“Position paper” harmonisatie enzymresultaten

Meer en meer worden we geconfronteerd met be-
staande onduidelijkheid over de pogingen om tot een
landelijke afstemming te geraken op het gebied van
de harmonisatie van resultaten voor de bepaling van
de zeven routinematig meest aangevraagde enzymen
ASAT, ALAT, Alkalische Fosfatase, LD, y-GT, CK en
Amylase. Ondergetekenden willen hierbij een poging
wagen tot het scheppen van helderheid.

Noodzaak tot harmonisatie

De betreffende enzymen worden zonder uitzondering
routinematig gemeten in termen van hun katalytische
activiteit omdat die aanpak bepalingen mogelijk
maakt die tegen acceptabele kosten in hoge snelheid
kunnen worden geanalyseerd. De katalytische activi-
teit hangt niet alleen af van de hoeveelheid actief
enzymmateriaal, maar is tevens afhankelijk van een
groot aantal andere factoren, zoals het gebruikte sub-
straat, cofactoren, pH, temperatuur en ionensterkte
van het reactiemedium. Derhalve zijn de activiteits-
metingen in eerste instantie methode-athankelijk en
de grote diversiteit veroorzaakt problemen bij trans-
murale klinische interpretatie. Oplossingen voor deze
problemen zijn daarom geboden.

Pogingen tot standaardisatie

Als eerste moet geconstateerd worden dat de wens tot
harmonisatie niet van vandaag of gisteren is, gezien
de vele publicaties over dit onderwerp. We verwijzen
slechts naar enkele en nemen voor het gemak de eer-
ste 9 referenties (2-10) over van een recent versche-
nen publicatie van Nederlandse bodem van de hand
van Franck et al (1). Standaardisatie van de enzym-
methodologie werd en wordt veelal nagestreefd door
de ontwikkeling van referentiemethodes en aanbevo-
len methodes. Internationaal is hier het 'Expert Panel
on Enzymes' van de IFCC actief. Momenteel zijn er
gevalideerde referentie methodes beschikbaar voor
alle zeven genoemde enzymen (11-17), waarvan de
referentiemethode voor Amylase (17) van heel re-
cente datum is. Daarnaast zijn er landelijke aanbeve-
lingen verschenen. In ons land kan verwezen worden
naar publicaties van de NVKC-enzymcommissie (18-
20). Toepassing van deze aanbevolen methodes heeft
in de laatste 15 tot 20 jaar gezorgd voor een verbete-
ring van de tussen-laboratoriumspreiding, zeker als
het gaat om vergelijking van laboratoria die zich con-
formeerden aan de aanbevelingen. Zo is een tussen-
laboratorium VC van ca 10% voor veel van deze en-
zymen momenteel goed haalbaar. Omdat het slechts
om aanbevelingen gaat, conformeren niet alle labora-
toria zich aan de aanbevelingen waardoor de hiervoor
genoemde slechte praktische vergelijkbaarheid blijft
bestaan. Daarnaast is er op theoretische gronden een
blijvend probleem bij de conventionele standaardisa-
tie te verwachten. Bij enzymen die de omzetting van
meerdere substraten katalyseren, zoals Amylase, zul-
len verschillen in meetmethoden, in substraatkeuze
of substraatconcentratie onvermijdelijk tot methode-
afhankelijke verschillen leiden. Een ander probleem
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wordt gevormd door het feit dat de referentie- en aan-
bevolen methodes worden gedefinieerd voor een
welomschreven analyse-omgeving, waar geen com-
promissen wat betreft golflengtekeuze, substraatcon-
centraties en monster/reagens verhouding behoeven
te worden gedaan en waar met de theoretische ex-
tinctiecoéfficient kan worden gewerkt. Bij de routine-
matige analyses op moderne analyseautomaten wordt,
niet onbegrijpelijk, vaak wel een compromis op één
van deze gebieden gesloten. Bovendien leidt het
steeds frequentere gebruik van gegranuleerd of vloei-
baar reagens ("convenience packages") tot specifica-
ties die, niet altijd maar wel vaak, afwijken van de
aanbevolen methodes. Dit blijft een probleem zolang
verschillende laboratoria verschillende reagens Kkits
gebruiken. Tenslotte is er het probleem van de correc-
tiefactoren. Veel laboratoria hebben correctiefactoren
ingeprogrammeerd in hun instrumenten die corrige-
ren voor wisseling in methode of kit zodat geen
nieuwe referentiewaarden geintroduceerd hoeven te
worden. Vaak is de oorsprong van die factoren niet
meer te achterhalen. Hierdoor blijven verschillen be-
staan, zelfs binnen dezelfde reagenskits. Een oplos-
sing voor deze problematiek is het gebruik van een
referentiesysteem dat op een betrouwbare manier
meetwaarden van een referentie- of aanbevolen me-
thode kan overbrengen naar de in gebruik zijnde rou-
tinemethoden.

Gebruik van een referentiesysteem

Referentiesysteem met referentiematerialen. Gegeven
de afwezigheid van definitieve methodes voor het
meten van enzymactiviteiten kan slechts van het hié-
rarchisch lagere systeem van een referentiemethode
in combinatie met gecertificeerde referentiemateria-
len om de resultaten van de referentiemethode over te
brengen naar de routinemethode, gebruik worden ge-
maakt. Helaas moet gesteld worden dat er nog geen
materiaal beschikbaar is voor de enzymactiviteiten
dat aan de eisen voldoet die aan zulke referentiemate-
rialen moeten worden gesteld. De voornaamste theo-
retische eis is dat referentiemateriaal commuteerbaar
moet zijn met patiéntenmateriaal”. Een praktische eis
zou daarnaast wel eens kunnen zijn dat dit soort ka-
libratiematerialen financieel niet te onaantrekkelijk
mogen zijn om praktische toepassing mogelijk te ma-
ken. Er is inmiddels veel studie verricht naar moge-
lijke geschikte referentiematerialen (2-4, 22-24). Ook
is er een IFCC werkgroep over kalibratoren in de kli-
nische enzymologie actief welke aanbevelingen heeft
gepubliceerd over de validatie van mogelijke enzym-
kalibratoren (27). Franck et al hebben uitgebreid be-
richt over de toepasbaarheid (en de beperkingen) van
de CRM (certified reference material) preparaten van
het EG referentiebureau (BCR). Probleem bij de toe-
passing van deze CRM's is de afwezigheid van een
CRM voor de ASAT, het gegeven dat de referentie-

* Commuteerbaarheid wordt gedefinieerd als de geschiktheid
van een materiaal om inter-assay eigenschappen te vertonen
die vergelijkbaar zijn met die van humane sera (21).

Ned Tijdschr Klin Chem 1999, vol. 24, no. 4



waarden zijn bepaald bij de offici€le IFCC tempera-
tuur van 30°C™, het feit dat commuteerbaarheid bij
een enkele bepaling (CK in relatie tot de droge che-
mie) niet aanwezig bleek te zijn en het feit dat de
kosten erg hoog zijn. De nu nog aanwezige proble-
men met enzymkalibratoren was voor Franck et al
aanleiding om hun regionale harmonisatie activiteiten
te baseren op een referentiesysteem met afstemming
op basis van rondgestuurde verse pati€éntensera

Referentiesysteem op basis van een split-patient
sample protocol. Gegeven, vooralsnog, de afwezig-
heid van geschikte kalibratiematerialen kan een juist-
heidsplatform (harmonisatiegebied) gecre€erd worden
door het gezamenlijk analyseren van een geselec-
teerde set patiéntensera door deelnemende laboratoria
waarbij één van de deelnemers als referentielaborato-
rium optreedt. Het referentielaboratorium neemt
daarbij op zich om te analyseren volgens de gekozen
(referentie)methoden zonder daarbij (al te veel) com-
promissen te sluiten met betrekking tot de officiéle
analyse omstandigheden. Op basis van de resultaten
van de deelnemers wordt voor de door hen gebruikte
routinemethoden een laboratoriumspecifieke conver-
siefactor, de zogenaamde beta-factor (1) vastgesteld,
die de deelnemers vervolgens implementeren in hun
dagelijkse praktijk. Het door Franck et al niet gepu-
bliceerde gedeelte van hun protocol vormt echter wel
een essentieel onderdeel van hun aanpak. Besloten
werd om integraal over te gaan op referentiewaarde-
gebieden van bij 37°C gemeten enzymactiviteiten. Na
uitgebreide oriéntering over nationaal en internatio-
naal gehanteerde referentiewaardegebieden werd als
groep in consensus besloten de in tabel 1 vermelde
bovengrenzen van het referentiewaardegebied te han-
teren.

Het benoemde referentielaboratorium heeft op basis
van een set van 330 gezonde personen (de helft man-
nen) eerst met de IFCC procedure de vigerende locale
referentiegrenzen vastgesteld en vervolgens de instru-
mentfactoren dusdanig bijgesteld dat de gevonden re-
ferentiegrenzen overeenkwamen met de afgesproken
grenzen (alpha-factor in het "Haagse" jargon). Door
middel van regelmatige rondzendingen van pati€nten-
sera worden de deelnemende laboratoria aan een con-
tinue toetsing van het afgesproken juistheidsniveau
onderworpen. Tenslotte vermelden Franck et al dat de
kwetsbaarheid van het systeem werd verminderd
door in controle-rondzendingen te werken met de
consensuswaarden van de 19 deelnemende laborato-
ria. Terecht werd daarbij gewaarschuwd voor een mo-
gelijk langzaam wegdriften van het oorspronkelijke
harmonisatie-niveau. Om de longitudinale stabiliteit
te waarborgen worden de genoemde BCR-CRM pre-
paraten, naast de pati€ntensera gebruikt als een
"verifier" van het juistheidsniveau. Het Haags/Leids/
Delfts initiatief heeft bewezen dat de enzymresultaten
op relatief eenvoudige wijze geharmoniseerd kunnen
worden. De reproduceerbaarheid is gedurende de af-

** OQverigens moet vermeld dat de BCR nog dit jaar met refe-
rentiewaarden bij 37 °C zal komen.
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gelopen drie jaar goed. De VC per rondzending voor
verse patiéntensera blijft klein en de resultaten van de
BCR-CRM referentiepreparaten vertonen geen drift
in de tijd.

Hoe nu verder?

Het is duidelijk dat het moeilijk zal zijn om datgene
wat in de regio "Rond Vliet en oude Rijn" door
Franck en collega's regionaal wél kon worden be-
werkstelligd op te schalen naar landelijk niveau. Met
veel energie zal moeten worden gewerkt aan het be-
schikbaar krijgen van commuteerbare kalibratoren
die het mogelijk maken om een landelijk referentie-
systeem met referentiematerialen te implementeren.
In het kader van het SKZL project "Kalibratie 2000"
wordt hieraan momenteel gewerkt. Op dit gebied is
tevens een werkgroep van de Enzymcommissie van
de NVKC een overzicht aan het voorbereiden van
commerci€el verkrijgbare enzymkalibratoren, inclu-
sief een bespreking van hun toepasbaarheid. De ver-
wachting is dat in de loop van het jaar 2000 een kali-
brator(set) voor de enzymen beschikbaar komt.

We vinden het cruciaal dat er in Nederland vooruit-
lopend op het gereed komen van kalibratiemateriaal
niet een situatie ontstaat waarbij, ondanks alle goede
bedoelingen, toch sprake is van zeer uiteenlopende
bovengrenzen van het referentiewaardegebied. Wat
dit betreft zijn er legio, op zich valide, argumenten
om voor bepaalde grenzen te kiezen die afwijken van
de hierboven genoemde. We noemen als voorbeeld de
LD IFCC methode waar niet de omzetting pyruvaat
naar lactaat wordt gemeten, maar de omzetting lac-
taat naar pyruvaat. De laatste route heeft een onge-
veer tweemaal zo trage omzettingssnelheid als de eer-
ste met derhalve een intrinsiek lagere bovengrens van
het referentiewaardegebied (225 U/l i.p.v. 450 U/l bij
37°C). De situatie bij de Amylase bepaling is nog
schrijnender. De meest in zwang zijnde methode
(ethylideen geblokkeerd nitrofenylmaltaheptaoside
als substraat) heeft een bovengrens bij 37°C van ca
90 U/l, maar kende een door de leverancier geadvi-
seerde, en in het land veel gebruikte, vermenigvuldi-
gingsfactor van 2,5 om op hetzelfde niveau te komen
als het daarvoor veel gebruikte, niet-geblokkeerde,
substraat; derhalve 220 U/l. Recent is er op de markt
een reagensformulering verschenen op basis van de
offici€le IFCC aanbeveling (17) met een bovengrens

Tabel 1. Regionale referentiewaarden (bovengrenzen) enzym-
activiteiten (U/1) bij 37°C

mannen vrouwen
Alkalische Fosfatase 120 120
ALAT 45 45
ASAT 40 40
LD 450 450
y-GT 50 35
CK 200 170
Amylase 220 220
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voor het referentiewaardegebied van 100 U/l. Verder
dient opgemerkt te worden dat de amylase/pancreas
amylase problematiek niet te harmoniseren valt om-
dat het over inherent verschillende (iso-)enzymen
gaat. Tenslotte mag misschien niet onvermeld gelaten
worden dat er voor met name de ALAT en (in min-
dere mate) voor de ASAT een geslachtsonderscheid
valt waar te nemen bij nauwkeurige populatiestudies.
Discussies hierover worden onzerzijds niet ontweken
maar staan los van het principe van een gezamenlijk
af te spreken consensus.

In navolging van het beschreven en gepubliceerde
"Haagse project” zijn er in een aantal andere regio's
soortgelijke projecten lopende of afgerond. De regio
Gelre (10 ziekenhuizen) heeft bewust gekozen voor
dezelfde referentiegrenzen als de regio Rond Vliet en
oude Rijn.

In de regio Amsterdam en omstreken wordt momen-
teel gediscussieerd over een aantal van de genoemde
principi€le punten. Het bereiken van een consensus
zal daar zeker worden bespoedigd als blijkt dat veel
laboratoria de in de tabel genoemde grenzen willen
adopteren.

In de regio Rotterdam is vastgesteld dat inmiddels
een groot aantal laboratoria, wanneer zonder factoren
en bij 37°C zou worden gemeten, ongeveer op het
niveau van de regio "Rond Vliet en Oude Rijn" met
bovengenoemde referentiewaarden zouden meten,
met uitzondering van de Amylase (bovengrens 100
U/l) en LD (grote tussenlaboratorium- en tussen-
methode-spreiding).

In de regio Limburg heeft recentelijk een eerste in-
ventarisatie plaatsgevonden. Gebleken is dat de refe-
rentiegrenzen op dit moment niet al te ver uit elkaar
liggen en er lijken momenteel geen zwaarwegende
argumenten aanwezig te zijn om de "Haagse" refe-
rentiegrenzen over te nemen.

Van belang is dat er in Nederland een landelijke con-
sensus tot stand komt over de te hanteren referentie-
waarden. Als regio's of samenwerkingsverbanden nog
v6or 2001 tot harmonisatie over willen gaan rijst de
vraag of zij hun collegae willen volgen en de in de
tabel genoemde bovengrenzen overnemen, ondanks
de mogelijke principi€le kanttekeningen, zoals die te
maken zijn voor de LD en voor Amylase. Ondergete-
kenden adviseren met klem om die vraag positief te
beantwoorden omdat we anders in de naaste toekomst
nooit een landelijke harmonisatie zullen kunnen be-
werkstelligen. Gezien het feit dat de situatie rond de
Amylase bepaling nog niet helemaal uitgekristalli-
seerd lijkt te zijn (220 of 100 U/l), zou een handrei-
king aan de twijfelende laboratoria nog kunnen zijn
om de Amylase bepaling vooralsnog als "vrije" bepa-
ling te betitelen.

Regio's die geharmoniseerd zijn, of van plan zijn dat
te doen, kunnen bijvoorbeeld in een netwerkverband
monsters uitwisselen, mits zij dezelfde referentie-
waarden hanteren. In afwachting van de komst van
betaalbare commuteerbare kalibratoren zou een net-
werk-organisatie van dit type op landelijk niveau het
overwegen waard zijn.
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