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Fluorometrische Hexokinasemethode
fiir routinemiBige Glucosebestimmungen mit dem Auto-Analyzer

!
Von F. pa FonsecA-WOLLHEIM

Aus dem Institut fiir Klinische Chemie und Klinische Biockemie ( Direktor: Prof. Dr. H.-]. Dulce) der Freien Universitiit Berlin
(Eingegéngen am 6. September 1972)

Es wurde eine fluorometrische Modifikation der Hexokinasemethode fiir routinemifBige Glucosebestimmungen mit der Auto-Analyzer-
Apparatur ausgearbeitet. Die Methode wurde so gestaltet, dal Blutglucosebestimmungen aus Vollblut ohne Enteiweifung ausgefiihrt
werden kdnnen. Die Glucosebestimmung in Plasma, Harn und Liquor cerebrospinalis ist ebenfalls méglich. Untersuchungen tiber Spe-
zifitit, Richtigkeit und Prizision der Methode ergaben sehr befriedigende Resultate. Unter den praktisch wertvollen Eigenschaften sind
hervorzuheben: Denkbar einfaches FlieBschema (keine Dialysiereinheit!), kurze Durchlaufzeit der Probe, hohe Analysenfrequenz, geringe
Verschleppung und vertretbarer Reagenzienverbrauch. Die Methode hat sich im on-line-Betrieb bei iiber 100000 Glucosebestimmungen
unter Routinebedingungen bewihrt.

A fluorometric hexokinase method for the routine determination of glucose with the autoanalyzer

A fluorometric modification of the hexokinase method has been developed for the determination of glucose with the autoanalyzer. With
this method, blood glucose can be determined in whole blood without deproteinization. Glucose may also be determined in plasma, urine
and cerebrospinal fluid. The specificity, accuracy and precision of the method are very satisfactory. The practical advantages include:
simplest conceivable flow plan (no dialysis unit), short throughout time for the sample, high frequency of analysis, low carry-over, and

the economic use of reagents. The method has proved satisfactory in on-line operation for over 100000 glucose determinations.

Die Hexokinasemethode ist fir Glucosebestimmungen
in Korperfliissigkeiten wegen ihrer hohen Spezifitit und
der geringen Storanfilligkeit besonders wertvoll. Als
photometrischer UV-Test ist sie allerdings infolge der

Glucose + ATP

Hexokinase, Mg

(E.C. 2. 7 1.1)
Glucose-6- phosphat-Dehydrogenase

betrichtlichen Reagenzienkosten nicht allgemein fiir die
routinemifig in klinisch-chemischen Laboratorien aus-
zufithrenden Glucosebestimmungen einsetzbar (1). Be-
stimmt man aber das bei der Reaktionsfolge

Glucose-6-phosphat + ADP

Glucose-6-phosphat + NADP+

gebildete NADPH tiiber seine Fluoreszenz (2), so kann
die Methode um GréBenordnungen empfindlicher und
zugleich 6konomischer gestaltet werden (3, 4, 5). Ein
weiterer Vorteil der Fluorometrie ergibt sich bei An-
wendung der Hexokinasemethode fiir Blutglucosebestim-
mungen aus Vollblut ohne vorhergehende EnteiweiBung.
Wihrend die photomettische Bestimmung (6, 7) hierbei
durch die hohe Himoglobinextinktion erschwert wird,
stort die Eigenfarbe des Himolysats bei Fluoreszenz-
messung infolge der hohen Verdiinnung nur wenig (8).
Die sich hier bietende Méglichkeit zur Vereinfachung
der Blutzuckerbestimmung wurde mit Fluoreszenz-
technik zuerst von BERNT und LACHENICHT (9) an einem
kontinuierlichen Analysenautomaten realisiert. Wir ha-
ben dann, nachdem aufgrund der Arbeit von HickEL (7)
Bedenken hinsichtlich der Spezifitit aufgekommen
waten, die Bedingungen der fluorometrischen Glucose-
bestimmung im Himolysat eingehender untersucht und
gezeigt, wie der stérende EinfluB der Erythrocyten-
enzyme ausgeschaltet werden kann (8). Die hier be-
schriebene Auto-Analyzer-Methode ermdglicht spezi-
fische Glucosebestimmungen in himolysierten Blut-
proben, ist aber gleichermaBen fiir die Analyse von
Plasma, Harn und Liquor cerebrospinalis geeignet. Im

(E. C. 1.1.1.49)

Gluconat-6-phosphat + NADPH + H+

on-line-AnschluB an einen Prozefrechner wurden mit
dieser Methode bereits iiber 100000 Glucosebestim-
mungen in unserem Routinelaboratorium ausgefiihrt.

Methodik
Reagenzien

Als Quelle fiir Tridthanolaminpuffersubstanz, NADP, ATP und
Hexokinase-/Glucose-6-phosphatdehydrogenase-Gemisch  wird
zweckmiBigerweise die fertige Reagenzienzusammenstellung der
Fa. Boehringer ,,Testkombination Glucose (HK-Methode)*,
benutzt. Zusaitzlich werden pro Testpackung 5 mg Hexokinase al§
Einzelsubstanz (10 mg/ml, spez. Akt. 140 U/mg, Boehringer,
Mannheim GmbH) benétigt. Das Netzmittel Triton X 405 wurde
von der Fa. Technicon GmbH Frankfurt/M., Rinderalbumin-
16sung (200 gfl) von den Behringwerken in Matburg bezogen.
Bei den methodischen Voruntersuchungen verwendeten wir
NADPH, Gluconat-6-phosphat und Fructose-6-phosphat der
Fa. Boehringer, Maleinimid der Fa. EGA-Chemie und 2 X - kristal-
lisiertes Rinderhimoglobin der SERVA-GmbH, Heidelberg.
Alle tibrigen Reagenzien wurden in p. a.-Qualitit von der Fa.
Merck, Darmstadt, bezogen.

o

Gerite
Wir benutzten die folgende Kombination von Technicon-Geriten:

1. Probennehmer II mit Mikroprobennehmetkaniile und Nocken-
scheibe 60—1/1.

2. Proportionierpumpe I.
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3. Fluoro-Nephelometer I1 mit Primirfilter 7—60 (360 am
Narrow Pass) und Sekundirfilter 4 (465 nm Sharp Cut). Die
gewihlte Blendencinstellung ist: Position 1 fiir die Reference
Aperture und Position 3 fiir die Sample Aperture.

4. Schreiber.

Fiir die Probenvotverdiinnung ist der Einsatz cines Probe-
Reagenz-Dosierers zweckmiBig (z. B. Dosierautomat ,,Dilumatik®
der Fa. Braun, Melsungen). Ein thermostatiertes Wasserbad
(25°C) dient zur Temperierung des Reaktionsgemisches (sichce
FlieBschema).

Lésungen

1. 0,3 mol/l Tridthanolamin/HCl-Puffer
pH 7,5; 4 mmol/l MgSO,

2. 12 mmol/l NADP

3. 16 mmol/l ATP

4. 1 mg/ml Hexokinase; 1 mg/ml
Glucose-6-phosphatdehydrogenase

5. 10 mg/ml Hexokinase

6. Rinderalbumin (200 g/l)

7. Triton X 405 (100 ml/l)

8. 25 mmol/l Essigsiure

9. Glucosestandardlésungen

9.1. 5,00 g/l Glucosestammlosung: 4,75 g Glucose (wasserfrei)
auf 1000,0 ml mit bidest. Wasser 16sen.

9.2. Glucose-Eichreihe: Entsprechend den Glucosekonzentra-
tionen 0,25—0,50—1,50—2,50—3,50 g/l werden 2,5—5,0—15,0—
25,0 und 35,0 ml Glucosestamml&sung auf 50,0 ml mit bidest.
Wasser verdiinnt. Zum Gebrauch werden diese Lésungen 1 + 50
mit 25 mmol/l Essigsiure verdiinnt.

10. Spiillésung: 1 ml Triton (100 ml/l) X 405 auf 5 [ dest. Wasser.
11. Reaktionsgemisch (ausreichend fiir etwa 500 Bestimmungen):

Bestandteile der
Bochringer Test-
combination TGAB

In der angegebenen Reihenfolge gibt man in einen 1000-ml-
MeBkolben:

200 m] Lésung 1
5,0 ml Losung 2
5,0 ml Lésung 3
1,0 ml Lésung 4
0,25 ml Lésung 5
0,40 ml Lésung 6
0,20 ml Lésung 7

Nach Auffiillen bis zur Marke wird gut durchgemischt. Das Ge-
misch wird auf Eis gehalten und ist unter diesen Bedingungen
48 h verwendbar. Bei Raumtemperatur nimmt trotz der Schutz-
witkung des zugesetzten Albumins (11) die Hexokinaseaktivitit
schon innerhalb von 24h deutlich ab. Auch die Glucose-6-
phosphatdehydrogenase ist bei Raumtemperatur nicht stabil.

Untersuchungsmaterial

Fir Blut- und Plasmaglucoscbestimmungen gehen wir von
Fluorid-Oxalat-stabilisiecrtem Venenblut aus. Harn und Liquor
cerebrospinalis werden ohne Zusatzstoffe zur Analyse eingesetzt.

Probenvorverdiinnung

100 ul Vollblut (vor der Entnahme Blutprobe umschwenken!),
Plasma oder Liquor cerebrospinalis 4 5,00 ml 25 mmol/l Essig-
siurc werden mit dem Probe-Reagenz-Dosicrer in Technicon-
Gefifle entsprechender Gréfie dosiert. Harn wird im Verhiltnis
1:535 mit Essigsdure vorverdiinnt.

FlieBschema

Abbildung 1 zeigt das FlicBschema der Methode. Die glucose-
haltige Probenlbsung vereinigt sich an einem H3-Fitting mit dem
vorgewirmten Reaktionsgemisch. Damit wird die enzymatische
Reaktionsfolge gestartet. Wihrend das Gemisch innerhalb von
2 1/2 min eine Doppelmischschlange durchliuft, werden etwa
909, der Glucose zu Gluconat-6-phosphat umgesetzt. Nach Ab-
scheiden der Luftblasen wird das gebildete NADPH in der Durch-
flufizelle des Fluorometers gemessen.

Bestimmung des Korrekturfaktors fiir den
Himoglobin-Quench

Bei fluorometrischen Glucoscbstimmungen in Himolysat kommt
es zu einer gewissen Minderung der NADPH-Fluoreszenz in-
folge der Eigenfarbe des Materials (8). Der Korrekturfaktor 148t
sich auf folgende Weise ermitteln:

Uber den Reagenzienschlauch wird eine etwa 10 umol/l NADPH-
Losung in Tridthanolaminpuffer pH 7,5 angesaugt und der Aus-
schlag am Schreiber mit dem F. S. R.-Potentiometer am Fluoro-
meter auf 95%, Transmission eingestellt. Wenn jetzt iiber den
Probennehmer 1:51 verdiinnte Blutproben zugefithrt werden,
ergeben sich negative Schreiberausschlige, welche die prozentuale
Berechnung des Fluoreszenzverlustes erlauben.

Als Mittelwert einer gréBeren Zahl von Bestimmungen haben
wir fiir unserc Methode ecine durchschnittliche Fluoreszenz-
minderung von 5,09, festgestellt. Mit einer ebenfalls 1:51 ver-
diinnten reinen Himoglobinldsung von 160 g/l erhielten wir
5,4% Fluoreszenzldschung. Damit ist nachgewiesen, daB es sich
bei der Fluoreszenzabnahme bei Himolysat um ein Quench-
phinomen handelt und daB ein Verschwinden von NADPH
durch dehydricrende Erythrocytenenzyme keine Rolle spielt.

Fiir Blutproben ergibt sich aus den genannten Zahlen der Kor-
rekturfaktor 1,05. Dieser wird beim Ansetzen der Standard-
l6sungen bereits beriicksichtigt (s. 0.). Bei Harn wird diese
Korrektur durch entsprechende Verdiinnung ausgeglichen. Die
MeBwerte fiir Plasma und Liquor miissen durch Multiplikation
mit 0,95 umgerechnet werden.

Dosier-
pumpe innerer .
¢ mli/min.
CER = Prabe  0010" 005 — nehmer I
T © Reagenz 0073" 2,00 -—TS"C—_WW_
; Luft 0045" 0,80 Wosserbad
Doppel- AbfluB © Riicklauf 0,056” 1,20
misch- o) [ o
schlange o put- "
9 o [ Isung 0081" 250
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g
Abb. 1 Primdrfilter  360nm Narrow Pass
FlieBschema der fluorometrischen v Sekunddrfilter 465 nm Sharp Cut
Glucose-Bestimmung , ] Sample Aperfure 3
Reference Aperture 1
Fluorometer II  Schreiber
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Ausfithrung der Glucosebestimmungen

Vor Beginn der Messungen hingt man den Reagenzienschlauch
in Spiillssung und pumpt diese 15 min lang durch das System.
Der Schreiberausschlag liegt hierbei einige Skalenteile iiber der
Nullinie. AnschlieBend l4Bt man Reaktionsgemisch ansaugen,
wobei die Basislinie um etwa 3 Skalenteile ansteigt. Wahrend
kontinuietlich iiber den Probenschlauch die Eichlésung mit der
héchsten Glucosekonzentration (3,5 gfl, 1:51) angesaugt wird,
stellt man den Schreiberausschlag mit dem F.S.R.-Potentiometer
am Fluorometer auf 959, Transmission.

Bei einer Frequenz von 60/h wird dann die Fluoreszenz aller
Standardlosungen der Eichreihe und daran anschliefend die der
unbekannten Proben bestimmt.

Nach Beendigung der Probensetie wird vor dem Abschalten noch
einige Minuten mit Spiilldsung durchgewaschen. Zur griind-
lichen Reinigung wird einmal tiglich fiir 15 min RBS (100 ml/l)
(Hersteller: Karl Roth GmbH, Karlsruhe) durch das System

gepumpt. :

Auswertung

Zur Auswertung werden die StandardmeBwerte gegen die Glu-
cosekonzentration aufgetragen (s Abb. 2. u. 3). Die Eichkurve
ist nur bis etwa 2 g/l Glucose linear. Es empfiehlt sich aber, den
MeBbeteich bis 3,5 gfl auszudehnen, da so erfahrungsgemiB iiber
959 aller Proben ohne Nachverdiinnung analysiert werden
konnen.

An dieser Eichkurve lassen sich bei Hdmolysat die Ergebnisse
unmittelbar ablesen. Bei den 1:535 verdiinnten Harnproben sind
die abgelesenen Konzentrationen mit dem Faktor 10 zu multi-
plizieren. Bei Liquor und Plasma erhilt man das Ergebnis aus dem
abgelesenen Wert durch Multiplikation mit 0,95.

Wir selbst verfiigen iiber einen ProzeBrechner, der die am Schreiber
erscheinenden Peaks nach Analog-Digital-Wandlung auswertet
und die Glucosekonzentration direkt ausdruckt (10).

Intensitdt

Papierverschub

Abb. 2

Doppelbstimmung ger Fluoreszenz bei Standard-Lésungen mit 3,50,
2,50, 1,50, 0,50 und 0,25 g/ Glucose
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Ergebnisse

Charakterisierung der Methode

Bei der Automation der fluorometrischen Hexokinase-
Methode ging es uns vor allem darum, ein sehr einfaches
Routineverfahren fir die Blutzuckerbestimmung zu
entwickeln. Um den Zeitaufwand fiir die manuelle
Probenvorbearbeitung moglichst gering bzw. den in
mancher Hinsicht nachteiligen Einsatz einer Dialysier-
einheit tberfliissig zu machen, sollte die Glucosebestim-
mung direkt aus Himolysat, ohne EnteiweiBung, aus-
fiihrbar sein. )

Wir haben das FlieBschema so gestaltet, daB3 die Inkuba-
tionszeit kurz ist, und daB die Probe im Inkubations-
ansatz und bei der Fluoreszenzmessung in hoher Ver-
diinnung vorliegt. '
Dadurch wird folgendes erreicht:

1. Die Stdrungsmoglichkeiten durch Erythrocyten-
enzyme (8) sind reduziert. .

2. Der EinfluB des Himoglobingehaltes in den Blut-
proben auf das MeBergebnis (s. 0.) wird in sehr engen
Grenzen gehalten.

Um auch unter diesen Bedingungen eine ausreichende
Umsatzrate zu erhalten, war ‘es notwendig, die Hexo-
kinase-Konzentration im Reaktionsgemisch relativ hoch
zu wihlen (siche Abb. 4). Bei Vergleich mit der Fluores-
zenzintensitit von photometrisch iiberpriiften NADPH-
Losungen (13), die iber den Probenschlauch angesaugt
wurden, ergab sich, daB unter StandardmeBbedingungen

Fluoreszenz [Skqlenteile]

- L L -
0 10 20 30 40
Hexckinase (mg/1]

Abb. 4

Einflu8 der Hexokinase-Konzentration im Reaktionsgemisch auf die
mit einer Glucose-Standardlosung (3,5 g/l) erhaltenen Fluoreszenz

I
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mit 3,5 mg Hexokinase/l eine Umsatzrate von etwa 90%,
errcicht witd. Aus Griinden der Empfindlichkeit wire
cine so hohe Umsatzrate nicht erforderlich. Bei fast
quantitativem Umsatz besteht aber der Vorteil, da8 bei
Schwankungen der Hexokinase-Aktivitit innerhalb
gewisser Grenzen die Eichkurve ihre Steilheit praktisch
nicht dndert.

Wenn man als Reagenzienquelle eine kommerziell
erhiltliche Reagenzienkombination benutzt, muB man
die Hexokinase in der Testpackung aufstocken (s. ,,Me-
thoden®). Die als Einzelsubstanz wesentlich teuerere
Glucose-6-phosphatdehydrogenase ist dagegen in der
Kombination ausreichend vorhanden.

Spezifitit

Rolle der Gluconat-G-phosphatdebydrogenase

Bei den Untersuchungen zur Spezifitit der Methode bei
Anwendung auf Voliblut war vor allem zu priifen, ob
die Gluconat-6-phosphatdehydrogenase (EC 1.1.1.44)
der Erythrocyten bereits wihrend der kurzen Inkubation
zu einer merklichen Verfilschung der GlucosemefBwerte
fishrt (6, 7, 8). ZurKlirung dieser Frage wurde Maleini-
mid, das Erythrocyten-Gluconat-6-phosphatdehydroge-
nase inaktiviert (7, 8), eingesetzt. Es zeigte sich, daBl mit
und ohne Maleinimid die bei Himolysaten gemessenen
Fluoreszenzintensititen praktisch gleich sind (s. Tab. 1).
Dies heifit, daB unter den gewihlten Inkubationsbedin-
gungen keine mefBbare NADPH-Bildung an Erythro-
cyten-Gluconat-6-phosphatdehydrogenase  stattfindet.
Hieraus und aus den unten mitgeteilten Befunden iiber
die Richtigkeit der Methode ist zu schlieBen, daB bei der
kontinuierlichen Methode, im Gegensatz zu den Be-
dingungen bei der manuellen Bestimmung (7, 8), auf den
Zusatz von Maleinimid verzichtet werden kann.

Eine andere Situation liegt vor, wenn man von vorn-
herein dem Himolysat in hoher Konzentration Gluco-
nat-G-phosphat zusetzt. In diesem Fa]l wird dem Ery-
throcytenenzym wihrend der gesamten Inkubationszeit
Substrat angeboten, und man findet etwas hohere
Fluoreszenzwerte als mit Glucose allein (s. Tab. 2). Im
Durchschnitt -werden etwa 39, des zugesetzten Gluco-
nat-G-phosphats innerhalb der Reaktionszeit umgesetzt.

Fructose-Interfereng

Die Anwendung der Hekokinascmethode bei fructose-
haltigem Himolysat ist nicht unproblematisch, da

Tab. 1

EinfluB von Maleinimid auf die gemessene Glucose-Konzentration.
Verschiedene Blutproben wurden mit H,O + 1 g/l Maleinimid hdmo-

Tab. 2

Glucose-Bestimmung im Hdmolysat mit und ohne Zusatz von
Gluconat-6-phosphat (5 g/l)

Proben-Nr. Gemessene Glucose-Konzentration (g/l)
ohne mit
Gluconat-6- Gluconat-6-
phosphat phosphat

1 1,45 1,60
2 0,77 0,84
3 0,82 0,87
4 0,72 0,84
5 0,74 0,79
X 0,90 0,97

Fructose nach Phosphorylierung an Hefe-Hexokinase
und Isomerisierung an der reichlich vorhandenen
Erythrocyten-Phosphoglucose-Isomerase (EC 5.3.1.9)
als Glucose-6-phosphat miterfal3t wird (7).

Bei manueller Arbeitsweise mit ausgedehnter Inkuba-
tionszeit entstehen auf diesem Wege bei Nichtbeachtung
betrichtliche Fehler (7, 8). Wegen der kurzen Reaktions-
zeit kann dagegen bei der hier beschriebenen kontinuier-
lichen Methode nur ein kleiner Fructosebetrag mit-
reagieren (s. Tab. 3). Limitierend wirkt sich hierbei die
Trigheit der Hexokinasereaktionaus. Dies geht aus dem
in Tabelle 4 niedergelegten Versuch hervor, bei dem det
EinfluBl von Fructose-6-phosphat auf die MeBetrgebnisse
gepriift wurde. Es ist ersichtlich, daB mit Fructose-6-
phosphat die Verfilschung der GlucosemeBwerte er-
heblich ist, da unter diesen Bedingungen die Phospho-
glucose-Isomerase iiber die gesamte Reaktionszeit nahezu
unter Sittigungsbedingungen arbeitet.

Unter Ausnutzung der Siurelabilitit der Erythrocyten-
Phosphoglucose-Isomerase (8) schalten wir die Mit-
erfassung von Fructose bzw. Fructose-6-phosphat durch
Verwendung von 25 mmol/l Essigsiure bei der Proben-
vorverdiinnung vollstindig aus (s. Tab. 3 u. 4). Die
Ausfiihrung der Himolyse mit Essigsiure bringt den
weiteren Vorteil mit sich, daB} die verdiinnten Blutproben
tiber 24 Stunden bei Raumtemperatur keinen Abfall der
Glucosekonzentration zeigen. Dagegen fanden wir bei
neutralem pH einen langsamen Glucoseabbau im Hamo-
lysat, der im Durchschnitt von 5 Einzelmessungen
0,15 g/l in 24 h betrug.

Tab. 3

EinfluB zugesetzter Fructose auf die bei himolysierten Blutproben
gefundenen Glucose-Werte. Die Hexokinase-Konzentration im
Reaktionsgemisch betrug, abweichend von den Standard-MeBbe-
dingungen, 6 mg/l. Der Fructose-Zusatz entsprach einer Fructose-
Konzentration von 5 g/l in der Blutprobe

Spalte a: ohne Fructose-Zusatz, Hadmolyse mit 25 mmol/l Essigsdure;
Spalte b: mit Fructose-Zusatz, Hamolyse in H,0;

lysiert Spalte ¢: mit Fructose-Zusatz, Hamolyse in 25 mmol/l Essigsdure
Proben-Nr. Gemessene Glucose-Konzentration (g/1) Proben-Nr. Gemessene Glucose-Konzentration (g/l)
ohne Maleinimid mit Maleinimid a b c
1 0,68 0,64 1 1,45 1,53 1,42
2 0,84 0,84 2 0,77 1,00 0,81
3 0,67 0,69 3 0,82 0,93 0,79
4 1,10 1,06 4 0,72 0,84 0,75
5 2,05 2,07 5 0,74 0,83 0,72
X 1,05 1,06 b 0,90 1,03 0,90
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Tab. 4

Spezifitat der Glucosebestimmung in Hiamolysat gegeniiber Fructose-
6-phosphat (F-6-P)

Bei 5 verschiedenen Blutproben wurde mit und ohne Zusatz von

15 mg/l Fructose-6-phosphat zu dem Reaktionsgemisch (siehe ,,Me-

thoden) die Glucosekonzentration bestimmt. Die kontinuierliche

Tab. 5

Ergebnisse von Vergleichsuntersuchungen (klassische photometrische

Hexokinase-Methode/fluorometrische Hexokinase-Methode). Ange-

geben sind die Konstanten der errechneten Regressionsgeraden
y = a 4 bx und der Korrelationskoeffizient r

Bereich der b a r

Zunahme der Reagenzienfluoreszenz nach Zusatz des Fructose-6- Material Anzahl der
phosphats (durch Phosphoglucose-Isomeraseaktivitat in deri Reagenz- Bestimmungen MeBwerte
enzymen) wurde bei der Auswertung beriicksichtigt )
Gemessene Glucosekonzentration (g/l) Hamolysat 53 0,24—2,53 0,59 0,01 0,997
Proben-Nr. Hamolyse mit H,O Hamolyse mit Harn 49 0,3—62,5 1,03 —0,17 0,994
25 mmol/l Essigsdure Liquor 30 0,41—2,77 1,00 - —0,03 0,997
ohne F-6-P mit F-6-P ohne F-6-P mit F-6-P = — -
1 0,63 1,59 0,63 0,62 Wiederfindung bei Himolysat
g g’;?, :gz g';g g’;? 10 vetschiedenen Blutproben wurde Glucose in der
b ] ) . . .
4 0,87 2,20 0,87 0,89 Endkonzentration 1,00 g/l zugesetzt. Die durchschnitt-
5 1,22 1,93 1,24 1,22

Untersuchung weiterer Stirungsmaiglichkeiten

p-Xylose, p-Mannose und p-Galactose ergaben bei einer
Konzentration von 5 g/, sowohl in reiner Losung, als
auch bei Anwesenheit von Himolysat, keine mef3bare
Fluoreszenz. Der Zusatz von Fluorid-Oxalat zu den
Blutproben beeintrichtigte den Glucoseumsatz im
System nicht. Auch Heparin (Liquemin Roche) in einer
Konzentration von 25 USPE/ml Glucoseverdiinnung
blieb ohne EinfluB} auf das MeBergebnis.

Bei mehreren Hundert Blut- und Harnproben aus dem
Bereich des Klinischen Routinelaboratoriums wurde mit
Puffer statt mit Reaktionsgemisch die Eigenfluoreszenz
gepriift. Sie ging unter den StandardmeBbedingungen
nie iiber 1 Skalenteil hinaus. Dagegen darf die Eigen-
fluoreszenz des Materials bei der zur Erfassung der
normalen Glucosurie erforderlichen MeBempfindlich-
keit (mit entsprechend geringeter Probenverdiinnung)
nicht vernachlissigt werden (4). '

Richtigkeit
Ergebnisse mit Kontrollseren

Mit verschiedenen kommerziellen Kontrollseren wurden
die folgenden Analysenergebnisse erhalten (in Klammern
die vom Hersteller angegebenen Sollwerte):

liche Wiederfindung bei Beriicksichtigung des Himo-
globin-Quench betrug 100%;.

Korrelation mit den Ergebnissen der klassischen photometri-
schen Hexokinase-Methode

Bei 53 Blutproben bestimmten wir die Glucosekonzen-
tration einerseits photometrisch aus enteiweitem Uber-
stand (1), andererseits mit der automatischen fluoro-
metrischen Methode aus Himolysat. Ebenso wie bei
entsprechend ausgefithrten Untersuchungen mit Harn-
und Liquorproben fanden wir eine nahezu ideale Re-
gression und enge Kozrelation (s. Tab. 5).

Prizision

Prigision in Serie .

Bei 20 unmittelbar nacheinander aus demselben Himo-
lysat ausgefiihrten Analysen sind die Ablesungen bei
einer Probe mit 0,42 g/l Glucose praktisch identisch
(s. Abb. 5). Fir zwei in Serie analysierte Blutproben im
mittleren (% =1,38 g/l) und oberen (% = 3,08 g/l)
MeRBbereich ergab die statistische Auswertung einen
Vatiationskoeffizienten von 0,47 bzw. 0,68%.

Prigision innerbalb eines Arbeitstages

Im 24-h-Routinebetrieb lassen wir auf jeder 10. Position
des Probentellers eine mit dem Verdiinnungsautomaten
frisch verdiinnte 2,00 g/l-Glucoselssung laufen.. Bei

Versatol 0,84 (0,86) g/1 einem herausgegriffenen Arbeitstag ergab die statistische
Versatol A 2,06 (2,04) g/l Auswertung der Ergebnisausdrucke: n = 24; & = 1,98
Patho-Trol 2,53 (2,57) g/l g/l; s = 0,031 g/l; Vk = 1,6%,..
Popiervorscﬁub ) Papiervorschub
" Abb.5

Wiederhplbarkeit der fluorometrischen Glucese-Bestimmung im Hémolysat.

links gezeigte MeBserie: X = 0,42 g/I;

rechts: X = 1,38 g/i
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Intensitat

L

_—
Papiervorschub

Abb. 6
2fach-Bestimmung bei einer Glucoselosung mit niedriger Konzentra-
tion im AnschluB an einen hohen MeBwert
Probenfrequenz 60/h

Aus Erfahrung kénnen wir sagen, daB8 am ehesten Fehler
durch Ungenauigkeiten bei der Probenvotverdiinnung
entstehen.

Prigision von Tag 3u Tag

Die statistische Qualititskontrolle mit Rinderserum (12)
ergab liber einen Zeitraum von 20 Tagen (n = 26):
x = 0,630 g/l; s = 0,014 g/I; Vk = 2,2%,.

Verschleppung

Wegen des denkbar einfachen Aufbaus des FlieBsystems,
vor allem auch wegen der giinstigen Auswascheigen-
schaften der DurchfluBkiivette im Technicon-Fluoro-
meter II ist die Verschleppung einer Probe in die nach-
folgende bei einer Analysenfrequenz von 60/h sehr
gering. So erhoht sich z. B. bei einem unmittelbar nach
einer 3,50 g/l-Lésung analysierten Standard von der
Konzentration 0,25 g/l der gemessene Wert nur um
0,01 g/l. Die Verschleppung liegt also unter 0,5%, (siche
Abb. 6). ‘

Normalwetrte

Bei 261 gesunden Personen, die am Klinikum Steglitz
der Freien Universitit zur personalirztlichen Einstel-
lungs-Untersuchung kamen, wurde morgens niichtern
der vendse Blutglucosespiegel bestimmt. Als Normal-
bereich, definiert als 95%-Intervall, ergab sich die
Spanne von 0,54—0,98 g/l. Als Zentralwert errechnete
sich 0,73 g/l.
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Diskussion

Von den bisher publizierten kontinuierlichen Verfahren
fir fluorometrische Glucosebestimmungen mit der
Hexokinasemethode unterscheidet sich die von uns ent-
wickelte Modifikation durch Enzymkonzentration, In-
kubationsdauer und Aufbau des FluBsystems. SCHER-
sTEN und T1BBLING (4) inkubieren mit nur 309, der von
uns angewendeten Hexokinase- und 459, der Glucose-6-
phosphatdehydrogenase-Konzentration, halten zwecks
besserer Sittigung der Enzyme die Glucose wihrend der
Inkubation méglichst konzentriert und verdiinnen erst
kurz vor der fluorometrischen Messung auf das fiir die
Messung im DurchfluB erforderliche Volumen. Inner-
halb von 7 Minuten wird so bei Raumtemperatur und
minimalem Enzymverbrauch praktisch vollstindiger
Umsatz erreicht. LEese und .Bronk (5) wenden eine
dhnlich niedrige Enzymkonzentration an, verdiinnen
aber den Ansatz von vornherein auf ein hoheres Volu-
men und ben&tigen 15,5 min Inkubationszeit bei 37°C.

Sofern keine Verfilschung der MeBergebnisse durch
Storreaktionen auftritt, bestehen gegen eine derartig
prolongierte Inkubation keine Bedenken. Wird aber
z. B. das FlieBschema von SCHERSTEN und TIBBLING fiir
Glucosebestimmungen im Himolysat eingesetzt (9), so
kommen, wie wir feststellen muflten, Stérreaktionen
durch Erythrocytenenzyme merklich zum Tragen (4).
Der von uns unternommene Versuch, die Methode
von BerNT und LacHENICHT durch Inaktivierung der
Erythrocyten-Enzyme zu verbessern, fithrte zu keinem
befriedigenden Resultat, da die MeBwerte dann bei allen
Blutproben deutlich zu niedrig lagen. Die Ursache hier-
fiir konnte nicht eindeutig geklirt werden. Moglicher-
weise konnen bei linger dauerndem Kontakt mit Himo-
lysat NADPH-verbrauchende Enzymreaktionen zu einem
partiellen Verlust des bei der Bestimmungsreaktion
gebildeten NADPH fiihren (vgl. (7), (8)).

Durch das von uns angewehdete Prinzip der Kurzinku-
bation ist das Problem der unspezifischen Reaktionen bei
Glucosebestimmungen im Himolysat geldst. Trotz des
dadurch erforderlichen relativ hohen Enzymeinsatzes
betragen die Reagenzienkosten insgesamt weniger als
159%, der manuellen photometrischen Methode und
liegen damit pro Bestimmung unter 10 Pfenning. Fiir
die Niedrighaltung der insgesamt entstehenden Reagen-
zienkosten, insbesondere bei Dauerbetrieb der Anlage
im 24-h-Dienst, ist es natiitlich entscheidend, daf} in den
Pausen zwischen den Probenserien die Reagenzlésung
durch Spiillosung ersetzt wird. Eine optimale Reagen-
ziennutzung ist garantiert, wenn durch eine vom
Probennehmer gesteuerte Zusatzeinrichtung die Reagen-
zienzufuhr auf die Zeiten des effektiven Bedarfs reduziert
wird (15). :

Weiterhin hat die beim Routineeinsatz der Methode ge-
wonnene Erfahrung gezeigt, dal es ein groBer Vorteil
ist, wenn die Analysenergebnisse infolge der kurzen
Dutchlaufzeit der Proben schon innerhalb von 5 min
votliegen. Dies gilt einmal fiir klinische Notfille, bei
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denen die Bearbeitungszeit im Labor so kurz wie mog-
lich sein sollte. Vor allem aber ist auch die ,,Riistzeit* bei
Beginn der Arbeit recht kurz. Sind infolge von Defekten
oder Bedienungsfehlern am Gerit oder dem angeschlos-
senen Rechner z. B. Wiederholungen der Eichung erfor-
derlich, so kommt das Labor kaum in Verzug.

Vor kurzem wurde noch die Ansicht vertreten, daf3 die
Fluorometrie wegen ihrer Storanfilligkeit mdoglichst
nicht fir einfache Routinebestimmungen -eingesetzt
werden sollte (16). Fiir die Analyse im Flu} erscheinen
uns aber mit den heute zur Verfiigung stehenden MeB3-
geriten diese Bedenken nicht mehr angebracht zu sein.
Durch einen in den Reagenzienstrom eingeschalteten
Thermostaten ist das bei der Fluorometrie kritische
Problem der gleichmiBigen Temperierung von Proben-
und Standardansitzen (17) in einfacher Weise geldst.
Eine Streulichtempfindlichkeit, die eine Filtration der
Losungen erforderlich machen wiirde, besteht nicht. Der
Reagenzienleerwert ist bei der hier beschriebenen
Methode niedrig und sehr konstant. Auch von anderer

Seite wurden giinstige Erfahrungen iiber die Drift-
freiheit des Fluorometers mitgeteilt (5). DaB die Fluoro-
metrie grundsitzlich nur Relativmessungen zuliBt, ist
bei kontinuierlichen Analysengeriten vom Typ des
Auto-Analyzers kein zusitzlicher Nachteil, da in jedem
Fall eine Eichung miit Standardlosungen erforderlich ist.

Die benétigte Apparatur ist tiir ein Einkanalgerit relativ
kostpsielig. Es sei aber in diesem Zusahmenhang darauf
hingewiesen, dafl mit dem gleichen apparativen Aufbau,.
eventuell sogar ohne Verinderungen am FlieBsystem,
noch eine Reihe wissenschaftlich und auch klinisch
interessierender Metabolite enzymatisch iiber die Fluo-
reszenz von NAD(P)H bestimmt werden kénnen (vgl.
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