Определение глюкозы в конденсате выдыхаемого воздуха как инструмент неинвазивной диагностики
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В последние годы наблюдается возрастающий интерес к исследованию биомаркеров при помощи неинвазивных методов, включая анализ конденсата выдыхаемого воздуха (КВВ). КВВ состоит из комплекса метаболитов разной природы. Число субстанций, определяемых в КВВ, неуклонно растет. Литературные данные по вопросу наличия глюкозы в КВВ противоречивы [1]. Проведенные нами ранее измерения показали наличие лактата в КВВ, что косвенно свидетельствует о возможности обнаружения там глюкозы. Но в настоящий момент никаких клинических методов анализа определения глюкозы в КВВ не существует.
Ранее было предложено определение глюкозы в КВВ с помощью биосенсоров первого поколения, в основе которых лежит реакция окисления глюкозы кислородом, катализируемая иммобилизованным в мембрану на поверхности трансдьюсера ферментом. Аналитический сигнал продуцируется побочным продуктом - пероксидом водорода. Но наличие пероксида водорода в КВВ может приводить к завышенным результатам, так как берлинская лазурь является электрокатализатором восстановления пероксида водорода. Исходя из вышесказанного, был предложен новый метод определения глюкозы. Метод основан на измерении скорости гомогенной реакции окисления глюкозы, начинающейся после инжекции фермента в ячейку с КВВ, в амперометрическом режиме. В качестве рабочего электрода используется планарный электрод со стабилизированной берлинской лазурью [2]. Аналитическим сигналом является начальная скорость ферментативной реакции, которая пропорциональна тангенсу угла кривой накопления побочного продукта – пероксида водорода – в результате ферментативной реакции. По данным, рассчитанным методом внешних стандартов для модельных растворов глюкозы, получены градуировочные зависимости. Диапазон определяемых концентраций составляет от 1мкМ до 5 мМ.
***
Методом инкубации была изучена динамика расхода глюкозы в КВВ. Показано, что при комнатной температуре глюкоза в КВВ со временем расходуется, при этом концентрация лактата увеличивается. Для ингибирования трансформации глюкозы в КВВ было изучено влияние азида натрия и антибиотика широкого спектра действия хлорамфеникола. Показано, что концентрация глюкозы в КВВ в присутствие 1мМ хлорамфеникола не меняется. Таким образом, был разработан новый протокол сбора КВВ с хлорамфениколом. Образец КВВ разбавляется рабочим буферным раствором в два раза и выдерживается при комнатной температуре несколько часов. Детектирование глюкозы осуществлялось до и после выдерживания. Глюкоза была найдена в концентрации порядка 10 мкМ.
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