VYSETRENI METABOLISMU SACHARIDU.
DIABETES MELLITUS

Témata k zopakovani

Metabolismus glukosy. Glykemie a jeji regulace, glukosovy tolerancni test (glykemicka kiivka). Poruchy
metabolismu sacharidi, glukosurie a jiné redukujici cukry v moc¢i. Neenzymova glykace proteinti.

Uvod

Zakladni biochemickou hodnotou sacharidového metabolismu je stanoveni koncentrace glukosy v krvi,
plazmeé nebo séru. Nejcastéjsim typem poruchy sacharidového metabolismu je diabetes mellitus (DM). O
této poruse Ize uvazovat, je-li hladina glukosy nala¢no v celé kapilarni nebo zilni krvi vys$si nez 5 mmol/l
a nebo v plazmé ¢i séru vyssi nez 6 mmol/l. Na potvrzeni diagnézy, neni-li urena pfimo z hodnoty
glykemie’, je pouzivan glukosovy toleranéni test. Pii sledovani prib&hu diabetu a kontrole terapie
vyuzivame dal$i biochemicka vysetieni: kvantitativni stanoveni glukosy v mo¢i, ukazatele dlouhodobé

glykemie (fruktosamin nebo glykovany hemoglobin), prikaz mikroalbuminurie a ketolatek v moci.

Diabetes mellitus je onemocnéni charakterizované absolutnim nebo relativnim nedostatkem inzulinu a
ma nékolik forem i n€kolik stadii, které je tfeba rozlisit jak z diivodi prognostickych, tak terapeutickych.
Podle etiologie se rozliSuje diabetes mellitus 1. typu, diabetes mellitus 2.typu, t€hotensky diabetes a dalsi
specifické typy diabetu.

Diabetes mellitus 1. typu je polygenni autoimunitni choroba. Je méné castou formou diabetu. Geneticka
predispozice kombinovana s ur¢itymi vné&jsimi faktory, jako je virova infekce, toxiny, stres, mize navodit
prediabetickou fazi onemocnéni, ktera trva i nékolik let. V této dobé dochazi k pomalé destrukci B-bunck
Langerhansovych ostrivki zprostfedkovanou aktivovanymi T-lymfocyty a cytokiny, ktera se projevuje
jako insulitis (lymfocytova infiltrace ostrivkovych bunék, zanét). Inzulitida postupné snizuje pocet
funkénich B-bunék, coz zplsobuje poruchy syntézy a sekrece inzulinu. Diabetes se klinicky manifestuje v
dobg, kdy je autoimunitnim zanétem zniceno az 60-70 % pankreatickych B-bunck.

Diabetes mellitus 2. typu je zplsoben rezistenci na inzulin a/nebo relativnim nedostatkem inzulinu
(abnormalni inzulin, protildtky proti inzulinu). Je pfevazujici formou diabetu. Rezistence na pisobeni
inzulinu mize byt vysledkem snizeného poctu plazmatickych membranovych receptorti na cilovych
bunkach nebo nasledkem postreceptorové blokady nitrobunééného metabolismu glukosy (snizeny pocet
receptorti nebo snizena afinita; snizend aktivita pyruvatdehydrogenazového komplexu; abnormalni prevod
signadlu nebo abnormalni fosforylaéni reakce pro nadmérnou tvorbu TNF,). Stupenn inzulinové

nedostatecnosti je odrazem postupné ztraty schopnosti B-bunék reagovat na glukosu.

Téhotensky (gesta¢ni) diabetes je porucha, ktera se objevuje béhem gravidity. Dalsi typy diabetu mohou

provazet nektera zanétliva, endokrinni, geneticka a jina onemocnéni.
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Presnéj$im a spravnéjs$im vyrazem pro vyjadreni hladiny glukosy v krvi je termin glukosemie. Protoze vsak v Ceské
odborné literatuie je v§eobecné vice uzivan termin glykemie, pouzili jsme ho i v tomto skriptu.



Diabetes mellitus (DM, diabeticky syndrom)

Pri¢ina

Metabolicky diisledek

Klinicky nélez pro DM

- nedostatecny ucinek inzulinu (absolutni deficit pii poruse sekrece

nebo relativni deficit pii poruse jeho ptisobeni v perifernich tkanich  —

inzulinova resistence)

- porucha metabolismu glukosy, ale téz proteint a lipida

- chronicka hyperglukosemie

Mechanismus hyperglukosemie - snizeny transport glukosy zavisly na inzulinu (GLUT 4)

Zakladni klasifikace*

- pokles utilizace glukosy v jatrech (glykolyza)

- zvySena glukoneogeneze

- zvysena jaterni glykogenolyza

DM 1. typu

DM 2. typu

Prevalence
Dtivéjsi oznaceni

Pfi¢ina

Nedostatek inzulinu
Koncentrace inzulinu
Vék manifestace
Nastup choroby
Télesna stavba

Sklon ke ketoze
Dédi¢nost

Typické klinické ptiznaky

15-20 % diabetikt
inzulin-dependentni (IDDM)

autoimunitni destrukce 3 bunék

~ 80-85 % vsech diabetikti
noninzulin-dependentni (NIDDM)

inzulinova rezistence a/nebo

porucha sekrece inzulinu

absolutni

nizka nebo nepfitomen

détstvi, mladi

akutni

astenicky typ

znaény

genetickd predispozice

unava, polyurie, polydipsie (pocit zizng),

polyfagie (pocit hladu)

relativni

normalni, Casto i zvySena
obvykle po 40. roce

postupny

Casto obézni

obvykle ne

geneticka predispozice

unava, prodlouzené hojeni ran,

bakterialni infekce ktize, neuropatie

*Dalsi zakladni typy DM: Gestaéni DM a porucha glukosové tolerance (prevalence u 2 % té¢hotnych Zen; komplikace pro plod,

riziko vzniku DM 2. typu u Zeny v pozd&j§im v&ku). Ostatni specifické typy DM (pfi¢iny: genetické defekty B—bun&k nebo
inzulinového receptoru, infekce, indukce 1éky, chemikaliemi, endokrinopatie, imunitné podminény, ...).




Enzymové stanoveni glukosy v séru

a) Oxida¢ni kopulaci s enzymy glukosaoxidasou a peroxidasou

Glukosa se oxiduje vzdusnym kyslikem za katalyzy glukosaoxidazou (GOD) na &-lakton glukonové
kyseliny a peroxid vodiku:

B-D-glukopyranosa + O, GOD  D-glukono-1,5-lakton + H,0,

Doplnte vzorce reaktanti a produktii:

Vznikly peroxid vodiku za katalyzy peroxiddzou (POD) oxiduje chromogenni substrat na cervené
zbarveny produkt:

H,0,+H,A _POD . 2H,0+A

Stanoveni je prikladem reakci, které vyuzivaji tvorbu peroxidu vodiku v prubéhu reakce. Jedna se o tzv. oxidacni
kopulaci. Jedné se o zvlastni ptipad kopulace, resp. kondenzace, kdy aromaticky amin (nejcastéji 4-aminofenazon

/4-aminoantipyrin/) reaguje s oxidovanymi aromatickymi fenoly nebo aminy za vzniku barevnych produkta.

chinonimin

Pti dodrzeni ptedepsanych podminek je mnozstvi produktu imérné koncentraci glukosy v analyzovaném
vzorku. Reakce je citliva a rychld. Vysledné zbarveni se méii bud’ po ustaleni reakéni rovnovahy (metoda
end-point) nebo kineticky.

Vzorky séra nebo plazmy oddé¢lené ihned po odbéru se ke stanoveni nijak neupravuji. Pokud se krev hned

nezpracuje, musi se stabilizovat ptidavkem NaF.

Proc¢ se ke vzorkiim zpracovanym pozdéji pfidava NaF?



Piiklad ¢inidla: fenol 11 mol/l; 4-aminofenazon 0,77 mol/l; glukosaoxidaza 300 pkat/l; .................... 18,3 ukat/l),

Vysvétlete vyznam vsech latek v Cinidle, ktera latka chybi (....... /

Jaky bude rozdil v provedeni pii pouziti kinetické a end-point metody?

b) Stanoveni s hexokinasou a glukéza-6-fosfatdehydrogenasou

Glukosa je nejprve fosforylovana na glukosa-6-P a ten je oxidovan glukéza-6-fosfatdehydrogenasou na
glukonolakton-6-fosfat:

glukéza + ATP — glukoéza-6-fosfat + ADP (hexokindza)

glukoza-6-fosfat + NADP" — glukonolakton-6-fosfat + NADPH + H' (glukéza-6-fosfatdehydrogendza)
Uved'te, jak budete sledovat pribeh reakce.

¢) Stanoveni specidlnimi analyzatory urCenymi jen pro analyzu glukézy (také nékteré glukometry).
Principem je enzymatické stanoveni s GOD kotvené na sitce nebo v reakéni zoné nasakavého prouzku.
Vznikajici peroxid vodiku se stanovuje ampérometricky. Mt se elektrodova oxidace peroxidu na

platinové elektrod¢ (Clarkova elektroda):
HzOz—)2H++Oz+2e_

Hodnoceni

Pro spravné hodnoceni glykemie je tfeba si uvédomit, ze referen¢ni hodnoty se li§i podle typu

zpracovan¢ho materidlu.

Referencni interval koncentrace glukosy (mmol/l) nala¢no u zdravych dospélych

Vendzni Kapilarni
Krev 3,1-5,0 3,3-5,6
Sérum, plazma 3,3-5,6 3,9-6,1

V kapilarni krvi jsou hodnoty vyssi nez ve ven6zni krvi, rovnéz v oddéleném séru nebo plazmé stanovime

koncentrace vys$si nez v celé krvi.

Nizsi hodnoty ve srovnani s referen¢nim intervalem se oznacuji jako hypoglykemie. Je to patologicky

stav, pii némz organismus nedokaze udrzet homeostazu glukosy.

Klinické ptiznaky hypoglykemie se objevuji, kdyz hladina glukosy u dospélych klesa pod 2,8 mmol/l.

Hlavnim nebezpecim hypoglykemie je nedostate¢né energetické zasobeni mozku s ptiznaky jako je pocit



hladu, bolesti hlavy, usinani, mentalni zmatenost, halucinace a konecné kiece a koma. Druha skupina
priznakd prameni z aktivace adrenergniho systému a zvySeni sekrece katecholaminl (palpitace, uzkost,
chvéni, poceni). Z klinického hlediska se rozlisuji hypoglykemie vznikajici po lacnéni a hypoglykemie
postprandialni (vznika po jidle).

Hypoglykemii mize vyvolavat fada patologickych stavi, napf. tumory pankreatu, poruchy v produkci
antiinzulinovych hormont, jaterni cirh6za, defekty enzymii metabolizujicich glukosu. Piic¢inou
hypoglykemie mtize byt také nepfiméiena davka inzulinu nebo peroralnich antidiabetik.

Vys$si hodnoty v porovndni sreferenénimi se oznacuji hyperglykemie. NejCastéjsi a soucasné

wevr

Niz8i hodnoty glykemie nachazime u novorozencti (po narozeni glykemie klesa, minimum nastava 2 az 4
hodiny po porodu, stejné hodnoty jako tésné po porodu dosahuje za 3 az 5 dni), v t€hotenstvi
(hypoglykemie nalacno, po jidle naopak sklony k hyperglykemii - zvySena rezistence na inzulin), pfi

laktaci, pfi vagotonii ve spanku a pfi znacné svalové namaze.

Intraindividualni variabilita je u glukozy vétsi nez u vétSiny ostatnich latek stanovovanych v plazmé,
nebot’ jeji koncentrace zavisi na:

e svalové aktivité

e cCasovém odstupu od pfijeti potravy (nejvyssi glykemii nachazime 45 az 60 minut po najedeni)

e rovnovaze regula¢nich mechanismt (inzulin versus antagonisté inzulinu)

e druhu vzorku pouzitém pro analyzu (kapilarni nebo venozni krev, plna krev nebo sérum)

Stanoveni diagnozy diabetu z hodnoty glykemie
Diabetes je potvrzen, jestlize glykemie piesahne:

= jednou niZe uvedenou kritickou hodnotu a jsou soucasné pritomny klinické znamky diabetu (polyurie,
polydipsie, ubytek hmotnosti, ketonurie)

= nejméné dvakrat tuto hodnotu, je-li nemocny bez téchto piiznak

Kritické hodnoty glykemie pro diagnostiku diabetu:

PIna krev Plazma

venozni kapilarni venozni kapilarni
Nalacno 7 8
Kdykoli po jidle 10 11 12

Oralni glukosovy toleranc¢ni test (0GTT)

Pokud byla zjisténa zvySena koncentrace glukosy v krevnim séru nebo plazmé nala¢no v rozpéti

6-8 mmol/l nebo v zilni ¢i kapilarni krvi 5—7 mmol/l, je nutné overit icinnost regulace premény glycid



funkéni zkouskou. Pti glukosovém tolerancénim testu se hodnoti zmény glykemie po zatéZovém podani
standardni davky glukosy peroralné, mén¢ Casto intravendzné. Pti vysSich koncentracich glukosy, zvlasté
ma-li nemocny soucasné charakteristické ptiznaky cukrovky, se oGTT neprovadi.

Standardni postup oGTT u dospélych. Tti dny pted testem se neomezuje mnozstvi glycidl ve stravé. Po
no¢nim la¢néni trvajicim 10—14 h se rano odebere vysetiovanému vzorek krve. Pak se poda 75 g glukosy
v 300 ml caje a odebere se krev za 1 a 2 h po vypiti Caje. B€hem testu se zachovava télesny klid, je

zakézano koufit, jist a pit.

Hodnoceni

Glykemie v kapilarni plné krvi* (v mmol/)

Glukosova tolerance 0 h (nala¢no) 1 h po zatézi 2 h po zatézi
Normalni <6 <11 <8
Porusena >6 >11 811
Diabetes mellitus >17 >11 >11

*stejné hodnoty plati i pro vendzni plazmu

Nezapadaji-li ziskané tii hodnoty glykemie do jednoho z typt hodnoceni, rozhoduje hodnota glykemie
nalacno a za 2 hodiny po zatézi.

Ziskaji-li se hodnoty glykemie, které neumoziuji jednoznacné hodnotit vysledek oGTT, je vhodné test
s n¢kolikadennim (az n€kolikatydennim) odstupem opakovat.

U vysetfovanych nad 50 let jsou horni hranice referen¢nich hodnot posunuty o 0,55 mmol/l na kazdou

dekadu. Tolerance na zatéz glukosou je porusena i u jinych onemocnéni, zejména jaternich.

» Vyhodnotte hodnoty oGTT naméfené v praktiku glukometrem a rovnéZz teoretické udaje

zadané asistentem.

Dikaz a stanoveni glukosy v mo¢i

Za normalnich okolnosti se v moci vyskytuje v zavislosti na sloZeni a pfijmu potravy jen nepatrné
mnozstvi glukosy (pfipadné jinych cukri: galaktosa, fruktosa, laktosa, maltosa a nékteré pentosy), které
nejsme schopni bézné pouzivanymi zkouskami prokazat. O glukosurii hovotime pii hodnotach glukosy
v mo¢i > 0,8 mmol/l. Glukosurie vzniké pfi hyperglykemii takového stupné, kdy je prekrocena maximalni
schopnost bunék proximalniho tubulu resorbovat glukosu z glomerularniho filtratu. Tato hodnota se
obvykle udava kolem 10 mmol/l (tzv. rendlni glukosovy prdh), miaze vsak kolisat v pomérné zna¢ném
rozmezi (2,8—18 mmol/l). Vzacnéji se objevuje rendlni glukosurie, vznikajici pii nezvySené glukosemii

disledkem porusené zpétné tubularni resorpce.

Zjisténi glukosurie Casto vede k odhaleni diabetu, avSak negativni nalez glukosy v moci toto onemocnéni
nevylucuje. Kvantitativnimu stanoveni glukosurie se v posledni dobé piiklada mensi vyznam, pouziva se
jako dopliikové vySeteni. Ma vyznam pro uré¢eni dennich ztrat glukosy moci.



Ke zjisténi glukosurie lze vyuzit nespecifickou zkousku s Benedictovym ¢inidlem Tyto zkousky se vSak
pouzivaji jiz jen vyjimecné. Specificky dlikaz glukosy v moci lze provést diagnostickymi prouzky, napf.
glukoPHAN.

Ke kvantitativnimu stanoveni glukosy v moci se pouzivaji stejné metody jako pro stanoveni glukosy

V séru.

Specificky dikaz glukosy diagnostickymi prouzky glukoPHAN

Princip dikazu je stejny jako u kvantitativniho enzymového stanoveni glukosy. Indikacni zoéna
diagnostického prouzku obsahuje enzymy (glukosaoxiddzu a peroxiddzu) a vhodny substrat, ktery se

v pritomnosti vzniklého peroxidu oxiduje na barevny produkt.

Reakci bude ovliviiovat znecisténi zkumavky peroxidem vodiku (Persteril) nebo vysoké koncentrace

redukujicich latek v moci (kys.askorbova). Jak se ovlivnéni projevi?

Vyuziti redukéni zkousky s Benedictovym cinidlem: Pii podezieni na nékterou z dédi¢nych metabolickych poruch sacharidt
(napt. galaktosemii) pozaduji novorozeneckd oddéleni orientacni zjisténi pfitomnosti jiného cukru v moc¢i nez glukosy.
V laboratofi se provede porovnani glykosurie vysetiené enzymovou a redukéni zkouskou. Pfi zjisténém rozdilu je tieba provést

specifické stanoveni na pfitomnost jinych monosacharida.

1.1 Dukaz ketolatek v mo¢i

Priikkaz ketolatek v moc¢i ma vyznam ptedev§im u diabetikii 1. typu. U spravné léCeného diabetika
ketolatky v moci nenachdzime. Jejich pritomnost spolecné s nalezem vyrazné hyperglykemie a glukosurie

sveédci pro diabetickou ketoacidozu.

Ketolatky reaguji s nitroprusidem sodnym v alkalickém prostiedi za vzniku fialového zbarveni. Tentyz
princip je vyuzit u diagnostickych prouzkd. Pouzivame néktery z prouzki se zonou na dikaz ketolatek
napt. diaPHAN. Zkouska dokazuje v Cerstvé moci zvlasté acetoacetat, ktery pfi delSim stani spontanné

dekarboxyluje na aceton (na néj je zkouska méng¢ citliva).

ﬁ' Legalova reakce
Na,[Fe(CN);NO] + CH.CR + NaOH »Na,[Fe(CN);-N(OH)=CH-CO-R] +H,0
nitroprusid sodny R = -CH,COOH, -CH, fialové zbarveny produkt

acetoacetat, aceton

Hodnoceni

Za normalnich okolnosti je vylucovani ketolatek nepatrné, nedosahuje hodnoty 0,5 mmol/den. Ke
zvySené produkci ketolatek dochazi v disledku zvySené utilizace tuki a pii souCasné poruse
nedostateCnosti utilizace glukosy (napf. pii vyCerpavajici fyzické namaze bez dodavky glycidd,
nékolikadennim hladovéni, redukéni dieté s pfevahou proteind, u diabetes mellitus). V téchto ptipadech
se zvysuje koncentrace ketolatek v krvi nad 200 pmol/l a mo¢i se jich vylucuje i vice nez 100 mmol/den.

Aceton je pomérné tékavy a je pomérn¢€ rychle vylucovan exspiraci. Ketonurie se soucasnou glukosurii je



odrazem metabolické dekompenzace diabetikll. Proto je nezbytné provadeét zkousky na ketonurii zvlaste

pti kazdém zjisténi glukosurie.

1.5. Stanoveni C- peptidu

Insulin se tvofi v B-bunikach pankreatu. Jeho syntéza ma tti faze. Nejprve se tvoii pre-proinsulin, ktery se
odstépeni N-koncového polypeptidu (tzv.signalniho peptidu) pfeménuje na proinsulin. Proinsulin je
tvofen polypeptidovym fetézcem, ktery je stoCen a stabilizovan dvéma disulfidickym mustky. Pred
sekreci je proinzulin proteolyticky Stépen na insulin a C-peptid.

o

c-peptid

proinsulin

insulin

Insulin je pfi prvnim prichodu jatry z 50-60% vychytan a metabolizovan, C-peptid neni vychytavan.
Hladina C-peptidu je tak mirou endogenni sekrece insulinu, protoze v injekéné podaném insulinu C-

peptid neni obsazen.

Stanovuje se imunochemicky.

1.6.Pozdni komplikace diabetu - mikroalbuminurie

Kvantitativni stanoveni vydeje albuminu moci je zatazeno u diabetikti jako zakladni metoda informujici o
rozvijejici se diabetické nefropatii. U zdravych jedinct neptekroci obvykle vyluCovani albuminu moci
hodnotu 30 mg/den. Pfi malém zvySeni permeability bazalni membrany glomerulti dochazi ke zvysené
exkreci proteinti se stiedni molekulovou hmotnosti, nejvice albuminu (M, 68 000). Toto malé mnozstvi
albuminu (mikroalbuminurie) jesté neni prokazatelné be€znymi testy na proteinurii (citlivost nad

100 mg/l). V¢asné zjisténi mikroalbuminurie je vSak velmi dulezité, ponévadz odhali pocatecni fazi



nefropatie, ktera je jest¢ reverzibilni. Intenzifikaci terapie lze snizit vylu¢ovani albuminu moci a oddalit
vznik diabetické mikroangiopatie, véetné glomeruloskler6zy.

Stanoveni se provadi v cCerstvé ranni moci, po vylouCeni manifestni proteinurie. Perzistentni
mikroalbuminurie je potvrzena opakovanym pozitivnim nalezem ve dvou ze tfi vySetfeni provadénych
béhem jednoho tydne.

Uved'te, jakou metodou se stanovuje mikroalbuminurie ve vasi laboratofi. Uved’te zakladni princip této
metody.
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