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V zavéru roku jsem byl pozadan kolegy ze SEKK, abych jako autor provedl aktualizaci dvou textd
publikovanych jiz pfed lety v oddile Infoservis a posoudil, zda informace jsou stale platné, aktualni a
informacné pfinosné vzhledem nemalému posunu oboru za dobu mezi vznikem ¢lanka (rok 2002) a
soucasnosti. Zadani se ukazalo jako velice inspirativni impulz k ohlédnuti za stavem harmonizace
stanoveni enzymU na mezinarodni Urovni. Co se povedlo a co se bohuzel dodnes nepovedlo. Uz
zaméreni obou textu, jeden k problematice kalibrace a stanoveni ALP, druhy identicky k a-AMS, pfimo
srovnanim vybizelo ke komentafi. Shodny zamér, stejny cil, obdobna konstrukce reference i hierarchie
navaznosti, ale dosazené vysledky i po nékolika letech rozdilné. O osobni komentar se timto pokusim.

Kalibrace katalytickych koncentraci enzymovych aktivit (ALP)

Prezentovany text Kalibrace katalytickych koncentraci enzymovych aktivit rutinnich enzymd v klinické
biochemii pomoci priméarnich standardnich roztokd na autoanalyzatorech (s prikladem pro ALP) ma ve
své obecné a teoretické ¢asti stalou platnost a nic se s €asem neméni. V praktické a instruktazni ¢asti
realizace kalibrace byl pouzit pfiklad metodického postupu stanoveni katalytické koncentrace ALP s
(MEG) N-metyl-D-glukamin pufrem (DGKC "new 94"), jako puvodni kandidat na pfipravovanou
standardizaci IFCC. Dnes je jiz standardizace prezentovana jinym metodickym postupem s pufrem
(AMP) 2-amino-2-metyl-1-propanolem (IFCC 2011), coz se ovSem ve zpétném pohledu ukazuje jako
chybna volba. Standardizace fakticky dlsledné existuje jen na papife, dodnes k ni absentuje
preparace pfislusného CRM, coz ji c&ini realné nedokoncenou. Problemati¢nost zvoleného
revize, zpfesnujici a upravované naroky na cCistotu pouzitych substanci, hodnoty tolerance pH reakéni
smési atp. vyvolané obtiZzemi s opakovatelnosti pfipravy ¢inidel v misté a ¢ase se shodnymi reakénimi
vlastnostmi.

Ktomu navic pfistupuje odhaleni necekanych, dramatickych problémid metody se zastoupenim
izoenzym( ALP v analyzovanych vzorcich. Dusledkem obého je pravé jiz 8 rokd postradany CRM jako
jediny pevny, harmonizaéni bod analytiky stanoveni kat.k. ALP. Vtomto smyslu je pak nutno
konstatovat, Ze plvodni text na strdnkach SEKK neztratil aktualnost nejen v té teoretické casti, ale
plati a plati i v ¢asti praktické. Metodicky postup (DGKC "new 94"), jako robustni metodu
s minimalnimi problémy s pfipravou identickych ¢inidel Ize opravdu pomoci primarniho standardu
4-nitrofenolu UspéSné kalibrovat a mezilaboratorné unifikovat, zatimco u sou€asné verze metody
(IFCC 2011) to vzhledem ke zminéné problematické pfipravé reagencii, nejen mezi vyrobci, ale i mezi
Sarzemi téhoz vyrobce, vede naopak k velké disharmonizaci. To je divod, pro¢ ukazka praktického
postupu kalibrace ALP nebyla v publikovaném textu aktualizovana na sice platnou, ale pro tento ucel
zcela nevhodnou metodu IFCC 2011.

Kalibrace katalytickych koncentraci enzymovych aktivit (a-AMS)

Text s identickym nazvem jako v predeSlém pfipadé, jen navic s podtitulkem Stanoveni a-amylazy
(1,4-a-D-glucan glucanohydrolase, EC 3.2.1.1.) je s obdobnym ¢lenénim a v mnohém se odkazujicim
na pasaze teoretickych vychodisek prezentovanych pro ALP, navic uz i v kapitole praktického pfikladu
stale aktudlni. Kalibrace je prezentovana na metodickém postupu stanoveni a-amylazy (a-AMS) za
uziti substratu EPS-G7 (37 °C) (1,2) nasledné prevzatou a standardizovanou jako IFCC v roce 2005.
Zde je tedy situace vzhledem k aktualizaci textu mnohem jednodussi. Standardizace je vtomto
pfipadé nejen proklamovana, je navic uvedena realné do praxe. Prestoze v pfipadé a-AMS oproti ALP
¢ini monitorovany produkt reakce (4-nitrofenol) vzhledem k pH reakéniho prostfedi mnohem vétsi
problémy (diskutovano v puvodni praci), optimalni volba pufru a slozeni reakéni smési vedla na rozdil
od ALP k GspésSnému FeSeni. K dispozici je pfislusny referenéni materidl CRM, od néhoz je odvijen
nepretrzity fetézec metrologické navaznosti pfes vyrobce 1VD az do rutinnich laboratofi. Krasny pfipad
celosvétové Uspésné zvladnuté standardizace, pomineme-li malou pihu na krase, tj. nejednotné
pouzivani Sl jednotek pro vyjadfovani katalytické koncentrace. | tak markantni kontrast ve srovnani se
stavem u ALP.

Pokrok v oboru

V obou textech nelze prehlédnout poplatnost dobé vzniku z pohledu dosazené Udrovné naSich
moznosti, kompetenci, pFistrojového vybaveni atd. Zde je bohuzel nutno konstatovat dramaticky
Ubytek kompetenci analytika v sou¢asném rutinnim provozu laboratofe, jejich nevratnym pfesunem do
pusobnosti firemnich analytickych systém(. Nastup ,uzavienych“ analytickych systém( z nas c&ini
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pouhé uzivatele a konzumenty firemnich ,know how" s velice omezenymi moznostmi a pravomocemi, i
kdyz bychom mnohdy pfipadné méli k dispozici vlastni a lepsi ,know how*. NaSe dan pokroku.
NaStésti pravé oblast kalibrace je jeSté stale u vétSiny biochemickych automatl znalé obsluze
dostupna jistym zasahim. Praktické pfiklady kalibraci pro HITACHI 911 uz dnes nikdo praktikovat
nema na ¢em, ale vypovidajici a ilustra¢ni hodnotu maiji stale. Didakticka cena spociva v ozfejméni,
jak se vlastné rodi deklarace v referencénich kalibracnich materialech pro analytiku enzymd.

Schlidnou cestu popsané kalibrace dnes jesté stale poskytne vyuziti:

Zpravidla vyrobcem poskytovanych nékolika volné programovatelnych metod

K vypoétu kalibraéniho faktoru pouzit vypis naméfenych absorbanci z rezimu kalibrace, kdy
ponechame firemni SW aplikaci (v€etné rezimu RATE) a provedeme pouze potfebnou vymeénu cinidel
(R2, standard pNP), vypocet F manualné, korekci na BLANK jiz na rutinni aplikaci.

Ve firemnich (uzavfenych) aplikacich vyhledame vhodnou aplikaci END POINT pro jiny analyt, kde
zajistime shodu pipetovanych a davkovanych objem(, vinovych délek atd., kterou vyuZzijeme pro
pomocnou kalibraci.

Zaveér

Spoleéné se spravci webu jsme se dohodli, Ze oba zminéné texty s minimalnimi korekcemi a
odkazem na tento komentaF ponechame strankach SEKK. Cinime tak zéasti z nostalgie ke
starym éastim, jako k relikvii poplatné dobé, ale také jako k materialiim dokumentujicich dva
zcela rozdilné pribéhy standardizace. Sou€asné v nich spatfujeme stalou didaktickou
hodnotou zejména pro nastupujici generaci analytik(.
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