Glykemie/stanoveni
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Zjednodusili jsme vyznam ,zelené fajfky“! Vice se dozvite v tomto clanku.

Stanoveni koncentrace glukézy v krvi je vySetrenim, které poskytne
zdkladni informaci o sacharidovém metabolismu. Odebira se kapilarni
nebo venézni krev a glukéza se stanovuje v pIné krvi, plazmé nebo séru.
Pri stanoveni glukézy v plné krvi jsou hodnoty o 10-15 % nizsi (v zavislosti
na hematokritu), v arteridlni krvi jsou 0 10 % vyssi nez ve venézni
(arteriovenézni rozdil). Pro zabranéni glykolyzy se do odbérovych nadobek
pridava NaF (2,5 mg na 1 ml pIné krve).

Vysetreni koncentrace glukozy v krvi ma potrebnou informacni
hodnotu pouze tehdy, pokud je znam casovy interval mezi
odbérem krve a prijmem potravy.

VysSetreni glykémie se provadi:

= nalacno (krev se odebird nejméné 8 hodin po prijmu potravy) -
indikovano pri vyhledavani diabetik a uréeni diagnézy DM;

= nahodné namérenda glykémie (krev se odebira bez udani ¢asového
vztahu k prijmu potravy) - provadi se pfi podezreni na hypoglykémii
nebo hyperglykémii;

= po jidle - postprandialni glykémie (1 hodinu po jidle obsahujicim
sacharidy) - indikovano pri kontrole Uc¢innosti |é¢by DM;

Osobni glukometr

= jako glykemicky profil - glykémie se stanovuje nékolikrat denné, obvykle pred hlavnimi jidly, nékdy i po jidle

a Vv noci.

Metody stanoveni glykémie

Stanoveni glykémie v laboratornich podminkach

Ke stanoveni koncentrace glukézy se pouzivaji rizné metody. Rozsifené jsou metody enzymové. Glukézu mizeme

stanovit pomoci kazdého enzymu, ktery ji metabolizuje.
Glukézaoxidazova reakce

Doporucend rutinni metoda vyuzivd sprazenych enzymovych reakci
glukozaoxidazy (GOD, EC 1.1.3.4 (http.//www.sbcs.qgmul.ac.uk/iubmb/en
zyme/EC1/1/3/4.html)) a peroxidazy (POD, EC 1.11.1.7 (http.//www.sbcs.
gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/11/1/7.html)). V prvni reakci enzym
glukézaoxidaza katalyzuje oxidaci glukdézy vzdusnym kyslikem za vzniku
glukonolaktonu. Je zndmo, Ze v roztoku je 36 % glukdzy ve formé a-
anomeru a 64 % ve formé B-anomeru. GOD je vysoce specifickd pro B-D-
glukopyranosu. Aby se mohly oxidovat oba anomery, je nutna mutarotace
a- na B-anomer, ke které dojde spontanné v pribéhu dostate¢né dlouhé
inkubace. Jako vedlejsi produkt glukézaoxidazové reakce se vytvari
ekvimolarni mnozstvi peroxidu vodiku.

V dalsi reakci katalyzované peroxidazou reaguje vznikajici peroxid
vodiku s vhodnym chromogenem, ktery se oxiduje na reaktivni
meziprodukt, a ten s dalsi latkou kopuluje na stalé rozpustné barvivo.
Prikladem mdze byt oxida¢ni kopulace derivatu fenolu se 4-
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Glukdézaoxidazovéd a peroxidazova reakce

aminoantipyrinem na cervené barvivo, jehoz absorbance se po ustdleni reakéni rovnovahy méri.

Jiné metody vyuzivaji méreni ubytku kysliku, ke kterému dochazi v pribéhu reakce katalyzované
glukézaoxidazou a ktery mizeme sledovat elektrochemicky kyslikovou elektrodou nebo enzymovou elektrodou.
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Hexokinazova reakce

Vysokou specifitou se vyznacuje metoda hexokindzova. Hexokinaza (EC 2.7.1.1 (http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubm
b/enzyme/EC2/7/1/1.html)) fosforyluje glukézu v pritomnosti ATP na glukéza-6-fosfat. V dalSim kroku se glukéza-
6-fosfat oxiduje pomoci glukéza-6-fosfatdehydrogenazy proti NADP™ na 6-fosfoglukonolakton. Redukci NADP*
na NADPH Ize vyhodnocovat primou fotometrii v UV oblasti na principu Warburgova optického testu.

Stanoveni glykémie v mimolaboratornich podminkach

Glykémie patfi mezi parametry, které se Casto vySetfuji i bez laboratorniho zazemi. Rychlé orientacni stanoveni
glykémie je bézné v urgentni péci. U pacient( 1é¢enych inzulinem se také s vyhodou pravidelné sleduje glykémie
pomoci osobniho glukometru a na zdkladé namérenych hodnot se upravuje Ié¢ba. Koncentrace glukdzy v krvi
patfi mezi parametry nejcastéji stanovované technikami vysetreni v misté péce o pacienta (point of care testing,
POCT). Nutno ovSem mit na paméti, Ze metody POCT, jakkoli zlepSuji kvalitu péce i komfort nemocného,
nenahrazuji pravidelné |ékarské vysSetfeni ani laboratorni kontroly.

Metody rychlého stanoveni glykémie vyuzivaji nékolika principl. Vychozim materidlem je obvykle kapka piné
kapilarni krve, ktera se aplikuje na testovaci prouzek.

Nejstarsi prouzky byly zaloZzeny na stejnych reakcich jako fotometrické méreni koncentrace glukézy. Reakéni zéna obsahovala glukézaoxidazu,
peroxiddzu a vhodny chromogen. Vyhodnoceni se provadélo bud vizualné srovnanim s barevnou stupnici, nebo pomoci glukometru -
jednoucelového reflexniho fotometru.

Vétsina glukometr{l dnes vyuzivd enzymové elektrody!!! 2],

Senzory prvni generace se objevily jiz v Sedesatych letech 20. stoleti. Nejstarsi systém byl zaloZzen na glukézaoxiddzové reakci. Vyuzival
dvou elektrod, jedna byla pokrytd enzymem. Koncentrace kysliku ve vzorku a rychlost jejiho poklesu v pribéhu reakce se méfila tzv.
Clarkovou metodou: kyslik se redukuje na platinové katodé, intenzita proudu mezi katodou a anodou odpovida jeho koncentraci:

0Oy +4HY +4e -2H0

Pozdéji se namisto spotreby kysliku stanovovala elektrochemicky produkce peroxidu vodiku. | v tomto pfipadé jde o jednoduchou
elektrochemickou reakci, tentokrat probihajici na anodé:

H0, >0+ 2HT +2 ¢

Takto konstruované analyzatory byly jednodussi a bylo mozné je vice miniaturizovat. Ampérometrické méreni podukce peroxidu vodiku je
ovsem ovlivnéno radou latek: askorbatem, kyselinou mocovou, mnohymi Ié¢ivy apod. Jinym problémem mnohych senzord prvni generace byla
zavislost vysledkd méreni na nasyceni vzorku kyslikem.

Senzory druhé generace jsou rovnéz zalozeny na glukézaoxidazové reakci, namisto molekularniho kysliku je
vSak akceptorem elektrond jind latka - tzv. medidtor. Jinou moznosti je oxidace glukdzy na glukonolakton jinym
bakteridlnim enzymem, glukézadehydrogenazou, pricemz elektrony se opét prendseji na vhodny mediator.
Redukovany mediator se v obou pripadech znovu oxiduje na anodé a méri se bud proud protékajici mezi katodou a
anodou (ampérometrické stanoveni), nebo vysledny ndboj anody (coulumbometrické stanoveni). Pouziva se rada
konkrétnich usporadani testovacich prouzkd, jako mediatory se vyuzivaji rlizné latky (napf. kyanozelezitan,
hexamin ruthenia, komplexy osmia, fenantrolinchinon).

Méreni glykémie v redlném case bez opakovanych odbérd krve umoziuji
novéjsi senzory, které méri koncentraci glukézy kontinualné (nebo v
kratkych ¢asovych intervalech). Jsou zalozené také na enzymové
elektrodé, ktera se jednou za nékolik dni zavadi do podkozi. Mé&ri
koncentraci glukézy v tkdnovém moku; ta odpovidd glykémii velmi dobre,
meéni se oproti glykémii s nékolikaminutovym zpozdénim. Enzymova
elektroda byvéa zabudovéna v jednom téle s elektronikou, kterd
vyhodnocuje namérena data a umoznuje jejich bezdratovy prenos do
¢tecky nebo mobilniho telefonu.

Vyvijeji se i dalSi metody, které umoznuji méfrit glykémii i neinvazivné, bez
odbéru krve. Jsou nejcastéji zalozené na optickych metodach -
spektroskopii v blizké infraervené oblasti (NIR spektroskopie) ¢i
Ramanové spektroskopii, nebo vyuzivaji i dalSich zmén fyzikdlnich
vlastnosti tkdni v zavislosti na glykémii.

Kontinualni méreni koncentrace glukdzy

{2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Neinvazivni méreni glykémie.
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