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Usporedene su komercijalne garniture test-reagencija (Test-Combination,
Cholinesterase, Boehringer, Mannheim i Test-reagencije, Kolinesteraza EC
3.1.1.8. Pliva, Zagreb) i vlastiti pripravci test-reagencija za mjerenje aktivnosti
serumske kolinesteraze (Ellmanova metoda) s obzirom na ponovljivost mje-
renja i medusobnu zamjenjivost te s obzirom na stabilnost. Pokazalo se da su
te garniture medusobno zamjenjive i da su reagencije stabilne nekoliko tjeda-
na. Stabilnost nekih enzimskih standarda (Precinorm E, Precinorm U, NBS-
-serum i nativni ljudski serum) za kontrolu kvalitete mjerenja takoder je pra-
¢ena; najstabilnija je aktivnost nativnog ljudskog seruma. Iz izmjerenih aktiv-
nosti izra¢unata je nepreciznost mjerenja tom metodom: koeficijent varijaci-
je unutar mjerenja je 2 — 3% a izmedu mjerenja do 6%.

Aktivnost serumske kolinesteraze (EC 3.1.1.8) odreduje se u mnogim laboratorijima
sa svthom da se utvrdi eksponiranost osoba antikolinesterazama (organofosfatima i kar-
bamatima). Ti spojevi upotrebljavaju se kao pesticidi, pa se profesionalna i akcidentalna
trovanja mogu ocekivati. SniZenje aktivnosti toga enzima moZe upozoriti i na poremet-
nju u funkcioniranju jetre, pa se i s toga razloga aktivnost odreduje u klini¢kim labora-
torijima.

Za mjerenje aktivnosti serumske kolinesteraze (EC 3.1.1.8) u nas se upotrebljavaju
dvije garniture reagencija (»assay Kkit«, test-paket) komercijalne proizvodnje: Test-Com-
bination, Cholinesterase, Boehringer, Mannheim i Test-reagencije, Kolinesteraza EC
3.1.1.8, Pliva Zagreb. Obje garniture test-reagencija priredene su za mjerenje aktivnosti
po metodi Ellmana i suradnika (1). Mjerenje aktivnosti serumske kolinesteraze tom
metodom moZe se dakako obaviti i s kemikalijama koje se komercijalno mogu nabaviti,
$to je povoljno ako je dobava gotovih garnitura oteZana.
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Svrha ovoga rada bila je ustanoviti slaganje izmjerenih aktivnosti s reagencijama pri-
redenim u laboratoriju i s dvije garniture test-reagencija komercijalne proizvodnje Bo-
ehringer i Pliva. Takoder, pracena je stabilnost tih reagencija u toku pohranjivanja i vi-
$ekratne upotrebe. Ustanovljena je i prikladnost razliCitih standarda za kontrolu kvalite-
te mjerenja. Rezultati su numericki obradeni i utvrdena je nepreciznost mjerenja aktiv-
nosti izmedu dana i unutar mjerenja uzorka na pojedinatnim uzorcima i na velikom
broju razliditih uzoraka.

MATERIJAL I METODE

Mjerena je aktivnost serumske kolinesteraze uzoraka nativnoga ljudskog seruma,
standardnih uzoraka seruma namijenjenih nadzoru kvalitete mjerenja: Precinorm E (go-
vedi serum) i Precinorm U (ljudski serum) proizvodnje Boehringer, Mannheim te uzo-
raka NBS-seruma (ljudski serum) — Standard Reference Material 909 proizvodnje Nati-
onal Bureau of Standards, Washington.

Aktivnost je mjerena pri temperaturi od 25 °C po metodi Ellmana i suradnika (1)
prema postupku opisanom u uputama priloZenim uz komercijalne test-reagencije. Ta
metoda osniva se na mjerenju koncentracije tiokolina, koji nastaje enzimskom hidroli-
zom acetiltiokolina. Tiokolin reagira s 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzojevom kiselinom
(DTNB-reagens) i nastaje anion 5-tio-2-nitrobenzoat, Cija se apsorbancija mjeri na 405
nm. Aktivnost enzima prema analognim supstratima, butiriltiokolinu i propioniltioko-
linu, moZe se mjeriti istom metodom.

Za mjerenje aktivnosti uzete su garniture test-reagencija proizvodnje Boehringer
GmbH, Mannheim i SOUR Pliva, Zagreb te reagencije (IMI-reagencije) priredene od
kemikalija, koje su bile nabavljene od raznih proizvodaca. Pokusi su s prekidima radeni
tijekom tri godine i za to vrijeme uzeto je nekoliko Sarzi kemikalija i komercijalnih test-
-reagencija. Komercijalne test-reagencije priredene su otapanjem kemikalija u bo¢icama
kako je navedeno u uputama. Pripravci tih dvaju proizvodaca razlikuju se u tome §to su
u Plivinu proizvodu sve tri kemikalije (pufer, DTNB-reagens i supstrat) u zasebnim bo-
¢icama, a Boehringer isporucuje pufer i DTNB-reagens u istoj bocici, a supstrat zaseb-
no. Izgled kemikalija bio je nesto razli¢it. Plivine kemikalije izgledaju pahuljasto i brzo
se otapaju. Boehringerove kemikalije kristalini¢ne su i slicne su onima koje smo uzima-
li za pripremanje vlastitih reagencija. Njihovo otapanje bilo je nesto sporije. Vlastite rea-
gencije (IMI-reagencije) priredene su od ovih kemikalija: fosfatni pufer, Kemika, Za-
greb, acetiltiokolin-jodid i DTNB-reagens, Fluka, Buchs SG ili Sigma Chemical Co St.
Louis. Kona¢ne koncentracije u reakcijskoj smjesi bile su jednake onima deklariranim
za komercijalne test-reagencije: 50 mM fosfatni pufer pH=7,2, 5,0 mM acetiltiokolin i
0,26 mM DTNB-reagens. Postupak mjerenja bio je isti za sve tri garniture reagencija i
slijedene su upute proizvodaca. Reagencije su u tamnim bocicama pohranjivane na
+ 4 °C. Na sobnoj su temperaturi stajale samo za vrijeme mjerenja aktivnosti. Garniture
komercijalnih reagencija predvidene su za mjerenje 30 uzoraka. Vecina mjerenja
nacinjena je na spektrofotometru Unicam SP 500, Cambridge.

Za mjerenje aktivnosti uzimano je za svaku probu po 20 pL nativnoga ljudskog seru-
ma. Liofilizirani serumi (Precinorm E, Precinorm U i NBS-serum) otapani su prema
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priloZenim uputama a za mjerenje je uziman takoder uzorak od 20 pL. Uzorcima seru-
ma mjerena je aktivnost 2 — 8 puta uzastopno u jednom danu, s test-reagencijama prire-
denim iz sva tri izvora.

REZULTATI I DISKUSIJA
Nepreciznost mjerenja aktivnosti

Nepreciznost mjerenja aktivnosti odredena je pomocu jednad?bi /1/ do /3/ (2, 3). Va-
rijanca unutar mjerenja (within-run) jednog uzorka izra¢unana je po jednadzbi /1/:

k n;
Ver=[ £ T @ -%p]iMm-p oY,
ji=1 i=1
Varijanca mjerenja jednog uzorka iz dana u dan (between- run) izratunana je po jed-
nadzbi /2/:

k
Vie=1{ 3 [n&-0 k-1 12/
j=1

U jednadZbama x oznadava i-to mjerenje u j-tom uzorku, k je broj uzoraka (odnosno
broj navrata u kojima je uzorak mjeren), n; je broj mjerenja u j-tom uzorku, % je srednja
vrijednost j-tog uzorka, X je srednja vrijednost svih mjerenja, ¢iji je ukupni broj M. Mje-
renje jednog te istog uzorka u replikatama tijekom nekoliko (k) dana uobidajeni je po-
stupak za odredivanje nepreciznosti mjerenja nekom metodom.

Prosje¢na nepreciznost mjerenja mozZe se odrediti i iz veéeg broja uzoraka razli¢itih
aktivnosti, mjerenih u dvije ili viSe replikata tijekom duZeg razdoblja. Varijance za uzor-
ke razli¢itih vrijednosti ra¢unane su po jednadzbi /3/:

k n;
W { .21 .Zil (i — %)/%, ]2}/(M e 5 /3/
j=1 i=

Koeficijent varijacije (% varijacije) iz jednadZbe /1/ i /2/ dobije se vadenjem korijena iz
dobivene varijance i raCunanjem udjela (postotka) te vrijednosti u srednjoj vrijednosti
svih mjerenja. Koeficijent varijacije iz jednadZbe /3/ dobiven je vadenjem korijena iz
varijance i mnoZenjem sa 100. Koeficijent varijacije za mjerenja unutar dana (jednad#be
/1/ i /3/) iznosio je 2 —3%. Koeficijent varijacije mjerenja uzoraka dan na dan iznosio
je do 6%. Za tu metodu vrijednosti koeficijenata varijacije drugih autora su sli¢ne ili
nesto nize (4, 5).

Stabilnost uzoraka i reagencija

Prema vlastitim pokusima i prema literaturnim podacima (5, 6) aktivnost kolinestera-
ze u zamrznutih uzoraka ljudskog seruma stabilna je godinu dana. Ostali enzimski pre-
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parati, upotrijebljeni u ovom radu, zadrzali su stalnu aktivnost mjesec dana kada su bili
zamrznuti na — 15 °C. Stajanjem na + 4 °C preparati su izgubili oko 10% aktivnosti ti-
jekom nekoliko dana. Aktivnost zamrznutih preparata pralena je reagencijama koje ni-
su bile starije od 14 dana.

Prema uputi proizvodaca, reagencije za mjerenje aktivnosti mogu se rabiti jo$ 6 tjeda-
na nakon otapanja. OpazZeno je da reagencije bez obzira na porijeklo stajanjem tijekom
nekoliko tjedana daju intenzivniju Zutu boju. Iz promjene intenziteta boje reagencija u
periodu od Cetiri tjedna izratunana je koncentracija izreagiraloga acetiltiokolina i ona je
iznosila manje od 1% pocetne koncentracije (maksimalna promjena apsorbancije reak-
cijske otopine bila je 0,6). To smanjenje u skladu je s podatkom za konstantu brzine
spontane hidrolize acetiltiokolina (k = 5,7x10°min~"') (7). Smanjenje koncentracije
supstrata i za nekoliko posto ne utjeCe na aktivnost enzima pri koncentraciji supstrata
5.0 mM, koja je viSe od pet puta veca od Michaelisove konstante za taj enzim (8 — 10).

Pouzdanost mjerenja otopinama, koje su nekoliko tjedana bile pohranjene provjera-
vana je u slijedecem pokusu. Pet uzoraka nativnog ljudskog seruma bilo je podijeljeno u
po 6 jednakih obroka i pohranjeno na —15 °C do najviSe 35 dana. U tom vremenu
uzorcima je mjerena aktivnost u 5 — 6 navrata uzimajuéi svaki put po jedan obrok uzor-
ka. Svim obrocima jednog te istog uzorka izmjerena je aktivnost jednom te istom Sar-
zom Boehringer i IMI-reagencija, koje su bile pohranjivane kao $to je ranije opisano.
Od pet uzoraka od kojih je svaki mjeren s obje garniture reagencija, Cetiri uzorka su
imala manju aktivnost u drugoj polovici pohranjivanja. Za svaki je uzorak izra¢unana
srednja vrijednost izmjerenih aktivnosti do 14. dana pohranjivanja i srednja vrijednost
aktivnosti u preostala 2 — 3 mjerenja (do najviSe 35. dana). U drugoj polovici pohranjiva-
nja aktivnost je bila u prosjeku manja za 5%. Taj pad aktivnosti bio je jednak s obje gar-
niture reagencija. OpazZeno je takoder da je relativna standardna pogreska mjerenja u
drugoj polovici pohranjivanja bila veta nego u prvoj. To se moZe protumaditi time $to
su starije reagencije davale viSe poletne apsorbancije, tj. u podrudju skale instrumenta,
koje je grublje i nesigurnije za oCitavanje (Unicam SP 500). Ako se koriste otopine koje
imaju visoku osnovnu (pocetnu) apsorbanciju, treba naliniti slijepu probu, koja sadrzi
sve osim enzima, i apsorbanciju slijepe probe, automatski ili ru¢no, odbijati od prave
probe. To je uputa koju je korisno primijeniti bez obzira na izvor reagencija, koje se ko-
riste.

Usporedba test-reagencija

Usporedene su aktivnosti serumske kolinesteraze izmjerene s dvije komercijalne i
jednom vlastitom garniturom reagencija. Na tablici 1. korelacijska analiza pokazuje da
vrijednosti izmjerene tim trima garniturama reagencija medusobno dobro koreliraju.
Korelacija je dobra bez obzira na vrstu preparata, kojemu je mjerena aktivnost. Najbolja
je korelacija u mjerenjima Boehringerovim i Plivinim reagencijama (R =0,996) i pravac
koreliranih vrijednosti /Boehringer (x) vs Pliva (y) ima jedini¢ni nagib s nesignifikan-
tnim odsjeckom na koordinatama (tablica 1)/. Odnos aktivnosti IMI (x) vs Boehringer
(y) 1 IMI (x) us Pliva (y) daje malo losiju korelaciju. Pravci nemaju signifikantan odsjecak
na ordinati, ali su nagibi pravaca kroz ishodiste za 9% (IMI-Boehringer i IMI-Pliva) i
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Tablica 1

Odnos izmjerenibh aktivnosti komercijalnim (Boehringer, Pliva) i viastitim (IMI) test-reagencijama
izrazenim linearnom regresijskom analizom i korelacijama

IMI (x) vs IMI (x) vs Boehringer (x) vs
Boehringer (y) Pliva (y) Pliva (y)

N(m) 28 (108) 22 (90) 22 (90)

x/(A A/min) 0,164 0,168 0,176

y/(A A/min) 0,175 0,179 0,179

at SE(a) —0,0156 +0,0099 —0,0192+0,0075 0,0053 £0,0038

b=+ SE(b) 1,169+0,055 1,181 +0,040 0,991+0,019

R 0,978 0,988 0,996

b, + SE(b,) 1,0889 +0,0005 1,0871 +0,0004 1,0148 +0,0001

N — ukupan broj uzoraka

m — ukupan broj mjerenja

X, y — srednje vrijednosti na apscisi odnosno ordinati
a+ SE(a), b+ SE(b) — odsje¢ak i nagib pravca

R — koeficijent korelacije

b,+SE(b,) — nagib pravca koji prolazi ishodi§tem

Tablica 2

Aktivnost kolinesteraze u preparatima ljudskog i animalnog seruma izmjerena komercijalnim
test-reagencijama i vlastitim IMI-reagencijama

Aktivnost /%

Preparat IMI Boehringer Pliva n
Nativni ljudski serum 100 (11) 11611 (11) 1108 (6) 7
Precinorm E 100 (7) 106 +10 (7) 108+7 (6) 6
Precinorm U 100 (5) 914 5(5) 93+9 (5) 4
NBS_serum 100 (5) 107+ 5 (5) 1077 (5) 4

Broj uzoraka pojedinog preparata oznaden je u zagradi

n — broj Sarzi reagencija nalinjenih za mjerenje

Aktivnost izmjerena IMI-reagencijama uzeta je kao 100%, a ostale aktivnosti su izrafene kao
njihov postotak. Racun je proveden sa srednjim vrijednostima aktivnosti dobivenim mjerenjem
aktivnosti uzoraka u 2 do 8 replikata.

1% (Boehringer-Pliva) veéi od jedini¢nog nagiba. To zna&i da su aktivnosti izmjerene
komercijalnim preparatima veée od onih izmjerenih IMI-reagencijama. Analiza aktiv-
nosti po vrstama uzoraka (tablica 2) takoder pokazuju da su na svim uzorcima, osim na
Precinorm U, izmjerene 6 do 16% veée aktivnosti s komercijalnim garniturama reagen-
cija. Aktivnost uzoraka Precinorm U izmjerena komercijalnim reagencijama je 9% ma-
nja nego izmjerena vlastitim reagencijama (IMI). Aktivnosti kolinesteraze izmjerene
razli¢itim garniturama medusobno se preklapaju unutar 1 — 2 standardne devijacije (tab-
lica 2), a ta je razlika unutar olekivane nepreciznosti.
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ZAKLJUCAK

Aktivnost serumske kolinesteraze izmjerena Ellmanovom metodom s reagencijama
koje su ili pripremljene od kemikalija u laboratoriju ili su iz komercijalnih garnitura
(Boehringer, Pliva) medusobno se dobro slaZu. Za rutinsko mjerenje aktivnosti, dakle,
jednako dobro sluzi bilo koja od upotrijebljenih reagencija.

Reagencije su stabilne unutar mjesec dana, pa su mjerenja pouzdana u tom vremenu.
Komercijalni standardi za pracenje kakvoce mjerenja (Boehringer i NBS) otopljeni i za-
mrznuti pokazali su se stabilnima mjesec dana. Kao standard jednako dobro moZe po-
slu%iti nativni ljudski serum (jedan ili smjesa nekoliko seruma) jer je aktivnost nativnog
seruma (smrznutog) stabilna godinu dana. Ako se kao standard za pracenje kakvoce
mjerenja upotrijebi takav stabilan preparat, niz mjerenja tijekom duljeg perioda moze
ujedno posluZiti za ralunanje nepreciznosti mjerenja iz dana u dan. Iz dnevnih mjere-
nja uzoraka (u dvije ili vie replikata) moze se odrediti prosje¢na nepreciznost unutar
mjerenja uzorka. Tako odredena nepreciznost ove metode u nizu pokusa s razli¢itim
$arfama triju garnitura reagencija iznosila je do 3% unutar mjerenja i do 6% u mijere-
njima iz dana u dan.

Zabvala — Zahvaljujem dr. E. Reiner za interes i kriti¢ko itanje rukopisa te M. Kralj za teh-
ni¢ku pomoc.
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Summary

MEASUREMENTS OF SERUM CHOLINESTERASE ACTIVITY: COMPARISON OF
COMMERCIALLY AVAILABLE ASSAY KITS AND LABORATORY PREPARED
REAGENTS, ENZYME QUALITY CONTROL STANDARDS AND THE IMPRECISION
OF THE METHOD

The commercially available kits (Test-Combination, Cholinesterase, Boehringer, Mannheim
and Test-reagent, Cholinesterase EC 3.1.1.8, Pliva, Zagreb) and reagents prepared in own
laboratory for measuring cholinesterase activity (Ellman method) were tested with respect to their
stability and the reproducibility of the activity measurements. The reagents of the three sources
were shown to be interchangeable and equally stable over a few weeks. The coefficient of variation
for within-run measurements by the Ellman method was 2—3% and that for between-run
measurements 6%. The stability of the few enzyme standards (Precinorm E, Precinorm U,
NBS-serum and native human serum) for the quality control of the measurements was also tested:
the most stable was native human serum.
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