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V roce 2011 v z&fi byla publikovana novéa celosvétova referenéni metoda stanoveni katalytické koncentrace alkalické
fosfatazy [1], na kterou jiz dlouho odborna vefejnost ¢ekala. Publikace vznikla na zakladé prace pracovni skupiny
IFCC C-RSE (Committee on Reference Systems for Enzyme) "standardizace enzym(" a proSla oponenturou vSech
narodnich odbornych spole¢nosti v ramci IFCC. Lze proto i ofekavat pripravu referenéniho materialu
(ERM/IRMM/IFCC) pro stanoveni kat.k. ALP pravé na zakladé publikované referenéni metody tak, jak je avizovano.
Tato referenéni metoda je uvedena i na webu JCTLM (Mezinarodni spole¢na komise pro metrologickou navaznost
v laboratorni mediciné — organ BIPM) v oddile referenéni metody:
http://www.bipm.org/jctim/viewResults.do?type=isRMP&searchString=ALP&searchStringlUPAC=&searchStringMixed
=&analyteCategory=Enzymes&matrixCategory=&sortBy=Analyte Name&status=P&id=C7RMP2R*2*14& .x=42&.y=12.
Referenéni metoda pro stanoveni kat.k. ALP je dostupna napf. v laboratofich RfB DGKL Bonn (pracovisté Hannover),
N&mecko, CIRME Milano, Itdlie & Aerospace Reference Laboratory Beijing, Cina. Nize uvadime struénou
charakteristiku referenéniho meéficiho postupu ve tfech tabulkach.

Reakeni princip:

ALP katalyzuje hydrolyzu/konverzi 4-nitro-fenyl-fosfatu za vzniku 4-nitrofenolu a fosfatu. V alkalickém prostfedi pak
vznikd 4-nitrofenoxidovy ion. AMP a voda pak slouzi jednak jako pufr a pak i jako akceptor fosfore¢nanu.

Reakéni podminky uvadi tabulka 1.

2-amino-2-metyl-1-propanol (AMP) 750 mmol.I™"
pH (37°C) 10,20 + 0,05°
4-nitrofenylfosfat 16 mmol.I”
Siran zineénaty 1 mmol.I"
Octan hofe¢naty 2 mmol.I”
HEDTA 2 mmol.I"
Objemovy pomér séra 0,0196(1/51)

* maximalni povolena rozsifena nejistota pro 95% interval spolehlivosti

Podminky méfeni uvadi tabulka 2.
Teplota méfeni 37°C+0,1°C
VInova délka 405 nm + 1 nm°®
Sife spektralniho pasu (poloSifka spektr. pasu) <2nm
Tloustka vrstvy 10,00 mm * 0,01 mm®
Inkubacéni ¢as 60 s
Doba od startu do po¢atku méreni (delay time) 90 s
Interval méfeni 120 s
Pocet méficich bodu >6

® maximalni povolena rozsifena nejistota pro 95% interval spolehlivosti

Y

ostup méfeni (analyticky méfici systém pro stanoveni kat.k. ALP) uvadi tabulka 3.

2,000 ml reakéniho roztoku®

vytemperujeme na 37°C

pfiddme 0,050 ml vzorku®

Intenzivné promichame a inkubujeme po dobu 60 s. Na konci inkubaéni doby musi byt teplota méfeného roztoku v
kyveté 37°C

Pfidame 0,500 ml startovaciho &inidla®

Intenzivné promichame a pockdme 90 s a pak méfime absorbanci roztoku po dobu 120 s

? reagenéni blank - startovaci éinidlo a vzorek nahradime roztokem 9 g.I'* (154 mmol.I") chloridu sodného
® blank vzorku - startovaci éinidlo nahradime roztokem 9 g.I" (154 mmol.I'") chloridu sodného

¢ startovaci ¢inidlo je roztok 81,6 mmol.I"" 4-nitrofenylfosfatu ve vodé
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