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EVROPSKA UNIE

e Stanoveni glukdzy v biologickych tekutinach patri

%) v klinické laboratori k nejcastéjsim pozadavkim.
T * Byva soucasti panelu vstupnich vySetreni pri

@ hospitalizaci, je pozadovano pred operacemi,

v gravidité a pri celé rade nemoci.

e Stézejni misto zaujima glukometrie pri diagnostice
a dlouhodobém sledovani IéCby diabetes mellitus.
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* V historii glukometrie se jiz dlouha léta vyuzivalo schopnosti
glukozy redukovat vhodné substraty za vzniku barevného
e produktu, ktery Ize mérit fotometricky.

— Teprve v posledni tretiné minulého stoleti se ve stanoveni

glukdzy zacaly uplatnovat enzymové metody, a to nakonec
i formou tzv. enzymovych elektrod.

— Referen¢ni metodou pro stanoveni glukdzy zlstava plynova
W chromatografie s izotopovou diluci.

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

 Moderni metody stanoveni glukdzy ve vzorcich biologického
materialu jsou dobfe automatizovatelné, a to:

— jak v samostatnych (jednoucelovych) glukometrech nebo

v kombinaci s nékolika jinymi testy (napr. v analyzatorech pH
a krevnich plynu),

— tak v komplexnich multiparametrovych biochemickych
analyzatorech.
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gf Glukometrie v diagnostice diabetes mellitus
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e Stanoveni glukdzy v plazmeé zilni krve naléza nejsirsi
NG uplatnéni v diabetologii. Presto se podle nejnovéjsich
doporuceni diabetes mellitus (DM) nediagnostikuje jen
na zakladeée glykémie.

W * K diagnostickym ucelum DM dnes slouzi stanoveni

Univerzita Palackého

s glykovaného hemoglobinu (HbA,,).

V VeV

a provadeéni oralniho glukdzového tolerancniho test
(OGTT) nebo sestrojeni glykemické krivky.
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DM a IFG

Stanoveni glukozy se provadi po nejméne 8hodinovém
lacnéni ve vzorku (plazmy) zilni krve. Vysledna
fyziologickd hodnota ma byt nizsi nez 5,6 mmol/I
(Fasting plasma glucose, FPG).

Pri porusené glukdzové toleranci (=zimpaired fasting
glucose, IFG) jsou hodnoty v rozmezi 5,6 az 6,9 mmol/|

Pro diabetes mellitus svéd¢i hodnoty nad 7 mmol/I.
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e Oralni glukézovy tolerancni test (OGTT) se provadi vypitim
roztoku 75 g glukdzy ve 100 ml vody a stanovenim glukozy
v plazmé zilni krve v ¢ase 0 a po 2 hodinach.

* Fyziologickda hodnota OGTT po 2 h ma byt pod 7,8 mmol/I,
pri porusené glukézové toleranci se nachazi mezi 7,8 a 11
W mmol/l a u diabetu nad 11,1 mmol/I.

Univerzita Palackého
v Olomouci

* Pro diagnostiku gestacniho diabetu se vysetruje OGTT u
tehotnych ve 24. az 28. tydnu tehotenstvi. Rozhodovaci
limity jsou nala¢no do 5,1 mmol/l, po 1 h do 10 mmol/l a
po 2 h do 8,5 mmol/I.
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Diagnostika diabetes mellitus

Pro ucely diagnostiky a sledovani DM se provadi stanoveni
glykovaného hemoglobinu. Metoda je celosvétove
standardizovana a ma navaznost na referencni metodu
nejvyssiho metrologického radu. Vysledky se maji vydavat
v jednotkdch mmol/mol podle IFCC, existuji vSak i
hodnoty v % (tzv. DCCT) s moznosti vzajemnych prepoctu:

mmol/mol IFCC = (% DCCT x 11) — 24

% DCCT = (mmol/mol IFCC x 0,0915) + 2,15.

Rozhodovaci limity pro HbAlc jsou pro diagnozu diabetu
>48 mmol/mol, pro zvySené riziko diabetu 39-46
mmol/mol a pro kompenzovany DM < 53mmol/mol.
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* Historické metody pro stanoveni glukozy byly zalozeny na
NG jejich oxidoredukcnich vlastnostech v alkalickém
prostredi:
— oxidace glukdzy kyselinou pikrovou,
— oxidace hexakyanozelezitanem,
W — stanoveni pres hydroxymethylfurfural, apod.

Univerzita Palackého
v Olomouci

* KrozSirenym a bézné pouzivanym chemickym metodam
v klinickych laboratorich v nedavné minulosti patrila
metoda o-toluidinova. Glukdza tvori s o-toluidinem (2-
aminotoluenem) v kyselém prostredi ledové kyseliny
octové a za teploty varu modrozeleny komplex vhodny
k fotometrickému stanoveni (630 nm).
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 Metoda o-toluidinova byla manualni metoda
rr vyzadujici pfedchozi deproteinaci vzorku
biologického materialu a potom zahrivani reakcni
smesi.

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

W e Ztohoto duvodu a také pro ucast agresivnich
chemikalii nebyla automatizovatelna, a proto se jiz
nepouziva.

 Moderni metody pro stanoveni glukozy jsou zalozeny
na enzymoveé oxidaci glukozy.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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* Nejvice se pouzivaji enzymy:
N — glukdézadehydrogenaza (GD),

— dvojice hexokinaza (HK) + glukéza-6-fosfatdehydro-
gendaza (G-6-PD),

— a dvojice glukézaoxidaza (GOD) + peroxidaza (POD).

niverzita Palackého
lomouci

* Priglukdzadehydrogenazové reakci se glukoza
oxiduje za katalyzy GD na kyselinu glukonovou
a koenzym NAD™ prebira redukcni ekvivalenty
a premenuje se na NADH+H*, ktery se méri
fotometricky pri 340 nm.
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* V hexokinazové reakci se glukdza nejprve preménuje
na glukdza-6-fosfat, a ten poskytuje v reakci
katalyzované G-6-PD glukonolakton-6-P. Soucasné se
pritomny koenzym NADP* redukuje na NADPH+H*,
ktery se fotometricky méri opét pri 340 nm.

* Nejvice se pouzivaji enzymy ze skupiny: glukézaoxidaz

W (GOD) a glukdézadehydrogenaz s pyrrolochinolin-chinono-
vym koenzymem (PQQ-GDH).

* Tyto dve enzymoveé rodiny se lisi svymi redox
potencialy, silou vazby mezi apoenzymem a
koenzymem, svymi kosubstraty, Cislem premeny,
Michaelisovou konstantou a selektivitou vci glukdze.
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* Glukdzaoxidaza (GOD) pouziva jako akceptor elektronu
N kyslik.
e Koenzym flavinadenindinukleotid (FAD) je silné vazan

k apoenzymu GOD a reaguje s kyslikem za vzniku peroxidu
vodiku. GOD je pro glukdzu relativné specificka.

 PQQ-glukézadehydrogenaza katalyzuje nejen oxidaci
glukdzy, ale i dalSich sacharidu (napr. maltozy).

 Koenzym PQQ je stredné silné vazan k apoenzymu
v pfitomnosti nadbytku iontd Ca?*, které zaroven tuto
vazbu stabilizuji. Na rozdil od FADH, neni redukovany
koenzym PQQH, oxidovan kyslikem.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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* V posledni dobé se zacina pouzivat:

. i — glukdézadehydrogenaza
s nikotinamidadenindinukleotidovym koenzymem
(NAD-GDH),
— a glukézadehydrogendza s flavinadenindinukleotidovym
W koenzymem (FAD-GDH).

v Olomouci

* Tyto enzymy spojuji nezavislost na kysliku PQQ-GDH
se substratovou specifitou GOD, a je pravdepodobné,
ze budou v budoucnu vice pouzivany.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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* Peroxid vodiku jako produkt glukdzaoxidazoveé reakce je
< mozné vyuzit k oxidaci leukobarviva za katalyzy enzymem
peroxidazou a barevny produkt stanovit fotometricky.

. e (Castou aplikaci je ,,oxidacni kopulace” 4-aminoantipyrinu
wtiee S @romatickym aminem nebo substituovanym fenolem.

W e Dalsimi chromogennimi akceptory mohou byt o-tolidin,

o indofenol, o-dianisidin a jine.

* Fotometrickou detekci lze vyuzit i u glukdzadehydrogena-
zovych prouzku. V tomto pripadé jsou elektrony
Z enzymove reakce preneseny prostrednictvim mediatoru
na redoxni indikator.
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Principy detekce

Pri elektrochemické detekci prevazuje ampérmetrie, méne
se pouziva coulometrie.
* Vyhodou elektrochemickych principl je dosazeni vyssi
presnosti (na rozdil od fotometrie vysledek zavisi na velikosti

kapky krve), potfeba mensiho mnozstvi krve a eliminace rizika
znecCisténi mérici jednotky.

Stanoveni glukdzy s elektrochemickou detekci je zalozeno
na oxidaci redukovaného koenzymu.

Prenos elektronl na elektrodu je zprostredkovan
mediatorem. Mediator je mala molekula schopna existovat
v oxidované i redukované formeé s redox potencialem
blizkym redox potencialu koenzymu.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Mediatory
Mediator by mél byt stabilni a rozpustny ve vodeé.

Pouzivaji se mediatory:

— organické (chinony, chinoidni barviva, derivaty
bipyridylu, dihydropolyaziny),

— anorganické (Fe(CN)37/#) a organokovové (derivaty
ferrocenu a komplexy OsZ*/3* nebo Ru?*/3+).

Nevyhodou pouziti mediatoru je nizsi selektivita,
nebo’t medidtor mize prenaset na elektrodu i
elektrony z interferujicich reakci.
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EVROPSKA UNIE [ ] Je mOiné pou%llt:

XE e dvé identické elektrody za ucelem biampérometrického
: -I_ v v Vé
méreni,

* nebo elektrodu pracovni a elektrodu referencni,

o * nebo tfielektrodové zapojeni, obsahujici navic pomocnou
elektrodu.

Dalsi elektrody mohou byt prfidany za ucelem detekce
naplnéni komurky (v pripadé POCT glukometrd) nebo
kompenzace hematokritu.

 Referencni elektroda z inertniho kovu se vyrabi zpravidla
ze stejného materialu jako pracovni elektroda.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Videosekvence , Glukometrie |“

Stanoveni glukdzy ve vzorcich biologickych materiald je
demonstrovano na jednoucelovém glukozovém
analyzatoru SensoStar G (Diasys).

Jedna se o pristroj pracujici na principu
glukdzaoxidazoveé reakce s ampérometrickou detekci.

Zakladnimi ¢astmi pristroje jsou otacivy karusel pro
vzorky, nasavaci mechanismus s jehlou, meérici modul
s vymenitelnym glukézovym sensorem, nadobky pro
reagencie, promyvaci roztok a odpad, ovladaci panel
a termotiskarna.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Videosekvence , Glukometrie |“

Zadanky s pozadavky |ékafl na glukometrii se registruji
do ridiciho pocitace glukometru (neni zobrazen).

Prace zacina kalibraci. Kalibracni roztoky se ze
zasobnich lahvicek prenesou do eppendorfskych
zkumavek a vlozi do vyhrazenych mist na karuselu.

Dale si laborantka usporada a oznaci prislusné vzorky
sér, moci nebo jinych biologickych materialt podle
pozadavkl na zadankach. Z primarnich zkumavek se
aliquoty vzork( pipetuji do eppendorfskych zkumavek,
a ty se v urceném poradi vkladaji do karuselu
glukometru. Na videu je zobrazen pouze jeden vzorek.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Videosekvence , Glukometrie |“

Potom se spusti analyza a glukometr postupné nasava
jednotlivé kalibracni materialy a po nich vzorky.

Pristroj provede automatické meéereni, sestroji kalibracni
zavislost a vypocita hodnoty koncentraci glukézy ve vzorcich.

Soucasti série méreni je také meéreni kontrolnich vzorku jako
soucast vnitrni kontroly kvality.

Vysledky se mohou tisknout na termotiskarné, jinak jsou
odesilany do fidiciho software a odtud po schvaleni do
LIS/NIS, kde jsou k dispozici zadatelim.
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