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KRATICE

ECLIA - elektrokemiluminiscencijska imunokemijska metoda (eng.
electrochemiluminescence immunoassay)

NSE — neuron specifi¢na enolaza

CK — kreatin kinaza (eng. creatine kinase)

AFP — alfa - fetoprotein (eng. alpha - fetoprotein)

MCHC - prosje¢na koncentracija hemoglobina (eng. mean corpuscular hemoglobin
concentration)

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina (eng. ethylendiaminetetraacetic acid)
pO, — parcijalni tlak kisika

pCO; — parcijalni tlak ugljikovog dioksida

SCLC - rak pluc¢a malih stanica (eng. small cell lung cancer)
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1. UVOD

Medicinsko biokemijska djelatnost se smatra jednom od najvaznijih zdravstveno-
dijagnostickih djelatnosti kojoj je glavni zadatak analiza bioloskog materijala. Analize
obuhvacaju vrlo Sirok raspon mjerenja razliCitih sastojaka, najées¢e u uzorcima krvi i
mokrace, u svrhu probiranja bolesti u populaciji, prepoznavanja ranih znakova bolesti,
postavljanja dijagnoze, pracenja tijeka bolesti 1 u€inka terapije (1).

Primjena mnogih kemijskih, bioloskih, fizikalnih i molekularnih metoda uz razvijenu
informaticku tehnologiju danas osiguravaju vjerodostojan nalaz koji lije¢nik moze
interpretirati.

Pouzdan laboratorijski nalaz interpretira lije¢nik, a interpretacija je mogucéa ukoliko je
laboratorijska  pretraga  odabrana  racionalno te ima  dijagnosticku 1
diferencijalnodijagnosticku vrijednost za zdravstveno stanje koje se ispituje. Prema
tome, laboratorijske pretrage se odabiru na osnovu lije¢nickog iskustva 1 medicine
temeljene na dokazima primjenom definiranih i provjerenih smjernica i algoritama te se
shodno tome i interpretiraju. No da bi interpretacija rezultata laboratorijskih pretraga
bila objektivna i ispravna, potrebno je poznavati brojne ¢imbenike koji mogu utjecati na
konacni rezultat pojedine pretrage, a prisutni su u svakoj fazi laboratorijskog procesa.
Cjelokupni proces laboratorijskog testiranja se moze prikazati Lundbergovom petljom
(Slika 1.) a ukljucuje korake od zadavanja pretraga, preko ispravnog postupka uzimanja
1 transporta, pripreme i Cuvanja uzorka, zatim njegovog analiziranja do tumacenja
dobivenih rezultata i izdavanja nalaza. (Slika 1.)

Sam proces dobivanja nalaza se jednostavnije moze podijeliti u 3 faze:

1) predanaliti¢ku,

2) analiticku i

3) postanaliticku fazu.
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Slika 1. Lundbergova petlja (2)



Prema toj klasi¢noj podjeli, razlikujemo ¢imbenike koji se javljaju u odredenom dijelu
procesa i uzrokuju varijabilnost laboratorijskin nalaza. Cimbenici utjecaja na
laboratorijski nalaz mogu se svrstati u dvije grupe:

1. bioloski (dugotrajni/nepromjenjivi ili kratkotrajni/ promjenjivi) i

2. metodoloski (1).

Bioloski dugotrajni su : geneti¢ki (spol, rasa, nasljedne greske), cimbenici povezani sa
procesom zivota (Zivotna dob- novorodencad, starija zivotna dob, reprodukcijski
ciklus), ciklicke promjene, tjelesni ustroj i navike (1). Kratkotrajni bioloski su:
metabolicki (prehrana, tjelesni napor, lokalne metaboliC¢ke promjene), hemodinamicki,
dnevni ritam, oSteCenja stanica, indukcija mikrosomskih jetrenih enzima i brojni drugi
(1). Za pravilnu i to¢nu procjenu nalaza, potrebno je razumijevanje svih bioloskih
(fizioloskih) i metodoloskih ¢imbenika. Metodoloski ¢imbenici se odnose na uzimanje
uzorka krvi 1 postupak s uzorkom prije analize. Primjeri metodoloskih ¢imbenika koji
mogu utjecati na rezultat laboratorijskih pretraga su: primjena podveze krvne zile duljeg
trajanja, palpacija prostate, intramuskularne injekcije nekih lijekova, hemoliti¢ni uzorak
i brojni drugi.

Pri samoj procjeni rezultata utjecaj nepromjenjivih ¢imbenika se uzima u obzir jer se na
njih ne moZe utjecati, a utjecaje metodoloskih 1 promjenjivih ¢imbenika se nastoji svesti
na najmanju mogucu mjeru. TO Se postize preciznijom i boljom pripremom pacijenta i

standardizacijom svih postupaka u laboratoriju (3).

1.1. Uzroci varijabilnosti laboratorijskih nalaza

Postupak koji prethodi izdavanju laboratorijskog nalaza je kompleksan i ukljucuje vise
koraka pa shodno tome i moguénost pogreske, odnosno varijabilnost nalaza, moze biti
velika. Uzroci koji mogu dovesti do pogreske su razli¢iti i mogu se dogoditi u bilo
kojem dijelu laboratorijskog procesa, od uzorkovanja do izdavanja nalaza.

Po vremenu trajanja, najduzi, a samim time i najkriti¢niji dio laboratorijskog procesa je
predanaliti¢ki dio. U tom dijelu se javlja najveéi broj pogresaka, 46 — 68% ukupnog
broja svih laboratorijskih pogresaka (3).

Veci dio predanaliticke faze se odvija izvan izravnog nadzora laboratorija, a sama faza

obuhvaca: identifikaciju bolesnika i njegovu pripremu za uzimanje odgovarajuceg



uzorka za trazenu pretragu, odgovaraju¢i nacin prikupljanja uzorka i prijenos do
laboratorija ili pohranu uzorka (3). Dio koji se odvija pod izravnim nadzorom
laboratorija obuhvaca: prihvacanje i/ili uzimanje uzorka, pripremu uzorka za analizu i
raspodjelu po radnim mjestima u samom laboratoriju (3). Svaki od tih dijelova radnog
procesa predstavlja potencijalni izvor pogreske.

Mnoge pogreske u predanalitickoj fazi su uzrokovane nesukladnim uzorkom.
Predanalitic¢ki postupci ¢ije pogresno provodenje ima za posljedicu nesukladan uzorak
vezani su za sam postupak vadenja krvi, primjerice preduga primjena podveske,
pritiskanje ubodnog mjesta, muckanje spremnika s Krvi umjesto mijesanja, pogresno
vrijeme uzorkovanja ili nepridrzavanje preporuka uzorkovanja na taSte. Posljedica
takvih nepravilnih postupanja je potreba za ponovljenim uzorkovanjem, §to uzrokuje
produzeno vrijeme izrade 1 izvjeStavanja te dodatne napore svih djelatnika ukljucenih u
radni proces (3). Zbog toga svaki laboratorij treba u svojim postupcima dobre prakse
jasno odrediti i provoditi postupke identifikacije nesukladnih uzoraka i nacine
uklanjanja njegovih uzroka (3).

Velik utjecaj na rezultate imaju i sami pacijenti. Zbog toga je veoma vazna njihova
odgovarajuca priprema. Priprema je razli¢ita i ovisi o analizi koja se provodi, a najcesce
se odnosi na prethodnu prehranu, tjelesnu aktivnost, vrijeme dana ili ciklusa te
eventualno uzimanje nekih lijekova.

Cest uzrok neprihvatljivosti uzorka za analizu je neispravna pohrana uzorka koja dovodi
do degradacije analita i samim time mijenja njihove koncentracije i uzrokuje varijabilne
i neto¢ne nalaze. Upravo zbog toga laboratoriji moraju imati tocan vodi¢ glede pohrane

razli¢itih uzoraka za sve vrste laboratorijskih pretraga.

1.1.1. Predanaliti¢ki ¢imbenici

Svaki rezultat laboratorijske analize ovisi o velikom broju predanalitickih ¢imbenika
koji izravno utjeCu na rezultat mjerenog parametra. Osim podjele na bioloske i
metodoloske ¢imbenike, prema ucinku se predanaliti¢ki ¢imbenici jo§ mogu svrstati u

¢imbenike in vivo i in vitro (4).

Bioloski ¢imbenici in vivo su:



Spol — muskarci i zene imaju razliCite koncentracije spolnih hormona ( npr.
estradiol, testosteron); parametre krvne slike (hemoglobin i eritrociti su kod Zena
nizi nego kod muskaraca); aktivnost kreatin kinaze i koncentraciju kreatinina
buduci su oba parametra ovisna o0 miSi¢noj masi

Dob — koncentracije razliCitih parametara se mijenjaju ovisno o dobi (npr. u
pubertetu i menopauzi raste razina kolesterola; novorodencad ima veci broj
eritrocita i veéu koncentraciju hemoglobina; u fazi rasta je poviSena aktivnost
alkalne fosfataze),

Genetika — genetski odredeni parametri utje¢u i na druge ¢imbenike (npr. krvna
grupa 0 ima nizu aktivnost von Willebrandovog faktora; Afrikanci imaju vecu
koncentraciju vitamina B12, CK i a-amilaze, kao i niZi broj granulocita i monocita
u odnosu na bijelu populaciju),

Stil zivota:

- prehrana (ishrana) — post dovodi do pada koncentracije albumina i proteina u krvi,
porasta koncentracije mokraéne kiseline i kreatinina; prehrana bogata
ugljikohidratima povecava koncentraciju triglicerida,

- pusenje — nakon konzumacije cigareta, mjere se povecene koncentracije hormona
kortizola, adrenalina i aldosterona,

- alkohol — konzumacija velikih koli¢ina smanjuje koncentraciju mokraéne kiseline
i razinu glukoze u krvi, a povecava koncentraciju laktata,

- kava — konzumacija 2 salice kave s kofeinom povecava razinu kortizola za oko
40%,

- droge — zlouporaba uzrokuje varijabilnost laboratorijskih parametara,

Lijekovi — uzrokuju namjerne (terapijske) promjene i nenamjerne (nuspojave),
Cirkadijalni ritam — ovisno o dobu dana, pojedini parametri pokazuju znacajna
odstupanja (npr. kortizol- najvisa koncenracija kortizola je u ranim jutarnjim
satima, tijekom dana se smanjuje, a najmanja koncentracija kortizola je oko 23:00
sata)

Godisnje doba i bioritam — najpoznatiji primjer za utjecaj promjene godisnjeg doba
je vitamin D (najveca koncentracija je ljeti pod sunéevim zra¢enjem, a najmanja
koncentracija je zimi), a za bioritam je menstruacijski ciklus s promjenjivim

koncentracijama spolnih hormona,



Fizicka aktivnost — povecanje uzrokuje povecan filtracijski tlak u kapilarama Sto
djeluje na promjenu koncentracije: korpuskularnih elemenata (leukocita, eritrocita i
trombocita), velikih proteina (imunoglobulina, makroglobulina), te molekula
vezanih za proteine i zeljeza,

Polozaj tijela — premjestanje iz lezeceg u sjedeci polozaj smanjuje volumen plazme,
Trudnoca 1 kontracepcija — tijekom trudnoce se povecava volumen plazme,
smanjuje se hemoglobin 1 hematokrit, mijenjaju se trudnicki hormoni (npr.
estradiol, prolaktin, alfa - fetoprotein); kod kontracepcije inhibitori ovulacije
djelomi¢no oponasSaju trudno¢u pa mogu dovesti do razlika u koncentraciji

pojedinih hormona i parametara zgrusavanja (4).

Bioloski ¢imbenici in vitro svoj u¢inak pokazuju za vrijeme vadenja ili nakon

uzimanja uzorka. lzazivaju promjene pa rezultat ne odgovara stvarnoj in vivo

vrijednosti mjerenog parametra. Mogu biti endogeni i egzogeni (4).

U skupinu endogenih c¢imbenika pripadaju:

Hemoliza — pucanje membrana krvnih stanica uzrokuje izlazenje stani¢nih
sastojaka (hemoglobina) u izvanstani¢nu tekucéinu, pa samim time i poviSene
koncentracije hemoglobina u krvi kao i drugih analita prisutnih unutar krvnih
stanica.

Lipemija — uocava se nakon centrifugiranja i odvajanja seruma ili plazme ako je
prisutna hiperlipoproteinemija. Prepoznaje se kao mlije¢na zamucenost seruma, a
uzrokuju je hilomikroni ili trigliceridi. Postaje vidljiva oku pri koncentraciji
triglicerida ve¢oj od 3,4 mmol/L. Dovodi do poremecaja fotometrijskih mjerenja,
ponajviSe u spektru 300 — 500 nm. Gotovo su sva spektrofotometrijska mjerenja
pod utjecajem zamucenosti uzrokovane lipemijom. Analiza krvne slike u slucaju
lipemije moZe pokazivati povisene vrijednosti hemoglobina i MCHC vrijednosti te
preniske vrijednosti hematokrita. Lipemija moZe biti uzrokovana Stvarnim
poremecajem metabolizma lipoproteina ili pak predanaliticki nepoStivanjem
dvanaesatnog gladovanja pred uzorkovanje.

Ikterija — zelenkasto-Zzuta obojenost seruma ili plazme zbog povisene koncentracije
bilirubina. Utjece na spektrofotometrijska mjerenja, posebice u podrucju spektra

apsorpcije bilirubina (450 — 460 nm).



e Proteini — imunokemijske analize ometaju hladni aglutinini, krioglobulini i ljudska
antimi§ja protutijela te mogu biti uzrokom pogresno izmjerenih koncentracija
analita koji se odreduju imunokemijskim metodama (4).

Egzogeni ¢imbenici su tvari koje ulaze u krv prije, tijekom ili nakon vadenja krvi i

mogu ometati laboratorijske analize.

U skupinu egzogenih cimbenika spadaju:

e EDTA — moze uzrokovati lazno snizenu mokraé¢nu kiselinu jer EDTA inhibira
urikazu,

e Puder iz rukavica, gumeni Cepovi ili kateteri — mogu uzrokovati promjene u
koncentraciji pojedinih analita npr. povecanje koncentracije cinka,

e DeterdZenti — mogu povecati koncentraciju Zeljeza 1 fosfata,

e Dezinfekcijska sredstva — mogu povecati koncentraciju alkohola u krvi (4).

Edukacija nelaboratorijskog osoblja (medicinske sestre na odjelima, lije¢nici primarne

zdravstvene zasStite, pacijenti) ukljuenog u predanalitiCku fazu laboratorijskog procesa

kljuéna je za razumijevanje utjecaja razliCitih Cimbenika na kvalitetu uzorka, te

dobivanja kvalitetnog uzorka a time i to¢nog laboratorijskog nalaza (3).

Prema standardima kvalitete svaki medicinsko biokemijski laboratorij pojedinac¢no, a

temeljem stru¢nih standarda, mora uspostaviti, dokumentirati i primjenjivati kriterije za

prihvacanje i odbijanje primarnih uzoraka koji su tada jasni pokazatelji kvalitete
prijeanaliti¢ke faze (3). Pri prihvac¢anju uzorka u laboratorij postupak i odluku prihvata

olaksSavaju potvrdni odgovori na sljedeca pitanja: radi li se o pravom pacijentu, je li

provedena potpuna i to¢na identifikacija, je li provedena pravilna priprema pacijenta, je

li uzorak bioloskog materijala odgovarajuéi, je li pravilno dostavljen u laboratorij te je li

sve vrijeme pravilno rukovano uzorkom (3). Tek potvrdni odgovori na sva navedena

pitanja osiguravaju potpuno prihvatljiv uzorak za provodenje laboratorijske pretrage (3).

1.1.2. Predanaliticka faza kao izvor pogreSaka

Neispravni postupci u predanaliti¢koj fazi mogu biti uzrokom neprihvatljivog uzorka ili
pak uzrokom pogresnog nalaza. Od svih predanalitickih pogresaka koje se mogu
susresti, hemoliza je jedan od najcesc¢ih u¢inaka nepravilnog postupanja, a moze nastati

tijekom vadenja krvi ili poslije vadenja te je glavni uzrok odbacivanje uzorka (5)(6).



Razni ¢imbenici mogu pogodovati razvoju hemolize, kao §to su aspiracija uzorka,
snazno mijeSanje epruvete, visoka brzina centrifugiranja u laboratoriju i neadekvatna
temperatura okolisa (5). Nastanak se povezuje sa raspadom krvnih stanica pri ¢emu se u
okolnu plazmu oslobadaju unutarstani¢ni elementi. Razlika izmedu hemoliti¢nog i
nehemoliticnog uzorka je u vecini slu¢ajeva vidljiva prostim okom jer hemoglobin boji
krvnu plazmu u crveno ¢iji intenzitet ovisi 0 stupnju hemolize.

Buduci da eritrociti sadrze neuron specifi¢nu enolazu, hemolizom se i NSE oslobada u
cirkulaciji pri ¢emu se lazno povecava koncentracija NSE u plazmi ili serumu. Zbog
toga se hemoliti¢ni uzorci moraju odbaciti kod mjerenja NSE, odnosno prije samog
analiziranja uzorka potrebno je odrediti stupanj hemolize. To se uglavnom i radi u
rutinskom radu jer je potvrdeno da hemoliza i odgodeno centrifugiranje krvi (serum se

mora odvojiti od ugruska u roku jednog sata od uzimanja uzorka) mogu lazno povecati

koncentraciju NSE (5).

1.1.3. Pohrana uzoraka za laboratorijske analize

Buduc¢i da je obrada ili priprema uzoraka za obradu ponekad dugotrajan i zahtijevan
proces, javlja se potreba za pohranom uzorka na odredeni vremenski period. Sami
uzorci su Cesto divergentni i pokazuju razli¢itu osjetljivost na pojedine fizikalno-
kemijske promjene, pa je potrebno za svaki uzorak pojedinacno eksperimentalno
odrediti optimalne uvjete pohrane (7).

U nekom idealnom slucaju bi sastav, kemijska 1 fizikalna svojstva, kao i bioloska
aktivnost uzorka tijekom vremena ostali nepromijenjeni. Nazalost, u praksi to nije tako.
Zbog toga je potrebno optimizirati uvjete pohrane i skratiti vrijeme pohrane.

U razli¢itim bioloSkim uzorcima (Krv, serum, tkivo) ¢iji se sastav analizira u ispitivanju
bolesnih stanja, mogu se javiti spontane reakcije i enzimski procesi koji mogu
transformirati ili degradirati analit koji nam je od vaznosti (7). Kako bi se to sprijecilo,
potrebno je ukloniti potencijalno reaktivne komponente iz uzorka ili omoguciti uvjete
kojima ¢e se ukloniti ili umanjiti njihov utjecaj.

Najjednostavniji  primjer je uklanjanje vode liofilizacijom, to¢nije suSenje
zamrzavanjem. Jednostavno uklanjanje vode iz uzorka moze inhibirati brojne nezeljene

reakcije i Cesto se primjenjuje u dehidraciji proteina i otopina nukleinskih kiselina (7).



Osim liofilizacije, kao najjednostavniji na¢in za sprjeCavanje degradacije analita se
preporucuje snizena temperatura. Prema tome, uzorci se mogu skladiStiti na viSe
razli¢itih temperatura: u tekuéem duSiku (na temperaturi -192°C), u posebnim
laboratorijskim zamrziva¢ima (na -80°C), u jednostavnim zamrziva¢ima (na -20°C), na
ledu (0°C) ili u hladnjacima (+4°C) (7).

Pohrana na ledu (0°C) se uglavnom Koristi za kratkotrajne pohrane, najcesée pri
transportiranju uzorka od mjesta uzorkovanja do laboratorija (4). Na krace vrijeme se
uzorci pohranjuju i na temperaturi od 4°C do 8°C.

Duljina vremena pohrane u kojoj nece biti promjene aktivnosti ili koncentracije je
razliita i ovisi o samom analitu. Za neke analite se vrijeme pohranjivanja uzorka pri
temperaturi 4°C — 8°C krece u satima, a primjerice ve¢ina hormona je relativno
nestabilna i ne moze se pohraniti na toj temperaturi (7). Opcenito je analizu najbolje
uciniti odmah nakon dobivanja uzorka, ali ukoliko to nije moguce, uzorak se sprema
pod optimalnim uvjetima predvidenim s obzirom na analit koji ¢e se u njemu odredivati.
Za dugotrajno pohranjivanje uzoraka, opet ovisno o analitu, potrebno je uzorke
pohranjivati na -20°C, -80°C ili u teku¢em dusiku. Teku¢i dusik je pohranjen u Dewar
tikvicama koje umanjuju razmjenu topline izmedu pohranjene tekucine i okoline. Pod
utjecajem atmosferskog tlaka, tekuc¢i dusik konstantno kljuca, a budu¢i da je to
endotermni proces, temperatura ostaje konstantna (-192°C). Moze se povisiti jedino u
sluéaju da sav tekuci dusik ispari. Uzorci se u tom slu¢aju pohranjuju u kriogene kutije i
onda stavljaju u tekuce nosace i spremnike (7).

Vecina uzoraka se moze pohraniti i u laboratorijskim zamrziva¢ima na -80°C. Uzorci
tkiva, otopine proteina i drugi uzorci se mogu pohraniti na -80 °C ili -20°C, ovisno o
vremenu skladiStenja i1 svojstvima uzorka koji se skladisti. Hladnjaci su prikladni za
otopine pufera i za neke kemikalije, ali ne i za dugorocno skladiStenje bioloSkih
uzoraka. (7)

Prije analize uzorka koji je bio pohranjen, potrebno je provesti njegovo odmrzavanje.
Ono se provodi sporo i na neSto viSim temperaturama.

Za pojedine analize uzorke uopce nije moguce pohraniti (npr. uzorak za odredivanje
acido-baznog statusa ili uzorak za odredivanje krvne slike).

Uzorak za odredivanje acido-baznog statusa nije moguce pohraniti iz slijede¢ih razloga:



- pO; ¢e se smanyjiti, a pCO; povecati jer ¢e stanice krvi i nakon napustanja tijela neko
vrijeme nastaviti svoj metabolizam i trosenje kisika, a stvaranje CO;

- pH se smanjuje zbog promjena pCO; i glikolitickih reakcija,

- koncentracija Ca®* se povecéava jer promjena pH utjede na spajanje kalcijevog kationa
sa proteinima,

- usljed glikolize se smanjuje koncentracija glukoze, a poveéava koncentracija laktata
(8).

Budu¢i da ¢e se svi ti parametri mijenjati, rezultati ABS-a nakon bilo kakvog oblika
pohrane ¢e biti razliCiti od stvarnih rezultata, tako da pohrana takvih uzoraka nije
prihvatljiva.

Uzorak za odredivanje parametara krvne slike se takoder ne pohranjuje jer su analiti
koji se odreduju u kompletnoj krvnoj slici zapravo stanicni elementi koji se s vremenom
mijenjaju i degradiraju $to utjeCe na morfoloski izgled stanica kao i na njihov ukupan
broj i koncentraciju. Ukoliko je morfoloski pregled uklju¢en u analize koje je potrebno
provesti, postojat ¢e odstupanja izmedu dobivenih vrijednosti i stvarnog stanja.
Koncentracija leukocita, eritrocita i hemoglobina je uglavnom stabilna i nepromjenjiva
tijekom duzeg perioda (>72 h), dok koncentracija eozinofila i limfocita ima tendenciju
pada tijekom vremena (9). Koncentracija monocita, MCV i hematokrit se uglavhom

povecéavaju tijekom vremena (9).

1.2. NEURON SPECIFICNA ENOLAZA

Neuron specificna enolaza (takoder poznata kao NSE, enolaza 2 ili gama enolaza) je
citoplazmatski enzim ukljuc¢en u glikoliti¢ki put (10). Osim enolaze 2, u toj porodici
postoje enolaza 1 i enolaza 3. Serumska razina enolaze 2 kod zdravih osoba je niska, ali
ukoliko dode do neke neuronalne ozljede, otpusta se iz oSteCenih stanica u
cerebrospinalnu tekuéinu ili cirkulaciju gdje joj se povecava koncentracija (10).

Molekularna masa NSE je oko 87 kDa (11). Sastoji se od 434 aminokiseline i dijeli
83% grade sa humanom enolazom 1 i3 1 99% grade sa svojim misjim homologom (10).
Postoji u obliku nekoliko tkivno specifi¢nih izoenzima, kao homo ili heterodimer
sastavljen od triju razli¢itih monomernih oblika (a, B i y) (12). Postoji 5 moguéih

kombinacija od kojih svaku sintetiziraju razlicite stanice:
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- yy podjedinice proizvode neuroni i neuroendokrine stanice, primjerice u tankom
crijevu, plu¢ima i endokrinim organima kao §to su pankreas, hipofiza i stitnjaca,
- oo - enolazu proizvode glija stanice i brojne druge neneuroloske stanice koje su
rasprostranjene po cijelom tijelu,
- BP- enolazu proizvode misi¢ne stanice,
- of-srcei
- ay - neuroni i neuroendokrine stanice (12).
Izoenzimi oy i yy su prisutni u neuronima i neuroendokrinim stanicama pa se stoga za
njih koristi termin neuron specificna enolaza. Osim §to je prisutna u neuronima, NSE
ima visoku stabilnost u bioloskim teku¢inama. Kao slobodni topivi protein, moze lako
difundirati u izvanstanicne medije 1 cerebrospinalnu tekucinu prilikom ozljede
membrane neurona. Zahvaljuju¢i tome, mjerenje NSE u cerebrospinalnoj tekuc¢ini moze
biti biljeg za procjenu neuronalnog ostecenja. Osim u neuronima i neuroendokrinim
stanicama, NSE takoder moze biti prisutna i u plazma stanicama, eritrocitima i

trombocitima (10).

1.2.1. Biomarker NSE

Mijerenje koncentracije enolaze 2 se koristi kao biomarker za neke tumore, a u
posljednje vrijeme sve ¢esce i kao pokazatelj kod nekih neurodegenerativnih bolesti.
Koncentracija NSE je povecana kod bolesnika s tumorima koji imaju neuroendokrino
podrijetlo poput karcinoma plu¢a malih stanica (SCLC), neuroblastoma,
feokromocitoma, karcionoida, medularnog karcinoma stitnjace, melanoma i endokrinih
tumora gusterace (1).

U najvecem postotku (70-80%) povecana se koncentracija NSE mjeri kod bolesnika sa
SCLC-om te samo u 17% bolesnika s karcinomom pluc¢a druge histoloske grade (1).
Odredivanje NSE-a se iz tog razloga preporucuje pri diferencijalnoj dijagnozi izmedu
SCLC-a i ostalih histoloskih tipova karcinoma (1).

Mjerenje NSE u cerebrospinalnoj tekucini moze posluziti u diferencijalnoj dijagnostici
razli¢itih neurodestruktivnih i neurodegenerativnih poremedéaja. Cesta je primjena u

diferencijalnoj dijagnostici demencija, kao §to je Creutzfeld-Jacob bolest, a postoji i
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velik broj dokaza da se poviSena razina NSE u serumu moze povezati sa loSijim
ishodima bolesnika u komi (1).

Mijerenje razine NSE u serumu ima najvazniju ulogu u pracenju pacijenata sa bilo
kojom vrstom tumora za koju je dokazano da lu¢i NSE.

Ukoliko se primijeni odgovarajuca terapija, serumske koncentracije bi se trebale
smanjiti u prosjeku kroz 24 sata (13). Postojane povisene razine NSE, u odsutnosti
drugih moguéih uzro¢nika, ukazuju na perzistentni tumor (13). Rastuce razine upucéuju

na Sirenje tumora, dok pad na normalne razine NSE u krvi upuéuju na oporavak (14).

1.2.2. Pohrana uzoraka za odredivanje NSE

Buduc¢i da je neuron specifi¢na enolaza nestabilan analit, a njena stabilnost na razli¢itim
temperaturama i u razli¢itim uvjetima pohrane jo§ uvijek nije dovoljno ispitana, u praksi
se odreduje odmah nakon vadenja i obrade uzorka uz odvajanje seruma ili plazme.

Ukoliko odredivanje NSE nije moguée odmah odvajanjem seruma ili plazme nakon
vadenja, potrebno je uzorak seruma ili plazme pohraniti u odgovaraju¢im uvjetima.

Moguca je pohrana uzoraka u zamrzivace na temperaturi -20 °C i -80 °C.
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2. CILJEVI

1. ispitati stabilnost NSE u serumu pri pohrani uzorka seruma na -20 °C
2. ispitati stabilnost NSE u serumu pri pohrani uzorka seruma na -80 °C

3. ispitati koja je temperatura prikladnija za pohranu s obzirom na stabilnost
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

U istrazivanju je koriSteno 10 uzoraka seruma pacijenata sa zahtjevom za odredivanje
NSE zaprimljenih u Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split.
Uzorci seruma dobiveni su obradom pune krvi pohranjene u sterilne epruvete sa
crvenim ili narancastim ¢epom. Epruvete sa uzorkom su centrifugirane tijekom 10
minuta na 3000 okretaja/min nakon dovrSenog koagulacijskog procesa. Svaki odabrani
uzorak seruma je razdijeljen u 3 porcije pri ¢emu je u jednoj porciji koncentracija NSE

odredivana odmah, dok su preostale dvije porcije predvidene za pohranu.

3.2. Pohrana uzoraka

Uzorci pacijenata su paralelno pohranjeni na dvije razli¢ite temperature tijekom mjesec
dana.

0,5 uL uzorka svakog pacijenta je pohranjeno u Eppendorf epruvete i stavljeno na -20
°C, dok je drugih 0,5 pL uzorka pohranjeno u cryo.s, PP, volumena 2 mL, sterilni
spremnik proizvodaca Greiner bio-one na temperaturu -80 °C.

Nakon mjesec dana, uzorci su izvadeni i odledeni na sobnoj temperaturi. Potom su
promijesani kako bi se smjesa homogenizirala i reanalizirani na Roche Cobas €601

aparatu.

3.3. Odredivanje NSE metodom ECLIA

Koncentracija NSE-a je odredivana u serumu metodom ECLIA na analizatoru Roche
Cobas e601. ECLIA test je imunokemijski test koji se zasniva na sendvi¢ metodi s dva
monoklonalna protutijela 1 sluZi za kvantitativno odredivanje neuron specificne enolaze
(NSE) u humanom serumu (11).

Elektrokemiluminiscentni ,,ECLIA® test je namijenjen za rad na Elecsys i Cobas

analizatorima (11).
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Metoda se sastoji od dvije inkubacije koje zajedno traju 18 minuta. U prvoj inkubciji 20
ul uzorka, monoklonsko antitijelo na NSE vezano biotinom i drugo monoklonsko
antitijelo specifi¢no za NSE obiljezeno rutenij kompleksom, stvaraju sendvi¢ kompleks
(12).

U drugoj inkubaciji se, nakon dodavanja mikrocestica obiljezenih streptavidinom, vezu
biotin i streptavidin zbog ¢ega se stvara i fiksira kompleks na ¢vrstoj fazi (11).

Nakon dvije inkubacije reakcijska smjesa se aspirira U mjernu stanicu gdje se
mikrocCestice magnetski vezu za povrsinu elektrode, a nevezane Cestice se ispiru pomocéu
otopine ProCell/ ProCell M.

Povecanje napona na elektrodi uzrokuje prijenos elektrona te kemiluminiscentnu
emisiju rutenijevog kompleksa ¢iji se signal mjeri fotomultiplikacijski. Koli¢ina svjetla
stvorenog u kemiluminiscentnoj reakciji je proporcionalna koli€ini antigena u uzorku.
Rezultati se odreduju pomoc¢u Kalibracijske krivulje koja je pohranjena u racunalu
analizatora (11).

Mijerni instrument: ELECSY'S 2010

Reagensi: Koriste se originalni reagensi proizvodaca. Reagensi su stabilni neotvoreni,
do datuma isteka ako se ¢uvaju na temperaturi od 2 do 8 °C.

Kalibracija: Kalibracija u 2 tocke s Roche specifi¢nim kalibratorom.

Program: Kalibracijske postavke, uvjeti mjerenja i prera¢unavanje rezultata odredeni su
programom analizatora i nalaze se na hard disku instrumenta i na radnoj disketi.
Validacija: Mjerni raspon je 0.05 — 370 ng/mL. Ako vrijednosti prelaze gornju granicu
mjernog raspona, uzorak se razrjeduje s originalnim diluentom proizvodaca.

Analiti¢ka kontrola: Originalni Roche kontrolni serumi (normalni i patoloski).

Referentni raspon: 0 — 16,3 ng / mL (11).

3.4. Statistika

StatistiCka analiza je provedena pomocu programske podrske MedCalc 10. 1. 2. 0.
(MedCalc, Mariakerke, Belgium).

Normalnost distribucije je ispitana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Rezultat testa
je pokazao da se ne radi o normalnoj distribuciji, stoga su podaci prikazani medianom i

interkvartilnim rasponom.
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Usporedba rezultata dobivenih iz uzoraka pohranjenih na temperaturama - 20 °C i - 80
°C sa rezultatima kontrolnih uzoraka provedena je Wilcoxonovim testom. Kao kontrolni
uzorci su koriSteni uzorci Cija je koncentracija neuron specificne enolaze odredena

odmah nakon uzorkovanja.
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju je procijenjen utjecaj temperature na stabilnost NSE usporedbom
rezultata izmjerenih koncentracija NSE kontrolne skupine uzoraka i koncentracija NSE
skupina uzoraka koji su bile pohranjeni na temperaturama -20 °C i -80 °C.

Median kontrolne skupine uzoraka iznosi 11,9, a interkvartilni raspon izmjerenih
vrijednosti je od 8,40 do 13,7, median skupine uzoraka koja je bila pohranjena na -20 °C
iznosi 10,12, a interkvartilni raspon od 6,65 do 12,13, dok je median skupine uzoraka
koji su bili pohranjeni na -80 °C 12,45, a interkvartilni raspon od 8,30 do 13,29.
Usporedba koncentracija kontrolne skupine i koncentracija skupine uzoraka pohranjenih
na -20 °C provedena Wilcoxonovim testom pokazuje statisticki znac¢ajnu razliku izmedu
skupina ( p=0,002 ). Koncentracije NSE uzoraka koji su bili zaledeni na -20 °C su nize

u odnosu na koncentracije NSE kontrolne skupine (Graf 1).
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Graf 1. Usporedba koncentracija NSE kontrolne skupine i koncentracije NSE -20 °C
Wilcoxonov test; p= 0,002
x- kontrolni uzorci (lijevo) i uzorci pohranjeni na temperaturi -20 °C (desno); y -

koncentracije NSE
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Razultati usporedbe Wilcoxonovim testom izmedu koncentracija NSE uzoraka koji su
bili pohranjeni na temperaturi -80 °C i kontrolnih uzoraka (Graf 2) pokazuju da nema
statisti¢ki znacajne razlike izmedu koncentracija NSE kontrolne skupine i koncentracija

NSE skupine uzoraka pohranjenih na -80 °C (p=1,000).
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Graf 2. Usporedba koncentracija NSE kontrolne skupine i koncentracija NSE -80 °C
(Wilcoxonov test; p = 1,000)
x- kontrolni uzorci (lijevo) i uzorci pohranjeni na temperaturi -80 °C (desno); y -

koncentracije NSE
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5. RASPRAVA

Pohrana uzoraka je vazan dio predanaliticke faze i kao takva ima velik utjecaj na
rezultate laboratorijskih mjerenja. Budu¢i da brojne spontane reakcije i enzimski procesi
mogu degradirati ili transformirati analit koji mjerimo, ukoliko nije pohranjen na
pravilan nacin, potrebno je za svaki odrediti optimalne uvjete pohrane.

U ovom istrazivanju se nastojalo odrediti koji su najbolji uvjeti pohrane uzoraka za
odredivanje koncentracije neuron specifi¢ne enolaze koja je inace nestabilna. Ispitano je
kako na vrijednosti mjerene koncentracije NSE utjece zaledivanje na -20 °C, a kako
zaledivanje na -80 °C.

Rezultati koji su dobiveni nakon pohrane su usporedeni s kontrolnim rezultatima,
odnosno rezultatima koji su dobiveni analiziranjem neposredno nakon uzorkovanja.
Dobiveni rezultati su pokazali da postoji znacajna razlika izmedu kontrolnih uzoraka 1
uzoraka koji su bili pohranjeni na temperaturi -20 °C (p=0,002). Svi uzorci pohranjeni
na -20 °C su pokazivali nize izmjerene koncentracije NSE u odnosu na kontrolne
uzorke.

Usporedba kontrolnih uzoraka i uzoraka koji su bili zaledeni na -80 °C nije pokazala
statisticki zna¢ajnu razliku u mjerenju koncentracije NSE (p=1,000). Izostanak znacajne
promjene mjerenih koncentracija NSE nakon pohrane na temperaturi -80 °C ukazuje na
stabilnost mjerenog analita pri odabranoj temperaturi pohrane $to nije slu¢aj za pohranu
na temperaturi -20 °C.

Prema tome, rezultati ovog istrazivanja upucuju na to da je pohrana uzoraka za
odredivanje koncentracije NSE na temperaturi -80 °C prikladnija od pohrane uzoraka na
-20 °C buduci da je pri temperaturi -80 °C stabilnost NSE oc¢uvana.

Prema dobivenim rezultatima bi se pohrana uzoraka na -80 ‘C mogla preporuciti
ukoliko nije moguce mjeriti NSE nakon uzorkovanja i obrade krvi uz odvajanje seruma
ili plazme.

Za donosenje konacne odluke o stabilnosti NSE u razli¢itim uvjetima pohrane trebalo bi
napraviti dodatno istrazivanje na ve¢em broju uzoraka seruma ili plazme budu¢i da je

0Vo istrazivanje provedeno na malom broju uzoraka.
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6. ZAKLJUCCI

1. koncentracija NSE u uzorcima koji su bili pohranjeni na -20 °C su snizene u odnosu
na koncentraciju NSE kontrolnih uzoraka

2. koncentracija NSE u uzorcima koji su bili pohranjeni na -80 °C se ne razlikuju od
koncentracija izmjerenih u kontrolnim uzorcima

3. uzorci za mjerenje koncentracije NSE bi se trebali pohranjivati na -80 °C prema

rezultatima ovog ispitivanja
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8. SAZETAK

UVOD:

Svaki analit koji se odreduje ima odredenu stabilnost i definirani nacin pohrane do
izrade same analize. Kako bi koncentracija analita dulji period ostala nepromijenjena,
potrebno je voditi ra¢una o optimalnim uvjetima pohrane. Ovo istrazivanje ispituje
mogucénost pohrane uzoraka za odredivanje koncentracije neuron specifi¢ne enolaze
koja je nestabilan analit. Opcenito neuron specifi¢na enolaza je priznati biomarker za
procjenu neuroloskog ishoda kod razli¢itih neuroloSkih bolesti. Ima vaznu ulogu kod

pracenja bolesnika s malignim bolestima.

MATERIJALI | METODE:

Za istrazivanje je koriSteno 10 uzoraka koji su zaprimljeni u Zavodu za medicinsko
laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split za odredivanje koncentracije NSE. Uzorci
seruma su dobiveni centrifugiranjem nakon koagulacijskog procesa. Svaki uzorak je
razdijeljen u 3 porcije, pri ¢emu je jednoj odmah ECLIA metodom odredena razina
NSE, a ostale dvije porcije su pohranjene. Uzorak kojemu je odmah odredena vrijednost
je kontrolni uzorak . Drugi uzorak je bio pohranjen na temperaturi od -20 °C, a tre¢i na
-80 °C. Pohrana je trajala mjesec dana, a potom je uslijedila reanaliza. Nakon
reanaliziranja je napravljena usporedba izmedu rezultata kontrolnih uzoraka i rezultata

pohranjenih uzoraka.

CILJ:
Cilj istrazivanja je bio otkriti kakav utjecaj imaju razli¢iti temperaturni uvjeti pohrane
uzoraka na mjerene koncentracije NSE u krvi odnosno procijeniti stabilnost NSE na

razli¢itim temperaturama.

REZULTATI:
Koncentracija NSE u uzorcima koji su bili pohranjeni na -20 °C je pokazala zna¢ajnu
razliku u odnosu na kontrolne uzorke, dok koncentracija NSE u uzorcima pohranjenim

na -80 °C nije pokazala znacajnu razliku.
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ZAKLJUCAK:
Pohrana uzoraka seruma za mjerenje koncentracije NSE nije preporucljiva zaledivanjem
na - 20°C jer su moguéi lazno snizeni rezultati, ali je preporucljiva pohrana

zaledivanjem na -80 °C.

KLJUCNE RIJECI:
Biomarkeri, pohrana, neuron specifi¢na enolaza, NSE, ECLIA.
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9. ABSTRACT

INTRODUCTION:

Each analyte has its own stability and storage conditions if analysis could not be done
immediately. It's important to take care of optimal storage conditions in order to keep
constant concetration of the analyte for longer period. This research describes storage
possibilities of samples that are used for determination of neuron specific enolase which
is considered as unstable analyte. Neuron specific enolase (NSE) is a recognized
biomarker for assesment of neurological outcome in different neurological diseases. It

has important role in many tumors.

METHODS:

Ten blood samples for NSE testing were chosen for this research. Samples were
centrifuged after the coagulation process. Every sample was divided into three portions.
NSE is determined from one portion with ECLIA method and the other two portions
were stored. The sample which was analysed for NSE concentration first after the blood
sampling was control sample. The other sample was put on the temperature -20 °C and
the third was frozen on temperature -80 °C. Samples were stored for a month in the
laboratory, and then reanalysed. After that, a comparison was made between results of

control samples and of those that were stored with Wilcoxon's statistical test.

OBJECTIVES:
The aim of this study was to investigate the effect of different storage condition on NSE
stability in serum as well as to find out which storage condition could be recommended

for NSE analysis in serum.

RESULTS:
Concetration of NSE in samples that were stored on temperature -20 °C showed
significantly different results from the control samples, while the NSE concentrations of

the samples that were stored on temperature -80°C did not show the difference.
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CONCLUSION:

The temperature -80 °C is recommended for storage of serum samples for NSE
assaying because that storage option shows lower variability in test results than storage
on -20 °C.

KEYWORDS:
Biomarkers, storage, neuron specific enolase, NSE, ECLIA.
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