XAC DINH HAM LUOQNG AXIT BEO T DO TRONG HUYET TUONG NGU O BINH

THUONG VA BENH NHAN BAI THAO DUONG TYP 2 BANG SAC KY KHi KHOI PHO
TRINH MINH VIET, LAI VAN HOA, NGUYEN QUOC CHIEN

TOM TAT

Axit béo tw do (FFA- free fatty acids) & chi s6 quan
trong danh gia céc bét thuong trong chuyén héa lipid o]
bénh nhén dai thao duong typ 2 (DTDT2) Mét sé
nghién ctu cho thdy thanh phén va néng dé cia
chiing trong huyét turong dnh huéng téi do nhay cua té
bao v&i insulin va lam gidm kha ndng dung nap
glucose qua cac chét trung gian. Nghién ctru clia
chung t6i buwoc dau danh gia nhing thay déi vé thanh
phan cac FFA trong huyét tuong & mét nhém bénh
nhan DTDT2 so v&i nhém ngudi binh thuong, déng
thoi lam tién dé cac nghién ctu tiép theo vé réi loan
chuyén héa lipid va axit béo.

SUMMARY

FFA-free fatty acids are important index for
abnormalities of lipid metabolism in patients with type 2
diabetes mellitus. Some studies suggested that the
composition and concentration of plasma FFAs
influenced insulin sensitivity and mediated impaired
glucose tolerance. In this research,
we initially evaluate the change in the composition of
plasma FFAs in a group of patients compared to a
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control group and outline further studies on lipid
metabolism and fatty acids.

Keywords: diabetes mellitus (T2DM), free fatty
acid (FFA), plasma.

DAT VAN BE

Cac bét thuong vé lipid da dugc chirng minh ¢6 vai
trd quan trong trong bénh sinh cua rat nhiéu bénh, bao
gdm dai thdo duwdng, xo vira déng mach, béo phi va
bénh Alzheimer [3]. Lipid 1a thanh phan tao mang té
bao, cung cip nang lwong cho cac qua trinh sinh hoc
va ngay nay con dwoc coi 13 kho dw triy tién chét cla
cac chét truyén tin thtr 2. DTDT2 13 bénh réi loan
chuyén héa lipid dién hinh [10]. axit béo tw do (FFA) la
chi sb quan trong danh giad cac bat thuong trong
chuyen hda lipid & bénh nhan BTDT2. Dac biét, mot
sO nghién ctru cho réng thanh phan va ndng d6 FFA
trong huyét twong anh hwéng dén dd nhay véi insulin
va gidm khad nang dung nap glucose qua cac chét
trung gian [1]. Trong pham vi nhét dinh, c6 thé coi FFA
la cac dich héa dwoc trong diéu tri BTDT2. Vi vay,
nghién clru mét cach hé thdng v& FFA trong huyét
twong ngudi la mot van dé hét strc can thiét. Gan day
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da c6 bao cao cho thay cé sw khac biét rd rang vé FFA
toan phan trong huyét twong bénh nhan BDTDT2 va
ngwdi binh thuong [4]. Nguwdi ta cling chi ra rdng c6é
mot sb axit béo lién quan chat ché hon voi BTDT2.
Nhwng & Viét Nam, cho dén nay chwa cé mét bao céo
nghién cu toan dién nao vé phan tich dinh tinh va
dinh lwgng FFA trong huyét twong bénh nhan BTDT2
cling nhw & ngwoi binh thuwdng.

Chung t8i si dung séc ky khi - khéi phdé dé phan
tich cac thanh phan FFA, vi cho dén nay né van duoc
coi la cong cu tét nhét trong phan tich cac axit béo

DOl TWQONG VA PHWONG PHAP NGHIEN CUU

1. Béi twong.

M&u nghién ctru la huyét twong tach tir mau lay luc
doi chia hai nhém: Nhém bénh nhan BTDT2 (n=30) va
nhém ngudi binh thwong (n=30). Tt ca déu lay tai
khoa Héa sinh- Bénh vién Trung wong Quan dai 108.
Bénh nhan DTDT2 duoc chédn doan theo tiéu chuan
cla ADA nd3m 1997 (Pudng huyét Iuc déi > 7,0
mmol/l). Mét s6 déc diém clia hai nhom duwgc thé hién
trong bang 1.

Bang 1: M6t s6 dac diém cla hai nhém nghién ctru

Nguwoi binh Bénh nhan
thwong DTDT2
Tudi (ndm) 55,7 +5,6 56,3+5,3
Nam (nguo'i) 15 13
N@ (nguwoi) 15 17
Glucose mau luc
d6i (mmollL) 3,9-6,4 7,0-13,7

2. Phwong phap nghién ctru

2.1. Chiét axit béo va tao dan xuat metyl este
cdc axit béo tw do

M&u mau (chéng déng bing EDTA_Na) dwoc ly
tam ngay 3000 xg trong 10 phut dé& tach huyét twong
sang mét 6ng eppendorf sach va bdo quan & -80 d6 C
t&i khi phan tich. Chiét lipid theo phuong phap Folch
c6 thay ddi, tém tat nhw sau:

LAy 200 L huyét twong réi thém 2 mL hdn hop

Folch (chloroform/metanol/nuc’yc theo ty 1& 3/1/0,8
(v/v)), l1ac ky trong 5 phat, ly tdm 3000 xg trong 5 phut,
rdi chiét 14y pha hiru co sang lo thly tinh sach, chiét
I&p lai 2 1an twong tw. Thu gdp toan bod dich chiét va
théi kho duwasi dong khi N, & nhiét do phong. Sau d6
thém 50 ,L metanol va 1,5 mL diazometan dé este hoa
axit béo tw do trong 15 phut. Théi khd dwéi dong khi
N, & nhiét do phong. Hoa tan sam phan thu duoc
trong 200 L diclorometan lam m&u cho phan tich sic
ky khi khéi phé.

2.2. Phan tich GC-MS

Nghién ctru clia ching t6i st dung hé théng séc ky
khi-kh6i phé Thermo Scientific ITQ 900™ GC/MS,

phan tich trén cét TRACE TR-FAME GC (dai 30 m, ID
0,25 mm, film 0,1 »m). Nhiét d6 16 cft dwoc dat theo

chu trinh da dwoc khao sat, bét dau tir 110°C (git 3
phut), tang 3°C/pht téi 230°, tiép theo téng 15°C/phat
t¢i 250°C, sau dé gitr 15 phut & 250° C. Nhiét do
budng bom mau dat & 250° C. St dung helium lam khi
mang, tbc d6 dong héng dinh 1,0 mi/phat. Bom 1 .L
mau, ché do chia dong (split), ty 1& 1:10.

2.3. Xac dinh axit béo tw do

Céc FFA dugc xac dinh theo tinh chat khéng phan
rng vGi cac axit béo da este hda clia diazometan. Cac
FAME duwoc xac dinh theo sic d6, phd dd clia mau
chuan (hdn hop 37 axit béo metyl este clia Sigma) va
thw vién phd Wiley véi khoang 870.000 chét.

Khi xac dinh dwgc cac FAME, ta dinh lwgng chung
béng cach xay dwng dwéng chudn theo dién tich peak
rdi tinh ra két qua cla tirng axit béo trén phan mén
Qual browser ctia Xcalibur. Cac két qua dwoc xt ly
thdng k&, so sanh céc két qua bang t-test.

KET QUA VA BAN LUAN

Phan tich GC-MS trong huyét twong bénh nhan
DTPT2 va nguwdi binh thwong da dinh tinh va dinh
lwong dwoc 17 axit béo ty do.

Két qua thu dwoc cho thdy cac FFA trong huyét
twong tach ra pht hop véi quy luat da biét vé séc ky
khi va khéi phd ctia cac FAME nhw sau:

Cac FAME duwoc giai ra theo d6 dai cua chubi
carbon, do bao hoa va vi tri clia lién két doi dau tién.
FAME bao hda c6 mach ngén thi dwgc gidi ra truéc.
V&i FAME khéng bdo hoa ¢é cling s carbon, khéng
bao hoa da, khéng bdo hoda déi, FAME khéng b&do hoa
don dwoc gidi ra 1an luot theo sb lvong cac lién két
doi.

2) FAME béo hoa, khéng béo hda don, khéng bédo
hoa déi va khong bao hoa da cé thé dwoc phan biét
nho cac ion phan t&r va mét sb ion dac trung ctia phd
khai .

+ FAME bao hoa cé céc ion dac trwng la m/z = 55,
74, 87, 143 vaion co ban la m/z=74. FAME khéng bao
hoa don c6 céac ion dac trung la m/z=41, 55, 69, 74,
83, 97 va ion co ban la m/z 55. FAME khoéng bao hoa
ddi co6 cac ion dac trwng la m/z=41, 55, 67, 81, 95, 107
va ion co ban m/z=67. FAME khéng b&o hoa da co
céac ion dac trwng la m/z=41, 55, 67, 79, 95, 108, 150
va ion co ban la m/z=79.

+ Cac FAME khong bdo hoa da cé mot sb ion
chinh diing d& xac dinh vi tri cla lién két déi dau duoc
tinh tlr dau metyl clia chudi carbon (thwéng dugc goi
béng 'n"). D&c biét, cac ion m/z=108 va 150 la nhirng
ion chia khéa dé phan biét 'n-3’ va ‘n-6’ clia cac FAME
khéng b&o hoa da [8].
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Hinh 1: Séc d6 cac FFA trong huyét twong bénh nhan dai thao dudng typ 2 ( (hinh A) va ngui binh thwong hinh B)

Két qua xac dinh FFA trong huyét twong (bang 2)
cho théy:

Téng ham luwong FAA trong huyét twong & bénh
DTBDT2 cao hon ré rang so vé&i & nguoi binh thwong
(p<0,05).

Thanh phan axit béo ty do trong huyét twong xét
theo hai nhom axit béo bao hoda va axit béo khéng bao
hda da thdy: axit lauric (C12:0), myristic (C14:0),
palmitic (C16:0) va stearic (C18:0) trong huyét twong
bénh nh&n BTBT2 cao hon rd rang so véi nhdm nguoi
binh thuwdng (p < 0,05). Nguoc lai, cac axit béo khong
bdo hoa__oleic (C18:1n-9), linoleic (C18:2n-6),
eicosenoic (C20:1n-9), eicosapentaenoic (C20:5n-3),
erucic (C22:1n-9), docosahexaenoic (C22:6n-3) lai
gidm thap hon so v&i ngudi binh thwdng (p < 0,05).

Téng ham lwong axit béo tw do trong huyét twong
bénh nhan BTDT2 cao hon ngwdi binh thuwdng cho
thay, réi loan chuy&n héa glucose c6 thé lién quan t&i
nhitng bt thweng trong chuyén héa lipid va axit béo
trong huyét twong [4].

Téng lvgng FFA & nhém bénh nhan BTDT2 cao
hon nguwdi binh thweng cht yéu do thanh phan axit
béo bdo hda. axit béo bdo hdoa c6 ham lwong cao
trong huyét twong co thé 14 nguyén nhan 1dm tang cac
bénh nhw tiéu dweong, dét quy, ung thw, viém khép,
alzheimer...Vi vay, chiing dwgc xem 1a nhém chét béo
khoéng 6 lgi cho co thé. Nhém axit béo khong bao hoa
dugc xem la nhém chét béo c6 loi cho co’ thé. Axit béo
tbt nhat cho strc khoé |a axit béo khong bao hoa don,
ké tiép 1a axit béo khong bao hoa da (J. Lunn and H. E.
Theobald 2006). Chung c6 tac dung tang ham lwgng
cholesterol ¢6 loi HDL-C cho co thé, gidm cholesterol
LDL-C c6 hai. Két qua nghién ctru cta chiing téi phu

hop v&i nhitng quan diém da dwoc cong nhan noi
trén.

Bang 2: Ham lwong FFA trong huyét twong ngudi
binh thwdng va bénh nhan BTPT2 (mg/L; X+SD,
n=30)

Nguoi binh Bénh nhan
S | it beo Hatmhmn% &, Ha?nTDTiy &7, P

lwong % lwong %
1| c120 |07202| 036 [16+05| 067 |20
2| C140 [22+06( 1,13 [33:07 | 1,30 |20
3| C150 [0,8+02| 0,39 |05+0,1| 0,19 | <20
4 |®1%™™107+02| 034 |08+03| 036 |90
5 G101 4457|220 [31208 | 1,32 |00
6 | cte0 |91 4643 123::15*23 52,32 | <20
7 |C1827 | 48 1146 | 9,18 1%’%* 444 | <20
8| ©1B™ 311474 1575 195’,%’5 819 | <20
9 |C181™] 23105 | 1,16 | 1,3£0,3| 057 | <20
10| C180 [405:7,1 2050 | 8514 | 2803 | <00
119209 115204 077 [ 12202 051 |20
12| %201™ 104201 022 [09+03 | 037 |00
13| €200 [04£01| 0,20 |0,2£0,1| 0,10 | <%0
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14| C22%™ 114204 072 | 06202 026 |20
15| C22%™ 10502 0,25 [ 1,103 | 046 |20
16| 224" 109+02| 046 |08+03 | 0,33 | 720
179221 10602 0,32 | 1,103 | 048 |20

|£%jrfg 1%:2’-‘ 100% 2:55?:?; 100% | <%0

% Ty 1€ (%) so vo&i tong Iwong axit béo tw do xac
dmh duworc trong huyet twong.

Mét khac, mét s6 nghién ctru da chirng minh rang
do dai cia cac axit béo co vai tro quan trong cho sw
trao ddi nang lvong va do nhay cam cla té bao voi
insulin. Dac biét, mot sb tac gid da bao cao v& mot
enzym xuc tac chuyén palmitat thanh stearat, déng vai
trd chinh trong hién twong khang insulin [7, 9]. Thi
nghiém cla ho da ching minh rang viéc chuyen déi
palmitat thanh stearat 1a m6t budc then chét cho sy
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xuét hién khang insulin. Ké&t qua nghién ctru clia ching
t6i cling phu hop véi nhitng bao céo do. Voi ty 1é
C18:0/C16:0 tang cao & nhém bénh nhan BTDT 2
(0,54 & nhém bénh nhan BTDT2 va 0,44 & nguwdi binh
thwong).

Két qua thu dwoc & biéu db 1 ciing cho thay, Ham
lwong _axit oleic trong huyét twong cla ngum binh
thuwong cao hon & bénh nhan BTDT2. Diéu nay phu
hop véi cac bao cdo trwdc day réng do nhay cdm cla
cac té bao véi insulin & bénh nhan DTDT2 co thé
dwoc cai thién khi chuyén t» ché d& &n giau
cacbonhydrat sang ché do giau axit béo khéng bao
hoa don c6 nang lugng twong duong. Madigan va
cong sy chieng minh réng thay ddi ché d6 an uong tr
axit linoleic sang _axit oleic dan dén sy thay dbi ty &
lipoprotein ty trong thap (LDL) va lipoprotein ty trong
cao (HDL) trén bénh nhan BDTBDT2. Vi vay, _axit oleic
duwoc xem nhw mot mét xich then chét trong réi loan
chuyén héa va ché dé &n hop Iy clia bénh nhan.

O Ngwdi binh thuong

B Bénh nhan dai thao
duong typ 2

C20:0 I

C18:n9t P
C180
€20:503 H
C20:1n9 I
C22:6n-3 F
C22:5n3 i
C22:4n6 H
C22:1n9 l

Biéu doé 1: Ham lwong axit béo tw do trong huyet twong & hai nhém nghién ciru

Axit béo khdng b&o hoa da n-3 (n -3 PUFAs) dong
vai trd sinh hoc quan trong déi voi nguoi khoe va
ngwdi bénh. Nhitng nghién ctru gan day, da chirng
minh n-3 PUFAs c6 tac dung khang viém, chéng xo
vira ddng mach, lam ha huyét ap va [am giam tac dung
cua triglycerid [2, 5]. Axit ~~linolenic (C18:3n-3), la axit
béo thiét yéu quan trong nhét ma chi dwoc cung cép
tw ché d6 an ubng. Hon nira, né con la chat nén dé
tbng hop ra 2 axit béo khéng bdo hoa da n-3 quan
trong, axit eicosapentaenoic (EPA C20:5n-3) va axit
docosahexaenoic (DHA C22:6n-3), rat quan trong cho
s chuy&n héa nang lwong va do nhay cla té bao vé&i
insulin (Sinclair et al., 2002). Axit ~linolenic duoc nbi
dai mach va khir bdo hoa tao thanh EPA Ia tién chét

cla cac eicosanoid chong viem. Mot sb nghlen clru
cho thay EPA trc ché interleukin 14 (IL-14), yéu té hoai
ttr khéi u (TNF.) va interleukin-6 (IL-6) c6 vai trd quan
trong trong bénh sinh BDTDT2 va bién chirng clia né
(Ferrucci et al., 2006; Simopoulos, 2006). Nghién ctru
hién tai cGa chung téi cho thdy ham lwgng DHA trén
bénh nhan DTDT2 thdp hon ngwdi binh thwong, co
thé 1a nguyen nhan lam gidm d6 nhay cla té bao vé&i
insulin & bénh nhan dai thao dwdng, phu hop véi cac
nhan dinh trwéc day.
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Bang 4: Ham lwgng cholesterol va triglycerid trong
huyét twong clia hai nhém.

Chi sé Nguoi binh Bénh nhan
i thwong DTDT 2
Tong luong FFA | 49761403 | 23524511
(mg/L) ) ) ) £l
Cholesterol (mmol/L) 2,9-5.2 6,6 +0,9
Triglycerid (mmol/L) 0,8-2,3 3,2+1,3

Mat khac, nhdm bénh nhan BTBT2 c6 ham Iwgng
cholesterol nam trong khoang 6,6+0,9 mmoal/L, cao
hon rd rang so véi nguwdi binh thwdng (bang 4). ba
thay ham lwong cholesterol huyét twong & nhém bénh
nhan dai thao dwong c6 twong quan thuan véi ham
lwugng mét sb axit béo bao hoa: lauric (r = 0,34),
myristic (r = 0,45), palmitic (r = 0,30) va cling co twong
quan thuén voi axit eicosapentaenoic (r =0,56); vai cac
axit béo khac thi chuwa thay cé twong quan rd rét, co
thé do sb lwong mau nghién ctvu con nhd. Ham lugng
triglycerid c6 twong quan thuan véi ham lwong axit
palmitic (r = 0,41) va stearic (r = 0,50). Ty 1& axit béo
b&o hoda cao trong mau duoc xem |a khong tét bdi né
lam téng lweng LDL-cholesterol trong mau va lam
gidm hap thu LDL-cholesterol & gan, lwong LDL dw
thira trong mau sé bam vao thanh mach va dan t&i
hinh thanh cac méng xo via dong mach.

KET LUAN

Bang sac ky khi khéi phd da xac dinh dwoc 17 axit
béo tw do trong huyét twong bénh nhan dai thao
duwong typ 2 va ngwdi binh thucyng, v&i tbng ham
lwong 1an lwot 1a 235,2 + 51,1 va 197,6 + 40,3 mgll;
trong d6 cac axit: palmitic, stearic, oleic, linoleic,
mynstlc va lauric chiém trén 96% téng lwong axit béo
tw do & ca hai nhom.

Bénh nhan dai thao duwdng typ 2 c6 ham lwong cac
axit béo bdo hoa (82,5%) trong huyét twong cao hon
so v&i ngudi binh thuong (76,5% ); tdng luong axit
béo khéng bao hda (17,5%) thdp hon so v&i ngudi
binh thuong (31,7%). Ty & stearic/palmitic trong huyét
& nhém bénh nhan dai thao dwong typ 2 (0,54) cao
hon & ngudi binh thucyng (0,44).

Ham luvong mot sb axit béo tw do trong huyét
twong bénh nhan dai thao dwong typ 2 ¢6 twong quan

thudn vira phdi véi ham
cholesterol. i
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