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Die Bestimmung der Glucose in Plasma und Serum (Hexokinase/Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-
Methode) mit dem Greiner Electronic Selective Analyzer GSA ||

Von R. Richtericht, H. Kiiffer, Erica Lorenz undJ. P. Colombo

Chemisches Zentrallabor, Inselspital Bern, Schweiz

(Eingegangen am 5. Oktober/26. November 1973)

Die Hexokinase/Glucose-6- Phosphat-Dehydrogenase-Methode wurde fiir den Greiner Elcctronic Selective Analyzer GSA 11

adaptiert. Durch Weglassen der Enzyme im Leerwert-Ansatz wird ein Proben- und partieller Reagenzien-Leerwert mitgefiihrt.

Der lineare MeBbereich liegt zwischen 0 und 500 mg/100 ml (0—28 mmol/l).

Eine Verschleppung ist bei einem Konzentrations-Gefille von 200 auf 12 mg/100 ml nicht nachweisbar.

Alle untersuchten potentiellen Stér-Faktoren, inklusive Lipimie, Himolyse, Bilirubin, Fructose und Mannose gaben negative

Resultate.

Die Prizision ist eine Funktion der Absorbanz: der Variations-Koeffizient fillt von unendlich bei einer Absorbanz von Null auf

2% bei einem A von 0,05, 1% bei einem A von 0,10 und stabilisiert sich auf 0,5% bei einer Absorbanz iiber 0,20.

6. Die Konstanz der Volumina, Zeiten und Temperaturen erlaubt eine Absolut-Messung ohne Eichung iiber mehr als 8 Monate (bis-
herige Erfahrung). Die Stabilitit der Reagenzien ist ausgezeichnet.

7. Die Reproduzierbarkeit ist gleich der Repetierbarkeit und ist durch die apparative und methodische Prizision gegeben.
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The determination of glucose in plasma and serum (hexokinase/glucose-6-phosphate dehydrogenase method ) with
the Greiner Electronic Selective Analyzer GSA II

1. The hexokinase/glucose-6-phosphate dehydrogenase method was adapted for the Greiner Electronic Selective Analyzer GSA 11.

A sample blank and a partial reagent blank were performed by omitting the enzymes in the reagent control sample.

The assay is linear between 0 and 500 mg/100 m] (0—28 mmol/l).

Carry over could not be detected after a change in concentration from 200 to 12 mg/100 ml between neighbouring samples.

All the investigated potential sources of interference, including lipaemia, haemolysis, bilirubin, fructose and mannose, had no

effect.

The precision is a function of absorbance: the variation coefficient falls from infinity at an absorbance of zero, to 2% at an

absorbance of 0.05, 1% at 0.1, and it stabilizes at 0.5 % at absorbances greater than 0.20.

6. With controlled constant volumes, times and temperatures, absolute determinations can be performed over 8 months (based on
experience so far) without calibration.

7. The reproducibility is the same as repeatability, and is a function of the apparative and methodical precision.
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Die Hexokinase! )/Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-2)
Methode (Hexokinase-Methode) gilt heute als Referenz-
Methode fiir die Bestimmung der Glucose in biologischen
Fliissigkeiten. Das Prinzip dieses Verfahrens wurde zu-
erst von Cori et al. (1) zur Messung der Hexokinase-Ak-
tivit§t verwendet. Die ersten Glucose-Bestimmungen
fihrten Hohorst et al. (2) in Leber-Gewebe durch.
Schmidt (3) verwendete das Verfahren in der Klinik

zur gleichzeitigen Messung def Glucose- und Fructose-
Konzentration im Serum. Czok und Bartelmai (4) fithr-
ten die ersten Routine-Bestimmungen von Blut, Liquor
und Urin nach Enteiweiflung mit Perchlorsdure durch.
Spitere Modifikationen erlaubten eine direkte Verwen-
dung von verdiinntem Hamolysat (5—7). In unseren
Laboratorien wird die Glucose seit iiber drei Jahren
direkt, d. h. ohne vorgingige Enteiweiung mit der
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Hexokinase-Methode bestimmt (8, 9). Die Methode
hat sich auch als besonders geeignet fiir die Bestim-
mung der Glucose im Urin erwiesen (10—15).

Die Hexokinase-Methode wurde zuerst von Scherstén
und Tibbling (16) zur Glucose-Bestimmung im Urin
mechanisiert: sie filhrten die Bestimmung fluorome-
trisch auf einem AutoAnalyzer (Technicon) durch.
Photometrische Adaptationen fiir den AutoAnalyzer
wurden von Harding und Heinzel (17), Yee (18) und
Neeley (19) beschrieben. Vor kurzem berichteten
Haeckel und Haeckel (20) iiber eine Adaptation der
Methode fiir den Eppendorf 5030 Automaten zur Be-
stimmung der Glucose in enteiweifitem Blut. Schmidt
et al. (21).verwendeten das Verfahren im Analysen-
Automaten C4B (Perkin—Elmer).

Wir berichten in der vorliegenden Arbeit iiber die Adap-
tation einer Hexokinase-Methode fiir den Greiner
Electronic Selective Analyzer GSA II (GSA II) (22).
Diese Methode eignet sich vor allem fiir die Bestim-
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mung der Glucose in Plasma, Serum, Liquor und Urin.
In einer spiteren Arbeit werden wir eine Modifikation
beschreiben, die fiir die Bestimmung der Glucose in
Kapillar-Blut und Kapillar-Plasma besonders geeignet
ist.

Material und Methoden

Chemikalien

Athylendiamin-tetraessigsdure, Dinatrium-Salz, Di-Hydrat
(EDTA) (puriss., Fluka Nr. 03670)

Ammoniumsulfat (puriss., p. a., Fluka Nr. 09980)

ATP, Dinatrium-Salz, Tri-Hydrat (Boehringer Nr. 15028,
l-g-Packung)

Glucose (Standard Reference Material, National Bureau
of Standards, purity 99,9 %)
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (etwa 170 U/mg,
Suspension in 3,2 mol/l Ammoniumsulfat-Lésung,
Boehringer Nr. 15303, 5-mg-Packung)

Hexokinase (etwa 140 U/mg, Suspension in 3,2 mol/l
Ammoniumsulfat-Lésung, Boehringer Nr. 15431, 10-mg-
Packung)

Magnesiumsulfat, Hepta-Hydrat (puriss., p. a., Fluka

Nr. 63140)

NADP, Dinatrium-Salz (Boehringer Nr. 15600, 500-mg-
Packung)

Nicotinsdureamid (pur., Fluka Nr. 72340)
Tridthanolamin-hydrochlorid (puriss., p. a., Fluka Nr.
90290)

Stamm-Ldosungen
Puffer-Losung

(Konzentrationen in mmol/l: EDTA 10, Magnesiumsulfat

40,6, Nicotinsdureamid 9,83, Tridithanolamin-Salzsdure-Puffer
600, pH 7,5): 55,7 g Tridgthanolamin-hydrochlorid und

1,86 g EDTA werden mit demineralisiertem Wasser auf etwa
400 ml geldst. 5,0 g Magnesiumsulfat und 600 mg Nicotinsiure-
amid zugeben und 16sen. pH auf 7,5 einstellen und mit de-
mineralisiertem Wasser auf 500 m] auffiillen. Bei 4° C min-
destens 1 Jahr haltbar.

Ammoniumsulfat-Losung

(Ammonijumsuifat 250 mmol/l): 33 g Ammonium-Sulfat in
etwa 800 ml demineralisiertem Wasser 16sen und auf 1 Liter
auffiillen. Unbeschriankt haltbar.

Gebrauchs-Ldsungen
R-1: Substrat-Reagenz

(Konzentrationen, mmol/l: ATP 1,65, EDTA 5,0, Magnesium-
Sulfat 20,3, NADP 0,635, Nicotinsdureamid 4,91, Tri-
dthanolamin-Salzsaure-Puffer 300, pH 7,5): 1.g ATP
(1 Packung) und 500 mg NADP (1 Packung) in 500 ml
Puffer-Losung 16sen und mit demineralisiertem Wasser
la:;f 1 Liter auffiillen. Im GSA II mindestens 1 Monat

itbar.

R-2: Enzym-Reagenz

(Konzentrationen, mmol/l: Ammonium-Sulfat 250, Hexokinase
50 mg/1 (> 700 U/1), Hexokinase 200 mg/l (> 28000 U/1)).

20 mg Hexokinase (2 Packungen) und § mg Glucose-6-Phos-
phat-Dehydrogenase (1 Packung) werden mit Ammonium-

sulfat-Losung auf 100 ml geldst. Im GSA II mindestens 1 Mo-
nat haltbar.

R-3: Leerwert-Reagenz

o

(Konzentration: Ammoniumsulfat 250 mmol/l). Ammonium-
sulfat-Losung direkt verwenden. Im GSA II mindestens
1 Monat haltbar.

Bestimmung der Glucose-Konzentration
mit dem GSA II

Alle vorliegenden Untersuchungen wurden mit einem
Serienmodell des GSA II (22—24) durchgefiihrt.

Beschreibung der Methode C GL I'

Die Abkiirzung C GL 1 steht fiir: Chemie, Glucose,
Methode I (25). Das Vorgehen bei dieser Methode ist
schematisch in Abbildung 1 dargestellt. Beim GSA II
werden stets zwei Ansitze, ein Proben-Ansatz (S,
sample assay) und ein Leerwert-Ansatz (B, blank
assay) in einem Paar von ProzeB-Gefifien (I und II)
durchgefiihrt. Da aus programmatischen Griinden die
Absorbanz in Ansatz I kleiner als in Ansatz II sein
muB und bei der Hexokinase-Methode eine Absorbanz-
Zunahme erfolgt, wird Ansatz I als Leerwert (B)

und Ansatz II als Proben-Ansatz (S) gewdhlt. Bei der
vorliegenden Methode wird ein Proben- und partieller
Reagenzien-Leerwert durchgefiihrt, d. h. es werden

im Leerwert-Ansatz (Proze-Gefif} I) die Enzyme weg-
gelassen. Die einzelnen Reagenz-Volumina und das
Timing der Reagenzien-Zugabe sind in Abbildung 1
dargestelit. '

DISPENSER VOLUME TUBE

REAGENT

sec nr I N | 1t

S$+DF (20+100) 594/600 | 99/100 120 120

DF (120) 582 97 — | =
R-1 | Substrate Reagent 528 88 1600 | 1600
R-2 | Enzyme Reagent 498 ) 83 — 200 -
R-3 | Blank Reagent 336 56 200 =

R-4

Fig. 1. Beschreibung der Methode C GL 1.

Methoden-Programmierung

Abbildung 2 zeigt schematisch die Methoden-Program-
mierung auf dem Programm-Panel. Eine ausfiihrliche
Erlduterung haben wir bereits frilher gegeben (22, 26).

Mefi-Bedingungen

Im Ansatz I (B) liegen folgende End-Konzentrationen vor
(mmol/1): Ammonium-Sulfat 26,0, ATP 1,38, EDTA 4,17,
Magnesiumsulfat 16,9, NADP 0,529, Nicotinsiureamid 4,09,
Tridthanolamin-Salzsiure-Puffer 250, pH 7,5. In Ansatz II (S)
kommen zusitzlich dazu: Hexokinase 5,20 mg/1 (> 700 u/n
und_l-lexokinase 20,0 mg/1 (> 2800 U/1). Die Glucose-Konzen-
tration im linearen Mef}-Bereich liegt zwischen 0 und

0,230 mmol/l. Die Minimal-Zeiten fir die einzelnen Reak-
tions-Schritte betragen: R-1 > 324 s (z. B. 534 s), R-2>300s
(z.B.498s)und R3 > 48 s (z. B. 336 5), '

Konstanten

e (NADPH, 366 nm) = 3300 ¢cm? /mmol
MG (Glucose) ' = 180,16
Proben-Volumen (SV, sample volume) = 20 ul
End-Volumen (FV, final volume) = 1920 ul
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® PLUG
®—— WIRE
METHOD
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FILTER DISTRIBUTER (NR97)
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Fig. 2. Programmierung der Methode C GL 1.

Berechnungen

1. S. L. Einheit

=da.l.EV.
c=dA =SV 1000 mmol/l

c=dA - 29,09
k (Methoden-Print) = 2909
n (Zahl der Stellen nach dem Komma) = 2

2. Konventionelle Einheit

c=dA-1.MG FV 1600 mg/100 ml

c=dA - 524 mg/100 ml
k=0524
n=0

Resultate und Diskussionen

Zur Reaktions-Kinetik

Bei enzymatischen Methoden der vorliegenden Art ist
der lineare Mef-Bereich durch drei Faktoren-Gruppen
bestimmt:
1. der Konzentration und den K,,, der verwendeten
Hilfs- und Indikator-Enzyme,
2. der Konzentration der Substrate und Coénzyme,
d. h. im vorliegenden Fall des ATP und des NADP
und S
3. den Reaktions-Bedingungen, d. h. der Inkubations-
Dauer und der Inkubations-Temperatur.
Mafigebend fiir die Wahl der Mef3-Bedingungen ist der
gewiinschte lineare Me-Bereich. Wir setzten uns zum
Ziel die Methode so zu konzipieren, daf} bis zu einer
Glucose-Konzentration von 500 mg/100 ml eine lineare
Beziehung zwischen Absorbanz und Konzentration vor-
liegt. Von den oben angefithrten Faktoren sind der Kp,

der Hexokinase und der Glucose-6-Phosphat-Dehydroge-

nase gegeben. Die beim GSA II vorliegende Inkubations-
Temperatur von 37° C erlaubt einen raschen Reaktions-
ablauf. Die fiir den gewiinschten Mef3-Bereich optima-
len Enzym- und ATP-Konzentrationen wurden bereits
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Fig. 3. Linearer Mef3-Bereich bei der Bestimmung der Glucose.

Die obere Grenze der Linearitit ist durch die Konzen-
tration des NADPH limitiert.

frither fiir eine dhnliche manuelle Methode ermittelt

(8, 15) und fiir den GSA II iibernommen. Unter diesen

Bedingungen wird die Konzentration des NADP zum
limitierenden Faktor. Wir wihlten beim NADP eine
End-Konzentration von 0,673 mmol/l. Da die Probe
im Ansatz 96fach verdiinnt vorliegt, entspricht dies
einer theoretisch maximal mefibaren Glucose-Konzen-
tration von 65 mmol/l (1170 mg/100 ml) (Abb. 3). Die
praktische Erfahrung hat gezeigt, da} unter diesen
Voraussetzungen bei einer Inkubationsdauer iiber

6 min eine lineare Beziehung zwischen Absorbanz und
Konzentration vorliegt und zwar bis etwa die Hilfte
des vorhandenen NADP umgesetzt ist.

Liegt der GroBteil der Resultate bei den Glucose-Be-
stimmungen unter 250 mg/100 ml, so konnen die
NADP- und Enzym-Konzentrationen auf die Hilfte
reduziert werden. Dies mag z. B. bei Screening-Unter-
suchungen zweckmifig sein, bei denen eine Linearitat
bis zu 250 mg/100 ml vollauf geniigt. In jedem Fall
kann durch eine Vorverdiinnung von 1 + 9 der Lineari-
tits-Bereich um einen Faktor von 10 vergrofiert wer-
den.

Optische Eigenschaften des Reaktions-Produktes

Fiir die folgenden Untersuchungen wurde Referenz-
Material des National Bureau of Standards verwendet.
Zum Vergleich wurden auch kommerzielle Eich-
Losungen (Preciset, Boehringer) mitgefiihrt.

Eine typische Versuchsreihe ist in Tabelle 1 dargestellt.
Es liegt eine lineare Beziehung zwischen Absorbanz
und Glucose-Konzentration im Bereich von Null bis
500 mg/100 ml (etwa 27,5 mmol/l) vor. Eine Berech-
nung der Regression in diesem Mefibereich ergab

¢ =0,0014 + 29,090 dA mmol/l.
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Tab. 1. Bestimmung der Glucose-Konzentration in wifirigen Losungen. Bei jeder Konzentration wurden 10 Bestimmungen durchge-

fithrt
Sollwerte Gefunden Absorbanz
(Einwaage)
mg/100 ml mg/100 ml % mmol/l X s V. K. (%)
0 0,00 0,1 0,0034 0,00122 » 35,88
25,5 21,7 108,6 1,54 0,0529 0,00181 S 342
51,0 51,9 101,8 2,88 0,0990 0,00108 1,09
102,0 104,2 102,2 5,78 0,1987 0,00108 1,09
153,0 154,3 100,8 8,57 0,2946 0,00202 0,69
204,0 205,7 100,8 11,42 0,3923 0,00221 0,56
306,0 310,6 101,5 17,24 0,5926 0,00314 0,53
408,0 406,6 99,7 22,58 0,7762 0,00314 0,28
510,0 501,0 98,3 27,82 0,9563 0,00242 0,25
561,0 544,1 96,9 30,20 1,0495 0,00413 0,40
612,0 588,0 96,1 32,64 1,1122 0,00402 0,36
714,0 655,6 91,8 36,39 1,2509 0,00618 0,49
816,0 706,2 86,5 39,20 1,3475 0,00457 0,34
1020,0 765,9 75,1 42,52 1,4617 0,00190 0,13

Die Standard-Abweichung betrug 0,00270 mg/100 ml,
der Korrelations-Koeffizient 1,0 (6 Stellen). a weicht
nicht von Null ab. Die Grofie von b ist im vorliegenden
Fall mit demjenigen des Methoden-Faktors (29,09)
identisch. Die Ursache der bei diesem Versuch syste-
matischen Abweichung bei den tiefen Glucose-Kon-
zentrationen konnten wir nicht eruieren. Es handelt
sich dabei nicht um eine konstante Beobachtung, Ahn-
liche Erfahrungen machten wir auch mit Preciset
(Boehringer). Die gefundenen Werte lagen hier zwischen
99,7 und 101,7%, im Mittel 100,63 % der deklarierten
Werte.

Bei der Entwicklung dieser Methode gingen wir von
einer molaren Absorptivitit des NADPH bei 366 nm
von 3300 cm? /mmol aus (27—29).

Tab. 2. Bestimmung der Glucose-Konzentration in Preciset
(Boehringer) Resultate in mg/100 ml (N = 10)

Sollwerte Gefundene Werte
X % s V.K.
50 50,20 100,4 1,135 2,26
100 101,70 101,7 1,767 1,74
150 149,50 99,7 0,850 0,57
200 202,60 101,3 1,506 0,74
300 302,20 100,7 1,398 0,46
400 400,00 100,0 0,41

1,633

Auf Grund unserer Erfahrungen stimmen die durch
Einwigen erhaltenen Werte sehr gut mit diesen Anga-
ben in der Literatur iiberein. Die von zwei Seiten (7,20)
geduBerten Kritiken, wonach mit dieser molaren Ab-
sorptivitdt im Vergleich zu derjenigen bei 334 nm um
3—4% zu hohe Werte erhalten werden, kénnen wir nicht
bestitigen; wir vermuten vielmehr, daf optische Fak-
toren (Streulicht?) fiir die beobachteten Diskrepanzen
verantwortlich waren. Es scheint uns jedoch auieror-
dentlich wichtig, da} diese Unstimmigkeiten geklirt
werden, da die molare Absorptivitit des NADPH ein
Basiswert der Enzymologie und Klinischen Chemie ist.

Zur Wahl der Leerwerte

Bei korrekter Durchfithrung der manuellen Hexokinase-
Methode muf entweder enteiweifit (4) oder aber ein
Proben- und partieller Reagenzien-Leerwert mitgefiihrt
werden (8, 15). Von einer direkten Bestimmung ohne
Leerwert in Plasma oder Serum ist auf jeden Fall ab-
zuraten, da sich im Plasma zahlreiche im Ultravioletten
absorbierende Substanzen finden. Selbst die Verwen-
dung der iiblichen Enteiweiungsmittel, Perchlorsiure
und Trichloressigsiure, scheint heute fraglich geworden
zu sein (20), da sich offenbar die durch diese Siuren
nicht prézipitierten Glycoproteine (Seromucoid, a-
Glycoprotein, Haptoglobine) stérend auswirken kénnen.

Bei den bisher gebrduchlichen Analysatoren ist das
Leerwert-Problem unterschiedlich gelést. Beim Auto-
Analyzer werden offenbar durch die Dialyse der grofite
Teil der interferierenden Substanzen eliminiert (18,19).
Fiir den C 4 B (Perkin—Elmer) wird die Verwendung
eines Leerwert-Kanals empfohlen (21). Beim Endpunkt-
Automaten 5030 (Eppendorf) miissen entweder die
Leerwerte separat analysiert werden oder aber eine
Enteiweifluig mit Zinkhydroxid vorgenommen werden
(20).

Das Konzept des GSA II fordert bei jeder Bestimmung
das Mitfiihren eines Leerwertes. Im vorliegenden Fall
dringt sich — analog der manuellen Methode (8) — das
Weglassen der Hexokinase und der Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase bei sonst identischen Konzentrationen
im Leerwert-Ansatz auf. Diese beiden Enzyme weisen
in den eingesetzten Konzentrationen bei 366 nm keine
Absorbanz auf. Wir fihren somit einen Proben- und par-
tiellen Reagenzien-Leerwert durch.

Spezifitat
Selektivitdt

Theoretisch ist die Hexokinase-Methode absolut selek-
tiv. Da neben Glucose aber auch Fructose und Mannose
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durch Hexokinase phosphoryliert werden, besteht die
Gefahr, daB bei der Verwendung unreiner Enzyme

diese Hexose-Phosphate durch die entsprechenden Iso-
merasen in Glucose-6-Phosphat umgewandelt werden
(3,12—14). Solchen theoretischen Erwiigungen, die
offenbar auf der Verwendung relativ unreiner Enzyme
beruhen, stehen aber die praktischen Erfahrungen ge-
geniiber. Nur bei sehr hohen Fructose-Konzentrationen
soll tatsichlich mit einer Stérung zu rechnen sein: so
sollen 360 mg/100 ml (20 mmol/l) Fructose eine schein-
bare Glucose-Konzentration von 9,5 mg/100 ml

(0,53 mmol/l) vortduschen. Von anderer Seite (13, 14)
wurde bei hohen Fructose-Konzentrationen nicht eine
positive, sondern eine negative Interferenz beobachtet,
die durch eine Kompetition um die Hexokinase gedeu-
tet wurde.

Da die Mdglichkeit einer Interferenz vor allem von der
Reinheit der Enzyme, sowie der Konzentration der En-
zyme, des NADP und des ATP’s abhiingig ist, fihrten wir
einige Experimente durch. Es wurden je eine wifirige
Losung von Glucose mit etwa 100 mg/100 ml und
Fructose, bzw. Mannose mit je 10 g/100 ml hergestellt.
Durch Misch-Versuche wurden der Einflu} der Fructose
und der Mannose auf die Messung der vorliegenden
Glucose untersucht, Die Resultate dieser Versuche sind
in Tabelle 3 zusammengestellt. Aus diesen Untersuchun-
gen geht hervor, daf} unter den vorliegenden Bedingun-
gen Fructose in Konzentrationen iiber 1g/100 m] einen
geringen positiven Effekt hat, der aber selbst bei’

5 /100 ml den gemessenen Glucose-Wert um weniger
als 10% erh6ht. Bei der Mannose lief} sich bis zu Kon-
zentrationen von S g/100 ml iiberhaupt kein Einflu}
nachweisen. Die Hexokinase-Methode muf daher in der
vorliegenden Modifikation als absolut selektiv gelten.

Tab. 3. Einfluf von Fructose und Mannose auf die Glucose-Be-
stimmung (N = 6). Alle Resultate in mg/100 ml. Die
Fructose und Mannose wurde in verschiedenen Mengen
in das gleiche Serum eingewogen.

Zusatz Glucose-Konzentration
(Fructose,
bzw. Fructose Mannose
Mannose) _ _

' X .8 X S

0 96,2 0,79 95,6 1,43

500 96,3 1,25 96,4 1,30

1000 96,8 1,93 96,1 0,99
2000 99,6 1,26 96,5 1,08
3000 - 100,4 0,97 97,5 0,97
4000 1024 0,97 ' 97,2 1,55
5000 104,2 0,92 98,9 0,99
Chemische Interferenzen

Uber potentielle chemische Stér-Faktoren bei der Hexo-
kinase-Methode liegen mehrere Untersuchungen vor

(4, 5, 12—15, 18—20). Aufler den erwihnten fragwiir-
digen Storungen durch Fructose und Mannose geben
alle Untersuchungen Zucker (Arabinose, Ascorbinsiure,
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Dextrane, Galactose, Glucuronsiure, Inositol, Lactose,
Maltose, Mannose, Rhamnose, Ribose, Saccharose,
Xylose u. a.) keine Stérungen. Ebenfalls negativ ver-
liefen Interferenz-Versuche mit verschiedenen Meta-
boliten (Creatinin, Fumarsiure, Glutathion, Harn-
sdure, Phosphat u. a.) und Medikamenten (p-Amino-
Hippurat, Ampicillin, L-DOPA, Tetracycline, Tolaz-
amid, Tolbutamid, u. a.). Negative Resultate wur-

den auch mit den iiblichen Glycolyse-Hemmern

" (Fluorid, Monojodacetat) und Antikoagulantien

(Heparin, Oxalat, EDTA) erhalten.

Das Fehlen eines Einflusses einer Hiimolyse (18, 19)
schien uns iiberpriifenswert, da immerhin damit ge-
rechnet werden konnte, dafd das entstehende 6-Phos-
pho-Gluconat durch erythrocytire 6-Phospho-Glu-
conat-Dehydrogenase®) weiter umgesetzt wird (6).
Ein Zusatz von frisch hergestelltem Himolysat zu
einem glucose-haltigen Plasma ergab jedoch, wie aus
Tabelle 4 hervorgeht, keine Beeinflussung des ge-
messenen Resultates. Auch mit Bilirubin (Tab. 5)
konnte, wie bereits frilher beobacht~t wurde (18, 19),
keine Stérung beobachtet werden.

Tab. 4. Einfluf} ciner Himolyse auf die Glucose-Bestimmung

N=5)
Hémoglobin- Glucose-Konzentration
Konzentration
mmol/l mg/100 ml mmol/l mg/100 ml
X s V.K. (%)

0 0 6,306 0,0633 1,004 113,6
12,4 20 6,317 0,8367 0,046 113,8
19,9 32 6,284 0,0464 0,739 113,2
24,8 40 6,317 0,0464 0,735 113,8
47,2 76 6,273 0,0393 0,626 113,0
70,1 113 6,306 0,0633 1,004 113,6
93,7 151 6,273 0,0556 0,885 113,0

117 188 6,273 0,0393 0,626 113,0
174 281 6,217 0,0607 1,094 112,0
231 373 6,239 0,1082 1,949 112,4
287 463 6,134 0,1902 3,100 110,5
562 905 5,928 0,2199 3,710 106,8

Tab. S. Einfluf von Bilirubin auf dic Glucose-Bestimmung
(N = §). Das Bilirubin wurde in Carbonat-L&sung
aufgeldst und cinem Serum zugesetzt.

Bilirubin-Konzentration  Glucosc-Konzentration

mg/100 ml  mmol/i mmol/l mg/100 ml
X s

0

2,39 41,0 5,759 0,0833 103,8

3,21 54,9 5,704 0,1144 102,8

6,98 119,4 5,842 0,0531 105,3
11,65 199,2 5,745 0,0717 103,5
16,43 280,9 5,773 0,0453 104,0
20,82 355,6 5,718 0,0785 103,0
3) EC1.1.1.44
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Physikalische Interferenzen

Es ist bekannt, da® das Vorliegen einer Lipdmie selbst
dann, wenn eine Enteiweilung vorgenommen wird, auch
bei der Hexokinase-Methode zu betrachtlichen Fehlern
fihren kann (20). Wir untersuchten daher mehrere li-
pimische Seren vor und nach einer Kldrung durch Zentri-
fugation wihrend 20 min bei 15000 g (26). Einige dieser
Resultate sind in Tabelle 6 zusammengestellt. Wie aus
diesen Beobachtungen hervorgeht, stort das Vorliegen
einer Lipdmie die Glucose-Bestimmung mit dem GSA II

nicht. Ebenfalls negative Resultate wurden mit Albumin .

(Tab. 7) erhalten. Alle diese Beobachtungen weisen auf
die grofie Bedeutung des Mitfithrens geeigneter Leer-
werte bei mechanisierten Bestimmungen hin.

Beeinflussung

Die Moglichkeit einer Beeinflussung der Resultate durch
Verschleppung wurde mit einer friiher beschriebenen Ver-
suchs-Anordnung iiberpriift (25, 31). Die Resultate die-
ses Experimentes sind in Tabelle 8 zusammengefafit.

Tab. 6. Glucose-Bestimmungen in lipimischen und durch Zen-
trifugation geklirten Seren, (15000 g, 20 min)

Patient Triglyceride Cholesterin Glucose

mg/100 ml mg/100 ml mg/100 ml

vor nach

‘Kldrung Klirung
S. V. 420 268 289 290
M. V. 307 179 86 91
K. B. 990 386 20 22
L. W 1812 555 166 150 -
S. A. 585 256 102 103
P.E. 3510 323 72 79
T.D. 981 248 70 76
B.E. 390 1028 94 92
S.E. 303 324 87 86

Tab. 7. Einfluf von Protein auf die Glucose-Konzentration
(N = 10). Als Ausgangs-Losungen diente eine 20 g/l
Albumin-Losung und eine wirige Glucose-Losung
(195 mg/100 ml). Die einzelnen Ansitze wurden durch

Mischung hergestelit.

Protein- Glucose-Konzentration

Konzentration

g/100 ml mg/100 ml

X s V.K. (%)

0 97,70 0,709 0,726
1 96,10 1,039 1,081
2 96,60 0,919 0,951
3 97,10 1,000 1,030
4 96,80 1,131 1,168
S 96,20 1,060 1,102
6 96,30 0,956 0,993
7 96,90 0,824 0,850
8 97,20 1,028 1,058
9 97,00 0,927 0,956

10 96,70 0,858 0,887

Tab. 8. Versuch zum Nachweis einer Verschleppung. Es wurden
10 Versuchsreihen durchgefiihrt.

Die prozentuale Verschleppung (E) wurde wie folgt berechng?:

tl - ts hs - hl
= dE (1) = ——
EW=p—p wdEM= g
Reihe t; ts Iy hs EG) EM
Y
1 13,0 14,0 2000 20,0 -0,0053 0,0053
2 12,0 13,0 197,0 201,0 -0,0053 0,0213
3 11,0 13,0 2000 2000 -0,0107 O
4 13,0 12,0 2000 200,0 0,0053 0
] 12,0 12,0 202,0 199,0 0 -0,0160
6 12,0 12,0 198,0  200,0 0 0,0106
7 12,0 13,0 200,0 2000 -0,0053 O
8 12,0 12,0 201,0 199,0 0 - 0,0107
9 12,0 14,0 201,0 2000 -0,0107 -0,0054
10 12,0 11,0 202,0 199,0 0,0053 0,0160
X 12,1 12,6 200,11 199,9 -0,0027 0,0011

Ahnlich wie bei den Untersuchungen iiber die Moglich-
keit einer Verschleppung bei der Harnstoff-Bestimmung
(26) war es auch im vorliegenden Fall nicht mdglich, eine
Verschleppung bei einem Konzentrations-Gefille von
200 auf 12 mg/100 ml nachzuweisen.

Richtigkeit

Die Richtigkeit wurde zunichst durch Vergleichs-Bestim-
mungen mit einigen komerziellen Kontroll-Seren
ermittelt. Wie aus Tabelle 9 hervorgeht, war die Uber-
einstimmung vor allem mit den enzymatisch be-
stimmten Werten gut.

Als nichstes wurden je 100 echte (blinde) Doppel-
bestimmungen mit einer manuellen Methode (8, 9)
und dem GSA durchgefijhrt. Die Resultate sind in
Tabelle 10 zusammengestellt. Bei einem arithmeti-
schen Mittel von 107,3 mg/100 ml betrug die Stan-
dard-Abweichung 2,15 mg/100 ml bei der manuellen
Methode; dies entspricht einem Variations-Koeffizien-
ten von 2%. Beim GSA Il lag das arithmetische Mit-

tel bei 107,55 mg/100 ml, die Standard-Abweichung
zwischen den Doppel-Werten bei 0,896 mg/100 ml;

der Variations-Koeffizient zwischen den Mitteln der
Doppel-Bestimmungen betrug 0,833 %. .
Zusammen mit'den frither erwdhnten Untersuchungen
mit eingewogenen Substanzen bestitigen die erwihn-
ten Beobachtungen die hohe Richtigkeit der Methode.

Prizision

In einer vorangehenden Arbeit (26) fihrten wir die
Begriffe der apparativen und methodischen Priizision
ein. Zur Beurteilung der Summe dieser beiden Fehler-
Gruppen eignet sich die in Abbildung 4 gewihlte Dar-
stellung. Ausgewertet wurden die in Tabelle 1 ange-
fihrten Daten. Auf die Abszisse sind die Glucose-Kon-

- Zentrationen, bzw. die Absorbanz bei den gewihlten

Konzentrationen dargestellt. Bei jeder Konzentration
wurden 10 Bestimmungen durchgefiihrt. Die Ordinate

Z. Klin. Chem. Klin, Biochem. / 12. Jahrg. 1974 / Heft 1
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Tab. 9. Bestimmung der Glucose-Konzentration in komerzicllen Kontroll-Seren (Resultate in mg/100 ml, N = §)

Serum Art*) Deklarierte Werte Gefundene Werte
Methode X $2s X s V.K. (%)
Precinorm S') L HK/G-6-P-DH 106 954117 100,0 1,054 1,05
GOD-Perid (Boehringer) 107 96,3-118
GOD-o-Dianisidin 109 98.1-120
o-Toluidin 109 98.1-120
Patho-trol?) F HK/G-6-P-DH 257 2489 1,235 0,50
GOD-o-Dianisidin 275
o-Toluidin 25858 245 -265
AutoAnalyzer (N-2a) 272 262 -282
Nelson-Somogyi 276 266 -286
Lab-Trol?) F HK/G-6-P-DH 93 87 - 99 93,2 0,820 0,38
(40 A-2) GOD-Perid (Boehringer) 100 94 -106
GOD-o-Dianisidin 95 99 111
o-Toluidin 92 86 - 98
AutoAnalyzer (N-2b 1/11) 100 92 -108
Nelson—Somogyi 97 92 -103
Moni-trol 12) L HK/G-6-P-DH 87 81 - 93 87,6 1,054 1,20
(LTD-114 A, B) GOD-Perid (Boehringer) 88 82 - 94
GOD-o-Dianisidin 91 85 - 96
o-Toluidin 100 94 -106
AutoAnalyzer (N-2b 1/11) 95 87 -103
SMA 12/60 101 88 114
Moni-trol 112) L HK/G-6-P-DH 233 221 -245 223,7 1,203 0,54
(PTD-27A) GOD-Perid (Boehringer) 225 217 -233
GOD-o-Dianisidin 255 239 -271
o-Toluidin 232 223 -241
AutoAnalyzer (N-2b 1/11) 240 233 -247
SMA 12/60 251 237 -265
*) F flissig L lyophilisiert
1) Boehringer, Mannheim
2) Dade, USA
HK/G-6-P-DH = Hexokinase/Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
GOD = Glucoseoxidase
Tab. 10. Vergleichs-Doppel-Bestimmungen mit einer manuellen s
Methode (Hexokinase/Glucose-6-Phosphat-Dehydro- 0006
genase und dem GSA II. Resultate in mg/100 ml
0005
Methode Manuell GSA 11
N 2-100 2-100 0004
X 107,258 107,551
Xpiff 2,2424 0,9192 o 0003
SDiff 2,1485 0,8961
V. K. (%) 2,001 0,833 0002}
a
—1
L 0001 &2 o
zeigt die Standard-Abweichungen der Resultate — ° T, °
ebenfalls die Absorbanz — bei den einzelnen Konzen- L ' L L — L= Jg
;  rDans — bel cen ¢ X 0 0Z 04 06 08 10 1Z 14 16
trationen. Es ergibt sich eine Fehler-Gerade mit der dAsg50m—"

Regression
s=0,00126 +0,00242 dA,

einer Standard-Abweichung von 0,00114 und einem
Korrelations-Koeffizienten von 0,71287. Die Kurven

Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. / 12. Jahrg. 1974 / Heft 1

Fig. 4. Graphische Darstellung der in Tabelle 1 angefiihrten Ver-
suche. Abszisse: Absorbanz, Ordinate: zugehdrige Stan-
dard-Abweichungen (e, links) und Variations-Koeffizien-
ten (o, rechts).
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entsprechen absolut denjenigen bei der Harnstoff-Be-
stimmung (26). Der Variations-Koeffizient hat die
hdchsten Werte bei einer Absorbanz um null und

fallt kontinuierlich auf Werte unter 1%.

Die Repetierbarkeit der Methode geht aus mehreren
der oben angefithrten Experimente hervor. Sie ist pri-
mir eine Funktion der Absorbanz und liegt in Prozent
ausgedriickt bei einer Absorbanz iiber 0,15 unter 1%.

Die Reproduzierbarkeit wurde auf Grund einiger Daten -
einer Qualitdts-Kontrolle wihrend drei Monaten er-
mittelt. Verwendet wurden drei Pool-Seren, die in ein-
zelne Rohrchen abgefiillt und tief gefroren aufbewahrt
wurden. Téglich wurde einmal je ein Réhrchen unter-
sucht. Die Resultate sind in Tabelle 11 zusammenge-
stellt. Dabei muf beriicksichtigt werden, dafl
1. keine Justierungen vorgenommen wurden, nachdem
der GSA II im Januar 1973 mit der Initial-Justierung
eingestellt worden war und
2. die Reagenzien immer nur dann nachgefiillt wurden,
wenn die Fiillstand-Anzeige vor einem Ausgehen
warnte.
Bei tiefen Glucose-Konzentrationen (um 35 mg/100 ml)
lag der Variations-Koeffizient um 4%, bei mittleren Kon-
zentrationen (um 140 mg/100 ml) um 1,5% und bei
hohen Konzentrationen (um 290 mg/100 ml) um 1,2%.
Versuche iiber die Repetierbarkeit und die Reprodu-
zierbarkeit unterscheiden sich beim GSA II praktisch nur
dadurch, dafl im ersten Fall Proben aus einem einzigen
Rohrchen untersucht werden wihrend bei der Reprodu-
zierbarkeit taglich ein anderes Réhrchen zur Untersu-
chung kam. Da nach den wenigen vorhandenen Angaben
(31) die Unterschiede zwischen verschiedenen Speci-
men zur Qualitits-Kontrolle in der Groflen-Ordnung
von 1% liegen, darf wohl der Schlufl gezogen werden,
daf die beobachteten Unterschiede zwischen Repe-
tierbarkeit und Reproduzierbarkeit durch das Unter-
suchungsmaterial bedingt waren.

Qualititskontrolle und praktische Erfahrungen'

Die vorliegende Methode ist seit Januar 1973 wihrend
24 h taglich im Routine-Einsatz. Nach einer anfinglichen
Priifphase wurde die Qualititskontrolle auf ein Mini-
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