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SOUHRN

Cil prace: Diferenéni sacharidovy absorpéni test se Siroce pouziva pro vySetfeni stfevni propustnosti. Metodou volby
pro stanoveni manitolu a laktulézy v moci jsou chromatografické metody (GC, HPLC). V sou¢asné dobé jsou dostupné
komeréni enzymatické testy pro stanoveni téchto cukrd v moci. Srovnavali jsme vysledky plynové chromatografie
a enzymatické metody.

Metodika: Bylo vySetfeno 17 vzork(l moci pacientd, ktefi podstoupili LAMA test, za pouziti plynové chromatografie
a enzymatické metody na stanoveni laktulézy a manitolu v moci. Vysledky téchto metod byly srovnany pomoci regrese
podle Passinga-Bablocka.

Vysledky: Regrese podle Passinga-Bablocka vykazuje pfitomnost proporcionalni odchylky, pozitivni v pfipadé manitolu
(y = 1,1994 x — 0,6512) a negativni v pfipade laktulézy (y = 0,8125 x — 0,0382).

Patologicky zvySena stfevni propustnost byla stanovena v 6 pripadech GC metodou a v 5 pfipadech enzymatickou
metodou.

Zavéry: Mezi GC a enzymatickou metodou na stanoveni manitolu a laktul6zy v mo¢i existuji proporcionalni odchylky.
Diagnosticka pouzitelnost obou metod byla v nasem souboru pacientl srovnatelna.
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SUMMARY

Dastych M., Hy$pler R., Dastych M.jr., Novotna H., Cihalova J.: LAMA-test of intestinal permeability; comparison
of GC and enzymatic method

Objective: Differential sugar absorption test with lactulose and mannitol is videly used for intestinal permeability
investigation. The methods of choice for lactulose and mannitol determination in urine are GC and HPLC methods. At
this time commercial enzymatic tests for this sugar determiantion in urine are available. We compared results of GC and
enzymatic method.

Methods: 17 urine samples from patients undergoing LAMA sugar absorption test were analysed by using of GC and
enzymatic method for lactulose and mannitol determination. The results of these methods were compared by Passing-
-Bablock regression method.

Results: Passing-Bablock regression demostrates the presence of the proportional deviation, positive in case of mannitol
(y = 1,1994x — 0,6512), and negative in case of lactulose (y = 0,8125x — 0,0382).

Pathological increased intestinal permeability was established in 6 cases by GC method and in 5 cases by enzymatic
emthod.

Conclusions: The proportional deviation exists between GC and enzymatic method for lactulose and mannitol

determination in urine. The diagnostic utility of both analytical methods was in our group of patients comparable.
Key words: lactulose, mannitol, intestinal permeability, leaky gut syndrom

Uvod

Vysledkem spravné morfologické a funkéni integri-
ty tenkého stfeva je soulad mezi dvéma protichldnymi
procesy. Na jedné strané to je maximalné efektivni pro-
ces absorpce zivin a vSech potfebnych latek véetné
specifickych transportnich mechanisma, na druhé stra-
né potom vysoce ucinna komplexni bariérova funkce
branici praniku bakterii, toxin(, antigen( a jinych toxic-
kych latek do vnitfniho prostfedi organismu.

Permeabilitou, respektive propustnosti stfeva, Ize
oznadit proces, pfi kterém latky pronikaji mezibunéc-
nymi prostory stfevniho epitelu nefizenou difuzi, pfi
které zavisi jejich prinik na propustnosti mezibunéc-
nych prostor a na jejich koncentraénim gradientu bez
ucasti specifického pfenosového mechanismu [12,
13, 14].

Porucha této stfevni bariérové funkce mulze vést
k praniku bakterii a jejich toxin(i do systémového obé-
hu s nebezpedim vzniku sepse a moznosti rozvoje mul-
tiorganového selhani.

Makromolekuly s antigennimi vlastnostmi mohou
vyvolat mistni i systémovou odpovéd imunitniho sys-
tému se zavaznymi alergickymi projevy. Patologické
pfiznaky a reakce provazejici zvy$enou stfevni pro-
pustnost vytvareji tzv. syndrom déravého stieva (lea-
ky gut syndrom) [7].

Schematicky Ize velmi komplexni procesy na urov-
ni stfevni sliznice rozdélit na transcelularni a paracelu-
larni. Z vySe uvedeného vyplyva, ze zjistovani stfevni
propustnosti je zaméreno na kvalitu a funkci paracelu-
larnich struktur stfevni sliznice.

Pro posouzeni slizni¢ni integrity (propustnosti) ten-
kého stfeva se jiz nékolik desetileti pouziva stanoveni



vyluéovani nemetabolizovatelnych cukrd v moéi po je-
jich peroralnim podani. Obvyklé schéma testu spociva
v peroralnim podani dvou cukrid s rdznou molekulovou
hmotnosti a riznym mechanismem absorpce.

Monosacharidy, jako manitol nebo L-rhaméza, se
vstfebavaji transcelularni cestou a odrazeji stupen ab-
sorpce malych molekul (mensi nez 0,65 nm).

Disacharidy, napf. laktul6za nebo celobiéza, pfecha-
zeji pfes paracelularni junkéni komplexy a jejich ab-
sorpce odpovida permeabilité pro velké molekuly (vét-
$i nez 0,93 nm) [9].

Jednim z velmi ¢astych zplsobu vyjadfeni stfevni
propustnosti je hodnota poméru vylou¢eného disacha-
ridu (laktul6za; paracelularni transport) a monosachari-
du (manitol; transcelularni transport) v pétihodinovém
sbéru moci po jejich peroralnim podani. Tento zpusob
do znaéné miry eliminuje variabilitu zplsobenou rozdi-
ly v gastrointestinalni motilité, absorpéni kapacité, re-
nalnich funkcich a diuréze.

Jinym zplsobem vyhodnoceni testu je vyjadreni
mnozstvi laktulézy vylou¢ené v pétihodinovém sbéru
moci jako procento z peroralné podané davky nebo pre-
pocet zjisténé koncentrace laktul6zy na kreatinin.

Pro stanoveni laktul6zy a manitolu jsou k dispozici
chromatografické (GC, HPLC) a enzymatické analytic-
ké metody [4, 5, 6, 9,10].

Metodou volby je simultanni stanoveni manitolu
a laktulozy plynovou chromatografii. Ur€itou nevyho-
dou této referenéni metody je jeji vazba na specializo-
vané laboratorni pracovisté s dostate¢nou kapacitou
pro zpracovani vzorkd. Enzymatické metody stanove-
ni laktuldzy a manitolu byly do klinické praxe zavede-
ny v 70. letech minulého stoleti a jsou nové dostupné
i dnes formou komer&nich souprav.

Cilem naSi prace bylo vyzkous$et soupravy pro en-
zymatické stanoveni manitolu a laktulézy v modi
a porovnat ziskané vysledky s jejich paralelnim stano-
venim metodou plynové chromatografie.

Material a metody

Ke stanoveni laktulozy a manitolu v mo¢i jsme pou-
zili soupravu Sugar Absorption Test; Lactulose, Manitol
in urine-enzymatic, Instruchemie, NL.

Stanoveni bylo provedeno za pouziti firemni aplika-
ce pro analyzator Cobas Mira na OKBH FN Brno.

Jako referen¢ni metodu jsme pouzili stanoveni lak-
tuldzy a manitolu plynovou chromatografii na plynovém
chromatografu HP 5890 Il (Hewlett-Packard) a software
Clarity (DataApex) na Klinice geriatrické a metabolicke
FN Hradec Kralové.

Vzorek moci byl odparen a cukry derivatizovany hyd-
roxylaminem hydrochloridem na oximy (30 min pfi
75 °C) a nasledné bis-(trimethylsilyl)trifluoroacetamidem
na trimethylsilyletery (15 min pfi 75 °C). Alikvotni vzo-
rek byl nastfiknut na kapilarni kolonu a analyty deteko-
vany plamenoioniza¢nim detektorem.

Provedeni testu: pfed zahajenim testu se paci-
ent vymocil mimo sbérnou nadobu. Po vypiti testo-
vaciho roztoku (Laktuléza 5 g, Manitol 2 g, Sacha-

réza 40 g/100 ml vody) kvantitativné sbiral moc¢
po dobu 5 hodin do sbérné nadoby s pfidavkem
0,5 ml 20% chlorhexidinu jako konzervans. Dva ali-
kvotni vzorky sbirané moci pro enzymatickeé a chro-
matografické stanoveni laktulézy a manitolu byly
uchovany do provedeni analyzy pfi -20 °C (stabilita
6 mésicl).

VySetfili jsme celkem 17 osob. Ve 13 pfipadech se
jednalo o pacienty s riznym stadiem a aktivitou Cro-
hnovy choroby.

Ke statistickému porovnani obou analytickych me-
tod jsme pouzili metodu regrese podle Passinga
a Bablocka.

Ke statistickému zpracovani jsme pouzili program
Analyse-it.

Vysledky

Koncentrace laktuldzy a manitolu ve vzorcich moci
stanovené enzymatickou a chromatografickou meto-
dou jsou zobrazeny na grafech 1 a 2.
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Fig. 1. Results of GC and enzymatic method (mannitol) by
17 different patients
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Fig. 2. Results of GC and enzymatic method (lactulose) by
17 different patients

Koncentrace manitolu zjisténé enzymatickou meto-
dou byly vy&Si oproti plynové chromatografii, s vétSimi
rozdily u vysSich hodnot.

Koncentrace laktuldzy stanovené enzymatickou
metodou byly naopak nizsi, rovnéz se zavislosti na
absolutni hodnoté.
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P¥i statistickém vyhodnoceni srovnatelnosti metod
stanoveni laktulézy a manitolu pomoci regrese podle
Passinga-Babloka byl zaznamenan statisticky vyznam-
ny rozdil zpisobeny proporcionalni odchylkou. Grafic-
kym vyjadfenim pfitomnosti proporcionalni odchylky je
sklon regresni pfimky, ktery je rozdilny proti ,identity
line”Y = X; 45 °.V pfipadé pozitivni proporcionalni od-
chylky (manitol) probih& regresni pfimka nad ,identity
line”, pfi negativni (laktuléza) pod ,identity line” - grafy
3a4.
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Fig. 3. Comparison of GC and enzymatic method (mannitol) by
Passing-Bablock regression
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Fig. 4. Comparison of GC and enzymatic method (lactulose) by
Passing-Bablock regression

Hodnoty korelaénich koeficientl byly 0,9611 pro lak-
tulozu a 0,9719 pro manitol.

Z vyhodnoceni srovnani vysledk( stanovenych
metodou plynové chromatografie a enzymatickou me-
todou vyplynul zavér, ze pro laktulézu i manitol existuji
statisticky vyznamné rozdily mezi obéma metodami
zpusobené proporcionalni odchylkou, pozitivni v pfipa-
dé manitolu a negativni v pfipadé laktuldzy.

Diskuse

Stfevni propustnost se miize ménit pfechodné i dlou-
hodobé za rliznych patologickych situaci. Pfi¢inou maze
byt akutni pankreatitida, jaterni cirhéza, nespecificke
zanéty stfeva, chemoterapie apod. 1, 3, 8, 11, 12, 13].

Z celé fady latek, které byly testovany za ucelem
hledani optimalniho markeru stfevni propustnosti, se
v souc¢asné dobé pouzivaji dvé dvojice sacharidl: ma-
nitol a L-rhaméza pro transcelularni absorpci a laktul6-
za a celobidza pro paracelularni absorpci [2].

Laktuléza a manitol predstavuji vhodné a v souc¢as-
né dobé nejcastéji pouzivané latky pro méfeni strevni
propustnosti, protoze maji zanedbatelnou afinitu ke
specifickému monosacharidovému transportnimu sys-
tému, jsou pasivné absorbovany, nemetabolizovany
a v nezménéné podobé vylu¢ovany do mogi.

Metodicky jsou v souCasné dobé pro stanoveni
manitolu a laktul6zy dostupné metody plynové a kapa-
linové chromatografie a enzymaticka metoda. | kdyz
bylo srovnani provedeno pouze na malém poctu vyset-
feni, svédc¢i vysledky statistického vyhodnoceni pro
pfitomnost proporcionalni odchylky, pozitivni v pfipadé
manitolu a negativni v pfipadé laktuldzy.

Zaver

Mezi metodami stanoveni manitolu a laktuldzy ply-
novou chromatografii a enzymatickym testem byly na-
lezeny statisticky vyznamné rozdily zptisobené propor-
cionalni odchylkou.

S rostouci koncentraci se rozdily mezi metodami
zvySuji, pfiéemz srovnavana enzymaticka metoda po-
skytuje v téchto koncentracich vy$si vysledky u mani-
tolu a nizsi u laktuldzy. V dalsi praci bychom chtéli po-
moci ROC analyzy ovéfit platnost hodnoticich kritérii
pro pomér laktul6za/manitol, pro hodnotu laktulézy pre-
pocitané na kreatinin a procento vylouc¢ené laktulozy
z podané davky.

Literatura

1. Ammori, B. J., Leeder, P. C., King, R. F et al. Early increase
in intestinal permeability in patients with severe acute pancre-
atitis: corelation with endotoxemia, organ failure, and mortality.
J. Gastrointest. Surg., 1999, 3, p. 252-262.

2. Blomquist, L., Bark, T., Hedenborg, G., Svenberg, T., Nor-
man, A. Comparison between the lactulose/manitol and 51Cr-
-ethylenediaminetetraacetic acid/14C-mannitol methods for
intestinal permeability. Frequency distribution pattern and vari-
ability of markers and marker ratios in halthy subjects. Scand.
J. Gastroenterol., 1993, 3, p. 274-280.

3. Daniele, B., Secondulfo, M., De Vivo, R. et al. Effect of
Chemotherapy with 5-Fluorouracil on intestinal Permability and
Absorption in Patients with Advanced Colorectal Cancer. J.
Clin. Gastroenetrology, 2001, 32, 3, p. 228-230.

4. Dumas, F., Aussel, C., Pernet, P., Martin, C., Giboudeau, J.
Gas chromatography applied to the lactulose-mannitol intesti-
nal permeability test. J. Chromatogr., 1994, 654, p. 276-281.

Klinicka biochemie a metabolismus 1/2007

37



5. Farhadi, A., Keshavarzian, A., Holmes, E.W., Fields, J.,
Zhang, L., Banan, A. Gas chromatographic method for dete-
ction of urinary sucralose: application to the assessment of
intestinal permeability. J. Chromatogr. B. Analyt. Technol. Bio-
med. Life Sci., 2003, 784, 1, p. 145-154.

6. Hessels, J., Snoeyink, E. J., Platenkamp, A. J., Voortman,
G., Steggink, J., Eidhof, H. H. Assessment of intestinal per-
meability: enzymatic determination of urinary mannitol, raffino-
se, sucrose and lactose on Hitachi analyzer. Clin. Chem. Lab.
Med., 2003, 41, 1, p. 33-38.

7. Keshavarizian, A., Holems, E. W., Patel, M., Iber, F., Fields,
J. Z., Pethkar, S. Leaky gut in alcoholic cirrhosis: a possible
mechanism for alcohol-induced liver demage. Am. J. Gastro-
eneterol., 1999, 1, p. 200-207.

8. Kohout, P., Senkefik, M., Novotny, A. et al. Stfevni propust-
nost u pacientd s nespecifickymi stfevnimi zanéty — multicen-
tricka studie. Ces. a slov. Gastroent. a Hepatol., 2002, 56, 2, s.
53-60.

9. Marsilio, R., D"Antiga, L., Zancan, L., Dussini,. A, Zac-
chello, F. Simultaneous HPLC determination with light-scatte-
ring detection of lactulose and mannitol in studies of intestinal
permeability in pediatrics. Clin. Chem., 1998, 44, p. 1685-1691.

10. Miki, K., Butler, R., Moore, D., Favidson, G. Rapid and si-
multaneous quantification of rhamnose, mannitol, and lactulo-
se in urine by HPLC for testing intestinal permeability in pediat-
ric practice. Clin. Chem., 1996, 42, p. 71-75.

11. Penalva, J. C., Martinez, A., Esteban, A. et al. Intestinal
Permeability Alteration in Acute Pancreatitis. Pancreatology,
2002, 2, p. 167-187.

12. Soderholm, J. D., Olaison, G., Lindberg, E. et al. Different
intestinal permeability patterns in relatives and spouses of
patients with Crohn’s disease: an inheritted defect in mucosal
defence? GUT, 1999, 44, p. 96—100.

13. Welcekr, K., Martin, A., Kole, P., Siebeck, M., Gross, M.
Increased intestinal permeability in patients with inflamatory
bowel disease. Eur. J. Med. Res., 2004, 9, 10, p. 456—460.

14. Zhengwu, S., Xiandong, W., Andersson, R. Role of intesti-
nal Permeability in Monitoring Mucosal Barrier Function. Histo-
ry, Methodology, and Significance of Pathophysiology. Digesti-
ve Surgery, 1998, 15, p. 386-397.

Préce byla podpofena grantem Interni grantové agentury MZ CR,
NR 9084-3.

Do redakce doslo 4. 7. 2006.

Adresa pro korespondenci:
Doc. MUDr. Milan Dastych, CSc.
OKBH Fakultni nemocnice Brno

Jihlavska 20
62500 Brno
e-mail: mdast@fnbrno.cz

Zaujalo nas

Lysofosfatidylcholin a sekre¢ni
fosfolipaza A2 u cévnich chorob:
mediator endotelové dysfunkce
a aterosklerézy

Lysofosfatidylcholin (LPC) je nejobsaznéjsi slozkou
oxidovanych lipoproteind o nizké hustoté (oxLDL), kte-
ré maji znacny podil na vzniku a rozvoji aterosklerézy:
Poskozuji normalni funkci cévniho endotelu tim, ze
nepfiznive ovliviuji jeho vazorelaxacni aktivitu, podpo-
ruji jeho proliferaci a zvySeni permeability, stimuluji
adhezi a aktivaci lymfocyt(, iniciuji chemotaxi makro-
fagu, ovliviuji migraci a proliferaci bunék hladkého sval-
stva cévni stény, usnadnuji shlukovani krevnich desti-
&ek, nepfiznivé ovliviuji koaguladni kaskadu. Radu
téchto efektl zprostiedkuje transdukéni draha protein-
kinazy C (PKC). Podobnym mechanismem je modulo-
vana jeste aktivita iontového proudu v bunééné mem-
brané, vazba na specificky oxLDL-receptor nebo na
receptory sdruzené s G-proteinem, tedy posilovani oxi-
dacniho stresu vyvijeného na cévni sténu. Lysofosfati-
dylcholin vznikéd v cévni sténé enzymovym Ucinkem
sekrecni fosfolipazy A2-11 (sPL A2-11); zvySena aktivita
sPLA2-Il byla proto nedavno zafazena mezi nezavislé
rizikove faktory pro onemocnéni koronarnich arterii. Bylo
prokazano, ze sPLA2-1l podporuje tvorbu bioaktivnich
lipidd, stimuluje proliferaci bunék cévni hladké svalovi-
ny, vyvoj lipidového jadra aktivovanymi makrofagy,

sekreci cytokinu, vazbu na proteoglykan extracelularni
matrix cévni stény, coz podporuje shlukovani a nahro-
madéni lipid{, tvorbu ateromu. Nekatalyticky aterogen-
ni efekt sSPLA2-II je pfisuzovan vazbé na M-typ recep-
toru (prokazan u krali¢ich svall). Je tfeba dalSiho
vyzkumu, ktery by podrobnéji objasnil molekulové me-
chanismy vy$e uvedenych efektll a umoznil podpofit
Udaje ziskané v experimentech in vitro klinickymi zku-
Senostmi. Cirkulujici hladina sPL A2-Il mize byt nejen
nezavislym rizikovym faktorem pro postizeni koronar-
nich arterii, ale mize prfedpovidat dal$i kardiovaskular-
ni pfihody, kupft. restenézu u pacientd po koronarni kar-
dioplastice. Neméné dulezita je skute¢nost, ze mlze
byt dllezitym cilem pro léceni téchto situaci. Byly jiz
objeveny farmakologické inhibitory jejich proaterogen-
nich aktivit (kupf. preparat LYS15920, petrosaspongio-
lid M z mofské houby Petrosaspongia nigra nebo ka-
kospongionolid z Fasciospongia cavernosa. Pfiznivy
ucinek maji i sou¢asné uzivané léky jako simvastatin,
atorvastatin nebo nesteroidni antiflogistika: alminopro-
fen, indomethacin a aspirin nebo antikoaglans heparin.
Vice se o tom vSem doctete v pfehledném referatu "Ly-
sophosphatidylcholine and secretory phospholipase A2
in vascular disease: Mediators of endothelial dysfunc-
tion and atherosclerosis" autor(i Panaglotis Kougias et
al. [Med. Sci. Monit., 2006, 12 (1): RA5-16].
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