternich VLDL, které maji velky obsah TAG
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asoucasn¢ dochazi k jejich snizenému odbouravani. Nejvétsim rizikovym faktorem
pro vznik cévniho onemocnéni je zvySena koncentrace malych denznich LDL ¢astic
(Howard B., 1987; Kraus R., 2004).

Z visceralni tukové tkané€, jez je rezistentni na Uc¢inky inzulinu, jsou ve zvysSené
mife uvoliiovany volné mastné kyseliny, které jsou nasledné zpracovany v jatrech. Tato
zvySena nabidka MK jatrim je pak vyuzivana v riznych smérech. Velka ¢ast je pouzita
pro nadmérnou tvorbu TAG, jez nasledné slouzi pro vznik VLDL c¢astic. Ty pak
vV obéhu mohou interagovat s HDL ¢asticemi, které z nich za ucasti cholesterol-ester-
transfer-proteinu (CETP) pfijimaji TAG, ¢imz dochazi ke zméné velikosti cCastic.
Tak vznikaji malé HDL c¢astice, jeZ jsou odstranény v ledvinach a velké ¢astice VLDL.
Ty $tépi v obchu lipoproteinova lipdza na LDL Ccastice, které maji velky obsah TAG.
Tyto vzniklé ¢astice jsou hydrolyzovany jaterni lipazou nebo lipoproteinovou lipazou,
¢imz dale vznikaji malé denzni castice LDL, jez ptrevazuji u diabetiki a jejich
aterogenni potencial je vyrazné vyssi nez u fyziologickych LDL ¢astic (Dresslerova 1.,
2013; Rybka J., 2007).

Spravna funkce LDL zavisi i na hladiné glukosy v krvi, nebot’ pti déle trvajici
hyperglykémii muze dojit ke glykaci proteini v LDL. Vzniklé zmény v konformaci
apoproteinu snizuji afinitu LDL &astic k receptoru, ¢imz je prodlouzena jejich
eliminace, a proto mizou snadnéji podléhat oxidativni modifikaci. Glykované Castice
navic vykazuji vétsi afinitu k proteoglykaniim cévni stény, ¢imZ se zvySuje jejich podil
na vzniku aterosklerotického platu (Rybka J., 2007; Kraus R., 2004).

Aktivita LPL je ve tkanich niz8i, coz ma za nasledek snizené zpracovani MK,
ale naproti tomu koncentrace extracelularnich mastnych kyselin se zvySuje. Ty mohou
pronikat do bun€k na zakladé prosté difuze a ve vysokych koncentracich snizuji
v mitochondriich aktivitu nékterych enzymi citratového cyklu. Acetyl-CoA vznikly pti
B-oxidaci je vyuzivan pro syntézu ketolatek a cholesterolu. Velka cast ketolatek je
vyloucena moci a ¢ast acetonu, jez vznika pii ketoacidoze, je eliminovana plicemi.
Navic zvysena tvorba NADH podporuje produkci glycerol-3-fosfatu, jenz je vyuzit pfi
syntéze TAG (Holecek M., 2006).

HDL mé néckolik frakei, znichZ antiaterogenni Uc¢inek ma ptredev§im frakce
HDL2b, jezZ je zodpovédna za transport volného cholesterolu z bunék do jater. Naopak
frakce HDL3Db a 3¢ maji 1épe uzptisobeny povrch pro esterifikaci cholesterolu, jenz poté
CETP vraci zpét do aterogennich ¢astic VLDL a LDL. U diabetikil je hladina HDL

snizena hlavné kviili zvySené vymené estert cholesterolu za TAG, nebot’ maji zvySenou

29



aktivitu CETP, ktera tuto vyménu zprosttedkovava. Tim se cholesterol vraci zpét
do aterogennich ¢astic LDL a VLDL. Navic obohacené HDL o TAG jsou rychleji
degradovany za Ucasti jaterni lipazy a méni se tak pomér jednotlivych subfrakci tzn.,
ze tiida HDL2 klesa a soucasné se zvysSuje pocet malych HDL3 frakci (Pelikanova T.,
2011).

1.3.5 Vliv nenasycenych a nasycenych mastnych kyselin

Volné mastné kyseliny maji v mnoha bunécnych procesech uplatnéni jako signalni
molekuly, vc€etné sekrece inzulinu. Experimenty bylo prokazano, ze dlouhodobé
zvySena koncentrace nasycenych mastnych kyselin mé lipotoxické ucinky na B-bunky
pankreatu. SAFA také inhibuji syntézu proinzulinu a snizuji sekreci inzulinu, kterou
stimuluje glukosa. Diky tomuto zvySené hladiny SAFA zpisobuji zmény ve spravném
fungovani B-bunék slinivky bfisni, ¢imz je zvySen pomér proinzulinu/inzulinu, ktery
se vyuziva jako ukazatel dysfunkce B-bunék pankreatu (Lupi R., 2002).

N-6 nenasycené¢ mastné kyseliny s vice vazbami svymi metabolickymi U¢inky
zvySuji tvorbu cholesterolu a aktivitu LDL receptor, nebot’ je zvySena aktivita
cholesterol-7a-hydroxylazy a snizena pfeména VLDL na LDL. Pii zvySenych
koncentracich PUFA n-6 dochézi ke snizeni celkového HDL a LDL cholesterolu a ke
vzriustu oxidability ¢astic LDL. Po aktivaci peroxizomovymi proliferatory ptisobi PUFA
n-6 jako ligandy receptorti, ¢imZ zvySuji inzulinovou senzitivitu a zméni tak distribuci
tuku v téle a velikost adipocytt (Zdk A., 2011).

Vyzkumy byly potvrzeny pozitivni G¢inky PUFA n-3 na metabolismus glukosy
alipidd. Svymi Uc¢inky snizuji hladiny triacylglycerolt, zvySuji koncentrace HDL
cholesterolu v plazm¢, dale mohou redukovat krevni tlak a vylepSovat inzulinovou
senzitivitu. Pii uzivani PUFA n-3 jako dopln€k potravy pii autoimunitnich a zanétlivych
onemocnénich jsou pozorovany protizanétlivé ucinky téchto kyselin. PUFA n-3 svym
pusobenim sniZuji produkci prozéanétlivych eikosanoidi, cytokinl a stimuluji expresi
adhezivnich molekul. (Takahashi M., 2017; Wang Y., 2015).
potravy pomér n-3 a n-6 EFA, nez absolutni pomér kyselin fady n-3. Pokud je zvySen
piijem potravou EFA n-6, dochazi k inhibici zaclenéni eikosapentaenové kyseliny
do membrany neutrofilii a sniZeni inhibice tvorby zanétlivych mediatorid. Naopak pfi
nariistu konzumace kyselin zfady n-3 dochazi k vyznamnému potlaeni konverze

kyseliny arachidonové na prozanétlivé eikosanoidy (napf. tromboxan A2), jez jsou
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za pritomnosti 5-lipoxygenazy tvofeny v neutrofilech., monocytech a makrofazich
(Wang Y., 2015).

Obsah PUFA v biologickych membranach ve velké mife ovliviiuje jejich
permeabilitu, deformabilitu a fluiditu. Polynenasycené mastné kyseliny n-3 také méni
charakter specifickych proteini napf. ATPazy a proteinkindzy C. Dale vykazuji
antiarytmické ptsobeni, pozitivni ovlivnéni imunitni reakce a uzivani zvySenych davek
nad 3g/den kyseliny eikosapentaenové a dokosahexaenové vede ke zlepSeni vlastnosti
cévnich stén a snizeni agregace krevnich desti¢ek. Navic je do urcité miry prokazan
preventivni uUcinek pfi podavani PUFA n-3 na vznik atopického ekzému, astmatu
a ukojenct v pribéhu revmatoidni artritidy pozitivné piisobi na zanétlivou aktivitu
(Zak A. 2011).

Z vyse uvedenych ucinkli polynenasycenych mastnych kyselin fady n-3 vyplyva
jejich ptiznivé pusobeni u diabetikt typu 2, ktefi trpi dyslipidémii s charakteristickou
hypertriacylglycerolémii, prokoagulaénim stavem a snizenou koncentraci HDL
V plazmé a zvySenym obsahem denznich LDL ¢astic. Sirtori (1998) a Kessavelu (2002)
popsali kladné ovlivnéni diabetické dyslipidémie pomoci 1é¢by PUFA n-3. Jejich denni
uzivani v davkach od 1,8 do 3 g vedlo k vyraznému snizeni hypertriacylglycerolémie,
zvySeni hladiny HDL a slabému zvyseni LDL, které je ale mozné odstranit podavanim
statinu. Z dalsi rozsahlé studie z roku 2008 s nazvem AFORRD (The Atrovastatin
in Factorial with Omega-3 Fatty Acid to Risk ReDuction trial) vyplyva, Ze uzivani
PUFA fady n-3 mé4 na kompenzaci diabetu pouze neutralni vliv (Zdk A., 2011). Navic
ptijem PUFA n-3 vykazuje protektivni G¢inky pfed kardiovaskuldrnim onemocnénim,
ale jeho ¢inky na riziko diabetu 2. typu jsou rozli$né mezi riznymi populacemi (Zheng
J., 2012). U pacienti s dlouhodobym, dobie kontrolovanym DM typu 2
a aterosklerotickym onemocnénim 1é¢ba vysokymi davkami PUFA n-3 (1 g/den EPA
a 1 g/den DHA po dobu 3 mésict) nezlepSuje koagulacni, metabolicky a zanétlivy stav.
Pro lepsi objasnéni role n-3 PUFA v regulaci komplexnich procesii je zapotiebi dalSich
studii (Poreba M., 2017).

Mozné vedlejsi ucinky pfi uzivani PUFA jako je bfisni dyskomfort, prijem, fihani
a dech pachnouci po rybach, jsou téméf minimalni. Projevuji se hlavné pii uZzivani
vysSich davek PUFA a jsou odstraiiovany poddvanim enterosolventnich potazenych

kapsli (Zak A., 2011).
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1.4 Chromatografie

1.4.1 Princip chromatografie

Chromatografie je fazena mezi separa¢ni techniky, pfi niz se separuji slozky vzorku
mezi dvé navzijem nemisitelné faze, z nichZz jedna je faze stacionarni (nepohybliva)
a druha faze je mobilni (pohyblivd). Vzorek se vétSinou davkuje na pocatek stacionarni
faze a je soustavou unasen diky pohybu mobilni faze. Jednotlivé slozky vzorku se vazou
ruznou silou na stacionarni fazi, ¢im siln€jsi je tato vazba, tim déle se zdrzuji v koloné.

Na zaklad¢ tohoto jsou od sebe jednotlivé molekuly separovany a nasledné probiha

jejich detekce na vystupu z kolony (Klouda P., 2003).
1.4.2 Rozdéleni chromatografickych metod

Z divodu velkého mnozstvi chromatografickych metod jsou rozdélovany

do nékolika urcitych skupin podle nékolika hledisek (viz Tabulka 1 a Tabulka 2).

Tabulka 1 Rozdé€leni chromatografickych metod

Podle skupenstvi Kapalinovéa chromatografie =~ Mobilni faze je kapalina

mobilni faze Plynova chromatografie Mobilni faze je plyn

Kolonova chromatografie -

Podle uspot4dani Papirova chromatografie

stacionarni faze Plo3né techniky Tenkovrstva

chromatografie

Pii separaci byva uplatiiovano hned nékolik fyzikalné-chemickych déji sou€asné,
znichZ jeden vzdy pfevlada. Na zékladé tohoto mizeme chromatografické metody

rozdélit na: viz Tabulka 2.
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Tabulka 2 Rozdéleni chromatografickych metod dle povahy déje pii separaci

Rozhoduje odlisna
Rozdé€lovaci chromatografie rozpustnost vzorku ve

stacionarni a mobilni fazi

Rozhoduje rizné schopnost

Adsorp¢ni chromatografie slozek adsorbovat se na
povrch stacionéarni faze
Podle déje
Iontové-vyménna Rozhoduji rizné silné
uplatiujiciho se ]
chromatografie elektrostatické pritazlivé sily

pFi separaci i i
Rozhoduje velikost pora

Gelova chromatografie stacionarni faze (gelu) tzv.

molekulové sitovy efekt

Rozhoduje afinita (uzce
Afinitni chromatografie selektivni vztah) urcité slozky

vzorku ke stacionarni fazi

(Klouda P., 2003)

1.4.3 Chromatografie na tenké vrstvé

Chromatografie na tenké vrstvé (Thin-layer chromatography — TLC) muze byt
definovana jako diferencidlni migracni proces, kde slozky vzorku jsou zadrzovany
VvV rizné mitfe v tenké vrstvé sorbentu (stacionarni fazi) a spolu s rozpoustédlem nebo
smési rozpoustédel (mobilni faze) se pohybuji kapilarnim plsobenim pies vrstvu
sorbentu. Zadrzeni analyti pak zavisi na interakcich, ke kterym dochazi v kapalné fazi,
na povrchu nebo v porézni fyzikdlni struktufe nebo muize existovat pfima interakce
s molekularni strukturou sorbentu. Dale je retence ovliviiovana povahou rozpoustédla
avném obsazenych ptisad. Pfi déleni slozek se uplatiiuje fada interakci, jako jsou
elektrostatické sily, vyména iontil, vodikové vazby, van der Waalsovi sily a dalsi.

Zakladem TLC je pouziti tenké sorbentni vrstvy silné 0,10 az 0,25 mm, ktera je
nanesend na pevnou podlozku ze skla, hliniku nebo plastu. Jako sorbent se pouziva
silikagel, celul6za, oxid hlinity, polyamid a chemicky spojované silikagely, jehoz volba
zavisi na typu délenych slozek (Wall P., 2005).

Pro separaci lipidii se jako stacionarni faze nejvice pouziva silikagel, oxid hlinity
a kfemelina, pfi¢emz silikagel je jednoznaéné¢ dominantni fazi. Oxid hlinity mize byt
dodatecné¢ modifikovan impregnaci jinymi latkami, aby se dosahlo optimalniho
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vysledku separace urcité tidy lipidi. Na zakladé povrchovych charakteristik lze tyto
faze klasifikovat jako ,,normalni“ nebo ,,obracené* faze. Mezi riznymi modifikacemi
stacionarni faze jsou nejoblibenéjsi impregnace dusi¢nanem stiibrnym a kyselinou
boritou. AgNOs se primarné pouziva k oddéleni lipidi s riznymi mastnymi acylovymi
slozkami s rliznym stupném nenasycenosti. Stiibrné ionty totiz tvoii komplex
s m elektrony dvojnych vazeb nenasycenych mastnych kyselin, ktery vede ke snizeni
mobility téchto mastnych kyselin. Ve vybranych ptfipadech je mozné timto stanovenim
urcit 1 polohu dvojnych vazeb. Naproti tomu kyselina boritd je uzitecnd pro detekci
ruznych izomert diacylglycerolii a pro separaci izomernich fosfolipidd, nebot’ tvori
komplexy se slouCeninami obsahujici vicinalni hydroxylové skupiny, coz vede
k pomalejsi migraci téchto slouc¢enin (Fuchs B., 2011).

Vzorek je pied aplikaci na TLC desku rozpustén ve vhodném rozpoustédle
ananesen jako skvrna nebo pas po jedné strané vrstvy sorbentu pfiblizn¢ 2 cm
od okraje. Separace probiha v chromatografické komoie nebo castéji ve sklenéné
obdélnikové nadrzi (vané) svikem, vniz je mobilni faze tzv. eluent. Deska
se po aplikaci vzorkti umisti do chromatografické komory, ktera je nasycena parami
mobilni faze a eluent se nechd proudit kapildrnim G¢inkem skrz sorbent v misté tésné
pod aplikovanymi vzorky. Jak fronta eluentu migruje ptes sorbent, unasi S sebou také
komponenty vzorku, ale pfi riznych rychlostech, coZz vede kjejich naslednému
rozdéleni. Jakmile fronta rozpoustédla dosahne horni ¢asti sorbentu tzv. ¢ela, je deska
vyjmuta z komory a necha se vysusit. V pfipad¢ potieby je mozné separované skvrny
vizualizovat pod UV zafenim, chemickym zpracovanim nebo derivatizaci (Wall P.,
2005).

Pro vizualizaci rozdélenych lipidovych frakci se vyuZiva toho, Ze mohou byt
snadno viditelné diky jejich vazbé na barvivo. K dispozici je fada ruznych ¢inidel, jez
se deli podle jejich specificnosti, a zda jsou destruktivni nebo nedestruktivni.
Z nedestruktivnich ¢inidel se nejvice pouziva 2,7-dichlorfluorescein, ktery poskytuje
zluté skvrny po osvétleni UV svétlem nebo rodamin, ktery vytvaii ve vazbé
na jednotlivé frakce riizové skvrny. Rodamin je vhodny pokud se pouzivaji alkalické
mobilni faze a naopak 2,7-dichlorfluorescein u kyselé mobilni faze. Z destruktivnich
¢inidel je hojné vyuzivan roztok 50% kyseliny sirové v metanolu (Fuchs B., 2011).

Umisténi skvrny latky v tenkovrstvém chromatogramu lze popsat pomoci tzv.
retardacniho faktoru Ryr. Ten je definovén jako podil vzdalenosti stiedu skvrny od startu

(@) a ¢ela od startu (k) viz Obrazek 5.
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Obrazek 5 Vypocet retardac¢niho faktoru (obrazek upraven podle Klouda P., 2003)

Vyhodnoceni latek v TLC se provadi na zakladé hodnot Rf a jejich shody
se standardem. Co se ty¢e kvantitativniho vyhodnoceni, tak je bud’ pfimé, nebo
neptimé. Pfima vyhodnoceni se provadéji na tenké vrstvé a fadime zde méteni plochy
skvrny, kdy logaritmus plochy skvrny je ptimo tmérny koncentraci, dale radiochemické
metody a denzitometrii. Denzitometr hodnoti stupeni ztmavnuti sorbentu v misté skvrny
a plati, Ze ¢im je skvrna tmavsi, tim vice obsahuje analyzované slozky. U nepiimé
kvantitativni metody Se nejprve skvrna z tenké vrstvy vyskrabe, nasledné se extrahuje
a vysledna koncentrace latky je pak urCena vhodnou instrumentalni metodou (Hahn-

Deinstrop E., 2007).

1.4.4 Plynova chromatografie

U plynové chromatografie (GC) se jako mobilni fadze pouziva nosny plyn
a stacionarni fazi byva kapalina zakotvend na inertnim nosic¢i nebo vétSinou pevna latka.
Separace probiha na zakladé rozdéleni plynnych vzorkli mezi dvé faze. Aby mohl byt
vzorek unasen nosnym plynem kolonou, musi byt pted davkovanim jiz v plynném stavu

nebo se na plynnou fazi prevadi zahtatim (Klouda P., 2003).
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Plynovy chromatograf (viz Obrazek 6) se sklada z n€kolika rliznych ¢&asti, jsou
to: tlakova lahev jako zasobnik plynné faze, zatizeni, které reguluje tlak/prutok plynné
faze, davkovaci zafizeni, chromatograficka kolona, termostat, detektor a zafizeni

na zpracovani signalu a jeho dalsi vyhodnoceni (Higson S., 2004).

Zesileni a zpracovani

Vzorek signalu
Regulator
proiokn Davkovac v
/ = i
| i
Chromatogram

00000

o
\ Termostat

\Chromatograﬁcké kolona

Nosny plyn
(helium/dusik/vodik)

Obrazek 6 Schéma plynového chromatografu (obrazek upraven podle Wikibooks)

V GC se jako nosné plyny pouzivaji velmi Cisté inertni plyny, jako je N2, CO2, He
nebo Ar, avSak volba plynu také zavisi na typu detektoru, jenz bude v dané analyze
pouzivan. Zaroven ¢im ma pouzity plyn vys$i hustotu, tim pomalejsi, ale G¢innéjsi
separace bude, zatimco plyny s nizkou hustotou poskytuji rychlejsi separace (Grob R.,
2004).

Chromatografickd kolona v GC miiZze byt napliova, kdy je na inertni pevné fazi
adsorbovana kapalina. Pevnou fazi mize byt naptiklad oxid kfemicity, ktery poskytuje
velkou plochu pro adsorpci kapaliny. Nékteré nosice jsou navic predem oSetfeny nebo
deaktivovany (napf. silanizaci), aby se zabranilo adsorpci polarnich analyti. Kapalna
faze musi byt chemicky inertni, tepelné stabilni a teplotu varu musi mit alespon
0100 °C vyssi nez maximalni provozni teplota kolony. Dalsi variantou je kapilarni
kolona, jez je vyrobena ze skla nebo taven¢ho oxidu kifemicitého S vnitinim priimérem
od 0,25 do 0,5 mm a délky az 150 m. Vnéjsi strana je potazena vrstvou polymert.
Tim vznika silnd a pruzna kolona, ktera je navijena tak, aby bylo mozné jeji umisténi
do termostatické trouby (Higson S., 2004). Tato kolona ma oproti napliové koloné fadu
vyhod, které zahrnuji vyrazné lep$i separaci S vys$Sim rozliSenim, zkracenou dobou

analyzy, mensi pozadavky na velikost vzorku a ¢asto vyssi citlivost (Grob R., 2004).
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Volba staciondrni faze zévisi ve velké mife na povaze analyzovaného vzorku.
Nicméné¢ v GC prevazuji dva nejoblibenéjsi typy stacionarnich fazi a to polysiloxany
a polyethylenglykolové faze. Oba typy fazi mohou byt charakterizovany tak, ze maji
potfebnou viskozitu a schopnost zesiténi nebo chemické vazby na taveny oxid
kfemicity. Polysiloxany nabizeji vysokou difuzivitu rozpusténych latek spolu
s vynikajicimi stabilnimi tepelnymi a chemickymi vlastnostmi. Zaroven diky moznosti
zaClenéni rizné funkéni skupiny (napf. methyl, fenyl, -CH2CH2CH2CN) do jejich
struktury vykazuji Sirokou Skalu polarit. Polyethylenglykoly jsou nejcastéji pouzivané
stacionarni faze bez silikonu. Vykazuji jedinecnou selektivitu a vysokou polaritu
podobné¢ jako kapalna faze. AvSak jejich omezeni je pomérn¢ nizka horni mezni teplota
okolo 225 °C a minimalni provozni teplota 60 °C. Kromé¢ toho stopové hladiny kysliku
a vody maji nepiiznivé Gcinky na fazi, nebot’ urychluji jeji degradacni proces (Grob R.,
2004).

Detektory v plynové chromatografii monitoruji a umoziuji kvantifikaci analyti,
které se postupné eluuji z kolony. V idealnim piipadé¢ by mély byt detektory schopny
reagovat na jakoukoliv jinou slou¢eninu nez je nosny plyn a reakce by se méla linearné
zvySovat s rostouci koncentraci analytu, a t0 Vv co nejvétsim rozsahu koncentrace
(Higson S., 2004). Vznikla signalni odezva je charakteristickd pro fyzikalni nebo
chemickou vlastnost sledovaného analytu. Pro plynovou chromatografii existuje cela
fada detekénich systéma (viz Tabulka 3) a je tfeba vzdy zvolit vhodny systém

pro konkrétni aplikaci.

Tabulka 3 Piehled typickych detektort pro GC

L o Linearni
Detektor Selektivita Limit detekce
rozsah
Tepelné-vodivostni Univerzalni 1 ng/ml 10°
Plamenovy _ ‘ ‘
L Organické slouCeniny 1 pg C/slouceninu 10’
ioniza¢ni
Elektronového Elektron-zachycujici ‘
10 fg/slouceninu 10
zachytu slouceniny jako halogeny
Slouc¢eniny s dusikem a 1 pg N/slouceninu
Termoionizacni 104
fosforem 0,5 pg P/slouceninu
Fotoionizacni Aromatické latky 5 pg C/slouceninu 10’
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Linearni

Detektor Selektivita Limit detekce
rozsah
Elektrolyticky- 1 pg Cl/slouceninu 106
. Halogeny a sira .
vodivostni 5 pg S/slouceninu 10
‘ ' 0,1-50

Atomovy emisni Jednotlivé prvky . 104

pg/slouceninu

(Grob R., 2004)

Plamenovy ioniza¢ni detektor (FID) — jedna se o nejoblibengjsi destruktivni
detektor v GC. Detekce je zalozena na spaleni organickych slozek v kyslikovodikovém
plamenu. V tomto spalovacim procesu se vytvaii ionty, které jsou pfitahovany k nabité
kolektorové elektrodé. Timto indukovanym proudem iontl je generovan proud, ktery
lze métit. Mnozstvi generovaného proudu je pak pfimo imérné koncentraci slouc¢enin
zavedenych do plamene. FID nejlépe reaguje na slouceniny, jez obsahuji vazbu
uhlik-vodik.

Tepelné vodivostni detektor (TCD) — sklada se ze dvou cel, z nichZ jedna slouZi
jako referencni a druhd jako mérnd. V kazdé této cele je vldkno zhavené stalym
elektrickym proudem. Pfi prichodu nosného plynu obsahujici rozseparované latky
mérnou celou, dochazi ke zméné teploty vldkna. Naproti tomu vlakno v referencni cele
ma teplotu konstantni. Ve vysledku je tedy méfen teplotni rozdil mezi témito vlakny,
ktery je pfeveden na vystupni proud, jenZ je zaznamenavan.

Detektor elektronového zachytu (ECD) — nosny plyn, prevazné dusik obsahujici
analyzované latky, se pfivadi do vyhiivané komory, ve které je umistén radioaktivni
zafi¢ Ni, jenz zde slouzi jako zdroj pomalych elektroni. Tyto elektrony jsou
zachycovany elektronegativnimi atomy analyzovanych slozek, a tim je sniZovan
ionizacni proud, ktery se méii a je transformovan na vystupni signal. Tento typ
detektoru je zvlasté vhodny pro slouceniny obsahujici halogeny, karbonylovou skupinu
nebo dusi¢nany.

Termoionizacni detektor (NPD) — detektor obsahuje perlicku alkalického kovu,
zpravidla siran rubidia. lonty tohoto kovu se teplem kyslikovodikového plamene
dostavaji do plynné faze, kde ochotné reaguji s heteroatomy organickych latek, zejména

s atomy dusiku a fosforu. Vznikl¢é ionty se piesouvaji do nabitého kolektoru, kdy timto
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pohybem je indukovan proud, ktery se méii a prevadi se na vystupni signal (Cazes J.,
2003).

1.45 Chromatografické metody pro stanoveni mastnych kyselin

Pro stanoveni mastnych kyselin ze séra jsou nejvice pouzivanymi separacnimi
technikami plynova chromatografie a Vysoko-u¢inna kapalinova chromatografie
(HPLC). Pouziti plynové chromatografie je velmi G¢inné a pro jeji provedeni jsou
pottebné pouze malé objemy latek, nicméné je potfebna derivatizace, jez muize vést
ke vzniku potizi z hlediska celkové reprodukovatelnosti. Pii stanoveni MK kapalinovou
chromatografii je zapotiebi vétSich objeml rozpoustédla, ale derivatizace neni nutnd,
naproti tomu ale separace nema takovou ucinnost. Navic s kombinaci s UV-VIS
detektorem se mohou objevit problémy, nebot MK v tomto spektralni rozsahu maji
malou absorpci. Z toho divodu se u HPLC jako detektor nejvice pouziva tandemovy
hmotnostni spektrometr (Tiuca I., 2015). V plynové chromatografii se nejvice vyuziva
plamenovy ioniza¢ni detektor, jelikoz ma relativné nizké pofizovaci néklady, je Siroce
dostupny a také je to diky jeho jednoduchosti a pomérné vysoké citlivosti (Mannion D.,
2016).

Plynova chromatografie neumoziuje pfimé urceni jednotlivych mastnych kyselin
z danych lipidovych tiid (fosfolipidy, diacylglyceroly, triacylglyceroly a estery
cholesterolu). Proto se provadi pifed samotnou GC separace jednotlivych t¥id lipida
sloupcovou chromatografii nebo chromatografii na tenké vrstvé (Estévez S., 2005).

Plynovou chromatografii jsou mastné kyseliny analyzovany hlavné jako
methylestery mastnych kyselin (FAME), aby se tak zabranilo potencialni vodikové
vazbé mezi karboxylovou skupinou MK a tavenym oxidem kiemicitym kolony. Navic
jsou FAME tckavéjsi slouceniny nez samotné MK a snadnéji se odd€luji na zakladé
jejich teploty varu, ¢imz je umoznéna jejich spolehliva identifikace podle chemické
struktury. Esterifikace volnych mastnych kyselin a transesterifikace esterifikovanych
lipidd vétSinou probiha v jednostupiiové reakci za pfitomnosti kyselych katalyzatort
(provolné MK a esterifikované lipidy) nebo bazickych katalyzatora (pouze
pro esterifikované lipidy) a v nadbytku metanolové faze. Volba methyla¢ni metody je
zavisla na lipidovych ttidach pfitomnych ve vzorku a na povaze MK, tj. délce fetézce,
konfiguraci dvojné vazby a stupni nenasycenosti (Sehl A., 2018).

Analyza FAME vyzaduje vysoké chromatografické rozliSovani, zejména

pro stanoveni polohovych a geometrickych izomert nenasycenych mastnych kyselin
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vV komplexnich smésich. Pro splnéni téchto pozadavkil se obvykle pouzivaji polarni
stacionarni faze, jelikoz umoziuji rozdéleni podle nenasycenosti a poctu uhlikovych
atomu (Ruiz-Rodriguez A., 2010).

Velkym problémem u analyzy n-3 PUFA je, Ze PUFA jsou spiSe nestabilni, z toho
divodu nemtize byt provedena kalibrace pomoci kvantitativnich standardii. Proto
se vyuziva bud’ korekcnich faktori, nebo se dava piednost empirickym reakénim
faktorim, pfipadné je mozné vyuzit teoretické faktory odezvy. Z toho plyne i velky
diraz na volbu vhodného interniho standardu (IS), ktery zlepSuje jak piesnost, tak
spravnost analyzy PUFA. Pro analyzu naptiklad motskych olejii se vyuziva jako interni
standard C23:0 nebo pro analyzu methylesterd nenasycenych MK (C22) je vhodné
pouzit jako IS kyselinu heneikosanovou C21:0 (Schreiner M., 2005).

Pro stanoveni poméru koncentrace kyseliny eikosapentaenové a Kkyseliny
arachidonové byla vyvinuta metoda kapalinové chromatografie/elektrosprej ioniza¢né-
tandemové hmotnostni spektrometric (LC/ESI-MS/MS). Touto metodou jsou
analyzovany sliny, misto béZzn¢ analyzovaného séra ¢i plazmy. Na rozdil od séra je
jejich vyhodou neinvazivni a jednoduchy odbér a podobné jako v plazmé miize pomér
EPA/AA ukazovat na mozny vznik kardiovaskularni choroby. Detekce stop téchto dvou
kyselin v lidskych slinach touto metodou je umoznéno pouzitim derivatiza¢niho ¢inidla
1-[(4-dimethylaminofenyl)karbonyl]piperazinu (DAPPZ), nebot’ pouZzitim tohoto ¢inidla
je zvySena senzitivita ESI (Ogawa S., 2016).
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Popis vzorkii a jejich rozdéleni

K analyze bylo zpracovano 15 vzorkli od pacientli s diagnostikovanym diabetes
mellitus 2. typu a 17 vzorkll dobrovolnych darci nediabetikti odebranych v nemocnici
v Tiibingenu.

Centrifugaci vSech vzorkli plné krve byla ziskdna plazma, kterd byla odebrana
do zkumavek Eppendorf a poté byla uchovana pii -20 °C na Katedfe biologickych
a biochemickych véd Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice, do doby
nez doslo k analyze.

Pro dané vzorky byly také stanoveny koncentrace glykovaného hemoglobinu, podle
kterych byly rozdéleny do dvou skupin a to na Kontrolni skupinu a Diabetiky 2. typu
(viz Tabulka 4)

Tabulka 4 Rozdé€leni vzorki podle hladiny glykovaného hemoglobinu

Skupina Glykovany hemoglobin [%0]
Kontrolni skupina 45-58
Diabetici 2. typu 59-135

S pouzitim chromatografie na tenké vrstvé byly vzorky rozdéleny na 5 frakci (PL,
DAG, VMK, TAG, ECH) a po jejich nasledné derivatizaci na methylestery mastnych

kyselin nasledovalo stanoveni obsahu jednotlivych kyselin plynovou chromatografii.

2.2 Pristrojové vybaveni a pomtcky pro TLC a GC
e Automatické pipety — 100, 200, 500 a 1000 pl
e  Sklenéné pipety — 5 a 10 ml
e  Odmérné valce — 50 a 100 ml
e  Mikrozkumavky Eppendorf
e  Magneticka michadla
e Pasteurovy pipety

e Chromatografick4 vana
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Chromatografické vialky s pryzovym septem
o Typ: 5188-6599
o Vyrobce: Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara,
Kalifornie 95051, USA
Pyrexové zkumavky
o Typ: 1636/26MP, 761152 Culture Tube 16x100 SVL SCRE
o Vyrobce: Barloworld Scientific Group Limited, Stone, Staffs, Spojené
krélovstvi
Inserty do chromatografickych vialek
o Typ: 8010-0132
o Vyrobce: Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara,
Kalifornie 95051, USA
Centrifuga typ MPW-340
o Vyrobce: Mechanyka Precyzna, Polsko
o Distributor: Servis Unimed, Vestec 41, 252 42 Vestec u Prahy, CR
Ttepacka Vortex typ: REAX top
o Vyrobce: Heidolph instrumenst GmbH & Co. KG, Walpersdorfer Strasse
12,911 26 Schwabach, Némecko
Termoblok a odpafovaci zafizeni: Pierce Reacti. Therm Heating/Stirring
Module
o Typ: 18971 a 18821
o Vyrobce: THERMOSCIENCETIFIC, 28 Scheneck Parkway, Asheville,
Severni Karolina 28803, USA
Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A GC Systém
o Vyrobce: Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara,
Kalifornie 95051, USA
Kolona HP-88
o Typ: 100 m x 0,250 mm x 0,20 um, teplotni limit od 50 °C do 250 °C,
pro déleni methylestert mastnych kyselin
o Vyrobce: Agilent Technologies 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara,
Kalifornie 95051, USA
UV 240 lampa
o Vyrobce: A. Kriiss Optronic GmbH, Darmstadt, Némecko
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Stiikaci pistole Desaga chromatografie na tenké vrstveé

o Vyrobce: Desaga GmbH D-690 Heidelberg 1, Némecko

2.3 Chemikalie a dalsi material

a) Deproteina¢ni roztok

O

Isopropylalkohol, p.a.

o Baleni 1000 ml, obsah 99,8 %, hustota 780 kg/m3, M = 60,1 g/mol, &islo
Sarze: PP/2015/12107

o Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR

n-heptan, Cisty

o Baleni 1000 ml, hustota 680 kg/m3 M = 100,21 g/mol, ¢&islo 3arze:
PP/2010/14672

o Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR

Kyselina trihydrogenfosforecna, p.a.

o Baleni 1000 ml, obsah 85 %, hustota 1700 kg/m3, M = 98 g/mol, cislo
Sarze: 1801230113

o Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR

b) Mobilni faze pro TLC

n-hexan, p.a.

o Baleni 1000 ml, obsah 99 %, hustota 660 kg/m?, M = 86,18 g/mol, &islo
Sarze: PP/2014/05928

o Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR

Diethylether, p.a., nestabilizovany

o Baleni 1000 ml, obsah 99,7 %, hustota 714 kg/m3, M = 74,12 g/mol, ¢islo
Sarze: 2203060317

o Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR

Kyselina octova, Cista

o Baleni 1000 ml, obsah 99 %, hustota 1050 kg/m®, M = 60,05 g/mol, &islo
Sarze: 1907280714

o Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR
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d)

Detekéni ¢inidlo

2¢,7¢-dichlorfluorescein,
o Baleni 90%, pro TLC, M = 401,2 g/mol, ¢islo sarze: 319108554
o Vyrobce: Carl Roth GmbH + Co.KG, 76185 Karlsruhe, Némecko

Interni standard

O

Kyselina heneikosanova (C21:0)
o Vyrobce: SIGMA-ALDRICH Chemie Gmbh, Reidstrasse 2, 895 55

Steinheim, Némecko

Ostatni chemikalie

Acetylchlorid, Reagent Plus > 99%

o Baleni 500 ml, ¢islo Sarze: STBD5754V

o Vyrobce: SIGMA-ALDRICH Chemie Gmbh, Reidstrasse 2, 895 55
Steinheim, Némecko

Methylalkohol, p.a.

o Baleni 1000 ml, obsah 99,8 %, hustota 791 kg/m3, M = 32,04 g/mol, &islo
Sarze: 2209270917

o Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR

Toluen, p.a.

o Baleni 1000 ml, obsah 99 %, hustota 867 kg/m®, M = 138,21 g/mol, &islo
Sarze: PP/2017/09776

o Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR

Uhli¢itan draselny, bezvody

o Baleni 500g, M = 138, 21 g/mol, Cislo Sarze: PP/2013/12622

o Vyrobce: Lach-Ner, s.r.0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, CR

Chloroform, p.a.

o Baleni 1000 ml, obsah 99,8 %, hustota 1483 kg/m3, M = 119,38 g/mol,
¢islo Sarze: 1611101111

o Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR
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e Dichlormethan, p.a.
o Baleni 1000 ml, obsah 99,5 %, hustota 1330 kg/m?, M = 84,93 g/mol, &islo
Sarze: 2207100717
o Vyrobce: PENTA, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, CR
e Standard pro TLC: pool plazma

f) Tlakové lahve

e Dusik: N2 4.0, UN 1066

o Vyrobece: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, CR
e Helium: He 5.0, UN 1046

o Vyrobce: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, CR
e Vodik: H2 5.0 = 99, 999

o Vyrobce: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, CR
e Vzduch: O2 20 %, N2 80 %, UN 1956

o Vyrobce: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, CR

g) Chromatografické desky
e TLC Silica gel 60, 25 Glass plates 20x20 cm, baleni 25 kusu, ¢islo produktu
1.05721.001
o Vyrobce: Merck spol. s.r.o0., 642 71, Darmstadt, Némecko

2.4 Postup prace

2.4.1 Denaturace bilkovin a extrakce lipidi

Do zkumavek bylo napipetovano 500 pl vzorku plazmy (nebo standardu),
ke kterému byl dale nadavkovan deproteina¢ni roztok (2,5 ml), jenz byl pfipraven
smichanim 2-propanolu, n-heptanu a 2M kyseliny fosfore¢né v poméru 40:20:1.
Vznikla smés byla zamichana na vortexu a pak se ponechala stait 10 minut pfi
laboratorni teploté. Po ub&hnuti této doby byl pfidan 1 ml smési metanol-toluen
v poméru 1:4 a 1,5 ml destilované vody. Vznikld smés byla centrifugovana po dobu
deseti minut pifi 3000 otackach/min. Centrifugaci byla smés rozdélena na dvé faze, kde
horni organickéd faze byla odpipetovana do zkumavky a v digestofi byla pod dusikem

odpaiena do sucha.
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2.4.2 Chromatografie na tenké vrstvé
a) Ptiprava mobilni faze

Smichanim 40 ml diethyletheru, 160ml hexanu a 6 ml 96% kyseliny octové byla
ptfipraven sme¢s, ktera byla nasledné prelita do chromatografické vany, jez se ponechala

sytit parami mobilni faze po dobu 40 minut pted vloZenim chromatografické desky.

b) Piiprava chromatografické desky

Na TLC desky byly mékkou tuzkou vyznaceny jednotlivé drahy, start a ¢elo. Linie
startu byla umisténa 2,5 cm od spodniho okraje desky, ¢elo ve vzdalenosti 1 cm
od jejiho horniho okraje. Plocha byla nasledn¢ rozdélena do 6 drah o S$ifce 3 cm,

pficemz po obou okrajich desky byly vyznaceny 1 cm Siroké okraje.

€) Vlastni tenkovrstva chromatografie

K odparku bylo pfidano 75 pl smési chloroform-metanol v poméru 2:1. Tato smés
byla Pasteurovymi pipetami nanesena na startovni ¢aru chromatografické desky. Mezi
jednotlivymi nandSecimi kroky byl dostate¢ny casovy prostoj, aby doslo k odpateni
rozpoustédla. Pfi nandSeni bylo dbano na to, aby nebyl mechanicky poskozen
silikagelovy povrch desky. Takto pfipravena deska byla umisténa do chromatografické
vany a ponechala se vyvijet cca 60 minut, nez vzlinajici mobilni fdze dosédhla
oznaceného cela. Nasledné byla vyjmuta z vany a ususena pii pokojové teploté. Timto
bylo dosazeno rozdéleni ptitomnych lipidd do jednotlivych vrstev: fosfolipidy,

diacylglyceroly, volné mastné kyseliny, triacylglyceroly a estery cholesterolu.

d) Detekce rozdélenych vrstev

Jako detekéni ¢inidlo byl pouzit 2,7-dichlorfluorescein, jenz byl na desku
rovnomérné nanesen rozpraSovacem, ale pouze na pole se standardem. Ostatni pozice
se vzorky byly pted aplikaci detekéniho ¢inidla ochranény. Pro podrobnéjsi detekci

rozdélenych vrstev byla vyuzita UV lampa.

e) Izolace jednotlivych slozek

Pouzitim chromatografie na tenké vrstvé byly lipidy rozdéleny na 5 frakei
sefazenych dle vzristajiciho retenéniho faktoru, a to na fosfolipidy, diacylglyceroly,
volné mastné kyseliny, triacylglyceroly a estery cholesterolu. Dle standardu byly

jednotlivé frakce oznaceny mékkou tuzkou tak, Ze nad hornim i pod dolnim okrajem
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skvrny zbyvalo asi 0,5 cm. Takto ziskana jednotliva pole byla vyskrabana z TLC desky

do pfedem oznacenych pyrexovych zkumavek s uzavérem s teflonovym tésnénim.

2.4.3 Plynova chromatografie
a) Derivatizace — pfevedeni na methylestery

Do pyrexovych zkumavek, ve kterych byly vyskrabané lipidové frakce, byl
napipetovan 1 ml roztoku interniho standardu (C21:0) o koncentraci 9 ug/ml a 1 ml
smési metanol-toluen v poméru 1:4. Nasledné bylo do zkumavek vlozeno magnetické
michadlo a napipetovano 200 pl acetylchloridu, jenz zde slouzi jako katalyzator reakce.
Timto zpusobem piipravené zkumavky byly uzavieny vickem s teflonovym tésnénim,
umistény do termobloku vyhiatého na 100 °C spole¢né se zapnutym magnetickym
michanim, kde byly ponechany jednu hodinu.

Po ukonceni esterifikacni reakce se zkumavky ponechaly vystydnout na laboratorni
teplotu a poté do nich bylo piidano 5 ml 6% vodného roztoku K>COg, ktery byl pouzit
pro neutralizaci reakce. Nasledné byla smés 2 minuty intenzivné tfepana
a centrifugovana 10 minut pti 3000 otackdch/min. Tim se smés rozdélila na dvé vrstvy,
pfi¢emz horni organicka vrstva byla odpipetovana do ¢isté zkumavky a odpatfena pod
dusikem v digestoii do sucha. Pak bylo pfidano 100 ul dichlormethanu, promichano
na vortexu a veskery roztok, ktery obsahoval zakoncentrované methylestery mastnych
kyselin, byl piepipetovan do chromatografickych vialek s insertem a uzavien vickem
S pryzovym septem. Takto pfipravené vzorky byly uschovany v mrazdku do doby jejich

zméteni na plynovém chromatografu.

b) Vlastni plynova chromatografie

Uzaviené vialky obsahujici pfipravené vzorky byly naskladany do karuselu
a po naprogramovani dané sady vzorkd byl plynovy chromatograf Agilent Technologies
7890A uveden do chodu. Dle typu vzorku byl zvolen jiz optimalizovany teplotni
program na kolon¢, kdy teplota nastiiku byla 230 °C a teplota FID detektoru byla
250 °C.
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€) Vyhodnoceni vysledka

Pro identifikaci jednotlivych pikii mastnych kyselin byly pouzity elu¢ni casy
ziskané ze zmeéfeni standardniho roztoku mastnych kyselin. VSechny analyzy byly
provadény s pouzitim interniho standardu.

Ziskané chromatogramy byly nésledn¢ integrovany v programu GC ChemStation
B04.03 a ziskana data byla dale statisticky zpracovana v softwaru MS Excel 2013,
Statistica 12.
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3 Vysledky

3.1 Plynova chromatografie

Plynovou chromatografii byla provedena analyza 32 vzorki plazmy.
Po zintegrovani ploch pikt pfisluSnych kyselin byl proveden piepocet, ¢imz byly
ziskany koncentrace jednotlivych MK. Ziskané koncentrace mastnych kyselin v danych
lipidovych frakci byly dale pouzity pro vypocet aktivit enzymi A9-desaturazy,
A5-desaturazy a A6-desaturazy a nasledné statisticky zpracovany v programu Statistica
12 a Microsoft Office Excel 2013.

Pro nasledujici statistické analyzy bylo ze vSech mastnych kyselin v lidském téle
vybrano pouze 11 kyselin (viz Tabulka 5), které by mohly mit statisticky vyznam

vzhledem k onemocnéni DM 2. typu.

Tabulka 5 Pouzité mastné kyseliny pro statistickou analyzu

Nazev Kkyseliny Zkratka kyseliny
Palmitova k. C16:0
Stearova k. C18:.0
Olejova k. C18:1-N9-cis
Linolova k. C18:2-N6 cis
y-Linolenova k. C18:3-N6
a-Linolenova k. C18:3-N3
cis-11,14-Eikosadienova K. C20:2-N6
cis-8,11,14-Eikosatrienova k. C20:3-N6
Arachidonova k. C20:4-N6
Eikosapentaenova k. C20:5-N3
Dokosahexaenova k. C22:6-N3

3.1.1 2D grafy — obsah jednotlivych mastnych kyselin v zavislosti
na onemocnéni
Nize uvedené grafy byly vyhotoveny v programu Microsoft Office Excel 2013.
V danych grafech je pozorovana zavislost primérné koncentrace EFA v jednotlivych
lipidovych tfidach v zavislosti na onemocnéni diabetes mellitus typu 2. Jednotlivé
vzorky byly rozdéleny podle hodnoty glykovaného hemoglobinu na diabetiky 2. typu
a kontrolni skupinu (viz Tabulka 4).
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3.1.1.1 Fosfolipidy

V nasledujicich Grafech 1 a 2 je patrny mirny nartst koncentrace vSech
sledovanych mastnych kyselin u diabetikl 2. typu oproti kontrolni skupiné. Vyjimkou je
kyselina dokosahexaenova a kyselina eikosadienova, ktera ma naopak vétsi zastoupeni

u kontrolni skupiny.
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Graf 1 Zavislost praimérné koncentrace MK na onemocnéni DM ve PL
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Graf 2 Zavislost praimérné koncentrace MK na onemocnéni DM ve PL

50



3.1.1.2 Diacylglyceroly

V nize uvedeném Grafu 3 je u diabetiki zfejmé zvySeni koncentrace kyseliny
olejové oproti kontrolni skupiné. Ostatni kyseliny jsou naopak u diabetiki mirné
snizeny. Z Grafu 4 pak mizeme pozorovat zvySenou koncentraci kyseliny
dokosahexaenové u kontrolni skupiny oproti diabetikiim. Naopak je tomu u kyselin
eikosapentaenové a y-linolenové, které jsou zvySeny u diabetikii typu 2 v porovnani
s kontrolni skupinou. U zbylych kyselin jsou pouze nepatrné rozdily v koncentracich

mezi jednotlivymi skupinami.
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Graf 3 Zavislost pramérné koncentrace MK na onemocnéni DM v DAG
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Graf 4 Zavislost primérné koncentrace MK na onemocnéni DM v DAG
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3.1.1.3 Volné mastné kyseliny

Z Grafu 5 a Grafu 6 je patrné, Ze vSechny sledované kyseliny jsou zastoupeny
Vv mens$im mnozstvi u diabetikli oproti kontrolni skupiné. Jedinou vyjimkou je kyselina
arachidonova, ktera ma vysSi koncentraci u diabetikli, nicméné dany rozdil je
minimélni. Pouze velmi malé rozdily koncentraci jsou také u kyseliny stearové,

v-linolenové a eikosapentaecnové.
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Graf 6 Zavislost pramérné koncentrace MK na onemocnéni DM ve VMK
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3.1.1.4 Triacylglyceroly

Z nasledujicich Grafti 7 a 8 je zfejmé riiznorodé zastoupeni jednotlivych kyselin
Vv zavislosti na onemocnéni, kdy nejvétsi rozdily jsou u kyseliny palmitové, olejové,
y-linolenové a a-linolenové, jejichz koncentrace jsou zvySeny u diabetikii. Ostatni
kyseliny vykazuji pouze nepatrné rozdily v jejich koncentracich V zavislosti

na onemocnéni diabetes mellitus.
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Graf 7 Zavislost primérné koncentrace MK na onemocnéni DM v TAG
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Graf 8 Zavislost primérné koncentrace MK na onemocnéni DM v TAG

53



3.1.1.5 Estery cholesterolu

Z Grafu 9 a Grafu 10 je patrné, Ze ve v lipidové frakci ECH je nejvice zastoupena
kyselina linolova, jejiz koncentrace je navic zvySena u diabetikli oproti kontrolni
skupiné. Ostatni sledované kyseliny vykazuji velmi riiznorodé a daleko nizsi
koncentrace v zavislosti naonemocnéni diabetes mellitus typu 2. Dale muzeme
pozorovat, ze vSechny kyseliny fady n-3 jsou zvySeny u diabetikii ve srovnani

s kontrolni skupinou.
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Graf 9 Zavislost primérné koncentrace MK na onemocnéni DM v ECH
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Graf 10 Zavislost primérné koncentrace MK na onemocnéni DM v ECH
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3.1.2 Aktivita A9-desaturazy, AS-desaturazy a A6-desaturazy V lipidovych
frakcich v zavislosti na onemocnéni

Nize uvedené grafy byly zpracovany v MS Excel 2013. Je v nich pozorovana

aktivita desaturaz v jednotlivych lipidovych frakcich v zavislosti na onemocnéni DM 2.

typu.

3.1.2.1 A9-desaturaza
Aktivita A9-desaturazy je znazornéna v Grafu 6, ze kterého je patrny vzrustajici
trend jeji aktivity v jednotlivych lipidovych tiidach. Nejnizsi aktivita je u fosfolipida
a postupné vzrista pfes VMK, TAG az k esterim cholesterolu, u kterych jeji aktivita
nejvyssi jak u diabetikt, tak kontrolni skupiny. Ve frakci DAG je zvySena aktivita
u diabetikti vzhledem ke kontrolni skupiné. Ve frakcich VMK a TAG je naopak jeji
aktivita u diabetikt sniZzena a u zbylych dvou lipidovych tid jsou aktivity téméf shodné.
m Kontrolni skupina  m Diabetici 2. typu
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0

4,0
00 (="
PL DAG VMK

Graf 11 Pramérna aktivita A9-desaturazy ve vSech lipidovych frakcich

TAG ECH

3.1.2.2 A5-desaturaza
V dale uvedeném Grafu 7 je sledovana aktivita enzymu A5-desaturazy. Z grafu je
patrné snizeni jeji aktivity U diabetikii ve srovnani s kontrolni skupinou ve vSech

lipidovych frakcich.
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Graf 12 Praimérna aktivita A5-desaturazy ve vSech lipidovych frakcich
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3.1.2.3 A6-desaturaza

V nésledujicim Grafu 8 je patrné zvySeni aktivity A6-desaturazy u diabetikl
ve frakci fosfolipidi a diacylglycerolt. V téchto dvou frakcich je jeji aktivita zaroven
nékolikandsobné¢ vyssi nez Vv ostatnich lipidovych tiidach. ZvySeni jeji aktivity
u diabetiki mtizeme také pozorovat ve frakci TAG. Ve volnych mastnych kyselinach

a esterech cholesterolu je vSak jeji aktivita pfiblizné€ stejna u obou skupin.
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Graf 13 Pramérna aktivita A6-desaturazy ve vSech lipidovych frakcich
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3.1.3 Srovnani obsahu mastnych kyselin fady n-3 a n-6 u kontrolni skupiny

a diabetiki 2. typu
V Grafu 9 je sledovana suma pramérnych koncentraci n-3 a n-6 mastnych kyselin
V jednotlivych lipidovych frakcich v zavislosti na onemocnéni diabetes mellitus 2. typu.
Z grafu je patrné, Ze ve vSech tfidach je zvySeny obsah n-6 mastnych kyselin oproti
kyselinam n-3. Dale mizeme u diabetikii ve srovnani s kontrolni skupinou pozorovat
zvySenou koncentraci kyselin fady n-3 i n-6 ve vsSech frakcich lipidi kromé& volnych

mastnych kyselin a kyselin n-6 ve frakci DAG.
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Graf 14 Celkova koncentrace sledovanych n-3 a n-6 EFA v jednotlivych lipidovych frakcich (*DAG n-3
— puvodni koncentrace krat 10)

3.14 Bodové grafy — zavislost esencialnich mastnych kyselin
na glykovaném hemoglobinu

V nésledujicich grafech je vynesena zavislost a sledovan trend jednotlivych

mastnych kyselin na glykovaném hemoglobinu (HbAlc). Tyto grafy byly zpracovany

v programu Statistica 12. Z mnoha grafi byly vybrany pouze ty, které vykazovaly

urcitou statistickou vyznamnost.
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3.1.4.1 Diacylglycerol
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Graf 15 Bodovy graf kyseliny eikosadienové v zavislosti na HbAlc ve frakci DAG

3.1.4.2 Volné mastné kyseliny
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Graf 16 Bodovy graf kyseliny eikosadienové v zavislosti na HbAlc ve frakci VMK
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3.1.4.3 Estery cholesterolu
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Graf 17 Bodovy graf kyseliny eikosadienové v zavislosti na HbAlc ve frakci ECH

3.1.5 Rozdily koncentraci EFA u jednotlivych skupin

Rozdilny obsah jednotlivych sledovanych mastnych kyselin byl zkouman pomoci
t-testu v programu Statistica. U kazdé kyseliny byly sledovany rozdily koncentraci
mezi kontrolni skupinou a skupinou diabetikti 2. typu pro kazdou lipidovou frakci
zvlast. Statistickd vyznamnost je dana hodnotou p, jeZ byla pocitdna na hladiné
vyznamnosti a < 0,0500.

V Tabulce 6 je patrny pouze jeden statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni
skupinou a diabetiky 2. typu v lipidové tfidé fosfolipidii a to u kyseliny y-linolenové
(C18:3-N6). Dale ve frakci diacylglycerou (viz Tabulka 7) je patrny vyznamny rozdil
u kyseliny eikosapentaenové (C20:5-N3).
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Tabulka 6 Vysledkova tabulka t-testu pro frakei fosfolipidi

Kyselina Pramér c Pramér ¢ ) Zivér
[ng/ml] K [ng/mi] D
C16:0 77,310 77,826 0,9482 -
C18:0 39,727 43,202 0,3730 -
C18:1-N9-cis 31,683 31,887 0,9537 -
C18:2-N6 cis 52,299 54,161 0,7774 -
C18:3-N6 0,349 0,833 0,0001 Vyznamny
C18:3-N3 0,493 0,548 0,6556 -
C20:2-N6 1,076 1,030 0,6494 -
C20:3-N6 6,002 7,386 0,1940 -
C20:4-N6 26,662 30,688 0,1757 -
C20:5-N3 1,586 2,159 0,1454 -
C22:6-N3 10,524 10,069 0,7547 -
(K — kontrolni skupina. D — diabetici 2. typu)
Tabulka 7 Vysledkova tabulka t-testu pro frakei diacylglyceroli
Kyselina Priamér ¢ Pramér c ) Zivér
[ng/ml] K [ng/ml] D
C16:0 6,428 5,949 0,5826 -
C18:0 4,670 3,992 0,2673 -
C18:1-N9-cis 6,087 6,933 0,4577 -
C18:2-N6 cis 2,413 2,291 0,8000 -
C18:3-N6 0,084 0,113 0,2305 -
C18:3-N3 0,153 0,246 0,0988 -
C20:2-N6 0,160 0,167 0,6939 -
C20:3-N6 0,120 0,125 0,8303 -
C20:4-N6 1,821 1,451 0,0509 -
C20:5-N3 0,061 0,155 0,0256 Vyznamny
C22:6-N3 0,212 0,174 0,3144 -

(K — kontrolni skupina, D — diabetici 2. typu)
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Z nasledujicich dvou tabulek (Tabulka 8 a Tabulka 9) je patrné, Ze statisticka
analyza t-test neodhalila Zadné vyznamné rozdily v obsahu mastnych kyselin
u diabetikl 2. typu a kontrolni skupiny, jak ve frakci volnych mastnych kyselin, tak

i ve frakci triacylglycerolu

Tabulka 8 Vysledkova tabulka t-testu pro frakci volnych mastnych kyselin

Kyselina Pramér c Primér ¢ 0 Zivér
[ng/ml] K [ng/ml] D
C16:0 20,822 19,841 0,7344 -
C18:0 9,490 9,212 0,7821 -
C18:1-N9-cis 24,499 21,148 0,4179 -
C18:2-N6 cis 10,064 8,630 0,3707 -
C18:3-N6 0,129 0,122 0,8801 -
C18:3-N3 0,682 0,590 0,6953 -
C20:2-N6 0,235 0,193 0,2477 -
C20:3-N6 0,097 0,083 0,4662 -
C20:4-N6 1,383 1,437 0,7272 -
C20:5-N3 0,188 0,187 0,9836 -
C22:6-N3 0,598 0,510 0,4768 -

(K — kontrolni skupina, D — diabetici 2. typu)

Tabulka 9 Vysledkova tabulka t-testu pro frakei triacylglycerolt

Kyselina Pramér c Prumér c ) Zivér
[ng/ml] K [ng/ml] D
C16:0 61,664 77,958 0,4943 -
C18:0 11,494 14,117 0,3317 -
C18:1-N9-cis 101,776 114,753 0,7359 -
C18:2-N6 cis 36,114 37,259 0,9322 -
C18:3-N6 0,329 0,969 0,1176 -
C18:3-N3 1,985 3,533 0,4928 -
C20:2-N6 0,479 0,440 0,7229 -
C20:3-N6 0,275 0,457 0,1864 -
C20:4-N6 4,788 3,954 0,4323 -
C20:5-N3 0,386 0,415 0,8817 -
C22:6-N3 0,944 0,880 0,8389 -

(K — kontrolni skupina, D — diabetici 2. typu)
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V nize uvedené Tabulce 10 jsou uvedeny rozdily koncentraci mastnych kyselin
mezi sledovanymi skupinami ve frakci esterti cholesterolu. V této lipidové tfidé vysel
pro Ctyfi mastné kyseliny statisticky vyznamny rozdil v jejich koncentracich
u sledovanych skupin. Jedna se o kyseliny: y-linolenovou, eikosadienovou,

eikosatrienovou a eikosapentaenovou.

Tabulka 10 Vysledkova tabulka t-testu pro frakei esterii cholesterolu

Kyselina Primér ¢ Pramér c ) Zivér
[ng/ml] K [ng/ml] D

C16:0 32,281 32,683 0,9067 -
C18:0 5111 5,331 0,8045 -
C18:1-N9-cis 59,289 57,075 0,7670 -
C18:2-N6 cis 117,286 131,395 0,3659 -
C18:3-N6 0,345 0,952 0,0011 Vyznamny
C18:3-N3 1,274 1,665 0,1616 -
C20:2-N6 0,210 0,154 0,0434 Vyznamny
C20:3-N6 0,506 0,850 0,0006 Vyznamny
C20:4-N6 16,298 19,417 0,2680 -
C20:5-N3 1,220 2,038 0,0290 Vyznamny
C22:6-N3 4,897 5,533 0,5866 -

(K — kontrolni skupina, D — diabetici 2. typu)
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4 Diskuze

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, jestli u pacientii s onemocnénim diabetes
mellitus 2. typu dochazi ke zméndm v zastoupeni esencidlnich mastnych kyselin a zda
mohou byt pfipadné zmény vyzity k véasné diagnostice tohoto onemocnéni. Dale byla
zkoumana aktivita enzymil desaturaz, jez byla nasledn¢ porovnana s kontrolni skupinou.
U danych zmén byla sledovana jejich zavislost na glykovaném hemoglobinu.

V soucasné dobé se pro diagnostiku onemocnéni diabetes mellitus vyuziva
vySetieni hladiny glukosy v Krvi. Screening u nerizikovych osob probiha jednou za dva
roky, pficemz se méii hladina glykémie. U osob, které maji zvySené riziko vyskytu
tohoto onemocnéni, probihd vySetfeni jednou do roka. Jedna se o osoby, které maji
diabetes v rodinné anamnéze, v€k nad 40 let, trpi obezitou, arterialni hypertenzi,
dyslipidémii nebo se u nich vyskytuje porucha v glukosové toleranci. Onemocnéni
diabetes mellitus je diagnostikovdno pii vyskytu klinickych symptomi, které jsou
doprovazeny nahodnou glykémii vy$si nez 11 mmol/l a naslednou hladinou glukosy
méfenou na lacno vyssi nez 7 mmol/l. Potvrzeni diagnozy je provedeno opakovanym
vySetfenim hladiny glukosy v krvi nala¢no, kterd musi byt vyssi nez 7 mmol/l. Pokud se
hodnota glykémie nachézi mezi 5,6 — 6,99 mmol/l pouziva se pro diagnostiku DM
OGTT — oralni glukosovy toleranéni test (Seino Y., 2010).

Diabetes mellitus 2. typu je jednim z projevii metabolického syndromu, jenz je dale
spojen s hypertenzi, dyslipidémii a centralni obezitou, coz ma za nasledek i zvySeni
kardiovaskularniho rizika (Pelikanova T., 2011). Existuje proto realna potieba zlepSeni
diagnostickych postupti a metod, pomoci kterych by byl diabetes mellitus vcas
diagnostikovan. Soucasna diagnostika DM je relativné pozdni, protoZe zvysena hladina
glykémie, glykovaného hemoglobinu a dyslipidémie vznikaji v disledku déletrvajicich
enzymovych poruch a pocinajici inzulinové rezistence.

Polynenasycené mastné kyseliny vznikaji v lidském téle za ucasti AS
a A6-desaturdz. Pro tvorbu polynenasycenych MK fady n-3 je vychozi latkou
a-linolenova kyselina, ze které naslednym piasobenim A6-desaturazy, elongazy
a A5-desaturazy vznikd kyselina eikosapentaenova (EPA). Ta je prekurzorem
A5-desaturazy (Graf 12) v jednotlivych lipidovych tfidach je patrné snizeni jeji aktivity
ve vSech lipidovych frakcich u diabetikll 2. typu. Tento pokles jeji aktivity je velmi

vyznamny ve frakci diacylglycerolii, které vznikaji Vv enterocytech tenkého stieva
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a ve frakcich triacylglyceroll a esterti cholesterold, které vznikaji v jatrech. Tento nalez
je diagnosticky vyznamny, protoze charakterizuje organy postizené diabetem
ato v pocatku jejich postizeni. Pokles aktivity A5-desaturdzy je snadno méfitelny a pro
dalsi diagnostické vyuziti bude nutné prostudovat pribéh této zmény v zavislosti
na Case u potencialné ohrozené populace.

Naproti tomu aktivita A6-desaturazy je zvySena ve vSech lipidovych tiidach
u diabetikti 2. typu oproti kontrolni skupiné (Graf 13). Dale muZeme pozorovat
i zvySenou koncentraci kyseliny y-linolenové (viz Grafy 1 — 10) ve vSech lipidovych
frakcich mimo frakce VMK. Nase vysledky jsou rovnéz v souladu s literaturou (Yary T.,
2017), ktera popisuje vzrist aktivity A6-desaturazy s progresi metabolického syndromu.
Diagnostick¢ vyuziti aktivity A6-desaturdzy je Vtéto literatufe doporucovano.
Domnivame se, ze bude nutné provedeni dalSich Casovych studii jeji aktivity jako
u A5-desaturazy.

EFA jsou prekurzory rozsédhlé fady bioaktivnich mediatort, které maji ucinek
na velkou skupinu organovych receptorii. Jsou schopny ovliviiovat fyziologické
pochody Vv lidském organismu a to prostfednictvim z nich tvofenych prostaglandint,
eikosanoidu, leukotrienti a tromboxant. U nadmérného ptisobeni mediatortt z PUFA n-6
mize dochéazet ke zvySenému riziku vzniku tromboz, aterosklerdzy a infarktu (Lands
B., 2012). Naopak polynenasycené MK fady n-3 maji pozitivni G¢inky na metabolismus
glukosy a lipidd. Svymi G¢inky snizuji hladiny triacylglycerold, zvySuji koncentrace
HDL cholesterolu v plazmé, dale mohou redukovat krevni tlak a vylepSovat inzulinovou
senzitivitu. Avsak pfi pfijmu potravy je dulezitéjsi pomér n-3 a n-6 EFA nez absolutni
koncentrace esencialnich kyselin fady n-3 (Wang Y., 2015).

Z Grafu 14 je zifejmé zvySeni koncentrace Nn-6 mastnych kyselin ve vSech
lipidovych frakcich oproti n-3 kyselinam. PUFA fady n-6 jsou také ve vét$i mife
zastoupeny u diabetikd v porovnani s kontrolni skupinou ve frakcich ECH, TAG a PL.
Toto zjisténi je v souladu s vyskytem zdravotnich komplikaci, které doprovazeji
onemocnéni diabetes mellitus 2. typu. Esencialni mastné kyseliny fady n-6 jsou
transformovany na skupinu zanétlivych eikosanoidli (napf. tromboxan A2) a hraji tak
vyznamnou roli pfi neinfekénim zanétu doprovazejici toto onemocnéni (Takahashi M.,
2017).

Velké rozdily v koncentracich jednotlivych sledovanych mastnych kyselin
Vv zavislosti na onemocnéni DM 2. typu jsou patrné¢ v Grafech 1 — 10. Tyto rozdily

mohou byt zplsobeny hlavné rliznym zastoupenim jednotlivych EFA ve stravé
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zkoumanych jedinct. Koncentrace esencidlnich mastnych kyselin v potravindch se rizni
v zavislosti na druhu potraviny. Hlavnim zdrojem n-6 EFA je slunecnicovy olej,
v nizSich koncentracich se pak nachdzeji v oleji ze sezamovych seminek, vlaSskych
ofechli a pSeni¢nych klicki. Naopak mezi vyznamné zdroje n-3 EFA patii Inéné
seminko a so6ja. Dale se ve vysokych koncentracich vyskytuji v rybach, jako je losos,
makrela a tundk (Tvrzicka E., 2011). Je znamo, Ze tyto kvalitni potraviny s vySSim
obsahem n-3 EFA jsou drahé a nasSi obcané starSiho véku si je vétSinou nekupuji. Proto
je incidence diabetu u nasi starSi populace vysoka a vyvolava vysoké naklady na 1é¢bu
a farmakoterapii placené statem.

faktory pro etiologii a patofyziologii DM 2. typu. Bylo jiz prokazano, ze obezita
koreluje s vyskytem diabetes mellitus. Dal$imi rizikovymi faktory je inzulinova
rezistence aselhani B-bunék pankreatu, které rovnéz koreluji s obezitou. Pouzitim
instrumentalni techniky GCxGC-TOF-MS byly nalezeny potencialni biomarkery, které
signalizuji hyperglykemii a deregulaci metabolismu mastnych kyselin u obéznich
diabetiki. Jedna se o kyselinu palmitovou, kyselinu linolovou, kyselinu
2-hydroxyisomaselnou a glukosu. I tyto biomarkery mohou byt vyuzity pii diagnoze,
nebo studiu diabetes mellitu 2. typu (Li X., 2009).

Nase ziskané vysledky statistické analyzy (viz Tabulky 6 — 10) neprokazaly
statistickou vyznamnost zmén koncentraci vySe uvedenych kyselin. Naproti tomu byla
zjisténa statisticka vyznamnost u kyseliny y-linolenové (C18:3-N6) ve frakci fosfolipidt
a ester cholesterolu. Jako dalsi mizeme zminit kyselinu eikosapentaenovou
(C20:5-N3), ktera vysla statisticky vyznamna ve frakci diacylglyceroli a estert
cholesterolu. Dale vysly statisticky vyznamné kyseliny eikosadienova (C20:2-N6)
a eikosatrienova (C20:3-N6), a to ve frakci ECH. U vSech zminénych kyselin (kromé
kyseliny eikosadienové) byly jejich koncentrace u diabetikil 2. typu zvySené ve srovnani
S kontrolni skupinou. Jejich vyuziti pro v€asnou diagnostiku onemocnéni diabetes
mellitus 2. typu je proto rovnéz mozné.

Tento nalez je novy a doposud nebyl v odborné literatuie popsan ani diskutovan.
Z tohoto divodu bude nezbytné provést jeho ovéfeni na vétSim souboru vzorkd.
Soucasné bude nutné zohlednit v€k pacientli a diagnosticky vyuZit i zmény aktivit
desaturdz. Vzhledem k tomu, Ze statisticky vyznamné zavislosti byly nalezeny pouze
u esencialnich polynenasycenych mastnych kyselin, bude také nutné pii dalSim

vyzkumu sjednotit a normovat sloZeni potravy jak u diabetikt, tak i u kontrolni skupiny.
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S5 Zavér

V této diplomové praci bylo analyzovano celkem 32 vzorki plazmy, jez byly podle
hodnot glykovaného hemoglobinu rozdéleny do dvou skupin na kontrolni skupinu o 17
vzorcich a diabetiky 2. typu o 15 vzorcich. VSechny vzorky byly pfed analyzou
zpracovany jednotnym zpusobem. Tenkovrstvou chromatografii byl nejdiive kazdy
vzorek rozdélen do 5 lipidovych tfid. Nasledn¢ byla provedena jejich derivatizace
a ve form¢ methylesterti byly analyzovany plynovou chromatografii. Tim byly ziskany
udaje o obsahu polynenasycenych mastnych kyselin v jednotlivych lipidovych frakcich.

Ziskana data obsahujici koncentrace danych mastnych kyselin byla zpracovana
v programu Microsoft Excel 2013 a navic podrobena statistické analyze v programu
Statistica 12. Statistickou analyzou byly zkoumany korelace, které by mohly objevit
nové markery pro diagnostiku diabetes mellitu 2. typu, pfipadné ptfinést nové poznatky
tykajici se tohoto onemocnéni.

U sledovanych vzorkt byly prokazany pomérné znac¢né rozdily v koncentracich
mastnych kyselin v zavislosti na onemocnéni, coz je dano rozdilnym slozenim stravy
zkoumanych jedinci. Dale byla zjisténa snizena aktivita AS-desaturazy ve vsech
lipidovych tfidach u diabetiki 2. typu. Tento nélez je diagnosticky vyznamny, jelikoz
charakterizuje organy postizené diabetem a to v pocatku jejich postizeni. Naproti tomu
byla u diabetikii zjiSténa zvysena aktivita A6-desaturazy ve vSech lipidovych frakcich,
coz ukazuje na progresi metabolického syndromu. Nicméné pro dalsi diagnostické
vyuziti bude nutné prostudovat jejich zmény v zavislosti na ¢ase. Statistickou analyzou
byly odhaleny ¢tyii PUFA, které by se daly vyuzit pro v¢asnou diagnostiku diabetu.
Tento nalez je ovSem novy a doposud nebyl v odborné literatufe popsan ani diskutovan.
Proto jej bude nutné ovéfit na vétsim souboru jedincd, u kterého bude tfeba zohlednit

a normovat sloZeni potravy.
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7 Ptilohy

Tabulka 11 Biochemické parametry — diabetici 2. typu

Cislo vzorku HbAlc HbAlc - Cholesterol HDL LDL TAG
[mmol/l] [%] [mg/di] [mg/di] [mg/di] [mg/dl]
1 45 6,2 65 255 36 89 834
2 78 9,3 49 156 43 99 145
3 124 13,5 40 144 48 87 65
4 43 6,1 34 198 88 93 87
5 70 8,6 54 211 62 149 70
6 76 9,1 20 153 48 100 88
7 41 59 46 173 42 118 80
8 51 6,8 45 270 59 207 144
9 47 6,5 69 176 103 57 47
10 41 5,9 57 250 95 136 108
11 57 7,4 79 136 30 67 403
12 42 6,0 56 137 35 75 134
13 45 6,2 73 187 57 114 119
14 61 17,7 75 165 65 44 113
15 45 6,3 21 165 56 97 97
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Tabulka 12 Biochemické parametry — kontrolni skupina

Cislo vzorku HbAlc HbAlc ek Cholesterol HDL LDL TAG
[mmol/l] [%] [mg/di] [mg/di] [mg/di] [mg/dl]
1 26 4,5 58 270 19 80 104
2 29 4,8 45 201 39 145 108
3 31 5,0 54 307 64 174 318
4 29 4,8 55 185 55 97 74
5 38 5,6 52 234 40 172 197
6 35 54 56 198 95 88 66
7 38 5,7 95 252 73 157 84
8 34 53 43 167 51 103 65
9 35 53 22 175 64 105 160
10 34 53 34 169 89 72 72
11 40 5,8 75 311 71 213 101
12 40 5,8 83 207 55 133 174
13 36 5,5 38 222 55 162 157
14 30 49 52 167 61 101 42
15 40 5,8 46 262 36 138 355
16 31 5,0 35 299 86 201 171
17 36 5,4 52 162 43 99 132
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Tabulka 13 Koncentrace MK ve fosfolipidech — kontrolni skupina

Kyselina Zkratka L 2 3 4 ° ° ! 8 ) 10
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Myristova k. C14:0 1,659 0,328 0,982 1,246 0,973 0,910 1,019 0,529 0,624 1,092
Pentadekanova k. C15:0 0,720 0,212 0,767 0,617 0,284 0,571 0,785 0,304 0,398 0,610
Palmitova k. C16:0 85,683 62,532 108,186 80,727 93,960 85,909 85,935 43580 73,401 83,528
Palmitoolejova k. C16:1-cis 2,950 0,467 1,209 1,908 2,439 2,599 1,633 0,191 0,622 0,596
Heptadekanova k. C17:0 1,380 0,795 2,020 1,583 1,185 1,419 1,529 0,737 1,198 0,999
Stearova k. C18:0 41,379 29,694 49,319 48,144 50,699 41,853 44,021 22,468 41,244 30,893
Elaidova k. C18:1-N9-trans 1,400 0,659 0,884 2,235 1,627 0,563 0,535 0,353 0,931 0,737
Olejova k. C18:1-N9-cis 50,693 20,230 35,583 37,307 44,180 36,440 35615 11498 34,782 27,090
Linolova k. C18:2-N6-cis 62,577 34,676 67,095 56,216 69,159 60,539 66,599 24,133 41,364 46,824
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,009 0,007 0,009 0,018 0,008 0,015 0,020 0,396 0,563 0,489
Arachova k. C20:0 1,049 1,328 2,031 1,507 1,374 1,580 1,640 0,440 0,751 0,668
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,878 0,600 0,526 0,661 1,085 0,458 0,586 0,139 0,376 0,318
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,994 0,097 0,136 0,803 0,553 0,530 0,552 0,323 0,482 0,396
Eikosadienova k. C20:2-N6 1,286 0,764 1,166 1,297 1,486 1,062 1,022 0,611 0,993 1,084
Eikosatrienova k. C20:3-N6 2,198 2,213 2,874 2,720 3,283 4,294 2,806 3,785 8,684 9,838
Behenova k. C22:0 4,946 5,523 10,643 8,152 11,511 9,595 13,371 3,851 7,903 7,561
Arachidonova k. C20:4-N6 21,435 25358 36,410 21,511 30,985 22,232 29,928 18,602 22,057 29,707
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 1,816 0,306 2425 0,891 3438 2278 2,099 1,481 2,311 1,382
Nervonova k. C24:1-N9 12,699 12,509 14,369 10,241 12,061 14,183 10,564 6,583 7,193 7,695
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 7,787 6,614 13,294 4,694 8,111 7,436 13,780 13,392 13,436 14,139
Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 1,234 0,686 0,727 0,780 0,878 0,877 0,815 0,515 0,849 0,883
AS5-desaturdza 20:4-N6/20:3-N6 9,832 11,554 12,774 7,974 9,517 5,220 10,752 4,955 2,561 3,045
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 1,243 5,829 3,913 4,420 4,336 6,480 3,849 14,327 19,176 19,191
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Tabulka 14 Koncentrace MK ve fosfolipidech — kontrolni skupina

Kyselina Zkratka 11 12 13 14 15 16 17
pg/ml ug/ml ug/ml ug/ml pg/ml pg/ml ug/ml
Myristova k. C14:0 0,864 0,662 0,935 0,459 0,782 1,039 0,257
Pentadekanova k. C15:0 0,585 0,422 0,592 0,332 0,454 0,534 0,173
Palmitova k. C16:0 64,397 69,605 91,348 50,111 74,895 121,641 38,839
Palmitolejova k. C16:1-cis 0,399 0,951 0,764 0,217 0,347 0,332 0,220
Heptadekanova k. C17:0 1,199 1,184 1,197 0,839 1,619 1,266 0,665
Stearova k. C18:0 39,600 38,226 36,881 29,964 56,259 47,179 27,543
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,880 0,852 1,100 0,742 0,801 0,914 0,911
Olejova k. C18:1-N9-cis 27,002 28,091 34,819 22,171 37,949 39,540 15,628
Linolova k. C18:2-N6-cis 61,978 47,214 46,196 43,992 66,110 71,655 22,759
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,493 0,603 0,955 0,379 0,598 0,873 0,489
Arachova k. C20:0 0,661 0,799 0,962 0,605 0,836 1,152 0,699
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,418 0,422 0,421 0,359 0,703 0,328 0,105
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,536 0,757 1,071 0,552 1,042 0,961 0,495
Eikosadienova k. C20:2-N6 1,114 1,012 1,259 0,831 0,868 1,799 0,645
Eikosatrienova k. C20:3-N6 6,912 10,511 10,429 5,175 8,867 11,613 5,836
Behenova k. C22:0 6,096 8,315 6,570 3,653 6,224 7,725 4,051
Arachidonova k. C20:4-N6 22,957 22,212 37,227 21,849 26,460 41,634 22,682
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,962 1,643 2,289 1,014 1,395 0,576 0,663
Nervonova k. C24:1-N9 8,685 6,570 11,795 7,043 13,394 11,446 7,566
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 7,371 11,193 18,697 6,830 7,605 17,009 7,527
Enzym Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 0,687 0,740 0,951 0,745 0,679 0,844 0,571
AS5-desaturaza 20:4-N6/20:3-N6 3,349 2,131 3,599 4,257 3,009 3,615 3,919
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 10,186 20,336 20,621 10,746 12,251 14,804 23,421
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Tabulka 15 Koncentrace MK ve fosfolipidech — diabetici 2. typu

Kyselina Zkratka ! 2 3 4 > 0 ! 8 X 10
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Myristova k. C14:0 1,459 0,879 0,700 2,164 0,932 0,875 0,974 1,716 0,974 1,373
Pentadekanova k. C15:0 0,632 0,395 0,314 0,888 0,594 0,629 0,557 0,767 0,599 0,912
Palmitova k. C16:0 133,541 755580 59,167 88,969 81,612 77,038 61,299 97,886 90,266 96,916
Palmitoolejova k. C16:1-cis 1,782 1,587 0,531 1,093 0,524 1,212 0,771 2,337 1,270 1,517
Heptadekanova k. C17:0 1,671 0,977 0,810 1,720 1,631 1,271 1,646 1,948 1,696 2,210
Stearova k. C18:0 78,146 44,280 34,535 38,865 44,723 32,500 37,406 54,804 48,338 53,211
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,705 0,363 0,559 0,408 0,929 0,694 0,375 0,349 0,514 0,649
Olejova k. C18:1-N9-cis 46,563 28,547 24,564 39,085 31,724 32,953 28,627 42,291 36,920 46,610
Linolova k. C18:2-N6-cis 94,148 34,244 39,416 71,875 69,600 48,497 40,651 56,699 58,046 97,616
y-Linolenova k. C18:3-N6 1,602 0,549 0,642 0,776 0,737 0,678 0,933 1,164 0,945 0,939
Arachové k. C20:0 1,457 1,187 0,905 1,074 1,750 0,949 0,974 1,497 1,001 1,221
a-Linolenova k. C18:3-N3 1,341 0,214 0,293 0,647 0,744 0,561 0,416 0,780 0,446 1,517
Eikosaenova k. C20:1-N9 1,040 0,533 0,625 0,809 0,865 1,247 0,633 0,681 0,676 0,946
Eikosadienova k. C20:2-N6 1,244 0,862 1,139 1,388 0,868 1,045 1,114 1,308 0,809 1,152
Eikosatrienova k. C20:3-N6 11,580 5,763 5,882 7,441 6,080 6,270 6,689 10,957 7,682 7,400
Behenova k. C22:0 10,416 10,464 5,410 8,138 7,604 6,452 7,411 10,520 7,762 8,934
Arachidonova k. C20:4-N6 41940 28595 23,095 28,564 32,091 24,508 23,728 41,611 47,878 26,431
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 5,094 2,045 0,853 2,023 2,925 1,290 1,654 3,914 2,803 2,025
Nervonova k. C24:1-N9 13,474 9,608 9,012 12,171 13,086 8,749 10,776 11,779 15,129 11,840
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 15,751 7,577 5,737 4,975 9,657 8,240 8,209 11,227 19,625 10,194
Enzym Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 0,600 0,649 0,716 1,013 0,714 1,021 0,771 0,777 0,769 0,882
AS5-desaturdza 20:4-N6/20:3-N6 3,652 5,003 3,959 3,871 5,322 3,942 3,577 3,829 6,284 3,601
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 11,235 15,372 13,630 9,457 7,980 11,808 15,030 17,651 12,089 6,925
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Tabulka 16 Koncentrace MK ve fosfolipidech — diabetici 2. typu

. 11 12 13 14 15
Kyselina Zkratka ug/ml ug/ml ug/m ug/ml ug/ml
Myristova k. C14:0 0,817 0,333 0,527 0,247 0,589
Pentadekanova k. C15:0 0,441 0,159 0,287 0,392 0,361
Palmitova k. C16:0 75,384 38,480 78,702 62,302 50,249
Palmitoolejova k. Cl16:1-cis 1,132 0,361 0,939 0,501 0,272
Heptadekanova k. C17:0 1,503 0,785 0,706 1,099 0,749
Stearova k. C18:0 45,379 28,871 39,623 37,361 29,990
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,647 0,367 0,324 0,352 0,474
Olejova k. C18:1-N9-cis 31,484 14,374 31,328 25,135 18,106
Linolova k. C18:2-N6-cis 59,136 28,150 36,092 38,453 39,794
v-Linolenova k. C18:3-N6 0,839 0,661 0,860 0,616 0,550
Arachova k. C20:0 0,560 0,340 0,681 0,537 0,407
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,659 0,129 0,205 0,111 0,152
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,350 0,358 0,194 0,383 0,223
Eikosadienova k. C20:2-N6 1,405 0,611 0,873 1,071 0,567
Eikosatrienova k. C20:3-N6 10,685 4,495 10,386 5,274 4,210
Behenova k. C22:0 6,169 3,198 4,535 4,019 3,317
Arachidonova k. C20:4-N6 19,350 17,175 41,221 41,299 22,827
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 1,218 0,491 3,837 1,361 0,849
Nervonova k. C24:1-N9 8,318 7,314 8,404 8,287 5,644
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 8,201 6,183 12,539 14,358 8,560

Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 0,699 0,501 0,796 0,678 0,608
AS5-desaturaza 20:4-N6/20:3-N6 1,826 3,853 4,002 7,895 5,467
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 16,504 14,586 26,286 12,529 9,664
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Tabulka 17 Koncentrace MK v diacylglycerolech — kontrolni skupina

Kyselina Zkratka ! 2 3 4 > 0 ! 8 X 10
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Myristova k. C14:0 0,595 0,240 0,750 0,488 0,274 0,149 0,191 0,247 0,208 0,234
Pentadekanova k. C15:0 0,384 0,131 0,256 0,199 0,145 0,073 0,110 0,110 0,070 0,083
Palmitova k. C16:0 12,610 7,405 9,871 8,979 5,835 4,385 6,534 4,179 5,787 5,177
Palmitoolejova k. C16:1-cis 0,400 0,414 0,759 1,309 0,623 0,141 0,297 0,575 0,348 0,323
Heptadekanova k. C17:0 0,282 0,123 0,203 0,194 0,242 0,101 0,129 0,074 0,110 0,067
Stearova k. C18:0 10,026 6,214 5,999 5,311 4,383 3,827 5,438 3,639 4,768 3,584
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,474 0,789 1,036 0,535 0,807 0,148 0,722 0,324 0,345 0,436
Olejova k. C18:1-N9-cis 5,502 6,244 10,226 6,480 7,285 2,384 5,397 2,938 5,453 3,132
Linolova k. C18:2-N6-cis 4,087 2,439 2,898 1,603 1,946 1,494 2,551 1,176 1,526 1,783
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,019 0,007 0,006 0,006 0,015 0,006 0,011 0,074 0,119 0,072
Arachova k. C20:0 0,314 0,137 0,232 0,165 0,195 0,154 0,223 0,073 0,090 0,071
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,141 0,127 0,216 0,116 0,264 0,066 0,152 0,158 0,122 0,166
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,244 0,249 0,379 0,371 0,553 0,202 0,427 0,350 0,498 0,489
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,209 0,204 0,253 0,235 0,190 0,088 0,131 0,182 0,122 0,140
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,123 0,144 0,059 0,044 0,102 0,006 0,013 0,101 0,135 0,204
Behenova k. C22:0 0,596 0,256 0,342 0,296 0,343 0,336 0,529 0,057 0,060 0,131
Arachidonova k. C20:4-N6 1,961 1,084 0,859 0,712 0,749 1,418 1,778 1,867 1,844 2,316
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,113 0,080 0,051 0,076 0,105 0,118 0,081 0,057 0,065 0,037
Nervonova k. C24:1-N9 0,792 0,409 0,494 0,328 0,335 0,396 0,445 0,105 0,093 0,084
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 0,429 0,210 0,133 0,194 0,180 0,317 0,343 0,333 0,378 0,192
Enzym Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 0,553 1,012 1,717 1,229 1,674 0,627 1,000 0,813 1,152 0,880
AS5-desaturdza 20:4-N6/20:3-N6 16,120 7,590 14,794 16,180 7,398 246,438 143,069 18,555 13,825 11,468
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 2,741 5,392 1,844 2,526 4,793 0,355 0,449 7,881 8,054 10,434

78



Tabulka 18 Koncentrace MK v diacylglycerolech — kontrolni skupina

Kyselina Zkratka 11 12 13 14 15 16 17
pg/ml ug/ml ug/ml ug/ml pg/ml pg/ml ug/ml
Myristova k. C14:0 0,237 0,389 0,157 0,107 0,263 0,304 0,171
Pentadekanova k. C15:0 0,080 0,102 0,055 0,068 0,110 0,071 0,137
Palmitova k. C16:0 4,934 5,667 5777 3,273 7,031 8,014 3,825
Palmitoolejova K. C16:1-cis 0,635 0,594 0,337 0,091 0,444 0,719 0,380
Heptadekanova k. C17:0 0,059 0,092 0,124 0,054 0,110 0,067 0,082
Stearova k. C18:0 3,797 3,227 3,556 3,171 4,292 5,363 2,796
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,630 0,618 0,836 0,568 0,693 0,643 0,858
Olejova k. C18:1-N9-cis 5,726 5,917 6,646 3,823 16,876 5,490 3,968
Linolova k. C18:2-N6-cis 2,586 3,038 2,458 1,320 5,582 3,426 1,115
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,094 0,226 0,206 0,082 0,200 0,194 0,096
Arachova k. C20:0 0,063 0,116 0,131 0,053 0,042 0,112 0,085
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,135 0,117 0,134 0,111 0,374 0,056 0,143
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,478 0,466 0,820 0,389 0,548 0,411 0,605
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,100 0,153 0,128 0,147 0,155 0,141 0,136
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,088 0,285 0,195 0,102 0,173 0,157 0,109
Behenova k. C22:0 0,058 0,270 0,163 0,074 0,135 0,097 0,071
Arachidonova k. C20:4-N6 1,826 2,591 2,829 1,748 2,093 2,652 2,629
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,010 0,017 0,025 0,059 0,035 0,028 0,074
Nervonova k. C24:1-N9 0,075 0,191 0,264 0,185 0,250 0,122 0,129
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 0,171 0,133 0,294 0,030 0,057 0,185 0,028
Enzym Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 1,519 1,847 1,882 1,214 3,960 1,031 1,429
AS5-desaturaza 20:4-N6/20:3-N6 20,881 9,181 14,630 17,318 12,181 17,078 24,319
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 3,115 8,555 7,246 7,043 2,835 4,174 8,932
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Tabulka 19 Koncentrace MK v diacylglycerolech — diabetici 2. typu

Kyselina ZKkratka 1 2 3 4 > 0 ! 8 o 10
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Myristova k. C14:0 0,865 0,320 0,229 0,440 0,233 0,187 0,320 0,433 0,682 0,622
Pentadekanova k. C15:0 0,156 0,115 0,060 0,190 0,098 0,064 0,163 0,206 0,372 0,366
Palmitova k. C16:0 13,161 6,206 4,187 5,601 6,173 3,289 4,552 5,695 9,450 5,421
Palmitoolejova k. C16:1-cis 1,324 0,693 0,405 0,428 0,429 0,526 0,409 0,376 1,064 1,354
Heptadekanova k. C17:0 0,206 0,115 0,129 0,139 0,108 0,101 0,123 0,130 0,195 0,143
Stearova k. C18:0 6,079 4,001 3,340 3,599 5,296 1,710 2,749 3,406 8,649 4,018
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,364 0,341 0,168 0,590 0,512 0,576 0,467 0,669 0,430 0,325
Olejova k. C18:1-N9-cis 16,272 7,110 2,818 6,497 6,002 7,137 6,371 6,624 5,391 4,990
Linolova k. C18:2-N6-cis 7,449 1,980 1,450 2,442 1,893 1,050 1,832 1,898 2,619 1,453
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,149 0,102 0,058 0,125 0,081 0,066 0,093 0,076 0,228 0,072
Arachové k. C20:0 0,414 0,218 0,158 0,205 0,168 0,132 0,115 0,150 0,123 0,118
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,674 0,518 0,202 0,108 0,175 0,700 0,091 0,096 0,293 0,154
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,426 0,292 0,204 0,477 0,540 0,376 0,418 0,460 0,636 0,372
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,150 0,233 0,289 0,117 0,288 0,152 0,132 0,152 0,147 0,247
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,272 0,165 0,079 0,189 0,093 0,055 0,121 0,152 0,164 0,125
Behenova k. C22:0 0,411 0,313 0,123 0,265 0,132 0,060 0,213 0,251 0,166 0,125
Arachidonova k. C20:4-N6 1,584 1,415 1,412 1,293 1,227 1,063 1,679 1,898 1,706 1,485
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,179 0,091 0,094 0,203 0,028 0,029 0,321 0,370 0,394 0,484
Nervonova k. C24:1-N9 0,755 0,487 0,201 0,221 0,269 0,112 0,148 0,259 0,331 0,129
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 0,372 0,252 0,136 0,200 0,191 0,078 0,155 0,173 0,120 0,085
Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 2,696 1,790 0,850 1,818 1,141 4,203 2,334 1,959 0,628 1,251
AS5-desaturdza 20:4-N6/20:3-N6 5,863 8,659 18,127 6,908 13,258 19,595 13,991 12,584 10,487 12,006
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 3,341 7,605 4,946 7,061 4,503 4,759 6,035 7,318 5,721 7,838
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Tabulka 20 Koncentrace MK v diacylglycerolech — diabetici 2. typu

. 11 12 13 14 15
Kyselina Zkratka ug/ml ug/ml ug/m ug/ml ug/ml
Myristova k. C14:0 0,524 0,266 0,174 0,144 0,222
Pentadekanova k. C15:0 0,094 0,060 0,045 0,068 0,072
Palmitova k. C16:0 7,081 4,452 5,317 4,102 4,544
Palmitoolejova k. Cl16:1-cis 0,684 0,549 0,511 0,319 0,304
Heptadekanova k. C17:0 0,116 0,109 0,066 0,052 0,084
Stearova k. C18:0 3,981 2,657 3,745 2,876 3,780
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,386 0,398 0,369 0,296 0,283
Olejova k. C18:1-N9-cis 9,409 7,040 7,390 5,321 5,618
Linolova k. C18:2-N6-cis 2,694 2,886 1,666 1,796 1,264
v-Linolenova k. C18:3-N6 0,137 0,123 0,125 0,147 0,106
Arachova k. C20:0 0,142 0,047 0,054 0,055 0,088
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,251 0,160 0,092 0,060 0,119
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,439 0,479 0,567 0,388 0,749
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,138 0,163 0,116 0,101 0,089
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,147 0,066 0,091 0,092 0,063
Behenova k. C22:0 0,110 0,065 0,096 0,068 0,053
Arachidonova k. C20:4-N6 1,366 1,325 1,396 1,517 1,398
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,038 0,011 0,021 0,030 0,028
Nervonova k. C24:1-N9 0,136 0,146 0,146 0,113 0,078
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 0,161 0,308 0,147 0,150 0,087

Enzym Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 2,380 2,668 1,987 1,863 1,497
AS5-desaturaza 20:4-N6/20:3-N6 9,348 20,149 15,439 16,679 22,553
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 4,995 2,097 5,000 4,665 4,516
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Tabulka 21 Koncentrace MK ve volnych mastnych kyselinach — kontrolni skupina

Kyselina Zkratka ! 2 3 4 > 0 ! 8 X 10
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Myristova k. C14:0 1,995 1,433 1,686 1,639 1,668 0,639 0,960 0,709 4,286 0,989
Pentadekanova k. C15:0 0,253 0,285 0,332 0,308 0,204 0,131 0,188 0,167 0,565 0,153
Palmitova k. C16:0 14,778 26,002 23,360 21,336 25945 12,868 12,480 13,288 46,079 14,425
Palmitoolejova k. C16:1-cis 1,846 2,727 2,522 3,865 4,775 2,235 2,156 1,755 7,910 2,088
Heptadekanova k. C17:0 0,258 0,467 0,395 0,361 0,328 0,197 0,290 0,237 0,731 0,172
Stearova k. C18:0 7,694 15,798 11,035 10,371 11,288 7,349 5,351 5,034 10,044 6,963
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,829 1,100 0,897 0,535 0,887 0,542 0,355 0,348 0,463 0,724
Olejova k. C18:1-N9-cis 15,064 33,340 22,033 26,407 33,445 13,365 16,564 15,610 43,190 13,276
Linolova k. C18:2-N6-cis 6,826 10,955 8,214 8,401 12,154 5,191 7,306 9,811 19,954 5,568
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,007 0,019 0,016 0,010 0,013 0,009 0,008 0,092 0,509 0,113
Arachové k. C20:0 0,175 0,246 0,276 0,239 0,360 0,217 0,202 0,050 0,302 0,052
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,718 0,057 0,109 0,164 0,390 0,394 0,630 0,482 1,486 0,297
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,234 0,252 0,127 0,140 0,103 0,172 0,213 0,306 0,519 0,546
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,172 0,554 0,486 0,330 0,243 0,103 0,118 0,222 0,217 0,121
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,061 0,043 0,080 0,054 0,051 0,011 0,011 0,152 0,297 0,067
Behenova k. C22:0 0,227 0,142 0,210 0,198 0,244 0,139 0,169 0,105 0,174 0,128
Arachidonova k. C20:4-N6 1,415 1,029 0,965 0,820 0,925 0,799 0,818 1,894 2,030 1,433
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,300 0,421 0,362 0,211 0,259 0,132 0,117 0,084 0,171 0,034
Nervonova k. C24:1-N9 0,113 0,290 0,151 0,238 0,148 0,098 0,122 0,015 0,122 0,057
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 0,402 0,328 0,620 0,348 0,424 0,225 0,461 1,321 1,535 0,405
Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 1,972 2,126 2,011 2,564 2,984 1,831 3,117 3,123 4,331 1,920
AS5-desaturdza 20:4-N6/20:3-N6 23,296 24,303 12,135 15362 18,141 70,471 73,906 12,584 6,897 21,654
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 0,820 0,356 0,892 0,585 0,386 0,201 0,140 1,413 1,358 1,095
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Tabulka 22 Koncentrace MK ve volnych mastnych kyselinach — kontrolni skupina

Kyselina Zkratka 11 12 13 14 15 16 17
pg/ml ug/ml ug/ml ug/ml pg/ml pg/ml ug/ml
Myristova k. C14:0 2,270 1,141 1,472 0,482 1,922 1,727 0,965
Pentadekanova k. C15:0 0,308 0,175 0,187 0,107 0,331 0,241 0,175
Palmitova k. C16:0 24,939 17,227 22,399 10,470 26,395 27,720 14,258
Palmitoolejova K. C16:1-cis 3,752 2,086 3,393 0,511 2,240 3,129 0,913
Heptadekanova k. C17:0 0,458 0,335 0,447 0,157 0,411 0,298 0,182
Stearova k. C18:0 11,716 9,168 11,044 7,759 13,247 9,464 8,003
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,588 0,801 0,739 0,565 0,699 0,455 0,500
Olejova k. C18:1-N9-cis 36,909 21,593 27,578 7,555 50,177 26,701 13,679
Linolova k. C18:2-N6-cis 15,804 8,468 8,530 4,384 22,720 11,504 5,290
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,187 0,164 0,254 0,083 0,417 0,159 0,131
Arachova k. C20:0 0,110 0,270 0,143 0,129 0,278 0,121 0,115
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,944 0,717 0,641 0,312 3,418 0,553 0,280
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,585 0,626 0,719 0,256 0,472 0,479 0,362
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,179 0,213 0,209 0,171 0,231 0,244 0,180
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,058 0,120 0,108 0,083 0,164 0,146 0,141
Behenova k. C22:0 0,217 0,113 0,060 0,055 0,123 0,102 0,110
Arachidonova k. C20:4-N6 1,564 1,082 1,788 1,209 1,882 1,869 1,985
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,229 0,301 0,198 0,068 0,215 0,045 0,051
Nervonova k. C24:1-N9 0,121 0,156 0,045 0,087 0,160 0,107 0,109
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 0,517 0,726 1,044 0,383 0,491 0,397 0,535
Enzym Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 3,173 2,372 2,515 0,981 3,815 2,842 1,721
AS5-desaturaza 20:4-N6/20:3-N6 27,241 9,083 16,655 14,728 11,585 12,894 14,211
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 0,335 1,295 1,159 1,725 0,658 1,161 2,432
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Tabulka 23 Koncentrace MK ve volnych mastnych kyselinach — diabetici 2. typu

Kyselina Zkratka ! 2 3 4 > 0 ! 8 X 10
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Myristova k. C14:0 1,624 1,449 1,145 1,382 1,051 1,427 0,962 1,858 1,129 0,724
Pentadekanova k. C15:0 0,263 0,211 0,181 0,310 0,234 0,271 0,222 0,270 0,273 0,210
Palmitova k. C16:0 21,730 21,147 19,540 13,806 14,039 14,391 15,172 20,278 16,366 13,988
Palmitoolejova k. C16:1-cis 2,077 3,058 1,497 1,388 0,827 1,319 1,685 3,711 2,415 0,921
Heptadekanova k. C17:0 0,255 0,290 0,352 0,303 0,259 0,320 0,318 0,422 0,334 0,236
Stearova k. C18:0 7,190 9,185 10,186 4,853 8,426 7,002 6,614 8,900 8,258 10,792
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,510 0,487 0,803 0,357 0,380 0,715 0,284 0,512 0,251 0,298
Olejova k. C18:1-N9-cis 28,325 22,342 20,995 11,812 13,569 12,794 14,386 23,244 14574 7,909
Linolova k. C18:2-N6-cis 11,673 6,336 8,675 6,632 6,714 4,852 7,345 8,039 5,996 5,625
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,077 0,012 0,065 0,045 0,289 0,305 0,094 0,109 0,104 0,129
Arachové k. C20:0 0,446 0,307 0,308 0,251 0,098 0,062 0,253 0,258 0,261 0,180
a-Linolenova k. C18:3-N3 1,901 0,272 0,360 0,391 0,401 0,255 0,321 0,478 0,266 0,347
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,194 0,166 0,349 0,214 0,655 0,234 0,179 0,343 0,244 0,166
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,154 0,199 0,399 0,138 0,169 0,275 0,170 0,181 0,180 0,116
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,107 0,053 0,064 0,077 0,050 0,074 0,090 0,133 0,075 0,093
Behenova k. C22:0 0,162 0,129 0,123 0,160 0,070 0,079 0,158 0,140 0,087 0,100
Arachidonova k. C20:4-N6 1,118 1,134 1,634 0,901 0,972 1,133 1,908 1,690 1,666 1,562
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,289 0,207 0,246 0,210 0,111 0,200 0,187 0,312 0,106 0,129
Nervonova k. C24:1-N9 0,273 0,100 0,154 0,096 0,039 0,043 0,172 0,126 0,104 0,054
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 0,375 0,380 0,338 0,163 0,242 0,255 0,577 0,553 0,722 0,203
Enzym Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 3,968 2,450 2,076 2,451 1,622 1,840 2,190 2,630 1,777 0,738
AS5-desaturdza 20:4-N6/20:3-N6 10,587 21,393 25,658 11,805 19,794 15,409 21,404 12,826 22,536 16,966
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 0,834 0,770 0,676 1,060 0,674 1,396 1,118 1,510 1,135 1,508
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Tabulka 24 Koncentrace MK ve volnych mastnych kyselinach — diabetici 2. typu

. 11 12 13 14 15
Kyselina Zkratka ug/ml ug/ml ug/m ug/ml ug/ml
Myristova k. C14:0 2,436 1,377 1,922 1,668 0,615
Pentadekanova k. C15:0 0,267 0,177 0,230 0,250 0,146
Palmitova k. C16:0 25,497 20,425 37,072 32,581 11,587
Palmitoolejova k. Cl16:1-cis 2,244 4,075 7,145 3,311 0,960
Heptadekanova k. C17:0 0,349 0,340 0,524 0,487 0,214
Stearova k. C18:0 11,889 8,704 15,969 13,040 7,179
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,651 0,647 0,716 0,620 0,353
Olejova k. C18:1-N9-cis 25,943 27,962 44,395 41,399 7,577
Linolova k. C18:2-N6-cis 9,897 15,872 11,493 15,015 5,284
v-Linolenova k. C18:3-N6 0,123 0,082 0,153 0,186 0,062
Arachova k. C20:0 0,233 0,242 0,389 0,278 0,192
a-Linolenova k. C18:3-N3 1,405 0,751 0,697 0,689 0,315
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,227 0,255 0,365 0,315 0,330
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,130 0,234 0,196 0,230 0,121
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,098 0,076 0,117 0,076 0,062
Behenova k. C22:0 0,131 0,069 0,107 0,076 0,083
Arachidonova k. C20:4-N6 0,963 1,188 2,335 1,682 1,673
Eikosapentaenova K. C20:5-N3 0,154 0,182 0,327 0,096 0,056
Nervonova k. C24:1-N9 0,133 0,145 0,164 0,129 0,019
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 0,328 0,700 1,342 0,913 0,564

Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 2,198 3,236 2,800 3,197 1,063
AS5-desaturaza 20:4-N6/20:3-N6 9,887 15,696 20,198 22,343 27,374
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 0,906 0,439 0,927 0,462 1,065
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Tabulka 25 Koncentrace MK v triacylglycerolech — kontrolni skupina

Kyselina Zkratka ! 2 3 4 > 0 ! 8 X 10
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Myristova k. C14:0 9,372 2,645 13,750 3,809 3,916 1,459 4,040 0,864 3,683 3,584
Pentadekanova k. C15:0 1,256 0,697 2,806 0,874 0,414 0,362 0,820 0,309 0,624 0,487
Palmitova k. C16:0 66,028 63,732 201,595 51,807 55,855 28,064 43,454 24,318 64,741 41,465
Palmitoolejova k. C16:1-cis 8,709 6,657 30,816 9,335 13,520 6,011 9,535 2,181 8,104 8,075
Heptadekanova k. C17:0 1,343 0,522 3,222 0,879 0,911 0,327 0,825 0,348 1,334 0,653
Stearova k. C18:0 19,031 10,668 25,237 8,839 12,221 5,909 6,652 8,064 21,095 7,210
Elaidova k. C18:1-N9-trans 2,522 0,637 2,954 0,567 0,178 0,352 0,333 0,174 0,449 0,654
Olejova k. C18:1-N9-cis 101,260 107,505 305,503 94,613 109,227 53,958 80,061 33,644 71,852 42,526
Linolova k. C18:2-N6-cis 25,264 33,779 79,406 25,896 26,729 14,621 32,299 13,900 15,380 21,285
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,027 0,037 0,042 0,085 0,056 0,027 0,020 0,122 0,620 0,252
Arachové k. C20:0 0,506 0,363 1,500 0,817 0,933 0,422 0,751 0,143 0,494 0,186
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,974 0,565 1,230 0,376 0,341 0,965 2,199 0,507 0,823 1,036
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,396 0,488 1,312 0,347 0,360 0,803 0,964 0,517 0,851 0,981
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,708 0,494 0,987 0,409 0,260 0,297 0,420 0,307 0,322 0,393
Eikosatrienova K. C20:3-N6 0,106 0,080 0,247 0,318 0,204 0,020 0,017 0,138 0,302 0,208
Behenova k. C22:0 0,439 0,276 0,653 0,572 0,360 0,198 0,514 0,123 0,211 0,246
Arachidonova k. C20:4-N6 2,172 2,774 6,022 3,352 2,849 2,675 4,076 3,716 4,009 4,460
Eikosapentaenova K. C20:5-N3 0,566 0,172 0,601 0,406 0,381 0,249 0,545 0,095 0,210 0,112
Nervonova k. C24:1-N9 0,450 0,501 0,918 0,214 0,192 0,348 0,310 0,067 0,086 0,151
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 1,385 0,595 1,064 0,538 0,293 0,472 1,111 0,719 0,654 0,566
Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 5,359 10,149 12,192 10,780 9,002 9,196 12,121 4,202 3,430 5,940
AS5-desaturdza 20:4-N6/20:3-N6 20,749 34,795 24,559 10,623 14,098 134,301 237,473 27,137 13,371 21,600
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 0,382 0,217 0,284 1,122 0,696 0,125 0,049 0,907 1,795 0,893
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Tabulka 26 Koncentrace MK v triacylglycerolech — kontrolni skupina

Kyselina Zkratka 11 12 13 14 15 16 17
pg/ml ug/ml ug/ml ug/ml pg/ml pg/ml ug/ml
Myristova k. C14:0 3,714 7,836 6,681 2,489 8,719 3,714 0,919
Pentadekanova k. C15:0 0,668 0,972 1,128 0,397 1,398 0,668 0,330
Palmitova k. C16:0 35,363 91,243 93,905 25,049 103,320 35,363 22,980
Palmitoolejova K. C16:1-cis 7,067 17,109 15,306 2,656 8,621 7,067 4,020
Heptadekanova k. C17:0 0,643 1,535 1,578 0,441 1,715 0,643 0,312
Stearova k. C18:0 7,873 13,331 11,641 5,904 20,575 7,873 3,267
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,660 1,332 0,608 0,445 0,843 0,660 0,425
Olejova k. C18:1-N9-cis 50,291 147,324 151,153 39,404 254,047 50,291 37,532
Linolova k. C18:2-N6-cis 23,320 55,837 37,346 13,299 98,705 23,320 73,561
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,329 0,677 0,407 0,213 1,806 0,329 0,544
Arachova k. C20:0 0,150 0,450 0,272 0,161 1,108 0,150 0,432
a-Linolenova k. C18:3-N3 1,518 5,019 2,375 0,838 12,979 1,518 0,488
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,845 2,209 3,271 0,487 3,202 0,845 0,217
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,334 0,955 0,670 0,291 0,821 0,334 0,141
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,143 0,538 0,452 0,179 0,839 0,143 0,731
Behenova k. C22:0 0,131 0,505 0,289 0,056 0,383 0,131 0,631
Arachidonova k. C20:4-N6 3,776 5,375 6,305 3,345 6,449 3,776 16,270
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,179 0,529 0,509 0,135 0,575 0,179 1,111
Nervonova k. C24:1-N9 0,050 0,546 0,275 0,177 0,495 0,050 0,027
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 0,279 1,430 2,503 0,313 0,739 0,279 3,110
Enzym Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 6,433 11,130 13,078 6,722 12,436 6,433 11,572
AS5-desaturaza 20:4-N6/20:3-N6 26,614 10,070 14,055 18,840 7,746 26,614 22,457
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 0,560 0,880 1,106 1,229 0,777 0,560 0,907
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Tabulka 27 Koncentrace MK v triacylglycerolech — diabetici 2. typu

Kyselina Zkratka ! 2 3 4 > 0 ! 8 X 10
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Myristova k. C14:0 5,073 7,643 2,084 5,922 4,149 5,775 2,608 9,307 1,259 6,187
Pentadekanova k. C15:0 3,029 1,027 0,381 0,927 0,889 1,085 0,547 1,187 0,409 0,968
Palmitova k. C16:0 376,381 108,412 42,185 51,322 44,885 62,701 45147 94,358 31,792 56,069
Palmitoolejova k. C16:1-cis 34,761 17,176 3,889 3,721 3,202 6,896 4,085 19,427 4,750 5,918
Heptadekanova k. C17:0 4,483 1,583 0,545 0,778 0,824 1,231 0,618 1,477 0,358 0,996
Stearova k. C18:0 42,150 19,438 8,523 9,415 9,415 10,684 8,037 14,550 7,747 12,162
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,476 1,410 0,493 0,640 0,771 1,182 0,340 1,060 0,420 0,418
Olejova k. C18:1-N9-cis 589,805 139,314 66,392 70,468 68,644 79,838 74,859 126,337 54,361 97,661
Linolova k. C18:2-N6-cis 207,094 26,434 19,706 20,383 25,079 22,389 25,201 30,762 14,779 31,269
y-Linolenova k. C18:3-N6 6,580 0,646 0,284 0,308 0,559 0,362 0,872 1,172 0,496 0,809
Arachové k. C20:0 2,954 0,560 0,322 0,377 0,487 0,189 0,355 0,432 0,294 0,147
a-Linolenova k. C18:3-N3 34,593 1,076 0,607 1,175 1,678 1,156 0,787 1,664 0,527 2,758
Eikosaenova k. C20:1-N9 5,162 1,174 0,780 1,196 0,493 1,163 0,422 1,339 0,476 1,089
Eikosadienova k. C20:2-N6 1,611 0,742 0,417 0,293 0,369 0,580 0,226 0,309 0,240 0,303
Eikosatrienova k. C20:3-N6 1,962 0,559 0,255 0,262 0,328 0,293 0,293 0,365 0,210 0,293
Behenova k. C22:0 1,732 0,436 0,195 0,229 0,233 0,219 0,193 0,372 0,153 0,242
Arachidonova k. C20:4-N6 12,451 3,172 2,947 1,786 3,080 2,771 3,376 4,623 3,356 3,196
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 3,088 0,420 0,176 0,064 0,513 0,196 0,072 0,308 0,120 0,102
Nervonova k. C24:1-N9 1,894 0,376 0,343 0,082 0,265 0,291 0,150 0,210 0,115 0,147
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 4,136 0,747 0,527 0,084 0,599 0,747 0,392 0,808 1,013 0,426
Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 14,093 7,218 7,845 7,538 7,343 7,526 9,381 8,745 7,067 8,087
AS5-desaturdza 20:4-N6/20:3-N6 6,397 5,723 11,645 6,884 9,455 9,550 11,605 12,760 16,151 11,015
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 0,866 1,931 1,183 1,172 1,196 1,194 1,063 1,085 1,295 0,854
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Tabulka 28 Koncentrace MK v triacylglycerolech — diabetici 2. typu

. 11 12 13 14 15
Kyselina Zkratka ug/m ug/ml ug/m ug/ml ug/ml
Myristova k. C14:0 2,498 2,747 3,263 2,357 3,733
Pentadekanova k. C15:0 0,369 0,555 0,398 0,533 0,724
Palmitova k. C16:0 25,983 52,449 65,024 55,025 57,638
Palmitoolejova k. Cl16:1-cis 1,816 9,359 14,293 6,651 5,738
Heptadekanova k. C17:0 0,541 0,719 0,608 0,808 0,735
Stearova k. C18:0 20,533 10,180 11,873 12,212 14,840
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,426 0,239 0,577 0,472 0,414
Olejova k. C18:1-N9-cis 19,762 83,076 94,774 85,533 70,473
Linolova k. C18:2-N6-cis 5,845 48,183 20,052 28,559 33,146
v-Linolenova k. C18:3-N6 0,339 0,417 0,764 0,482 0,440
Arachova k. C20:0 0,327 0,354 0,541 0,667 0,292
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,792 1,484 0,924 1,178 2,601
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,350 0,908 0,891 1,163 0,940
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,129 0,500 0,219 0,350 0,314
Eikosatrienova k. C20:3-N6 1,263 0,231 0,209 0,151 0,182
Behenova k. C22:0 1,575 0,215 0,222 0,146 0,177
Arachidonova k. C20:4-N6 0,795 3,378 5,521 4,949 3,908
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,130 0,100 0,561 0,208 0,165
Nervonova k. C24:1-N9 0,074 0,093 0,302 0,320 0,232
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 0,176 0,729 1,280 1,112 0,433

Enzym Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 0,969 8,219 8,039 7,054 4,783
AS5-desaturaza 20:4-N6/20:3-N6 0,634 14,756 26,666 32,958 21,701
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 19,740 0,438 0,951 0,484 0,500
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Tabulka 29 Koncentrace MK v esterech cholesterolu — kontrolni skupina

Kyselina Zkratka ! 2 3 4 > 0 ! 8 X 10
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Myristova k. C14:0 3,567 0,991 3,112 2,149 2,342 1,857 2,318 0,714 1,957 2,570
Pentadekanova k. C15:0 0,068 0,034 0,018 0,016 0,165 0,552 0,735 0,156 0,296 0,283
Palmitova k. C16:0 42,044 37,602 51,320 34,432 41,039 31,724 38,548 17,267 26,703 24,195
Palmitoolejova k. C16:1-cis 14,862 5,725 155570 12,435 20,581 16,387 10,196 3,566 10,784 13,677
Heptadekanova k. C17:0 0,568 0,256 0,426 0,283 0,240 0,209 0,250 0,073 0,071 0,107
Stearova k. C18:0 5,947 4,955 6,199 4,239 7,441 5,912 5,342 3,278 3,438 2,724
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,401 0,180 0,144 0,045 0,120 0,111 0,087 0,016 0,022 0,057
Olejova k. C18:1-N9-cis 83,548 65572 96,855 63,767 101,398 64,013 60,239 24,139 56,080 35,333
Linolova k. C18:2-N6-cis 106,057 138,458 205,912 117,803 176,202 111,258 188,098 78,147 99,474 90,085
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,055 0,061 0,034 0,059 0,049 0,020 0,061 0,305 1,191 0,583
Arachové k. C20:0 0,765 0,628 2,526 3,020 3,325 1,896 2,438 0,292 1,492 0,867
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,991 0,248 0,896 0,616 1,406 0,423 0,664 0,735 1,951 1,643
Eikosaenova k. C20:1-N9 1,191 0,292 0,924 0,684 1,760 0,626 0,773 0,092 0,120 0,146
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,384 0,160 0,275 0,273 0,301 0,232 0,210 0,171 0,140 0,205
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,150 0,159 0,263 0,344 0,482 0,272 0,263 0,630 0,826 0,840
Behenova k. C22:0 0,572 0,917 1,582 1,040 1,319 1,240 2,184 0,665 0,756 1,088
Arachidonova k. C20:4-N6 10,424 28,059 28,623 14,189 20,462 11,811 23,049 13,304 13,393 15,322
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,994 0,638 1,331 0,628 1,430 0,794 1,188 2,308 2,099 1,009
Nervonova k. C24:1-N9 0,343 0,219 0,200 0,065 0,086 0,136 0,268 0,173 0,063 0,035
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 4,080 3,959 5,372 2,160 3,577 3,500 5,350 19,554 5,815 3,997
Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 14,149 13,329 15,737 15,151 13,724 10,905 11,357 7,416 16,429 13,065
AS5-desaturdza 20:4-N6/20:3-N6 69,992 177,470 109,747 41,636 42,761 43,828 88,289 21,304 16,357 18,386
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 0,129 0,105 0,117 0,266 0,250 0,223 0,128 0,736 0,758 0,852
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Tabulka 30 Koncentrace MK v esterech cholesterolu — kontrolni skupina

Kyselina Zkratka 11 12 13 14 15 16 17
pg/ml ug/ml ug/ml ug/ml pg/ml pg/ml ug/ml
Myristova k. C14:0 0,221 2,052 2,432 1,856 1,705 1,058 4,941
Pentadekanova k. C15:0 0,056 0,282 0,441 0,406 0,361 0,169 0,659
Palmitova k. C16:0 7,652 27,794 39,129 26,568 28,014 23,896 50,855
Palmitoolejova K. C16:1-cis 0,858 12,255 11,737 5,965 3,820 4,248 4,964
Heptadekanova k. C17:0 0,042 0,137 0,078 0,087 0,098 0,025 0,114
Stearova k. C18:0 6,056 3,275 5,091 2,866 3,769 3,477 12,877
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,018 0,045 0,074 0,118 0,055 0,041 0,220
Olejova k. C18:1-N9-cis 5,582 55,625 70,813 48,413 55,664 36,513 84,365
Linolova k. C18:2-N6-cis 19,501 126,332 141,890 130,938 141,756 97,571 24,391
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,082 1,128 0,684 0,462 0,584 0,233 0,280
Arachova k. C20:0 0,081 1,660 1,110 0,751 1,043 0,345 0,406
a-Linolenova k. C18:3-N3 0,221 2,185 2,428 2,165 2,239 1,086 1,758
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,089 0,218 0,630 0,168 0,228 0,071 1,051
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,067 0,154 0,215 0,185 0,180 0,147 0,267
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,131 0,999 1,061 0,664 0,539 0,536 0,442
Behenova k. C22:0 0,133 1,277 1,108 0,609 0,729 0,600 0,457
Arachidonova k. C20:4-N6 1,645 14,414 30,047 15,536 17,730 16,377 2,683
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,094 2,014 2,491 1,452 1,513 0,446 0,312
Nervonova k. C24:1-N9 0,031 0,140 0,106 0,084 0,056 0,038 0,159
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 0,262 4,493 6,149 4514 4,482 5,028 0,953
Enzym Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 0,928 17,104 14,010 17,012 14,876 10,576 6,598
AS5-desaturaza 20:4-N6/20:3-N6 12,619 14,549 28,566 23,599 33,176 30,790 6,122
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 0,616 0,722 0,683 0,463 0,347 0,502 1,655
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Tabulka 31 Koncentrace MK v esterech cholesterolu — diabetici 2. typu

Kyselina Zkratka ! 2 3 4 > 0 ! 8 X 10
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Myristova k. C14:0 1,758 0,714 1,265 3,218 2,326 2,506 1,945 5,013 1,818 2,442
Pentadekanova k. C15:0 0,226 0,311 0,227 0,497 0,494 0,426 0,342 0,518 0,390 0,469
Palmitova k. C16:0 40,042 23,134 29,264 36,610 35037 31,712 33,218 49,233 37,187 32,714
Palmitoolejova k. C16:1-cis 9,417 9,311 6,233 11,069 6,438 9,950 7,108 25,328 10,105 9,859
Heptadekanova k. C17:0 0,171 0,199 0,136 0,113 0,226 0,120 0,126 0,176 0,119 0,103
Stearova k. C18:0 8,476 5,045 5,278 2,982 4,002 4,435 5,013 9,152 4,767 3,725
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,084 0,092 0,078 0,029 0,056 0,107 0,049 0,132 0,026 0,019
Olejova k. C18:1-N9-cis 66,639 42,029 52,750 65,587 66,002 65,132 59,932 91,114 60,912 58,516
Linolova k. C18:2-N6-cis 141,393 68,310 121,140 164,154 190,868 132,066 136,073 172,439 149,614 168,099
y-Linolenova k. C18:3-N6 1,238 0,643 0,391 0,588 1,367 0,469 1,221 2,185 1,411 0,689
Arachové k. C20:0 2,085 0,937 0,839 1,074 1,679 0,668 1,734 2,806 1,452 1,072
a-Linolenova k. C18:3-N3 3,091 0,551 0,853 1,721 2,788 1,602 1,649 2,489 1,258 2,635
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,256 1,277 0,237 0,188 0,244 0,250 0,228 0,201 0,197 0,287
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,153 0,096 0,334 0,131 0,189 0,317 0,103 0,150 0,111 0,129
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,889 0,703 0,808 1,006 0,760 0,815 1,077 1,148 0,998 0,822
Behenova k. C22:0 1,054 1,089 0,796 1,010 0,860 0,934 1,116 1,700 0,908 0,803
Arachidonova k. C20:4-N6 18,202 13,358 16,778 17,291 20,375 17,135 17,685 32,383 34,022 15,669
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 3,314 1,329 1,043 1,975 2,612 1,132 1,851 4,828 2,678 1,358
Nervonova k. C24:1-N9 0,169 0,100 0,090 0,120 0,219 0,123 0,060 0,122 0,017 0,088
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 5,468 0,995 3,296 5,684 6,475 5,375 6,181 7,835 7,695 4,870
Enzym Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 7,918 8,391 10,066 22,155 16,611 14,791 12,040 10,027 12,869 15,822
AS5-desaturdza 20:4-N6/20:3-N6 20,637 19,159 20,931 17,334 27,028 21,206 16,561 28,444 34,390 19,226
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 0,575 0,940 0,609 0,560 0,364 0,564 0,723 0,608 0,609 0,447
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Tabulka 32 Koncentrace MK v esterech cholesterolu — diabetici 2. typu

. 11 12 13 14 15
Kyselina Zkratka pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Myristova k. C14:0 1,616 0,898 1,969 1,098 1,744
Pentadekanova k. C15:0 0,244 0,153 0,156 0,228 0,314
Palmitova k. C16:0 20,472 25,501 34,585 32,043 29,492
Palmitoolejova K. C16:1-cis 7,122 5,505 16,917 5,596 5,833
Heptadekanova k. C17:0 0,108 0,086 0,072 0,208 0,095
Stearova k. C18:0 2,265 3,146 3,053 10,883 7,750
Elaidova k. C18:1-N9-trans 0,001 0,016 0,024 0,092 0,047
Olejova k. C18:1-N9-cis 32,817 34,854 64,267 53,844 41,737
Linolova k. C18:2-N6-cis 78,371 100,976 107,677 112,579 127,162
y-Linolenova k. C18:3-N6 0,373 0,450 1,849 0,896 0,505
Arachova k. C20:0 0,464 0,512 2,266 1,381 0,803
a-Linolenova k. C18:3-N3 1,876 0,607 1,687 1,000 1,176
Eikosaenova k. C20:1-N9 0,146 0,133 0,174 0,258 0,155
Eikosadienova k. C20:2-N6 0,103 0,091 0,131 0,152 0,121
Eikosatrienova k. C20:3-N6 0,836 0,447 1,109 0,812 0,525
Behenova k. C22:0 0,991 0,523 1,004 0,763 0,576
Arachidonova k. C20:4-N6 5,910 12,434 28,685 24,246 17,082
Eikosapentaenova k. C20:5-N3 0,520 0,931 4,264 1,362 1,374
Nervonova k. C24:1-N9 0,038 0,046 0,079 0,235 0,097
Dokosahexaenova k. C22:6-N3 8,104 3,191 6,773 5,364 5,683

Enzym Aktivita
A9-desaturaza 18:1/18:0 14,590 11,157 21,201 4,983 5,424
A5-desaturaza 20:4-N6/20:3-N6 7,128 28,017 26,084 30,121 32,789
A6-desaturaza x100 20:3-N6/18:2-N6 0,974 0,405 0,941 0,659 0,377
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