Klinickd biochemie Kapitola 7. Sacharidy, dusikaté latky a porfyriny

Kapitola 7 Sacharidy

Sacharidy jsou aldehydy nebo ketony polyhydroxyalkoholl. Nejjednodu$si sacharidy, monosacharidy, se
podle poctu uhlika déli na tridzy, tetrézy, pentdzy atd., podle pfitomnosti aldehydové ¢&i ketonové skupiny
cukry ano. Disacharidy poskytuji hydrolyzou dvé monosacharidové jednotky, oligosacharidy dvé az deset,
polysacharidy vice jak deset monosacharidovych jednotek.

Sacharidy jsou hojné rozSifeny jak v rostlinné, tak v zivoc€isné fisi. PIni zde ulohu

strukturni i metabolickou. Nejrozsifen&jsi a biomedicinsky nejdaleZitéjsi monosacharid,  HO o
glukdza, vznika u rostlin fotosyntézou z oxidu uhli¢itého a vody. Glukéza je ukladana ve
formé Skrobu nebo je pfeménovana na celulézu, ktera tvofi zaklad rostlinného pletiva. U
zivogich(, i kdyz mohou nékteré sacharidy syntetizovat z tuku a bilkoviny, je vétSina
sacharidd odvozena z rostlin.

Mnoho monosacharid( tvofi meziprodukty pfi metabolismu glukézy (tridzy, tetrozy, ribéza
pentdzy, sedoheptuléza). Fyziologicky vyznamné jsou i mnohé derivaty glukézy (napf.

kyselina glukuronova aj.), a také né&které disacharidy (maltéza, sachardza, laktéza) a HO o OH
zasobni formy glukdzy (glykogen u Zivocichu, Skrob u rostlin).

Velmi dllezité jsou pentdzy rib6za a deoxyribdza jejich estery s kyselinou fosfore¢nou,

které tvori zaklad nukleotidd, cozZ jsou nejenom jsou skladebné kameny nukleovych

kyselin (jak znate z biochemie, pfipadné z kapitoly 22 tohoto textu), ale mnohé z nich, OH

napf. ATP, pfedstavuji vyznamné slouéeniny z hlediska energetického metabolismu
(jakysi akumulator chemické energie).

Ve formé glykosid( (tj. ve vazbé s dalSim cukrem nebo s necukernou slozkou, tzv.
aglykonem) se cukry vyskytuji v riznych slouéeninach jako IéCiva (kardialni glykosidy, néktera antibiotika),
razné aromatickeé latky, jsou i souc¢asti zivoc¢iSnych tkani.

Nemoci tykajici se sacharidl jsou zejména diabetes mellitus, galaktosémie, nemoci ze stfadani glykogenu a

nesnasenlivost mléka.
OH OH OH OH
H O H H H H O H H O H HO H O H
H H H H

OH H OH H OH H [¢] OH H
HO OH HO OH HO o OH H OH

H OH H OH H OH H OH
glukuronova (4-O-f-D-glukopyranosyl-D-glukopyrandza) (4-O-p-D-galaktopyranosyl-D-glukopyrandza)

OH

OH OH

deoxyribdza

Glukéza Kyselina Maltéza Laktoza

7.1. Glukéza
Podstatna ¢ast sacharidu se dostava v savéim organismu do krevniho obéhu ve formé glukézy, a to bud
pfimou resorpci z potravy, nebo pfeménou sacharidu na glukézu v jatrech. V sav€ich tkanich (kromé

prezvykavcu) je glukéza hlavnim metabolickym palivem, je o
rovnéz univerzalnim metabolickym palivem plodu (fetu). HaC N

Glukoza je také prekursorem ostatnich sacharidi :@i o NH
vyskytujicich se v téle, resp. ostatni cukry vyskytujici se v téle N S

se z ni mohou tvofit. Mnohé z nich maji vysoce specialni
funkce: glykogen je zasobni formou glukézy, ribdza tvori

dalezitou sou¢ast nukleotid(l, nukleovych kyselin a mnohych HO OH

koenzymu, galakt6za je pfitomna v laktoze v mléce,

v nékterych komplexnich lipidech ¢i v kombinaci s bilkovinami ?

v glykoproteinech a v proteoglykanech (glykany jsou o=h—oH

polysacharidy, proteoglykany obsahuji cca 5% protein(i a cca SN

95% sacharidu; jsou to polyanionty a tvofi zakladni soucast wo o

pojivovych tkani zajistujici viskozielastické vlastnosti). o /=N
Krevni cukr gluk6za ptredstavuje okamZity energeticky zdroj NWNHZ
pro potfeby organismu (zasobnimi zdroji energie jsou, jak jiz HO ho |
bylo uvedeno, glykogen a ptedevsim tuky). o on TN

Hladina/koncentrace glukozy v krvi je peclivé udrzovana slozitymi (viz pribé )

. s . . ; v . ., ., pribéh reakce u metody stanoveni
regulaénimi mechanismy, kde se vyznamné uplatriuji zejména hormon GOD-POD na str. 7-2)
inzulin a jeho antagonisté, hormony glukagon a kortisol (podrobnosti
v kapitole 17. Hormony, viz také schéma principti requlace hladiny glukézy na str. 17-33).
Precizni a pfesné stanoveni koncentrace glukézy v krvi (plazmé, séru, kapilarni krvi) se fadi mezi zakladni
analytické metody klinické biochemie a patfi vedle rutinnich a statimovych i mezi vitalné dulezité analyzy.
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7.1.1. Metody stanoveni glukézy

7.1.1.1. Neenzymové metody

Plavodni neenzymové metody maji pouze historicky vyznam a dnes se nepouzivaji.

Metody vyuZivajici redukcnich viastnosti glukosy (nékteré priklady pro zvidavé studenty):

e  Oxidace glukdzy pomoci Fe*' (ferrikyanid) podle Hagedorna a Jensena (dfive nejrozsitenéjsi): ferrikyanid draselny
je glukosou redukovan na ferrokyanid, ktery je vysrazen ve formé zine¢nato draselné soli, zbyvajici ferrikyanid je
kvantitativné redukovan jodidem podle rovnice: 2H3;Fe(CN)g + 2HI = 2H,Fe(CN)g + |,. Uvolnény jod je titrovan
tiosulfatem.

e  Oxidace glukdzy pomoci Cu™":

o Neocuproinovd metoda: médné ionty (Cu®) vzniklé reakci cu®* s cukrem reaguji s
neokuproinem (2,9-dimetyl-1,10-fenanthrolin) za vzniku oranzového komplexu
rozpustného v EtOH (Amax = 457 nm)

o Reakce podle Nelsona a Somogyiho: médné ionty (Cu’) vzniklé reakci cu® s cukrem H.C CH,4
dale redukuji arsenomolybdenovou kyselinu na molybdenovou modi (Amax = 820 neocuproin
nm)

Kopulace s aromatickymi aminy v kyselém prostredi
Reakce glukdzy s aromatickymi aminy (o-toluidin, benzokain a dalsi) za tepla (var reakéni smési) na barevnou latku;
nejcastéji se pouzival o-toluidin, dfivéjsi rutinni, Siroce uzivana metoda.

Byvala diagnosticka souprava PLIVA-Lachema Diagnostika: Cinidlo obsahovalo vedle o-toluidinu také koncentrovanou kyselinu
octovou, thiomocovinu a kyselinu oxaloctovou (existuji riizné modifikace); v pldvodnim provedeni se sérum deproteinovalo 5%
kyselinou trichloroctovou, pridavek tetraboritanu sodného k reakéni smési tento stupen analyzy odstranil.

7.1.1.2. Metody enzymové

Moderni a Siroce pouzivané enzymové metody byly vyvinuty zejména pro automatické analyzatory,
vyuzivaji se vSak v prakticky kazdém typu provozu (podobné jako fada dalSich analytickych metod).

Metoda s glukozaoxiddzou a peroxiddzou

Oxidace glukdzy neni zajisténa kovovymi ionty, jako v pfedchazejicich pfipadech, ale enzymem
glukézaoxidazou: glukdza je oxidovana kyslikem z roztoku (pfes D-glukono-1,5-lakton) na kyselinu
glukonovou, vznikly peroxid vodiku je stanoven modifikovanou Trinderovou reakci (viz kapitola 3, str. 3-19) .
Ugast glkuk6ézaoxidazy (GOD) a peroxidazy (POD) je ptivodcem zkratky nazvu metody GOD/POD.

Pribéh reakce pro zvidavé studenty:

OH
H O H
H

OH H —_—
HO OH

H OH

GOD
glukéza FAD FADH, glukonolakton kyselina glukonova

02 kyslik z roztoku se spotfebovava na tvorbu peroxidu

FAD/FADH, = flavinové nukleotidy (dehydrogenované/hydrogenované)

POD
H,O, + 4-aminoantipyrin + 4-chlor-3-methylfenol = chinonimin + 2H,0

fotometrie pfi 470 - 530 nm

Y

Diagnosticka souprava Erba-Lachema s.r.o.: Glukosa Liquid 1000, Glukosa GOD 1500: v Trinderové reakci je pouzit 3-methylfenol,
vysledkem je rizové zbarveni fotometrovatelné v oblasti 490 — 540 nm.

Referen¢ni hodnota: FPG = <5,6 mmol/l

Kritické hodnoty u dospélych: <3,0 mmol/l a > 20,0 mmol/I (novy nalez), 25 mmol/l (u diabetikd)
Poznamka I: oznaceni fP-glukdza znaci ,glukdza stanovend z plazmy pacienta, ktery nejedl urcitou dobu, lacnil“ —viz ,,Stanoveni
diagndzy z hodnoty glykémie (FPG)“ v kapitole 17, Hormony, kde jsou i podrobnosti k referencnim hodnotam; f = fast = nalacno.
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Reakce s glukézaoxidazou se vyuzZiva i v osobnich glukometrech a jednoudéelovych analyzatorech
pro stanoveni koncentrace glukozy v séru, v plazmé ¢i v hemolyzatu, vysledek reakce je v8ak zjistovan
amperometricky, nikoliv fotometricky.

Prvnim principem je amperometrické stanoveni ubytku kysliku v roztoku pufru, ve kterém probiha
glukézaoxidazova reakce. Kyslik pfebira na platinové katodé Clarkovy elektrody elektrony a tvofi se voda
(viz obrazek a text nize a také na str. 8-33 v kapitole 8):

Pt KATODA: 92 + 4H" + 4‘e' ——>» 2H,0
-0,65V : H

z roztoku pufru

v

Elektrony ve vySe uvedené reakci predstavuji elektricky proud, ktery se méfi, a ktery je mérny koncentraci
kysliku v roztoku (€im vétsi ubytek kysliku, tim vy$si koncentrace glukézy — kyslik se spotfebovava na
tvorbu peroxidu a z roztoku ubyvéa — dojde k poklesu proudu).

Jinou moznosti amperometrické indikace je pfimé stanoveni vzniklého peroxidu vodiku na Pt anodé
(peroxid pfedava platinové anodé elektrony a dochazi k jeho rozkladu, redukce
peroxidu):

Sy
s
Pt ANODA: H,0, ———» O, + 2H* + 2e
+0,68 V 4 ‘
P elektricky proud v

: Na tomto principu pracuje napf.
v ) ° ) analyzator fy EKF Biosen C-Clinic
Ag KATODA: 2AgCl + 2e —» 2Ag + 2

-
I+ II Clarkova elektroda

je galvanicky ¢lanek tvofeny zdrojem, centralni platinovou
elektrodou a chloridostfibrnou (Ag/AgCl) elektrodou, ktera je
___________ L situovana kolem centraini Pt elektrody. Clanek je vioZzeny do
vhodného prostfedi (pufr s obsahem KCI). Podle toho jaké
napéti se vlozi na Pt elektrodu, bude tato katodou (-0,65 V)
nebo anodou (+0,68 V) a bude probihat prvni nebo druhy

= vySe popsany dé&j. V prvém pfipadé jsou elektrody s pufrem

oddéleny od prostfedi s gluk6zaoxidazou polyetylénovou
+ f membranou propoustéjici pouze kyslik. Na obrazku vlevo je
=a pfiklad takového jednoduchého usporadani.

oxygen permeable

membrane Preklad k obrazku:

oxygen permeable membrane = membrdna propustnd pro kyslik

Poznamka: Glukdzaoxidasa mize byt soucasti reakéniho roztoku (ptistroje
fy Beckman) nebo m{ize byt imobilizovdna na membrané na Clarkové
elektrode (glukometr EKF Biosen C-Clinic).
Elektrody s ukotvenymi enzymy se nazyvaji enzymové elektrody nebo téz
GIUCOSB biosensory, chip sensors apod.

[

Enzymové metody stanoveni glukézy predstavuji rovnéz principy reakci diagnostickych prouzki jak na
stanoveni glukézy v modi, tak pro tzv. self-monitoring, €ili stanoveni hladiny glykémie pacientem pomoci
osobniho glukometru. Zjisténi vysledku u osobnich glukometrd je amperometrické. Vyznam stanoveni
glukézy a pouziti osobnich glukometrd bude diskutovan v kapitole 17, od str. 17-24.
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Glukometry fy Nova Biomedical:
-/ vlevo, pfistroj pro nemocni¢ni
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pro domaci uziti, bez moznosti
napojeni do sité. Vlevo
znazornéna Ctyrvrstvova struktura
For more information on the Nova

Max® Glucose Monitor visit: diagnostického prouzku —
Www.novacares.com biosenzoru

Click Here to Receive the
Presentations Booklet

(http://www.novabiomedical.com/)

Metoda s hexokindazou

Stanoveni glukézy pomoci enzymU hexokinazy a glukéza-6-fosfat dehydrogenaz. V tomto postupu je
vyuzito fosorylacnich reakci znamych z biochemie cukrd, kdy je pomoci hexokinazy fosforylovana glukéza
na glukéza-6-fosfat, ktery je nasledné za katalyzy G6PD (glukéza-6-P dehydrogenaza) dehydrogenovan na
6-P-glukonolakton. Koenzym reakce, NADP, je pfitom hydrogenovan. Sleduje se narlist absorbance pfi 340
nm (opticky test, viz kapitola 3, str. 3-20). Referen¢ni metoda, pouzivana ¢asto i jako metoda rutinni.

Pribéh reakce pro zvidavé studenty:

(0]
Ho !
| —OH
OH lo)
H O H H O H
H H
OH H OH H
HO OH HO OH
¥ OH o o OH glukoza-6-fos’fat M "
hexokinaza dehydrogenaza
glukdza / \ » glukdza-6-fosfat /\ » fosfoglukonolakton
+ +
ATP ADP NADP opticky test NADPH +H
Poznamka:

Vznikly lakton se spontdnné nebo enzymaticky $tépi za vzniku kyseliny 6-fosfoglukonové.

?e

EN ,

Zjisténi vysledku )i:[ j\A:\L Rssasin

1. SpraZenis dalsi reakci kdy vysledkem je barevny ¢i fluorescencni produkt, He < 2
méfritelny foto- ¢i fluorimetricky (pfislusna latka je redukovana pomoci

NADPH,): i

» jodnitrotetrazoliova violet + fenaziniummethosulfat (fotometrie) :

[}

[}

» fenaziniummethosulfat + resazurin (fluorimetrie)

N
» resazurin + NADH, (UV-test, pokles absorbance pfi 340 nm)- - - - - - - ! /@[ Il Resorufin
HO 0 o]

2. Opticky test (pfimo se proméfuje redukce NADP = sledovani narustu absorbance pfi 340 nm - viz
rovnici vys).

Poznamka: Opticky test je analyticky spravnéjsi postup. V tomto provedeni se jednd o referencni (analytickou)

metodu.

Pro zvidavé studenty: Jsou popsany i metody s glukdzadehydrogendzou (EC 1.1.1.47), ktera ma jako koenzym systém

NAD(P)/NAD(P)H,, takZe vyuziti optického testu je zfejmé. Systematicky nazev enzymu je beta-D-glukéza:NAD(P)' 1-

oxidoreduktdza. Tento enzym redukuje pouze -formu glukézy, vysledkem dehydrogenace glukézy je D-glukono-1,5-

lakton a redukovany koenzym. Pribéh reakce je tedy velmi podobny reakci s glukézaoxidazou (EC 1.1.3.4), ale

glukézadehydrogenaza ma jiny koenzym, vyuzitelny v optickém testu. Glukdzadehydrogendaza se vyuzivd i u

glukometrd, kde je ovsem indikace amperometricka.

NADH / H*

NAD?, H,0

Priikaz a stanoveni glukézy v moci a jejich vyznam, jsou dostate¢né popsany v kapitole 5, na str. 5-11 a
5-12. Kvantitativni stanoveni glykosurie je (aZ na biologicky material) totoZzné se stanovenim glykémie.
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7.1.2. Klinické poznamky

Organismus m(ize byt neschopen vyuzit (utilizovat) glukézu, coz vede ke stavu obdobnému hladovéni.
Dochazi ke ztraté tukové tkané a vzrustu koncentrace meziproduktd a metabolitll tvoficich se pfi tukovém a
proteinovém metabolismu, tj. dojde k narustu

e ketolatek a mastnych kyselin — ze $tépeni tuku
e aminokyselin a peptidd — ze $té€peni proteinu
® mocoviny — z metabolismu aminokyselin a peptida.

Draselny kation se pfesouva z bunék do mimobuné&Zné tekutiny.
Naméfi se hyperglykémie, stav je pfitom charakteristicky pro hypoglykémii.

Tento stav mlze nastat kratkodobé pfi pourazovém Soku, dlouhodobé pfi onemocnéni diabetes mellitus.
O této chorobé je pojednano podrobné v kapitole 17. Hormony, v ¢asti vénované hormonu inzulinu (str. 17-
22 a nasledujici). Jsou tam rovnéz uvedena vSechna potfebna laboratorni vySetfeni, souvisejici s diabetem,
vCetné preanalytické faze. Doporuduiji, abyste se na pfislusné stranky podivali hned ted, protoze podrobné o
dané problematice budeme hovofit az za rok.

Nebezpecné AGEs
Glykace je neenzymaticka adice cukerného zbytku na proteinové aminoskupiny.

Rychlost glykace je dana koncentraci reagujicich slozek; protoZze koncentrace bilkovin v krvi je v podstaté
konstantni, zavisi vysledek na koncentraci glukdzy v krvi. V prvni fazi vznika kondenzacni produkt, reakce je
vratna a po odeznéni pfechodné hyperglykémie se glukdza z vazby zase

uvolni. Pfi dlouhodobé hyperglykémii dochazi k intramolekularnimu

pfesmyku a vznika ketoamin (tzv. Amadoriho produkt), ktery je derivatem
fruktozaminu. Reakce je nevratna, molekula cukru zlstava navazana na ‘
molekulu bilkoviny po celou dobu jeji existence. Ketoamin pak mize
reagovat nékolika dal$imi zplsoby. Kone¢né produkty se nazyvaji Advanced
Glycation End products (AGES),tj. koncové produkty pokrocilé glykace.
AGEs se velmi pravdépodobné podileji na rozvoji € zhorseni stavu mnoha
degenerativnich chorob, jako jsou diabetes, ateroskleréza, chronické
ledvinové selhani a Alzheimerova choroba. V organismu se kumuluji a
Lvytvrzuji tepny, zakaluji CoCky a narusuji neuronové vazby v mozku®.
Stanoveni glykovaného podilu hlavnich krevnich bilkovin umozriuje posoudit
stav ,zatiZeni“ organismu sacharidy (a potazmo AGEs) a rutinné se pouziva
(nejen) pro hodnoceni dlouhodobé kompenzace diabetu, tj. primérné
glykémie za delSi Easové obdobi (podrobnosti v kapitole 17).

Louis Camille Maillard

1878 —1936
Pro zvidavé studenty: Tuto reakci (glykaci) poprvé popsal v roce 1912 Louis Maillard

(Maillardova reakce), ktery pozoroval hnédnuti bilkovin pfi jejich zahtivani s cukry. Do roku 1971 byla tato reakce
zajimava zejména pro potravinarské chemiky (produktem Maillardovy reakce je napt. séjova omacka). V roce 1971
popsali autofi Trivelli, Ranney a Lai v ¢asopise The New England Journal of Medicine, Ze glykace probiha v kazdém
Zivém organismu, zejména u stavl se zvySenou koncentraci cukr( v krvi, jakymi jsou diabetes mellitus nebo
galaktosemie. V lidském organismu jsou bilkoviny glykovany zejména prostrednictvim lysinovych zbytk(. Na lysin jsou
nejbohatsi histony, bazické proteiny jadra, duleZité pro organizaci a ochranu DNA. Produktem glykace histonu je
N(6)-Karboxymetyllyzin (CML), coz je asi nejuzivanéjsi marker vyskytu AGEs v potravinach.

Maillardova reakce ma tri faze — iniciaci, propagaci a terminaci.

V prvni fazi (iniciace) vznikd pres nestabilni kondenzacni produkt (Schiffova bdze) stabilnéjsi Amadoriho (také
Heynsuv) produkt. Amadoriho komplexy podléhaji riznym zméndm, jejichZz smér ve znacné mife zavisi na pH
prostiedi, ale vysledkem je vidy néjakd forma tzv. deoxyglukosonu, coz jsou velmi reaktivni slouceniny, které opét
reaguji (propagace) s volnou aminoskupinou a tim propaguji Maillardovu reakci a zpUsobuji tak nevratné molekularni
zmény proteinl tvorbou heterocyklickych produkt( a inter- a intramolekuldrnich mastk(. Produkty reakci glukosond
jsou napf. furfuralaldehy, reduktony nebo pyrazony, pyrroly, pyrrolinony a pyrrolinonreduktony. Tyto produkty mohou
dale reagovat s aminy na hnédé, fluoreskujici slouceniny, jejichz struktura je malo znam3; jsou stabilni a ukoncuji
Maillardovu reakci (terminace, tvorba AGEs).

,»AGEs” (Cti ejdZis) jsou konecné produkty pokrocilé glykace. Nazev je zkratkou Advanced Glycation End products,
koncové ,,P“ je vynechano, protoZe age = anglicky vék a tak zkratka soucasné evokuje povédomi, Ze téchto latek
pribyva postupné se starim organismu. Jednou z téchto sloucenin je pentosidin (viz vzorec na str. 7-6), odvozeny

z pentosy ribdzy, tvofici fluoreskujici cross-linky (mastky) mezi argininovymi a lysinovymi zbytky v kolagenu. PouZiva
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se jako biomarker ke zhodnoceni kumulativniho poskozeni protein( latkami AGE a jako marker starnuti. Posledni
studie navic naznacuji, Ze pentosidin je soucasti procesli neurodegenerativnich

onemocnéni (Alzheimerova choroba, vaskularni demence) a predpoklada se, ze by HO NH,
zvySena hladina této latky mohla byt spojena s chronickym zanétlivym procesem o/ NH,
pfitomnym u roztrousené sklerdzy. Proto se usuzuje, Ze by pentosidin mohl byt ‘

novym markerem pro roztrousenou sklerézu. Pentosidin se stanovuje Lysin \ /NYNH
gradientovou HPLC v reverzni fazi s fluorescenéni detekci. \ v

AGEs jsou vychytavany receptorem RAGE (Receptor for Advanced Glyaction End

products), ktery se vyskytuje na mnoha burikdch, vcetné bunék hladkého svalstva, Pentosidin
endotelidlnich bunék a bunék imunitniho systému mnoha tkani. Ma se za

dokdazané, Ze napf. za vétsinu komplikaci diabetu (katarakta, urychlend aterosklerdza, neuropatie) mohou pravé
produkty Maillardorvy reakce.. AGEs jsou uvadény jako pfic¢ina mnoha zdravotnich potizi i u nediabetikd, od
onemocnéni ledvin pres demenci, aterosklerdzu, astma, infarkt myokardu az po riizné typy rakoviny aj. Je to diky
tomu, Ze mimo jiné podporuji oxidaci LDL ¢astic, obecné podporuji oxidacni stres, zvysuji vaskularni permeabilitu,
inhibuji vaskularni dilataci a indukuji sekreci riznych cytosin(i. UvaZuje se, Ze patogenese zanétlivych onemocnéni
typu aterosklerdzy, astmatu, artritidy, srdec¢niho infarktu, nefropatie, retinopatie, periodontitidy a nefropatie ma svljj
puvod v aktivaci nukledrniho faktoru kappa B (NF-«B), ke které dojde po navazani AGEs na receptor RAGE.

AGEs se v organismu nejen tvofi, ale jsou do ného i privadény zvenci potravou. Exogenni AGEs maji v podstaté stejné
Ucinky jako AGEs endogenni a v potravinach vznikaji pfi jejich smaZeni, pe€eni nebo grilovani (teploty >280 °C).
Novéjsi vyzkumy naznacuji, Ze vznikaji dokonce i pfi nizsich teplotach, nez je280 °C.

Na faktu, Ze Maillardova reakce mlze vysvétlit starnuti ,,dlouho-Zijicich“ molekul, je zaloZena nova teorie starnuti.

OQ OH

Arginin

Galaktosemie

je autosomalné recesivni metabolicka porucha metabolismu

galaktozy (srovnej kap.8, str.8-17), zplsobena mutaci v genu Transferdza

kédujicim galaktéza-1-fosfat uridyltransferazu. Projevuje se jiz u

novorozencu, protoze matefské mléko obsahuje znacné

mnozstvi galaktozy. Postizeného jedince provazi nevolnost, UDP-glukdza UDP-galaktoza

zvraceni, zvétSeni jater, Zloutenka, pozdéji mlze dojit az k otoku W

mozku a smrti.

Lécha: Vylouceni galaktdzy z diety. Napojeni metabolismu galakt6zy na
metabolismus glukozy.

Chybi-li pfislusna transferdza, nemuze

POfUChy ze stradani glykogenu! glykogenézy- organismus galaktézu vyuZzit a ta se hromadi.
Existuje nékolik typl glykogendz (1 — VIII), pravodnim znakem je

hromadéni, stfadani glykogenu v burikach riiznych organt (jater, ledvin), pfipadné v riznych organelach
bunky, napf. u dale zminéné Pompeho choroby je to stfadani glykogenu v lyzosomech.

Galaktdézo-1-fosfat Glukoézo-1-fosfat

Pro zvidavé studenty: Glykogendza typ Il (Pompeho choroba), lyzosomalni porucha metabolismu glykogenu,
autosomalné recesivni genetické onemocnéni s poruchou v genu kédujicim « -1,4-glukosiddzu. Klinické projevy jsou
razné, existuje nékolik stupnd zavaznosti této choroby. Dochazi k svalové hypotonii i k poskozeni svaloviny srdec¢ni
(kardiomyopatie).

Lécha: Dodani chybéjiciho enzymu.

Nesnasenlivost mléka, intolerance laktozy

(nutno odliSit od alergie na mléénou bilkovinu). Na viné intolerance laktozy je laktaza, pfesnéji g-
galaktosidaza, EC 3.2.1.23, enzym, ktery rozklada mlé¢ny cukr (laktozu) ve stfevech.

PFicin maze byt nékolik: vrozeny deficit enzymu, sekundarné snizena aktivita enzymu, primarné snizena
aktivita enzymu.

Dusledky nejsou ani tak nebezpecné, jako neprijemné: protoZe laktéza nemize byt (dostatecné) stépena na glukdzu
a galaktodzu, zvySuje nerozstépena laktdza osmoticky tlak, coZ organismus vyrovnava zvysenym obsahem vody ve
stfevnim obsahu, urychluje se prichod tenkym stfevem, coZ déle zhorSuje vstrebavani laktdzy. Pokud se dostane do
tlustého streva, je zde laktdza zkvasovana za anaerobnich podminek stfevnimi bakteriemi na vodik, metan, oxid
uhlicity (plynatost) a kratké mastné kyseliny (na které mohou byt néktefi jedinci citlivi).

Lécba: Uprava diety s vyfazenim mléénych vyrobka, pfipadné se zatazenim vyrobkil neobsahujicich laktézu, uZivani
potravinovych doplrikd s obsahem laktdazy.
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7.2. Struéné shrnuti obsahu kapitoly

Sacharidy u ¢lovéka slouzi jako zdroj energie (glukéza) i jako soucast riznych struktur (dulezité
nukleotidy, DNA, RNA, postransla¢ni vazba sacharidl na bilkoviny, tj. modifikace proteind, aj.).
Energetickou rezervou je glykogen.

Nemoci tykajici se sacharidll jsou zejména diabetes mellitus, galaktosémie, nemoci ze stradani
glykogenu a nesnasenlivost mléka.

o Neschopnost organismu vyuzit glukézu mize nastat kratkodobé pfi pourazovém Soku,
dlouhodobé u onemocnéni diabetes mellitus. Dochazi k narlistu meziproduktt a metabolitd
tvoficich se pfi tukovém a proteinovém metabolismu, tj. ketolatek a mastnych kyselin,
aminokyselin, peptidd a mocoviny, zvySuje se i koncentrace draselného kationtu v plazmé.
Tento stav je charakteristicky pro hypoglykemii, ve skute¢nosti se naméfi hyperglykemie.
Neléeny DM vede ke smrti.

o Galaktosemie je autosomalné recesivni metabolicka porucha metabolismu galaktézy,
zpUsobena mutaci v genu kédujicim galaktéza-1-fosfat uridyltransferazu. Postizeného
jedince provazi nevolnost, zvraceni, zvétSeni jater, Zloutenka, pozdéji mlize dojit az k otoku
mozku a smrti.

o Prdvodnim znakem glykogenéz je hromadéni, stfadani glykogenu v burikach rliznych
organu (jater, ledvin), pfipadné v rznych organelach buriky.

o Nesnasenlivost mléka, je zpUsobena vrozenym deficitem enzymu laktazy, nebo jeho
primarné &i sekundarné snizenou aktivitou. Nutno odlisit od alergie na mlécnou bilkovinu.

Moderni enzymové metody pro stanoveni glukdzy byly vyvinuty zejména pro automatické
analyzatory, vyuzivaji se v8ak v prakticky kazdém typu provozu.

Reakce s glukozaoxidazou muze byt zakonéena modifikovanou Trinderovou reakci, tj. tvorbou
fotometrovatelné barevné latky. Tato indikace vysledku reakce se vyuziva v automatickych
analyzatorech i pfi manualni fotometrii. Stejné zakonCeni (tvorba barevné slouceniny) je pouZzito i
v diagnostickych prouzcich pro prikaz gluk6zy v moci.

Zakonceni této reakce mize byt i amperometrické, pomoci Clarkovy elektrody, které ma dvoji
provedeni

o stanoveni Ubytku kysliku z roztoku pufru, ve kterém probiha reakce

o stanoveni peroxidu vodiku, ktery se pfi této reakci tvofi.

Tato indikace vysledku reakce se vyuZiva v glukometrech, at' jiZ laboratornich, nebo osobnich.
Clarkova elektroda je galvanicky Clanek, ktery ma v prvnim pfipadé na Pt katodé vlozeno napéti -
065 V (vyluGovaci napéti kysliku), v druhém pfipadé ma na Pt anodé vlozeno napéti +0,68 V
(rozklad peroxidu).

Reakce s hexokinazou je zakoncena UV testem, tj. sledovanim nar(istu absorbance pfi 340 nm,
zpusobeného hydrogenaci NADP, ktery je koenzymem glukosa-6-fosfat dehydrogenazy, soucasti
reakéni smési. Je to referenéni metoda, stale ¢astéji pouzivana jako metoda rutinni.

Glykace je neenzymova adice cukerného zbytku na proteinové aminoskupiny. Rychlost glykace je
dana koncentraci reagujicich sloZek; protoZe koncentrace bilkovin v krvi je v podstaté konstantni,
zavisi vysledek na koncentraci glukézy v krvi. Pfi dlouhodobé hyperglykémii se pivodné vratna
reakce stava nevratnou a vznikly ketoamin pak mize reagovat nékolika riznymi zpUsoby.
Vysledkem jsou Advanced Glycation End products, AGE, koncové produkty pokrocilé glykace, které
se velmi pravdépodobné podileji na rozvoji €i zhorSeni stavu mnoha degenerativnich chorob, jako
jsou diabetes, aterosklerdza, chronické ledvinové selhani a Alzheimerova choroba. Glykované
proteiny |ze stanovit. Typickym pfedstavitelem je glykovany hemoglobin.
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7.3. Dodatky

Priklady nékterych laboratornich analyzatora glukézy

Analyzator glukdzy Biosen C-Line Clinic firmy EKF
s biosenzorem (Cipem, bioCipem, v podstaté
enzymovou elektrodou). Vzorkem je hemolyzat

Analyzator glukézy GA3 firmy KABE pIné krve. Miize obsahovat i senzor na stanoveni
LABORTECHNIK. Vzorkem je hemolyzat plné krve laktatu. Srovnej té# s popisem na str. 7- 3.

Dalsi z , klasickych” analyzatorG glukdzy
Super GL2 firmy Dr. Muller, s enzymovou
elektrodou (enzym soucasti elektrodové

membrany).

Klasicky analyzator glukézy firmy Beckman \
s Clarkovou elektrodou, enzym pfitomny v roztoku
(srovnej s popisem na str. 7-3). Vzorkem je sérum
nebo plazma.

N

s

Say

b LY

/

Super GL easy, fa M(ller, navazuje na Super GL2.

7-8



Klinickd biochemie

Kapitola 7. Sacharidy

7.4. Kontrolni otazky

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Co jsou sacharidy po strance chemické?

V jakych formach se vyskytuji v pfirodé?

Jaky je vyznam cukrl pro ¢lovéka?

Jaké jsou hlavni nemoci tykajici se sacharidi?

Vyjmenuj zakladni charakteristiky nemoci tykajicich se sacharidd.
Jaky vyznam pro ¢lovéka ma glukéza?

V jakych formach se vyskytuje glukéza v lidském organismu?
Jaké jsou moderni metody stanoveni glukézy?

Obsahuje metoda s hexokinazou oxidaci?

Co je to Clarkova elektroda?

Jakeé jsou principy elektrochemického stanoveni vysledku glukézaoxidazové reakce?
Ve kterych pfistrojich nachazeji principy z otazky 9 uplatnéni?
Co jsou to kritické hodnoty (testu, analyzy)?

Co je to glykace a jaky je jeji vyznam?

Které hormony se zuc&astniuji regulace hladiny glukézy v krvi?
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