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Preporuke UDK 577.152.27.018.3

IFCC metoda za mjerenje kataliticke koncentracije
alkalne fosfataze ‘
(Ortofosfat-monoester fosfohidrolaza, EC 3.1.3.1)

Mirna Floegel i Dubravka Juretié!

1. Uvod

Alkalna fosfataza je enzim koji katalizira hidrolizu organskih monofosfatnih
estera u alkalnoj sredini. U zdravih ljudi alkalna fosfataza se nalazi u najmanje pet
tkivno  specifi¢nih izozima?, koji se u dobro podeSenim uvjctima mogu
elektroforetski razluditi (1-3). Kod patoloskih stanja pojavljuju se dodatni enzimski
oblici. Relativni odnos pojedinih alkalnih fosfataza u bolesnikovu serumu ovisi 0
poluvremenima Zivota pojedinacnih izozima te o stupnju oStecenosti organa ili tkiva
iz kojega ti pojedini izozimi potjecu. Zbog toga nije moguce predskazati relativne
udjele pojedinih enzimskih oblika u uzorku-ispitanika.

Kataliticka i fiziCka svojstva izozima alkalne fosfataze se razlikuju, pa je za
definiranje valjane metode za odredivanje ukupnc katalitiCke koncentracije alkalnih
fosfataza bilo potrebno obraditi razlicite tipove uzoraka. Za ispitivanje valjanosti
metode serumi su birani tako da obuhvacaju uzorke bolesnika u kojih je
dijagnosticirana bolest kosti, bolcst jetre i trudno¢a. Kod podeSavanja reakcijskih
uvjcta za utvrdivanje optimirane metode rabljeni su prodiséeni pripravci ljudske
jetrene i koStanc alkalne fosfataze te zdruZeni uzorci seruma koji potjecu od leZe€ih
bolesnika s normalnom i poviSenom katalitickom aktivnosti alkalne fosfataze.

2. Nacelo ‘metode

Razliciti oblici alkalne fosfataze hidroliziraju niz razlicitih organskih
monofosfatnih estera pri emu se stvara alkohol ili fenol i fosfatni ion. Fosfatne sc
skupinc¢ prenose od kompleksa enzim-fosfat na vodu ili druge akceptore fosfata u
reakcijskom sustavu. Pri uvjetima optimirane metode ‘alkalna fosfataza katalizira
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dvije reakcije transfosforiliranja:

4-nitrofenilfosfat H,0
: ) (

4-nitrofenoksid fosfat (H,O sluzi kao
akceptor fosfata)

4-nitrofenilfosfat 2-amino-2-metil-1-propanol
1 > <

4-nitrofenoksid 2-amino-2-metil-1-propanolfosfat

Kod radnoga pH  4-nitrofenilfosfat je prakticki bezbojar, dok je
4-nitrofenoksid ion izrazito Zuto obojen (molarni ekstincijski koeficijent kod 405
nm uz Sirinu svjetlosne vrpce manju ili jednaku 2 nm iznosi kod reakcijskih uvjeta
1845 + 20 mzmol'l). To omogucuje izravno kontinuirano spektrofotometrijsko
mjerenje brzine nastajanja 4-nitrofenoksid iona uz veliku osjetljivost. Za
odredivanje katalitiCke koncentracije enzima dozvoljeno je rabiti samo one metode
koje omogucuju kontinuirano (ili povremeno u malim vremenskim razmacima)
pracenje brzine preobrazbe supstrata (3), pa je stoga 4-nitrofenilfosfat idealni
kromogeni supstrat.

PreporuCena metoda naleino se iemelji na metodi Besseya, Lowrya i
Brocka (6). Dakako, optimirani. su pH i koncentracija supstrata.
2-amino-2-metil-1-propanol zamijenio je pufersku ulogu glicina i u reakcijski sustav
unesen je metalni pufer kako bi osigurao stalnu koncentraciju cink(Il) i
magnezij(II) iona. Originalna metoda mjerila je krajnju tocku reakcije, dok se
optimiranom preporuenom metodom kontinuirano mjeri. brzina katalitiCke
reakcije.

Mehanizam kataliticke rcakcije alkalne fosfataze . jo$. nije potpuno
razjaSnjen. Mnogo je istrazivanja vezano uz bakterijsku alkalnu fosfatazu izoliranu
iz Escherichia coli (7,8). Taj cnzim ima dvije naoko jednake podjedinice,. ali
kinetiCki pokazujc negativnu kooperatis nost. Ima radova koji upuc€uju na nejednako
ponasanje podjedinica (8,9). no kako struktura alkalne fosfataze varira od izozima
do izozima, vrlo vjcrojatno nije movude postuviti jedinstven mehanizam za sve
strukturne varijante.
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Zbog tih razloga kineti¢ki modeli enzimske reakcije nisu pomogli pri
optimiranju metode za mjerenje kataliticke koncentracije alkalnih fosfataza.

pH kod kojega se mjeri katalizicka koncentracija enzima obi¢no je pH u
kojemu enzim postiZe maksimalnu aktivnost. Kako izozimi alkalne fosfataze postizu
maksimalnu aktivnost kod razlicitih pH. izbor radnoga pH od 10.4 uspjeian- je
kompromis (4). Slika 1 prikazuje ovisnost razlicitih tkivno specificnih izozima
alkalne fosfataze o pH reakcijske smjese.
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Si%a 1. Ovisnost izmjerene kataliticke aktivnosti alkalne fosfataze o pH u uzorcima razlicitih tkivno
spe iticaih izozima.

Vrlo znalajno pitanje pri optimiranju reakcijskih uvjeta metode odnosilo
s¢ na izbor pufera. Dok se u vecini puferiranih sustava nastoji izabrati pufer koji
n¢ utjece na tijek i brzinu reakcije, kod alkalne fosfataze to nije bilo ostvarivo. Od
irt pufera u uZem izboru jedan je, hidrogenkarbonat, na hidrolizu djelovao
inhibicijski, a dva, dietanolamin i 2-amino-2-metil--1-propanol, aktivacijski, jer je
sare puferski ion akceptor fosfata (3). Poveanjem katalitiCke aktivnosti povecava
se i osjetljivost metode kod niskih koncentracija enzima u uzorku, dok inhibicijsko
djelovanje upravo u tom podrudju izrazito smanjuje mogucnost detekcije i to¢noga
odredivanja katalitiCke aktivnosti. pa je daljnji uzi izbor usmjeren na dictanolamin
i 2-amino-2-metil-1-propanol, puferske akceptore fosfata. S druge stranc, previsoka
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katalitiCcka aktivnost zahtijeva pipetiranje malih koli¢ina uzorka, Sto dakako
nepovoljno utjeCe na preciznost mjerenja.

Dovoljno visok kapacitet pufera za puni raspon fiziolo3kih i patofizioloskih
katalitickih koncentracija enzima nuZan je zahtjev pri odredivanju optimalne
koncentracije pufera. Kako je uz takve koncentracije dietanolamin povetavao
viskoznost uzorka za mjerenje, §to moZe dovesti do ozbiljnih pogre3aka u prakti¢noj
primjeni, konacCni izbor pufera za preporutenu metodu bio je
2-amino-2-metil-1-propanol (10,11).

Posebnu pozornost zahtijevalo je ispitivanje aktivacijskoga ucinka pufera
na razlicite tkivno specifine izozime. Pri optimiranju nastojali smo izabrati pufer
koji podjednako utje¢e na aktivnost svih izozima, jer bi u protivhom ukupna
katalitiCka koncentracija alkalne fosfataze znacajno ovisiia o0 promjenjivim
relativnim udjelima pojedinih izozima. lako nije naden idealni pufer, ipak se i u
ovom smislu 2-amino-2-metil-1-propanol pokazao kao najpovoljnjiji.

Slike 2 i 3 prikazuju utjecaj koncentracije pufcra na izmjerenu KkatalitiCku
koncentraciju alkalne fosfataze te razliCiti uCinak pojedinih pufera na razlicite
izozime.
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Slika 2. Ovisnost izmmjerene KatalitiCke koncentracije alk.sine fosfataze o koncentraciji pufera u razli¢itim
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Slika 3. Relativno povecanje izmjerene kataliticke kencentracije alkalne fosfataze razlicitih uzoraka tkivno
specifi¢nih izozima te njihove smjese

a) uz dietanolamin u odnosu na karbonatni pufer

b) uz 2-amino-2-metil-1-propanol u odnosu na kartonatni pufer

Alkalna fosfataza je enzim koji za svoju punu kataliticku djelotvornost
zahtijeva dva metalna iona, cink i magnezij. Mjesta na enzimu koja veZu magnezij
pokazuju istodobno znatno vedi afinitet za cink pa je osobito vazno da ne dode do
zamjene magnezija cinkom, jer takva supstitucija dovodi do smanjenja kataliti¢ke
aktivnosti enzima. Potrebito je dakle optimirati ne samo koncentracije magnezija
i cinka, nego i njihov medusobni omjer. Istrazivanja su pokazala (12,13) kako je
optimalni odnos Mg>*/Zn** S00/1.

U alkalnoj sredini oba metalna iona stvaraju netopljive hidrokside koji
zamucuju reakcijsku smjesu i pritom se smanjuju raspoloZive koncentracije
slobodnih metalnih iona. Zbog toga se u reakcijsku smjesu unosi metalni pufer koji
odrZava stalnu poZcljnu koncentraciju metalnih iona. Isti pufer zasticuje enzim od
mogucih tragova drugih metalnih inhibitora. Kao metalni pufer upotrebljava se
HEDTA zbog osobito velikog afiniicta <1 cink(11) ione.

Kataliticka reakcija priomjerenju ataliticke koncentraaye alkalne fosfataze

Biochem.med. god. 3. br. 2, 1993,
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mozZe se otpoceti ili uzorkom ili supstratom, pa ipak se preporuca zapoceti reakciju

uzorkom (4), kako bi se $to je moguce viSe smanjio dodir uzorka s puferom, koji

moZe sadrZavati necisto¢e - inhibitore za analizirani enzim.

3. Optimalni uvjeti mjerenja

U Tablici 1. prikazani su optimirani reakcijski uvjeti za odredivanje

katalitiCke koncentracije alkalne fosfataze u serumu ispitanika (14).

Tablica 1. Optimirani uvjeti za mjerenje kataliticke koncentracije alkalne fosfataze u serumu

Temperatura

pH (30°C)

2-amino-2-metil-1-propanol

4-nitrofenilfosfat

Magnezij-acetat

Cink sulfat

N-hidroksietiletilendiamintrioctena kiselina HEDTA
Volumni udio seruma

1 30.0°C

10.40

0.35 mol/l
16.0 mmol/l
2.0 mmol/l
1.0 mmol/l
2.0 mmol/l

0.0196 (1:51)

4. Oprema

Za izvodenje mjerenja potreban je spektrofotometar snabdjeven

termostatiranim pretincem za kivete koji to¢no mjeri apsorbancije kod 405 nm.

Specifikacija opreme mora odgovarati preporukama glede Sirine snopa, duljine

svjetlosnoga puta i toCnosti temperaturne kontrole (5,14).

5. Reagencije -

1. 2-amino-2-metil-1-propanol, C;H;NO, M 89.14

2. 4-nitrofenilfosfat, dinatrijeva sol, heksahidrat, M, 371.2
3. Magnezij acetat, Mg(C,H;0,),.4H,0, M, 214.5

4. Cink sulfat, ZnSO,.7H,0, M, 287.54

5. Solna kiselina, HCI, M, 36.47

6. 4-nitrofenol, C.H{NO,, M 139.1

7. N-hidroksietiletilendiamintrioctena  kiselina,natrijeva

(HEDTA), C,oH,sN,Na;0,.2H,0, M, 380.24

sol,

dihidrat

80 Biochem.med. god. 3, br. 2, 1993.
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8. Natrij hidroksid, NaOH, M, 40

6. Cistoéa reagencija

Reagencije za odredivanje kataliticke koncentracije alkalne fosfataze ne
smiju sadrZavati necistoCe koje bi utjecale na izmjerenu katalitiCcku koncentraciju
enzima. 2-amino-2-metil--1-propanol moZe biti zagaden upravo takvim necisto¢ama.
Najc¢esce sutodiaminii 5-amino-3-aza-2,2,5-trimetilheksanol koji inaktiviraju enzim
veZuCi na sebe cink. Zbog toga valja plinskom kromatografijom provijeriti jesu li te
nedistofe prisutne, a ako jesu, istodobno Ce se kromatografski ukloniti (15).
Uporabom metalnoga pufera izbjeéi ¢e se nedostatak cinka, a otpoclinjanjem
reakcije uzorkom skratit ¢e se dodir pufera i enzima, i na taj ¢e se nacin umanjiti
njegovo potencijalno inhibicijsko djelovanje (4).

4-nitrofenilfosfat mora biti najviSe moguce Cistoce koja ispunjava slijedece

kriterije:

a) kod enzimske pretvorbe 4-nitrofenilfosfata u 4-nitrofenol doseg hidrolize
mora biti >0.98,

b) molarna apsorbancija 4-nitrofenilfosfata pri 311 nm u otopini natrij
hidroksida, 10 mmol/l kod 25° C mora biti 986.7 + 7.6 mzmol/l,

C) molarni udio 4-nitrofenola u odnosu na 4-nitrofenilfosfat mora biti manji
od 0.3 x 1073, .

d) molarni udio anorganskog fosfata u odnosu na 4-nitrofenilfosfat mora biti

manji od 0.01.

Detaljni opis provjere ovih uvjeta dali su Bowers i suradnici (16).
Kristalni 4-nitrofenol odabran za uporabu mora zadovoljavati slijedece uvjete:

a) boja: bezbojan do svijetlo-Zut

b) taliSte: 113-114°C,

c) maseni udio vode u 4-nitrofenolu: <0.001,

d) molarna apsorbancija 4-nitrofenola pri 401 nm u natrij hidroksidu, 10

mmol/l na 24°C: 1838 + 9 m’mol/l.

Prihvatljivi 4-nitrofenol moZe se pripremiti rekristalizacijom ili
sublimacijom, kako je opisao Bowers (17). Zadovoljavajuce kvalitcte je takoder
pripravak SRM938 Nacionalnoga biroa za standarde, Washington.

Biechem.med. god. 3, br. 2, 1993. 81
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7. Priprava otopina

Posude za otopine valja prije uporabe sterilizirati kako bi se sprijecio rast
mikroorganizama. Sve otopine prireduju se u odmjernim tikvicama s destiliranom
vodom analiti¢ke cistoce (S5).

I. Mati¢na otopina metalnoga pufera. HEDTA, 112.2 mmol/l; ZnSQ,, 56.1
mmol/l; Mg(C,H30,),, 112.2 mmol/l:

Redoslijed dodavanja pojedinih sastojaka je izuzetno vaZan kako bi se
izbjegla precipitacija: Otopi 4.266 g HEDTA u priblizno 70 ml vode. Zatim dodaj
1.613 g ZnSO,7H,0 i otopi potpuno. Nakon toga dodaj 2407 g
Mg(C,H30,),.4H,0, otopi mijesajuci i nadopuni do 100 ml vodom.

II. 2-amino-2-metil-1-propanol/metalni pufer, 0.393 mol/l; HEDTA, 2.24

mmol/l; ZnSQy, 1.12 mmol/l; Mg(C,H30,),, 2.24 mmol/l, pH 30°C 10.40

+ 0.05:

Zagrij 2-amino-2-metil-1-propanol na priblizno 37°C da sav bude u
tekucem stanju. PromijeSaj 17.52 g 2-amino-2-metil-1--propanola u priblizno 400
ml vode analiticke cistoce. Podesi pH na 10.40 kod 30°C s dodatkom HCI, 1 mol/lL.
Mijesajuci, polagano dodaj to¢no 10.0 ml metalnoga pufera (Otopina I) i ponovo
podesi pH (30°C) na 10.40 + 0.05 s dodatkom HCI, 1 mol/l. Nadopuni vodom
to¢no do 500 ml i cuvaj u dobro zatvorenom spremniku kako bi se sprijecila
apsorpcija ugljik dioksida.

I11. 4-nitrofenilfosfat, 179.5 mmol/I:

Otopi 0.666 g 4-nitrofenilfosfata (dinatrijeva sol, heksahidrat, M, 371.2) u
priblizno 8 ml vode i nadopuni do 10 ml. Otopina supstrata se mora pripremati
svakodnevno.

Iv. 4-nitrofenol, 1 mmol/l, mati¢ni standard:

Stavi priblizno 400 mg 4-nitrofenola u ¢aSu od 10 ml i ostavi na 50°C
tijekom 24 h. Nakon hladenja u desikatoru, brzo odvazi i otopi 139.1 mg
4-nitrofenola u 1 000 ml vode analiticke Cistoce.

V. 4-nitrofenol, 0.04 mmol/l, u 2-amino-2-metil-1-propanol/ metalni pufer (

Otopina II): ‘

Pipetiraj to¢no 10.00 ml 4-nitrofenola, 1 mmol/l, (Otopina IV) u odmjernu
tikvicu od 250 ml. Razrijedi otopinom 2-amino-2-metil-1-propanolom, 0.393 mol/l
(Otopina II) i snazno promijesaj. Izmjeri apsorbanciju ove puferirane otopine u
kivetama promjera 10 mm kod 405 nm pri 30 + 1°C prema puferiranoj slijepoj
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probi (pripremi slijepu probu razrjedenjem 10.00 ml vode s otopinom 1I do 250 ml).
Apsorbancija 4-nitrofenola je ovisna o temperaturi (18)). Otopine 4-nitrofenola
(Otopine 1V;V) trebalo bi pripremiti:najmanje dvaput, a apsorbancije tih otopina
izmjeriti po tri puta. Sve izmjerene vrijednosti trebale bi biti unutar-0.99 i 1.01
izraCunate srednje vrijednosti.
VI Alkalna puferirana otopina supstrata za ukupnu reakciju:

PomijeSaj 10 dijelova otopine I1i 1 dio otopine III, za dnevnu potrebu.
Apsorbancija ove otopine na 405 nm trebala bi biti manja od 0.5.
VIL Alkalna puferirana otopina za pojedinacne slijepe uzorka:

Pomijesaj 10 dijelova otopine I i 1 dio vode analitiCke Cisto€e, za dnevnu
potrebu. ‘

8. Postojanost otopina

Sve otopine treba Cuvati kod 2-6°C u zacepljenim bocama. Otopine I, 11
i VII su stabilne najmanje tri mjeseca. Otopine II i VII moraju biti dobro
zaCepljene kako bi se sprijecila apsorpcija ugljik dioksida koja moZe uzrokovati
promjene u pH. Otopina 4-nitrofenilfosfata (otopina III) mora se pripremiti svjeZza
prije uporabe, a pogodna je za mjerenje katalitiCke aktivnosti najviSe 8 sati na
sobnoj temperaturi (20-26°C). Maticni standard 4-nitrofenola (Otopina 1V)
stabilan je najmanje tri mjeseca ako je zaSticen od svjetla i isparavanja (8).
Puferirana otopina supstrata (Otopina VI) moZe se rabiti do 5 dana, ako je
spremljena na 2-6° C. Ovaj reagens moZe se Cuvati zamrznut na -20°C u prikladnim
alikvotima, a ako se samo jednom odmrzava, stabilan je tri mjeseca.

9. Uzorak (uzimanje, rukovanje i pohranjivanje)

Venska se krv pfikuplja uz minimalnu stazu. Osim svjeZega seruma bez
tragova hemolize, moZe se rabiti i heparinizirana plazma. Citrat, oksalat ili
etilendiamintetraoctena Kiselina ne smiju se koristiti kao antikoagulansi. Serum se
odvoji nakon centrifugiranja krvi u trajanju od 10 minuta pri 900 g. Uoceno je kako
promjene kataliticke aktivnosti alkalne fosfataze ovise 0 uvjetima u kojima se
ljudski serum pohranJ'uje. KatalitiCke aktivnosti veée za 1% do 2% u nekim
serumima su uocene vec 4 sata nakon venepunkcije ako su uzorci stajali na sobnoj
temperaturi (19). Kataliticke aktivnosti su osobito povecane nakon zagrijavanja

prethodno zamrznutoga seruma ili nakon Cuvanja kod 4-8°C. Intenzitet porasta

Biochem.med. god. 3, br. 2, 1993. 83



Alkalna fosfataza Mirna Floegel i Dubravka Jureti¢

katalitiCke aktivnosti alkalne fosfataze ovisan je o vremenu, temperaturi i
reakcijskim uvjetima (19-22). Sli¢ni su ucinci primijeceni u liofiliziranim serumima
nakon rekonstitucije. Ova se pojava-objaSnjava disocijacijom kompleksa alkalne
fosfataze i lipoproteina na niZim temperaturama (23) ili tijekom liofilizacije. Zbog
navedenih razloga, svjeZe uzeti uzorci seruma trebali bi se drZati na: sobnoj

temperaturi i analizirati najkasnije 4 sata nakon uzimanja Krvi.
10. Mjerenje

10.1. Uvjeti mjerenja

Valna duljina: 405 nm (:1 nm)

Duljina svjetlosnog puta: 10.0mm : 0.01 mm

Konacni volumen reakcijske smjese: 2.55 ml

Temperatura: 30 £ 0.05°C (u termostatiranom pretincu za kivete)

10.2. Rukovanje otopinama

Prije pipetiranja temperaturu uzorka i otopina s reagensima treba dovesti
na kalibracijsku temperaturu pipeta.
Za vrijeme inkubacije otopine u kivetama mbraju doseci temperaturu od: 30°C
prije otpocinjanja reakcije s dodatkom uzorka.

10.3. Postupci od kojih se sastoji jedno mjerenje
10.3.1. Reakcije koje se mjere

Tablica 2. Tri reakcijske smjese (A,B,C) potrebne su za jedno mjerenje brzine reakcije alkalne fosfataze

Vrsta reakcije Uzorak Reagens

(A) Ukupna reakcija Serum Otopina VI
(B) Reakcija slijepe probe reagensa | Destilirana voda | Otopina VI
(©) Reakcija slijepe probe uzorka Serum Otopina VII

Sva mjerenja izvode se prema Kiveti koja sadrZi vodu analitftke distoce
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10.3.2. Ukupna reakcija

Tablica 3. Analiti¢ki sustav za mjerenje ukupne brzine reakcije alkalne fosfataze

Pipetiraj u kivete - [ Volumen | SadrZaj konacne reakcijske smjese
(ml)
Otopina VI 2.50 2-amino-2-metil- ‘
1-propanol 0.35 mol/l
4-nitrofenil-
fosfat 16 mmol/l
HEDTA 2 mmol/l
Magnezij acetat 2 mmol/l
Cink acetat 1 mmol/l
Serum 0.050 /| Volumni udio 0.0196 (1:51)
Pomije$aj i prati promjenu apsorbancije u trajanju od najmanje 300 s, a
nakon $to je poprimila temperaturu od 30°C kontinuirano prati AA/At za
svaki uzorak.

10.3.3. Slijepa proba reagensa

Isti se postupak izvodi za mjerenje reakcije slijepe probe reagensa tako da
se umjesto seruma dodaje voda analitiCke Cistoce, kako je prikazano u Tablici 2.
Promjene apsorbancije slijepe probe reagensa moraju se odrediti za svaku
pripremljenu smjesu (Otopina VI), kako bi se ustanovio doseg moguce spontane,
neenzimske hidrolize supstrata. Opéenito, zamijeéena brzina reakcije u slijepoj
probi reagensa manja je od 16 nkat/l, $to je u uvjetima mjerenja zanemarivo.

10.3.4. Slijepa proba uzorka

Brzina reakcije slijepe probe uzorka mora se odrediti za svaki uzorak tako
da se otopina VII zamijeni otopinom VI i provede postupak. Reakcija moZe
pokazati porast (+A A/At) ili smanjenje (-AA/At). U utvrdenim uvjetima mjerenja,
moguce su promjene apsorbancije slijepih proba seruma od +0.000013 A/s (36
nkat/l) u lipemi¢nim serumima do -0.000170 A/s (468 nkat/l) za izrazito ikteri¢ne
uzorke. Vecina slijepih proba seruma daje promjenu apsorpcije manju od
+0.000012 A/s (33 nkat/l).
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10.4. Trajanje mjerenja

Vrijednosti (AA/At) za ukupnu reakciju alkalne fosfataze stalne su za
vrijeme od barem 300 sekundi kod seruma s katalitickom koncentracijom enzima
do 13.3 nkat/l. Ako je vrijednost (AA/At) vecaod 0.0048 A/s ili se smanjuje tijekom
pracenja, uzorak treba razrijediti 5 do 10 puta otopinom natrij klorida, 154 mmol/l,
i ponoviti mjerenje. ;
Trajanje promatranja brzine reakcije u slijepim probama neka bude. isto kao za
ukupnu reakciju.

10.5. Korekcije za reakcije slijepih probi ’
Ukupna brzina reakcije alkalne fosfataze (A) ispravlja se za reakcije slijepih
proba reagensa (B) i seruma (C). Ispravljena vrijednost iznosi:

(AAA)yrigigano = (AAJAD, - (AA/ADR - (AA/AL)

Oznake A, B i C upuCuju na sastav reakcijskih smjesa prikazanih u Tablici 2.
Ispravljena vrijednost (AA/A)yigirano ©dgoOVvara pocetnoj brzini preobrazbe koju
katalizira alkalna fosfataza i ta se vrijednost koristi u daljnjem racunu. V

11. Ra¢unska obrada
Kataliticka koncentracija enzima (b) raCuna se prema slijedeem izrazu:
\Y%
b= ——— X (AA/At)korigimno » kat/l
exlxv

gdje je V volumen reakcijske smjese (1), v je volumen uzorka (1), t je reakcijsko
vrijeme (S), e je molarni apsorpcijski koeficijent (m%mol™!) 4-nitrofenola, 1 je
duljina svjetlosnoga puta kroz kivetu (mm).
U predloZenoj metodi: V= 2.55 x 103

v = 005 x 107

1 =10 mm

Vrijednost molarnoga apsorpcijskoga koeficijenta za 4-nitrofenol moZe se

odrediti u svakom laboratoriju kao A g gymmoyy X 25 X 100, a izratunata vrijednost

2

mora biti unutar raspona od 1827 do 1860 m?mol’.,
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Ako na taj nacin odredeni e iznosi primjerice 1845, izralunat Ce se
katalitiCka koncentracija b uvrStavanjem odgovarajucih vrijednosti u izraz za b:

2.55x 1073
b = - X (AA/Al)korigirano’ kat/l =
e x 102 0.05 x 1073

(5.1/1845) X (AA/AVqrigivanes Kat/

2.75 x 10% (AA/A1), nkat/l

12. Analiti¢ka varijabilnost

Koeficijent varijacije unutar.skupa mjerenja provjeravan je u devet zasebnih
laboratorija. Za dvadeset uzastopce ponovljenih mjerenja u uzorcima kataliticke
koncentracije alkalne fosfataze od 1930 nkat/l i 3880 nkat/l izratunate relativne
standardne devijacije (koeficijenti varijacije) iznosili su 0.015 i 0.011. Relativna
standardna devijacija iz dana u dan iznosila je 0.013, a izmedu laboratorija 0.057 u
uzorku seruma kataliticke koncentracije alkalne fosfataze od 1930 nkat/I.

U hrvatskim se laboratorijima rabe brojne metode (11 razlicitih metoda)
za odredivanje katalititke koncentracije alkalne fosfataze. Cak su i referentne
vrijednosti odredene metodom koja nije IFCC metoda. Dakako da uz takvu
razliCitost primjenjivanih metoda varijabilnost rezultata prelazi Zeljene granice.
Nema razloga da hrvatski medicinski biokemicari dosljedno ne provode preporuke
Medunarodne federacije za kliniCku kemiju i ovaj napis neka je poticaj za uporabu
IFCC metode kod odredivanja kataliticke koncentracije alkalne fosfataze.
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