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Ein Verfahren zur enzymkinetischen Bestimmung von Glucose
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Zusammenfassung: Es wird ein reaktionskinetisches Verfahren zur Bestimmung der Glucose in biologischen Fliissig-
keiten beschrieben. Dabei wird mittels Glucosedehydrogenase Glucose zu Gluconsiure oxydiert und NAD zu
NADH reduziert. Die Bildungsgeschwindigkeit des NADH wird in einem LKB Reaction-Rate-Meter verfolgt. Neben
der Analogdarstellung wird die Reaktionsgeschwindigkeit mit einem neu entwickelten Kinetikrechner bestimmt und
die Spezifikationen des Rechners werden beschrieben.

Vorzug des neuen Verfahrens ist die hohe Durchsatzgeschwindigkeit und gute Reproduzierbarkeit der Resultate.

Enzyme kinetic determination of glucose

Summary: A reaction kinetic method is described for the determination of glucose in biological fluids. Glucose is
oxidized to gluconic acid and NAD is reduced to NADH in the presence of glucose dehydrogenase. The rate of for-
mation of NADH is followed in a LKB Reaction-Rate-Meter. Together with the analogue read-out, the rate of reac-
tion is determined with a newly developed kinetic calculator. The specifications of the calculator are given.

The new method has the advantage of a high rate of throughput and good reproducibility.

Einfiihrung verbraucht werden, z. B. durch Oxydation von Jodid

Zur Bestimmung der Glucose in Blut, Plasma, Serum in Gegenwart von Ammoniummolybdat.

oder Urin wird heute allgemein den enzymatischen Ver-  Als Referenzmethode ist die Kombination der unspezi-
fahren der Vorzug gegeben, da die Spezifitit aller an- fischen Hexokinase mit der spezifischen Glucose-6-
deren Methoden eindeutig geringer ist. Am hiufigsten phosphat-dehydrogenase von Biicher et al (4) beschrieben
diirfte in den europidischen Laboratorien das Glucose- worden. Dieses Verfahren ist spezifisch, benétigt nicht
oxidase/Peroxidase-Verfahren') (1) eingesetzt werden. zwingend einen Deproteinisierungsschritt und ist ra-
Fehler dieses in vielen Modifikationen (2) beschriebe- scher durchfiihrbar, als die Glucoseoxidase/Peroxidase-
nen, zweistufigen Verfahrens ist die geringe Spezifitat Reaktion. Die Berechnung kann nach dem Absolutprin-
und die Storanfilligkeit der zweiten Stufe, der Peroxi- zip mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten ausgefiihrt
dase-Reaktion. Um sie zu umgehen wurde der O,-Ver- werden.

brauch der Reaktion mit Hilfe einer Clark-Elektrode

verfolgt und daraus die Glucosekonzentration berech-

net (3). Aber auch dieses Verfahren ist de fakio zwei- . o .

stufig: Da im Untersuchungsmaterial in der Regel Kata- usm éile Glucose auf kinetischem Wege zu bestimmen

lase vorhanden ist, durch die der Sauerstoff wieder (5, 6)-

freigesetzt wird, muf er durch geeignete Hilfsreaktionen  Die Tatsache, daf es sich bei diesen Verfahren um ge-
- koppelte zweistufige Reaktionen handelt, macht eine

Grundsiitzlich kann das Glucoseoxidase/Peroxidase-
wie auch das Hexokinaseverfahren eingesetzt werden,

1y Enzyme: Glucoseoxidase EC 1.1.3.4 kinetische Bestimmung jedoch problematisch. Bei Be-
* Glucosedehydrogenase EC 1.1.1.118 stimmungen dieser Art mufl davon ausgegangen werden,
H s B LT - daBs die Zahl der aktiven Stellen der Enzymmolekile
Gluoosé-ii-phospt;ai-ciehyd_mgemse EC1.1.1.49 die der Substratmolekiile iibersteigt, so dafl diese ge-
Katalase EC 1.11.1.6 schwindigkeitsbestimmend sind (7). Ein (teilweiser)
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Aktivitidtsverlust der beteiligten Enzyme macht das
Verfahren rasch unbrauchbar. Deshalb ist ein einstufiges
Verfahren bei enzymkinetischen Substratmessungen
einem zweistufigen vorzuziehen.

Vor kurzem (8) wurde auf die Einsatzmoglichkeit der
Glucosedehydrogenase zur ,,Blutzuckerbestimmung**
hingewiesen. Es war deshalb naheliegend, dieses En-
zym auch zur enzymkinetischen Glucosebestimmung
heranzuziehen.

Material und Methoden

Reagenzien

1. Deproteinisierungsreagenz: 3 g Perchlorsdure geldst in
100 ml dest. Wasser

2. Phosphatpuffer: 0,12 mol/l pH 7,6, enthaltend 0,15 mol/l
Natriumchlorid.

3. Enzym/NAD Lésung: 1760 IU Glucosedehydrogenase

(E. Merck, Darmstadt) und 268 mg NAD (entsprechend
0,405 mmol) werden in 50 mi Phosphatpuffer geldst, ,,Start-
reagenz'‘.

4. Primérstandards: Durch Einwaage und Verdinnung wurden
folgende Glucosekonzentrationen hergestellt:

25 S0 100 200 300 400 500 meg/dl
1,375 2,75 5,5 11,0 16,5 22,0 27,5 mmol/l

5. Kontrollseren:

Labtrol LT-42 P, Deklaration (Glucoseoxidase/Peridmethode):
108 (100 bis 116) mg/dl
5,94 (5,5—6,38) mmol/l

Pathotrol-PT-66H, Deklaration (Glucoseoxidase-Peridmethode)
275 (255-395) mg/dl
15,125 (14,025-16,225) mmol/1

Qualitrol QT-29b, Erfahrungswert (Glucoseoxidase-Peridmethode)
105 (96—-114) mg/dl
5,775 (5,28 -6,27) mmol/1

Instrumentation

Als Mefinstrument wurde der LKB 8600 Reaction Rate Ana-
lyzer eingesetzt. Zur Auswertung und Steuerung wurde ein
Zusatzgerit zum LKB-System entwickelt. Das Blockschalt-

bild dieses Kinetikrechners ist in der Abbildung 1 wiederge-
geben. Am LKB-Photometer 8600 wird der ,,Timer* durch
einen internen Eingriff reversibel auier Betrieb gesetzt. Nach
dem manuellen Start des Photometers lduft der Mef3zyklus

ab und wird so oft wiederholt, bis der Vorrat an Probengefifien
erschopft ist. Vom Photometer wird ein Signal bereitgestelit,

—

to

1

Abb. 1b. Priifung dés Reaktionsverlaufes auf seine Linearitit

. . Az - A]
Ergebnis der Zweipunktmessung: v = t—t—
2 — 4
; - 2
Mefergebnis durch Integration: v= ——~——— -
(2 = 1))

t, _
F=tf [A (D) =A; ()] dt
1
bei linearem Verlauf ist:

F:% (A - Ay) (t; —t;) dann wird: v=v

welches den Zeitpunkt (to) angibt, an dem die Kiivette sich

in Mefposition befindet (Abb. 1b). Dieses Signal startet einen
Zeitgeber im Kinetikrechner, mit dem eine variable Vorlauf-
zeit bis zum Beginn der Messung eingeschaltet wird. Am Ende
der Vorlaufzeit t; beginnt die Absorptionsmessung (Zeitkon-
stante etwa 100 nis), das analoge Resultat wird gespeichert.
Gleichzeitig wird ein zweiter Zeitgeber gestartet, welcher die
Zeit t, bestimmt, an der die Messung beendet werden soll. Am
Ende des MeBzyklus wird aufberdem ein Steuerbefehl an das
Photormeter gegeben, womit der Probenwechsel eingeleitet
wird. Die Absorptionsdifferenz an den beiden MeBpunkten
wird auf die Mefzeit bezogen (v) mit einem variablen Eich-
faktor multipliziert und nach analog/digital-Wandlung iiber
¢inen Zahlendrucker ausgegeben. Zur Kontrolle des Reak-
tionsverlaufes auf Linearitat wird das Absorptionssignal im
Meflintervall aufferdem integriert und mit einem von der Mef-
zeit abhingigen Faktor multipliziert. Das Ergebnis v wird mit
dem durch die Zwei-Punkt-Messung gewonnenen Wert v ver-
glichen. Bei linearem Reaktionsverlauf stimmen beide iiberein.
Uberschreitet die Abweichung eine vorgegebene Schwelle, so
wird das MeBergebnis mit einem Fehlerkennzeichen (L) ver-
sehen. Ist die Probe dunkler, bzw. heller als ein vorgegebener

Abb. 1a. Blockschaltbild des Kinetikrechners \Einzelheiten s. Text
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Schwellenwert, gibt das Photometer kein Ausgangssignal ab.
Der Drucker kennzeichnet diese Situation durch die Buch-
staben D (dunkel) bzw. H (hell).

Durchfiihrung des Bestimmungsverfahrens

In Vorversuchen war die optimale Versuchsanordnung ermit-
telt worden:

1. Blutentnahme:

100 g1 Blut wurden mittels einer Kapillarpipette in 1 ml Per-
chlorsidurelosung iiberfiihrt und abzentrifugiert.

2. Beschickung der Reaktionskiivetten:

Vom Uberstand wurden 50 ¢1in 1 ml Phosphatpuffer iiberfiihrt.
Der Puffer befand sich in den Einmalkiivetten des LKB-Sy-
stems, die vorgefiillten Kiivettenmagazine sind in einem Inkuba-
tor auf 35 °C vorgewirmt. Wenn an Stelle von Blut Primir- oder
Sekundirstandards verwendet wurden, so war das Vorgehen
analog.

3. Durchfiihrung der kinetischen Substratbestimmung:

Gestartet wurde mit 200 ul Startreagenz (entsprechend

7,04 IU Enzym pro Einsatz). Nach der geriteinternen Mischung
wurde durch den Rechner eine Vorlaufzeit von § s eingeschoben
(wihrend der keine Registrierung erfolgte) und danach wihrend
5 s registriert. AnschlieBend Abbruch der Messung, Probenwech-
sel und erneuter Start. Der Vollausschlag des Schreibers betrug
0,2 E.

4. Vergleichsmethode:

Verglichen wurde mit der Glucoseoxidase-Peridmethode
(Boehringer, Mannheim, Best. Nr. 15756).

5. Vergleichsuntersuchungen:

Von 200 Patienten wurde zweimal innert weniger Minuten Ka-
pillarblut entnommen und die erste Probe fiir die Glucoseoxi-
dase-Peridbestimmung, die zweite fiir die Glucosedehydrogenase-
Bestimmung eingesetzt.

Ergebnisse

Linearitéitsbereich und Prizision beim Einsatz
von Primdrstandards

Wie Tabelle 1 zeigt, ist iiber den gepriiften Konzentra-
tionsbereich von 25—500 mg/100 m] Glucose (1,375—
27,5 mmol/]) eine befriedigend lineare Beziehung zwi-
schen der Glucosekonzentration und der Reaktionsge-
schwindigkeit gegeben. Es ist bemerkenswert, da} bis

einschliefilich 400 mg/100 ml, (22 mmol/l) die Standard-
abweichung nahezu gleich bleibt, erst bei 500 mg/

100 ml, (27,5 mmol/l) ist eine deutliche Zunahme er-
kennbar. Welchen EinfluB Vorlauf und Enzymkonzen-
tration auf die Prizision haben, ist aus der Tabelle 2 er-
sichtlich. In Tabelle 2a sind die Variationen von Vor-
lauf und Enzymkonzentrationen wiedergegeben, in
Tabelle 2b die Auswirkungen auf den Variationskoeffi-
zienten. Es ist offensichtlich, da} ein Vorlauf von 5 s
nicht wesentlich unterschritten werden darf, wenn man
nicht im Bereich der niedrigen Konzentrationen eine
erhebliche Streuung in Kauf nehmen will. Andererseits
bringt ein ldngerer Vorlauf keine Prazisionsverbesserung,
wenn zugleich die Enzymmenge auf die Hilfte vermin-
dert wird.

Tab. 2. Auswirkung von Variation des Vorlaufs und der einge-
setzten Enzymaktivitit (2a) auf den Variationskoeffi-
zienten bei ansteigenden Konzentrationen von Primir-
standards. (2b)

Tab. 2a
Vorlauf MeBzeit Enzym/Ansatz
[s] [s} (1. U.}
A 10 5 3,52
B 2 5 7,04
C 5 5 7,04
Tab. 2b
Glucose Variationskoeffizient
[mmol/l]  [mg/dl] (%]
A B C
1,375 25 38,5 10,5 6,0
2,75 50 9,2 4,6 3,5
5,5 100 3,2 2,6 2,1
11,0 200 2,1 3,1 0,5
22,0 400 1,1 3,1 1,5

Tab. 1. Priifung der Linearitiit der Glucose-dehydrogenase-Methode an Hand von 2 Testserien mit je 10 Proben pro Eichpunkt.

Glucose, eingesetzt Glucose, bestimmt N VK

[mg/dl] {mmol/1} i(mg/dll [mmiol/1] [tn:g/dl] [mmol/1] [%)
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Glucose (Glucosedehydrogenase-Methode, kinetisch)
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Abb. 2. Korrelation der MeBergebnisse aus der beschriebenen
mit der Vergleichs-Methode

Korrelation der Glucosedehydrogenase-Methode mit der
Glucoseoxidase-Peridmethode

Die Abbildung 2 gibt die gefundenen Wertepaare an

200 Patientenproben wieder. Die Berechnung der Korre-.
lation ergibt einen Korrelationskoeffizienten r =

0,9845; die Regressionsgleichung lautet y = 1,065 x -
'4,312; s(xy) = 12,374. Demnach ergibt die Glucose-
oxidase-Peridmethode etwas hohere Werte, als sie mit
der Glucosedehydrogenase-Methode gefunden werden.

Besprechung der Ergebnisse

Die vorliegenden Resultate zeigen, daB es moglich ist,
mit einem hochauflésenden Photometer und sorgfilti-
ger Temperaturkonstanz enzymkinetische Substratbe-
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* stimmungen durchzufiihren, die eine MeBzeit von weni-

gen Sekunden benotigen. Die hier gewihlte Instrumen-
tenkonfiguration ist nicht optimal: Tatsichlich kénnen
nicht 12 Glucosebestimmungen in einef Minute durch-
gefiihrt werden, sondérn die Einzelbestimmung nimmt
15,5 sin Anspruch, so daf nur knapp 4 Resultate pro
Minute moglich sind. Die konstruktiven Gegebenheiten
des LKB-Gerites erlauben es nicht, den Start der Reak-
tion, die Reagenzzufuhr, den Mischvorgang und den
Vorlauf vor der Mefiperiode durchzufithren. Es addieren
sich also 5 s zu 5 s Vorlauf und 5,5 s Startreagenzzu-
fuhr; Mischvorgang und Probenwechsel. Der theore-
tisch mogliche Durchsatz von 12 Meiwerten pro Mi-
nute wird durch die ungiinstigen konstruktiven Gege-
benheiten auf weniger als ein Drittel reduziert. Auch
die geriteinterne Temperierung der Probenmagazine
ist bei der gewihlten Durchlaufzeit bei weitérmn nicht
ausreichend. Der ungiinstige Wirmeiibergang Metall-
Luft-Metall-Luft-Kunststoff-wifirige Losung macht
Aufwirmezeiten von mindestens 15 Minuten notwen-
dig, um von Raumtemperatur auf 35 °C zu kommen.
Darum miissen die vorgefiillten Magazine in einem éx-
ternen Wirmeschrank auf die Solltemperatur vorge-
wirmt werden.

Zur Zeit scheint auf dem Instrumentenmarkt kein
»Schnelles kinetisches Photometer* angeboten zu wer- .
den, das ausreichende optische, elektronische und
thermomechanische Eigenschaften mit hoher funk-
tioneller Flexibilitit verbindet. So lange kein geeigneter
Mefiplatz zur Verfiigung steht, diirfte die Entwicklung
»schneller* kinetischer Methoden, d. h. Messungen im
Bereich von 1—10 Sekunden/Mefansatz stagnieren.

Andererseits wiirden die Moglichkeiten einer ,,Sekun-
denanalytik“ sowohl fiir die methodologische Weiter-
entwicklung, als auch im Hinblick auf die Automation
Aspekte eroffnen, die dem Ubergang von der Milliliter-
zu der Mikroliter-Technik ebenbiirtig wiren.
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