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Glukoza - niezbedne zrodlo energii dla
organizmu

Glukoza zaliczana jest do najwazniejszych weglowodanow, poniewaz wiekszos¢
weglowodanow, ktore zawarte sa w pokarmach wchlania sie do krwiobiegu wlasnie
w postaci glukozy. Ponadto weglowodany przeksztalcane sa w glukoze w watrobie, a w
organizmie z glukozy moga powstac¢ wszystkie inne cukry. Glukoza stanowi istotne Zrodlo
energii w tkankach ssakow , a takze odgrywa bardzo wazna role w prawidlowym rozwoju
plodu. Cukier ten przeksztalcany jest w inne cukry odgrywajace swoiste role np. w ryboze,
ktora wystepuje w kwasach nukleinowych czy galaktoze obecna w laktozie mleka [1].
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Glukoza jest niezbedna do prawidlowego funkcjonowania metabolizmu komdrkowego. Szczegoélnie
wrazliwe na brak glukozy sa komoérki nerwowe. W organizmie zwiazek ten wykorzystywany jest
gtownie jako zrodio energii. Ponadto glukoza reguluje przemiane tluszczowa, zmniejsza stopien
zatrucia jadami, a takze przyspiesza gojenie sie ran [7].

Oznaczanie glikemii (poziomu cukru we krwi) w monitorowaniu cukrzycy

Oznaczanie glikemii przeprowadzane w celu monitorowania leczenia i oceny wyrdéwnania
metabolicznego cukrzycy wykonywane jest w peilnej krwi wiosniczkowej. Krew wtosniczkowa
pobierana jest zwykle z opuszki palca, a u noworodkow i dzieci z piety. Niestety przydatnosc tego
typu materiatu jest mocno ograniczona, co w gltéwnej mierze wynika z faktu domieszki ptynu
tkankowego, staba standaryzacja stosowanej do pobrania procedury, a takze ilosci mozliwych do
wykonania badan. Najwieksze znaczenie w badaniach ma krew zylna, z kolei krew wlosniczkowa
pobierana jest wtedy, gdy pobranie krwi zylnej nie jest mozliwe lub utrudnione [2], [3].

Glukoza bardzo szybko transportowana jest przez blone komoérkowa do wnetrza erytrocytow.
Transport odbywa sie przez transportery glukozy okreslane jako GLUT. Transporter glukozy 1
(GLUT1) uwazany jest za najlepiej poznana i najbardziej rozpowszechniona izoforme rodziny biatek
GLUT. W stanach fizjologicznych wysoki poziom ekspresji GLUT1 obserwuje sie: w erytrocytach
(3-5% wszystkich biatek btonowych), nabtonku endotelialnym, nabtonku epitelialnym bariery
krew-mozg, oku, tozysku oraz gruczole mlekowym ssakéw [3],[4]. Przeprowadzone badania sugeruja
mozliwosé zastosowania GLUT1 jako prognostycznego wskaznika zlosliwosci oraz stopnia
zaawansowania nowotworéw. Co wiecej wskaznik ten umozliwitby wyodrebnienie pacjentow
wymagajacych agresywniejszej terapii [4].

Stezenie glukozy w erytrocytach jest nizsze niz w osoczu, co wynika z faktu jej przemiany
do glukozo-6-fosforanu. Pomiar stezenia glukozy glukometrami daje zazwyczaj nizsze wartosci
glikemii niz stosowane analizatory laboratoryjne, ktére mierza ten metabolit w osoczu. Oznaczenia
glukozy wykonywane w monitorowaniu cukrzycy przeprowadzane sa w réznych porach dnia
(zaleznych od aktywnosci chorego i przyjmowanych positkéw), kiedy to oczekuje sie skrajnych
wartosci glikemii w ciaggu doby. Dobowy profil glikemii obejmuje pomiary glukozy wykonywane: rano
na czczo, przed kazdym gtéwnym positkiem, 120 minut po kazdym gtéwnym positku, przed snem,
0 poéinocy oraz o godzinie 3:30 w nocy [2].



Stezenie glukozy w mmol/l [mg/dl]

Krew petna
Zyina Wiosniczkowa Osocze krwi Zylnej*

Cukrzyca:
Na czczo lub = 6,1 (= 110) =61 (=110 =7,0 (= 126)
2 godz. po podaniu glukozy =10,0 (= 180) =111 (= 200) = 11,1 (= 200)
Uposledzona tolerancja glukozy (IGT):
Na czczo (jesli mierzona) i <61 (< 110)i < 6,1 (< 110)i <7,0(<126)i
2 godz. po podaniu glukozy = 6,7 (= 120) =78 (=140 =78 (= 140)
Nieprawidiowa glikemia na czczo (IFG):
Na czczo =56 (= 100) =56 (=100 = 6,1 (= 110)

i < 6,1 (< 110) i <6,1(<110) i<7,0(<126)
i (jesli mierzona)
2 godz. po podaniu glukozy < 6,7 (< 120) < 7,8 (<140 < 7,8 (< 140)

“Wartoéci glikemii w osoczu krwi wiosniczkowe] wynosza: dla cukrzycy — na czczo = 7,0 mmol/l (= 126 mg/di), 2 h po positku = 12,2 mmol/l (= 220 mg/dl); dia IGT
—na czczo < 7,0 mmol/l (< 126 mg/dl) i 2 h po positku = 8,9 mmol/l (= 160 mg/dl) i < 12,2 mmol/l (< 220 mg/dl); dla IFG — na czczo = 6,1 mmol/l (= 110 mg/dl)
i< 7,0 mmol/l (< 126 mg/dl) i (jesli zmierzona) 2 h po positku < 8,9 mmol/l (< 160 mg/dl)

Zdjecie: Wartosci diagnostyczne cukrzycy i innych standw hiperglikemii, wg Gérczynska-Kosiorz S.,
Grzeszczak W., Mazur B., 2005 [6].

Zasady pobierania i przechowywania probek krwi do badan poziomu glukozy

Materialem do oznaczania glukozy moze by¢: pelna krew zylna, surowica na skrzep lub krew
wlo$niczkowa. Krew wlosniczkowa natychmiast po pobraniu musi by¢ hemolizowana i odbialczona
badz nalezy od razu po pobraniu wykona¢ pomiar. Jesli oznaczenia wykonuje sie w pelnej krwi,
probke nalezy przechowywa¢ w temperaturze 0-4°C albo niezwlocznie odwirowac¢ lub wykonac
pomiar. We krwi wlosniczkowej arterializowanej po positku stezenie glukozy jest do 20% wieksze niz
we krwi zylnej. Pomiar wykonywany w surowicy i osoczu jest o 10% - 15% wyzszy niz uzyskany
z pelnej krwi, co ma zwiazek z brakiem obecnosci w probce krwinek. Glukoza nie powinna by¢
oznaczana Ww surowicy,jesli z probki dobrze nie usunieto erytrocytéw,poniewaz z powodu
zachodzacej glikolizy moze dojs¢ do nieprzewidywalnego zanizenia rzeczywistego stezenia glukozy

[6].

Na jakos¢ wykonywanych oznaczen glukozy w bardzo duzej mierze decyduje prawidiowe
postepowanie z materiatem przeznaczonym do badan w fazie przed-analitycznej. Nalezy mie¢ na
uwadze, ze w pobranej probce krwi glukoza jest metabolizowana przez krwinki réwniez in vitro,

w zwigzku z czym krwinki musza zosta¢ oddzielone od osocza do 60 minut od pobrania materiatu.
Tak wiec wymog ten okresla najdtuzszy czas w jakim pobrana probka krwi musi by¢ dostarczona do
laboratorium, by nadawata sie do badan. W temperaturze pokojowej zachodzacy w krwinkach proces
glikolizy powoduje zmniejszanie stezenia glukozy o 5-7% w ciagu godziny a we krwi, ktéra zawiera
duza liczbe leukocytéw spadek ten jest wiekszy. Przechowywanie peinej krwi w loddwce w temp. 4°C
powoduje spadek stezenia glukozy o okoto 20% w ciggu 24 godzin. By temu przeciwdziata¢ zaleca sie
dodawanie do pobieranej krwi substancji spowalniajacych glikolize, np. fluorku sodu czy jodooctanu
sodu. Zwiazki te zazwyczaj sa stosowane razem z antykoagulantami, takimi jak szczawian lub EDTA

[5].



Metabolizm glukozy w prawidlowych komérkach

W komorkach prawidtowych w procesie tzw. glikolizy, glukoza metabolizowana jest do dwodch
czasteczek pirogronianu. W wyniku tej reakcji dochodzi do wytworzenia dwoch czasteczek ATP.
Powstaly pirogronian w mitochondriach jest nastepnie utleniany do acetylo-CoA , co zachodzi
z udziatem kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej. W kolejnym etapie acetylo-CoA wchodzi
w cykl Krebsa, w ktérym ulega utlenieniu do dwutlenku wegla (CO,), a zmagazynowana energia
(w postaci koenzyméw: NADH i FADH2 ) podlega przemianie w czasteczki ATP podczas transportu
elektronéw poprzez uktady oksydoredukcyjne tancucha oddechowego. W wyniku catkowitego
utlenienia czasteczki glukozy powstaje 30 czasteczek ATP [4].

Glukoza stanowi podstawowe zrodio energii dla dla osrodkowego ukltadu nerwowego. Wszelkie
zaburzenia w dostarczaniu glukozy do moézgu wywotluja: ostre, podostre i przewlekle zaburzenia
funkcji mozgu, ktore okreslane sa mianem neuroglikopenii. Przewlekle i nawracajace stany
hipoglikemiczne prowadza do powstawania ogniskowych uszkodzen moézgu, ktére nastepnie
sa przyczyna rozwoju zespotow psychoorganicznych (np. zmian osobowosci, ubytkéw pamieci,
demencji). Co wiecej cukrzyca stanowi jeden z czynnikow zwiekszonego ryzyka zachorowania na
chorobe Alzheimera [2].

Metody enzymatyczne oznaczania glikemii

Oznaczenie glukozy we krwi (osoczu) mozna wykonac¢ kilkoma r6znymi metodami. Stosowane sa 2
metody enzymatyczne, gdzie jedna bazuje na wykorzystaniu do reakcji oksydazy glukozowej, a druga
uktad heksokinaza/dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu; metoda toluidynowa (swoista dla aldoloz) czy
metoda Samogyi-Nelsona oraz jej modyfikacje oparte na redukcji miedzi.

Pomiar przebiegu zachodzacych reakcji odbywa sie przy uzyciu technik spektrofotometrycznych
i technik amperometrycznych. Metoda referencyjna (odniesienia) dla oznaczenia glukozy jest
spektrometria masowa z rozcienczeniem izotopu (ID-MS, isotope dilution mass spectometry).

W laboratoriach najczesciej stosowana jest metoda oksydazowa z wykorzystaniem réznych technik
pomiaru. Za drugorzedna enzymatyczna metode oznaczania glukozy uznawana jest metoda
heksokinazowa, ktora charakteryzuje sie stosunkowo lepsza czutoscia oraz swoistoscia
w poréwnaniu do metody oksydazowej. Metoda heksokinazowa wykazuje réowniez mniejsza
podatnos¢ na czynniki interferujace [6].

Metoda Nelsona - wykorzystanie do oznaczania stezenia glukozy we krwi (wg Krajewski T.,
1959).

Zasada metody: metoda polega na odbiatczeniu krwi za pomoca koloidalnej zawiesiny wodorotlenku
cynku. Otrzymany przesacz gotuje sie z roztworem zawierajacym Cu(II) i Cu(I), w wyniku czego
w probce powstaje ceglasty osad Cu,O. Tlenek miedzi (I) rozpuszcza sie w odczynniku
arsenomolibdenowym, w wyniku czego w prébce pojawia sie niebieskie zabarwienie [7], [8].

Przygotowanie odczynnikow:



1) Odczynnik miedziawy I: w 600 ml wrzacej wody rozpusci¢ 200 g bezwodnego Na,SO, (lub 356 g
Na,S0,). Nastepnie, w 100 ml wody rozpusci¢ 25 g soli Seignetta (winian sodowo-potasowy).
Obydwa roztwory zmiesza¢ w 1-litrowej kolbie miarowej, po czym doda¢ 20 g NaHCO, oraz 25 ¢
bezwodnego Na,CO,. Catos¢ doktadnie rozpusci¢ i uzupetni¢ woda do kreski. Otrzymany roztwor
nalezy przesaczy¢ w przypadku, gdy pojawi sie zmetnienie. Tak przygotowany odczynnik
przechowywaé¢ w temperaturze 37°C (gdy wytraca sie krysztaty nalezy je rozpusci¢ przed uzyciem
przez lekkie ogrzanie roztworu w tazni wodnej) [7], [8].

2) Odczynnik miedziowy II: 15% roztwor CuSO,«5 H,0 + 1-2 krople stezonego roztworu H,SO,.

3) Mieszanina odczynnika miedziowego I i II: bezposrednio przed uzyciem sporzadzi¢ roztwoér
z obydwu odczynnikéw zmieszanych w stosunku 25:1.

Wykonanie:

W stosunku 5:1 nalezy zmiesza¢ odpowiednia ilo§¢ mieszaniny roztworow: 0,45% (rozcienczyc¢
z roztworu 45%) ZnSO,i 0,1 M NaOH (0,4%). Do 2,9 ml mieszaniny odczynnikéw doda¢ 0,1 ml krwi
pobranej z opuszka palca. Pipete oczysci¢ z krwi z zewnatrz, wydmuchac¢ krew do mieszaniny
i nastepnie przeptukaé pipete ta sama mieszaning. Otrzymana w ten sposob probke umiesci¢ we
wrzacej tazni wodnej (3-5 minutowa inkubacja). Po uptywie czasu inkubacji probke nalezy ostudzic¢
i przesaczy¢ przez maly saczek.

Nastepnie do 1 ml przesaczu doda¢ 1 ml mieszaniny odczynnikéw miedziowych (odczynnik
miedziowy I i II), prébke gotowaé¢ we wrzacej tazni wodnej przez 20 minut. Ostudzi¢, po czym
wprowadzi¢ 1 ml odczynnika arseno-molibdenowego (tj.: 25 g molibdenianu(VI)amonu rozpuscic
w 450 ml wody, dodaé¢ 31 ml stezonego roztworu H,SO,. W osobnym naczyniu rozpusci¢ 3 g
arsenianu(V)sodowego w 25 ml wody. Obydwa roztwory zmieszac i inkubowa¢ w temp. 37°C przez
24-48h lub ogrzac do temp. 55°C i trzymac¢ w tej temperaturze przez 25 minut). Prébke wytrzasaé do
momentu przestania wydzielania pecherzykow gazu (CO,), a caly tlenek miedzi(I) (miedziawy)
rozpusci sie. Do prébki doda¢ 7 ml wody, zmieszac¢ i wykona¢ oznaczenie kolorymetryczny przy
diugosci fali réwnej A= 660 nm (wobec probki kontrolnej).

W analogiczny sposéb nalezy wykona¢ oznaczenie z roztworem wzorcowym, gdzie zamiast 0,1 ml
krwi pobiera sie 0,1 ml roztworu wzorcowego o odpowiednim stezeniu mieszczacym sie w zakresie
od 10 do 200 mg/100 ml - przyrzadzonego przez rozcienczenie roztworu wzorcowego glukozy.

Wykonanie obliczen: zachodzaca w trakcie oznaczenia reakcja barwna stosuje sie do prawa
Lamberta-Beera. Stezenie glukozy mozna obliczy¢ ze wzoru, z krzywej kalibracyjnej [7],[8].

Oznaczanie glukozy metoda kolorymetryczna z oksydaza glukozy w wykorzystaniem
zestawu diagnostycznego (Lquick Cor-GLUCOSE ).

Do oznaczenia wykorzystuje sie roztwdér wzorcowy glukozy o stezeniu 100 mg/dl (5,5 mmol/l).
Materiatem badanym jest probka surowicy krwi ludzkiej [9].

Wykonanie:

a) Oznaczenie proby zerowej: odczynnik do oznaczen pozostawi¢ do osiggniecia temperatury
pokojowej. Nastepnie do kuwety polistyrenowej (d=10 mm) nalezy pobra¢ 800 ml odczynnika, po
czym dokona¢ pomiaru absorbancji przy ditugosci fali A=500 nm.



b) Oznaczenie proby wzorcowej: do probowki typu eppendorf doda¢ 1 ml odczynnika do oznaczen.
Probke pozostawi¢ do osiagniecia temperatury pokojowej. Nastepnie doda¢ 10 pl roztworu
wzorcowego, catosc doktadnie wymieszac i pozostawi¢ na 10-minutowa inkubacje. 800 ml roztworu
przenies¢ do kuwety pomiarowej. Zmierzy¢ absorbancje probki przy diugosci fali réwnej A= 500 nm
(wzgledem préby zerowej bedacej proba odniesienia). Pomiar powtdérzyé trzykrotnie.

c) Oznaczenie probki badanej: do probowki typu eppendorf doda¢ 1 ml odczynnika do oznaczen,
pozostawi¢ do osiggniecia temperatury pokojowej. Po ustaleniu temperatury dodac¢ 10 pl roztworu
badanego, probke wymieszac i pozostawi¢ na 10 min inkubacji. Przenies¢ 800 ml roztworu do
kuwety pomiarowej, po czym zmierzy¢ absorbancje przy dlugosci fali A=500 nm (wzgledem proby
zerowej jako proby odniesienia). Pomiar powtorzyc¢ trzykrotnie [9].

Na podstawie otrzymanych wynikow nalezy obliczy¢ stezenie glukozy w badanej probie. W tym celu
skorzysta¢ ze wzoru:

Stezenie glukozy= A (PB) / A(PW) x stezenie wzorca

Gdzie:
A(PB)- wartos$¢ absorbancji dla préby badanej

A(PW)- wartos¢ absorbancji dla préby wzorcowej [9].

Metoda o-toluidynowa do oznaczania stezenia glukozy (wg Krawczynski J., Osinski T., 1967)

W wyniku ogrzewania z o-toluidyna w srodowisku bezwodnym (lodowaty kwas octowy) glukoza daje
barwny produkt kondensacji. Poza glukoza reakcji tej ulega rowniez galaktoza. Stabej reakcji
w powyzszych warunkach ulega z kolei fruktoza.

Wykonanie:

a) Wykreslenie krzywej kalibracyjnej: do probdéwek odmierzy¢ nastepujace ilosci roztworu
wzorcowego glukozy (roztwdr wzorcowy glukozy o stezeniu 100 mg/100 ml sporzadzony w 0,2%
roztworze kwasu benzoesowego): 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 oraz 0,6 ml.

Probki uzupemi¢ kwasem trichlorooctowym do objetosci 1,2 ml. Z kazdej probowki pobra¢ po 0,5 ml
do wywotania barwy. Poszczegdlne roztwory odpowiadaja nastepujacym stezeniom: 50, 100, 150,
200 oraz 300 mg/100 ml [7], [10].

b) Oznaczenie: do probéwki wiréwkowej doda¢ 1 ml 5% roztworu CCl,COOH oraz 0,2 ml krwi



(mikropipete z krwi przeptuka¢ roztworem z probowki). Probke wymiesza¢ i odwirowac (po kilku
minutach). Do 0,5 ml otrzymanego po wirowaniu supernatantu nalezy doda¢ 4,5 ml odczynnika
o-toluidynowego (tj.: 1,5 g tiomocznika rozpusci¢ w 940 ml lodowatego kwasu octowego i dodac 60
ml o-toluidyny). Probke wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej na doktadnie 8 minut!. Po inkubacji
ochtodzi¢ pod biezaca woda, a nastepnie zmierzy¢ wartos¢ absorbancji przy dtugosci fali rownej
A=630 nm (wobec proby kontrolnej, gdzie zamiast 0,5 ml supernatantu bierze sie 0,5 ml roztworu
CC1,COOH). Wynik nalezy odczyta¢ z przygotowanej krzywej kalibracyjnej [7], [10].

Autor: Lidia Koperwas
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