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2. Stanoveni obsahu glukosy v kapilarni krvi

Teoretickd cast: detekce glukosy a jeji vyznam.

Prakticka cast: Kurcéeni obsahu krevniho cukru bude vyuzito automatizované analyzy a
senzorového glukometru. Bude sledovan efekt poziti glukosy na zménu jeji hladiny v krvi —

glukosovy toleranc¢ni test.

l. UvoD

1.  Glukosa

Glukosa, mimo chemii podle PCP glukéza (z fec. yAvkvg, tj. glykys, ¢esky sladky nebo
yAgvkog, gleukos, cesky most, sladké vino), v bézné fe€i oznacovana jako hroznovy cukr nebo
krevni cukr, je jednim z monosacharidi ze skupiny aldohexos. V chemickych vzorcich
oligosacharidl a polysacharidii se znaci symbolem Glc. V Cistém stavu je glukosa bila krystalicka

latka sladké chuti.

1.1  Vyroba
D-glukosa se muze ptipravit krystalizaci z rostlinnych $t'av, zejména z hroznl vinné révy,
ale hlavni metodou jeji vyroby je kysela nebo enzymaticka hydrolyza rostlinného Skrobu, v

Cesku predevsim bramborového.

1.2 Chemické vlastnosti

Glukosa existuje ve dvou enantiomerech a to jako D-glukosa (vyskytujici se v pfirodée),
nazyvana téZ dextrosa a jeji zrcadlovy obraz, L-glukosa. Ty se svymi chemickymi a fyzik&lnimi
vlastnostmi nelisi, s vyjimkou toho, Ze jejich vodny roztok sta¢i rovinu polarizovaného svétla

opatnym smérem. V zivych organismech jsou vSak nezaménitelné.

NanoBioMetalNet ¢z 1.07/2.4.00/31.0023 )
Tento projekt je spolufinancovan z Evropského socialniho fondu a statniho rozpoctu Ceské
republiky.



~— e
** * *’ IWI— ..'
. * * .
anc
2 | OP Vrdélavani
[~ 4 fondvCR  EVROPSKA UNIE pro konkurenceschoprost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
Vzhledem k piitomnosti aldehydické skupiny patii glukosa k redukujicim sacharidtim, tj. napf.

redukuje soli dvojmocné médi na jednomocné, ¢ehoz se v minulosti uzivalo ke kvalitativnimu 1
kvantitativnimu stanoveni cukru v roztoku (napfi v moci). Pfitom se aldehydicka skupina D-
glukosy se méni na karoboxylovou a vznika kyselina D-glukonova. Pii pouziti silnéjSich
oxidacnich Cinidel, jako napft. kyseliny dusi¢né se oxiduje téz primarni alkoholickd skupina na
opacném konci molekuly téZ na karboxylovou skupinu za vzniku kyseliny D-glukarové.
Zoxiduje-li se pouze primarni alkoholickd skupina na poslednim uhliku (s loka¢nim c¢islem 6),
vznika kyselina D-glukuronova.

Redukci glukosy napt. hydrogenaci vodikem za pfitomnosti katalyzatori se naopak
redukuje aldehydické& skupina na primarni alkoholickou skupinu a vznika D-glucitol, znamé&;jsi
pod nédzvem sorbitol (sorbit), pouzivany jako umélé sladidlo pro diabetiky.

V roztoku ptechazi glukosa do cyklické hemiacetalové formy s Sesticlennym kruhem
(pyranosa), kterd v rovnovazném stavu za laboratorni teploty 20 °C obsahuje dva anomery, liSici
se orientaci hemiacetalového hydroxylu: 36 % a-glukopyranosy a 64 % B-glukopyranosy. Tyto
anomery jsou v dynamické rovnovadze a procesem mutarotace (viz predchozi reakéni schema)
piechazeji s poloasem fadu hodin jeden v druhy. V obou piipadech prostorové uspotradéani
Sesti¢lenného heterocyklu odpovida Zidlickové konformaci (Z-forma). Cisté anomery v pevné
fazi mizeme ziskat krystalizaci za urcitych podminek. Pii krystalizaci z methanolu se vytvateji
krystaly a-D-glukopyranosy, zatim pii krystalizaci z kyseliny octové krystaly p-D-
glukopyranosy. Pfi krystalizaci z vodného roztoku obvykle dostavame monohydrat D-glukosy. V
zelenych rostlinach vznikd procesem fotosyntézy z oxidu uhli¢it¢tho a vody za ptfitomnosti
chlorofylu a dodavky energie ve formé svételnych kvant, pficemz vznika kyslik. Pfesné opacnym
procesem je proces, kterym organismy rostlin a zivocichli odbouravaji (,,spaluji*) D-glukosu na

puvodni latky a ziskavaji tak potfebnou energii.

1.3  Vyskytv pfirodé
Cista D-glukosa se nachazi v rostlinich jako jeden z produkti fotosyntézy a predstavuje

pro rostliny zasobu energie. Hromadi se pfedevsim v plodech. Kromé toho je podjednotkou fady
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prirodnich oligosacharidii, napt. maltosy, sacharosy, galaktosy aj. a polysacharidl, napt. Skrobu

nebo glykogenu. Je také soucasti mnoha heteroglykosidi, vyskytujicich se v rostlinach. Je také

pfitomna v krvi a lymf¢ Zivocichd, i v n¢kterych zivocisnych produktech, zejména v medu.

1.4 Fyziologicky vyznam

D-Glukosa je pro existenci naseho organizmu nezbytna. Je to nejrychlejsi a nejzakladnéjsi
zdroj energie pro lidské télo, obzvlaste pii sportu nebo jiné pohybové aktivité; glukosa je de facto
1¢k na hypoglykémii. Pro nékteré lidské organy, zejména pro mozek a Cervené krvinky, je
glukosa zcela nezbytna. Je to jejich jediny zdroj energie, bez kterého se neobejdou. Tyto tkané
spottebuji za 24 hodin piiblizné 150 g glukosy. To je tedy minimum, které musi zdravy ¢lovek
latky jednodussi) - ziskavani glukosy glukoneogenezi nebo ketogenezi (ziskavani energie za
rozkladu mastnych kyselin; pfi tomto dé&ji vznikaji jako odpadni latky ketolatky, v prvé fade
aceton). Pfi poklesu hladiny glukosy (hypoglykémii) se ve zlazach s vnitini sekreci (pankreatu a
nadledvinkach) zacnou ihned uvoliiovat kontraregulaéni hormony (glukagon a adrenalin), které
mobilizuji jeji tvorbu ze zasobniho glykogenu (obsazeného pievazné v jatrech a ve svalstvu)
procesem glykogenolyzy. Organismus nema schopnost vytvofit glukosu z tukt vyjma velmi
malého mnoZstvi, které vznikd z glycerolu. Jako energeticky zdroj je glukosa vyuZivana i v
umélé vyzive (infuze) a jeji roztoky se podavaji do zily k zavodnéni nemocnych nebo jako nosice
pro jiné léky. Kaloricky je glukosa stejné vydatna jako cukr fepny, ma vSak nizsi sladivost,
ptiblizné o 20 %. Z biochemického hlediska je aktivni formou D-glukosy D-glukosa-fosfat,
vznikajici z ni ptisobenim adenosin trifosfatu (ATP). Koncentrace (hladina) D-glukosy v krvi se

nazyvéa glykemie.

Za béznych fyziologickych podminek ziskava organismus glukosu:
a) prisunem z vngjsiho prostiedi — potravou, ve form¢ bud’ samotné glukosy, ¢i z disacharidi

(sacharosa) poptipad¢ polysacharidl (Skrob);
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b) z vlastnich zasob — glykogenu, ktery je uloZen zejména v jatrech, ale i ve svalstvu. Tyto

zasoby jsou omezené, ¢ini od 150 do 400 g, podle situace, ve které se organismus naléza,
c) glukoneogenezi z aminokyselin — tento zdroje je sice organismu k dispozici, ale je velmi

nevyhodny, protozZe bilkoviny jsou v organismu jako strukturalni latky, které maji svou

pevné stanovenou funkci, a organismus ma velmi malé mnoZzstvi bilkovin, které slouzily

pouze jako zasobni latky.

2. Stanoveni glukdzy u diabetiku

V oblasti klinické biochemické analyzy zlstava stale stfedem zdjmu méfeni hladiny
glukozy u diabetiku. Diabetes mellitus (cukrovka) a s nim spojené komplikace tvoii v dne$ni
dobé velky socialni problém. Kromé béznych poruch souvisejicich s diabetem, jako je
hyperglykemie,metabolickd acidoza a glykosurie, se u diabetiku vyskytuji i dalsi komplikace,
které vyrazné ovliviiuji kvalitu zivota pacientu. Diabetes mellitus je Kklinicky definovan jako
chronické, endokrinni a metabolické onemocnéni, vznikajici v disledku nedostatecného piisobeni
insulinu. Existuji dva typy tohoto onemocnéni.l. typ neboli inzulin-dependentni diabetes mellitus
(IDDM, cetnost 3 az 7 ptipadd na tisic osob) je charakterizovan snizenou nebo prakticky chybici
produkci inzulinu, takze pacienti ho musi denn¢ pfijimat v injek¢énich davkach. 2. typ je inzulin-
independentni diabetes mellitus (NIDDM), pacienti na vlastni nebo injekéné podany inzulin
nereaguji (rezistence). Vznik a vyvoj komplikaci pfi tomto onemocnéni je velmi tésné spjat
s poruSenou regulaci hladiny krevni glukozy. Za normalnich okolnosti je koncentrace glukdzy
v krvi udrZzovana mezi 4.4 a 6.6 mM pomoci zpétné vazby - narlst koncentrace glukozy po jidle
stimuluje rychlé uvolnéni inzulinu, ktery umozni vstup glukdzy dovnitt bunék a soucasné zabrani
jeji tvorb¢ v jatrech [1].

Tato regulace je vSak u diabetiku porusena a musi se docilit vnéjs§im podavanim inzulinu.
Déavkovani vsak vyZaduje znalost aktualni hladiny glukozy, takze pacienti jsou nuceni nékolikrat
denné. Denni prabéh hladin krevni glukézy sami merit glykémii. A pravé zde se velmi dobie

uplatnily elektrochemické biosensory. Pfenosné osobni glukometry piedstavuji podstatny podil z
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celkového poctu analyz glukdézy. Prvni osobni glukometr na bazi vyménného elektrochemického

biosensoru piedstavila firma MediSense. Distribuoval se pod ndzvem ExacTech a mel velikost
psaciho pera do kterého se zasunovaly méfici pasky na jedno pouziti, dalSi verze Companion ma
format karty. Nyni spada MediSense do skupiny Abbott Laboratories a soucasny jeji glukometr je
distribuovan pod nazvem Precision QID. Oproti pfedchozim verzim potiebuje nyni pro analyzu
pouze 5 mikrolitri krve, takZe pacient je men¢ zatézovan. Na tomto lukrativnim trhu jsou
samoziejmé zastoupeny také glukometry dalSich firem. Elite (pro analyzu staci pouze 3
mikrolitry krve) vyrabi japonské firmy Matsushita a Kyoto Daiichi Kagaku, distribuuje ho také
Bayer. Accu-Chek Advantage (Boehringer Mannheim) na rozdil od ostatnich nevyuZziva k vyrobé
paskovych biosensoru sitotisk, ale originalni vicevrstvou lamindtovou technologii. Mimo to se
pouZivaji také retlektometrické systémy Encore (Bayer), One Touch (existuje ve verzich Basic a
Profile, vyrabi firma LifeScan pattici pod Johnson & Johnson), Accu-Chek (verze Instant a Easy,
Boehringer). Hlavnim cilem vSak zustava implantovatelny gluk6zovy biosensor pro méieni in
vivo, ktery by ptimo fidil pumpu davkujici kontinulng inzulin podle okamzité potieby pacienta.
Tyto pfistroje jsou velmi slibné, nicméné pfistroje nevydrzi v téle pacienta déle nez nékolik

mésici a dale trpi kolisavou spolehlivosti [1].
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II. PRAKTICKA CAST

Spektrofotometricke stanoveni glukosy

Princip
Glukéza je oxidovana glukdza-oxidazou na glukonat a peroxid vodiku poskytuje

nasledujici rovnice:

glukéza+0, +H,0—22H,0, + glukonat
2H,0, + fenol +4 — AP —"22_ chinoni min+4H,0

3.2  Chemikalie

TRISpufrpH7,4 ... 92mmol/L
Fenol .....ooeeiiiii i 0,3 mmol/L
Glukoza-oxidaza .............coeevvneee. 15000 U/L
Peroxidaza ..........ccovvviiiiiniinnnns 1000 U/L
4-Aminofenazin ........................2,6 mmol/L
3.3 Postup

VInova delka: 505 nm (490 — 550 nm)
Teplota: 25/30/37°C

Kyveta: 1 cm
Blank Standard Vzorek
Standard (ul) - 10
Vzorek (ul) - - 10
Reagent (ml) 1 1

Po promichani vsech slozek inkubujeme 10 min pii 37°C nebo 30 min pii laboratorni

teploté. Barva je stabilni 30 min pii pokojové teplote.
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3.4  Vypocet

vzorek

glukéza(mg/dL) = x konc.st.

mg /dL x 0,0555 = mmol /L

3.5  Linearita
Metoda je linearni do 500 mg/dL. JestliZe je koncentrace glukozy vétsi nez 500 mg/dL,

zied'te vzorek na polovinu a vysledek vynasobte dvéma.

Doporucené hodnoty

Sérum: 55 — 110 mg/dL (3,05 - 6.11 mmol/L)

Stanoveni nerusi

Hemoglobin: 4g/L, Bilirubin: 20 mg/L, Kreatin: 100 mg/L, Galaktoza: 1g/L, EDTA 2g/L
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