5 VYSETRENI METABOLISMU GLUKOZY.
DIABETES MELLITUS

1 Uvod

Zakladni biochemickou hodnotou sacharidového metabolismu je stanoveni koncentrace glukdzy
v krvi, plazmé nebo séru. NejCastéjSim typem poruchy sacharidového metabolismu je diabetes
mellitus (DM). O této poruSe lze uvazovat, je-li hladina glukézy nalacno v plazmé vyssi nez
7 mmol/l. Na potvrzeni diagnézy, neni-li uréena ptimo z hodnoty glykemiel, je pouzivan také
glukdzovy tolerancni test. Pii sledovani pribéhu diabetu a kontrole terapie vyuzivame dalsi
biochemicka vySetieni: kvantitativni stanoveni glukézy v mo¢i, ukazatele dlouhodobé glykemie
(fruktosamin nebo glykovany hemoglobin), pritkaz mikroalbuminurie a ketolatek v moci.

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

Diabetes mellitus 1. typu je polygenni autoimunitni choroba. Je méné ¢astou formou diabetu.
Geneticka predispozice kombinovana s ur¢itymi vnéjSimi faktory, jako je virova infekce, toxiny,
stres, mlze navodit prediabetickou fazi onemocnéni, ktera trva i nékolik let. V této dobé dochazi
k pomalé destrukci B-bunék Langerhansovych ostrivki zprostiedkovanou aktivovanymi
T-lymfocyty a cytokiny, kterd se projevuje jako insulitis (lymfocytova infiltrace ostrtivkovych
bunék, zanét). Inzulitida postupné snizuje pocet funkénich B-bunék, coZz zptsobuje poruchy
syntézy a sekrece inzulinu. Diabetes se klinicky manifestuje v dobé, kdy je autoimunitnim
zanétem znic¢eno az 60-70 % pankreatickych B-bunék.

Diabetes mellitus 2. typu je zplsoben rezistenci na inzulin a/nebo relativnim nedostatkem
inzulinu (abnormalni inzulin, protilatky proti inzulinu). Je prevazujici formou diabetu.
Rezistence na plsobeni inzulinu mizZe byt vysledkem sniZeného poctu plazmatickych
membranovych receptori na cilovych buiilkich nebo nasledkem postreceptorové blokady
nitrobunécného metabolismu glukézy (sniZeny pocet receptori nebo snizena afinita; snizena
aktivita pyruvatdehydrogenazového komplexu; abnormadlni ptevod signdlu nebo abnormalni
fosforylacni reakce pro nadmérnou tvorbu TNF,,).

Téhotensky (gestacni) diabetes je porucha, ktera se objevuje béhem gravidity. Dalsi typy
diabetu mohou provazet néktera zanétliva, endokrinni, genetickd a jind onemocnéni.

Poruchy metabolismu pii diabetu

Absence inzulinu sniZuje vychytdni a metabolismus glukdzy ve tkanich. Soucasné nedostatek
inzulinu vyvolava glukoneogenezi v jatrech a lipolyzu v tukové tkani. Je uvoliiovano vice
mastnych Kyselin, nez staci byt spotfebovano ve tkanich. Jsou odbouravany B-oxidaci v jatrech.

! Pfesnéj§im a spravn&j$im vyrazem pro vyjadieni hladiny glukosy v krvi je termin glukosemie.



Z nadbytecného acetylCoA jsou syntetizovany ketonové latky. To je potencovano tim, Ze
oxalacetat potrebny pro zpracovani acetylCoA v citratovém cyklu je vyuzivdn pro
glukoneogenezi. Cast mastnych kyselin mtiZe byt také zabudovana ve formé triacylglycerold do
VLDL a zplisobovat hypertriacylglycerolemii. V dlisledku acidézy dochazi k presunu draselnych
iontd z bunék do krve a objevuje se hyperkalemie. Dochazi vSak ke zna¢nym ztratam drasliku
moci, jako disledek osmotické diurézy. Pii 1écbé aciddzy se ionty K+ vraci do buriky a objevuje se
hypokalemie. Osmoticka diuréza vyvolava zpravidla také hyponatremii. Je-li plazmaticka
koncentrace sodiku vysoka pti soucasné vysoké hladiné glukézy, znaci to jiz znacné ztraty vody.
Pri prrekroceni tzv. renalniho prahu pro glukézu prevysi nabidka glukézy kapacitu jeji resorpce
butikami proximdalniho tubulu ledvin, gluk6za se dostane do definitivni moci (glukosurie) a
zplsobi osmotickou diurézu. Nemocny ma tedy polyurii (zvySeny objem moci), nasledné
polydipsii (nadmérné pije) a ubyva na vaze, protoze ztraci energeticky bohaté latky (glukozu,
mnohdy i ketolatky) moci.

1.1 Metody stanoveni glukdzy

Krev na stanoveni glukézy se odebird po no¢nim la¢néni do zkumavek s antiglykolytickou smési
(AGR) kvtili stabilizaci koncentrace glukézy. AGR obsahuje kysely citratovy pufr pH 5,7, EDTA a
fluorid sodny (NaF). EDTA a citrat pasobi jako antikoagulanty, enzymy na zacatku glykolyzy
(hexokinasa a fosfofruktokinasa) jsou inhibovany nizkym pH smési a NaF inhibuje enolasu.
Jestlize se pozaduji dalsi laboratorni vySetfeni, koncentrace glukdzy se nékdy stanovuje v séru
zilni krve. V tomto pripadé je nezbytné vcasné oddéleni séra od erytrocytu.

a)Enzymové stanoveni glukézy v plazmé

Glukoza se oxiduje vzduSnym kyslikem za katalyzy glukosaoxiddzou (GOD) na y-lakton
glukonové kyseliny a peroxid vodiku.

1. Vysvétlete princip stanoveni. (ZapiSte rovnici)

2. Kterou latku budete stanovovat a proc¢?

3. Jakou instrumentalni metodu pouzijete?



4. Které enzymy jsou obsaZeny v Cinidle a co naopak v ¢inidle bude chybét?

5. Jakvypocitate koncentraci glukézy ve vzorku?

b)Stanoveni s hexokinazovou reakci

Glukéza je nejprve fosforylovana na glukdza-6-fosfat, kteryn je nasledné oxidovan
gluko6za-6-fosfatdehydrogenazou na glukonolakton-6-fosfat:

Gluk6za + ATp ———= Glukdza-6-fosfat + ADP

glukdza-6-fosfat
Glukéza-6-fosfat + NADP+ —dehvdrogendza Glukonolakton-6-fosfat + ........

=

Dopliite rovnice a zakreslete vzorce.
2. Uved'te, jakou metodou budete sledovat pribéh reakce.

3. Jakou vinovou délku zvolite pro stanoveni a proc?

4. Je tato metoda specifickd pro stanoveni koncentrace glukézy?



c) Stanoveni specialnimi analyzatory
uréenymi jen pro analyzu glukdzy (také nékteré glukometry). Principem je enzymatické
stanoveni s GOD kotvené na sit’ce nebo v reak¢ni zéné nasakavého prouzku. Vznikajici peroxid
vodiku se stanovuje ampérometricky. Méri se elektrodova oxidace peroxidu na platinové
elektrodé (Clarkova elektroda):
H;0, > 2H+*+ 02+ 2 e

Hodnoceni

Referencni interval koncentrace glukézy nala¢no v plazmé (FPG - fasting plasma glucose) u
zdravych dospélych je: 3,9-5,5 mmol/l.

Pro spravné hodnoceni glykemie je treba si uvédomit, Ze referenc¢ni hodnoty se 1isi podle typu
zpracovaného materialu. Koncentrace glukdézy v plazmé jsou priblizné o 10-15 % vyssi nez
v plné krvi. Dale jsou rozdily mezi kapilarni krvi a zilni krvi, v kapilarni krvi jsou hodnoty vyssi
nez v Zilni krvi - nala¢no o 5 %, postprandialné az o 10-15 %.

Nizs$i hodnoty ve srovnani sreferencnim intervalem se oznacuji jako hypoglykemie. Je to
patologicky stav, pti némz organismus nedokaZze udrzet homeostazu glukézy. Klinické ptiznaky
hypoglykemie se objevuji, kdyZz hladina glukdézy u dospélych klesa pod 2,8 mmol/l. Hlavnim
nebezpecim hypoglykemie je nedostatecné energetické zasobeni mozku s priznaky, jako je pocit
hladu, bolesti hlavy, usinani, mentalni zmatenost, halucinace a konecné kiece a kdma. Druha
skupina priznakd prameni z aktivace adrenergniho systému a zvySeni sekrece katecholamint
(palpitace, uzkost, chvéni, poceni). Z klinického hlediska se rozlisuji hypoglykemie vznikajici po
lacnéni a hypoglykemie postprandialni (vznika po jidle). Hypoglykemii miize vyvolavat rada
patologickych stavili, napt. tumory pankreatu, poruchy v produkci antiinzulinovych hormonti,
jaterni cirho6za, defekty enzymil metabolizujicich glukosu. Pri¢inou hypoglykemie miiZe byt také
nepiiméiena davka inzulinu nebo peroralnich antidiabetik.

Vys$si hodnoty v porovnani s referennimi se oznacuji hyperglykemie. NejcastéjSi a souCasné
nejzavaznéjsi pricinou hyperglykemie je DM.

Hodnota koncentrace glukosy v plazmé na la¢no (FPG) je vhodnym parametrem pro urceni
diagnozy DM a také pro vyhledavani osob se zvySenym rizikem DM.

Stanoveni diagndzy diabetu z hodnoty glykemie

Diabetes je potvrzen, jestlize glykemie ptfesahne:

= kombinace klinickych symptonti s ndhodnym stanovenim glukézy v plazmé = 11,1 mmol/1
= koncentrace glukdzy na lacno v plazmé = 7 mmol/1

= koncentrace glukdzy pti ordlnim glukézovém toleran¢nim testu = 11,1 mmol/l

Pro vysloveni diagnozy diabetu je nezbytné potvrdit vysledek opakovanym mérenim z dalSiho
odbéru v nasledujicich dnech.



Vyhledavani osob se zvySenym rizikem diabetu mellitu

ZvySené riziko diabetu je charakterizovdno hodnotou koncentrace glukézy v plazmé nalacno
vrozmezi 5,6-6,9 mmol/l. Tento stav (IFP - impaired fasting glucose) se oznacuje také jako
prediabetes.

Rozhodovaci meze pro koncentraci glukdzy v plazmé nala¢no

FPG (mmol/1) Interpretace

<5,6 Vylouceni diabetu mellitu
5,6-6,9 Prediabetes (zvySena FPG, IFG)
27,0 Diabetes mellitus

1.2 Oralni glukdzovy tolerancni test (oGTT)

Pokud byla zjiSténa zvySena koncentrace glukézy v krevnim séru/plazmé na la¢no v rozpéti
5,6-6,9 mmol/], kterd je oznacovana jako prediabetes, je nutné ovérit ucinnost regulace
premény glycidi funk¢ni zkouSkou. Ordlni glukozovy test se provadi avsak i tehdy, kdy je
glykemie v plazmé na la¢no mensi nez 5,6 mmol/], a sice v téch pripadech kdy se jedna o jedince
se zvySenym rizikem diabetu ¢i je-li podezreni na poruchu tolerance glukézy z piredchozich
meéreni.

Pti glukozovém toleran¢nim testu se hodnoti zmény glykemie po zatéZovém podani standardni
davky glukézy peroralné, méné casto intravendzné. Pri vyssich koncentracich glukdzy, zvlasté
ma-li nemocny soucasné charakteristické priznaky cukrovky, se oGTT neprovadi.

Standardni postup oGTT u dospélych. Tti dny pied testem se neomezuje mnozstvi glycidi ve
stravé. Po no¢nim la¢néni trvajicim 10-14 h se rano odebere vysetiovanému vzorek krve. Pak se
poda 75 g glukézy v 300 ml Caje a odebere se krevza 2 h po vypiti Caje. Béhem testu se
zachovava télesny klid, je zakazano koufit, jist a pit.

Hodnoceni

Glykemie v plazmé vendzni krve po 2 hodinach zatéze po podani 75 g glukézy (mmol/1)

Glukozova tolerance 2 h po zatézi
Normalni (vylouc€eni diabetu mellitu) <78
Porusené glukozova tolerance 7,8-11
Diabetes mellitus =111

Pro vysloveni diagnézy musi byt vysledek testu potvrzen opakovanym méfenim. Pii nalezu
porusené glukozové tolerance se oGTT opakuje ve dvouletych intervalech.



1.3 Dukaz glukézy v moci

Za normalnich okolnosti se vmoci vyskytuje vzavislosti na slozeni a prijmu potravy jen
nepatrné mnozstvi glukdzy (ptripadné jinych cukri: galaktéza, fruktdza, laktéza, maltéza a
nékteré pentdzy), které nejsme schopni bézné pouzivanymi zkouskami prokazat. O glukosurii
hovotime pri hodnotach glukézy v moci > 0,8 mmol/l. Glukosurie vznika pii hyperglykemii
takového stupné, kdy je prekro¢ena maximalni schopnost bunék proximalniho tubulu
resorbovat glukézu z glomerularniho filtratu. Tato hodnota se obvykle udava kolem 10 mmol/1
(tzv. rendini glukosovy prdh), mize vsak kolisat v pomérné znacném rozmezi (2,8-18 mmol/l).
Vzacnéji se objevuje rendini glukosurie, vznikajici pri nezvysené glukosemii diisledkem porusené
zpétné tubularni resorpce.

ZjiSténi glukosurie ¢asto vede k odhaleni diabetu, avSak negativni nalez glukdézy v moci toto
onemocnéni nevylucuje. Kvantitativnimu stanoveni glukosurie se v posledni dobé priklada
mensi vyznam, pouziva se jako doplikové vySetieni. M4 vyznam pro urCeni dennich ztrat
gluk6zy moci.

Ke zjisténi glukosurie lze vyuzit nespecifickou zkousku s Benedictovym Ccinidlem (prikaz
redukujicich latek; vmoc¢i kromé vSech monosacharidii pozitivni reakci poskytuje napf.
askorbova kyselina). Tato zkouska se vsak pouziva jiZz jen vyjimecné. Specificky dlikaz glukdzy
v moci lze provést diagnostickymi prouzky, napr. glukoPHAN.

Ke kvantitativnimu stanoveni glukézy v moci se pouZivaji stejné metody jako pro stanoveni
glukozy v séru.

Princip dlikazu glukézy pomoci diagnostickych prouzki je stejny jako u kvantitativniho
enzymového stanoveni glukézy. Indika¢ni zéna prouzku obsahuje enzymy (glukézaoxidazu a

peroxidazu) a vhodny substrat, ktery se v pritomnosti vzniklého peroxidu oxiduje na barevny
produkt.

Provedeni
& Prouzek ponoite asi na 1 s do moci, potom jej polozte na nadobu s moci.
& Po 1 minuté srovnejte zbarveni indika¢ni zény se stupnici na pouzdre s prouzky.

& Qveérte si moznost faleSné pozitivniho vysledku tak, Ze zopakujete zkousSku diagnostickym
prouzkem s mo¢i (ve které jste neprokdazali glukézu), kterou odpipetujete do zkumavky,
kterou jste predtim vyplachli malym mnoZstvim 3% peroxidu vodiku nebo 0,5% Persterilu.

Hodnoceni

Zkouska je dosti citliva, vysledek je zretelné pozitivni priblizné od koncentrace 2 mmol/l.
Zaroven je velmi specificks, jiné cukry nez D-gluk6za nereaguji.

Falesné negativni vysledky vznikaji pti vysokych koncentracich redukujicich latek (askorbova
kyselina nebo néktera spazmolytika zpomaluji vyvin zbarveni).



Falesné pozitivni vysledky muze zpUsobit pritomnost substratii peroxidazy v nadobach na moc¢
(bézny dezinfekcni prostiedek Persteril /peroxooctova kyselina/ nebo peroxid vodiku). Nadoby
se proto po dezinfekci musi diikladné vyplachnout cistou vodou.

Vyuziti redukéni zkousky s Benedictovym cinidlem

Pfi podezieni na nékterou z dédi¢nych metabolickych poruch sacharidii (napt. galaktosemii)
poZaduji novorozeneckd oddéleni orientacni zjisténi pritomnosti jiného cukru vmoci nez
glukézy. Vlaboratoii se provede porovnani glykosurie vySetfené enzymovou a redukéni
zkouskou. Pri zjiSténém rozdilu je tfeba provést specifické stanoveni na pritomnost jinych
monosacharidii.

1.4 Dukaz ketolatek v mo¢i

Prikaz ketolatek vmoC¢i ma vyznam predevSim u diabetikd 1. typu. U spravné léceného
diabetika ketolatky v moc¢i nenachdzime. Jejich pritomnost spolecné sndalezem vyrazné
hyperglykemie a glukosurie svéd¢i pro diabetickou ketoacid6zu.

Ketolatky reaguji s nitroprusidem sodnym v alkalickém prostredi za vzniku fialového zbarveni.
TentyZ princip je vyuzit u diagnostickych prouzki. Pouzivame néktery z prouzki se zénou na
diikaz ketolatek napr. diaPHAN. Zkouska dokazuje v Cerstvé moci zvlasté acetoacetat, ktery pri
delSim stani spontanné dekarboxyluje na aceton (na néj je zkouska méné citliva).

Provedeni
& Prouzek kratce namocte do analyzované moci a oti‘ete pirebytek moci o okraj nadoby.

& Po 1 minuté porovnejte zbarveni indikacni zény s barevnou stupnici na pouzdru a
odhadnéte mnozstvi ketolatek v moci.

Hodnoceni

Za normalnich okolnosti je vyluCovani ketolatek nepatrné, nedosahuje hodnoty 0,5 mmol/den.
Ke zvySené produkci ketolatek dochazi v diisledku zvysené utilizace tuki a pii soucasné poruse
nedostatecnosti utilizace glukézy (napi. pri vyCerpavajici fyzické namaze bez dodavky glycidd,
nékolikadennim hladoveéni, redukéni dieté s pirevahou proteind, u diabetes mellitus). V téchto
pripadech se zvySuje koncentrace ketolatek v krvi nad 200 wmol/I a modi se jich vylucuje i vice
nez 100 mmol/den. Aceton je pomérné tékavy a je pomérneé rychle vyluCovan exspiraci.

Ketonurie se soucasnou glukosurii je odrazem metabolické dekompenzace diabetikii. Proto je
nezbytné provadét zkousky na ketonurii zvlasté pii kazdém zjisténi glukosurie.



1.5 Stanoveni glykovaného hemoglobinu A;.

Ke sledovani dlouhodobé kompenzace diabetu se vyuziva stanoveni glykovaného hemoglobinu
nebo glykovaného albuminu (fruktosaminovy test). Principem stanoveni je déj oznacovany jako
neenzymova glykace proteinti. Aldehydové skupiny glukézy jsou schopny navazovat se na
aminoskupiny proteinii za vniku glykovaného proteinu. MnozZstvi glykovaného proteinu je
zavislé na mnozstvi glukézy, s nimz je bilkovina v kontaktu. Stanoveni glykovaného podilu
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hlavnich krevnich bilkovin tak umoziuje posoudit priimérnou glykemii za delsi casové obdobi.

H( 0 )

0 onrmen ]
HC|)—OH

R

Glc )

neenzymova reakce
H.0 irreverzibilni
2

o N—CH—{Protein_| Amadoriho H

(|: presmyk He ?_N_CHZ
HC—OH - c=0
| |
R R vk , tei
- glykovany protein
aldimin i
. ketoamin

(Iabilni) aminoderivét Fru

PouZziva se nasledujici terminologie:

Glykovany hemoglobin - suma sacharidovych aduktli na N-terminalnim konci nebo
€-aminoskupinach lysinu v hemoglobinu.

HbA; - suma riiznych minoritnich frakci hemoglobinu (glykovanych), véetné HbAic, HbA1a1/a2,
HbA1b1/b2/03, HbA1d1/d2/d3 @ HbA¢e.

HbA:c - glukozovy adukt valinu na N-terminalnim konci B-globinu; odpovida tzv. stabilnimu
ketoaminu (N-[1-deoxyfruktosyllhemoglobinu).

NejcCastéji se stanovuje forma stabilni frakce HbA1.. Jeho tvorba je ireverzibilni. MnoZstvi HbA1.
odrazi koncentraci glukézy v krvi po celou dobu existence erytrocytu, tj. asi 120 dni, a vyuziva se
proto k posouzeni tispésnosti 1é¢by/kompenzace diabetu v obdobi 4-8 tydnli pied vysetienim.



Glykovany a neglykovany hemoglobin maji rozdilny naboj, ¢ehoZ se €asto vyuZiva pro jeho
stanoveni. Glykovany hemoglobin je stanovovan pomoci HPLC, ptipadné se pouzivaji ELISA nebo
elektroforetické techniky.

Podil latkové koncentrace HbA1. na celkovém hemoglobinu krve je v sou¢asné dobé pokladan za
rutinni a nejvice efektivni nastroj sledovani priibéhu DM. Predstavuje nejlepsi zplisob kontroly
koncentrace glukézy u diabetika, nebot' je povazovan za jeji vazeny primeér.

Ve shodé s celosvétovou standardizaci stanoveni HbA;. doporucuje Ceska spole¢nost klinické
biochemie a Ceska diabetologickd spole¢nost udavat mnoZstvi glykovaného hemoglobinu
v jednotkdch mmol HbAi. / mol celkového Hb a stanovila nasledujici rozhodujici meze pro
HbAlc:

Referencni meze zdravych dospélych (95% interval): 20-42 mmol/mol Hb
Kompenzovany diabetes: 43-53 mmol/mol Hb

Tyto meze jsou platné pouze za predpokladu, Ze pouzité metody méreni, pristroje a pracovni
kalibratory maji certifikovanou navaznost na prislusny referencni systém.

Glykovany hemoglobin se vySetruje 1krat za 3 mésice u diabetiki 1. typu a nejméné 2krat za rok
u stabilnich diabetikii 2. typu.

Problémy souvisejici s timto tématem

1. U pani P. (56 let) byla pti bézné preventivni prohlidce zjisténa hodnota glykemie
nalacno 6,5 mmol/l (plazma).

Zvazte, zda je u pacientky indikovan oGTT, popiste jeho provedeni.

2. PanS. (58 let) béhem dvou mésici ztratil na vaze 7 kg, stéZuje si na ¢asté moceni a
pocity zizné. Pri vySetreni glukosy v kapilarni krvi pfimo v ordinaci (pacient uvadi,
Ze lehce snidal pred dvéma hodinami) byla zjiSténa hladina 14 mmol/I.

O jakou poruchu se snejvétsi pravdépodobnosti jedna? Co je jeji pric¢inou?

3. Pan R. (40 let) je od svych 33 let 1éCen na DM typu 1. Podle pokyntl svého lékaie
dochazi pravidelné do diabetologické poradny. Zde je u néj sledovana glykemie
nalacno, glukosurie a ketonurie.

Které dalsi wukazatele sacharidového metabolismu by mély byt zjiStény?




