ATP Hexokinase FS*

Bestellinformation

Bestell-Nr. PackungsgroRe
1620199 10 021 R1 5x20mL + R2 1x25mL
Verwendungszweck

Reagenz fur die quantitative in vitro Bestimmung von ATP in Blut
und Erythrozytenkonzentraten an photometrischen Systemen.

Zusammenfassung

Der ATP Gehalt in Blut und Erythrozytenkonzentraten gibt
Auskunft Uber die Lebensfahigkeit der Erythrozyten. Es wurde
gezeigt, dass der ATP Gehalt in Erythrozyten gut mit der 24 h
Uberlebensrate der Erythrozyten korreliert. [1] Da der
messtechnische Aufwand relativ gering ist, wird der ATP Gehalt
als Kriterium fur die analytische Prifung der Wirksamkeit von
Erythrozytenkonzentraten empfohlen. [2]

Methode

Diese Methode ist rickfihrbar auf  den molaren
Extinktionskoeffizienten.

HK
Glucose + ATP ——P Glucose-6-phosphat + ADP

G6P-DH

Glucose-6-phosphat + NAD* » Gluconat-6-P + NADH + H*

Reagenzien

Bestandteile und Konzentrationen

R1: TRIS pH 7,8 0,1 mol/L
Mg?* 4 mmol/L
Glucose 20 mmol/L
NAD 2,1 mmol/L

R2:  Mg* pH 7,0 4 mmol/L
Hexokinase (HK) >7,5kU/L
Glucose-6-Phosphat-dehydrogenase 27,5 kU/L
(G6P-DH)

Standard: 100 pmol/dL

Lagerung und Haltbarkeit

Reagenzien und Standard sind bei 2 — 8 °C bis zum Ende des auf
der Packung angegebenen Verfallsmonats verwendbar, wenn
Kontamination vermieden wird. Reagenzien und Standard nicht
einfrieren und lichtgeschitzt aufbewahren.

Warnungen und VorsichtsmalRnahmen

1. Die Reagenzien enthalten Natriumazid (0,95 g/L) als
Konservierungsmittel. Nicht verschlucken! Beruhrung mit
Haut und Schleimh&uten vermeiden.

2. Reagenz 2 enthalt tierisches Material. Behandeln Sie das
Produkt als potentiell infektids gemaR allgemein anerkannter
VorsichtsmaflRinahmen und guter Laborpraxis.

3. In sehr seltenen Féllen kann es bei Proben von Patienten mit
Gammopathien zu verfalschten Ergebnissen kommen. [3]

4. Sulfasalazin- und Sulfapyridin  Medikation kann in
Patientenproben zu falschen Ergebnissen fuhren. Die
Blutentnahme muss vor der Arzneimittelverabreichung
erfolgen.

5. Beachten Sie bitte die Sicherheitsdatenblatter und die
notwendigen VorsichtsmaBnahmen fir den Gebrauch von
Laborreagenzien. Fir diagnostische Zwecke sind die
Ergebnisse stets im Zusammenhang mit der
Patientenvorgeschichte, der klinischen Untersuchung und
anderen Untersuchungsergebnissen zu werten.

6.  Nur fur professionelle Anwendung.

Entsorgung
Beachten Sie die jeweiligen gesetzlichen Vorschriften.

Reagenzvorbereitung
Reagenz und Standard sind gebrauchsfertig.

Bendtigte Materialien

Trichloressigsaure-Lésung 10 — 12 % (w/v)
Ubliche Laborausriistung
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Probenvorbereitung

1,0 mL Blut oder Erythrozytenkonzentrat mit 1,0 mL
Trichloressigsaure 10 — 12 % (w/v) in ein Zentrifugenréhrchen
pipettieren, gut durchmischen und fur ca. 5 Min. in ein Eisbad
stellen. Probeldsung fiir 5 — 10 Min. bei ca. 3000 g zentrifugieren.
250 L des klaren Uberstands unmittelbar nach Zentrifugation zum
Test einsetzen. Der ATP Standard kann ohne Probenvorbereitung
zum Test eingesetzt werden. Wird zur Kalibration der ATP
Standard verwendet, mussen die Patientenergebnisse mit 2
multipliziert werden.

Hinweis: ATP in Proben ist instabil. Der ATP-Gehalt in Heparin-
oder EDTA-BIut verringert sich innerhalb von 24 h bei 2 — 8 °C um
bis zu 80 % [4]. Die Lagerung der mit Trichloressigsaure
versetzten Probe bei -20°C fuhrt ebenfalls zu falschen
Ergebnissen. Mit Trichloressigsaure gefallte
Erythrozytenkonzentrate maoglichst rasch zum Test einsetzen.

Kontaminierte Proben verwerfen.

Testschema

Applikationen fur automatisierte Systeme sind auf Anfrage
erhéltlich.

Wellenlange 340 nm, Hg 365 nm, Hg 334 nm
Schichtdicke 1 cm
Temperatur 20-25°C

Messung Gegen Luft oder Wasser
Reagenzienleerwert Probe oder
Standard
Probe oder - 250 pL
Standard
Aqua dest. 250 pL -
Reagenz 1 2400 pL 2400 pL

Mischen, 3 — 5 Min. bei 25 °C inkubieren, Extinktion (E1)
ablesen, dann zufiigen:
Reagenz 2 600 pL 600 pL

Mischen, ca. 15 Min. bei 25 °C inkubieren. Extinktion (E2)
innerhalb von 30 Min. ablesen.

Berechnung
AE= [E2 - El]Probe/Standard - [E2 - El]Leerwert

Zur Berechnung der ATP-Konzentration wird AE mit dem
entsprechenden Faktor F aus der folgenden Tabelle multipliziert:

Mit Ohne
Probenvorbereitung Probenvorbereitung
[umol/dL] [umol/dL]
340 nm 412,70 206,35
Hg 334 nm 420,71 210,36
Hg 365 nm 764,71 382,35

F=(Vxfx100)/(exvxd) [umol/dL]

V = Gesamtvolumen in der Kivette [pL] = 3250
f = Verdunnungsfaktor durch =2,0
Probevorbereitung

d = Schichtdicke der Kuvette [cm] =1,00

v = Probevolumen [pL] =250

€ = Extkoeffizient NADH [| x cm®x mmol?']  =6,3 bei 340 nm
= 3,4 bei 365 nm
= 6,18 bei
334 nm

Qualitatskontrolle

Zur Kontrolle von Préazision und Richtigkeit wird die Verwendung
des DiaSys ATP Standard FS empfohlen. Jedes Labor sollte
KorrekturmaRnahmen fir den Fall einer Abweichung bei der
Kontrollwiederfindung festlegen.

Bestell-Nr. Packungsgrofie
16200 99 10 065 3 x 3mL
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Leistungsmerkmale

Die unten genannten exemplarischen Daten koénnen bei
unterschiedlichen Messbedingungen leicht abweichen.

Messbereich bis 37 — 370 yumol/dL bei 365 nm bzw. von 20 —
400 pmol/dL bei 334/340 nm.

Werden diese Bereiche Uberschritten, sollte das Probevolumen
auf 125 pL reduziert und zur Berechnung der Faktor F auf das
neue Probevolumen angepasst werden.

Nachweisgrenze** 1,5 pmol/dL

Stérende Substanz Interferenzen
<10 % bis

Ascorbinséure 30 mg/dL

Bilirubin 60 mg/dL

Hamoglobin 30 mg/dL

Lipamie 30 mg/dL

Weitere Informationen zu den Interferenzen finden Sie bei Young DS. [5]

Préazision
Als Proben wurden Standards, Erythrozytenkonzentrate und
aufgestockte Serumproben eingesetzt.

In der Serie (n=20) Probe 1 Probe 2 Probe 3
Mittelwert [umol/dL] 9,8 34,6 58,5
VK [%] 1,24 0,85 1,87
Von Tag zu Tag (n=20) Probe 1 Probe 2 Probe 3
Mittelwert [umol/dL] 43,7 88,5 183
VK [%] 3,66 3,69 3,64

** niedrigste messbare Konzentration, die von Null unterschieden werden
kann; Mittelwert + 3 SD (n = 20) einer analytfreien Probe.

Wiederfindungsrate

Die  Wiederfindungsrate von mit ATP  aufgestockten
Erythrozytenkonzentraten liegt bei ca. 92 %.

Referenzbereiche
Blut ATP [6] 38 - 62 pmol/dL

Jedes Labor sollite die Ubertragbarkeit der Referenzbereiche fiir
die eigenen Patientengruppen uberprifen und gegebenenfalls
eigene Referenzbereiche ermitteln.
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