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Bei Untersuchungen des Fruktose-Metabolismus mit 14C-markierter 
Fruktose ist, da 14C-Fruktose im KSrper schnell in 14C-Glukose umgewan-  
delt wird, eine isolierte Messung yon ~4C-Fruktose und 14C-Glukose im 
Serum erforderlich. Glukose und Fruktose lassen sich einfach yon ihren 
anionischen Stoffwechselmetaboli ten (4), aber bei begrenzter  spezifischer 
Aktivit~t weder  chemisch noch chromatographisch in ausreichender 
Menge voneinander  trennen. Wir haben daher in Anlehnung  an eine von 
Costel lo  u. 1YIitarb. (2) beschriebene enzymatische Best immung yon 1-~4C- 
Glukose eine entsprechende 1Y[ethode zur Best immung yon 1-~4C-Fruktose 
entwickelt. 1-~4C-Glukose und 1-14C-Fruktose kSnnen dabei in einem 
Arbeitsgang nebeneinander isoliert erfal3t werden. Prinzip ist die Um- 
wandlung yon 1-t 'C-Fruktose in 1-~4C-Glukose mit Phosphoglukoseiso- 
merase (EC 5.3.1.9) und anschlie6ende Umwandlung  der gebildeten 1-14C- 
Glukose in Ribulose-5-Phosphat und ~4CO2. Mel]grSl3e ist der Aktivit~its- 
abfall nach Entfernung der gebildeten 14CO2. 

Material und Methoden 
Reagenzien 

Die verwendeten Reagenzien waren yon analytischer Reinheit. Enzyme und 
Co-Enzyme wurden yon der Firma Boehringer, Mannheim/Deutschland, bezogen: 

1. Puffer-Reagenzien und Co-Enzyme: 
Trifithanolarnin-HC1 (TRA) Puffer 0,9 tool/l, pH 7,4, MgCl2-6H~O 0,2 tool/l, 
ATP 0,160 mo]/1, NADP 0,120 tool/l, ge]~st jeweils in TRA-Puffer; HCL 
1 tool/1. 

2. Enzyme: 
Enzymgemisch yon Hexokinase (HK) (EC 2.7.1.1) hochgereinigt, 140 IU/mg 
entsprechend I0 mg/ml und Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) 
(EC 1.1.1.49), 140 IU/mg entsprechend 1 mg/ml im Verh~ltnis 2 :1  (voUvol). 
6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase (6PG-DH) (EC 1.1.1.44) 12 IU/mg ent- 
sprechend 10 mg/ml; Phosphoglukoseisomerase (PGI) (EC 5.3.1.9) 350 IU/mg 
entsprechend 2 mg/ml. 

3.14C-markierte Substanzen (Radiochemical Center Amersham/England, fiber 
Firma Buchler, Braunschweig/Deutschland) 1-14C-Glukose 50 mCi/mmol, 
1-14C-Fruktose 60 mCi/mmol. 

4. Szintillator: Unisolve 1 (W. Zinsser, Frankfurt/Deutschland). 
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Tab. 1. Vorgehen: Enzymat ische 1-14C-Fruktose - und -Glukose.Bestimmung. 

Reagenzien Kontrol l-  Inkubat ions-  Inkubat ions-  
zi~hlrShrchen I z~hlrShrchen I I  z~hlrShrchen I I I  

(1-14C-Glukose- (1-14C-Fruktose- 
Bestimmung) Bestimmung) 

Reaktionsgemisch : 
T R A  
MgCla 
ATP 
N A D P  
Radioakt ivos  Material 
Enzyme:  
H K / G 6 P - D H  
6PG-DH 
P G I  

HC1 

Aqua  detain. 
Unisolve 

0,6 0,6 0,6 
0,05 0,05 0,05 
- 0,1 0,1 
- 0,2 0,2 
1,0 1,0 1,0 

- 0,02 0,02 
- 0 , 0 2  0 , 0 2  

- - 0 , 0 2  

Inkuba t ion :  6 h, 
20~ Schii t teln 
0,5 0,5 0,5 
l~COs-Diffusion: 1 h Sehfitteln 
3,0 3,0 3,0 
9,0 9,0 9,0 
Radioakt iv i t~ ts -  
messung 

Vorgehen 
Alle  Best immungen erfolgten in Z~hlrShrchen, wie sie ftir  die Fl t iss igkei ts-  

szint i l la t ionsmessung tiblich sind. Ft ir  jede  Analyse  waren  3 Ans~itze (I ---- Aus-  
gangsaktivi t~t ,  I I  = l~C-Glukose-Aktivit~it,  I I I  ----- ~4C-Fruktose-Aktivitfit) e r -  
forderlich. Der Leerwer t  (Gesamtaktivit~t)  enthiel t  keine Enzyme und Co-En- 
zyme, die beiden Haup twer te  unterschieden sich durch die Zugabe von P G I  ftir  
die F ruk tose -Bes t immung  (s. Tab. 1). Nach 6 Stunden Inkuba t ion  wurde  die 
Reakt ion  durch Zugabe yon HCl unterbrochen,  die s ~CO2 durch 
anschlieBendes Schti t teln entfernt .  Die Ermi t t lung  der  Radioaktivit~it  erfolgte 
nach Zugabe yon Szint i l la tor  im Fliissigkeitsszintillationsz~ihlger~t. 

Berechnung 
Die Aktiviti~t tier ira Ansatz  enthal tenen 14C-Glukose ergab sich aus der  

Differenz der  Zlihlraten I - I I ,  die ffir 14C-Fruktose aus der  Differenz I I - I I I .  

E r g e b n i s s e  

V o r v e r s u c h e  

I n  V o r v e r s u c h e n  w u r d e n  zun~chs t  E n z y m k o n z e n t r a t i o n  u n d  I n k u b a -  
t i onsze i t  f i i r  e ine  S u b s t r a t -  u n d  A k t i v i t ~ t s k o n z e n t r a t i o n  e r m i t t e l t ,  w i e  sie 
nach  I n f u s i o n  i i b l i che r  M e n g e n  (0,75 g /kg /h ,  20 pCi)  im S e r u m  zu e r w a r -  
t en  w a r e n .  Be i  e i n e r  V e r d o p p e l u n g  d e r  von  Coste l lo  u. M i t a r b .  (2) a n g e -  
g e b e n e n  E n z y m k o n z e n t r a t i o n  e r w i e s  sich e ine  I n k u b a t i o n s d a u e r  y o n  
6 S t u n d e n  aus re i chend ,  l ~ n g e r e  I n k u b a t i o n s z e i t e n  bis  zu  24 S t u n d e n  
e r b r a c h t e n  k e i n  b e s s e r e s  E rgebn i s .  D ie  14CO~-Freisetzung w a r  sp~ te s t ens  
n a c h  e i n e r  S t u n d e  vo l l s t~nd ig .  D a  e ine  H e m m u n g  d e r  P G I  d u r c h  das  
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Abb. 1. 1-14C-Fruktose-Abbau durch Phosphoglukoseisomerase-Verunreinigung 
yon normaler (ausgeftiLlter Punkt) und hochgereinigter (offener Punkt) Hexo- 

kinase (2,2 IU) bei steigenden Fruktose-Konzentrationen im Ansatz. 
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Abb. 2. Abbau von 1-z4C-G1ukose (geschlossener Punkt) oder 1-~*C-Fruktose 
(oftener Punkt) bel steigender Konzentrat ion yon Glukose oder Fruktose 

im w~il3rlgen Reaktionsansatz. 
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w~hrend der  Reakt ion gebildetes Glukonat -6-phosphat  (3) in unserem An- 
satz nicht  fes ts te l lbar  war,  konnten  alle Ans~tze, wie in Tabelle 1 angege-  
ben, in einem Inkubationsgef~13 und bei s imul taner  Zugabe  yon allen 
Enzymen  und Co-Enzymen erfolgen. Nachdem sich gezeigt hatte,  daft die 
bis vor  kurzem handelstibliche Hexokinase  (PGI 0,1 ~ zu e inem st6ren-  
den F ruk tose -Abbau  yon 18 bis 40 % ftihrt, w a r  allerdings die Verwen-  
dung einer hochgereinigten H K  mi t  einer PGI -Verunre in igung  yon weni-  
ger  als 0,003 ~ erforder l ich (s. Abb. 1). 

Bes t immung  yon 1-14C-Glukose 

Allein eingesetzte Glukose wurde  in einer  Konzent ra t ion  bis 11,11 ~mol/  
Ansatz zu 98 % abgebaut  (s. Abb. 2). 

Bes t immung  yon 1-14C-Fruktose 

Die Ergebnisse  des Abbaus  aus allein eingesetzter  und  zu 1-14C-Glu - 
kose isomeris ier ter  1-14C-Fruktose wa ren  mi t  denen der  Glukosebes t im-  
mung  prakt isch identisch (s. Abb. 2). 

Gteichzeit ige 1-14C-Fruktose- und I - '4C-Glukosebes t immung 

In  Gegenwar t  m a r k i e r t e r  Fruk tose  wurde  auch bei Verwendung  der  
hochgereinigten HK, bezogen auf die Fruktose-Gesamtaktivi t~i t ,  u m  2 ~ 
(3 pmol  Fruktose  im Ansatz) bis zu 20 ~ (keine unmark i e r t e  Fruk tose  im 
Ansatz) zu hohe 14C'Glukose-Aktivit~it er rechnet  (s. Abb. 1). 

Entsprechend dem Fehler,  der  aus der  PGI -Verunre in igung  der  H K  
ftir die Glukosebes t immung result ierte,  e rgaben sich ftir die 14C-Fruktose- 
Bes t immung  in Gegenwar t  yon Fruktosekonzent ra t ionen,  wie sie beim 
Menschen im Se rum w~ihrend Fruktose infus ionen zu e rwar t en  sind, eine 
um 2 % zu niedrige und bei Fehlen chemisch nachweisbare r  Fruktose  im 
Ansatz  eine bis 20 % zu geringe Wiederf indung (s. Abb. 1). 

Bei Zugabe yon def inier ten 1-14C-Fruktose - und Glukose-Aktivit~iten 
im w~13rigen ~r Se rum und Urin  (Doppelanstitze) mi t  n iedr igem und 
hohem Fruktose /GIukose-Geha l t  be t rug  die Wiederf indung der  eingesetz- 
ten Gesamtakt iv i t~ t  97,4 _+ 0,14 % (s. Tab. 2). 

Aus 10 Doppe lbes t immungen  errechnete  sich ein Variat ionskoeffizient  
yon  0,2 ~ 

Tab. 2. Wiederfindung yon 1-14C-Fruktosa und -Glukoso bei a) niedrigem (0,3 pmol 
Fruktose; 1,0 #tool Glukose) und b) hohem (3,0 ~mol Fruktose; 6,0 ~mol Glukose) 

Hexosengehalt in 1,0 ml w/il3rlgem Milieu, Serum und Urin. 

1-1~C-Fruktose 1-1~C-Glukose Gesamt- 
ak~ivi~/s 

dpm vor Inkubation 
a) dpm nach Inkubation 

Wiederfindung (%) 
b) dpm nach Inkubation 

Wiederfindung (~ 

3963 46 985 51000 
3564 46 376 49 670 

90 99 97 
3762 46 040 49 432 

95 98 97 
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Abb. 3. Verhalten von 1-t4C-Fruktose und -Glukose (dpm/ml//~Ci)im Serum von 
4 Normalpersonen w~hrend 4stiindiger Infusion yon 1-*~C-Fruktose. 

Diskussion 

Die yon CosteIlo u. Mitarb. (2) beschriebene 1~Iethode erlaubt  Bestim- 
mungen yon 1-1~C-Glukose bis zu einer Konzentrat ion yon 300 dpm im 
Ansatz bzw. in 0,1 ml Serum bei einer Glukosekonzentrat ion yon 0,41 #mol. 
Ffir Untersuchungen am Menschen mit  begrenzter  Radioaktivit~tsappli- 
kation und erhShten Glukosewerten im Serum war  sie damit  nicht aus- 
reichend empfindlich. Durch Verdoppelung der Enzymkonzentra t ion 
konnte ein vollst~ndiger Abbau bis zu 11 F~mol Glukose/Ansatz innerhalb 
yon 6 Stunden erreicht werden. Die gleichzeitige Best immung yon 
1J4C-Fruktose beruht  auf dem ffir die enzymati~che Fruktosebest immung 
bekannten Prinzip (1) der Umwandlung yon Fruktose in Glukose durch 
Phosphoglukoseisomerase und Berechnung der Fruktosekonzentrat ion aus 
einer Differenz. Auch bei Verwendung hochgereinigter  Hexokinase war  
in Abh~ngigkeit  v o n d e r  spezifischen Aktivitw der im Testansatz vor-  
hanclenen Fruktose ein unerwiinschter  Fruktoseabbau yon 2 bis 20 % fest- 
zustelIen. Eine vollst~ndige und  isolierte Hemmung  der in der Hexoki-  
nase enthaltenen PGI, etwa mit Glukonat-6-Phosphat  (3), liel] sich nicht 
erreichen. Bei hoher spezifischer Aktivitfit yon Fruktose im Testansatz 
empfiehlt sich daher eine Korrek tur  der fiir 1-14C-Glukose und 1-14C - 
Fruktose ermittelten Werte. Bei den wesentlich niedrigeren spezifischen 
Aktivit~ten, wie sie unter  Fruktoseinfusionen am Menschen zu erwarten 
sind, ist der Fehler mit 2 ~ bezogen auf die Gesamtfruktoseaktivit~t,  zu 
tolerieren. 
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I n  d e r  A b b i l d u n g  3 i s t  a l s  B e i s p i e l  das  V e r h a l t e n  v o n  1 - 1 4 C - F r u k t o s e  
u n d  1 -1~C-Glukose  i m  S e r u m  b e i  4 N o r m a l p e r s o n e n  u n t e r  e i n e r  I n f u s i o n  
y o n  1 - 1 4 C - F r u k t o s e  d a r g e s t e l l t .  

Zusammen]assung 

Besch r i eben  w i r d  e ine  n e u e  enzyma t i s che  Methode  zu r  g le ichze i t igen  Rad io -  
a k t i v i t ~ t s b e s t i m m u n g  v o n  1-14C-Glukose und  1-14C-Fruktose. P r inz ip  ist  die 
U m w a n d l u n g  von  1 - ~ C - F r u k t o s e  in 1-~4C-Glukose m i t  Phosphoglukose i so-  
m e r a s e  (EC 5.3.1.9) und  anschl ieBende  U m w a n d l u n g  der  geb i lde ten  1- '4C-Glu - 
kose  in R ibu lose -5 -phospha t  u n d  14CO~. Das V e r f a h r e n  ist  spezifisch, gut  re -  
p roduz i e rba r  u n d  e rg ib t  W i e d e r f i n d u n g s r a t e n  in w~illrigen und  b io logischen 
Fl t i ss igkei ten  yon 97 % bis zu Glukose -  und  F r u k t o s e - K o n z e n t r a t i o n e n  von  
11 retool/1. 

SulltIllary 

A n e w  e n z y m a t i c  m e t h o d  for  s imu l t aneous  es t ima t ion  of  r ad ioac t iv i t y  of 
1-14C-glucose and  1-14C-fructose is descr ibed.  I t  is based  on the  i somer i sa t ion  
of 1-14C-fructose to 1- '~C-glucose by phosphog lucose i somerase  (EC 5.3.1.9) 
and  on its enzyma t i c  r e m o v a l  as r i bu lo se -5 -phospha t e  and 14CO2. The  
m e t h o d  is specific,  reproducib le ,  and g ives  ove r  97 % recover ies  of g lucose  and 
f ruc tose  concen t ra t ions  up to i i  mmol/1 in aquos  and  biological  solutions.  
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