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Verfabren zur quantitativen enzymatischen Bestimmung von
Adenosindiphospbat

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur gquantitativen
enzymatischen Bestimmung von Adenosindiphosphat (ADP) “in
waBriger Ldsung,

Charakteristik der bekannten technischen ILosungen

Schon seit lengem besteht in der Biochemie an der Messung
des ADP und der Messung ADP-liefernder Reaktionen groBes
Interesse. ADP-Bildung ist das MaB fiir den ATP-Umsatz,

also die Verwertung des zentralen inergietrigers des Organis-
mus, Aber auch in der klinischen Chemie hat die ADP-llessung
groBe Bedeutung, wenn Herz-, Iever- und Nierenerkrankungen}
diagnostiziert werden. Der ADP-Nachweis im Zuge ADP-lie-
fernder Reaktionen hat ebenfalls in der Biochemie und klini-
schen Chemie groBe Bedeutung. Hier sei der Nachweis der
Pyruvat-Kinase und der Creatin-Kinase fur FZnzymbestimmungen
und der Creatinin- und Glycerinnachweis fir Metaboliten-
Bestimmungen genannt, ' '

Der Bestimmung von ADP in biologischen Fliissigkeiten, wie
Seren, Gewebe, bakteriell kontaminiertem wiaBrigem Material
oder anderen wdBrigen .Flussigkeiten kommt daher grofle
praktische Bedeutung zu, :

Fir den enzymatischen Nachweis von ADP wurden drei ver=—
schiedene Verfahren angewendet. Das erste berubht auf der
Phosphorylierung des ADP zum ATP wmit PEP (Phosphoenol-
pyruvat) und PXK (Pyruvat-Kinasé) und Nachweis des ent-
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._Dieses Verfahren ist schon lange bekaﬁnt und beschrié— .
“ben in Nature 178, 632 (1956).

’ PGK = Phosphoglycérinkinase

stehenden- Pyruvats ﬁit NADH[LDH (iactatdéhydrbéenése).

2. Pyruvat +NapH + HY D2

s Lactat + NAD®

Die beiden anderen Verfahren beruhen ebenfalls auf der

'Phosphorylierung des ADP, z.B. mit Creatinphosphat und

CK und Nachweis des gebildeten ATP.

B. 1. ‘Phosphsglycerinaldehyd + NAD + Phosphat §§92§? 1,3—Di—‘
phosphoglycerat + NADH + H

2. 1,3—Diphosphoglycerat + ADP -E§5»3-Phosphoglycerat + ATP

GAP-DH = Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase

Auch diese Reaktion ist lange bekannt und beschrieben in

.BBA 1, 292 (1947).
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35

C 1. ADP + Creatin-phosphat LK 5aTp + Creatin

2..ATP + Glucose HK) G-6-P + ADP

3. Glucose-6-phosphat + NAD+ _G_—_6_:1_>9_};- Gluconat—G—phosphat +

NADH + H'
HK = Hexokinase A
G-6-PDH = Glucose-6-phosphatdehydrogenase

Diese Reaktion wird bereits seit mindestens 1955 verwen-

_det, beschrieben wird sie z.B. in A. Kbrnberg, Methods

of Enzym. 2, 497 (1955).
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Diese bekannten Methoden weisen nun verschiedene Mingel
auf, die. ihre Anwendung erschweren oder verteuern. Zwar
ist der Nachweis nach A grunds&tzlich geeignet, als In-

dikatorsystem filir Reaktionen zu dienen, die aus ATP ADP

‘liefern und hat -sich zu diesem Zweck durchgesetzt,

es wird aber die Abnahme der NADH-Extinktion ggmeésen._
In solchen Tests kann aus meBtechnischeh Criinden nur
eine begrenzte Anfangsextinktion'an NADH vorhanden

sein. Das hat zur Folge, daB das hier verwendete Indi-
katorenzym LADH nicht mit seinem Substrat NADH gesdttigt

ist und demnach nicht seine maximale Reaktionsbeschwin-

digkeit erreicht.. Das muB durch erhdhten Enzymeinsatz aus-
geglichen werden. Dies ist nicht nur unw1rtschaftllch,‘
sondern belnhaltet auch die Gefahr, daB andere st&rende
Enzymaktivitdten in grdB8erem MaBe in das Testsystem
elngeschleppt werden. Ein weiterer ‘Nachteil ergibt élch
daraus, daB bei hohen ADP-Konzentrationen das NADH schon
verbraucht sein kann, bevor vollst&ndiger Umsatz einge-

treten ist. Man miBt dann falsch zu niedrige Werte.

Ein gravierender Mangel des Verfahrens B beruht darin,
daB nach dem Prinzip der vorgeschalﬁeten Indikatorreak-
tion eine bestimmte Menge ADP zwar eine st&chiometrisch
érrechenbare NADH-Bildung veruréacht, jedoch daf88 keine
ganzzahlige Stdchiometrie vorliegt und daher die Be-
rechnung sehr kompliziert wird. Eine Anwesenheit von
ATP verursacht auBerdem eine zusitzliche Verschiebﬁng
des Gleichgewichts, was die Rechnung weiter erschwert.
Daher wird dieses Verfahren in der . Praxis kaum angewen-
det. AuBerdeﬁ ist eine Verstdrkung des MeBsignals durch
nachgeschaltete Formazanreaktion nicht mgglich.

Diese Nachteile besitzt das Verfahren C nicht. Dafiir
kommen zwei andere M&ngel zum Tragen. Da das Verfahren C
da;auf beruht, ADP zu ATP zu phosphorylieren und dieses

ATP dann nachzuweisen, ist es‘einleuchﬁend, da dieses

N
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Verfahren nicht dazu geeignet ist, aus ATP im gekoppelten -
Test gebildetes ADP nachzuweisen, Wie im weiteren ausge-
fiihrt, bestebt aber groBes Interesse daran, viele Reak-

~ tionen zu messen, die aus ATP, ADP liefern., Es ist aber
anzustreben, fir diese Nachweise stets dasselbe Indikator-
system zu verwenden, weil die bendtigten Enzyme und Reagentia
um so glnstiger produziert werden kdnnen, je groBer die
Produktionsansitze gemacht werden, Zum anderen ist es grund~
sdtzlich nachteilig, Messungen im UV-Licht durchzufiihren,

da MeBeinrichbtungen zur Messung im UV-Licht stets wesent-
lich teurer und aufwendiger sind als MeBeinrichtungen fiir
die Messung im sichtbaren ILicht,

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist, ein Verfahren zur Bestimmung von
ADP zu schaffen, welches die Nachteileder bekannten Ver-
fahren nicht aufweist, Insbesondere ist es ein Ziel der
Erfindung, ein derartiges Verfahren zu schaffen, welches
kurze MeBzeiten und nur eine Inkubation erfordert, die
Absorptionszunahue oder bel Enzymbestimmungen die Absorp-
tionszunahme pro Minute miBt, eine Messung im sichtbaren
Licht gestattet, damit einfachers photometrische Einrich-
- tungen benutzt werden konnen und gleichzeitig an ver-
schiedene Reaktionen gekoppelt werden kann, welche ADP aus
 ATP liefern, ' '

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Adenosindiphosphat
in eine Verbindung zu iberfiihren, die mi% groBer Genauigkelt
in einfachen photometrischen Einrichtungen gemessen werden
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kann,

Geltst wird diese Aufgabe erfindungsgemidl durch ein Ver-
fahren zur quantitativen enzymatischen Bestimmung von
Adenosindiphosphat (ADP) in wédBriger Ldsung durch Phog-—
phorylierung mit einer Kinase in Gegenwart eines phos- -
pborylierten Substrats derselben unter Bildung von ATP
und entphosphoryliertem Substrat, welches dadurch gekenn-
zeichnet ist, daB das entphosphorylierte Substrat, gege-
benenfalls unter Zwischenschaltung einer weiteren Hilfs-
reaktion mit IAD(P) in Gegenwart einer Dehydrogenase um—
gesetzt und gebildetes NAD(P)H direkt gemessen oder mit
einem Tetrazoliumsalz in Gegenwart eines Elektro-
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neniibertrdgers umgesetzt wird unter Bildung eines Forma-
zans und letzteres gemessen wird. '

Das Grundpriﬁzip des erfindungsgemdBen Verfahrens pes

steht also darln, nicht wie blsher, mit einer Reaktion
zu koopeln, in der NADH verbraucht wird, sondern umge- _
kehrt, mit einer Reaktion, in welcher NAD oder NADP re-.
duziert werden zum NADH bzw. NADPH. Fir das Verfahren
der Erfindung sind mehrere Ausfuhrungsformen méglich,
da sich einige verschiedene derartige Reaktionen als
mit quantitativen Reaktionsabléufen koppelbar herausge-
stellt haben. | ' ’

Es ist jedoch.hicht in jedem Falle mdglich, das Phosphof—_
freisubstrat der ersten Reaktion, bei welcher ADP auf-
phosphoryliert witd zu ATP direkt mit dem NAD oder NADP

und einer Dehydrogenase umzusetzen. In solchen Fdllen

muB eine Hilfsreaktion zwischengeschaltet werden, insbe-

sondere eine Decarboxylierungsreaktion, Transaminierungs-

reaktion oder Kupplung mit einer Hexose oder Pentose.

| Desgleichen ist es gelegentlich gﬁnStig, gebildetes

NAD(P) nicht direkt zu messen, sondern 1n einen Farb-
stoff zu uberfuhren, indem ein geelgnetes Tetrazolium-
salz in Gegenwart eines "Elektroneniibertrédgers, wie
Diaphorase, zum entsprechenden gefdrbten Formazan umge-
setzt wird und die geblldete Fidrbung gemessen wird.
Geeignete Tetrazollumsalze und Elektronenubertrager

sind dem Fachmann bekannt. Lediglich beispielsweise seien
hier 3-(4,5- Dlmethylthlazolvl 2)-2,5-diphenyltetra- '

zoliumbromid, Nitroblau, Tetrazollumchlorld und 2-(p-

~ Jodphenyl) - 3 (p nltrophenyl) 5—phenyl tetrazollumchlorld

erwdhnt.

 GemdB einer bevorzugten Auéfﬁhfungsform des erfindungs-

' geméBen Verfahrens wird dieses mit Galactose-kinase und

Galactose—dehydrogenase in der durch die nachstehenden
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Gleichungen veranschaullchten Reaktlonsfolge durchge-
fithrt: T ' i

D 1+ Gal-1-P + ADP i?.l__k___mas% Galactose + ATP

2, Galactose + NAD+_EEE_22>Ga1actonat +- NADH. + H -

Gal-1-P = Galactose~-1~phosphat
Gal-kinase = Galactose-kinase

Gal-DH = Galactose-dehydrogenase

Diese Gleichungen sind an sich seit langem bekannt aus
Biochem. J. 44, 460 (1949) und J. Biol. Chem. 227,
745 (1957).

ﬁberraschenderweiée wurde jedoch nunmehr gefunden, daB

es m8glich ist, diese Reaktionen miteinander und mit
Reaktionen zu koppeln, die aus ATP ADP bilden. Hierdurch
wird die Absorptionszunahme durch das gebildete NADH zum
MaB der Menge an ADonder, falls bei den gekoppelten
Reaktionen, die ADP aus ATP bilden, Enzymaktivit&ten
gemessen werden, die Absorptionszunahme pro Zeiteinheit
durch das gebildete NADH zum Ma8 filir die gesuchte Enzym-
aktivitdt. Eine derartige Kopplung wurde bisher nicht
flir mdglich gehalten, wie schon allein daraﬁs hervorgeht,
daB seit mehr als 20 Jahren nach einem befriedigenden '
Verfahren zur Bestimmung von ADP gesucht wird und auch

die Reaktionen schon so lange bekannt sind.

GemdB einer besonders vorteilhaften Ausfiihrungsform die-
ser Ausfiihrungsform wird noch eine Reaktion nachgeschal-
tet, welche mit einem Tetrazoliumsalz in Gegenwart _
eines Elektronenilibertrigers zur Riickoxydation des gebil;
deten NADH unter gleichzeifiger Bildung von gefdrbtem
Formazan fithrt, welches leicht im sichtbareh Licht gemes-
sen werden kann. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform

entspricht dies der nachstehenden Gleichung:
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1. NADH + MTT Dlaphorase}Formazan + NaD*

. MTT = 3= (4 5- Dlmethylthlazolyl 2)-2, 5 dlphenyl tetrazollum—

I3

bromid.

"Als Elektronenﬁbertréger wird die aufgefﬁhrtékDiaphoraée

bevorzﬁgt Es kdnnen jedoch auch ‘andere Elektroneniiber-

tridger, die dem Fachmann bekannt sind, verwendet wer-

" den. Als sehr gut geelgnet hat sich dabei 1nsbesondere

Phenazinmethosulfat (PMS) und Phenanthrollnmetho—

-sulfonat erwiesen.

Als Tétrazoliumsalz wird das bereits erwdhnte MTT bevor-
zugt. Es koOnnen aber auch andere Tetrazoliumsalze ver-
wendet werden. Gute Ergebnisse wurden insbesondere auch
mit Nitroblau-tetrazoliumchlorid (NBT) und 2—(p—Jodo—. '
phenyl)-3—(p—nitrophenyl)—S—phenyl—tetrazo1iumchlorid
(INT) erzielt. Die Auswahl des Tetrazoliumsalzes erfolgt'
unter Berﬁcksichtigung der L&slichkeit des gebildeten
Formazanfarbstoffs. Weist letzterer ndmlich eine geringe 
Léslichkeit auf, so k&nnen bei hohen ADP- Konzentratlonen
Ausfidllungen des Farbstoffs erfolgen, welche zu MeB-
schwierigkeiten fiihren. Aus diesem Grunde wird zweqk—
niBig bei Durchfiihrung des erfindungsgeméBen Verfahrens
unter Messung eines Formazanfarbstoffs ein oberflichen-
aktives Mittel zugesetzt, welches das Loslichkeitsverhal-
ten des Farbstoffs verbessert. Beispiele fiir geeignete
oberfldchenaktive Mittel sind Desoxycholsdure, Sapo-

nin, Allearyl—polyéthylenglykol—eéter und -&ther, Sor-
bitanester, wie Sorbimacrogololeat, Polyidthylenglykol-
laurylither und dergleichen. Die Konzentration an ober-
flichenaktivem Mittel liegt im allgemeinen zwischen 0,3

und 3 % im'Test.

_Zula551ge Schwankungsbrelte.

Die Art des Puffers ist unkritisch. Geeignete sind z.B.

Tris-, Tra—, Imidazol-, Succinat, Glycin-, Glycyclglycin-
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‘puffer.

Pufferstirke 0,005 bis 0,5 Mol/1l

Gal-Kinase 0,1 bis 20 U/ml
Gal-DH 0,05 bis 20 U/ml

Auch die anderen, unten ndher beschriébenen.Ausfﬁhrungsfor—
men der Erfindung lassen sich mit der Formazanbildung
kuppeln. Bei manchen dieser Reaktionen ist diese Kupp-

lung aus Gleichgewichtsgriinden sogar bevorzugt. Im

folgenden sind die weiteren Ausfiihrungsformen beschrie-

ben.

E 1. ADP + Formyl-p Lormiat-Kinases rp, niat + arp

F-DH. +

2. Formiat + NAD' 17 co, + NADH + H, + H

F-DH = Formiat-dehydrogenase

Zuldssige Schwankungsbreite

Fiir Puffer und Pufferstirke gelten die Angaben zu Aus-
fihrung D. -

pH 6,0 bis 10,0

Formiatkinase 0,05 bis 50 U/ml

Formiat-DH 0,1 bis 100 U/ml

F 1. ADP + PEP X, Pyruvat + ATP

Pyruvat-—decarboxylase>

2. Pyruvat Acetaldehyd + CO,

HZO Aldehy_d—DH> Acetat +

NAD(P)H + H'

3. Acetaldehyd + NAD(P)+ +

Zuldssige Schwankungsbreite _
Art und Stdrke des Puffers: hier gelten die Ausfilihrungen

zur Ausfiihrungsform D ebenfalls
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pH 4,5 bis 7,5

PK 0,05 bis 50 U/ml
“A1-DH 0,05 bis 50 U/ml ° e e e

PyrnDC 0,05 bis 50 U/ml

Besonders bevorzugt wird nachstehende Ausfuhrungsform -
des erflndungsgemaﬁen Verfahrens.

G 1. ADP + PEP —X 3 pyruvat + ATP

.2. Pyruvat + Glutamat gijlguAlanln + a-KG

3. a-KG + Y"Amanbutyrat Y‘—Amlnobutyrat-Transamlna;e>

"Glutamat + Succinat- semlaldehyd
4. Succinat-semialdehyd + NADP' + H,0
Succinat + NADPH + H+

ss—Al—DH,'
>

GPT = Glutamat-pyrubat-transaminase
a-KG = a-Ketoglutarat
SS-Al-DH = Succxnatsemlaldehyd dehydrogenase

Zulidssige Schwankungsbreite

Fiir Puffer und Pufferstdrke gilt das zu Ausfilhrungs-
form D angegebene.

pH 6,0 bis 10,5

PK, GOT, GAB-GT, SS-AL-DH je 0, 05 bis 50 U/ml

Ebenfalls besonders bevorzugt wird schlieBlich auch nach-

stehende AusﬁﬁhrungSerm des erfindungsgemdBen Verfahrens.

H 1. ADP + UTP —2ZE s aTp + UDP «

2. UDP + Saccharose pjéccharose-Synttx UDPG + Fructose

3. UDPG + 2 NAD + H,0 —2C-PLyupp-Glucuronat + 2 NADH
NDPK = Nucleosid-diphosphatkinase v



11.12.1979
AP G 01 N/214 830

214830 -1 - 55859012

Zuldssige Schwankungsbreite
Fir Art und Stérke des Puffers gelten die Angaben zu,
Ausfubrunrsform D,

pE-Bereich 6 vis 10,5

UDPG-DH 0,01 bis 15 U/ml

NDPK 1 bis 50 U/ml _
Saccharose-Synt, 0,05 bis 10 U/ml

Vorteilhafterweise kann das erfindungsgemiBe Verfahren

derart ausgefilhrt werden, daB man ADP mit

a) Galacto-Kinase und Galactose—1-Phosphat umsetzt und mit
der geblldeten Galactose NAD in Gegenwart von Galactose—
debydrorenaoe reduziert oder

b) Formiat-Kinase und Formylphosphat umsetzt und mit dem
gebildeten Formiat in Gegenwart von Formlat-dehydro-
genase NAD oxydiert oder

¢) Pyruvat-Kinase und Pbosphoenol—pyruvat umsetzt, gebil-

- detes Pyruvat mit Pyruvat-decarboxylase decarboxyliert
und wit dem gebildeten Acetaldehyd und Aldehyddehydro-
genase NAD oxydiert oder

d) nach ¢) gebildetes Pyruvat mit Glutamat und GPT

. (Glutamat-pyruvat-transaminase) in Alanin und of ~Keto-
glutarat transaminiert, letzteres nit #v —Aninobutyrat
und A -Aminobutyrat-transaminase in Glutamat und
Succinat-semialdehyd iiberfiihrt und letzteres mit
Succinat-semialdehyd-dehydrogenase zur Oxydation von
NADP heranzieht oder

e) UTP und Nucleosid-diphosphat-kinase umsetzt gebildetes
UDP mit Saccharose und Saccharosesyntbetase in Fructose
und Iridindiphosphatglucose umwandelt und mit letztersr
und Uridindiphosphat-glucosedehydrogenase NAD reduziert.
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Die Einzelheiten fiir die Durchfiibrung dieser Ausfilhrungs—

formen sind bei den Beispielen, die diese Ausfiihrungsformen

niher erldutern, angefiihrt,

Wie schon erwdbnt, ist die Anwendung der Erfindung beson-
 ders vorteilbaft fiir Reaktionen, bei denen ADP aus ATP

geblldet wird, In der folgenden Tabelle sind daher Beispiele

von Enzymen und Substraten aufgefiibrt, bel denen das zu
messende ADP aus ATP gebildet wird und die Erfindung ange-—
- wandt werden kann, Wie in den Beispielen n#her erliutert,
konnen auch hier gekoppelte Reaktionen ausgefilbrt werden,
Sowohl Enzym als auch aufgefiihrte Substrate sind jeweils

' erfindungsgeméﬂ bestimmbar. Welches erfindungsgemiéBe Ver-
fahren im einzelhen angewandt werden soll, ist von der
nachzuwéisenden Reaktion im wesentlichen unabhéngig.'

Inzym

Tabelle 1

Substrate'

~ (®C Nr,)
Hexokinase 2e7e1:1 ATP/Hexosen
Glucokinase 2.7.1.2 ATP/Glucose
Fructokinase 2.774 ATP/Fructose
‘Galactokinase 2.7.1.6 ATP/Galactose
Mannokinase 2.7.1.7 ATP/Mannose
Glucosaminkinase 2.7.1.8 ATP/2~Anino-2-desoxy-

o y : D-glucose

Phosphoglucokinase  2.7.1.10 ATP/Glucose~1~P
Phosphofructokinase  2.7.1.11

ATP/Fructose~6~P
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tase

- 43 -
Enzym (EC Nr.) Substrate
Glucono-kinase 2.7.1.12 ATBAD—Glucoﬁét.

. Adenosin-kinase "2.7.1.20 - ‘ATP/Adenosin .
NAD-Kinase 2.7.1.23 ATP/NAD
Glycerin-kinase . 2.7.1.30 ATP/Glycerin
Glycerat-kinase 2.7.1.31 ATP/Glycerat -
Cholin-kinase 2.7.1.32 ATP/Cholin ‘
Pyruvat-kinase 2.7.1.40 ATP/Pyruvat
Glucurono-kinase 2.7.1.43 ATP/Glucuronat
Galacturono-kinase 0 2.7.1.44 ATP/Galacturonat
-Arabino-kinase 2.7.1.54 ATP/Arabinose
Mannitol-kinase 2.7.1.57  ATP/Mannit
Inosin-kinase. 2.7.1.73 ATP/Inosin
Acetat-kinase 2.7.2.1 ATP/Acetat
Carbamat-kinase 2.7.2.2 ATP/NH3/C02
Asparat-kinase 2.7.2.4 ATP/Asparat
Carbamoyl-phosphat-
synthase 2.7.2.5 2 ATP/NH3/C02/H20
Formiat~kinase 2.7.2.6 ATP/Formiat
Carbamoyl-phosphat- 2.7.2.9 2 ATP/Glutamin/
synthase ' " . CO,/H,0 : .
Guanidinoacetat-kinase 2.7.3.1 ATP/Guanidinacetat
Creatin-kinase 2.7.3.2 ATP/Creatin
‘Arginin-kinase 2.7.3.3 ATP/L~Arginin
Ammoniak-kinase 2.7.3.8 ATP/NH3
Polyphosphat-kinase 2.7.4.1 ATP/ (Phosphat)n
Adenylat-kinase 2.7.4.3 ATP/AMP
Nucleosid-monophosphat-— ATP/Nucleosid-
kinase 2.7.4.4 monophosphat
Nucleosid-diphosphat- 2.7.4.5 ATP/Nucleosid-
kinase ‘ diphosphat
Guanylat-kinase 2.7.4.6 ATP/GMP
Cytidylat-kinase 2.7.4.14 ATP/CMP
Succinyl-CoA-Synthe- 6.2.1.5 ATP/Succinat/CoA
tase ' A
Glutaryl-CoA-Synthe-  6.2.1.6 ATP/Glutarat/CoA
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Enzym“_ ' ’ - __EC Nr.) = . Substrate

Malyl-CoA-Synthetase 6.2.1.9 ATP/Malat/CoA
Glutamin-Synthetase ' 6.3.1.2  ATP/Glutamat/NH;
Asparagin-Synthetase L 6.3.1.4 ATP/ASpartat/NH3
Y-Glutamyl-Cystein~ 6.3.2.2 ATP/Glutamat/Cystein
Synthetase : o _" : o
j Glutathion4Syn£hetase m6.3.2.3 ATP/y—Glutamyl—

, : ' o cystein/Glycin
D-Alanylalanin- - ' 6.3.2.4 - ATP/2 D-Alanin
Synthetase ' , R

" Harnstoff-carboxylase 6.3.4.6 ATP/Harnstof£/CO,
Pyruvat-carboxylase : 6.4.1.1 AfI’P/Pyruvga.t/HZO/CO2
5'~Nucleosidase ‘ '3.1.3.5  ATP/ASN/NH;/Glutamat
Adenosin-Desaminase 3.5.4.4 ATP/ASN/ISN/NH3/—

Glutamat

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Reagens
zur Bestimmung von ADP mit einem Gehalt an einer Kinase,
einem phosphorylierten, von ADP verschiedenen Substrat
derselben und Puffer, welches dadurch gekennzeichnet ist,
daB es eine fiir die entphosphorylierte Form dieses Sub-
strats oder filir ein transaminiertes, decarboxyliertes
oder hexosidiertes Folgeprodukt derselben spezifische

Dehydrogenase und das Coenzym der Dehydrogenase ent-

h&dlt. Zus&dtzlich kann dieses Reagens ein Tetrazolium-

salz und einen dafiir geeigneten Elektroneniibertréger

sowie gegebenenfalls ein oberfldchenaktives Mittel'oder/—

und ein System zur.Bilduné von ADP aus ATP sowie die von
deﬁ jeweils verwendeten Enzymen bendtigten Salze enthalten.
Das System zur Bildung von ADP aus ATP besteht entweder
aus ATP und der fiir die jeweils unter ADP-Bildung zu be-
stimmenden substanzspezifischen Kinase oder, falls es zur
Aktivitdtsbestimmung dieser Kinase verwendet werden soll,

aus ATP und dem zweiten Substrat der Kinase.

Das erfindungsgéméBeIReagens kann in trockener lyophili-

sierter Formvoder als gebrauchsfertige wdssrige Ldsung
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vorliegen. In einer besonderen Ausfilhrungsform kann es auch
auf einem geeigneten Trédger impragniert oder inkorporiert
als Teststreifen vorliegen, S

Ausfihrungsbeispiel

Die Erfindung wird nachstebend an einigen Ausfithrungsbei-
spielen ndher erldutert., In den nachfolgenden Beispieien
werden folgende Abkiirzungen verwendet:

Al-DH
Formiat-DH
GPT

GAB-GT

SS-A1-DH
GOT
NDPK
UTP

 ADP
ATP
PEP
PK
NAD

N ADH
NADP
NADPH

- CK
MTT

Gal-1~P

Aldehyd-dehydrogenase
Formiat-dehydrogenase
Glutamat-pyruvat-transaminase
7;quinobutyrat—o{-ketoglutarat-trans-
aminase .
Succinatsemialdehyd~dehydrogenase
Glutemat-oxalacetat-transaminase
Nucleosid=5'~diphosphat~kinase
Uridin-5'~triphosphat
Adenosin~5'~diphosphat
Adenosin-5'~triphosphat
Phosphoenol~pyruvat

Pyruvat-kinase
Nicotinamid-adenin-dinucleotid
Nicotinamid-adenin-dinucleotid, reduziert
Nicotinamid-adenin-dinucleotid~phosphat
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat,
reduziert '
Creatin-kinase :
3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)~-2,5-diphenyl~
tetrazoliumbromid ‘
D-Galactose~1~-phosphat
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Gal-Kinase ~ Galactose-kinase .
Gal-DH Galactose~dehydrogenase
- UDPG-DH - ‘ Ur1d1n~5'-dlphOSPho-glucose—dehydrogenase-
Pyr-DC Pyruvat-decarboxylaue
ADA Adenosin-desaminase
Beispiel 1

Bestimmung von ADP mit Gal-Kinase unter NADH-Bildung.
Temperatur 25 C, MeBwellenlénge 365 nm, 1 cm Kuvetten,
Testvolumen 2,02 ml

Ausgengslosung - Probe  Leerwert Kohzentration

(ml) (ml) ’ im Test

K-Phosphat-puffer, pH 7,5 0,2 0,2 10 mMol/1
0,1 ml ' - : o
MgCl, 0,1 Mol/1 0,2 0,2 10 mlol/1
Gal-1-P 60 mlol/l 0,1 0,1 3 mMol/1
NAD 40 mliiol/1 ' 0,1 0,1 2 mlol/1

- Gal-Kinase 100 U/ml 0,1 0,1 5 U/ml
Gal-DH 12,5 U/ml _ 0,1 0,1 0,625 U/ml

- H,0 1,2 1,2 - -
mischen, dann starten mit ‘

 ADP-LSsung 0,02 = - -

~mischen, inkubleren, nach Stillstand der Extinktionszunahme
Extinktion der Probe gegen Ixtinktion des Leerwerts messen.
Aus der Differenz ervlbt sich der ADP-Gehalt der Probe

nach der Formel

ADP (@il/l) = AE . 29,71
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Beispiel 2

Bestimmvung von ADP mit PK/Pyruvat-DC unter NADH-Bildung.
. Teumperatur 25 oC, MeBwellenlénge 365 nm, Testvolumen
2 ml, 1 cm Kivetten,




214830
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Ausgangslésung _' - Probe | Leerwert Konzenérationv-
o | (ml) (m1) im Test |
Imidazol-puffer, 0,2 Mol/1] 1,0 | 1,0 0,1 mﬁbl/l
5 pH 6,5 o ' . AR
Mgso, 0,2 Mol/L | 0,0 | 0,1 [10 mol/1
CNAD 40 mMol/l _ 0,17 |- 0,1 | 2 mMol/1

PEP 10 mMol/l o 0,1 0,1 0,5 mMol/1
Pyr-DC/PK/AL-DH : ,

10 je 100 U/ml | 0,05 | 0,05 |je 2,5 U/ml
HyO o 0,65 | 0,65 -
mischen, dann starten mit _ ' .
ADP ' 1 0,2 - -

.15 'mischen, inkubieren, nach Stillstand der Extinktions-
. . zunahme Extinktion der Probe gegen Extinktion des Leer-

" werts bestim@en,»Gehalt an ADP berechnen nach
ADP /mMol/1) = AE * 29,71
Beispiel 3
Bestimmung von ADP mit Formiat-kinase untér NADH-

Bildung. MeBtemperatur 25°C, MeBwellenldnge 365 nm,

25 1 cm Kiibetten, Testvdlumen 2,02 ml

Konzentration der Ausgangs-  |Probe Leerwert| Konzentra-
18sung ' : , (ml) (mi) tion im
Test
30 Dimethylglutarat pH 6,9 - 1,0 1,0 ~ |50 mMol/1
0,1 Mol/1 - |
Formylphosphat O,j.Mpl/l' ‘ 0,1 0,1 | 5 mMol/1
Formiatkinase 20 U/ml 0,1 0,1 1 U/ml
Formiat-DH 200 U/ml 0,1 0,1 10 U/ml
35 NAD 0,08 Mol/1l - 0,1 | 0,1 4 mMol/1
' Mnso, 0,1 M1/ | 0,1 0,1 5 mMol/1
HZO . 0,5 0,5 -
mischen, dann starten mit ADP! 0,02 - -
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mischen,.inkubieren, nach Stillstand.dér Extinktions:

zunahme Extinktion der Probe gegen Leerwé;t bestimmen,

Gehalt an ADP berechnen nach : - L

ADP (mMol/1) =AE - 29,71
Beispiel 4
Bestimmung von ADP mit GPT, GAB-GT und SS-Al-DH unter

‘'NADPH-Bildung, MeBtemperaﬁur 25°C, MeBwellenl&dnge 365 nm;

1 cm Kiivetten, 2,22 ml Testvolumen.

Konzentration der Ausgangs- {Probe Leerwert| Xonzentra-
-18sung (ml) (ml) | tion im
Test
Imidazol-puffer, pH 7,6 1,0 1,0 | 50 mMol/1
0,1 Mol/1 |
Mgso, _ 100 mMol/1 | 0,1 0,1 5 mMol/1
PEP 20 mMol/1 0,1 0,1 1 mMol/1
NADP 20 mMol/1 | 0,1 0,1 1 mMol/1
" Glutamat 0,6 Mol/1| 0,2 0,2 60 mMol/1
Y-Amincbutyrat 0,9 Mol/l} 0,2 0,2 90 mMol/1
PK 40 U/ml | 0,1 0,1 2 U/ml
GPT 100 U/ml 0,1 0,1 5 U/ml
GAB-GT 50 U/ml 0,1 0,1 2,5 U/ml
SS-Al-DH 50 U/ml 0,1 - 0,1 2,5 U/ml-
mischen, inkubieren, starten mit
ADP . lo,02 - -

mischen, Stillstand der Extinktionszunahme abwarten,
‘aus der Differenz der Extinktion zwischen Probe und Leer-

wert den Gehalt an ADP berechnen.

ADP (mMol/1) = AE - 30,29
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Beispiel 5

MeBtemperatur 25°C, MeBwellenlinge 576 nm, 1 cm Kiivet-

ten, 2,5 ml Testvolumen.

Konzentration

‘Konzentration der Ausgangs-— Probe |Leerwert
~ 18sung . (ml) (ml) im Test
‘Glycin-puffer, enth. 5 % 1,0 1,0 ] 2%
Triton X100, 0,25 Mol/l ] 0,1 Mol/1
pH 8,0 _ |
NADP , 0,1 Mol/1 0,05 | 0,05 2 mMol/1
ATP "~ 0,05 Mol/1 10,05 | 0,05 1 mMol/1
PEP -~ 20 mMol/1 0,05 0,05 0,4 mMol/l
Glutamat 50 mMol/1 0,05 | 0,05 1 mMol/1
Y-Aminobutyrat 0,475 Mol/l 0,5 | 0,5 95 mMol/1
MgCl, 0,1 Mol/1 0,05 | 0,05 2 mMol/l
MTT - 1,5 mMol/1 0,5 0,5 0,3 mMol/1
CK 500 U/ml ” 10 U/ml
PK 200 U/ml "4 U/nl
GPT . 200 U/ml . | 4 U/ml
Diaphorase 25 U/ml - 0,05 0,05 0,5 U/ml
" GAB-GT - 200 U/ml 4-U/ml
' SS-Al1-DH 200 U/ml 0,05 0,05 4 U/ml
Probe | 0,05 - -
mischen, starten mit
Creatininase 500 U/ml 0,05 ' 0,05 10 U/ml

30

35

miSchen, 15 Minuten inkubieren, nach Ende der Extinktions-

zunahme Extinktion der Probe gegen Leerwert messen,

Creatiningehalt.berechnen nach

Creatinin

(mMol/1)

= AE - 2,994,
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Die Reaktionsbedingungen sind durch die optimierte
Creatininbestimmung festgelegt. Filir die erfindungs-

gemdBe Anwendung der ADP-Bestimmung gilt das unter

Beispiel 4 Gesagte.

Beispiel 6

Bestimmung der CK unter NADPH-Bildung.

MeBtemperatur 25°C, MeBwellenlinge 365 nm, 1 cm Kiivet-

‘ten, 2,2 ml Testvolumen.

Konzentration der’ Ausgangs- : Probe Konzentration
© 16sung - {ml) im Test
Glycin-puffer, pH 9 169 mMol/1 84,5 mMol/1
Creatin ' 64 mMol/1 32 mMol/1
NaCl ' ' 1,1 76,5 mMol/1
MgCl, 72,6 mMol/1}0,1 3,3 mMol/1
ATP | 35,2 mMol/1{¢C,05 0,8 mMol/1
PEP 30,8 mMol/1!0,05 0,7 mMol/1
NADP | 44 mMol/1l |0,1 2 mMol/1
Glutamat ‘ 44 mMol/1 0,05 1 mMol/1
Y-Aminobutyrat 0,418 Mol/1 10,5 | 95 mMol/l
PK 176 U/ml . 4 U/ml
GPT 176 U/ml | 4 U/ml
GAB-GT 176 U/ml = . 4 U/ml
SS-Al-DH 176 U/ml 0,05 4 U/ml

Probe : 10,2 -

miséhen, 2 Minuten inkubieren, dann nach je 1 Minute

30 A E ablesen und die CK-Menge in der Probe berechnen

35

nach
CK (U/ml) = AE/min - 3,143
Die Reaktionsbedingungen sind durch die optimierte Creatin-

kinase-bestimmung festgelegt. Fiir die erfindungsgemdfe An-~

wendung der ‘ADP-Bestimmung gilt das unter Beisp. 4 Gesagte.
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Beispie1i7

Bestimmung- von ADP unter NADH-Blldung

S .

MeBtemperatur 25°C, MeBwellenlange 365 nm, 1 cm Kﬁvet-

ten, Testvolumen 1,6 ml.
Ausgangslésung " ml Endkonzentration
~im Test -
Glycylglycin, pH 8,0 ‘
0,05 mMol/1| 2,1 33,0 mMol/1
NAD 35 mMol/1 0,1 1,13 mMol/1
Saccharose 500 mMol/1l 0,5 78,1 mMol/1
UDPG-DH 3 U/ml 0,05 0,05 U/ml
- NDPK 400 U/ml 0,05 6,25 U/ml
UTP 16,5 mMol/1 | 0,1 0,52 mMol/1
Saccharose-
synthetase 12 U/ml 0,1 0,38 U/ml
mischen, pipetﬁieren in Mikrokiibetten
Leerwert Probe
(ml) (ml)
mix 1,5 1,5
H,0 0,1 -
Probe - 0,1

25

mischen, nach Stillstand der Extinktionszunahmé Ex-

tinktion der Probe gegen Leerwert messen und ADP-Ge-

. halt berechnen nach.

30

35

" ADP (mMol/l)‘

Zuldssige Schwankungsbreite:
Art und Stirke des Puffers:

Siehe Beispiel 1
pH-Bereich 6,0 - 10,5

UDPG-DH 0,01 - 15 U/ml

AE * 2,353 .
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NDPK 0,2 - 50 U/ml

Sacchar. Synthétase 0,05 - 10 U/ml

Beispiel 8

-

Bestimmung von Creatinin unter NADHFBildung

MeBtemperatur 25°C, MeBwelienlénge 365 nm, 1 cm
Mikrokiivetten, Testvolumen -1,55 ml.
Herstellung des Reagentienmixes
Konzentration der Ausgangs- ; ml Konzentra-
18sung ' tion im
Test
Glycylglycin, pH 8,0 0,7 mMol/1l 1,9 61 mMol/1
NAD 35 mMol/1 0,1 | 1,13 mMol/1
Saccharose 0,5 Mol/1 0,5 80,6 mMol/l
UDPG-DH 3 U/ml 0,05 0,05 U/ml
NDPK 400 U/ml 0,05 6,45 U/ml
UTP 16,5 mMol/1 0,1 0,53 mMol/1
ATP : 16,7 mMol/1 0,1 0,54 mMol/1
Saccharose Synth. 12 U/ml 0,1 0,38 U/ml
CK 500 U/ml 0,05 8 U/ml
Probe 0,05 -
mischen, in Mikroklivette pipettieren:
Leerwert Probe
(ml) (ml)
Mix 1,5 1,5
HZO 0,05 -
Creatininase, 350 U/ml - .~ 0,05

35

Nach Stillstand der Extinktionszunahme Extinktion dér'

Probe gegen Extinktion des Testleervolumens messen

und Creatinin-gehalt der Probe berechnen nach
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Creatlnlnbestlmmung festgelegt. Fir die erflndungsge—
m&Be Anwendung der. ADP-Bestimmung gllt das unter Bel-'
spiel 7 Gesagte. '

Beispiel 9 ' -

Bestlmmung von Ammonlak unter NADH- Blldung ‘ :
MeBtemperatur 25°¢, MeBwellenlange 365 nm, 1 cm Mlkro—

kuvetten, Testvolumen 1,6 ml.

Die verwendeten Enzyme sollten weitgehend frei von

Ammoniumionen sein.
Herstellung des. Reagentienmixes:

" ml Endkonzentration

Konzentration der Ausgangs-

18sung ' ‘ im Test
Imidazol-puffer, pH 7,8 1,5 47 mMol/1
0,1 Mol/1 '

Glutaminsdure 0,1 Mol/1" .0,2 6,2 mMol/1
MgCl, 0,41 Mol/1 0,1 | 12,8 mMol/1
XC1 ' 0,26 Mol/1 0,1 8,1 mMol/1
“NAD 35 mMol/1 0,1 1,09 mMol/1
Saccharose 0,5 Mol/1l 0,5 78,1 mMol/1
UTP 16,5 mMol/1 0,1 0,52 mMol/1
ATP o 32,3 mMol/1 0,1 1,01 miol/1
Glutamin-synthetase 3 U/ml 0,05 0,05 U/ml
Saccharose-synthetase 12 U/ml 0,1 | 0,38 U/ml
NDPK 400 U/ml 0,05 6,25 U/ml
UDPG-DE 3 U/ml 0,1 0,09 U/ml
‘Mischen} in Mikrokﬁvettenfpipettieren,'
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Leerwert | Probe
(ml)  } (ml)
H20 . _' ) ] 0i1 ’ _
Probe . ) - 0,1

Nach Stillstand der Extinktionszunahme Extinktion
der Probe gegen Extinktion des’ Leerwerts messen und

Ammoniak-gehalt der Probe berechnen nach
Ammoniak (mMol/l) =4 E + 2,253

Zulédssige Schwankungsbreite: ‘
Art und St&rke des Puffers: siehe Beispiel 1

. pH-Bereich 6,9 bis 7,8

25

UDPG-DH 0,02 bis 15 U/ml
Saccharose-synthetase 0,1 bis 10 U/ml
NDPK 0,2 bis 50 U/ml '
Glutamin-synthetase 0,02 bis 10 U/ml

Beispiel 10 >

Bestimmung von Ammoniak unter NADH-Bildung.

Die Bestimmung kann auch mit Hilfe der Carbamat-kinase

{(z.B. aus Streptococcus faecalis) ausgefiihrt werden.

MeBtemperatur 37°C, MeBwellenldnge 365 nm, 1 cm Mikro-
kiivetten Testvolumen 1,6 ml. )

Herstellung eines Reagentienmixes:
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Bei 37°C etwa 20 Minuten stehenlassen.

Nach Ende der Extinktionszunahme Extinktion
gegen Extinktion des Leerwerts messen.
Ammoniak-gehalt berechnen nach:

Ammoniak (mMol/l) = A E ° 4,706.

Beispiel 11
3 unter NADPH-Bildung

MeBtemperatur 25°%
MeBwellenldnge ‘ 365 nm

Bestimmung von NH

1 cm-Kiivetten

Testvolumen - 2,25 ml

Konzentration der Ausgangsl&sung | ml :Konzentration
) ‘ | o oy im Test

Imidazol-puffer, pH 7,8 0,1 Mol/1l | 1,5 | 47 mMol/1
Kaliumcarbonat » ‘0,5 Mol/1 ! 0,2 | 31,2 mMol/l
MgCl, S 0,41 Mol/1| 0,1 | 12,8 mMol/1-
NAD ' ) 35.mM01/l 0,1 1,09 mMol/1l
Saccharose . , 0,5 Mol/1 | 0,5 | 78,1 mMol/1
uTP " 15,6 mMol/1 | 0,1 0,52 mMol/1
ATP ' 32,3 mMol/1 | 0,1 1,01 mMol/1
UDPG-DH | 3 U/ml 0,1 | 0,09 U/ml
NDPK S 400 U/ml | 0,05| 6,25 U/ml
Saccharose-synthetase =~ 12 U/ml - 0,1 0,38 U/ml
Carbamat-kinase 100 U/ml 0,15 4,69 U/ml
Mischen, in M;krokﬁvetten pipettieren.

Leerwert Probe

(ml) (ml)

Mix ‘ : 1,5 1,5
H,0 - 0,1 -
Probe : - 0,1

der Probe
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Konzentration der Probe |Leerwert .Konzentration
Ausgangsiﬁsung (ml) i (ml) im Test
Imidazol-Puffer, . T
pH 7,0 500 mMol/1 1,0| 1,0 222"  mMol/l
KC1 ~ 400 mMol/1 0,1 0,1 18 mMol/1.
MgCl, 800 mMol/l 0,1| 0,1 35 ‘mMol/l
NADP - 20 mMol/1 0,1 0,1 © 0,9 mMol/l
ATP 32 mMol/1 - 0,1 0,1 1,4 mMol/l
PEP 20 mMol/1 0,1 0,1 0,9 mMol/l
Glutamat 100 mMol/1 0,2 0,2 8,9 mMol/l
y-Aminobutyrat 900 mMol/l 0,2| 0,2 80 mMol/1
PK o 30 U/ml ) 1,3 U/ml
GPT 60 U/ml ; 01| o1 2,7 U/ml
GAB-GT 60 U/ml ) 2,7 U/ml
SS-DH 50 u/ml 2,2 U/ml
Probe 0,2 - -

Wasser - 0,2 -

mischen, Vorrekation ablaufen lassen, starten mit

Glutamin-Synthetase

10 U/ml

0,05 0,05

0,2 U/ml

mischen, ca. 20 min inkubieren, nach Ende der Extink-

tionszunahme Extinktion der Probe gegen Leerwert be-

stimmen, Gehalt an NH3 berechnen nach

NH3 (mMol/1l) =

Zuldssige Schwankungsbreite:

AE . 3,214

Art und Stdrke des Puffers: Phosphat~, Succinat-,
Imidazol-, bedingt auch TRIS- und TRA-Puffer; pH 6,8

bis 7,8.

PK, GPT, GAB-GT, SS-DH: je 0,05 - 50 U/ml

Glutamin-Synthetase: 0,02 - 10 U/ml



214%@@

B Beispiel.12 

- 28 -

‘__Bestlmmung von 5'—Nucleot1dase unter NADPH Blldung

10

15

20

25

MeBtemperatur 25°C
MeBwellenlange 365 nm . .
1 cm-Kilvetten - -
Testvolumen 2,25 ml
Konzentration der Probe | Leerwertf Konzentral.
Ausgéngslésung | - {ml) (ml) tion im
Test
' K-Phosphat-Puffer, .
pH 7,2 100 mMol/1| 1,0 | ~ 1,0 . 1444 . mMol/1"
KCl1 400 mMol/1 0,1 r 1 18 mMol/1
MgCl, 800 mMol/1l| 0,1 1135 mMol/1
NADP 20 mMol/1 .1 1 0,9 mMol/1
ATP 32 mMol/1| 0,1 .1 1,4 mMol/1
PEP 20 mMol/1| 0,1 . 0,9 mMol/l
Glutamat 100 mMol/1 | O, ), 8,9 mMol/1
Y-Aminobutyrat 900 mMol/1 | O, ' 80  mMol/l
B-Glycerophosphat 80 mMol/1 1 ' ‘3,5 mMol/1 |
PK 30 U/ml ) 1,3 U/ml
GPT 60 U/ml ) 2,7 U/ml
GAB-GT . 60 U/ml ) 0,1 0,1 2,7 U/ml
$5-DH 50 U/m1 ) 2,2 U/ml
ADA 200 U/ml ) | 8,8 U/ml
Probe 0,1 0,1

' mischen, ca. 10 min inkubieren
' mMol/1

30

35

- AMP

80

5f'-Nucleotidase (U/ml)

Zula551ge Schwankungsbrelte'

Puffer: Phosphat, Succinat

pH : 6,8 - 7,3

ADA  : 1,2 - 20 U/ml

’

dann starten mit

0,05

1,8 mMol/1
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mrfindunzsanspruch

. 1 L

2,

3.

4,

Verfahren zur quantitativen enzymatischen Bestimmung von
Adenosindiphosphat (ADP) in wéBriger Ldsung durch
Phosphorylierung mit einer Kinase in Gegenwart eines
phosphorylierten Substrats derselben unter Bildung von
ATP und entphosphoryliertem Substrat, gekennzeichnet
dadurch, daB das entphosphorylierte Substrat, gegeﬁenen-
falls unter Zwischenschaltung einer weiteren Hilfs-
reaktion mit NAD(P) in Gegenwart einer Dehydrogenase
umgesetzt und gebildetes NAD(P)H direkt gemessen oder
mit einem Tetrazoliumsalz in Gegenwart einss Elektronen-
Ubertragers umgesetzt wird unter Bildung eines Formazans
und letzteres gemessen wird,

Verfabren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf als
entphosphoryliertes Substrat Galactose, Formiat, Pyruvat
oder Nucleosid-diphosphat verwendet wird,

Verfabhren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
daB als zwischengeschaltete Hilfsreaktion eine De- -
carboxylierung, Transaminierung oder beosidiefung VeI=-
wendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, gekenn-~

zeichnet dadurch, da3 man ADP mitb

a) Galacto-Kinase und Galactose-1-Phospbat umsetzt und
mit der gebildeten Galactose NAD in Gegenwart von
Galactose~dehydrogenase reduziert oder

b) Formiat-Kinase und Formylpbosphat umsetzt und mit
dem gebildeten Formiat in Gegenwart von Formiab-
dehydrogenase NAD 6xydiert, oder
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¢) Pyruvat-Kinase und Phosphoenol-pyruvat umsetzt, ge-
bildetes Pyruvat mit Pyruvat-decarboxylase decarboxy-
liert und mit dem gebildeten Acetaldehyd'und Aldehyd-
7 debydrogenase NAD oxydiert oder
d) nach c¢) gebildetes Pyruvat mit Glutamat und GPT
(Glutamat-pyruvat-transaminase) in Alanin und o -
Ketoglutarat transaminiert, letzteres mit ;L-Amino- :
butyrat und éﬁ—Aminobutyrat-transaminase in Glubtamat
und Succinat-semialdehyd iberfibrt und letzteres
mit Succinat-semialdehyd-dehydrogenase zur Oxydation
von NADP heranzieht oder
e) UTP und Nucleosid-diphosphat-kinase umsetzt, gebil-
detes UDP mit Saccharose und Saccharosesynthetase
in Fructose und Iridindiphosphatglucose umwandelt
und mit letzterer und Uridindiphosphat-glucosede- -
bydrogenase NAD reduziert. o

Reagens zur Bestimmung von ADP mit einem Gehalt an einer
Kinase, einen phospborylierten,.von ADP verschiedenen
Substrat derselben und Puffer, gekennzeichnet dadurch,
daB es eine fiir die entphospborylierte Form des Sub~-
‘strats oder fiir ein transaminiertes, decarboxyliertes
oder hexosidiertes Folgeprodukt derselben épezifiscbe
Dehydrogenase und das Coenzym der Dehydrogenase enthidlt,

Reagens nach Punkt 5, gekennzeichnet dadurch, daB es
zusitzlich ein Tetrazoliumsalz, einen dafiir geeigneten
Elektroneniibertriger und gegebenenfalls ein oberflécbeﬁ#'
aktives Mittel enthdlt, S

Reagens nach Punkt 5 oder 6, gekennzeichnet dadurch, daB

~es Galactose-Kinase, Galactose-1-phosphat, Galactosef

dehydrogenase und NAD enth&alt.
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Reagens nach Punkt 7, gekennzeichnet dadurch, daB es
0,1 bis 20 U/ml Galactose-Kinase, 0,05 bis ZO_U/ml'
Galactose-dehydrogenase, bezogen auf fertige widBrige
ILosung, und Puffer, pH 6,0 bis 10,5, enthdlt,

Reagens nach Punkt 5 oder 6, gekennzeichnet dadurch,
daB es Formiat-Kinase, Formylphosphat, Formyl-dehydro-
genase und NAD énthilt. |

Reagens nach Punkt 9, gekennzeichnet dadurch, daB es
0,05 bis 50 U/ml Formiat-Kinase, 0,1 bis 400 U/ml
Formiat-dehydrogenase, bezogen auf fertige wiBrige
Losung, und Puffer, pH 6,0 bis 10,0 enthilt.

Reagens nach Punkt 5 oder 6, gekennzeichnet dadurch,

daB es Pyruvat-Kinase, Phosphoenol-pyruvat, Glutamat,
Glutamat-pyruvat-transaminase, p-Aminobutyrat, 194Amino-
butyrat-transaminase, Succinat-semialdehyd-dehydrogenase
und NADP enthdlt,

Reagens nach Punkt 11, gekennzeichnet daduréb, daB es
die Pnzyme in einer Menge von Jje 0,05 bis 50 U/ml, be-
zogen auf fertige wdBrige Ldsung, und Puffer, pH 6,0
bis 10,5 enthdlt, . ’

Reagens nach Punkt 5 oder 6, gekeunzeichnet dadurch,
daf es Nucleosid~diphosphat-kinase, Uridin~triphosphat,
Saccharose, Saccharose-synthetase; Uridin-diphosphat-
glucose-~dehydrogenase und NAD -enthalt,

Reagéns nach Punkt 413, gekennzeichnet dadurch, daf es
0,01 bis 15 U/ml Uridin~diphosphat-glucose-~dehydro~-
genase, 1 bis 50 U/ml Nucleosid-diphosphat-kinase,
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’ »0,05 bis 10 U/ml'Saccharose—synthetase und Puffer,
pH 6,0 bis 10,5 enthalt. '

15, Reagens nach einem der Punkte 5 bis 14, gekenhzeicbnet
dadurch, daB es zusdtzlich ein System zur Bildung von
- ADP aus ATP enthilt.

16. Reagens nach elnem der Punkte 6 bis 15, gekennzeichnet
dadurch, daB es auf einem Teststreifen imprégniert oder
inkorporiert vorliegt,
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