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Dehydrogenase Reagent Set

Przeznaczenie

Do iloSciowego, kinetycznego oznaczania dehydrogenazy glukozo-6-
fosforanowej (G6PD) we krwi przy diugosci fali 340 nm. Wytacznie do
diagnostyki in vitro. Rx Only

Znaczenie kliniczne!

Testy G6PD sg najczesciej wykonywane w celu okre$lenia niedoboru G6PD,
ktory jest szeroko rozpowszechniony na catym $wiecie. Stwierdzono, ze
niedobdér G6PD w krwinkach czerwonych jest podstawg, niektdrych anemii
hemolitycznych wywotanych lekami. Ten rodzaj podatno$ci na hemolize
indukowang, lekami jest czesto nazywany ,wrazliwoscig na prymaching”,
poniewaz badania, ktére doprowadzity do jej scharakteryzowania,
przeprowadzono podczas badan wtadciwosci hemolitycznych tego zwigzku
przeciwmalarycznego.

Streszczenie

Dehydrogenaza  glukozo-6-fosforanowa (G6PD, D-glukozo-6-fosforan:
oksydoreduktaza, EC 1.1.1.49) katalizuje pierwszy etap przetaczania
pentozofosforanu, utleniajac glukozo-6-fosforan (G-6-P) do 6- fosfoglukonian
(6-PG) i redukowanie NADP do NADPH. Procedura ta jest modyfikacjg
metod spektrofotometrycznych Kornberga i Horeckera? oraz Lohra i
Wallera3, polegajaca na nastepujacej reakcji:

G6PD
G-6-P + NADP* —--emeemmemeeev — 6-PG + NADPH + H*

Fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADP) jest redukowany
przez G6PD w obecnosci G-6-P. Szybko$¢ tworzenia NADPH jest
proporcjonalna do aktywno$ci G6PD i jest mierzona spekirofotometrycznie
jako wzrost absorbancji przy 340 nm. Wytwarzanie drugiego réwnowaznika
molowego NADPH przez dehydrogenaze 6-fosfoglukonianu erytrocytéw (6-
PGDH) zgodnie z reakcja:

6PGD

6-PG + NADP*  ----emmeeemn- — Rybulozo-5-fosforan + NADPH + H* + CO2

zapobiega si¢ przez stosowanie maleimidu, inhibitora 6-PGDH.

Odczynniki

Odczynnik G6PD R1: Rozpuszczony odczynnik bedzie zawierat 1,5 mM
NADP i 12 mM maleimid. Zawiera rowniez bufor, stabilizator i Srodek
lizujgey.

Odczynnik G6PD R2: glukozo-6-fosforan, 1,05 mM, bufor i s6l magnezowa.
Azydek sodu dodany jako $rodek konserwujacy.

Odczynnik do lizy G6PD: Triton X-100, 0,05% obj./obj. Do uzytku z
analizatorami dyskretnymi.

Srodki ostroznosci

1. Odczynniki te sg przeznaczone wytacznie do diagnostyki in vitro.

2. Nalezy przestrzega¢ zwyktych $rodkéw ostroznosci obowigzujgcych
przy obchodzeniu si¢ z odczynnikami laboratoryjnymi. Utylizowac
odpady zgodnie z lokalnymi, stanowymi i federalnymi przepisami.

3. Odczynnik R1 jest SZKODLIWY. Moze powodowaé uczulenie w
przypadku wdychania i kontaktu ze skora. Nosi¢ odpowiednig odziez
ochronng.

4. Odczynnik R2 zawiera azydek sodu, ktéry moze reagowat z
ofowianymi i miedzianymi instalacjami rurowymi, tworzac wysoce
wybuchowe azydki metali. Unikaj gromadzenia si¢ azydku.

Przygotowanie odczynnika

1. Odczynnik R1 przygotowuije sie przez rozpuszczenie w objetosci wody
dejonizowanej wskazanej na etykiecie fiolki lub ulotce aplikacyjne;j.
Delikatnie wiruj i odwrd¢ kilka razy, aby rozpusci¢ zawarto$¢. Odczekaj
2-3 minuty i ponownie wymieszaj. UWAGA: W przypadku uzycia
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recznego zapoznaj sie z instrukcjami przygotowania odczynnikéw w czesci
,PROCEDURA MANULANA".
2. Odczynnik R2 jest dostarczany w stanie gotowym do uzycia.
Przechowywanie i stabilno$¢ odczynnika
1. Gdy nieotwarte fiolki z odczynnikiem R1 i odczynnikiem R2 sg
przechowywane w temperaturze 2-89C. Sa stabilne do daty waznosci podanej
na etykiecie.
2. Rozpuszczony odczynnik R1 jest stabilny przez 8 godzin w temperaturze
pokojowej (18-26°C) lub 5 dni w lodowce (2-8°C).
Pobieranie i przechowywanie probek
1. Zaleca sig pobieranie probek zgodnie z dokumentem NCCLS M29-T2.
2. Krew petna pobrana na EDTA, heparyne lub kwas-cytrynian-dekstroze (ACD)
jest zadowalajgca.*8
3. G6PD krwinek czerwonych jest stabilny w petnej krwi przez tydzien w lodéwce
(2-8°C), ale jest niestabilny w hemolizatach krwinek czerwonych.?
Nie zaleca sie zamrazania krwi.*
Poniewaz aktywno$¢ jest podawana w gramach hemoglobiny lub liczbie
krwinek czerwonych, przed wykonaniem testu G6PD nalezy oznaczy¢
stezenie hemoglobiny lub liczbe krwinek czerwonych. Integralnosé
erytrocytow pobranych na ACD jest zachowana nawet po dtuzszym
przechowywaniu, wiec uzyskanie doktadnej liczby krwinek czerwonych zwykle
nie stanowi problemu.t Jednak liczba krwinek czerwonych w prébkach
pobranych na heparyne staje sie niewiarygodna po okoto 2 dniach. Tak wiec
w przypadku prébek heparynizowanych: wyniki najlepiej przedstawia sig w
odniesieniu do stezenia hemoglobiny.

o~

Substancje interferujace

1. Miedz catkowicie hamuje G6PD w stezeniu 100 umol/L, a jony siarczanowe
(0,005 mol/L) zmniejszajg obserwowany poziom aktywnosci G6PD. 10

2. Wiadomo, ze niektore leki i inne substancje wptywajg na poziom G6PD.11 we
krwi

3. Retikulocyty majg wyzszy poziom G6PD niz dojrzate krwinki czerwone. Zaleca
si¢, aby nie wykonywac testéw po cigzkim przetomie hemolitycznym,
poniewaz poziomy G6PD mogg wydawac sie fatszywie podwyzszone. W tych
warunkach wykrycie niedoboru moze wymaga¢ badan rodzinnych. Badanie
mozna wykona¢ po powrocie do normy poziomu dojrzatych krwinek
czerwonych.

4. W normalnych warunkach aktywno$¢ leukocytow, ptytek krwi i surowicy jest
stosunkowo niewielka. Jednak w przypadkach skrajnej niedokrwisto$ci,
znacznie podwyzszonej liczby biatych krwinek lub bardzo niskich pozioméw
aktywnosci GBPD w krwinkach czerwonych, udziat w sumie uzyskanej w tych
warunkach moze by¢ znaczny. Patrz rozdziat ,Stosowanie probek bez
kozuszka Buffy-Coat”.

Aplikacja na analizatory automatyczne

Procedury aplikacyjne sg dostepne dla réznych przyrzadéw automatycznych. Aby

uzyska¢ wiecej informacji, skontaktuj sie z Dzialem Obstugi Technicznej Pointe

Scientific (1-800-445-9853)..

Materialy wymagane
Patrz rozdziat ,odczynniki”.

Materialy wymagane, niedostarczane

1. Spektrometr zdolny do pomiaru przy dtugosci fali 340 nm z komorg kuwety
z kontrolowang, temperaturg (zamiast tego mozna uzy¢ tazni wodnej lub
inkubatora)

2. Urzadzenia do pipetowania do dostarczania objeto$ci wymaganych do testu

3. Kuwety o wiasciwosciach optycznych odpowiednich do uzycia przy 340
nm340 nm
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4. Sprzet i odczynniki do oznaczania stezenia hemoglobiny lub
wykonywania zliczania krwinek czerwonych. Pointe Scientific oferuje
numer katalogowy H7504 do oznaczania hemoglobiny.

Procedura manualna

Przygotuj odczynnik roboczy R1, dodajac lizg jako rozcieczalnik zamiast

DH20. Doda¢ objeto$¢ podang na fiolce R1. Tego odczynnika mozna teraz

uzywa¢ w sposob opisany ponizej. UWAGA: Nie uzywa¢ DH20 do

rekonstytucii fiolki R1 do procedury recznej.

Temperature reakcji nalezy utrzymywaé na poziomie 37°C lub innej statej

temperaturze (patrz rozdziat ,Korekta temperatury”).

1. Przygotuj mieszaning reakcyjng
a. Do oznaczonej kuwety dodaj 1,0 ml Odczynnika R1.

b. Doda¢ 0,01 ml krwi i doktadnie wymiesza¢ do catkowitego
zawieszenia erytrocytow. Odstawi¢ w temperaturze pokojowej
(18-26°C) na 5-10 minut.

c.  Dodac¢ 2,0 ml odczynnika R2 i delikatnie wymieszac, kilkakrotnie
obracajac. Przejdz do kroku 2.

2. Umiesci¢ kuwete w bloku grzewczym o statej temperaturze lub w tazni
wodnej i inkubowa¢ przez okoto 5 minut.

3. Odczyta¢ i zapisa¢ absorbancje (A1) TESTU przy 340 nm wzgledem
wody. (Jezeli uzywasz tazni wodnej lub inkubatora, wiéz z powrotem
kuwete.)

4. Doktadnie 5 minut pdzniej odczytaj i zapisz absorbancje (A2).

5. Aby okresli¢ aktywno$¢ G6PD, zapoznaj sig z sekcja ,Obliczenia”..

Kalibracja

Procedura jest standaryzowana na podstawie milimolarnej absorpcji NADPH,
ktéra wynosi 6,22 przy 340 nm. Pomiar szybkosci wzrostu absorbancji (AA)
przy 340 nm stuzy do iloSciowego okreslenia aktywno$ci enzymatyczne;.

Kontrola jakosci

Wiarygodno$¢ wynikow badan nalezy monitorowaé¢ za pomoca materiatow
kontrolnych o znanych wartociach w kazdym przebiegu. Zaleca sig, aby
kazde laboratorium ustalito wtasng czestotliwo$¢ oznaczania kontroli.

Obliczenia

AA namin=A2 - A1
5

Aktywno$¢ G6PD mozna wyrazi¢ jako U/g hemoglobiny (Hb) lub U/1012
erytrocytow (RBC).

100 x 3.01 x TCF

0.01 x 6.22 x Hb (g/dl)

G6PD (U/g Hb) = AA na min x

=AAnaminx___4839 xTCF
Hb (g/dl)
Gdzie: 100 = Wspdtczynnik do przeliczenia aktywnosci na 100 ml
3.01 = Catkowita objetos¢ reakcji (ml)
0.01 = Objetos¢ probki (ml)
6.22 = Milimolowa absorpcja NADPH przy 340 nm
Hb (g/dl) = Stezenie hemoglobiny dla kazdej prébki
TCF = Wspotczynnik korekcji temperatury (1 przy 37°C)

lub G6PD (U/10"2RBC) = AA na min x 3.01 x 10'2x TCF
0.01x6.22 x (N x 10%) x 1000

Gdzie:  3.01 = Catkowita objetos¢ reakcji (ml)

102 = Faktor do wyrazania aktywno$ci na 10'2 komérek

0.01 = Objeto$¢ probki (ml)

6.22 = Milimolowa absorpcja NADPH przy 340 nm

N x 108 = Liczba krwinek czerwonych (czerwone krwinki/mm?3)
okreslona dla kazdej probki

1000 = Konwersja liczby krwinek czerwonych z mm3 na ml

TCF = Wspdtczynnik korekcji temperatury (1 przy 37°C)

To réwnanie sprowadza sie do:
G6PD (U/10'2RBC) = AA namin x 48,390 x TCF
N
N = liczba krwinek czerwonych podzielona przez 108
TCF= Wspotczynnik korekcji temperatury (1 przy 37°C)

Gdzie:

Przykfad:
Analiza probki, ktora miata liczbe czerwonych krwinek 4.6 x 106/mm3 i stezenie
hemoglobiny 15.2 g/dl data w 37°C AA na min= 0.028.

G6PD (U/g Hb) = 0.028 x 4839 = 8.9

15.2
G6PD (U/10'2RBC) = 0.028 x 48,390 = 295
46

UAWAGA: Jesli AA na minute jest wieksze niz 0,060, powtorz oznaczenie

uzywajac 5 ul krwi i pomno6z wynik przez 2.

Uzycie prébki wolnej od ,,Buffy-Coat”

W normalnych warunkach aktywno$¢ G6PD wnoszona przez leukocyty, plytki krwi i
surowice jest stosunkowo niewielka. Jednak, jak donosi Echler'? i inni*3, doktadniejszy
pomiar aktywnosci G6PD w krwinkach czerwonych, zwiaszcza w obecnoci
niedokrwistosci illub leukocytozy, mozna osiagnaé¢, stosujac do testu probki krwi
pozbawione kozuszka leukocytarnego. Zatem w przypadku wartosci granicznej
uzyskanej z krwi petnej uzasadnione moze by¢ powtdrzenie oznaczenia na probce
wolnej od kozuszka leukocytarnego.

Korekcja temperatury

Gdy temperatura wynosi 37°C, w obliczeniach nie jest wymagany wspotczynnik
korekcji temperatury (TCF). Jesli test jest wykonywany w innej temperaturze,
nalezy uzy¢ TCF."

Temperatura kuwety TCF
25°C 1.98
30°C 1.37

Definicja jednostki

Jedna jednostka migdzynarodowa (U) to taka ilo$¢ aktywnosci G6PD, ktéra
przeksztatci 1 mikromol substratu na minute w warunkach okre$lonych w tej
ulotce..

Wartosci oczekiwane!
Zalecany zakres odniesienia dla G6PD mierzonego w temperaturze 37°C to:
12.1£2.09 U/g Hb
351 +60.6 U/10"2 RBC
Warto$ci dla noworodkéw moga byé nieco wyzsze. Zdecydowanie zaleca sig, aby
kazde laboratorium ustalito swéj wiasny oczekiwany zakres.

Charakterystyka testu
Zakres testu: Maksymalna aktywno$¢ G6PD, ktérg mozna zmierzy¢ za pomoca
tej procedury, wynosi okoto 21,0 U/g Hb lub 609 U/102 RBC.
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Recommendedscreening test for glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD).
Dane zaobserwowane | Wynik teoretyczny Odzysk procentowy Bri J of Haem, 43:469-477, 1979.
2.78 Ulg Hb 2.78 Ulg Hb 100.0% 9. ?g;;ge, E.A.: Red Cell Enzyme Deficiencies: A Review: Am J Med Tech38:454,
0, .
150.2890UU/? :bb 151'5162%/? :bb g?m 10. Boulard M, Blume KG, Beutler E. The effects of copper on red cell enzyme
2069 g o g 93'00; activities. J. Clin Invest, 51, 459 (1972)
69 Ulg Ho .24 Ulg Ho Sl 11. Young, D.S., Pestaner, L.C., Gibberman, V.. Effects of drugs on clinical

Precyzja: Badania precyzji przeprowadzono na Roche Cobas Mira zgodnie
z wytycznymi zawartymi w dokumencie NCCLS EP5-T2.'S Dane
przedstawiono w jednostkach, ktore zautomatyzowany analizator wygeneruje
dla aktywno$ci G6PD (U/L). Zdecydowanie zaleca sie sprawdzenie precyziji
testu na kazdym analizatorze przed uzyciem.

W ciagu dnia (n=20)
S.D.

Srednia S.D. C.V.
257 23.7 9.2%
658 18.3 2.8%
1939 480 2.5%
Z dnia na dzien (n=20)
Srednia S.D. C\.
269 30.8 11.4%
700 28.7 4.1%
2014 43.0 2.1%

Czulo$é: Zaktadajac, ze granica czutosci reprezentujgca zmiane absorbancii
przy 340 nm wynoszacg 0,001 na minute, przy uzyciu tej procedury mozna
wykry¢ aktywno$¢ G6PD wynoszaca 0,4 U/lg Hb lub 11 U/012 RBC
(zaktadajac stezenie hemoglobiny 12,0 g/dl i liczba krwinek czerwonych 4,5 x
108/mm3).

Swoistos¢: Utlenianie glukozo-6-fosforanu przez G6PD jest specyficzne.
Kazde niespecyficzne tworzenie NADPH w wyniku utleniania innych
substratow przez enzymy endogenne zachodzi w okresie preinkubacji.
Dehydrogenaza 6-fosfoglukonianu jest catkowicie hamowana przez maleimid
w ukfadzie odczynnikéw.

Korelacja: badanie poréwnawcze metody Pointe Scientific i Sigma
Diagnostics dato roéwnanie regresji liniowej z y = 097x + 0,07 i
wspotczynnikiem korelacji 0,994.
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Certyfikacja

Odczynniki Pointe sg certyfikowane do produkcji zgodnie z okre$lonymi
parametrami. Kazdy odczynnik Pointe, ktéry nie spetnia specyfikacji w podanym
terminie waznosci, zostanie natychmiast i bezptatnie wymieniony.
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