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Glucose kann im Hamolysat nach Ausschaltung st6render Erythrocytenenzyme zuverlissig mit der Hexokinasemethode iiber die NADPH-
Fluoreszenz bestimmt werden. Inaktivierung der Erythrocyten-Phosphoglucose-Isomerase, und damit Eliminierung der bisher proble-
matischen Fructoseinterferenz, wird auf einfache Weise durch Himolyse mit 0,1N Essigsiure erreicht. Die beschriebene Methode zeichnet
sich durch geringen Zeitaufwand und 6konomische Reagenziennutzung aus und eigner sich auch besonders fiir Routineuntersuchungen.

The engymic determination of glucose in baemolysed blood samples without interference by fructose

Glucose can be reliably determined in erythrocyte haemolysates by the hexokinase method and the measurement of the NADPH fluor-
escence after the elimination of interfering erythrocyte enzyme activities. The erythrocyte phosphoglucose isomerase, which hitherto
has caused the problematic interference by fructose, is inactivated by simply carrying out the haemolysis in 0.1x acetic acid. The described
method is ‘characterised by its short time of operation and the economic use of reagents and it is especially suitable for routine investiga-
tions.

Die enzymatische Glucosebestimmung direkt im Hi- Methodik

molysat kann fiir die Praxis wesentliche Vorteile bieten. Reagenzien

]b)er. Fortfall der Entemtelﬁung .bm der ]?lu.tz}lcker— 1. 0,3 Tristhanolaminpuffer pH. 7,5;

estimmung bedeutet Zeitersparnis und Eliminierung 4 mr MgSO, Bestandreile der
einer Fehlerquelle aus dem Arbeitsgang. 2. 12 mv NADP Bohringer-Test-
Durch den storenden EinfluB von Erythrocytenen- 3. 16mM ATP kombinadon TGAA
zymen ist allerdings die Hexokinasemethode bei An- 4 1mgfml Hexokinase; 1 mg/ml oder TGAB

. - -Dehydr
wendung auf Himolysat ohne zusitzliche MaBnahmen Glucose-6-phosphat-Debydrogenase

zu unspezifisch (1). Das bei der Reaktionsfolge 15,21 20 mg/ml Maleinimid (EGA-Chemie). Bei 4° einige Wochen
tbar.

Glucose —+ ATP Hexokinase, _l'lg+ +% Giucose_&Phosphat 6. 0,1x Essigsiure

4 ADP 7. Glucose-Stammlésung 4,00 gf1:3,80 g Glucose (wasserfrei)
ad 1000,0 mit dest. Wasser l6sen. Der um 59, gegeniiber dem
- ADP+ Slucose- Nennwert verminderte Gehalt kompensiert die durchschnittliche
Glucose-6-p bosphat + NADP %gxo;f;:;t- ~ Gluco- Fluoreszenzminderung bei Blutproben (s. u.).
ydrogenase

8. Glucose-Standard-Gebrauchslésung: Stammlésung 1:21 mit
0,1x Essigsiure verdiinnen.

nat-6-phosphat + NADPH + H+

9. Reaktionsgemisch:
1,5 ml Losung 1
0,5 ml Losung 2
0,5 ml LSsung 3
1,0 ml Losung 5

werden gemischt. 1 Woche bei 4° stabil.

gebildete Gluconat-6-phosphat wird durch Erythro-
cyten-6-Phosphogluconat-Dehydrogenase unter Bildung
von NADPH weitér umgesetzt, was sich in einem
fortlaufenden Extinktionsanstieg nach Abschluf der
eigentlichen Bestimmungsreaktion duBert (2). Durch
Zusatz des Enzyminhibitors Maleinimid konnte diese
Stérung beseitigt werden (1, 3). HAECKEL machte aber

. 3 - - - - - J -
auf die verbleibende, im klinischen Bereich nicht unge- Messung der NADPH-Fluoreszenz
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fahrliche Miterfassung von Fructose aufmerksam (1).
Wir beschreiben im folgenden Versuche zur Ent-
wicklung einer Methode, die auch bei Anwesenheit von
Fructose im Himolysat korrekte Ergebnisse liefert.
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Fiir Fluoreszenzmessungen wurde das Turner-Fluorimeter Modell
110 mit StandardmeBtiir benutzt. Blende 3x; Hg-Lampe mit
Primirfilter 7/60 (360 nm Narrow Pass); Sekundirfilter 4 (465 am
Sharp Cut). Das Gerit wird mit Reagenzienleerwert in der Kii-
vette auf Null abgeglichen.
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Untersuchungsmaterial

Wir verwenden zur Blutzuckerbestimmung Oxalat-Fluorid-
stabilisiertes Venenblut, das in entsprechend priparierten Spezial-
gefiBen angelicfert wird. Bei sofort nach Entnahme erfolgender
Hiamolyse (s. u.) kann auch mit Kapillarblut gearbeitet wetrden.

Durchfiihrung der Bestimmung

Haémolyse

50 ul Blut werden mit 1,00 ml 0,1~ Essigsiute himolysiert. Unter
diesen Bedingungen bleibt die Glucosekonzentration 24 Stunden
bei Raumtemperatur unverindert.

Bestimimungsansiitge

Auf den Boden des InkubationsgefiBes (Einweg-Plastikrohrchen
17 X 90 mm mit VerschluBkappe!) werden mit Marburg-Pi-
petten dosiert:

Probe Standard Leerwert
Reaktionsgemisch, pl 100 100 100
Hamolysat, ul 20 — —
Glucosestandard, ul — 20 —
0,1n Essigsdure, ul —_ — 20
Fiir Vermischung sorgen!
Enzymsuspension, ul 5 - 5

Mischen. Frithestens nach 3, spitestens nach 15 Min. Inkubation
bei Raumtemperatur 10 ml dest. Wasser (25°) zusetzen, Réhrchen
verschlieBen und durch Umkippen mischen. (Das zur Verdiin-
nung zugesetzte Wasser wird bei konstanter Temperatur ge-
halten, um bei der Fluoreszenzmessung definierte Temperatur-
bedingungen in der Kiivette zu gewihrleisten. Ohne diese MaB-
nahme koénnte die Temperaturabhingigkeit der Fluoreszenz
(vgl. (4)) zur Fehlerquelle werden.)

Leerwertansatz in die Kiivette .gieBen und Nullabgleich des
Fluotrimeters dutchfiithren. :

Kiuvette durch Absaugen mit der Wasserstrahlpumpe entleeren.
Fluotreszenz von Probe und Standard messen (Kiivette jeweils
mit MeBl&sung vorspiilen).

Berechnung

Fluoreszenzprove

X 4,00 = g Glucose/l.

Fluoreszenzstandara

Bei nicht himoglobinhaltigen Proben Ergebnis mit 0,95 multi-
plizieren.

Ergebnisse

Wahl des MeBverfahrens

MeBgroBe fiir den Glucosegehalt der Probe ist bei der
Hexokinasemethode das gebildete NADPH. Fiir seine
Erfassung stehen zwei Méglichkeiten zur Auswahl:
Extinktionsmessung oder Fluorimetrie.

Die Voraussetzungen fiir den ,,optischen Test“ bei
366 nm sind bei Himolysat ungiinstig. Die Extinktion
des Probenleerwertes liegt bei einer Probenendver-
diinnung von 1:200 und einer Schichtdicke von 1 cm
etwa bei 1,0. Unter den gleichen Bedingungen er-
hilt man z. B. bei einer Glucosekonzentration von
0,5g/l im ,optischen Test“ nur eine Extinktions-
inderung von 0,046. Es werden daher fiir prizises
Arbeiten hohe Anforderungen an die MefBgenauigkeit
und Konstanz des Photometers gestellt.

Eine der Probenleerwertextinktion bei der Photometrie
entsprechende hohe Eigenfluoreszenz findet sich bei

1) Hersteller: Ernst Bechthold und Sohn D 6124 Beetfélden/
Odenwald.

der Fluorimetrie von Himolysat nicht. Probenleerwert-
Ansitze (Himolysat in Puffer) liefern nur sehr geringe,
meist unterhalb der Nachweisgrenze liegende Fluores-
zenzintensititen (siehe Tab. 1). Bei der von BERNT

und LACHENICHT angegebenen Methode zur mechani- -

sierten Glucosebestimmung im Himolysat (5) wurde
dies bereits vorausgesetzt und direkte Proportionalitit
zwischen Fluoreszenz (abziiglich des Reagenzienleer-
wertes) und Glucosegehalt angenommen. Wir haben
an mehreren Hundert Blutproben aus allen klinischen
Bereichen diese Frage iiberpriift und dabei nie eine
Eigenfluoreszenz feststellen kénnen, die einer Glucose-
konzentration von mehr als 0,05 g/l entsprach. Im
Mittel lag die Leerwertfluoreszenz bei 0,15 Skalenteilen
und zeigte damit eine scheinbare Glucosekonzentration
von etwa 0,01 g/l an. Wegen dieser giinstigen mef-
technischen Voraussetzungen ist die Fluorimetrie fiir
die Erfassung des NADPH im Himolysat zu bevor-
zugen.

Zu beriicksichtigen ist hierbei allerdings die himo-
globinbedingte Minderung der NADPH-Fluoreszenz:
Gibt man zu einer NADPH-L§sung in Puffer Himo-
lysat, so nimmt die Fluoreszenz merklich ab, und
zwar bei einer Himolysatkonzentration, wie sie in
unserem Testansatz verwirklicht ist, um etwa 5%,. Bei
der in Tabelle 1 niedergelegten Versuchsreihe betrug die

Tab. 1

EinfluB von Hémolysat auf die gemessene NADPH-Fluoreszenz

Zu 5 ml einer NADPH-Lo6sung in Tridthanolaminpuffer pH 7,5 wurden
in der Fluorimeterkiivette 20 xl Hédmolysat (Blutprobe 1:42 in 0,IN
Essigsdure) gegeben. Die Fluoreszenz wurde unter StandardmeBbe-
dingungen vor (Spalte 2) und nach (Spalte 3) Hidmolysatzusatz ge-
messen. Die Fluoreszenzabnahme unter Berlicksichtigung der ge-
ringen bzw. unterhalb der MeBempfindlichkeit liegenden Proben-
leerwerte (Hamolysat in Puffer, Nullabgleich des Fluorimeters mit

Puffer, Spalte 4) zeigt Spalte 5

1 2 3 4 5

Nr. der NADPH NADPH Hiamolysat Fluores-
Blutprobe ohne mit in Puffer zenzab-
Héamolysat Hamolysat nahme
— Skalenteile —

1 83,5 79,0 0,0 4,5

2 84,5 81,0 . 0,5 4,0

3 84,5 81,0 0,0 3,5

4 84,5 80,0 0,0 4,5

5 84,5 80,5 0,0 4,0

6 83,5 79,0 0,5 5,0

7 84,0 79,5 0,0 4,5

8 84,0 80,0 0,0 4,0 .

9 84,0 80,0 1,0 5,0
10 83,5 79,5 0,5 4,5
11 83,0 79,0 0,0 4,0
12 83,5 79,5 0,0 4,0
13 83,0 79,0 0,0 4,0
14 83,5 79,5 0,0 4,0
15 83,0 79,0 0,0 4,0
16 83,5 79,5 0,0 4,0
17 83,5 79,0 0,5 5.0
18 84,0 79,5 0,0 4,5
19 83,5 79,0 0,0 45
20 84,0 80,0 0,0 4,0

durchschnittliche Fluoreszenzabnahme 5,089%,, die Stan-
dardabweichung s = 0,489,. Wegen deér nur geringen
Schwankungsbreite nehmen wir bei himoglobinhaltigen
Proben eine generelle Korrektur vor (untér Verzicht

auf das individuelle Zubereiten interner Glucosestan- .

dards bei jeder einzelnen Probe), indem wir die Glu-
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cosestandardldsung um 59%, gegeniiber dem Nennwert
verdiinnen. Rechnerischer Ausgleich ist ebenfalls mog-
lich.

Um dic Fluoreszenzminderung mdglichst gering zu
halten, messen wir bei hoher Probenendverdiinnung
(1:10500). Die Methode ist daher nur mit einem aus-
rcichend empfindlichen Fluorimeter anwendbar.

x
So e
fg W -
H
-é X, X. ~
2 30 Le 3%, —_—
g
g
S
0f-
| | I l I L,
0 10 20 30 40 50 60
t [Min)
Abb. 1

EinfluB von Maleinimid auf die MeBwertkonstanz bei_ der fluori-
metrischen Glucosebestimmung im Hamolysat. O ohne
Maleinimid; x— x—x mit Maleinimid. Aus einem 10fachen In-
kubationsansatz wurden zu den eingezeichneten Zeitpunkten 100 ul
entnommen und mit 10 ml H,O nachverdiinnt. Sofort anschlieBend
wurde die Fluoreszenz unter StandardmeBbedingungen bestimmt

Hemmung det Erythroc;rten-6-Phosphoglu-
conat-Dehydrogenase mit Maleinimid

Durch Oxydation von Gluconat-6-phosphat an Erythro-
cyten-6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.44)
kommt die Fluoreszenzentwicklung nach vollstindigem
Umsatz des Glucose-6-phosphats nicht zum Stillstand.
Abbildung 1 zeigt das AusmaB dieser Storreaktion
unter den Bedingungen unseres Testansatzes. Zusatz
von Maleinimid oder N-Athylmaleinimid (1, 3) fithrt
zur Inaktivierung der 6-Phosphogluconat-Dehydro-
genase, und man erhilt so einen iiber etwa 30 Min.
konstanten MeBwert. Bei lingerem Stehenlassen des
Ansatzes nimmt die Fluoreszenz wieder leicht ab
(siehe Abb. 1). ,

Um Fehler durch unvollstindige Inaktivierung der
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase zu  vermeiden,
wurde die Hemmwirkung von Maleinimid auf das
Enzym unter variierten Bedingungen untersucht. Bei
diesen Versuchen wurde Himolysat mit Maleinimid
vorinkubiert. AnschlieBend wurde ein Aliquot in einem
fluorimetrischen Aktivititstest mit zugesetztem Glu-
conat-6-phosphat auf noch vorhandene G6-Phospho-
gluconat-Dehydrogenaseaktivitit getestet.

Die pH-Abhingigkeit der Hemmstoffwirkung zeigt

Tabelle 2. Vollstindige Hemmung des Enzyms wurde
bei schwach alkalischem pH erreicht. Dagegen blieb
bei niedrigerem pH ein Teil der Enzymaktivitit er-
halten. Dies entspricht den Beobachtungen bei anderen
Enzymen (6).

.
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Tab., 2

pH-Abhéngigkeit der Hemmwirkung von Maleinimid auf Erythro-
c¥lten-Phosphogluconat-Dehydrogenase. Hédmolysat in 0,0lm Phos-
phatpuffer wurde an der Glaselektrode auf das angegebene pH einge-
stellt. Dann Zusatz von Maleinimid (Endkonzentration 2 mg/ml) und
5 Min. Inkubation bei 25°. 50 ul des Ansatzes wurden entnommen und
mit 1,0 ml Reaktions%emlsch fir den 6-Phosphogluconat-Dehydro-
genase-Test (0,6 mm Gluconat-6-phosphat; 2 mm NADP; 3,3 mm
MgSO,; 0,25m Triithanolaminpuffer pH 7,5) 5 Min. inkubiert. Dann
Zusatz von 5 ml H,0 und Fluoreszenzmessung unter Standardmef-
bgdlngungen. Leerwerte ohne Gluconat-6-phosphat. Die Enzymak-
tivitdt wird ausgedriickt als Fluoreszenzzunahme in Skalenteilen pro
5 Min. In der Spalte rechts ist die errechnete Restaktivitit, bezogen
auf einen Ansatz ohne Maleinimid, angegeben

pH Fluoreszenz- v, Aktivitit
zunahme/5 Min.
(Skalenteile)
5,5 29,0 92
6,5 15,5 49
1.6 0,0 0
8,6 0,0 0
Ohne
Maleinimid,
pH 5 31,5 100
12
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Abb. 2

Abhidngigkeit der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Inaktivierung
von der Maleinimidkonzentration

Die nach 1- bzw. 5-miniitigem Einwirken von Maleinimid bei pH 7,5
verbliebene 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Aktivitdt ist in Ab-
hingigkeit von der Maleinimidkonzentration bei der Vorinkubation
aufgetragen. x— x—x 1 Minute; O—O—O 5 Minuten Vorin-
kubation. Durchfiihrung des Hemmversuchs und fluorimetrischer
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Test wie bei Tabelle 2 beschrieben

Weitethin wurden die Parameter Hemmstoffkonzen-
tration und Dauer der Einwirkung variiert. Wie Ab-
bildung 2 zeigt, muB fiir eine komplette Inaktivierung
innerhalb einer Minute eine relativ hohe Maleinimid-
konzentration gewihlt werden. Bei lingerer Einwir-
kung vor Start der Testreaktion kommt man mit einer
geringeren Inhibitorkonzentration aus.

Inaktivierung der Erythrocyten-Phosphoglu-
cose-Isomerase

Nach Beobachtungen von HAEcker (1) werden Glu-
cosebestimmungen im Himolysat durch Fructose ge-
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stért. Hefe-Hexokinase phosphoryliert auch Fructose,
und Fructose-6-phosphat kann durch Erythrocyten-
Phosphoglucose-Isomerase (EC 5.3.1.9) in Glucose-
6-phosphat umgelagert werden. Bei Himolyse mit
H,O ohne weitere Zusitze fillt die Miterfassung von
Fructose in unserem Testsystem erheblich ins Gewicht
siche (Abb. 3).

J
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Fluoreszenz (Skalenteile)

t (Min.]

Abb. 3

Fluorimetrische Glucosebestimmung in fructosehaltigem Hé&molysat.

Fructosekonzentration 5 g/l. Aus 10fachen Bestimmungsansatzen

(siehe unter ,,Methodik') wurden zu den angegebenen Zeitpunkten

100 ! entnommen, mit 10 ml H,O verdiinnt und fluorimetriert.

O—O—O0 mit dest. Wasser bereitetes Hamolysat; x— X— x mit
0,1N Essigsdure bereitetes Hdmolysat

Da Fructose in der Klinik hiufig verabfolgt wird,
muBte eine Mdglichkeit zur Ausschaltung der Ery-
throcyten-Phosphoglucose-Isomerase gesucht werden.
Zunichst priiften wir die Brauchbarkeit der in der
Literatur (7) beschriebenen kompetitiven Hemmstoffe
des Enzyms. Bei diesen orientierenden Hemmver-
suchen diente als MaB fiir die Phosphoglucose-Iso-
meraseamtivitit im Hamolysat die Fluoreszenzzunahme
fructosehaltiger Testansitze zwischen der 5. und 15.
Minute (vgl. Abb. 3). Bezogen auf die Aktivitit des
Kontrollansatzes ohne Inhibitor ergaben sich die
folgenden Beziehungen:

% Aktivitit
23 mm ATP 57
11,5 mm Phosphoenolpyruvat 43
2,5 mm Desoxyglucose 44
6.5 mm Gluconat-6-phosphat 8

Mit 20 mm Gluconat-6-phosphat war keine Phospho-
glucose-Isomerase-Aktivitit mehr meBbar. Unter diesen
Bedingungen war der Glucose-Umsatz nicht beein-
trichtigt und ein EinfluB auf die mit wiBr, Glucose-
l6sungen erhaltenen Eichkurven nicht festzustellen.

~ Gluconat-6-phosphat kann dem Testansatz aber erst
dann zugesetzt werden, wenn die Erythrocyten-6-

Phosphogluconat-Dehydrogenase komplett inaktiviert
ist (s. 0.). Fiir eine Routinemethode erschien uns daher

" die Anwendung von Gluconat-6-phosphat als zu
riskant.

Tab. 3

Inaktivierung von Erythrocyten-Phosphoglucose-Isomerase in 0,1m

Acetatpuffer von unterschiedlichem pH. Hiamolysat wurde 5 Min.

bei den angegebenen pH-Werten inkubiert (25°). Dann optischer
Phosphoglucose-Isomerase-Test (12)

pH AE, ,/Min.
4,2 0,020
39 0,001
3.6 0,001

in dest. Wasser 0,042

Eine bessere Méglichkeit zur Ausschaltung des sto-
renden Enzyms fanden wir bei der Untersuchung der
Siurelabilitit der Erythrocyten-Phosphoglucose-Iso-
merase. Hilt man Himolysat kurze Zeit bei einem
pH-Wert von unter 4, so sind beim anschlieBend durch-
gefilhrten optischen Phosphoglucose-Isomerase-Test
nur noch weniger als 29, der Enzymaktivitit des un-
behandelten Ansatzes nachweisbar (s. Tab. 3). Be-
merkenswerterweise ergaben analog durchgefithrte Ver-
suche mit Phosphoglucose-Isomerase aus Hefe (Boeh-
ringer Mannheim GmbH), daB dieses Enzym selbst
bei pH 3 iiber 5 Minuten voll aktiv bleibt. Nach der
gleichen Zeit in 0,01x HCl waren noch 509, der Ak-
tivitit beim Hefeenzym erhalten. '

Fiir die Praxis ist also zur Ausschaltung der Fructose-
Interferenz Himolyse der Blutprobe in 0,IN Essig-
sdure die Methode der Wahl. In hoher Konzentration
zugesetzte Fructose beeinflult bei derart vorbehan-
delten Proben das Ergebnis der Glucosebestimmung
nur noch unbedeutend (s. Abb. 3 und Tab. 4).

Tab. 4

Glucosebestimmung in Essigsayre-hdmolysierten Blutproben miit und
ohne Fructosezusatz (5 g/l)

Proben-Nr. g/l g/l
— Fructose + Fructose

1 0,82 0,82

2 1,07 1,09

3 0,54 0,57

4 0,86 0,85

5 0,38 0,42
Anwendung der fluorimetrischen .
Glucosebestimmung
Eichkarve

Der Zusammenhang zwischen Fluoreszenzintensitit
und Glucosekonzentration ist im MeBbereich von
0—4 g/1linear (s. Abb. 4). Nach Abzug des Reagenzien-
leerwertes besteht daher direkte Proportionalitit
zwischen Fluoreszenz und Glucosekonzentration.

Prigision

20 Bestimmungen der Glucosekonzentration eines
Kontrollserums ergaben: X = 1,92 g/l; s = 0,03 gfl;
VK = 1,6%,.

Richtigkeit
Von 20 verschiedenen Blutproben wurde die Glucose-

konzentration einerseits konventionell mit der Hexo-
kinasemethode (8) photometrisch aus enteiweiltéem
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Abhingigkeit der Fluoreszenz von der Glucosekonzentration

Uberstand, andererseits fluorimetrisch im Himolysat
bestimmt. Die sehr enge Korrelation zwischen den
erhaltenen Ergebnissen zeigt Abbildung 5 (r = 0,999).
Der tg o fiir die errechnete Regressionsgerade liegt
etwas unter dem theoretischen Wert von 1. Dazu ist
zu bemerken, dal unsere photometrischen Bestim-
mungen auf Extinktionsmessungen im Eppendorf-
Spektrallinienphotometer bei 366 nm beruhen. Es ist
anzunehmen, daB die mit ey, ppr = 3,30 - 108cm?/Mol
errechneten Glucosewerte zu hoch liegen. Wir erhiel-
ten nidmlich mit wiBr. Glucoseldsungen im ,,optischen
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Abb. 5

Vergleich der Glucosewerte, die mit der klassischen Hexokinase-
methode mit EnteiweiBung (Abszisse) und der fluorimetrischen
Methode im Hdmolysat (Ordinate) bestimmt wurden
r = 0,999; a = 0,0019; b = 0,970

*

Test* bei 366 nm Analysenergebnisse, die mehr als 1009,
der Theorie entsprachen. Photometriert man denselben
Bestimmungsansatz bei 334 und 366 nm und multi-

pliziert mit den entsprechenden Berechnungsfaktoren,
so ergeben sich bei 366 um 2,5—3,0%, hohere Glucose-
werte als bei 334 nm. Ahnliche Beobachtungen wurden
vor kurzem von anderer Seite mitgeteilt (9). Hierdurch
diirfte die geringe systematische Abweichung der
Ergebnisse beim Vergleich beider Methoden hin-
reichend erklirt sein.

Wiederfindung

Bei 5 verschiedenen Blutproben, denen 1,00 g/l Glucose
zugesetzt wurde, ergab sich eine durchschnittliche
Wiederfindung von 1019%,.

Diskussion

Das von BeErNT und LACHENICHT vorgeschlagene sehr
elegante Verfahren zur kontinuierlichen fluorime-
trischen Glucosebestimmung im Himolysat (5) gab uns
die Anregung, die Besonderheiten der Hexokinase-
methode bei Anwendung auf dieses Material ein-
gehender zu studieren.

Nachdem es als Resultat dieser Untersuchungen ge-
lungen ist, durch Inaktivierung der stérenden Ery-
throcytenenzyme die Spezifitit der Hexokinasemethode

-auch bei Glucosebestimmungen in hidmolysierten Blut-

proben zu erhalten, scheint uns der breiteren An-
wendung der ausgearbeiteten Methode nichts im Wege
zu stehen. Wir selbst verwerten die gewonnenen Et-
fahrungen fiir eine bei uns im Routinelaboratorium
eingefiihrte Glucosebestimmung im Vollblut mit dem
AutoAnalyzer (10).

Die in dieser Arbeit beschriebene manuelle Methode
zur Glucosebestimmung im Himolysat lehnt sich
hinsichtlich der Bedingungen des Inkubationsansatzes
an die von ScuersTEN und TieBLING (11) fiir Harn-
glucosebestimmungen empfohlene Vorschrift an. Der
Vorteil des geringen Inkubationsvolumens liegt in
der sehr okonomischen Nutzung der Hexokinase-
und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitit. Aus
Griinden der unterschiedlichen Enzymsittigung ist die
Umsetzung der gleichen Glucosemenge im ,,konzen-
trierten Inkubationsansatz® (Volumen = 125 ul) viel
rascher abgeschlossen, als wenn primir schon das fir
die Fluorimetrie giinstige Endvolumen von etwa
10 ml gewihlt wiirde. Bei geringem Enzymverbrauch
ist daher unsere fluorimetrische Glucosebestimmung
nicht nur wegen des Fortfalls der EnteiweiBung,
sondern auch wegen der kiirzeren Inkubationsdauer
schneller durchfiihrbar als die klassische photometrische
Hexokinasemethode.

Frau Monika KLeNE-TEBBE hat durch ausgezeichnete technische
Assistenz bei der Durchfiihrung der Versuche wertvolle Hilfe
geleistet.
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