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Preporuke

IFCC metode za mjerenje katali¢kih koncentracija enzima
1. dio - Temeljne pretpostavke kod odredivanja kataliti¢ke

koncentracije enzima u krvnom serumu i plazmi ¢ovjeka

Mirna Flogel i Dubravka Jureti¢!

Uvod

Preporuke ‘Internacionalne federacije klinicke kemije za mjerenje katalitickih
koncentracija enzima (1) izdjelali su i usuglasili svjetski eksperti, a odobrio ih je Odbor
za standarde. Uskladenost stajaliSta 0 metodologiji analitiCkog rada i nacina prezentacije
rezultata izuzetno je vaZna radi univerzalnog razumijevanja, jednoznacnosti izraZavanja
i uklanjanja svih nepotrebnih razlika u profesionalnom sporazumijevanju.~U ‘tu svrhu
zahtijeva se jasno definiranje relevantnih -pojmova, koliCina -i jedinica, te detaljna
specifikacija uvjeta i naCina rada-kao i -prikaza analitiCkih rezultata. Savjet IFCC-a
prihvatio je tako formulirane i uskladene preporuke na temelju provedene ankete.

Clanovi Ekspertne grupe za enzime (EPE) i Odbora za stahdarde (CS)
Medunarodne federacije klinitke kemije (IFCC) smatraju da se izbor metode koja treba
posluZiti ‘kao medunarodno -prihva¢ena referentna ‘metoda za - mjerenje -katalitiCke
aktivnosti - odredenog - enzima - mora -temeljiti-- na eksperimentalnim - opaZanjima,
provjerenim u brojnim laboratorijima. Sve takve metode u daljnjem Ce se tekstu zvati
IFCC metode.

Postignuta :suglasnost -ednosi’ se ‘na‘ detaljno -definiranje metode,- a ne na
specifikaciju - alternativnih ili komplementarnih-putova -za odredivanje referentnih
podataka o enzimima. Cilj je ovog medunarodnog napora kliniCke enzimologije postii
opce prihvacanje IFCC metoda. '

Sve definicije pojmova i nazivlja moraju biti jasne i jednoznacne, kako ne bi
dolazilo do nesporazuma i zabuna. Clanovi organizacijskih tijela koja predlaZzu metode

1Zavod za medicinsku biokemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveuciliSta u .
Zagrebu
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ne ukljucuju se osobno u eksperimentalna istraZivanja. Oni upozoravaju-na nedoumice,
na jo$ neusugladene razlike i nepotpune eksperimentalne sadrZaje, kako bi stimulirali
znanstvene krugove da poduzmu potrebna istraZivanja i objavljuju rezultate na standardni

nadin.

Ciljevi

SrediSnja -svrha napora Ekspertné grupe za enzime jest da se uspije tako
definirati IFCC metodu, da bude zajam¢ena maksimalna pouzdanost i osigurani optimalni
uvjeti, da se tom metodom postiZe maksimalna reproducibilnost analiza unutar svakog
pojedinog laboratorija kao i medu laboratorijima Sirom svijeta. Prema tome od osnovnog
su znaCenja osjetljivost, specifiCnost, preciznost. i to¢nost svakog definiranog mjernog
sustava.

Uvodenje: IFCC metoda u: klini¢ku - enzimologiju - ne -smije kociti- daljnja
istraZivanja, razvitak ili. unapredenja tako da se mora osigurati mehanizam naknadnog
unosenja odgovarajucih pozitivnih izmjena. Svako provjereno poboljSanje preporucit ¢e
se kao nova IFCC metoda pa €e na tajnacin novi postupci zamijeniti ranije preporucene.

Dijagnosti¢ko znacenje i valjanost odredivanja: kataliticke aktivnosti pojedinih
enzima u krvnom serumu ili plazmi-pokazali su se kao izuzetno vaZni ¢inioci u medicini.
Njihova se vaznost. mora ne samo zadrZati na:toj razini nego je treba dalje-produbljivati
i 8iriti. Svaka metoda: mora  doprinijeti raspoznavanju zdravih osoba:.od oboljelih
pojedinaca za Ciju. sebolest zna da utjeCe. na povecanje. ili- smanjenje katalitiCke
koncentracije pojedinog enzima. Pri tome treba voditi raCuna ne samo 0 u¢inku bolesti
izrazenom u- promjeni rukupne - aktivnosti -odredenog enzima, nego i- 0. medusobnom
odnosu raznorodnih molekularnih oblika u kojima se taj enzim pojavljuje.

Ne treba ocekivati da ¢e IFCC metode biti odmah prihva¢ene u svim usluZznim
laboratorijima jer je prirodno da ¢e uhodane rutinske metode, prilagodene mehaniziranoj
analitikoj opremi- pruati otpor, pa ipak ne smije se dozvoliti da inercija ugrozi
dalekoseZno jedinstvo i svestranu prikladnost IFCC metoda.

1. Pojmovi, nazivlje i definicije

Nomenklatura. Unutar Internacionalne unije biokemije i molekularne biologije
(IUBMB) djeluje posebna Komisija za biokemijsku nomenklaturu. Preporuke te komisije
treba dosljedno postivati u vezi nomenklature, klasifikacije i simbola.(2,3)
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Nazivlje koje se koristi-u‘propisima i opisu IFCC metoda ne smije sadrZavati trivijalna
imena-i laboratorijski-‘Zargon, nego .se ‘mora strogo ‘pridrZavati ‘onih' naziva koje je
prihvatila Komisija za biokemijsku nomenklaturu.

Nazivlje IFCC metoda u suglasju je i temelji se na preporukama IFCC Ureda za
referentne materijale i metode. Medutim; da dokumenti i prijedlozi Ekspertne grupe za
enzime budu neprijeporno jasni4 jednoznacni;da postignu svoju svrhu, tj. da budu svuda
jednako shvaceni i u-primjeni:jednako valjani, potrebno ‘je protumaciti upotrebljeno
stru¢no nazivlje i precizno definirati sve relevantné pojmove ‘kako-slijedi-u -daljnjem
tekstu.

Optimalni uvjeti su takvi rekcijsi(i uvjeti koji osiguravaju'maksimalni kataliti¢ki

efekt kod odabrane temperature, a ukljucuju slijedece Cinioce:

a) identitet i-koncentracije supstrata, kofaktora, aktivatora, pufera i alosteriCkih
efektora;

b) kataliticku koncentraciju indikatorskog (-skih) enzima i pomocnog :(-nih)
enzima;

¢) . pHiionsku jakost reakcijske smjese i

d) ostale varijable (primjerice iskljuenje poznatih inhibitora).

Optimirana metoda je metoda kojom se nastojalo podesiti reakcijske-uvjete $to
blize optimalnim uvjetima, ali tako da je dosegnut primarni cilj, a taj je osigurati
postizanje -maksimalne ‘reproducibilnosti kona¢nog mjernog sustava. Reakcijski-uvjeti
optimirane metode su zbog razliCitih eksperimentalnih ograniCenja najceSce blago
modificirani u odnosu na optimalne. Prije nego 3to se odredena metoda predloZi kao
potencijalna IFCC metoda, tu metodu treba prethodno optimirati, ili drugim rijecima,
treba optimirati sve varijable kojima su:definirani reakcijski uvjeti.

Serumski ‘enzim je naziv koji treba-izbjegavati, jer ono, na $to se-taj termin
odnosi, jest enzim koji se pojavljuje u serumu. Pravilno je dakle kazati "aminotransferaza
u serumu”, -a ne valja re€i "serumska aminotransferaza". ‘

Kineti¢ka metoda (ili tehnika) je naziv koji treba izbjegavati, ako se pri tome
misli na kontinuirano pracenje tijeka reakcije diskretnim-ili-kontinuiranim-biljeZenjem
eksperimentalnihtocaka; koje odgovaraju napredovanju reakcije. Umjesto "kineti¢ka
metoda" preporuca se ‘izraz kontinuirana metoda:ili metoda kontinuiranog pracenja
reakcije. Cinjenica je da kinetitke tehnike ukljutuju i metode koje se temelje na
mjerenju poodmaklosti-reakcije' mjerenjem samo: jedne toCke (metode "jedne tocCke"),

dviju tocaka (metode "dvije toc¢ke") ili mjerenjem krajnje tocke (metode "krajnje tocke").
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Sve se te metode temelje na brzini-ili- kinetici reakcije,-ali ne i na kontinuiranom
mjerenju kinetike. Takve se kineticke metode koriste i.za odredivanje. koncentracija
supstrata.

Kod odredivanja enzimske aktivnosti u mjernim sustavima, u kojima se odvijaju
dvije-ili viSe vezanih reakcija koristi se slijedece nazivlje:

a) primarna reakcija, b) indikatorska reakcija i c): pomo¢na reakcija:

Izvor enzima- koji- katalizira: primarnu reakciju je serum, dok indikatorski. i
pomocni enzimi sudjeluju-u reakcijskom sustavu kao reagensi.

Kataliticka aktivnost (simbol z) je jedini prihvaceni termin umjesto svih ranije
predlaganih i koriStenih izraza; kao $to su koliCina enzima, katalitiCka koliCina, enzimska
aktivnost ili kataliticka sposobnost.

Kataliticka aktivnost enzima je svojstvo-koje se mjeri katalitickom brzinom
reakcije koja se odnosi na specifitnu kemijsku reakciju. u definiranom reakcijskom
test-sustavu.

Kataliti¢ka aktivnost odnosi se na enzim izvornog sustava koji je sadrZavao taj
enzim, a ne na reakcijsku smjesu. Zbog toga postoji bitna pojmovna.razlika izmedu
brzine reakcije i kataliticke aktivnosti, iako se katalitiCka.aktivnost mjeri-tom: brzinom
reakcije. Kataliticka aktivnost je ekstenzivno svojstvo, $to znaci, ako se udvostruci sustav
koji sadrZi enzim, udvostrucit ¢e se i kataliticka aktivnost. Nasuprot tome koncentracija
(o kojoj ovisi brzina reakcije): je intenzivno svojstvo: koncentracija ostaje ista uzme li se
primjerice 2 ml otopine ili 4 mliste otopine.

KatalitiCka brzina reakcije je opaZena brzina reakcije: umanjena za spontanu

brzinu reakcije.

Kataliti¢ka aktivnost je izvedena veli¢ina koju se moZe -smatrati ekvidimenzi-
onalnom veli¢inom brzini reakcije samo ako brzinu reakcije izrazimo- dimenzijom koli¢ina
tvari-(mol) podijeljena vremenom. (s).

U klasi¢noj kinetici brzina se reakcije definira kao promjend koncentracije tvari
(mol/l):u pripadnom vremenu (s).-Kako u praksi-najc¢es¢e odredujemo: promjenu
koncentracije u pripadnom vremenu. (primjerice kod fotometrijskih mjerenja odreduje
se promjena apsorbancije u pripadnom vremenu AA/At, a promjena. apsorbancije
direktno ovisi 0 promjeni koncentracije), promjena koli¢ine tvari.dobiva se mnoZenjem
promjene: koncentracije tvari odgovarajuc¢im.volumenom.

Jedinica kataliti¢ke aktivnosti je katal (simbol kat). Alternativna‘jedinica je:mol

u sekundi (mol/s):
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Prema svojoj definiciji kataliticka se aktivnost mjeri istom SI jedinicom kao
brzina reakcije, tj. mol/s.:.Medutim, posebno ime "katal"; koje ne pripada STjedinicama,
preporuca se u kontekstu enzimske i klinitke kemije. Nije potrebno objasnjavati da je
upotréba jednog naziva i jednog simbola spretnija od sloZene jedinice. To ‘postaje
posebno bjelodano kad se iz takve sloZzene jédinice izvode jos$ sloZenije, kaoSto je na
primjer kataliticka koncentracija. i

Jedinica "katal”, kao-svaka ‘jedinica, nezavisna je o-reakcijskom test-sustavu.
Nasuprot  tome, -izmjerena kataliticka .aktivnost - (odredenog enzima :u reakcijskom
sustavu), koja-se-odnosi na jednu metodu -odredivanja- razlikuje -se -od - kataliticke
aktivnosti izmjerene drugom metodom. Prema tome vezanost-uz metodu :ne dolazi do
izraZaja u definiciji-jedinice nego kod kvantitativnog izricanja:kataliticke aktivnosti.

Katal je dakako jedinica koja je kompatibilna s SI sustavom. :

Do nedavna.u upotrebi je bila jedinica-za enzimsku -aktivnost: (simbol U)
definirana kao 1U = 1 pmol/min. Ta se jedinica potpuno napusta. Izrazi li se u katalima
vrijedi odnos: 1U = 16.67 nmol/s = 16.67 nkat.

Koncentracija kataliticke aktivnosti_ili kataliticka koncentracija -(simbol b)
izrazava se jedinicom katal po litri (kat/l, kat 1"l ili (mol/s)/1) odnosno mol s"lI'L, Skraceni
naziv "kataliti¢ka koncentracija" prihvacen je u praksi. Volumen koji se uzima u racun
kod izraZavanja katalitiCke koncentracije odnosi se na izvorni sustav koji sadrZi enzim,
a ne na test sustav. Preporuca se da se volumen izraZava u litrama, a ne u mililitrima.
Vrijedi relacija 1U/1I=16.67nkat/l.

2. Reakcijska temperatura

Svaka metoda provodi se kod to¢no odredene temperature koja:je sastavni dio
metode. Temperatura se izraZzava u Celsiusovim stupnjevima: Gdjegod ;je to moguce,
preporuca se izvoditi sve IFCC metode kod iste temperature i to kod 30.00°C.

Kontrola temperature
Tocnost. Nakon otpocinjanja enzimski- katalizirane reakcije reakcijska smjesa

mora biti u temperaturnoj ravnoteZi na radnoj temperaturi i odstupanja ne smiju biti
veca od +0.05°C. Radna temperatura bit ¢e dakle 30.00+0.05°C.

Preciznost. /‘Metode, -postupci i oprema za kontrolu -temperature -pri mijeSanju
uzorka s reégensima i pri unoSenju reakcijske smjese u mjerni uredaj moraju se tako
podesiti da za cijelo vrijeme promatranja reakcijske smjese izmjerena temperatura u
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srediStu sustava ne varira za viSe od +0.1°C §to se iskazuje standardnom-devijacijom od
najmanje 16 mjerenja temperature slijede€i isti postupak i upotrebljavajudi iste reagense
kao-i kod odredivanja katalitiCke aktivnosti.

Temperaturni senzor
Tocnost i preciznost odredene reakcijske temperature mora.se moci provjeriti

uredajem za mjerenje.temperature nezavisno od kontrolnog uredaja za.podesavanje. i
odrZavanje reakcijske temperature. Taj nezavisni-uredaj za mjerenje temperature. mora
imati specificirana svojstva, koja jamce pouzdanost i odgovarajucu. to¢nost.

Tocnost olitanja temperature. Srednja vrijednost reakcijske temperature mora
biti- mjerena standardiziranim - temperaturnim - senzorom, Kkalibriranim na - nekoliko
temperatura u temperaturnom podruéju od 24-38°C. Mjerna skala takvog termometra
treba imati linearnu podjelu s nazna¢enim podjeljcima od 0.05°C.(4)

Termi¢ka masa, toplinski kapacitet i vodljivost.
Toplinski kapacitet imerzijskog elementa, ukljucujuci njegove elektri¢ne vodice,

mora biti. manji.od  0.01-(1%) toplinskog kapaciteta ukupnog volumena reakcijskog
sustava.
‘Termicka vodljivost_imerzijskog ¢lanka mora biti takva da i kod ekstremnih

razlika  temperature: okoline i- temperature tekucine: u' kiveti. ne -utje¢e na to¢nost
temperaturnog mjerenja. Eventualna promjena temperature, nastala zbog tog uzroka (ili
zbog Joulove topline unutar senzora), mora biti manja od 0.05°C za vrijeme cijelog
promatranja.

Brzina odgovora: mjernog instrumenta na-promjenu.: Radi-sigurnosti da se
registriraju  znacajne - kratkotrajne - (prolazne) - temperaturne promjene, vremenska
konstanta eksponencijalnog odgovora imerzijskog ¢lanka i mjernog sustava mora biti
manja od 0.1 (10%) od predvidenog vremena promatranja u . tijeku kojeg se mjeri
katalitiCka aktivnost.

3. Izbor: metode

Pri- izboru metode za odredivanje katalitiCke: aktivnosti- enzima- treba - osim
suglasja's opcenitim tvrdnjama, -izreenim. pod: naslovom "Ciljevi", voditi ra¢una i o
slijede¢em nizu Kriterija: 4
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Preporuena metoda. mora- biti - dovoljno specifi¢na. da se -osigura njezina
dijagnosticka valjanost. Kod utvrdivanja optimalnih uvjeta optimira se izmedu ostalog i

specifiCnost reagensa, jer je specifiCnost test-sustava izuzetno vaZan Cinilac.u procjeni
prikladnosti metode. Na primjer, tosil-arginin-metil-ester hidrolizira velikom brzinom uz
pomo¢ trombina, pa bi na prvi pogled mogao posluZiti kao optimalni supstrat. Medutim,
mnoge druge prbteaze hidroliziraju isti supstrat i zbog toga se ne preporu¢a metoda, u
kojoj .bi se nespecifi¢ni supstrat koristio kao supstrat u -test reakciji za odredivanje
trombina u plazmi. Analogna razmiSljanja neizostavna su kod odlucivanja .0 .izboru
preporucenih supstrata za kiselu fosfatazu, lipazu, ‘aminopeptidazu, arilamidazu (EC
3.4.11.2), kolinesterazu (EC 3.1.1.8) i druge hidrolaze.

Kod izbora tehnika mjerenja_prednost imaju .one tehnike mjerenja kojima se
izravno i kontinuirano prati napredovanje reakcije. Treba izbjegavati tehnike diskretnih
mjerenja uz postupno uzimanje alikvotnih uzoraka za mjerenje, jer zahtijevaju dodatno
rukovanje. Medutim, bez obzira na upotrebljenu tehniku, vazno je imati dovoljno
podataka, odnosno dovoljno izmjerenih to¢aka,da krivulja,koja predstavlja napredovanje
reakcije, bude jasno definirana. ,

Za izraCunavanje katalitiCke aktivnosti koristi se onaj dio kineticke krivulje koji

je nultog reda s obzirom na koncentraciju substrata, dakle pocetni linearni dio krivulje.
Taj dio kontinuiranog kinetickog mjerenja odnosi se na pocetnu brzinu enzimske reakcije
koja se ustali tek nakon $to je reakcijska smjesa dobro promijesana i nakon eventualnog
pocetnog zastoja, koji se ponekad ne moZe ukloniti pode$avanjem reakcijskih uvjeta.
Broj i vrste operacija treba svesti na minimum kako bi se izbjegle suviSne

pogreske uslijed viSekratnog pipetiranja i kontakta sa stijenkama posuda. Kadgod je to
moguce,. treba umjesto pojedinanog dodavanja reagensa upotrebljavati unaprijed
priredene smjese reagensa.

Opis metode treba biti potpun i detaljan. On treba sadrZavati sve potrebne
podatke, kojima se osiguravaju optimalni uvjeti, i sve elemente o kojima ovisi pouzdanost
i reproducibilnost metode.

Kod definiranja metode za mjerenje kataliticke koncentracije enzima koji se
mogu pojaviti kao smjesa izoenzima u serumu ili plazmi susrecemo slijedeci opci
problem: nemoguce je predskazati relativni udio razlicitih oblika enzima u pojedinom
uzorku.: Ne samo da stupanj oStecenja utje¢e na odnos medu enzimima, nego -postoje
razliCiti odnosi izoenzima u razliCitim organima iz kojih se enzimi oslobadaju.
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Uvijeti za mjerenje brzine reakcije koju katalizira nekolicina enzima-ili izoenzima,
svaki- svojim -individualnim katalitickim- zna¢ajkama mogu  se odrediti koristeci: dva
razliCita pristupa.

Prvi pristup sastoji’ se u tome da izaberemo dobro ispitan- preparat jednog
enzimskog:oblika i odredimo optimalne uvjete za taj enzim. Prikladnost specificiranih
uvjeta moZzemo u-tom slucaju-lako provjeriti na reproducibilnom izvoru enzima.
Valjanost takvog pristupa moZe se umanjiti, ako taj referentni enzim ne odgovara u
potpunosti: svojstvima-enzima u uzorku, na koji e se primijeniti metoda, jer izabrani
reakcijski uvjeti ne moraju odgovarati stvarnom uzorku. '

Drugi pristup odredivanju optimalnih reakcijskih uvjeta koristi serum kao izvor
enzima u test-sustavu. Uzorci seruma za-tu svrhu sadrZe smjesu enzimskih oblika koji
priblizno -odgovaraju stvarnim uzorcima na koje ¢e se primjenjivati- metoda.

Bez obzira kojim se' pristupom ispituje test sustav, izbor kona¢nih uvijeta treba

dokumentiratigrafiCkim i tabelarnim prikazom rezultata istraZivanja. U takvu

dokumentaciju spadaju na primjer graficki prikazi koji omogucuju odredivanje kinetiCkih
konstanti ili oni koji sadrZze podatke razliCitih relevantnih - ispitivanja -vezanih uz
alternativni pufer ili alternativne supstrate:

Volumen test smjese_mora-sadrZavati fiksni volumni udio uzorka- u ukupnoj
reakcijskoj smjesi. Omjer volumena uzorka prema ukupnom volumenu mora se podesiti
tako da se ukloni bilo kakav moguci u¢inak puferskog kapaciteta uzorka, i da se efekti
prisutnihinhibitora, kofaktora, metabolita i drugih enzima u uzorku svedu na minimum.

Pocetna brzina reakcije teorijski neogranieno raste s porastom koncentracije
enzima uz pretpostavku da je supstrat prisutan u saturacijskoj koncentraciji. U praksi,
medutim, nailazimo  na ograni¢enje koje je nametnuto: injenicom-da je potrebno
odredeno minimalno kona¢no vrijeme da bi se registrirala krivulja koja predstavlja
napredovanje reakcije.

IFCC metoda mora biti tako oblikovana da se omoguéi izravno odredivanje
kataliti¢kih koncentracija enzima u maksimalnom rasponu katalitickih koncentracija, a
da pri tom nije potrebna nikakva prethodna dodatna obrada uzorka, kao $to je primjerice
}azredivanje. Nemoguce je naime preporuciti univerzalno prikladni nacin razredivanja
uzoraka koji sadrZe ‘enzime, pa treba prihvatiti éi‘ﬁjenicu da za svaku metodu postoji
odredeni raspon koncentracija izvan kojeg rezultati metode postaju manje pouzdani, Cak
i kad odredena metoda za slucaj potrebe predvida i preporuca specifi¢ni postupak

razredivanja uzorka.
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Za odredivanje analitiCke varijabilnosti-metode treba upotrebljavati uzorke
humanog serumakoji po mogucnosti sadrZe kataliticke koncentracije koje najbolje
diferenciraju - zdrave ispitanike od onih za koje se zna da- zbog specifitne bolesti
posjeduju kataliticke koncentracije enzima u serumu izvan referentnog raspona. ‘

Internacionalna komisija eksperata za enzime smatra da svaka IFCC metoda

mora biti" napisana i ‘objavljena -na  posve odredeni-nacin. U naslovu treba pisati

preporuceno ime enzima (bivse trivijalno ime) nakon Cega slijedi sistematsko ime i broj,
oboje u zagradi. Rezultate treba prikazati razundtjivo.

Primjer:
IFCC metoda (1976) za aspartat aminotransferazu (I-aspartat:2-oksoglutarat aminotrans-
feraza, EC 2.6.1.1.).

Mijerenje katalitiCke koncentracije u humanom serumu

Uvod i -izber ‘metode (Kratko opis enzima i sve ostale .informacije koje su

potrebne zbog jasnoce).

Princip /(Prikaz reakcijske sheme tako da je pokazan smjer mjerenja i kratko
‘izloZena tehnika mjerenja).
Optimalni uvjeti za mjerenje.

Oprema

Reagensi
Izvor i uzimanje uzorka, nacin prenosdenja i skladiStenja.

Postupak mjerenja.

Analiti¢ka varijabilnost.

Interpretacija.
Bibliografski:podaci.

Dodaci.

4. Oprema
Svojstva mjernih instrumenata i druge-opreme koja se koristi u analitickom radu
~~mora biti-u skladu sa-specificiranim zahtjevima kako bi se smanjile pogreske mjerenja
od laboratorija‘dolaboratorija zbog instrumentacije.

Svaka metoda mora dakle, uz ostalo, specificirati i zahtjeve koji se odnose na
instrumentalna mjerenja. Tako specifi¢ni zahtjevi koji se odnose navaljanost spektromet-

rijskih “mjerenja ukljucuju: -to¢nost valne duljine, Sirinu spektralne vrpce, raspon

_ apsorbancije i linearnost unutar raspona, pomak, rasap energije radijacije i izbor valne
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duljine. Fotometrijske pogreske ¢esto se zanemaruju, a one mogu.izazvati sistematicke
relativne razlike u apsorbanciji od 0.01 do 0.05, $to ni u kojem slu¢aju nije dozvoljeno.
Pogreske zbog fluorescentnog ucinka mogu takoder stvarati probleme, posebno kod
mjerenja koja se odnose na reducirani NAD.

Odgovarajuce - specifikacije moraju se naznaditi i:za instrumente koji se ne
odnose na spektrometriju, a koje, kad se ne postuju,mogu izazvatisistematicke pogreske.

Kivete moraju imati paralelne stijenke izradene od optickog stakla ili kvarca da
prenose svijetlo bez smanjenja int&nziteta zbog apsorpcije, refleksije ili rasipanja
svjetlosnih zraka. Na snop svijetla ne smiju utjecati zidovi kiveta ili povrSinski efekti
stijenki, a unutarnja duljina svjetlosnog puta treba biti-10.00 mm-i ne smije od toga
odstupati za vie od + 0.01 mm. Ako se upotrebljavaju kivete drugih dimenzija, takoder
valja postivati navedene specifikacije, jer o njima ovisi valjanost. mjerenja.

pH-metre treba kalibrirati kod reakcijske temperature upotrebljavajucipouzdane
puferske standarde za koje jamci autoritet proizvodaca (primjerice IUPAC ili NBS). Kod
podesavanja kona¢nog pH mjerenjem uz pomo¢ pH-metra treba: paziti-da-se izbjegnu
pogreSke zbog nelinearnosti baZdarne krivulje, zbog natrijevih-iona kod visokog pH ili
zbog grani¢nih potencijala. U tom smislu treba specificirati - zahtjeve  na. izvedbene
mogucénosti opreme.

Volumetrijsko staklo treba biti uskladeno sa specificiranim - zahtjevima
(nacionalni standardi, NBS, klasa A, ili vlastita-kalibracija korisnika). Treba provesti
korekcije za volumnu ekspanziju teku€ina, ukoliko je kalibracija. provedena kod
temperature koja se razlikuje od temperature reakcije.

Sve povrsine u kontaktu s uzorkom, reagensima ili reakcijskom smjesom moraju
biti kemijski Ciste i bez tragova kiselina, teSkih metala ili detergenata, ili drugih spojeva
koji bi mogli interferirati s mjerenjima kataliticke aktivnosti enzima.

5. Reagensi

Izvor tvari ‘koje  sluZze kaoreagensi, ukljuCujuci vodu i:enzime,.mora biti
autoritativan i ¢istoca tvari mora biti specificirana. Ako takvi izvori tvari nisu dostupni,
ili ako ¢istoca tvari ne jamci uspjeSnost metode, potrebna je dodatna specifikacija.

‘Komerciialnye kemikalije kao reagensi :
Svi reagensi moraju biti poznate Cistoce i oslobodeni svih necistoca koje mogu

utjecati na brzinu reakcije. Pokazalo se naime, da su za neke reagencije potrebni posebno
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specificirani -zahtjevi, kao na primjer da  osiguravaju odsutnost inhibitora laktat
dehidrogenaze u reduciranom NAD, koji se koristi kod mjerenja kataliCke koncentracije
laktat dehidrogenaze u serumu.

Zahtjevi na kakvocu feagencija detaljno su opisani i obrazloZeni-(5-7).

Voda kao reagens :
Zahtjevi na CistoCu vode su veliki.i jamstvo da su oni zadovoljeni mora biti

autoritativno i specificirano. Svi inhibitori ispitivanih enzima, ukoliko su prisutni, moraju
biti provjereno manje koncentracije od najmanje koncentracije koja moZe inhibitorno
djelovati. Te minimalne koncentracije treba specificirati. Sterilna voda (bez ikakvih
dodataka) koristi se-za otopine reagensa koje se skladiSte na neko vrijeme.

Enzimi kao reagensi

Enzimi, koji se upotrebljavaju kao reagensi (indikatorski i pomoc¢ni enz’imi),
moraju biti definirane kakvoce i po specifikacijama pouzdanog izvora moraju odgovarati
propisanim zahtjevima. Nacelno enzimi ne smiju biti kontaminirani drugim enzimima,
metabolitima -ili ne¢istoama, koje bi mogle utjecati na mjerenu brzinu primarne ili
sekundarne reakcije.- Ako su primjese ili nuzgredne aktivnosti neizbjeZne, njih treba
posebno opisati.

"Standardi"

Sastav i Cistoca standardnih reagencija (standarda) mora se posebno, dodatno
specificirati. Skupini tih reagencija obicno pripadaju supstrati, produkti, koenzimi, ali ne
i enzimi. /

Molarni apsorpcijski koeficijent za standarde valja -odrediti u linearnom ‘podrucju
ovisnosti ‘absorbanceje o koncentraciji kod razli¢itih-koncentracija ispitivane tvari u
uvjetima ‘koji- odgovaraju uvjetima testa.

Puferi
Pufere treba priredivati strogo se drZe€i propisa kojim se osigurava reproducibil-
nost i koji detaljno opisuje tehniku rada, jasno definira reagense i specificira zahtjevanu
Cistocu. Puferski kapacitet mora biti dovoljan da odrZava pH reakcijske smjese u
unaprijed odredenim granicama. Te granice moraju biti takve da svaka promjena pH, bez
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obzira na izvor, ne unosi za vrijeme mjerenja relativne promjene u mjerenoj katalitickoj
aktivnosti koje su vece od 0.01 (1%).

Dozvoljeno vrijeme skladiStenja pufera treba ograniciti-tako-da promjene pH,
do kojih dolazi uslijed dekompozicije u toku skladiStenja, ne izazovu promjene vece od
0.005 (0.5%). Tvari, koje sluZe za pripravu pufera, ne smiju reagirati s bilo kojom
komponentom analitickog sustava, a da to nije posebno opisano (primjerice transfosfori-
lacija s aminoalkoholnim puferima u metodama za alkalnu fosfatazu).

6. Uzimanje uzorka, transport i skladiStenje

Priprema ispitanika i uzimanje uzorka

KatalitiCka koncentracija enzima u humanom serumu. (ili drugom bioloskom
materijalu) fizioloski se moZe razlikovati iz mnogo razloga. Razlike mogu biti posljedica
dobi, spola, Zivotnih navika, tjelesne teZine, hrane i pica, izgladnjelosti, dijetalnih navika,
fiziCkog napora ili diurnalnog ritma (primjerice katalitiCka koncentracija kreatinkinaze,
aspartat-aminotransferaze i laktat- dehidrogenaze u krvnom se serumu povecava kod
pojedinaca nakon teSkog fizickog napora). OpaZene su takoder razlike koje su obiljeZje
razlicitih rasa, profesija, te geografskih, klimatskih i drugih utjecaja okoline. Zbog toga;
¢ak i kod dobro definiranih uvjeta priprave pacijenta i upotrebe dogovorenih IFCC
metoda za mjerenje KkatalitiCke koncentracije enzima, u Sirokim grupama svjetske
populacije bit ¢e u buducnosti potrebno detaljno prouciti osobitosti pojedinaca unutar
svake skupine.

Uzorci plazme ili seruma
Ukoliko se kao analitiCki uzorak koristi plazma, a ne serum, potrebno je navesti

vrstu “i- koncentraciju upotrebljenog antikoagulansa i provjeriti- da. dodatkom :tog
antikoagulansa: ne .dolazi'do promjene enzimske aktivnosti. Serum ili plazma koji na
vidljiv nac¢in pokazujuhemolizu, lipemiju ili prekomjernu obojenost (pigmenti) mogu kod
mjerenja aktivnosti izazvati interferencije, pa u-opis metode, kao posebni dio metode,
treba ukljuciti i opis potrebnih mjera opreza. '

Stabilnost uzorka

Metoda- treba sadrZavati informaciju o stabilnosti enzima u svjeZe izvadenoj krvi
i odvojenom serumu u vremenu koje prethodi analizi kod razlicitih temperatura pohrane
uzorka.
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Zamrznuti serum ili rekonstituirani liofilizirani :kontrolni enzim i drugi
kalibracijski materijal moZe pokazati ekstremne varijacije u aktivnosti. Takve varijacije
ovise o0 vremenu i treba ih posebno opisati.

Druge tjelesne tekucéine i tkiva

Za sve ostale tjelesne teku€ine i tkiva potrebno je drZati.se posebnih propisa
pripreme ispitanika, s detaljnim opisima uzimanja uzorka odnosno bioptata. Propis treba
sadrZavati opis nacina pohrane uzoraka i svih mjera opreza koje mogu utjecati na
analiti¢ki rezultat.

7. Postupak mjerenja
Propis o rukovanju i postupku mjerenja katalitiCke koncentracije enzima mora

sadrZavati sve potrebne detalje.

Instrumentalni dio

Propis navodi valnu duljinu-kod koje se izvodi mjerenje i dopustene granice
tolerancije za $irinu snopa svijetla (primjerice +2nm kod polovi¢ne visine maksimalne
apsorbancije).

Eksplicitno treba opisati korekcije za slijepu probu, kontrolu neenzimskih promjena i
naznaciti vremena‘ocftanja. ‘

Potrebno je opisati sve pojedinosti koje se-odnose na temperaturnu kontrolu,

termicko uravnoteZenje kivete i njezinog drZaca kao i na prijenos otopina.

Analiti¢ki sustav

Sve upute treba dati tabelarno prema priloZzenom predlosku:

Pipetiraj Volumen (ml) Konacne koncentracije komponenata
' u smjesi

1. pufer + smjesa reagensa ...mol/1

2. serum (uzorak) volumni udio =...

Inkubiraj kod 30°C ...min

3..inicijatorski reagens ..mol/l

Dobro promijesaj i biljeZi promjene apsorbancije kod ...nm u vremenu od ...sekundi.
Izratunaj - AA/At,  prosje¢nu promjenu apsorbancije u  vremenu (sY). Korigiraj za
odgovarajuci rezultat slijepe probe.
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Izracunavanje kataliti¢ke koncentracije

4
b-—(84/A1)

b se mijeri u katal 1!
je reakcijski volumen (u litrama, 1)
AA je promjena apsorbancije

At je vrijeme u kojem je nastala opaZena promjena (u sekundama, s)
I je duljina puta kivete (u metrima, m)
€ je molarni (linearni) apsorpcijski koeficijent (mol*m 1 ili mzmol'l).

8. Interpretacija

Varijabilanost metode

Pravilno vrednovanje bilo kojeg prijedloga, preporuke ili kona¢ne IFCC metode
zahtijeva temeljitu statisticko-eksperimentalnu obradu koja povezuje napore nekoliko
laboratorija. Svaki laboratorij mora dobiti ili sakupiti i obraditi uzorke na.identi¢an
nadin, tako da se uklone razlike zbog 'nacina rada. Zatim-treba:provesti- ponovljene
analize na svakom uzorku prema dogovorenom propisu da se mogu odrediti varijacije od
dana do-dana i od mjerenja do mjerenja. Detaljno treba naznaciti izvor tkiva ili krvi bilo
kojeg referentnog enzimskog materijala kao i sastav otapala.

Opazanja u zdravlju i bolesti

Podaci o katalitickoj koncentraciji enzima, odredeni-u tjelesnim tekucinama ili
tkivima zdravih ispitanika i bolesnika, proizvod su primijenjene metode i zbog toga ne
Cine sastavni dio metode. Analiza dobivenih podataka i iskustvo ste¢éno primjenom bilo
koje od IFCC metoda moZe se prikazati u posebnom dodatku.

Izvori pogreske
U posebnom dodatku treba navesti sve poznate interferencije izazvane bilo

lijekovima bilo drugim farmakolo3kim (in vivo) ili mjernim (in vitro) efektima.
Prikazane opce preporuke Eksperata za enzime Medunarodnog saveza klini¢ke
kemije o tome $to sve sadri (ili treba sadrZati) propis IFCC metode, o ¢emu sve treba
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voditi raCuna kod pravilne primjene te metode i $to sve treba znati i razumjeti da se

metoda moZe pravilno primijeniti bez sumnje ¢e povecati pouzdanost i reproducibilnosti

intra- i interlaboratorijskih rezultata, a njihova sveopca primjena jamcit ¢e potpuno

razumijevanje medu onima koji te metode koriste.

U slijede¢em nizu ¢lanaka prikazat ¢e se pojedina¢ne IFCC metode za odredivanje

kataliticke koncentracije konkretnih enzima.
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Iz struke

Osobitosti kratkotrajnog uzgoja stanica koStane srzi

i tumacenje nalaza kultivacije
Miladen Petroveckil

Kratkotrajni ili primarni uzgoj stanica koStane srZi in vitro (engl. short-term

bone marrow cell culture) rutinska je metoda za procjenu brojnosti Zivih i za diobu

sposobnih mati¢nih stanica (engl. stem cell) u-ko$tanoj srZi, tj. za.procjenu njihove

! Imunologki odjel Zavoda za klini¢kolaboratorijsku dijagnostiku, Klini¢ki bolni¢ki

centar Zagreb



