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Porownawcze oznaczenia glukozy metoda heksokinazowa
i jej glukokinazowa modyfikacja

CpaBHMTEIbHbIE ONpPEeAeNeHNs TINI0KO3bI II0 TEKCOKMHAZHOMY METORY
¥ ero rJIKOKMHA30BON Moxudukaumein
N
Comparative Determination of Glucose with the Hexokinase Method and Iis
Glucokinase Modification

Sposréd wielu metod oznaczania glukozy za najbardziej wiarygodng uwaza sie
metode heksokinazowg (5). Polega ona na spektrofotometrycznym pomiarze zredu-
kowanej formy koenzymu NADPH, ktéra powstaje w wyniku utlenienia glukozo-
-6-fosforanu (G-6-P), bedacego produktem fosforylacji glukozy.\ Zaletg tej metody
jest wysoka czutosé i specyficznos$é, wada — wysoka cena zwigzana z uzyciem dwoch
czystych enzyméw: heksokinazy i dehydrogenazy G-6-P oraz odpowiednich koen-
zyméw: ATP i NADP, .

W r. 1974 zwrdécono uwage na mozliwo$é zastgpienia ATP-zaleznej heksokinazy
polifosforanows glukokinazg (6). Enzym ten fosforyluje glukoze wedlug réwnania:

D-glukoza +(P),=D-glukozo-6-fosforan-~P),-4

W niniejszej pracy badano przydatno$é wymienionego enzymu do celéw ana-
litycznych droga poré6wnania wynikéw oznaczen z wynikami metody referencyjnej.

CZESC DOSWIADCZALNA

ODCZYNNIKI SPECJALNE I APARATURA

Heksokinaza drozdzowa, krystaliczna (Sigma, USA). Glukoza — roz-
twor wzorcowy (Lachema, Czechoslowacja). Adenozynotréjfosforan, ATP
(Sigma, USA). Dehydrogenaza G-6-P drozdzowa, krystaliczna (Koch-Light,
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Anglia). Fosforan dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego, NADP (Rea-
nal, Wegry). Tris(hydroxymethylaminomethan) p.a. (Fluka, Szwajcaria).
Polifosforan diugotancuchowy, (P), (BDH, Anglia). Glukokinaza polifosfo-
ranowa (EC 2.7.1.63) — preparat wlasny, otrzymany wedlug procedury
opisanej poprzednio (7), z wyjatkiem ostatniego etapu, ktéry zmieniono
w nastepujacy sposob. Eluat z DEAE-celulozy wzbogacono w biatko przez
dodanie albuminy (1,5 mg/ml) i zageszczono wysalajgc siarczanem amonu
do 75% nasycenia. Osad odwirowano i po rozpuszczeniu go w najmniej-
szej objetosci wody poddano filtracji na kolumnie wypelnionej przez Se-
phadex G-50, stosujagc 10 mM bufor Tris-HCI (pH 7,4) z dodatkiem 5 mM
2-merkaptoetanolu i 1 mM EDTA. Aktywne frakcje stabilizowano przy
uzyciu MgCl, i polifosforanu w ilosciach odpowiednio 5 pmoli i 20 pmoli
P/ml. Koncowy preparat wykazywal aktywnos¢ 15 IU/ml i nie zawieral
Sladow glukozy ani enzymodw interferujacych, jak fosfoglukoizomeraza
i dehydrogenaza 6-fosfoglukonianu. Przechowywany w stanie zamrozenia
pozostawal aktywny w ciggu co najmniej 6 mies.

Spektrofotometer VSU-2G firmy Zeiss (Jena, NRD), kuwety kwarco-
we o grubosci warstwy 10 mm, mikropipety BB (Calbiochem AG, Szwaj-
caria). , '

WARUNKI I PRZEBIEG OZNACZEN

Opierajgc sie o dane literaturowe (2, 3) i badania wtasne (6, 7), opra-
cowano zestawy reakcyjne dla metody heksokinazowej (HK) i jej modyfi-
kacji (GIK). Zestawy te zawieraly wszystkie niezbedne skladniki (tab. 1)
i byly sporzadzane do oznaczen seryjnych kazdorazowo na okres 1 dnia.

Do kuwety o objetosci 2,3 ml odmierzano 1,60 ml odpowiedniej mie-
szaniny, ustalano absorbancje poczatkowa w ciggu 3—5 min. i dodawano
0,05—0,10 ml roztworu glukozy o réznym stezeniu. Przyrost absorbancji
$ledzono w temperaturze pokojowej przy 340 nm w ciggu 5—10 min., tj.
do ustalenia sie rdwnowagi. Stezenie glukozy obliczano na podstawie
wspoélczynnika dla NADPH: 6,2 pmol™ml™!cm~2

Tab. 1. Sktad mieszanin reakcyjnych do oznaczania glukozy
Composition of reaction mixtures for glucose determination

: HK GIK

Sktadnik (ml) (ml)

Bufor Tris-HC1 (0,2 M), pH 8,0 14,0 12,0
MgCl, (0,1 M) 0,7 0,6
NaCl 2 M) — 1,8
NADP (0,01 M) 1,0 1,0
ATP (0,1 M) 0,25 —
Dehydrogenaza G-6-P 0,1 0,1
Heksokinaza 0,1 —

Glukokinaza (z polifosforanem) —_ 1,0
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KALIBRACJA METODY ZMODYFIKOWANEJ

Do czterech probéwek odmierzono wode destylowana w iloSciach: 0,20,
0,50, 0,50 i 0,50 ml. Do probéwki nr 1 dodano 0,80 ml firmowego roztwo-
ru glukozy (500 mg%) i zmieszano, po czym przeniesiono kolejno — mie-
szajagc za kazdym razem — 0,50 ml z probéwki pierwszej do drugiej,
z drugiej do trzeciej i z trzeciej do czwartej, otrzymujgc roztwory pod-
stawowe o malejgcym stezeniu. W czterech innych probéwkach sporza-
dzono 10-krotne rozcienczenia przez zmieszanie 0,10 ml objetoSci poszcze-
gélnych wzorcow z 0,90 ml porcjami wody. Koncowe roztwory o stezeniu
40, 20, 10 i 5 mg% stuzyly do oznaczen kalibracyjnych. Tak przygotowa-
ny zakres wzorcow odpowiadal w danych warunkach optymalnemu za-
kresowi absorbancji 0,000—0,500. Otrzymane wyniki naniesiono na uklad
wspoélrzednych, uzyskujac wykres zgodny z prawem Lamberta-Beera
(ryc. 1). '

Aby okresli¢ dokladnos¢ procedury analitycznej, do 1,60 ml miesza-
niny GIK dodano 0,0555 umola glukozy (50 ul 20 mg% roztworu) i po za-
konczeniu reakcji odezytano AA. Nastepnie dodano ponownie 50 pl tego
samego roztworu glukozy i odczytano kolejny przyrost absorbancji. Po-
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Ryc. 1. Zaleznoéé absorbancji od stezenia glukozy w mieszaninie inkubacyjnej z po-
lifosforanowsa glukokinaza :
Dependence of absorbance on the concentration of glucose in the incubation mixture
with poliphosphate glucokinase
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stepowanie to wykonano 3-krotnie uzyskujac 6 wartosci, ktére po prze-
liczeniu (z uwzglednieniem poprawek na objetos¢) stanowily odzysk glu-
kozy w granicach 99,1—100,9% (x=0,0555 +SD 0,0005).

OZNACZENIA POROWNAWCZE — WYNIKI I WNIOSKI

W tab. 2 zestawiono wyniki oznaczen poréwnawczych. Jak widaé, roz-
nice pomiedzy odpowiadajacymi sobie w poszczegélnych parach odczyta-
mi wahaly si¢ w granicach od —0,005 do -0,008. Statystyczng identycz-
no$¢ wynikéw badano dla préb nr 4 i 5, obliczajagc wedlug Barnetta
(1): $rednie arytmetyczne I, réznice pomiedzy odczytami d, srednie roz-
nice E=EHK-—:EG1K, réznice d—d i ich kwadraty, bledy standardowe rodz-

nic Sqg= (Z_d_'ﬂ i wartosci tp= d ]/n

n—1 Sa
~ Znalezione wartosci t, (odpowiednio 0,88 i 1,09) okazaly sie znacznie
nizsze od krytycznych (wartosci t z tablicy dla f=4 i f=5 przy 5% praw-
dopodobienstwie wynoszg odpowiednio 2,78 i 2,57), a zatem wyniki otrzy-

Tab. 2. Porownanie wynikéw oznaczen roznych prob glukozy metodg heksokinazowa
(HK) i jej modyfikacjg (GIK)
A comparison of determinations of various glucose samples by the hexokinase
method (HK) and by its modification (G1K)

Nr AAgp-cm—1 g
proby HK GIK

1 0,060 0,056 +0,004
2 0,098 0,092 +0,006
0,089 0,090 —0,001
3 0,154 0,153 40,001
0,154 0,148 40,006
0,155 0,156 —0,001
4 0,167 0,170 —0,003
0,170 0,172 —0,002
0,173 0,170 40,003
0,170 0,172 —0,002
0,171 0,170 +0,001
5 0,191 0,185 40,006
0,184 0,187 —0,003
0,187 0,188 —0,001
0,186 0,188 —0,002
0,188 0,186 +0,002
. 0,193 0,185 40,008
6 0,360 - 0,364 —0,004
0,360 0,365 ~-0,005

0,364 0,363 -+0,001
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mane sposobem zmodyfikowanym nie réznig sie istotnie od wynikéw me-
tody referencyjnej.

Zadowalajgce wyniki otrzymano réwniez oznaczajac glukoze w osoczu
krwi czlowieka zdrowego. Elementy komérkowe oddzielono wg Meite-
sa i Saniel-Banreya (4) przez wirowanie z dodatkiem fluorku
sodu (0,50 ml krwi+4,50 ml 1,67% NaF) i w 0,10 ml porcjach superna-
tantu wykdnywano oznaczenia jak poprzednio. Dla dwoch serii analiz
(kazda po 10 préb tej samej krwi), wykonanych metodg heksokinazowg
i jej modyfikacjg znaleziono wartosci Srednie odpowiednio 1008 mg/l
+SD 9,5 (v=0,95%) oraz 998 mg/l £SD 8,5 (v=0,89%).

Caloksztalt opisanych wyzej badan wskazuje, ze polifosforanowa glu-
kokinaza moze by¢ wykorzystana do oznaczania glukozy réwniez dobrze
jak heksokinaza. Dla wybranego zakresu stezen, ktéry odpowiadal opty-
malnemu zakresowi absorbancji, stwierdzono zgodnos¢ wynikéw uzyski-
wanych metodg oryginalng i zmodyfikowana. Wspotczynniki zmiennosci
byly prawie jednakowe i bardzo niskie (ponizej 1%), co $wiadczy o duzej
precyzji oznaczen. Catkowicie zadowalajace byly rowniez wyniki préb od-
zysku glukozy badanej w ilosciach 0,0555—0,1110 pmoli.

Na szczegblng uwage zastuguje mozliwos$¢ uzycia polifosforanowej glu-
kokinazy do analiz ,,prawdziwej” glukozy krwi. Oczywiscie, przed wpro-
wadzeniem tego enzymu jako odczynnika do celow lekarskich konieczne
byloby zbadanie ewentualnego wplywu wielu czesto stosowanych lekow
i innych zwiazkéw mogacych wystepowaé¢ we krwi oséb chorych.
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