MATERIALES Y METODOS






Materiales y métodos 47

2.1. PRODUCTOS, REACTIVOS Y EQUIPOS

Los productos y reactivos utilizados fueron los siguientes:

ABBOTT DIAGNOSTICS

- Equipo para la medicion de la concentracion de masa de la creatina-quinasa 2 en el
analizador IMx°.

- Patrones de concentracién de masa de creatina-quinasa 2 Calibrador Mode 1.

AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH

- Blue-Sepharosa CL 6B.

- DEAE-Sephacel.

- Sephadex G-50.

- Patron de baja masa molar para electroforesis.

- Patron de punto isoeléctrico para isoelectroenfoque (pH entre 3y 10).
- Geles de poliacrilamida Ampholine °PAG plate

AMICON \

- Concentradores Centricon®-10.

- Concentradores Microcon®-10.

- Membranas de ultrafiltracion Diaflo® PM-10.

BIO-RAD
- Equipo para la medicion de la concentracion de proteina por el método de
Coomassie Bio-Rad® Protein assay.

BIOSYSTEMS
- Equipo para la medicion de la concentracion catalitica de creatina-quinasa.
- Equipo para la medicion de la concentracion catalitica de creatina-quinasa 2.

- Equipo para la medicion de la concentracion catalitica de aspartato-
aminotransferasa.

- Equipo para la medicién de la concentracién catalitica de alanina-aminotransferasa.

- Equipo para la medicibn de la concentracibn catalitica de L-Lactato-
deshidrogenasa.

- Equipo revelador de peroxidasa.

- Equipo revelador de fosfatasa alcalina.

- Microcolumnas de cromatografia.

CHIRON DIAGNOSTICS
- Equipo para la medicion de la concentracion de masa de la creatina-quinasa 2 en el
analizador ACS 180°.

- Calibrador de concentracion de masa de creatina-quinasa 2.

DADE-BEHRING DIAGNOSTICS
- Equipo para la medicion de la concentracion de masa de la creatina-quinasa 2 en el
analizador Stratus®.

- Controles de concentracion de masa de creatina-quinasa 2.

DPC/DIPESA
- Equipo para la medicion de la concentracion de masa de la creatina-quinasa 2 en el
analizador Immulite®.

- Sustrato quimioluminescente.
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- Controles de concentracion de masa de creatina-quinasa.

GENZYME
- Anticuerpo monoclonal contra la creatina-quinasa 3.
- Anticuerpo monoclonal contra la creatina-quinasa 1.

IRMM
- Material de referencia de creatina-quinasa 2 (BCR 608).

MEDIX BIOCHEMICA
- Anticuerpo monoclonal contra la creatina-quinasa 2.

MERCK

- Acetato de magnesio.

- Azul de bromofenol.

- Azul brillante de Coomassie R250.
- Etanol.

- 2-Mercaptoetanol.

- Tween-20.

MILLIPORE )
- Membranas de PVDF (fluoruro de polivinilideno) Imobilon®-P.

NIST
- Material de referencia de albumina sérica bovina (SRM 927b).

ROCHE DIAGNOSTICS

- Equipo para la medicion de la concentracion de masa de la creatina-quinasa 2 en el
analizador Elecsys®.

- Patrones de concentracion de masa de creatina-quinasa 2.

- Controles de concentracion de masa de creatina-quinasa 2.

- Hexoquinasa.

- Glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa

- Adenosina-5’-difosfato.

- Albumina sérica bovina.

SIGMA

- Acrilamida.

- Anticuerpo contra IgG de raton marcado con peroxidasa.

- Anticuerpo contra IgG de ratén marcado con fosfatasa alcalina.
- Albumina sérica bovina.

- Albumina sérica humana.

- Bis-acrilamida.

- Dodecil sulfato de sodio (SDS).

- N, N, N’, N'-tetrametil-etilendiamina (TEMED).

El resto de productos utilizados fueron de calidad suficiente para el estudio.
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Los equipos utilizados fueron los siguientes:

ABBOTT DIAGNOSTICS
- Analizador IMx°.

AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH

- Colector de fracciones FRAC-200.

-  Bomba.

- Columna XK-26. )

- Fuente de electroforesis Multidrive XL °.

- Sistema Multiphor® II.

- Equipo para la transferencia horizontal Novablot.

AMICON \
- Celda de ultrafiltracion DIAFLO® 8050 y 8400.

BECKMAN

- Centrifuga J2.21.

- Rotor JA.14.

- Rotor JA.20.

- Espectrometro BECKMAN DU-7.

BIO-RAD

- Secador de geles Bio-Rad® Gel Dryer modelo 543.

CHIRON DIAGNOSTICS
- Analizador ACS 180°.

CRISON
- pHmetro micropH2002.

DADE-BEHRING DIAGNOSTICS
- Analizador Stratus®.

DPC/DIPESA \
- Analizador Immulite®.

FLUKE
- Termémetro de sonda 51 K/J.

HOEFER
- Sistema de electroforesis MIDGET 2050 LKB.

LABSYSTEMS
- Lector de microplacas multiskan RC.
- Pipeta multicanal automatica.

ROCHE DIAGNOSTICS
- Analizador Elecsys®.
- Analizador Cobas Mira®.
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2.2. PURIFICACION DE LA CREATINA-QUINASA 2 DE MIOCARDIO HUMANO

La purificacién de la creatina-quinasa 2 a partir de tejido miocardico humano se
realizé siguiendo el procedimiento descrito para la preparacion del material de
referencia de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa (BCR 608) (Gella y cols., 1998),
segun una modificacion del procedimiento descrito inicialmente por Ritter y cols.
(1981).

2.2.1. Obtencion del extracto crudo

El tejido miocardico humano se obtuvo, mediante autopsia, de individuos
fallecidos que no habian sufrido ninguna alteracion coronaria, ni ninguna enfermedad

infecciosa o transmisible. El 6rgano se conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

El dia anterior a la purificacién, el 6rgano se descongel6 a 4 °C. Se eliminaron
los vasos y las auriculas para obtener el masculo ventricular limpio. Se troce6 con el
bisturi y se homogeneiz6 con un homogeneizador Politron (Kinematika) en 2
voliumenes de tampén de homogeneizacion compuesto por: Tris-HCI 50 mmol/L, EDTA
0,9 mmol/L, 2-mercaptoetanol 10 mmol/L, pH 8,0.

El homogenado se agitd6 durante 45 minutos y se centrifugé a 30.000 x ¢
durante 15 minutos. El sobrenadante se filtr6 en lana de vidrio para eliminar la grasa

restante, y se identific6 como extracto crudo. Todo el proceso se realiz6 a 4 °C.

2.2.2. Precipitacion con etanol

La precipitacion con etanol se realiz6 en varias fases. En la primera fase, al
extracto crudo se le afadio lentamente mediante un embudo de decantacion etanol
hasta un 50% (v/v). El proceso se realizd con agitacion constante a 4 °C, durante un
tiempo total de 90 minutos. La mezcla se centrifugé a 15.000 x g durante 15 minutos a
4 °C, recogiéndose el sobrenadante y eliminando el precipitado.

En la segunda fase, al sobrenadante se le afiadié etanol hasta un 70% (v/v)
bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. La mezcla se centrifugo, al igual
gue en la fase anterior, a 15.000 x g durante 15 minutos a 4 °C, pero esta vez el
sobrenadante fue eliminado, y el precipitado se resuspendié en el minimo volumen
posible de tampdn de homogeneizacion.

Para finalizar, el precipitado, una vez resuspendido, se centrifugé a 30.000 x g
durante 15 minutos a 4 °C, y el sobrenadante, que contenia la creatina-quinasa, se
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dializo frente a 2 L de tampdn de homogeneizacion durante toda una noche a 4 °C.

2.2.3. Purificaciéon mediante procedimentos cromatograficos

La purificacion de la creatina-quinasa 2 mediante procedimientos
cromatograficos se realizé utilizando dos tipos de geles. En primer lugar, se utilizé un
gel de intercambio aniénico (DEAE-Sephacel) gracias al cual se separé la isoenzima 2
de la isoenzima 3 y otras proteinas contaminantes, bajo unas condiciones
determinadas de pH y fuerza ionica.

La obtencion de la creatina-quinasa 2 pura de la fraccion enriquecida se realiz6
mediante una cromatografia de afinidad con el gel Blue-Sepharosa CL-6B. Este gel
consiste en una resina de Sepharosa CL-6B unida covalentemente a un colorante, el
Cibacron Blue 3G-A. La estructura del colorante permite separar enzimas, como las
guinasas, que interaccionan especificamente con el Cibacron Blue 3G-A debido a la
existencia de una gran similitud estructural entre este y el ADP/ATP, o bien proteinas,
como la albumina, que se unen al gel de una manera inespecifica mediante
interacciones electroestaticas e hidrofébicas entre los residuos proteicos y el grupo

anidnico aromatico del colorante.

Asi pues, la creatina-quinasa 2 se unia al Cibacron Blue 3G-A y se eluia
inespecificamente junto con la albumina al incrementar la fuerza i6nica del tampdn de
elucién. La separacién de las dos proteinas se realizO mediante una segunda
cromatografia en el mismo gel y una elucion especifica con ADP. Bajo estas

condiciones solo se eluia la creatina-quinasa 2.

2.2.3.1. Cromatografia de intercambio anionico

El dializado obtenido en la precipitacion con etanol se aplicé a una columna de
2,6 x 70 cm conteniendo 300 mL de DEAE-Sephacel, previamente equilibrado con
tampon de homogeneizacion, manteniéndose la relacion de mg de proteina aplicada
por mL de gel empacado entre 1,5y 3,5. El flujo de aplicacion fue de 30 mL/h.

Tras la aplicacién de la muestra, la columna se lavé con 1,5 volumenes de
tampon de homogeneizacion a un flujo de 50 mL/h. Durante todo el proceso se
recogieron fracciones de 10 mL, en las que se midi6 la concentracion catalitica de la
creatina-quinasa (apartado 2.3.1.) y la concentracion de proteina por absorbancia a
280 nm (apartado 2.5.1.). Aquellas fracciones con concentracion catalitica, que

contenian principalmente la creatina-quinasa 3, se mezclaban y concentraban de 5 a
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10 veces por ultrafiltracion bajo presién de nitrdgeno en una célula de agitacion y con
membranas Diaflo PM10 de Amicon. El concentrado se conservo a -20 °C.

La isoenzima 2 de la creatina-quinasa retenida en el gel se eluyd
posteriormente con 4 volumenes de un gradiente lineal de NaCl de 0 a 0,5 mol/L en
tampon de homogeneizacion. El flujo de elucion fue de 50 mL/h. En las fracciones
recogidas se midio: la conductividad, la concentracion catalitica de la creatina-quinasa
y la concentracion de proteina por absorbancia a 280 nm. Aquellas fracciones con
actividad catalitica se mezclaron y se concentraron por ultrafiltracion, como se ha
indicado anteriormente. El concentrado se dializé toda una noche frente a 2 L de

tampon de homogeneizacion a pH 7,0.

Todo el proceso se realizo 4 °C.

2.2.3.2. Cromatografia de afinidad

Una vez dializada la muestra, se aplico a una columna de 2,6 x 50 cm
empacada con 50 mL de Blue-Sepharosa CL-6B previamente equilibrada con el
tampon de homogeneizacion a pH 7,0. El flujo de aplicacion fue de 30 mL/h. La
relacion de proteina aplicada por mL de gel empacado fue de 1 mg/mL.

La columna se lavé con 2 volumenes de tamp6n a un flujo de 60 mL/h. Se
recogieron fracciones de 5 mL en las que se midi6é la concentracion catalitica de la

creatina-quinasa y la concentracion de proteina por absorbancia 280 nm.

La elucion de la isoenzima 2 se realiz6 mediante 4 volumenes de tampon con
NaCl 0,3 mol/L. Las fracciones con actividad enzimatica se concentraron y se
dializaron toda la noche frente al tampon de homogenizacién a pH 7,0.

El gel Blue-Sepharosa se regener6 para poder aplicar de nuevo la muestra. En
primer lugar se lavé con 3 volumenes de tampon de homogeneizacion a pH 7,0 con
NaCl 3 mol/L. Seguidamente se alternaron cuatro lavados con dos tampones de
diferente composicion, un tampoén a un pH basico compuesto por Tris-HCI 0,1 mol/L,
NaCl 0,5 mol/L, pH 8,5, y otro a un pH &cido compuesto por acetato de sodio 0,1
mol/L, NaCl 0,5 mollL, pH 4,5. Finalmente se equilibr6 con el tampén de
homogeneizacion a pH 7,0.

Una vez regenerada la columna, la muestra dializada procedente de la anterior
cromatografia se aplicé a un flujo de 30 mL/h. De igual modo, la columna se lavé con 2
volumenes de tampén a un flujo de 60 mL/h, recogiéndose fracciones de 5 mL, en las
gue se mididé la concentracion catalitica de la creatina-quinasa y la proteina por
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absorbancia a 280 nm.

Esta vez la elucién de la creatina-quinasa 2 se realiz6 con ADP 5 mmol/L en
tampén de homogeneizacion a pH 7,0. Se recogieron fracciones de 5 mL, en las que
se midié unicamente la concentracion catalitica, por que a 280 nm ademas de las
proteina absorbia el ADP. Aquellas fracciones con actividad enzimatica se mezclaron y
se concentraron. El concentrado final se alicuoto, y se conservo a -80 °C.

Todo el proceso se realiz6 a 4 °C.

El esquema del procedimiento de purificacion de la creatina-quinasa 2 se

detalla en la Figura 2.1.

- Obtencién del extracto crudo

- Precipitacién con etanol 50% y 70%

l Concentracion por ultrafiltracién y didlisis

- Cromatografia en DEAE-Sephacel
= Elucién con NacCl 0-0,5 mol/L, pH 8,0

i Concentracion por ultrafiltracion y dilisis

- Cromatografia en Blue-Sepharosa
= Elucién con NacCl 0,3 mol/L, pH 7,0

l Concentracion por ultrafiltracion y didlisis

- Cromatografia en Blue-Sepharosa
- Elucién con ADP 5 mol/L, pH 7,0

Figura 2.1: Esquema del procedimiento de purificacién de laisoenzima 2 de
la creatina-quinasa a partir de tejidomiocéardico humano.
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2.3. MEDICION DE CONCENTRACIONES CATALITICAS

Todas las mediciones de concentracion catalitica se realizaron a 37 °C en un

analizador Cobas Mira (Roche).

2.3.1. Creatina-quinasa total

La medicidon de la concentracion catalitica de la creatina-quinasa se realizé
siguiendo el procedimiento de medida recomendado por la Sociedad Espafiola de
Bioquimica Clinica y Patologia Molecular (SEQC) (Arenas y Gella, 1988).

El método se basa en la secuencia de tres reacciones acopladas: (l) la
reaccion catalizada por la creatina-quinasa, (ll) la reaccion auxiliar catalizada por la
hexoquinasa, y (lll) la reaccion indicadora catalizada por la glucosa-6-fosfato 1-

deshidrogenasa, dando lugar a la formacion del NADPH que se mide a 340 nm.

fosfato de creatina + ADP —P' creatina + ATP ()
creatina-quinasa

ATP + D-glucosa —>‘ ADP + D-glucosa-6-fosfato ()

hexoquinasa

D-glucosa-6-fosfato + NADP* @2 D-gluconolactona-6-fosfato + NADPH + H* (Il
glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa

El equilibrio de la reaccion catalizada por la creatina-quinasa esta desplazado
hacia la formacion de creatina y ATP a valores de pH entre 6,0-7,0. Esta reaccion
principal es acoplada a través de la reaccion auxiliar, catalizada por la hexoquinasa, a
una reaccion indicadora formadora de NADPH, catalizada por la glucosa-6-fosfato 1-
deshidrogenasa.

Para las mediciones se emplearon los reactivos de un equipo comercial de
BioSystems, siendo la composicion final del reactivo de trabajo: Imidazol 104 mmol/L,
EDTA 2,08 mmol/L, acetato de magnesio 10,4 mmo/L, ADP 2,08 mmol/L, AMP 5,2
mmol/L, P1, P5-di(adenosina-5-) pentafosfato 10,4 mmol/L, D-glucosa 20,8 mmol/L,

fosfato de creatina 31,2 mmol/L, NADP* 2,08 mmol/L, N-acetilcisteina 20,8 mmol/L,
hexoquinasa 52 nkat/L, glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa 34,3 nkat/L, pH 6,5.
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En la Tabla 2.1. se describen las condiciones de medida utilizadas en la
medicién de la concentracion catalitica de la creatina-quinasa.

Longitud de onda 340 nm
Paso de luz 0,6 cm
Temperatura 37°C
Reactivo de trabajo 0,250 mL
Diluyente (agua) 0,030 mL
Muestra 0,010 mL
Tiempo de incubacion 5 minutos
Intervalo de lectura 25s
Numero de lecturas 7

Tabla 2.1: Condiciones para la medicién de la concentracion
catalitica de la creatina-quinasa.

A partir del DA/min obtenido en el intervalo de mediciones, se calcul6 la
concentracion catalitica, teniendo en cuenta que el coeficiente de absorcion molar del

NADPH a 340 nm es de 630 m?>.mol™*. El analizador realizaba automaticamente una
verificacion de la linealidad de la reaccion.

DA/min x 128 = nkat/L

2.3.2. Cretina-quinasa 2

La medicion de la concentracion catalitica de la isoenzima 2 de la creatina-
guinasa se realiz6 por inmunoinhibicién (Wirzburg y cols., 1976). La subunidad M de
la creatina-quinasa es inhibida por un anticuerpo especifico que no afecta a la
subunidad B. La concentracion catalitica de la subunidad B de la isoenzima se midio,
empleando las reacciones acopladas de la hexoquinasa y de la glucosa-6-fosfato 1-
deshidrogenasa descritas en el apartado anterior, a partir de la velocidad de formacion
del NADPH que se mide a 340 nm.

Para las mediciones se emplearon los reactivos de un equipo comercial de
BioSystems, siendo la composicién final del reactivo de trabajo: Anticuerpo contra la
subunidad M de la creatina-quinasa capaz de inhibir 16,6 nkat/L de subunidad M
humana, Imidazol 104 mmol/L, EDTA 2,08 mmol/L, acetato de magnesio 10,4 mmol/L,
ADP 2,08 mmol/L, AMP 5,2 mmol/L, P1, P5-di(adenosina-5-) pentafosfato 10,4
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mmol/L, D-glucosa 20,8 mmol/L, fosfato de creatina 31,2 mmol/L, NADP* 2,08 mmol/L,
N-acetilcisteina 20,8 mmol/L, hexoquinasa 52 nkat/L, glucosa-6-fosfatol-
deshidrogenasa 34,3 nkat/L, pH 6,5.

En la Tabla 2.2 se describen las condiciones de medida utilizadas en la

medicion de la concentracion catalitica de la creatina-quinasa 2.

Longitud de onda 340 nm
Paso de luz 0,6 cm
Temperatura 37°C
Reactivo de trabajo 0,200 mL
Diluyente (agua) 0,020 mL
Muestra 0,008 mL
Tiempo de incubacién 10 min
Intervalo de lectura 25s
Numero de lecturas 12

Tabla 2.2: Condiciones para la medicién de la concentracién
catalitica de la creatina-quinasa 2.

A partir del DA/min obtenido en el intervalo de mediciones se calculd la
concentracion catalitica, teniendo en cuenta que el coeficiente de absorcion molar del
NADPH a 340 nm es de 630 m“.mol™, y que la concentracion catalitica de la isoenzima
2 era el doble del valor obtenido para la subunidad B. El analizador realizaba
automaticamente una verificacion de la linealidad de la reaccion.

DA/min x 248 = nkat/L

2.3.3. Aspartato-aminotransferasa

La mediciéon de la concentracion catalitica de la aspartato-aminotransferasa se
realizé siguiendo el procedimiento de medida recomendado por la Sociedad Espafiola
de Bioquimica Clinica y Patologia Molecular (SEQC) (Gella y cols., 1987).

La aspartato-aminotransferasa cataliza (l) la transferencia del grupo amino del
L-aspartato al 2-oxoglutarato, formando oxalacetato y L-glutamato. La concentracion
catalitica se mide empleando la reaccion acoplada de la malato-deshidrogenasa que
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cataliza la reducciébn de oxalacetato a malato (II), a partir de la velocidad de
desaparicion del NADH que se mide a 340 nm.

L-Aspartato + 2-Oxoglutarato 4’47 Oxalacetato + L-Glutamato (1)
Aspartato-aminotransferasa

Oxalacetato + NADH +H  $—  Malato + NAD" (I
Malato-deshidrogenasa

Para las mediciones se emplearon los reactivos de un equipo comercial de
BioSystems, siendo la composicion final del reactivo de trabajo: Tris 86,3 mmol/L, L-
aspartato 258,8 mmol/L, 2-oxoglutarato 12,9 mmol/L, NADH 0,196 mmol/L, fosfato de
piridoxal 98 mmol/L, malato-deshidrogenasa 7,7 nkat/L, L-lactato-deshidrogenasa

11nkat/L, pH 7,5.

En la Tabla 2.3 se describen las condiciones de medida utilizadas en la

medicion de la concentracion catalitica de la aspartato-aminotransferasa.

Longitud de onda 340 nm
Paso de luz 0,6 cm
Temperatura 37°C
Reactivo de trabajo 0,100 mL
Diluyente (agua) 0,005 mL
Muestra 0,005 mL
Tiempo de incubacién 2 minutos
Intervalo de lectura 25s
NUmero de lecturas 7

Tabla 2.3: Condiciones para la medicién de la concentracién
catalitica de la aspartato-aminotransferasa.

A partir del DA/min obtenido en el intervalo de mediciones, se calculd la

concentracion catalitica, teniendo en cuenta que el coeficiente de absorcién molar del
NADH a 340 nm es de 630 nf.mol™. El analizador realizaba automaticamente una

verificacion de la linealidad de la reaccion.

DA/min x 97 = nkat/L
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2.3.4. Alanina-aminotransferasa

La medicion de la concentracion catalitica de la alanina-aminotransferasa se
realizé utilizando el procedimiento de medida recomendado por la Sociedad Espafiola

de Bioquimica Clinica y Patologia Molecular (SEQC) (Gella y cols., 1987).

La alanina-aminotransferasa cataliza (l) la transferencia del grupo amino de la
L-alanina al 2-oxoglutarato, formando piruvato y L-glutamato. La concentracion
catalitica se mide empleando la reaccion acoplada de la L-lactato-deshidrogenasa que
cataliza la reduccién de piruvato a lactato (ll), a partir de la velocidad de desaparicién
del NADH que se mide a 340 nm.

L-Alanina + 2-Oxoglutarato 47' Piruvato + L-Glutamato ()

Alanina-aminotransferasa

Piruvato + NADH +H" ——— Lactato + NAD" ()
L-Lactato-deshidrogenasa

Para las mediciones se emplearon los reactivos de un equipo comercial de
BioSystems, siendo la composicion final del reactivo de trabajo: Tris 107,8 mmol/L, L-
alanina 539,2 mmol/L, 2-oxoglutarato 16,2 mmol/L, NADH 0,196 mmol/L, fosfato de
piridoxal 98 mmol/L, L-lactato-deshidrogenasa 22,5 nkat/L, pH 7,3.

En la Tabla 2.4. se describen las condiciones de medida utilizadas en la

medicion de la concentracion catalitica de la alanina-aminotransferasa.

Longitud de onda 340 nm
Paso de luz 0,6 cm
Temperatura 37°C
Reactivo de trabajo 0,100 mL
Diluyente (agua) 0,005 mL
Muestra 0,005 mL
Tiempo de incubacién 2 minutos
Intervalo de lectura 25s
NuUmero de lecturas 7

Tabla 2.4: Condiciones para la medicién de la concentracién
catalitica de la alanina-aminotransferasa.
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A partir del DA/min obtenido en el intervalo de mediciones, se calculd la
concentracion catalitica, teniendo en cuenta que el coeficiente de absorcion molar del

NADH a 340 nm es de 630 nf.mol™. El analizador realizaba automaticamente una
verificacion de la linealidad de la reaccion.

DA/min x 97 = nkat/L

2.3.5. L-Lactato-deshidrogenasa

La medicion de la concentracion catalitica de la L-lactato-deshidrogenasa se
realiz6 utilizando el procedimiento de medida recomendado por la Sociedad Espafiola
de Bioguimica Clinica y Patologia Molecular (SEQC) (Guardia y cols., 1989).

La L-lactato-deshidrogenasa cataliza la reduccion del piruvato por NADH,
obteniéndose L-lactato y NAD". La concentracion catalitica se mide a partir de la

velocidad de desaparicion del NADH que se mide a 340 nm.

— L-Lactato + NAD*

L-Lactato-deshidrogenasa

Piruvato + NADH +H"

Para las mediciones se emplearon los reactivos de un equipo comercial de
BioSystems, siendo la composicion final del reactivo de trabajo: Tris 80 mmol/L,
piruvato 1,6 mmol/L, NaCl 200 mmol/L, NADH 0,2 mmol/L, pH 7,2.

En la Tabla 2.5 se describen las condiciones de medida utilizadas en la

medicién de la concentracion catalitica de la L-lactato-deshidrogenasa.

A partir del DA/min obtenido en el intervalo de mediciones, se calcul6 la

concentracion catalitica, teniendo en cuenta que el coeficiente de absorcion molar del
NADH a 340 nm es de 630 nf.mol™. El analizador realizaba automéaticamente una

verificacion de la linealidad de la reaccion.

DA/min x 229 = nkat/L
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Longitud de onda 340 nm
Paso de luz 0,6 cm
Temperatura 37°C
Reactivo de trabajo 0,250 mL
Diluyente (agua) 0,005 mL
Muestra 0,005 mL
Tiempo de incubacién 1 minutos
Intervalo de lectura 25s
NUmero de lecturas 6

Tabla 2.5: Condiciones para la medicién de la concentracién
catalitica de la L-lactato-deshidrogenasa.

2.3.6. Glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa

La medicion de la concentracién catalitica de la glucosa-6-fosfato 1-
deshidrogenasa se realiz6 mediante el seguimiento de la aparicion de NADPH medido
a 340 nm, debido a la transformacién de la 6-fosfato de D-glucosa en 6-fosfato de D-
glucono-1,5-lactona por el NADP" (Deutsch, 1983).

6-Fosfato de D-glucosa + NADP* 4“ 6-Fosfato de D-glucono-1,5-lactona +
NADPH + H' Glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa

Para las mediciones se prepararon las siguientes soluciones: Trietanolamina
100 mmol/L pH 7,6, acetato de sodio 200 mmol/L, NADP 30 mmol/L y 6-fosfato de D-
glucosa 60 mmol/L.

El reactivo de trabajo se obtuvo a partir de la mezcla de las soluciones
especificadas anteriormente, siendo la composicion final: Trietanolamina 90 mmol/L,
acetato de magnesio 7 mmol/L, NADP 1 mmol/L, 6-fosfato de D-glucosa 3 mmol/L, pH
7,6.

En la Tabla 2.6. se describen las condiciones de medida utlizadas en la

medicidn de la concentracion catalitica de la glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa.
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Longitud de onda 340 nm
Paso de luz 0,6 cm
Temperatura 37°C
Reactivo de trabajo 0,200 mL
Diluyente (agua) 0,005 mL
Muestra 0,005 mL
Tiempo de incubacién 1 minutos
Intervalo de lectura 25s
NUmero de lecturas 6

Tabla 2.6: Condiciones para la medicién de la concentracién
catalitica de la glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa

A partir del DA/min obtenido en el intervalo de mediciones, se calculd la
concentracion catalitica, teniendo en cuenta que el coeficiente de absorcién molar del
NADPH a 340 nm es de 630 m”>.mol™. El analizador realizaba automaticamente una

verificacion de la linealidad de la reaccién.

DA/min x 187 = nkat/L

2.3.7. Hexoquinasa

La medicion de la concentracion catalitica de la hexoquinasa se realizd
mediante el seguimiento de la aparicion de NADPH medido a 340 nm. La hexoquinasa
cataliza (1) la fosforilacién de la D-glucosa a 6-fosfato de D-glucosa. La concentracion
catalitica se mide empleando la reaccion acoplada de la glucosa-6-fosfato 1-
deshidrogenasa (Il) que cataliza la oxidacion de la 6-fosfato de D-glucosa a 6-fosfato

de D-glucono-1,5-lactona por el NADP" (Bergmeyer, 1983).

D-Glucosa + ATP 4“ 6-Fosfato de D-glucosa + ADP ()]

Hexoquinasa

6-Fosfato de D-glucosa + NADP* 4“ 6-Fosfato de D-glucono-1,5-lactona +
NADPH + H' Glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa (1))
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Para las mediciones se prepararon las siguientes soluciones: Trietanolamina
100 mmol/L pH 7,6, acetato de sodio 200 mmol/L, NADP 30 mmol/L, glucosa 200
mmol/L, ATP 50 mmol/L y glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa 5000 nkat/L.

El reactivo de trabajo se obtuvo a partir de la mezcla de las soluciones
especificadas anteriormente, siendo la composicion final: Trietanolamina 80 mmol/L,
acetato de magnesio 10 mmol/L, NADP 1,5 mmol/L, glucosa 10 mmol/L, glucosa-6-
fosfato 1-deshidrogenasa 50 nkat/L, pH 7,6.

En la Tabla 2.7. se describen las condiciones de medida utilizadas en la

medicion de la concentracion catalitica de la hexoquinasa.

Longitud de onda 340 nm
Paso de luz 0,6 cm
Temperatura 37°C
Reactivo de trabajo 0,200 mL
Diluyente (agua) 0,005 mL
Muestra 0,005 mL
Tiempo de incubacién 1 minutos
Intervalo de lectura 25s
Numero de lecturas 6

Tabla 2.7: Condiciones para la medicién de la concentracién
catalitica de la hexoquinasa.

A partir del DA/min obtenido en el intervalo de mediciones, se calculo la

concentracion catalitica, teniendo en cuenta que el coeficiente de absorcién molar del
NADPH a 340 nm es de 630 m”>.mol™. El analizador realizaba automaticamente una

verificacion de la linealidad de la reaccion.

DA/min x 187 = nkat/L
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2.4. MEDICION DE LA CONCENTRACION DE MASA

La medicién de la concentracion de masa de la creatina-quinasa 2 se realiz6
mediante distintos inmunoanalisis heterogéneos comerciales. Para el estudio
comparativo, la determinacion de la conmutabilidad del material de referencia BCR
608 y el estudio del efecto matriz, se utilizaron cinco procedimientos. Sin embargo,
para la certificacion de la concentracion de masa del BCR 608 se utilizaron siete.

Todos ellos se describen detalladamente a continuacion.

2.4.1. Enzimoinmunoanalisis heterogéneos

2.4.1.1. IMx

El IMx* de Abbott Diagnostics es un analizador automatico que permite realizar

mediciones basadas en el enzimoinmunoandlisis microparticulado. La enzima
marcadora es la fosfatasa alcalina, la fase sélida a la que va unido el anticuerpo
especifico contra la isoenzima 2 de la creatina-quinasa son microparticulas de latex, y
la separacion se produce utilizando una matriz de fibra de vidrio. Los reactivos
utilizados formaban parte del equipo comercial de Abbott Diagnostics. En la Figura 2.2.
se pueden ver detalladamente las distintas partes de un modulo de reaccion.

~ Matriz

Matriz

Pocillo de muestra

o, S Pocillo de predilucidn

“~____ Pocillo de incubacién

Figura 2.2: Moédulo de reaccion del analizador IMx?.

La reaccion se iniciaba con la mezcla de las microparticulas recubiertas del
anticuerpo monoclonal contra la isoenzima 2 de la creatina-quinasa y la muestra. Tras
una incubacién, se producia la unién, formandose un complejo anticuerpo-antigeno. La

mezcla de reaccion se transferia a la matriz a cuyas fibras de vidrio se unian



Materiales y métodos 64

irreversiblemente las microparticulas. La matriz se lavaba para eliminar los materiales
no unidos, y el anticuerpo monoclonal contra la subunidad B de la creatina-quinasa
conjugado con fosfatasa alcalina, se dispensaba sobre esta, y se unia al complejo
anticuerpo-antigeno. Tras un ultimo lavado de la matriz, se afiadia el sustrato fosfato
de 4-metilumbeliferol, y el producto fluorescente se media a una longitud de onda de
448 nm.

A partir del analisis por duplicado de los calibradores proporcionados por el
fabricante, se generaba una recta de calibracion que relacionaba la fluorescencia
medida con la concentracién en ng/L.

El especimen recomendado por el fabricante para la medicion de la creatina-
guinasa 2 es el suero o bien el plasma con heparina de sédio o EDTA-sales de

tripotasio.

2.4.1.2. Stratus

El Stratus® de Dade-Behring es un analizador automatico para

enzimoinmunoanalisis fluorimétricos de particion radial. Utiliza como enzima
marcadora la fosfatasa alcalina y el sustrato es el fosfato de 4-metilumbeliferol. Para
realizar el proceso analitico emplea tabletas de plastico que contienen en su centro un
filtro de fibra de vidrio, que es la matriz en la que se encuentran inmovilizados los
anticuerpos contra la isoenzima 2 a través de su union con un anticuerpo dirigido
contra el fragmento Fc de las inmunoglobulinas (Figura 2.3). La separacion de las
fracciones ligada y simple se produce por elucién radial y la deteccién por cinética de

fluorescencia.

Arkicusrpo contra
&l fragmeanto Fo

Filbra devidrio

Figura 2.3: Fundamento del inmunoa-
nélisis de la creatina-quinasa 2 de Stratus.
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La muestra se pipeteaba en la zona central de una tableta de plastico donde se
encontraba inmovilizado en un papel de fibra de vidrio un anticuerpo monoclonal
contra la isoenzima 2 de la creatina-quinasa. Tras la incubacién, se afiadia en la parte
central de la zona de reaccion, un anticuerpo monoclonal contra la subunidad B de la
creatina-quinasa conjugado con fosfatasa alcalina. Durante esta incubacion, el
anticuerpo marcado se unia a la creatina-quinasa 2, que a su vez, estaba unida al
anticuerpo inmovilizado. El anticuerpo marcado no ligado se eliminaba del campo de
vision del analizador por elucion radial mediante la aplicacion de una solucién de
lavado que contenia el substrato fluorogénico. La concentracion catalitica de la
fosfatasa alcalina conjugada con el segundo anticuerpo ligado al complejo
inmovilizado, se valoraba mediante un sistema 0Optico que controlaba la velocidad de
reaccion mediante la fluorescencia de la superficie frontal.

A partir del analisis por duplicado de los calibradores proporcionados por el

fabricante, se generaba una recta de calibraciobn que relacionaba la fluorescencia
medida con la concentracién en ng/L.

El especimen recomendado por el fabricante para la medicion de la creatina-
quinasa 2 es el suero.

2.4.1.3. Immulite

El Immulite® de DPC/Dipesa es una analizador de acceso aleatorio para

enzimoinmunoanadlisis con deteccién por quimioluminiscencia. Emplea como enzima
marcadora la fosfatasa alcalina y como substrato quimioluminiscente el dioxetano.
Como fase sélida utiliza una bola de poliestireno introducida en un tubo disefiado
especialmente, y la centrifugacibn como método de separacion de las fracciones
ligaday libre (Figura 2.4)

La medicion de la concentracion de masa de la creatina-quinasa se realizé de
acuerdo con el protocolo especificado por el fabricante. En primer lugar, se mezclaban
simultdneamente en el tubo de reaccion, la muestra, el anticuerpo monoclonal contra
la isoenzima 2 de la creatina-quinasa inmovilizado en la fase soélida y el anticuerpo
monoclonal contra la subunidad B de la creatina-quinasa conjugado con fosfatasa
alcalina, y se realizaba una incubacién de la mezcla durante 30 minutos a 37 °C con
agitacion intermitente. Durante este periodo de tiempo, el anticuerpo marcado se unia
a la creatina-quinasa 2, que a su vez, se unia al anticuerpo inmovilizado. Tras la
incubacién, los tubos de reaccion se centrifugaban sobre su eje longitudinal, de
manera que se extraia la muestra y el reactivo que no habia reaccionado. A
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continuacion se realizaban varios lavados, se afiadia el substrato quimioluminiscente
de la enzima, se incubaba 10 minutos y se media la sefial.

Canrifugaciin
Teha
Fracoitn

Fracaann lilre Sushtrate

Likre
EBia de
palinwiena Ch_- :} Frastiiin

ligada
i 2
2 4

Figura 2.4: Esquema de la separacion de la fraccion ligada y libre para el
inmunoanalisis Immulite.

A partir del andlisis por cuadruplicado de los calibradores proporcionados por el
fabricante, se ajustaba la curva que relacionaba la lectura de quimioluminiscencia
medida con la concentracién en ng/L.

El especimen recomendado por el fabricante para la medicion de la creatina-
guinasa 2 es el suero o bien el plasma con heparina de sodio o EDTA-sales de
tripotasio.

2.4.1.4. Opus Plus

El Opus® Plus de Dade-Behring es un sistema para enzimoinmunoanélisis

heterogéneo sin fluidos. Emplea una tecnologia unidosis en la que todos los reactivos
estan incluidos en unos cartuchos. La fase sélida es de fibra de vidrio y la separacién
de las fracciones ligada y libre se produce por capilaridad (Figura 2.5.). La enzima
marcadora es la fosfatasa alcalina y el sustrato enzimatico el fosfato de 4-
metilumbeliferol con deteccién por fluorescencia. Los analizadores Opus rompen de
forma automatica las hojas selladoras cuando se pipetean los reactivos durante el
ensayo.
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Figura 2.5: Cartucho de reactivos usado en el
inmunoanalisis Opus Plus.

La medicion de la concentracién de masa de la creatina-quinasa 2 se realiz6 de
acuerdo con el protocolo especificado por el fabricante. El analizador Opus pipeteaba
la muestra y la suministraba, a través del puerto de suministro del médulo de ensayo,
dentro de la fibra de vidrio donde se encontraba inmovilizado el anticuerpo monoclonal
contra la isoenzima 2. Durante la primera incubacion (3 minutos) se producia la uniéon
de la creatina-quinasa 2 y el anticuerpo. Después de la incubacion, el instrumento
pipeteaba la solucion que contenia el anticuerpo policlonal contra la subunidad M de la
creatina-quinasa conjugado con fosfatasa alcalina, de uno de los pocillos sellados
dentro de la fibra de vidrio. Durante una segunda incubacion de 7 minutos, el
anticuerpo marcado con la enzima reaccionaba con la isoenzima 2 unida para
completar el complejo anticuerpo/antigeno/anticuerpo marcado con enzima. Para
finalizar, la solucién lavadora/sustrato eliminaba el anticuerpo marcado no unido. La
cantidad de creatina-quinasa 2 presente en la muestra se media mediante la
fluorescencia generada durante 4 minutos.

A partir del andlisis por duplicado de los calibradores proporcionados por el
fabricante, se generaba la curva que relacionaba la lectura de fluorescencia medida
con la concentracion en ng/L.

El especimen recomendado por el fabricante para la medicion de la creatina-
quinasa 2 es el suero o bien el plasma con heparina de sodio.
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2.4.1.5. AXSYM

El AXSYM?* de Abbott Diagnostics es un analizador automatico que trabaja con
la misma metodologia que el IMx. Al igual que este permite realizar mediciones
mediante enzimoinmunoandlisis microparticulado. La enzima marcadora es la
fosfatasa alcalina, la fase sélida a la que va unido el anticuerpo especifico contra la
isoenzima 2 de la creatina-quinasa son microparticulas de latex, y la separacion se
produce utilizando una matriz de fibra de vidrio. Los reactivos utilizados también

forman parte del equipo comercial de Abbott Diagnostics.

La reaccion se iniciaba con la mezcla de las microparticulas recubiertas del
anticuerpo monoclonal contra la isoenzima 2 de la creatina-quinasa y la muestra. Tras
una incubacion se producia la union, formandose un complejo anticuerpo-antigeno. La
mezcla de reaccion, juntamente con una alicuota del diluyente, se transferia a la
celdilla con matriz a cuyas fibras de vidrio se unian irreversiblemente las
microparticulas. La matriz se lavaba para eliminar los materiales no unidos, y el
anticuerpo monoclonal contra la creatina-quinasa 2 conjugado con fosfatasa alcalina
se dispensaba sobre esta uniéndose al complejo anticuerpo-antigeno. Tras un ultimo
lavado de la matriz, para eliminar las particulas no unidas, se afiadia el sustrato fosfato

de 4-metilumbeliferol, y se media el producto fluorescente.

A partir del analisis por duplicado de los calibradores proporcionados por el
fabricante, se generaba una recta de calibracion que relacionaba la fluorescencia
medida con la concentracion en ng/L.

El especimen recomendado por el fabricante para la medicion de la creatina-

quinasa 2 es el suero o bien el plasma.

2.4.1.6. Dimension

El Dimension® RxL de Dade-Behring es un analizador con un médulo adicional
integrado que permite la realizacion de inmunoandlisis heterogéneos de alta
sensibilidad basados en particulas de dioxido de cromo. La fase sélida son particulas
de diéxido de cromo recubiertas con anticuerpos monoclonales contra la subunidad B.
La enzima marcadora es la b-galactosidasa y el sustrato enzimatico es el clorofenol

rojo-b-galactopirandsido, con deteccion por espectrometria de absorcion.

La medicion de la concentracién de masa de la creatina-quinasa 2 se realiz6 de
acuerdo con el protocolo especificado por el fabricante. La muestra se incubaba con

particulas de dioxido de cromo recubiertas con anticuerpos monoclonales contra la
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subunidad B, y con anticuerpos monoclonales contra la isoenzima 2 unidos a la b-
galactosidasa. Durante el periodo de incubaciéon correspondiente se formaba el
complejo anticuerpo/antigeno/anticuerpo marcado con enzima. El conjugado no unido
se separaba de la mezcla de reaccion mediante una separacion magnética y un
lavado. A continuacion se afiadia el substrato cromogénico que al hidrolizarse debido
a la accién de la b-galactosidasa liberaba un cromégeno que absorbia a 577 nm. La
velocidad de aparicion color era directamente proporcional a la concentracion de

creatina-quinasa 2 presente en la muestra.

A partir del analisis por duplicado de los calibradores proporcionados por el
fabricante, se generaba una recta de calibracion que relacionaba la absorbancia
medida con la concentracién en ng/L.

El especimen recomendado por el fabricante para la medicién de la creatina-

guinasa 2 es el suero o bien el plasma con EDTA, heparina de sodio o heparina de

litio.

2.4.2. Luminoinmunoandlisis heterogéneos

2.4.2.1. Elecsys

El Elecsys® de Roche Diagnostics es un analizador para la medicién de
guimioluminiscencia. La fase sdlida son unas microparticulas paramagnéticas
recubiertas con estreptavidina que permiten la adhesién de la biotina que esta unida al
primer anticuerpo. El segundo anticuerpo estd marcado con quelato de rutenio que,
mediante una reaccién electroquimica sobre la superficie de un electrodo, genera una
sefial quimioluminiscente. La separacion de las microparticulas se realiza mediante un

iman (Figura 2.6).
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Figura 2.6: Fundamento del inmunoanélisis para la medicion de la
creatina-quinasa 2 de Elecsys.
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La medicién de la concentracion de masa de la creatina-quinasa 2 de las
muestras se realiz6 de acuerdo con el protocolo especificado por el fabricante. En
primer lugar se realizaba una incubacion de una mezcla que contenia la muestra, un
anticuerpo monoclonal biotinilado especifico contra la isoenzima 2 y un anticuerpo
monoclonal especifico contra la isoenzima 2 marcado con quelato de rutenio.
Seguidamente, se incorporaban microparticulas recubiertas de estreptavidina a las
gue se unian los complejos formados durante la incubacién anterior por la interaccion
entre la biotina y la estreptavidina. La mezcla de reaccioén se trasladaba a la célula de
lectura, donde las microparticulas se fijaban temporalmente a la superficie del
electrodo por magnetismo, y los elementos no fijados se eliminaban por la adicion de
la solucion lavadora. Al aplicar una corriente eléctrica definida se producia una
reaccion quimioluminiscente, cuya emision de luz a 620 nm se media directamente

con un fotomultiplicador.

A partir del analisis por duplicado de los calibradores proporcionados por el
fabricante, se ajustaba la curva que relacionaba la quimioluminiscencia medida con la
concentracion en ng/L.

El especimen recomendado por el fabricante para la medicion de la creatina-
quinasa 2 es el suero o bien el plasma con heparina de sodio, EDTA-sales de
tripotasio o citrato de sodio.

2.4.2.2. ACS:180

El ACS:180 de Chiron Diagnostics es un analizador de acceso aleatorio que
utiliza como marcaje quimioluminiscente un éster de acridinio, y microparticulas
paramagnéticas como fase sélida para la separacion.

La medicion de la concentracién de masa de la creatina-quinasa 2 se realiz6 de
acuerdo con el protocolo especificado por el fabricante. La medicién se inici6 con la
dispensacion en una cubeta, de la muestra y el anticuerpo especifico monoclonal
contra la isoenzima 2 marcado con éster de acridinio. Tras una incubacion de 5
minutos a 37 °C, se afadio la fase solida que contenia un anticuerpo monoclonal
contra la isoenzima 2 acoplado covalentemente a particulas paramagnéticas, y la
mezcla se incub6 2,5 minutos a 37 °C. Posteriormente, se secuestraron las particulas
magnéticas en el tubo por la activacion del iman, se aspird el liquido y se lavé dos
veces mediante la dispensacion de agua desionizada. Para finalizar, se afiadieron los
reactivos responsables de la oxidacion del éster de acridinio dando lugar a la sefial

guimioluminiscente que se midié a 430 nm.
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A partir del analisis por duplicado de los calibradores proporcionados por el
fabricante, se ajustaba la curva que relacionaba la lectura de quimioluminiscencia
medida con la concentracién en ng/L.

El especimen recomendado por el fabricante para la medicion de la creatina-

guinasa 2 es el suero o bien el plasma con heparina de sodio.
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2.5. MEDICION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

La medicion de la concentracibn de proteina se realiz6 mediante tres
procedimientos basados en distintos métodos de medida. La absorbancia a 280 nm
se utilizé para el seguimiento de la concentracion de proteina de las fracciones
obtenidas durante la purificacion de la enzima. El método de Coomassie se utilizé para
la medicion de la concentracion de las muestras obtenidas durante las distintas etapas
de la purificacion, y el método de Doestch se utiliz6 para la asignacion de un valor de
concentracion de proteina a la solucion de la creatina-quinasa 2 purificada.

2.5.1. Absorbancia a 280 nm

La mayoria de proteinas presentan una banda de absorciéon méaxima a 280 nm
atribuida al grupo fendlico de la tirosina y al grupo indélico del triptofano. Puesto que el
contenido de estos dos aminoacidos varia considerablemente de proteina a proteina,
se considerd arbitrariamente que una unidad de absorbancia correspondia a una
concentracion de 1 g/L. Las mediciones de absorbancia se realizaron en un

espectrometro DU-7 de Beckman.

2.5.2. Método de Coomassie

Este método es una modificacion del método descrito por Bradford (1976). Se
basa en el cambio que se produce en el maximo de absorbancia (465-595 nm) de una
solucién acida de azul brillante de Coomassie G250, cuando se produce la union entre
el colorante y las proteinas. La unién a proteina se produce mediante la interacciéon
electrostatica entre los grupos del &cido sulfonico del colorante y los residuos de

arginina de las proteinas.

La medicion de la concentracién de proteina se realiz6 en microplaca, con el
equipo comercial suministrado por Bio-Rad, utilizando como patréon una solucion de
albumina sérica bovina de 1,2 g/L. La absorbancia a 595 nm se midi6é con un lector de

placas Labsystems Multiscan RC.

2.5.3. Método de Doetsch

El método de Doestch (Doestch y Gadsden, 1973) combina la sensibilidad del
método de Lowry y la especificidad del método de Biuret. Las sustancias interferentes
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son eliminadas mediante una primera cromatografia en gel filtracién, tras la
cromatografia, los iones cobre se unen a los enlaces peptidicos (-RCH-CO-NH) por la
reaccion del Biuret. El cobre no unido a proteina se elimina gracias a una segunda
cromatografia en gel filtracion, previamente neutralizada con hidroxido de sodio, y el
complejo proteina-cobre eluido se mide colorimétricamente a 440 nm, gracias a la
reaccion que se produce entre el cobre unido a proteina y el dietilcarbamato de sodio.

La concentraciébn de proteina de la muestra se determiné utilizando como
calibrador una dilucion del material de referencia certificado de albumina sérica bovina
SRM 927b.

2.5.3.1. Preparacion de las soluciones y las columnas

La composicién de las soluciones de trabajo utilizadas era la siguiente:
- Solucién I: Hidréxido de sodio 0,1 mol/L.

- Solucién Il: Potasio-sodio tartrato 213 mmol/L, hidréxido de sodio 1,0
mol/L, sulfato de cobre 60 mmol/L, yoduro de potasio 30 mmol/L.

- Solucién Ill; Dietilcarbamato de sodio 9 mmo/L.

Las columnas de gel filtracion se prepararon una vez se habia hidratado el gel
Sephadex G-50. La hidratacién se realiz6 mediante su adiciéon a una solucion de azida
de sodio 0,2 g/L en una proporcion de 50 g de gel por litro de soluciéon, manteniéndose
bajo agitacion suave durante un tiempo total de 2 h. Seguidamente se dosificé a una
serie de columnas (0,92 cm de diametro), el volumen necesario de gel para que la
altura de la resina una vez sedimentada estuviese comprendida entre 48-50 mm. Se
dejo sedimentar durante unas 3 h y se conservaron a temperatura ambiente hasta el

momento de su utilizacién.

2.5.3.2. Procedimiento de medida
El procedimiento mediante el cual se midié la concentracion de proteina se
describe a continuacion:

1. Se destap6 la parte superior de una columna y después la parte inferior, y

se dejo eluir totalmente la solucion.
2. Se pipetearon 0,5 mL de muestra o calibrador y se dejaron eluir totalmente.

3. Se afiadié 1 mL de agua destilada y se recogio el eluido.
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4. Se adicionaron 0,25 mL de solucion Il al eluido, se mezclé vigorosamente y
se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente.

5. Se tomé otra columna y se realizé el procedimiento descrito en el paso 1.

6. Se afadieron 5 mL de solucion | y se dejaron eluir totalmente. Este paso
se realizé a la vez que la incubacion, ya que los dos tenian la misma

duracion.

7. Se aplicaron 0,50 mL de la mezcla de reaccion obtenida en el paso 4 a la
columnay se dejaron eluir.

8. Se adicion6 1 mL de solucién |y se recogi6 el eluido.

9. Al eluido recogido se le afadid6 1 mL de solucion Ill, se mezclo
vigorosamente y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos.

10. Tras la incubacion se midié la absorbancia a 440 nm frente a un blanco de
reactivo formado por solucién Il y agua destilada.

Las mediciones de absorbancia se realizaron en un espectrémetro DU-7 de

Beckman.
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2.6. PROCEDIMIENTOS ELECTROFORETICOS

Los procedimientos electroforéticos se utilizaron para seguir las distintas
etapas de purificacién y para determinar el grado de pureza de la creatina-quinasa 2

purificada.

2.6.1. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

La electroforesis en geles de poliacrilamida en condiones desnaturalizantes se
realizd siguiendo el procedimiento descrito por Laemmli en 1970, basado en un
sistema discontinuo de soluciones amortiguadoras, en un aparato de electroforesis
MIDGET 2050 LKB (Amersham Pharmacia Biotech).

La electroforesis consta de dos geles, el de “resolucion” con 1,37 mol/L de
acrilamida y 17,3 mmol/L de bis-acrilamida, y el de “empacamiento” con 0,54 mol/L de
acrilamida y 7 mmol/L de bis-acrilamida. La polimerizacién de los geles, iniciada por el
persulfato de amonio y catalizada por el N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED), se
realizé entre una placa de vidrio y una placa de 6xido de aluminio de 10,2 x 8,2 cm,

obteniéndose un gel de 0,75 mm de grosor.
Los dos geles se prepararon a partir de las siguientes soluciones:

Solucion 1: Acrilamida 4,11 mol/L y bis-acrilamida 52 mmol/L.
Solucién 2: Tris-HCI 1,5 mmol/L, pH 8,8.
Solucion 3: Tris-HCI 0,5 mmol/L, pH 6,8.

Solucién 4: Dodecil sulfato de sodio 34,7 mmol/L.

El gel de “resolucién” se preparé mezclando 5 mL de soluciéon 1, 3,75 mL de
solucion 2, 0,15 mL de solucién 4, 6 mL de agua destilada y 0,005 mL de TEMED. Se
desgasifico, mediante una bomba de vacio, y se afiadieron 0,075 mL de persulfato de
amonio 0,44 mol/L. Finalmente, 3,5 mL de la mezcla se transfirieron al espacio
existente entre las dos placas, evitando la formacién de burbujas que pudiesen
dificultar la migracion de las proteinas, y se afiadieron 1,5 mL de agua destilada para

facilitar el proceso de polimerizacion, que durd unos 60 minutos.

El gel de “empacamiento” se preparé mezclando 1,33 mL de solucién 1, 2,5 mL
de solucion 3, 0,1 mL de solucion 4, 6 mL de agua destilada y 0,01 mL de TEMED. Se
desgasifico, mediante una bomda de vacio, y se afiadieron 0,050 mL de persulfato de
amonio 0,44 mol/L. La mezcla se transfirio al espacio que quedaba entre las dos
placas, una vez eliminada el agua, y se insertd6 un peine de aplicacion para 10
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muestras evitando la formacién de burbujas.

Las muestras se prepararon ajustando la concentracion de proteina, que
previamente habia sido medida por el método de Coomassie (2.5.2.), entre 0,5y 1,5
g/L. Estas se mezclaron v/v con el tampon de muestra que contenia 250 mL/L de
solucion 3, 400 mL/L de solucion 4, 200 mL/L de glicerol 99 %, 500 mg/L de azul de
bromofenol, 100 mL/L de 2-mercaptoetanol y 50 mL/L de agua destilada. Se hirvieron
durante 5 minutos, se enfriaron, se centrifugaron, y finalmente se aplicaron 10 ni de la

mezcla al gel con ayuda de una pipeta Hamilton. El patrén de proteinas de baja masa

molar, una vez reconstituido con 0,2 mL de agua destilada, se tratd igual que las
muestras.

Las cubas superior e inferior del aparato de electroforesis contenian tampon
Tris-HCI 24,7 mmol/L, glicina 0,19 mol/L y solucién 4 10 mL/L. La electroforesis se
desarroll6 durante 45 minutos a un voltaje de 500 V, una potencia de 15 W y una
intensidad de 40 mA. Finalizado el recorrido, se procedié a la tincion del gel por el

método detallado en el apartado 2.6.3.1.

2.6.1.1. Medicion de la masa molar

La medicion de la masa molar de las distintas subunidades de la creatina-
guinasa 2 se realizO6 mediante una migracion electroforética en condiciones
desnaturalizantes (apartado 2.6.1.) y una posterior tincion inespecifica por Coomassie
(apartado 2.6.3.1.). Este tipo de electroforesis permite la medicion de la masa molar
de las proteinas gracias a su movilidad electroforética comparandola con las de una
serie de proteinas patron de masa molar conocida. Como patrén se utilizé el equipo de
calibracion de baja masa molar de Amersham Pharmacia Biotech.

La movilidad electroforética (Rf) se calculé como la distancia que la proteina
habia migrado desde el origen, en relacion a la distancia desde el origen al frente de
migracion. En la Tabla 2.8. se describe la masa molar de las proteinas que formaban

parte del patron utilizado y su movilidad electroforética.

La masa molar de las dos subunidades de la creatina-quinasa 2 se determino
mediante la interpolacion de sus Rf a la recta de calibracion obtenida a partir de la
representacion del Rf y el logaritmo de la masa molar de las proteinas patrén.
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Proteina marcadora Masa molar (g/mol) Rf

Fosforilasa b 94.000 0,21
Albumina sérica bovina 67.000 0,34
Ovoalbdmina 43.000 0,49
Anhidrasa carbdnica 30.000 0,70
Inhibidor tripsina 20.100 0,86
a-Lactoalbumina 14.400 1,00

Tabla 2.8: Composicién, masa molar y movilidad electroforética de
las proteinas patron.

2.6.2. Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes

La electroforesis en geles de poliacrilamida en condiones no desnaturalizantes

se realiz6 en un aparato de electroforesis MIDGET 2050 LKB.

La electroforesis constaba de dos geles, el de “resolucion” y el de
“empacamiento” con las mismas proporciones de acrilamida y bis-acrilamida que en la
electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Los dos geles se prepararon a partir
de las soluciones |, II, y Il utilizadas en la preparacion de los geles de poliacrilamida

en condiciones desnaturalizantes.

El gel de “resolucion” se preparé mezclando 5 mL de solucién 1, 3,75 mL de
solucion 2, 6,15 mL de agua destilada y 0,005 mL de TEMED. Se desgasifico,
mediante una bomba de vacio, y se afiadieron 0,075 mL de persulfato de amonio 0,44
mol/L. Finalmente, 3,5 mL de la mezcla se transfirieron al espacio existente entre las
dos placas, evitando la formacion de burbujas, y se afadieron 1,5 mL agua destilada
para facilitar el proceso de polimerizacion que durd unos 60 minutos.

El gel de “empacamiento” se prepardo mezclando 0,665 mL de solucion 1, 2,5
mL de solucién 3, 3,05 mL de agua destilada y 0,005 mL de TEMED. Se desgasifico,
mediante una bomba de vacio, y se afiadié 0,050 mL de persulfato de amonio 0,44
mol/L. La mezcla se transfiri6 al espacio que quedaba entre las dos placas, una vez se
habia eliminada el agua, y se insert6 un peine de aplicacion para 10 muestras evitando

la formacion de burbujas.

Las muestras se prepararon ajustando la concentracion de proteina, que
previamente habia sido medida por el método de Coomassie (apartado 2.6.2.), entre
0,5y 1,5 g/L. Se mezclaron v/v con el tampon de muestra que contenia 250 mL/L de
solucién 3, 200 mL/L de glicerol 99% y 500 mg/L de azul de bromofenol. El volumen de

muestra aplicado fue de 0,01 mL.
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Las cubas superior e inferior del aparato de electroforesis contenian tampon
Tris-HCI 24,7 mmol/L y glicina 0,19 mol/L. La electroforesis se desarrollé a un voltaje
de 500 V, una potencia de 15 W y una intensidad de 25 mA. El tiempo de migracién
fue de 1 h'y 40 minutos.

Una vez finalizada la electroforesis se procedié al revelado del gel por los
métodos detallados en el apartado 2.6.3.

2.6.3. Procedimientos de revelado

El revelado de los geles de electroforesis se realiz6 mediante una tinciéon de
proteinas inespecifica (tincion de Coomassie) y mediante un revelado de la actividad
catalitica de la creatina-quinasa. También se realiz0 la transferencia de las proteinas a
membranas de PVDF e identificacion posterior mediante anticuerpos especificos
contra la creatina-quinasa 2 o contra alguna de sus subunidades.

2.6.3.1.Tinciéon de Coomassie

La tincion de Coomassie de los geles de poliacrilamida se realizd
sumergiéndolos en una solucion compuesta por azul brillante de Coomassie R250
1,25 g/L, metanol 500 mL/L y &cido acético 100 mL/L. Los geles se dejaron en esta
solucion unas 12 h. Transcurrido este tiempo, se sumergieron en una solucién formada
por 500 mL/L de metanol, 100 mL/L de acido acético y 10 mL/L de glicerol 99%. Se
mantuvieron en agitacion, y la soluciéon se fue renovando hasta conseguir un fondo

transparente.

Finalizada la decoloracion, los geles se cubrieron con una membrana de
celofan y se sometieron a un proceso de secado por calor y vacio en un secador de
geles 543 de Bio-Rad durante 2 h.

2.6.3.2. Revelado de la actividad catalitica

Después de wuna separacion electroforética en condiciones no
desnaturalizantes (apartado 2.6.2.), el gel se coloco sobre una placa de vidrio, se lavo
con agua destilada, y se afiadieron cuidadosamente 1,5 mL del reactivo de trabajo
utilizado para la medicion de la concentracion catalitica de la creatina-quinasa total
(apartado 2.3.1.). El reactivo se reparti6 homogéneamente por toda la superficie del
gel. La placa de vidrio se introdujo en una camara hiumeda y se incub6 durante 30
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minutos a 37 °C.

La visualizacién de las bandas correspondientes a las diferentes isoenzimas de
la creatina-quinasa se realiz6 con la ayuda de un transiluminador que comprendia la

region ultravioleta.

2.6.3.3. Transferencia e identificacion mediante anticuerpos especificos

Tras una electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (apartado 2.6.2.),
se realizé una transferencia semiseca de las proteinas a una membrana de fluoruro de
polovinilidina (PVDF) (Immobilon-P de Millipore), usando el equipo Novablot de

Amersham Pharmacia Biotech.

Para la preparacion de la unidad de transferencia se recortaron varios papeles
de filtro y la membrana de PVDF del mismo tamafio que el gel de electroforesis, para
asegurar que la corriente solo pasaba a través de él. La membrana se mantuvo en
remojo en una solucion de etanol durante 10 minutos, y se introdujo junto a los
papeles de filtro, en la soluciéon de transferencia compuesta por glicina 39 mmol/L,
Tris-HCI 48 mmol/L, dodecil sulfato de sodio 1,3 mmol/L y metanol 4,94 mol/L, pH 8,3.
Se colocaron 9 papeles de filtro en el centro de la placa anddica, sobre estos se coloco
la membrana, el gel y otros 9 papeles de filtro. Todo el proceso se realizé evitando la
formacion de burbujas entre las diferentes capas. Para finalizar, el conjunto se tapé
con la placa catédica.

Una vez preparada la unidad de transferencia, las proteinas fueron transferidas

bajo las siguientes condiciones: 65,6 mA, 50 Vy 15 W, durante 1,5 h.

Finalizado el proceso de transferencia se procedio al revelado de las bandas
proteicas con anticuerpos especificos. Este revelado se basa en un método
inmunoquimico, en el que el antigeno a detectar, inmovilizado en la membrana, se une
a un primer anticuerpo especifico, y el inmunocomplejo formado es detectado con la

ayuda de un segundo anticuerpo marcado enzimaticamente dirigido contra el primero.

Antes de incubar la membrana con el primer anticuerpo, se sumergio en una
solucion de bloqueo compuesta por Tris-HCI 10 mmol/L, NaCl 154 mmol/L, Tween-20
0,1% y albumina sérica bovina 0,4 mmol/L, pH 9,0. Tras el bloqueo, la membrana se
incubd durante 90 minutos con el primer anticuerpo monoclonal especifico diluido en
tampon de lavado compuesto por Tris-HCI 10 mmol/L, NaCl 154 mmol/L, Tween-20
0,1 %, pH 9,0, que podia estar dirigido contra la isoenzima 2, contra la subunidad B o

contra la subunidad M.
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Una vez acabada la incubacion, la membrana se sometié a tres lavados de 5
minutos con tampon de lavado. Tras el lavado, se realizé una segunda incubacién con
el segundo anticuerpo contra inmunoglobulina G de ratén marcado con peroxidasa
diluido en tampon de lavado, durante 90 minutos, bajo agitacion constante, y protegido
de la luz.

Para finalizar, la membrana se volvié a someter a tres lavados de 5 minutos
con tampén de lavado. Tras esta operacion se procedio a su revelado con el reactivo
revelador de peroxidasa, la composicion del cual era la siguiente: tampén fosfato de
potasio 150 mmol/L, peréxido de hidrogeno 2,94 mol/L y diaminobenzidina 0,7 mmol/L.
Inmediatamente después de la aparicion de las bandas, como consecuencia de la
oxidacion de la diaminobenzidina por la accion de la peroxidasa dando lugar a un
producto coloreado insoluble, la reaccion se par6 con la adicion de agua destilada.

2.6.4. Isoelectroenfoque

El isoelectroenfoque se realiz6 en placas de poliacrilamida con una
composicion de 50 g/L de acrilamida y de 30 g/L de bis-acrilamida, de 245 x 110 x 1
mm, que se suministran polimerizadas con el anfolito incluido. Se selecciono el
intervalo de pH de 3,5 a 10,0. Se aplicaron entre 10 y 20 nL de muestra que contenian
aproximadamente 5 ng de proteina. Todo el procedimiento se realizd siguiendo las

indicaciones del fabricante en un instrumento Multiphor Il de Amersham Pharmacia
Biotech. Las condiciones del isoelectroenfoque fueron las siguientes: 1500 V, 50 mA 'y
30 W (constante) durante 90 minutos, manteniendo la temperatura a 4 °C.

Una vez finalizado el enfoque se procedidé a la tincion de la placa de
poliacrilamida. Previamente se fijaron las proteinas con solucién fijadora de éacido
tricloroacético 100 mL/L y acido sulfosalicilico 50 g/L durante 30 minutos. Tras un
lavado con una solucion decolorante formada por etanol 250 mL y acido acético 80
mL/L, se tifid el gel sumergiéndolo durante 60 minutos a 37 °C, en una solucion
compuesta por 1,15 g/L de azul de Coomassie brillante R250 en solucién decolorante.
Por dltimo, la placa se mantuvo en la solucién decolorante hasta que el fondo quedé
transparente, y se dejo secar a temperatura ambiente. Posteriormente se cubrié con

una membrana de celofan.
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2.6.4.1. Medicion del punto isoeléctrico

La medicion del punto isoeléctrico de la creatina-quinasa 2 se realiz6 mediante
isoelectroenfoque, empleando como patrones de pl el equipo de calibracion de
Amersham Pharmacia Biotech que comprendian proteinas con un intervalo de pl de 3
a 10.

En la Tabla 2.9. se describen las proteinas que constituian el patrébn con sus

respectivos pl y la distancia de migracion al catodo.

e e
Tripsindgeno 9,30 0,3
Lentil-lectina basica 8,65 0,6
Lentil-lectina intermedia 8,45 1,0
Lentil-lectina &cida 8,15 19
Mioglobina basica 7,35 2,5
Mioglobina acida 6,85 2,7
Anhidrasa carbonica B humana 6,55 4,0
Anhidrasa carbonica B bovina 5,85 4,3
b-Lactoglobulina A 5,20 5,0
Inhibidor tripsina 4,55 5,3
Glucano 1,4-a-glucosidasa 3,50 55

Tabla 2.9: Composicién, pl y distancia de migracién de las
proteinas patrén.

La determinacion del punto isoeléctrico de las proteinas problema se realizé
mediante la interpolacion de la distancia de migracion de la banda al catodo, a la recta
de calibracién obtenida mediante la representacion de la distancia de migracion al

catodo de las distintas proteinas patrén frente a sus respectivos pl.
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27 ESTUDIO DE LA CONMUTABILIDAD DE LA CREATINA-QUINASA 2
PURIFICADA

Se realizé un estudio de la conmutabilidad de la creatina-quinasa 2 purificada
en distintas matrices de origen humano o sintético mediante la medicion de su

concentracion de masa en varios inmunoanalisis comerciales.

2.7.1. Obtenciony conservacion de los especimenes

Los especimenes que se utilizaron en el estudio comparativo fueron plasmas,
ya gue la medicion de la isoenzima se realiza principalmente en el laboratorio de

urgencias.

Los especimenes se obtuvieron en el laboratorio de Urgencias de la Ciutat
Sanitaria i Universitaria de Bellvitge y en el laboratorio de Urgencias del Hospital Clinic
de Barcelona. Se utilizaron heparina de sodio y EDTA sal de tripotasio como
anticoagulantes. En cada espécimen se midié la concentracion catalitica de la
creatina-quinasa total y la concentracion de la isoenzima 2 mediante inmunoinhibicion.

Se seleccionaron aquellos especimenes con una concentracion de la
isoenzima 2 superior a 0,42 nkat/L, no hemolizados. Se identificaron, se alicuotaron y

se conservaron a -20 °C hasta el momento de su utilizacion.

2.7.2. Preparacion de las matrices

Las matrices se prepararon con el objetivo de estudiar su efecto en la medicion

de la concentracion de masa de la creatina-quinasa 2.

Las diferentes matrices se prepararon a partir de una dilucion previa de la
solucion de la creatina-quinasa 2 purificada. La dilucion se realizé en una solucién que
tenia la misma composicion que la matriz del material de referencia BCR 608. Estaba
compuesta por PIPES 25 mmol/L, ADP 2 mmol/L, NaCl 154 mmol/L, 2-mercaptoetanol
5 mmol/L y albumina sérica humana 50 g/L, pH 7,2. Se pipetearon 0,037 mL de

creatina-quinasa 2 purificada, y se afiadieron a 5 mL de la solucion anterior.

2.7.2.1. Matriz sérica

La matriz sérica y la matriz sérica dializada se prepararon a partir de una
mezcla de sueros con un volumen final de 25 mL. Previamente se midi6 la



Materiales y métodos 83

concentracion catalitica de la creatina-quinasa total de la mezcla, obteniéndose un
valor de 0,65 nkat/L. La mezcla se dividi6 en dos partes iguales, y una de ellas se

dializo frente a 2 L de una soluciéon de NaCl 9 g/L.

A 5 mL de la mezcla de sueros se afiadieron 0,05 mL de la dilucion de la
solucion de la creatina-quinasa 2 purificada, realizandose el mismo procedimiento para
la mezcla de sueros dializados.

De la matriz sérica y la matriz sérica dializada se prepararon 5 alicuotas de 1
mL cada una, se identificaron y se guardaron a -20 °C hasta el momento de su

utilizacion.

2.7.2.2. Matriz plasmatica

La matriz plasmatica y la matriz plasmatica dializada se prepararon a partir de
una mezcla de plasmas, que llevaban como anticuagulante heparina de sodio, con un
volumen final de 25 mL. Previamente se midi6 la concentracion catalitica de la
creatina-quinasa total de la mezcla, obteniéndose un valor de 2,25 nkat/L. La mezcla
se dividié en dos partes iguales, y una de ellas se dializ6 frente a 2 L de una solucién
de NaCl 9 g/L.

A 5 mL de la mezcla de plasmas se afadieron 0,05 mL de la dilucion de la
solucién de la creatina-quinasa 2 purificada, realizandose el mismo procedimiento para
la mezcla de plasmas dializados.

De la matriz plasmética y la matriz plasmética dializada se prepararon 5
alicuotas de 1 mL cada una, se identificaron y se guardaron a -20 °C hasta el momento

de su utilizacion.

2.7.2.3. Matriz sintética

La matriz sintética tenia una composicion idéntica a la utilizada en la dilucion
previa de la solucion de la creatina-quinasa 2 purificada. A 5 mL de la solucion se
afadieron 0,05 mL de la dilucién de la solucién de la creatina-quinasa 2 purificada.

De la matriz sintética se prepararon 5 alicuotas de 1 mL, se identificaron y se

guardaron a —20 °C hasta el momento de su utilizacion.

En la Figura 2.7. se puede ver un esquema en el que se describen los pasos

principales de la preparacion de las distintas matrices.
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Solucién de la creatina-quinasa
2 purificada

l Dilucién en una matriz de composicién
equivalente a la del BCR 608

Solucién diluida de la creatina-
quinasa 2 purificada

Dilucién en una mezcla de sueros o
plasmas dializados o sin dializar, o en una
matriz de composicion equivalente a la del
BCR 608

- Matriz sérica y matriz sérica dializada
- Matriz plasmatica y matriz plasmatica dializada
- Matriz sintética

Figura 2.7: Pasos principales de la preparacion de las distintas matrices.

2.7.3. Tratamiento estadistico de los datos

La comparacion de los diferentes métodos utilizados para la medicion de la
concentracion de masa de la creatina-quinasa 2, y el estudio de la conmutabilidad del
material de referencia y de las distintas matrices, se realizO mediante la regresion
lineal no paramétrica de Passing y Bablok (1983). Se escogi6 este tipo de regresion
por su solidez. Las condiciones para su aplicacién son la existencia de una relacion
lineal entre los dos métodos a comparar, y que los resultados de ambos se distribuyan
de forma continua. La heterocedasticidad no afecta a este tipo de regresion y la
estimacion de la recta de regresion es independiente de la asignacion a los ejes (x) e
(y) a cada método analitico.

En el método de Passing y Bablok el tamafio minimo necesario de la muestra
depende de diversos factores: la imprecisién de los procedimientos de medida, y la
desviacion de la distribucion de los datos. La obtencién del tamafio minimo 6ptimo es
bastante laboriosa obteniéndose un namero aproximado, por lo que la utilizacién de
100 especimenes diferentes representativos de todo el intervalo analitico es valida
para todos los casos.

El nimero de replicados que es preciso efectuar con cada procedimiento
dependera del coeficiente de variacion; en aquellos procedimientos en que el
coeficiente de variacion varia en funcion de la concentracion de la muestra, hay que
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considerar el mayor que se observa a lo largo de todo el intervalo analitico. Si los
coeficientes de variacion de ambos métodos son iguales o diferentes pero inferiores al
7%, sOlo se necesita efectuar un replicado por cada especimen con cada
procedimiento. En la Tabla 2.10. se describen los coeficientes de variacion, obtenidos
con dos concentraciones de masa de creatina-quinasa 2 distintas, proporcionados por
fabricantes de cada uno de los inmunoanalisis. Puesto que las imprecisiones de los
distintos procedimientos eran inferiores al 7% soélo se midi6 un replicado de cada

especimen mediante cada inmunoanalisis.

Intraserial Interserial  Total
Media (ng/L) CV(%) CV(%) CV(%)

5,32 3,8 6,0 6,0
Stratus
56,81 3,1 3,1 4.4
3,77 2,5 / 35
ACS 180
197,84 2,6 / 3,3
4,72 3,9 / 4.6
Elecsys
65,50 3,5 / 4,4
4,50 51 49 71
IMx
117,20 3,2 3,0 4,0
) 15,00 51 5,0 /
Immulite
306,00 3,3 3,9 /

Tabla 2.10: Imprecisiones obtenidas con dos concentraciones de
creatina-quinasa 2 proporcionadas por los fabricantes.

Tras la medicién de la creatina-quinasa 2 en los especimenes y una vez
confirmada la existencia de una relacion lineal entre los dos métodos a comparar, se
compararon los valores de concentracibn obtenidos para cada pareja de
inmunoandlisis empleando el programa informético “Astute, Statistics add-in for
Microsofta Excel”. Con este procedimiento de regresion se obtuvo una estimacion de
la pendiente (b) y de la ordenada en el origen (a) de la recta de regresion (y = a + bx)

definida por los datos introducidos, y el respectivo intervalo de confianza del 95%.

Un material se considera conmutable con los especimenes humanos respecto
a dos métodos comparados, si el resultado del cociente obtenido a partir de la
concentracion medida del material por un método (x) y la correspondiente por el otro
método (y) se encuentra dentro de la region del 95% de confianza de la pendiente de

la ecuacion definida por la comparacion de los dos métodos.
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2.8. ASIGNACION DE UN VALOR DE CONCENTRACION DE PROTEINA POR EL
PROCEDIMIENTO DE DOESTCH

La asignacion de un valor de concentracion de proteina a la creatina-quinasa 2
purificada por el procedimiento de Doestch se llevé a cabo mediante una campafia en
la que participaron cinco laboratorios de distintos paises. Los participantes midieron
por duplicado en tres dias diferentes la concentracion de proteina, utilizando como
calibrador una dilucién del material de referencia SRM 927b del NIST con un valor
certificado de concentraciéon de proteina. A cada participante se le enviaron tres viales
gue contenian 3 mL de calibrador, tres viales con 1,5 mL de creatina-quinasa 2
purificada y un total de 26 columnas de gel filtracion. También se les proporcionaron
las instrucciones necesarias que describian el procedimiento de medida a seguir, asi

como un formulario a rellenar con los datos obtenidos.

2.8.1 Preparacion del calibrador y de la solucion de la creatina-quinasa 2
purificada

Tanto el calibrador como la solucion de la creatina-quinasa 2 purificada se
diluyeron previamente con el objetivo de que la concentracion de proteina estuviera
dentro del intervalo de medida del procedimiento.

En un matraz aforado (clase DIN A) de 250 mL previamente tarado, se pesaron
1,7707 g del SRM 927b con una concentracion certificada de 72,01 + 0,33 g/L y una

densidad de 1,021 + 0,007 g/mL (incertidumbre al 95% de confianza). A continuacion

se enraso el recipiente cuidadosamente con una solucion de azida de sodio 1 g/L. Una
vez finalizada esta operacion se prepararon alicuotas de 3 mL en viales de vidrio de 5
mL, que se taparon y se conservaron a 4 °C hasta su utilizacion.

La solucion de la isoenzima se obtuvo mediante la adiciébn de 2 mL de la
solucién de la creatina-quinasa 2 purificada a un matraz de 25 mL, que posteriormente
se enraso con la misma solucion en la que se hallaba la enzima (Tris-HCI 50 mmol/L,
EDTA 0,9 mmol/L, 2-mercaptoetanol 10 mmol/L, ADP 5 mmol/L, pH 7,5). La muestra
diluida se alicuot6 en viales de 5 mL afiadiendo a cada vial un volumen de 1,5 mL, se
taparon cuidadosamente y se conservaron a 4 °C hasta el comienzo de la campafia de
certificacion.
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2.8.2. Laboratorios participantes

En la asignacién de un valor de concentracién de proteina a la solucion diluida
de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa participaron un total de cinco laboratorios de
distintos paises de la comunidad europea, algunos de los cuales ya habian participado
en la campafia de asignacion de una valor de concentracion catalitica al material de
referencia BCR 608. En la Tabla 2.11. se describen los datos correspondientes a cada

laboratorio, asi como el codigo asignado a cada uno de ellos.

Cbdigo Responsable Direccion

1 F. Schiele Centre de Médecine Préventive, Nancy, Francia
2 M. H@rder University Hospital, Odense, Dinamarca

3 A. Truchaud Institut de Biologie, Nantes, Francia

4 M. Panteghini  Spedali Civili, Brescia, Italia

5 M. Sanchez Universitat Autonoma de Barcelona, Bellaterra,

Espaina

Tabla 2.11: Datos de los distintos laboratorios participantes en la campafia de asignacion
de un valor de concentracién de proteina por el procedimiento de Doestch.

2.8.3. Instrucciones proporcionadas a los participantes

A todos los laboratorios participantes se les proporcioné, ademas del material a
valorar, las instrucciones necesarias en las que se describian los distintos pasos a
seguir y un formulario a completar con los datos obtenidos de dicha valoracion

(Anexo).

Las instrucciones constaban de diferentes apartados: calibracion de pipetas,
especificaciones del espectrometro, reactivos, preparacion de las soluciones,
descripcion del calibrador y de la muestra a valorar (solucion diluida de la creatina-
quinasa 2 purificada) y especificaciones del procedimiento de medida.

2.8.3.1. Calibracion de pipetas y especificaciones instrumentales
Todos los laboratorios tuvieron que calibrar las siguientes pipetas:
- Pipeta de 1 mL, para la adicion de agua destilada y de las soluciones 1y lll.
- Pipeta de 0,5 mL, para la adicién de la muestra y de la mezcla de reaccion.

- Pipeta de 0,25 mL, para la adicion de la solucion Il.
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La calibracién de las distintas pipetas se realiz6 mediante la dispensacion de
agua destilada a temperatura ambiente en un recipiente previamente tarado, en una
balanza con una precisién de 0,1 mg. El procedimiento se repiti6 diez veces y se
calcul6 la media. En la Tabla 2.12. se indican las medias obtenidas como resultado de
la calibracion de las diferentes pipetas para cada uno de los laboratorios participantes.

Pipetas
Cadigo Temperatura (°C) 1,00mL (g) 0,50 mL (g) 0,25 mL (g)
1 22 0,9718 0,4970 0,2460
2 21 1,0010 0,5007 0,2495
3 20 0,9999 0,5010 0,2495
4 23 1,0000 0,5000 0,2500
5 25 1,0020 0,4994 0,2517

Tabla 2.12: Medias (n = 10) obtenidas de la calibracién de las distintas pipetas y
temperatura de calibracién medida por cada laboratorio.

El espectrometro requerido para la medicion de la absorbancia tenia que ser
capaz de realizar mediciones a 440 nm. Los participantes tenian que indicar el nombre
y el tipo de espectrometro. Era imprescindible que el aparato tuviese un intervalo de
absorbancia lineal de 0 a 2 unidades de absorbancia, la exactitud de la longitud de
onda tenia que ser de 1 nm, la amplitud del haz £ 2 nm y el paso de luz interno de las
cubetas de 10,00 £ 0,01 mm.

2.8.3.2. Reactivos y preparacién de las soluciones

En las instrucciones proporcionadas a cada participante se indicaban los
reactivos necesarios para la preparacion de las distintas soluciones a utilizar durante el
procedimiento de medida. Los reactivos tenian que ser de grado analitico y cumplir los
requerimientos descritos en las recomendaciones de la IFCC. En el formulario a
rellenar por cada laboratorio los participantes anotaron el fabricante, el cédigo y el lote
de cada reactivo.

Todas las soluciones se prepararon con agua a temperatura ambiente. Las
soluciones que se prepararon son las que se describen en el apartado 2.5.3.1.
Previamente a ser utilizadas en la medicion de la concentracion de proteina se midio la
absorbancia de la solucion Il a 654 nm y la absorbancia de la solucion Il a 347 nm

frente a agua destilada. En la Tabla 2.13. se indican los valores obtenidos por cada
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laboratorio en los tres dias que fueron utilizadas, asi como las tolerancias permitidas.

Soluciones Cddigo Dia 1 Dia 2 Dia 3 Tolerancia
1 15685 1,5393 11,5221
2 15529 15435 1,5536
Solucion Il
3 15840 1,5940 1,6070 1,3500-1,7500
(654 nm)
4 1,5070 1,5170 1,5280
5 15884 15910 1,5747
1 0,5424 0,5537 0,5612
2 0,4991 0,5080 0,5143
Solucién 1l
3 0,5510 0,5480 0,5560 0,4000-0,6000
(347 nm)
4 0,5380 0,5170 0,5280

5 0,4712 0,4704 0,4563

Tabla 2.13: Absorbancias de la solucién 1l y de la solucién Il medidas por cada
laboratorio previamente a su utilizacién en la medicion de la concentracion de proteina
por el procedimiento de Doestch.

2.8.3.3. Procedimiento de medida

A todos los participantes se les proporcion6 el procedimiento a seguir paso a
paso para la medicion de la concentracion de proteina de la solucion diluida de la
creatina-quinasa 2 purificada. Cada dia se midié6 por duplicado la muestra y el
calibrador siguiendo las instrucciones descritas en el apartado 2.5.3.2. En total, cada
laboratorio realizd6 seis mediciones de la muestra y seis del calibrador. Los valores

obtenidos se anotaron en las casillas correspondientes de los respectivos formularios.

2.8.4. Célculo de la concentraciéon de proteina

La concentracion de proteina de la solucion diluida de la creatina-quinasa 2
purificada se midi6 calibrando el procedimiento con un patrén de concentracion de
proteina conocida. La férmula mediante la cual se realizd6 el célculo se detalla a

continuacion:

A
Cer., (Q/L)=——CK-2_x0,4995

Calibrador
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Donde 0,4995 es la concentracion del calibrador (g/L), Acaibrador €S la media
intradia de la absorbancia medida del calibrador y Ack, es la absorbancia de la

solucién diluida de la creatina-quinasa 2 purificada.
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2.9. ASIGNACION DE UN VALOR DE CONCENTRACION DE MASA AL MATERIAL
DE REFERENCIA BCR 608

En la campafia de asignacion de un valor de concentracion de masa al material
de referencia de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa BCR 608 participaron un total
de siete laboratorios, algunos de los cuales ya habian cooperado con anterioridad en
la asignacion de un valor de concentracion de proteina a la solucién diluida de la
creatina-quinasa 2 purificada y en la asignacion de una valor de concentracion
catalitica al BCR 608. A cada laboratorio se le proporcionaron cuatro viales del patrén
liquido congelado, preparado tal y como se describe en el apartado 2.9.1.; seis viales
del material de referencia BCR 608; la informacion necesaria que describia el
procedimiento a seguir para realizar las mediciones y los formularios a rellenar con los

valores obtenidos.

Todos los participantes midieron por duplicado en tres dias la concentracion de
masa de la creatina-quinasa 2 del material de referencia y la del patron liquido usando
los reactivos proporcionados por el fabricante del inmunoandlisis del que disponia
cada laboratorio. Los analizadores fueron calibrados con los patrones proporcionados

por los distintos fabricantes.

2.9.1. Preparacion del patrén liquido

El patrén liquido se prepar6 a partir de la solucion diluida de la creatina-quinasa
2 purificada a la que previamente se le habia asignado un valor de concentracion de

proteina mediante el procedimiento de Doescth.

Previamente a la preparacion del patron liquido, se calibr6 el material
volumétrico necesario, anotandose la temperatura a la cual se realizé la calibracion
para poder corregir el volumen dispensado:

— Pipeta: se calibr6 la pipeta a 0,064 mL por pesada del mismo volumen de
agua a temperatura ambiente (n = 10). Se calculé la media, la desviacién
estandar, el coeficiente de variacion y el volumen corregido. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 2.14.

— Matraz: se calibr6 un matraz aforado (clase DIN A) de 100 mL por pesada
del mismo volumen de agua a temperatura ambiente (n = 5). Se calcul6 la
media, la desviacion estandar, el coeficiente de variaciéon y el volumen
corregido. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.14.
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Temperatura  Media DE CVv Volumen
(°C) (9) (%) (mL)
Pipeta 25 0,064 1,7.10* 0,26 0,0646
Matraz 25 99,5 0,0 0,0 99,92

Tabla 2.14: Resultados de la calibracién de la pipeta y el matraz aforado
utilizados en la preparacion del patrén liquido.

El patron liquido se preparé diluyendo la solucion de la creatina-quinasa 2
purificada, teniendo en cuenta que la concentracion final de la enzima debia de estar
dentro del intervalo de medida de los distintos inmunoandlisis en los que

posteriormente se iba a valorar.

Se pipetearon 0,064 mL de la solucion diluida de la creatina-quinasa 2
purificada en un matraz aforado calibrado de 100 mL, a continuacion se afiadio el
diluyente compuesto por PIPES 25 mmol/L, ADP 2 mmol/L, 2-mercaptoetanol 5
mmol/L, NaCl 154 mmol/L y albamina humana 50 g/L, pH 7,2. Una vez finalizada esta
operacion se prepararon 50 alicuotas de 0,5 mL, repartiéndose el resto del volumen en

6 alicuotas y se congelaron a — 80 °C.

2.9.2. Laboratorios participantes

En la campafia de certificacion participaron un total de siete laboratorios. En la
Tabla 2.15. se detallan los datos correspondientes a los participantes, asi como el
cédigo asignado a cada uno de ellos.

Cdédigo Responsable Direccién

Balagué Center, L'Hospitalet de Llobregat,

1 E. Cuso Espafia

2 M. Harder University Hospital, Odense, Dinamarca

3 F. Ceriotti Istituto Scientifico H. S Raffaele, Milan, Italia
4 M. Panteghini  Spedali Civili, Brescia, Italia

5 X. Fuentes Ciutat Sanitaria i Universitaria de Bellvitge,

L'Hospitalet de Llobregat, Espafia
6 G. Schumann  Medizinische Hochschule, Hannover, Alemania

7 K. Hallermayer Roche Diagnostics, Penzberg, Alemania

Tabla 2.15: Datos de los distintos laboratorios participantes en la campafia de
asignacion de un valor de concentracion de masa al material de referencia BCR 608.
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2.9.3. Instrucciones proporcionadas a los participantes

A los distintos laboratorios participantes se les envié, ademas del material a
valorar, las instrucciones que describian los distintos pasos a seguir asi como un
formulario a rellenar con los datos obtenidos (Anexo). Dichas instrucciones constaban
de los siguientes apartados: calibracion de pipetas, calibracion del analizador,
reactivos, controles, patron liquido, material de referencia BCR 608, procedimiento de
medida y resultados. En cada uno de los apartados se describia detalladamente el
procedimiento y los pasos a realizar.

2.9.3.1. Calibracion de pipetas

Todos los participantes debian calibrar una pipeta de 1 mL con la que se
reconstituiria posteriormente el material de referencia. La pipeta se calibraba mediante
la adicibn de dicho volumen de agua a temperatura ambiente a un recipiente
previamente tarado en una balanza con una precisién de 0,1 mg. Este procedimiento
se repetia diez veces. Una vez finalizada esta operacion se realizaba el calculo de la
media y, teniendo en cuenta la temperatura, el volumen dispensado corregido. En la

Tabla 2.16. se indican los datos obtenidos para cada laboratorio.

Cbdigo Media(g) CV (%) Temperatura (°C) Volumen (mL)

0,9933 0,30 24,1 0,9969
2 0,9971 0,13 22,0 0,9993
3 0,9968 0,15 24,0 1,0006
4 0,9968 0,06 24,5 1,0000
5 0,9970 1,60 25,0 1,0009
6 0,9962 0,01 23,1 0,9996

0,9946 0,41 24,0 0,9973

Tabla 2.16: Datos obtenidos en la calibracién de la pipeta de 1 mL por los
distintos laboratorios.

2.9.3.2. Calibracion del analizador

Cada laboratorio participante disponia de un analizador diferente. Los
analizadores se calibraron con los calibradores proporcionados por el fabricante tal y
como se describia en las especificaciones del equipo. En la Tabla 2.17. se indica el
fabricante y el analizador, asi como el tipo de calibracion empleado por cada
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laboratorio. Los laboratorios 2 y 4 midieron la concentracion de la isoenzima en dos
analizadores diferentes.

Cddigo Fabricante Analizador  Calibracién
1 Abbott Laboratories  IMx? 6 puntos
2a Roche Diagnostics  Elecsys® 1010 2 puntos
2b  DPC Immulite® 2 puntos
3 Dade-Behring Dimension® 6 puntos
4a  Dade-Behring Opus Plus™ 6 puntos

4b Roche Diagnostics ~ Elecsys® 2010 2 puntos
5  Chiron Diagnostics ACS:180° SE 2 puntos
6  Abbott Laboratories AxSYM? 6 puntos
7 Roche Diagnostics ~ Elecsys® 290 2 puntos

Tabla 2.17: Especificaciones relativas a los analizadores utilizados por
los distintos laboratorios en la campafia de certificacion de un valor de
concentracion de masa al material de referencia BCR 608.

2.9.3.3. Reactivos y controles

Puesto que los analizadores utilizados por los distintos laboratorios eran
diferentes, cada participante realiz6 las mediciones con los reactivos correspondientes
al analizador empleado y verificO las series de medida con los controles

proporcionados por el fabricante correspondiente.

2.9.3.4. Patrén liquido y material de referencia

A cada participante se le proporcionaron 4 viales del patron liquido. Estos se
mantuvieron a —20 °C hasta el momento de su utilizacién. Antes de su utilizacion se
mantenian a temperatura ambiente durante unos minutos, y una vez descongelados

totalmente, se agitaban y se trataban igual que una muestra.

El material de referencia fue proporcionado por el IRMM. Cada participante
recibié 6 viales, excepto los laboratorios 2 y 4 que recibieron un total de 12 viales.
Estos se mantuvieron a 4 °C hasta el momento de su utilizacion. El procedimiento
mediante el cual se reconstituyeron los viales de BCR 608 fue el siguiente:
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- Justo antes de su reconstitucion se extraian de la nevera y se dejaban unos

minutos a temperatura ambiente.

- Antes de destaparlos se cercioraba de que todo el material sélido se
encontraba en el fondo del vial.

- Se destapaban con cuidado evitando que el liofilizado saliese del vial.

- El contenido del vial se reconstituia cuidadosamente a temperatura ambiente

mediante la adicion de 1 mL de agua destilada con la pipeta calibrada.

- Tras la adicion de agua destilada, se dejaba durante unos minutos a
temperatura ambiente y se mezclaba el contenido suavemente mediante
inversion.

- El vial, una vez reconstituido, se guardaba a 4 °C hasta el momento de su

utilizacién. La medicion se realizaba el mismo dia de su reconstitucion.

2.9.3.5. Procedimiento de medida

Los procedimientos de medida mediante los cuales se midio la concentracion
de masa de la creatina-quinasa 2, tanto en el patrén liquido como en el material de
referencia, se llevaron a cabo siguiendo las especificaciones proporcionadas por los
fabricantes de los equipos.

Durante tres dias, tras la calibracion correspondiente, cada participante media
la concentracion de la isoenzima en dos viales del BCR 608 (una medida por vial) y la
del patrén liguido por duplicado (dos medidas por vial). Previamente, se media la
creatina-quinasa 2 en los sueros control utilizados por cada laboratorio. Los valores

obtenidos fueron anotados en las casillas correspondientes del formulario.

2.9.4. Célculo de la concentracion de masa

La concentracion de masa del BCR 608 se calculé usando como calibradores
los proporcionados por el fabricante de cada inmunoanalisis, y usando como calibrador
el patrén liquido. La sefial medida para las distintas muestras por los diferentes
analizadores se interpolada en la curva de calibracion generada a partir de los
calibradores comerciales, de manera que se obtenian directamente los valores de

concentracion de masa.
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El error volumétrico cometido en la reconstitucion del material de referencia se
corrigié mediante la siguiente ecuacion:

[BCR 608] coregiaa = [BCR 608] x d

Donde d es la relacién entre el volumen dispensado de la pipeta utilizada en la
reconstitucion y su valor nominal, [BCR 608] es la concentracion de masa medida del

BCR 608.

La concentracion de masa obtenida utilizando el patron liquido como calibrador

se recalculé mediante la siguiente ecuacion:

[BCR 608 ]Corregida
[Patrén liquido ]

r (mg/L) =80,362 X

Donde r es el valor de concentracion de masa del BCR 608 cuando se usa
como calibrador el patron liquido, [BCR 608]comegica €S la concentracion de masa
medida corregida del BCR 608, [patron liquido] es la media intradia de la
concentracion de masa del patrén liquido y 80,362 es el valor asignado de

concentracion de proteina al patrén liquido.

En la Figura 2.8. se puede ver un esquema en el que se detallan los distintos
pasos seguidos en el célculo de la concentracién de masa de la creatina-quinasa 2 del
BCR 608.

BCR 608
l Calibradores comerciales

[BCR 608]
l Correccion del volumen

[ BCR 608] Corregida

l Patrén liquido

r (mg/L)

Figura 2.8: Esquema de los pasos seguidos en el calculo
de la concentracion de masa del BCR 608.
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2.9.5. Calculo de la incertidumbre

El valor de concentracién de masa asignado al material de referencia BCR 608
era trazable al SRM 927b. La incertidumbre asociada a esta concentracion se calcul6
teniendo en cuenta los distintos componentes de los diferentes pasos involucrados
durante la certificacion. En primer lugar se tuvo en cuenta la incertidumbre asociada al
proceso de dilucion del SRM 927b, esta operacion se realizd con el objetivo de obtener
una concentracion que estuviese dentro del intervalo de medida del procedimiento de
Doescth, de manera que el material de referencia diluido se utiliz6 como calibrador de
este procedimiento de medida (1). También se midi6 la incertidumbre asociada, tanto
al proceso de asignacion de un valor de concentracion de proteina mediante el
procedimiento de Doescth a la solucion diluida de la creatina-quinasa 2 purificada (2),
como a la posterior dilucion de esta solucion (patron liquido), que mas adelante seria
utilizada como calibrador en la asignacién de un valor de concentracion de masa al
BCR 608 (3). Por ultimo, se hall6 la incertidumbre del procedimiento de asignacion de
un valor de concentracion de masa al material de referencia BCR 608 mediante

distintos inmunoanalisis comerciales (4).

De cada uno de los pasos descritos anteriormente se calculo la incertidumbre
asociada mediante la estimacion de la raiz cuadrada de la suma de las desviaciones
estandar al cuadrado de aquellos componentes sujetos a errores que pudiesen influir
sobre el resultado. En la Tabla 2.18. se detallan los componentes agrupados en los

diferentes pasos involucrados.

A partir de la incertidumbre estdndar combinada obtenida en la asignacién de
un valor de concentracion de masa del BCR 608 que comprendia aproximadamente
un 68% de los valores posibles de concentracion, se midio la incertidumbre expandida
con un nivel de confianza del 95%. Para ello, se multiplicé la incertidumbre estandar
combinada por un factor k = 2.
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Paso

Componente de incertidumbre

Dilucion del SRM 927b

Concentracion de proteina del SRM
927b

Densidad del SRM 927b
Masa pesada
Volumen del matraz

Asignacion de wun valor de
concentracion de proteina a la
solucion diluida de la creatina-
quinasa 2

Concentracion del SRM 927b diluido

(paso anterior)

Valor asignado por el procedimiento de
Doestch.

Preparacion del patrén liquido

Concentracion de la solucion de la

creatina-quinasa 2
Volumen de la pipeta

Volumen del matraz

Asignacién de wun valor de
concentracion de masa al BCR
608

Concentracion del patron liquido

Valor asignado en la campafia de

certificacion.

Tabla 2.18: Componentes sujetos a errores agrupados en los diferentes pasos de la

certificacion del BCR 608.
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3.1. PURIFICACION DE LA CREATINA-QUINASA 2

El objetivo de la purificacion de la creatina-quinasa 2 fue la obtencion de la
isoenzima para la preparacion del patrén liquido descrito en el apartado 2.9.1.

También se utilizo en los estudios de conmutabilidad (apartado 2.7.).

A partir de 193 g de tejido miocardico humano se obtuvieron 390 mL de
extracto crudo, tal y como se describe en el apartado 2.2.1. El extracto crudo se
precipitd con etanol (apartado 2.2.2.). Después de la centrifugacion, el precipitado sé
resuspendié con 85 mL de tampon de homogeneizacion.

La purificacion de la isoenzima 2 a partir del extracto crudo precipitado y
dializado se realiz6 tal y como se describe en el apartado 2.2.3. En la Figura 3.1, se
representa el cromatograma obtenido en la cromatografia de DEAE-Sephacel, donde
se puede observar como la creatina-quinasa 3 eluia en el volumen del lavado mientras
la isoenzima 2 quedaba retenida en el gel. La creatina-quinasa 2 retenida se eluy6 a
una concentracion de 0,120 mol/L de NaCl. Las fracciones con actividad, se mezclaron

y se concentraron hasta un volumen final de 13 mL.

El concentrado se aplicé a una columna de Blue-Sepharosa. El cromatograma
obtenido se representa en la Figura 3.2. La enzima retenida por afinidad se eluy¢ al
aumentar la fuerza ionica del tampdén mediante la adicién de 0,3 mol/L de NaCl. Las
fracciones con actividad se mezclaron, se concentraron por ultrafiltracion hasta un
volumen de 13,5 mL. Tras una nueva aplicacion a la columna de Blue-Sepharosa con
el objetivo de eliminar la albimina contaminante, la creatina-quinasa 2 retenida se
eluyd mediante ADP 5 mmol/L, no se midi6 la concentracion de proteina por
absorbancia a 280 nm porque el ADP absorbia a esta longitud de onda. El pico de
actividad se recogi6 y se concentré hasta un volumen final de 5,7 mL, y se guardo6 a
-80 °C.

Los resultados obtenidos durante el proceso de purificacién se resumen en las
Tablas 3.1.y 3.2.
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Figura 3.1: Cromatografia en DEAE-Sephacel pH 8,0. Concentracion de proteina (mg/mL) medida por
absorbancia a 280 nm ( - - - ), actividad de la creatina-quinasa total (nkat/L) ( ) y gradiente de NaCl
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Figura 3.2: Cromatografia en Blue-Sepharosa pH 7,0. Concentracion de proteina (mg/mL) medida por
absorbancia a 280 nm ( - - - ), actividad de la creatina-quinasa total (nkat/L) ( )y 0,3 mol/L de NaCl
(. ).
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Proteina Actividad Actividad

total total especifica  Rendimiento  Purificacion

Etapa (mg) (nkat) (nkat/mg) (%) (veces)
EC 6220,5 2521,7 0,405 100 1

DD 1287,4 1801,2 1,40 71,4 34
CK-3 172,7 716,5 4,15 28,4 10,2
CK-2 235,3 227,2 0,96 9,0 2,4
AF1 23,8 149,2 6,27 6,0 15,5
AF2 8,00 80,0 10,0 3,2 24,7

Tabla 3.1: Resultados de la purificacién de la creatina-quinasa 2 a partir de 193 g de tejido
miocardico humano. Medidas de concentracion catalitica de la creatina-quinasa total y de la
concentracién de proteina mediante el procedimiento de Coomassie. EC, extracto crudo; DD,
precipitado de etanol al 70 % resuspendido y dializado; CK-3, pico del lavado de DEAE-Sephacel;
CK-2, pico del eluido de DEAE-Sephacel; AF1, pico de la primera Blue-Sepharosa; AF2, pico de la

segunda Blue-Sepharosa.

Proteina Actividad Actividad

total total especifica  Rendimiento  Purificacion

Etapa (mQ) (nkat) (mkat/mg) (%) (veces)
EC 6220,5 1110,9 0,18 100 1

DD 1287,4 303,2 0,23 27,2 1,3
CK-3 172,7 _ _ _ _
CK-2 235,3 206,7 0,88 18,6 4,9
AF1 23,8 148,2 6,23 13,3 34,6
AF2 8,00 79,8 9,97 7,2 55,4

Tabla 3.2: Resultados de la purificacién de la creatina-quinasa 2 a partir de 193 g de tejido
miocardico humano. Medidas de concentracion catalitica de la creatina-quinasa 2 y de la
concentracion de proteina mediante el procedimiento de Coomassie. EC, extracto crudo; DD,
precipitado de etanol al 70 % resuspendido y dializado; CK-3, pico del lavado de DEAE-Sephacel;
CK-2, pico del eluido de DEAE-Sephacel; AF1, pico de la primera Blue-Sepharosa; AF2, pico de la
segunda Blue-Sepharosa.
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3.2. CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LA CREATINA-QUINASA 2
PURIFICADA Y ANALISIS DE PUREZA

El estudio de las caracteristicas moleculares de la isoenzima 2 purificada y el
andlisis de su pureza se realizd mediante procedimientos electroforéticos, la
disociacion y posterior reasociacion de sus subunidades, y mediante la medicion de la
concentracién catalitica de posibles enzimas contaminantes.

3.2.1. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

Se realizé una electroforesis en presencia de dodecil sulfato de sodio siguiendo
el protocolo especificado en el apartado 2.6.1., para comprobar la pureza de la
isoenzima purificada y calcular la masa molar de sus subunidades. De la misma

manera se realizo un seguimiento del grado de purificacion de cada etapa.

En la Figura 3.3 se muestran los resultados obtenidos una vez realizada la
separacion electroforética tras una tincion de Coomassie (apartado 2.6.3.1.). Cabe
destacar la visualizacion de dos bandas en el carril donde se aplic6 la enzima
purificada con una masa molar de 40.800 y 44.500 g/mol, calculada tal y como se
describe en el apartado 2.6.1.1., que coinciden con las de las subunidades M y B
respectivamente de la creatina-quinasa.

<4— T
4+— P
4+—
+— w
+— »~
4— o
4— o

94.000
67.000 -

= - Subunidad B
43.000 Subunidad M
30.000 —
20.100

Figura 3.3: Electroforesis en condiciones desnaturalizantes de las diferentes etapas de purificacion de
la creatina-quinasa. Se aplicaron 5 ng de proteina por carril.
1, Extracto crudo; 2, precipitado de etanol al 70 %; 3, pico del lavado de DEAE-Sephacel; 4, pico eluido de

DEAE-Sephacel; 5, pico del eluido de la primera Blue-Sepharosa; 6, pico del eluido de la segunda Blue-
Sepharosa; P, patron de masa molar.
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3.2.2. Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes

Se realizdé una electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (apartado
2.6.2.) para identificar la presencia de la creatina-quinasa 2 y confirmar la ausencia en
la muestra purificada de las isoenzimas 1 y 3 de la creatina-quinasa. La visualizacion
de las bandas se realizé por tincion de Coomassie (apartado 2.6.3.1.), y mediante
revelado por actividad (apartado 2.6.3.2.).

En las Figuras 3.4. y 3.5. se observa una Unica banda en el carril
correspondiente al pico del eluido de la segunda Blue-Sepharosa correspondiente a la

creatina-quinasa 2.

<4 -
<4 N

i CK-3 CK-3
- CK-2

CK-2

Figura 3.4: Electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes. Tincién de Coomassie. 5ng de
proteina por carril.

1, pico del lavado de DEAE-Sephacel; 2, pico del
eluido de la segunda Blue-Sepharosa.

Figura 3.5: Electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes. Revelado por actividad. 0,004
kat por carril.

1, pico del lavado de DEAE-Sephacel; 2, pico del
eluido de la segunda Blue-Sepharosa.

3.2.3. Transferencia e identificacion mediante anticuerpos especificos

El estudio de las caracteristicas antigénicas de la creatina-quinasa 2 purificada
se realizd mediante una transferencia de proteinas de un gel de electroforesis
realizado en condiciones no desnaturalizantes a una membrana de PVDF, y un
revelado con anticuerpos especificos (apartado 2.6.3.3.).

Se realizaron tres transferencias, cada una de las cuales se reveld con un
anticuerpo especifico diferente: un anticuerpo monoclonal contra la creatina-quinasa 2,
un anticuerpo monoclonal contra la subunidad M y un anticuerpo monoclonal contra la
subunidad B. También se realizg, junto con cada una de las transferencias, una
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electoforesis en condiciones no desnaturalizantes que se revel6 mediante una tincion

de Coomassie.

Las Figuras 3.6., 3.7. y 3.8., muestran como cada uno de los anticuerpos
reconocia una Unica banda en el carril correspondiente al pico del eluido de la
segunda Blue-Sepharosa que coincidia con la banda tefiida por el colorante.

3.2.4. Isoelectroenfoque

Mediante un isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida se midié el punto

isoeléctrico de la creatina-quinasa 2 (apartado 2.6.4.).

El revelado mediante tincion de Coomassie evidencid la presencia de una
banda mayoritaria con un pl de 5,56 en el carril donde se aplico el eluido de la

segunda Blue-Sepharosa (Figura 3.9.).

P 1 2 3
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Figura 3.9.: Isoelectroenfoque. Tincién de Coomassie. 5
ny de proteina por carril.

1, pico del eluido de la segunda Blue-Sepharosa; 2, pico
del lavado de DEAE-Sephacel; 3, Albumina; P, Patrén de
pl isoeléctrico.
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3.2.5. Obtencién de las isoenzimas 1y 3 a partir de laisoenzima 2

La obtencién de las isoenzimas 1 y 3 a partir de la isoenzima 2 purificada, se
realizé con el objetivo de demostrar que las dos bandas obtenidas tras la realizacion
de la electroforesis en condiciones desnaturalizantes correspondian a la subunidad M
y a la subunidad B.

A partir de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa purificada se obtuvieron las
otras dos isoenzimas mediante la adicién de urea (Xi-Cheng y cols., 1990). Una
alicuota de 0,03 mL de creatina-quinasa 2 purificada con una concentracion de 1,1
mg/mL de proteina se mezclé con 3 mL de una solucion de urea 6 mol/L, Tris-HCI 0,1
mol/L, pH 7,2. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante un tiempo total de
60 minutos, extrayédose 1 mL de la solucién a los 30 y 60 minutos de incubacion. Las
distintas alicuotas se sometieron a una dialisis de 24 h a 4 °C frente a una solucion
compuesta por Tris-HCI 50 mmol/L, 2-mercaptoetanol 10 mmol/L, EDTA.Na, 0,9
mmol/L y ADP 5 mmol/L, pH 7,0. Paralelamente se realizé una dialisis con una
alicuota de 1 mL de creatina-quinasa 2 purificada que no habia sido sometida a la

accion del agente caotrépico (control).

Tras la dialisis, las diferente alicuotas se concentraron hasta un volumen final
de 0,05 mL y se sometieron a una electroforesis en condiciones no desnaturalizantes.
En la Figura 3.10. se muestra un gel de electroforesis revelado con tincién de
Coomassie. El revelado por actividad de la creatina-quinasa se puede ver en la Figura
3.11. y las membranas de PVDF reveladas mediante un anticuerpo monoclonal contra
la subunidad M y un anticuerpo monoclonal contra la subunidad B, en la Figura 3.12. y

en la Figura 3.13., respectivamente.

Los distintos revelados mostraron la presencia de tres bandas con actividad y
con distinta movilidad electroforética. De las tres bandas obtenidas, una era
reconocida por el anticuerpo dirigido contra la subunidad M, otra era reconocida por el
anticuerpo dirigido contra la subunidad B, y una tercera era reconocida por los dos

anticuerpos.
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Figura 3.10: Electroforesis en
condiciones no desnaturalizantes.
Tincién de Coomassie. 5 ng de proteina
por carril.

1, Control; 2, 30 minutos; 3, 60 minutos.
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CK2

Figura 3.12: Electroforesis en
condiciones no desnaturalizantes.
Revelado con un anticuerpo monoclonal
contra la subunidad M.

1, Control; 2, 30 minutos; 3, 60 minutos.

Figura 3.11: Electroforesis en
condiciones  no desnaturalizantes.
Revelado por actividad.

1, Control; 2, 30 minutos.

vy

— — . | CK2
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Figura 3.13: Electroforesis en
condiciones no desnaturalizantes.
Revelado con un anticuerpo monoclonal
contra la subunidad M.

1, Control; 2, 30 minutos; 3, 60 minutos.
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3.2.6. Medicién de enzimas contaminantes

Con el objetivo de detectar la presencia de posibles enzimas contaminantes en
la solucion de la creatina-quinasa 2 purificada, se midié la concentracion catalitica de
distintas enzimas que, o bien por su localizacion se podian encontrar en la fraccion
purificada, o bien por su participacion como enzimas auxiliares en el procedimiento de
medida de la concentracion catalitica de la creatina-quinasa podian ocasionar
resultados anomalos. Las enzimas medidas fueron: aspartato-aminotransferasa,
alanina-aminotransferasa, L-lactato-deshidrogenasa, hexoquinasa y glucosa-6-fosfato-

1-deshidrogenasa.

En la Tabla 3.4. se muestran los resultados obtenidos expresados en
porcentaje con respecto a la actividad total de la creatina-quinasa 2. Las actividades
de las distintas enzimas se midieron mediante los procedimientos descritos en el

apartado 2.3.
Enzima Concentracion catalitica (%)
Aspartato-aminotransferasa ND
Alanina-aminotransferasa ND
L-Lactato-deshidrogenasa 0,9 %
Hexoquinasa ND
Glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa ND

Tabla 3.4: Medicién de diferentes enzimas en la muestra purificada de la
isoenzima 2 de la creatina-quinasa. La concentracién catalitica se expresa en
porcentaje con respecto la actividad total de la creatina-quinasa 2. ND: no
detectable.
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3.3. COMPARACION DE PROCEDIMIENTOS DE MEDIDA DE LA
CONCENTRACION DE MASA DE LA CREATINA-QUINASA 2 Y ESTUDIOS DE
CONMUTABILIDAD

Se realiz0 un estudio comparativo de varios inmunoanalisis comerciales para
determinar las diferencias existentes entre ellos. A la vez se estudid la conmutabilidad
de la creatina-quinasa 2 en distintas matrices humanas, en una matriz sintética y en el

material de referencia BCR 608.

3.3.1. Comparacion de inmunoanalisis

Se compararon los cinco inmunoandlisis descritos en el apartado 2.4: Stratus?,
IMx?, Immulite*, Elecsys® y ACS:180%. Para ello se midi6 la concentracion de masa de
la isoenzima 2 de la creatina-quinasa en cien especimenes de plasma obtenidos tal y
como se describe en el apartado 2.7.1. El objetivo de este estudio comporativo fue la
determinacion de la intercambiabilidad de resultados obtenidos con los distintos
procedimientos, y de no ser asi, detetectar la existencia de diferencias proporcionales

y/o contantes.

Tras la correspondiente calibracién del inmunoanalisis y su validacién mediante
la medicidn de la concentracién de masa en distintos sueros control de concentracion

conocida, se midi6 la concentracion en los especimenes plasmaticos.

Una vez comprobada la existencia de una relacion lineal entre los dos
procedimientos a comparar mediante el test de Cusum, se realizé la comparacion
mediante el procedimiento de Passing y Bablok. Las ecuaciones obtenidas para la
recta de regresion (y = a + bx) se muestran en la Tabla 3.5. En las Figuras 3.14.A. y
3.14.B. se muestran las graficas obtenidas en cada una de las comparaciones.

Las rectas de regresion obtenidas en la comparacién entre el procedimiento de
Elecsys y los otros cuatro inmunoanalisis no contienen el valor O en el intervalo de
confianza de la ordenada en el origen. Esto indica que hay pequefias diferencias de
tipo constante entre Elecsys y el resto de los inmunoanalisis comparados.

Tan solo en las comparaciones ACS:180/Stratus y ACS:180/IMx, se obtienen
rectas de regresion que contienen en el intervalo de confianza de la pendiente el valor
1. Esto indica que existen diferencias de tipo proporcional entre el resto de los

inmunoanalisis comparados.
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X y n Pendiente Ordenada en el origen r
Stratus ACS:180 83 1,09 (0,99/1,18) -1,32 (-3,95/1,54) 0,91
Stratus  Elecsys 85 1,33(1,26/1,42) -4,20 (-7,63/-2,03) 0,96
Stratus IMx 85 1,14 (1,08/1,21) -0,99 (-2,58/1,00) 0,92
Stratus  Immulite 82 1,26 (1,18/1,34) -1,64 (-4,56/1,34) 0,95

ACS:180 Elecsys 97 1,26 (1,19/1,36) -2,75 (-6,08/-0,67) 0,94
ACS:180 IMx 95 1,03 (0,97/1,09) 0,77 (-0,76/3,05) 0,96
ACS:180 Immulite 92 1,14 (1,07/1,22) 1,35 (-1,80/3,31) 0,96
Eleccsys IMx 97 0,83(0,77,0,89) 3,60 (0,97/6,57) 0,92
Eleccsys Immulite 94 0,90 (0,86/0,96) 2,63 (1,29/4,90) 0,96

IMx Immulite 92 1,06 (1,03/1,12) -0,45 (-2,53/1,53) 0,96

Tabla 3.5: Parametros de las rectas obtenidas en la comparacién de los cinco inmunoanéli-
sis con especimenes de plasma aplicando la regresién no paramétrica de Passing y Bablok,
donde “r" es el coeficiente de correlacion y “n” el nimero de especimenes empleados en cada
comparacion. Entre paréntesis se muestran los intervalos de confianza del 95%.

ACS:18C
Elecsys

0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 100 200 300 400 500
Stratus ACS:180

IMx
Immulite

0 T T T T T T 1 0= T T T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350 0 20 40 60 80 100 120 140 160
ACS:180 Stratus

Figura 3.14.A: Rectas obtenidas en la comparacién de los cinco inmunoanélisis con
especimenes de plasma aplicando la regresion no paramétrica de Passing y Bablok. Recta de

regresion ( ), intervalo de confianza del 95% (- - - -) y recta de indentidad (x-x-x-x-).
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Figura 3.14.B: Rectas obtenidas en la comparacion de los cinco inmunoanélisis con especimenes de
plasma aplicando la regresion no paramétrica de Passing y Bablok. Recta de regresion ( ), intervalo

de confianza del 95% (- - - -) y recta de indentidad (X-x-x-x-).

La relacion existente entre los cinco inmunoandlisis, teniendo en cuenta

unicamente las diferencias proporcionales, se resume en la siguiente ecuacion.

Elecsys =1,10 " Immulite=1,20" IMx =1,26" ACS:180=1,33" Stratus
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3.3.2. Estudios de conmutabilidad: efecto de la matriz

El estudio del efecto de la matriz en los cinco inmunoanalisis se realizé
mediante la medicion de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa en cinco materiales
diferentes a los que se les habia afiadido la enzima purificada (apartado 2.7.2). En
primer lugar se determiné la conmutabilidad de los distintos materiales respecto a los

especimenes, y después se realizd un estudio comparativo entre ellos.

3.3.2.1. Conmutabilidad de las matrices
3.3.2.1.1. Matriz sérica

La concentracion de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa en la matriz sérica
se midi6 por cuadruplicado con cada uno de los procedimientos analiticos. También se
midio la concentracién de la isoenzima en la mezcla de sueros utilizados para la
preparacion de la matriz, y se calcul6 la diferencia entre cada concentracion individual
de la matriz sérica y la media de las concentraciones medidas en la mezcla de sueros.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.6.

Inmunoanalisis Concentracion (ng/L) Media DE CV (%)

58,3 o7.4
Stratus 575 0,58 1,0
57,5 56,9
) 35,5 35,9
ACS:180 354 0,70 19
36,0 34,6
64,9 63,9
Elecsys 69,2 2,10 3,0
63,7 68,2
61,8 48,4
IMx 554 6,27 11,3
59,4 51,9
; 66,7 68,9
Immulite 69,6 1,62 2,3
66,2 69,5

Tabla 3.6: Concentracién de masa (ng/L) de la isoenzima 2 de la creatina-
guinasa en la matriz sérica obtenida en cada uno de los inmunoanalisis (n = 4).
DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.

A partir de estos resultados se midié la conmutabilidad de la creatina-quinasa 2
en la matriz sérica (Tabla 3.7.). Con los valores obtenidos se puede deducir que la
creatina-quinasa 2 en la matriz sérica no se comporta de forma equivalente a los
especimenes humanos, ya que sélo es conmutable en dos de las diez comparaciones,

entre Stratus/Immulite, y Elecsys/IMx.
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yIX

X y Pendiente S ds p dp sint
Stratus ~ ACS:180 1,09 (0,99/1,18) 0,62 0,70 0,58 0,69 0,67

Stratus ~ Elecsys  1,33(1,26/1,42) 113 100 134 085 0,58
Stratus IMx 1,14 (1,08/1,21) 096 086 1,22 0,72 0,57
Stratus Immulite 1,26 (1,18/1,34) 1,18 091 1,18 0,70 0,38
ACS:180 Elecsys 1,26(1,19/1,36) 1,84 142 231 123 087
ACS:180 IMx 1,03(0,97/1,09) 156 1,23 2410 105 099
ACS:180 Immulite 1,14 (1,07/1,22) 191 1,29 203 109 057
Eleccsys IMx 0,83(0,77,0,89) 085 087 091 085 097
Eleccsys  Immulite 0,90 (0,86/0,96) 1,04 091 088 088 0,65
IMx Immulite 1,06 (1,03/1,12) 1,22 105 0,96 104 0,67

Tabla 3.7: Conmutabilidad de las matrices. s: matriz sérica, ds: matriz sérica dializada, p: matriz
plasmatica, dp: matriz plasmatica dializada, sint: matriz sintética. En negrita se indica la
conmutabilidad.

La relacion existente entre los cinco inmunoandlisis para la matriz sérica se
resume en la siguiente ecuacion:

Elecsys =0,96 ° Immulite =1,18" IMx=1,84" ACS:180=1,13" Stratus

3.3.2.1.2. Matriz sérica dializada

La concentracion de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa en la matriz sérica
dializada se midié por cuadruplicado con cada uno de los procedimientos analiticos.
También se midi6 la concentracion de la isoenzima en la mezcla de sueros dializados
utilizados para la preparacion de la matriz, y se calculé la diferencia entre cada
concentracion individual de la matriz sérica dializada y la media de las concentraciones
medidas en la mezcla de sueros dializados. Los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 3.8.

A partir de estos resultados se midié la conmutabilidad de la matriz sérica
dializada (Tabla 3.7). Con los valores obtenidos se puede deducir que la creatina-
guinasa 2 en la matriz sérica dializada es conmutable en las comparaciones entre

Elecsys/IMx, Elecsys/Immulite, IMx/Immulite.
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Inmunoandlisis Concentracién (ng/L) Media DE CV (%)

89,4 87,4
Stratus 878 152 1,7
88,6 85,9
: 62,1 60,9
ACS:180 61,8 1,93 3,1
64,3 59,8
87,9 86,8
Elecsys 87,7 0,62 0,7
87,8 88,1
77,9 75,0
IMx 76,3 2,84 3,7
79,3 73,0
: 80,4 80,3
Immulite ' : 80,2 441 5,5
74,7 85,5

Tabla 3.8: Concentracién de masa (n/L) de la isoenzima 2 de la creatina-
quinasa en la matriz sérica dializada obtenida en cada uno de los

inmunoanadlisis (n = 4). DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.

La relacion existente entre los cinco inmunoanalisis para la matriz sérica

dializada se resume en la siguiente ecuacion:

Elecsys =1,09° Immulite =1,15" IMx=1,42" ACS:180=1,00" Stratus

3.2.2.1.3. Matriz plasmatica

La concentracion de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa en la matriz
plasmatica se midié por cuadruplicado con cada uno de los procedimientos analiticos.
También se midi6 la concentracién de la isoenzima en la mezcla de plasmas utilizados
para la preparacion de la matriz, y se calculé la diferencia entre cada concentracion
individual de la matriz plasmatica y la media de las concentraciones medidas en la

mezcla de plasmas. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.9.

A partir de estos resultados se midio la conmutabilidad de la matriz plasmatica
(Tabla 3.7.). Con los valores obtenidos se puede deducir que la creatina-quinasa 2 en
la matriz plasmatica es conmutable en las comparaciones entre Stratus/Elecsys,
Stratus/Immulite, y Elecsys/Immulite.

La relacion existente entre los cinco inmunoanalisis para la matriz plasmatica

se resume en la siguiente ecuacion:

Elecsys =1,13° Immulite=1,10" IMx =2,31" ACS:180=1,34" Stratus
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Inmunoandlisis Concentracién (ng/L) Media DE CV (%)

72,6 71,7
Stratus 715 0,99 14
71,3 70,9
. 43,2 39,9
ACS:180 ’ ’ 415 191 46
39,8 43,1
91,6 96,9
Elecsys 958 3,33 3,5
95,1 99,6
86,6 88,8
IMx 874 139 16
85,8 88,2
i 82,9 89,0
Immulite J ' 84,3 3,26 3,9
81,9 83,7

Tabla 3.9: Concentracién de masa (ng/L) de la isoenzima 2 de la creatina-
quinasa en la matriz plasmatica dializada obtenida en cada uno de los

inmunoanadlisis (n = 4). DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.

3.3.2.1.4. Matriz plasmatica dializada

La concentracion de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa en la matriz
plasmatica dializada se midié por cuadruplicado con cada uno de los procedimientos
analiticos. También se midi6 la concentracion de la isoenzima en la mezcla de
plasmas dializados utilizados para la preparacion de la matriz, y se calculé la
diferencia entre cada concentracion individual de la matriz plasmatica dializada y la
media de las concentraciones medidas en la mezcla de plasmas dializados. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.10.

Inmunoanalisis Concentracion (ng/L) Media DE CV (%)

1117 105,2
Stratus : ’ 106,7 5,72 5,3
110,7 99,3
. 73,2 73,6
ACS:180 736 1,33 1,8
73,1 75,4
90,5 89,6
Elecsys , : 90,6 0,88 1,0
91,7 90,5
76,4 81,8
IMx 77,2 3,18 4,1
75,8 74,6
. 76,4 77,2
Immulite 83,2 3,98 4,8
81,9 84,8

Tabla 3.10: Concentracién de masa (my/L) de la isoenzima 2 de la creatina-
quinasa en la matriz plasmatica dializada obtenida en cada uno de los

inmunoanadlisis (n = 4). DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.
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A partir de estos resultados se midi6é la conmutabilidad de la matriz (Tabla 3.7.).
Con lo valores obtenidos se puedededucir que la creatina-quinasa 2 en la matriz
plasmética dializada es conmutable en las comparaciones entre ACS:180/Elecsys,
ACS:180/IMx, ACS:180/Immulite, Elecsys/IMx, Elecsys/Immulite, e IMx/Immulite.

La relacion existente entre los cinco inmunoanalisis para la matriz plasmatica
dializada se resume en la siguiente ecuacion:

Elecsys =1,13 " Immulite =1,17" IMx =1,23" ACS:180=0,85" Stratus

3.3.2.1.5. Matriz sintética

La concentracion de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa en la matriz sintética
se midié6 por cuadruplicado con cada uno de los procedimientos analiticos. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.11.

A partir de estos resultados se midié la conmutabilidad de la matriz sintética
(Tabla 3.7.). Con los valores obtenidos se puede deducir que la creatina-quinasa 2 en
la matriz sintética no se comporta de forma equivalente a los especimenes humanos,
ya que solo es conmutable en la comparacion entre ACS:180/IMx.

Inmunoanalisis Concentracion (ng/L) Media DE CV (%)

131,1 134,9
Stratus 1317 229 17
131,2 129,5
. 88,5 88,7
ACS:180 1 ! 886 1,17 1,3
88,0 90,3
77,3 78,9
Elecsys 774 1,36 17
77,7 75,7
72,0 78,0
IMx 744 340 46
76,5 71,0
. 53,9 48,1
Immulite 516 250 48
52,9 51,7

Tabla 3.11: Concentracién de masa (ng/L) de la isoenzima 2 de la creatina-
quinasa en la matriz sintética obtenida en cada uno de los inmunoandlisis (n =
4). DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.

La relacion existente entre los cinco inmunoandlisis para la matriz sintética se
resume en la siguiente ecuacion:

Elecsys =1,50 " Immulite =1,04" IMx =0,87" ACS:180=0,58" Stratus
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3.3.2.2. Comparacioén entre las matrices dializadas y sin dializar

La mediciébn de la creatina-quinasa 2 en la matriz sérica y en la matriz
plasmaética, dializadas y sin dializar, se realizd con el objetivo de estudiar el efecto de
la eliminacion de los componentes de baja masa molar sobre cada uno de los
inmunoanalisis.

La comparacion de las medias obtenidas para la matriz sérica dializada y sin
dializar mediante la distribucion de Student (t), muestra la existencia de diferencias

significativas entre las dos matrices para cada uno de los inmunoanalisis, siendo las
concentraciones mas elevadas en la matriz sérica dializada (a = 0,05).

En la Tabla 3.12. se muestra la media y su intervalo de confianza del 95%
obtenido por cada procedimiento para cada una de las matrices. También se muestra
la relacién existente entre las dos matrices (%), que pone de manifiesto el aumento
que se produce al eliminar las sustancias dializables del suero.

Matriz sérica dializada Matriz sérica

Inmunoanalisis (ny/L) (ng/L) Relacion (%)
Stratus 87,8+242 575+0,92 34
ACS:180 61,8 + 3,07 354 +1,01 42
Elecsys 87,7+0,92 65,2+ 3,31 25
IMx 76,3+ 4,51 55,4 + 9,99 27
Immulite 80,2 + 7,02 67,8 +2,58 15

Tabla 3.12: Concentracion de masa (ng/L) de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa
en la matriz sérica dializada y sin dializar, e intervalo de confianza del 95% para cada

una de las medias (n = 4). “Relacion”, es el cociente de la diferencia entre las dos
matrices y la matriz sérica dializada.

La comparacion de las medias obtenidas para la matriz plasmatica dializada y
sin dializar mediante la distribucion de Student (t), muestra la existencia de diferencias
significativas entre las dos matrices cuando la medicion se realizé en Stratus, en
ACS:180 y en IMx, siendo las concentraciones mayores en la matriz dializada para los
dos primeros e inferiores para IMx (a = 0,05). No habia diferencias significativas

cuando la medicion se realiz6 en Elecsys (a = 0,01) o en Immulite (a = 0,05).

En la Tabla 3.13. se muestra la media y su intervalo de confianza del 95%
obtenido por cada procedimiento para cada una de las matrices. También se describe
la relacion existente entre las dos matrices (%), que pone de manifiesto las variaciones
producidas en la medicion como consecuencia de la eliminacién de las sustancias
dializables del plasma.
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Matriz plasmatica Matriz plasmaética

Inmunoanalisis dlglr;gz/zil_c)ja (ny/L) Relacion (%)
Stratus 106,7 + 9,09 71,5+0,57 33
ACS:180 73,6 £1,70 41,5+ 3,03 43
Elecsys 90,6 + 1,37 95,8 £5,34 -5
IMx 77,2+5,07 87,4+221 -13
Immulite 80,1 +6,33 84,3 £ 4,99 -5

Tabla 3.13: Concentracién de masa (ng/L) de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa
en la matriz plasmética dializada y sin dializar medida (n = 4), e intervalo de confianza
del 95% para cada una de las medias. “Relacion”, es el cociente de la diferencia entre
las dos matrices y la matriz plasmatica dializada.

3.3.2.3. Comparacion entre las matrices sérica y plasmatica dializadas y sin dializar

Se realiz6 una comparacién entre las matrices sérica y plasmatica dializadas y

sin dializar, con el objetivo de estudiar las diferencias existentes entre ellas.

En la Tabla 3.14. se muestran los resultados de la comparacién entre la matriz
sérica y plasmatica sin dializar. La media de los valores de concentracién obtenidos
para cada inmunoandlisis es significativamente superior cuando la medicion de la
creatina-quinasa 2 se realiza en la matriz plasmatica (@ = 0,05). Al dializar las

matrices, estas diferencias s6lo se mantienen en dos inmunoanalisis, Stratus y
ACS:180, mientras que para Elecsys, IMx e Immulite la concentracion no varia en
funcion de la matriz dializada (Tabla 3.15.). Sin embargo, al realizar la comparacion de
las medias mediante la distribucion de Student (t), se obtienen diferencias
significativas para Stratus, ACS:180 y Elecsys (a = 0,05).

Matriz plasmatica Matriz sérica

Inmunoanalisis Relacion (%)

(ny/L) (ng/L)
Stratus 71,5+ 0,57 57,5+ 0,92 19
ACS:180 41,5+ 3,03 354+1,01 14
Elecsys 95,8 +5,34 65,2 + 3,31 31
IMx 87,4+221 55,4 £ 9,99 36
Immulite 84,3+4,99 67,8+ 2,58 19

Tabla 3.14: Concentracién de masa (/L) de la isoenzima 2 de la creatina-
quinasa en la matriz plasmatica y la matriz sérica (n = 4), e intervalo de confianza
del 95% para cada una de las medias. “Relacion”, es el cociente entre la diferencia

de las dos matrices y la matriz plasmatica.
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Matirz plasmatica

Matriz sérica

Inmunoanalisis dializada dializada  Relacién (%)
(ng/L) (ny/L)
Stratus 106,7 £ 9,09 87,8+242 17
ACS:180 73,6 1,70 61,8 + 3,07 16
Elecsys 90,6 + 1,37 87,7+0,92 3
IMx 77,2+5,07 76,3+ 4,51 1
Immulite 80,1 +6,33 80,2+ 7,02 0

Tabla 3.15: Concentracién de masa (rg/L) de la isoenzima 2 de la creatina-
quinasa en la matriz plasmatica dializada y la matriz sérica dializada (n = 4), e

intervalo de confianza del 95% para cada una de las medias. “Relacion”, es el
cociente entre la diferencia de las dos matrices y la matriz plasmatica dializada.

3.3.3. Conmutabilidad del material de referencia BCR 608

Siguiendo el mismo procedimiento que el usado para las matrices, se estudio la

conmutabilidad del material de referencia BCR 608 de la creatina-quinasa 2. Una vez

reconstituido el material de referencia, la concentracion de la isoenzima 2 de la

creatina-quinasa se midio por cuadruplicado con cada uno de los inmunoanalisis. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.16.

A partir de estos resultados se midié la conmutabilidad del material, el valor

para cada una de las comparaciones se muestra en la Tabla 3.17. Con estos

resultados se puede deducir que la creatina-quinasa 2 del material de referencia no se

comporta de forma equivalente a los especimenes humanos, ya que soélo es

conmutable en la comparacion entre Elecsys/Immulite.

Inmunoanalisis Concentracion (ng/L) Media DE CV (%)
101,7 99,5
Stratus 102,4 2,50 2,4
105,5 102,9
) 65,8 66,5
ACS:180 66,15 1,31 19
67,7 64,6
61,6 65,7
Elecsys ' : 63,1 1,96 3,1
63,5 61,5
63,4 64,7
IMx 62,1 3,00 4,8
62,5 57,8
; 52,8 53,9
Immulite , : 55,9 2,95 5,3
58,2 58,6

Tabla 3.16: Concentracién de masa (ng/L) de la isoenzima 2 de la creatina-
quinasa en el material de referencia BCR 608 obtenida en cada uno de los

inmunoanadlisis (n = 4). DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.
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X y Pendiente y/IX

Stratus ACS:180 1,09 (0,99/1,18) 0,65
Stratus Elecsys 1,33(1,26/1,42) 0,62
Stratus IMx 1,14 (1,08/1,21) 0,60
Stratus Immulite 1,26 (1,18/1,34) 0,55
ACS:180  Elecsys 1,26 (1,19/1,36) 0,95
ACS:180 IMx 1,03 (0,97/1,09) 0,94
ACS:180 Immulite 1,14 (1,07/1,22) 0,94
Eleccsys IMx 0,83(0,77,0,89) 0,84
Eleccsys  Immulite 0,90 (0,86/0,96) 0,88
IMx Immulite 1,06 (1,03/1,12) 0,89

Tabla 3.17: Conmutabilidad del material de referencia
BCR 608. En negrita se indica la conmutabilidad.

La relacion existente entre los cinco inmunoandlisis para el material de

referencia se resume en la siguiente ecuacion:

Elecsys =1,13" Immulite=1,02" IMx =0,95" ACS:180=0,62 " Stratus
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3.4. ASIGNACION DE UN VALOR DE CONCENTRACION DE PROTEINA POR EL
PROCEDIMIENTO DE DOETSCH

La asignacion de un valor de concentracion de proteina a la solucion diluida de
la creatina-quinasa 2 se realizO0 mediante el procedimiento de Doetsch, tal y como se
describe en el apartado 2.8. Previamente se realiz6 un estudio de las caracteristicas
metroldgicas del procedimiento, asi como un ensayo preliminar en el que colaboraron

los distintos laboratorios participantes en la campana.

3.4.1. Estudio de algunas caracteristicas metroldgicas del procedimiento de

Doetsch

El estudio de algunas caracteristicas metrologicas del procedimiento de
Doetsch, se realiz6 con el objetivo de valorar aspectos del procedimiento de medida
gue posteriormente se iban a tener en cuenta durante la medicion. Basicamente
consisti6 en la determinacién de la rectilinealidad, el limite de deteccion y la
imprecision.

Para la determinacion de la rectilinealidad se realizaron diferentes diluciones en
agua de una solucion de albumina sérica bovina 3 g/L comprendidas entre 0,09 y 1,5
g/L. Las medidas de cada dilucion se realizaron por duplicado mediante el
procedimiento descrito en el apartado 2.5.3.2. Los resultados obtenidos mostraban
una relacién lineal entre la absorbancia medida y la concentracion de la muestra
dentro del intervalo de concentraciones estudiado. La recta de regresion lineal
obtenida presentaba un coeficiente de regresion (r) de 0,9986, una pendiente de 1,111

y una ordenada en el origen de -0,018.

Para la determinacion del limite de deteccion se realizaron diez mediciones del
blanco compuesto por agua destilada. El limite de deteccion se calcul6 mediante la
ecuacion: Lp = X, + 3 DE, donde X, es la media de los valores del blanco y DE es la
desviacion estandar. El resultado obtenido tras la interpolaciébn en la recta de
calibracion, realizada como se ha descrito anteriormente, que relacionaba absorbancia
frente a concentracion fue de 0,0045 g/L.

Para la estimacion de la imprecision interserial e intraserial se midieron tres
series por triplicado de tres soluciones de albumina sérica bovina de 0,1, 0,5y 1,0 g/L.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.18.
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Albumina (g/lL)  CV (%) Intraserial CV (%) Interserial

01 2,02 2,29
05 1,53 8,39
1,0 112 4,81

Tabla 3.18: Imprecisién intraserial e interserial del procedimiento de
Doetsch. CV es el coeficiente de variacion (n = 3).

3.4.2. Medicion de la concentraciéon de proteina de una solucién de albumina

Previamente a la campafia de asignacién de un valor de concentracién de
proteina a la solucion diluida de la creatina-quinasa 2 purificada se realizé un ensayo
preliminar en el que participaron los distintos laboratorios descritos en el apartado
2.8.2.

Los objetivos de este ensayo preliminar fueron la familiarizacion de los
diferentes participantes con el procedimiento de medida, ya que la obtencién de la
creatina-quinasa 2 purificada era muy costosa y consecuentemente no se podian
correr riesgos, y la constatacion de que el método escogido cumplia con los requisitos

deseados de imprecision e inexactitud analitica.

Del mismo modo que en la campafia de asignacion de un valor de
concentracion de proteina a la solucion diluida de la creatina-quinasa 2 purificada, en
el ensayo preliminar los participantes midieron por duplicado en tres dias diferentes la
concentracion de proteina de dos soluciones de albumina sérica bovina (solucion
problema y calibrador). A cada participante se le enviaron 3 viales de calibrador, 3
viales de solucion problema y un total de 26 columnas de gel filtracién. También se les
proporciond las instrucciones necesarias que describian el procedimiento de medida a
seguir (apartado 2.8.3.), asi como el formulario a rellenar con los datos obtenidos.

Al igual que el calibrador, la solucion problema se preparé a partir de una
dilucion del material de referencia SRM 927b. En un matraz aforado (clase DIN A) de
250 mL, previamente tarado, se pesaron 1,0674 g del SRM 927b. Seguidamente el
recipiente se enrasé cuidadosamente con una solucion de azida de sodio 1 g/L. La

concentracion final tras la dilucion fue de 0,3011 g/L.

El célculo de la concentracion de proteina se realizé tal y como se describe en
el apartado 2.8.4. a partir de la media de las absorbancias del calibrador. En la Tabla
3.19. se muestran los valores de concentracion obtenidos por cada laboratorio
participante en los diferentes dias, al igual que la media, la desviacion estandar y el

coeficiente de variacion.
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Laboratorio Dia 1 Dia 2 Dia3 Media DE CV (%)

1 0,2979 0,2927 0,2978 02935 0,0063 216
0,2923 0,2819 0,2987

5 0,3943 0,3631 0,3929 03724 00267 716
0,3801 0,3231 0,3812

3 0,3096 0,2986 0,2860 02979 0,0092 3,10
0,3102 0,2899 0,2936

4 0,2978 0,2897 0,2973 02941  0,0040 134
0,2978 0.2897 0,2925

0,2764 0,3050 0,3201
5 0,3008 0,0164 5,46
0,2882 0,3000 0,3151

Tabla 3.19: calculo de la concentracién de proteina (g/L) de la solucién problema
de albumina obtenida por los distintos laboratorios. DE: desviacion estandar; CV:
coeficiente de variacion.

En la Figura 3.15. se representan las medias y 2 veces la desviacion estandar
obtenidas por cada laboratorio, también se representa la distribucion de las medias

individuales respecto a la media de medias.

A partir de las medias de cada laboratorio se calcul6 la media de las medias, la
inexactitud y la imprecision. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.20.

Concentracion Media Error DE CvVv
(g/L) (g/L) (%) (%)
0,3011 0,3117 -3,4 0,034 3,84

Tabla 3.20: Datos obtenidos a partir del anélisis de las medias de la
concentracion de proteina (g/L) de la solucién problema obtenidas por los
distintos laboratorios. DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de
variacion.
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Figura 3.15: Representacion de los valores medios de concentracién de proteina (g/L) de la solucién
problema de albumina obtenidos por cada laboratorio. Media (+), desviacién estandar (), 2 x desviacién
estandar (1), media de medias ( )

3.4.3. Medicién de la concentracion de proteina de una solucion diluida de la
creatina-quinasa 2 purificada

En vista de los buenos resultados obtenidos en el ensayo preliminar, se
procedio a realizar la asignacion de un valor de concentracion de proteina a la solucién

diluida de creatina-quinasa 2 purificada.

A partir de los valores de absorbancia obtenidos por cada laboratorio
participante para el calibrador y la solucién diluida de la creatina-quinasa 2 purificada,

se calcul6 su concentracion tal y como se describe en el apartado 2.8.4.

En la Tabla 3.21. se indican los valores de concentracién individuales
obtenidos por cada laboratorio, la media, la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion. Mediante el test de Box-Whisker se encontré un valor aberrante para el

laboratorio 3, aun asi no se elimind porgue no existian razones experimentales.
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Laboratorio Dia 1 Dia 2 Dia3 Media DE CV (%)

1 0,1273 0,1219 10,1214 01262 0,0046 3.63
0,1302 0,1325 0,1238

5 0,1199 0,1153 0,1103 01176 0,0043 3,69
0,1202 0,1173 0,1224

3 0,1049 0,1078 0,1023 01103 00126 11,39
0,1341 0,1129 0,0995

4 0,1356 0,1282 0,1294 01306 00037 2.80
0,1347 0,1265 0,1294

0,1228 0,1344 0,1411
5 0,1371 0,0134 9,74
0,1216 0,1479 0,1547

Tabla 3.21: Concentracién de proteina (g/L) de la solucién diluida de la creatina-
quinasa 2 purificada obtenida por los distintos laboratorios. En negrita se indica el
valor aberrante (Box-Whisker). DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.

En la Figura 3.16. se representan las medias y 2 veces la desviacion estandar
obtenidas por cada laboratorio, también se representa la distribucion de las medias

individuales respecto a la media de medias.
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Figura 3.16: Representacion de los valores medios de concentracion de proteina (g/L) de la solucién
diluida de la creatina-quinasa 2 purificada obtenidos por cada laboratorio. Media (+), desviacién estandar
(D), 2 x desviacion estandar (1), media de medias (- - - -).
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A partir de los valores de concentracion se realizé una evaluaciéon estadistica,
los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.22. Puesto que habia
homogeneidad de varianzas y los datos de cada grupo se ajustaban a una distribucién
normal, se pudo realizar la prueba del analisis de la varianza (ANOVA), el resultado de
la cual puso de manifiesto la existencia de diferencias significativas entre los distintos
laboratorios (Tabla 3.23).

Numero de grupos de resultados aceptados: P:5

Numero de replicados aceptados: N:30
Homologia de varianzas (test Cochran a =0,05): homogéneas
Normalidad de la distribucién de medias (K-S): Normal
Valores de medias datos aberrantes (B-W): Ninguna
Media de medias: 0,1243 g/L
DE de la distribucién de medias: 0,0106 g/L
Ccv 8,52%

DE intralaboratorio: 0,0088 g/L
DE interlaboratorio: 0,0259 g/L
Intervalo de confianza del 95% de la media: 0,1243 + 0,0131 g/L

Tabla 3.22: Evaluacién estadistica de los valores de concentracion de proteina de la
solucién de la creatina-quinasa 2 purificada obtenidos por cada laboratorio. B-W: Box-
Whisker, K-S: Kolmogorov-smirnov

cﬁg[jnrgc?;s Glrii)lg(r)t;;j ) chlf:c?;gdd:s F Snedecor  P-value
Entregrupos 2,69 .10° 4 6,75.10" 8,66 0,0002
Intragrupos 1,94 .10° 25 7,79 .10°
Total 4,65.10° 29

Tabla 3.23: Andlisis de la varianza (ANOVA).

El test de Sheffe puso de manifiesto la existencia de dos grupos distintos que
guedaba reducido a sélo uno si se eliminaban el laboratorio 3 0 el 5 (Tabla 3.24.).
Puesto que no habian razones experimentales que justificasen dicha eliminacion, la
asignacion del valor de concentracion de proteina a la solucién diluida de la creatina-
quinasa 2 purificada, se realizé teniendo en cuenta las medias de todos los
laboratorios participantes. El valor de concentracion de proteina asignado a dicha
solucion fue: 0,1243 g/L.
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Laboratorio Replicados Media Grupos homogéneos
3 6 0,1103 X
2 6 0,1176 X X
1 6 0,1262 X X
4 6 0,1306 X X
5 6 0,1371 X

Tabla 3.24: Test de Sheffe para la determinacién de grupos
homogéneos de valores de concentracion de proteina de la solucién

diluida de la creatina-quinasa 2 purificada (a = 0,001).
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3.5. MEDICION DE LA CONCENTRACION DE MASA DEL MATERIAL DE
REFERENCIA BCR 608

La medicién de la concentracion de masa del BCR 608 se realizé mediante los
distintos immunoanalisis que disponian los laboratorios participantes en la campafia de
certificacion. La concentracion del material de referencia se calculoé primero a partir de
los calibradores proporcionados por los diferentes fabricantes, y después a partir de un
patron liquido con un valor de concentracion de proteina asignado por el
procedimiento de Doestch. El patrén liquido se preparado de la misma manera que el
material de referencia.

Cada participante calibré el analizador correspondiente y verifico la calibracion
con los sueros control de concentracion conocida de que disponia (Tabla 3.25.). Tras
la comprobacion de que la calibracion habia sido correcta se midio la concentracion de
masa de la creatina-quinasa 2 del material de referencia y del patrén liquido por

duplicado.

Una vez finalizada la campafa se analizaron todos los datos proporcionados
por los diferentes laboratorios, y finalmente se asign6 un valor de concentraciéon de

masa al material de referencia BCR 608.

3.5.1. Medicién de la concentracion de masa utilizando los calibradores
proporcionados por el fabricante

La configuracién de los distintos analizadores comerciales obligaba a realizar la
calibracion mediante los calibradores proporcionados por el mismo fabricante
obteniéndose valores de concentracion de masa. Estos valores fueron corregidos para
cada laboratorio teniendo en cuenta el error volumétrico cometido durante la
reconstitucion del BCR 608. En la Tabla 3.26. se muestran los valores de
concentracion corregidos obtenidos por cada participante, la media, la desviacién
estandar asociada y el coeficiente de variacién. Mediante el test de Box-Whisker se
encontraron dos valores aberrantes respecto a su grupo de valores, y una media de
concentraciones aberrante respecto al resto de medias. Los valores aberrantes no se

eliminaron por que no habian razones experimentales que lo justificase.

En la Figura 3.17. se representan las medias obtenidas para cada laboratorio.
También se describe la distribucion de las medias individuales respecto a la media de
medias.
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Concentracion
(mg/L)

. L Concentracion Rango . p .
Caod. Coadigo del control Dial Dia2 Dia3
J (/L) (/L)
- 3,5-6,5 57 52 5,8
CK-MB trol ! ! ' ! !
1 (9c09-1((:)())n rols - 150-250 21,7 20,4 22,2
- 90,0 -150,0 1349 121,4 143,8
2a Precicontrol cardiac 6,0 56-6,4 5,9 5,8 5,8
(2018209) 53,0 47,7 — 58,4 51,1 52,2 52,1
. . 4.3 3,5-5,0 51 51 4,9
2b i’g:ﬁg&gg?c 16,0 13,8-18,1 145 148 145
50,8 445 - 57,1 46,0 44,6 43,3
4,0 2,1-59 3,8 2,5 4,0
3 (B 5930-1/-2/-3) 14,8 11,9 -17,8 - 16,7 18,6
42,6 34,1 -51,2 50,6 43,6 48,0

; 35-72 52 49 58
4a %pQ“Eg'i'z'\;'li) ; 121-201 155 144 147
; 28,1-46,9 384 361 350

b Precicontrol cardiac 6,1 48 -7,4 6,1 6.4 6.4
(2018209) 545 43,6 — 65,4 54,9 57,6 55,8

4.6 3,2-59 4.9 5,2 5,2

C t I D d y il il H y il

5 (805”2;‘;) ade 18,0 144-215 190 19,6 19,9
50,4 40,3 - 60,4 54,2 56,4 56,4

5,0 4,2 -57 4.8 52 52

6 - 20,0 17 - 23 19,2 19,8 20,8
120,0 102 — 138 1199 1215 127.,8

7 Precicontrol cardiac 6,1 48-7,4 6,1 6,3 6,2
(2018209-122) 545 43,6 — 65,4 54,7 54,9 55,4

Tabla 3.25: Datos sobre los sueros control utilizados por los distintos participantes para
validar las respectivas calibraciones. En negrita se indican los valores obtenidos fuera de rango.

A partir de los valores de concentracion de masa obtenidos por los distintos
participantes se realizd una evaluacion estadistica cuyos resultados se muestran en la
Tabla 3.27. Puesto que los diferentes laboratorios presentaban homogeneidad de
varianzas y los datos de cada grupo se ajustaban a una distribucion normal, se pudo
realizar una comparacion de los diferentes grupos mediante el andlisis de la varianza
(ANOVA). El estudio puso de manifiesto la existencia de diferencias significativas entre
los distintos grupos de datos (Tabla 3.28).
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Cadigo Dial Dia2 Dia3 Media DE CV (%)

72,38 6549 72,07
72,78 66,60 72,18
53,22 51,37 51,51
28 53,65 50,98 49,17 5165 162 314

55,26 58,56 56,06

70,25 3,28 4,68

2b 5476 5676 5516 000 140 250
3 gigg 22:28 22:38 59,88 3,39 567
g7 s saos 402 170 201
4b 22;32 gggg g;gé 5549 1,25 225
5 ig1s som s 04 33 562
5 64.28 6468 6887 . .. o0

58,87 62,98 66,78

7 50,73 48,76 50,58 5078 115 226
50,98 51,51 52,15 ’ ’ '

Tabla 3.26: concentracion de masa corregida (my/L) del BCR 608

calculada mediante los calibradores proporcionados por el fabricante. En
negrita se indican los valores aberrantes Box-Whisker). DE: desviacién
estandar; CV: coeficiente de variacion.

95

; == .

75

65

55 _I_EE| E_‘;'
EIlRE

45

Concentracion de masa del BCR 608 (ug/L)

35 i A i i i
1 2a 2b 3 4a 4b 5 6 7 Media de medias

Cédigo

Figura 3.17: Representacion de las medias de la concentracion de masa corregida (mg/L) del BCR 608
calculada mediante los calibradores proporcionados por el fabricante. Media (+), desviacién estandar (0),
2 x desviacion estandar (1), media de medias ( ).
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Numero de grupos de resultados aceptados: P:9

Numero de replicados aceptados: N:54
Homologia de varianzas (test Cochran a =0,05): homogéneas
Normalidad de la distribucién de medias (K-S): Normal
Valores de medias datos aberrantes (B-W): Una

Media de medias: 61,404 ny/L
DE de la distribucion de medias: 10,627 ng/L
Ccv 17,31%

DE intralaboratorio: 26,026 ny/L
DE interlaboratorio: 2,483 ny/L
Intervalo de confianza del 95% de la media: 61,404 + 8,169 ny/L

Tabla 3.27: Evaluacion estadistica de la concentracién de masa corregida (ng/L) del
material de referencia BCR 608, calculada mediante los calibradores proporcionados
por el fabricante. B-W: Box-Whisker, K-S: Kolmogorov-smirnov

cuadrados  lbertad  cuadrados F Snedecor Pvalue
Entregrupos 5418,99 8 677,373 109,90 < 0,001
Intragrupos 277,365 45 6,16367
Total 5696,35 53

Tabla 3.28: Analisis de la varianza (ANOVA).

El test de Sheffe mostraba la coexistencia de 6 grupos distintos de datos (a =

0,05) (Tabla 3.29). El célculo de la concentracion de masa del BCR 608 se realizd
teniendo en cuenta las medias de todos los laboratorios participantes. El valor de
concentracion de masa calculado fue: 61,2 ng/L.

Cddigo Replicados Media Grupos homogéneos

7 6 50,78 X
2a 6 51,65 X
4b 6 5549 x X
2b 6 56,09 x X
5 6 59,47 X
3 6 59,88 X
6 6 64,41
1 6 70,25
4a 6 84,62 X

Tabla 3.29: Test de Sheffe para la determinacién de grupos
homogéneos de valores concentracion de masa corregida (rg/L) del
BCR 608 (a = 0,001).
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3.5.2. Medicién de la concentracion de masa mediante el patron liquido

Al igual que en el material de referencia la concentraciéon de masa fue medida
en el patron liquido. El patrén liquido se prepard a partir de una solucion pura de
creatina-quinasa 2 a la que previamente se le habia asignado un valor de
concentracion de proteina mediante el procedimiento de Doestch (apartado 3.6). El
calculo de la concentracion de masa del BCR 608 usando el patron liquido como
calibrador, se realiz6 con el objetivo de asignar un valor concentracion de masa al
material de referencia trazable al material de referencia internacional SRM 927 b.

En la Tabla 3.30. se muestran los valores de concentracién de masa obtenidos

por cada participante para el patrén liquido.

Cddigo Dial Dia2 Dia3 Media DE CV (%)
67,90 59,50 63,40

1 6320 60,00 6390 0> 304 483

9a 4339 4480 41,08 495, 178 412
44,96 44,18 41,02

oh 43,70 43,10 4380 y355 195 2092
42,10 4510 41,60

3 5430 5120 5240 5508 405 765
57,20 46,20 56,60

4a 69,00 6890 7180 4951 358 515
69,20 64,00 74,80

b 46,50 47,99 48,76 4787 106 2721
46,87 49,26 47,86
58,98 58,68 56,57
58,20 51,20 66,70

6 5620 5920 6400 0092 389 636

7 39,46 37,22 3941 3759 1,55 413

36,08 35,81 37,68

Tabla 3.30: Concentracion de masa (my/L) del patrén liquido. DE:
desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.

A partir de la media del patrén liquido calculada para los diferentes dias, y
teniendo en cuenta el error volumétrico cometido en la reconstitucion del BCR 608, se
calcul6 la concentracion de masa del material de referencia tal y como se describe en
el apartado 2.9.4. En la Tabla 3.31. se muestran los valores de concentracion

obtenidos para cada participante, la media, la desviacién estandar asociada y el
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coeficiente de variacion. Mediante el test de Box-Whisker se encontré6 un valor
aberrante que no se eliminé ya que no habian razones experimentales para ello.

Cddigo Dial Dia2 Dia3 Media DE CV (%)
88,73 88,09 91,00

1 8022 8957 9113 o>02 122 136

- 9680 9278 10083 o505 324 337
97,60 92,07 96,27

b 10352 10671 10551 10406 154 147
102,58 103,43 10381
8942 9345 92,36

3 8870 9015 o14g 093 182 200

" 9885 10159 9286 o759 4g5 475
102,11 100,62 91,33

m 94,88 9334 9521 9311 2920 239
9426 91,41 89,52

. 8527 84,16 89,78 g5 400 405
80,50 80,90 90,33

A 9030 8633 8469 gros p95 350
82,72 8407 82,11

; 108,09 107,31 10544 j00c0 24a  pap

108,62 113,36 108,72

Tabla 3.31: concentracién de masa (ng/L) del BCR 608 calculada
mediante el patrén liquido, y teniendo en cuenta el error volumétrico. En
negrita se indica el valor aberrante (Box-Whisker). DE: desviacion estandar;
CV: coeficiente de variacion.

En la Figura 3.18. se representan las medias obtenidos para cada laboratorio.
También se describe la distribucion de las medias individuales respecto a la media de
medias.

En la Tabla 3.32. se muestran los resultados de la evaluacion estadistica de las
concentraciones de masa calculadas mediante el patréon liquido. Puesto que los
diferentes laboratorios presentaban homogeneidad de varianzas, y los datos de cada
participante se ajustaban a una distribucién normal, se pudo realizar una comparacion
de los diferentes grupos mediante el andlisis de la varianza (ANOVA). El estudio puso
de manifiesto la existencia de diferencias significativas entre los distintos laboratorios
(Tabla 3.33.).
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Figura 3.18: Representacion de las medias de la Concentracién de masa (ngy/L) del BCR 608 calculada
mediante el patron liquido, y teniendo en cuenta el error volumétrico. Media (+), desviacién estandar (),
2 x desviacion estandar (1), media de medias ( ).

Numero de grupos de resultados aceptados: P:9

Numero de replicados aceptados: N:54
Homologia de varianzas (test Cochran a =0,05): homogéneas
Normalidad de la distribucion de medias (K-S): Normal
Valores de medias datos aberrantes (B-W): Ninguna
Media de medias: 94,518 ny/L
D.E de la distribucion de medias: 8,085 ny/L
CVv 8,55%

D.E interlaboratorio: 19,807 ng/L
D.E intralaboratorio: 2,940 ng/L
Intervalo de confianza del 95% de la media: 94,518 + 6,215 ng/L

Tabla 3.32: Evaluacion estadistica de la concentracién de masa (mg/L) del material
de referencia BCR 608, calculada mediante el patron liquido, y teniendo en cuenta el
error volumétrico.
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cuadrados  lberad  cuadrados F Snedecor Pvalue
Entregrupos 3138,48 8 392,51 45,38 < 0,001
Intragrupos 389,056 45 8,64569
Total 3527,54 53

Tabla 3.33: Analisis de la varianza (ANOVA).

El test de Sheffe mostraba la coexistencia de cinco grupos distintos de datos
(a =0,05) (Tabla 3.34.). La concentracién de masa del BCR 608 se célculo a partir de
la media de las medias, en vez de a partir de la media de todos los valores

individuales, debido a la elevada variabilidad entre laboratorios. El valor de
concentracién de masa calculado fue: 94,518 ny/L.

Cddigo Replicados Media Grupos homogéneos

6 6 85,04 X
5 6 85,16 X
1 6 89,62 x X
3 6 90,93 X X X
4ab 6 93,10 X X
2a 6 96,06 X X
4a 6 97,89 X X
2b 6 104,26 X X
7 6 108,59 X

Tabla 3.34: Test de Sheffe para la determinacién de grupos

homogéneos de valores concentracion de masa (mg/L) del material de
referencia BCR 608, calculada mediante el patrén liquido, y teniendo en

cuenta el error volumétrico (a = 0,001).
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3.6.ASIGNACION DE LA INCERTIDUMBRE AL VALOR DE CONCENTRACION DE
MASA DEL MATERIAL DE REFERENCIA BCR 608

El valor de concentracién de masa asignado al material de referencia BCR 608
era trazable al material de referencia SRM 927b (Figura 3.19). Para el calculo de su
incertidumbre se tuvieron en cuenta todos aquellos componentes de los diferentes
pasos descritos en el apartado 2.9.5 que contribuian de una manera significativa. El

calculo se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por la Eurachem/Citac Guide.

Dilucion

SRM 927 b {—— Patrén de trabajo

i Doetsch

Disolucion de la creatina-quinasa
purificada

+——p| Patron Liquido

Dilucion .
Inmunoanalisis

BCR 608

Figura 3.19: Trazabilidad del material de referencia BCR 608 de la creatina-quinasa 2 al SRM 927 b.

3.6.1. Dilucion del SRM 927b

Para el célculo de la incertidumbre asociada a la dilucion del material de
referencia SRM 927b se tuvieron en cuenta las incertidumbres estandares relativas
detalladas en la Tabla 3.35. Tanto la incertidumbre de la concentracién de proteina del
SRM927b, como su densidad, fueron proporcionadas por el NIST con un nivel de
confianza del 95%, de manera que el célculo de la incertidumbre se realiz6 dividiendo

el valor proporcionado por 1,96.

Componente Valor Incertidumbre __ncertidumbre
estandar relativa
g;”;;?;rg;';’; deproteina 25 o1 giL 0,17 gL 2,36 x 107
Densidad del SRM 927b 1,021 g/mL  0,0036 g/mL 3,53x10°
Volumen del matraz 250 mL 0,15 mL 6,0x 10
Masa pesada / / 1,9x10*

Tabla 3.35: Datos sobre la incertidumbre de la dilucién del SRM 927b.
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El calculo de la concentracién de proteina del SRM 927b diluido se midié
teniendo en cuenta su densidad, la cantidad afiadida al matraz donde se realizé su

dilucién, el volumen del matraz y su concentracion nominal:

v= %:—: 1,734mL

c 72,01
CoVX—MED —1 734 x2—5'g=0,4995 g/lL

VMatraz

Donde m es la cantidad (g) de SRM 927b dispensada en el matraz aforado, d es la
densidad (g/mL) del SRM 927b, v es el volumen (mL) de proteina afadido al
matraz aforado, Csgrm 9270 €S la concentracion nominal (g/L) del SRM 927b, Viyaraz €S
el volumen (mL) del matraz utilizado en la dilucién y ¢ es la concentracion (g/L) del
SRM 927b diluido.

En el célculo de la incertidumbre estandar no se tuvo en cuenta la
incertidumbre estandar relativa asociada a la masa pesada ni al volumen del matraz

aforado, ya que no contribuian de una manera significativa.

U=y/(2.36x10* f +(3,53x10°* f =4,25x10°*

u=4,25x 10" x 0,4995 g/L = 0,0021 g/L

Donde U es la incertidumbre estandar relativa, 0,4995 g/L es la concentracion del

SRM 927b una vez diluido y u es la incertidumbre estandar.

3.6.2. Asignacion de un valor de concentracion de proteina a la solucion diluida
de la creatina-quinasa 2 purificada

Para el calculo de la incertidumbre asociada a este paso se tuvieron en cuenta
las incertidumbres estandares relativas detalladas en la Tabla 3.36. La incertidumbre
asociada a la concentracion de proteina asignada por el procedimiento de Doetsch fue
proporcionada con un nivel de confianza del 95%. Sin embargo, en el calculo de la
concentracion de proteina contribuyeron Unicamente 5 valores, lo que equivale a 4
grados de libertad (n = 5; 4 grados de libertad), de manera que el célculo de la
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incertidumbre se realiz6 dividiendo este valor por 2,8. Este factor era equivalente a dos
veces la distribucién de Student t que se utilizé en el calculo de la incertidumbre.

Componente Valor Incertidumbre chertldumb_re
estandar relativa
Concentracion del SRM 3
927b diluido 0,4995 g/L 0,0021 g/L 4,25 x 10
Valor asignado por el 124,3 mg/L 4,70 mg/L 0,0378

procedimiento de Doetsch

Tabla 3.36: Datos sobre la incertidumbre de la asignacién de un valor de concentracién de
proteina a la solucién de la creatina-quinasa 2 purificada.

En el célculo de la incertidumbre estandar se tuvieron en cuenta los dos

componentes detallados en la Tabla 3.33:

U=1[4.20 x10°*f +(0,0378f =038

u=0,038 x 124,3 mg/L = 4,72 mg/L

Donde U es la incertidumbre estandar relativa, 124,3 mg/L es la concentracion de
la solucion diluida de la creatina-quinasa 2 purificada asignada por el
procedimiento de Doetsch y u es la incertidumbre estandar.

3.6.3. Preparacion del patron liquido

Para el calculo de la incertidumbre asociada a la preparacion del patron liquido
se tuvieron en cuenta las incertidumbres estandares relativas detalladas en la Tabla

3.37.

Componente Valor Incertidumbre In,certldumbre
estandar relativa

Concentracién de la solucion

diluida de la creatina-quinasa 124,3mg/L 4,72 mg/L 0,038

2 purificada

Volumen de la pipeta 0,0646 mL  0,00017 mL 2,63x10°

Volumen del matraz 100 mL 0,1296 mL 1,29 x 10

Tabla 3.37: Datos sobre la incertidumbre de la preparacién del patrén liquido.
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El célculo de la concentracion de este material una vez diluido se realizé
teniendo en cuenta la concentracion de proteina asignada por el procedimiento de
Doetsch a la solucion diluida de la creatina-quinasa 2 purificada, y el volumen
calibrado de la pipeta y del matraz aforado utilizados para su dilucion:

Vo
Pipeta :124,3)( 0,0646

Matraz '

CCK—2 :CPr oteina = 80,362 m;]/L

Donde Cpoeina €S la concentracion de proteina (ng/L) asignada por el procedimiento

de Doetsch a la solucion diluida de la creatina-quinasa 2 purificada, Veipeta €S €l
volumen (mL) dispensado de este material al matraz aforado y Vuara- €S €l volumen

(mL) del matraz utilizado en la dilucién.

En el célculo de la incertidumbre estandar se tuvieron en cuenta los tres

componentes detallados en la Tabla 3.37:

U=1(0.038) +(2.63x10°* " +(1,296 x10°* " = 0,038

u = 0,038 x 80,362 ny/L = 3,054 ny/L

Donde U es la incertidumbre estandar relativa, 80,362 ng/L es la concentracion de

proteina del patrén liquido y u es la incertidumbre estandar.

3.6.4. Asignacion de un valor de concentracion de masa al BCR 608

Para el calculo de la incertidumbre asociada a la asignacion de un valor de
concentracion de masa al BCR 608 se tuvieron en cuenta las incertidumbres
estandares relativas detalladas en la Tabla 3.38. La incertidumbre asociada a la
concentracion de masa asignada por los distintos inmunoanalisis fue proporcionada
con un nivel de confianza del 95%, de manera que el calculo de la incertidumbre se

realizo dividiendo este valor por 1,96.
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Componente Valor Incertidumbre In,cert|dumbre
estandar relativa
Concentracion del patron
o 80,362 ng/L 3,054 ny/L 0,038
liguido
Valor asignado en la 95,518 ny/L 3,171 ng/L 0,033

campafia de certificacion

Tabla 3.38: Datos sobre la incertidumbre de la asignacién de un valor de concentracion de
masa al BCR 608.

En el calculo de la incertidumbre estandar se tuvieron en cuenta los dos

componentes detallados en la Tabla 3.38:

U=4/(0,038)* +(0,033)* =0051

u=0,051 x 94,518 ny/L = 4,82 ny/L
Donde U es la incertidumbre estandar relativa, 94,518 ng/L es la concentracion
masa certificada del BCR 608 y u es la incertidumbre estandar.

En la Figura 3.20., se muestra un gréfico en el que se puede observar la

contribucién de los distintos pasos a la incertidumbre del valor certificado.

|
D |
C
B
A
0 0,01 0,02 0,03 0,04
U (incertidumbre estandar relativa)

Figura 3.20: Incertidumbre estandar relativa de los distintos
pasos que contribuyen a la incertidumbre de la concentracién de
masa certificada de la creatina-quinasa 2 del BCR 608. A: dilucion
del SRM 927b, B: Valor asignado por el procedimiento de
Doetsch, C: Dilucién de la solucion diluida de la creatina-quinasa 2
purificada (Patron liquido), D: Valor asignado en la campafia de

certificacion.
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3.7. VALOR CERTIFICADO DEL MATERIAL DE REFERENCIA

El valor de concentracion de masa certificado de la creatina-quinasa 2 del
material de referencia BCR 608 reconstituido tal y como se describe en el apartado
2.9.3.4., calculado mediante el patron liquido de idéntica composicion a este y medido
mediante distintos inmunoanalisis comerciales y distintos laboratorios, es el que se
indica a continuacioén junto a su incertidumbre expandida. La incertidumbre expandida

se obtuvo a partir de la incertidumbre estandar multiplicada por un factor k = 2:

BCR 608 = 94,5 + 9,6 ny/L
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4.1 PURIFICACION Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA CREATINA-
QUINASA 2

La creatina-quinasa 2 utilizada en la preparacion del patrén liquido, se purificd

a partir de muasculo cardiaco humano, ya que principalmente se encuentra en este
tejido. La purificacion se realizé siguiendo el mismo procedimiento que habia sido
descrito para la obtencion de la creatina-quinasa 2 para la preparacion del material de
referencia BCR 608 (Gella y cols., 1998). En primer lugar, tras la homogenizacion del
tejido y precipitacion con etanol, se realiz6 una cromatografia de intercambio aniénico,
eliminandose la mayoria de proteinas contaminantes junto con la isoenzima 3 de la
creatina-quinasa (soenzima mayoritaria en el musculo cardiaco). A continuacién se
realizaron dos cromatografias de afinidad, de esta manera se consiguidé separar la
albumina, principal contaminante, debido a que la similitud de su punto isoeléctrico con
el de la creatina-quinasa 2 no permitia la separacion de ambas proteinas mediante la
cromatografia de intercambio ionico.

A partir de 193 g de tejido miocéardico humano se obtuvieron 8 mg de enzima
purificada con una actividad especifica de 10 nkat/mg y una concentracion catalitica

de 14.033 nkat/L. El rendimiento calculado a partir de la concentracion catalitica de la

creatina-quinasa 2 fue de un 7,2 %, con un factor de purificacién de 55 veces. Aunque
el rendimiento fue superior al que habia sido descrito para la obtencion de la
isoenzima 2 que se utilizd para la preparacion del material de referencia (1,2%), la
actividad especifica fue inferior (16,7 nkat/mg) (Gella y cols., 1998).

Una vez obtenida la creatina-quinasa 2 purificada se procedié a su
caracterizacion con el objetivo de determinar tanto el grado de pureza de la solucion,
como las caracteristicas moleculares de la misma.

La comprobacion del grado de pureza de la isoenzima purificada se realizd
mediante procedimientos electroforéticos, y mediante la medicion de la concentracion
catalitica de algunas enzimas que se encuentran en el musculo cardiaco y que podian
hallarse como contaminantes en la solucion purificada. La electroforesis en
condiciones desnaturalizantes y tincion de Coomassie, y en condiciones no
desnaturalizantes y revelado por actividad (Figuras 3.3., 3.4., y 3.5.) confirmaron la
pureza de la muestra, descartandose la contaminacion por albumina y por la
isoenzima 3. En cuanto a la presencia de enzimas contaminantes, o no se detecto
concentracion catalitica, o esta era inferior al 1% (Tabla 3.4.), como en el caso de la L-
lactato-deshidrogenasa, enzima que se encuentra en grandes cantidades en el
citoplasma de las células. Aun asi, se consideré que la solucién contenia Unicamente

creatina-quinasa 2 con un grado de pureza superior al 99%.
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Respecto a la caracterizacion molecular de la enzima, la electroforesis en
condiciones desnaturalizantes y tincion de Coomassie (Figura 3.3.), puso de
manifiesto la presencia de dos bandas con distinta masa molar, 40.800 y 44.500 g/mol.
Estos valores son muy similares a los descritos en 1983 por Perryman y cols., 43.000

y 44.500 g/mol, para las subunidades M y B respectivamente.

La determinacién del punto isoeléctrico aportd un valor de 5,56 para la creatina-
guinasa 2 (Figura 3.9.). Este valor coincidio con los descritos por diversos autores para
la isoforma tisular de dicha enzima: 5,61 (Chapelle y Heusghem, 1980), 5,50 Eldin y
cols., 1986) y 5,80 (Gella y cols., 1998).

El estudio de las caracteristicas antigénicas de la creatina-quinasa 2 purificada
realizado mediante transferencia e identificacion con anticuerpos especificos contra la
subunidad B, la subunidad M y la isoenzima 2, confirmé la integridad antigénica de
dicha isoenzima, puesto que en todos los casos se encontré una interaccién antigeno-
anticuerpo adecuada (Figuras 3.6., 3.7.y . 3.8.).

La obtencion de las tres isoenzimas de la creatina-quinasa a partir de la
isoenzima 2 purificada, visualizadas mediante electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes y revelado por Coomassie y por actividad (Figuras 3.9. y 3.10.), y
caracterizadas antigénicamente mediante anticuerpos especificos contra la subunidad
My la subunidad B (Figuras 3.11. y 3.12.), confirmé que la isoenzima purificada estaba
formada por la combinacién de las subunidad M y B.

Una vez caracterizada y demostrada la pureza y reactividad antigénica de la
creatina-quinasa 2, se consider6 que la isoenzima podia ser utilizada como patron en
los inmunoanalisis de la campafia de certificacion de un valor de concentracion de

masa al material de referencia BCR 608.
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4.2. COMPARACION DE PROCEDIMIENTOS DE MEDIDA DE LA
CONCENTRACION DE MASA DE LA CREATINA-QUINASA 2 Y ESTUDIOS DE
CONMUTABILIDAD

Se realiz6 un estudio comparativo de cinco procedimientos de medida de la

concentracion de masa de la creatina-quinasa 2, con el objetivo de estudiar (1) las
diferencias existentes entre ellos, (2) el efecto matriz y (3) la conmutabilidad del
material de referencia BCR 608.

4.2.1. Comparacion deinmunoanalisis

La falta de normalizacion y armonizacion de resultados en la medicion de la
concentracion de masa de la creatina-quinasa 2 mediante distintos inmunoanalisis, ha
sido descrita por diversos autores (Vaidja y cols., 1993, Green y cols., 1994, Gadsden
y cols.,, 1994). La variabilidad de los resultados obtenidos mediante distintos
inmunoandlisis puede ser causada por diversos factores: la heterogeneidad del
componente objeto de la medida, el procesamiento y la recoleccion de los
especimenes, el tipo de especimen, la matriz en la que se encuentra el componente,
el diluyente de la muestra, las caracteristicas de los anticuerpos utilizados (estabilidad,
especifidad, procedencia), el marcaje y el método de deteccion de la sefial, los
calibradores y controles, la funcién de calibracion, y por dltimo, el procedimiento de
calibracion (Price, 1998).

El presente trabajo ha constatado, que si bien los distintos procedimientos
comparados correlacionaban bien (coeficientes de correlacion comprendidos entre
0,91 y 0,96), existian diferencias significativas entre ellos, como reflejaban las
pendientes y las ordenadas en el origen de las rectas de regresion obtenidas mediante
la comparacion por el procedimiento de Passing y Bablok (Tabla 3.5.). Solo el intervalo
de confianza del 95% de las pendientes obtenidas tras la comparacion de
ACS:180/Stratus y ACS:180/IMx comprendia el valor 1, por lo tanto entre el resto de
los inmunoanalisis comparados existian diferencias de tipo proporcional. El intervalo
de confianza del 95% de la ordenada en el origen para todas las comparaciones
contenia el valor cero, excepto cuando Elecsys era uno de los inmunoanalisis
comparados, indicando la existencia de diferencias constantes entre este
inmunoanalisis y el resto. Con el inmunoandlisis Elecsys se obtenian valores de
concentracién superiores a los obtenidos con el resto de procedimientos, en cambio
con Stratus se obtenian concentraciones inferiores. La infravaloracion de los valores
de concentracion de masa obtenidos por Stratus ya habia sido descrita por otros

autores (McBride y cols., 1991).
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Cabe destacar que las diferencias existentes entre los distintos inmunoanalisis
comparados no se reflejan en los valores discriminantes proporcionadas por los
distintos fabricantes (Tabla 4.1.), puesto que Elecsys, IMx y ACS:180 dan valores

idénticos (5,0 ng/L), a pesar de que los valores obtenidos con Elecsys son 1,20 y 1,26

veces superiores, respectivamente.

Valor discriminante Intervalo analitico

(ng/L) (no/L)
Stratus® 4,7 0,40-125
ACS:180° 5,0 0,80-300
Elecsys? 5,0 0,15-500
IMx3 5,0 0,70-300
Immulite® 5,9 0,42-500

Tabla 4.1: Caracteristicas de los inmunoanalisis comparados.

La falta de normalizacion de los resultados obtenidos con los distintos
inmunoandlisis comparados, se podria corregir sustancialmente mediante el uso de
patrones trazables a un mismo material de referencia, lo que permitiria la
intercambiabilidad de resultados y un Unico valor discriminante valido para los distintos

procedimientos de medida.

4.2.2. Estudio de conmutabilidad: efecto de la matriz

Una de las causas mas importantes de variabilidad entre los distintintos
inmunoanalisis comerciales es el efecto de la matriz. Se entiende por matriz el
conjunto de todos los componentes de la muestra (o material) excepto el analito. En el
presente trabajo se ha realizado un estudio del efecto de distintas matrices de origen
humano (suero y plasma) y una matriz sintética con la misma composicion a la
utilizada en la preparacion del BCR 608.

La mayoria de las matrices estudiadas no eran conmutables con los
especimenes plasmaticos utilizados en el estudio comparativo de los distintos
inmunoanalisis (Tabla 3.7.), es decir, la creatina-quinasa 2 purificada diluida en la
matriz plasmatica, sérica o sintética no mostraba el mismo comportamiento inter-
procedimiento que las muestras humanas. La matriz sintética sélo era conmutable en

una de las diez comparaciones (ACS:180/IMx). Esta falta de conmutabilidad
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probablemente era consecuencia de diferencias en cuanto a la composicién de esta

matriz sintética y la matriz de origen humano.

La dialisis de las matrices aument6 la conmutabilidad de la creatina-quinasa 2,
principalmente en la matriz plasmatica, que paso a ser conmutable en todas aquellas
comparaciones en las que no intervenia Stratus (6 de 10). El efecto producido por la
dialisis parecia indicar la presencia de componentes de baja masa molar en el suero y
en el plasma que podrian interferir en la interaccion antigeno-anticuerpo. De hecho, los
valores de concentracion de masa obtenidos en las matrices dializadas eran

superiores a los obtenidos en las mismas matrices sin dializar.

Las diferencias entre las matrices dializadas y sin dializar se estudiaron mas
exhaustivamente mediante la comparacion entre la matriz sérica o plasméatica
dializada y sin dializar. Al eliminar las sustancias dializables del suero se incrementaba
el valor de la concentracion de la isoenzima 2, en diferente grado, para cada uno de
los inmunoanalisis (Tabla 3.12.). Esto parecia indicar que la dialisis eliminaba
sustancias séricas interferentes que afectaban de forma negativa a la medicion de la
concentracion de masa de la creatina-quinasa 2 en los especimenes seéricos. En
cambio, los resultados de la comparacion entre la matriz plasmatica dializada y sin
dializar (Tabla 3.13.), mostraban que la interferencia de las sustancias dializables del
plasma dependia del inmunoanalisis utilizado, ya que podian interferir de forma
negativa, como en el caso de Stratus y ACS 180, o no interferir como sucedia con

Elecsys, IMx e Immulite.

Estas diferencias entre las matrices dializadas y sin dializar, ya habian sido
observadas en un estudio realizado por Frey en 1996, que comprendia tres de los
inmunoanalisis citados (Stratus, IMx y ACS:180), y una matriz sérica, dializada y sin
dializar, a la que se le habia afiadido la creatina-quinasa 2 purificada.

La comparaciéon entre la matriz sérica y plasmatica confirmé el diferente
comportamiento de la creatina-quinasa 2 frente a los diferentes inmunoandlisis (Tabla
3.15.). Los valores de concentracion de masa obtenidos eran mas elevados cuando la
medicion de la isoenzima se realizaba en la matriz plasmatica. Al dializar las matrices
(Tabla 3.16), las diferencias Unicamente se mantenian en Stratus y en ACS:180,
debido a que la eliminacion de las sustancias dializables, en cada una de las matrices,
provocaba un aumento de la concentracibn en la misma proporcion. Cuando la
medicion se realizaba en Elecsys, IMx e Immulite, los valores de concentracién
obtenidos eran los mismos independientemente de la matriz dializada, ya que, como

se habia observado anteriormente, las sustancias dializables del suero afectaban
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negativamente a la medicién, mientras que las plasmaticas no afectaban. De manera
que, la medicién de la creatina-quinasa 2 con cualquiera de estos tres inmunoandlisis,
era independiente de la matriz utilizada (sérica o plasmatica), siempre y cuando se

dializase previamente.

Cabe destacar, que las matrices utilizadas en este estudio, presentaban
caracteristicas equivalentes a los diluyentes de muestra proporcionados por los
distintos fabricantes (Tabla 4.2.).

A pesar de las diferencias observadas en cuanto a la medicién de la creatina-
quinasa 2 en funcioén del tipo de matriz, la mayoria de los fabricantes no lo especifican
en sus prospectos. Si bien recomiendan un tipo de especimen, en la mayoria de los
casos no hacen distinciobn entre realizar la medicion en un especimen sérico o
plasmatico (Tabla 4.2.). Unicamente en el prospecto del ACS:180% se indica que las

mediciones en un especimen plasmatico con heparina de sodio pueden llegar a

proporcionar resultados un 20% superiores a las realizadas en un especimen sérico.

Diluyente Tipo de especimen
Stratus? Suero humano Suero
ACS:180% Suero equino Suero o plasma con
heparina de sodio
Elecsys® Matriz proteica SUEro o plasma con

heparina de sodio

. Suero, plama con
IMx* Suero bovino heparina de sodio o
EDTA-sales de tripotasio

Suero o plasma con

.. a H 1
Immulite Matriz proteica heparina de sodio

Tabla 4.2: Diluyentes y especimenes recomendados por los fabricantes de
los inmunoandlisis .

4.2.3. Conmutabilidad del material de referencia BCR 608

Uno de los requisitos fundamentales que han de cumplir los materiales de
referencia para garantizar la normalizacion de resultados, es la conmutabilidad con las
muestras humanas. Unicamente, si el componente objeto de la medida se encuentra
en la matriz adecuada (similar a la de las muestras humanas), podra comportarse de
manera similar a como lo hace en los especimenes humanos. Esta conmutabilidad es

muy dificil de conseguir cuando los procedimientos de medida que van a ser utilizados
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para medir los analitos son los inmunoandlisis, puesto que los procedimientos de

medida son muy diferentes entre si.

El material de referencia de la isoenzima 2 de la creatina-quinasa (BCR 608)
tiene un valor certificado de concentracion catalitica de 1,12 + 0,03 nkat/L, y cumple
los criterios requeridos en cuanto a composicién, homogeneidad y estabilidad (Gella y
cols., 1998). En vista de la necesidad de la homogenizacion de resultados de
concentracion de masa de la creatina-quinasa 2, se realizé un estudio de la
conmutabilidad del BCR 608 con los cinco procedimientos de medida descritos en el

apartado 2.4.

El estudio de la conmutabilidad del BCR 608 con los diferentes inmunoanalisis
demostr6é que no era conmutable, ya que la isoenzima 2 del material no se comportaba
de forma equivalente a los especimenes humanos. La no conmutabilidad del material
de referencia parecia indicar la presencia de algin componente de la matriz que
afectaba al procedimiento de medida de manera distinta a como afectaban los

componentes de la matriz plasmatica.

Los valores de concentracion que se obtuvieron para el material de referencia
con cada uno de los inmunoanalisis fueron muy similares, excepto con Stratus, que a
diferencia de los especimenes humanos, el valor de concentracion fue superior (1,5
veces), lo que indicaria la presencia de algun interferente en la matriz que afectaria de

manera positiva dando lugar a valores de concentracion superiores a los esperados.

La liofilizacion puede afectar a las caracteristicas antigénicas de una proteina
(Buttner, 1991), de manera que no existiese conmutabilidad para un mismo material
antes y después de su liofilizacién. Por lo tanto, era necesario el estudio de la
conmutabilidad entre la creatina-quinasa 2 del BCR 608 y la creatina-quinasa 2
purificada diluida en la matriz sintética, puesto que esta Ultima seria utilizada como
patrén en la campafia de certificacion de un valor de concentracion de masa del BCR
608.

La creatina-quinasa 2 en la matriz sintética, al igual que en el material de
referencia, no era conmutable con los especimenes humanos. La relacion existente
entre los cinco inmunoanalisis mostraba un comportamiento muy similar de la
isoenzima en las dos matrices. A excepcion de la relacion entre Elecsys e Immulite, las
demas relaciones eran muy parecidas. Por lo tanto, la creatina-quinasa 2 presente,
tanto en el material de referencia liofilizado, como en la matriz sintética sin liofilizar, se

comportaba de la misma manera con los distintos procedimientos de medida.
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4.3. CERTIFICACION DE UN VALOR DE CONCENTRACION DE MASA AL
MATERIAL DE REFERENCIA BCR 608

El material de referencia BCR 608 objeto de la asignacion de un valor de

concentracion de masa de la creatina-quinasa 2, es un liofilizado que contiene una
concentracion catalitica certificada de 1,12 + 0,03 nkat/L de creatina-quinasa 2 en una

matriz compuesta por: PIPES 25 mmol/L, ADP 2 mmol/L, 2-mercaptoatanol 5 mmol/L,
NaCl 154 mml/L, albimina humana 50 g/L, pH 7,2. (Gellay cols., 1998).

La concentracion de masa de la solucién diluida de la creatina-quinasa 2
purificada se midi6 mediante un procedimiento que permiti6 determinar su
concentracion de proteina. Ademas, esta solucion era trazable a un material de
referencia con una concentracion de proteina certificada: el SRM 937b (NIST).
Desafortunadamente, este procedimiento no era valido para la certificacion de un valor
de concentracion de masa del BCR 608, puesto que la concentracion de masa de la
enzima era muy baja, y ademas, su matriz contenia una elevada concentracion de
albdmina sérica humana. Sin embargo, la trazabilidad del BCR 608 al SRM 937b se
consiguio a través de la solucion diluida de la creatina-quinasa 2 purificada. Tras la
medicion de su concentracion de proteina, la solucion que contenia la isoenzima
purificada se diluyé obteniéndose una solucion estable y de concentracion conocida
gue se utiliz6 como patrén en los distintos inmunoanalis. De manera que la
concentracion de masa del BCR 608 se asigné mediante esta solucion patrén

asegurando su trazabilidad al SRM 937b.

4.3.1. Asignacion de un valor de concentracion de proteina por el procedimiento
de Doetsch

Existe un gran numero de procedimientos que permiten la medicion de la
concentraciéon de proteina. Los mas sensibles se basan en la union que se produce
entre un cromégeno especifico y algunos aminoacidos de la cadena peptidica (ej.:
Lowry, Coomassie) 0 en la absorcion a 280 nm de los aminoacidos aromaticos. El
material de referencia SRM 937b era una solucion de albumina sérica bovina, una
proteina diferente a la creatina-quinasa 2 en cuanto a la composicion de los
aminoacidos que la integran. Por lo que la eleccion de cualquiera de los
procedimientos nombrados anteriormente para asignar un valor de concentracién a la
solucién purificada de la creatina-quinasa 2 a través del SRM 937b daria lugar a
errores. En 1973, Doetsch describié un procedimiento con una elevada sensibilidad y
especificidad para la cadena de aminoacidos que forma parte de cualquier proteina.

Este procedimiento, que incorporaba dos cromatografias de gel filtracion, habia sido
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considerado como un procedimiento de referencia. Por este motivo, fue seleccionado
para la asignacion de un valor de concentracion de proteina a la solucion purificada de

la creatina-quinasa 2.

En la asignacion de un valor de concentracion de proteina a la solucion diluida
de la creatina-quinasa 2 purificada participaron 5 laboratorios. Previamente, y debido
al elevado coste de la obtencion de la creatina-quinasa 2 purificada, se realiz6 un
ensayo preliminar con el objetivo de familiarizar a los participantes con el
procedimiento de medida, y estudiar algunas caracteristicas metrolégicas de dicho

procedimiento.

La imprecision obtenida para cada laboratorio en el ensayo preliminar estaba
comprendida entre 1,34-7,16% (Tabla 3.19.). Debido a que la solucién problema objeto
de la medida era de concentracion conocida se pudo determinar la inexactitud del
valor asignado: - 3,4%. Este valor estaba comprendido dentro de la imprecision de la
campafa de asignacion del valor de concentracion de proteina a la solucién problema
3,84% (Tabla 3.20.).

En vista de que el procedimiento de medida de Doetsch cumplia con los
requisitos esperados de inexactitud e imprecision, se procedio a la asignacion del valor
de concentracion de proteina a la solucion diluida de la creatina-quinasa 2 purificada.

La imprecision obtenida para cada laboratorio estaba comprendida entre 2,80-
11,39% (Tabla 3.21.). Tras la evaluacién estadistica de los datos proporcionados por
los distintos laboratorios, se determind la concentracion de proteina de la solucién
diluida de creatina-quinasa 2 a través de la media de medias de los distintos
laboratorios, debido a que no existia un unico grupo homogéneo de datos (Tabla
3.24.). El valor calculado fue 124,3 mg/L.

La imprecision intraensayo y la interensayo eran elevadas, 7,08% y 20,84%,
respectivamente, al igual que la imprecisién asociada al valor asignado 8,52% (Tabla
3.22.), lo que no es de extrafiar si tenemos en cuenta que se trataba de un
procedimiento manual que incluia dos cromatografias, y que la concentracion de
proteina de la muestra era muy cercana al limite inferior del intervalo de medida (90-
1500 nyg/L). El aumento de la imprecision respecto al obtenido en el ensayo preliminar,
se debia a que la concentracion de proteina de la solucion diluida de la creatina-
quinasa 2 purificada era sustancialmente inferior a la de la solucién problema utilizada

en el ensayo preliminar 124,3 mg/L y 301,1 mg/L, respectivamente.
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4.3.2. Medicion de la concentracion de masa del material de referencia BCR 608

Debido a que en la actualidad no existe ningln procedimiento de referencia
para la medicién de la concentracién de masa de la creatina-quinasa 2, y a que en el
estudio comparativo de los inmunoanalisis comerciales ninguno de los procedimientos
estudiados parecia destacar sobre los otros, se decidido asignar el valor de
concentracion de masa al BCR 608 mediante su mediciébn en un amplio nimero de
inmunoanalisis comerciales basados en distintos principios de medida, a pesar de que
se habia descrito que la asignacion de valores mediante procedimientos de distintas
caracteristicas podria aumentar considerablemente la incertidumbre del valor asignado
(Dybkaer, 1991).

La concentracion de creatina-quinasa 2 se midié en la misma serie, en el BCR

608 y en el patrén liquido de creatina-quinasa 2 purificada.

Cada participante calibr6 sus inmunoandlisis con los calibradores
correspondientes, y se determind la concentracion de masa de las muestras. Las
concentraciones del material de referencia obtenidas por cada participante se
calcularon de dos maneras distintas. En primer lugar, se realiz6 una evaluacién
estadistica de los valores de concentracion medidos por cada laboratorio, una vez
corregido el error volumétrico que habia cometido cada participante en la
reconstitucion del BCR 608. El valor de concentracion, 61,404 ng/L (Tabla 3.27.), se
determiné a partir de la media de medias de cada grupo de datos, puesto que no
existia un unico grupo homogéneo de concentraciones (Tabla 3.29.). El coeficiente de
variacion interlaboratorio, CV: 42;4%, fue muy elevado, lo que indicaba que existia una
gran diferencia entre los valores medios de concentracion de los distintos grupos
datos.

Esta diferencia de resultados disminuia considerablemente cuando el célculo
de la concentracion se realizaba utilizando como calibrador comun el patron liquido.
Por lo tanto, si los distintos inmunoandlisis fuesen calibrados frente a una misma
solucion de concentracion conocida, que a su vez fuese conmutable con las muestras
humanas, la variabilidad de resultados disminuiria notablemente. Christenson y cols.
(1981) han puesto de manifiesto que mediante el uso como calibrador de un material
constituido por creatina-quinasa 2 recombinante, la variabilidad existente entre los

distintos inmunoanalisis se reducia de un 40% a un 13%.

Como ya se ha indicado anteriormente, la trazabilidad del BCR 608 al SRM
937b, era factible a través del patron liquido. Por este motivo, se recalculo la

concentracion del material de referencia mediante esta solucion de concentracion
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conocida, teniendo en cuenta el error volumétrico cometido en la reconstitucion del
BCR 608. El valor de concentracion se calculd a partir de la media de las medias de
cada grupo de datos por falta de homogeneidad de valores, obteniéndose un valor de
94,518 ny/L (Tabla 3.32.) con una incertidumbre relativa del 6,57%, inferior a la
obtenida directamente sin la utilizacion del patron liqguido como calibrador, 13,30%,
debido a la disminucién del coeficiente de variacion interensayo.

4.3.3. Asignacion de la incertidumbre asociada al valor de concentracion de
masa del material de referencia BCR 608

La concentracion de masa certificada del BCR 608 fue asignada mediante el
uso del patron liquido como calibrador, lo que garantizaba la trazabilidad al material de
referencia SRM 937b. La incertidumbre asociada fue de 4,82 ng/L. Esta incluia todos
los componentes de los diferentes pasos del proceso descritos en la Tabla 2.18. que
contribuian de una manera significativa. Cabe destacar que la contribucion mayor vino
dada por la asignacion del valor de concentracion de proteina a la solucién diluida de
la creatina-quinasa 2 purificada por el procedimiento de Doetsch (Figura 3.20.), como

consecuencia de la elevada imprecision del procedimiento.

La incertidumbre expandida (intervalo de confianza del 95%) asociada al valor
certificado fue 9,6 ng/L, y la incertidumbre expandida relativa fue 10,1%. Este valor era

superior al obtenido en otros materiales de referencia de la BCR (Tabla 4.3.).

Respecto a la diferencia en cuanto a los valores de incertidumbre asociados a
la concentracion de masay a la concentracion catalitica del BCR 608, indicar que en la
certificacion de la concentracion catalitica se utilizd un Unico procedimiento de medida,

el procedimiento de referencia descrito por la IFCC.

4.3.4. Valor certificado del material de referencia
El valor certificado del CRM 608 fue 94,5 + 9,6 ng/L. Este valor de
concentracion se encuentra dentro del intervalo de medida de los distintos

inmunoandlisis comerciales que se utilizan hoy en dia para medir la concentraciéon de

masa de la creatina-quinasa 2.
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Descripcién Cadigo expelggieggcilé?;:i)\r/z %)
Apolipoproteina A-I BCR-393 47
Apolipoproteina A-ll BCR-394 59
Tiroglobulina BCR-457 55
a-Fetoproteina BCR-486 9,0
((j::lli;r;rig; Eg?;;ltigeno especifico BCR-613 87
Creatina-quinasa 1 BCR-299 3,1
g-Glutamiltransferasa BCR-319 2,4
Fosfatasa alcalina BCR-371 2.4
L-Lactato-deshidrogenasa 1 BCR-404 47
Fosfatasa acida prostética BCR-410 25
Alanina-aminotransferasa BCR-426 2,3
a-Amilasa pancreatica BCR-476 18
Creatina-quinasa 2 BCR-608 2,7

Tabla 4.3: Incertidumbre expandida relativa de algunos materiales de referencia
certificados distribuidos por el IRMM.
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4.4. UTILIDAD DEL MATERIAL DE REFERENCIA

Debido a que el BCR 608 tiene un valor certificado de concentracién catalitica y

de concentracion de masa, permitiria conseguir la armonizacion de resultados de dos
tipos de procedimientos de medida mediante un Unico material de referencia, lo que
resulta de gran ayuda si se tiene en cuenta que actualmente se utilizan para medir la
concentracion de la creatina-quinasa 2, tanto los procedimientos basados en el

inmunoanalisis como los procedimientos basados en la inmunoinhibicion,.

El material de referencia de creatina-quinasa 2 puede ser empleado en la
comparacion de resultados de laboratorios que utilicen el mismo procedimiento de

medida y en el control de la calidad del procedimiento de rutina del propio laboratorio.

Asimismo, el material de referencia puede ser usado para la calibracion de un
procedimiento de medida de creatina-quinasa 2 a un solo punto de concentracién, o a
varios puntos si se diluye en la misma matriz. En caso de emplearse como calibrador
es preciso utilizar un material control para valorar la calidad analitica del

procedimiento.

Si el material de referencia se utiliza para validar la calidad analitica de un
determinado procedimiento, el valor esperado de concentracion de masa de creatina-
guinasa 2 sera el valor certificado incluyendo el intervalo de confianza del 95%
definido, pero si se emplea como calibrador deberé utilizarse el valor certificado.

En el caso de la validaciébn de la calidad analitica de un procedimiento
determinado usado en el propio laboratorio, se deberan realizar los siguientes

célculos:

- Para valorar la reproducibilidad del procedimiento estudiado habra que
comparar la varianza obtenida en n determinaciones con la varianza
intralaboratorios obtenida en la campafa de certificacion, es decir: 8,644
(my/L)?. La comparacion de varianzas puede realizarse mediante la simple

inspeccion o aplicando la prueba estadistica adecuada.

- Para valorar el error sistemético del procedimiento estudiado habra que
comparar la media obtenida en n determinaciones en el laboratorio (y) con
el valor certificado (), el error sistematico vendra dado por la siguiente

ecuacion:
d=y-m

y el intervalo de confianza (95%) de dicho error se calculara mediante la

siguiente ecuacion:
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d-2S,£d £d+2S,

Siendo S,, la desviacion tipica interlaboratorio (19,807 ng/L) estimada en la

campafia de certificacion.

Sin embargo, debido a la falta de conmutabilidad del BCR 608 con las
muestras humanas, dificimente se podran solucionar los problemas de
homogeneizacion de resultados a través de la asignacion de valores de concentracion
de masa a los calibradores producidos por los distintos fabricantes utilizando este
material referencia como patrén. Por este motivo, seria necesaria la preparacion de un
material de referencia secundario que fuese conmutable con las muestras humanas (p.
€j.. creatina-quinasa 2 purificada diluida en una mezcla de especimenes plasmaticos
dializados) al que se le asignaria un valor de concentracion con un procedimiento de
referencia (en el momento que existiese) usando como patron el BCR 608. Mediante
este material de referencia secundario se asignarian valores de concentraciéon a los
patrones comerciales con el procedimiento de medida escogido por el fabricante
correspondiente (Figura 4.1.).

A
Material de referencia primario
(BCR 608)
\ Procedimiento de medida de
/ referencia
I
K . . . > Q
3 Material de referencia secundario ® 2
5 (CK-2 diluida en una mezcla de a2
N plasmas dializados) 5 g
— o
= s @
Q
Procedimiento de medida
/ seleccionado por el fabricante
Patrones comerciales

Figura 4.1: Armonizacion de resultados con calibradores comerciales trazables al BCR 608.
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Se obtuvieron 8 mg de creatina-quinasa 2 purificada a partir de 193 g de tejido
miocardico humano, con una actividad especifica de 10 nkat/mg y una

concentracion catalitica de 14.033 nkat/L. El rendimiento fue de un 7,2%, con un

factor de purificacién de 55 veces.

La isoenzima purificada estaba compuesta por dos subunidades con una masa
molar de 40.800 g/mol (subunidad M) y 44.500 g/mol (subunidad B). El pH
isoeléctrico era de 5,56. El andlisis de la pureza y la caracterizacién molecular de
la creatina-quinasa 2 purificada, realizado mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, no desnaturalizantes, revelado con anticuerpo especificos y
mediciébn de posibles enzimas contaminantes, demostré que la isoenzima
presentaba las caracteristicas adecuadas para la preparacion del patron liquido.

Los distintos inmunoanalisis comparados para la medicién de la concentracion de
masa de la creatina-quinasa 2 correlacionaban bien (coeficientes de correlacion
comprendidos entre 0,91 y 0,96). Sin embargo, existian diferencias significativas
entre ellos, como reflejan las pendientes y las ordenadas en el origen de las rectas
de regresion obtenidas mediante la comparacion por el procedimiento de Passing y
Bablok.

El estudio del efecto matriz puso de manifiesto que la mayoria de las matrices
estudiadas no eran conmutables con los especimenes plasmaticos utilizados en el
estudio comparativo de los distintos inmunoanalisis. Sin embargo, la dialisis tanto
de la mezcla de especimenes séricos, como de la mezcla de especimenes
plasmaticos, aumentaba su conmutabilidad.

La comparacion entre la matriz sérica y plasmatica confirmé el diferente
comportamiento de la creatina-quinasa 2 frente a los distintos inmunoandlisis
observado en el estudio de conmutabilidad. Los valores de concentracién de masa
obtenidos eran mas elevados cuando la medicion de la isoenzima se realizaba en
la matriz sérica. Las matrices dializadas presentaban una concentracion de
creatina-quinasa 2 equivalente, en cualquier caso el grado de equivalencia
dependia del inmunoanalisis utilizado.

La creatina-quinasa 2 en la matriz sintética, al igual que en el material de
referencia, no era conmutable con los especimenes plasmaticos. El

comportamiento de la isoenzima en ambas matrices era el mismo.

La calibracion de los distintos inmunoandlisis mediante una misma solucion de
concentracion conocida, que a su vez era conmutable con la muestra objeto de la

medida, disminuia notablemente la variabilidad entre procedimientos, como ha
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guedado evidenciado en la medicion de la concentracion masa de la creatina-

quinasa 2 del BCR 608 usando el patrén liquido como calibrador.

8. El valor certificado de concentracion de masa del BCR 608 con su incertidumbre
expandida asociada fue 94,5 + 9,6 nu/L.
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PROTEIN CONCENTRATION MEASUREMENT IN
PURIFIED HUMAN CREATINE KINASE 2

VALUE ASSIGMENT CAMPAIGN

LABORATORY ettt e e e e e et e e e e e e e n b s

Name of resSpPoNSIDIE ... s
o Lo =TSSP

Telephone NUMDBEr ...
= D 101 01 o= U
0 0= 1 P PPPPPPPPPRUPPP

Please complete these 3 sheets and return before March 16 1998, to:

Francesca CANALIAS

Departament de Bioquimica i de Biologia Molecular
Unitat de Bioquimica de Medicina

Universitat Autonoma de Barcelona

Edifici M 08193-Bellaterra (Spain)

Fax (34) 35811573
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CALIBRATION OF PIPETTES

Nominal volume (mL) 1.00
Mean weight of water delivered (g) | .........

Temperature (°C) | ...l

Corrected volume (mL) | ...

SPECTROMETER

Name and tyPe ......ooooiuieieiiiiiie e

Bandwidth (nmM) ..............coeeees

Wavelength selection by ..o,

Actual wavelength for measurements (nm) .................

REAGENTS
Manufacturer

Sodium hydroxide L
Sodium potassiumtartrate .,
Copper (Il) sulfate
Potassiumiodide L

Sodium diethyldithiocarbamate ~ .........cccoeiiee.

PREPARATION OF SOLUTIONS

Absorbance of solution Il at 654 nm against water

Absorbance of solution IIl at 347 nm against water
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RESULTS

Absorbance
of calibration material

Absorbance
of sample (CK 2)

day 1

day 2

day 3

OBSERVATIONS
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ASSIGNMENT CAMPAIGN OF

CREATINE KINASE 2 MASS CONCENTRATION

VALUE TO CRM 608

LABORATORY .ottt

Name Of reSPONSIDIE ..o
AGUIESS it e et e e e

JLIC=2E=T 0T 0T o= 10101 L=
= L £ 10T 1 o 1= P
[ = 1 R

Please complete these 4 sheets and return before July 14, 1999, to:

Francesca CANALIAS

Departament de Bioquimica i de Biologia Molecular
Unitat de Bioquimica de Medicina

Universitat Autonoma de Barcelona

Edifici M 08193-Bellaterra (Spain)

Tel. +34 93581 1575 Fax +34 93581 1573
E-mail: francesca.canalias@blues.uab.es
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CALIBRATION OF PIPETTE

Nominal volume: 1.00 mL W;é%g;?;dw(zt)er
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

Mean (g), SD

CV (%)

Temperature (°C)

Corrected volume (mL)

ANALYZER

Manufacturer

Name

Type of detection system

CALIBRATOR: code number lot number

Type of calibration
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REAGENTS AND CONTROL MATERIALS

Code number Lot number

VIALS OF CRM 608

Date of receipt in the laboratory:

Date of measurement

Number of vial
(see label)

First vial

Second vial

First vial

Second vial

First vial

Second vial

RESULTS

CONTROL MATERIALS

Target value

Range of
acceptable
values

Obtained values

Day 1

Day 2 Day 3
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LIQUID STANDARD

Obtained values (mg/L)

Day 1 Day 2 Day 3
CRM 608
Obtained values (my/L)
Day 1 Day 2 Day 3
Vial 1
Vial 2

OBSERVATIONS




