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69 Verfahren zur Bestimmung des Glukosegehaltes von nicht-enzymatisch glukosyherten Proteinen und ein

Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens.

@ Der Glukosegehalt von nicht-enzymatisch glukosy-

lierten Proteinen wird bestimmt, indem man die in
Zellen geschlossenen oder wasserunldslichen Proteine mit
einem ionischen oder nicht-ionischen Detergens in Lésung
bringt, die Glukose unter Druck und unter Anwendung
einer mindestens I N Siure in Form von 5-Hydroxyme-
thyl-furfurol abspaltet, das Reaktionsgemisch deproteini-
siert, danach das 5-Hydroxymethyl-furfurol mit einer
organischen Verbindung, welche mit dem Aldehyd ein far-
biges Produkt bildet, kondensiert und schliesslich die Kon-
zentration des erhaltenen Produktes spektrophotometrisch
bestimmt.

Ein Kit zur Durchfithrung des obigen Verfahrens ent-
hdlt Natriumdodecylsulfat, Oxalsiure, Sulfosalicylsdure
und Barbitursidure im Verhiltnis von 0,02:0,90: 2,0 : 0,04,
bezogen auf | Einheit des zu bestimmenden Proteins.
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PATENTANSPRUCHE

I. Verfahren zur Bestimmung des Glukosegehaltes von
nicht-enzymatisch glukosylierten Proteinen, dadurch
gekennzeichnet, dass man die in Zellen geschlossenen oder
wasserldslichen Proteine mit einem ionischen oder nicht-
ionischen Detergens in Losung bringt, die Glukose unter
Druck und unter Anwendung einer mindestens | N Siure in
Form von 5-Hydroxylmethyl-furfurol abspaltet, das Reak-
tionsgemisch deproteinisiert, danach das 3-Hydroxymethyl-
furfurol mit einer organischen Verbindung, welche mit dem
Aldehyd ein farbiges Produkt bildet, kondensiert und
schliesslich die Konzentration des erhaltenen Produktes
spektrophotometrisch bestimmt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Detergens Natriumdodecylsulfat verwendet.

3. Verfahren nach Anspruch | oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die saure Hydrolyse unter einem Druck
von 1,22.10%-2,03-10° Pa - vorteilhaft 1,52- 105-1,72. 105
Pa - mit einer Oxalsdureldsung durchfiihrt.

4. Verfahren nach Anspruch | oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die saure Hydrolyse in Gegenwart eines
Katalysators durchfiihrt.

5. Verfahren nach Anspruch I oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die saure Hydrolyse mit einer Siuremi-
schung durchfiihrt.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch

gekennzeichnet, dass man die Deproteinisierung mit Sulfosa-

licylsdure durchfiihrt.
7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1~4, dadurch
gekennzeichnet, dass man als mit dem Aldehyd ein farbiges

Produkt bildende organische Verbindung Barbitursiure ver-

wendet.
8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,

dass man die spektrophotometrische Bestimmung bei 398 nm

durchfiihrt.
9. Kit zur Durchfithrung des Verfahrens nach einem der

Anspriiche 1-7, dadurch gekennzeichnet, dass das Verhiltnis
von Natriumdodecylsulfat, Oxalsiure, Sulfosalicylsiure und

Barbitursdure 0,02:0,90:2,0:0,04 betrigt, auf | Finheit des zu
bestimmenden Proteins bezogen.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur spektrophotome-

trischen Bestimmung von nicht-enzymatisch glukosylierten
Proteinen und ein Kit zur Durchftihrung dieses Verfahrens.
Proteine kénnen an ihren reaktiven Gruppen (insbeson-

dere an den N-Terminalen Aminogruppen und den e-Amino-

gruppen der Lysin-Seitenkette) aspezifisch in Abhiingigkeit
vom Glukosegehalt des umgebenden Mediums mehr oder
weniger Glukose binden. Dieser, sich in vivo und in vitro
abspielender Vorgang ist deshalb von grosser Wichtigkeit,
weil bestimmte Eigenschaften der glukosylierten Proteine

(z.B. die funktionelle Aktivitit, immunologische charakteri- ss

stische Merkmale und die Stabilitit) andern kdnnen. Die
Wichtigkeit des in vivo Vorganges ist vor allem der im Dia-

betes mellitus entstandenen, erhdhten, nicht-enzymatischen

Glukosylierung zuzuschreiben, welche in der Bildung der

to

Blutzuckerspiegelmessung wird nimlich durch den tigigen
Kohlenhydratverbrauch stark beeinflusst, so dass diese Mes-
sung Gber den Kohlenhydratstoffwechsel des Organismus
keine zuverldssige Informationen gibt. Auch iiber die Lage

5 der dem Versuch vorangehenden Periode werden keine

Angaben geliefert. Als geeignete Kontrollmethode wird seit
einigen Jahren die Bestimmung der Menge des an einer
bestimmten Stelle (N-Terminal der B-Kette) glukosylierten
Himoglobins (Himoglobin Aic; weiterhin HbAuc genannt),

10 d.h. der Menge der schneilen Himoglobinkomponenten

angenommen.

Das HbArc und die anderen glukosylierten Himoglobine
werden im Laufe der postsynthetischen Glukosylierung
gebildet; ihre Menge ist zu dem Glukosegehalt des Blutes )

15 proportional. Diese glukosylierten Himoglobine werden

wahrend der Lebensdauer der Erythrozyten stindig gebildet,
so dass ihre Menge den durchschnittlichen Wert des etwa
dreimonatigen Kohlenhydratstoffwechsels widerspiegelt.
Die letztere Angabe stellt den wichtigsten diagnostischen

20 Wert der Bestimmung dar.

Die obigen Verfahren ruhen vor allem auf der Bestim-
mung der glukosylierten Himoglobinkomponenten, und
zwar der HbAic Komponente und sind zur Bestimmung von
anderen glukosylierten Proteinen ungeeignet (L.A. Trivelli,

3 H.M. Ranny, H.T. Lai: New England Jour. of Med. 1971.

Band 284, Seite 353). Die Mehrheit dieser Methoden fusst auf
der chromatographischen Trennung des glukosylierten
Himoglobins; es wird deshalb nicht die Gesamtmenge der an
Himoglobin gebundenen Glukose, sondern der auf das nur

3 an der N-terminalen Aminogruppe der -Seitenkette glukosy-

lierte Himoglobin (HbAuc) kalibrierte Wert angegeben. Die
im Handelsverkehr befindlichen Reagenskite sind nur zum
obigen speziellen Zweck - d.h. zur Bestimmung von HbAc -
geeignet und sind gegeniiber bestimmten Umgebungsfak-

35 toren (z.B. Temperatur der Laboratorien) sehr empfindlich.

Die von Fliickiger und Winterhalter ausgearbeitete kolori-
metrische Methode [FEBS Letters 71, 356 (1976)] ist im Ver-
gleich zur chromatographischen Methode einfach und zur
Serienmessungen geeignet. Das Wesen dieser Methode

40 besteht darin, dass die an den Aminogruppen der Proteine

durch eine Kondensationsreaktion gebundene und einer
Amadori-Umlagerung untergegangene Glukose unter Ein-
wirkung einer sauren Wirmebehandlung in Form von
5-Hydroxymethylfurfurol abgespaltet wird: dieses Aldehyd

45 wird mit Thiobarbitursiure bestimmt. Die Methode ist in

dieser Form nur zur Bestimmung von zu wasserléslichen
Proteinen gebundener Glukose geeignet. Nach dem
urspriinglichen Verfahren wurde die Bestimmung auf das
Ergebnis der chromatographischen Methode kalibriert und

50 die Methode wurde deshalb ausschliesslich auf die Bestim-

mung von HbAr abgezielt. Es wurde entgegen den obigen
Feststellungen erfindungsgemiss gefunden, dass diese
Methode auch auf in Zellen geschlossene oder wasserunlds-
liche Proteine erweitert werden kann, falls man diese Pro-
teine vorherig mit einem verdiinnten ionischen oder nichtio-
nischen Detergent in Losung bringt. Die obige Erkenntnis
erméglicht die Bestimmung des Glukosegehaltes von
anderen glukosylierten Proteinen ausser dem Hiamoglobin.
Andererseits wird die Auswertung des erf indungsge-

spiteren Komplikationen dieser Krankheit eine wesentliche s missen Verfahrens nicht auf die chromatographische HbAic

Rolle spielt. Die Verfolgung des in vitro Vorganges ist fiir die

Lagerung und Wiederanwendung von verschiedenen Pro-
teinen, insbesondere von Fliissigkeiten biologischen
Ursprungs (z.B. Blut, Milch usw.) wichtig.

Bei der Behandlung von an Diabetes mellitus leidenden

Patienten und bei der Verhiitung der chronischen Komplika-

tionen ist die Kontrolle des Einstellungsgrades des Blut-
zuckerspiegels von grundlegender Wichtigkeit. Die aktueile

Methode riickbezogen, sondern es wird ausschliesslich der
Extinktionskoeffizient des Glukosederivates und das Ver-
hiltnis zwischen der Entstehung und Zersetzung unabhiingig
vom Protein beriicksichtigt. Die Methode wird dadurch auf

¢s alle Proteine erweitert und ist zur Bestimmung der Gesamt-

menge der an Proteinen gebundenen Glukose geeignet,
Ein weiteres neues Merkmal des erfindungsgemissen Ver-
fahrens liegt darin, dass eine héhere Siurekonzentration als



der entsprechende, bei den bekannten Methoden iibliche
Wert von 0,6 M kombiniert mit einer unter Uberdruck
durchgefiihrten Warmebehandlung verwendet wird. Die
saure Hydrolyse kann mit Hilfe einer einzigen Siure oder
mit einem Gemisch von organischen oder anorganischen
Séuren vollzogen werden. Man kann gegebenenfalls in
Gegenwart eines Katalysators arbeiten. Als Siure kann vor-
teithaft Oxalsdure und als Siuregemisch eine Mischung von
Oxalsdure und Essigsdure oder Oxalsiure und Schwefelsdure
Verwendung finden. Als Katalysator kann z.B. HgCL2 einge- 10
setzt werden. Diese Ausfithrungsform des Verfahrens kiirzt
einerseits die Zeitdauer der Bestimmung ab und fiihrt
andererseits zu in simtlichen Fillen gut reproduzierbaren
Ergebnissen.

Es wurde erfindungsgeméss weiterhin gefunden, dass die
bei der Deproteinierung bisher ausschliesslich verwendete
Trichloressigsdure durch Sulfosalicylsdure erfolgreich ersetzt
werden kann. Dieses Reagens ist viel einfacher behandelbar
und bietet deshalb technologische Vorteile.

Es wurde weiterhin gefunden, dass die bei den koloreme-
trischen Bestimmungen bisher ausschliesslich verwendete
Thiobarbitursdure durch siimtliche aromatische Verbin-
dungen ersetzt werden kann, welche mit der Aldehydgruppe
des bei der sauren Zersetzung gebildeten 5-Hydroxymethyl-
furfurols kondensieren und dabei unter Bildung eines ausge- 2s
dehnten Doppelbindungssystems (delokalisierte n-Elek-
trone) ein farbiges Produkt bilden. Die Barbitursiure hat sich
besonders vorteilhaft erwiesen. Es wurde weiterhin
gefunden, dass im Fall der mit Thiobarbitursiure durchge-
fihrten Entwicklung die Genauigkeit der Messung erhdht
werden kann, falls man die Auswertung bei 360 nm durch-
fahrt.

Gegenstand der Erfindung ist also ein Verfahren, welches
zur Serienmessung des gesamten gebundenen Glukosege-
haltes von irgendwelchen nicht-enzymatisch glukosylierten 35
Proteinen geeignet ist. Das Wesen des erfindungsgeméssen
Verfahrens besteht darin, dass man die in Zellen geschlos-
senen oder wasserunldslichen Proteine mit Hilfe eines ioni-
schen oder nichtionischen Detergens in Lésung bringt, die
Glukose aus den geldsten Proteinen durch unter Uberdruck 40
durchgefiihrte saure Hydrolyse in Form von 5-Hydroxy-
methyl-furfurol abspaltet, nach Deproteinierung das
Aldehyd durch Kondensation mit einer geeigneten organi-
schen Verbindung in ein farbiges Produkt iiberfiihrt und
dessen Konzentration spektrophotometrisch bestimmt.

Gegenstand ist weiterhin ein Kit, mit welchem die Serien-
messung stets mit derselben Genauigkeit durchgefiihrt
werden kann.

Die Zusammensetzung des Kits kann variiert werden, weil
derselbe chemische Vorgang mit verschiedenen Reagenzien so
durchgefiihrt werden kann.

Bei unseren Versuchen wurde zuerst der Wirkungsgrad der
Reaktion gepriift; die Behandelbarkeit der verwendeten Rea-
genzien und die Wirtschaftlichkeit des Verfahrens wurden
jedoch ebenfalls beriicksichtigt. Es wurde weiterhin
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gefunden, dass das vorteilhafteste Kit zu einer Bestimmung
als Detergent 2 ml eines 0,1%igen Natriumdodecylsulfats. als
Hydrolysierungsmittel I ml I N Oxalsdure, als Deproteinie-
rungsmittel 1 ml 20%iger Sulfosalicylsiure und als das far-
bige Produkt bildende Verbindung 0,5 m! 0,05 molarer Barbi-
tursdure enthalt,

Die vorteilhafte Zusammensetzung des Reagenzienkits fiir
50 Messungen ist also wie folgt:

100 m1 0,1%iges Natriumdodecylsulfat
50 mi 1 N Oxalsiure

. 50 mi 20%ige Sulfoalicylsdure
25 m1 0,05 molare Barbitursiure.

Im Reagenskit kann die himolysierende Losung anstatt
Natriumdodecylsulfat auch ein anderes Detergens (z.B.
Triton X 100) enthalten. Die Oxalsiure kann durch 2 N
Essigsdure, Schwefelsiure oder eine andere starke Saure
ersetzt werden. Zur Entfernung der Proteine kann auch
Trichloressigsdure dienen. In der Farbreaktion kann anstatt
der Barbitursdure auch Thiobarbitursiure oder eine andere.
mit Hydroxymethylfurfurol ein farbiges Produkt bildende
Verbindung verwendet werden.

Im Reagenskit optimaler Zusammensetzung betriigt das
Verhiltnis der zur Bestimmung der an Protein verkniipfte
Glukose notwendigen Reagenzien wie folgt (auf 1 g Protein
bezogen):

Natriumdodecylsulfat: Oxalsiure, Sulfosalicylsiure: Bar-
bitursiure = 0,02:0,9:2,00:0,04.

Weitere Einzelheiten der vorliegenden Erfindung sind den
nachstehenden Beispielen zu entnehmen, ohne den Schuiz-
umfang auf diese Beispiele einzuschriinken.

Beispiel 1

Bestimmung des Glukosegehaltes von nichtenzymatisch
glukosyliertem Himoglobin

a) 3 ml hepariniertes Blut werden mit 10 m! physiologi-
scher Salzlésung gewaschen, wonach zu | ml gewaschenen
Erythrozyten 2 ml einer 0, 1%igen Natriumdodecylsuifutlo-
sung zugegeben werden. Die Himoglobinkonzentration des
entstandenen Himolysats wird bestimmt ;zu 2 ml davon wird
I mleiner I N Oxalsiureldsung zugegeben und die Mischung
wird bei 112~115°C und unter einem Druck von 1,62 10:Pa
2,5 Stunden lang einer Wiarmebehandlung unterworfen.
Dem Hydrolysat wird 1 ml einer 20%igen Sulfosalicylsiurels-
sung unter starkem Schiitteln tropfenweise zugegeben (Tem-
peratur 40°C). Die entstandene Suspension wird zentrifugiert
und die Lichtabsorption der supernatanten Fliissigkeit bei
398 nm abgelesen (Ei-Wert). Zu 2 ml dieser Fliissigkeit wird
0,5 ml einer 0,05 molaren Barbitursiureldsung zugegeben
und das Gemisch wird bei 40 C° 40 Minuten lang inkubiert.
Die Mischung wird abgekiihlt und die Lichtabsorption
binnen 10 Minuten bei 398 nm gegen eine ohne Hamolysat
hergestellte Blindprobe abgelesen (E:-Wert).

Der Glukosegehalt (G) wird gemiss der folgenden Formel
ausgerechnet:

x 1072 Mol

(F)

(F) = Hamoglobinkonzentration (Mole/1).

Die Konstante enthilt den molaren Extinktionskoeffi-
zienten der Thiobarbitursiure, den Korrektionsfaktor des bei
der sauren Zersetzung stattgefundenen 5-Hydroxymethyl-
furfural-Verlustes und die Verdiinnung,

65

2,40 22(398) = 98 Fi(z0e) = 0220

Glukose/100 ml
Fdmoglobin

Falls man die Himoglobinkonzentration mit der Methode
von Drabkin bestimmt, zu 5 m] Reagens 0,02 ml Héimolysat
zufiigt und die Lichtabsorption bei 540 nm misst (Esw), ist die
Formel wie folgt:
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Esrzaay - 0,8 B - 0,20
G = 4,53 2(598) - 71(398)

(E54o)

Im Falle von Himoglobin betrigt der normale Wert
7,5-12,0 Mole Glukose/100 Mole Hemoglobin.

b) Man verfiihrt wie im Beispiel a) mit dem Unterschied,

Mol Glukose/100 ml
Hémoglobin

dass man zur Bestimmung der Glukose 0,05 molare Thiobar-
bitursdure verwendet und die Reaktion bei 443 nm verfolgt.

Zur Auswertung werden die folgenden Formeln ver-
wendet:

E - 0,8 E - 0,14
G =1,5 2(443) 1© 1 (443) T 1072 Mol -
(7) Glukose/100 ml
Hdmoglobin
E - 0,8 E - 0,14
G =2,8320483) © " A(843) T V7 vy Glukose/100 ml
(E54O) Himoglobin

¢) Man verfihrt wie im Beispiel a), mit dem Unterschied,
dass man die Reaktion bei dem mehr empfindlichen Wert

von 360 nm verfolgt. In diesem Falle werden die folgenden
Formeln verwendet:

-2

E - 0,8 E - 0,14
G. = 1,05 2(250) 1(360)

(¥)

bzw.

x 10 Mol
Glukose/100 Mdile

Hdmoglobin

G =1,9

Mit Riicksicht darauf, dass nach dieser Methode die an
Hiimoglobin gebundene Gesamtglukosemenge bestimmt
wird, ist das erhaltene Ergebnis hoher als der chromatogra-
phisch bestimmte oder darauf riickbezogene, international
arerkannt verwendete HbAi Wert. Der Umrechnungsfaktor
zwischen den beiden Methoden betrigt G/HbAr: = 1,8.

Beispiel 2

Bestimmung von nicht-enzymatisch glukosylierten Pro-
teinen des Erythrozytenmembrans

a) 10 ml heparinisiertes Blut werden dreimal mit je 50 ml
einer physiologischen Salzldsung gewaschen, wonach der
Niederschlag mit einem achtfachen Volumen einer eiskalten
Himolyiserungsiésung geschiittelt und 5 Minuten lang ste-
hengelassen wird. Die Suspension wird zentrifugiert, die
supernatante Fliissigkeit dekantiert und die zuriickgeblie-
bene Membranfraktion viermal gewaschen. Die Himolysie-
rungs- und Waschl6sungen werden auf die in J. Physiol. 235,

G = 2,40 E2(598) - 0,8 El(598) - 0,20

. Ea(260) = 08 By 350) - 0,14

Mol Glukose/100 Male
H&moglobin

551 (1973) beschriebene Weise hergestellt. Der Proteingehalt
des so erhaltenen himoglobinfreien Membrans wird
bestimmt und die Konzentration der Membransuspension
auf einen, 2,5 mg/ml Protein entsprechenden Wert einge-
stellt. Danach werden zu 2,5 ml Membranfraktion 2 ml
0.1%iges Natriumdodecylsulfat und I ml | N Oxalsiure zuge-
geben und das Gemisch wird bei 112-115°C unter Druck 2.5
Stunden lang einer Wiarmebehandlung unterworfen. Dem
Hydrolysat wird 1 ml einer 20%igen Sulfosalicylsdurelsung
zugegeben (Temperatur 40°C). Die entstandene Suspension
wird zentrifugiert, die Lichtabsorption der supernatanten
FliisSigkeit bei 398 nm abgelesen (Ei-Wert). Zu 2 ml davon
werden 0,5 ml einer 0,05 molaren Barbitursiureldsung zuge-
geben und die Mischung wird bei 40°C 40 Minuten lang
inkubiert. Das Gemisch wird abgekiihlt und die Lichtabsorp-
tion bei 398 nm gegen eine ohne Membranfraktion herge-
stellte Blindprobe innerhalb von 10 Minuten abgelesen
(E>-Wert). Der Glukosegehalt (G) wird mit Hilfe der fol-
genden Formel ausgerechnet:

-2

(F)

(F) i§t die Konzentration des Membranproteins (in mg/
n}l). Die Kons;ame enthilt den molaren Extinktionskoeffi-
zient des Barbitursiurederivates, den Korrektionsfaktor des

bei der sauren Zersetzung stattgefundenen 5-Hydroxymethyl-
furfurol-Verlustes und auch die Verdiinnung.

x 10 Mol

Glukose/100 mg
Protein

b) Die Vorbereitung des Proteins und die Glukosebestim-
mung wird auf die im Paragraph a) beschriebene Weise
durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dass zur Bestimmung
des Zuckerderivates 0,5 ml einer 0,05 molaren Thiobarbitur-

sdureldsung verwendet wird. Die Reaktion wird bei 360 bzw.
443 m verfolgt. .



Zur Auswertung der Messung werden in Abhingigkeit von

5 663004

der Wellenlinge die folgenden Formeln verwendet:

E - 0,5 E - 0,14
G = 1,05 203600 — 77 1(360) T 1T 152 yot GlikeesA00
(F) Protein
bzw.
B - 0,5 E - 0,14
G = 1,50 203 T 77 A3 T T 1672 u Glukese/100 e
(F) Protein
Beispiel 3 Das Plasma wird aus Blut durch Zentrifugieren getrennt.

Bestimmung der Glukosylierung von Plasmaproteinen

Das Plasma wird aus dem Blut getrennt. Der Proteingehalt
von Blutplasma wird bestimmt und die Proteinkonzentration
auf 10 mg/ml eingestellt. Zu 2 ml wird I ml 1 N Oxalsdurelo-
sung zugegeben und die Mischung bei 112-115°C unter
Druck 2,5 Stunden lang einer Warmebehandlung unter-
worfen. Dem Hydrolysat wird 1 ml einer 0,6 molaren wiss-
rigen Trichloressigsdureldsung tropfenweise zugegeben, die
entstandene Suspension wird zentrifugiert und die Lichtab-
sorption der supernatanten Fliissigkeit bei 398 nm abgelesen
(Ei-Wert). Zu 2 ml davon wird 0,5 ml einer 0,05 molaren Bar-
bitursdureldsung zugegeben und das Gemisch bei 40°C 40
Minuten lang inkubiert. Das Gemisch wird abgekiihlt und
die Lichtabsorption binnen 10 Minuten bei 398 gegen eine
ohne Plasmaprotein hergestellte Blindprobe abgelesen
(E:-Wert).

Der Glukosegehalt (G) wird auf die im Beispiel 1a)
beschriebene Weise ausgerechnet.

Auch bei der Messung von Plasmaproteinen kann zur
Bestimmung des abgespalteten Glukosederivates die Thio-
barbitursdurereaktion Verwendung finden. In diesem Falle
werden zu 2 ml der supernatanten Fliissigkeit 0,5 ml einer
0,05 molaren Thiobarbitursdureldsung zugegeben. Zur Aus-
wertung werden die Extinktionswerte bei 443 nm abgelesen
und die obigen Formeln verwendet.

Beispiel 4 .
Bestimmung des Glukosegehaltes von nichtenzymatisch
glukosyliertem Albumin

6 - 2,60 22(308) = %8 By(s08) - 0,2

Der pH-Wert des Plasmas wird mit einer 2 molaren Salzsiu-
relosung auf 6,9 eingestellt. Der Mischung werden unter
Riihren 15% Polyithylenglykol in Form einer 50%igen wiiss-
20 rigen Losung tropfenweise zugegeben. Die erhaltene Suspen-
sion wird 20 Minuten lang geriihrt, zentrifugiert und der
pH-Wert der supernatanten Lésung wird auf 4,6 eingestellt.
Nach Zugabe von 9% festem Polyithylenglykol innerhalb
einer Stunde wird das Gemisch weitere 30 Minuten lang
25 gerithrt. Der Niederschlag wird durch Zentrifugieren ent-
fernt und in einem Tropfen destillierten Wassers geldst. Die
Losung wird auf eine, mit Acetatpuffer (pH 5,2) in Aequili-
brum gebrachte QAE-Sephadex-Siule (20 X 1,6 cm) aufge-
bracht. Das Polyithylenglykol wird durch Waschen entfernt
3 und das Albumin mit einem Acetatpuffer (pH 4,8) eluiert.
Der Glukosegehalt der Albuminlésung wird bestimmt und
zu 2 ml davon wird 1 ml einer 1 N Oxalsdurelsung gegeben.
Das Gemisch wird bei 112-115°C unter Druck 2,5 Stunden
lang einer Warmebehandlung unterworfen. Dem Hydrolysat
3s wird 1 ml einer 20%igen Sulfosalicylsiiureldsung (Tempe-
ratur 40°C) zugefiigt, die erhaltene Suspension wird zentrifu-
giert und die Lichtabsorption der supernatanten Fliissigkeit
bei 398 nm abgelesen (Ei-Wert). Zu 2 ml davon wird 0,5 ml
einer 0,05 molaren Barbitursdureldsung zugegeben und die
4 Mischung wird bei 40°C 40 Minuten lang inkubiert. Das
Gemisch wird gekithlt und die Lichtabsorption bei 398 nm
innerhalb von 10 Minuten gegen eine ohne Albumin herge-
stellte Blindprobe abgelesen (E>-Wert).
Der Glukosegehalt (G) wird gemiss der folgenden Formel
45 ausgerechnet:

X lO"2

(&)

(A) = Albuminkonzentration in mg/ml.

Die Konstante enthilt den molaren Extinktionskoeffi-
zienten des Barbitursidurederivates, den Korrektionsfaktor
des bei der sauren Zersetzung stattgefundenen 5-Hydroxy-
methyl-furfurol-Verlustes und auch die Verdlinnung.

Beispiel 5

Bestimmung der Glukosylierung von Immunoglobulinen

Aus gerinnungsgehemmten Blut wird das Plasma abge-
trennt. Die Immunoglobuline werden nach Ausfillung mit
Rivanol durch Chromatographie an QAE-Sephadex gerei-
nigt,

Zu 2 ml einer 5%igen Immunoglobulinldsung wird 1 ml

Mol
Glukose/100 mg
Albumin

ss einer Sduremischung zugegeben (1 N Oxalsiure + 1 N Essig-
siiure, oder 1 N Oxalsdure + 1 N Schwefelsiure). Die Hydro-
lyse wird bei 100°C eine Stunde lang durchgefiihrt und das
Protein durch Zugabe von | ml 0,6 molarer Sulfosalicylsdure
ausgefillt. Der entstandene Niederschlag wird bei 1500

6 Umdrehungen per Minute zentrifugiert und zu 2 mi der
supernatanten Fliissigkeit wird 0,5 m! einer 0,054 molaren
Rezorcin, 2 X 10-3 molaren CuSOs L3sung zugegeben. [Vor
Zugabe der Reagenzien wird die Lichtabsorption der super-
natanten Fliissigkeit bei 405 nm bestimmt (Ei-Wert)]. Das

65 Reaktionsgemisch wird 15 Minuten lang bei 100°C erhitzt.
Nach Abkithlen wird die Lichtabsorption bei 405 nm wieder
abgelesen (E:-Wert).

Glukosegehalt (G) = 37,6 (Ez-E1-0,1) Mol/100 Mole
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Beispiel 6 Das Protein wird mit 1 ml einer 20%igen Sulfosalicylsdureis-

Bestimmung der Glukosylierung von Himoglobin sung ausgefillt und durch Zentrifugieren entfernt. Die Licht-

Zu 1 ml von mit einer physiologischen Salzlosung gewa- absorption der supernatanten Fliissigkeit wird bei 442 nm
schenen Erythrozyten werden 2 mi einer ,1%igen Natrium-  bestimmt (E1). Zu 2 ml davon wird 0,5 ml einer 0,05 molaren
dodecyisulfatldsung zugegeben. Die Konzentration des 5 Thiobarbitursdurelésung zugegeben. Die Mischung wird bei
Hamolysats wird bestimmt (Hb). Zu 2 ml davon wird 1 ml 40°C 40 Minuten lang inkubiert und die Lichtabsorption
einer 1 N Oxalsdure ~ 10 molaren HgCl: Lésung zugefiigt erneut bestimmt (E-Wert).
und die Mischung wird eine Stunde lang bei 100°C erhitzt.

E,-E, x 0,8-0,1
¢ -—2-1 x 1072 Mol /100 Mole
Hb (Mole/1)

Beispiel 7 15

Schnellverfahren zur Bestimmung des Glukosegehaltes Proteingehalt der Lésung wird mit 1 ml1 0,6 molarer Sulfosali-
von nicht-enzymatisch glikosyliertem Hamoglobin bei nied- cylsiure ausgefillt, und der gebildete Niederschlag durch
riger Temperatur 10-minutiges Zentrifugieren bei 1500 Umdrehungen per

Mit Heparin gerinnungsgehemmtes Blut wird mit einer Minute entfernt. Die Lichtabsorption der klaren superna-
physiologischen Salzldsung so lange gewaschen bis die super- 20 tanten Fliissigkeit wird bei 443 nm bestimmt (E--Wert). Zu
natante Fliissigkeit proteinfrei wird. 1 ml von gewaschenen 2 ml der Lésung wird 0,5 ml einer 0,05 molaren Thiobarbitur-

Erythrozyten werden mit 2 ml einer 0, 1%jigen Natriumdode- sdureldsung zugegeben. Die Losung wird 40 Minuten lang
cylsulfatiosung zweimal gefroren und auftauen gelassen. Die  bei 40°C stehengelassen. Nach Abkiihlung wird die Lichtab-

Konzentration der entstandenen Hamoglobinldsung wird sorption innerhalb von 10 Minuten bei 443 nm erneut
bestimmt, zu 2 ml dieser Losung werden 1 ml 0,3 N Schwefel- 25 bestimmt (E2-Wert).
sdure und 0,1 ml 10~ M HgCl: Lsung zugefiigt und das Der Glukosegehalt (G) wird gemiiss der folgenden Formel

Gemisch wird 30 Minuten lang bei 40°C stehengelassen. Der  ausgerechnet:

E2 - Ele,B - 0,06 -2
G =1,38 - 10 = Mol Glukose/1C0 Mole Hb
Ho (Mole/1)
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