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Overzichten

De waarde van 1,5-anhydro-D-glucitol als maat voor glucoseregulatie bij patiénten
met diabetes mellitus: overzicht van de literatuur en eigen ervaringen

G.J. van der BEN!? | D.W. SWINKELS!, S.M. KLAVER!, J.A. LUTTERMAN? en C.J. TACK?

Regelmatige controle van de gemiddelde glucosere-
gulatie vormt een essentieel onderdeel van de heden-
daagse diabeteszorg. Voor de beoordeling van deze
langetermijn-metabole regulering bij diabetes melli-
tus bestaan verschillende methoden waarvan de me-
ting van het glycohemoglobine (glyHb), verreweg het
belangrijkste is. Daarnaast bestaan er alternatieve
methoden, die eveneens berusten op glycering, maar
die minder goed gevalideerd en betrouwbaar zijn. In
de literatuur is melding gemaakt van bepaling van
1,5-anhydro-D-glucitol (1,5-AG) in het plasma als
maat voor de glucoseregulatie gedurende de vooraf-
gaande dagen tot weken. Deze waarde zou onafhan-
kelijk zijn van glycering. Bovendien zouden de korte-
termijn-glucosefluctuaties beter worden weergegeven.
In dit overzicht worden eerst de gegevens die over
1,5-AG bekend zijn samengevat. Vervolgens wordt ei-
gen onderzoek gepresenteerd. In dit onderzoek werd
getracht een methode voor de bepaling van 1,5-AG
op te zetten. Bovendien werd nagegaan of er een
correlatie bestond tussen het 1,5-AG gehalte en de
glucosefluctuaties gemeten bij patiénten met type I
diabetes mellitus. Bij het opzetten van een volledig
enzymatische methode traden een aantal technische
problemen op, waardoor het onmogelijk bleek om
uitspraken te doen over bovengenoemde correlaties.
Onze conclusie is dat er naast technische problemen
ook problemen zijn bij de juiste interpretatie van 1,5-
AG-concentraties. Deze maken dat deze bepaling in
onze handen op dit moment nog niet geschikt wordt
geacht om Kklinisch te worden toegepast.

Trefwoorden: diabetes mellitus; 1,5-anhydro-D-gluci-
tol; glucoseregulatie; glucosefluctuatie; PROD-enzym

Bij de behandeling en begeleiding van patiénten met
diabetes mellitus speelt een regelmatige controle van
de gemiddelde glucoseregulatie een belangrijke rol.
De kans op het ontwikkelen van complicaties en wel-
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licht ook de levensverwachting bij deze patiénten
wordt voor een belangrijke deel bepaald door de kwa-
liteit van de glucoseregulatie. Op dit moment wordt
vrijwel uitsluitend gebruik gemaakt van de meting
van het glycohemoglobine (glyHb). Deze bepaling
wordt beschouwd als de gouden standaard (1).

Een alternatief voor de bepaling van de glucoseregu-
latie vormt de meting van de plasma fructosamine-
concentratie. Hoewel de bepalingsmethode volstrekt
verschilt van die van het glyHb is ook de fructosamine-
concentratie een weerspiegeling van glycering van ei-
witten. Verder zijn er belangrijke bepalingstechnische
nadelen aan de bepaling van fructosamine verbonden.
Enkele jaren geleden is melding gemaakt van de
plasma 1,5-anhydro-D-glucitol-concentratie (1,5-AG-
concentratie) als maat voor de glucoseregulatie bij
patiénten met diabetes mellitus (7,9,10,11,16,21).
Deze bepaling zou onafhankelijk van glycering zijn.
In dit artikel zal worden ingegaan op het 1,5-AG. Er
zal een overzicht worden gegeven van de literatuur-
gegevens en tevens zullen onze eigen ervaringen met
betrekking tot de bepaling van 1,5-AG worden be-
sproken.

Methoden voor bepaling van glucoseregulatie

Glycohemoglobine (glyHb)

Het glyHb is dat deel van het hemoglobine dat een
niet-enzymatische reactie met glucose heeft onder-
gaan (geglyceerd is) en wordt uitgedrukt in procenten
van het totaal. Er zijn verschillende methoden voor de
bepaling, waarvan de ‘high pressure liquid chromato-
graphy’(HPLC)-methode het meest gebruikt wordt.
Het glyHb weerspiegelt de gemiddelde glucoseregu-
latie over een tijdsbestek van ongeveer 7-8 weken
(1,2). Deze glycering is hoofdzakelijk athankelijk van
het gemiddelde glucosegehalte van het bloed.

In incidentele gevallen bestaat er echter een dis-
crepantie tussen de gemeten bloedglucosewaarden en
het glyHb (3,4). Dit is bijvoorbeeld beschreven tij-
dens hemolyse, hemoglobinopathieén, carbamylering
(ureum) en gebruik van bepaalde medicijnen (5,6).
Soms kan meting van de fructosamineconcentratie
dan enige aanvullende informatie verschaffen (3).

Fructosamine

De fructosamineconcentratie wordt bepaald door de
hoeveelheid ketoaminen (de glyceringsproducten) in
plasma of serum en wordt uitgedrukt in mmol/l. Bij
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de bepaling wordt gebruik gemaakt van de eigen-
schappen van ketoaminen om als reducerende stof te
werken in alkalische oplossingen. Deze bepaling
weerspiegelt de gemiddelde glycemie over een pe-
riode van ongeveer 2-3 weken (1,7). De test is simpel,
snel uitvoerbaar, goedkoop en goed reproduceerbaar.
De specificiteit van de bepaling is echter een belang-
rijk punt van zorg (1,3). Er bestaat een matige cor-
relatie met het HbA.-percentage en de uitkomst is
afthankelijk van korte-termijnfluctuaties van serum-
eiwitten (3). Bovendien is het spreidingsgebied van
de fructosaminewaarden bij patiénten met diabetes
mellitus kleiner dan dat van de HbA .-waarden. Deze
bepaling wordt dan ook nog maar in enkele labora-
toria uitgevoerd, mede vanwege de moeilijke stan-
daardisatie.

1,5-Anhydro-D-glucitol

Het 1,5-AG is een suikeralcohol met een pyranose-
structuur en vormt een van de voornaamste polyolen
in de humane liquor cerebrospinalis en in het serum
(8). De bepaling gaat meestal volledig enzymatisch
(zie verder). Deze bepaling zou een weergave vormen
van de glucoseregulatie gedurende de voorafgaande
1-2 dagen tot 2 weken (7,9). Een belangrijk voordeel
zou kunnen zijn dat de bepaling van 1,5-AG de mate
van plasmaglucosefluctuaties zou kunnen weergeven
(10-13). De bepaling van 1,5-AG wordt gestoord
door verhoogde concentraties geconjugeerd bilirubine
of galactose (14,15).

Beschrijving van de bepaling van 1,5-anhydro-D-
glucitol

Omdat glucose interfereert met de bepaling van 1,5-
AG is het belangrijk dat glucose uit het serum wordt
verwijderd. Glucose kan worden verwijderd via een
twee-lagen minikolom (Lana-AG-kit) (14). Deze mi-
nikolom is vervangen door een enzymatische me-
thode, die glucose niet verwijdert maar converteert tot
een niet-reactieve structuur (15). Deze enzymatische
methode is gebruiksvriendelijker en sneller dan de
methode met de minikolom. Er wordt gebruik ge-
maakt van glucokinase (GK) en een ATP-regenere-
rend systeem. Glucose wordt door glucokinase onder
invloed van het ATP-regenererend systeem efficiént
omgezet in de niet-reactieve structuur, glucose-6-
fosfaat. Het ATP-regenererend systeem bestaat uit py-
ruvaat kinase (PK) en phosphoenolpyruvaat (PEP).
Voor de verdere analyse van 1,5-AG speelt het py-
ranose-oxidase (PROD) enzym een belangrijke rol.
Glucose-6-fosfaat is een verbinding die niet reageert
met het PROD-enzym. De substraten voor het PROD-
enzym zijn 1,5-AG, glucose, sorbose, xylose, galac-
tose en glucono-d-lactone (15). Aangezien alleen 1,5-
AG en glucose voorkomen in het serum, hoeft alleen
gezorgd te worden dat glucose wordt omgezet in een
niet-reactieve structuur, in bovengeschetste situatie
dus in de vorm van glucose-6-fosfaat. Het 1,5-AG
wordt vervolgens door het PROD-enzym omgezet in
1,5-anhydrofructose met vorming van waterstof-
peroxide (H»O,). Waterstofperoxide gaat vervolgens
een reactie aan met 4-aminoantipyrine (4-AAP) en 3-
hydroxy-2,4,6-triiodobenzoine zuur (HTIB) in aan-
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wezigheid van de enzymen “horse radish peroxidase”
(HRP) en ascorbaatoxidase. Hierdoor ontstaat een
kleur waarvan de intensiteit wordt bepaald door de
concentratie waterstofperoxide (H>O») (15). Vervol-
gens kan de concentratie 1,5-AG berekend worden.
Meerdere apparaten kunnen hiervoor gebruikt wor-
den zoals de Cobas Mira plus Automated Analyzer,
Roche, France of The Hitachi 7150 automated analy-
zer, Tokio, Japan (15). Analysemethoden van 1,5-AG
die geen gebruik maken van o.a. het PROD-enzym zijn:
de Gaschromatografie/Massaspectrometrie (GC/MS)
(16), Gas-Vloeistof-Chromatografie (GLC), Vloei-
stofchromatografie/MassaSpectrometrie (LC/MS) of
(HPLC) (17). Deze analysemethoden vereisen veel
tijd, zijn duur in aanschaf en zijn moeilijk uitvoerbaar
en zijn daardoor, hoewel zeer sensitief, niet bruikbaar
voor een klinische routinematige analyse van 1,5-AG.

Klinisch gebruik van 1,5-anhydro-D-glucitol

Zoals eerder vermeld is 1,5-AG een van de voor-
naamste polyolen in het serum bij de mens (8). De
concentratie van 1,5-AG is onder normale omstandig-
heden stabiel en onafhankelijk van lichaamsgewicht,
geslacht, leeftijd, duur van diabetes mellitus (11,18).
Deze stabiliteit wordt mede verklaard door efficiénte
reabsorptie door de renale tubulaire cellen (7). De
normale serumconcentratie van 1,5-AG laat een aan-
zienlijke spreiding zien binnen de normale populatie
(tabel 1). Daarnaast verschillen de referentiewaarden
ook door het toepassen van verschillende bepalings-
methoden. Zowel bij type I als bij type II diabetes
mellitus is de concentratie van 1,5-AG verlaagd
(tabel 1). De verlaging van de plasmaconcentratie van
1,5-AG bij patiénten met diabetes mellitus wordt ver-
klaard door een verhoogde excretie tijdens hypergly-
cemie en zou daardoor mogelijk kunnen samenhangen
met fluctuaties in de plasmaglucoseconcentratie (10).
Glucose en 1,5-AG gaan een competitie met elkaar
aan ten aanzien van de terugresorptie. Wanneer de
glucoseconcentratie in de urine hoog is zal de glu-
coseterugresorptie overheersen ten koste van 1,5-AG-
terugresorptie (12). Ook bij zwangere vrouwen blijkt
de 1,5-AG-concentratie lager te zijn (gemiddeld +62
ten opzicht van + 113 pumol/l bij niet-zwangeren),
hetgeen verklaard zou kunnen worden door de ver-
hoogde incidentie van renale glucosurie tijdens de

Tabel 1. Concentraties van 1,5-anhydro-D-glucitol zoals ver-
meld in de literatuur (umol/L)

Auteur Controle DM type II DM type I
Kishimoto et al. (23) 143+ 15 46 + 22!

77 + 352
Yamanouchi et al. (11) 150+46 119513

52 + 45%
Yamanouchi et al. (18) 1,3-95 0,7 - 81°
Yamanouchi et al. (20) 26 - 48 6-12

D CIT-groep (conventioneel behandeld 2 x p/d insuline); 2 MIT-
groep (behandeld met multiple injecties); ¥ ptn. met licht ge-
stoorde glucosetolerantietest; ¥ ptn. met DM type II; ¥ gem.
HbAlc 8,2%; © gem. HbAlc 10,2%.
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zwangerschap (7,16). Er bestaan tegenstrijdige bevin-
dingen ter aanzien van het plasma 1,5-AG bij patién-
ten met een chronische nierinsufficiéntie. Het 1,5-
AG-gehalte zou verlaagd zijn, vooral bij pati€nten
waarvan de serumkreatinineconcentratic boven de
165-265 umol/l uitkwam (7). Ook zou bij patiénten
met een pre-terminale nierinsufficiéntie, die nog niet
gedialyseerd werden, zowel zonder als met diabetes
mellitus, een opvallende lage concentratie 1,5-AG
kunnen worden aangetoond (19). Een zwakke omge-
keerde relatie tussen 1,5 AG en zowel plasmakreati-
nine als -ureum is gerapporteerd (16). Anderen heb-
ben echter gesuggereerd dat plasma 1,5-AG niet
beinvloed zou worden door de chronische nierinsuffi-
ciéntie. De verlaagde concentratie bij uremische pa-
tiénten was, volgens deze auteurs, eerder een gevolg
van de onderliggende glucose-intolerantie (18). Bij
patiénten met ernstige levercirrose is eveneens een
verlaagde concentratie van 1,5-AG gemeld. Deze ver-
laging zou volgens de auteurs worden veroorzaakt
door een verminderde voedselinname gedurende een
langere tijd bijvoorbeeld door misselijkheid of door
gebrekkige sociale omstandigheden. Bij een vermin-
derde voedselinname gedurende een maand bleek de
1,5-AG-concentratie overigens niet te dalen, waar-
schijnlijk dankzij het grote reservoir van 1,5-AG in
het lichaam en de zeer efficiénte terugresorptie in de
nieren (7,11). Tenslotte blijkt ook bij pati€énten met
een verhoogde concentratie geconjugeerd bilirubine
of galactose de concentratie van 1,5-AG niet be-
trouwbaar (14,15). Voor verder onderzoek met 1,5-
AG werden dit soort patiénten dan ook uitgesloten.
Bij mensen zonder diabetes mellitus worden als
laagste ondergrens van normaal, waarden vermeld
variérend van 70 pumol/l (16) tot 85 pmol/l (20). Er
wordt vermeld dat wanneer de 1,5-AG-concentratie
< 78 umol/l uitkwam, diabetes mellitus voorspeld
kon worden met een sensitiviteit van 84% en een spe-
cificiteit van 93% (21,22). Verschillende onderzoeken
kwamen tot dezelfde conclusie dat de bepaling van
1,5-AG een hoge sensiviteit (89%) en specificiteit
(88%) heeft voor de diagnostisering van diabetes
mellitus type II (23,24). Dit zou een methode kunnen
zijn voor het routinematig opsporen van diabetes mel-
litus type II in grote populaties; voor screeningsdoel-
einden lijkt meting van de plasmaglucoseconcentratie
echter het meest geschikt. Er werd een significante
negatieve correlatie gevonden tussen het 1,5-AG en
het glyHb, echter alleen wanneer het glyHb > 6,8%
was (r = -0,788, P<0,0001, n=170) (16). Bij een
glyHb-percentage van > 7,4% was de concentratie
1,5-AG altijd < 50 pmol/l en daalde de concentratie
1,5-AG verder naarmate het glyHb steeg. Pati€nten
met een bijna normoglykemisch niveau (glyHb <
6,5%), waarbij toch een verlaagde concentratie 1,5-
AG (< 70 umol/l) werd gevonden, bleken inderdaad
gemiddeld hogere waarden van plasmaglucosegehal-
ten gedurende de dag te hebben. Er werd een corre-
latie gevonden tussen het 1,5-AG en het gemiddelde
dagelijkse plasmaglucosegehalte, gemeten op de-
zelfde dag (r = -0,827, P< 0,001, n= 224). Op grond
van deze gegevens werd geconcludeerd dat 1,5-AG
een geringe verandering in de glucoseregulatie snel
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en accuraat kan weergeven (9). Dit heeft geleid tot de
suggestie dat 1,5-AG een maat zou kunnen zijn voor
de mate van fluctuatie in de glucoseconcentratie.
Zulke glucosefluctuaties zouden met behulp van de
bepaling van 1,5-AG wellicht het beste gedetecteerd
kunnen worden bij die patiénten waarbij er sprake is
van een gemiddeld normoglycemisch niveau, d.w.z
een vrijwel normaal glyHb. Wanneer de glucoseregu-
latie minder goed is (hoog glyHb) dan kan bij een da-
ling van het 1,5-AG geen onderscheid meer worden
gemaakt tussen het gevolg van die verminderde in-
stelling of de weergave van grote fluctuaties. Infor-
matie over de mate van glucosefluctuatie zou met
name van pas komen in situaties waarbij er een strikte
controle op de glucoseregulatie van de patiént wordt
vereist, zoals bij patiénten met diabetes mellitus die
zwanger zijn of willen worden.

Glucosefluctuaties

Zoals boven beschreven zou de 1,5-AG-concentratie
dus de mate van plasma glucosefluctuaties kunnen
aangeven. Zo’n verband is in de klinische praktijk
moeilijk vast te stellen. Rekenkundige methoden voor
het kwantificeren van glucosefluctuaties zijn de M-
waarde (23) of de MAGE (Mean Amplitude of Gly-
cemic Excursions), waarmee wordt bedoeld het ge-
middeld verschil tussen opvolgende maximale en
minimale bloedglucoseconcentraties/24 uur) (25).
Ook wordt glucosefluctuatie wel uitgedrukt als CV
(coefficient of variation, mate van variatie van de
bloedglucose) (10). Deze methoden vereisen fre-
quente glucosemetingen. In een onderzoek bij goed
ingestelde patiénten met type II diabetes mellitus die
werden behandeld met multipele insuline-injecties
(MIT-groep, n=15) werd een significant hogere con-
centratie 1,5-AG (77 £ 35 umol/l) en een lagere M-
waarde (9,2 + 5,2) gevonden in vergelijking met de
groep die conventioneel met insuline behandeld werd
(CIT-groep, n=16, 1,5-AG 46 £ 22 umol/l, M-waarde
15,7 £ 8,9). Het glyHb verschilde echter niet tussen
beide groepen. De M-waarde bleek significant te cor-
releren met de 1,5-AG-concentratie (r = 0,414, P<
0,05). Er bestond geen correlatie tussen de M-waarde
en het glyHb. De conclusie van dit onderzoek was dat
1,5-AG een bruikbare maat is voor de dagelijkse
bloedglucosefluctuaties, vooral bij goed gereguleerde
patiénten met type II diabetes mellitus (23). In een
ander onderzoek werden de glucosefluctuaties bij pa-
tiénten met type I en type II diabetes mellitus geme-
ten en gecorreleerd met de 1,5-AG-concentratie. De
groep met type I diabetes mellitus vertoonde zowel
dagelijks als van dag tot dag grotere fluctuaties in het
plasma glucosegehalte dan de groep met type II dia-
betes mellitus. De glyHb-waarden (£7,6 %) waren
identiek in beide groepen. Er werd ook in dit onder-
zoek een correlatie gevonden tussen de CV en de 1,5-
AG-concentratie, welke sterker was bij de groep met
type I diabetes mellitus (r = -0,892, P< 0,001, n=32),
dan bij de groep met type II diabetes mellitus, (r =
-0,532, P< 0,05, n=42). Men mag aannemen dat er
geen verschillen zijn in de fundamentele kinetiek van
reductie en terugwinning van plasma 1,5-AG tussen
type I en type II diabetes mellitus (10,26). Ook in dit
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onderzoek werd de conclusie getrokken dat plasma
1,5-AG niet alleen afhankelijk is van het gemiddelde
plasma glucosegehalte, maar ook van de plasma glu-
cosefluctuaties (10).

Samenvattend: Bij patiénten met diabetes mellitus is
de concentratie van 1,5-anhydro-D-glucitol verlaagd.
Deze verlaging kan worden verklaard door verhoging
van het gemiddelde plasmaglucosegehalte en/of door
toegenomen glucosefluctuaties in een kort tijdsbestek.
1,5-AG zou een maat van de glucoseregulatie gedu-
rende de voorafgaande 1-2 dagen tot 2 weken kunnen
vormen. Dit zou een voordeel kunnen zijn bij patién-
ten met diabetes mellitus waarbij er een strikte con-
trole van de glucoseregulatiec wordt vereist. Wanneer
er een discrepantie lijkt te bestaan tussen de hoogte
van het glyHb en het 1,5-AG-gehalte, dan zou dit mo-
gelijk verklaard kunnen worden door verschillen in
glucosefluctaties (7,18). De 1,5-AG concentratie zou
tevens aanvullende informatie kunnen verlenen in si-
tuaties waarbij er een discrepantie bestaat tussen het
glyHb en de bloedglucosewaarden (3,4). Verder be-
staat de mogelijkheid dat patiénten met diabetes melli-
tus met grotere bloedglucosefluctuaties meer kans
hebben op latere complicaties van diabetes mellitus.
Als dat zo is, dan zou de bepaling van 1,5-AG een zin-
volle aanvullende controlemogelijkheid kunnen zijn.

Eigen onderzoek

Doel van de pilot-studie
Doel was om een volledig enzymatische methode
voor de bepaling van 1,5-AG op te zetten(15) en te
onderzoeken of er een correlatie bestond tussen het
1,5-AG en de glucosefluctuaties bij patiénten met
type I diabetes mellitus.

Patiénten

14 Patiénten met type I diabetes mellitus werden ge-
selecteerd. Patiénten met een microalbuminurie van
>20 mg/l en patiénten met een sterk verhoogde con-
centratie van geconjugeerd bilirubine werden uitge-
sloten. De patiénten die deelnamen werden geinstru-
eerd om op dag 0 (de dag voor de controle-afspraak)
een 7-punts glucosedagcurve te maken op hun eigen
glucosemeter. Deze 7-punts glucosedagcurve werd
gevormd door op vaste tijdstippen de glucose in het
bloed te bepalen. Op de polikliniek werd ter controle
nog een meting op een eigen glucosemeter verricht en
ter vergelijking werd tevens in veneus bloed glucose
gemeten (glucose, GOD-PAP methode op een Hitachi
747, Roche). Op de polikliniek werd vervolgens
bloed afgenomen voor de meting van glucose, 1,5-
AG en glyHb. De patiénten zijn ingedeeld in matig
(glyHb > 8,0%) en goed (glyHb < 8,0%) ingestelde
diabetes mellitus (tabel 2.). De 1,5-AG-concentratie
werd bepaald via een volledig enzymatische methode
met behulp van de Cobas Mira plus Automated Ana-
lyzer, Roche, France (15). De MAGE (Mean Ampli-
tude of Glycemic Excursions) werd berekend en het
verband tussen de diverse parameters werden bepaald
door standaard statistische analyses (25).

Methode

Reagentia

1,5-Anhydro-D-Glucitol, GK (glucokinase), PK (py-
ruvaatkinase), 4-AAP (4-aminoantipyrine), HEPES
(N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N’-(2-ethanesulfonic
zuur)), MES (2-(N-Morpholino)ethanesulfonic zuur),
HTIB (3-Hydroxy-2,4,6-triiodobenzoine) kwamen al-
len van Sigma Chemical Co., St. Louis, MO (15)

Tabel 2. Klinische karakteristieken van de patiénten met type I diabetes mellitus uit eigen onderzoek

leeftijd m/v door pt. door lab.  gemiddeld HbA|c (%) MAGE?  1,5-Anhydro-
(jr) bepaalde bepaalde  dag. glucose D-glucitol
glucose glucose (mmol/1)! (umol/l)
(mmol/I) (mmol/I)
Matig?
Patiént 1 64 m 11,5 11,6 7.5 10 7,6 70
Patiént 2 45 v 14,9 13,1 11,8 8,1 11,5 78
patiént 6 45 m 54 4,1 7.8 9 3,9% 51
patiént 7 40 m 10,1 10,4 11,3 10,7 7.5 48
patiént 8 45 m 23 24 9,9 8.4 39 41
mean 9,8 9 6,3 59
Goed*
patiént 9 46 v 4,3 4.8 7,7 7.8 3,5 62
patiént 10 44 v 5,8 5,7 7.5 5,7 2 62
patiént 11 31 v 10,6 11,5 6,6 5.9 3,7 92
patiént 12 34 v 9,2 9.5 8,5 8 11,3 60
patiént 13 65 m 8,9 7,1 7.8 7,1 4,1 55
patiént 14 18 \% 9,9 9,9 7,6 8 1,7 94
mean 7,6 7,1 4.4 71

* betreft slechts 3 meetpunten; ') Op grond van 7-punts glucosedagcurve op eigen glucosemeter; 2) MAGE = Mean Amplitude of
Glycemic Excursions. Hiermee wordt bedoeld het gemiddelde verschil tussen opeenvolgende maximale en minimale bloedglucose-
concentraties / 24 uur; *) Matig ingestelde diabetes mellitus (HbAlc > 8,0%); #) Goed ingestelde diabetes mellitus (HbAlc < 8,0%).
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PROD (Pyranose oxidase) kwam van Takara Shuzo
CO., LTD, Kyoto, Japan (15). ATP (Adenosine-5’-
triphostfaat), PEP (Phosphoenolpyruvaat), HRP (Pe-
roxidase from horse radish), Ascorbaat Oxidase kwa-
men allen van Boehringer Mannheim Diagnostica (is
nu Roche), Mannheim, Duitsland (15). Buffer (pH
5,9) voor reagens 1 (R1): 50 mM MES, 7,5 mM
MgCl, 50 mM KCI. Buffer voor reagens 2 (R2): 200
mM HEPES.

R1: 16 kU GK, 12 kU PK, 10,2 kU ascorbaat oxi-
dase, 8 mM ATP, 32,0 mM PEP, 3,0 mM 4-AAP, op-
lossen in MES-buffer. R2: 107 kU PROD, 15 kU
HRP, 7,8 mM HTIB, oplossen in HEPES-buffer.

Bepaling van 1,5-AG

De bepaling werd uitgevoerd met 40 pl monster. Na
toevoeging van 130 pul R1 werd 5 min geincubeerd bij
37°C. Na toevoeging van 65 ul R2 werd gemeten bij
een golflente van 500 nm.

Resultaten en discussie (tabel 2)

Tijdens het opzetten van de methode kwamen er een
aantal problemen aan het licht. De samenvoeging van
ATP en PEP, zoals in de literatuur vermeld wordt
(15), vormde een dermate zure oplossing, dat na toe-
voeging van R1 aan de rest (GK, PK, enz.) er een de-
naturatie optrad van de enzymen. Om dit te voorko-
men werd besloten ATP en PEP samen te voegen in
een 0,5 ml oplossing. Dit werd op pH=7 gebracht met
1M KOH. Voor de verhouding GK/PK, voor de om-
zetting van glucose in de niet reactieve structuur (glu-
cose-6-fosfaat), moesten voor de optimale curve ho-
gere concentraties gebruikt worden (16 kU GK, 12
kU PK) dan in de literatuur vermeld wordt (4,0 kU
GK, 3,0 kU PK (14). Zelfs met deze concentraties
trad er een probleem op met de omzetting wanneer de
actuele bloedglucosewaarde boven de + 12mmol/l
uitkwam. Dit betekende dat er sprake was van interfe-
rentie bij de bepaling door gebrek aan specificiteit
van het GK/PK systeem. Er bleek dan ook een zeer
hoge correlatie te bestaan tussen de actuele bloedglu-
cose en de concentratie van 1,5-AG (r = 0,8360,
P<0,01). De fabrikant en het transport van de enzy-
men spelen waarschijnlijk geen rol, omdat aan alle
voorzorgsmaatregelen voldaan werden. Het derde
probleem heeft te maken met de detectiegrens van
1,5-AG. In de literatuur wordt gesproken van een de-
tectielimiet van 2 umol/l (0,3 mg/l), wanneer gebruik
gemaakt werd van een minikolom, bijvoorbeeld de
Lana-AG-kit, (16). Indien gebruik gemaakt werd van
een enzymatische methode, zoals in ons geval, dan
wordt gesproken van een detectielimiet van 6 pmol/l
(15). In onze pilot-studie konden we de detectiegrens,
met behulp van de referentiewaarden, niet lager dan
30 wmol/l krijgen. Dit zou overigens tot weinig klini-
sche problemen hebben geleid, omdat een 1,5-AG-
concentratie van <30 umol/l in onze pilot-studie niet
en in de literatuur nauwelijks voorkomt (11,23).

Conclusie op basis van literatuurgegevens en eigen

onderzoek
De waarde van 1,5-AG staat ons inziens verre van
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vast. In de literatuur bestaan verschillende opvattin-
gen over de bepalingsmethoden, de normaalwaarden
van 1,5-AG, de grenswaarden van 1,5-AG voor pa-
tiénten zonder diabetes mellitus en de detectiegrens
van de 1,5-AG bepaling. In onze handen bleek echter
de volledige enzymatische methode tal van techni-
sche problemen met zich mee te brengen, zodat er
verder geen klinische uitspraken over gedaan konden
worden. Bovendien konden wij de in de literatuur ge-
suggereerde relatie met glucosefluctuaties niet repro-
duceren. Deze technische problemen zijn tot op he-
den van dien aard dat praktische klinische toepassing
niet mogelijk is.
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Summary

The value of 1,5-anhydro-D-glucitol for measuring glycemic
control of patients with diabetes mellitus. Ben G.J. van der,
Swinkels DW, Klaver MS, Lutterman JA and Tack CJ. Ned
Tijdschr Klin Chem 2000, 25: 263-268.

Regular monitoring of mean glycemic control in patients with
diabetes mellitus is of major importance. To monitor the
longer term regulation of diabetes mellitus various methods
are available amongst which detemination of the glycohemo-
globin (glyHb) is the most important. Alternative methods that
are also based upon glycation are less validated and appear
less reliable.

Recently the determination of the 1,5-anhydro-D-glucitol (1,5-
AG)-concentration in blood plasma has been proposed as an
alternative method. This value should supposedly reflect glu-
cose regulation during the preceding days or weeks and also
be independent of glycation. Also it should better represent the
short term fluctuations in glucose levels. Here we summarize
current literature on 1,5-AG. Subsequently results of our own
study are presented. In this study we tried to set up a method
for determination of 1,5-AG concentration. Furthermore, we
examined whether we could identify a correlation between the
1,5-AG-concentrations and fluctuations in the plasma glucose
levels in patients with type I diabetes mellitus. The set-up of a
complete enzymatic method resulted in several technical
problems, prohibiting statements about any correlation.

We conclude that, besides technical problems for the detemi-
nation, also problems with the correct interpretation of 1,5-AG
values remain to be solved. In our hands this method was not
(yet) feasible for clinical application.

Key-words: diabetes mellitus; 1,5-anhydro-D-glucitol; glucose
regulation, glucose fluctuation; PROD-enzym
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